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OZET

BIiYOMEDIKAL UYGULAMALAR iCiN
KSANTAN, GUAR, ARABIK VE LOCUST BEAN GAMLARDAN MAKRO,
MIiKRO VE NANO YAPILAR

Selin SAGBAS SUNER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danisman : Prof. Dr. Nurettin SAHINER
08/08/2018, 82

Yapilan tez ¢alismalar1 kapsaminda biyomedikal uygulamalarda kullanilmak tizere
dogal polisakkarit olan ksantan, guar, arabik ve locust bean gamlardan ¢apraz bagli makro,
mikro ve nano yapilar % 78,5 ile 100 aras1 degisen yiiksek verimlerde sentezlenmistir.
Farkli polimerizasyon teknikleri kullanilarak ve yiizey aktif madde ¢esidi ve miktari,
polimer konsantrasyonu, ¢apraz baglayici ¢esidi ve miktart ve sicakliga bagl olarak farkl
boyutlarda gam esasli ¢apraz bagli makro, mikro ve nanojeller ve hatta kriyojeller
hazirlanmistir. Negatif zeta potansiyel degerine sahip gam esasli makro, mikro ve
nanojeller kuaternize amin, lineer amin ve dallanmis amin gruplari igeren modifiye ajanlar
ile modifiye edilerek +5 ile +45 mV arasinda zeta potansiyel degerlerine sahip olabilen
katyonik yapilar hazirlanmigtir. Ardindan polimerik ag yapidaki amin gruplar
protonlanarak ve anyon degisim reaksiyonu ile -NH3' [N(CN),], -NH3'[PFs]" veya -
NH; [BF4]" gruplarini igeren polimerik iyonik sivi formunda makro, mikro ve nanojeller
elde edilmistir. Gam esasli polimerik yapilarin morfolojik karakterizasyonu optik
mikroskop ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile fizikokimyasal karakterizasyonlari
ise Fourier doniistimlii-kiz1l6tesi spektroskopisi (FT-IR), termogravimetrik analiz (TGA),
dinamik 151k sagilmasi (DLS) ve zeta potansiyel (ZP) Olglimleri ile belirlenmistir.
Hazirlanan gam esashi polimerik yapilar 2 mg/mL konsantrasyonda maksimum % 2,6
hemoliz oran1 ve minimum % 82,7 kan pihtilasma indekslerine gore kan uyumlu
malzemeler oldugu ve COS-1 maymun fibroblast hiicreleri iizerinde 1000 pg/mL
konsantrasyonda minimum % 93,7+10,2 hiicre canlilig1 ile dnemli bir sitotoksik etkilerinin

olmadigi belirlenmistir. Protonlanmis ve iyonik sivi formdaki mikrojeller, 5-20 mg/mL

vii



minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri ve 112 mm zon g¢aplar ile
Eschericia coli ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi antimikrobiyal etki
gostermistir. Ayrica gam esasli mikrojeller, ¢cozeltiden ilag yiikleme yontemine gore ilag
konjugasyonu yontemi ile 10 kat ve mikrojellerin modifikasyonlar1 ile ise 100 kat1 daha
fazla sodyum diklofenak (SDF) ilacimi yiikleyerek, pH 7,4 ve 37,5 °C’deki fizyolojik
kosullarda lineer bir sekilde 120 saat boyunca salmistir. Gam esash kriyojeller c¢esitli
biyoaktif molekiiller ve biyomakromolekiillerin ayiriminda kullanilmis ve hatta gam esash
kriyojellerin whey (peyniralti atik suyu) proteinlerini 599+11 mg/g gibi yliksek absorplama

kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar sozciikler: Gam Esasli Makro/Mikro/Nanojeller, Modifikasyon, ilag

Salim Sistemleri, Antimikrobiyal, Ayirma ve Saflastirma, Biyomedikal Uygulamalar.
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ABSTRACT

XANTHAN, GUAR, ARABIC AND LOCUST BEAN GUM BASED MACRO,
MICRO AND NANO STRUCTURES FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

Selin SAGBAS SUNER
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Chemistry Science
Advisor : Prof. Dr. Nurettin SAHINER
08/08/2018, 82

In the scope of this thesis, crosslinked macro, micro and nanogels derivated from
natural polysaccharides, xanthan, guar, arabic and locust bean gum were synthesized with
high yields varying between 78.5 and 100 % for biomedical applications. Employing
different polymerization techniques and depending on the used surface-active agent types
and amounts, polymer concentrations, types of the crosslinking agents and their amounts
and the reaction temperature, gum based crosslinked macro, micro and nanogels and even
their cryogels were prepared. Gum based macro, micro and nanogels with negative zeta
potential values were modified using modifying agents that have quaternized amine, linear
amine and branched amine rendering structures with positive zeta potential values varying
between +5 and +45 mV. Subsequently, the amine groups on the polymeric networks were
protonated and via anion exchange reaction, macro, micro and nanogels in ionic liquid
polymeric structures with -NH3"[N(CN)2],, -NH3'[PFe]” or -NHs'[BFs]" groups were
obtained. The morphological characterization of gum based polymeric structures were
done by optic microscope and Scanning Electron Microscope (SEM), and the
physicochemical characterization were carried out using Fourier Transformed Infrared-
Radiation (FT-IR) spectroscopy and Thermogravimetric Analysis (TGA), Dynamic Light
Scattering (DLS) and zeta potential measurements. The prepared gum based polymeric
structures were determined as blood compatible materials with maximum 2.6 % hemolysis
ratio and minimum 82.7 % blood clotting indexes and revealed no cytotoxic effects on the
COS-1 monkey fibroblast cell with minimum 93.7+10.2 % at 1000 pg/mL concentration.
Protonated and ionic liquid forms of microgels were shown antimicrobial effects against

Eschericia coli and Staphylococcus aureus bacteria with 5-20 mg/mL minimum inhibition



concentration (MIC) values and 11+2 mm inhibition zones. Furthermore, gum based
microgels in comparison to drug loading from solution method were loaded sodium
diclofenac (SDF) drug 10-fold by drug conjugation method, and 100-fold by the
modification of microgels, and provided a linear release profile for 120 hours at
physiological conditions, pH 7.4 at 37.5 °C. Gum based cryogels were used in the
separation of bioactive molecules and biomacromolecules, and even a high absorption

capacity, 599+11 mg/g of whey proteins for gum based cryogels were observed.

Keywords: Gum Based Makro/Mikro/Nanogels, Modification, Drug Release
Systems, Antimicrobial, Separation and Purification, Biomedical Applications.
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BOLUM 1
GIRIS

Hidrojeller yapisindaki hidrofilik gruplardan dolayr su veya uygun bir ¢oziici
ortaminda agirliklarinin binlerce kat1 kadar sisebilen, li¢ boyutlu ag yapisina sahip, ¢apraz
bagl polimerik yapilardir (Sahiner, 2013). Sentezlenme yontemlerine bagli olarak makro,
mikro ve nanometre boyutlarinda hazirlanarak makrojel, mikrojel ve nanojel olarak
adlandirilirlar.  Sentezlendigi malzemeye baglh olarak yapisinda hidroksil (-OH),
karboksilik asit (-COOH), amin (-NHy), siilfit (-SO3) gibi cesitli fonksiyonel gruplar
barindirdigindan modifikasyona olduk¢a elverigli yapilardir. Bu yapilar bulunduklari
ortamlarda meydana gelen sicaklik, pH, iyonik kuvvet, manyetik ve elektriksel alan ve 1s1k
gibi uyarilara kars1 duyarl yapida olduklari igin akilli hidrojeller olarak da bilinirler. Bu tip
kimyasal ve fiziksel uyarilara kars1 biiziilme, sisme, bozunma kabiliyeti olan ¢apraz bagh
polimerik yapilar, yiiksek sisme ve nem tutma kapasiteleri, yumusak ve esnek fiziksel
yapilari, modifikasyona elverisli molekiiler yapilari ile biyomedikal alanda ilag tasima
sistemi (Noyac ve ark., 2014), yara kaplama malzemesi (Sahiner ve ark., 2016a), doku
yenilenmesi (Costa ve Mano, 2015), biyomedikal implant, yapay organ ve kas basta olmak
lizere, biyosensor (Le Goff ve ark., 2015), enzim, gen ve DNA immobilizasyonu gibi
birgok uygulama potansiyeline sahiplerdir (Ullah ve ark., 2015).

Cesitli bitki, hayvan ve hatta mikroorganizmalar gibi yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen proteinler, poliniikleotidler ve polisakkaritler (karbonhidratlar) baslica dogal
polimerlerdir. Bunlar igerisinden canlilarin enerji kaynagini olusturan karbonhidratlar,
farkl1 seker birimlerinin bir araya gelmesiyle olusan polisakkaritlerdir. Bilimin hizla
gelismesi ile birlikte karbonhidrat gibi, canlilardan elde edilen ve canli organizmaya birgok
yarart bulunabilecek hidrofilik yapida, ucuz, toksik etkisi olmayan, biyouyumlu ve
biyobozunabilir 6zelliklerdeki bu dogal bilesenler kullanilarak hazirlanan farkli boyut ve
morfolojilerdeki polimerik makro, mikro ve nano yapilar olduk¢a Onem tasimaktadir
(Suner ve ark., 2018). Biomimik (dogay: taklit eden) yapili malzemelerin tasarlanmasi,
tiretimi ve islevsel olarak kullanim1 malzeme biliminin gelisimi agisindan biiyiik bir Sneme
sahiptir. Bu baglamda 6zellikle ilk akla gelen materyaller makro, mikro ve nano boyutlarda
sentezlenebilen dogal hidrojellerdir. Ozellikle mikro/nanojellerin, genis yiizey alanina
sahip olmasi, kimyasal modifikasyon ile ¢ok farkli fonksiyonel gruplara sahip olabilmeleri,
istenildiginde yilizey morfolojilerinin kontrol edilebilir olmasi ile yeni ve ileri diizey

uygulamalari ile biyomalzemeler olarak ilgi ¢ekici olmustur (Bajpai ve ark., 2008).



Yapilan bu tez ¢aligmasit kapsaminda, ksantan gam (XG), guar gam (GG), gam
arabik (GA) ve locust bean gam (LBG) gibi dort farkli ¢esit polisakkarit, ¢esitli ¢capraz
baglayicilar kullanilarak gam esasli polimerik yapilar sentezlenmistir. Sentez metoduna ve
kosullarina bagli olarak makro, mikro ve nano boyutlarda gam esasli polimerik yapilar
hazirlanmistir. Boyutlari 500 pum ile 200 nm arasinda degisen gam esasli mikro ve
nanojeller, mikro emiilsiyon polimerizasyon teknigi kullanilarak farkli ylizey aktif madde
varhiginda degisik emiilsiyon ortamlarinda hazirlanmistir. Capraz bagli polimerik yapilar
yiizey aktif madde icermeyen emiilsiyon ortaminda siispanse edildiginde yaklasik 500 um
boyutlarinda mikro yapilar hazirlanirken, yiizey aktif madde tiirii ve gam c¢dzeltisinin
konsantrasyonuna bagl olarak nano boyutlarda hazirlanmigtir. Boylece kontrol edilebilir
boyut dagilimina sahip gam esasli polimerik yapilar biyomedikal alanda kullanilmak iizere
yiiksek verimle hazirlanabilmistir. Gam esasli makrojeller ise gam esasli polimerin oda
sicakliginda ¢apraz baglanmasi ile bulk veya film seklinde hidrojeller veya yaklasik -20 °C
olan kriyojenik kosullarda sentezlenmesi ile makro go6zenekli yapida kriyojeller
hazirlanmistir. Hazirlanan gam esasli makro, mikro ve nanoyapilar yapisinda farkli sayida
ve yapida amin grubu igeren 3-kloro-2-hidroksipropil trimetil amonyum kloriir (CHPACI),
etilendiamin (EDA), dietilentriamin (DETA), trietilentetraamin (TETA) ve polietilenimin
(PEI) ile modifiye edilerek katyonik yapida gam esasli polimerik yapilar hazirlanmistir.
Ayrica, PEI modifiye gam esasli polimerik yapilarin amin gruplar1t HCI ile protonlanmis ve
bu malzemeler sodyum disiyanamit Na[N(CN),]" (SDC), amonyum hekzaflorofosfat
NH4[PFs]” (AHFP) ve sodyum tetrafloroborat Na[BF;] (STFB) ile anyon degisimi
reaksiyonuna sokularak gam esasli polimerik iyonik sivilar hazirlanmistir. Dogal igerikli
polimerik yapilarin karakterizasyonunun detayli yapilmas: biyomedikal uygulamalarda
kullanim alanlarmin belirlenmesi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Hazirlanan gam
esaslt makro, mikro ve nano yapilar ile bunlarin modifiye ve iyonik siv1 (IL) formlarinin
karakterizasyonu morfolojik olarak optik mikroskop ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile yapidaki fonksiyonel gruplarin belirlenmesi FT-IR spektroskopisi ile termal
kararliliklar1 termal gravimetrik analiz (TGA) ile ve ylizey potansiyel/ylik degisimleri zeta
potansiyel 6l¢iimleri ile belirlenmistir.

Dogal ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyopolimerlerden hazirlanan ¢apraz
bagli polimerik yapilarin biyolojik sistemlerle etkilesti§inde uyum gosterebilecek yapida
olmalar1 biyomalzemelerin kullanimlarinda aranan en Onemli o6zelliklerdendir.
Biyopolimer esasl hidrojellerin canli yapisinda ilag tasima, yara kaplama, yapay organ vb.

alanlarda kullanildiklarinda siirekli ya da belirli araliklarla kan ve dokularla etkilesimleri



kaginilmazdir. Akilli hidrojeller olarak da bilinen hidrojeller molekiiler yapilarindaki
fonksiyonel gruplarina bagli olarak ortam degiskenlerine karsi farkli tepkiler vererek
ortamdan etkilenir ve ortami etkilerler. Biyomedikal alanda kullanilabilecek olan akilli
hidrojellerin kan ve dokular ile temas ettiginde nasil etkilenecegi ve hiicreler ve dokulari
nasil etkileyecegi biyomedikal uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemlidir. Hazirlanan gam esaslt
polimerik makro, mikro ve nano yapilarin hemoliz ve kan pihtilasma indeksleri
belirlenerek viicut i¢i veya dis1 uygulamalardaki kan uyumluluklar1 detayli olarak
incelenmistir. Hazirlanan malzemelerin biyolojik sistemlerde herhangi bir amacla
kullanilabilmesi i¢in hiicreler ve dokular ile etkilestiginde toksik, alerjik, kanserojenik gibi
etkiler yaratmamasi malzemelerin biyouyumlu yapida oldugunu gosteren Onemli
parametrelerdir. Hazirlanan gam esashi polimerik yapilarin COS-1 fibroblast hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri incelenerek % hiicre canlilig1 aragtirilmistir.

Antimikrobiyal ozellikteki biyomalzemelerin hazirlanmasi amaci ile gam esash
polimerik yapilar modifye edilmis ve IL formlar1 hazirlanmistir. Yasadigimiz ¢evrede ve
ozellikle hastane ortamlarinda yaygin olarak bulunan ve gesitli hastaliklarin olusmasina
neden olan Escherichia coli ATCC 8739 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538
bakterilerilerine karst hazirlanan gam esasli polimerik yapilarin antimikrobiyal
duyarliliklart makro diliisyon ve difiizyon testleri ile belirlenmistir. Ayrica, gam esasl
mikro yapilar ila¢ tasinimi ve kontrollii salim ¢aligmalarinda kullanmak amaci ile
absorpsiyon ve konjugasyon yontemleri ile ila¢ yiiklemesi yapilarak, pH 7,4 ve 37,5 °C
olan fizyolojik kosullardaki ila¢ salim profilleri incelenmistir. Bunun disinda vitamin, ilag
ve pestisit gibi ¢esitli biyoaktif molekiiliin ve whey protein, hemoglobin, soya proteini,
bovin serum albumin ve lizozim gibi protein yapisindaki biyomakromolekiillerin, siiper
gozenekli yapidaki gam esasli kriyojeller ile absorpsiyonu incelenerek gam esash
polimerik yapilarin ayirma ve saflastirma calismalarinda kullanim potansiyelleri

incelenmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Karbonhidrat Esash Polimerik Yapilar

Polimerler tekrar eden monomer birimlerinden olusan lineer ya da dallanmis
yapidaki uzun zincirli ve yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Biyopolimerler;
biyomakromolekiiller olarak bilinen karbonhidratlar, poliniikleotidler, proteinler, dogal
elastomerler ve polifenoller gibi dogada kendiliginden polimerik formda bulunabilirler.
Sentetik polimerler ise monomer birimlerinin kondenzasyon polimerizasyonu, serbest
radikal ile zincir (katilma) polimerizasyonu ve halka acilma polimerizasyon reaksiyonlar1
ile de sentezlenebilmektedir. Canlilarin yapitasimi  olusturan polimerik yapidaki
karbonhidratlar, glikoz, galaktoz, fruktoz gibi monosakkaritlerin yani seker birimlerinin
farkl1 formlarda kondenizasyon reaksiyonlariyla ile olusmus dogal polisakkaritlerdir
(Fried, 2003). Cesitli mikroorganizma, bitki ve hayvanin yapisinda bulunan
karbonhidratlar; biyobozunabilir, biyouyumlu, toksik olmayan ve yenilenebilir
kaynaklardan elde edilebilir oOzelliklerinden dolay1r {dstiin  Ozelliklere  sahip
biyomalzemelerin gelistirilmesi ve kullaniminda oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptirler (Suner
ve ark., 2018).

Dogal polimerlerden hazirlanan ¢apraz bagli polimerik yapilar diger bir adiyla dogal
polimerik hidrojeller, yiiksek sisme kapasiteleri, kolay modifiye edilebilir yapilari, 1s1, 151k,
elektriksel alan, pH gibi farkli ¢evresel kosullara duyarli olabilmeleri gibi 6zellikleri ile
biyomedikal uygulamalarda vazge¢ilmez malzemeler haline gelmistir (Sahiner, 2013).
Karbonhidratlar; molekiil ve molekiiller arasi iyonik etklesimler sonucunda fiziksel
baglarla yada divinil siilfon, adipik dihidrazin, gluteraldehit, epiklorohidrin, trisodyum
trimetafosfat, poli(etilenglikol) diglisidil eter gibi gesitli ¢apraz baglayicilar ile kimyasal
olarak baglanarak {i¢ boyutlu ag yapisinda sahip karbonhidrat esashi hidrojeller
hazirlanabilmektedir (Oh ve ark., 2008). Hidrojeller polimerizasyon teknigine bagl olarak
makro, mikro ve nano boyutlarinda hazirlanabilir. Karbonhidrat esasli hidrojeller y18in
(bulk) polimerizasyon teknigi kullanilarak makrojel boyutlarinda hazirlanirken,
siispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyon teknikleri ile mikro ve hatta nano boyutlarda
capraz bagli polimerik yapilar hazirlanabilmektedir (Alhaique ve ark., 2016; Suner ve ark.,
2018).

Son yillarda, bilimlerdeki hizli gelismelerin en ilgi uyandiran kismi mikro ve nano

boyutlarda hazirlanabilen polimerik partikiillerin tip alanlarinda uygulanabilmeleridir.



Mikrometre ve/ya nanometre boyutundaki hidrofilik 6zelige sahip hidrojeller, endiistriyel
ve teknoloji alanlarindaki uygulamalarina ilavaten biyoloji ve tip alanlarinda da 6nemli
uygulama alanlarina sahiptir. Karbonhidrat esasli mikro ve nanojeller boyutlari, genis
yiizey alanlar1, modifiye edilebilir kimyasal yapilar1 nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca
entegre olabilmektedir. Literatiirde ters misel ortaminda mikro emiilsiyon teknigi ile
hazirlanan ¢apraz bagli karbonhidrat esasli mikrojel ve nanojel iizerine ¢ok sayida
arastirma yapilmistir (Sahiner ve Sagbas, 2014; Sahiner ve ark., 2017; Sahiner ve Sagbas,
2018a). Bu yontemde genellikle su igerisinde ¢6ziinmiis lineer yada dallanmis yapidaki
karbonhidrat ¢dzeltisi, ylizey aktif madde igeren organik bir ¢dziicii icerisine belirli bir
karistirma hizinda damlatililir. Boylece molekiiller yiizey aktif maddelerin karar kilict
etkisi ile olusan belirli boyutlardaki miseller icerisinde siispanse edilir. Ardindan ortama
eklenen capraz baglayici ile lineer yada dallanmis polimer zincirleri birbirleri ile serbest
uclardan capraz baglanarak ii¢ boyutlu ag yapisina sahip mikro ve nanojeller
hazirlanabilmektedir. Mikro emiilsiyon ortamindaki yiizey aktif madde g¢esidi ve
konsantrasyonu, karbonhidrat ¢ozeltisi miktar1 ve konsantrasyonu ve karistirma hizi
partikiil boyutlarin1 belirleyici en 6nemli parametrelerdir (Oh ve ark., 2008). Hatta bazi
malzemeler yiizey aktif madde igermeyen mikro emiilsiyon ortaminda siispanse olarak
mikro ve nanometre boyutlarda polimerik yapilar hazirlanabilmektedir (Kratz ve ark.,
2000).

