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OZET

BiYOBOZUNUR BAKTERIYEL SELULOZ-HYALURONIK ASIT DOKU
ISKELELERININ CIT-CIT REAKSIYONLARI 1ILE SENTEZI VE
UYGULAMALARI

Giiniimiizde, biyouyumlu ve biyobozunur polimerler kullanilarak hazirlanan hidrojeller,
benzersiz biyouyumluluklari, esnek sentez yontemleri, istenilen fiziksel ozellikleri
olusturmadaki proses kolaylig1 nedeniyle bir¢ok biyolojik uygulama igin tercih edilen
malzemelerdir. Pek ¢ok uygulama alanlari arasinda, hidrojellerin en 6nemli kullanim
alani, yara Ortiisii olarak kullanilmasidir. Hidrojel yara ortiileri, nemli bir yara
iyilestirme ortami olusturabilirken, hava akisini saglar, yara eksudasini emebilir ve

yaraya zarar vermeden kolayca ¢ikarilabilir.

Bu acgiklamalar 15181nda, bu ¢calismada, Hyaliironik asit (HA) ve bakteriyel seliiloz (BC)
iceren hidrojellerin ¢it-¢it kimyas1 ile hazirlanmasi hedeflenmistir. Cit-¢it kimyasi, iki
molekiiler yap1 blogunun, az veya hi¢ yan iiriin icermeyen hafif reaksiyon kosullarinda
kolay, secici, yiiksek verimli reaksiyona girmesine izin veren organik reaksiyonlarin
kullanimini tesvik eder. Cit-¢it kimyasi iki bilesenin ¢apraz baglanmasi i¢in ¢ok giiclii
bir aragtir ve bir azid ve bir alkin arasindaki 1, 3 dipolar sikloza dayanmaktadir. Cit-cit
reaksiyonu ile ¢apraz baglanan HA-BC hidrojelleriyle, hizli1 biyobozunan Hyaliironik

asitin, tedavi siiresi boyunca mekanik kararliliginin korumasi hedeflenmektedir.

Calisma kapsaminda kullanilan BC, Komagataeibacter oboediens kullanilarak,
mikrobiyal proses ile iiretilmis ve sonrasinda alkinlenmistir. HA, streptococcus equi

bakteri kaynakli olarak alinmis ve sonraki azidlenmistir.

Elde edilen hidrojellerin yap1 karakterizasyonu Infrared spektroskopisi ile yapildi.
Morfolojik yapisina SEM analizi ile bakildi. Camsi gegis sicakligi DSC ile incelendi ve
sisme davranisi takip edildi.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF BIODEGRADABLE BACTERIAL CELLULOSE-
HYALURONIC ACID TISSUE SCAFFOLDS VIA CLICK
REACTIONS AND THEIR APPLICATIONS

Nowadays, hydrogels prepared using biocompatible and biodegradable polymers have
been used in different biological applications due to their unique biocompatibilities,
flexible synthesis methods, and ease of processing in creating desired physical
properties. Among these application fields, the most important area in which the
hydrogels are used is the utilization of them as wound patches. A wound patch prepared
by hydrogels creates a moist wound healing environment, ensures airflow, absorbs

wound exudate and be easily removed without harming the wound.

In the light of these explanations, within the scope of this work, hydrogels including
Hyaluronic acid (HA) and bacterial cellulose (BC) were prepared by click chemistry.
Click chemistry promotes the usage of organic reactions that allow reacting of two
molecular building blocks easily, selectively, and efficiently under mild reaction
conditions without producing byproducts. The click chemistry is a very powerful tool
for cross-linking two components and is based on 1, 3 dipolar cyclosis between an azide
and an alkyn group. It is aimed to maintain the mechanical stability of the fast
biodegradable hyaluronic acid by preparation of HA-BC hydrogels through crosslinking
HA and BC by click reaction.

The BC used in the study was produced by the microbial process using
Komagataeibacter oboediens and then alkyn modified. HA was supplied from

Streptococcus equi bacterial origin, and subsequently azidated.

