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OZET

KENDI KENDINi ONARABILEN YARA ORTUCU
BiYOMALZEMELERIN GELISTIRILMESI

Kendi kendini onarma, canli sistemlerde, hasari onarmak i¢in olusan otonom bir
tepkidir. Malzemenin Omriinii uzatmasi bakimindan 6nemlidir, hasarin onarilmasi igin
alternatif bir yoldur. Baslangicta, sadece otomotiv sektdrii ve endistri igin
kullanilmistir.  Giinlimiizde doku miihendisligi gibi  biyomedikal alanlarda

kullanilmaktadir.

Kendi kendini onarma i¢ ve dig onarma 6zelligine sahiptir. Dis onarmada, onarici ajan
matrise enkapsiile edilir. Hasar olustugunda agiga cikar, onarimi aktive eder. I¢
onarmada, kovalent olmayan etkilesimler ile kovalent baglar onarim saglar. Schiff-bazi
baglantilari, amin ve aldehit, acilhidrazon baglar1 hidrazit ve aldehit gruplar1 arasinda
olusan dinamik baglardir. Fizyolojik kosullarda kullanilabilmeleri, doku miihendisligi
icin uygundur. Sinirsiz amin kaynagiyla ¢aligmalarin olmasina ragmen, daha iyi

materyaller i¢in sinirh aldehit kaynaklar1 gelistirilmeye ihtiyag duymaktadir.

Ik calismada, UV-igmlarla baslatilmis serbest radikal polimerlesme teknigi ile
hidrojeller sentezlenmistir. Hidrojelin Shiff-baziyla kendini onarmaya sahip olmasi i¢in
alternatif yeni yontemle aldehit kaynagi monomer, polimer matrisine entegre edilmek
icin fonksiyonellendirilmistir. Bu amagla, vanilin aldehit kaynagi olarak secilmis,
hidroksil grubu izosiyanatoetil metakrilat ile metakrillendirilmistir. Vanilinin bu
yontemle metakrillendirilmesi bilgimiz dahilinde daha o©nce rapor edilmemistir.
Boylelikle biyo-bazli c¢apraz baglayici olarak, polimer matrise katilarak yapiy1

desteklemekte ve Schiff-baz baglantilari ile kendi kendini onarim saglamaktadir.

Ikinci calismada PEG, daha 6nce kendi kendini onarma calismalarinda kullanilmamis
olan yeni bir yontemle aldehitle fonksiyonellendirilmistir. Boylelikle uzun agilhidrazon
baglari, kendi kendini onarim i¢in esnek dinamik c¢apraz baglanti noktalari
olusturmustur. Ek olarak polimer matrisi desteklemek icin PEG metakrillendirilmistir.

UV sinlariyla baslatilmis serbest radikal polimerlesme metoduyla sentezlenen



hidrojeller 24 saatte onarim gdstermistir. Iyi ¢ekme ve uzama mukavemetine sahiptir.

Canlt hiicrelerle calismak i¢in uygundur.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SELF-HEALING BIOMATERIALS
FOR WOUND DRESSING

Self-healing is an autonomous reaction occurs to heal the damage on living systems. It's
an important feature that expands the lifetime of the material, and it's an alternative way
to damage recovery. Initially, it was used only in the automotive sector and industry.

Nowadays, it has been used in biomedical application such as tissue engineering.

Self-healing has extrinsic and intrinsic characteristics. In extrinsic, the self-healing
agent is encapsulated in the matrix. The healing agent released when the crack ruptures
and activate healing. In intrinsic, non-covalent bonds such and covalent bonds occur to
promote healing. While Schiff-base linkages are occur between amine and aldehyde,
acylhydrazone linkages occur between acylhydrazide group and aldehyde group. Their
ability to function in physiological conditions makes them good candidates for tissue
engineering studies. Although there are studies with unlimited source of amines, limited

aldehyde sources still need improvement for better materials.

In the first study, the aldehyde source was functionalized to integrate into the polymer
matrix with an alternative new method. For this purpose, vanillin was selected as an
aldehyde source, and its hydroxyl group was methacrylated with an isocyanatoethyl
methacrylate. methacrylation of vanillin with this method has not been reported before.
Thus, as a bio-based crosslinker, It joins the polymer matrix to support the main

structure and provides self-healing with Schiff-base linkages.

In the second study, PEG1500 was aldehyde-functionalized by a method that hasn't
been used in self-healing studies. Thus, long acylhydrazone bonds create flexible
dynamic crosslink points to promote self-healing. Additionally, PEG1500 was
methacrylated to support polymer matrix. The hydrogels showed self-healing in 24
hours. They have good tensile and elongation strength. They are suitable for working

with living cells.
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YENILIK BEYANI

Doku miihendisliginde kullanilmak {izere sentezlenecek hidrojelin, biyouyumlu olma
sart1, sinirsiz monomer seg¢enegini sinirlandirmaktadir. Kendi kendini onarmanin bir¢ok
tiiri olmasina ragmen fizyolojik sicaklikta ve fizyolojik pH’ta islev goren reaksiyonlarin
sinirl1 olmasi ¢alismamiza deger katmaktadir. Secilen Schiff-baz ve agilhidrazon
baglari, fizyolojik kosullarda kendi kendini onarabilen malzemelerin yapiminda
kullanilmaktadir. Cok sayidaki sentetik ve dogal kaynakli amin kaynaginin yaninda,
aldehit kaynagr smirlidir. Bu nedenle, bilim insanlari, polisakkaritlerin
oksidasyonundan, aldehit iceren sayili molekiillerin fonksiyonellendirilmesine kadar
pek c¢ok yol denemistir. Fizyolojik sicaklikta ve pH’ta aktif islev goren reaksiyon
secilmesine ragmen, imin ve agilhidrazon bagi olusturmak igin istenilen solventte
coziinebilecek ve etkinlik gdsterecek aldehit kaynaklarinin sinirlt olmasi, ¢aligmamizi
ilgi ¢ekici hale getirmistir.

IIk ¢alismada, daha once sentezlenmemis, metakrilik anhidrit tiirevlerine gore daha
yiiksek verimde ve daha hizli sentezlenen izosiyanato etil metakrilat ile metakrillenmis
vanilin sentezlenmistir. Biyo-¢aprazbaglayici goérevi goren monomer, hem polimer
matrisine katilarak ana iskeleti desteklemistir. Hem de dinamik imin bagi kurarak kendi

kendini onarma 6zelligi saglamistir.

Giincel c¢alismalarda, yapilara aldehit fonksiyonu, 4-formil benzoik asit ile
kazandirilmaktadir. Ikinci c¢aliymada, PEG1500’e yapiya aromatik yapi eklemeden,
alternatif bir yontemle, dialdehit fonksiyonu kazandirilmistir. PEG1500-dialdehit ile
uzun zincirli agilhidrazon baglar1 olusturularak, esnek dinamik baglanti noktalar1 elde
edilmistir. Ayrica polimer matrisi desteklemek icin PEG1500 metakrillendirilip ana
iskelet yapiya eklenmistir. 24 saat icinde fizyolojik kosullar altinda kendi kendini
onarabilen ve hiicreye karsi toksik olmayan, iyi mukavemete sahip orijinal igerikli

hidrojeller sentezlenmistir.

viil



SEMBOLLER

cm’

Tg

%T

: Dalga boyu

: Camsi gegis sicakligi

: Zaman (dk)

: Sicaklik (°C)

: Yiizde gecirgenlik

: Etanoliin yogunlugu

: Kendi kendini onarma etkinligi
: Hidrojel hacmi

: Kuru hidrojel agirligi

: Sisen dengedeki hidrojelin agirligi
: Yiizde
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KISALTMALAR

ADH : Adipik asit dihidrazit

cp : Ozgiil 1s1 kapasitesi
dk : Dakika
EDC : 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil )karbodiimit,

DBTDL : Dibutiltin dilaurat

DCM : Diklorometan

DMSO : Dimetilsiilfoksit

DSC : Diferansiyel Taramali Kalorimetre

FTIR : Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi
IEMA : Izosiyanatoetilmetakrilat

g : Gram

"HNMR : Niikleer Manyetik Rezonans Spektrometresi
MBA : Metilenbisakrilamit

MPa : Megapaskal

mm : Milimetre

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
M-VAN : Metakrillenmis Vanilin

N : Newton

NHEA : N-hidroksietilakrilamit

PEI : Polietilenimin

PEG : Polietilen glikol

PEGDA : Polietilen glikol diakrilat

ppm : Milyonda bir birim

pH : Potansiyel hidrojen

SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu
pm : Mikrometre

TEA : Trietilenamin

uv : Ultraviyole 1511
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1. GIRIS

Deri insan viicudunun en bilyilk orgamidir. I¢ organlart hasara kars1 korur,
mikroorganizmalarin cilde niifuz etmesini Onler. Viicudun i¢ ortaminin stabilitesini
muhafaza etmede hayati bir role sahiptir [1]. Insan derisi i¢ organlar1 koruma islevini
yerine getirirken, yasamin olagan akisinda kusur ya da yaralanmaya maruz kalmasi
kagimilmazdir [2]. Ge¢gmisten giinlimiize deri lizerinde olusan hasar1 onarmak i¢in gesitli
materyaller sentezlenmektedir. Bilim insanlar1 gazli bez, pansumanlar vb. gibi
geleneksel sargilarin yerine kolay uygulanabilir ve daha stabil yeni materyal arama
girisiminde bulunmustur [3]. Gelisen teknoloji ve tedavi yontemleriyle birlikte yara
iyilesme siire¢leri daha 1yi anlasildik¢a, yeni materyal arayisina girilerek bir adim daha
ileri gidilmis, yaranin iyilesmesine katki saglayan ajanlara sahip dinamik ve modern
yara Ortlileri gelistirilmistir. Yaraya ilave zarar olugturmadan daha hizl yara iyilestirme
sunabilmek amaciyla hiicre bliylimesi ve yayilmasini destekleyen ajanlarin kullanilmast,
son yillarda 6nem kazanmistir. Biyouyumlulugu ve yara ortamina gerekli nemi
saglayabilmesi ve ihtiyag dogrultusunda fonksiyonellendirilebilmesi ac¢isindan

hidrojeller ilgi cekmektedir [3].

Hidrojel, fiziksel ve kimyasal baglarla olusturulan hidrofilik, 3D yapilardir.
Biyouyumlulugu, su tutabilme kapasitesi gibi 6zelliklerle biyomedikal alanda kullanim
icin idealdir. Ancak zayif mekanik Ozellikleri, geri-doniisiimsiiz kovalent capraz
baglarla desteklendiginde yapi sert hale gelmektedir. Bu baglamda tersinir baglara
duyulan ihtiya¢, kendi kendini onarabilen (self-healing) jellerin yara Ortiisii olarak

kullanilmasina yonelik ¢aligmalar ilgi ¢ekici hale getirmistir [4-5].

Kendi kendini onarma, bir materyalin hasar olustuktan sonra, tersinir dinamik baglarinin
tamamen ya da kismen tekrar olusmasidir [6]. Bu 6zellik malzemenin uzun omiirlii ve
dayanakli olmasi i¢cin umut vaat edicidir [7]. Kendi kendini onarma, ic¢sel ve digsal
onarim olarak siniflandirilir. Digsal onarimda, onarici ajan enkapsiile edilerek yapiya
entegre edilir. Hasar olustugunda serbest kalarak onarimi baglatan bir dizi reaksiyon
gergeklestirir. Igsel onarim kovalent olmayan etkilesimler ve kovalent baglardan olusur.
Kovalent olmayan etkilesimler, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve metal-ligand

koordinasyon etkilesimleri vb. etkilesimlerdir. Kovalent baglar, imin baglari, disiilfid



baglari, agilhidrazon baglar1 ve boronat ester baglar1 vb. dinamik tersinir baglardir.
Dinamik tersinir kovalent baglar arasinda, Schiff-baz ve acilhidrazon baglari, fizyolojik

sicaklik ve pH’ta kullanilabilirligi agisindan ilgi ¢ekicidir [8,9].

Bu calismada imin ve agilhidrazon bagi olusturmak i¢in alternatif aldehit kaynaklari
sentezlenmistir. Daha sonra aldehit kaynaklari ile olusturulan dinamik baglara sahip
hidrojeller sentezlenmistir. 24 saat i¢inde kendi kendini onarabilen hidrojeller,

biyouyumlu olup doku miihendisligi i¢in uygundur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara Ortiisii

Hayatin olagan akisinda ne kadar kendimizi sakinirsak sakinalim yaralanabiliriz.
Yaray:: zihinsel, ruhsal ya da fiziksel biitiinliigiin dis sebeplerden dolay1r bozulmasi
olarak tanimlarsak, gozle goriinen ya da goriinmeyen biitlin yaralanmalara, yasamimiz
boyunca maruz kaliriz. Fiziksel yaralanmalarda yara, anlik bir ihtiya¢ dogurur, bakim
ister ve belirli bir bakim prosediiriine ihtiya¢ duyar (Sekil 2.1.1). Kimse agik yarasi
kanarken, kaldig1 yerden hayatina devam edemez. Oteden beri 6nceliklendirilmis yara
tiiri olan fiziksel yaralanma, deri ve organlari iceren biyolojik doku biitiinliigliniin hasar
gérmesi olarak tanimlanabilir. Hasar, kesik, yanma, doku kaybi, yirtilma, ezilme,
delinme veya hastalik kaynakli, kaza kaynakli, afet kaynakli, kimyasal, yanik, iilser ve
ameliyat yarasi seklinde olugabilir. Yara nerede ise insanin cani oradadir. Agriya ve
actya dayanimu diisiik olan insanoglu, aciy1 bir an dnce dindirecek {iriinler sentezleyerek

piyasaya siirmiistiir.

Sekil 2.1.1. Yaralanma [10]

Deri, viicudumuzda ilk gdze carpan, en biiylik organimizdir. Bize dis diinyaya karsi
kalkan olur, i¢ organlar1 hasara karsi korur, bedeni zararli UV 1sinlarindan korur ve
mikroorganizmalarin cilde niifuz etmesini 6nler [1]. Cilt, viicut ylizeyini kaplayan
epidermisten ve kollajen agisindan zengin hiicrelere destek saglayan, altta kalin bag
dokusunu tutan dermisten olusur [11]. Epidermiste salgi bezlerinden salgilanan
maddeler, viicudun su-elektrolit dengesinin korunmasina yardimei olur [3]. Yaniklar ve
derin yaralar gibi cilt travmalari, deriden su, elektrolit ve protein kaybina neden olarak
hayati tehlike olusturabilir [2]. Deri, tiim korunakli katmanlarina ragmen yaralanmaya

en acik organimizdir.



Fiziksel yarayr akut ve kronik olarak ikiye ayirabiliriz. Akut yaralarda, yaranin
biiyiikliigi, derinligi ve derecesine bagl olarak iyilesme kisa siirede gerceklesir. Kronik
yaralarda ise anatomik yap1 ve fonksiyonlar bozuldugu i¢in iyilesme daha uzun siirer
[12].

Bir travma sonucu yara olustugunda, yara iyilesmesi kendiliginden olusur ve bir dizi
biyolojik ve kimyasal karmasik asamada gerceklesir. Iyilesme, birbirinden bagimsiz
olmayan kismen iist iiste c¢akisabilen hemostasis, inflammatory, proliferation ve

remodeling olarak adlandirilan dort farkli fazda gercgeklesir (Sekil 2.1.2):

| T = |

Inflammation Proliferation

Remodeling

Pro-inflammatory & Anti-inflammatory 2 Collagen fibers
* Platelets * macrophages @ macrophages e 9

Keratinocytes : o Resting
% i Activated <
‘ Neutrophils kel fibroblasts

@@e Cytokines

Sekil 2.1.2 Yara Onarilma Evreleri [13]

Hafif bir yaralanma durumunda kanama varsa, ilk olarak pihtilasma baglar ve kanama
durdurulur. Pihtilagsan bolge kurur ve kabuk olusur. Yara kabugu mikrop vb. digsal
zararli organizmalardan i¢ sistemi koruyarak enfeksiyon olusumunu 6nler. Yarali bolge
pembelesir, yara ylizeyini temizlemek icin irin olusumu goézlemlenebilir. Kan ile yarali
bolgeye besin ve oksijen taginir. Beyaz kan hiicreleri mikroplarla savagarak iyilesmeyi
baslatir. Kan damar1 zarar gérmiisse, kan damari onarilir. Kirmiz1 kan hiicreleri kolajen
olusumuna yardime1 olur. Bu sayede ¢apraz baglar olusur, doku biiyiir, saglamlasir ve
yeniden insa edilir. Daha kiigiik yaralar daha kisa siirede iyilesirken, daha biiyiik ve
derin yaralarin iyilesmesi daha uzun zaman alir. Yeni gelen doku eskisinin aynisi
olmadig1 i¢in yara izi olusur. Bazi1 derin yaralarda iyilesme yeterli olmaz, yara tam

kapanamayabilir ve disaridan ek bir desteye ihtiya¢ duyar [14-16].

Yaralanma, boyutuna bagli olarak yasam kalitemizin, gilinlik hayat rutinimizin

bozulmasina ve is yasamimizdaki performansimizin diismesine sebep olabilmektedir.



Kendi kendine yeterince iyilesemeyen yaralar i¢in, ek yardim almak kaginilmazdir.
Yara ortiisli i¢in kullanilan araglarin performans diistikliigiinden dolay: kisi tekrar tekrar
hastaneye tasinarak zaman kaybi yasamakta, yasam kalitesi diismekte, kisi i¢in ek bir
maliyete sebep olmaktadir. Temel ihtiyaclar gibi kag¢inilmaz olarak hep ihtiyag

duyulacagi i¢in, yara ortiisii caligmalari glincelligini her zaman koruyacaktir.

Yaralanmaya insanlik tarihinin her doneminde rastlamak miimkiindiir. Yara Ortiistiniin
ilkel kullannmi Eski Misir zamanina kadar dayanmaktadir. Eski Misirhilar, yarali
bolgeye yag, bal, al¢1 ve macun gibi malzemeleri siirerek, giiniimiiz pansumanlarina
benzer amagla kullanmiglardir. Eski Yunanlilar ise yara bakimina odaklanarak yaralar
temiz su, sirke ve sarapla yikadiklar1 bilinmektedir[17]. Giiniimiiz pansumanlarinin
ithtiyaglari iizerine ¢alisan bilim insanlari, farkl tiirlerde yara ortiileri gelismesine katki
saglamislardir. Prof. Dr. Winter’in “Nemli Yara Teorisi” ile yara iyilesmesi i¢in nemli
ortamin olugsmasinin 6nemine dikkat ¢ekerken, Lawrence yarali bdlgeye yapismay1
Onleyen pansumanlarin gelistirilmesi gerektigini savunmustur. Piskozub, yara sivisini
gidermek i¢in absorbe etme yetenegine sahip yara Ortiilerinin dnemini arastirmistir [ 18-

20].