Yeni nesil polimerik malzemelerden bir digeri ise makro ve siiper gozenekli yapidaki
kriyojeller, kriyojenik kosullarda yigin (bulk) polimerizasyonu teknigine benzer sekilde
hazirlanmaktadir. Temel olarak su igerisinde ¢ozliinmiis monomer yada polimer sogutulur
ve ortama capraz baglayici eklenerek polimerizasyon ¢dziiciiniin donma noktasinin altinda
(buz kristalleri varliginda) gerceklesmektedir. Bdylece monomerlerin yada polimer
zincirlerinin ¢apraz baglanmasi buz kristallerinin etrafinda gergeklesir ve buz kristalleri
gozenek yapict gorevi gordiigiinden, uzaklastirildiginda makro gozenekli yapida ¢apraz
bagli polimerik yapilar elde edilir. Reaksiyon karisiminin donma hizi, monomer derisimi,
¢oziiciiniin hacmi, ¢apraz baglayict miktar1 ve ¢esidi kriyojel yapisini etkileyen en 6nemli
parametrelerdir. Polimerizasyon yavas gerceklestiginde biiyiik gozeneklere sahip ara
baglantilar1 kuyvvetli kriyojeller elde edilirken, donma olay1 hizlica gergeklestiginde suyun
hizlica donmasindan dolayr gozenek sekillleri diizensiz ve mekanik dayanimi zayif
kriyojeller elde edilir (Hixon ve ark., 2017). Kriyojeller siiper gozenekli slinger benzeri
yapilar olmalarindan dolayr makrojellere nazaran ylizey alanlarmmin genis olmalar1 ve

oldukga biiyiik i¢ ice gecmis gozenekli ag yapilart nedeniyle ¢evre kosullarina hizlica yanit



verme ornegin ¢ok hizli sisme/biiziillme gibi istiin 6zellikleri ile bilinmektedir. Boylece
son yillarda immobilizasyon, ayirma ve saflastirma, ilag¢ taginimi ve salimi, hiicre ayirimi
ve kiiltiirli, kemik, kikirdak, deri gibi dokularda doku iskelesi olarak doku miihendiligi
gibi bir¢ok farkli biyomedikal alanda kullanilmak iizere karbonhidrat esaslh kriyojellerin
sentezi ve kullanim alanlar1 arastirilmaktadir (Ertiirk ve Mattiasson, 2014; Hixon ve ark.,
2017; Demirci ve ark., 2017).

Karbonhidrat esasli polimerik yapilar modifikasyon, kuaternizasyon, iyon degisimi
gibi ¢esitli reaksiyonlar ile kullanim alanina bagl olarak yapisinda, lineer (Sahiner ve ark.,
2017) ve dallanmis yapida amin (Sahiner ve Sagbas, 2018a), kuaternize amin, siilfonik
asit, karboksilik asit (Ekici ve ark., 2011) gibi farkli gruplara sahip molekiiller ile modifiye
edilebilirler. Ozellikle polimerik iyonik sivilar (IL) organik anyon ve katyon gruplarina
sahip polimerik yapilardir (Horne ve ark., 2015). Genellikle IL’lerin dogrudan
polimerizasyonu yada polimerik yapilarin post-modifikasyonu ve iyon degisim
reaksiyonlart ile hazirlanabilmektedir (Tokuda ve ark., 2013; Lu ve ark., 2015).
Literatiirde, biyopolimerik IL malzemeler film (Guo ve ark., 2015), fiber (Jing ve ark.,
2016) ve membran (Zheng ve ark., 2016), makrojel, mikrojel ve nanojel (Sahiner ve
Sagbas, 2018a) seklinde hazirlanabilmektedir. Yapisindaki iyonik formdaki anyonik ve
katyonik gruplar1 sayesinde malzemelere yiiksek iyonik iletkenlik, yiiksek termal kararlilik
(Snedden ve ark., 2003; Wu ve ark., 2017) ve antimikrobiyal (Guo ve ark., 2015) 6zellikler
kazandirarak, biyosensor, ilag tasiyict malzeme, yara kaplama malzemesi, implant
malzemesi ve biyoaktif molekiillerin ayirimi ve saflastirilmast gibi bircok biyomedikal
uygulamada kullanilabilecek ileri teknoloji mazlemeler hazirlanmaktadir (Lee ve ark.,

2010; Qin ve Zhu, 2010; Riduan ve Zhang, 2013).

2.2. Gam Esash Polimerik Yapilar

Dogal birer polisakkarit olan Ksantan Gam, Guar Gam, Gam Arabik, Locust Bean
Gam Xanthomonas campestris gibi bakterilerden fermentasyonla veya Caratonia silique,
Cyamopsis tetragonalobus, Cyamopsis psoraloides, Acacia seyalve Acacia senegal gibi
cesitli bitkilerden elde edilirler (Chen ve ark., 2015; Quintanilha ve ark., 2014; Thombarea
ve ark., 2016). Sekil 2.1°de gosterildigi gibi genel olarak cesitli seker birimlerinin
baglanmasi ile olusan heteropolisakkarit yapisindadirlar ve molekiiler yap1 degistikge
malzemelerin fizikokimyasal ozellikleri degiskenlik gostermektedir (Banerjee ve Chen,

2007).
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Sekil 2.1. Guar gam, locust bean gam, gam arabik ve ksantan gam’mn molekiiller yapisi

2.2.1. Ksantan Gam (XG)

Ksantan gam (XG), Xanthomonas sp. cinsi bakterilerden elde edilen ve dekstrandan
sonra ilk defa mikroorganizmalardan sentezlenen Onemli bir enddistriyel
ekzopolisakkarittir. B-glukopiranoz ana zinciri ve p-mannozil, p-glukozil ve p-glukuronik
asit yan zincirlerinden olusan dallanmis yapida bir polisakkarittir (Garcia-Ochoa ve ark.,
2000). Heliks yapisindan dolay1 genis bir sicaklik ve pH arali§inda kararlidir ve polimerik
yapist bozulmaz. Suda ¢oziiniir ve yliksek vizkozitelerde psddoplastik o6zellik gosterir
(Demirci ve ark., 2012; Ferrero ve ark., 2010). 1969 yilinda Amerika Gida ve ila¢ Kurumu
(FDA) tarafindan XG’in gz ve deride iritasyon olusturmayan, toksik olmayan bir
malzeme oldugu onaylanmistir. Biyouyumlu yapida ve jellesme 6zelliginden dolay1 gida
katki malzemesi, gida paketlemesi, kozmetik ve boya sanayi ve hatta ilag salimi gibi ¢esitli
endiistriyel ve biyomedikal alanda kivam arttiric1, emiilgator, stabilizator, jellestirici ajan
olarak kullanilmaktir (Kumar ve ark., 2018). Mei ve ark. (2017) XG’1n vizkoelastik ve
bozunmaya kars1 kararli yapisindan dolay1 allojenik yag dokusu esasli kok hiicreler ile
birlestirerek kireclenme tedavisinde kullanmislardir. Béylece XG’in son yillarda yapay
kok hiicre transplantasyonunda yaygin olarak kullanilan hyaluronik asit’in yerine

kullanilabilecek bir malzeme oldugu gosterilmistir (Mei ve ark., 2017). XG’mn farelerin



kondrosit hiicre canliligina herhangi bir olumsuz etkisine rastlanmamistir (Han ve ark.,
2012) ve hatta XG farelerin gesitli hiicrelerinde DNA sentezini destekleyerek biyouyumlu
bir malzeme oldugu bulunmustur (Ishizaka ve ark., 1983).

Son wyillarda XG ve modifiye formu kullanarak doku miihendisliginde
kullanilabilecek ¢esitli hidrojeller hazirlanmaktadir. Polianyon olarak bilinen XG,
yapisinda anyonik ve katyonik gruplar iceren iyonik sivilar ile birlikte XG jelleri
sentezlenmistir (Izawa ve ark., 2009). Na®, Ca® ve Fe** iyonlar1 ile iyonik olarak (lzawa
ve Kadokawa, 2010) veya trisodyum trimetafosfat (STMP) ile ¢apraz bagli KG hidrojelleri
hazirlanmistir (Bejenariu ve ark., 2009). XG’1n B-laktoglobulin, sodyum kazeinat (Kobori
ve ark., 2009) gibi proteinler ile birlikte aralarindaki elektrostatik etkilesimler sonucu
kompleks yapilar olusturdugu (Le ve Turgeon, 2015) ve hatta kondrotin stilfat (Oprea ve
ark., 2012), kitosan (Bellini ve ark., 2012) ve selilloz (Rao ve ark., 2017) gibi
biyomakromolekiiller ile birlikte biyomedikal uygulamalarda kullanilmak tizere farkli sekil
ve boyutlarda XG esasli polimerik yapilar hazirlanmistir.

Ayrica, XG/grafen oksit hibrit aerojeli (Liu ve ark., 2017a), XG/grafen oksit/Fe
nanokompozit film jeli (Liu ve ark., 2017b), XG/metiyonin bentonit nanokompoziti
(Ahmad ve Mirza, 2017), XGf/silika nanokompoziti (Thakur ve ark., 2017) gibi ¢esitli
malzemeler ile birlikte kompozit formlar1 hazirlanarak, bu malzemelerin boya ve agir
metal gibi toksik kirleticileri jel yapisina adsorbe ederek Onemli Olciide temizledigi
gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda hazirlanan XG esasli hidrojellerin farelerde doku
hasarmi giderdigi (Kuo ve ark., 2014) ve fibroblast, osteoblast, kondrosit ve embriyonik
kok hiicreleri ile etkilestiginde dokular lizerinde tedavi edici etkisinin olmasi ile doku
miihendisligi, ilag salim1 ve yara kaplama malzemesi gibi farkli biyomedikal uygulamada

kullanilabilecek essiz bir biyomalzeme oldugu gosterilmistir (Kumar ve ark., 2018).

2.2.2. Guar Gam (GG)

Guar gam (GG) 1—4-B-p-mannopiranoz ana zincirine 1—6-f-p-galaktopiranoz
gruplarinin  baglanmasindan olusan hidrofilik ve non-iyonik yapida dogal bir
polisakkarittir. Cyamopsis tetragonalobus bitkisi gibi yenilenebilir kaynaklardan elde
edilmesi, biyobozunur ve biyogiivenli bir malzeme olmasindan dolay: endiistride yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle kivam arttiric1 dzelliginden dolay1 kozmetikte ve gida
katki malzemesi olarak gida endiistrisinde olduk¢a yaygin bir kullanim1 vardir (Barbucci
ve ark., 2008). Literatiirde, ksantan gam (Ahmed ve Thomas, 2018), aljinat (Valetti ve
Pico, 2016; Roy ve ark., 2005), kollajen gibi ¢esitli biyopolimerler ile birlikte yada



akrilamit gibi sentetik monomerler (Kaith ve ark., 2015) ile birlikte nano, mikro (Reddy ve
Tammishetti, 2002) ve makro boyutlarda polimerik yapilar ve bunlarin ¢apraz bagh
formlar1  hazirlanarak  ¢esitli  proteinler, enzimler gibi biyomakromolekiillerin
saflagtirilmasi ve ayirilmasi (Valetti ve Pico, 2016; Roy ve ark., 2005), immobilizasyonu
(Ragothaman ve ark., 2014), ila¢ salimi1 (Reddy ve Tammishetti, 2002) gibi bir¢ok alanda
kullanim potansiyelleri vardir.

Roy ve ark., (2005) GG ¢ozeltisini sodyum tetraborat ¢ozeltisine damlatarak GG
makrojelleri hazirlamistir fakat bu jeller pH 5-7 arasinda stabil iken, asidik ve bazik pH
kosullarinda jel yapisint kaybettigi gozlemlenmistir. Capraz bagli GG hidrojelleri tek
basina bazik ortamda PEGGE ve STMP ile ¢apraz baglayarak (Barbucci ve ark., 2008;
Gliko-Kabir ve ark., 2000a) veya asidik ortamda gluteraldehit ile ¢apraz baglayarak
(Gliko-Kabir ve ark., 1998) hazirlanmistir. Gliko-Kabir ve ark. (2000b) STMP ile ¢apraz
bagli GG hidrojellerinin enzimatik olarak bozunabilen ve bdylece suda ¢oziiniirliigii az
olan ilaglarin saliminda kullanilabilen potansiyel bir ilag tasiyict ajan oldugunu fareler
tizerinde yaptiklari in vitro ve in vivo ¢alismalar ile gosterilmistir. Saumyaa ve ark. (2010)
capraz bagl guar gam nanopartikiillerini sentezleyerek karakterizasyonu yapmistir. Ayrica,
Ghosh ve ark. (2015) yiizey aktif madde icermeyen ortamda floresan 6zellikte guar gam

nanopartikiilleri hazirlanmstir.

2.2.3. Gam Arabik (GA)

Gam arabik (GA) arabinogalaktoz, ramnoz, glukoronik asit ve eser miktarda
proteinden olusan dallanmis yapida bir polisakkarittir (Sarika ve ark., 2015). Gida,
kozmetik, yapistirici, tekstil, ila¢ sektorlerinde yaygin bir kullanim alanina sahiptir.
Avrupa’ya cesitli Arap kaynaklarindan getirildigi i¢in gam arabik adini almistir (Phillips
ve Williams, 2001). Igeceklerde emiilsiyon ajani olarak flavonoidlerin siispansiyonunda
(Romo-Hualde ve ark., 2012; Verbeken ve ark., 2003) ve hatta ilag bilesenlerinde yada
ilaglar1 baglayict ajan (Bhardwaj ve ark., 2000) olarak kullanilmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda GA’in mide koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (Salama ve Mariod,
2018).

Literatiir incelendiginde, whey (Weinbreck ve ark., 2004), lizin (Chang ve ark.,
2014) ve jelatin (Sarika ve ark., 2015; Sarika ve James, 2015), ovalbumin (Niu ve ark.,
2018), sodium kazeinat (Ye ve ark., 2012), nisin (Gong ve ark., 2018) gibi proteinler ile
molekiiller aras1 elektrostatik etkilesimler sonucunda farkli gam esasli polimerik

malzemeler hazirlanmistir. Bu malzemeleri antimikrobiyal ajan olarak (Chang ve ark.,



2014) veya ilag ve gen salimi (Sarika ve James, 2015) calismalarinda kullanilmigtir. Sarika
ve Nirmala (2016), yaptigt c¢alismada aldehit gam arabik-jelatin nanojellerinin
sentezleyerek partikiillere kurkumin ilac1 yiikleyerek goglis kanseri iizerine etkilerini
arastirmistir ve bu malzemenin kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir malzeme
oldugu sonucuna varilmigtir. Hatta Wang ve ark., (2016) tarafindan yapilan calismada
makrogozenekli yapida GA ve GA/kil aerojellerini hazirlayarak karakterizasyonunu

incelemistir.

2.2.4. Locust Bean Gam (LBG)

Locust bean gam (LBG) tekrar eden galaktomannan ana zincirinden olusan lineer ve
non-iyonik yapida bir polisakkarittir ve yaygin olarak keciboynuzu bitki tohumunun
endosperminden elde edilir (Beneke ve ark., 2009). LBG esasli polimerik malzemeler
stabilizator, kivam arttirici ve jellesme (Barak ve Mudgil, 2014) 6zelliklerinden dolayi ilag
(Sujja-areevath ve ark., 1996), kozmetik, tekstil ve gida endiistrilerinde katki maddesi
olarak yaygin bir kullanima sahiptir (Sandolo ve ark., 2010). LBG gida takviyesi olarak
viicuda alindiginda reflii semptomlarim1 tedavi ederek sindirim sistemini diizenledigi,
yiiksek kolesterol seviyesini diisiirerek kalp sagligini kontrol edebildigi (Galvez ve ark.,
2005) ve hatta kandaki glukoz seviyesini disiirerek diyabeti engelledigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Barak ve Mudgil, 2014; Ferguson ve Harris, 2005). Literatiir
incelendiginde, iyonik olarak bagli LBG esasli i¢ ice ge¢mis ag yapisina sahip mikrojeller
ve makrojeller (Bhattacharya ve ark., 2012; Dey ve ark., 2013; Pawar ve ark., 2015),
karboksillenmis LBG makrojelleri (Hayrabolulu ve ark, 2014), ve gluteraldehit ile ¢apraz
baglanmis LBG makrojelleri formunda hazirlanmis (Coviello ve ark., 2007). Yapilan
aragtirmalara goére LBG esasli polimerik yapilarin 6zellikle kontrollii ilag salimi olmak

tizere birgok biyomedikal alanda kullanim potansiyellerinin oldugu gosterilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Gam esasli polimerik yapilarin hazirlanmasinda ksantan gam (XG, Xanthomonas
campestris elde edilmis), guar gam (GG), gam arabik (GA, Akasya agacindan elde edilmis,
dallanmis polisakkarit, Mw: 250,000 g/mol) ve locust bean gam (LBG, Ceratonia siliqua
tohumlarindan elde edilmis) polisakkaritleri Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Capraz baglayici olarak divinil siilfon (DVS, % 98, Merck), poli(etilenglikol) diglisidil eter
(PEGGE, Mn: 500, Aldrich) ve trisodyum trimetafosfat (STMP, % >95, Aldrich), yiizey
aktif madde olarak sodyum bis(2-etilhekzil) siilfosiiksinat (AOT, % 98, Sigma-Aldrich) ve
span 80 (viscosity 1200-2000 mPa.s (20 °C), Fluka), solvent olarak izooktan (Carlo-Erba),
siklohekzan (for analysis, ACS reagent, % >99,8, Carlo-Erba) ve benzin (98 oktan,
kursunsuz, Total) kullanilmistir.

Modifikasyonda kullanilan epiklorohidrin (ECH, % >99), etilendiamin (EDA, %
99,5), dietilentriamin (DETA, % 99), trietilentetramin (TETA, % 60), polietilenimin (PEI,
% 50’lik sulu ¢ozeltisi, Mn: ~1200 Mw: ~1300) ve sodyum hidroksit (NaOH, % 98)
kimyasallar1 Sigma-Aldrich firmasindan ve 3-kloro-2-hidroksipropil trimetil amonyum
kloriir (CHPACI, % 65) Fluka firmasindan alinmistir. Modifiye yapilarin protonlanmasi ve
iyon degisiminde hidroklorik asit (HCI, % 36,5-38, Aldrich), sodyum disiyanamid (SDC,
NaN(CN),, % 96, Sigma-Aldrich), amonyum heksaflorofosfat (AHFP, NH4PFs, % 99,
Aldrich) ve sodyum tetrafloroborat (STFB, NaBF,4, % 97, Merck) kullanilmistir.

Yiiksek safliktaki etanol (% 99, Birkim), aseton (% 99, BRK), diklorometan (DCM,
% 99, Riedel-de Haan), dimetil formamit (DMF, % 99, Merck) ¢oziicii olarak
kullanilmistir. Tiim ¢alisma boyunca ¢ift distile su (GFL, 2108) ve Millipore Direct-Q3
UV (18,2 MQ.cm) kullanilmastir.

Antimikrobiyal aktivite c¢aligmalarinda, nutrient agar (Merck) ve nutrient broth
(Merck) besiyeri olarak kullanilmigtir. Escherichia coli ATCC 8739 ve Staphylococcus
aureus ATCC 6538 suslart Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir.

