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DOKU MUHENDISLiGi UYGULAMALARI iCiN MiKROAKISKAN
SISTEMI KULLANARAK SODYUM ALJINAT FiLM URETIMIi

OZET

Son yillarda doku miihendisligindeki 6nemli gelismeler, dokuya 6zgii hiicre kiiltiirti
faaliyetlerini destekleyen iskelelerin iiretimi igin yeni yontemlerin gelistirilmesini
gerektirmistir. Geleneksel iiretim yOntemlerinin iskele mikro mimarisi lizerindeki
yetersiz kontrolii, iskelelerin iiretimi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesine duyulan
ithtiyaci1 arttirmistir. Mikroakigskan teknikleri yiiksek derecede diizenli ve kontrollii
gozenekli doku iskelelerinin iiretimi i¢in son zamanlarda en ilgi ¢eken yeni
tekniklerden bir tanesidir.

Bu tez c¢alismasinda, T-sekilli bir mikroakigkan sistem ile doku miihendisligi
uygulamalarinda iskele yapisi olarak kullanilabilecek gozenekli aljinat hidrojel
filmlerin iiretimi gergeklestirilmistir. Calismada mikroakiskan cihaz vasitasiyla
iiretilen mikrobaloncuklarin iki asamayla gozenekli film olusturma potansiyeli
aragtirtlmistir. Calismanin ilk asamasinda farkli konsantrasyonlardaki polimerik
mikrobaloncuklar bir altlik iizerinde toplanmis ve baloncuk patlama islemi ile
gozenekli yapilarin olusumu saglanmustir. Ikinci asamada ise elde edilen
mikrobaloncuklara CaCl, ¢6zeltisi kullanilarak bir jellesme islemi uygulanmis ve
kurutularak gozenekli {i¢c boyutlu yapilar elde edilmistir. Ayrica, polimerik ¢ozelti
konsantrasyonlari, s1v1 akis hizi ve gaz basinci gibi parametrelerin elde edilen filmlerin
ozellikleri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Uretilen filmlerin mikro yapilari Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) vasitasiyla incelenmistir. Gozenekli aljinat hidrojel
filmlerin kimyasal kompozisyonu Foruier Déniisiim Infrared Spektroskopisi (FT-IR),
kristal yapilart X-Isin1 Kirtnim Analizi (XRD) ile belirlenmistir. Termal 6zelliklerinin
incelenmesinde Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) kullanilmigtir. Ayrica
iiretilen gozenekli aljinat hidrojel filmlerin su alim kapasitesini belirlemek i¢in sisme
testi, biyouyumlulugunun degerlendirilmesi i¢in Notral Kirmizist Alim (NKA)
sitotoksisite testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirilerek, mikroakiskan
sistemin doku miihendisliginde gozenekli iskele yapilarinin kontrollii bir sekilde
iiretilmesinde etkili bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikroakiskan yontem, mikrobaloncuk, gozenekli film, kaplama,
doku iskelesi, hidrojel
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SODIUM ALGINATE FILM PRODUCTION USING MICROFLUIDIC
SYSTEM FOR TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS

SUMMARY

In recent years, notable advances in tissue engineering have required the development
of new methods for the production of scaffolds that support tissue-specific cell culture
organizations. Inadequate control of conventional production methods over scaffold
microarchitecture has increased the requirement for the development of new
techniques to produce of scaffolds. Microfluidic techniques have recently become one
of the most interesting new techniques for the production of highly ordered and
controlled porous film scaffolds structures.

In this thesis, porous alginate films that can be used as scaffold structures in tissue
engineering applications are produced with a T-junction microfluidic device. Used in
the present work; in this study the two step process to the potential of porous film
formation from microbubbles that produced by the microfluidic device was
investigated. In the first, microbubbles of different polymeric concentrations were
collected on a plate and, the formation of porous structures was achieved by bubble
bursting process. In the second step, a gelling process applied on the microbubbles
obtained with a use of CaCl, solution and freeze-drying to form porous three-
dimensional structures. In addition, the effects of parameters such as polymeric
solution concentrations, liquid flow rate and gas pressure on the properties of the
obtained films were investigated. The microstructures of the produced films were
examined by Scanning Electron Microscopy (SEM). The chemical composition of the
hydrogel films was determined by Fourier Transformation Infrared Spectroscopy (FT-
IR) and X-ray diffraction analysis (XRD). Differential Scanning Calorimetry (DSC)
was used to examine the thermal properties. In addition, the swelling test was used to
determine the water uptake capacity of the hydrogel films, and the Neutral Red Intake
(NKA) cytotoxicity test was used to evaluate the biocompatibility. The obtained results
showed that microfluidic system is an effective method in controlled production of
porous scaffold structures in tissue engineering.

Keywords: Microfluidic method, microbubble, porous film, scaffold, coating,
hydrogel
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, tip, biyoloji, biyomalzeme bilimi ve miihendisligi igeren
disiplinlerarast bir alandir. Doku miihendisliginin amaci, bozulmus veya yaral
dokularin yenilenmesine yardimci olabilecek tibbi implantlar gelistirmektir. Son 30
yilda doku miihendisligi, 6zellikle kalp krizi, diyabet ve kanserler gibi 6nemli saglik
sorunlar1 i¢in alternatif bir tibbi tedavi olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu arastirma alanm
genetik olarak veya ekstra hiicresel ortamlar vasitasiyla manipiile edilen canli
hiicrelerin ~ kullanimin1  igermektedir. Doku miihendisliginde amag, viicuda
implantasyon i¢in biyolojik ikame edicilerin gelistirilmesi veya tig-boyutlu (3B) yapay
bir matris g¢ercevesinde aktif bir sekilde dokularin yeniden sekillenmesini tesvik
etmektir. Doku iskelesi olarak adlandirilan bu gozenekli yapilar in vitro olarak
hiicrelerin tutunmasi, biiyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in 3B bir ortam saglamaktadir. Doku
iskeleleri, hiicreler i¢in uygun yapigsma yiizeyi olusturmalarinin yam sira, mekanik
dayanim saglamakta, hiicrelerin fizyolojik ve biyolojik degisikliklere cevap vermesi
icin ¢evre doku ile etkilesimin kurulmasina yardime1 olmakta; ayrica gercek hiicre disi
matrisin yeniden olusumuna katkida bulunmaktadir. G6ézenekli biyobozunur filmler
ve membranlar doku miihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi ve hiicre ayirma
matrisleri olarak kullamlan biyomalzemelerdir. Ozellikle hiicre ¢ogalmasmi ve
farklilasmasini destekleyen ince biyopolimerik gozenekli filmler, doku yenilenmesi
icin doku miihendisliginde umut verici iskele adaylaridir. Doku iskelesi olarak
kullanilan g6zenekli ince film yapilari, besin ve oksijen diflizyonunu etkili bir sekilde
saglayarak yeni doku olusumu i¢in vaskiilerizasyonu (damarlanma) etkili bir sekilde
saglayacag1 diisiiniilmektedir. Gozenekli filmlerin {iretimi i¢in literatiirde cesitli
geleneksel teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler film gézenekliligin saglanmasi
noktasinda basit yaklasgimlar sunmaktadir. Ancak, doku miihendisligi uygulamalari
icin uygun bir iskele yapisini imal etmek i¢in mevcut film ve membran iiretim
teknikleri genellikle organik c¢oziicii kullanimim1 ve c¢oklu islem adimlarini
gerektirmektedir. Bu islemler, yapilarin tasarimina bagli degildir ve bu nedenle iskele

olarak kullanilan film ve membran yapilarinda gozenekliligin, gdzenek boyutlarinin
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ve film/membran kalinlig1 gibi iskelelerin temel gereksinimlerinin kontrol edilmesi zor
olmaktadir. Ayrica geleneksel iiretim tekniklerinde saflagtirma ve sterilizasyon
islemleri igin gereken islemler ve iiretim siiresi nedeniyle biiyiik 6lgiide daha yiiksek
bir maliyete neden olmakta ve hiicre kiiltirlenmesi devreye girdiginde, diisiik
gozeneklilik, genis gdzenek boyut dagilim orani vb. gibi bazi ciddi sinirlamalar
getirmektedir. Film yapilarinin gézenek biiytikligiinii kontrol etmeyi saglayabilen
yeni teknikler olsa da gbzenek yapisini tek adimda kontrol etmek hala zorluklar
icermektedir. Tiim bu dezavantajlar nedeniyle bu gozenekli yapilarin liretimi i¢in
kullanilan tiretim teknikleri iskele olarak kullanilabilecek film veya membran iiretimi

i¢cin ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir.

Son yillarda hiicre-malzeme etkilesimlerinin daha iyi anlasiimasi ile arzu edilen
ozelliklere sahip, doku tipine 6zgii gozenekli film yapilarmin iretimine yonelik
caligmalar hizla artmaktadir. Her biri kendi avantajlar1 ve dezavantajlari olan
gozenekli iki boyutlu (2B) ve 3B film yapilarini imal etmek igin ¢esitli yeni teknikler
gelistirilmistir. Bu yeni teknikler sayesinde arzu edilen 6zelliklerdeki iskelelerin
iretimi gergeklestirilebilmektedir. Mikroakigskan teknikler, geleneksel tekniklerin
iskele mimarisi lizerinde getirdigi sinirlamalar1 asmak i¢in son yillarda doku
mihendisliginde iskele {iiretimi i¢in kullanilan yeni tekniklerden bir tanesidir.
Mikrometre boyutlarindaki kanallarda akiskanlarin akiginin kontrol edilmesini
saglayan mikroakiskan teknolojisi, nanopartikiillerden 3B matrislerin iiretimine kadar
degisen malzemelerin iiretimi igin bir etkili platformdur. Ozellikle gaz tabanli
mikroakiskan sistemler izole edilmis baloncuklardan organize mikro kopiliklere kadar,
yiiksek oranlarda kontrol edilebilen boyut dagilimma sahip gozenekli doku

iskelelerinin tiretimi i¢in oldukga iyi bir adaydir.

Bu ¢alismada, gaz tabanli mikroakigkan yontemi ile elde edilen sodyum aljinat
mikrobaloncuklarindan, doku miihendisliginde iskele uygulamalari i¢in tasarlanmis
ince film ve hidrojel formunda gozenekli yapilar iretilmistir. Ayrica sistem
parametrelerinin elde edilen goézenekli film yapilar {izerine etkisi arastirilmis ve

kimyasal, fiziksel ve termal karakterizasyonlar1 yapilmustir.

Bu tez ¢aligmasinin asil amact mikroakigskan sistemin doku miihendisliginde doku

iskele uygulamalari igin aljinat gézenekli filmlerin ve hidrojel film yapilarinin iiretim



potansiyelini incelemek ve gesitli sistem parametrelerinin elde edilen filmlerin ¢esitli

Ozelliklerine olan etkilerini karakterize etmektir.
Bu amagla asagidaki belirtilen ¢iktilar hedeflenmektedir.

1. Film ve hidrojel olusumu i¢in kullanilacak mikrobaloncuklarin iiretimi ve
karakterizasyonu

2. Farkli igerik ve polimerik konsantrasyonda iiretilen mikrobaloncuklarin
gbzenekli film olusturma potansiyelleri

3. Farkli igerik ve polimerik konsantrasyon, akis hizi ve basing parametreleri ile
tiretilen mikrobaloncuklarin gézenekli hidrojel film {iretim potansiyeli

4. Elde edilen hidrojel film yapilarinin ¢esitli analiz yontemleri ile fiziksel,
mikroskobik, kimyasal ve termal karakterizasyonlar1 yapilmasi ve sitotoksisite

testleri ile biyouyumlulugunun degerlendirilmesi



2. LITERATUR OZETi

Bu boliimde doku miihendisligi, doku iskeleleri, hidrojel ve gézenekli film yapilari ve
dretim yontemleri ile ilgili literatlir 6zeti yapilmistir. Ayrica boliim, mikroakiskan
yontemler hakkinda ve mikroakigkan yontemlerin literatiirde film ve hidrojel iskele

yapilarini liretimine iliskin ¢alismalar hakkinda literatiir bilgisini de igermektedir.

2.1 Doku miihendisligi

Doku Miihendisligi, fonksiyonun yitirmig hastalikli doku ya da organlarin
onarilmasi/yenilenmesi amaciyla ilgili organlarin yeni biyolojik esdegerlerinin
gelistirilmesini hedefleyen, disiplinleraras1 bir alandir [1,2]. Doku miihendisligi,
hasarli doku veya organlarin tedavisi igin, tip, biyoloji, kimya ve malzeme biliminin
temel prensiplerini kullanir [2]. Son 30 yilda doku miihendisligi, 6zellikle kalp
hastaliklar1 [3], diyabet [4] ve kanserler [5] gibi yikict saglik sorunlari igin alternatif
bir tibbi tedavi olarak dikkat ¢cekmektedir.

Doku miihendisligi, kok hiicre ve onciilleri gibi ¢ogalma ve farklilasma 6zelligine
sahip hiicreler, bu hiicrelerin farklilasmasi ve ¢ogalmasini saglayan biiylime faktorleri
gibi biyoaktif molekiiller ve hiicreler i¢in yapisal destek saglayan iskeleler gibi temel
bilesenlerden meydana gelmektedir (Sekil 2.1) [6]. Bu temel bilesenlerin tek baslarina
ya da bir arada uygulanmasina bagli olarak farkli doku miihendisligi yaklasimlari
benimsenmistir [7]. Doku miihendisliginde kullanilan tii¢ yaygin yaklasim, gerekli
islevi saglayan hiicreleri degistirmek i¢in izole edilmis hiicrelerin veya hiicre
ikamelerinin kullanilmasi, biiyiime ve farklilagma faktorleri gibi doku indiikleyici
maddelerin hedeflenen yerlere gonderilmesi ve ii¢ boyutlu yap1 iskelelerinde biiyiiyen
hiicrelerin implantasyonudur [1,8]. Bu yaklagimlar uygulamalarda, islevini tam olarak
yerine getiremeyen dokulardaki hasara bagli olarak segilir. Ornegin, hiicre
deformasyonlarina bagli olarak azalmis fonksiyon gosteren dokularda hiicre
tedavileri(hiicre yaklagimi1) doku onarimini saglayabilirken, doku hasarinin daha fazla

oldugu durumlarda dokunun yenilenmesi i¢in yeterli olmamaktadir [9]. Ug stratejiden,
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hiicre-iskele yapilarinin kullanimi genellikle daha basarili bir sonu¢ alinmasini

saglamistir. Bu yaklagimda, iskele 6nemli bir rol oynamaktadir.

Doku miihendisliginde iskele kullanimin ana amaci ekstraseliiler matriksi (ESM) taklit
etmektir. ESM, yalnizca ¢ok hiicreli organizmalarin yapisal biitiinligiinii korumak i¢in
fiziksel bir destek saglamakla kalmaz, ayni1 zamanda hiicre yagamini, organizasyonu
ve farklilasmasini desteklemek icin biyokimyasal ve biyofiziksel sinyaller igin bir
rezervuar gorevi goriir [10]. Farkli fonksiyonlara sahip dokulara ve organlara
boliinmesi ve biitlinlesmesi i¢in hiicreleri yonlendiren farklilasma ve goc olaylari,
ESM' nin dokuya 6zgili 3B mimarilere ve kompozisyonlara siirekli ve dinamik olarak
yeniden sekillenmesi ile eslik eder [11]. Bu nedenle, her dokunun yerlesik hiicreleri,
hiicre ve ¢evresi arasindaki dinamik karsiliklilik veya ¢ift yonlii ¢apraz karigsma olarak
adlandirilan bir islemde ESM' ye karsi sorumludur ve bunlara yanit verir. Tiim bu
sebeplerden dolay1 doku veya organ yenilenmesini saglamak igin ilk adim ESM’ yi
yeniden olusturmaktir. ileri seviyede doku hasarlarinda bozulmus ESM yiiziinden

rejenerasyon azalmakta ya da tamamen durmaktadir [12,13].

Biyomalzeme

Biyosinyal molekiilleri

Sekil 2.1: Doku miihendisligi temel bilesenleri [6].



2.2 Doku Iskeleleri

Islevsel dokular olusturmak icin hiicreleri uyaran ii¢ boyutlu (3B), destek yapilarinin
veya matrislerinin gelistirilmesi, doku mithendisliginin temel hedeflerinden biridir. 3B
iskeleler, dokunun eski formunu geri kazanmasi siirecinde, hiicrelere yapisal destek
saglayarak, hiicrelerin tutunmasini ve ¢ogalmasina yardimci olmaktadir [1,14]. Bu
iskeleler esasen doku olusumu igin ESM’yi taklit eden bir sablon gdrevi goriir ve
dokunun gelismesi i¢in boslugu ve hiicrelerin biiyiimesi icin fiziksel bir destegi
saglamaktadir. Ayrica iskele, hiicrelerin fenotiplerini koruyabilecekleri ve proteinleri
ve molekiilleri sentezleyebilecekleri bir ortam saglamalidir. Bu sebeple her hiicre ve

doku tipine gore iskele tasarimi farkli olmaktadir [7,15].
2.2.1 Doku iskelesi gereksinimleri

Cesitli biyomalzemelerden gesitli imalat teknikleri kullanilarak viicuttaki farkli doku
tiplerine 6zgl sayisiz iskele iretilmistir. Bununla birlikte, doku tipinden bagimsiz
olarak, doku miihendisliginde kullanim i¢in iskelelerin sahip olmasi gereken temel

gereksinimler bulunmaktadir [16].

2.2.1.1 Biyouyumluluk

Herhangi bir yap1 iskelesinin doku miihendisligi i¢in ilk kriteri biyolojik olarak
uyumlu olmasi gerektigidir. Hiicreler, iskeleye yapismali, normal sekilde biliyiimeye
ve yeni matris olusmadan dnce cogalmaya devam etmelidir. Implantasyondan sonra,
iskele veya doku tasarimli yapi, iyilesmesini azaltabilecek veya viicut tarafindan
reddedilmeye neden olacak kadar siddetli bir inflamasyon tepkiye yol agmamalidir
[17,18].

2.2.1.2 Biyobozunurluk

Doku miihendisliginin amaci, viicudun kendi hiicrelerinin zamanla implante edilmis
iskeleyi veya doku miihendisligi yapist ile yer degistirmesini saglanmasidir. iskeleler
ve yapilar kalict implantlar olarak tasarlanmamistir. Bu nedenle iskele, hiicrelerin
kendi hiicre dis1 matrislerini iiretmelerine izin verecek sekilde biyolojik olarak
pargalanabilir olmalidir [19]. Bu bozulmanin yan iiriinleri de toksik olmamali ve diger

organlarla etkilesime girmeden viicuttan atilabilmelidir [20]. Bozulmanin doku



olusumuyla birlikte gerceklesmesine izin vermek ic¢in, makrofajlar gibi hiicrelerin

kontrollii inflizyonuyla birlestirilen bir inflamasyon yanit1 gereklidir [21].

2.2.1.3 Mekanik ozellikler

Ideal olarak, iskele, implante edilecegi anatomik bdlgeye uygun mekanik 6zelliklere
sahip olmali ve implantasyon zamanindan yeniden yapim (remodeling) isleminin
tamamlanmasina kadar gerekli mekanik biitiinliigiinii korumalidir [15]. Insan
viicudunun fizyolojik cevre sistemi i¢ginde mevcut olan sikistirma veya c¢ekme
kuvvetlerine kars1 gerekli mekanik destek, iskelenin tasarlandig1 dokuya bagl olarak
saglanmalidir. Bu durum tim dokularda Onemli olmasina ragmen, ozellikle
kardiyovaskiiler ve ortopedik uygulamalar i¢in bazi1 zorluklara neden olur. Yeterli
mekanik 6zelliklere sahip iskeleler iiretmek, kemik ve kikirdak doku miihendisliginde
karsilasilan en biiyiik zorluklardan biridir [22, 23]. Iyi mekanik &zelliklere sahip birgok
malzeme liretilmesine ragmen, yiiksek gozeneklilik ve vaskiilarizasyon icin yetersiz
kapasite nedeniyle in vivo olarak implante edildiginde basarisiz olabilmektedir [24].
Hiicre infiltrasyonuna ve vaskiilarizasyona izin vermek i¢in yeterli mekanik 6zellikler
ile gdozenekli mimari arasindaki dengenin herhangi bir iskelenin basarisinin anahtari

oldugu kabul edilmektedir [25].

2.2.1.4 iskele mimarisi

Doku miihendisligi i¢in kullanilan yap1 iskelelerinin mimarisi kritik 6éneme sahiptir.
Iskelelerin farkli yapisal &zelliklerinin, kiiltiir ortamindaki hiicrelerin kaderini
belirlemede esasen ii¢ 6nemli etkisi vardir: goézenekler, ara baglantilar ve iskele

gozenekliligi (porosity) [26].