Ideal bir yara ortiisiiniin; non-toksik o6zellik gostermesi, yarayr enfeksiyon ve
mikroorganizma gibi konteminasyonlardan korumasi, yaranin hava almasina izin
vermesi, dokuya zarar vermemesi, yara bolgesindeki nemi kontrol edebilmesi ve nemli
bir ortam saglamasi, kan dolagimini engellememesi, yara yiizeyindeki olii doku
olusumunu azaltmasi, degistirilebilirliginin kolay olmasi, biyobozunur olmasi, yaranin
agrisint dindirmesi elastik olmasi (kisiye hareket ozgiirliigii taniyarak hareketini
kisitlamamasi) ve ekonomik olmasi gerekir. Her yaranin boyutu, derinligi, olustugu
bolge ¢esitlilik gdsterecegi igin, her iyilesme evresinin ihtiyaci farkli olacagindan, her
ithtiyaci karsilayacak ideal bir yara ortiisii sentezlemek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle

glinlimiizde farkli ihtiyaclari karsilayan farkli yara ortiileri mevcuttur [21].
Yara oOrtiisiinli geleneksel ve modern yara ortiileri olarak ikiye ayirabiliriz.

Geleneksel yara ortiilerinde sargi bezi, pamuk, gazli bez, yapiskanli bandajlar gibi
sadece fiziksel koruma amacli pansumanlar kullanilmistir. Yarayr konteminasyondan
korumalari, ucuz olmalar1 ve kullanim kolaylig1 agisindan avantajhidirlar. Fakat

degistirilme sikligi, degistirilirken yaraya yapisarak ek bir yaralanma, agriya ve aciya



sebep olma, siirli su tuma kapasitesi sebebiyle yaraya nemli bir ortam saglayamamalari

kullanimini sinirlandirmaktadir [21].

Geleneksel yara oOrtiilerine alternatif, yara iyilesme siireci i¢in uygun kosulu saglayan
film, sprey, kopiik, hidrokolloid, biyo-aktif drtiiler ve hidrojel gibi materyaller modern
ortiiler olarak smiflandirilabilir. Biyuyumluluklari, su tutma kapasiteleri, ekstraselular
matrisi taklit ederek, onarici ajan barindirmalar1 agisindan 6ne ¢ikmaktadirlar. Biyo-
aktif ortiiler, kolajen, kitosan, hyaluronik asit, biiylime faktorii ve antimikrobiyal entegre
edilmis, yara iyilesmesini arttiran ve hizlandiran biyomalzemelerden sentezlenir.
Kolajenin, fibroblast olusumunu baglatmasi, hyaluronik asitin hiicresel matrisin bir
bileseni olmasi, kitosanin proliferatif asamasinda graniilasyon dokusunun olusumunu
tesvik etmesi gibi yara iyilesmesinde aktif rol oynamalari, siklikla kullanilmalarinda

O6nemli rol oynamistir [21].

Hidrojeller, biyolojik proseslere karsi inert olmasi, istenmeyen reaksiyonlara sebebiyet
vermemesi, metabolitler i¢in geg¢irimli olmasi bakimindan canli dokuda ¢aligmak igin
uygundur. Buna ek olarak, 2D yapilara alternatif hidrofilik 3D yapilar1 ve yiiksek su
tutabilme kapasiteleri sayesinde, yaraya istenilen nemli ortami saglayarak avantajli hale
gelmektedirler. Yara bolgesinde gaz gecisini saglamalari, yara bdlgesinden agrisizca
uzaklastirilabilmeleri, graniilasyonu arttirmalari, yara bolgesindeki 1s1 dagilimini iyi

yonetebilmeleri agisindan yara ortiisii olarak tercih edilmektedirler [22-24].
2.2. Hidrojel

Plastikler diinyasinda canli dokuya zarar vermeden kullanilabilecek materyal sinirlidir
[23].

Hidrojeller, insan viicudunda kullanilmak i¢in yapilan ilk polimerlerdir. Doku
miihendisligi gelismeden Onceki yillarda bile, hidrojel, hiicreyi enkapsiile etmek igin
kullanilmaktaydi. Giiniimiizde hidrojeller yara iyilesmesi gibi klinik uygulamalarda

siklikla kullanilmaktadir [22].

Yiiksek su tutma kapasitesi ve gozenekli yapilar1 sayesinde, biiyiime faktorii, hiicre,
DNA ve ilag enkapsiile edilmis ajanlarin hidrojelin i¢ine niifuz edebilmesi kolaylasarak
ilag taginiminda kullanilmasin1 saglamaktadir. Jellesme siiresi kontrol edilerek hedef

bolge odakli ¢aligmalarda enjekte edilebilir hidrojeller kullanilmaktadir. Hiicre yenileme



Ozelligine sahip molekiiller barindirmalar1 agisindan doku miihendisligi gibi bir¢ok

biyomedikal alanda kullanilmaktadir [25].

Hidrojeller, tipki katilar gibi akma ger¢eklestirmeyen ve tipki sivilar gibi kiiciik
molekiillere gecirgenlik gosterebilen, suda ¢oziinmeyen ama igerisinde biiyiik oranda su
bulunduran, ¢apraz bagli, hidrofilik polimer matrise sahip {i¢ boyutlu materyaldir [24].
Kuru agirligmin %10°u ila %1000°1 kadar su absorbe edebilir [26]. Cevre kosullarina
uygun olarak sisebilir, biiziilebilir, biikiilebilir ve bozunabilirler. pH, 151k, basing,
elektrik alan, sicaklik, solvent, iyonik kuvvet gibi dis uyaranlara yanit verecek sekilde

modifiye edilebilirler [27].

Hidrojel basitce, hazirlanis sekline, kaynagina, ¢apraz bag tiiriine gore Sekil 2.2.1°deki
gibi siniflandirilabilir [28].

Homopolimerizasyon

Kopolimerizasyon

Hazirlanis Sekli
I¢ ice gegmis
Fiziksel
Hidrojel

Kimyasal

Dogal

Kaynak Tiirii

o Sentetik

Hibrit

Sekil 2.2.1 Hidrojelin Gruplandirilmasi

2.2.1. Hazirlamis Sekline Gore Hidrojeller

Homopolimerizasyon yontemiyle hazirlanan hidrojellerde, polimer ag yapisi sadece tek
tir monomerden sentezlenir. Stanzione ve calisma arkadaslari, guaiakol ve 6genoliin
DMAP katalizorliigiinde metakrilik anhidritle esterlesmesiyle olusan metakrilath
bilesiklerini homopolimer olarak sentezleyerek vinil ester regineleriyle yarigan yeni

termosetler gelistirmislerdir.

Kopolimerizasyon yontemiyle hazirlanan hidrojellerde, i¢lerinden en az bir tanesinin

hidrofilik yapida oldugu, iki ya da daha fazla monomer tiiriiniin, rastgele, blok olarak



birlesmesi sonucu olusmaktadir. Kopolimerizasyon/ c¢aprazbagli serbest radikal
polimerizasyon, ¢ok fonksiyonlu caprazbaglayicilarla hidrofilik monomerlerin hidrojel
sentezinde siklikla kullanilmaktadir. Ornegin Pourjavadi ve ¢alisma arkadaslari, kappa-
karajenan ve akrilik asitin serbest radikal baslatic1 ile kopolimerizasyonuyla

biyopolimer bazli siiperabsorban hidrojel sentezlemistir [29].

I¢ ice gegmis ag yapilar (Interpenetrating), iki ya da daha fazla polimer ag yapisinin
fiziksel ya da kimyasal ¢apraz baglanmasiyla i¢ i¢e gegmis yapilardir. Bu i¢ ice gegmis
hal mekanik mukavemeti arttirmaktadir. Ayrica iki farkli yapmin 6zelliklerine sahip
oldugu icin tekli komponentlerden daha avantajlidir. Suri ve c¢aligma arkadaslari
kollajen modifiye malzeme ve fotopolimerize olabilir hyaluronik asit ile igige gegmis ag
yap1 sentezlemistir. in vitro ve in vivo sonuglarina bagl olarak doku miihendisliginde

kullanilabilir oldugunu rapor etmislerdir [30].
2.2.2. Capraz Baglanma Tiiriine gore Hidrojeller

Capraz baglanma tiiriine gore hidrojeller fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki temel

kisima ayrilir.

Fiziksel c¢aprazbagli hidrojellerde, {ic boyutlu polimer matris, polimer zincirler
arasindaki hidrojen bag, elektrostatik etkilesimler ve hidrofobik etkilesimler gibi fiziksel
etkilesimlerle saglanir. Polimer zincirindeki orijinal molekiiler yapilar degisime
ugramaz. Sicaklik ve pH degisimi gibi digsal etkiler ile geri-doniisiimlii bir yapiya
sahiptir. Arnab ve g¢alisma arkadaslari, TiO, immobolize karbonlanmis polidopamin-
perflorosilika ve karbonlanmis polidopamin kullanilarak elektronik deride biyosensor
olarak kullanilmak tizere, goriiniir 1s1k-uyaranli ve mekanik kuvvetle tetiklenen ¢iiriime
onleyici davranis gosteren hidrojel sentezlemislerdir [31].

Kimyasal hidrojellerde, ii¢c boyutlu polimer matrisi, Micheal katilimi ya da serbest
radikal polimerizasyonu gibi kimyasal olarak monomerlerin birbirine entegre oldugu,
kimyasal capraz baga sahip suda ¢oziinmeyen yapilardir. Kuvvetli kimyasal baglar
sayesinde yapinin mekanik mukavemeti ve stabilitesi fazladir. Ornegin, jelatini polimer
matrisine entegre etmek icin, gluteraldehit, karbodiimit gibi ¢aprazbaglayicilarin
yaninda, jelatinin kendisine metakrilat fonksiyonu ekleyerek radikalik polimerizasyonla

kimyasal caprazbagli hidrojel elde edilmistir [32].



Fiziksel ¢apraz bagli hidrojeller, geri doniisiimlii ve kolay hazirlanabilmelerinin yaninda
kararlilik ve mekanik mukavemetleri disiiktiir. Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller
dayaniklilik ve mekanik o6zellikler bakimindan iyi olsa da, ¢apraz baglayici ajanlarin
kullaninmi  biyomedikal alanda kullanimini smirlandirmaktadir. Bilesen orani,
caprazbaglanma siiresi gibi hazirlik siireci de hidrojelin performansini etkilemektedir.
Hidrojelin ag yapisint ve parametreleri optimize edebilmek kullanim alanini

genisletmek adina 6nemlidir [33].
2.2.3. Kaynak Tiiriine gore Hidrojeller

Kaynaklarina gore hidrojeller, dogal, sentetik ve hibrit olmak iizere iice ayrilmaktadir.

Sentetik hidrojeller, akrillenmis polietilen glikol, poliakrilamit, akrilik asit, itakonik asit
ve gibi ticari monomer ve oligomerlerden fiziksel veya kimyasal ¢apraz baglanarak

sentezlenir, stabil polimer ag olusturur [34-35].

Dogal hidrojeller, kitosan, kolajen, aljinat gibi dogal kaynakli ya da dogal kaynaktan
sentezlenir. Biyouyumlulugu, biyobozunurlugu agisindan biyomedikal uygulamalar i¢in
uygundur. Kutlusoy ve c¢alisma arkadaslari, kitosan ve hyaluronik asit
kopolimerizasyonundan kriyojel elde etmislerdir. Gozenekli yapisi sayesinde yiiksek
sisme elde edilmis, MTT sonuglart hidrojelin hiicre ¢aligsmalar i¢in uygun oldugunu
rapor etmislerdir. Zhao ve ¢alisma arkadaslari, polivinil alkol, sodyum aljinat ve tannik
asidi, boraks c¢apraz baglayict olarak kullanarak kompozit hidrojel sentezlemistir.
Giyilebilir cihaz olarak hazirlanan hidrojel, pH’a ve sekere duyarli oldugu, yliksek
esneklik gosterdigi rapor edilmistir [36-37].

Hibrit hidrojeller, dogal ve sentetik polimerlerin bir kombinasyonu olarak kullanilirlar.
Genellikle, dogal kaynakli molekiiliin fonksiyonel bir grup ile mekanik ve fiziksel

ozelliklerinin gelistirilerek polimer matrise eklenmesiyle sentezlenir [38].

Hidrojel hasar gordiigiinde, baglar kirilir, geri dondiiriilemez hale gelir ve islevsizlesir.
Hidrojelin zayif mekanik ozellikleri, kullanimin1 siirlandirmakta, geri doniisiimsiiz
capraz baglarla kuvvetlendirilmeye calisildiginda ise hidrojel ¢ok sert hale gelmektedir
[5]. Bu nedenle mekanik dayanimi yiiksek olan hidrojellerde bile, hasar olustuktan

sonra, kendi kendini onarma 6zelligi gdstermesi ihtiya¢ duyulan bir 6zelliktir [39].



Son yillarda, hasar sonrasi onarilabilen dinamik kovalent bagl bir¢ok dikkat ¢ekici
makale yayimlanmistir [40-41]. Hidrojeller fiziksel kosullara adapte olan dinamik
materyaller olarak adlandirilir. Adapte olabilen hidrojellerin geri doniisiimlii baglarla
kullanimi, yara bakiminda enfeksiyon ihtimalini azalttigt ve diizensiz yaralari
kaplayabildigi i¢in avantajlidir. Dinamik baglar mekanik bir kuvvetle hasar almis
bolgenin onarilmasini saglar. Bu nedenle kendi kendini onarma hidrojellerde istenilen
bir 6zelliktir. Her ne kadar baz1 ticarilesmis tiriinlerle klinik uygulamalara gecilmis olsa
da, daha etkin bir tedavi i¢in hiicre ¢ogalmasini ve yapismayi destekleyen, ayni
zamanda kendi kendini onarabilen yeni hidrojel yara Ortiilerine gereksinim

duyulmaktadir [3,43].
2.3. Kendi Kendini Onarma

Kendi kendini onarma, hayatta kalma miicadelesinde yaralanma ve enfeksiyona karsi,
hem doganin hem de insanoglunun sahip oldugu bir meziyettir. Tanimlarsak, digsal
kaynakli hasarin kendiliginden orijinal héline ya da orijinaline yakin bir haline, islev
gorebilir haline, geri donmesidir. Biyolojik yapimiz, doku, organ, kas ve deri gibi
herhangi bir parcasinda olusan hafif 6l¢ekte yaralanmayi onarabilir. Benzer sekilde
doga da kendi kendini onarma o&zelligine sahiptir. Agaglar, her sonbahar, budanarak
aldiklar1 yaralari, iyilesme ajani igeren kapsiil ve damarl yapilar1 sayesinde, hasarl
bolgeye iyilesme ajanin1 doldurarak, yarasini onarir ve ayni yerden ilkbaharda yeniden
filiz verebilir [44]. Bukalemunun, geri doniisiimlii kas kontroliiniin, sahip oldugu
rengini etrafina uyarlayabilme 0&zelligine kadar kendi kendine onarmay: farkl
konseptlerde dogada da goézlemleyebiliriz. Bu baglamda kendi kendini onarmanin,
botanigin, zoolojinin, biyolojinin ve kimyadan malzeme bilimine kadar disiplinler

arasinda genis calisma alani bulunmaktadir.

Koprii, bina, ugak gibi insan yapimi ¢ogu yapida hasar, geri doniisiimii olmayan sekilde
olusur.

Her zaman dogadan ve kendinden ilham alan insanoglu bunu kendisi i¢in avantaja
cevirmeye caligmig, lrettigi seylerde Ogrendiklerini uygulamistir. Kullanilabilirlik
acisindan baktigimizda kendi kendini onarma, malzemenin Omriiniin uzatilmasi,

maliyetin azaltilmas1 anlaminda avantaj saglamaktadir.
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Antik Roma’da Pantheon ve Colosseum’un yapiminda kullanilan 6zel har¢ sayesinde
yapilarin aldiklar1 hasarlar1 onardiklar1 boylece yiizyillarca tarihe taniklik etmelerini, ilk
kendi kendini onarabilen malzeme olarak sayabiliriz [45-46]. Bu zamana kadar nasil
dayandiklarina anlam veremedigimiz tarihi yapilarin kaliciliginin sebebi kendi kendini
onarma ile ilgili olmast heyecan vericidir. Antik caglarda kullanilmasina ragmen,
1990’larin sonlarina kadar bekledigi ilgiyi géremeyen kendi kendini onarma ¢aligmalari,
ilk olarak, insanin kendinden ¢ok kiymet verdigi arabasinin yiizeyinin aldigir hasari
Oonlemek i¢in otomotiv sektoriiniin ilgisini ¢ekmistir [47]. Giliniimiizde yogun olarak
otomotiv, enerji ve elektronik alanlarinda kullanilmaktadir. Kullanim alan1 olarak saglik
sekoriinde kendine ¢ok gec yer bulan kendi kendini onarma, halen marketteki diisiik
yiizdesine ragmen, c¢alismaya ve gelismeye acgik bir alan olup artan bir ilgiyle
calisilmaktadir. Kendi kendini onarma, hasar aldiktan sonra tekrar kullanim imkani
sundugu icin, malzeme Omriinii uzatmasi ve hasar onarimina alternatif olmasi
bakimindan 6nemlidir [48,50].

Kendi kendini onarma Sekil 2.3.1°de verildigi sekilde i¢sel ve digsal onarma olmak

tizere ikiye ayrilir [50].