The structural characterization of the obtained hydrogels was done by Infrared
spectroscopy. Its morphological structure was analyzed by SEM analysis. The glass

transition temperature was examined by DSC and the swelling behavior was followed.
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1 GIRIS VE AMAC
1.1 Giris

Bu tez calismasinda diyabetik ve siddetli yanik yaralarinda kullanilabilecek biyo
malzeme gelistirilmesi hedeflenmektedir. Giiniimiizdeki mevcut tedavilerin bazi
sinirlamalar1 vardir. Mevcut tedavide kullanilan pansumanlar yara iizerine yapigsmakta,
gaz akisina engel olmakta, yara ekstiidasini emmemektedir. Bu sorunlardan yola ¢ikarak
ideal pansuman malzemesi elde etmek icin Bakteriyel seliiloz- Hyaliironik asit esash
polimerik hidrojel sentezlenmesi hedeflenmektedir. Literatiir taramasi yapildiginda doku
miihendisligi alaninda bakteriyel seliiloz- hyaliironik asit esaslh klik reaksiyonu ile ilde
edilmis hidrojel sentezi calismasi olmadigi anlasilmistir. Bu calismada iki dogal
biyopolimerin kendine 06zgii Ozelliklerinin ¢apraz baglanarak birlestirilmesi ile
biyouyumlu, nefes alabilen, sisebilen bir hidrojel yara ortiisii gelistirilerek literatiire katki

saglanmak amac¢lanmaktadir.

Hyaliironik asit (HA) yara iyilestirme 6zelligi ile bilinmektedir. Hyaliironik asit hiicre dis1
matrisin (ECM) hidratli ortamin1 daha iyi taklit edebilirler fakat hizli bozunurlar. Bu
nedenle, HA'lerin kararli hala getirilmesi ve mekanik saglamlik kazandirmak i¢in bagka
polimerle capraz baglanmasi alternatif bir yoldur. HA, hiicrelerin hareketine ve
cogalmasina katkida bulunur ve ¢ok sayida hiicre yiizeyi etkilesimlerine katilir. Yiiksek
hidrofiliklige sahiptir, ortami1 nemli tutabilmektedir. Zararli salgiy1 emebilmektedir. HA
ilag tasima sistemlerinde de kullanilir. Ozel yaralarda ilag yiiklemesiyle kullanilabilir. Bu

tez calismasindaki gelistirilen yapilar ileride ¢alismalarin temelini olusturabilir.

HA’e mekanik saglamlik kazandirmak igin bakteriyel seliiloz (BC) miikemmel bir
adaydir. Seliiloz hiicre dig1 polisakkaritlerin homopolisakkaritleri grubunda bulunur ve
diinyada yaygin olarak kullanilan bir biyopolimerdir. Seliilozun ana kaynaklar1 bitki iken,
bakteriler de seliiloz liretebilir. Bu tez ¢alismasinda bitki kaynakli yerine, bakteri kaynakli
seliiloz segildi. Bitki kaynakl seliiloz lignin ve hemiseliiloz da igerir. Kimyasal maddeler
ile lignin ve hemiseliilozun uzaklastiriimasi gerekir. Ote yandan bakteriyel olarak iiretilen
seliiloz da lignin ve hemiseliiloz bulunmaz. Kimyasal malzeme kullanilmadigi igin ve su
ile de saflastirilabilir oldugundan BC uygun biyo uyumlu bir malzeme adayidir.
Bakteriyel seliiloz eldesi biyouyumlu oldugu kadar da siirdiiriilebilir ve ¢evre dostudur.

Ortamdaki glikoz eldesiyle kolaylikla bakteriyel seliiloz elde edilebilir. Gida firmalarimin



glikoz atiklar1 (meyve suyu fabrikalarin meyve kabuklar) ile de iiretilmesi miimkiindiir

ve atigin Oniine gecilebilir.

Bu proje de BC-HA hidrojel eldesi ¢it-¢it reaksiyon ile iiretilmesi hedeflenmektedir.
Isikla hidrojel elde etmenin birtakim avantajlar1 vardir. Bu avantajlardan bazilar1 ¢oziici
kullanilmadigi i¢in ¢evre dostudur. Oda sicakliginda da iiretilmesi miimkiindiir. Sicaklik

ihtiyac1 olmadig i¢in ekonomiktir. Hizli ger¢ceklesmektedir.