Iskeleler, hiicresel penetrasyonu ve yapi igerisindeki hiicrelere ve bu hiicrelerin
olusturdugu hiicreler aras1 matrise yeterli miktarda besin yayilmasini saglamak i¢in
birbirine bagl bir gdzenek yapisina ve yliksek gozeneklilige sahip olmalidir. Ayrica,
atik tiriinlerin iskeleden disar1 ¢ikmasinin saglamak icin gozenekli, birbirine bagl bir
yapiya ihtiya¢ duyulmaktadir ve iskele bozunma iiriinleri de diger organlar ve ¢evre
dokularla karismadan viicuttan ¢ikabilmelidir [27]. Iskelenin morfolojisi, gdzenek
biiytikliigii, sekli ve vaskiilarizasyonu bakimindan yeni dokunun olusumuna rehberlik
edebilecek sekilde tasarlanmalidir. Iskelelerin merkezindeki vaskiilarizasyon eksikligi
ve atiklarin giderilmesinden kaynaklanan ¢ekirdek bozulma sorunu, doku
miihendisligi alaninda 6nemli bir konudur [28,29].
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Iskele mimarisi i¢in baska bir kilit bilesen, iskelenin ortalama gézenek biiyiikliigiidiir.
Ortalama gozenek ve ara baglanti boyutlari, iskelelerin 3B yapisindaki hiicrelerin
bliylimesini ve penetrasyonunu biiyiik Olglide etkiler [30]. Hiicreler oncelikle,
malzeme ylizeyindeki kimyasal gruplar (ligandlar) vasitasiyla iskelelerle etkilesime
girer. Ligand yogunlugu spesifik yilizey alanindan, yani hiicrelerin yapisabilecegi bir
gbozenek icindeki mevcut yilizeyden etkilenir. Bu, iskeledeki ortalama gozenek
biiyiikligiine baghdir. Bu nedenle gozeneklerin, hiicrelerin yapiya gegmesine iskele
icindeki ligandlara baglanabilmesine izin verecek kadar biiyiik olmalar1 gerekir [31-
33]. Sekil 2.2’de MG63 hiicrelerinin farkli gbzenek boyutlarindaki polikarbon
membranlardaki hiicresel davraniglarimin degisimi gosterilmektedir [34]. Goézenek
biiyiikliigii ve gozenek baglanabilirligi, sadece hiicre yasaminda degil, ayn1 zamanda
ECM salgilanmasinda da 6nemli bir rol oynar. ECM salgisinin derecesinin gozenek
biiyiikliigiine baglh olarak degistigi gosterilmistir [35]. Bu nedenle, herhangi bir iskele

i¢in, kiiltiirlenecek hiicre tipine ve tasarlanan dokuya bagli olarak degisebilen kritik bir

gbzenek boyutu araligi mevcuttur [36].

Sekil 2.2: Gozenek boyutunun hiicre davranisi lizerindeki etkisi, farkli gozenek
boyutlarindaki polikarbon membran yiizeylerine tutunmus MG63 hiicreleri:(a)0,2 pm,
(b)0,4 um, (c)1 um, (d)3 pm, (e)5 um ve ()8 um [34].

Ongoriilen uygulamalara bagli olarak, gdzenek 6lciisii dikkatlice kontrol edilmelidir.
Implant gdzenek  biiyiikliigiinin  doku rejenerasyonu iizerindeki etkisi,
neovaskiilarizasyon igin 5 um [37], yetiskin memelilerin deri rejenerasyonu igin 20—
125 pm'lik [38], osteoid biiytimesi igin 40-100 um [39], ve kemigin rejenerasyonu i¢in
100-350 pm [40] optimum gbzenek Dbiyiikligini gosteren deneylerle
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vurgulanmaktadir. Gozeneklilik ve gozenek baglanabilirligi ve ortalama gozenek
biiyiikligii dahil olmak iizere iskelelerin gézenek mimarisi, hiicre sag kalimi, hiicre

dis1 matrislerin gogalmasi ve salgilanmasi igin kritiktir [41].

2.3 Doku Miihendisligi Uygulamalarinda Gézenekli Biyobozunur Film ve

Membran iskele Yapilariin Kullanim

Doku miihendisliginde basaril1 bir doku rejenerasyonun kilit faktorti, yapi iskelelerinin
hizli ve stabil neovaskiilarizasyonu (yeni kan damar1 olusumu) tesvik etme
yetenegidir. Yetersiz vaskiilarizasyon, yetersiz besin maddelerine ve oksijene yol
acarak hiicrelerde hipoksi ve iiniform olmayan doku yapilarina neden olmaktadir [42].
Vaskiilerizasyon i¢in birincil etken iskele gozenekliligi ve gozenek yapisi olsa da diger
onemli bir faktor bu gozenekli yapilarin kalinhigi ile iligskilendirilmektedir [43]. Zengin
kilcal aglara sahip in vivo dokularla karsilastirildiginda, in vitro prekiirsér doku
analoglari, iskele i¢lerinde metabolik taginimi desteklemek i¢in vaskiilarizasyondan
yoksundur. Iskelenin i¢ kismimda bulunan hiicrelerin kaderi, metabolik maddelerin
iskelenin i¢ kismina diflizyonuna dayanir ve besin maddelerinin dis yiizeye yakin
bulunan hiicreler tarafindan tiiketilmesiyle tehlikeye girer. Iskele kalinliginin artmasi
besin ve oksijenini iskelenin i¢ kisimlarina difiizyonunu zorlastirmaktadir [44-46].
Iskele kalinligmin bu etkisi, hiicrelerin bilyiimesinin, sivi-doku arayiiziinden birkag
yliz mikronla smirlandirildigi birgok ii¢ boyutlu doku miihendisligi sisteminde
gozlenmistir. Deri gibi ¢ok ince dokular i¢in iskele ylizeyinde yetisen hiicrelerin in
vitro olarak c¢ogalmasi igin iskele kalmligimin az olmasi genellikle sorun
olusturmamaktadir [47,48]. Ancak sert doku miihendisliginde 6zellikle kas ve kemik
dokular i¢in kullanilan kalin iskeleler (200 um'den fazla) igin vaskiilarizasyon biiyiik
bir sorun teskil etmektedir [48]. Bu gézenekli ii¢ boyutlu kalin iskelelerde, iskele dis
ylizeyinde birikmis bir hiicre tabakasi ve iskele igerisinde muntazam olmayan bir
bilylimesi ortaya ¢ikabilmektedir. Genel olarak literatiirde yapilan ¢aligmalar, kalin
dokularin miihendisliginin besleyici taginimla smirli oldugunu ve homojen hiicre
dagilimimi  saglamada yeterli olmadigim1  gostermektedir [50,51]. Doku
mithendisligindeki bu onemli sorunu ¢dzmek igin gozenekli filmler iskele yapilart
olarak kullanilmistir. Filmler ince bir malzeme tabakasi olarak tanimlanmaktadir [51].
Biyobozunur polimer filmler gida paketleme uygulamalari i¢in yaygin olarak

kullanilmistir ve biyolojik olarak bozunabilirligi nedeniyle, doku miihendisliginde



iskele yapilar1 olarak ve hiicre ayirma membranlart olarak da oldukg¢a sik
kullanilmaktadir [52]. Gozenekli biyopolimerik filmler, hiicre yapismasini ve
hiicrelerin yap1 i¢ine gociinii tesvik eden ince ve gozenekli 6zelliklerinden dolay1
biyouyumlu matrisler olarak, goz, karaciger, cilt, kas, kalp ve kemik gibi doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir [54,55]. Doku miihendisliginde
kullanilan filmler ve iskeleler i¢in dnemli olan ozellikler kalinlik, gdzenek boyutu,
gozeneklilik ve mekanik ve optik ozelliklerdir [55]. Film kalinhigi ve gozeneklilik
yukarida da bahsedildigi gibi vaskiilerizasyonla direkt olarak iligskilendirilmektedir
[43]. Filmlerin mekanik ve optik ozellikleri ise filmlerin doku miihendisliginde
kullanimi igin 6nemli bir konu olmaktadir. Besin ve oksijen gecisini saglayan film
yapilart ince malzemeler olduklart icin genellikle yetersiz mekanik dayanim
sergilemektedir [56]. Son yillarda mekanik dayanimi gelistirilmis kompozit filmlerin
iiretimi bu sorunun {Ustesinden gelmek i¢in iizerinde en ¢ok calisilan arastirma
alanlarindan biridir. Ozellikle nanoparcaciklar, seramikler gibi gesitli malzemelerin
kompozit polimerik filmlerin mekanik dayanimini arttirmak igin bir arada kullanilmasi
etkili sonuglar vermektedir [58-60]. Filmlerin diger 6nemli bir 6zelligi olan optik
ozellikler dogrudan malzeme &zellikleri ile ilgilidir. Ozellikle, okiiler doku
mithendisliginde filmlerin kullanimi, gézenekliligin ve gdzenek biiylikliigliniin dnemli
faktorler oldugu diger organ ve doku tiirlerinin aksine biiyiik 6lgiide film kalinlig1 ve
seffafligs ile ilgili olmaktadir [60].

Doku iskeleleri olarak kullanilan film yapilari doku miihendisligi uygulamalar1 igin
cesitli yontemler kullanilarak ¢esitli formlarda hazirlanabilmektedir. G6zenekli ince
film matrisleri, lif (fiber), hidrojel ve kati kopiik formunda iskele yapilar1 olarak
uretilebilmektedir [56,62]. Ekstraseliiler matrisi taklit etme potansiyeline sahip
gbzenekli fiber iskele yapilari mikro ve nano liflerden olusmaktadir. Birlestirilmis
polimer lifleri, sagladiklar1 genis yiizey alanlar1 ile hiicrelerin yapisma, ¢ogalma ve
farklilasmasimin gergeklesmesi igin oldukg¢a istenen bir nis saglamaktadir [63,64].
Mikro ve nano lifli iskele matrisleri, sert ve yumusak doku miihendisligi uygulamalari

icin yaygin olarak kullanilmaktadir [64].

Diger bir gézenekli film formu hidrojel matrislerdir. Hidrojeller, cok miktarda su ile
cesitli fiziksel veya kimyasal capraz baglarla bir arada tutulan ¢ok ¢esitli dogal veya
sentetik polimerik aglardan olusur [65]. Hidrojel matrislerin yiiksek su icerigi

(yaklasik %99) dokulara fiziksel benzerlik ve hidrojellere yiiksek miktarda
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biyouyumluluk saglamaktadir [66]. Hidrojel iskele yapilar1 igsel hiicresel etkilesimlere
izin veren baglantili gézenek yapilar1 sayesinde doku miihendisliginde biiyiik bir
oneme sahiptir. Ayrica hidrofilik ¢apraz bag aginda biiylime faktorleri ve proteinler
gibi biyosinyal molekiillerinin hapsetme kabiliyeti sayesinde, kiiltiir ortamina ¢esitli
biyolojik molekiillerin kontrollii bir sekilde verilmesi i¢in bir ara¢ olarak da islev

gormektedirler.

Son on yilda ¢esitli doku ve organ tiirlerinde doku miihendisligi uygulamalar i¢in
biyobozunur filmlerin ve membranlarin iskele olarak kullanim potansiyelini aragtiran
¢ok sayida yayin bulunmaktadir [68]. Bununla birlikte, gbzenekli filmlerin, 6zellikle
deri doku miihendisligi [68,69], kornea doku miihendisligi [69] ve kemik doku
miihendisliginde [70] kullanimi1 daha yaygindir. Gozenek biiytikliikleri ve gbzeneklilik
doku biiytimesini etkileyebilecek o6nemli faktorler oldugundan kemik doku
mithendisliginde, kemik yenilenmesi ve kemik defektlerinin onarimi i¢in 6zellikle
hidrojel ve fiber formda film matrisler, ticari olarak bulunmaktadir [72,73]. G6zenekli
biyopolimerik filmlerin en ¢ok kullanildig1 diger bir doku miihendisligi alan1 deri doku
miihendisligi uygulamalaridir. Deri dokusunun yenilenmesinde sentetik greftler olarak
kullanilan biyopolimerik matrisler, yarayi etkili bir sekilde onararak deri dokusunun
yapisini iyilestirmeye yardimer olmaktadir [73]. Deri dokunun onariminin yani sira
salim yapan matrisler, yara iyilesme siirecini hizlandiran biiyiime faktdrleri,
antibiyotikler ve antiinflamatuar ilaglar gibi gesitli takviyeleri de bulundurabilirler
[74].

2.4 Gozenekli Film Uretim Yontemleri

Cogu endiistriyel uygulamada oldugu gibi doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan polimerler siklikla 6nceden olusturulmus ve kat1 toz halindedir. Bu form
genellikle doku miihendisligi gereksinimlerine uymasi i¢in uygun degildir. Bu sebeple
kullanilacak olan polimerin ideal bir doku iskelesinin 6zelliklerini saglayacak sekilde
cesitli yontemler kullanilarak gézenekli bir son iiriin haline getirilmesi gerekir. Doku
mithendisligi uygulamalari i¢in istenen 6zelliklere sahip gozenekli iskelelerin imalati,
karmasik ve zorlu bir islem olmaya devam etmektedir [7]. Iskele imalat teknikleri icin
temel gereklilikler, makro yapilarin ve mikro yapilarin kontroliinii, biyouyumlulugun
korunmasini ve mekanik 6zelliklerin kontroliinii igerir [16]. Bununla birlikte, dogru

teknigin se¢imi kritiktir, ¢linkil iiretim yontemi iskelenin gozeneklilik, gézenek boyut
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dagilimi, mekanik ve biyobozunma gibi temel ozelliklerini Onemli Olgiide
degistirebilir [75]. Cesitli formlarda gozenekli yapi iskelelerinin hazirlamak igin
literatlirde birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler geleneksel yontemler

ve yeni yontemler olarak ele alinmaktadir [76].

2.4.1 Film yapi iiretimi icin geleneksel yontemler

Cesitli formlarda gozenekli iskele yapilarinin iiretimi i¢in farkli geleneksel yontemler
literatlirde uzun zamandir kullanilmaktadir. Bu béliimde iskele yapilarinin iiretimi i¢in
kullanilan  geleneksel yontemler Ozetlenmistir. Bu yontemler, polimerik
malzemelerden 3B gozenekli yapilarin elde edilmesi i¢in basit ve yaygin olmasina

ragmen gozenekliligin kontroliinde arzu edilen seviye saglanamamaktadir.

2.4.1.1 Faz ayrilmasi

Faz ayrilmasi, kisaca bir polimeri uygun bir ¢oziicii i¢cinde eritmeyi, kaliba
yerlestirmeyi, sonra kalib1 ¢oziilene kadar hizli bir sekilde sogutmay1 igermektedir.
Yontem sematik olarak Sekil 2.3’te gosterilmistir. Polimer diistik sicaklikta erimis
fenol, naftalen, veya dioksan gibi bir ¢oziicii i¢inde ¢6ziiliir. S1vi-sivi veya kati-sivi faz
ayrilmasi, ¢ozelti sicaklig1 diistiriilerek uyarilir. Siiblimasyon yoluyla katilagtirilmis
¢Oziicli agisindan zengin fazin daha sonra ¢ikarilmasi, gézenekli bir polimer iskele
birakir [78-80]. Bu yontemin 6nemli bir avantaji, sert kimyasal veya termal ortamlar
nedeniyle molekiiliin aktivitesini azaltmadan, biyoaktif molekiillerin matrislere dahil
edilebilmesidir. Polimer tipleri, polimer konsantrasyonu, ¢oziicli / ¢oziicii olmayan
oran ve en Onemlisi, termal sondiirme stratejisi gibi parametrelerdeki kiigiik bir

degisiklik, sonugtaki gdzenekli iskele morfolojisini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir [80].

Cozicliniin
ayrilmasi U
>

Cozelti Faz ayrilmasi Gozenekli
yapi

Polimer

Sekil 2.3: Faz ayrilmasi yontemiyle iskele {iretiminin sematik gosterimi [78].
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2.4.1.2 Dondurarak Kurutma

Liyofilizasyon olarak da bilinen dondurularak kurutma islemi, uygun bir ¢6ziicii iginde
¢oziilen bir polimerin donma noktasinin altina kadar sogutulmasini ve ¢oziiciiniin
stiblimasyon ile buharlasarak polimerik yapida gozenek olusmast islemlerini
icermektedir [81]. Bu teknikte, ¢ozelti donma noktasina kadar sogutuldugunda ¢ozelti
icinde buz kristalli olusmaktadir. Bu buz kristalleri daha sonra siiblimasyona neden
olmak icin basincinin diisiiriilmesiyle uzaklastirilmakta ve ¢ozelti i¢indeki buzu
cevreleyen polimerik madde ile karakterize olan gdzenekli bir yap1 ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil2.5a) [82]. Makro gozeneklilik baslangigta buz kristallerinin isgal ettigi bos
alana karsilik gelir [83]. Aym zamanda, gdzenek biiyilikligii donma ydnteminin
kontrol edilmesi ve degistirilmesi ile yonetilebilir [84]. Dondurularak kurutma teknigi,
iskele imalat1 sirasinda organik bir ¢6ziicii yerine su ve buz kristallerinin kullanilmasi
nedeniyle biyomedikal uygulamada daha uygun bir yontemdir; ancak, bu yontemle
vaskiiler sistemler gibi hiyerarsik yapidaki yapr iskelelerinin {iretimini smirh

olmaktadir [85].

Sekil 2.4: Farkli iiretim yontemleriyle elde edilmis iskelelerin mikro yapilari (a) Faz
ayirma ile hazirlanan PLLA / PLA iskele [79] (b) Dondurarak kurutma ile hazirlanan
aljinat iskele [82]

2.4.1.3 Coziicii dokiimii ve partikiil lici

Bu yontem kalibre edilmis mineral (sodyum kloriir, tartrat ve sitrat gibi) veya organik
(sakaroz) pargaciklarin (porojenlerin) bir polimer ¢ozeltisi i¢inde dagitilmasindan
olusur (Sekil 2.4). Bu dispersiyon daha sonra ¢dziiciiyli buharlastirmak i¢in dokiim
veya dondurularak kurutma yoluyla islenir. Islem sonunda porojen pargaciklar,
gozenekli bir polimer matrisi tiretmek i¢in segici ¢oziilme ile ayrilir. % 93'e kadar
gbzeneklilige sahip yiiksek gozenekli iskele ve 500 um'ye kadar gézenek ¢aplari bu
teknik kullanilarak hazirlanabilir [87,88].
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Polimer cozeltisi
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Kalip coziillmesi

Gizenekli yapinin
olusmasi

Sekil 2.5: Coziicli dokiim-partikiil lici yontemi ile iskele iiretiminin sematik gosterimi

[87].

Bu yontemin bir dezavantaji, yalnizca 3 mm kalinliga kadar ince filmler veya
membranlar tiretmek igin kullanilabilmesidir [88]. Bununla birlikte, {i¢ boyutlu yapi,
istenen sekildeki lic boyutlu bir matris olusturmak iizere bunlar1 birbirine lamine

ederek polimer membranlar kullanilarak iiretilebilir.

2.4.1.4 Sol-Jel teknigi

Sol-jel teknigi, metal alkoksitlerin inorganik polimerlesmesine dayanmaktadir. Bir
ylizey aktif cisminin ilavesiyle bir sol, ardindan yogusma ve jellesme reaksiyonlari
olusur. Bu islem, seramik veya cam malzemelerin ultra ince veya kiiresel sekilli tozlar,
ince film kaplamalar, seramik elyaflar, mikro g6zenekli inorganik membranlar,
monolitik seramikler ve camlar ve yiiksek gozenekli aerojel materyaller seklinde
tretilmesine izin verir [89,90]. Bu yontemin 6nemli bir dezavantaji, elde edilen

iskelelerin yiiksek mekanik dayanima sahip olmamasidir [91].

2.4.1.5 Gaz kopiiklendirme

Polimerlerin gazla kdpiiklenmesi, sanayide, 6rnegin; genlesmis polistiren, polivinil
kloriir kopiiklerin hazirlanmasi uzun zamandir kullanilan bir yontemdir. Porozite
dretimi i¢in bu teknigin kullanimi bir polimer (siirekli faz) boyunca dagilmis gaz
kabarciklarinin (i¢ faz) ¢ekirdeklenmesini ve bitytimesini kullanir [92]. 1996 yilinda
ilk kez Mooney ve ark.’lar1 tarafindan Poli laktikasit-Glikolik asit (PLA-GA)
iskelelerinin iiretimi i¢in kullanilmasiyla gaz kopiiklendirme yontemi [93], o
zamandan beri doku miihendisliginde mikro gozenekli iskelelerin iiretilmesinde gekici
bir teknik haline gelmistir [94].
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Gaz kabarciklari, yerinde (in situ) kimyasal reaksiyon veya diisiik ya da yiiksek
basingta polimer fazina inert bir gaz eklenmesi yoluyla kimyasal veya fiziksel sisirme
ajanlar ile tiretilebilir. Kimyasal reaksiyonla gaz kopiiklenmesi, bir biyopolimer ve bir
stirfaktani igeren sulu ¢dzeltinin icerisinde bir hidrofobik gazinin iiretilmesini saglar.
Gazin kimyasal onciileri suda ¢oziiniir olmalidir ve gaz, su fazinda hemen hemen
cozilinebilecek kadar inert ve hidrofobik olarak tiretilmelidir. Gaz kdpiirme tekniginde,
uygun asidik ¢ozeltilerde N2 veya CO: gibi bir inert gaz iiretmek i¢in polimer fazina
sodyum bikarbonat gibi bir kopiirtme maddesi eklenir. Polimerin goézenekli yapisi,
dagilmis gaz fazi (siireksiz faz) polimerin siirekli fazindan ¢ikarildiginda olusur
[93,96,97]. Bu teknik aljinat [97], jelatin [98], poli (etilen glikol) diakrilat (PEGDA)
ve poli (L-laktik) asit (PLLA) gibi polimerlerden goézenekli doku iskelelerin
olusturulmas: i¢in oldukga fazla kullanilmaktadir [99]. Suda ¢oziiniir yiizey aktif
cisminin iglevi kopiigiin olusumuna yardimci olmak ve 6nemli bir kopiik ¢lirigi
olmadan manipiilasyonunu miimkiin kilmak ic¢in yeterli kinetik stabilite
kazandirmaktir. Bu yontemde, iiretilen polimerik kopiikler gaz ve sivi yogunlugu
arasindaki biiyiik fark nedeniyle diisiik kinetik stabiliteye sahiptir. Bu yiizden
dondurulmus kopiik liyofilize edilir ve daha sonra polimer i¢in ¢dziicli olmayan bir
cozelti icinde ¢oziilmiis bir fiziksel veya kimyasal ¢apraz baglayici igeren bir ¢ozeltiye

batirilir [100].

Sekil 2.6: Farkl: iiretim yontemleriyle elde edilmis iskelelerin mikro yapilar1 (a)Sol-
jel teknigi ile tliretilmis kollejen iskele [90] (b)Gaz kopiiklendirme ile iiretilmis jelatin
iskele [99].