Kendi Kendini Onarma

Digsal Onarma Igsel Onarma

* Enkapstlasyon Kovalent Bag Kovalent Olmayan Bag
¢ Agllhidrazon o Iyonik Etkilegimler
* Borat ester bad o Hidrofobik Etkilegimler
* Diels-Alder Reaksiyonu * Hidrojen Bag
 Distlfit Bagi * Konak-konuk Etkilegimler
* Oksim Bag * Metal-ligan Etkilegimleri
* Schiff-baz

Sekil 2.3.1 Kendi Kendini Onarma Tiirleri

2.3.1. Digsal Onarma (Extrinsic)

Dissal kendi kendini onarmada, onarim kendiliginden meydana gelmez. Sisteme ek
olarak disaridan eklenen, monomer, ya da sertlestirici gibi aktif bilesenler, onarici ajan

olarak bir kapsiiliin i¢ine yerlestirilerek polimer matrisin i¢ine gOmiiliir. Hasar

olustugunda, mikrokapsiiller kirilir, aciga c¢ikan onarici ajan kimyasal bir reaksiyonu
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tetikleyerek hasarin onarilmasini saglar (Sekil 2.3.1.1). Yalnizca kiire sekliyle sinirh
kalmayan bilim insanlari, polimer matrise gdmiilen 3D kilcal damar yapilar veya lif
aglar1 da kullanmislardir. Mikrovaskiiler yapilar1 sayesinde onarici ajan hasarli bolgeye
ulagabilmektedir. Kapsiilasyon olmadan da, kirik zincir uglariyla reaksiyona girebilen
reaktif katalizor barindiran formiilasyonlar, digsal kendi kendini onarma kategorisine
girmektedir. Wass ve c¢alisma arkadaslarinin yaptigi calismada, ucagin kanadindaki
kiiciik capli hasar1 onlemek i¢in metal triflat onarici ajani, epoksi regine igerisine
gomiilerek sicakliga baghh malzeme gelistirmislerdir [51]. Sicakliga bagli oldugundan
ucagin uctugu rotaya gore onarim siiresi degismesi, onarici ajandan sonra rengin
kirmiziya donmesi yolcular1 tedirgin edeceginden gelistirilmeye aciktir. Benzer bir
calisma NASA’nin uzayda mikrometeor carpmasi gibi ufak hasarlar1 6nlemek i¢in orta
tabakanin viskoz siv1 oldugu, hasar oldugunda sivinin boslugu doldurmasi diisiiniilerek,
sandavi¢ seklinde iic katmanli oksijenle tetiklenen malzeme sentezlenmistir. Digsal
kendi kendini onaran materyalin dezavantaji, mikrokapsiiliin tek seferlik iyilesme
gostermesi, viicuttaki sistemlerin daha karmasik olmasi ve bunun endiistriyel iiretimi

azaltabilmesidir [52].

Mikrokapsiil

Onanci ajan

Hasar Onanlmis Hasar

Sekil 2.3.1.1 Enkapsiilasyon Semasi [53]

2.3.2. i¢sel Onarma (Intrinsic)

I¢sel kendi kendini onarma, bir iyilestirici ajan olmaksizin, kendiliginden ya da dis bir
uyaran kullanilarak gerceklesir [54]. Bazi materyaller iyilesme gostermek icin 1s1, 151k

ya da elektrik akimina ihtiyag duyar. igsel kendi kendini onarma kovalent bag ve

kovalent olmayan bag seklinde iki tiirde de gergeklesebilir (Sekil 2.3.2.1).
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Sekil 2.3.2.1 I¢sel Onarma Tiirleri

2.3.2.1. Kovalent Olmayan Bag ile Kendi Kendini Onarma

Kovalent olmayan kendi kendini onarmada, hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi,
iyonik etkilesimler, konak-konuk etkilesimleri ve metal-ligand etkilesimleri gibi non-
kovalent etkilesimler fiziksel c¢apraz bag olarak kullanmistir. Bu kovalent olayan
etkilesimler, kovalent baglardan zayif olmalarina ragmen, geri-doniisiimlii yapilari
nedeniyle hasar sirasinda kopan baglarin yeniden bi¢imlendirilmesini saglar [55-58].
Tek baglarina kullanilabildikleri gibi, kovalent baglara destek olmak icin sisteme ek

olarak da eklenebilmektedirler.

Hidrofobik Etkilesimler

Hidrofobik etkilesimler, polar olmayan hidrofobik gruplarin non-kovalent
etkilesimleriyle olusan tersinir etkilesimlerdir. Hidrofobik iinite, hidrofilik ({inite,
sirfaktan ve elektroliklerin oldugu miselar polimerizasyonu ile kendi kendini onarma
alaninda kullamlmaktadir. Ornegin, Okay ve ¢alisma arkadaslari, sodyum dodesilsiilfat
ve elektrolik varliginda hidrofobik stearil metakrilat (C18) ve hidrofilik akrilamitin
kopolimerizasyonuyla kendi kendini onaran hidrojel sentezlemistir. Uzun zincirler
sayesinde 3600%’e kadar uzama ve oda sicakliginda %100 kendi kendini onarim elde

etmistir [59].
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Hidrojen Bag:

Hidrojen bagi, F,O,N elektronegatif atomlarina direkt bagli hidrojen atomunun yaptig
tersinir elektrostatik etkilesimlerdir. Supramolekiiler kimyasi i¢in yaygin olarak
kullanilir. Molekiilleraras: etkilesimi, kovalent ve iyonik bagdan daha diisiik olmasina
ragmen jellesmeyi saglar ve kendi kendini onarim gosterebilir [60]. Gligli bir bag
afinitesi saglamak i¢in c¢oklu hidrojen baglarina ihtiya¢ vardir. Hidrojel sentezinde
yardimci etkilesimler olarak viskoelastik 6zellikleri, polimerin kristalitesini, mekanik ve
sisme Ozelliklerini etkilemektedir. Ornegin, polivinil alkol H-bagi igeren, belirli
konsantrasyonda kendi kendine onarim gosteren hidrofilik bir polimerdir. Sabzi ve
calisma arkadaglari, agar ve polivinil alkol kullanarak olusturduklar1 ¢aprazbagl cift
aglt hidrojelin 10 dk igerisinde kendi kendini onararak orijinal uzamasinin 2.5 kat
fazlasina kadar esneme gosterdigi rapor edilmistir [61]. Teng ve calisma arkadaglari,
oligo etilen metakrilat ve metakrilik asit ile olusturulan kimyasal capraz bagl hidrojelin,

H-baglar araciligi ile 37°C’de 24 saatte kendi kendini onarabildigini rapor etmistir [62].

Iyonik Etkilesim

Iyonik etkilesimler, zit yiiklii iyonlarn ve polielektrolitlerin  elektrostatik
etkilesimleridir ve kendi kendini onarma o6zelligi gostermektedirler. Polielektrolitler
arasindaki zit yiiklii iyonlar etkilesimleri, basitge karistirilarak elde edilebilir. Ancak
mekanizma net iyon yiikii, pH gibi dis kosullara baghdir [63]. Cao ve calisma
arkadaslari, vinilden florid-co-hekzafloropropilen sentezleyerek iyon-dipol etkilesimi ile
robotikte yapay kasi elektronik olarak aktive etmek iizere yiiksek esnekllikte,
transparan, iyonik iletkenlik saglayan sistem gelistirmislerdir. Wolverine benzeri
denilen bu malzeme 24 saat icerisinde dis uyarana ihtiyag duymadan kendi kendini
onarabilme 0Ozelligine sahiptir [64]. Zang ve calisma arkadaslar1 agar/poli(akrilik asit)
(PAA)-Fe” dinamik hidrojel sentezlemistir. Hidrojen bag ile agar birincil ag yapiyi
olustururken, PAA ionik bag ile ikincil ag yapiyr olusturmaktadir. 48 saate kendi
kendini onarabilen jelin, mekanik 6zelliklerinin ilk haline gore azaldig1 rapor edilmistir

[65].
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Konak-Konuk Etkilesimleri (Host-Guest)

Konak-konuk etkilesimleri, iki ya da daha fazla bilesigin, birbirini tamamlayan
yapilarinin biraraya gelmesinden olusur. Konak-konuk arasinda hidrojen bagi.ya da
elektrostatik  etkilesimler gibi non-kovalent etkilesimler bulunmaktadir. Bu
etkilesimlerin tersinir dogas1 supramolekiiler etkilesimlerde kendi kendini onarabilen
caprazbagli ag yapilar olusturmaktadir. Capraz bagin kuvveti, secilen konak-konuk
arasindaki afiniteye baghdir. Konak molekiilleri, farkli konuk molekiillerini
barindirabilecek i¢sel oyuga sahip olmasi gerekir. En popiiler olarak kullanilan konuk
molekiilii, hidrofilik dis ylizeyi, hidrofilik i¢ ylizeyi ile amfilik 6zellik gosteren, kesikli
koni seklindeki biyouyumlu siklodekstrindir [66]. Liu ve c¢alisma arkadaslarinin
sentezledigi B-siklodekstrin-ferrosen konak-konuk etkilesimi ile, boraks ve polivinil
alkol arasinda borat ester bagi kurarak, ¢ift dinamik bagli %95 kendi kendini onarim

gosteren hidrojel sentezlemislerdir [67].

Metal-Ligand Etkilesimleri

Metal iyonu ve ligand, polimer zincirinin sonunda ya da askida olmalarina
bakilmaksizin biraraya gelir, kompleks koordine bag olusturarak polimer matrisini bir
arada tutar. Metal-ligand etkilesimi, ¢ok sayida metal iyon varligi, yliksek baglanma
enerjisinden dolayr yonelimli karakteristigiyle kolaylikla ligandina ulasabilmesi
bakimindan dikkat c¢ekicidir. Metal-ligand komplekslerinde olusan koordine bag
disosiye olup, elektromanyetik 1s1mayla ya da sicaklikla tekrar birleserek kendi kendini
onarma 6zelligi gosterir. Ornegin UV 1s18a maruz kalan metal-ligand koordinasyonu,
absorpsiyon ile elektriksel olarak uyarilir, desorpsiyonda ise enerji 1stya doniiserek,
gecici olarak metal-ligan baginin kirilmasina sebep olarak tersinir 6zellik gosterir.
Metal-ligand kuvvetinin tek basina yeterli oldugu, 2,6-piridindikarboksamit ligandi,
polidimetilsiloksan ile entegre edilerek, demir (II) ile kompleks olusturuldugunda oda
sicakliginda kendi kendini onarma gostermistir (Sekil 2.3.2.2). Zayif baglar enerjinin
dagilmasii saglarken, metal iyonu ise hizli tersinir bag icin ligandina yakin bulunarak

kuvvetli etkilesimler yapmaktadir [67-70].

15



| RS
0 SN >N, N
) Kuvvet
N | o ) o | o
Fe/ ‘ - Fo
- ~ ’
9 | N 0 0
N
N J 0 N
H | ” AN ”
Z y
— Kuvvetli Orta — Zayif
Koordinasyon Koordinasyon Koordinasyon

Sekil 2.3.2.2 Metal-ligand Reaksiyon Sema Ornegi [70]

2.3.3. Kovalent Bag ile Kendi Kendini Onarma

Agilhidrazon, boronik ester bagi, disiilfit bagi, Diels-Alder reaksiyonlari, oksim bagi ve
Schiff-baz gibi dinamik kovalent baglar1 icermektedir. Tersinir kovalent dogalari, non-
kovalent etkilesim gosteren yapilara kiyasla malzemenin mekanik dayanimini

arttirmaktadir [71].

Boronik Ester Bag:

Boronik ester, boronik asit tiirevlerinden ve 1,2/1,3-diollerin tersinir kondensasyon
reaksiyonuyla olusmaktadir (Sekil 2.3.2.3). Ornegin, Shan ve ¢alisma arkadaslari, kendi
kendini onaran, tersinir fenil borat ester baga sahip yapiskan ve biyouyumlu PEG bazli
hidrojel sentezlemislerdir. Dort kollu PEG ile fonksiyonellendirilmis dopamin ile fenil
boranik asit (PBA) modifiye edilmis PEG’den olusan hidrojel pH 9’da sentezlemistir.
Kesilen hidrojelin 30 sn igerisinde tekrar yapistig1 rapor edilmistir [72]. Boronik esterin
kararliligt pH ile ayarlanarak, kendi kendini onarim icin uyar1 cevap seklinde
kullanilabilir. Fakat boronik ester, alkali ortamda etkinlik gosterdigi i¢in biyolojik
sistemlerde kullanim1 sinirlidir. Bunu asmak i¢in, Deng ve calisma arkadaslari, boronik
ester ¢aprazbag igeren, karbonil oksijeni ile boron arasinda i¢ koordinasyon ile asidik ve

notral ortamda kendi kendini onarabilen malzeme sentezlemeyi basarmislardir [73-74].
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Sekil 2.3.2.3 Boronik ester Reaksiyon Semasi [53]

Diels-Alder Siklokatilmasi

Diels Alder reaksiyonlar1 (DA), yiiksek segciciligi, yiiksek verimi, yan (iiriin
olusturmamasi bakimindan dinamik kovalent bagl hidrojellerde siklikla kullanilmaktadir
[75]. Konjuge dienlerin olefin ya da alkenlerle reaksiyonuyla alti karbonlu halka
olusturan, yiiksek sicaklikta tersinir ozellik gosteren reaksiyonlardir (Sekil 2.3.2.4).
Yiiksek sicakliktaki kararsiz yapisi sebebiyle termal olarak tersinirlik gosteren (DA)
iriinleri, termal uygulama gerektiren alanlarda termal onarim i¢in kullanilabilmektedir.
Ornegin furan-maleimit DA reaksiyonu, termal uyaran sistemler i¢in idealdir [76].
Sensor, elektronik aygit yapiminda kullanim alani bulsa da, biyomedikal uygulamalar
icin hem furan tiirevi kimyasallarin toksisitesi, hemde onarim igin gereken yliksek
sicakliktan dolay1r biyomedikal uygulamalar i¢in kullanimini siirlandirmaktadir. Bu
sebeple DA, doku miihendisligi alaninda kullanilmak {izere sentezlenen hidrojellerde
polimer matrisi olusturmak i¢in ¢aprazbaglanma yontemi olarak kullanilmakta, kendi
kendini onarim ig¢in ise adipik asit gibi ortam sicakliginda onarim gdsteren ek dinamik

bag eklenmektedir [77].
o1

Y
\,LH*——‘

Sekil 2.3.2.4 Diels-Alder Reaksiyon Semasi [53]

Disilfit Bag:

Disiilfit baglar, tiyol gruplarinin oksijen ile oksidasyonundan elde edilir (Sekil 2.3.2.5).
Mekanik ya da kimyasal bir uyaran ile kirilabilen bu baglar, uyaran ortadan
kaldirildiginda tiyol-disiilfit degisim denilen kimyasal reaksiyona ugrayarak tekrar
olusturulur. Geleneksel metodlar saatler veya giinler siirerken, disiilfit bagi iceren

hidrojeller dakikalar igerisinde jellesmektedir. Genis pH araliklarinda stabilitesini
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korumaktadir. Kendi kendini onarabilen distilfit bazli hidrojeller, ilag taginimi vb.
medikal alanlarda, elektronik cihazlarda ve kaplamalarda siklikla kullaniimaktadir.
Ornegin, Lafont ve calisma arkadaslari, EPS25, EPS70 gibi recineler ile penraeritritol
tetrakis(3-merkaptopropionat)’1 kullanarak disiilfit iceren termosetlerin ¢aprazbag ve sert
zincir yapisinin kendi kendini onarma {izerindekini etkisini ¢alismiglardir. 20-300 dk.
icinde 65°C’de kendi kendine onarim oldugunu belirtmislerdir. Oksijene duyarli olmasi
tiyol gruplarinin zamanla okside olarak kendi kendini onarim 06zelligini azaltmakta ve
kullanimin1 sinirlandirmaktadir. Pepels ve c¢alisma arkadaslan, diglisidil eter T25,
pentaeritritol tetrakis(2-merkaptopropionat) ve dimetilaminopropilamin kullanarak tiyol-
distilfit degisim reaksiyonuyla 24 saatte kendi kendini onarmanin tamamlandigini, ancak
atmosferik kosullarda uzun siire kaldigi zaman tiyol gruplarinin oksidatif birlesme
(coupling) reaksiyonundan dolayr kendi kendini onarma etkinliginin azaldigini rapor

etmislerdir.

g S ~ "sH + HS.,

-
oksidasyon

Sekil 2.3.2.5 Disiilfit Reaksiyon Semasi
Oksim Bag

Oksim bagi, imin sinifina ait, hidroksilamin ve aldehit/keton gruplar1 arasinda olusan
dinamik kovalent bagdir (Sekil 2.3.2.6). Yiiksek reaksiyon afinitesi, 1limli reaksiyon
kosullari, zararsiz yan iirlin ve stabilitesi sebebiyle tercih edilmektedir. Oksim degisim
reaksiyonu, asir1 alkoksiamin ile tetiklenmektedir [78]. Mukherjee ve ¢aligma arkadaglar
N,N-dimetakrilamit ve diaseton akrilamit ile oksim bag1 igeren hidrojel sentezlemistir.
Oksim bagmnin kovalent yapist mekanik biitiinliige yardim etmektedir. Alkoksiamin
asiris1 eklendiginde, oda sicakliginda asidik kosullar altinda hasara karst onarim

gosterdigi rapor edilmistir [79].