1.2 Amag

Bu ¢alismada deri iizerinde olusan yaralar tedavi edebilecek ve derin deri kayiplarinin
yerini doldurabilecek deri esdegerleri olusturulabilecek potansiyele sahip dogal
polimerlerden elde edilen biyouyumlu ve biyobozunur hidrojel yara oOrtiilerinin
gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla hidrojel sentezi ig¢in bakteriyel seliiloz ve
hyaliironik asit kullanilacaktir. Hyaliironik asit yara iyilestirme 6zelligi ile bilinmektedir.
Hyaliironik asit hiicre dis1 matrisin (ECM) hidrathi ortamini daha iyi taklit edebilirler fakat
hizli bozunurlar. Bu nedenle, HA'lerin kararli hala getirilmesi ve mekanik saglamlik
kazandirmak i¢in baska polimerle ¢apraz baglanmasi alternatif bir yoldur. Bu ¢alismada
mekanik olarak daha giiclii bir hidrojel elde etmek i¢in hyaliironik asit, bakteriyel seliiloz
ile capraz baglanacaktir. BC, Komagataeibacter oboediens ‘den iiretilecektir. Bitkiden
farkl olarak direk seliiloz elde edilmektedir. Boylece agir kimyasallar kullanilarak lignin
ve hemiseliiloz uzaklastirilmamaktadir. Iki hidrojel dnciisiiniin 6zelliklerini kaybetmeden

capraz baglanmasi i¢in Azid-Alkin siklo katilmasi reaksiyonu kullanilacaktir.



2 GENEL BILGILER
2.1 Biyopolimerler

Dogal biyopolimerler, canli organizmalar tarafindan iiretilen polimerlerdir. Polimerik
biyomolekiillerdir. Biyobozunur kimyasal bilesiklerdir ve ekosferdeki en organik
bilesiktir. Biyopolimerler monomer birimlerinden olusur; bu birimler kovalent baglarla
daha biiyiik yapilar olusturur. Biyopolimerler, canli organizmanin biiyiimesi sirasinda
sentezlendiklerinden dogal polimerler olarak da adlandirilirlar [1]. Biyopolimerlerin bazi
ornekleri proteinler, karbonhidratlar, DNA, RNA, lipidler, niikleik asitler, peptitler ve
polisakkaritlerdir. (glikojen, nisasta ve seliiloz gibi). Biyopolimerler genel olarak dogal
ve sentetik biyopolimerler olarak siniflandirilabilir. Sentetik biyopolimerler iki tiptir:

bozunamaz ve bozunabilir.

Diinyada her yil yaklasik 140 milyon ton sentetik polimer sentezlenmektedir. Atik
plastikler gibi sentetik polimerler ve kanalizasyondaki suda ¢oziiniir sentetik polimerler
cevre kirliligine neden olur. Biyosferdeki polimerlerin bozunma dongiileri, son derece
kararl1 olduklar i¢in sinirsizdir [2]. Plastikler ve polimerler giinliik hayatimizin ayrilmaz
bir par¢asi haline geldi. Bununla birlikte, stabilitesi ve bozulmaya kars1 direnci nedeniyle,
cevrede plastikler ve polimerler, ¢op sahalarmin agirlik¢a yaklasik %8'i ve hacimce

%20'si oraninda birikmektedir [3].

Biyo-bazli polimerlere diinya c¢apinda ilgi, fosil yakit bazli olmayan polimerlerin
bulunmasina duyulan istek ve ihtiya¢ nedeniyle son yillarda hiz kazanmistir. ISI Web of
Sciences ve Thomas Innovations tarafindan belirtildigi gibi, Sekil 2.1 'de gosterildigi gibi,
son yillarda biyo-tabanli polimerler ve uygulamalarla ilgili yayin atiflarinin sayisinda

muazzam bir artig vardir [4].