Iskelelerin kimyasal sisirme ajanlar1 ile kopiiklendirilmesi, basit olmasina ragmen,
birka¢ dezavantaji bulunmaktadir. Bu yoOntemle elde edilen iskeleler, kontrol
edilemeyen ve tahmin edilemeyen gozenek boyutlari ve gbézenekler arasi azalmis
baglantilart olan homojen olmayan yapilar sergiler; Sonug olarak, iskelelerin

morfolojisi homojen degildir. Ayrica, reaksiyon aljinat, pektinler, gellan, vb. gibi pH
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3'te jellesmeye maruz kalan biyopolimerlerin kullanimini sinirlayan giiclii bir asidik
ortami igerir [101]. Kimyasal sigirme yaklasimiyla iliskili bagka bir problem, kopiigiin
stabilitesi ve sivi fazin viskozitesi tizerindeki tahmin edilemeyen etkisidir. Hem
sisirme ajanlarinin kimyasal yapisi, hem de sulu ¢ozeltinin reolojisi ve sivi-gaz
arayiizey gerilimi tizerindeki etkileri, kdpiikleme islemi sirasinda sabit degildir; bu,
stv1 fazi karakterize eden fiziksel parametreler ile sivi / gaz ara yliziinii (6rnegin
viskozite, arayiiz gerilimi) ve kopiiklenme derecesinin belirlenmesini ve kopiik
stabilitesini zorlagtirmaktadir [103,104].

2.4.2 Film iiretimi icin yeni yontemler

Gozenekli yapilarin iiretimi i¢in kullanilan geleneksel teknikler kolay ve yaygin bir
sekilde kullanilmasina ragmen gbézeneklilik iizerine yetersiz bir kontrol saglamaktadir.
Geleneksel yontemlerin bu dezavantajlarindan dolay1 son yillarda gézenekli iskele
yapilariin {retimi i¢in yeni {retim teknikleri kullanilmaya baslanmistir. Bu

yontemlerden bazilar1 6zetlenmektedir.

2.4.2.1 Elektroegirme

Elektroegirme teknigi, birka¢ mikrondan nanometre araligina kadar ¢apa sahip elyaflar
da dahil olmak tizere gerekli morfoloji ve gézenekli iskeleleri tiretmek i¢in ¢ok c¢esitli
malzemeleri islemek i¢in ¢ok yonliiliige sahiptir. Elektroegirme, polimer liflerinin bir
hedef altlik tizerine olusumunu ve birikmesini kontrol etmek icin bir elektrik alan
kullanan imalat islemidir. Sekil 2.7°de elektroegirme islemi sematik olarak

gosterilmektedir.

Polimer gozeltisi

s igne

Yiiksek

[V] voltaj
kaynagi

Jet

Toplayici

Sekil 2.7: Elektroegirme isleminin sematik gosterimi [105].
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Standart bir elektro egirme sistemi, metalik igneli bir egirici, bir siringa pompast,
yiiksek voltajli bir giic kaynagi ve topraklanmis bir toplayicidan olusmaktadir
[105,106]. Elektroegirme isleminde, bir polimer ¢ézeltisi veya eriyigi, bir elektrik
potansiyeli ile enjekte edilir. Elektrik alan kuvveti, damlaciklarin ylizey gerilimini asar
ve daha sonra topraklanmis toplayiciya birikene kadar elektrostatik itme ile siirekli
uzamis ve ¢irpilmig yiklii bir sivi jeti olusturur. Coziicli islemde buharlagir ve jet
dokumasiz bir elyafli membran olusturmak i¢in katilagir [106]. Bir¢ok avantaji ve
yogun kullaniminin yani sira elektroegirme teknigi, zayif hiicresel iceri sizma [107],
elde edilen liflerdeki veya islem sonras1 kimyasal kalintilar tizerindeki olasi toksisite
[108], yiiksek mekanik 6zellik gerektiren uygulamalar i¢in yetersiz mekanik dayanim

[109], yavas iiretim orani, vb. gibi pratikte bazi kisitlamalar icermektedir.

2.4.2.2 Uc boyutlu (3B) yazici ile iiretim

Ug boyutlu (3B) yazici teknolojisi, yapi iskelelerini yiiksek hassasiyetle imal etmek ve
karmasik bir sekilde ayrintili biyomimetik 3B yapilar olusturmak i¢in umut verici bir
ara¢ olarak ortaya ¢ikmustir. 3B baski elde etmek igin, bir tabaka (layer-by-layer)
seklinde {iretimi gerceklestiren; dogrudan 3B baski, kaynasmis biriktirme
modellemesi, stereolitografi ve segici lazer sinterleme gibi teknikler kullanilir
[111,112]. Bu teknikler, milimetreden nanometre biiyiikliigiinde iskelelere kadar
iskele iiretmek i¢in kullanilmistir. 3B yazici ile doku iskelesi liretimi i¢in ilk adim
iiretilmesi tasarlanmis iskelenin baskisinin yapilabilmesi i¢in bir bilgisayar modelinin
olusturulmasidir (Sekil 2.8a) [112]. Daha sonraki adim ise baski i¢in kullanilacak
polimerle, iskele yapisini {i¢ boyutlu formda olusturmasi i¢in birbirini takip eden
katman yaklasimi kullanarak bilgisayar modelinin basimini icermektedir (Sekil 2.8b).

Son adim ise genellikle bir katilagma prosesini igermektedir [113].

‘\l\l\\\\’

i

Sekil 2.8: Aort kapaginin 3B yazici ile iiretimi. (a) Mikro bilgisayarli tomografi
goriintiilerinden yeniden olusturulan aort kapak modeli. (b) yazdirilmis aort kapagi
[113].
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3B baski yonteminin kullanmanin avantajlari arasinda homojen hiicre dagilimi
yapabilen karmasik sekillere sahip ¢ok yonlii iskeleleri iiretme yetenegi ve hiicre digi
matrisi (ESM) taklit etme yetenegi bulunur. Bununla birlikte, iskelelerin 3B baskisi
icin stabilite ve istenen Ozelliklere sahip biyomalzemelerin mevcudiyeti, kullanilan
baski teknolojisine bagli olarak sinirlandirilmaktadir [114,115]. Diger bir dezavantaj,
iskele tasariminin daha kesin ve karmasik hale gelmesiyle dnemli 6l¢giide artan iskele
yapilarinin {iretilmesi i¢in gereken iiretim siiresidir. Geleneksel tekniklerden gelisen,
3B baski1, doku mithendislerine ESM'nin karmasik yapilarini taklit edebilen ve boylece
fonksiyonel doku olusturma potansiyeli ile hiicre eklenmesi, cogalmasi, dagitilmasi ve
farklilagsmasi i¢in bir mikro-gevre saglama iskeleleri tasarlamanin yenilikgi bir yolunu

saglamaktadir [115].

2.4.2.3 Mikroakiskan teknigi

Mikroakigkan teknikler, ila¢ kapsiilleme, mikro ve nano parcgacik iiretimi, ayirma ve
hiicre analizinde son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir [116]. Ozellikle birbiri ile
karismaz (immicible) akiskanlarin manipiilasyonu temeline dayanan damlacik veya
gaz tabanl mikroakiskanlar (DTM), akiskan ortamin minyatiirlestirilmesi nedeniyle,
doku iskelesi tiretim siiregleri ve malzeme 6zellikleri tizerinde tam kontrolii saglayan
benzersiz firsatlar getirmistir [117]. Yontem genel olarak, belli geometrilerdeki
cihazlar (gipler) vasitasiyla bir araya getirilmis mikro kanallar igerisinde birbiri ile
karigmayan iki fazin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan farkli kayma gerilmeleri sonucu
mikro litre hacimdeki sivilarin ayrilmasi temeline dayanmaktadir [118]. Akiskandan
ayrilan mikrolitre hacmindeki sivi veya gaz, diger akiskan faz igerisine tutunur ve
araylizey kararsizligimi dengelemek icin ¢ogu zaman kiiresel bir damlacik veya
baloncuk halini alir.  Mikroakiskan sistemdeki nispi diisiik akis hizlardaki
hidrodinamik akig, nadiren 20'yi asan Reynold numarasi (Reynold number)
karakteristigi olan laminer akis olugmasini saglamaktadir. Bu durum daha biiyiik
Olgekli sistemlere 6zgii kontrolsiiz fizikomekanik ve fizikokimyasal degiskenligi
ortadan kaldiran kontrollii ve tekrarlanabilir akigkan akis 6zelliklerine olanak saglar.
Boylelikle mikroakiskan sistemin parametrelerin degismedigi siirece neredeyse es
boyutlarda mikrodamlaciklarin /mikrobaloncuklarin iiretilmesini miimkiin olmaktadir
[119]. Genel olarak DTM yontemin sagladigi bu benzersiz firsatlar, damlacik

biiytikligii iki karigsmaz fazin akis hizlar1 ve oranlarini ayarlayarak kontrol edilir ve
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damlacik biiyiikligi, kanallardan ve kanal ¢aplarindan, akis rejimlerinden, fazlarin

akis oranlar1 ve viskozitelerinden etkilenir [121,122].

2.5 Mikroakiskan Teknigin Doku Iskelesi Filmlerin Uretimi I¢in Kullaninm

Doku /organ rejenerasyonu ve tedavi siireclerinde son yillardaki 6nemli gelismeler
cesitli doku miihendisligi uygulamalari igin polimerik iskelelerin gelistirmesine, yeni
teknolojilere ve yontemlere olan ilgiyi artirmistir. Iskelelerin geleneksel iiretim
teknikleriyle imal edilmesi, birka¢ yonden uygun olmasina ragmen, hiicre kiiltiirii
devreye girdiginde beraberinde bazi ciddi sinirlamalar getirmektedir. Bu
sinirlamalarin ~ en  dikkat ¢ekeni, iskele mikro morfolojisinin, homojen
kolonizasyonunu bozabilecek, gozeneklerinin ve ara baglantilarinin ¢ok daginik
olmasiyla ilgilidir. Hiicrelerin, gézenekli bir iskele tizerinde perfiizyon altinda ekildigi
zaman, hiicre slispansiyonunun, iskele boyunca akis yollarini takip ettigi gosterilmistir
[123,124]. Gozenek ve ara baglanti boyutlarinin kiigiik oldugu bolgelerde, hiicre
infiltrasyonu, iskele boyunca esit olmayan bir hiicre dagilimi ile sonu¢lanmaktadir.
Ayrica, iskele i¢indeki degisken bir yerel gegirgenlik, esit olmayan miktarda besin ve
biliyiime faktorleri iletimi, kan damarlarinin biiyiimemesi ve atigin kaldirilmamasi
anlamina gelmektedir. Buna bagli olarak, hiicre ¢ogalmasi / 6liimii orani, metabolizma
hiz1, farklilasma, gog, vb. hiicresel faaliyetler bolgeye bagli olacaktir [124]. Homojen
olmayan hiicre dagiliminin dogrudan bir sonucu, yeni doku biiylimesinin yani sira
iskele biyolojik pargalanma oraninin da bolgeye bagli olacagi ve bunun da in vivo
uygulamada iskelenin erken bozulmasina yol acabilecek bir kosul olacag1 yoniindedir
[126,127]. Tim bu nedenlerden dolayi, iskelelerde tekdiize (uniform) bir gézenekli
yap1 tercih edilmektedir. Hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimleri tizerindeki etkiyi
aciklamak i¢in, oldukca diizenli ve diizgiin yapilara sahip olmak arzu edilir. Tekdiize
gbzenek yapist iskele icinde yetisen bireysel hiicrelerin yer kaplamak i¢in benzer
firsatlar1 deneyimlemelerine ve kiiltiir i¢inde bir biitiin olarak benzer davranislarda
bulunmalarima izin vermektedir [128,129]. Ayrica, iskeleler genellikle biiyiime
faktorleri, ilaclar veya yapisma peptidleri gibi biyoaktif molekiiller ile modifiye
edildiginde, diizgiin bir mekansal yapi, kimyasal uyaranlarin daha homojen bir sekilde
dagitilmasin1 saglamaktadir [129]. Bu yapisal sartlar, iskelelerin gozenekli mikro
mimarisinin belirli hiicre hatlarmin kiiltiirii i¢in en uygun olanint bulmak i¢in

sistematik olarak degistirilebilecegi ve istenen morfolojik 6zelliklere sahip iskelelerin
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tekrarlanabilir {iretimini garanti eden bir iiretim teknolojisi gerekliligini ortaya
koymaktadir [130]. Tam da bu noktada mikro Olgekte akiskan veya gaz akislarini
yonlendiren mikroakiskanlar, onlarca ila yiizlerce mikron boyut araliginda tekdiize
baloncuklarin/damlaciklarin iskele sablonlar1 olarak kullanimi igin yeni bir alternatif
saglamistir. Ozellikle gaz tabanli mikroakiskan sistemler mikrolitre hacimlerdeki
akisin kontrolii sayesinde bagimsiz mikrobaloncuklarindan, kompleks mikro ve nano
Olcekli geometrilerin imalatina kadar degisen formlarda yapilarin tiretilmesine izin

vermektedir [131].

Doku miihendisligi agisindan mikroakiskan cihazlarla doku iskelelerinin iiretimi,
organik ¢oziiciileri ve biyolojik sistemlere uygun olmayan sert kosullar1 igeren birgok
geleneksel iskele iiretim tekniklerine kiyasla diisiikk maliyet, yiiksek verim daha hassas
kontrol gibi pek ¢ok 6nemli avantaji icermektedir [130]. Gaz tabanli mikroakiskan
tekniklerin doku miihendisliginde son donemlerdeki en dikkat ¢ekici uygulamalari,
istenilen morfolojide, kontrol edilebilir ve es dagilimda yiiksek oranda gozenekli
iskele yapilarin tretilebilmesidir [132]. Bu yontemle iiretilen mikro boyutlu tekdiize
(monodispers) polimerik baloncuklarin, ¢apraz baglama gibi bir katilastirma islemi ile
bir araya getirilmesi, yiiksek derecede diizenli ve diisiik gézenek boyut dagilim oranina
sahip, gelismis ti¢ boyutlu doku matrislerin (film, kopiik, hidrojel vb.) tiretilmesine
olanak saglamaktadir [133]. Tiim bunlarin yaninda mikroakiskan yontemler, gaz
basinci, mikrokanal i¢ ¢ap1 ve sivi ¢ozelti akis hizi gibi kosullarinin degistirilmesiyle
farkli boyutlarda mikrobaloncuklarin olusumu sayesinde gézenek boyutlart mikro

Olgekte kontrollii bir sekilde ayarlanabilmesi potansiyeline sahiptir [135,136].

2.6 Mikroakiskan Sistemde Mikrobaloncuk Olusum Mekanizmasi

Genel olarak bir mikroakigkan sistemi; sivi ve gaz akigini saglayan bir sistem,
akigkanlarin aktigi mikro kanallar, kanallarin birlesmesini saglayan mikroakigkan bir
platformdan meydana gelmektedir.  Gaz tabanli bir mikroakiskan sistemde
mikrobaloncuk olusumu birbirleriyle karismayan dagilan (dispersed) ve siirekli
(continous) faz olarak adlandirilan gaz ve sivi fazin farkli kesme gerilmeleri sonucu
ortaya ¢ikmaktadir [119]. Sekil 2.9’ da mikrobaloncuk olusumunu sematik olarak
gosterilmektedir [136]. Genel olarak fazlar, hacim akis oran1 veya uygulanan basincin
kontrol edildigi basingli bir akis vasitasiyla bir mikrokanal igine siiriilmektedir. Ikinci

bir karismaz sivi, diger fazin akisindan bagimsiz olarak kontrol edilen akis yoluyla
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ayr1 bir mikrokanal igine siiriiliir. Mikroakigkan sistemdeki akis, siirekli faz (Ps) ve
disperse faz (Pd) basimcinin kontrol edildigi gaz basing regiilatorii kullanarak veya
sabit hacimsel akis oranlarmi (Qs ve Qd) saglayan siringa pompalari
gerceklestirilmektedir [119,121,138]. iki akis, mikroakigskan cihaz vasitasiyla bir
birlesen mikro kanallarin bilesim noktasinda, dagilan fazin bir 'parmak’ (slug) veya 'jet'
olusturacak sekilde olugmasiyla bir araya gelir (Sekil 2.9a). Bu sivi parmag: (slug)
biliyiidiikce, c¢evresindeki siirekli faz sivisinin  akisim  kisitlayarak  kanali
engellemektedir. Siirekli faz sivisinin iginden akabilecegi araliktaki bu azalma,
baloncugun akis asagisinda siirekli fazdaki dinamik basincin dramatik bir sekilde
artmasina yol acar. Artirilmis basing, arabirimi boynuna iter ve ayri bir damlacik i¢ine
tutturur. Boylece, serbest ylizey kararsizligina sahip her bir mikrobaloncuk ayrilarak
diger faz i¢inde tutunur (Sekil 2.9b) [65,81]. Iki stvinin sabit akisi, siirekli bir akis
halinde esit boyutlu baloncuklarin periyodik olarak olugmasini saglar. Genel olarak
baloncuk olusumu, sivi araylizii deforme etmek icin etki gosteren lokal akiskan
stresleri ile deformasyona karsi direng gosteren kilcal basing arasindaki rekabet ile

karakterize edilebilmektedir [138].
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Sekil 2.9: T-sekilli mikroakiskan cihaz igerisinde baloncuk olusumunun sematik
gosterimi (a) disperse fazin parmak (slug) olusumu (b) baloncuk ayrilmasi[136].

2.7 Mikroakiskan Sistemlerde Baloncuk Olusumu Uzerine Etki Eden Faktorler

Mikroakigkan sistemde mikrobaloncuk olusumu {izerine etki eden faktorler,
mikroakiskan sistem 6zellikleri ve polimerik ¢ozelti 6zellikleri olmak iizere iki grupta

incelenmektedir.
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2.7.1 Mikroakisan sistemin 6zelliklerinin baloncuk olusumu iizerine etkisi

Mikroakigkan sisteme ait olan cihaz geometrisi, kanal ¢ap1 ve fazlar arasindaki akis
hizlar1 baloncuk olusumu iizerinde son derece onemli faktorlerdir. Bu faktorlerin

mikrobaloncuklarin ¢esitli 6zelliklerine olan etkisi bu boliimde 6zetlenmektedir.

2.7.1.1 Mikroakiskan cihaz geometrisi

Mikrokanallarin birlesme noktasinin geometrisi, iki sivinin hacimsel akis hizlar1 ve iki
faz arasindaki ara yiizey deformasyonu mikrobaloncuklarin boyut ve sekilleri tizerinde
onemli etkilere sahiptir [136]. Mikro kanal baglantisinin geometrisi, ortaya ¢ikan sivi
parmagini deforme eden ve bir baloncugu tutan akis alanini belirler. Boylece, arayiiz
sekli, belirli geometriye kuvvetle baglidir [139]. Gaz tabanli mikroakiskan yontemler,
akis alaninin niteligi ile karakterize edilen es akish, ¢apraz akish ve akis odakli olmak
tizere genel olarak ti¢ cihaz geometrisinde olabilir. Sekil 2.10’da baz1 mikroakiskan
cihazlarda kullanilan geometriler gdsterilmistir [140]. Bu geometrilerin her biri, mikro
litre hacimdeki sivinin es diize ayrilmasim1 saglamak i¢in 6zel bir akis alam
olusturmaktadir. Bu yoOntemlerden bazilar1 spesifik mikroakigkan geometrilerin

gelisimini tetiklemistir [141].
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Sekil 2.10 : Cesitli mikroakiskan cihaz geometrileri (a) capraz akishh mikroakiskan
cihaz (b) es akishi mikroakiskan cihaz (c) akis odakli mikroakiskan cihaz [140].