-H,0
/O\ 2 \ O\
/§O + H2N R' N
+H20

R

Sekil 2.3.2.6 Oksim Reaksiyon Semasi
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Acilhidrazon

Acilhidrazon bagi, aldehit ile hidrazitin yogunlagsma reaksiyonuyla olusan dinamik bir
bagdir (Sekil 2.3.2.7). Ilimli kosullar altinda tersinirlik gosterir. Agilhidrazon baginin
olusturulmasinda siklikla kullanilan adipik asit dihidrazit (ADH) homobifonksiyonel,
toksik olmayan ve insan viicudunda hizlica metabolize edilen niikleofilik bir
molekiildiir. Hyaluronik asit, dekstrin, aljinat gibi oksidatif yarilma ile aldehit
fonksiyonellendirilmis polisakkaritlere ¢apraz baglayici olarak ya da yapiya entegre
edilip monohidrazit fonsiyonu olarak kullanilmaktadir. Biyouyumlugu ile in vitro ve in
vivo caligmalar i¢in siklikla tercih edilmektedir. Okside hyaluronik asit ve ADH
herhangi bir katalizor ya da baslaticiya ihtiyag duymadan hizlica agilhidrazon bagi
olusturmaktadir (80). Wang ve calisma arkadaslari, jelatin, okside aljinat ve ADH ile
Schiff-baz ve agilhidrazon igeren, birka¢ dakika i¢cinde kendi kendini onarabilen enjekte
edilebilir hidrojel sentezlemistir [53]. An ve arkadaslari, aspartik asitten siliksinimit
sentezlemis, hidrazid ve etoksil grubu ile fonksiyonellendirerek polietilen glikol

dialdehit ile tersinir hidrazon bag1 yaparak hidrojel elde etmislerdir.
RN N
. o R N. =
Y NHp + 07 'R Y ONTR
o)

o)
Sekil 2.3.2.7 Ag¢ilhidrazon Reaksiyon Semasi

Schiff-baz

Schiff-baz olarak da adlandirilan imin baglari, aldehit ve amin grubu arasinda olusur
(Sekil 2.3.2.8). Tersinirdir ve genellikle asit katalizorliigiinde
gerceklesir. Geleneksel kovalent baglarla karsilastirildiginda daha 1limli reaksiyon
kosullarma sahiptir ve yan iiriin iiretmez. Ornegin Caia ve arkadaslarinin hazirladig
aldehit ile modifiye edilmis PLGA ve kitosan kullanilarak elde edilen Schiff bazi
hidrojel, 6 saat i¢inde %93’e kadar onarim gostermektedir. Zhang ve arkadaslar
polietilen glikolii, 4-formilbenzoik asit ile fonksiyonellendirerek aldehit yapisi elde
etmistir. Etilendiamin ile amin fonksiyonu kazandirilan agaroz ile 15 sn reaksiyona
sokarak Schiff bazi hidrojel sentezlemislerdir. pH’a duyarli hidrojele asit eklenerek

bozulan yapi, baz ekleyerek notral ya da alkali ortamda tekrar eski haline getirilmistir.
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Kapsiillenmis ajanin kontrollii saniliminda kullanimi i¢in umut vaat etmektedir. Wu ve
arkadaslari, alginati okside ederek dialdehit grubu elde etmis, kitini akrilamit ile
modifiye ederek yapiya amino grubu kazandirmistir. Kesildikten sonra pargalar birbiri
ile temas ettirildiginde disaridan bir miidehaleye gerek kalmadan pH’a duyarli kendi
kendini onaran ozellik gostermistir. Ayrica kendi kendine onarmanin, dondurulduktan
sonra rehidrasyonla tekrar aktive edilebildigi bulunmustur. Olusan yarik 10 dakika
sonra onarilmaya baslanmis, 1 saat iginde tamamen izi kaybolmustur. Zhang ve
arkadaslari, etilen diamin ile fonksiyonellendirilmis agaroz ve dialdehit ile
fonksiyonellendirilmis PEG ile, 1 saat i¢inde oda sicakliginda kendi kendini onarabilen,
asidik kosullarda bozulup, nétral kosulda formunu geri kazanabilen, %80 nin iistiinde

canlilik gbsteren enjekte edilebilir hidrojel gelistirmislerdir [81].

R. =
N/\R'

R. N o

Sekil 2.3.2.8 Schiff-baz1 Reaksiyon Semasi

Okside ksantan ve 8 kollu toksik olmayan PEG hidrazid ile sentezlenen pH’a duyarl,
enjekte edilebilir jel, fizyolojik sicaklikta 24 saaat i¢inde kendi kendini onarim
gostermistir. Numune kesildikten hemen sonra dondurup, 6 saat sonrasinda da kendi
kendini onaran Ozellik gosterdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda Doksorubisin gibi
kemoterapoétik ajan tasiyabilmesi ilag taginimi i¢in uygundur. MTT testlerinde de toksik

olmadig1 gozlemlenmistir.

Diels-Alder’in yiiksek sicaklikta tersinir Ozellik gdstermesi, disiilfit bagin oksijenle
temas ettiginde kendi kendini onarim o6zelliginin azalmasi, borat esterin pH’a bagh
olusu gibi kisitlandirmalar nedeniyle, yara Ortiicli biyomalzemelerin yapiminda

fizyolojik sicaklik ve pH’ta etkinlik gosterebilen dinamik baglar sinirlidir.
2.4. Polietilen Glikol (PEG)

Polietilen glikol (PEG) inert bir malzeme olmasinin yaninda kolaylikla modifiye
edilebilmesi onu tercih edilebilir kilmistir. Biyouyumlulugu ve suda c¢oziiniirligi
sayesinde hidrojel hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilir. Endiistriyel tiretimden doku

rejenerasyonunu desteklemek icin ilag dagitim matrislerine kadar ¢esitli uygulamalarda
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kullanilmaktadir. Akrilat ve metakrilat modifikasyonu ile yapiya ¢ift bag katilarak
polimer matrisinin iskelet yapisinda yer almasi saglanmistir. Radikalik baglatict ile
kolaylikla kiirlenebilmektedir. Ticari olarak da bulunan polietilen glikol diakrilat
(PEGDA), farkli molekiil agirliklarinda sentezlenebilmesi, yapinin mukavemetinin
kontrolii acisindan onemlidir. Lin-Gibson ve c¢alisma arkadaglart yiiksek verimle,
polietilen glikolii metakrilik anhidrit ve izosiyanato etilmetakrilat ile modifiye etmisler
ve hidrojel sentezlemislerdir. Hiicre ¢alismalarinda hiicrelerin iki hafta sonrasina kadar

canli kaldigini tespit etmislerdir [82].
2.5. Jelatin

Jelatin kendi kendini onarma c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Jelatin, kolajenin
denatiire edilmesiyle elde edilir (Sekil 2.5.1). Biyouyumlulugu, biyobozunurlugu,
dokulardaki ektraseliiler matris (ECM) ile kimyasal benzerlikleri, 3-D hiicre kiiltiirii
icin uygun olusu, islevsel fonksiyonel gruplara sahip olmasi bakimindan
biyomalzemelerin yapiminda siklikla kullanilmaktadir. Dezavantaj olarak zayif mekanik
ozellikleri, enzimatik bozunmaya duyarliligi, yiiksek viskozitesi sayilabilir. Ayrica
jelatinin 37°C’nin altinda {iglii heliks yapisi fiziksel olarak jel olusturmaktadir. Ancak
bu kovalent olmayan etkilesimler, 37 °C’nin tistiinde kolaylikla bozulmaktadir. Bu da
jelatini farkli kimyasallarla birlikte kullanilma ya da modifiye edilme ihtiyacim
dogurmustur. Bir¢ok calismada jelatin metakrillenerek polimer matrise eklenmistir, ya

da ADH ¢apraz bag modifiye dilerek acilhidrazit bag: eklenmistir [83]

il | -
i |
il

Kolajen Jelatin

Sekil 2.5.1 Jelatinin kolajenden eldesi

2.6. Vanilin

Vanilyanin, parfiimden yemege oldukc¢a genis kullanim alani bulunmaktadir. Cigekleri
tozlagma icin ar1 ve sinek kuslarina ihtiya¢ duyar. Diinyanin vanilya ihtiyacinin %80’ini

Madagaskar karsilasa da, Meksika vanilyanin arilar tarafindan tozlastirildig: tek yerdir.
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Sekil 2.6.1 Vanilyadan Ekstrakte Edilen Molekiiller

Vanilin (4-hidroksi-3-metoksi benzaldehit), vanilya meyvesinden ekstrakte edilir (Sekil
2.6.1). Ekstrakte etmek olduk¢a maliyetli oldugu i¢in kimyasal olarak da
sentezlenmektedir (Sekil 2.6.2). Vanilin raf émriiniin kisa olmasi, suda ¢ozlniirligiiniin
az olmasi ve termal stabilitesinin diisiik olmas1 onun ¢alisma ortaminin 6zenle segilmesi

gerektigini gosterir [84].

HO o
e o )
HO” "0
OH O HO
Vanilin glikozit Gayakol
(0] Vanilya meyvesi Petrol Tiirevleri
/OD/\)\OH /OD/\/\OH
HO HO
Ferulik asit Konferil alkol
Pirin¢ Kepegi O Ladin Lignin
(0]
7~
HO/\@/OH H /OW
HO™ “OH
OH HO Ho
Glikoz Vanilin Ojenol
Karanfil Yag:

Sekil 2.6.2 Vanilin Sentez Yontemleri

Vanilinin dogal fenolik yapida olmasi onun biyoaktivitesinin bir gostergesidir.
Antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikte olmasi, Cava-roda ve calisma arkadaslarinin

sentezledigi kitosan membranda bakteriyel biiyiimeyi engelledigi goriilmiistiir [85].
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Aldehit ve hidroksil gruplarmin varligi bir¢ok kimyasal modifikasyon yapilmasini
saglayarak  vanilinin  polimerik  materyallerin  iiretilmesinde  kullanimini
arttirmaktadir [86]. Vanilin bazli dinamik kovalent baga sahip calismalar siirhidir
ayrica mekanik ve kendi kendini onarma oOzellikleri gelistirilmeye agiktir. Lin ve
calisma arkadaslarinin  rapor ettigi, vanilin konsantrasyonu, vanilin-kitosan
hidrojellerinin, kendi kendini onarma kapasitesi i¢in kritiktir. Lee ve c¢alisma
arkadaslari, fonksiyonellendirilerek polimer matrise entegre edilen vanilin ve sisteinin,
imin ve disiilfit baglar1 sayesinde 1s1 ya da UV 1s1ma ile kendi kendini onarabildigi rapor
edilmistir. Hunger ve ¢alisma arkadaglari, vanilin miktarini iki kat arttirmanin basma

kuvvetini gelistirdigi ve daha yavas biyobozunma sagladigini rapor etmistir [87-89].

Son zamanlarda Schiff-bazi iceren kendi kendini onarma ile ilgili yapilan ¢alismalar,
cogunlukla oksidatif yarilma, ile aldehitle fonksiyonellendirilen polisakkaritlerin ya da
4-formilbenzoik asit icerikli polimerlerin sentezinde kullanildig1 rapor edilmistir[90].
Bu yontemlerin her birinde, polimerin yapisal 6zelliklerinden 6diin verilmesi veya ¢ok
asamali sentezden kaynaklanan safsizliklarin g6z ardi edilememesi kag¢inilmazdir.
Ayrica, imin bazli hidrojellerin ¢apraz baglar1 daha zayif oldugu icin mekanik 6zellikler
tatmin edici degildir. Bununla birlikte, mekanik olarak gii¢lii bir geleneksel hidrojele bu
Ozelliklerden 6diin vermeden kendi kendini iyilestirme oOzellikleri eklemenin en
kullanishi ve en kolay bir yolu, tek adimda sentezlenebilen vanilin metakrilat
monomerini kullanmaktir.

Bu nedenle, bu tez calismasinin ilk ¢aligmasinda metakrilat ile fonksiyonellestirilmis
vanilin (M-VAN) basit ve etkili bir teknik kullanilarak sentezlenmistir. Ayrica M-VAN,
diger aldehit kaynaklar1 gibi dinamik tersinir bir bag i¢in sadece Schiff baz olusumuna
katkida bulunmamis; ayn1 zamanda radikal polimerizasyon ile gli¢lii bir polimer
zincirinin olusumunda da gorev almistir. Bu amagla, hazirlanan hidrojeller, Schiff baz
reaksiyonu ve UV ile baslatilan polimerizasyon teknikleri ile hazirlanmistir. PEI’nin
amin gruplari, M-VAN ile dinamik imin baglar1 olusturmus, ayn1 zamanda hidrojelin
mekanik mukavemetine de katkida bulunmustur. Eszamanl olarak, kararli kovalent ag
yapi, UV 1silariyla baglatilmis serbest radikal polimerizasyonuyla sentezlenmistir..
Gigcli.  kovalent baglantilar  hidrojellerin  mekanik  6zelliklerini  gelistirirken,
monomerlerin (veya oligomerlerin) fonksiyonel yan gruplar1 kendi kendini 1yilestirmeye

yardimci olmak i¢in ekstra bir H-bag1 saglamistir.
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Schiff-baz ve acilhidrazon reaksiyonlarinda aldehit kaynagi olarak genellikle
gluteraldehit  gibi kiigiik caprazbaglayic1 kullanilmaktadir. Ancak gluteraldehitin,
sitotoksik olmasindan dolayi, dogal kaynakli ya da sentetik alternatif arayisina
gidilmistir. Giinlimiizde dekstran, hyaluronik asit ve aljinat gibi polisakkaritlerin
oksidasyonu ile elde edilen reaktif aldehit gruplar: ile aldehit gruplari olusturulmustur.
Polisakkaritlerin zay1f mukavemetine alternatif dialdehit ile fonksiyonellendirilmis PEG
polimer matrise esneklikle birlikte dinamik c¢aprazbag kazandimasi yoniinden
avantajhidir. Dialdehit ile fonksiyonellendirilen PEG genellikle 4-formil benzoik asit
DMAP/DCC katalizorliiglinde esterlesme ile sentezlenmektedir.

Ikici calismada ise dis uyarana ihtiya¢ duymadan dinamik ve tersinir agilhidrazon bagi
ile oda sicakliginda kendi kendini onarabilen hidrojel sentezlenmistir. Yapiya hem
esneklik hem de dinamik c¢apraz bag katmak adina PEGI1500, dialdehit ile
fonksiyonellendirilmistir. Bunun i¢in aldehit kaynagi olarak katalizor ile sentezlenen
muadillerine alternatif daha kolay bir yontem olan asetik anhidrit varliginda DMSO ile
okside edilmistir. PEG zincirine 4-formil-benzoik asitte oldugu gibi aromatik grup
eklenmemesi, sentez kolaylig1 agisindan avantajlidir. Polimer matrisi desteklemek i¢in

ise PEG1500-diakrilat sentezlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Adipik asit dihidrazit (ADH )

Molekiil Agirhigi: 174,2 g/mol

Asetik Asit

O

Hon

Molekiil Agirligi: 60,052g/mol

Dibutyltin Dilaurat (DBTDL)

Molekiil Agirligi: 631,56 g/mol

Dietil eter
Molekiil Agirligt: 74,12g/mol

Diklorometan

cl” >cl

Molekiil Agirligr: 84,93g/mol
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Etanol
N OH
Molekiil Agirligi: 46,07 g/mol (%99)

Fiimarik asit

O

O

Molekiil Agirligi: 116.072 g/mol

Hekzan

NN

Molekiil Agirligi: 86,18 g/mol

2-Hidroksi-2-Metilpropiofenon (Daracure 1173)

OH

O
Molekiil Agirligr: 164,20 g/mol

Izosiyanato etilmetakrilat (IEMA)

o]

N
\0

Molekiil Agirligt: 155,15 g/mol, Sigma Aldrich
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Jelatin

(o] o o
lw 0w
C—N—(l:H—C—N—?H—C—N—ch—C—
H CH
Ho w1 T 7
MN*?H*C*N*?H*C*N CH, CH,
|
CH Sh,
|
lilH
(|:=NH2

z
-
5

Molekiil Agrligi: 300 g, Bloom

Metakrilik anhidrit

O O
YL O)L]/
Molekiil Agrligi: 156,16 g/mol
Metilen bisakrilamit (MBA)

S A

H H

Molekiil Agirligr: 154,17 g/mol
N-hidroksietilakrilamit

O
\)LN/\/OH

H

Molekiil Agirligi: 115,13 g/mol

Poli(etilenglikol)diakrilat (PEGDA)
O
oA N
0 n

Molekiil Agirligi: 700 g/mol
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Polietilenimin (PEI)

NH

N

*\/N\/\hﬂ/

Molekiil Agirligi: 50.000-100.000 g/mol, 30 % w/v sulu ¢ozeltisi

Trietilamin (TEA)

/\N/\

N

Molekiil Agirligi: 101,193 g/mol

Vanillin

Molekiil Agirligr: 152,15 g/mol, AROMSA
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3.2. Kullanilan Cihazlar
UV Reaktor

Hidrojel i¢indeki, ¢ift bagli monomerlerin fotopolimerizasyonu gerceklestirmek igin

Luzchem Research inc. ICH-2 249 model fotoreaktor kullanilmastir.
Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Sentezlenen polimerin fonksiyonel gruplarinin karakterizasyonu i¢in Perkin Elmer
Spektrum 100 kullanilmistir. Orneklerin fonksiyonel gruplart 4000 ile 600 cm™ arasinda
direkt 6l¢iim yapildi.

Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektrofotometresi ((HNMR)

Fonskiyonellendirilmis monomerlerin, fonksiyonel grup tayini i¢in Varian Gemini 400

MHz '"HNMR kullamld:. Solvent olarak détero kloroform kullanild.
Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Hidrojellerin, Tg degerini 6lgmek i¢in Perkin Elmer Diamond DSC kullanilmistir.
Omnekler, safsizliklarmin uzaklastirilmasi igin gece boyu suda birakildi ve tartimda
sabitlenene kadar 2 giin etiivde birakildi. ilk calismada, sicaklik ilk tur -50°C’den
70°C’e, ikinci tur -50°C’den 200°C ’ye 10 °C/dk 1sitma hiziyla arttirildi. ikinci
calismada sicaklik ilk tur -30°C’dan 150°C’ye, ikinci tur -30°C’den 200°C ’ye 10 °C/dk

1s1itma hiziyla arttirildu.

Cekme-Kopma Mekanik Testi

Hidrojellerin, mekanik mukavemetini dlgmek i¢in Zwick-Roell BDO-FB0.5TH marka
cihaz1 kullanilarak yapildi. Ornekler 50x5x1 mm ebatlarinda hazirlandi. Test %100
deformasyon ile oda sicakliginda ilk ¢alisma i¢in 6n yiikii 0,01 N ve test hiz1 10 mm/dk,
ikinci ¢aligma icin 6n yiikii 0,01 N ve test hiz1 40 mm/dk olarak uygulandi. Test en az
li¢c kez tekrar edildi.
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Taramal Elektron Mikroskobu ve Taramal Gecirimli Elektron Mikroskobu

(SEM ve STEM)

Hidrojellerin morfolojik karakterizasyonu i¢in Phillips XL 30 ESEM-FEG cihazi
kullanilarak SEM ve STEM analizleri yapilmistir.