Kan testlerinde kalsiyum klortir (% 99,9, Sigma-Aldrich) ve sodyum kloriir (NaCl,

% 99, Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Kan uyumluluk ¢alismalar1 Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Insan Arastirmalart Etik Komitesi tarafindan kabul edilen KAEK-2016-27
kodlu etik kurul izniyle yapilmustir.
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Cizelge 3.1.Kimyasallarin molekiiler yapisi

Askorbik asit OH Paralcuat
ho A % o
H4C —N/ \ / \ —CH;
HO H
Amonyum heksaflorofosfat Span 80 o
H
rlﬁj F, F| F HO—_ 0
J— H -
"'b
IL g 1-1 F H H
3-Kloro-2-hidroksipropil trimetil amonyum
Koriir | Ol
cr *'N/\J/\Cl Sodyum bis(2-etilhekzil) silfosiksinat
\
Dietilentriamin J\El'/\rg \/K/\,
H
H /Vj/‘\g e
HQN’A““”' WNHE _daa
Divinil siiffon o Sodyum diklofenak a
” /,.' 1 H 'D‘T\'a"
5 N
Z
0 Cl1
Epiklorchidrin Sodvum disivanamid CN
W/\ Cl Na@ %/
o] \CN
Etilendiamin Sodvum tetrafloroborat F
. F
N TR ® 9\}3/’
2 Na / ~
F
F
Poli(etilenglikol) diglisidil eter Trisodvum trimetafosfat 0\\ /D'N'f
o~ ™o
el oY o) o
o ! ~ 0
0/ o7 })’Na
Polietilenimin Trietilentetramin
(" NH; H
HoN “wmw"vli NH, HN SNy~ NHe
- H
H, NmNmNH_ \

Sitotoksisite testinde, formalin ve toluidin mavisi Sigma-Aldrich (St Louis, MO)

firmasindan alinmigtir. Costar 12 kuyucuklu doku kiiltiirti kaplart (Corning, Wilkes Barre,
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PA) kullanilmigtir. COS-1 (Afrika maymunu fibroblast hiicresi) American Type Culture
Collection (Manassas, VA) firmasindan temin edilmis ve % 5 CO, ve % 95 hava igeren
kiiltiir ortaminda muhafaza edilmistir. Kiiltiir ortami1, % 10 fetal bovin serum (FBS), 4 mM
glutamin, 1 mM sodyum piruvat, 100 pg/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, 0,25
ug/mL amfoterisin B eklenmis 4500 g/L glukoz ve 1,5 g sodyum bikarbonat igeren
Dulbecco modifiye edilmis ortam (DMEM) kullanilmistir. Fetal bovin serumu (FBS)
Atlanta Biologicals Lawrenceville firmasindan temin edilmistir. Dulbecco modifiye
edilmis ortam (DMEM), i-glutamin, sodyum piruvat ve penisilin, streptomisin ve
amfoterisin B igceren antibiyotik-antimikotik ¢6zeltisi (AA) Life Technologies (Grand
Island, NY) firmasindan temin edilmistir.

Model ila¢ olarak sodyum diklofenak (SDC, Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi) ilaci, ilag
baglayici ajan olarak 1,1’°-karbonildiimidazol (reagent grade, Aldrich) ve seliiloz membran
(% >90, M.W. 12,400, Sigma-Aldrich) ila¢ salim ¢alismalarinda kullanilmistir.

Tampon ¢ozelti hazirlarken, potasyum kloriir (KCI, % 99, Sigma-Aldrich), disodyum
hidrojen fosfat (Na;HPO,, % 99, Sigma-Aldrich), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQOy,

% 99,9, Sigma-Aldrich) kimyasallar1 fosfat buffer ¢ozeltisi (PBS) hazirlanirken
kullanilmistir.

Askorbik asit (AA, % 99, Sigma Aldirch) ve 1,10-dimetil-4,40-bipridinyum dikloriir
(Parakuat, PK, Fluka), lizozim (tavuk yumurtasi beyazindan elde edilmis, % >90 protein,
> 40,000 iinite/mg protein igerir, Sigma), hidrolize soy protein (Sigma), hemoglobin (bovin
kanindan elde edilen, Sigma-Aldrich), bovin serum albumin (BSA, % >96, Sigma) ve izole
whey protein (demineralize, peynir alti suyu tozu, Enka) absorpsiyon caligmalarinda

kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Gam esasl polimerik yapilarin boyutlar1 ve morfolojik yapilart optik mikroskop
(Olympus BX-53) ile 4x-40x arasi objektifler kullanilarak ve taramali elektron mikroskobu
(SEM, Jeol JSM-5600 LV) ile 20 kV’de belirlenmistir. SEM analizinde O6rnek
hazirlanirken kuru ornekten bir miktar alinarak karbon bant iizerine konulmus ve
altin/paladyum karigimi ile kaplanmastir.

Malzemelerin fonksiyonel gruplari 4000-650 cm™ araliginda 4 em™ ¢oziiniirlitkte
iTR teknigi kullanilarak FT-IR spektroskopisi (Thermo Fisher Scientific NICOLET iS10)

ile belirlenmistir.
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Malzemelerin termal bozunmalar1 termal gravimetrik analizi (TGA, SIl TG/DTA
6300) ile yapilmistir. Yaklasik 5 mg 6rnek N, atmosferinde 100 mL/dk akis hizinda 10
°C/dakika sicaklik artisiyla 50-1000 °C sicaklik araliginda yapilmistir.

Gam esasli nanojellerin hidrodinamik boyutlar1 dinamik 1s1k agilimi (DLS,
Brookhaven Ins. Corp., 90PIlus/BIMAS) 6l¢timleri ile belirlenmistir. Yaklagik 10 mg 6rnek
saf suda siispanse edildikten sonra dl¢timler 10 tekrarli olarak yapilarak sonuglar standart
sapmalari ile verilmistir.

Gam esasli nano/mikrojellerin zeta potansiyelleri (ZP, Brookhaven Inst. Corp., BIC
ZetaPlus) farkli pH degerlerinde belirlenmistir. Yaklasik 10 mg 6rnek saf suda siispanse
edildikten sonra malzemelerin farkli pH degerlerindeki zeta potansiyel Olgiimlerini
belirlemek amaci ile yaklasik 50 mg 6rnek 50 mL saf su icerisinde siispanse edilmistir.
Ortamin pH degerini pH 2 ile pH 12 kosullarina ayarlamak i¢in yaklasik 0,2 M HCl ve 0,2
M NaOH ¢ézeltileri kullanilmustir. Olgiimler 10 tekrarli olarak yapilarak sonuglar standart
sapmalari ile verilmistir.

Gam esashi polimerik yapilarin hidrolitik bozunmalar1 yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC, Thermo Ultimate 3000) ile belirlenmistir. HPLC analizi refraktif
indeks detektdr (RI 101, Shodex) ile phenomenex rezex RNM-Carbohydrate Na* (5 um,
300 mm x 7,8 mm) kolonu kullanilarak yapilmistir. HPLC kosullar1 0,5 mL/dk akis
hizinda, 65 °C kolon ve 35 °C dedektor sicakliginda, 20 pL enjeksiyon miktar: ile 30 dk
siire ile okunmustur. Mobil faz olarak 5 mM siilfiirik asit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Kan testi ve ila¢ salim c¢aligmalarinda Mor Gtesi-goriiniir bolge (UV-Vis, PG
Instruments Ltd. T80+) spektrofotometresi ile yapilmistir. Malzemelerin sterilizasyonu 420
nm’de (Canada, LUZCHEM) foto reaktor ile yapilmistir. Yapilan deneylerde kullanilan saf
su GFL 2108 ve Millipore direct-Q3 UV (18,2 MQ.cm) saf su cihazlarindan elde
edilmistir.

Ayrica, gam esaslt polimerik yapilarin vakum altinda dondurularak kurutulma islemi
liyofilizator (Christ Alpha 2-4 LSC) ile yapilmistir. Tim sicaklik ile kurutulma ve
inkiibasyon islemleri icin etiiv (Memmert) kullanilmistir. Orneklerin tartim islemleri
hassas teraziler (Sartorius TE2145 ve Precisa XB 220A) ile yapilmistir.

Yapilan deneylerde karistirma amagl ¢oklu manyetik karistirict (IKA) ve 1sitmali
manyetik karistirict (Hermle) kullanilmistir. Cozeltilerin pH &lgtimleri pH 4, 7 ve 10
tampon ¢ozeltileri ile kalibre edilmis ve Sartorius marka pH metre ile pH Ol¢limleri
yapilmistir. Gam esasli polimerik yapilarin reaksiyon ortamindan ayrilmasi ve

temizlenmesi i¢in Z383K sogutmali santrifiij (Hermle) kullanilmistir. Malzemelerin
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dispersiyonu ve ¢ozeltilerin degaz islemleri ultrasonik banyo (sonikator, 35 kHz frekansta
Bandelin Sonerex) kullanilarak yapilmistir. Malzemelerin 1sitilmasi, antimikrobiyal testler
i¢in besiyerlerinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu i¢in otoklav (Dik Tip JSR) kullanilmistir.
Hidrolitik bozunma, ilag salimi ve inkiibasyon amagli 35-37 °C sicakliga ayarlanmis

calkalamali su banyosu (Memmert) kullanilmstir.

3.3. Gam Esash Polimerik Yapilarin Sentezi

3.3.1. Ksantan Gam (XG) Makrojel, Mikrojel ve Nanojellerinin Sentezi

Ksantan gam (XG) makrojellerinin sentezi i¢in, 0,16 g XG 10 mL 0,5 M NaOH
icerisinde yaklasik 12 saat oda sicakliginda ¢oziinene kadar karistirilmistir. XG ¢ozeltisi
otoklavda 90 °C sicaklikta 10 dk inkiibe edilerek ¢ift sarmal XG zincirlerinin agilmustir.
XG’1n tekrar eden biriminin molce 3,66 kat1 kadar STMP ¢ozeltisi 3 mL 0,5 M NaOH
igcerisinde hazirlanmis ve 1sitilmis XG ¢ozeltisi igerisine eklenerek 500 rpm karigma
hizinda 10 dk kanstirilarak 30 mm ¢apindaki petri kaplarina dokiilmiistiir. Yarim saat
sonunda XG makrojellerini iceren petri kaplari -20 °C sicakliga konulmus ve 12 saat
sonunda XG makrojelleri petri kaplarindan alinarak saf su igerisinde reaksiyona girmemis
kimyasallar1 uzaklastirmak i¢in yikanmaistir.

Ksantan gam (XG) mikro/nanojelleri PEGGE c¢apraz baglayicisi kullanilarak span
80/siklohekzan ters misel ortaminda mikro emiilsiyon yontemi kullanilarak
sentezlenmistir. Kiitlece 0,1 g lineer XG ¢ozeltisi 10 mL 0,5 M NaOH igerisinde yaklagik
12 saat oda sicakliginda ¢oziinene kadar karistirilmistir. XG c¢ozeltisi otoklavda 90 °C
sicaklikta 10 dk inkiibe edilerek cift sarmal XG zincirlerinin agilmasi saglanmustir.
Isitilmis XG c¢ozeltisinden 1,5 mL alinip 1000 rpm karisma hizinda karigsan énceden 90 °C
sicakliktaki otoklavda 10 dk bekletilmis 30 mL span 80/siklohekzan mikro emiilsiyon
ortamina eklenerek silispanse olacak sekilde karistirllmigtir. Ortama hemen XG’in tekrar
eden biriminin molce % 500 oraninda PEGGE c¢apraz baglayici eklenerek 1000 rpm
karisma hizinda oda sicakliginda 2 saat reaksiyona birakilmistir. XG nanojel/mikrojellerini
iceren emiilsiyon ortamin ard arda 3 defa 10 um g6zenek boyutuna sahip krom filtrelerden
gecirilerek XG nanojel ve mikrojelleri birbirinden ayrilmistir. Ardindan yikama iglemi
icin, c¢oOzeltiler 35544g9°de 5 dk santrifiijlenmis ve siipernatant kismi dokiilmiis ve elde
edilen XG nanojelleri ve mikrojellerini yapisindaki yiizey aktif maddeyi ve reaksiyona
girmemis kimyasallar1 uzaklastirmak i¢in hacimce 90:10 oraninda etanol-su karigimi ile 3

kez yikanip 355449°de 10 dk santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Hazirlanan XG mikrojelleri
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vakum altinda liyofilizatorde kurutularak daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere

kapali kaplarda saklanmustir.

3.3.2. Guar Gam (GG) Makrojel, Mikrojel ve Nanojellerinin Sentezi

Guar gam (GG) makrojellerinin sentezi igin, 0,25 g lineer GG 20 mL 0,3 M NaOH
icerisine eklenerek yaklasik 1 saat ¢oziinene kadar karigtirilmistir. Cozelti icerisine GG’1n
tekrar eden biriminin molce % 25, % 50 ve % 100 oranlarinda DVS capraz baglayici
eklenip homojen bir sekilde karistirilarak 8 mm ¢apindaki plastik pipet igerisine
konmustur. GG makrojelleri 12 saat sonunda hazirlanarak, yaklasik 10 mm olacak sekilde
kesilip saf suda 5 saat boyunca suyu her yarim saatte bir degistirilerek yikanmuistir.
Yikanmig GG makrojelleri vakum altinda liyofilizatérde kurutularak daha sonraki
calismalarda kullanmak tizere kapali kaplarda saklanmistir.

Guar gam (GG) mikro/naojelleri DVS ¢apraz baglayicist kullanilarak AOT/izooktan
ters misel ortaminda mikro emiilsiyon yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Kisaca, 0,25 g
lineer GG 20 mL 0,3 M NaOH igerisine eklenerek yaklasik 1 saat ¢oziinene kadar
kanistirilmistir. Bu ¢ozeltiden 1 mL alinip 1000 rpm karigma hizinda karisan 30 mL 0,2 M
AOT/izooktan mikro emiilsiyon ortamina eklenerek siispanse olacak sekilde vorteks ile
karigtirilmistir. Ortama hemen GG’1n tekrar eden biriminin molce % 100 oraninda DVS
capraz baglayici eklenerek 1000 rpm karisma hizinda 1 saat karigtirnllmistir. Sentezlenen
GG mikro/naojelleri ortamin 2 kati kadar aseton igerisinde ¢Oktiiriilerek, karigimin
slipernatant kismi atilarak ¢coken GG mikro/naojelleri ortamdan alinmigtir. GG mikrojel ve
naojellerini birbirinden ayirmak i¢in, su igerinde sismis GG mikrojel ve nanojeller
karigimint 10 pm gozenek ¢apindaki krom filtrelerden 3 kere gecirilmistir. Elde edilen GG
mikrojel ve naojellerinin yapisindaki yiizey aktif maddeyi ve reaksiyona girmemis
kimyasallar1 uzaklastirmak icin aseton-su karisimi ile 3 kez yikanip 35544g°de 20 dk
santrifiij ile c¢oktiirilmistir. Yikanmis GG mikrojel ve nanojelleri vakum altinda
liyofilizatérde kurutularak daha sonraki c¢alismalarda kullanmak {izere kapali kaplarda

saklanmustir.

3.3.3. Gam Arabik (GA) Mikrojel ve Kriyojellerinin Sentezi

Gam arabik (GA) mikrojelleri DVS ¢apraz baglayicist kullanilarak AOT/benzin ters
misel ortaminda mikro emiilsiyon yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Kisaca, 1 g lineer
GA 10 mL 0,5 M NaOH igerisinde ¢ozlinmiistiir. Bu ¢ozeltiden 0,5 mL alinip, 15 mL 0,2

M AOT/benzin mikro emiilsiyon ortamina eklenerek siispanse olacak sekilde vorteks ile
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karigtirildiktan sonra, ortama GA’in tekrar eden biriminin molce % 100 oraninda DVS
capraz baglayici eklenerek 1000 rpm karisma hizinda 10 dk karistinnlmistir. Sentezlenen
GA mikrojelleri ortamin 2 kati kadar aseton igerisinde ¢oktiiriilerek, 35544g°de 10 dk
santrifiijjlenmistir. Mikrojellerden yiizey aktif maddeyi ve reaksiyona girmemis
kimyasallar1 uzaklagtirmak icin aseton-su karisimi ile 3 kez yikanip santriflyj ile
coktiiriilmiigtiir. Hazirlanan mikrojeller vakum altinda liyofilizatdrde kurutularak daha
sonraki caligmalarda kullanmak iizere kapali kaplarda saklanmistir.

GA kriyojellerinin sentezi i¢in, 0,04 g/mL GA sulu ¢6zeltisi 0,2 M NaOH igerisinde
hazirlanmig ve -20 °C’deki derin dondurucuda 2 dk bekletilmistir. Sogutulan GA ¢6zeltisi
icerisine GA’in tekrar eden biriminin molce % 225 oraninda DVS c¢apraz baglayici
eklenmis ve karistm 8 mm ¢apindaki plastik pipetlere konulmustur. Pipetler -20 °C’deki
derin dondurucuda 24 saat bekletilmistir. Reaksiyon sonucunda GA kriyojelleri silindir
seklinde kesilmis ve DI su ile yikanmistir. Hazirlanan GA kriyojelleri vakum altinda
liyofilizatorde kurutularak daha sonraki calismalarda kullanmak tizere kapali kaplarda

saklanmustir.

3.3.4. Locust Bean Gam (LBG) Mikrojellerinin Sentezi

Locust bean gam (LBG) mikrojelleri DVS ¢apraz baglayicisi kullanilarak yiizey aktif
madde igermeyen siklohekzan ortaminda ve AOT ylizey aktif maddesi igeren izooktan ters
misel ortaminda mikro emiilsiyon yontemi kullanilarak sentezlenmistir. Kisaca, 0,1 g
lineer LBG 10 mL 0,5 M NaOH igerisinde 80 °C sicaklikta yaklasik 1 saat 500 rpm
karigsma hizinda karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. LBG ¢ozeltisinden 1 mL alinip 1000 rpm
karisma hizinda karisan 30 mL siklohekzan ortamina yada 0,2 M AOT/izooktan mikro
emiilsiyon ortamina eklenerek siispanse olacak sekilde vorteks ile karistirilmigtir. 10 dk
sonra ortama LBG’in tekrar eden biriminin molce % 10-100 oraninda DVS c¢apraz
baglayici eklenerek 1000 rpm karisma hizinda 1 saat karigtirllmistir. Sentezlenen LBG
mikrojelleri 35544g°de 2 dk santrifiijlenmis ve siipernatant kismi dokiilmiistir. LBG
mikrojelleri ylizey aktif maddeyi ve reaksiyona girmemis kimyasallar1 uzaklagtirmak igin
aseton-su karigimi ile 3 kez, aseton ile 2 kez yikanip santrifiij ile ¢oktliriilmiistiir.
Hazirlanan LBG mikrojelleri vakum altinda liyofilizatorde kurutularak daha sonraki

calismalarda kullanilmak {izere kapali kaplarda saklanmaistir.
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3.4. Gam Esash Polimerik Yapilarin Modifiye ve Iyonik Siv1 (IL) Formlarinin
Hazirlanmasi

Farkli sekil ve boyutlardaki gam esasli ¢apraz bagli polimerik yapilar, molekiiler
yapisinda kuaternize amin igeren 3-kloro-2-hidroksipropil trimetil amonyum Kkloriir
(CHPACI), lineer amin igeren etilendiamin (EDA), dietilentriamin (DETA) ve
trietilentetraamin (TETA) ve dallanmig amin igeren polietilenimin (PEI) gibi modifiye
ajanlar ile modifiye edilmistir.

CHPACI ile modifikasyon i¢in, yaklasik 0,5 g gam esasli mikrojel 0,2 M 30 mL
NaOH ile 30 dk muamele edilmistir. Ayr1 bir kapta 1,5 mL CHPACI 0,2 M 30 mL NaOH
cozeltisine eklenerek 30 dk karistirilmistir. Sonra bu iki ¢ozelti birbirine karistirilarak 12
saat oda sicakliginda reaksiyona birakilmistir. Modifiye mikrojeller/kriyojeller 35544g°de
5 dk santrifujlenerek reaksiyon ortamindan alinmis ve su:etanol karisiminda 3 defa
yikanmistir. En son aseton ile yikanarak 50 °C sicaliktaki etiivde kurutulmustur.

Etilendiamin (EDA), dietilentriamin (DETA), trietilentetraamin (TETA) ve
polietilenimine (PEI) ile modifikasyon i¢in, yaklasik 0,5 g mikrojel/kriyojel 0,2 M, 30 mL
NaOH ile 30 dk muamele edilmistir ve ardindan saf su ile yitkanmistir. Islak partikiiller 90
°C sicaklikta 800 rpm’de karigan, 20 mL DMF igerisine eklenmis ve 2 mL epiklorohidrin
(ECH) ortama damla damla eklenmigtir. 1 saat sonra ortama, 1 mL modifiye ajani
eklenerek 1 saat daha reaksiyona birakilmistir. Modifiye gam esasli mikrojeller/kriyojeller
3 kere etanol ile yikanarak 50 °C sicaliktaki etlivde kurutulmustur.

Gam esasli iyonik sivi (IL) polimerik yapilarin hazirlanmasi i¢in, 1 g PEI modifiye
gam esasli mikrojel/kriyojel 1 M 30 mL sulu HCI ¢ozeltisine konularak 2 saat 300 rpm
karisma hizinda protonlanarak kuaternize edilmistir. Kuaternize gam esash
mikrojel/kriyojeller 3 kez saf su ile yikanarak 50 °C sicaliktaki etiivde kurutulmustur.
Yaklasik 1 g kuaternize gam esasli mikrojel/kriyojel 0,1 M 30 mL Na[N(CN),]" (SDC),
NH4[PFs]” (AHFP) ve Na[BF;]" (STFB) sulu ¢ozeltileri igerisine konularak 24 saat oda
sicakliginda 300 rpm’de karistirilmigtir. Gam esasli IL mikrojel/kriyojeller saf su ile 3

kere, aseton ile 2 kere yikanarak 50 °C sicaliktaki etiivde kurutulmustur.