Her kanal konfigilirasyonunda, kararli es diize kopiik olusumunun miimkiin oldugu
belirli bir akis hiz1 aralig1 vardir. Cihaz geometrisi bu aralik {izerinde ve dolayisiyla
ayni geometri ile elde edilebilecek baloncuk olusturma frekanslar1 ve boyutlar
yogunluklari {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir [80]. Mikroakiskan cihazlar genellikle
litografi, CNC gibi iglemlerlerle polimetilmetakrilat (PMMA) ve polidimetilsiloksan
(PDMS) gibi polimerlerden tiretilebilmektedir [121,143,144].
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Capraz akish (T- bilesim) cihaz geometrisi

T-sekilli cihaz geometrisi, mikrobaloncuk olusumu igin iki fazin ana akis kanalina dik
olarak verildigi en yaygin cihaz geometrisidir. Bu cihazlarda mikrobaloncuk olusumu
oldukga iyi aragtirllmistir [144]. Mikrobaloncuk olusumu i¢in, baslangigta daginik faz
(gaz veya s1vi) ana s1vi kanalina girer ve kanali tikayana kadar bir baloncuk biiylimeye
baslar. Kanalin tikanmasi ve basingtaki gradyan nedeniyle akiskan akisi baloncukta
bozulmaya neden olur yukar1 akis tarafindaki baloncuk giris kanalinin akis asagi
tarafina degdiginde baloncuk kirilmasi1 meydana gelir. Ayrilan baloncuk serbest yiizey
kararsizlig1 nedeniyle kiiresel bir baloncuk seklini alir ve diger faz igerisine tutunur.
Sabit sistem kosullarinda ayni siirecin tekrarlanmasi tekdiize mikrodamlaciklarin
olusumu ile sonuglanir [146,147]. Elde edilen mikrobaloncuklarin gapi, gaz basinci,
stv1 akis hiz1 ve fiziksel parametreler ve kanal boyutlarinin orani degistirilerek kontrol
edilebilmektedir. Genel olarak, T-bilesim geometrilerindeki akislar, capraz akis ya da
dikey akis durumlarindan birini kullanir. Sekil 2.11°de bu akis durumlan
gosterilmektedir [147]. Capraz akis durumunda, daginik faz dikey kanaldan verilir ve
stirekli faz yatay kanaldan akar, bu nedenle baloncuklarin ayrilmasi ¢apraz akis kesme
kuvvetinden etkilenir [148]. Dikey akista ise ¢apraz akisin aksine, stirekli faz akisi
dikey kanaldan ve dagilmis akistan yatay kanaldan beslenmektedir. Dikey akis teknigi
ile karsilastirlldiginda, capraz akis kirilma teknigi, dar bir aralikta kabarciklar
iretmektedir. Capraz akan yirtilma ile {iretilen ortalama damlacik boyutu, dikey kesme

kuvveti teknigi ile tiretilenlerden daha biiyiiktiir [147].

ana kanal

‘ gaz akist
stv1 akist .

ana kanal

0az |ak1$1 stv1 akist

Sekil 2.11 : T-sekilli geometride akis tipleri a) Capraz akis ve b) Dik akis [147].
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2.7.1.2 Mikrokanal cap1

Mikroakiskan sistemlerde baloncuk olusumu iizerindeki diger bir etmen mikro kanal
boyutudur. T-sekilli cihaz geometrilerinde, baloncuk olusumu ve boyutu kanallarin
boyutundan kuvvetli bir sekilde etkilenmektedir. Garstecki ve ark. tarafindan yapilan
calismada, kabarcik biiyiikligiiniin, baglantinin genisligine bagli oldugunu
gostermistir [144]. Bu durumun sebebi, ortaya ¢ikan baloncuklarin, ayrilmanin
gerceklesmesi i¢in kanallarin birlesim yerini doldurmasi gerekliligidir. Parhizkar ve
ark. yaptigi bir bagka ¢alismada, kilcal kanal i¢ ¢apinin 100, 150 ve 200 um olarak
degistirerek degisen mikro kanal capinin kabarcik boyutu iizerinde herhangi bir etkiye
sahip olup olmadigim arastirmistir. Kilcal ¢apin arttirilmasiyla, kabarcik boyutunun
artt1ig1 ve daha biiyiik akis oranlar araliginda kabarcik olusumunun meydana geldigini
saptamiglardir. Calismada, mikrokanal boyutu kiigiildiikce, mikro kabarcik iiretmek
icin kararli bir rejim bulmanin zorlastig1 ve yiiksek viskoziteli akigkanlar i¢in, daha
kiigiik kilcal damarlardaki kabarcik olusumu siireci de daha zor hale geldigi
bulunmustur [140]. Calismalar, mikrokanal biiyiikliigiin, yani birlesme noktasinin
geometrik etkilerinin, kabarcik olusumu siirecinde g6z Oniinde bulundurulmasi

gercken 6nemli bir faktor oldugunu géstermektedir.

2.7.1.3 Fazlarin akis hiza

Mikroakigkan sistemde iiretilen mikrobaloncuklarin boyutlar1 fazlarin akis hizlarinda
onemli derecede etkilenmektedir. Yapilan caligmalar genel olarak baloncuk
boyutunun, belirli bir gaz akis hiz1 altinda, siirekli faz olarak kullanilan siv1 fazin akis
hizina bagl oldugunu gostermektedir [149]. T- sekilli cihaz geometrisinde dikey akis
rejiminde, mikrobaloncuk boyutunun, fazlarin hacimsel akis hizlar1 oran1 (Qs/Qg)
arttik¢a siirekli faz akis hizi ile dogrusal olarak azalmasi beklenmektedir. Ayni sekilde
sabit bir sivi faz akis hizinda gaz basincinin artmasi gaz fazin akis hizim
arttiracagindan, fazlarin akis hizi oranlarin1 (Qs/Qg) azaltmaktadir. Bu durum gaz
basincinin  artmasinin - mikrobaloncuk boyutlarin1  artiracagini - gostermektedir

[119,140].

2.7.2 Mikrobaloncuk olusumunda ¢ozelti 6zelliklerinin etkisi

Polimerik ¢ozelti 6zelliklerinin bir sonucunu olan arayiizey gerilimi ve viskozite
mikrobaloncuk olusumu ve Ozellikleri tlizerinde Oonemli bir etken olmaktadir. Bu

faktorlerin etkisi 6zetlenmektedir.
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2.7.2.1 Arayiizey gerilimi

Mikrometre 6lgekteki genis ylizey alani / hacim orani nedeniyle, yiizey etkilerinin rolii
makro sistemlere gore daha belirgindir. Bu etkileri en aza indirgemek i¢in yiizey aktif
maddeler (siirfaktan) diizenli baloncuk olusumunu saglamak igin siirekli veya daginik
faza eklenmektedir. Siirfaktanlar damlacik ve balocuk olusum islemlerinde 6nemli bir
rol oynar. Kiitlegekimsel ve ataletsel etkiler, mikroakigkan cihazlardaki arayiizey ve
viskoz kuvvetlere kiyasla genellikle onemsizdir. Viskoz ile arayiizey kuvvetleri
arasindaki orani tanimlayan kilcal saymin (Capillary number) (Ca= pV/o) yani sira,
stvi 1slanma davranigi, akis rejiminin belirlenmesinde merkezi bir rol oynar. Kati
ylizeylerin yiizey aktif cisimlerinin varliginda 1slanma davranigi, gaz-sivi
arayiizlerindeki konsantrasyona ve gaz-sivi-kati temas hatt1 boyunca konsantrasyona
baglidir [150]. Temas agis1 ve yiizey gerilimi, ti¢ fazli temas hattinin hareketini etkiler
ve bu nedenle baloncuk kirilma bolgesindeki kuvvet dengesinde 6nemli bir etkiye
sahiptir ve sonug olarak baloncuk boyutu ve olusumu iizerinde de etkili bir faktordiir
[151]. Yiizey aktif madde molekiilleri, araytizlerde (gaz-sivi veya sivi-kati) adsorbe
edildiginde, sivinin dinamik yiizey gerilimi ile sivi ve kati1 arasindaki arayiiz gerilimi
adsorpsiyon seviyesine bagli olarak azaltilir. Sonug olarak, diisiik enerjili hidrofobik
kati-s1v1 sistemler i¢in dinamik temas acis1 azalir. Siirfaktanlar sadece denge arayiizey
gerginligini azaltmakla kalmaz, aym1 zamanda dinamik arayilizey gerginligini
degistirir, arayiizey gerginlik gradyanlarini indiikleyerek ve araylizey reolojisini
degistirerek dinamik etkiler saglayabilirler [152].

Dinamik arayiizey gerilimi etkisi, diislik yiizey aktif madde konsantrasyonlarinda daha
baskin hale gelmektedir. T-sekilli cihaz geometrisinde, ¢ozeltilerde ylizey aktif
maddelerin kullanilmasi ile yiizey aktif madde icermeyen sistemlere kiyasla
mikrobaloncuk  ¢api1  azaltmaktadir. Esik  degerin  altinda,  siirfaktan
konsantrasyonunun siirekli fazdaki rolii baloncuk boyutunda 6nemli bir etki meydana
getirmemektedir. Esik degerden daha yiiksek oldugunda, damlacik biiyiikliigl yiizey
aktif madde konsantrasyonundan énemli derecede etkilenmektedir. Diger 6nemli bir
nokta siirfaktan tiiriiniin mikrobaloncuk olusumunu etkilemesidir. Farkl siirfaktanlar,
farkli ylizey aktif madde molekiilleri 6zelliklerine sahip oldugundan mikrobaloncuk
olusumu ve davranisi lizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Siirfaktan se¢cimi bu nedenle

istenen mikrobaloncuk 6zelliklerine ulasmak i¢in oldukga dnemlidir [152,154].
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2.7.2.2 Viskozite

Mikrokananal geometrik 6zellikleriyle birlikte siirekli ve daginik fazlarin viskoziteleri
mikrobaloncuk boyutu iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Mikroakiskan sistemlerdeki
diistik Reynold sayilar1 (Re) viskoz etkilerin atalet kuvvetlerinden daha etkili oldugu
anlamina gelmektedir. Dolayisiyla akisa karsi gosterilen direng mikrokanal
boyutlarinin ve akigkanin viskozitesinin bir fonksiyonudur. Sivilarin kiigiik
baloncuklar veya damlaciklar haline boliinmesi her zaman arayiizey kuvvetlerine karsi
yapilir ve genellikle akiskan hareketine eklenmis ek bir is gerektirir. Viskozite,
mikrobaloncuk olusumunun meydana geldigi calisilan akis oranlar1 araliginda 6nemli
bir rol oynar [149]. Cozeltinin viskozitesinin, belirli bir ¢6zelti viskozitesi igin
baloncuk olusumunun meydana geldigi sivi-gaz akis orani bolgesini belirlemede
onemli bir rol oynadig1 goriilmiistiir [154]. Bununla birlikte, bazen ayn1 mikrokanalda
bile akisin davranisi karmasik olabilir. Bu yiizden farkli 6zellikler arasindaki karmasik
etkilesimleri basitlestirmek i¢in c¢esitli boyutsuz parametreler kullanilmaktadir.
Viskozitelerin baloncuk/damlacik olusumu iizerindeki etkisi Kilcal say1 ile temsil
edilmektedir. Kilcal sayis1 (Ca= uV/o), bir sivi ve bir gaz arasindaki bir arayiiz
boyunca veya iki karismaz sivi arasindaki bir yiizey boyunca etkiyen viskoz ¢ekme
kuvvetlerinin nispi etkisini temsil eder. Genel olarak belirli bir siirekli faz akis hizi
degeri igin, siv1 faz viskozitesinde artis, kilcal kuvvet iizerindeki kesme kuvvetlerini

arttirdigindan mikrobaloncuk boyutlarinin azalmasina yol agmaktadir [155].

2.8 Mikroakiskan Sistemde Film Uretimi icin Aljinat Biyopolimerinin

Kullanimi

Gozenekli film liretimi igin polimerin se¢imi, film 6zelliklerinin belirlenmesinde kritik
bir rol oynamaktadir. Polimerin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, film {retim
yonteminin se¢imimden, elde edilen iiriiniin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine kadar
birgok faktore etki etmektedir [130]. Mikroakiskan sistemde ise polimerik ¢ozelti
seciminin bilylik 6nem teskil etmektedir. Polimerin molekiil agirligi, hidrofilik
karakteri gibi temel 6zellikler bircok mikroakiskan sistem parametresi ile dogrudan
iliskili oldugundan kullanilan polimerin tiirii diger yontemlere gore daha kritik bir

Oonem tagimaktadir [135].

Aljinatlar, tipik olarak kahverengi deniz yosunundan elde edilen, 1,4 bagh B-D-
mannunorik(M) ve a-L-gluronik(G) olmak {izere iki iironik asit grubu iceren, anyonik
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bir polimerdir (Sekil 2.12a). Aljinatlar yiiksek biyouyumluluk, diisiik toksisite,
nispeten diisiik maliyet ve jellesme kolayligindan dolay1 birgok biyomedikal uygulama
icin kapsamli bir sekilde arastirilmis ve kullanilmistir [156]. Aljinatlarin doku
miihendisligi i¢cin en dnemli 6zelligi, divalent katyonlar ile nétr kosullarda hidrojeller
olusturabilmesidir. Sulu bir aljinat ¢dzeltisinden hidrojeller hazirlamak i¢in en yaygin
yontem, ¢dzeltiyi iki degerlikli katyonlar (Ca %, Cu?*, Sr*?) gibi iyonik ¢apraz baglama
maddeleriyle birlestirmektir. Ozellikle Ca*? iyonlarinin aljinat molekiiliinde yer alan
karboksilat gruplarina baglanarak {i¢ boyutlu bir ag meydana getirdigi jel yapilar
“yumurta kutusu” (egg-box) modeli olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.12b) [157].
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Sekil 2.12: Aljinat biyopolimerinin molekiiler yapisi (a) Manuronik ve glukuronik
asitten olusan kopolimer yap1 (b)Yumurta kutusu modeli [157].

Aljinat hidrojelleri hidrofilik fonksiyonel gruplarin varligindan kaynaklanan iyi sisme
ozellikleri gosterir ve hiicre biiylimesi i¢in hiicreler arasi matrise benzer bir yapi
olusturur [158]. Aljinat hidrojellerin mekanik mukavemet ve go6zeneklilik gibi
karakteristik 6zellikleri G/ M oranlarina, iyonik ¢apraz baglayicinin tiiriine (iki veya
cok degerli katyonlar), baslangi¢ aljinat soliisyonunun konsantrasyonuna ve
viskozitesine baglidir [157]. Tim bu ilgi g¢ekici 6zelliklerinden dolayi aljinatlar

mikroakigkan sistemlerde iskele iiretimi i¢in en ¢ok c¢alisma yapilan biyopolimerdir.

2.9 Mikroakigkan Sistemde Doku Iskele Film Yapilarimin Uretimi

Mikro akigkan sistemde iskele iiretimi genel olarak iki asamada gerceklestirilir. Tlk
asama, bir mikroakiskan cihaz vasitasiyla mikrobaloncuk iiretimini, ikinci asama ise
bu mikrobaloncuklarin bir katilasma prosesiyle birlestirilerek gozenekli tic boyutlu
kopiik-jel benzeri yapilarin olusturulmasini icermektedir (Sekil 2.13) [88,129]. ilk

asamada {retilen mikrobaloncuklar iskelenin gozenekli yapisinin 6zelliklerinin
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belirleyen kilit faktordiir. Iskele gézenek boyutu ve boyut dagilimi biiyiik oranda
mikrobaloncuklarin 6zelliklerine baghidir ve bunula karakterize edilmektedir [159].
Mikroakiskan sistemde mikrobaloncuk olusumunu etkileyen tiim faktorler elde edilen
iskelenin 6zellikleri lizerinde de etkili olmaktadir. Bu durum iskele iiretimi i¢in esnek
bir yaklasim sunmasmin yaninda stabil bir itretim igin mikroakigkan Sitem
parametrelerinin ¢ok iyi belirlenmesini gerektirir [103]. Dolayisiyla, ¢esitli formlarda
(film, hidrojel) iskele yapilarinin dretimi i¢in gerekli bir ©6n adim,
mikrobaloncuklardan yiiksek oranda diizenli bir képiik iiretilmesinin miimkiin oldugu
akis rejimlerinin tanimlanmasidir. Bunun asil amaci sivi-gaz hacim fraksiyonun
ayarlanmast ile ilgilidir. Maksimum gozeneklilik i¢in gaz siv1 fraksiyonun oldukga iyi

belirlenmesi gerekmektedir [140].
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Sekil 2.13: Mikrobaloncuklardan gozenekli iskele yapilarinin olusumunun sematik
gosterimi(a) polimerik mikrobaloncuklar (b) mikrobaloncuk jellestirmesi ile agik
gozenekli yap1 olusumu [128].

Yiiksek oranda diizenli gdzenekli iskele yapilarmin iiretimi i¢in ikinci asama ise
katilagtirma prosesinin 6nemidir. Mikrobaloncuklarin 6mrii dakika mertebelerinde
stire ile karakterize edilebilir. Mikrobaloncuk stabilizasyonun, elde edilen iskele hacmi
gibi 6nemli sonuglart vardir. 3B hiicre kiiltiirii substratlarinin iiretimi gibi bazi pratik
uygulamalar igin, mikrobaloncuk stabilitesi énemli bir sorunu teskil etmemektedir,
¢iinkii gereken mikrobaloncuk miktari az (yaklasik 1 ml kadar) miktardadir. Bu hacim,
onemli Ol¢iide kararsizlasma olaylarinin baslamadigi ¢ok kisa bir siirede elde
edilebilmektedir. Ancak implante edilebilir bir yapmin {retimi i¢in daha fazla

miktarda baloncuga ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte, mikrobaloncugun siirekli
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fazinin hizh bir sekilde sabitlenmesi, diizenli ve sirali yapisinin korunmast igin bir
capraz baglama stratejisi gereklidir. Bu konuda farkli yaklagimlar gelistirilmistir. En
cok kullanilan katilagtirma prosesi, elde edilen mikrobaloncuk yiginina capraz
baglama ¢ozeltisi  eklenerek jellestirilmesidir. Jellestiren mikrobaloncuklar
dondurularak kurutulup gézenekli yapinin olusumu saglanir. Ancak bu yontem lokal
fiziksel capraz baglanma derecesini etkiledigi i¢in gézenek boyutlarinda degisimlere
yol agmustir [160]. Farkli bir yaklasim, mikrobaloncuk bir sisenin iginde
toplanmasindan ve siv1 azot buharlarinda dondurulmasindir. Dondurularak kurutulmus
mikrobaloncuklar, ¢apraz baglayici ¢ozeltisine yerlestirildiginde, 6rnek iginde ¢apraz
baglayicinin homojen bir sekilde dagilmasini saglayan bir siinger gorevi gormiistiir

[161].

2.10 Mikroakiskan Sistemde Iskele Filmlerin Uretimi ile Ilgili Cahsmalar

Chung ve ark., gaz faz1 olarak azot ve sivi faz olarak aljinat kullandiklar1 es akisgh
mikropipet bazli mikroakigskan cihazda baloncuk olusumunu ve doku miihendisligi
iskelesi olarak kopiik iiretimini arastirmislardir. Elde edilen mikrobaloncuklar1 Ca*?
ile ¢apraz baglayip, bir gaz giderme prosesiyle yiiksek oranda tekdiize gozenekli
yapinin olusmasini saglamislardir. Kondrosit kiiltiiriinde kullanilan iskelenin bir aydan

fazla hiicre canlilig1 gosterdigi gézlemlemistir [162].

Wang ve ¢alisma grubu ayni1 yontemle elde edilen aljinat doku iskeleleriyle toksisite,
poliferasyon, sisme ve mekanik testleri igeren daha kapsamli arastirmalar yapmustir.
Mikroakigkan iskeleler, kikirdak rejenerasyonu ig¢in platform goérevi goriip
gérmediklerini degerlendirmek i¢in domuz kondrositlerinin kiiltiiriinde test edilmistir.
Iskeleler, kopiigiin s1v1 fazinda kullanilan diisiik aljinat konsantrasyonuna ragmen, iyi

mekanik ozelliklerin temeli olan ¢ok diizenli bir bal petegi morfolojisi sunmustur

[163].

Aljinatin gozenekli yapilar olusturmasina yonelik bir diger ¢alisma ise Elsayed ve ark.,
tarafindan yapilmistir [164]. T-sekilli bir mikroakigskan cihaz ile trettikleri aljinat
mikrobaloncular1 cam bir slayt iizerinde biriktirerek goézenekli film olusturma
potansiyelini aragtirmislardir. Gaz basinc1 ve konsantrasyon gibi parametreleri
degistirerek filmlerin gozenek boyutlara etkisini incelemislerdir. Yiiksek oranda
diizenli gozenek yapisi mikrobaloncuk patlama prosesiyle saglanmistir. Ancak bu

caligmada yapilarin karakterizasyonlar1 kapsamli olarak incelenmemistir.
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Colosi ve ark., mikroakiskan akis odakli bir cihazla yontemle tirettikleri polivinil alkol
(PVA) kopiik doku iskelesinin, gaz kopiiklendirme yontemiyle tiretilene gore gok daha
dar gozenek boyutu dagilimi oldugunu saptamiglardir [165]. Mikroakiskan yontemle
iretilen PVA doku iskelesinin gozenek boyutlart 130 pm ile 200 pm arasinda
degisirken, gaz kopiiklendirme ile elde edilen iskelenin gézenek boyutlar1 75 pm ile

500 pm arasinda genis bir dagilim gdstermistir.

Diger bir ¢alisma mikroakiskan iskelelerin farkli hiicre tiplerinde meydana getirdigi
morfolojik degisimleri incelemek i¢in yapilmistir. Lin ve dig. gozenek boyutunun, tek
bigimli kiiresel gozeneklerden olusan jelatin yapi iskelelerinde kiiltiire edilen ii¢ ayri
hiicre tipi (epitelyal, miyoblast, fibroblast) iizerindeki etkisini incelemistir [128].
Iskelelerde her gdzenek neredeyse ayni mekanik &zellikte bir mikro ortami ve ideal bir
kiiltir modeli saglamis, hiicreler uygun morfolojik ve fizyolojik &zellikler
sergilemistir. Epitel hiicreleri kist benzeri yapilar olusturmus ve gézeneklerin iginde
polarize olmus, miyoblastlar bir boru seklindeki yapiyr benimsemis ve miyotiiplere

kaynagmis ve fibroblastlar ¢cok cesitli morfolojiler sergilemistir.

Lo ve ark., ortalama gbzenek biiyiikliigiiniin artmasiyla karakterize edilen, jelatin
iskelede stromal kok hiicrelerin osteogenezine dogru farklilagmasinmi izlemislerdir
[127]. Iskelelerin 100 ve 150 pm gdzenek ¢apinin, hiicrelerin osteojenik farklilasmaya

yonelten en biiyiik etken oldugunu gézlemlemislerdir.

Literatiirde gergeklestirilen bu ¢alismalarda, mikroakigkan sistemlerle gézenekli yap1
iskelelerin tiretimi igin etkili sekilde saglanmasina ragmen elde edilen yapilarin
kimyasal ve fiziksel karakterizasyonlar1 detayli olarak incelenmemistir. Bu yapilarin
detayl1 karakterizasyonlarin yapilmasi ve elde edilen iskelelerin malzeme 6zellikleri

ile iligkilendirilmesi gerekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliimdeT-sekilli mikroakiskan sistem ile gozenekli film yapilarinin tiretiminde ve
krakterizasyonlarinda  kullanilan materyaller ve yontemler hakkinda bilgi

verilmektedir.

3.1 Materyal

Film ve hidrojel doku iskelesi tiretimi i¢in ¢alismada kullanilan sodyum aljinat (SA)
ve hidrojene L-a Fosfatidilkolin, yiizey aktif madde olarak kullanilan polietilen glikol
40 stereat(PEG40S) ve hidrojel iiretimi i¢in gapraz baglayici olarak kullanilan
kalsiyum kloriir (CaClz) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hiicre
kiltirti ¢alismalarinda kullanilan tiim malzemeler Sigma-Aldrich firmasindan
alinmistir. Calismalarda kullanilan deiyonize su Millipore-Direct-Q 3 UV cihazindan

temin edilmistir.