Optik Mikroskop

Hiicre ekili hidrojel goriintiileri ve kendi kendini onaran hidrojel goriintiileri i¢in Zeis

Axio ZI Invert Mikroskop kullanildi.
Plate Okuyucu

Hiicre canlilig: testlerinde absorbanslar 570 nm’de, Thermo Multiskan GO microplate

spektrofotometre (Fisher Scientific) ile okundu.
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3.3. Deneysel Yontem
3.3.1. Schiff-baz Bazh Hidrojel Sentezi
3.3.1.1. izosiyanat ile Metakrillendirilmis Vanilin Sentezi

M-V AN, vanilin ile IEMA’nin reaksiyonundan sentezlenmistir (Sekil 3.3.1.1.1). Bunun
icin 1 g vanilin, 10 ml toluende 60°C’de ¢oziildii. Azot atmosferi altinda 1.5 damla
DBTDL eklendi. Ardindan damla damla 1,020 ml izosiyanatoetil metakrilat eklendi.
Reaksiyon hiz1 300 rpm, reaksiyon siiresi ise 3 saat olarak ayarlandi. Saflagtirmak i¢in
hekzanda ¢oktiiriildii. 10000 rpm’de santrifiijlendi. Elde edilen metakrillenmis vanilin
iki giin vakum etiiviinde 30°C’de birakildi. (Verim %85). Sentezlenen M-VAN’nin

FTIR ve 'H NMR ile karakterizasyonu yapildi.
Cioktirme Vakum
—_— — oo
l J Verim 85%

o]}
9 o N
N DBTDI NN
0/\/ \c 0°C 3 s
\ 60°C,3 sa o o
\ (|)

o

Sekil 3.3.1.1.1 M-VAN Reaksiyon Diizenegi ve Reaksiyon Semasi

3.3.1.2. Kendi Kendini Onaran Hidrojel Sentezi

Hidrojel kombinasyonlari fotopolimerizasyon yontemiyle sentezlendi. ilk olarak M-
VAN, 4,5 ml etanolde c¢oziildii. Cozeltiye fiimarik asit, polietilen glikol diakrilat
(PEGDA 700) eklendi. Ardindan Polietilen imin (PEI) ve Daracure 1173 eklenerek,
prepolimer karistm 1 dk. vortekslendi. Her iki tarafi 1s1 ile sabitlenen pipetlere
doldurulan monomer karigtmi UV reaktorde 15 dk. polimerlestirildi. Reaksiyon
sonrasinda hidrojellerin FTIR ile karakterizasyonu yapildi. Jel kombinasyonlar1 Tablo

3.3.1.2°de verilmistir.
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Tablo 3.3.1.2 Schiff-baz Bazli Hidrojel Kombinasyonlari

No  M-VAN(g) PEI(g) PEGDA(g) F:s‘:':(‘;k Jel icerigi (%)
A0 0,3 0,013 0,2 0,1 88,5
A2 0,3 0,013 0,2 0,3 91,8
A4 0,3 0,03 0,2 0,1 93,7
A6 0,4 0,013 0,2 0,1 94,6
A8 0,3 0,013 0,25 0,1 92,6

3.3.2. Acilhidrazon Bazh Hidrojel Sentezi
3.3.2.1. PEG1500-dialdehit Sentezi

Albright-Goldman oksidasyon yontemiyle sentezlenmistir (Sekil 3.3.2.1.1). 3 g Peg-
1500 nemini kurutmak i¢in gece boyu 65°C’de vakumda birakildi. 10 ml DMSO’da
¢oziildi. 1 ml kloroform ve 2 ml asetik anhidrit eklendi. Reaksiyon oda sicakliginda 12
saat 500 rpm’de karistirildi. Dietil eterde ¢oktiiriildii. Kurutmak igin 40°C’de gece boyu
vakumda birakild1 [88].

12 sa, 25°C

O O O
/U‘OJ\ DMSO 0 H
Ho/\/OMO}:I\/OH > HJ\/ MOW

Sekil 3.3.2.1.1 PEG1500-dialdehit Sentez Semasi [88]

3.3.2.2. PEGDMA1500 Sentezi

Anhidrit esterlesme tepkimesi ile sentezlenmistir (Sekil 3.3.2.2.1). 10 g PEG-1500, olas1
nemini kurutmak i¢in gece boyu 65°C’de vakumda birakildi. 100 ml DCM’de ¢oziildii.

Inert ortamda damla damla 2 g metakrilik anhidrit eklendi. Ardindan 1 g TEA eklendi.
250 rpm’de 4 giin boyunca karistirildi. Dietil eterde ¢oktiiriildii.
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K13 0
O TeEA o
HO/\/O{\/\O};\/OH 4o, 25°C > %( {\/\O&J\K

Sekil 3.3.2.2.1 PEGDMA1500 Sentez Semast

3.3.2.3. Jelatin-Acilhidrazon Bazh Hidrojel Sentezi

0,2 g Jelatin, 40°C’de 3 ml suda ¢oziildii. Cozeltiye 0,2-0,6 g PEG1500-dialdehit, 0,1 g
PEGDMA-1500, 0,02-0,06 g adipik asit dihidrazit ve 0,3 g N-hidroksietil akrilamit
eklendi. 3 dk vortekslendi. Ardindan 0,004 g MBA ve Daracure 1173 ii¢ damla eklendi
1 dk. vortekslendi. Her iki tarafi da kapatilan pipetlere doldurulan monomer karisimi

UV reaktorde 15 dk. UV 1sinlariyla polimerlestirildi.

Tablo 3.3.2.3 Acilhidrazon Bazli Hidrojel Kombinasyonlari

PEG1500- .
Jelatin  ADH . G 50,0 PEGDMA- NHEA MBA Jel Igerigi
No dialdehit 0
(® (® © 1500 (g) (@ (@ (%)
GA-0 0,2 0,02 0,2 0,11 0,3 0,005 72
GA-1 0,2 0,04 0,2 0,11 0,3 0,005 70
GA-2 0,2 0,06 0,2 0,11 0,3 0,005 66
GA-2-1 0,2 0,06 0,4 0,11 0,3 0,005 57
GA-2-2 0,2 0,06 0,6 0,11 0,3 0,005 55

3.3.3. Jel iceriginin Hesaplanmasi

Hidrojel ornekleri jel igeriginin hesaplanmasi i¢in 0,05 g alinarak liyofilizatorde gece
boyu kurutuldu ve (W) olarak tartildi. Kuru hidrojeller, deiyonize suyun igerisinde oda
sicakliginda birakilarak reaksiyona girmemis kisimlarindan arindirildi. Ardindan,
liyofilizatorde kurutuldu ve (W) olarak tartildi. Jel igerigi asagidaki Denklem (1) ile
hesaplandi:
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: W,
Jel igerigi % = — X 100%
Wy

(1

3.3.4. Hidrojelin Sisme Davramisinin Incelenmesi

Hidrojeller sigsme testinin yapilmasi icin saf su igerisine konularak reaksiyona girmemis
kisimlarindan arindirildi. Gece boyu liyogilize edildi ve kuru hidrojeller W4 olarak
tartildi. Kuru hidrojeller distile suyun igine konularak (5 ml) diizenli zaman
araliklarinda (5-2880 dk.) W, olarak tartildi. Olgiim sirasinda suyun fazlasi filtre kagid:
ile giderildi. Sigme testi 3 kez tekrar edildi. Sisme oran1 Denklem (2) ‘e gore hesaplandi:

s0 =%~ Wa y 150
W, 0
(2)

SO: Sisme orani

Hidrojel orneklerin farkli pH’lardaki davranisini belirlemek i¢in gece boyu liyofilize
edildi ve Wy olarak tartildi. Kuru hidrojeller pH’1 2, 4.5, 7, 8 ve 10 olan tampon
cozeltilerine konuldu, dengeye geldiklerinde Wy olarak tartildi. Sisme oran1 Denklem

(2)’deki gibi hesaplandi.
3.3.5. Gozeneklilik Testi

Hidrojellerin gozenekliligi gozeneklilik testi ile belirlenmistir. Hidrojeller, esit sekilde
kesilerek tartilmistir (W;). Gece boyu etanolde birakilmistir. Etanoliin fazlasi filtre
kagidi ile alinarak sigsme sonrasi tekrar tartilmistir (W,). Gozeneklilik asagidaki

Denklem 3 ile hesaplanmistir:

2

. . W, —W;
Gozeneklilik (%) = V—pX 100%

3)
V: Hidrojel hacmi, p: etanoliin yogunlugu
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3.3.6. Hiicre Biiyiimesi ve Canlihik Calismalar:

Insan fibroblast hiicreleri (CDD-1072Sk) ve insan embriyonik bdbrek hiicreleri
(HEK293) kullanilmistir. %10 fetal sigir serumu ve 100Ul/ml penisilin/streptomisin
iceren Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle medyumunda 37°C'de %5 CO,
inkiibatoriinde tutuldu. Hiicre canlili1, Tiazoil Mavi terazolyum bromit (MTT) ajani ile
belirlendi. Kolajen modifiye edilmis yap1, 4 nug ave 8 ug Tip I collagen’in 0,1 M asetik
asit ¢oOzeltisinde sistikten sonra hidrojel yilizeyine entegre edildi. Bu yapilar oda
sicakliginda tim gece desikatorde inkiibe edildi. Sonrasinda hidrojeller esit pargalara
kesilerek (1 cm x 1 cm) UV altinda 1 saat sterilize edildi. Hiicreler 24 kuyulu plate’lere
yogunlugu 5 x 10" hiicre/kuyu olacak sekilde eklenerek 24 saat hidrojellerle birlikte
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, hidrojeller cikarildi ve 0.1 mg/ml MTT ajam
eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kuyucuklar igerisindeki tiim medya ¢ikarild1 ve
300 pl DMSO eklendi. Absorbans degerleri 570 nm’de okundu. Hiicre canliligi
Denklem (4) gore hesaplanmistir:

Uygulamanin ortalama absorbansi

x 100

Hiucre Canliligt % =
& % Kontrolin ortalama absorbanst

(4)

3.3.7. Hiicre Fiksasyonu

CCD-1072Sk ve HEK293 hiicreleri 24 kuyulu plate’e ekildi ve 24 saat hidrojellerle
entegre edildi. Inkiibasyondan sonra, hidrojeller uzaklastirildi ve 1xPBS ile yikand.
Fiksasyon islemi i¢in %2.5’lik gluteraldehit (GA) ¢ozeltisinden 1°er ml kuyucuklara
eklenerek 2 saat oda sicakliginda birakildi. Sonrasinda 1xPBS ile yikanarak GA
uzaklastirildi. Fikse edilmis hidrojeller, artan konsantrasyonlarda (%50’den %100’e) her
10 dk bir degistirilmek iizere etanolde bekletildi. Hidrojeller SEM analizi oncesi -20
°C’de saklandu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Schiff-baz bazh Hidrojel
4.1.1. M-VAN Karakterizasyonu

Vanilinin sahip oldugu aldehit ve hidroksil grubu modifikasyon yapilabilmesi agisindan
farkli amagclarla kullanimina imkan saglamaktadir [90, 91]. M-VAN sentezi, [IEMA’nin
izosiyanat grubu ile vanilinin hidroksil grubu arasinda 60°C’de inert kosullar altinda
{iretan bag1 olusturmasi ile sentezlenmistir. izosiyanat grubunun amine doniismemesi
icin inert kosullar altinda iiretilmesi 6nemlidir. DBTDL, reaksiyon oranini arttirmak i¢in
M-VAN’daki hidroksil grubunu katalizleyerek reaktivitesini arttirmustir. Uriin %85
verim ile sentezlenmistir. Metakrilik anhidrit esleniklerine kiyasla, reaksiyon yan iiriin
vermeden daha hizli gergeklesir ve kolay ekstrakte edilmesiyle kiigiik miktarlarda
calisma imkani sunmaktadir. Ek olarak IEMA’nin hidrojen bag yapabilecek gruplara

sahip olmasi kendi kendini onarma 6zelligini destekleklemektedir.

4.1.1.1. M-VAN FTIR Karakterizasyonu

—n e \/{N,» e ——
a

s
b
o]
%T 0/\/"\c
o

. |
C-N " | Il.'(.

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
cm-!

Sekil 4.1.1.1.1 M-VAN FTIR spekturumu a) Vanilin, b) [IEMA, ¢) M-VAN
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Sekil 4.1.1.1.1’de M-VAN’mn FTIR sentez spektrumu verilmistir. Sekil 4.1.1.1.1-a’da
vanilinin 3157 cm™ ve 1263 cm™’deki (-OH) gerilme ve egilme titresim pikleri
goriilmektedir. Aldehit gerilme titresimi (C=0) 1662 cm™ goriilmektedir [92]. IEMA’ya
ait IR spektrumunda karakteristik izosiyanat piki (-NCO) 2261 cm™’de goriilmektedir
[93].

M-VAN’a ait spektrumda, hidroksil gerilme ve egilme piklerinin kayboldugu
goriilmektedir. (N-H) gerilme ve (C-N) gerilme titresimlerinin 3319 cm™ ve 1536 cm™,
1499 cm™’de olustugu goriilmektedir [94]. 1426 cm™’de C-NH gerilme piki iiretan
bagmim olustugunun bir kamtidir. (C=0) ester gerilme ve egilme pikleri 1710 cm™ ve
949 cm’de olusmustur. Akrilat ¢ift bagi (C=C) 1633 cm” ve 813 em™’de olugmustur.
Ayrica izosiyanat pikinin kaybolmasi da reaksiyonun basariyla tamamlandiginin

kanitidir [95].

4.1.1.2. M-VAN '"H-NMR Karakterizsyonu

. H o H\/-\ t E]
\/C(\"/ = v 3]
’N v

J G |

G |

ppm 12 1 10 [ 8 7 6 5 4 3 2 ] 0

Sekil 4.1.1.2.1 M-VAN "H-NMR Spektrumu
Sekil 4.1.1.2.1°de M-VAN’a ait 'H-NMR spektrumu verilmistir. 1.8 ppm’deki singlet

(A) metakrilatin metil grubunun protonlarina aittir. Benzil grubuna bagli metoksi grubu
3.87 ppm’de goriilmektedir (B). 4.3 ppm (C) ve 3.6 ppm (D) etilenin protonlarina aittir.

4.45 ppm’deki pik ester grubunun yanindaki triplete aittir. Vinil grubun varhigina dair
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kanit 6.2 ppm ve 5.6 ppm (F) piklerinin olugsmasidir. 7.5 ppm civarindaki pikler (I,H,G),
aromatik grubun protonlarma aittir. 7 ppm’deki pikler solvente aittir. 9.9 ppm’deki

singlet (J) aldehit grubuna aittir. [96].
4.1.2 Vanilin Bazh Hidrojellerin Sentezi

Unlii kimyager Hugo Schiff 1864’te kesfettigi alt sinif bir imin bagi, “Schiff-baz”
olarak literatiire yerlesmistir. Kimyasal formiilii RjR,C=NR' (R' # H) olan Schiff-baz’in
iminden farki azota bagli grubun hidrojen olmayip alkil ya da aril grubu olmasidir.
Schiff-baz, primer aminin niikleofilik atak ile aldehit ya da keton grubunun aktif

karbonil grubuna saldirmasi ile hemiaminal olugmasini takiben dehidrasyon ile olusur.

Hidrojel sentezinde, metakrilat ile fonksiyonellendirilmis M-VAN, PEGDA ve fiimarik
asitle birlikte radikalik kopolimerizasyon ile UV altinda polimerleserek polimer ana
iskeletini olusturmustur. Biyo-¢apraz baglayici gorevi géoren M-VAN ayni zamanda
aldehit fonksiyonuyla Schiff-baz olusturmak {izere PEI’'nin amin gruplariyla dinamik
bag olusturmustur (Sekil 4.1.2.1). Reaksiyonun tamamlanmasi 15 dk. siirmektedir.
Hidrojelin polimerizasyon boyunca opak renge dondiigii gozlemlenmistir. Jel igerigi %

89-95 arasinda hesaplanmaistir.
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Sekil 4.1.2.1 Schiff-baz Bazli Hidrojel Sema

Sekil 4.1.2.2°de plastik pipetlerin icerisinde UV 151k ile sentezlenen hidrojellerin ters-
yiiz tlip teknigiyle kontrol edilerek basariyla sentezlendigi goriilmektedir.

Sekil 4.1.2.2 Hidrojel sentezi a) UV Oncesi, b) UV sonrast
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4.1.2.1. Schiff-baz Bazh Hidrojelin FTIR Karakterizasyonu
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Sekil 4.1.2.1.1 Hidrojellerin Karsilastirmali FTIR Sepktrumu. A) A0, b) A2, c) A4, d)
A6, e)A8

Sekil 4.1.2.1.1°de hidrojellerin 1800-600 cm™ spektral araligindaki karsilastirmali
olarak FTIR spektrumu verilmektedir. C=0O gerilmesi 1719 cm™’de goriilmektedir. 1636
em’ ve 813 cm’’deki karakteristik C=C akrilat ¢ift bagmin kaybolmasi,
polimerizasyonun basariyla tamamlandiginin bir kanitidir. M-VAN’nin aldehitine ait
1662 cm™’deki C=0 pikinin de kayboldugu goriilmektedir. Ayrica PE’ye ait 1450 cm™
"deki C-N gerilme titresimi ve 1560 cm’deki NH, makaslama titresim pikininde
kayboldugu goriilmektedir [97-99]. C=N gerilme pikinin 1602 cm™’de olusmasi M-
VAN ve PEI arasindaki Schiff-baz imin baginin olustugunun kanitidir. [97-101].
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4.1.3 Schiff-baz Bazh Hidrojelin Sisme Davramsimin incelenmesi
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Sekil 4.1.3.1 Schiff-baz Bazli Hidrojellerin Sisme Davranislari. a) Sisme Kinetigi
Grafigi, b) Gozeneklilik Grafigi, ¢) Farkli pH Tampon Cozeltilerindeki Sisme Davranig
Grafigi

Hidrojellerin sisme davranis grafikleri Sekil 4.1.3.1°de verilmistir. Zamana kars1 notral
pH’daki sisme grafigi Sekil 4.1.3.1-a’ da verilmistir. Gortildiigii gibi 80 dk. i¢inde tim
hidrojellerin sisme orani hizla artmistir. Hidrojel ornekleri 24 saat i¢inde dengeye
gelmistir. A8 hidrojel 6rnegi tiim ornekler icinde en yiiksek sisme orani gosteren
hidrojel olmustur. Bu da sisme derecesinin PEG zincir oraninin artmastyla arttiginin bir
gostergesidir. Denge orant M-VAN (A6) ve PEI (A4) miktar1 arttikga azaldigi
gozlemlenmistir. Bu da M-VAN ve PEI miktarlarinin artmasiyla muhtemel olarak
Schiff-base olusumunda dolay1 polimer zincirleri arasinda dinamik ¢apraz bagin
artmasindan dolayidir. Bilindigi gibi c¢aprazbaglayict yogunlugunun artmasiyla sisme
kapasitesi arasinda ters bir iliski bulunmaktadir [102]. Ek olarak, A0 ile A2
karsilastirildiginda sisme oraninda goriilen azalma, flimarik asit miktarinin PEI ile FA
polimerler arasi kompleks olusturmasindan olmus olabilir. PEI’deki amino gruplari

flimarik asitteki karboksilik asit gruplariyla etkilesime girmistir. Sonug¢ olarak Sisme
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derecesi doku miihendisligi ve yara-onarim uygulamalarinda kullanmak i¢in uygundur

[103].