3.5. Gam Esash Polimerik Yapilarin Hidrolitik Bozunmasi

Gam esasli polimerik yapilarin hidrolitik bozunmasi pH 1, pH 7,4 ve pH 9 olan insan
viicudunda mide, kan ve bagirsak pH degerlerinde ve viicut sicakligi olan 37,5 °C ortam
sicakliginda yapilmistir. Kisaca, 0,1 g mikrojel 40 mL pH 1 (sitrat tamponu), pH 7.4

(fosfat tamponu) ve pH 9 (fosfat tamponu) tampon ¢ozeltileri igerisine konularak 37,5 °C
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sicaktaki calkalamali su banyosunda mikrojellerin hidrolitik bozunmalar1 zamana kars1
incelenmistir. 30 giin boyunca her iki giinde bir ortamdan 0,5 mL alinarak 1,5 mL tampon
cozelti ile seyreltilerek HPLC’de bozunan lineer gam miktar1 belirlenmistir. Farkli pH
tamponlarinda hazirlanmig gam arabik ¢o6zeltileri 7,13 dk’da gelen alikonma siiresinde
farkli gam konsantrasyonuna bagli olarak kalibrasyonu ¢izdirilmis ve gam esasli polimerik
yapilarin bozunma miktarlar1 (% kiitle kaybi) bu kalibrasyonlara bagli olarak

belirlenmistir.

3.6. Kan Uyumluluklari

Gam esasli polimerik yapilarin kan uyumluluklart hemoliz ve kan pihtilagma
testlerine gore belirlenmistir. Testler literatiirde var olan prosediirlere uygun olarak
yapilmistir (Arcana ve ark., 2013; Sahiner ve ark., 2016b). Kan uyumluluk calismalar1
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Insan Arastirmalari Etik Komitesi tarafindan

onaylanan (KAEK-2016-27) nolu etik kurul onayi ile yapilmistir.

3.6.1. Hemoliz Testi

Bes farkli miktarda yani 1, 2,5, 5, 10 ve 20 mg gam esasli polimerik yapilar, 10 mL
% 0,9 NaCl c¢ozeltisi (serum fizyolojik, SF) igeren tiiplerde siispanse edilmis ve 37,5 °C
sicakliktaki ¢alkalamali su banyosunda yaklagik 10 dk isitilmistir. Saglikli bireylerden
alinan taze kan, antikoagiilant igeren tiiplere konularak yavasca ¢alkalanmis. Bu kandan 2
mL alinip 2,5 mL SF ile seyreltilmis. Ardindan 0,2 mL seyreltilmis kan, drnekleri igeren
10 mL SF igerisine yavas¢a konularak 37,5 °C sicakliktaki ¢alkalamali su banyosunda 1
saat inkiibe edilmistir. Negatif ve pozitif kontrol i¢in, 0,2 mL seyreltilmis kan 10 mL SF ve
saf su icerisine yavasca konularak aym kosullara maruz birakilmistir. inkiibasyon sonunda
kan siispansiyonu 100g°de 5 dk santrifiij edilmis ve silispansiyonun siipernatant kisminin
absorbans degeri UV-Vis spektrofotometresinde 542 nm dalga boyunda okunmustur.
Stispansiyonun absorbans degeri eritrosit hiicrelerinin hemolizi sonucu serbest kalan
hemoglobin miktarmi verir ve oOrneklerin % hemoliz oram1 Esitlik 3.1’e gore

hesaplanmuistir.

Asmek, Ornek igeren kan siispansiyonunun absorbans degeri, Aneg V€ Apo, IS€ Negatif ve

pozitif kontrollerin absorbans degeridir. Test 4 tekrarl olarak yapilmis ve % hemoliz orani

19



standart sapmalar1 hesaplanarak grafige ge¢irilmistir.

3.6.2. Kan Pihtilasma Indeksi

Bes farkli miktarda yani 1, 2,5, 5, 10 ve 20 mg ornek dibi diiz santrifiij tiiplerine
konularak 37,5 °C sicakliktaki calkalamali su banyosunda yaklagik 10 dk isinana kadar
bekletilmistir. Saglikli bireylerden alinan taze kan, antikoagiilant iceren tiiplere konularak
yavasca ¢alkalanmigtir. Bu kandan 0,81 mL alinip tizerine 0,064 mL CaCl, eklenmis ve bu
karisimdan 0,27 mL alinarak 6rneklerin lizerine damla damla eklenmistir. Tiipler 37,5 °C
sicakliktaki ¢alkalamali su banyosunda 10 dk inkiibe edildikten sonra, {izerine yavasga 10
ml 37,5 °C sicakliktaki saf su eklenmis ve 100g°de 30 saniye santrifiijlenmistir. Tiipteki
stipernatant kisim yani pihtilasmayan kan alinarak iizerine 40 mL 37,5 °C sicakliktaki saf
su eklenmis ve 37,5 °C sicakliktaki calkalamali su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir.
Negatif kontrol olarak 0,25 mL kan 50 mL 37,5 °C sicakliktaki saf suya konularak ayni
kosullarda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, siispansiyonun absorbans degeri
UV-Vis spektrofotometresinde 542 nm dalga boyunda belirlenmistir. Kan pihtilagsma
indeksi Esitlik 3.2’deki formiil ile hesaplanmustir.

Kan pihtilasma indeksi = (Agmek+kan / Akan) X 100 (3.2)

Asmek+kan, Ornek ile temas eden kan siispansiyonunun absorbans degeri, Agan iS€
negatif kontroliin absorbans degeridir. Test 4 tekrarli olarak yapilmis ve kan pihtilasma

indeksi standart sapmalar1 hesaplanarak grafige gegirilmistir.

3.7. Sitotoksisiteleri

Sitotoksisite testleri literatiirde var olan bir yonteme uygun olarak yapilmistir
(Ponnusamy ve ark., 2014). Sivi azot igerisindeki donmus hiicrelerden bir parga alinarak
(~106 hiicre/mL) 25 °C sicaklikta birkag dakika buzlarin erimesi icin bekletilmistir. Tiip
igerisinde kii¢iik bir par¢a buz kaldiginda iizerine 2 mL kiiltlir ortami (DMEM) damla
damla eklenmis ve buzu erimis hiicreler 15 mL hacmindeki steril santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Hiicrelerin tizerine 10 mL DMEM eklenerek 5 dk ~1500 rpm (180g)’de
santrifiijlenerek slipernatant kismi1 dokiilmiistiir. Ardindan hiicreler iizerine tekrar 10 mL
DMEM eklenerek hiicreler siispanse edilmis ve 75 cm?’lik kaplar igerisine konmustur.
Hiicreler 37 °C sicaklikta % 5°1ik CO2 % 95 hava igeren ortamda inkiibe edilmis ve her 2-3
giinde bir kiiltiir ortam1 degistirilmistir. Lineer gam yada capraz baghh gam mikrojeli, FBS
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ve antibiyotik icermeyen DMEM ortaminda, 1500 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde
¢Oziinmiis veya siispanse edilmistir. Bu karisim % 5°lik CO2 % 95 hava igeren ortamda 37
°C sicaklikta 12-24 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 1000, 500, 250, 125 ve 62,5 pg/mL
konsantrasyon degerlerine DMEM ile seyreltilmistir.

Stok COS-1 fibroblast hiicre kiiltiirleri 24’liik kuyucuklu plakalara bir kuyucukta
yaklagik 1x10* hiicre olacak sekilde 0,5 mL kiiltiir ortamu ile birlikte ekilmistir. Hiicreler
37 °C sicaklikta 1 saat inkiibe edilmistir. Lineer gam yada capraz bagli gam mikrojeli
iceren 1 mL DMEM c¢ozeltisi kuyucuklara eklenmis ve iizerine 0,25 mL FBS ve
antiyotik/antimikotin ¢dzeltisi konmustur. Sonugta kuyucuklar igerisinde lineer gam yada
capraz bagli gam mikrojel konsantrasyonlart 1500-62,5 pg/mL araliginda olacak sekilde
hazirlanmistir. Hiicreler % 5°lik CO; % 95 hava igeren ortamda 37 °C sicaklikta 5 giin
inkiibe edilmistir. Bu silire sonunda hiicreler PBS ile iic kere yavasca yikanmistir.
Ardindan, 0,5 mL nétiirlenmis formalin her bir kuyucuga eklenerek, 30 dk’da hiicreler
fikse edilmistir. Formalin kuyucuklardan temizlenerek, 0,5 mL toluidin mavisi boyasi
iceren notiirlenmis formalin (kiitlece % 2,5 toluidin mavisi) ¢Ozeltisi eklenmistir. Bir saat
inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuk saf su ile 4 kez yikanmis ve 24 saat oda sicakliginda
kurumaya birakilmigtir. Ardindan her bir kuyucuga 0,5 mL suda ¢6ziinmiis % 2 sodyum
dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden eklenerek, 15 dakika boyanin ¢oziinmesi saglanmistir.
Stire sonunda 200 pL ¢ozlinmiis boya 24’lik kuyucuklu plakalardan alinarak, 96’lik
kuyucuklu plakalara konmustur. Kuyucuklardaki ortam 650 nm dalga boyunda (VersaMax
marka) mikroplate okuyucuda o6l¢iilmiistiir. Analizler 10 tekrarl olarak yapilarak sonuglar
standart sapmalar1 hesaplanarak grafife gecirilmistir. Istatistiksel analizler student T
testine ile kontrol grubu ile kiyaslanarak hesaplanmis ve sonuglar *p<0,05 ve **p<0,0001

olarak verilmistir.

3.8. Antimikrobiyel Etki Belirlenmesi

Sentezlenen gam esasli polimerik yapilarin antimikrobiyal etkikleri, gram negatif
Escherichia coli (ATCC 8739) ve gram pozitif Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
mikroorganizmalarina karst makro diliisyon ve difiizyon yontemleri ile belirlenmistir.
Kisaca, -22 °C’de saklanan mikroorganizma kiiltiirleri NB siv1 besiyerinde 35 °C'de 18-24
saat inkiibasyon ile canlandirarak, NA kat1 besiyerine ekilerek tekrar 35 °C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir. Canlandirilan bakteri kolonileri, yaklasik 1x108 CFU/mL (koloni

olusturma finitesi) olacak sekilde NB igerisinde siispanse edilerek McFarland 0,5
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standartina gore ayarlanmistir. Antimikrobiyal etkileri incelenecek olan gam esash

polimerik yapilarin sterilizasyonu 420 nm UV 15181 altinda 5 dakika tutularak yapilmistir.

3.8.1. Makro Diliisyon Metodu

Steril edilmis 10, 25, 50, 100 ve 200 mg gibi 5 farkli miktardaki gam esasli mikrojel
10 mL NB siv1 besiyeri igerisine eklenmistir. Ardindan ortama 0,1 mL McFarland 0,5
standartina gore ayarlanmis mikroorganizma siispansiyonundan ekilmis ve 35 °C’deki
calkalamal1 su banyosu icerisinde, 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
tiplerde gorsel iliremenin olmadigi en diisiik konsantrasyonu minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlenmisti. MIK degeri ve iizeri
konsantrayonlardaki tiipler vortekslenerek ortamdan 0,1 mL alinip, NA Kkat1 besiyeri
ortamina ekilmis ve 35 °C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Higbir {iremenin olmadig:
(organizma sayisinin >%99,99 azaldigi) en disiik konsantrasyon degeri minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) olarak kabul edilmistir. Biitiin deneyler iki tekrarli
olarak yapilmistir. Negatif kontrol olarak McFarland 0,5 standardina gore ayarlanmis stok
mikroorganizmadan 0,1 mL alinarak 10 mL NB ortamina ekilerek ayni1 kosullar altinda
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonundaki mikroorganizma konsantrasyonu CFU/mL olarak

belirlenmistir.

3.8.2. Difiizyon Metodu

Difiizyon metodunda gore, 0,1 mL yaklasik 1x10® CFU/mL bakteri slispansiyonu
NA kat1 besiyerine ekilmistir. Ardindan 9 mm c¢apindaki steril kagit diskler, kat1 besiyeri
lizerine aralarinda bosluk olacak sekilde yerlestirilmistir. SF igerisinde siispanse edilmis
100 mg/mL konsantrasyondaki 50 puL mikrojel siispansiyonu (5 mg mikrojel), besiyeri
tizerindeki disklere emdirilmistir. Ortam 35 °C’de, 18-24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucun olusan disk etrafindaki sefaf bolge (zone cap1) dlciilmiis ve sonuglar
"mm" olarak verilmistir. Gentamisin antibiyotigi pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Biitiin deneyler ¢ tekrarli olarak yapilmis ve sonuglar standart sapmalar1 hesaplanarak

verilmistir.

3.9. Ila¢ Yiikleme ve In Vitro Salim Calismalar:
Gam esasli polimerik yapilara ilag yiliklenmesi ve ilacin kontrolli salimi
calismalarinda sodyum diklofenak (SDC) model ilag olarak kullanilmustir. Tlag yiiklenmesi

dogrudan ilacin mikrojel tarafindan absorbe edilmesi ile veya ilacin mikrojele
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konjugasyonu teknikleri ile iki farkli sekilde yapilmistir. ilag absorpsiyonu icin, 0,15 g
gam esasli mikrojeller, DMSO igerisinde ¢oziinmiis 250 mg/L, 40 mL SDC c¢ozeltisine
konularak 300 rpm karistirma hizinda 12 saat oda sicakliginda karistirlmistir. Tlag yiiklii
mikrojeller santrifiij yapilarak ortamdan alinmis ve DMSO ile yikanarak dondurarak
kurutma teknigi ile kurutulmustur. ilag konjugasyonu icin, 0,059 g (0,2 mmol) SDC, 20
mL DMSO igerisinde ¢oziinmiis ve 0,032 g (0,2 mmol) 1,1’-karbonildiimidazol ilag
coOzeltisi igerisine konularak 1 saat reaksiyona sokulmustur. Ardindan 0,23 g gam esash
mikrojel bu ortama konularak 80 °C sicaklikta 500 rpm karistirma hizinda 24 saat
reaksiyona sokulmustur. lag yiiklii mikrojeller santrifiij yapilarak ortamdan alinmis ve
DMSO ile yikanarak dondurarak kurutma teknigi ile kurutulmustur.

Kurutulmus ilag yiiklii mikrojeller yaklasik 0,05 g tartilarak diyaliz membran
igerisine konup iizerine 1 mL PBS eklenerek membran iki ugundan kapatilmistir. Ardindan
ilag yiikli mikrojel iceren membran 25 mL PBS (pH 7.4) igerisine konularak 37,5 °C
sicakliktaki calkalamali su banyosu igerisine konulmustur. Belirli zaman araliklarinda
salan ilacinin miktar1 UV-Vis spektroskopisinde 276 nm dalga boyundaki SDC ilacin
kalibrasyonuna karst okunmustur. Deney {i¢ tekrarli olarak yapilarak ortalama salim

miktar1 standart sapmalart ile birlikte hesaplanmistir.

3.10. Ayirma ve Saflastirma

Askorbik asit (AA) vitamini, sodyum diklofenak (SDC) ilact ve parakuat (PK)
pestisiti gibi ¢esitli biyoaktif molekiillerin ve whey proten, hemoglobin, soy protein, bovin
serum albumin (BSA) ve lizozim gibi biyomakromolekiiler yapidaki proteinlerin ayirilmasi
ve saflastirilmasinda gam esash kriyojeller kullanilmistir. Kisaca, 0,03 g kriyojel 30 mL
300 mg/L PBS igerisinde ¢oziinmiis AA, SDC ve PK c¢ozeltileri icerisine ve 30 mL 1000
mg/mL PBS igerisinde ¢6ziinmiis whey protein, hemoglobin, soy protein, bovin serum
albumin (BSA) ve lizozim ¢6zeltileri igerisine konularak, 2 saat 37,5 °C sicakliktaki
calkalamal1 su banyosu igerisine karistirllmigtir. Gam esasli kriyojellerin AA, SDC, PK,
whey protein, hemoglobin, soy protein, bovin serum albumin (BSA) ve lizozim
absorpsiyon miktarlar1 UV-Vis spektroskopisinde sirasiyla 262, 276, 257, 275, 276, 268,
278 ve 281 nm dalga boylarinda, mazlemelerin dnceden hazirlanan kalibrasyonlarina karsi
okunarak belirlenmistir. Deney ti¢ tekrarli olarak yapilarak ortalama absorpsiyon miktarlari

standart sapmalar ile birlikte hesaplanmigtir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Gam Esash Makro, Mikro ve Nano Yapilarin Sentezi, Modifikasyonu ve
Karakterizasyonu

4.1.1. Ksantan Gam Makrojel, Mikrojel ve Nanojelleri
Ksantan gam (XG), 1—4-B-glukopiranoz ana zinciri ve p-mannozil, p-glukozil ve
p-glukuronik asit yan zincirlerinden olusan dallanmis yapida bir polisakkarittir (Garcia-

Ochoa ve ark., 2000). Sekil 4.1.’de ¢apraz bagli XG makrojel, mikrojel ve nanojel

sentezinin sematik gosterimi verilmistir.
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Sekil 4.1. Capraz bagli XG makro, mikro ve nanojel sentezinin sematik gosterimi

Sekil incelendiginde, oda sicaklig1 ve genis bir pH araliginda heliks yapisindaki XG
¢ozeltisi, 0,5 M NaOH ¢ozeltisi igerisinde ¢oziinerek 90 °C sicakliktaki bir ortama
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kondugunda 10 dk igerisinde ¢ift sarmal yapist agilmast saglanmistir (Xu ve ark., 2013).
XG makrojelini sentezlemek igin kiitlece % 1,6 oraninda ve lizerinde XG ¢ozeltisi
hazirlanirken, XG mikro ve nanojellerini sentezlemek icin % 1 oranlarinda hazirlanmstir.
Hidrojeller reaksiyon kosullar1 degistirilerek farkli morfolojilerde ve boyutlarda
hazirlanabilmektedir. Sekil 4.1.’de de goriildigii gibi, XG makrojellerini hazirlamak i¢in
yigin polimerizasyonu teknigi Kullanilarak bazik ortamda hazirlanmis %1,6’lik XG
¢ozeltileri igerisine, XG’m tekrar eden biriminin molce 2 ile 5 kat1 arasindaki oranlarda
STMP capraz baglayicist kullanmilmistir. Hazirlanan XG makrojelleri arasinda mekanik
dayanimi en iyi molce 3,66 kati oranindaki STMP capraz baglayicist iceren XG
makrojelinin oldugu bulunmustur (Tao ve ark., 2016). Reaksiyon incelendiginde, alkali
kosullarda STMP capraz baglayicisinin trifosfat halkasi acilarak lineer yapidaki XG
molekiiliniin —OH gruplarina baglanmaktadir (Bejenariu ve ark., 2009). XG mikro ve
nanojellerin sentezinde ise, 90 °C sicaklikta ¢ift sarmal yapisi a¢ilmis bazik ortamdaki %
I’lik XG ¢ozeltisi, span 80 ylizey aktif maddesini igeren siklohekzan ters misel ortaminda
stispanse edilerek mikro emiilsiyon teknigi ile sentezlenmistir. Lineer yapidaki XG
molekiiliniin —OH grubu molce PEGGE c¢apraz baglayicisinin bazik ortamda agilmisg
epoksi grubuna baglanarak % 81£5 gibi yiiksek bir verim ile sentezlenmistir. XG
mikro/nanojelleri sentezlenirken XG’in tekrar eden biriminin molce minimum % 500
oranindaki PEGGE capraz baglayicisi ile ii¢ boyutlu ag yapisindaki XG mikro/nanojelleri

hazirlanabilmistir.