3.2 Yontem

Calismada mikroakigkan sistem ile sodyum aljinatin gbzenekli film ve hidrojel film

iskele yapilarinin olusturmasinda kullanilan yontemler agiklanmistir.

3.2.1 Polimerik cozeltilerin ve ¢capraz baglama cozeltisinin hazirlanmasi

Doku iskelesi malzemesi olarak kullanilacak sodyum aljinat uygun miktarda hassas
terazide (Shimadzu/ATX224) tartilarak tizeri belirlenen hacme kadar deiyonize saf su
ile tamamlanmis ve manyetik karistirici (Stuart/UC 152) tizerinde tamamen ¢6ziilene
kadar karistirilmistir. Daha sonra yiizey aktif madde olarak kullanilacak PEG40S,
sodyum aljinat ¢ozeltisine eklenerek ve bir siire daha (yaklagik 1 saat) karistirilarak
tamamen ¢Oziinmesi saglanmistir. Fosfolipitin gerekli oldugu durumlarda ¢ozeltiye
son olarak fosfolipit eklenmis ve tamamen ¢oziinmesi i¢in 4 saat karistirilmustir.

Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki polimerik ¢ozeltiler Cizelge 3.1 ’de

31



gosterilmistir. Hidrojel film iiretimi i¢in kullanilan CaClz ¢apraz baglayici ¢ozeltisi ise

%1 (w/v) konsantrasyonunda deiyonize su ile hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Mikrobaloncuk eldesi i¢in kullanilan aljinat/PEG40S ve aljinat/lipit/
PEG40S ¢ozeltilerinin konsantrasyonu.

Cozelti Aljinat PEG40S Konsantrasyonu Fosfolipit
Konsantrasyonu (% wiv) Konsantrasyonu
(% wiv) (% wiv)

1 0,5 0,25 -

2 1 0,25

3 1 0,5

4 1 0,75

5 1,5 0,25 -

6 1 0,25 0,25

3.2.2 Polimerik ¢ozeltilerin karakterizasyonu

Polimerik ¢ozeltilerin ylizey gerilimleri optik temas agis1 yiizey gerilimi ol¢iim
cihaziyla (Attension/Theta Lite) ve viskoziteleri Reometre (Anton Paar) cihaz ile

Olciilmiistiir. Tiim analizler oda sicakliginda (22 °C) gerceklestirmistir.

3.2.3 T-baglantih mikroakiskan sistemin kurulumu ve sodyum aljinat mikro

baloncuklarin iiretimi

Calismada mikrobaloncuk iiretimi i¢in T-baglantili mikroakigskan cihazli gaz tabanl
bir mikroakigkan sistemi kullanilmistir. Deney diizenegi semasi Sekil 3.1°de
gosterilmektedir. T-baglantili mikroakiskan cihazi, CNC isleme ile tasarlanmis ve
polimetilmetakrilat (PMMA) polimerinden {iretilmistir. Cihazin, bir ucu polimerik
cOzelti beslemesinin saglanmasi i¢in yiiksek hassasiyete sahip siringa pompasina
(Pump 11 Elite, Harward), diger ucu ise azot (N2) gaz1 girisine izin veren birbirine dik
200 um ¢apinda iki floro etilen polipropilen (FEP) iki mikrokanali ve mikrobaloncuk
cikisin1 saglayan yine 200 um ¢apinda FEP bir ¢ikis mikrokanali bulunmaktadir.
Siirekli faz olarak farkli konsantrasyonlarda aljinat/PEG40S/fosfolipit ¢ozeltisi ve
dagilan (dispersed) faz olarak N2 gazi kullanilmigtir. Mikroakigkan cihaz vasitasiyla
birlestirilen mikrokanallarin birlesim noktasinda siv1 ve gaz fazin araylizey gerilimleri
sonucu olusan mikron boyutlu baloncuklar film {iretimi i¢in ¢ikis kanalinin altinda
bulunan bir cam slayt {izerinde tek bir tabaka olacak sekilde toplanmistir. Aljinat-
PEGA40S ve aljinat-PEG40S-fosfolipit ¢ozeltileri siringa pompasina bagl 10 ml' lik
plastik siringalar (Becton Dickinson) kullanilarak sabit bir akis hizinda, azot gazi ise

bir basing diisiiriicli vasitasiyla sabit bir basingta sisteme beslenmistir.

32



= :

Polimer
¢ozeltisi
ﬁ |

Sirnga pompasi °
(]
o
; o
g.,:. e Mlkrc?‘balopcuk
\‘:., kiimesi
——

—— Biriktirme althig

Sekil 3.1: (a) Deney diizeneginin sematik gosterimi (b)T- sekilli PMMA mikroakiskan
cthazi.

Mikrobaloncuk boyutu iizerine akis hizinin ve gaz basincinm etkisi 50-100 pl dk*

degisen hizlarda ve 0,5 ve 0,8 bar basing degerlerinde incelenmistir.

3.2.4 Elde edilen sodyum aljinat mikrobaloncuklarin boyut ve boyut dagiliminin

belirlenmesi

T-sekilli mikroakiskan cihaz vasitasiyla liretilen mikrobaloncuklarin ¢aplar1 ve boyut
dagilimi, optik mikroskop (Nikon-Eclipse LV 150N) vasitasiyla elde edilen goriintiileri
ile belirlenmistir. Mikrograflar, 100X biiyiitme ile elde edilmis, mikrobaloncuk ¢aplari
ImageJ programi  kullanilarak  hesaplanmistir.  Mikrobaloncuklarin  yiizde

polidispersite oran1 (PDI) denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmaistir.
PDI(%)=o/dortx100 (3.1)

PDI: polidispersite yiizdesi
o: ortalama mikrobaloncuk ¢apinin standart sapmasi

dort: ortalama mikrobaloncuk ¢ap1
3.2.5 Sodyum aljinat gozenekli film yapilarinin iiretimi

Farkli konsantrasyonlardaki aljinat, PEG40S ve lipit ¢ozeltilerinden elde edilen
mikrobaloncuklar, 76x26 mm boyutlarinda bir cam altlik ilizerinde toplanmis ve oda
sicakliginda (23 °C) gozenekli film olusumu igin 24 saat boyunca kurutulmaya

birakilmistir.
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Sekil 3.2: Cam altlik tizerinde toplanmis ve film olusumu i¢in kurutulmaya birakilmis
mikrobaloncuklar.

3.2.6 Aljinat hidrojel film yapilarimin iiretimi

Aljinat hidrojellerinin dretimi igin kullanilan metot film tiretiminden farkli olarak
mikrobaloncuklarin ¢apraz baglayici olarak kullanilan CaCl; ¢ozeltisi ile jelasyonunu
icermektedir. Bunun i¢in mikrobaloncuklar dort bolmeli petri kaplarinda belli bir
miktarda biriktirildikten sonra tizerine yaklasik 3 ml %1°lik CaCl; ¢ozeltisi bir siringa
vasitasiyla yavas bir sekilde eklenmistir. Capraz baglamanin gergeklesmesi i¢in aljinat
hidrojelleri 24 saat +4 °C’de CaCl, ¢6zeltisinde bekletilmistir. Daha sonra hidrojeller
3 kez saf su ile yikanmis ve 24 saat boyunca liyofilizatérde (Toros/TRS 2/2V)

kurutulmustur.

Sekil 3.3: Dondurularak kurutulmus kuru hidrojel film gériintiisii.
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3.2.7 Elde edilen gozenekli film yapilarinin mikro yapi analizleri

Sodyum aljinat gozenekli filmlerin ve hidrojel filmlerin mikro yapilari, 24 saat
liyofilizatorde kurutulup ylizeyleri altin-paladyum tabakasi ile 30 saniye kaplandiktan
sonra bir Taramali Elektron mikroskobu (The Quanta 200, FEI) ile incelenmistir.

Ornek goriintiileri yiiksek vakum altinda ve 10 kV’de farkli biiyiitmelerde alimmistir.

3.2.8 Elde edilen hidrojel film yapilarin kimyasal yapilarimin analizi

Film ve hidrojel yapilarin kimyasal kompozisyondaki degisikler bir Fourier Transform

Kiz1l6tesi Spektroskopisi cihazi (FT-IR) (Bruker Optics Tensor37) ile incelenmistir.

3.2.9 Elde edilen hidrojel film yapilarin kristal yapilarinin analizi

Aljinat hidrojel filmlerin kristal yap1 ozellikleri X-Isin1 Kirmim yontemi (XRD)
(Bruker AXS/ Discovery D8) ile incelenmistir.

3.2.10 Elde edilen hidrojel filmlerin termal 6zelliklerin analizi

Uretilen Filmlerin termal o6zellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
(TA/Discovery DSC250) cihazi kullanilarak incelenmistir. Analizler, kuru haldeki
ornekler ile 10 °C/dakika 1sitma hizinda, N2 ortaminda -80 den 250 °C sicakligina

kadar 1sitilmis ve camsi gegis sicakliklar1 (TQ) belirlenmistir.

3.2.11 Elde edilen hidrojel filmlerin in vitro su alim kapasitesinin belirlenmesi

Hidrojellerin su alim kapasitesini belirlemek i¢in 23 °C oda kosullarinda distile su
igerisinde sisme testi yapilmistir. Hidrojeller esit agirlikta tartilarak, iskelelerin kuru
agirligr (Wp) kaydedilmis ve 5 ml distile su igerisinde sismeye birakilmigtir. Belirli
zaman araliklarinda hidrojeller su icerisinden c¢ikarilip ylizey suyu filtre kagidi ile
uzaklastirilarak 1slak agirliklart (Ww) oOlglilmistiir. Sisme orani, Denklem 3.2

kullanilarak belirlenmistir.

Ww-wd
Sigme orani (%) :V‘jv—dxlOO (3.2)

Wo: hidrojel kuru agirlig:
Ww: hidrojelin 1slak agirligt
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3.2.12 Elde edilen hidrojel filmlerin Notral Kirmizist Alm (NKA) testi ile

sitotoksisitesinin belirlenmesi

Elde edilen farkli formiilasyondaki hiddrojellerin hiicre canliligina ve
proliferasyonuna etkileri noétral kirmizist alim (NKA) sitotoksisite testi ile
degerlendirilmistir. Calismada Beas-2b (insan brons epitel hiicre hatti) kiltiirti
kullanilmistir. Hiicreler 75 cm?lik kiiltiir kaplarinda %10 fetal sigir serumu 50 iinite
ml? (besi yeri icindeki oran) penisilin ve streptomisin iceren RPMI besi ortami
kullanilarak, 37 °C’deki %5 CO: igeren inkiibatérde (Panasonic MCO-18AL-PE)
cogaltilmistir. Hiicreler ylizeyden %0.01 trypsin/10 mM EDTA ile kaldirilmis,
santrifiijlenip hiicre ekimi i¢in tekrar siispanse edilmistir. Stispanse edilen hiicreler
seyreltilerek 96 kuyucuklu plakalara ¢coklu pipetler kullanilarak her bir kuyucukta 200
ul hacim icerisinde 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmistir. Plakalar
etlive kaldirilarak 24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmis, hiicrelerin kuyucuklar
icinde tutunarak cogalmalar1 saglanmistir. Hidrojel numuneleri hiicre kiiltiirii i¢in
kullanilmadan 6nce 1 saat UV 151k ile strerilize edilmistir. Numuneler falkon tliplerine
alinarak tzerlerine 3,3 mg/ml hidrojel konsantrasyonunda olacak sekilde serum
icermeyen RPMI besiyeri eklenmistir ve 72 saat boyunca 37 °C bekletilmistir. Bu siire
hidrojeller numunelerinden herhangi bir sitotoksik sizint1 (leaching) goriilmesi igin
yeterli bir siiredir. 72 saat sonunda hidrojel yapilar besiyerinden ¢ikarilmis ve hiicre
kiiltlirii ile muamelesi i¢in bekletilmistir. 96’11 plaklardaki hiicrelerin 24 saat sonra
besiyerleri hidrojel numunelerinin bekletildigi besi yerleriyle degistirilmistir. Besi
yerleri eklenmeden 6nce uygun miktarlarda antibiyotik ve serum eklenmis ve hiicreler
24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda plak igindeki test maddesini igeren
besiyerleri bosaltilmis ve Onceden hazirlanmis nétral kirmuzist (neutral red)
cozeltisinden her bir kuyucuga 200 pl eklenerek 3 saat daha inkiibasyona birakilmaistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda boya ortamdan uzaklastirilmis ve kuyucuklar PBS
(Fosfat tamponu) ile yikanip, plakalar kurutulmustur. Kuyucuklara 200 pl %50 metil
alkol, % 1 glasiyel asetik asit ve % 49 distile su karigtmdan olusan sabitleyici ¢ozelti
eklenmis, 20 dakika siire ile plaka ¢alkalayici lizerine ¢alkalanmistir. Son olarak 96
kuyucuklu kiiltir kaplarinda, mikroplaka okuyucu ile 540 nm’de spektrofotometrik
olarak 6l¢iim yapilmig (Epoch) ve ¢ozeltilerin optik yogunluklar: (OD) belirlenmistir.
Kiiltiir ortaminda hidrojel numunelerinin bekletildigi besi yeri ilave edilmeden inkiibe

edilen hiicreler hiicre canliliginin 6l¢iilmesinde kontrol grubu olarak kullanilmastir.
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Pozitif kontrol olarak yiiksek derece toksik oldugu bilinen Triton maddesi
kullanilmistir. Hiicre canliligi, kontrol grubu ile karsilattirildiginda yiizde olarak ifade

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada gozenekli film ve hidrojel iskele yapilarii olusturmak icin T-sekilli bir
mikroakigkan sistemde tiretilen mikrobaloncuklar kullanilmistir. Cesitli mikroakiskan
sistem parametrelerinin ve ¢ozelti 6zelliklerinin mikrobaloncuk boyutlarina ve boyut
dagilimlarina etkisi incelenmis, daha sonra ise bu mikrobaloncuklarin hem cam bir
slayt iizerinde biriktirilip olusturdugu film yapis1t hem de ¢apraz baglama ¢ozeltisi
olarak kullanmilan CaCl, ¢ozeltisi ile jellestirilmis hidrojellerin mikro yapilar

incelenmistir.

4.1 Elde Edilen Polimerik Cozeltilerin Karakterizasyonu ve Ozellikleri

Mikroakigkan sistemde akiskana ait 6zelliklerin mikrobaloncuk olusumu iizerine etkisi
bilinmektedir [141]. Akiskana ait Ozelliklerden en Onemlileri viskozite ve ylizey
gerilimidir. Cizelge 4.1 mikrobaloncuklar1 tiretmek icin kullanilan ¢ozeltilerin yiizey
gerilimlerini ve viskozitelerinin gostermektedir.

Cizelge 4.1: Mikrobaloncuk {retimi i¢in kullanilan aljinat/PEG40S ve
aljinat/PEG40S/lipit ¢ozeltilerinin viskozite ve ylizey gerilimleri.

Cozelti Aljinat PEG40S Fosfolipit Yiizey Viskozite
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu Gerilimi

(% wiv) (% wiv) (% wiv) (mN/m) (mPas)
1 0,5 0,25 - 51,6+0.11 6,94+0,02
2 1 0,25 - 56,1+0,25 14,5+0,02
3 1 0,5 - 54+0,43 15 40,03
4 1 0,75 - 51,9+0,13 16,2+0,01
5 15 0,25 - 57,4+0,19 31,7+0,01
6 1 0,25 0,25 49,6+0,11 16 +0,04

+: standart sapma

1, 2 ve 5 numarali c¢ozeltilerin viskozite incelendiginde viskozitenin aljinat
konsantrasyonuna bagl olarak arttig1 Cizelge 4.1°de goriilmektedir. 2, 3 ve 4 numarali
cozeltilerin viskoziteleri ise ayni oranda aljinat igermelerine ragmen siirfaktan olarak
kullanilan PEG40S’ in konsantrasyonuna bagli olarak az miktarda artmaktadir. 2 ve 6
numarali ¢ozeltiler karsilastirildiginda, lipit eklenmesinin viskozitede bir miktar artis
meydana getirdigi goriilmektedir. Bu durum kullanilan polimerin ¢dzeltide
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viskozitenin asil belirleyici unsuru oldugunu dogrulamaktadir [166]. PEG40S ve lipit
ilavesinin asil onemli etkisi polimerik c¢ozeltilerin ylizey gerilimleri iizerinedir.
Cizelge 4.1 incelendiginde aljinat oran1 sabitken PEG40S oranin artmasi beklenildigi
gibi ylizey gerilimini azaltmistir. Yiizey geriliminin en az oldugu durum ise lipitin
kullanildigit 6 numarali ¢ozeltidir. Cozeltiye siirfaktan ile ayni oranda lipit
eklenmesinin viskozitede biiyiikk bir artis olmadan ylizey geriliminde 6nemli bir

azalma meydana getirdigi goriilmektedir.

4.2 T-Sekilli Mikroakiskan Cihazla Mikrobaloncuk Olusumu

Karakterizasyonlar1 tamamlanan ¢ozeltiler siringa pompasi ile sisteme beslenmistir.
Yiiksek safliktaki azot gazi ise bir basing diisiiriicii vasitasiyla sisteme verilmistir.
Cihazin birlesme noktasinda olusan mikrobaloncuklar cihazin ¢ikis kanalindaki FEP
kanalin ucunda kiimelenmistir. Sekil 4.1 mikroakiskan cihaz1 ile elde edilen
mikrobaloncuklarin ¢ikis kanalinda kiimelenmesi gosterilmektedir. Yer g¢ekiminin

etkisiyle olusan mikrobaloncuk kiimesi altliga diiserek biriktirilmistir.

Sekil 4.1: Mikrobaloncuk kiimesi.

4.3 Mikrobaloncuk Karakterizasyonlar: ve Ozellikleri

T-sekilli mikroakiskan vasitasiyla ¢esitli konsantrasyonlarda, sivi faz akis hizlarinda

ve gaz basincinda iiretilen mikrobaloncuklarin optik mikroskop kullanilarak boyutlari
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ve boyut dagilim oranlar1 hesaplanmistir. Islem parametrelerin, mikrobaloncuklarm

boyutlarina, boyut dagilim orani ve stabilitesine etkileri incelenmistir.

4.3.1 Cozelti konsantrasyonun mikrobaloncuk ozelliklerine etkileri

Bu bolimde farkli konsantrasyonlarda aljinat, PEG40S ve lipit igeren ¢ozeltiler
kullanilarak mikrobaloncuklar iretilmistir. Cozelti Ozelliklerinin  elde edilen

mikrobaloncuklarin 6zelliklerine etkisi incelenmistir.

4.3.1.1 Polimer konsantrasyonunun mikrobaloncuk boyutuna etkisi

Mikrobaloncuk olusumuna aljinat konsantrasyonun etkisini incelemek icin 1, 2 ve 5
numarali ¢dzeltiler kullanarak 0,5 bar sabit gaz basincinda 50 ve 100 ul dk* iki farkls
akis hizinda ¢alisilmis ve her iki akis hizi i¢in mikrobaloncuklarin boyutlar1 6l¢tilmiis
ve boyut dagilimlar1 hesaplanmistir. Sekil 4.2 mikrobaloncuklara ait mikrograflar

gostermektedir.

%0,5 Al /%0,25 PEG40S %1 Al-% 0.25 PEG40S %1.5 Al-% 0.25 PEG40S

Sekil 4.2: Farkl aljinat konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerden sabit gaz basincinda (0,5
bar) elde edilmis mikrobaloncuklarin optik mikroskop goriintiileri (a) (b) (c) 50 ul dk”
L(d) (e) (f) 100 pl dk* akis hizlarinda (biiyiitme 100X, 100 pm).

Sekil 4.3 ortalama mikrobaloncuk caplarmim aljinat konsantrasyonuna bagl
degisimini gostermektedir. Basing sabitken her ii¢ aljinat konsantrasyonu i¢in akis
hizlarmin artmasi mikrobaloncuk boyutlarinin azalmasina yol agmustir. Sabit gaz
basinct ve sabit akis hizinda sivi fazin aljinat konsantrasyonun artmasi ortalama
mikrobaloncuk ¢apinin azalmasina, polidispersitesinin ise artmasina yol agmaktadir.
En biiyiik ortalama mikrobaloncuk ¢ap1 %0,5 aljinat iceren mikrobaloncuklarda 50 pl
dk* akis hizinda 0,8 PDI degeri ile yaklasik 228,6+1,8 pm olarak bulunmustur. Aljinat
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konsantrasyonun ii¢ kat artmas1 50 pl dk! akis hizinda ortalama mikrobaloncuk ¢apini

%27,3, 100 pl dk? akis hizinda ise %19,51 azalmaya yol agmistir.

240 —

2286 —a— 50 pl/dk

;\ —o— 100 pl/dk
1%5

L,

8]

o

o
1

Ort. Mb. Cap1 (nm)
o
o
1

120

T T T u T 1
% 0.5 Al-%0.25 PEG40S % 1 Al-960.25 PEG40S % 1.5 Al-%60.25 PEG40S

Sekil 4.3: Elde edilen mikrobaloncuklarin ortalama ¢aplarinin aljinat miktarina bagh
degisimi.