Hidrojellerin  gozenekliligi ile ilgili hesaplama Sekil 4.1.3.1-b’de verilmistir.
Gozeneklilik, monomer ve hazirlama kosullar1 degistirilerek kontrol edilebilir.
Hidrojeller %22-40 gozeneklilik gostermistir. Bunun sebebi yiiksek polimer yogunlugu
ve caprazbag orani oldugu diisiiniilmektedir. Hidrojellin kovalent ¢aprazbagli yapisinin
yaninda, A4 ve A6 Ornekleri ek bir caprazbag olarak yiliksek Schiff-baz1 bagi
icermektedir. Bundan dolay1 yapmin gozenekliligi diismiistiir. Ek olarak PEI zincirleri,
jeldeki gozeneklerin icerisinde dolaniklik gostermektedir. A8’de, PEGDA’in diisiik
miktarda arttirilmasi, polieter segment yogunlugunu arttirmig ve digim noktalari
arasindaki mesafeyi arttirarak daha yliksek gozenekli bir ag yapi olusturmustur.

Gozeneklilik sonuglart sisme derecesiyle uyumluluk gostermektedir.

Sekil 4.1.3.1-c’de hidrojellerin pH’a bagli dengedeki sisme oranlart verilmistir.
Hidrojeller fiimarik asitteki karboksilik asit gruplarinin yani sira PEI ve M-VAN’daki
amin gruplarindan dolayr amfoterik ozellik gostermektedir. Diisiik pH degerlerinde
hidrojelin amfoterik karakteristiginden dolay1 asidik ve bazik gruplar arasindaki yarisma
oldukca yogundur. Asidik kosullar altinda, anyonik karboksilat ve amin gruplari
protonlanir. A4’te daha net gordiigiimiiz gibi amonyum iyonlar1 arasindaki iyonik itme
daha fazla bosluk yaratacagi i¢in su alimini arttirmistir. Bunun yaninda karboksilik asit
gruplari, kendi aralarinda ve su molekiilleriyle H-bag1 olusturarak karboksilat iyonlari
arasindaki elektronik itmeyi engeller. Karboksilik asit gruplarinin disosiyasyonu pKa=3
asilana kadar ihmal edilebilir diizeydedir. Hidrojel, iyonik gruplar arasindaki denge
sebebiyle notral kosullarda denge gostermistir. Yiiksek pH’ta, A2’de daha agik bir
sekilde gordiigiimiiz gibi, karboksilik gruplar deprotone olmus ve iyonik itme sebebiyle
polimer zincirleri birbirini iterek su alimi i¢in daha fazla alan yaratmistir. Hidrojeller, az
bir farkla, karboksilat iyonunun baskin etkisinden dolay: alkali pH’ta daha fazla sisme
gostermistir. Benzer sekilde daha once yayinlanan calismalarda da asidik ve bazik
kosullardaki sismenin notral kosullardaki sismeden daha fazla oldugu goriilmiistiir [ 104-

106].

Schiff-bazlar1 diisiik ve yiiksek pH’ta bozuldugu i¢in, dinamik capraz baglanma

noktalarinin azalmasi1 da sigsme kapasitesini arttiran etki gostermistir. Schiff-bazi
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baglantis1 notral kosullarda etkili oldugundan, pH 7’de dinamik ¢apraz bag yogunlugu
artmig ve jelin sisme oraninit disiirmiistiir. pH’a bagli sisme testi Schiff-bazinin

etkililigini kanitlamaktadir.

Hidrojel gézenekliligi monomer orani ve hazirlanma kosullar1 degistirilerek degiskenlik
gosterir. Standart kosullarda, hidrojellerin gézenekliligi birbirine benzer ¢ikmistir. A2
fimarik asitteki suda ¢Oziinen karboksilat iyonlarinin birbirini itmesi sebebiyle
gozenekliligin artmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir. A4 ve A6 kombinasyonlarinda
Schiff-baz sayesinde dinamik capaz bag miktar1 arttigi i¢in gozenek yapist hem
kiictildiigi hem de azaldig1 diistiniilmektedir. A8, PEG zincir oranmin artmasindan

dolay1 yapida gozenekliligi arttirmistir.
4.1.4. Schiff-baz Bazh Hidrojelin Termal Davramisinin incelenmesi

Hidrojellerin camsi gecis sicakligi Tablo 4.1.4.1°de gosterilmistir. Hidrojellerde iki tane
Tg goriilmiistiir. Ilk Tg (Tg;)’ler -39°C ve -25°C arasinda, PEI ve PEG zincirlerinin
termal gegiglerine aittir. A4’iin fazla miktarda PEI igermesi, onun dallanmis yapisi
sebebiyle baskin kilmakta ve en diisikk Tg;‘ye sahip olmasina sebep olmaktadir.
Bilindigi gibi dallanma, u¢ grup sayisini arttirarak serbest hacimi arttirdigindan polimer
zincirinin kolaylikla hareket etmesini saglayarak Tg’yi azaltacaktir [99]. Olefin
monomerlerinin zincir polimerizasyonundan dolay1 ikinci Tg (Tgy) 79°C ve 109°C’de
gozlemlenmistir. Giiclii molekiilleraras1 etkilesim, sterik engel ve diisiik serbest hacim,
yiikksek Tg’lerin sebebi olarak agiklanabilir. M-VAN’1n sahip oldugu aromatik yapi,
doniis hareketini azalttig1, flimarik asitin sahip oldugu karboksilik asit grubu polar-polar
etkilesimi arttirdig1 icin Tg degerini de yiikseltmistir. A2 ve A6 formiilasyonlarinda
sirastyla fazla miktarda fiimarik asit ve M-VAN bulunmast Tg;’1 gozlemlememizi
engellemis olabilecegi diisiinlilmektedir. Stiren benzeri aromatik gruba sahip M-VAN
serbest hacmi engellemis ve orto pozisyonundaki metoksi grubunun aromatik yapiya
bagli olmasi da sterik etkiyi arttirmistir [107]. A8 icin diakrilat miktarindaki az
miktardaki degisim, ¢capraz baglanma noktalarini arttirdigi i¢in Tg, yi arttirmastir. [108].
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Tablo 4.1.4.1 Vanilin bazli Hidrojellerin Cams1 Gegis Sicaklik Degerleri

No Tgy Tg,
A0 -26 92
A2 - 79
A4 -39 87
A6 - 93
A8 -25 109

4.1.5 Schiff-baz Bazh Hidrojelin Mekanik Davramisinin incelenmesi

3 -

Stress
(MPa) -

1*
1r*

\Y
Iv#*

a 0 20 40 60
Strain in %

Sekil 4.1.5.1 Schiff-bazli Hidrojellerin Cekme-kopma Test Sonucu. a) [:A0, 11:A2,
II1:A4, IV:A6, V:AS8, *Kendi kendini onarmis hal, A4’lin b) orijinal c¢) kendi kendini
onarmis ¢ekme-kopma goriintiileri
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Tablo 4.1.5.1°de ¢ekme kopma test sonuglart verilmistir. Gerilme-gerinim egrisi Sekil
4.1.5.1°de verilmistir. A2 ve A0 karsilagtirildiginda, fiimarik asit miktarinin artmasi
uzamay1 gelistirmis fakat cekme mukavemetini azaltmistir. Zincirler arasindaki hidrojen
bag1 uzamay arttirmistir fakat ¢ekme mukavemetini gelistirmeye yeterli gelmemistir.
PEI miktarin arttirmak farkedilebilir 6l¢lide bir fark yaratmamistir. Biiyiik polimer
zincire sahip dallanmig yapistyla PEI mukavemeti az da olsa gelistirmistir. Literatiirde
de bahsedildigi gibi, vanilin miktar1 hem kendi kendini onarma hem de mekanik
mukavemet i¢in kritiktir. [109, 110]. Bu c¢alismada M-VAN kiitlece %40 (A0)‘dan
%55(A6)’e artan miktarlarda kullanilmistir. A6 yiiksek module ve diisiik ¢ekme
mukavemetine sahiptir. Bunun sebebi polimer matristeki fazla miktardaki aromatik
yapinin aromatik-aromatik etkilesim ile sertligi arttirmasi olarak aciklanabilir. Ayrica
AO0’daki aldehit miktarma kiyasla A6’daki miktar daha yiliksek kendini onarma
kapasitesi i¢in etkili degildir. A8’de ise yiiksek PEGDA miktar1 E-modiilii, ¢ekme
mukavemetini ve uzamay1 gelistirmistir [111].

Tablo 4.1.5.1 Vanilin Bazli Hidrojellerin Mekanik Test Sonuglari. * KO.: Kendini

Onarma etkinligi, orijinal ve kendini onarmis hidrojellerin ¢ekme mukavemet
oranlarindan hesaplanmustir.

Orijinal Kendi kendini Onarmis
Cekme Cekme
E-modiilii  Mukave Cekme E-.. . Mukave Cekme e*
No 2 . Uzamasi modiilii . Uzamas1
(N/mm”) meti (%) (N /mm?) meti (%) (%)
(MPa) ? (MPa) ’
A0 23 66 49 28 42 51 64
A2 33 47 62 21 30 51 64
A4 24 62 54 13 39 51 63
A6 55 21 48 32 12 34 57
A8 88 67 68 80 58 46 87

4.1.6. Schiff-baz Bazh Hidrojelin Kendi Kendini Onarma Davranisi

Sekil 4.1.6.1’de gosterildigi gibi hidrojeller, hasar olusturmak icin bigak yardimiyla
ikiye kesildi. Kesildikten sonra kesilen pargalar tekrar birlestirildi ve 37°C’deki etiivde

gece boyu birakildi. Kendi kendini onarma davranisi, fiziksel kosullarda
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gerceklesebilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir. M-VAN’in sahip olugu aldehit
grubu, hasar sonrasi kendi kendini onarim i¢in PEI’nin amin grubu ile Shiff-baz
olusturmaktadir. Ek olarak fiimarik asit ve PEI hidrojen bag: ile kendi kendini onarim
siirecini desteklemektedir. Imin olusumunda pH &nemli bir faktordiir. Reaksiyon pH’1

5.5’tir ve bu fizyolojik kosullarda ¢alisabilmek i¢in idealdir. [112, 113].

P

)

(

Healed, overnight at 37°C

Sekil 4.1.6.1 Kendi Kendini Onarma

Hidrojelin kendi kendini onarma performansi ¢ekme kopma testi ve morfolojik analiz
ile kanitlanmistir. Tablo 4.1.5.1°de kendi kendini onarmis hidrojeller i¢in E-modiil,
cekme mukavemeti, uzama degerleri verilmistir. Goriildiigli gibi modiil baslangig
degerine oldukc¢a yakindir. Tersinir baglar enerjiyi daha iyi dagitmis ve uzamayi
gelistirmistir. Bu da kendi kendini onarmig haldeki hidrojelin, orijinal hali kadar etkili
oldugunu gostermektedir. Ek olarak, kendi kendini onarma etkinligi (KO.) ¢ekme
mukavemeti degerlerine gore hesaplanmistir. Gortildiigii gibi A8 haricindeki tiim
ornekler benzer kendi kendini onarma etkinligine sahiptir ve bu da yaklasik %60’tir.
A8’in daha yiiksek (%87) kendi kendini onarma etkinligine sahip olmasi, iistiin sisme

orant ve ¢ekme kopma mukavemeti de géz oniine alindiginda sasirtici degildir. Sekil
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4.1.7.2°de A8’e ait kendi kendini onardiktan sonraki SEM goériintiileri verilmistir.

Gortildiigii gibi hidrojel diizgilince birlesmis ve kendini basariyla onarmistir.

4.1.7. Schiff-Baz Bazh Kendi Kendini Onaran Hidrojelin Optik Mikroskop ve SEM

Goriintiileri

Sekil 4.1.7.1 Kendi Kendini Onaran A8’in Optik Mikroskop Goriintiileri 10X

Sekil 4.1.7.1°’de A0 hidrojelinin optik mikroskop goriintiileri verilmistir. Fizyolojik
sicaklikta, kesik olusturuldugu andaki ve 4 saat sonraki goriintiilerde gorildiigi gibi,
heniliz kesik ¢izgisinde bir kaybolma meydana gelmemistir. Bu da alkoldeki polar
gruplardan dolayr imin baginin olusum hizinin yavas oldugunu goéstermektedir. Sekil
4.1.7.2°de 24 saat sonraki SEM goriintiilerine baktigimiz zaman ise kesik bolgesindeki
yara izinin tamamen kayboldugunu gorebiliriz. Bu da kendi kendini onarma igin

optimum siirenin 24 saat oldugunu gostermektedir.

|

Sekil 4.1.7.2 Kendi kendini onaran A8’in SEM goriintiileri. a) 63X b) 150X ¢) 500X

4.1.8. In vitro Hiicre Canlihg Testi

Hidrojellerin sitotoksitesi kolajenli ve kolajensiz olmak tizere MTT deneyi ile test
edilmistir (Sekil 4.1.8.1). Hidrojellerin 24 saat icin yapilan canlilik testinde non-
sitotoksik olduklar1 gézlemlenmistir. Hidrojele kaplanan kolajen miktar1 arttirildiginda
canliliginda 6nemli olgiide arttif1 gézlemlenmistir. Hiicre canliligr orani hidrojel igin

%71°dir. Kolajen kaplandiktan sonra bu miktar diizenli sekilde artarak %124 ve %163’e

47



yiikselmistir. Kolajen kapli yapi, hiicrenin yapismasi i¢in iyi bir destek saglamaktadir.
[114].

24 saat

180

b 163,87

160

140
_ 123,40
S 120
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= 100
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= 60

40

20

0
Kontrol 3

Sekil 4.1.8.1 MTT Testi. 1: A8, 2: A8+4pug kolajen, 3: A8+8u g kolajen

4.1.8.1 Schiff-baz Bazh Hiicre Ekili Hidrojellerin Optik Mikroskop ve SEM

Goriintiileri

Optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.1.8.1.1°de verilmistir. 0. saat ve 24. saatler arasinda
herhangi bir fark gézlemlenmemistir. Her iki goriintiide de hiicreler, hidrojel ortaminda

MTT testiyle uyumlu sekilde yayilmis ve canli halde goriintiilenmistir.

Sekil 4.1.8.1.1 CCD-1072Sk Hiicrelerinin Optik Mikroskop Goriintiileri 50 um. a)
Kontrol 0. saat b) 24. Saat hidrojel ortaminda

Sekil 4.1.8.1.1.2°de hiicre fikse edilmis hidrojellerin SEM goriintiileri verilmistir.
Gortildiigii gibi hiicreler hidrojel yilizeyine yapismis ve yayilmis haldedir. Yiizey
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tamamen CCD-10728Sk ile sarilmigtir. Malzeme yiizeyi hiicrenin baglanmasi agisindan
onemli bir role sahiptir. Kolajen ile kaplanmis hidrojellerde, hiicrelerin morfolojileri
degiserek diizlesmis ve birbiriyle baglanti kurmustur. Bundan dolay1 kolajen kaplh
Hidrojellerin hiicre baglanmasi i¢in uygun bir destek oldugu sdylenebilir. [114].

- T

.

¢ R Wy ! s P ;
u/mev Spot )ik ¢ — s e &7 5N um.. V' Spot Mg, Dy D e 20m

TRy 020 100430 5000x S5E 9.1 S
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Acol” Spot M 0D ————] 10.m
100 kv 1g S000® SE 85

Sekil 4.1.8.1.1.2 CCD-1072SK hiicresi fikse edilmis A8 SEM goriintiileri. a) 2000X b)
5000X c) kolajen kapli 2000X d) kolajen kapli 5000X

4.2 Acilhidrazon Bazh Hidrojel
4.2.1. PEG1500-dialdehit Sentezi

PEG1500-dialdehit sentezinin reaksiyon mekanizmast Sekil 4.2.1.1°de verilmistir.
Reaksiyon oda sicakliginda 15-24 saat icerisinde gerceklesmektedir. Hidroksil grubuna
gore molce asir1 eklenen asetik anhidrit ile yiiksek verim elde edilir. Dimetil siilfoksit
hem solvent hem de reaktant olarak kullanilir. Asetik anhidritle reaksiyona girerek
sulfonyum iyonunu olusturur. Bu da primer alkol ile katilma reaksiyonu gosterir. Asetik
anhidrit ikiye ayrilarak ara {irlin olusturur. Daha sonra eliminasyon ile asetik asit ve

dimetil siilfit ayrilarak aldehit elde edilir [115].
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Sekil 4.2.1.1 PEG1500-dialdehit reaksiyon mekanizmasi

4.2.1.1. PEG1500-dialdehit FTIR Karakterizasyonu

.
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cm-1

Sekil 4.2.1.1.1 PEG1500-dialdehit sentezi. a) PEG b) PEG1500-dialdehit

Sekil 4.2.2°de PEG1500-dialdehit’in FTIR spektrumu verilmistir. Sekil 4.2.1.1.1-a’da
PEG’e ait 2856 cm™’de (C-H) alifatik zincire ait gerilme titresimleri, 1466 cm™ ve
1340 cm™” (C-H) egilme titresimleri goriilmektedir. (O-H) ve (C-O-H) gerilme
titresimlerine ait pikler 1278 cm™ ve 1096 cm™de goriilmektedir [116].

PEG1500-dialdehit’in spektrumunda PEG’e ait 2871 cm™’de (C-H) alifatik zincire ait

gerilme titresimleri, 1466 cm™ ve 1340 cm™ (C-H) egilme titresimleri goriilmektedir.
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1018 cm™’de (C-O-C) gerilme titresimleri goriilmektedir. 1716 cm™ aldehit piki

reaksiyonun basariyla tamamlandiginin gostergesidir.