@

Sekil 4.2. XG mikro ve nanojellerinin (a) optik mikroskop ve (b) SEM goriintiileri
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Capraz bagli XG mikro/nanojel karigimi santrifiij teknigi ile veya farkli gézenek
boyutuna sahip filtrelerden gecirilerek XG mikro ve XG nanojelleri birbirinden ayrilmistir.
Capraz bagli XG hidrojelleri farkli polimerizasyon yontemleri ile makrojel, mikrojel ve
nanojel formunda hazirlanmistir. Sentezlenen XG mikro ve nanojellerinin optik mikroskop
ve SEM goriintiileri Sekil 4.2.°de verilmistir. Gorlintiiler incelendiginde, sismis XG
mikrojellerinin kiiresel yapida ve yaklasik 300 ile 700 pm boyut araliginda oldugu, XG

nanojellerinin ise 1000 nm ile 50 nm boyutlar1 arasinda kiiresel yapilar oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.3. XG mikro/nanojellerinin (a) DLS 6l¢iimleri ile partikiil boyutlar1 ve (b) farkli pH

degerlerindeki zeta potansiyel dl¢limleri

XG nanojellerinin boyut dagilim grafigi (a) ve XG mikro/nanojellerinin pH 2 ile 10
arasindaki zeta potansiyel degerleri (b) Sekil 4.3.’te verilmistir. XG nanojellerinin DLS
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Olciimii sonuclarina gore, partikiil boyutunun 50 nm’den 1000 nm arasinda degisen
nanojellerin ortalama boyutlar1 275+18 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Zeta potansiyel sonuglarina
gore, XG mikro/nanojellerinin pH 2 ile pH 10 arasinda negatif zeta potansiyel degerine
sahipken, pH 1 kosullarinda +15,9 mV zeta potansiyel degeri ile pozitif karakterde oldugu
bulunmustur. Ayrica XG mikro/nanojellerinin izoelektronik degerinin pH 1,5 olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. Lineer XG, XG makrojeli ve mikro/nanojellerinin (a) FT-IR spektrumlar: ve (b)

termogramlari
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Lineer XG, ¢apraz bagli XG makrojeli ve mikro/nanojellerinin fonksiyonel
gruplarint belirlemek amaci ile FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.4. (a)’da verilmistir. Lineer
XG’1n spesifik pikleri olan 3600-3000 cm™ arasinda goriilen genis gerilme bandi —OH
grubundan, 1608, 1407 ve 1027 cm™’deki piklerinin sirasiyla XG’mn yapisindaki —COO’
gruplarindan gelen simetrik ve asimetrik C=O titresim piklerinden ve birincil alkol
gruplariin C-O gerilmesinden gelmektedir. Ayrica, 1732 cm ™ de goriilen titresim piki XG
zincirindeki karbonil gruplarindan kaynaklanmaktadir. STMP ile ¢apraz bagh XG
makrojellerinin FT-IR spektrumu incelendiginde, 1443, 1233 ve 1140 cm™ ’de goriilen
piklerin gapraz baglayicinin P=O titresiminden gelmektedir. Ayrica, 1024 ve 976 cm™’deki
piklerin yine c¢apraz baglayict yapisindaki P-O-C gruplarinin titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Tao ve ark., 2016). PEGGE ile ¢apraz bagli XG mikro/nanojellerinin
FT-IR spektrumu incelendiginde, 1589, 1396 ve 1277 cmdeki piklerinin PEGGE ¢apraz
baglayicisinin yapisindaki —C-O gerilmesinden gelmektedir. Ayrica, 995 cm™ deki gerilme
pikinin eter (-C-O-C) gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bodylece PEGGE c¢apraz
baglayicisinin epoksi gruplarinin agilarak XG’1n serbest —OH gruplarina baglanarak yapida
eter (-C-O-C) gruplari olusturdugu sonucuna varilmistir. FT-IR sonuglarina gore XG
makrojeli ve mikro/nanojeli basarili bir sekilde STMP ve PEGGE capraz baglayicilari ile
baglandiklar1 gosterilmistir.

Lineer XG ve XG mikrojellerinin termal bozunma 6zellikleri arastirilmis ve sonuglar
Sekil 4.4’te verilmistir. Lineer XG’in bozunmasi incelendiginde, 245-350 °C sicaklik
araliginda yaklasik % 53 kiitle kaybi, 400-540 °C sicaklik araliginda yaklasik % 80 kiitle
kayb1 ve 654-800 °C sicaklik araliginda ise yaklasik % 92 ile li¢ basamakta bozunmustur.
XG mikrojellerinin termal bozunma grafigi incelendiginde, 90-245 °C sicaklik aralifinda
goriilen % 8,35’1ik kiitle kaybinin yapidaki bagli sudan gelmektedir. Bozunma devam
ettiginde 245-600 °C sicaklik araliginda yaklasik % 66 kiitle kayb1 ve 618-630 °C sicaklik
araliginda yaklasik % 79 kiitle kayb1 ile XG mikrojelleri iki basamakta bozunmustur.
Lineer XG ve ¢apraz bagli XG mikrojelleri 998 °C sicaklik degerinde lineer XG’m % 3,46
oraninda kiitlesi bozunmadan kalirken, XG mikrojellerinin % 11,24 oraninda Kkiitlesi

bozunmadan kalmistir.

4.1.2. Guar Gam Makrojel, Mikrojel ve Nanojelleri
Guar gam (GG) 1—4-B-p-mannopiranoz ana zincirine 1—6-B-p-galaktopiranoz
gruplarinin baglanmasindan olusan hidrofilik yapida dogal bir polisakkarittir. Sekil 4.5."te

GG makrojel, mikrojel ve nanojel sentezinin sematik gésterimi verilmistir.
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Sekil 4.5. Capraz bagli GG makro, mikro ve nanojel sentezinin sematik gdsterimi ve optic

mikroskop goriintiileri

GG yapisindaki serbest —OH gruplart bazik kosullar altinda DVS c¢apraz
baglayicisinin vinil grubuna baglanarak GG makrojelleri % 94+4 verimle ve GG
mikro/nanojelleri % 91+6 verim ile hazirlanmistir. GG makrojellerinin hazirlanmasinda
y1gin polimerizasyonu teknigi ile lineer GG ve DVS capraz baglayicis1 karigimi 12 saat
reaksiyona sokularak GG makrojelleri hazirlanirken, AOT yiizey aktif maddesini igeren
izooktan ters misel ortaminda mikro emiilsiyon yontemi ile mikrojel ve nanojel formunda
hazirlanmistir. GG makrojelleri, GG’in tekrar eden biriminin molce minimum % 10 DVS

kullanilarak ¢apraz baglanirken, ¢apraz baglayici oran1 % 25-100 oranlarina arttirildiginda

’

AOQT/izooktan
mikroemiilsivon yontemi

mekanik dayanimi kuvvetli ve yumusak yapida olduklar gézlemlenmistir.
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Sekil 4.6. GG mikro ve nanojellerinin (a) optik mikroskop ve (b) SEM goriintiileri

GG mikro ve nanojelleri ise % 100 DVS capraz baglayicisi oraninda ayni reaksiyon
ortami igerisinde hazirlanirken, filtrasyon teknigi ile mikro ve nano boyutlardaki GG
partikiilleri birbirinden ayrilmistir. Boylece, GG hidrojellerinin kullanim amacina bagh
olarak istenilen sekil ve boyutlarda hazirlanabildigi gosterilmisti. GG mikro ve
nanojellerinin optik mikroskop ve SEM goriintiileri Sekil 4.6.’da verilmistir. Goriintiiler
incelendiginde, GG mikrojellerinin boyutlarinin 1 ile 10 um arasinda degistigi ve kiiresel
yapida oldugu, GG nanojellerinin ise 300 ile 900 nm arasinda oldugu goriilmektedir.

GG nanojellerinin (a) boyut dagilim grafigi ve (b) farkli pH kosullarindaki zeta
potansiyel degerleri Sekil 4.7.’de verilmistir. Sonuglara gore, GG nanojelleri ortalama

670+40 nm boyut araliginda dlgiilmiistiir.
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Sekil 4.7. GG mikro/nanojellerinin (a) DLS 6lgtimleri ile partikiil boyutlar ve (b) farkli pH

degerlerindeki zeta potansiyel dl¢limleri

GG nanojellerinin zeta potansiyel degerlerinde ise, malzemenin pH 2 ile 10 arasinda
negatif yiizey yiikiine sahip oldugu fakat pH 1 gibi oldukc¢a asidik kosullarda +3,26+1,6
mV gibi pozitif yiizey yiikiine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, GG nanojelleri pH 1,81
degerinde yiizeyindeki pozitif ve negatif gruplar esitlenerek zeta potansiyel degeri 0 olarak
Olclilmiis ve 1zoelektronik degeri olarak belirlenmistir.

Lineer GG ve capraz bagli GG mikrojellerinin FT-IR spektumlar1 Sekil 4.8. (a)’da
incelenmistir. GG 1n spesifik pikleri 3600-3000 cm™ arasinda goriilen genis gerilme bandi
—OH grubundan, 1650 cm™ titresim piki halkasal yapidan, 1155 ve 1075 cm™de goriilen
titresim piklerinin C—OH ve birincil alkol yapida CH;OH gruplarindan, 1024 cm™>deki
pikin —CHj biikiilme titresiminden ve 870 em™deki titresim pikinin GG yapisindaki
galaktoz ve mannoz gruplarindan kaynaklanmaktadir (Mudgil ve ark., 2012). Lineer GG
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molekiilii DVS capraz baglayicisi ile baglandiktan sonra yapidaki S=O gruplarindan dolay1

1317-1285 cm™ arahiginda titresim pikleri goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. Lineer GG ve GG mikrojellerinin (a) FT-IR spektrumlari ve (b) termogramlari

Lineer GG ve capraz bagli GG mikrojellerinin termal bozunma grafigi Sekil 4.8.
(b)’de verilmistir. TGA sonuglarina gore, lineer GG ve GG mikrojelleri 245 °C sicaklikta
bozunmaya baglayarak 340 °C’ye kadar yaklasitk % 71,8 ve % 59,6 kiitle kaybi
gorilmiistiir. Malzemeler 1sitilmaya devam ettiginde lineer GG 440 °C’de tamamen

bozunurken GG mikrojellerinin 490 °C’de tamamen bozundugu belirlenmistir. Sonuglara
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gore malzemelerin hemen hemen aynm1 bozunma Ozelliklerine sahip iken, mikrojel

formunun termal olarak daha dayanikli oldugu goriilmektedir.

4.1.3. Gam Arabik Makrojelleri, Mikrojelleri ve Kriyojellerinin

Galaktoz ve arabinoz molekiillerinin birlesmesinden olusan gam arabik (GA),
hidrofilik yapida dogal bir polisakkarittir. Sekil 4.9. (a)’da gosterildigi gibi GA
molekiiliindeki -OH ve -COOH gruplart DVS capraz baglayicisinin vinil gruplarina
baglanarak 3 boyutlu ag yapisina sahip farkli boyut ve sekillerde GA hidrojelleri
sentezlenmistir (Farooq ve ark., 2017; Sahiner ve Sagbas, 2018b; Suner ve Sahiner, 2018).
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mikrojellerinin ve (c) kriyojellerinin optik mikroskop ve SEM goriintiileri

Sentez metoduna bagl olarak hidrojeller farkli biiyliklik ve sekillerde

hazirlanabilmektedir (Sahiner ve ark., 2016b). GA makrojelleri yigin polimerizasyonu
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teknigi kullanilarak DVS capraz baglayicist ile % 100+0 gibi yiiksek bir verim ile
hazirlanirken, GA mikrojelleri 0,1 M AOT yiizey aktif maddesini i¢eren benzin ters misel
ortaminda mikro emiilsiyon teknigi kullanilarak DVS capraz baglayicist ile % 78,5+5 gibi
yiiksek bir verim ile sentezlenmistir. Sekil 4.9. (b)’deki GA mikrojellerinin optik
mikroskop ve SEM goriintiileri incelendiginde, GA mikrojellerinin 2 ile 100 um arasinda
degisen mikron boyutlarda, kiiresel yapida oldugu ve mikrojel yiizeyinin gozeneksiz
yapida oldugu goriilmektedir. Kriyojeller makro gozenekli yapida siinger benzeri
hidrojellerdir. Siiper gozenekli yapilar1 sayesinde uygun bir ¢oziicli ortamina
konduklarinda ¢oziiciiyli hizlica absorbe ederek sismektedir. GA kriyojelleri su igerisinde
% 4’liikk GA ¢ozeltisi hazirlayarak yaklagik -20 °C sicakliktaki kriyojenik kosullarda DVS
capraz baglayicisi ile % 95+4 gibi yliksek bir verim ile sentezlenmistir. Sekil 4.9. (c)’deki
GA kriyojellerinin optik mikroskop ve SEM goriintiileri incelendiginde, GA kriyojellerinin
gozenek boyutu 10 ile 200 um arasinda degisen makro gozenekli yapida oldugu
goriilmektedir. Boylece farkli sekil ve boyutlardaki GA mikrojelleri ve kriyojelleri DVS
capraz baglayicisi kullanilarak basarili bir sekilde sentezlenmistir.

Biyomedikal alanda kullanim potansiyelini arttirmak i¢in, GA mikro/kriyojelleri
kuaternize amin grubu iceren CHPACI ile veya lineer amin ve dallanmis amin grubu igeren
DETA, TETA ve PEI gibi ¢esitli modifiye ajanlar ile kimyasal olarak modifiye edilmistir.
Sekil 4.10. (a)’da gosterildigi gibi, GA mikro/kriyojelleri 0,2 M NaOH ile muamele
edilerek yapisinda —OH ve —COOH gruplar1 O ve COO" formuna dontistiirilmiistiir.

Negatif yiiklii GA mikro/kriyojelleri (1) kuaternize amin grubu ((CH3)sN*CI) igeren
CHPACI ile pH 12 gibi bazik kosullarda dogrudan baglanirken, (2) lineer ve dallanmis
amin grubu igeren DETA, TETA ve PEI molekiillerini kimyasal olarak baglamak i¢in ilk
once epiklorohidrin (ECH) ara baglayicti ajan1  kullamlmistir. Kisaca, GA
mikro/kriyojellerinin O" ve COO" gruplar1 ECH’in bazik kosullarda agilmis epoksi grubuna
baglandiktan sonra reaksiyon ortamina eklenen DETA, TETA veya PEI’in amin gruplar
epiklorohidrinin diger ucundan baglanarak amin modifiye GA mikro/kriyojelleri
hazirlanmistir. Farkli sayida amin grubu iceren CHPACI, DETA, TETA ve PEI ile
modifiye edilen GA/CHPACI, GA/DETA, GA/TETA ve GA/PEI mikrojel/kriyojellerinin
dijital kamera goriintiileri Sekil 4.10. (b)’de verilmistir.
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Sekil 4.10. (a) Gam arabik mikro ve kriyojellerinin (1) CHPACI, (2) DETA, TETA ve PEI
modifiye ajanlar1 ile modifikasyonunun sematik gosterimi. (b) Modifiye edilmemis ve

modifiye edilmis GA mikro ve kriyojellerin dijital kamera goriintiileri

Gortintiiler incelendiginde; CHPACI ile modifiye edilen GA mikrojel/kriyojellerinin
rengi degismez iken, DETA, TETA ve PEI ile modifiye edildikten sonra beyaz renkli
mikrojelllerin sar1 rengine doniistiigli goriillmektedir.

Polimerik iyonik sivilar (IL) dogrudan iyonik sivilarin polimerizasyonu veya
polimerik yapilarin modifikasyonlar ile hazirlanabilmektedir. Yapilan calismalarda IL
formdaki GA mikrojel/kriyojelleri birka¢ basamakta gerceklesen amin modifikasyonu ve
anyon degisimi reaksiyonlar: ile sentezlenmistir ve IL formdaki GA mikrojel/kriyojel
sentezinin sematik gosterimi Sekil 4.11.’de gosterilmistir. Kisaca yapisinda -NH; gruplari
iceren modifiye GA/PEI mikrojel/kriyojelleri, HCI ile protonlanarak -NH3"CI™ gruplarin
iceren kuaternize (K-) GA/PEI mikrojel/kriyojelleri hazirlanmistir. Ardindan K-GA/PEI
mikrojel/kriyojelleri,  sodyum  disiyanamid  (SDC)  Na'[N(CN),], amonyum
heksaflorofosfat (AHFP) NH,[PFe]” ve sodyum tetrafloroborat (STFB) Na'[BF,]™ iyonik

stvilari ile anyon degisimi reaksiyonuna sokularak yapisindaki CI" anyonunun [N(CN),],
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[PFe]” veya [BF4] anyonlari ile yer degistirilerek polimerik iyonik sivi (IL) formundaki
SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-GA/PEI mikro/kriyojelleri hazirlanmistir.
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Sekil. 4.11. GA esash polimerik iyonik sivi (IL) mikrojel/kriyojel sentezinin sematik

gosterimi

Lineer GA, c¢apraz bagli GA mikrojelleri ve modifiye formlarmin fonksiyonel
gruplarini belirlemek amaci ile FT-IR spektrumlari incelenmis ve sonuglar Sekil 4.12.°de
verilmistir. Lineer GA’in spesifik pikleri olan 3500-3000 cm™ arasinda goriilen genis
gerilme bandi —~OH grubundan, 1606 cm™ deki pikin —C=0 gerilmesi, 1023 cm™ deki
titresim pikinin C-O grubunun titresimlerinden gelmektedir. Capraz bagli GA
mikrojellerinin FT-IR spektumunda ise 1317-1285 cm™ arasinda goriilen piklerin DVS
capraz baglayicisindan gelen S=O titresim piklerinden kaynaklanmaktadir. Kuaternize
amin grubu ile modifiye edilen GA/CHPACI mikrojellerinde 1453 cm™ deki titresim
pikinin yapidaki —-C—N grubundan, amin modifiye GA/DETA, GA/TETA ve GA/PEI
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mikrojellerinin FT-IR spektrumunlarinda ise 1695-1650 cm™ araliginda gériilen titresim

piklerinin modifiye ajanlarin -NH gruplarindan gelmektedir.

Lineer GA

—_-_HH\\\h__,,f’"“"—___r_ 1606

3600-3000 -OH -C=0
GA mikrojeli

1317-1285
5=0

GA/CHPACI mikrojeli

29342887
GA/DETA mikrojeli -CH

GATETA mikrojeli

-NH

% Gecirgenlik

GA/PEI mikrojeli

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.12. Lineer GA, GA mikrojeli ve modifiye GA mikrojellerinin FT-IR spektrumlar

GA/PEI mikrojellerinin kuaternizasyonu ve anyon degisim reaksiyonu ardindan
molekiiler yapida olusan gruplar FT-IR spektrumlar ile belirlenmis ve sonuglar Sekil
4.13.’de gosterilmistir. K-GA/PEI mikrojelerinde goriilen 1638 cm™ deki titresim piki
kuaternize amin grubuna aittir. Yapisinda [N(CN),]", [PFs]” ve [BF4]" anyonlarini i¢eren
SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-GA/PEI mikrojellerinde sirasiyla 2133 ve 2240
cm™de goriilen piklerin nitril ve konjuge olmamus nitril gerilmelerine, 830 cm™’deki
siddetli pikin P-F gerilme titresimine, 1062 cm™deki siddetli pikin ise B-F antisimetrik
gerilmesine aittir.
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Sekil 4.13. Kuaternize GA/PEI mikrojeli ve iyonik sivi (IL) formdaki GA esash

mikrojellerin FT-IR spektrumlari

Hazirlanan GA esasli mikrojellerin saf su igerisindeki yiizey potansiyelleri, zeta
potansiyel Ol¢limleri ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, -27,30+4,20 mV degerindeki GA mikrojelleri modifikasyonlardan sonra
GA/CHPACI, GA/DETA, GA/TETA ve GA/PEI mikrojelleri igin sirasiyla -12,31+1,14,
+5,23+4,07, +32,15+£0,32 ve +45,66+£5,30 mV degerlerinde oOlciilmiistiir. Yapisindaki
hidroksil gruplarindan dolay1 negatif 6zellikteki GA mikrojelleri CHPACI gibi kuaternize
amin grubu ile modifiye edildiginde zeta potansiyel degeri pozitife dogru giderken, farkli
sayida ve yapida amin grubu iceren molekiiller ile modifikasyonundan sonra modifiye
ajanin yapundaki amin sayis1 arttik¢a zeta potansiyel degeri daha pozitif elde edilmistir.
Boylece en katyonik yapidaki GA/PEI mikrojelleri HCI ile kuaternize edildikten sonra
+52,15+4,80 mV degerlerine kadar yiikselmistir.
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Cizelge 4.1. GA esasl mikrojellerin zeta potansiyel (mV) degerleri

Mikrojeller Zeta Potential (mV)
GA -27.50 =420
GA/CHPAC] -1231 =1.14

GADETA +3,23=4.07

GATETA +32,15 £0.32
GA/PEI +45,66 £35.30
K-GA/PEI +32,15 £4.80
SDC-GA/PEI IL +21,26 £0.94
AHFP-GA'PEI 1L +20.39 £1.26
STFB-GA/PEI IL +24.19 £2.04

Bunun disinda IL formundaki SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-GA/PEI
mikrojellerinde zeta potansiyel degerleri sirasiyla +21,26+£0,94, +20,39+1,26 ve
+24,19+£2,04 mV olarak Olciilmiistiir. Sonuglara gore, GA mikrojellerine bagli PEI’den
kaynakli katyonik amin gruplari ile etkilesime gegen [N(CN),], [PF¢]” ve [BF4] anyonlari
ile zeta potansiyel degerlerinin oldukca diistiigii gortilmektedir.