Polimer konsantrasyonunun artmasinin neden oldugu etkinin esasen artan viskozite
degeri oldugu diisiiniilmektedir. Siirekli faz viskozitesindeki artis (us artmasti), fazlarin
viskozite oranimi arttirdigindan mikrobaloncuk olusumu i¢in gereken kayma gerilimi
azalmaktadir [155]. Buna bagli olarak artan arayiizey gerilimi daha yiiksek akis
hizlarinda mikrobaloncuk olusumuna neden olur. Viskoziteden kaynakli sivi fazin
artan yiizey gerilimi asilarak mikrobaloncuk olusumu i¢in daha yiiksek gaz faz
hacimsel akis orani dolayisiyla daha fazla gaz basinci gerekmektedir. Sabit gaz
basincinda ve sivi faz akis hizinda akiskan viskozitesindeki artis gaz-sivi arayiizey
gerilimini arttirdigindan mikrobaloncuk olusumunu zorlastirmaktadir ve bu durum

daha kiigiik boyutlu mikrobaloncuklarla sonuglanmustir [140].

4.3.1.2. Siirfaktan (PEG40S) konsantrasyonunun mikrobaloncuk boyutlarina

etkisi

Mikrobaloncuk olusumuna siirfaktan konsantrasyonun etkisini incelemek i¢in 2, 3 ve
4 numarali ¢dzeltiler kullanarak 0,8 bar sabit gaz basincinda 50 ve 100 pl dk™ iki farkls
akis hizinda c¢alisilmis ve her iki akis hiz1 i¢cin mikrobaloncuklarin boyutlari 6l¢iilmiis

ve boyut dagilimlar1 hesaplanmistir. Sekil 4.4 mikrobaloncuklara ait mikrograflari
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gostermektedir. Sekil 4.5’teki grafik ortalama mikrobaloncuk boyutlarinin PEG40S
konsantrasyonuna bagli degisimini gostermektedir. Grafik incelendiginde, basing ve
PEGA40S konsantrasyonlar1 sabitken sivi fazin akig hizlariin arttirmasi beklenildigi
gibi tiim konsantrasyonlar i¢in mikrobaloncuk boyutlarinin azalmasina yol agmuistir.
En yiiksek ortalama mikrobaloncuk ¢ap1 degeri 50 ul dk* akis hiz1 i¢in 3,02 PDI degeri
ile 217,6+£6.5 um olarak %0,75 PEG40S igeren ¢ozeltide elde edilmistir. Genel olarak
sabit sistem kosullarinda ¢ozelti i¢cinde PEG40S oraninin yilizdece arttirilmasi

mikrobaloncuk boyutlarinda az miktarda bir atis meydana getirmistir.

%1 Al-% 0.25 PEG40-S %1 Al-% 0.5 PEG40 %1 Al-% 0.75 PEG40

Sekil 4.4: Farkli PEG40S konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerden sabit gaz basincinda
(0,8 bar) elde edilmis mikrobaloncuklarin optik mikroskop goriintiileri (a) (b) (c) 50
ul dkt (d) (e) (f) 100 pl dk? akis hizlarinda (biiyiitme 100X, 100 pm).

Calismada kullanilan PEG40S iyonik olmayan yiizey aktif maddedir ve goreceli olarak
biiylik hidrofilik gruplara sahiptir. Bu yiizey aktif cisimlerinin konsantrasyonunun
agirlik olarak %0,25 den %0,75 e yiikseltilmesi, yiizey gerilimi tizerinde kiigiik bir etki
olusturmus bununla birlikte, c¢ozeltilerin viskozitesinde artisa neden olmustur. Bu
durum kritik bir noktadan sonra ¢ozelti icerisindeki yiizey aktif madde oranindaki
artisin mikrobaloncuk boyutlar1 iizerinde Onemli degisiklikler olusturmadigim
gostermektedir. Ancak PEG40S’in 6nemli bir etkisi elde edilen mikrobaloncuklarin
PDI’leri iizerinde olmustur. %0,25 PEG40S igeren ¢dzeltinin 50 ve 100 pl dk* akis
hizinda elde edilen mikrobaloncuklarin PDI degerleri sirasiyla 6,63 ve 6,55 iken %0,5
PEGA40S iceren ¢ozeltiden elde edilen mikroabaloncuklar icin bu degerler 2,66 ve
2,48’e diismistiir. PEG40S oranin %0,25’den %0,5’e ¢ikarilmas1 elde edilen

mikrobaloncuklarin PDI degerini azaltarak mikrobaloncuklarin es diizeligini arttigini
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gostermektedir. PEG40S konsantrasyonun %0,75 olan ¢ozeltiden elde edilen
mikrobaloncuklarin 50 ve 100 ul dk* akis hizi igin PDI degerleri sirasiyla 3,02 ve 4,21
olarak bulunmustur. Bu sonuglar polimerik ¢ozeltideki ylizey aktif madde oraninin

PDI degerleri tizerinde 6nemli etkileri oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.5: Ortalama mikrobaloncuk ¢aplarinin PEG40S miktaria bagli degisimi.
4.3.1.3 Fosfolipit kullamminin mikrobaloncuk boyutlarina etkisi

Polimer ve siirfaktan miktarinin mikrobaloncuklar {izerinde meydana getirdigi etkinin
yani sira lipit ilavesinin mikrobaloncuk boyutlarini nasil etkilediginin anlasilmasi igin
%1Al-%0,25PEG40S ¢ozeltisi, %0,25 fosfolipit igeren sekilde hazirlanmis ve
mikrobaloncuklar 0,8 bar gaz basincinda 50 ve 100 pl dk* sivi faz akis hizlarinda
tiretilmistir. Fosfolipit iceren ve igermeyen mikrobaloncuklara ait optik mikroskop

goriintiileri Sekil 4.6 te gdsterilmektedir.

Sekil 4.7° deki grafik lipit eklenmesinin ortalama mikrobaloncuk boyutlar1 iizerine
etkisini gostermektedir. Lipit igeren mikrobaloncuklarin ortalama ¢aplar1 50 ve 100 pl
dk?! akis hizlarinda sirastyla 169+2,1 um ve 134+1,5 pm’dir. Lipit icermeyen
mikrobaloncuklarin ortalama ¢aplar1 ise 50 ve 100 pl dk* akis hizlarinda sirasiyla
212414 pm ve 170£11 pm’dir. Lipitli ¢ozelti ile hazirlanan mikrobaloncuklarin
lipitsiz mikrobaloncuklara gore boyutlarinda azalis goriilmektedir. Her iki ¢ozelti

icinde s1v1 faz akis hizinin artmasi beklenildigi gibi diger sonuclarla da uyumlu olarak
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ortalama baloncuk ¢apin1 azalmigtir. Lipit ilavesinin mikrobaloncuk ¢apini
azaltmasinin yani sira diger onemli bir etkisi polidispersite tizerine olmustur. %0,25

lipit igeren mikrobaloncuklar 50 pl dk? sivi1 faz akis hizinda 1,28 PDI degeriyle

iretilmistir.

%1A1- %0.25PEG40S %I1A1- %0.25PEG40S- %0.25Lipid

Sekil 4.6: Lipitsiz ve lipitli g¢ozeltilerden sabit basingta (0,8 bar) elde edilen
mikrobaloncuklari optik mikrograflari (a) (b) 50 pl dk2, (c) (d) 100 pl dk* akis hizlar
(biiyiitme 100X, 100 pm).
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Sekil 4.7: Lipit ilavesinin ortalama mikrobaloncuk boyutu {izerine etkisi.
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4.3.2 T-sekilli mikroakiskan sistem islem parametrelerinin mikrobaloncuk

ozelliklerine etkKisi

Bu boliimde T-sekilli sistem parametreleri olan azot gaz basinci ve sivi faz akig hizi
parametrelerinin degisimi ile elde edilen mikrobaloncuklarin boy ve boyut dagilimi

ozellikleri incelenmistir.

4.3.2.1 Gaz basincinin mikrobaloncuk boyutlarina etkisi

Gaz basincindaki artigin farkli oranlarda PEG40S igeren ¢ozeltilerden elde edilen
mikrobaloncuklar iizerindeki etkisini gézlemlemek ig¢in %0,25 ve %0,5 PEG40S
iceren %1°lik iki farkli aljinat ¢ozeltisi kullanilmistir. Sekil 4.8 sabit sivi faz akis

hizlar1 igin gaz basincinin ortalama baloncuk boyutuna etkisini gostermektedir.

0.8 bar

Sekil 4.8: Farkli basinglarda olusturulmus mikrobaloncuklara ait optik mikrograflar.

Sekil 4.9, 50 ve 100 ul dk? akis hizlarinda gaz basinci degisiminin ortalama
mikrobaloncuk boyutlar {izerine etkisini gdstermektedir. Sekil 4.9 incelendiginde
ortalama mikrobaloncuk capinin, artan gaz debisi / gaz giris basinci ile beklenildigi
gibi arttig1 gorlilmektedir. Mikrobaloncuklar 2,18 PDI degeri ile en diisiik
polidispersitede %0,5 PEG40S igeren ¢ozeltiden elde edilmistir. Gaz giris basincinin
artmasindaki diger 6nemli bir nokta polidispersite {izerine olmustur. %0,25 PEG40S
iceren ¢ozeltinin basincin arttirilmast mikrobaloncuk ¢apini arttirirken polidispersitede
biiyiik oranda artisa sebep olmustur. %0,5 PEG40S ¢6zeltisinde ise basincin 0,8 bar’a
yiikseltilmesi daha diisiik bir polidispersite ile sonu¢glanmistir. Bu durum, artan yiizey
aktif madde oranin mikro ¢evredeki dinamiklerin degisimini daha iyi tolare

edebileceginin gostergesidir.
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Sekil 4.9: Gaz basincinin mikrobaloncuk boyutlar iizerine etkisi(a) 50 ul dk* (b) 100
ul dkt.

4.3.2.2 Sivi faz akis h1zimin mikrobaloncuk ozelliklerine etkisi

Siv1 faz akig hiz1 tiim konsantrasyonlar i¢in 50 ile 100 pl dk™* oranlarinda calisiimustir.
Tim ¢ozeltiler i¢in sivi faz akis hizinin artmasi ortalama mikrobaloncuk capini
azaltmigtir. Bu sonuglar beklenildigi gibi artan sivi faz akiginin (Qs) dagilan
(dispersed) faz akis hizina (Qq) oranindaki (Qs/Qd) artisin sonucudur. Dikey akis
rejiminin ile liretilen mikrobaloncuklarin ¢apinin sivi faz akis hiz1 ile dogrusal olarak
azalmast beklenmektedir [140]. Akis hizinin diger onemli bir etkisi iretilen
mikrobaloncuklarin PDI’ leri lizerine olmustur. Cizelge 4.2 farkli gaz basinci ve sivi
akis hizlarinda iiretilen mikrobaloncuklarin ortalama g¢aplarimi ve PDI degerlerini
gostermektedir. Akis hizinin PDI iizerindeki en biiytik etkisi %0,5 Aljinat iceren
mikrobaloncuklarda goriilmiistiir. Akis hizinin iki kat arttirilmasi PDI degeri 0,8’den

4,88’e¢ cikartmigtir. Bu verilerden, diisiikk aljinat konsantasyonlarinda es diize
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mikrobaloncuk {iiretimi i¢in calisilabilecek akis hizi araliginin daha az oldugu ve
mikrobaloncuklarin akis hizi orani degisimine daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir.
Akis hizina bagh olarak PDI’deki degisimin diger onemli etkisi 0,5 bar basincinda
%1Al-%0,25PEG40S ¢ozeltisinin kullanildigi mikrobaloncuklarda goriilmektedir.
Diger PDI degisimlerinden farkli olarak akis hizinin artmasi PDI’de diislise yol
acmuistir. Bu konsantrasyonlarda iiretilen mikrobaloncuklarin PDI degerleri, 50 pl dk°
Lda 2,83 iken 100 pl dk? 1,5’e diismiistiir. Bu sonug¢ aym ¢ozeltinin 0,8 bar gaz
basinct ile iiretilen mikrobaloncuklarinin PDI’leri karsilastirildiginda (50 ul dk™*’de
6,63 ve 100 ul dk'*’ de 6,55) akis hizinin gaz basincini diisiik hizlarda dengeleyemedigi
goriilmektedir. 0,5 bar gaz basinc1 50 pl dk* akis orani icin yetersiz kaldig1 ve akis
rejiminde diizensizlikler olusturdugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.2: Farkli gaz basinct ve sivi akis hizlarinda iiretilen mikrobaloncuklarin
hesaplanan ortalama ¢aplarinin ve PDI degerleri.

Konsantrasyon Basing Akis Ort. Mb. Cap1 PDI
(Bar) hiz1 (um) (%)
(ul dk™)

%00,5AI1-%0,25PEG40S 0,5 50 228,6 +1,8 0,8
100 172,2 £8,41 4,88
%1AI-%0,25PEG40S 0,5 50 195 +4,6 2,83

100 152,1 £2,3 1,5
0,8 50 212,1 +£14 6,63
100 170,4 £11,1 6,55
%1,5A1-%0,25PEG40S 0,5 50 166,1 £5 3,23
100 138,6 £7,4 5,36
%1AI-%0,5PEG40S 0,5 50 194 + 3,8 2,18
100 157 £5 3,35
0,8 50 213,6 +5,6 2,66
100 172,2 +4,2 2,48
%1AI-%0,75PEG40S 0,8 50 217,6 6,5 3,02
100 179,7 £7,5 4,21
%1Al-%0,25PEG40S-%00,25 0,8 50 169,2 £2,1 1,28
Lipit 100 134 +1,5 1,16

+: standart sapma
4.3.3 Aljjinat mikrobaloncuklarin stabilizasyonu

Konsantrasyonlarin mikrobaloncuk stabilizasyonunu nasil etkilediginin incelenmesi
i¢in mikrobaloncuklar, 50 ul dk* siv1 faz akis hizinda ve 0,8 bar sabit gaz basincinda
10 ml’ lik deney tiiplerinde esit miktarlarda biriktirilmistir. Sekil 4.10, 0. ile 100 dakika

araliginda mikrobaloncuklardaki degisimi gostermektedir.
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%1 Aljinat / %0,25 PEG40-S
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%1 Aljinat / %0,5 PEG40-S

%1,5 Aljinat / %0,25 PEG40-S

%1 Aljinat/ %0,25 PEG40-S/ %0,25 Lipit

Sekil 4.10: Farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerden iiretilmis kopiiklerin belirli zaman
araliklarinda c¢ekilmis fotograflari.
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Biriktirilen mikrobaloncuklar 20 dakika siireler ile fotograflanmis ve belli bir siire
sonunda gorsel olarak karsilastirma yapilmistir.  Sonucglar incelendiginde
baloncuklarin en az stabil oldugu konsantrasyonun % 1Al1-%0,25PEG40S igeren 2
numarali ¢dzelti ve en fazla stabil durumun ise 6 numarali % 1AI1-%0,25 PEG40S-
%0,25 lipit igeren ¢ozelti ile oldugu goriilmektedir. Ayrica PEG40S oraninin iki katina
¢ikarilmastyla mikrobaloncuklarin stabilizasyonun bir miktar attigi goriilmektedir.
Aljinat konsantrasyonun %15 oldugu 5 numarali c¢ozeltiden elde edilen
mikrobaloncuklar 2 ve 3 numarali ¢6zeltiden elde edilenlere gore daha iyi stabilite
gostermistir. Yiizey aktif madde oranmin artirilmasi yiizey gerilimini diistirerek
beklenildigi gibi baloncuklarin daha uzun siire stabil kalmasini saglamistir. Ayni
sekilde aljinat miktarinin arttirilmasi ayni oranda yiizey aktif madde i¢ceren 2 numarali
cozeltiden elde edilmis baloncuklara gore daha stabil kalmasini saglamistir.
Stabilizasyondaki bu farklilik mikrobaloncuk kabugunun viskozitesindeki artistan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Baloncuk kabugunun (ceperinin)

viskozitesinin arttirilmasinin, kabuk inceltme islemini uzattig1 bilinmektedir.

4.4 Sodyum aljinat filmlerin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile mikro

yapi analizi arakterizayonu

Calismanin ilk asamasinda, mikroakiskan sistemle elde edilen mikrobaloncuklarin
incelenmesi yapilmis olup, biriktirilen mikrobaloncuklar 24 saat boyunca oda
sicakliginda kurumaya birakilmis ve film olusumu saglanmistir. Bu asamada
kurutmadan sonra elde edilen gézenekli film yapilarinin mikro yapilar1 incelenmistir.
Siirfaktan ve fosfolipit konsantrasyonundaki farkliliklarin filmlerin mikro yapisina
etkisi incelenmis, elde edilen filmlerin SEM goriintiisii Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13’de

gosterilmistir.

Yiizey aktif madde ve fosfolipit ilavesinin film olusumuna etkisini gézlemlemek i¢in
2, 3 ve 6 numarali ¢ozeltiler kullanilarak elde edilen mikrobaloncuklar film olusumu
icin cam bir altlik {izerinde tek sira olacak sekilde biriktirilmis ve oda kosullarinda
kurumaya birakilmistir. Mikrobaloncuklar 0,8 bar sabit gaz basincinda ve 100 ul dk™

stvi faz akis hizinda tretilmistir.
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g det 100 pm
5,00 kV | 3.0 | 1000 x 11.0 mm | -0 UNAM

Sekil 4.11: %1 Al-%0,25 PEG40S igeren ¢ozeltiden filmin SEM goriintiisti (1000X
biiyiitme).

Sekil 4.11°deki SEM goriintiileri incelendiginde %1A1-%0,25PEG40S ¢ozeltisinden
elde edilen mikrobaloncuklardan gozenekli film olusumu saglanmis olmasina ragmen
diizenli bir gozenek yapisi goriilmemektedir. Gézenek olusumu aljinat filmin bazi
bolgelerinde olusmamustir. Aljinat filmlerin ortalama goézenek boyutu 35,7 um ve

polidispersite oran1 29,84 olarak bulunmustur.

Sekil 4.12: %1 Al-% 0,5 PEG40S igeren filmin SEM goriintiisii (a) Yiizey goriintlisii
(b) Kesit goriintiisii.

Sekil 4.12’te %1AIl-%0,5PEG40S ¢ozeltisinde elde edilen mikrobaloncuklarla
olusturulan filmin SEM goriintiileri incelendiginde yiiksek oranda gozenekli diizenli
bir yapinin olustugu goriilmektedir. Sekil 4.12b” deki filmin kesit goriintiisiinden film
kalinligmin yaklasik 1,2 pm olarak Ol¢lilmiistiir. %0,5 PEG40S igeren filmlerin
ortalama gozenek boyutu 55,3 um ve polidispersite oran1 17,3 olarak hesaplanmustir.
Polimerik ¢ozeltideki siirfaktan olarak islev géren PEG40S oranin iki kat artmasi

filmlerin gdzenekliligini arttirmigtir. Stirfaktan oranin gozeneklilikte olusturdugu bu
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farklilik mikrobaloncuk stabilizasyonu ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.
Stirfaktanlar, mikrobaloncuklarin patlamadan 6nce stabilitesini kontrol edilmesinde
kullanilabilmektedir.  Kiitlece yiizde 0,5 PEG40S igeren mikrobaloncuklarin,
gozeneklilik olusumu i¢in patlamaya kadar gegen siirede daha stabil olmasi diizenli
yapinin korunmasini saglamig olabilir. Mikrobaloncuk stabilite stiresi, patlama
noktasindaki baloncuk kabugunun kalinhiginin bir gostergesi olarak kullanilabilir
[167]. Mikrobaloncuk kabugu genellikle merkezinde minimum kalinliga sahiptir ve
daha sonra kalinliktaki bu siirekli azalma, film drenaji devam ederken kabugun daha
genis bir alanma ilerlemektedir. Bu nedenle, mikrobaloncuklarin kabugundaki
drenajinin hizlandirilmasi veya inhibe edilmesinin ayrica patlamadaki baloncuk ¢apini
da etkilemesi beklenir, bu da baloncuklarin patladiktan sonra polimerik yap1 iginde
geride biraktiklar1 gozenek boyutunu kontrol etmektedir [168]. Elsayed ve ark. yaptigi
caligmada diisiik PEG40S konsantrasyonuna sahip mikrobaloncuklarin, diizenli
yapilarmi1 kisa bir siire sonra tamamen kaybettikleri i¢in godzenekli yapilar
iretemedikleri bulmustur [165]. Elde edilen sonuglar bu durumla paraleldir. Yiizey
aktif madde konsantrasyonun arttirilmasi daha gozenekli ve diizenli yapinin

olusmasini saglamistir.

Sekil 4.13: %1 Al-%0,5 PEG40-S-%0,25 lipit igeren filmin SEM goriintiisii (1000X
biiylitme).

Mikrobaloncuklara  lipit ilavesin  mikrobaloncuk  formasyonunu etkiledigi
bilinmektedir [169]. Lipit eklenmesinin mikrobaloncuk tizerine iki 6nemli etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. ilki mikro baloncuk gaz sivi arayiizeyin girerek

mikrobaloncuk kabuguna esneklik katmalar1 ve buna bagh olarak stabilite siiresinin
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artmasidir. Digeri ise farkli biiziilme ve patlama mekanizmalarinda etkin bir patlama
stirecini indiiklemedeki 6nemli roliidiir [170]. Lipit iceren aljinat filmin ortalama
gozenek boyutu 69,35 um ve polidispersite oran1 24,5 olarak hesaplanmigtir. %1Al-
%0,25PEG40S-%0,25 lipit igeren ¢ozeltiden elde edilen filmlerde ise gozenekli yap1
olusumu igin lipit ilavesi beklenildigi kadar etkili olmadigi goriilmistir ve film
iizerinde kismi gozeneklerin olusumunu saglamistir. Ancak olusan gozeneklerin
boyutlarini farkliligi gériilmektir. Bu durumun sebebi lipitin mikrobaloncuk baloncuk
kabuguna etkin dagilamamasinin olabilecegi diisiiniilmektedir. PEG40S'min yiizey
aktif madde olmasinin yan sira lipit dagilimini iyilestirebilen ve mikrobaloncuklarin
birlesmesini 6nleyebilen bir emiilsiyonlastirici gorevi gordiigii de bilinmektedir [171].
PEG40S konsantrasyonun lipitleri yeterince emiilsifiye edememis olmasi bu soruna

yol agmis olabilir.