4.2.1.2. PEG1500-dialdehit '"H NMR Karakterizasyonu

T T T T T T T T T T T
ppm 10 g 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Sekil 4.2.1.2.1 PEG1500-dialdehite ait 'HNMR spektrumu
Sekil 4.2.1.2.1°de PEG1500-dialdehite ait 'HNMR spektrumu verilmistir. 2.9 ppm’deki

triplet, eter zincirleri arasindaki CH, gruplarina aittir (C). PEG-1500 ¢ok uzun zincir
oldugu i¢in 9.1 ppm’deki (A) kiiclik goriinen triplet, aldehite aittir. 3.9 pmm singlet
aldehitin yanindaki gruba aittir (B). 7 ppm civarindaki pik solvent pikidir. 2.1°deki

singlet asetik asite aittir. 1.4 ppm civarinda singlet dietil eter kalintisidir.
4.2.2. PEGDMA1500 Sentezi

Sekil 4.2.2.1°de reaksiyon mekanizmasi verilmistir. PEGDMA1500 sentezinde agil
kloriirle ester sentezine benzer sekilde, asit anhidritle hidroksil grubu arasinda
gerceklesir. Esterin yaninda yan iiriin olarak HCI yerine, karboksilik asit olusur. PEG

zincirindeki hidroksil grubu, metakrilik anhidritin karboniline niikleofilik atak yapar.
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Daha sonrasinda zayif baz proton koparir. Negatif yliklenen oksijen tekrar kapanir, bu

sirada karboksilat grubu ayrilir ve ester olusumu gerceklesir.
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Sekil 4.2.2.1 PEGDMA 1500 reaksiyon mekanizmasi

4.2.2.1. PEGDMA1500 FTIR Karakterizasyonu
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Sekil 4.2.2.1.1 PEGDMA1500’¢ ait FTIR Spektrumu a) PEG, b) metakrilik anhidrit, c)
PEGDMA

Sekil 4.2.2.1.1’de PEGDMA1500’e ait FTIR spektrumu verilmistir. Reaksiyonun
basariyla gergeklestiginin kanit1 olarak 1713 cm ’de olusan ester piki (C=0) ve 1636
cm*deki (C=C) gerilmesi PEG zincirine ¢ift bagin baglandiginin kanitidir.

4.2.2.2. PEGDMA1500 '"HNMR Karakterizasyonu
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Sekil 4.2.2.2.1 PEGDMA 1500 'HNMR Spektrumu
Sekil 4.2.2.2.1’de PEGDMA1500’¢ ait '"HNMR spektrumu verilmistir. 1.9 ppm’de

metakrilat grubunun singleti bulunmaktadir (C). 3.6 ppm’de PEG zincirine ait etere
komsu triplet goriilmektedir (F). 3.7 ppm’de metakrilat baglanan eter kismindaki,
uzakta bulunan (E) hidrojenin tripleti goriilmektedir. 4.2 ppm’deki triplet, metakrilat
baglanan eter grubunun oksijenine komsu olan hidrojenin triplet yarilmasi (D)
goriilmektedir. Reaksiyonun tamamlandigina dair kanit ise 5.5 ppm ve 6.1 ppm’deki ¢ift

baga ait (A,B) hidrojenlerin dubletleridir.

4.2.3 Acilhidrazon Bazh Hidrojel Sentezi

Hidrojel sentezinde polimer matrisinde iki ana yap:r bulunmaktadir. Bunlardan ilki
baglaticinin (Darocur 1173) UV 1sik altinda bozunarak NHEA, PEGDMA1500 ve
MBA’in ¢ift baglarina saldirmasiyla radikalik kopolimerizasyon ile sentezlenen polimer
zinciridir. Ek olarak biiylik molekiil agirligina sahip olan jelatinin amin gruplartyla
PEG1500-dialdehit’in kondensasyonu ile olusan dinamik imin bagidir. Ayn1 zamanda
PEG1500-dialdehit ile ADH’1n olusturdugu dinamik agilhidrazon bagi mevcuttur (Sekil

4.2.3.1). Radikalik polimerizasyonla sentezlenen polimer matris, yapiy: destekleyen ana
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iskelet olarak gorev goriirken, dinamik baglar hasar olustugunda, hidrojelin kendi

kendini onarmasini saglar.
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Sekil 4.2.3.1 Ac¢ilhidrazon Bazli Hidrojel Sema
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4.2.3.1. Acilhidrazon Bazh Hidrojelin FTIR Karakterizasyonu
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Sekil 4.2.3.1.1 Hidrojel sentezi. a) jelatin, b) PEGDMA1500, c¢) N-hidroksietil
akrilamit, d) MBA, ¢) GA-0

Sekil 4.2.3.1.1°de hidrojel sentezinde kullanilan monomerler ile hidrojelin kuru halinin
FTIR goriintiisii verilmistir. Jelatinin 3278 cm™’deki (N-H) gerilme titresimi, 1630 cm™
"deki amit I (C=0) gerilmesi, amit II (N-H) 1525 cm™’de ve amit III (C-N)
gorilmektedir [117]. b‘nin FTIR pikleri bir 6nceki boliimde agiklanmistir. N-
hidroksietil akrilamitin, 3264 cm™’deki OH gerilme titresimi, 1654’teki (C=0) gerilme
titresimi, 1619 cm™’deki (C=C) gerilme ve 1541 cm™’de (N-H) gerilme titresimi
goriilmektedir. MBAnin 3300 cm™’deki (N-H) gerilme titresimi, 1655°deki (C=0)
gerilme titresimi, 1625 cm™’deki (C=C) gerilme titresimi ve 1541 cm™’deki (N-H)
gerilme titresimi goriilmektedir [118]. Sekil 4.4.3.1-e’de jelatindeki 3278 cm-1’deki N-
H gerilme titresimi imin bagi olusumundan dolay1 azaldigir goériilmektedir. 1056 cm-
1’de yeni olusan pik PEG zincirlerinin (C-O-C)’ye ait pikleridir. (C=C) baglarin
olmamast ve sisme testlerinde hidrojelin dagilmadan sisme gosterebilmesi

polimerizasyonun gerceklestiginin kanitidir.
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Sekil 4.2.3.1.2 Hidrojel kombinasyonlarinin FTIR spekrumlarinin baslangic maddeleri
ile karislastirilmasi a) PEG-dialdehit, b) ADH, c) jelatin d) GA-0, e) GA-1 f) GA-2

Sekil 4.2.3.1.2°de GA-0, GA-1, GA-2’nin FTIR spektrumu verilmistir. Sekil 4.4.3.2-
b’de acilhidrazon bagna ait 1626 cm™‘de (C=0), 1530 cm'‘de (N-H) pikleri
goriilmektedir. GA-0’da Pegl500-dialdehit’e ait 1716 cm™’deki aldehit piki
kaybolmustur. Jelatine ait 1530 cm™’deki (N-H) pikinin 1545 cm e kaymasi ve
siddetini arttirmasi, (C=N) hidrazon baginin olusmasiyla olusan (N-H) piki ile

yorumlanabilir.
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Sekil 4.2.3.1.3 Hidrojel kombinasyonlarinin FTIR spekrumlarinin karsilastiriimasi. A)
PEG-dialdehit, b) ADH, c) jelatin, d) GA-2, e) GA-2-1, f) GA-2-2

Sekil 4.2.3.1.3’de GA-2, GA-2-1, GA-2-2 FTIR spektrumlar verilmistir. PEG-dialdehit
miktar1 arttig1 icin GA-2-2’de 1343 cm™’deki (C-H) gerilme titresimi ve 1108 cm’
"deki (C-O-C) pikleri siddetini arttirdig1 goriilmektedir.
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4.2.4. Acilhidrazon Bazh Hidrojelin Sisme Davramsinin incelenmesi

\/
a GA-0 —8—GA-1 ——GA-2 C

Sekil 4.2.4.1 GA-0, GA-1, GA-2 Hidrojellerinin Sisme Davranislari. a) Sisme Kinetigi
Grafigi pH=7, b) Gozeneklilik Grafigi, ¢) Farkli pH Tampon Cozeltilerindeki Sisme
Davranig Grafigi

szeneklilik (

Sekil 4.2.4.1’de GA-0, GA-1 ve GA-2 hidrojellerinin sisme davranis grafikleri
verilmistir. Hidrojeldeki sisme, polimer matrisinde bulunan hidrofilik monomer ve
oligomerlerden kaynaklanmaktadir. N-hidroksietilakrilamitteki polar C=0O ve amid
grubu ve -OH grubu'nun su molekiilleriyle H-bagi yapmasindan, PEG uzun
zincirlerindeki eter yapilart ve jelatinin hidrofilik fonksiyonel gruplari (amin ve
karboksilik asit gruplar1) jelin su ile etkilesimini H-bagi yapmasindan dolay1
gerceklestirir. Polar etkilesimler, H baglari, capraz baglar arasina diffiizlenmis su
molekiillerinin yaptig1 osmotik basing ile jel siser. Sekilde goriildiigii gibi hidrojeller,
kendi agirhigindan 1000 kat daha fazla sisme gosterebilmektedir. Ilk 4 saatte yaklasik
tic farkli komposizyonda hazilanan jeller benzer sisme trendi gostermistir. Temel olarak
iki degisken {izerinden formiilize edildigi i¢in sismeyi esas etkileyen faktor ADH
miktaridir. GA-0’dan GA-2’ye dogru ADH miktar1 arttigindan yapidaki agilhidrazon
baglarinin artmasi beklenir. Dinamik capraz bagin artmasi, yapida capraz baglanma
noktalarini arttiracagindan sisme miktarin1 azaltmaktadir. Liu ve ¢aligma arkadaslari
benzer bir ¢aligmada Hyaluronik asit lizerine EDC ile ADH modifiye ettiklerinde, ADH
miktarin arttirdikca ADH ¢apraz baglayici1 gorevi gordiigii i¢cin sismeyi azalttigini
raporlamiglardir [119]. GA-2’nin ilk 4 saatte diger hidrojellerden daha hizli bir sekilde
siserek dengeye geldigi goriilmektedir. Bunun sebebi GA-2 jelinin gozenekliliginin
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daha fazla olmasi ve hizli su absorpsiyonu olabilecegi gibi artan ADH’nin sahip oldugu
ilave fonksiyonel gruplar nedeniyle su ile etkilesimin hizli olmasidir.

Hidrojellerin gozenekliligi ile ilgili hesaplama Sekil 4.2.4.1-b’de verilmistir. GA-0’dan
GA-2’ye dogru ADH miktar1 arttarken, jel icerigi %72 den %66’ya azalmistir. Jel
komposizyonunda radikal polimerlesme ile donilisimii olmayan c¢apraz baglarin
olmasinin disinda dinamik kovalent baglarda ¢apraz baglanmaya etki saglamaktadirlar.
Ancak jel igerigi deneyi sirasinda jeller 24 saat suda sismeye birakildiginda dinamik
baglarin kismen bozulmasi nedeniyle suda ¢oziinebilen polimerlerin ayrilmasiyla jel
iceriginin diismesi uyumludur. Ote yandan gozeneklilik G-0 dan G-2 ye dogru %50 den
%60’a artmistir. Bunun nedeni etanolde ¢ozilinebilen kisimlarin jel disina difiizlenmesi
ve capraz baglar arasinda bosluklarin artmas ile iliskilidir. Bu sonuglar dinamik ¢apraz
baglarin kovalent baglar kadar giliglii olmadigin1 ve uzun siire iyi c¢oziiciilerde
beklenildiginde bir kisim dinamik bagin bozulup ¢oziinebilir kisimlarin jelden
ayrilabilecegi soylenebilir.

24 saat sonundaki denge sisme oranlar1 kiyaslandiginda ise daha diisiik oranda ADH
iceren hidrojelin (GA-0) beklenildigi gibi en fazla sistigi goriilmiistiir.

Sekil 4.2.4.1-c’de farkli pH’taki tampon ¢ozeltilerinde dengeye gelmis hidrojellerin
sisme davraniglar1 grafigi verilmistir. Jel yapisindaki amin, amid, ve karboksilik asit
gruplarindan dolay1, yap1 amfoterik 6zelige sahiptir.

pH=4 de baskin olan serbest amin gruplarinin protonlanmasindan dolay1, katyonik olan
jel pozitif yiiklerin birbirini itmesiyle siser. Acil hidrazon baglar1 ve Schiff-bazi
etkilesimleri pH’a duyarli olmasina ragmen, polimer matris eger farkli capraz baglar ile
ornegin diels-Alder gibi pH degisimi ile sol jel gecisinin olmadigi onceden rapor
edilmistir [120]. Jel biitiinliigii korunabilmektedir. Bu calismada da jel biitiinligi
radikal polimerizasyon ile olusturulmus kovalent ¢apraz baglar nedeniyle jel formunun
pH degisimi ile kaybetmemektedir. Ote yandan pH=2 de pH=4 e gdre azalan bir sisme
davraniginin olmasi, acilhidrazon bagimin pH <4’te bozularak, agiga ¢ikan amin
gruplarinin polarize olmasiyla birlikte ortamdaki mobil anyonlarla birleserek iyon
ciftleri olusturmasi ve jelin biizlilmesine sebep olmasidir. Hidrojel yiikleri pH 7°de
dengeye gelmistir. Yiiksek pH’ta ise amin gruplar1 nétral hale gelmistir. Jelatinin sahip
oldugu karboksilik asit gruplar1 deprotone olarak, negatif yiiklerin birbirini itmesiyle su

girisini arttirmistir. Amin grubu baskin fonksiyonel grup oldugu i¢in en yiliksek sisme
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disiik pH’ta gerceklesmistir. Asidik ve bazik ortamdaki sisme notral ortamdaki
sismeden daha yiiksek ¢ikmistir. Yu Su ve ¢alisma arkadaglarinin rapor ettigi gibi daha
yiiksek ADH’a sahip olan GA-2’nin agilhidrazon baginin hidroliz hizi GA-0 ve GA-
I’inkinden daha yavas oldugu i¢in dinamik ¢aprazbag yogunlugu daha fazla oldugundan
sisme daha az olmustur [121-122].
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Sekil 4.2.4.2 GA-2, GA-2-1, GA-2-2 Hidrojellerinin Sisme Davranislari. a) Sisme
Kinetigi Grafigi pH=7, b) Go6zeneklilik Grafigi, ¢) Farkli pH Tampon Cozeltilerindeki
Sisme Davranig Grafigi

Sekil 4.2.4.2’°de GA-2, GA-2-1, GA-2-2 hidrojellerinin sisme davranig grafikleri
verilmistir. Daha Once rapor edilen ¢alismalarda capraz bag yogunlugunun diisiik
olmasi, PEG zincirinin molekiil agirligi ve hidrofilik eter yapisinin yiiksek sismeye
sebep oldugu bilinmektedir. [123]. GA-2" den GA-2-2’ ye dogru hidrojel yapisindaki
tek degisken PEG dialdehitdir. Diger tiim degiskenler sabittir. Yapida PEG dialdehit
orani arttikga, aldehit gruplarinin dinamik ¢apraz baglari arttirmasi ve jelin daha az
sismesine neden olmas1 beklenir. Ancak sekilde de goriildiigii iizere diiglim noktalarin
fazla olmasimin etkisinden daha baskin olarak hidrofilik yapidaki PEG zincir yapisinin
oranca artmasi daha baskin davranmistir ve GA-2’den GA-2-2’ye gidildiginde sisme

orani arttirmistir.

Hidrojellerin gozenekliligi ile ilgili hesaplama Sekil 4.2.4.2-b’de verilmistir. Hidrojel
gozenekliligi GA-2’den GA-2-2’ye gidildiginde %60’dan %45’e azalmistir. GA-2-1 ve
GA-2-2’nin diisiik gozenekli olmasinin nedeni aldehit fonksiyonlarinin dinamik capraz
bag olusturarak capraz baglar1 arttirmasi ve uzun PEG zincirlerinin de zincir

dolanmalarinm1 arttirmasiyla gozenekliligi diisiirmesi olarak sOylenebilir. Ayrica denge
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sisme deneylerinden hesaplanan jel yiizdesi GA-2’den GA-2-2’ye artan PEGdialdehit
orant ile %66’dan %55’e diismiistiir. Bu durum uzun siire su igerisinde bekletilen
jellerde bir kisim dinamik baglarin pargalanmasiyla ¢oziinebilen kismin su fazina

gecmesi oldugu diistiniilmustiir.

Sekil 4.2.4.2-c’de pH’a bagh sisme testi verilmistir. Diisiik pH’ta ve yliksek pH’ki
sisme derecesi ndtral ortamdaki sisme davranisindan oldukca farklidir. pH 7’de sistem
dengede iken sisme trendi GA-2< GA-2-1< GA-2-2 olarak siralanir. Bunun nedenin de
PEG dialdehit oraninin artmasi ve PEG zincirinin hidrofilik yapisinin daha baskin
olmasi seklinde yorumlanmistir. Gorildigii gibi GA-2’den GA-2-2’ye dogru
gidildiginde, = PEG aldehit konsantrasyonunun artmasiyla daha fazla imin ve
acilhidrazon bagi olusmus, bu baglar gerek diisiik pH da gerekse yiiksek pH da jelin
pH=7 ye goére daha az sismesine neden olmustur. Diisiik pH’da yapidaki protonlanmis
gruplarin ortamdaki serbest anyonlarla iyon ¢ifti olusturmasi da jelin biiziilmesine katki
saglamistir. Yiiksek pH’da da artan PEG aldehit oraniyla eter baglarinin polarize
olmasiyla ortamdaki diger deprotone olmus fonksiyonel gruplarla birlikte ortamdaki
serbest katyonlarla iyon ¢ifti olusturarak sisme derecesinde diisiise neden olmustur.
Hidroliz olan agil hidrazon yapisindan kaynakli fonksiyonel gruplar ve serbest aldehit
gruplart da polar yapilarindan dolayr serbest halde bulunan protonlarla etkileserek,

hidrojelin biiziilmesine katki saglamislardir.
4.2.5. Acilhidrazon Bazh Hidrojelin Termal Davranisinin Incelenmesi

Tablo 4.2.5.1 Acilhidrazon bazli Hidrojellerin Cams1 Gegis Sicakliklar

No Tg; Tg,
GA-0 8 58
GA-1 25 69
GA-2 28 73

GA-2-1 -12 13
GA-2-2 - 34
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Tablo 4.2.5.1de agilhidrazon bazli hidrojellerin Tg verilmistir. Iki farkli Tg
gozlemlenmistir. Bunlardan ilki PEGDMA1500 ve PEGI1500-dialdehit polieter
zincirlerinden kaynaklanmaktadir. Saf jelatinin Tg’si 50-60°C civarindadir. Ikinci Tg,

hidrojel esnek bir yapida oldugu i¢in ortalama bir sicaklikta ¢ikmistir.