GA ve modifiye GA/DETA mikrojellerinin farkli pH degerlerinde zeta potansiyel
Olctimleri ile malzemelerin izoelektronik noktalar1 belirlenmis ve Sekil 4.14’de verilmistir.
Sonuglar incelendiginde, GA mikrojellerinin pH 3 ile pH 12 degerleri arasinda negatif
yiizey yiikiine sahip iken, pH 2,9 ve altindaki asidik kosullarda pozitif karakterdedir.
Modifiye GA/DETA mikrojellerinde ise ylizeydeki ¢ok sayidaki amin gruplarindan dolay:
pH 1 ile pH 10 gibi ¢ok genis bir aralikta pozitif zeta potansiyel degerine sahiptir.
Malzemelerin izoelektronik noktalar1 incelendiginde GA ve GA/DETA mikrojellerinin
izoelektronik noktalari pH 2,97 ve 10,30 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.14. GA mikrojeli ve modifiye GA/DETA mikrojellerinin farkli pH degerlerinde

zeta potansiyel 6l¢iimleri

Lineer GA ve capraz bagli GA mikrojellerinin termal bozunma analizleri Sekil 4.15.
(a)’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde, lineer GA 190-293 °C sicakllik araliginda %
43,4 kiitle kayb1 ve 310-490 °C sicaklik araliginda % 91 kiitle kayb1 goriilmiistiir. GA
mikrojellerinde ise, 260-303 °C sicaklik araliginda % 47 kiitle kayb1 ve 310-449 °C
sicaklik araliginda % 88 kiitle kaybi ile 2 basamakta bozunmustur. Lineer GA ve GA
mikrojelleri 900 °C’de toplamda % 4 ve % 10’luk bozunmadan kalan malzeme kiitlelerine
sahiptir.

Modifiye GA/PEI mikrojelleri ve IL yapisindaki SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve
STFB-GA/PEI mikrojellerinin termal bozunma grafigi Sekil 4.15. (b)’de gosterilmistir.
Sonuglar incelendiginde, GA esasli modifiye ve IL formundaki mikrojeller 260-300 °C
sicakllik araliginda yaklasik % 62 kiitle kaybr ve 310-570 °C sicaklik araliginda ise
yaklasik % 92 kiitle kaybr ile 570 °C’a kadar benzer bozunma 6zelligine sahiptir. Modifiye
GA/PEI mikrojelleri 647 °C’de % 1,62°lik kiitlesi bozunmadan kalirken, ayn1 sicaklikta IL
yapisindaki SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-GA/PEI mikrojellerinin sirasiyla %

0,76, % 1,1 ve % 7,75 oranindaki kiitleleri bozunmadan kalmstir.
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Sekil 4.15. (a) Lineer GA ve GA mikrojeli (b) modifiye GA/PEI ve IL yapisindaki SDC-
GAJ/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-GA/PEI mikrojellerinin termal bozunmalari

Biyomalzemelerin ortam pH’1 veya ¢esitli enzimler varliginda bozunabilir olmalari,
viicut i¢i uygulamalarda islevini yitirdikten sonra viicutta birikmemesi yani viicuttan
atilabilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Hatta bazi ileri uygulamalarda polimerik
yapilarin bozunmalar1 sonucunda yapisina baglanan aktif molekiilleri etkin hale getirerek
kontrollii ve wuzun siirelerde etkinligini slirdliiren malzemeler gelistirilebilir. GA
mikrojellerinin pH 1 (mide pH’1), pH 7,4 (kan pH’1) ve pH 9 (yaklasik bagirsak pH’1)
tampon ¢ozeltileri icerisinde 30 giine kadar hidrolitik bozunma 6zellikleri incelenmistir.
Bozunan lineer GA miktarinin analizi HPLC cihazinda Na* rezex seker kolonu ile refrakrif

indeks dedektérde yapilmistir.
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Sekil 4.16. (a) Saf suda ¢oziinmiis 500 mg/L, 20 pL lineer GA’nin kromatogrami ve (b)
GA mikrojelinin pH 1, pH 7,4 ve pH 9 tampon ¢ozeltilerindeki hidrolitik bozunmalar1

Sekil 4.16. (a)’da verilen lineer GA’nin HPLC’deki kromatogrami incelendiginde
GA’nin 7,14 dk’daki alikonma siiresinde geldigi goriilmektedir. Boylece ¢apraz baglhh GA
mikrojellerinin farkli pH tamponlarinda bozunarak ortamda olusan lineer GA miktar1
HPLC ile belirlenmis ve zamana kars1 % kiitle kayb1 olarak sonuglar Sekil 4.16. (b)’de
verilmistir. GA mikrojelleri pH 7,4 ve pH 9 ortamlarinda 27. giine kadar ¢apraz bagl
yapist bozulmazken, pH 1 gibi asidik kosullarda 8. giinde bozunmaya baslayarak 20. giine
kadar yavas yavas bozunarak yaklasik % 22,8+3,5 kiitle kaybt olmustur. Capraz bagl
polimerik yapilarin bozunma o6zellikleri hidrojellerin sisme oran1 ve capraz baglayict
miktari, ortamin pH ve sicaklik kosullarina bagh olarak degismektedir (Sailema-Palate ve
ark., 2016). Benzer sekilde yapilan bozunma sonucglarma goére ¢apraz baghh GA
mikrojellerinin hidrolitik olarak bozunma o6zellikleri farkli pH kosullarindan etkilenerek
kan ve bagirsak gibi kosullarda bozunmazken, mide pH kosullarinda mikrojellerin ¢ok

fazla siserek gapraz bagli yapisinin bozundugu goériilmiistiir.
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4.1.4. Locust Bean Gam Mikrojelleri (Mikrokapsiilleri)

Gam esash bir diger karbonhidrat olan LBG, galaktomannan ana zincirinden olusan
lineer bir polisakkarittir. Sekil 4.17. (a)’da gosterildigi gibi molekiiler yapisindaki ¢ok
sayida hidroksil grubu igermesinden dolayr DVS capraz baglayicisinin vinil gruplar ile
kolayca capraz bagli ii¢ boyutlu ag yapisina sahip mikrojel formunu olusturmaktadir. LBG
mikrojelleri, bazik LBG ¢0zeltisini yilizey aktif madde igermeyen siklohekzan mikro
emiilsiyon ortami igerisinde siispanse edildikten sonra ortama LBG’mn tekrar eden
biriminin molce % 100 oraninda DVS ¢apraz baglayicisi eklenmesi ile 1 saat gibi kisa bir
stiresinde % 100 verim ile sentezlenmistir (Sagbas ve Sahiner 2018). LBG mikrojellerinin
yiizey aktif madde icermeyen siklohekzan ortaminda sentezlenmesinde molce % 25 ile 100
arasinda degisen farkli ¢apraz baglayici oranlarinda DVS kullanilmis ve minimum % 100
oranindaki DVS ile LBG mikrojelleri hazirlanabilmistir. Hazirlanan LBG mikrojellerinin
SEM ve optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.17. (b) ve (c¢)’de gosterilmistir.

CH.OH _ (L)I _/Cﬂl
— y b0
(ﬂ) HSH B A H:C/_g

2 Divinil stilfon
CH,0H OH OH OH OH DVS)

L
% g EN_O . o| —m—mmm >
Nt % Ny b 0@ *  Sillohekzan
H JOH H OH H.OH 1 saat

n 9% 100 verim

Locust Bean Gam (LBG)

Sekil 4.17. (a) Capraz bagli LBG mikrojellerinin sematik gosterimi ve LBG mikrojellerinin
(b) SEM ve (c) optik mikroskop goriintiileri
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SEM goriintiileri incelendiginde, kuru LBG mikrojel boyutlarinin 100 ile 400 pm
arasinda degistigi ve kiiresel yapidaki mikrojellerin i¢i bos kapsiil seklinde oldugu
goriilmektedir. Ayrica, yiizeylerinin piirlizlii ve makro gozenekli yapida olduklari
gosterilmistir. Sekil 4.17. (c)’de gosterildigi gibi, saf su ile sismis LBG mikrojellerinin
morfolojik yapilar1 optik mikroskop goriintiileri ile incelenmis ve mikrojellerin yapisindaki
hidroksil gruplarindan dolay:r hidrofilik yapida oldugu ve saf su igerinde siserek 242+12
um boyutlarindaki LBG mikrojelleri yaklagik 328+16um boyutlarina geldikleri
gbzlemlenmistir.

Ayrica, LBG c¢ozeltisi AOT yiizey aktif maddesini iceren izooktan/AOT ters misel
mikro emiilsiyon ortaminda siispanse edilip, LBG’1n tekrar eden biriminin molce % 10, %
50 ve % 100 ¢apraz baglayici oranlarinda DVS ile sentezlenmistir. LBG mikrojelleri yiizey
aktif madde igeren izooktan/AOT ters misel ortaminda minimum % 10 oraninda DVS ile
capraz baglanmistir. LBG 1n tekrar eden biriminin molce % 10 ve % 100 oraninda ¢apraz
bagl sismis LBG mikrojellerinin optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.18. (a) ve (c)’de

verilmistir.

Sekil 4.18. Yiizey aktif madde igeren AOT/izooktan ortaminda sentezlenen LBG’1n tekrar
eden biriminin molce % 10 ve % 100 oraninda ¢apraz bagli LBG mikrojellerinin (a,c)

optik mikroskop ve (b,d) SEM goriintiileri
Goriintiiler incelendiginde, % 100 DVS ile sentezlenmis LBG mikrojel boyutlar: 1

ile 20 um arasinda degisirken, % 10 DVS ile hazirlanan LBG mikrojelleri 50 ile 200 um

boyutlar1 arasindadir. Mikrojellerin sisme kapasiteleri polimer matriksindeki ¢apraz
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baglayict oranina dnemli 6lciide baghidir ve ¢apraz baglayici orani azaldik¢a mikrojellerin
boyutlarinda artis goézlemlenmistir. Bunun nedeni DVS miktarinin artisina bagli olarak
LBG zincirleri daha sik oranda ¢apraz baglanarak daha sert ve az sisme 6zelligine sahip
malzemeler hazirlanmistir. Molce % 10 ve % 100 oraninda capraz bagli sismis LBG
mikrojellerinin  SEM goriintiileri Sekil 4.18. (b) ve (d)’de verilmistir. Goriintiiler
incelendiginde LBG mikrojelleri % 10 gibi diisik c¢apraz baglayict oraninda
sentezlendiginde makro gozenekli yapida ve yaklasik 100 um boyutlarinda iken, % 100
oraninda c¢apraz bagli LBG mikrojelleri gozeneksiz yapida ve yaklasik 10 um
boyutlarindadir. Biyomedikal uygulamalar i¢in yumusak ve elastik yapida ve yiiksek
sisme kapasitesine sahip, gozenekli yapida mikrojellerin hazirlanmasi olduk¢a 6nemlidir.
Bu amag dogrultusunda LBG mikrojellerinin minimum oranda ¢apraz baglandig1 miktar %
10 olarak belirlenmis ve boylece gozenekli LBG mikrojelleri hazirlanarak malzemenin
yiizey alani arttirilmistir. Ayrica LBG mikrojelleri yiizey aktif madde igeren mikro
emiilsiyon ortaminda hazirlandiginda, igcermeyen ortamda hazirlan LBG mikrojellerine
gore daha kiigiik boyutlarda ve piiriizsiiz ylizeylere sahip oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeni emiilsiyon ortaminda karar kilici olarak kullanilan ylizey aktif madde sayesinde
LBG c¢ozeltisinin daha iyi silispanse olarak miseller igerisinde c¢apraz baglanmustir.
Boylece, daha kiigiik boyutlarda LBG mikrojelleri hazirlanarak mikrojellerin boyutlarinin
ve ylizey morfolojilerinin sentez kosullarinin degisimi ile kontrol edilebilecegi
gosterilmistir.

Anyonik LBG mikrojelleri, yapisinda farkli sayida ve yapida amin grubu igeren
EDA, DETA, TETA ve PEI modifiye ajanlar1 ile modifiye edilerek katyonik yapida LBG
mikrojelleri hazirlanmistir. Sekil 4.19. (a)’da LBG mikrojellerinin modifikasyon prosesi
sematik olarak gosterilmistir. Kisaca, LBG mikrojelleri NaOH ile muamele edilerek
yapidaki —OH gruplar1 —O" formuna doniistiiriilmiistiir. Ardindan mikrojeller ECH ara
baglayict ajan1 kullanilarak, ECH’in epoksi grubu agilarak LBG mikrojellerinin —O
grubuna diger ucundan ise modifiye ajanlarin serbest amin grubuna kimyasal olarak
baglanmistir. Boylece, katyonik ozellikteki modifiye LBG/EDA, LBG/DETA, LBG/TETA
ve LBG/PEI mikrojelleri hazirlanmistir. Hazirlanan LBG esasli mikrojellerin dijital
kamera goriintiileri Sekil 4.19. (b)’de gosterilmistir. LBG mikrojelleri beyaz renkte iken,
modifiye LBG/EDA ve PEI/LBG mikrojelleri agik sari, modifiye LBG/DETA ve
LBG/TETA mikrojelleri ise sar1 renklidir.
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Sekil 4.19. (a) EDA, DETA, TETA ve PEI gibi farkli amin kaynaklari ile LBG
mikrojellerinin modifikasyonunun sematik gosterimi ve (b) LBG ve modifiye LBG

mikrojellerinin dijital kamera goriintiileri

LBG mikrojellerinin yiizey yiikiinii belirlemek amaci ile saf suda siispanse edilmis
LBG mikrojellerinin zeta potansiyel Ol¢iimleri alinmis ve sonuglar Cizelge 4.2.°de
verilmistir. Sonuglara gore, -17,67+3,42 mV zeta potansiyel degerindeki LBG mikrojelleri,
EDA, DETA, TETA ve PEI ile modifikasyonu sonucunda sirasiyla +31,67+0,65,
+39,75+3,15, +35,58+0,72 ve +44,92+2,63 mV olarak ol¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.2. LBG ve modifiye LBG mikrojellerinin zeta potansiyel degerleri (mV)

Mikrojeller Zeta I("gff,;“i’"e“
LBG 17.67£3.42
LBG/EDA +31.670.65
LBG/DETA +39.75+3.15
LBG/TETA +35.58+0.72
LBG/PEI +44.92+2 63

Bos LBG mikrojellerinin ve modifiye formunun pH 2 ile 10 arasinda degisen farkli
pH degerlerindeki zeta potansiyel degisimleri incelenerek malzemelerin izoelektronik
noktalar1 belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.20.’de verilmistir. Grafik incelendiginde, LBG
mikrojellerinin pH 3 ile pH 10 arasinda negatif yiizey yiikiine sahip iken, modifiye
LBG/EDA mikrojelleri yapisindaki ¢ok sayida amin grubundan dolay: asidik ve notr pH
kosullarinda pozitif ylizey yiikiine sahiptir. Ayrica, LBG ve LBG/EDA mikrojellerinin
izoelektronik degeri pH 2,68 ve pH 7,70 olarak belirlenmistir.

50
40 - L3 —e—LBG mikrojeli
30 - bl N - B -LBG/EDA mikrojeli

Zeta potansiveli (mV)

Sekil 4.20. LBG mikrojeli ve modifiye LBG/EDA mikrojelinin farkli pH degerlerinde zeta

potansiyel dlgiimleri
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LBG esasli mikrojellerin fonksiyonel gruplarini belirlemek amaci ile FT-IR
spektrumlar1 incelenmistir. Sekil 4.21. (a)’da gosterildigi gibi, LBG esashi biitiin
mikrojellerde goriilen 3600-3200 cm* aralifinda goriilen gerilme bandi1 —OH gruplarindan,
2950-2820 cm™ araligindaki titresim piklerinin —CH ve C—O gruplarindan, 1200-950 cm*
araligindaki titresim piklerinin ise LBG’1n yapisindaki C—C, halkasal yap1 ve CH,OH
gruplarinin titresimlerinden gelmektedir (Yuen ve ark., 2009). Ayrica, DVS ile ¢apraz
bagli LBG mikrojellerinin ¢apraz baglayici pikleri spesifik S=O gruplarindan kaynaklanan
1434 ve 1288 cm titresim pikleridir.
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Sekil 4.21. (a) LBG mikrojelinin ve modifiye formlarinin FT-IR spektrumlari. (b) Lineer
LBG, LBG mikrojeli ve modifiye LBG/EDA mikrojellerinin termogramlari
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LBG mikrojellerinin modifikasyonu sonucunda yapidaki amin gruplarindan gelen
N-H piki 1656 cm™deki titresim pikinde acik¢a goriilmektedir. Sonuglara gore, LBG
mikrojellerinin bagarili bir sekilde ¢apraz baglandigi ve 4 farkli amin kaynagi ile modifiye
edildigi gosterilmistir.

Lineer LBG, ¢apraz bagli LBG mikrojeli ve modifiye LBG/EDA mikrojelinin 50 ile
1000 °C sicaklik araligindaki termal bozunma o&zellikleri incelenmis ve malzemelerin
termogravimetrik analiz sonuclar1 Sekil 4.21. (b)’de verilmistir. Biitin malzemelerde
goriilen 50-150 °C sicaklik araligindaki yaklasik % 3+2 kiitle kayb1 yapidaki bagh sudan
kaynaklanmaktadir. Diiz ¢izgi ile gosterilen lineer LBG’1n termogravimetrik bozunmasi
incelendiginde, 220-350 °C sicaklik araligindaki % 74,69 kiitle kayb1 ve 355-442 °C
sicaklik aralifinda tamamen bozunarak iki asamada gergeklestigi goriilmektedir. LBG’1n
capraz bagli formu olan LBG mikrojellerinin termal bozunmasi incelendiginde,
mikrojellerin bozunmalar1 250 °C baslayarak 320 °C kadar lineer bir sekilde devam ederek
malzemenin % 59,13 oraninda bozunmustur. Sicaklik yiikseldikce 325-465 °C sicaklik
arahiginda % 96,15°lik ikinci bozunma gercekleserek 497 °C’de tamamen bozunmustur.
Noktali ¢izgi ile gosterilen modifiye LBG/EDA mikrojellerinin termal bozunmasi ise diger
malzemelere kiyasla % 61,28’lik kiitle kaybi ile 220-350 °C gibi daha diisiik sicakliklarda
baslayarak, 355-542 °C sicaklik araliginda goriilen ikinci bozunma asamasi ile termal
olarak daha dayanikli oldugu goriilmiistiir. Sonuglar incelendiginde, lineer LBG 442 °C
sicaklikta tamamen bozunurken, LBG mikrojellerinin 451 °C ve modifiye LBG/EDA
mikrojellerinin ise yaklasik 473 °C sicaklikta tamamen bozunmustur. Bu sonuglara gére,
mikrojel yapisindaki DVS c¢apraz baglayicisindan ve EDA modifiye ajanindan kaynakl

malzemelerin termal olarak daha dayanikli olduklart goriilmektedir.

4.2. Gam Esash Makro, Mikro ve Nano Yapilarin Biyomedikal Alanda
Kullanim

4.2.1. Kan Uyumluluklar:

Ozellikle viicut sivisi ile temas edebilecek yeni biyomalzemelerin uygulama
alanlarinin  belirlenmesi i¢cin bu malzemelerin kan uyumluluklarinin bilinmesi
gerekmektedir. Eritrositlerin (alyuvarlarin) ozmotik dengesinin bozulmasi veya cesitli
kimyasal, fiziksel, mekanik etmenlerden dolay1 hiicre zarlariin pargalanmasi sonucunda
viicutta hemoliz olay1 gergeklesir. Hazirlanan gam esasli polimerik yapilarn % 0-2
arasinda hemolitik olmayan, % 2-5 az hemolitik ve % 5 ve lizeri hemoliz oranlarinda

hemolitik malzeme olarak adlandirilir. Ayrica, % hemoliz oraninin % 5’in altinda olmasi
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viicut igerisinde kan ile uyumlu sayilmaktadir (Li ve ark., 2015). Hazirlanan polimerik
yapilarin tip alaninda kullanim potansiyellerini incelemek amaci ile polimerik yapilarin
kan ile etkilestiginde kanin % hemoliz oranmi arastirilarak gam esasli polimerik yapilarin
kan uyumluluklar1 belirlenmistir.