Calismandan elde edilen 6nemli bir sonu¢ mikrobaloncuklarin olusturulan film
yapilarinin filmlerin ortalama gdzenek boyutlari lizerindeki etkisidir. Film eldesi i¢in
kullanilan mikrobaloncuklarin igerigi ve boyutlar1 filmlerdeki ortalama goézenek
boyutlarinda farkli etkilere neden olmustur. Ilk olarak her ii¢ film yapisindaki
ortalama goézenekler, film olusumu igin kullanilan mikrobaloncukarin boyutlarindan
daha kiiciik boyutlarda olusmustur. Bu durum, mikrobaloncuklarin patlama anindaki
boyutlarinin  filmlerin nihai goézenek boyutlarimi olusturacagi gbz Oniinde
bulunduruldugunda, mikrobaloncuklarin film olusumu siirecinde (kuruma esnasinda)
kiigiildiigiini gostermektedir. %0,25 ve %0,5 PEG40S igeren ¢ozeltilerden elde edilen
baloncuklarin ortalama gaplari sirasiyla 170,4 um (PDI 6,55) ve 172,2 um (PDI 2,48)
iken, bu mikrobaloncuklardan elde edilen filmlerin ortalama gozenek boyutlar: ise
sirastyla 35,7 um (PDI 29,84) ve 55,3 um (PDI 17,3) olarak hesaplanmistir. Bu sonug
mikrobaloncuklardaki PEG40S oranin artmasinin patlama mekanizmasini ve film
olusum siirecini etkileyerek daha biiylik gézenek boyutlu filmlerin olusabilecegini
gostermistir. Film gézenek boyutu tizerine diger bir nemli etken lipit ilavesi olmustur.
Lipit igeren mikrobaloncuklar ayni kosullarda {iretilen lipit igeremeyen
mikrobaloncuklara gdre daha kiigiik ortalama capa sahip olmasina ragmen lipitli
mikrobaloncuklar en biiyiik ortalama gozenek boyutuna sahip filmleri olugturmustur.
Lipit ilavesi mikrobaloncuklarin kuruma esnasinda daha az kiiciilerek film olusum

sirecini  etkilemistir. Elde edilen sonuglar film olusumu igin kullanilan
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mikrobaloncuklarin igeriginin film olusum siirecini ve ortalama film gozenek

boyutlarini etkiledigini gostermektedir.

4.5 Hidrojel Film Yapilarmin Karakterizasyonu

Caligmanin ilk asamasinda elde edilen sodyum aljinat filmler, oda kosullarinda
katilastirma iglemiyle iretilerek polimerik ¢6zelti konsantrasyonunu mikro yapi
tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu kisimda ise mikroakiskan sistem ile elde edilen
mikrobaloncuklar, {i¢ boyutlu bir yapinin saglanmasi igin baska bir katilagma prosesi
olan CaCl; ile gapraz baglanarak hidrojel film olarak iiretilmistir. Daha sonra hidrojel
yapilari liyofilize edilerek gozenekli {i¢ boyutlu film yapilarinin olusumu saglanmistir.

Hidrojel filmlerin fiziksel, kimyasal ve termal karakterizasyonlar1 yapilmastir.

4.5.1 Hidrojel filmlerin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizleri

Elde edilen hidrojel filmlere gesitli parametrelerin degisiminin, filmlerin mikro yapisi

tizerinde meydana getirdigi etkiler SEM ile analiz edilmistir.

4.5.1.1 Cozelti parametrelerinin hidrojel mikro yapilar iizerine etkileri

Bu kisimda, aljinat konsantrasyonu, PEG40S konsantrasyonu ve g¢ozeltiye lipit
eklenmesi gibi ¢ozelti 6zelliklerini degistiren etkilerin, olusturulan filmlerin mikro

yapilari lizerine etkisi incelenmistir.

Aljinat konsantrasyonun hidrojel film yapisina etKisi

S1v1 fazdaki polimerin kiitlece miktarinin artmasinin mikroakigskan sistemde iiretilen
hidrojellerin mikro yapilarinda meydana getirdigi degisimler Taramali Elektron
Mikroskobu ile incelenmistir. Sekil 4.14 farkli derisimlerde aljinat ¢ozeltileri
kullanarak elde edilen hidrojel filmlerin SEM goériintiilerini gdstermektedir. Sekil
4.14’ teki goriintiiler incelendiginde kiitlece %0,5 Al iceren mikrobaloncuklardan elde
edilen hidrojelin gdzenekliligin %1 ve %1,5 Al igerigine gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Ayrica %0,5’lik Al numunesinin gozenek yapisinin daha fazla igsel
baglantilara sahip oldugu goriilmektedir. Al konsantrasyonun arttirilmasmin por
yapisinda olusturdugu farklilik %1 Al ve %1,5 Al iceren Orneklerde agikca
goriilmektedir. Biyopolimerin kiitlece % oran1 hidrojel mikro yapis1 ve gozenekliligi
tizerine onemli derecede etkilemektedir [172]. Bu etki polimerik mikrobaloncuklardan

elde edilen hidrojel filmlerde de goriilmektedir.
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Sekil 4.14: Aljinat konsantrasyonun hidrojel mikro yapisi iizerine etkisi (Qs=50pl dk?,
Pg= 0,5 bar) (a, c ve e 250X; b, d ve f 1000X biiyiitme).

Kiitlece %0,5, %1 ve %1,5 aljinat iceren hidrojel filmlerin ortalama gozenek boyutlari
sirastyla, 71 pm, 111.4 pm ve 111.3 pum olarak bulunmustur. Polidispersite yiizdesi
ise swrasiyla 16,9, 34,4 ve 25,02 olarak hesaplanmistir. Aljinat konsantrasyonun
%0,5ten %1 ¢ikarilmasi, gozenek boyutlarinda artisa sebep olmustur. %1,5 aljinat
iceren hidrojel filmin gbézenek boyutlari ise %1 Al iceren filmle yaklasik olarak ayni
kalmaktadir. Polimerik mikrobaloncugun polimer igerigi baloncuk kabugunun
kalinligin1 etkiledigi bilinmektedir. %0,5 Al ve %1 Al igeren kurutulmus hidrojel
filmlere ait SEM goriintileri incelendiginde filmlerin gbzenek ¢eperlerinin
kalinligindaki belirgin artig goriilmektedir. Bu durumun sebebinin aljinat oranina bagl
olarak mikrobaloncuk kabugunun polimer igeriginin artmasi oldugu diisiiniilmektedir.
Sekil 4.14(f) incelendiginde %1,5 Al igeren numunenin mikro yapist da bunu destekler

54



niteliktedir. Gozenekli yapinin iskelede olusmasinin esas etkeni olan polimerik
mikrobaloncuklarin kurutma sirasinda patlama esnasindaki boyutu por boyutunu
belirlerken mikrobaloncuk kabugu ve patlama mekanizmasi ise porun yapisini
belirlemektedir. Dolayisiyla elde edilen hidrojel {irliniiniin mikro yapis1 biiyiik dl¢iide
jellestirilen polimerik mikrobaloncuklarin boyutlarina, boyut dagilimlarina, igerdigi
polimere ve kiitlece miktarma bagli olarak degisiklik gostermektedir. Elde edilen
filmlerin ortalama por boyutlar1 ile hidrojel film iiretimi i¢in kullanilan
mikrobaloncuklarin boyutlar1 karsilastirildiginda baloncuk ¢aplar1 ve film gézenek
boyutlar1 arasinda bir iliski gozlemlenmemistir. En biiyiikk Ortalama baloncuk gap1
%0,5 aljinat igeren ¢ozeltiden elde edilmesine ragmen (228,6 um, PDI 0,8) en kiiciik
ortalama gézenek boyutlu film (71 um, PDI 16,9) yine ayni ¢6zeltiden elde edilmistir.
%1 ve %]1,5 Al iceren ¢ozeltilerden elde edilen baloncuklarin ortalama caplari
(strastyla 195 pm, PDI 2,83 ve 166,1 um, PDI 3,23) farkli olmasina ragmen elde edilen
filmlerin ortalama gozenek boyutlar1 biliylik oranda ayni olmustur. Bu durum
mikrobaloncuklardaki aljinat oranin hidrojel film olusum siirecinde etkili oldugunu
gostermektedir. Mikrobaloncuk boyutu ve film gozenek boyutlar1 arasindaki bu
degisimin farkli bir nedeni de kurutma islemi olabilir. Jellesen mikrobaloncuklarin
dondurularak kurutulmasi hidrojelin kurutulurken ¢6kmesini engellemis ve baglantili
gozeneklerin olusumunu saglamistir. Bu durum her ne kadar normal sartlarda
kurutulan kopiik hidrojellere kiyasla yiiksek oranda arttirilmis bir goézeneklilik
saglamis olsa da gbzenek boyutlarinin ve gozenek boyut dagiliminin iyi seviyelerde

olmadig1 goriilmektedir.

PEG40S konsantrasyonunun hidrojel film yapilarina etkisi

Yiizey aktif maddenin kiitlece yiizdesinin artmasinin hidrojel iizerine olan etkilerinin
degerlendirmek icin kiitlece %0,25, %0,5 ve %0,75 olmak {iizere ii¢ farkli PEG40S
iceren ¢ozelti kullanilmistir. Bu ¢dzeltilerden, 0,8 bar sabit gaz basmeci ve 50 ul dk*
siv1 faz akis hizinda elde edilen mikrobaloncuklarin jellestirilmesi ile tiretilen hidrojel
yapilarinin SEM goriintiileri Sekil 4.15° te gosterilmistir. %0,25 PEG40S igeren
numune ile %0,5 PEG40S numunesi incelendiginde en belirgin farkin film gézenek
boyutlar1 ve yapisi iizerine oldugu goriilmektedir. %0,25 ve %0,5 PEG40S igeren
hidrojel filmlerin ortalama goézenek biiytikliikleri sirasiyla 31,6 PDI degeri ile 116,6
um ve 27,2 PDI degeri ile 94,1 um olarak hesaplanmistir. Polimerik ¢ozeltideki

PEG40S oraninin iki kat artmas1 mikrobaloncuk kabugunun incelmesi saglamis bu
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%0.25 PEG40S
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Sekil 4.15: PEG40S konsantrasyonun hidrojel mikro yapisi iizerine etkisi Qs=50ul dk
1 Pg=0,8 bar) (a, c ve e 250X ; b, d ve £ 1000X biiyiitme).

sebeple de daha kiigiik boyutlu daha g6zenekli bir yapt meydana getirmis olabilir. Bu
durumun diger bir sebebi ise mikrobaloncuk stablizasyonu olmus olabilir. Bolim
4.3.2°de yapilan stabilizasyon deneylerinin sonuglarina gore %0,5 PEG40S igeren
mikrobaloncuklarin daha uzun siire stabil oldugu saptanmistir. Jellesmeye kadar olan
stire iginde %0,25 PEG40S iceren numuneden daha fazla miktarda mikrobaloncuk
bulunmasi gézenekliligi arttiran bir etmen olabilir. Ancak bu durumun kiitlece en fazla
oranda (%0,75) PEG40S igeren ¢ozelti igin gegerli olmadigi goriilmektedir. %0,75
PEG40S igeren hidrojel filmin ortalama gzenek boyutu 24,6 PDI ile 178,1 pm olarak
bulunmustur. Filmlerin ortalama gdzenek boyutlar1 ile film olusumu i¢in kullanilan
mikrobaloncuklarin ortalama ¢aplart karsilastirildiginda film gézenek boyutlarinin

ortalama mikrobaloncuk boyutlarindan daha kiiclik oldugu goriilmektedir. PEG40S
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oraninin baloncuk boyutlari lizerinde 6nemli bir etkisi olmamasina ragmen filmlerin
ortalama gbdzenek boyutlarini farkli sekilde etkilemistir. En kiigiik gozenek boyutlu
film %0,5 PEG40S iceren ¢ozeltiden elde edilen mikrobaloncuklardan (21,6 pm, PDI
2,66) ve en biiylik gdzenek boyutu ise %0,75 PEG40S iceren mikrobaloncuklardan
(217,6 um, PDI 3,02) elde edilmistir. PEG40S konsantrasyonun %0,5’ten %0,75’e
cikarilmast her ne kadar ortalama gozenek boyutunu arttirmis olsa da Sekil 4.15¢
incelendiginde gozenekliligin azaldig1 goriilmektedir. Bu durum, yiiksek yiizey aktif
madde oranlarinin jellesmeyi etkilemesinden dolay1 gergeklesmis olabilir. [173]. Bu
etki yiizey aktif maddenin dogas1 geregi ylizeydeki aljinat molekiillerinin ¢apraz
baglama  ¢ozeltisindeki ~ Ca™®  iyonlartyla  etkilesimini  kisitlamasindan
kaynaklanmaktadir. Ca*? iyonlarmin polimerik mikrobaloncuklara yeteri kadar difiize
olmamasiin jellesme siirecini etkiledigi disiiniilmektedir. Bu da jellesmeyen
mikrobaloncuklarin diizensiz bir sekilde patlayarak gézenekli yapiy1 bozabilecegini
diistindiirmektedir. Genel olarak artan PEG40S orami belli bir orana kadar
gozenekliligi arttirirken fazla miktarlarda jellesmeyi engelledigi icin gozeneklilik

tizerinde istenmeyen etkiye yol agtig1 sdylenebilir.

Fosfolipitin eklenmesinin hidrojel film yapilarmna etkisi

Mikrobaloncuklara lipit eklenmesinin olusturulan hidrojellerin mikro yapisinda
meydana getirdigi etkileri incelemek i¢in %1Al1-%0,25PEG40S ve %1Al-%0,25
PEG40-%0,25lipit ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler kullanilarak 100 pl dk * akis
hizinda ve 0,8 bar sabit azot gaz1 basincinda tiretilmis mikrobaloncuklardan elde edilen
hidrojellerin SEM goriintiileri Sekil 4.16°da gosterilmektedir. Lipit igceremeyen
hidrojel filmlerin ortalama gozenek biiyiikliigii 29,1 PDI ile 108,2 um ve lipit i¢eren
hidrojel filmlerin ise 18,9 PDI ile 138,2 um olarak hesaplanmistir. Mikrobaloncuk
boyutlar1 ile film gozenek boyutlar1  karsilastirildiginda  lipit  iceren
mikrobaloncukalarin  ortlama c¢aplart (169,2 pum, PDI 1,28) igermeyen
mikrobaloncuklara gore (212,1 um, PDI 6,63) daha kiiclik olmasina ragmen elde
edilen lipitli hidrojel filmler daha biiyiik gézenek boyutlarinda olusmustur. Bu sonug
baloncuk patlama prosesiyle elde edilen sodyum aljinat filmlerle paralellik
gostermektedir. Mikrobaloncuklara lipit ilavesi hidrojel filmlerde daha biiyiik gozenek
boyutlarini saglamistir. Yine Sekil 4.16’taki goriintiiler incelendiginde lipit i¢eren
mikrobaloncuklardan elde edilen hidrojelin daha diizenli bir yapida oldugu

goriilmektedir. Bu durumun elde edilen mikrobaloncuklarin diisiik polidispersitesi ile
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iliskili oldugu diistiniilmektedir. B6liim 4.2.1.3’teki bulgular SEM analizi ile elde
edilen sonuglarla paraleldir. Lipit ilavesinin diger bir 6nemli etkisi stabilizasyon siiresi
iizerinedir. Literatlirde lipitlerle hazirlanan mikrobaloncuklarin stabilizasyonun daha
iyi oldugu bildirilmektedir [169,174]. Lipitli mikrobaloncuklarin iiretiminden ¢apraz
baglama siiresine kadar stabil kalmasi jellestirme asamasinda lipit icermeyen

mikrobaloncuklara gore daha diizenli bir yap1 olusturmasini saglamis olabilir.

%1 Al- :
%0.25 PEG40S- g€
%0.25 Lipid

Sekil 4.16: Lipitli ve lipitsiz mikrobaloncuklardan elde edilmis hidrojellerin SEM
goriintiisii (Qs=50ul dk, Pg= 0,8 bar) (a ve ¢ 100X ; b, d ve 500X biiyiitme).

4,5.1.2 T-Sekilli mikroakiskan cihaz islem parametrelerinin hidrojel film

icyapilar tizerine etkileri

Bu kisimda azot gazi basinci ve siirekli faz akis hiz1 gibi T- sekilli mikroakiskan
sistemin islem parametrelerini degismesinin elde edilen hidrojel filmlerin igyapilarina

olan etkileri incelenmistir.

Gaz basmcinin hidrojel filmlerin icyapilarina etkisi

Farkli gaz basinglarinda iiretilen mikrobaloncuklardan elde edilen hidrojellerin mikro
yapisinda meydana getirdigi farkliliklar1 incelemek igin, %1Al-%0,25PEG40S
¢ozeltisi kullanilarak 0,5 ve 0,8 bar iki farkli gaz basincinda, 50 ve 100 pl dk* s1vi akis
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hizlarinda tiretilen mikrobaloncuklardan hidrojeller elde edilmistir. Hidrojellerin SEM
gortintiileri Sekil 4.17°de gosterilmektedir.

Sekil 4.17: Farkli gaz basincinda iiretilen mikrobaloncuklardan elde edilmis
hidrojellerin SEM goriintiileri (a ve b; Qs =50ul dk*, ¢ ve d; Qs=100ul dk* ,200X
biiyiitme.

50 pl dk* siv1 akis hizinda 0,5 ve 0,8 bar gaz basincinda elde edilen hidrojellerin
ortalama gozenek biiyiikliileri sirasiyla ylizde 34,4 PDI ile 111,4 pm ve yiizde 31,6
PDI ile 116,6 um olarak bulunmustur. 100 ul dk™ s1v1 akis hiz1 icin bu degerler yiizde
28,9 ile 72,8 um ve yiizde 29,1 ile 108,2 um olarak hesaplanmistir. Gaz basincindaki
artisin hidrojel yapilarindaki gozenek boyutunu arttirdigi goriilmektedir. Bu durumun
gaz basincina bagli artan mikrobaloncuk c¢aplarmin sonucu olarak gerceklesmis
olabilir. Boliim 4.2.2°de elde edilen bulgular basing artisinin mikrobaloncuk boyutunu
arttirdig1 yoniindedir. Mikrobaloncuk boyutlarinin artmasini saglayan basing artiginin

hidrojellerde gézenek boyutlarinin artmasi ile sonuclandig: diistintilmektedir.

Siirekli faz akis hizinin hidrojel filmlerin icyapilarina etkisi

Uretilen hidrojel filmlerin mikro yapisma akis hizinin etkisini gérmek amaciyla
%1,5Al- %0,25PEG40S ¢ozeltisi ile 0,5 bar gaz basincinda 25, 50, 75 ve 100 pl dk?t
akis hizlarinda ¢alisilmistir. Elde edilen numunelere ait SEM goriintiileri Sekil 4.18de

gosterilmistir.
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Sekil 4.18: Farkli siv1 faz akis hizinda tiretilen mikrobaloncuklardan elde edilen
hidrojel filmlerin SEM goriintiisii a) Qs=25ul dk™* b) a; Qs=50ul dk™* b) c) Qs=75ul
dkd) a; Qs=100ul dk* (Pg=0,5 bar, 300X biiyiitme)

Goriintiiler incelendiginde, akis hizinin artmasi ile hidrojel filmin gézenek boyutlari
lizerinde azalan bir etki nitel olarak goziikmektedir. 25, 50, 75 ve 100 pl dk* akis
hizlarinda iiretilen hidrojellerin ortalama gozenek boyutlar1 sirastyla 192, 111,3, 92,8
ve 73,3 um olarak bulunmustur. PDI degerleri ise sirasiyla yilizde 23,4, 21,2, 34,6 ve
18,33 olarak hesaplanmigtir. Bu durum mikroakiskan sistemde {iretilen
mikrobaloncuklarin, diger bir mikroakigkan sistem parametresi olan gaz basincinin
sabitken akis hizinin arttirilmasinin daha kiiciik boyutlarda baloncuk iiretilmesine
paralel olarak gerceklesmektedir. Bu sonuglar hidrojel film gozenek boyutunun sivi

faz akis hiz1 degistirilerek ayarlanabilecegini gostermektedir.

4.5.2 Hidrojel filmlerin FT-IR ile kimyasal yap1 analizleri

Elde edilen hidrojel filmlerin kimyasal yapilarinda herhangi bir degisiklik olup
olmadig bir kimyasal yap1 analiz yontemi olan FTIR analizi ile belirlenmistir. Bunun

icin baglangic maddeleri ve elde edilen numunelerin IR spektrumlari karsilastirilmistir.

60



Ticari olarak temin edilen aljinat ve PEG40S’in IR spektrumlar sirasiyla Sekil 4.19
ve Sekil 4.20°de gosterilmektedir.