Biyo bazli polimerler, fosil yakitlara olan bagimliligi azaltarak ve azaltilmig
karbondioksit emisyonlar1 gibi ilgili olumlu ¢evresel etkiler yoluyla énemli katkilar
sunar. Lead Market Initiative (Avrupa Birligi) ve BioPreferred (ABD) gibi girisimler
yoluyla biyo-bazli iiriinlerin tercih edildigi yerlerde yasal ¢erceve de degisiyor. Sonug
olarak, polimer {iretimi i¢in petrol tiirevi hammaddelerin yenilenebilir kaynak bazlh

hammaddelerle degistirilmesine yonelik diinya ¢apinda bir talep vardir [5].
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Sekil2.1 Biyo polimerler ve uygulamalarla ilgili yayin atiflarimin yillara gore sayisi [177]

Biyo-bazli polimerler, yenilenebilir kaynaklardan iiretilen malzemelerdir. Biyo-bazli
polimerler ve biyolojik olarak bozunabilir polimerler terimleri literatiirde yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak iki tip polimer arasinda énemli bir fark vardir. Biyobozunur
polimerler, mikroorganizmalara, karbondioksit (aerobik) islemlere, metan (anaerobik
islemler) ve suya (aerobik ve anaerobik islemler) maruz kaldiginda fiziksel ve kimyasal

ozellikleri bozulan ve tamamen bozulan malzemeler olarak tanimlanir. Biyo-bazl



polimerler biyolojik olarak pargalanabilir (6rnegin, polilaktik asit) veya parcalanamaz
(6rnegin, biyo-polietilen) olabilir. Benzer sekilde, birgok biyolojik bazli polimer biyolojik
olarak pargalanabilirken (6rnegin, nisasta ve polihidroksialkanoatlar), biyolojik olarak

pargalanabilen polimerlerin tiimii biyolojik bazli degildir (6rnegin, polikaprolakton) [6].

Biyo-bazli polimerler, biyolojik, fiziksel veya kimyasal yontemler kullanilarak biyokiitle
kaynaklarindan {iretilir. Biyolojik olarak parcalanabilirliklerine gore, biyolojik bazli
polimerler, biyolojik olarak parcalanabilen ve biyolojik olarak pargalanamayan
polimerler olmak tizere iki genis kategoriye ayrilabilir [7]. Sekil 2.2'de gosterildigi gibi,
seliiloz, lignin ve kitin dahil olmak iizere biyolojik olarak parcalanabilen polimerler,
fiziksel veya kimyasal yontemler kullanilarak dogrudan bitki ve hayvanlardan tiretilebilir.
Alternatif olarak, biyolojik olarak pargalanabilen polimerler biyolojik fermentasyon [8]
(PHA, bakteriyel seliiloz) veya kimyasal sentez (poli(laktik asit) gibi) ile de elde
edilebilir. Kismen biyokiitleden sentezlenen biyobozunur olmayan polimerler arasinda
poliliretan, polyester, poliamid 56, poliolefin, epoksi ve fenolik regine bulunur.
Yenilenebilirlik ve biyouyumluluk biyo-tabanli polimerleri yesil malzemeler olarak

cekici kilar ve bu polimerlerin biyomedikal alanda da potansiyel uygulamalar1 vardir [9-

11].
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Sekil 2.2. Biyopolimerlerin simiflandiriimast
2.2 Mikrobiyal Kaynakh Biyopolimerler
2.2.1 Bakteriyel Seliiloz

Yeryiiziinde en bol bulunan polimer olan seliiloz, bitkiler, mantarlar, algler ve bakteriler
tarafindan iiretilebilir. Tek basina selilloz hamurunun yillik iiretimi 1014 tona ulasabilir
[12,13]. Bakteriler tarafindan iiretilen seliiloz, 1886 yilinda Ingiliz bilim adami A.J.
Brown tarafindan kesfedilmistir. [14]. Bitki kaynakli selillozdan ayirt etmek igin

mikrobiyal seliiloz veya bakteriyel seliiloz olarak adlandirilir.

Asetobacter, BC'yi sentezlemek i¢in kullanilan en eski tiirdiir. Daha sonra BC'nin
Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium ve Escherichia gibi bakterilerde de
iiretilebildigi bulunmustur [15]. Bunlar arasinda, Acetobacter xylinus (Esanlamlilari
Gluconacetobacter xylinus, Komagataeibacter xylinus) su anda seliiloz sentezlemede en
giiclii yetenege sahip sug olarak kabul edilmektedir. Bakteriyel seliilozun biyosentezi,
cesitli enzimlerin [16] etkilesimi ile UDP-glukozun -1, 4-glukan zincirlerine
polimerizasyonudur ve daha sonra bakteri hiicrelerinin gézeneklerinin bir serit halinde
soyulmasiyla mikrofiberler olusturulur. BC'de her bir glukosil halkasinda ii¢ hidroksil
grubu vardir, bu nedenle mikrolifler, ¢ok sayida hidrojen bagi nedeniyle 10-100 nm
capinda bir lif demeti halinde kendiliginden birlesir [17] ve daha sonra dogal bir BC elde



etmek i¢in ¢ok sayida gdzenekli ag ii¢ boyutlu bir nanolif olusturur. [18].