Bunun disinda agik yaralarda kan akiginin durdurulamayarak meydana gelebilecek
kan kaybimin 6nlenebilmesi i¢in kanin pihtilasmas1 dnemlidir. Baz1 hastalarda kendinden
ya da kullanilan ilaglardan dolay1 kan akis1 durdurulamayarak olusabilecek yaralanmalarda
kan kaybmndan oliimler gerceklesebilmektedir. Ozellikle yara kaplama malzemelerinin
kanin pithtilasmasini saglayacak bilesenler icermesi malzemeye olduk¢a dnemli bir 6zellik
kazandirmig olur. Boylece hazirlanan gam esasli polimerik yapilarin % kan pihtilasma

indeksleri arastirilarak biyomedikal alanda potansiyel kullanimlari i¢in uygunlugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlardaki XG mikrojellerinin (a) hemoliz ve (b) kan

pihtilagma testleri ile kan uyumluluklari
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XG mikrojellerinin hemoliz ve kan pihtilagma testlerine gore 0,1 ile 2 mg/mL arasi
degisen farkli konsantrasyonlardaki kan uyumluluklar1 Sekil 4.22. (a) ve (b)’de verilmistir.
Sonuglara gore, XG mikrojellerinin kan ile temas ettiginde % 0,88+0,06 ile % 2,61+0,12
arasinda degisen hemoliz oranlar1 ile kan i¢i uygulamalarinda biyouyumlu oldugu
bulunmustur. Ayrica 0,1 ile 2 mg/mL aras1 konsantrasyonlarda % 88,14+0,8 ile %
77,5942,9 arasinda degisen kan pihtilagma indekslerine gore, XG mikrojellerinin kanin
pihtilasma mekanizmasi tizerinde 6nemli Gl¢iide bir etkisinin olmadigi ve bdylece kan igi
uygulamalarda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Hazirlanan GG mikrojellerinin gore
0,1 ile 2 mg/mL arasindaki bes farkli konsantrasyon degerinde kan uyumluluklar: hemoliz

(a) ve kan pihtilagma testleri (b) ile belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.23.’de verilmistir

()

% Hemohz

0 —Emm . .
0.1 0.25 0.5 1

Konsantrasyon (mg/mL)

b

100

(b)

&0

60

Kan phtilasma indeksi
i
=

0.1 0.25 0.5 1

Konsantrasyon (mg/mL)

b

Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlardaki GG mikrojellerinin (a) hemoliz ve (b) kan

pihtilagma testleri ile kan uyumluluklari

GG mikrojellerinin 2 mg/mL konsantrasyon degerine kadar maksimum % 1,59+0,97

hemoliz oranit ve minimum % 8442,61 kan pihtilasma indeksi ile kan i¢i uygulamalarda
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kullanildiginda kan hiicrelerine ve kanin pihtilasma mekanizmasina herhangi bir olumsuz
etkisi olmadigr goriilmektedir. Boylece hazirlanan GG mikrojelleri kan ile temas
edebilecek biyomedikal uygulamalarda kullanilabilme potansiyelinin olduk¢a yiiksek

oldugu sonucuna varilmastir.
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Sekil. 4.24. GA ve modifiye GA (a) mikrojelleri, (b) kriyojellerinin ve (c) GA esash

iyonik s1v1 kriyojellerin hemoliz testine gére kan uyumluluklari
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Bos, modifiye ve IL formdaki GA esasli mikrojel ve kriyojellerin kan uyumluluklar
hemoliz ve kan pihtilagma testlerine gore belirlenmistir. Sekil 4.24. (a) ve (b)’deki verilere
gore, GA ve GA/CHPACI mikrojel/kriyojelleri kirmizi kan hiicreleri iizerinde 6nemli
Olcide hemolitik etkiler1 goriilmezken, TETA ve PEI ile modifiye edilmis GA
mikrojellerin yapisindaki amin gruplarindan dolay1 % 4,89+0,69 ve % 3,68+0,68 oraninda

hemolitik etkisi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.25. GA ve modifiye GA (a) mikrojelleri, (b) kriyojellerinin ve (c) GA esaslt iyonik

s1v1 kriyojellerin kan pihtilagma testine gore kan uyumluluklar
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Ayrica, IL formundaki GA kriyojellerinin hemolitik oranlari incelenerek sonuglar
Sekil 4.24. (c)’de verilmistir. Sonuglara gore, SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-
GA/PEI kriyojellerinin hemolitik etkileri sirasiyla % 0,36+0,11, % 1,63+0,67 ve %
1,38+0,43 degerleri ile kan i¢in olduk¢a uyumlu bulunmustur.

Sekil 4.25. (a) ve (b)’deki verilen kan pihtilagma testine gore ise, GA ve modifiye
GA mikrojel/kriyojellerinin kan pihtilasma indeksleri % 78,6 ile % 91,57 arasinda
degismektedir. Sonuglara gore, GA mikrojel/kriyojellerini TETA ve PEI ile modifiye
formlarinin kan pihtilasma indeksleri biraz diiserken, kan pihtilamsa mekanizmasi tizerinde
herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigr ve kan pihtilagma testine gore kan uyumlu
malzemeler oldugu bulunmustur. Sekil 4.25. (c)’de verilen sonuglara gore, IL formundaki
SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve STFB-GA/PEI kriyojelleri % 89,42+0,37, % 99,68+0,44
ve % 99,74+0,16 gibi oldukca yiiksek kan pihtilagma indeksleri ile olduk¢a kan uyumlu

malzemeler oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.26. Farkli konsantrasyonlardaki LBG mikrojellerinin (a) hemoliz ve (b) kan
pihtilagma testleri ile kan uyumluluklari, 1 mg/mL konsantrasyondaki LBG mikrojeli ve

modifiye formlarinin (c) hemoliz ve (d) kan pihtilagma testleri ile kan uyumluluklar
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LBG mikrojelinin ve modifiye formlarinin kan uyumluluklart hemoliz ve kan
pihtilasma testlerine gore belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.26.’da verilmistir. Sekil 4.26.
(a)’daki sonuglara gore, LBG mikrojellerinin kan igerisindeki konsantrasyonu 0,1
mg/mL’den 2 mg/mL’ye kadar arttirildiginda, kanin % 0,49+0,02 ile % 1,03+0,46 oranlar1
arasinda hemoliz oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.26. (b)’de gosterilen kan pihtilagma testine gore, ayni konsantrasyon
araligindaki LBG mikrojellerinin % 89,63+£2,6 ile % 84,22+1,2 arasinda degisen kan
pihtilasma indekslerine sahip oldugu gorilmiistiir. Kan testi sonuglarma gore, LBG
mikrojellerinin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bile ¢ok diisiikk hemoliz oran1 ve yiiksek
kan pihtilasma indeksi ile eritrosit hiicrelerine zarar vermedigi ve kanin pihtilasma
mekanizmasi tizerinde olumsuz bir etkisinin olmayis1 ile kan i¢in uyumlu bir malzeme
oldugu sonucuna varilmstir.

Farkli amin kaynaklar1 ile modifiye edilmis LBG mikrojellerinin de kan
uyumluluklart hemoliz ve kan pihtilagma testlerine gore arastirilmistir ve sonuglar Sekil
4.26. (c¢) ve (d)’de verilmistir. Sonuglar incelendiginde, 1 mg/mL konsantrasyondaki
modifiye LBG/EDA, LBG/DETA, LBG/TETA ve LBG/PEI mikrojelleri sirasiyla %
2,54+0,96, % 3,69+1,23, % 3,42+0,36 ve % 4,96+1,03 hemoliz oranlarina ve % 72,65+2,3,
% 68,95+1,23, % 79,62+3,56 ve % 65,98+2,55 kan pihtilagma indekslerine sahip oldugu
bulunmustur. Amin gruplari baglanmis modifiye LBG mikrojellerinin kan uyumluluklari
modifiye ajanin yapisindaki amin sayisi arttik¢a azaldigi goriilmektedir. Elde edilen kan
testi sonuclarina gore, modifiye LBG mikrojelleri kan ile etkilestiginde az hemolitik
seviyesi ve yiiksek kan pihtilasma indeksleri ile kan i¢in uyumlu malzemeler olduklari

bulunmustur.

4.2.2. Sitotoksisiteleri

Biyomedikal uygulamalarda kullanilacak malzemelerin viicut icerisinde hiicrelerle
etkilestiginde hiicreler tizerindeki toksik etkisinin yani sitotoksisitesinin belirlenmesi
malzemelerin kullanilabilirlikleri agisindan olduk¢a ©nemlidir. Farkli konsantrasyon
degerlerindeki lineer GG ve GG mikrojellerinin COS-1 fibroblast hiicreleri iizerindeki
sitotoksisiteleri incelenerek Sekil 4.27°de verilmistir. 1SO 10993-5 standartlarina gore,
hiicreler ile etkilesen malzemeler, % 100-60 hiicre 6limii oranlar1 arasinda biyouyumlu

olarak kabul edilmektedirler (1ISO 10993-5, 2009; Sarika ve James, 2015).
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Sekil 4.27. Lineer GG ve GG mikrojellerinin COS-1 fibroblast hiicreleri tizerindeki
sitotoksisiteleri (t testine gore *p<0,05 ve ** p<0,0001)

Sonuglar incelendiginde 62,5 ile 1000 pg/mL konsantrasyon araligindaki lineer
GG’1n COS-1 fibroblast hiicreleri ile etkilestiginde 125 ng/mL konsantrasyon degerlerine
kadar minimum % 75,21+13,14 hiicre canlilig1 elde edilmistir. GG mikrojellerinin COS-1
fibroblast  hiicreleri  iizerindeki  sitotoksisiteleri incelendiginde, 1000 pg/mL

konsantrasyonda bile % 93,69+10,27 hiicre canlilig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki gam esasli malzemelerinin sitotoksisite

sonuclarinin kontrol grubuna gore istatistiksel analiz sonuglar1 (p degerleri)

Konsantrasvon GG GG GA GA LBG LBG
(ng/mL) mikrojeli mikrojeli mikrojeli

62,5 0.0081 05314 - - 0.0009 0.1708
125 0.0016 0.0682 - - 0.3532 0.0055
250 = 0,0001 0.0249 0.1348 0.1505 0.003 0.8746
500 = 0,0001 0.015 0.0654 0.0525 0.3553 0.8746
1000 = 0,0001 0.0978 0.0214 0.079 0.0965 0.5778
1500 - - 0.0023 0.5161
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Farkli konsantrasyon degerlerindeki gam esasli malzemelerin kontrol grubu ile
kiyaslanarak istatistiksel analiz sonuglar1 yani p degerleri Cizelge 4.3.’te verilmistir. Lineer
GG’ istatistiksel analiz sonuglar1 incelendiginde, 125 pg/mL konsantrasyona kadar
p<0,05 degeri ile kontrol grubu ile kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark vardir. Daha
yiiksek konsantrasyonlardaki lineer GG igin ise hiicre canliliklart olduk¢a diistigii ve
p<0,0001 degerleri ile kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak c¢ok biiylik fark
oldugu bulunmustur. Capraz bagli GG mikrojellerinin istatistiksel analiz sonuglarina gore
genel olarak p>0,05 degerleri ile kontrol grubu ile aralarinda bir fark olmadigi
goriilmektedir. Boylece biyomedikal uygulamalar i¢in hazirlanan GG mikrojellerinin COS-
1 fibroblast hiicreleri tizerinde higbir toksik etkisinin olmadigi ve biyouyumlu oldugu

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.28. Lineer GA ve GA mikrojellerinin COS-1 fibroblast hiicreleri {izerindeki

sitotoksisiteleri (t testine gore *p<0,05)

Lineer GA ve g¢apraz bagli GA mikrojellerinin COS-1 fibroblast hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkileri incelenmis ve sonuglar Sekil 4.28.’de verilmistir. Sonuglara gore, lineer
GA ve GA mikrojelleri i¢in 250-1500 pg/mL konsantrasyon degerleri arasinda higbir
toksik etki goriilmezken, 1500 pg/mL konsantrasyon degerlerinde hiicre canliligini
arttirarak % 102+1,7 ve % 101£0,3 olarak oOl¢iilmiistiir. Degerlerin % 100’{in {izerinde

olmast GA mikrojellerinin hiicrelerin gelisimi ve ¢ogalmasini tetikleyici etkisi oldugunu
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gostermektedir. Ayrica Cizelge 4.3.’te verilen istatistiksel analiz sonuglarina bakildiginda
GA mikrojellerinin p>0,05 degerleri ile kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak aralarinda anlamli bir fark gériilmemistir. Boylece GA mikrojellerinin fibroblast
hiicreleri tizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadig1 ve aymi kontrol grubu gibi

davrandigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.29. Lineer LBG ve LBG mikrojellerinin COS-1 fibroblast hiicreleri tizerindeki
sitotoksisiteleri (t testine gore *p<0,05)

Lineer LBG ve LBG mikrojellerinin COS-1 fibroblast hiicreleri ile etkilestiginde %
hiicre canliligi sonuglar1 Sekil 4.29’da verilmistir. Sonuglara gore, Lineer LBG’1n 62,5 ile
1000 ug/mL konsantrasyon araligindaki % 72,00+9,35 ile % 83,71+18,01 aras1 degisen
hiicre canliligi ile COS-1 fibroblast hiicrelerine karsi biyouyumlu yapida oldugu
goriilmektedir. LBG mikrojellerinin etkilesen COS-1 fibroblast hiicrelerinin hiicre
canliliklar1 incelendiginde, minimum % 70,52+5,24 ve maksimum % 105,37+17,16 hiicre
canliliklart ile ¢apraz bagli LBG mikrojellerinin lineer yapidaki LBG’a kiyasla daha
biyouyumlu yapida oldugu sonucuna varilmistir. Cizelge 4.3.°teki istatistiksel analiz
sonuglarina gore ise, lineer LBG’1n p<0,05 degerleri ile kontrol grubuyla aralarinda fark
oldugu fakat LBG mikrojellerinin p>0,05 degerleri ile kontrol grubuyla kiyaslandiginda

aralarinda anlamli bir fark olmadig1 sonucuna varilmistir.
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4.2.3. Antimikrobiyal Ozellikleri

Yasadigimiz ortamda yaygin olarak bulunan ve birgok hastaligin baslica nedeni olan
zararli mikroorganizmalar, antimikrobiyal 6zellik gosteren malzemeler sayesinde inhibe
edilebilir ve hatta yok edilebilirler. Bu ama¢ dogrultusunda son yillarda, antimikrobiyal
duyarlilig1 olan polimerik yapilarin hazirlanmasi biyomedikal uygulamalar i¢in oldukga
onemli bir konu halini almistir. Tez kapsaminda sentezlenen GA mikrojelleri, yapisinda
dallanmis amin gruplar i¢eren ve antimikrobiyal etkinligi ile bilinen PEI ile modifiye
edilerek katyonik yapidaki GA/PEI mikrojelleri hazirlanmis ve HCI ile muamele edilerek
yapidaki NH; gruplar1 protonlanmistir. GA esasli mikrojellerinin E. coli (gram -) ve S.
aureus (gram +) bakterileri tizerindeki antimikrobiyal etkinlikleri makro diliisyon ve

difiizyon testlerine gore belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4. GA esasli mikrojellerin makro diliisyon ve diflizyon metodlarina gore
Escherichia coli ATCC 8739 (gram -) ve Staphlococcus aureus ATCC 6538 (gram +)

mikroorganizmalari izerinde minimum inhibisyon konsantrasyonlari ve zon ¢aplari

Minimum inhibisyon konsantrasyonu Zon cam
(mg/mL) (mm)
Mikrojeller
E. coli S. aureus E. coli 8. anreus
(gram -) (gram +) (gram -) (gram +)
GA - - - -
GA/PEI - - - -
K-GA/PEI 5 10 13+2 131
SDC-GA/PEI - - - -
AHFP-GA/PEI 10 10 11=x1 -
STFB-GA/PEI 20 20 - -

Sonuglar incelendiginde, GA ve modifiye GA/PEI mikrojellerinin her iki
mikroorganizma tizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkinligi bulunmazken, HCI ile
protonlanarak kuaternize edilmis GA/PEI mikrojellerinin E. coli ve S. aureus
bakterilerilerine kars1 makro diliisyon ydntemine gére MIK degerlerinin 5 ve 10 mg/mL

oldugu bulunmustur. GA esasli mikrojellerinin difiizyon metoduna gére Escherichia coli
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ATCC 8739 (gram -) ve Staphlococcus aureus ATCC 6538 (gram +) mikroorganizmalari
tizerindeki zon caplarinin dijital kamera goriintiileri Sekil 4.30.°da gosterilmistir.
Goriintiiler incelendiginde K-GA/PEI mikrojelleri difiizyon testine gore E. coli ve S.
aureus bakterilerilerine karsi sirasiyla 13+2 ve 131 mm zon c¢ap1 olusturdugu

goriilmektedir.

Sekil 4.30. GA esasli mikrojellerinin difiizyon metoduna gore Escherichia coli ATCC
8739 (gram -) ve Staphlococcus aureus ATCC 6538 (gram +) mikroorganizmalari

tizerindeki zon ¢aplarinin dijital kamera goriintiileri

Ardindan polimerik iyonik sivi (IL) formundaki SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve
STFB-GA/PEI mikrojellerinin E. coli ve S. aureus bakterileri lizerindeki antimikrobiyal
etkileri makro dilisyon ve difiizyon testleri ile incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.4.°te
verilmistir. Yapisinda NH3 [N(CN),] IL grubu igeren SDC-GA/PEI mikrojellerinin E. coli
ve S. aureus iizerinde herhangi bir inhibe edici etkisinin olmadigi bulunmustur. Ayrica,
NHs [PFs] grubuna sahip AHFP-GA/PEI mikrojelleri E. coli ve S. aureus
mikroorganizmalarma karsi 10 mg/mL MIK degerine sahipken, difiizyon metoduna gore
sadece E. coli tiiriine karg1 111 mm ¢apinda inhibisyon sagladigi bulunmus ve goriintiiler
Sekil 4.30’da verilmistir. Bir diger malzeme olan STFB-GA/PEI mikrojellerinin ise
yapisindaki NH3'[BF4]” gruplarini sayesinde E. coli ve S. aureus mikroorganizmalarina
kars1 20 mg/mL MIK degerine sahipken, difiizyon testine gore bakteriler iizerinde herhangi
bir inhibe edici etkisinin olmadigi goriilmektedir. Sonuglara gore, biyouyumluluklar:
yiiksek olan bos ve modifiye GA ve GA/PEI mikrojelleri protonlandiklarinda +52,15+4,80
mV gibi yiiksek zeta potansiyel degeri ile etkili bir antimikrobiyal malzeme formuna
doniistiiriilmiistiir. Iyonik sivilar hidrofobik yapilari ve iyonik yapidaki gesitli gruplari ile
cesitli mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkilerinin oldugu bilinmektedir. IL
formundaki GA/PEI esasli mazlemelerinin antimikrobiyal etkilerinin kuaternize GA/PEI

mikrojellerine kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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4.2.4. In Vitro ila¢c Salm

Biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklerinden dolay:1 yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen dogal polimerlerden hazirlanan biyomalzemeler, ilag tasiyici ve kontrollii salim
sistemleri olarak kullanim potansiyelleri oldukca yiiksektir.

Ozellikle yiizey morfolojileri ve molekiiler yapilarinin kontrol edilebilir olmast,
yumusak ve elastik yapidaki dogal polimerlerden hazirlanan farkli sekil ve boyutlardaki
mikrojeller ilag salimi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gam esasli polimerik
yapilarin ilag salim c¢alismalarinda kullanim potansiyellerini arastirmak amaci ile LBG
esasli mikrojellere model ilag olarak sodyum diklofenak (SDF) etken maddesi yiiklenerek
pH 7,4 ve 37,5 °C olan fizyolojik kosullarda salim profilleri incelenmistir.

Sekil 4.30. (a)’da gosterildigi gibi, ilag¢ yiikleme kapasitesini arttirmak, uzun siireli,
lineer bir salim saglamak ve kontrol edilebilir bir salim gerceklestirmek i¢in SDF ilaci
LBG mikrojellerine fiziksel olarak yani absorpsiyon yontemi ile ve kimyasal olarak yani
konjugasyon yontemi kullanilarak iki farkli sekilde yiiklenmistir. 1. yontemde DMSO
igerisinde ¢oziinmiis SDF ilac1 dogrudan absorpsiyon yoluyla LBG mikrojellerine 12 saatte
yiiklenmistir. 2. yontem olan konjugasyon metoduna gére, DMSO igerisinde ¢oziinmiis
SDF, N,N’-karbonildiimidazol aktiflestirici ajan1 ile oda sicakliginda 1 saat reaksiyona
birakilmig ve ardindan ortama LBG mikrojelleri eklenerek 12 saat 80 °C sicaklikta LBG
mikrojellerine kimyasal olarak bagli SDF konjugasyonu gerceklestirilmistir. Reaksiyon
mekanizmasi incelendiginde N,N’-karbonildiimidazol molekiilii SDF ilacinin karboksilik
asit grubuna baglanarak, ilacin karboksilik asit grubunun LBG mikrojellerinin hidroksil
gruplarina esterifikasyon bagi ile baglanmasi icin aktiflestirici ajan olarak kullanilmistir
(Zhang ve ark., 2014).