Sodyum aljinat

1026

0,05 -+
0,04
0,03 \

0,02

0,01

Absorbans

0,00

-0,02

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayisi(cm™)
Sekil 4.19: Ticari olarak alinan sodyum aljinatin FT-IR spektrumu.
Sekil 4.19” da gosterilen aljinata ait spektrumda 3283 cm " 'de genis OH titresim bandh,
2935 cm ! CH; asimetrik gerilimi, siklik alkene ait 1593 cm ** C=C 1408 cm "*'deki
C-OH biikiilmeleri, 1298 cm * aromatik esterdeki ve 1082-1026 cm * bandinda

0,7 4 PEG40S
0,6 1091
0,5 4 ﬂ

2 0,4 -

3

5 950

D 0,3 1 2877

o

< 846

0,1 —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayisi(cm™)

Sekil 4.20: PEG40S FT-IR spektrumu.
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goriilen giiclii C-O gerilmeleri aljinatin beklenilen yapida oldugunun gostergesidir.
Aljinat-PEG40S ve aljinat-PEG40S-Lipit igeren hidrojel filmler ait numunelerin IR
spekturumu Sekil 4.21°de gosterilmistir. Her iki spektrumda goriilen 1028 cm™’deki
aromatik C-O-C titresimleri, aljinatin beklenilen yapida oldugunu dogrulamaktadir.
PEG40S icin elde edilen spektrum sonuglarma gére 2877 cm™’de alifatik C-H
gerilmeleri 1462-1276 cm " *deki alifatik C-H egilme titresimleri ve 1091 cm™ C-O
gerilme titresimleri gozlenmektedir. Genel olarak AI-PEG ve AI-PEG40S-lipit
numunelerinin spektrumlarinin sodyum aljinat ile benzer olmasi herhangi bir kimyasal
bag olusumun olmadigimin gostergesidir. AlI-PEG ve AI-PEG40S-Lipit numuneleri
karsilastirildiginda 1730 cm™deki doymamus estere ait gii¢lii C=C gerilmesi yapida
lipit varlhiginin gostergesidir. Karakteristik PEG40S piklerinin AI-PEG ve AI-PEG
40S-lipit numunelerinde goriilmemesi aljinatin PEG40S iizerinde bir kaplama

olusturdugu sonucuna varilmustir.

—— AI-PEG 40S
—— AI-PEG 40S-Lipid
0,25 -
0,20 1 1028
1601
v
c 0154 106
_'E“ 1419 802
2
-g: 0,10 1 ‘ 2 1317
0.05 ‘ 1730
0,00

v I v I v I v I v I v I v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi(cm™)

Sekil 4.21: Elde edilen %1Al-%0,25PEG40S ve %1Al-%0,25PEG40S-%0,25lipit

iceren hidrojellerin FT-IR spektrumu.
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4.5.3 Hidrojel filmlerin X- 1s1m1 kirmmmi (XRD) yontemi ile kristal yap analizi

Aljinat hidrojel film yapilarina fiziksel olarak yiizey aktif madde ve lipitin, kristal yap1
tizerine etkisini degerlendirmek i¢in sodyum aljinat, PEG40-S, %1Al-%0,25PEG40S
ve %1Al-%0,25PEG40-%0,25lipit formiilasyonunda hazirlanan hidrojel ornekleri
iizerinde yapilan XRD analizi Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de gosterilmektedir. Sekil 4.22
incelendiginde PEG40S numunesinin 20= 19°, 26=23te iki biyiik piki 26=26° ve
20=36°"da iki kiiglik piki bulunmaktadir. Sekil 4.23 incelendiginde sodyum aljinata ait
20=13° ve 20=21° iki pik goriilmektedir. Literatiirde sodyum aljinatin CaCl ile
capraz bagl hidrojel formunda 20=13°teki pikin kayboldugu bilinmektedir [175].
Yine 20=21° de goriilen pikin %1A1-%0,25 PEG40S ve %1 Al-%0,25 PEG40S-%0,25
lipit numunelerinde ise sirasiyla 260=23° ve 26=24°"¢ kaydig1 goriilmektedir. Bu durum
sodyum aljinatin PEG40S ve lipit ile olusturulan hidrojel formunun diisiik kristallige
sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar sodyum aljinatin, PEG40S ve lipit
arasindaki giiclii fiziksel etkilesimlere, 6zellikle de CaClz ¢apraz baglanmasinin yol

actig1 karmasikliga atfedilmektedir.

— Al
—— PEG40S

7000 -
6000 - l
5000 - W
4000 -

3000 - \

Yogunluk(Sayim)

2000 -

1000 -

10 20 30 40 50 60
26(°)

Sekil 4.22: Sodyum aljinat ve PEG40S’in XRD 0l¢iim sonucu grafigi.
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Sekil 4.23: Sodyum aljinat, %1AI-%0,25PEG40S ve %1AIl-%0,25PEG40S-
%0,25lipit i¢eren hidrojel filmlerin XRD 6l¢timii sonucu grafigi.

4.5.4 Hidrojel filmlerin Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) ile termal

ozelliklerin analizi

Saf sodyum aljinatin, PEG40S’in ve %1Al-%0,25PEG40S ve %1Al-%0,25PEG40S-
lipit igeren hidrojel numunelerinin camsi gegis sicakliklar: (Tg) DSC ile belirlenmistir.
Orneklere ait DSC termogramlar1 Sekil 4.24’te gosterilmektedir. Cam gegis sicaklig,
kristalimsi olmayan (sekilsiz) bir polimerin kirillgan, cam halinden lastiksi, yumusak
haline degistigi sicaklik araliginin yaklasik orta noktasi olarak tanimlanmaktadir.
Aljinatlar kimyasal i¢erigine gore 95°C ile 136°C arasinda degisen Tg degerleri oldugu
bilinmektedir. Sekil 4.24’te saf sodyum aljinatin termogrami incelendiginde, 111,4°C
derece civarindaki endotermik pik camsi gecis davranigini gostermektedir. PEG40S
ise 48,5°C de Tg degerine sahiptir. AI-PEG40S hidrojel film numunesinde ise Tg
degeri 98,12°C ye diiserek sodyum aljinata gore azalma egilimindedir. Aljinatin Ca
iyonlariyla capraz bagl formunun Tg degerinin saf SA ya gore bir az miktarda ytliksek

oldugu literatiirdeki ¢aligmalardan bilinmektedir [176]. Bu yiizden bu azalmanin asil

sebebi PEG40S eklenmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.24: Sodyum aljinat, PEG40S, %1 Al-%0,25PEG40S ve %1Al-%0,25PEG40S-
%0,25lipit i¢eren hidrojel filmlerin DSC egrileri.

Al-PEG40S-Lipit igeren hidrojelin DSC egrisi incelendiginde ise biri 39,31°C’de ve
digeri 111,4 °C de iki pik bulunmaktadir. 39,31°C’deki zayif ve kii¢iik endotermik pik
numune icerigindeki lipitin faz gegisine ait olabilir. Literatiirdeki diger ¢alismalar,
fosfolipitlerin (fosfatidilkolin) yaklasik (40-43,6 °C) bu degerlerde Tg degerine sahip
oldugunu desteklemektedir [177]. Sekil 4.24’de 39,31 °C'de faz geg¢isine atfedilen
endotermik bir tepe goriilmemektedir. AI-PEG40S o6rneginde oldugu gibi Tg

degerinde saf sodyum aljinata gore belirgin bir degisme meydana gelmemistir.

4.5.5 Hidrojel film yapilarinin sisme testleri sonuglari

Su, dokulularin temel bir bilesenidir ve doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilacak bir iskelenin su alma kabiliyeti kritik 6nem tasir. Mikroakiskan sistemde
hazirlanan hidrojel filmlerin sisme davraniglar1 distile su igerisinde 23°C’de
incelenmistir. Hidrojel sisme davranisina aljinat, PEG40S ve akis hizinin etkisini
gdzlemlemek igin 2, 3 ve 5 numarali ¢ozeltiler kullanilarak 50 ve 100 pl dk™* sivi faz
akis hiz1 oraninda, 2,5 cm ¢apinda ve 1 mm kalinliginda disk seklinde hidrojel
numuneleri hazirlanmigtir. Sekil 4.25 iretilen hidrojel diskleri gostermektedir.
Hidrojellerin yiizdece sisme (su alma) egrileri 50 ul dk™* ve 100 ul dk icin sirastyla
Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°te gosterilmektedir.
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Sekil 4.25: Mikroakigkan sistemde hazirlanan hidrojel film yapilar1 a) Dondurularak
kurutulmus kuru hidrojel b) Distile suda sismis hidrojel.
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Sekil 4.26: 50 ul dk* akis hizinda farkli konsantrasyonlarda elde edilmis hidrojellerin
film yapilariin sigsme egrisi.

Grafikler incelendiginde hidrojellerin ¢ok kisa bir siirede denge sisme oranina geldigi
goriilmektedir. Bu yontemle iiretilen hidrojeller gozenek yogunlugunun fazla olmasi
nedeniyle, geleneksel hidrojellerden daha fazla ylizey alanina ve daha kisa diflizyon
mesafesine sahiptir. Bu nedenle ¢ok kisa bir siirede cok miktarda su absorblayabilirler.
Bu o6zellikler kuru hidrojellerin su ile temasinda ¢ok hizli bir sekilde ¢ok hizli su
absorpsiyonuna ve sismesine izin verdigi distiiniilmektedir. Hidrojel filmlerin su alim
kapasitesi, viicut stvisinin iskele yapisinin tiim kisimlarina absorpsiyonu, besinlerin ve
metabolik atiklarin transferi ve yeni dokunun morfolojisini etkileyen hiicre baglanmast
gibi bir¢ok hiicresel olay i¢in dnemlidir [178]. Bu nedenle iskelelerin yiiksek bir sisme

oranina sahip olmasi beklenmektedir. Sekil 4.25 ve 4.26’ta ki sisme grafikleri
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incelendiginde, doku iskelesi olarak kullanimi planlanan hidrojel film yapilarinin
farkl1 akis hizinda {iretilmelerinin ylizdece sisme oranlarini etkiledigi goriilmektedir.
50 pl dk* akis hizinda iiretilen hidrojellerin sisme oranlarinda ¢ok biiyiik farkliliklar
olmamasina ragmen en yiiksek sisme orani %1A1-%0,5PEG40S, en diisiik ise %1Al-
%0,25PEG40S formiilasyonunda hazirlanmis numunedir. Bu durum PEG40S’in
hidrojelin hidrofilik yapisin1 arttirmasiyla agiklanabilir. Polimer konsantrasyonun
artmas1 beklenildigi gibi hidrojelin su alma kapasitesinde bir miktar artisa sebep
olmustur. 100 ul dk™* akis hizinda iiretilen hidrojellerin sisme egrileri incelendiginde
50 ul dk* akis hizinda iiretilenlerden farkli olarak en yiiksek su alim orani %1Al-
%0,25PEG40S  formiilasyonda iiretilmis hidrojelde goriilmektedir. Ayni
formiilasyonda 50 ul dk™* akis hizinda iiretilen hidrojele gore 100 pl dk™* akis hizinda
hazirlanan hidrojel, %32,8 daha fazla sisme orami gostermistir. Bu etki akis hizina
bagh olarak kiigiilen hidrojel por biiyiikliigii ile agiklanabilir. Akis hizinin arttirilmasi
gozenekliligi dolayisiyla birim alan ylizey alanini artmasi hidrojellerin su adsopsiyon
kapasitesini arttirmis olabilir. Ancak bu etki 100 ul dk™* akis hizlarinda iiretilen diger
hidrojellerde goriilmemektedir. 100 ul dk* siv1 akis hizinda, %1AI-%0,5PEG40S ve
%1.5Al-%0,25PEG40S formiilasyonlarinda hazirlanan hidrojeller, 50 pl dk? akis
hizinda iiretilen hidrojellerle karsilastirildiginda su alim kapasitesinin az miktarda

azaldig1 bulunmustur.
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Sekil 4.27: 100 pl dk™* akis hizinda farkli konsantrasyonlarda elde edilmis hidrojellerin
film yapilariin sigsme egrisi.
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Her ne kadar akis hizinin arttirilarak gézenek boyutlarinin kiigiilmesi birim alan basina
diisen ylizeyi arttiracagin diistindiirse de bu etkinin %21AIl-%0,5PEG40S ve %1,5Al-
%0,25PEG40S  hidrojellerin su alim kapasitesi oraninda etkili olmadigi

gozlemlenmektedir.
4.5.6 Hidrojel filmlerin sitotoksitete testi sonuclar:

Farkli PEG40S ve lipit konsantrasyonunda hazirlanan hidrojellerin hiicre canlilig1 ve
cogalmasi tizerinde herhangi bir sitotoksik etki olusturup olusturmayacagi Notral
Kirmizisi Alim (NKA) sitotoksisite testi ile arastirtlmistir. Bu amagla doku iskelesi
olarak kullanilmasi planlanan hidrojellerden olasi toksik bir sizintinin varligini
anlamak i¢in 72 saat serum igermeyen besi yerinde 37 °C'de bekletilmistir. Daha sonra
bu besiyeri toksisitenin belirlenmesi i¢in hiicreler ektraksiyon c¢ozeltisini iceren
besiyeri ortamina alinmig ve 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler ndtral
kirmizisi ile boyanmis canli hiicrelerin konsantrasyonu bir optik mikroplaka okuyucu
ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak besi yeri ile muamele edilmeyen hiicreler,
pozitif kontrol olarak Triton kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.28’de
gosterilmektedir. Elde edilen sonuglar hidrojellerin herhangi bir sitotoksik etki
olusturmadigin1 gostermektedir. Sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek hiicre
canliligt  oranin  %1AI1-%0,25PEG40S-%0,25lipit  hidrojellerinde  olmustur.
Hidrojellerde PEG40S konsantrasyonun artmasi ise hiicre canliligi iizerinde negatif
etki gostermektedir. %0,5 PEG40S iceren hidrojel %0,25 PEG igerene gore hiicre
canlilig1 %6,4 azalmistir. Lipit igeren ve icermeyen hidrojel filmlerin hiicre canliligi
oranlar1 karsilastirildiginda lipitli hidrojellerin hiicre canliligini ve ¢ogalmasini
arttirdigr goriilmektedir. Bu sonuglar literatiirde diger yontemlerle iiretilen aljinat
hidrojellerin sitotoksisite sonuglariyla uyumlu hiicre canlihi@ gostermektedir
[179,180]. In vitro sitotoksisite iizerine yapilan 6n arastirma, iretilen hidrojellerin
Beas-2b hiicrelerinde sitotoksik olmadigini gostermistir. Her ne kadar birgok ¢alisma,
aljinatin sitotoksik olmayan, biyolojik olarak ¢dziinebilir ve biyolojik olarak uyumlu
bir polimer oldugunu ortaya koymus olsa da farkli yiizey aktif maddelerle olusturulan

formiilasyonlarinin sitotoksite etkisi kontrol edilmesi gerekmektedir.
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Sekil 4.28: Hildrojel film yapilarinin Notral Kirmizisi Alim  sitotoksisite testi
sonuclarina gore hiicre canlilig.

Ozellikle yiizey aktif maddelerin mikroakiskan sistemde kararli esdiize
mikrobaloncuklarin  {iretimi i¢in olduk¢a gerekli oldugu diislintildiigiinde,
mikroakigkan sistemde liretilen bu yapilarin biyouyumluluklar1 agisindan hassasiyetle

dikkate alinmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, doku miihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi olarak
kullanilabilecek cesitli formlarda gozenekli aljinat/PEG40S/lipit film yapilarimin
mikroakigkan yontem ile iiretimi ve bu yapilarin karakterizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Calismada T-sekilli  bir mikroakiskan cihaz polimerik
mikrobaloncuklari iiretmek i¢in kullanilmistir. Mikrobaloncuklardan iki farkli yontem
kullanilarak gozenekli yapilarin olusumu saglanmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
polimerik ¢ozeltilerden mikroakiskan cihaz vasitasiyla iiretilen mikrobaloncuklarin
boyutlar1 ve boyut dagilimlari hesaplanmis film olusumu ilk olarak cam bir altlik
biriktirme ortaminda biriktirilerek kurutulmaya birakilmistir. Calismanin diger
asamasinda ise mikrobaloncuklar bir petri kabinda toplanarak CaCl, c¢ozeltisi
kullanilarak bir katilastirma prosesi uygulanmistir. Daha sonra elde edilen hidrojeller
dondurarak kurutularak ti¢ boyutlu gozenekli yapilar elde edilmistir. Her iki yontemle
elde edilen gozenekli iskele yapilarin gesitli yontemlerle karakterizsyonu yapilmis

ve biyouyumluluklar1 sitotoksisite testi ile degerlendirilmistir.

Yiriitilen ¢alisma kapsaminda doku miihendisligi uygulamalar1 igin doku iskelesi
olarak kullanilabilecek film yapilarinin mikroakiskan sistem yontemle iiretiminden

elde edilen 6nemli sonuglar asagida 6zetlenmistir.

» Elde edilen bulgulara gore ¢ozeltiye ait Ozelliklerin mikrobaloncuk, film ve
hidrojel film olusumuna 6nemli etkileri olmaktadir. Polimerik ¢dzeltinin aljinat
konsantrasyonun kiitlece artmasi ile ortalama mikrobaloncuk ¢apini azalmakta,
yiizey aktif madde olarak kullanilan PEG40S’in kiitlece konsantrasyonun artmast
ise ortalama mikrobaloncuk capinda 6nemli bir farklilik olusturmamaktadir.
Ayrica ¢ozeltide lipit kullaniminin mikrobaloncuk ¢apini 6nemli dlgiide azalttig
saptanmigtir. Tiim bu etkiler, viskozite ve ylizey gerilimi gibi mikroakiskan sistem
icin 6nemli olan ¢ozelti 6zellikleriyle iliskilendirilmistir. Akis parametrelerinin
degistirilmesi mikrobaloncuk boyutlar1 ve PDI’lerinde Onemli degisikler
olusturmustur. Bu baglamda siv1 faz akis hizindaki artis mikrobaloncuk boyutunu

azaltirken gaz basicinin artmasi mikrobaloncuk boyutunu arttirmaktadir.
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» Cam altlik tzerinde film olusumu igin farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
kullanilmis ve film olusturma potansiyelleri incelenmistir. En iyi gdzenekli film
olusumu %1AIl-%0,5PEG40S ve %1AIl-%0,25PEG40S-%0,25lipit igeren
cozeltiden elde edilmistir.

» Hidrojel film olusumu i¢in farkl aljinat ve PEG40S ve lipit konsantrasyonlarindan
cozeltilerle, farkli basin¢ ve akis hizlarinda {iretilen mikrobaloncuklar
kullanilmistir. Elde edilen filmlerin mikro yapilar1 polimerik mikrobaloncuklarin
aljinat icerigine gore farkliliklar gostermistir. Aljinat iceriginin artmasinin gézenek
baglantilarini azalttig1 sonucuna varilmistir. Yiizey aktif madde olarak kullanilan
PEG40S’in ise yliksek konsantrasyonlarda jellesmeyi engelleyici etkisi oldugu
diistiniilmektedir. Lipit igeren mikrobaloncuklardan elde edilen hidrojel filmlerin
ise icermeyene gore daha dilizenli bir gozenek yapist olusturdugu SEM
goriintiilerinden saptanmistir. Hidrojel gézenek boyutlarinin iskele olusumu ig¢in
kullanilan mikrobaloncuklarin boyutlarima bagli olarak degistigi bulunmustur.
Buna gore mikrobaloncuklarda oldugu gibi akis hizinin artmasi hidrojel filmin
gbozenek boyutlarini azaltmaktadir. Gaz basinci artist ise hidrojel filmlerin
gbozenek boyutlarinda ve gozenekliliginde artisa yol agmistir.

» FT-IR sonuglar1 kullanilan polimer, yiizey aktif madde ve lipit arasinda kimyasal
olarak bag olusumu olmadigin1 dogrulamaktadir.

» X- 1sm kirmimi (XRD) analizi hidrojel filmlerin kristalliginin azaldigini
gostermektedir.

» DSC analizi yapida PEG40S kullaniminin Tg degerini azalttig: lipit ilavesinin ise
Tg’ yi arttirdigini gostermektedir.

» Hidrojel filmlerin sigsme testi sonuglari ise iskele gozenek boyutu ile su alma
kapasitesi arasinda dogrudan bir iligki bulunmadigin1 géstermistir.

» Biyouyumlulugun degerlendirilmesi i¢in yapilan NKA testi hidrojellerin Beas-2b
hiicreleri i¢in toksik olmadigini gostermektedir. En iyi hiicre canlilig: lipit igeren

hidrojel filmde goriilmektedir.

Bu tez calismasi ile T-sekilli bir mikroakiskan sistem ile yiiksek derecede tekdiize
mikrobaloncuklardan gézenekli film ve hidrojel formunda doku iskelelerinin tiretimi
gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alisma konusunun 6zgiinliigii ve kapsami1 agisindan
tilkemizde yapilan ilk tez ¢alismasidir. Bu calisma sayesinde mikroakiskan sistemin

doku mithendisligi uygulamalarinda gozenekli yapilarin tiretimi igin kullanilabilecek
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etkili ve yeni bir yontem oldugu yurti¢inde yapilmis olan bu ¢aligsma ile gosterilmistir.
Ayrica ¢alisma kapsam olarak uluslararasi 6zgiinliige sahiptir. Literatiirde daha 6nce
mikroakigkan sistem parametrelerinin elde edilen filmler {izerindeki etkileri bu denli

kapsamli olarak arastirildigi bir yayin hentiz bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinin sonuglar1 sayesinde mikroakigskan sistemin doku miihendisligi
uygulamalarinda gozenekli yapilarin olusumu i¢in etkili bir yontem oldugu
goriilmektedir. Ayrica bu calismada sunulan detayli sonuglar, bir mikroakiskan
sistemde, istenilen formda iskele yapilarinin iiretilmesi igin konsantrasyon, akis hizi,
gaz basinct ve kurutma yontemi gibi ¢esitli makroskopik ozelliklerin se¢imini
kolaylastirmaktadir. Calismalarin bundan sonraki asamalarinda farkli polimer ve
surfaktanlarin  bu sistem i¢in  kullanilabilirligi  degerlendirilebilir.  Farkh
biyopolimerlerin mikroakiskan sistemde iskele iiretimi i¢in kullanimi ¢esitli doku
miihendisligi uygulamalarinda etkili olabilir. Calismanin ileriki asamalarinda elde
edilen yapilarin mekanik o6zellikleri incelenebilir. Diger 6nemli bir nokta ise iskele
gdzenek boyutunu ayarlanmasi i¢in farkli boyutlarda mikro kanallarin kullanilmasi
olabilir. Mikro kanal boyutunun mikrobaloncuk boyutu iizerinde 6nemli etkisi ¢esitli

gozenek boyutlarinda iskelelerin tiretimi i¢in farkli bir bakis acis1 saglanabilir.
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