GA-0’dan GA-2’ye dinamik capraz bag arttiginda, hareket alaninin kisitlanmasindan
dolayr Tg’lerinde arttig1 goriilmektedir. GA-2’den GA-2-2’ye gidildiginde ¢ekme
kopma sonuglariyla uyumlu sekilde, PEG zinciri arttikga polimerin hareket alam
genisleyerek Tg;’in eksiye dustiigi, Tgr,’de ise homojen bir yap1 olustugu

goriilmektedir.
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4.2.6. Acilhidrazon Bazh Hidrojelin Mekanik Davramsinin Incelenmesi

Tablo 4.2.6.1 Acilhidrazon-Bazli Hidrojellerin Cekme-Kopma Test Sonuglari

Orijinal Kendi kendini Onarmis
E- Cekme Cekme E- Cekme Cekme

No modiilii Mukavemeti Uzamasi1 modiili Mukavemeti Uzamas1 KO,

(N/mm?) (MPa) (%)  (N/mm?®) (MPa) (%) (%)

GA-0 22 16 194 14 14 135 90

GA-1 9 27 310 6 15 200 54

GA-2 9 36 145 14 7 115 20

GA-2-1 15 15 226 23 11 227 74
GA-2-2 14 10 285 21 11 232 103

Tablo 4.2.6.1°de acilhidrazon bazli hidrojellerin ¢ekme kopma degerleri verilmistir.
GA-0, GA-1 ve GA-2’nin gerilim-gerinim egrisi Sekil 4.2.6.1’de verilmistir. ADH,
PEG1500-dialdehitin aldehit gruplariyla dinamik agilhidrazon bagi kurarak, dinamik
capraz baglanma bdlgeleri olusturmaktadir. ADH miktar arttik¢a bu ¢apraz baglanma
bolgelerinin yogunlugu artararak malzemenin mukavemetini arttirdigi i¢in ¢ekme
mukavetini arttiracaktir. Tablo 4.2.6.1°de GA-0, GA-1 ve GA-2’ye baktigimizda benzer
sekilde ADH miktan arttirildikca ¢ekme mukavemetinin arttigi goriilmektdir. Capraz
baglanma noktalarindan dolay:1 artan ¢ekme mukavemetinin yaninda molekiiller arasi
etkilesim artacag i¢in uzamanin azalmasi beklenir. GA-0’dan GA-2’ye bakildiginda bu
ikili arasinda uzamada bir azalma goézlemlenmistir. Fakat GA-1’de oldukga yiiksek bir
uzama gozlemlenmistir. Bunun sebebi GA-0 ve GA-1 yap1 olarak oldukca yumusak bir
dokuya sahiptir. Dinamik c¢apraz bag yogunlugunun heniiz uzamay1 azaltacak
yogunlukta olmamasi, aksine yeni kurulan dinamik baglarin zincire hareket esnekligi
kazandirarak uzamaya katki sagladigi soylenebilir. GA-2’nin, jelin fiziksel
goriintlistinden de anlasilacagi {izere, dinamik c¢apraz bag yogunlugu artarak,
molekiilleraras1 etkilesimin kuvvetlenmesinden dolayr uzamayi azaltmistir. Benzer

etkileri kendi kendini onarmis hallerinde de goriilmektedir.
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Kendi kendini onarmis hallerinin mukavemetinin GA-0’dan GA-1’e giderken arttig1
GA-2’de ise azaldig1 goriilmektedir. Bunun sebebi polimer matrisindeki yogunluktan
dolayr kirilan baglarin tekrar biraraya gelmesini, molekiillerarasi yogun etkilesimin
gorece engellemis olabilecegidir. GA-2’nin kendi kendini onarma etkinliginin % 20

olmas1 da benzer sebeple aciklanabilir.
4 -

Stress in|
N2+

Strain in %

Sekil 4.2.6.1 Acilhidrazon Bazli Hidrojellerin Gerilim-gerinim Grafigi. I: GAO, II:GA-
1, III:GA-2. a) GA-1 Orijinal b) GA-1 Kendi kendini onarmis hal ¢ekme-kopma
goruntisi.

GA-2, GA-2-1 ve GA-2-2’nin gerilim-gerinim egrisi Sekil 4.2.6.2°de verilmistir. Uzun
zincirli PEGDMA1500’tin kullanilmas1 ¢apraz baglanma noktalar1 arasindaki bag
uzunlugunu arttirdigindan, caprazbag yogunlugunu azalttigi rapor edilmistir [14].
PEG1500-dialdehit miktar1 arttitkca dinamik agilhidrazon bagi artarak mukavemeti
arttiracaktir, PEG1500-dialdehit miktar1t ADH’tan fazla oldugunda bir kismi jelatindeki
amin grubuyla imin bag yapacak geri kalan kismi ise polar etkilesimle ya da H-bagi ile
molekiilleraras1 etkilesimler yapacaktir. PEG1500-dialdehit miktar1 arttik¢a dinamik
acilhidrazon baglar artsa bile uzun zincirden dolay1r mukavemet iizerinde arttirict etki
yapmamustir. Beklendigi sekilde, GA-2’den GA-2-2’ye dogru gidildiginde uzamayi

arttirmistir. Kendi kendini onaran héllerinde ¢cekme mukavemetine baktigimizda, uzun
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zincirler sayesinde kirilan baglarin hareket alani artarak yeniden birlesmelerini
kolaylastirdigi, GA-2’den daha fazla mukavemete sahip olduklari goriilmektedir.
Uzamalarin ise orijinal hallerine benzer sekilde arttiklari goriilmektedir.

Orijinal hal ve kendi kendini onaran hélleri arasinda karsilastirma yapildiginda, kendi
kendini onaran hidrojellerde beklendigi sekilde ¢ekme mukavemetlerinde ve
uzamalarinda gorece diisiis yasanmustir. Iclerinden en ilging olam1 %103 onarma
gosteren GA-2-2’dir. Bunun sebebi, PEG1500-dialdehit fazlasinin baglar kirildiginda

yeniden bag yapma sansinin fazla olmasi olabilir.

4 -

Stress InA
N2+

/i I*

n % 10 200 300 400
Strain in %
Sekil 4.2.6.2 Acilhidrazon Bazli Hidrojellerin Gerilim-gerinim Grafigi. I: GA-2, I1:GA-
2-1, III:GA-2-2. a) GA-2-2 Orijinal b) GA-2-2 Kendi kendini onarmis hal ¢ekme-
kopma goriintiisii.
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4.2.7. Acilhidrazon Bazh Hidrojelin Kendi Kendini Onarma Davranisi

Sekil 4.2.7.1 GA-2’nin Cekme-kopma goriintiisii

Tablo 4.2.7.1’de kendi kendini onarmis hidrojeller i¢in ¢ekme kopma test degerleri
verilmistir. Orijinal hél ile onarilmis hal sonuglar1 birbirine yakindir ve tersinir baglar
uzamay1 gelistirmistir. Kendi kendini onarmis hal, jelin orijinal hali kadar etkilidir.
Sekil 4.2.7.1’de GA-2’ye ait ¢ekme kopma goriintlileri verilmistir. Goriildiigi gibi
hidrojel kendini basariyla onarmis, ¢ekme kopma testinde iki ucundan c¢ekilmesine

ragmen, yeniden olusan dinamik baglar yapiy1 koruyarak esneklik saglamaktadir.

4.2.8. Acilhidrazon Bazh Kendi Kendini Onarma Hidrojelin Optik Mikroskop ve
SEM Goriintiileri

Sekil 4.2.8.1 GA-1’in optik mikroskop goriintiisii kendi kendini onarma goriintiileri. a)
Kesik olusumu, b) 0. saat c¢) 4. saat

Sekil 4.2.8.1°de GA-1 hidrojel drneginin optik mikroskop goriintiileri verilmistir. Iki

ayr1 pargaya ayrilan hidrojelin, birlestirildikten sonra oda sicakliginda 4 saat sonraki
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goriintlisiinde de gorildiigii gibi, onarilma baslamis ve kesik c¢izgisi yok olmaya

baslamistir.

4.2.9. Acilhidrazon Bazh Hidrojelin in vitro Hiicre Canlihg: Testi

24 saat
180 169,8016827
160
140
X 117,5330529
120 _
5D 100
= 100 -
E
O 80
2
é 60
T 40
20
0
Kontrol 1 2

Sekil 4.2.9.1 MTT Test. 1: GA-1, 2: GA-1+ 4ug kolajen

Hidrojellerin kolajenli ve kolajensiz olarak MTT deneyi ile test edilmistir. (Sekil
4.2.9.1). Test sonuclarindan, hidrojellerin 24 saat i¢in yapilan teste hiicre icin toksik
olmadig1 gozlemlenmistir. Hidrojele kolajen kaplandiginda ise canliligin arttigi
gozlemlenmistir. Hiicre canliligi oran1 %117°dir. Kolajen kaplandiktan sonra %169’a

yiikselmistir. Kolajenli yap1 hiicrenin yapismasi acisindan destek saglamaktadir.
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4.2.9.1 Acilhidrazon Bazh Hiicre Ekili Hidrojellerin Optik Mikroskop ve SEM

Goriintiileri

Sekil 4.2.9.1.1 HEK?293 hiicrelerinin optik mikroskop goriintiileri a) kontrol 0. saat b)
24. saat hidrojel ortaminda

Optik  mikroskop  goriintiiler1  Sekil  4.2.9.1.1’de  verilmistir.  Kontrol ile
karsilastirildiginda 24 saat sonrasinda HEK?293 hiicrelerinin hidrojel igerisinde

canlililigin1 korudugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2.9.1.2 GA-0 ve GA-1’in hiicre ekili SEM goriintiileri. a) GA-0 200X b) GA-
1+4 pg kolajen 2000X biyiitme ¢) GA-0 5000X biiylitme, d) GA-1+4 ug kolajen
5000X biiyiitme

Sekil 4.2.9.1.2°de HEK293 hiicresi fikse edilmis hidrojellerin SEM goriintiileri
verilmistir. Goriildigii gibi hiicreler hidrojel ylizeyine yapismis ve yayilmis haldedir.
Kolajen ile kaplanmis hidrojelde, girintili yiizey yapisina ragmen hiicreler tutunmustur.

Bundan dolay1 hidrojelin hiicre baglanmasi i¢in uygun bir destek oldugu sdylenebilir

[58].
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5. SONUCLAR

Bu calismada Schiff-baz ve agilhidrazon bagi ile kendi kendini onarabilen hidrojeller
sentezlenmistir. Oncelikle, kararli yapida hidrojel sentezi i¢cin UV polimerizasyon
stiresi, baglatici tiiri ve monomer kombinasyonlarinda optimizasyonlar yapilmistir.
100’e yakin deneme yapilarak kendi kendini onarabilen nihai formiilasyonlar
sentezlenmistir. Bircok sentetik ve dogal kaynakli amin kaynaginin yaninda, istenilen
kosullarda kullanilabilecek, aktif aldehit kaynagi smirhidir. Fizyolojik sicaklikta ve
pH’ta aktif islev goren imin ve agilhidrazon reaksiyonlar1 se¢ilmesine ragmen, bu
kosullarda istenilen solventte c¢oOziinebilecek ve etkinlik gdsterebilecek aldehit
kaynaklarinin sinirh olmasi, calismamizi ilgi ¢ekici hale getirmistir.

Literatiirde, polisakkaritlerin oksidasyonuna, aldehit igeren sayili molekiillerin
fonksiyonellendirilmesine kadar pek cok yol denemistir. Hyaluronik asit gibi
polisakkaritlerin oksidasyonu denenmis, hem ana kaynak maliyeti hem de uzun
saflastirma siirelerinden dolayr tercih edilmemistir. Bunun yerine ilk ¢aligmada
alternatif yeni bir sentezleme yontemi ile aldehit kaynagi polimer matrisine entegre
edilmek iizere fonksiyonellendirilmistir. Vanilin aldehit kaynagi olarak segilmis, sahip
oldugu hidroksil grubu, izosiyanatoetil metakrilat ile {iretan bagi araciligiyla
metakrallendirilmistir. Cift bag1 sayesinde hem polimer yap1 iskeletinde kullanilmais,
hem de aldehit fonksiyonu ile dinamik imin bagmin yapiminda kullanilmistir.
Boylelikle kendi kendini onarabilen biyobazli caprazbag gérevi gormiistiir. Sentezlenen
hidrojeller fizyolojik sicaklikta kendi kendini onarim gostermistir. Cekme kopma
testinde 1yi mukavemet ile %50’den fazla kendi kendine onarim gostermektedir.
Amfoterik yapis1 nedeniyle asidik ve bazik ortamda daha fazla sisme gostererek pH’a
duyarl yapidadir.

Benzer sekilde ikinci caligmada, yapiya hem esneklik hemde dinamik c¢apraz bag
katmak adina PEG1500 dialdehit ile fonksiyonellendirilmistir. Polimer matrisi
desteklemek i¢in ise PEG1500-diakrilat sentezlenmistir. Uzun Peg zincirleri sayesinde
%1000°den fazla sisme gostermistir. Peg miktar1 arttikca sismesi artarken, agilhidrazon
miktarinin artmasiyla capraz baglanma arttig1 icin sismede azalma gozlemlenmistir.
pH’a duyarli yapisinin aldehit ve agilhidrazon miktara bagli olarak karakteristiginde
degisim gozlemlenmistir. Oda sicakliginda 4 saat icerisinde kendini onariminin

basladig1 24 saatte yapilan ¢ekme kopma denemeleriyle de %100°e yakin bir oranda
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kendi kendini onardigr goriilmiistiir. Orijinal ve kendi kendini onaran hidrojellerin
yiiksek uzamasina karsilik iyi mukavemet gostermistir. Her iki calismadada hiicre
canlilik testlerinde hidrojelin hiicre canliligini olumlu etkiledigi, kolajen kapl

hidrojellerde ise canliligin belirli miktarda arttig1 goriilmiistiir.

Gelistirilen hidrojel ve fonksiyonel monomerlerle, kendi kendini onarabilen
biyomalzemelere ve alandaki {iretime ge¢ilmemis ¢alisma bosluguna dikkat ¢ekilmistir.
Farkli sisme oOzellikleriyle farkli tip yara oOrtiicii biyomalzemelerin kullanima alan
acilmistir. Doku miihendisliginde ilerideki caligmalar igin, literatiire, inovasyona agik,

umut vaat eden ¢alismalar sunulmustur.
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Basarih Kendini Onarim Gostermeyen Hidrojel Calismalar:

NO  (itosan(m Jelatin VIM (99 MV (g PEl (g ADH (g PEfD MBA(g EGDMA N-3-DMAP NHEA MA FA  HEMA  PVA GA  t(dk)
H-1 1 0.01 30
4 1 0.1 5
5 2 0.1 5
6 1 0.1 0.05 10
8 1 0.095 0.097
9 1 0.205 10
10 1 0.205 0.053 11
11 0.5 0.110 15
12 1 0.2 0.208 0.0130 15
13 1 0.2 0.1 0.05 25
14 1 0.3 0.1049 0.05013 22
15 1 0.2 0.1 0.01 15
16 1 0.14 0.022 10
17-T 1 0.2002 0.079 -0.5 0.014- 15
18-T 1 0.2106 0.1073- 15
19-T 1 0.2 0.1 0.104- 15
20-T 1 0.2020 = 0.1021 0.1048 0-30-60
21-T 1 0.2042 0.1058 0.1026 0-30-60
22 1 0.2030 0.1058 0.0232 15
23 1 0.2033 0.1053 0.0237 15
24 1 0.14 0.0024
25 1 0.2008 0.0517
26 0.2063 0.1 0.0552
27 1 0.2008 0.0529
28 0.2067 0.1018
29
30
31
32 1 0.6071 0.1091  0.2070 0.3019 0.03082 0.0265 15
33 1 0.3016 0.01 | 0.0507 0.1982 0.015 0.0143 15
34 1 0.3026 0.0507 0.1498 0.154 0.0144 15
35 0.3060 0.05 0.05 0.1552 0.0155 0.0187 25
36 1 0.3052 0.05 0.1035 0.1649 0.0155 0.0153 30
37 1 0.3030 0.05 0.1009 0.1494 0.0159 0.0140 30
38 0.3003 0.05 0.0512 0.15002 0.0149 0.0137 20
39 0.3003 0.05 0.0848 0.1518 0.0149 0.0130 20
40 0.3021 0.1683 0.2728  0.0036 0.1165 15
41 0.3004 0.1678 0.1465 0.0032 0.1113 15
42 0.3013 0.1682 0.2727 0.0057 0.1129 15
43 0.3014 0.0849 0.2724 0.0052 0.1176 15
4 0.3004 0.0400 0.2739 0.0056 0.1234 15
45 0.3004 0.0124 0.2703 0.0055 0.1100 15
46 0.3000 0.1584 0.2712 0.0056 0.1109 15
47 0.3007 0.006 0.02 0.2718 0.0055 0.116 15
48 2 0.3006 0.039  0.3329 0.006 0.1124 15
49 0.3000 0.0706 0.2702 0.0055 0.1126 15
50 0.3000 0.0301 0.2723 0.0053 0.1205 15
51 0.3001 0.0103 0.3245 0.0026 0.1104 15
52 0.3004 0.0702 0.3222 0.0025 0.115 15
53 1 0.3001 0.0402 0.2709 0.0022 0.0578 15
HT-54
HT-55
HT-56 0.3012 0.1099 0.3342 0.0032 0.043 15
HT-57 0.2998 0.0515 0.3243  0.0021 0.0736 15
58 0.3003 0.0565 0.3121 0.0033 0.045 15
59 0.3005 0.0509 0.3255 0.0031 0.037 15
60 15
61 0.3024 0.049 0.3028 0.0032 0.015 15
62 0.3028 0.0713 0.5013 0.0053 0.1001 0.306 15
63 0.3068 0.0518 0.7027 0.0324 0.0260 0.013 15
64
65 0.3000 0.0709 0,5 0.004 0.0518 15
66 0,3016 0,0454 0,1 0,0029 0,0045 15
67
68 0,3 0,0405 0,213 0,0063 0,03 0,1019 15
69 0,3 0,043 0,203 0,006 0,1028 15
70 0,3024 0,037 0,304 0,0051 0,075
7
72 0,3035 0,013 0,206 0,103 15
74 0,311 0,0248 0,206 0,05 15
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