Absorpsiyon ve konjugasyon yontemleri ile yliklenen ilacin fizyolojik kosullardaki
in vitro salim profilleri incelenerek sonuglar 4.30. (b) ve Cizelge 4.5.’de verilmistir.
Absorpsiyon ile ilag yiiklenmis LBG mikrojelleri pH 7,4 ve 37,5 °C sicaklikta 0,69+0,14
mg/g ilac1 2,5 saat gibi ¢ok kisa bir siirede salarken, SDF konjuge LBG mikrojelleri
7,63+1,5 mg/g ilaci lineer bir sekilde 120 saatte salmistir. Sonuglara gére, SDF ilacini
LBG mikrojellerine kimyasal olarak baglandiginda yani konjugasyon yolu ile ilag
yiiklemesi yapildiginda, fiziksel yolla yani dogrudan ilacin absorpsiyonu ile ilag
yiikklenmesine nazaran yaklasik 10 kat1 ilacin uzun siireli ve belirli dozajlarda salarak LBG

mikrojellerinin kontrollii bir salim profili sergiledigi goriilmektedir.
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Sekil 4.30. (a) LBG mikrojeline absorpsiyon ve konjugasyon yontemleri ile sodyum
diklofenak (SDF) ilacinin yiiklenmesinin sematik gosterimi. (b) Absorpsiyon ve
konjugaston yontemleri ile ilag¢ yiikklenmis LBG mikrojellerinden pH 7,4 ve 37,5 °C olan
fizyolojik kosullarda SDF salim1
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LBG ve farkli amin kaynaklar1 ile modifiye edilmis LBG mikrojellerinin SDC ilacint
yiikleyerek, pH 7,4 ve 37,5 °C olan fizyolojik kosullarda salim profilleri incelenmistir.
Cizelge 4.2. incelendiginde, LBG mikrojellerinin 0,95 mg/g SDC ilac1 yiiklerken, modifiye
LBG mikrojelleri yapisindaki amin gruplarinin sayisina bagl olarak 89,18 ile 101,4 mg/g
SDC ilact yiliklemistir. Sonuglara gore, amin gruplart iceren modifiye LBG mikrojelleri
SDC ilact ile daha fazla etkilesime gecerek modifiye edilmemis LBG formuna gore
yaklasitk 100 kati fazla ilaci yiikledigi goriilmektedir. Ayrica modifiye ajanlarin
yapisindaki amin sayisi arttikga modifiye LBG mikrojellerinin daha fazla ilag¢ yiikledigi

sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.5. LBG ve modifiye LBG mikrojellerinin SDC ilacimi yiikleme ve salma

miktarlar
Mikrojeller Yﬁk.l(:;l;} ilac Sal;:gnfgi}lal; Sahr;zf:}ilal;
LBG 0.95 0,69+0.14 72,6+9.1
LBG/EDA 89.18 66.62+2.25 747425
LBG/DETA 94.16 75.82+1.73 80.5+1.8
LBG/TETA 96.50 84,07+0,67 87107
LBG/PEI 1014 04 14+4 84 92 8+47

SDF model ilac1 yiiklii LBG ve modifiye LBG mikrojellerinin pH 7,4 ve 37,5 °C
olan fizyolojik kosullarda salim profilleri Sekil 4.31.°de verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, LBG mikrojeli yiikledigi ilacin % 72,6+9,1’ini yani 0,69+0,14 mg/g ilac1
2,5 saat gibi ¢ok kisa bir siirede salarken, modifiye LBG/PEI mikrojellerinin yiikledigi
ilacin % 92,84+4,7’sin1 yani 94,144+4,7 mg/g ilact 120 saatte lineer bir sekilde saldigi

gorilmektedir.
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Sekil 4.31. Ilag yiikli LBG ve modifiye LBG mikrojellerinden pH 7,4 ve 37,5 °C
kosullarindaki fizyolojik kosullarda SDF salimi1

4.2.5. Biyoayirma ve Saflastirma Ozellikleri

Makro ve siiper gozenekli hidrojeller olarak bilinen kriyojeller siinger benzeri
yapilardir ve uygun bir ¢oziicli icerisinde birbirleriyle baglantili super gozenekli yapilar
sayesinde yaklagik 10 sn gibi hizli bir siirede siserek maksimum sisme kapasitelerine
ulagmalarindan dolay1 son yillarda biyoayirma ve saflagtirma ¢alismalarinda oldukga tercih
edilen malzemeler olmuslardir. G6zenekli yapisinin yani sira kimyasal yapisinin kolayca
modifiye edilmesi ile saflastirmak istenilen molekiillere kars1 daha secici kriyojeller basit
modifikasyonlar ile saglanabilmektedir. Hazirlanan GA kriyojelleri ve bu kriyojellerin PEI
gibi yapisinda dallanmig amin gruplar igeren katyonik bir molekiil ile modifiye formu ve
hatta Na[N(CN)2]" (SDC), NH4[PFe]" (AHFP) ve Na[BF.]" (STFB) gibi iyonik yapilar ile
hazirlanan polimerik iyonik sivi (IL) formlarinin ¢esitli molekiiller iizerindeki absorpsiyon
etkileri incelenmistir. Biyoayirma ve saflastirma caligmalarinda insan viicuduna cesitli
etmenlerden &tiirii alian ve belirli oranlardan sonra toksik etkileri olabilecek askorbik asit
(AA) vitamini (C vitamin), sodyum diklofenak (SDF) ilact ve oldukca toksik yapidaki
parakuat (PK) pestisiti gibi biyoaktif molekiiller kullanilmistir. Model olarak segilen
vitamin, ila¢ ve toksin yani pestisitin molekiiler yapilar1 ile GA esasli kriyojellerinin pH
7,4 ve 37,5 °C olan fizyolojik kosullarda bu molekiilleri absorpsiyon miktarlar1 Sekil
4.32.’de verilmistir.
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Sekil 4.32. GA esash kriyojellerin (a) askorbik asit vitamini, (b) sodyum diklofenak ilaci

ve (c) parakuat pestisitini absorpsiyon miktari

Sekil 4.32. (a)’daki sonuglar incelendiginde GA kriyojeli 8,86+0,26 mg/g AA’i
absorbe edebilirken, modifiye GA/PEI ve GAJ/PEI-SDC
10,60+1,40 ve 18,48+2,04 mg/g AA absorplamistir. Yapisinda [PFg]” ve [BF4]" anyonlari
iceren GA/PEI-AHFP ve GA/PEI-STFB IL kriyojellerinin AA absorpsiyon miktarlar

IL kriyojelleri sirasiyla
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3,44+1,27 ve 4,04+0,44 mg/g degerlerine diismiistiir. Sonuglara gore, GA kriyojellerinin
yapisina baglanan —NH, gruplar1 ile modifikasyondan sonra AA tutma kapasitelerinin
arttign ve hatta NH3" [N(CN),] iyonik gruplarmi iceren GA/PEI-SDC IL kriyojellerinin 2
kati1 fazla askorbik asit vitamini yiikleyerek bu molekiile kars1 segici oldugu bulunmustur.

GA esasli kriyojellerin SDF ilacini yiikleme miktarlar1 Sekil 4.32. (b)’de verilmistir.
GA kriyojeli 3,1140,5 mg/g ilag yiiklerken, modifiye GA/PEI ve IL formundaki GA/PEI-
SDF, GA/PEI-AHFP ve GA/PEI-STFB kriyojelleri sirasiyla 30,43+7,19, 20,60+5,67,
18,14+5,08 ve 15,68+11,18 mg/g SDF ilac1 ylklenmistir. Sonuglara gore, GA
kriyojellerinin amin gruplart igeren PEI ile modifikasyonu ile ila¢ yiikleme miktarinin
yaklasik 10 kat arttigi ve hatta IL formlarininda GA kriyojellerinin SDF ilacini tutma
kapasitelerini arttirdigi bulunmustur.

Ziraai ilag olarak yaygin bir kullanim1 olan parakuat (PK), insan sagligin1 tehtit eden
onemli bir toksindir. Bu nedenle, GA esash kriyojeller kullanilarak PK’in absorpsiyonu
arastirilmis ve sonuglar Sekil 4.32. (c)’de verilmistir. Sonuglara gore GA kriyojeli
2,26+0,86 mg/g PK absorplarken, modifiye GA/PEI mikrojelleri 17,02+1,06 mg/g PK
absorplamigtir. Ayrica, IL formdaki GA/PEI-SDC, GA/PEI-AHFP ve GA/PEI-STFB
kriyojelleri sirastyla 13,62+2,07, 24,83+1,08 ve 23,01£1,35 mg/g PK yiiklenmistir.

Hazirlanan GA esasli kriyojellerin; izole whey protein, hemoglobin, soy protein,
bovin serum albumin ve lizozim gibi proteinik yapidaki biyomakromolleri ayirma ve
saflastirma Ozellikleri arastirilmistir. Sekil 4.33. (a)’da GA kriyojellerinin, pH 7,4 olan
PBS icerisinde hazirlanmis bes farkli ¢esit proteinin absorplama kapasiteleri incelenmistir.
Sonuglara gore GA kriyojeli, izole whey proteinini 440,35+12 mg/g absorbe ederken,
hemoglobin, soy protein, bovin serum albumin ve lizozim proteinlerini sirasiyla 45,23+11,
35,29+£2.5, 1,16+£0,33 ve 0,10+0,03 mg/g olarak absorbe etmistir. Bu sonuglara gore, GA
kriyojellerinin farkli proteinler arasinda yiiksek absorplama miktar1 ile whey proteinlerine
karst secici oldugu bulunmustur. Literatiirde yapilan c¢alismalara gore, gam esasl
molekiillerin peynir alti1 suyundan elde edilen whey proteinlerine karsi secici etkisinin
oldugu whey proteinlerin yapisindaki disiilfit baglar1 ile etkileserek bu proteinler ile
kompleks yapilar olusturduklart bilinmektedir (Loveday ve ark., 2014). Boylece hazirlanan
GA kriyojelleri whey proteinlerinin ayirimi ve saflastirilmasinda kullanilabilecek
potansiyel bir malzeme oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 4.33. (b)’de GA, modifiye GA

ve IL formundaki GA kriyojellerinin whey proteinini absorpsiyon etkileri kiyaslanmus.
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Sekil 4.33. (a) GA kriyojelinin farkli proteinleri absorpsiyon miktarlar1 (b) GA esash

kriyojellerin (b) whey proteini absorpsiyon miktari

Sonuglar incelendiginde, bos GA kriyojeli 440,35+12 mg/g absorbe ederken, STFB-
GA/PEI IL kriyojeli 599,12+11 mg/g whey proteinin absorbe ettigi bulunmustur. Buna
karsin, modifiye GA/PEI kriyojeli ve IL formundaki SDC-GA/PEI ve AHFP-GA/PEI
kriyojellerinde absorpsiyon miktarlar sirasiyla 227,21433, 404,66+18 ve 194,79+26 mg/g
degerlerine diismiistiir. Sonuglara gore, NH3'[BF4]” grubuna sahip olan STFB-GA/PEI IL
kriyojelinin whey proteinlerine olduk¢a segici oldugu ve ayirma ve saflastima

calismalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Ksantan gam (XG) makrojelleri STMP capraz baglayicisi ile sentezlenirken, XG
mikrojel ve nanojelleri span 80/siklohegzan ters misel ortaminda, mikro emiilsiyon
yontemi kullanilarak, PEGGE capraz baglayicisi ile % 81+£5 gibi yiiksek bir verim ile
basarili bir sekilde sentezlenmistir. Ayn1 ortamda sentezlenen XG mikrojel/nanojel
karigimi filtrasyon teknigi ile XG mikrojeli ve XG nanojeli olarak ayrilmistir.

Guar gam (GG) makrojel ve mikrojel/nanojelleri DVS ¢apraz baglayicisi ile % 94+4
ve % 91+£6 gibi yiikksek verimler ile basarili bir sekilde hazirlanmistir. GG
mikrojellerinin sentezinde AOT/izooktan ters misel ortaminda, mikro emiilsiyon
yontemi kullanilarak sentezlenmis ve filtrasyon teknigi ile mikro ve nano boyutlara
ayrilmistir.

Gam arabik (GA) makrojelleri, mikrojelleri ve kriyojelleri DVS c¢apraz baglayicisi
kullanilarak % 100+0, % 78,5+5 ve % 95+4 gibi yiiksek verimlerde basarili bir
sekilde sentezlenmistir. GA mikrojelleri AOT/izooktan ters misel ortaminda mikro
emiilsiyon yontemi kullanilarak hazirlanirken, makro goézenekli yapidaki GA
kriyojelleri -20 °C’deki kriyojenik kosullarda hazirlanmigtir. Hazirlanan GA
mikro/kriyojellerini kuaternize, lineer ve dallanmis amin gruplar1 iceren modifiye
ajanlar ile modifiye edilerek katyonik yapida GA mikrojel/kriyojelleri hazirlanmistir.
Kuaternize edilmis amin modifiye GA/PEI mikrojel/kriyojellerinin -NH3"CI” gruplar
anyon degisimi reaksiyonu ile polimerik iyonik siv1 (IL) formdaki -NH3 [N(CN),], -
NH3'[PFe]” veya -NH3'[BF4]" gruplarmi iceren SDC-GA/PEI, AHFP-GA/PEI ve
STFB-GA/PEI mikro/kriyojelleri hazirlanmistir.

Locust bean gam (LBG) mikrojelleri, DVS ¢apraz baglayicist kullanilarak yiizey
aktif madde igermeyen siklohekzan ortaminda sentezlendiginde, 100-400 pm
boyutlar1 araliginda mikrokapsiil seklinde i¢i bos yapilar % 100 gibi yiiksek bir
verimle hazirlanmistir. LBG mikrojelleri AOT/izooktan ters misel mikro emiilsiyon
ortaminda hazirlandiginda ise, boyutlariin yaklagik 10 um boyutlarini mikrojeller
sentezlenmistir. Ayrica LBG mikrojelleri, LBG’1n tekrar eden biriminin molce %
100 ile % 10 oranlarinda capraz baglanmis ve % 10 gibi diisiik ¢apraz baglayici

oranlarinda mikrojelin makro gézenekli yapida oldugu sonucuna varilmstir.
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Hazirlanan gam esasli polimerik yapilarin morfolojik yapilari optik mikroskop ve
SEM goriintiileri ile boyut dagilimlart DLS 6l¢timleri ile yiizey potansiyelleri zeta
potansiyel 6l¢iimleri ile fonksiyonel gruplart FT-IR spektrumlari ile termal bozunma
ozellikleri TGA analizleri ile yapilmistir.

Biyomedikal uygulamalarda kullanilacak olan gam esasli polimerik yapilarin,
hemoliz ve kan pihtilasma testleri ile kan uyumluluklar1 belirlenmistir. Sonuglara
gore kan icerisinde 0,1 ile 2 mg/mL konsantrasyon degerlerinde gam esasl
mikrojel/kriyojel kullanildiginda, % 2’nin altindaki hemoliz orant ve % 80’nin
tizerindeki kan pihtilasma indeksleri ile kan uyumlu malzemeler hazirlanmistir.
Ayrica, modifiye edilmis gam esasli polimerik yapilarin kan uyumluluklar1 azalirken,
kan i¢i uygulamalarda kullanilabilir degerlerde elde edilmistir. IL formundaki gam
esasli polimerik yapilar ise, kan i¢in olduk¢a uyumlu malzemeler oldugu sonucu elde
edilmistir.

Gam esasli polimerik yapilarin biyouyumluluklarinini belirlenmesinde kullanilacak
olan bir diger parametre olan sitotoksisite testleri COS-1 fibroblast hiicreleri tizerinde
yapilmustir. Sonuglar incelendiginde, gam esasl polimerik yapilarin 1000 pg/mL gibi
cok yiiksek konsantrasyon degerlerinde bile fibroblast hiicrelerinin hiicre
canliliklarini azaltmadig1 ve hatta LBG gibi bazi mikrojellerin fibroblast hiicrelerinin
hiicre canliliklari1 kontrole kiyasla arttirarak hiicrelerin gelisimi ve ¢ogalmasini
tetikleyici yapilar oldugu goriilmiistiir.

Gam esasli polimerik yapilara antimikrobiyal 0Ozellik kazandirmak amaci ile,
yapisinda dallanmis amin gruplar1 bulunan PEI ile modifiye edilmis ve ardindan HCI
ile yapidaki amin gruplari kuaternize edilmistir. Bos ve modifiye GA mikrojeli
antimikrobiyal 6zellik gostermezken, 5 ve 10 mg/mL MIK degeri ve 13£2 ve 13+1
mm inhibisyon ¢aplan ile kuaternize GA/PEI mikrojeli E. coli ve S. aureus
bakterilerini inhibe ettigi goriilmistir. Ayrica, IL formundaki mikrojellerin
antimikrobiyal etkileri arastirldiginda, sadece yapisinda NH3'[PFe]” grubuplarini
iceren AHFP-GA/PEI mikrojelinin 10 mg/mL MIK degeri ve 11+2 mm inhibisyon
capt ile antimikrobiyal etkinliginin oldugu bulunmustur.

Gam esasli polimerik yapilar kontrollii ilag salim ¢alismalarinda kullanilmistir. ilag
yiiklemesi, ilacin mikrojel yapisina kimyasal olarak baglanmasi yani konjugasyon
veya fiziksel etkilesimler ile yliklenmesi yani absorpsiyon yontemleri ile yapilmistir.

Konjugasyon ile yliklenen ilacin, absorpsiyon teknigine nazaran 10 kat1 fazla oldugu
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bulunmustur. Ayrica, ilag yiikleme miktarini arttirmak i¢cin LBG mikrojelleri farkli
amin gruplari ile modifiye edilmis ve sonugta bos LBG mikrojellerine gore yaklagik
100 kat daha fazla ila¢ mikrojele yiiklenmistir. Bu sonuglara gore, ila¢ yilikleme
miktar1 konjugasyon gibi farkli ila¢ yiikleme teknikleri ile veya mikrojel yapisini
modifiye ederek kontrol edilebilecegi sonucuna varilmistir. ilag yiiklii LBG esasl
mikrojeller, kontrollii ilag salim c¢alismalarinda kullanim potansiyelleri pH 7,4 ve
37,5 °C olan fizyolojik kosullarda incelenmistir. Ilag konjugasyonu ve LBG
mikrojellerinin modifikasyonu ile yliksek miktarlarda yiiklenen ilacin yavas yavas ve
lineer bir sekilde 120 saate ortama salindig1 goriilmistiir. Boylece ilag yiikkleme salim
miktarlar1, ilag konjugasyonu ve hatta mikrojellerin modifkasyonu ile kontrol
edilebilecegi gosterilmistir.

Bos, modifiye ve IL formundaki GA kriyojelleri, makro gozenekli yapisi, genis
yiizey alani ile hizlica absorplama ve sisme Ozelliklerinden dolayr askorbik asit
vitaminini, sodyum diklofenak ilacini, parakuat toksinini ve whey protein,
hemoglobin, soya proteini, bovin serum albumin ve lizozim proteinlerini absorplama
kapasiteleri aragtirtlmigtir. Sonu¢ olarak molekiiliin yapisina bagli olarak
modifikasyon veya IL yapilarin hazirlanmasi ile model olarak secgilen biyoaktif
molekiillerin ayirimi kontrol edilmistir. Ozellikle GA kriyojellerinin 599,12+11 mg/g
absorpsiyon kapasitesi ile whey proteininin ayirimi ve saflastirilmasinda

kullanilabilecek potansiyel bir malzeme oldugu goriilmiistiir.

5.2. Oneriler

Ilerleyen calismalarda;

Hazirlanan gam esasli polimerik yapilar diisiik capraz baglayic1 oranlarinda
sentezlenerek bozunabilir 6zellikte polimerik yapilar hazirlanabilir.

Gam esasli polimerik yapilar kullanim amacina bagli olarak  farkli
monomerler/polimerler ile birlikte hazirlanarak biyomedikal alanda kullanim alanlar
genisletilebilir.

Gam esasli polimerik yapilar istenilen boyut araliklarinda sentezlenerek biyomedikal
uygulamalarda partikiil boyutunun etkisi incelenebilir.

Gam esasli polimerik yapilari, yapisinda kiikiirt, fosfor ve azot gruplar iceren ¢esitli
modifiye ajanlar ile modifiye ederek malzemelerin antimikrobiyal o6zellikleri
arttirtlabilir. Hatta polimerik yapi igerisinde Ag ve Cu nanopartikiilleri hazirlanarak

antimikrobiyal etkinligi daha da arttirilabilir.
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Kan ve fibroblast hiicreleri {izerinde biyouyumlu yapida oldugu bulunan gam esash
polimerik yapilarin in vivo ¢alismalarda kullanim potansiyelleri arastirilabilir.

Aymrma ve saflastirma ¢alismalarinda farkli pH degerlerinde hazirlanan
biyomolekiillerin ayirimi ve saflagtirmasi arastirilarak, GA esash kriyojellerin pH

degisimine bagli olarak biyomakromolekiillerin ayirma kapasiteleri arttirilabilir.
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