BC kiiltiiriiniin  yontemleri kabaca statik kiiltiir, ¢alkalama/sallama kiiltiirii ve
biyoreaktore ayrilabilir [19]. BC filmi, aerobik bakteriler tarafindan {iretilen BC
nedeniyle statik kiiltiirde ortam ve hava arasindaki gaz-sivi arayliziinde iretilir. Bu
nedenle, statik kiiltiirde BC filminin toplam verimi, gaz-siv1 ara yiiziinilin yiizey alani ile
dogrudan iligkilidir [20]. Statik kiiltiiriin hazirlama ve saflastirma yontemleri basittir, yani
gaz-sivi ara yiizeyinde toplanan BC jel tabakalari, sicak su ve sodyum hidroksit ile
saflastirilir ve daha sonra saf BC filmi elde etmek i¢in nétr bir pH'a ulagsmak i¢in biiyiik
miktarda su ile yikanir. Ancak yiiksek maliyet ve diisik verimlilik, sinirli hava temas
alan1 nedeniyle statik kiiltiirde iki ana sorundur [21]. Uretkenligi artirmak i¢in, ortamdaki
oksijen tasgima oranini artirmak i¢in Ajitasyon/sallama kiiltlrii gelistirilmistir [22].
Bununla birlikte, calkalama kiiltiirii tarafindan iiretilen BC'nin, statik kiiltiire kiyasla daha
diisiik bir polimerizasyon, kristallik ve mekanik 6zelliklere sahip oldugu [23] ve seliiloz
negatif mutantinin (CEI") iiretilmesinin kolay oldugu ve bunun sonucunda verimin
azalmasina neden oldugu bulunmustur [24]. Bu nedenle, ajitasyon kiiltiiriiniin, BC'nin
tiretkenligini onemli dl¢lide artirmadigi rapor edildi [24,25]. Statik ve ajite kiiltiirlerin
dezavantajlariin tistesinden gelmek ve BC'nin endiistriyel tiretimini saglamak amaciyla,
BC'nin verimini artirmak i¢in biyoreaktor kiiltiirii ¢alisilmistir. Biyoreaktor kiiltiirt,
BC'nin verimini bir dereceye kadar artirmig olsa da yiiksek verim ve BC'in iyi
performansini ayn1 anda karsilayabilen bir biyoreaktor kiiltiir yontemi ortaya ¢ikmamaistir
[19]. Bu nedenle, statik kiiltiir zamani, uzun ve verimi diisiik olsa da iyi 6zellikte BC

tiretebildiginden, laboratuvar 6l¢eginde BC hazirlamak i¢in hala en yaygin tekniktir.

Ayrica, BC verimi tizerinde suglarin ve kiiltiir kosullariin 6nemi nedeniyle, genetik
tekniklerle bulunan yiiksek verimli mutantlar ve optimize edilmis kiiltiir kosullari, BC
verimini artirmak icin ana arastirma yonleridir [20]. Uretim maliyetlerini azaltmak icin,
bazi raporlar, titiin atig1 Oziiti [26], tarimsal yan iriinler [27], toksik aromatik
hidrokarbonlar [28], seker pancar1 gibi diisiik maliyetli endiistriyel yan iiriinlerin veya
endistriyel atiklarin [29] melas ve peynir altt suyu [30] vb., BC iiretimi i¢in iyi
beklentilere sahip olan karbon veya azot kaynaklari olarak kullanilabilir. Ayrica, bazi
calismalar, etanol [31], agar [32], sodyum aljinat [33] gibi fermantasyon ortamina belirli
katki maddelerinin eklenmesinin sadece BC iiretimini artirmakla kalmayip ayni1 zamanda

BC kristalinitesinde de bazi degisiklikler oldugunu gostermistir. Mekanik mukavemet,



pargacik boyutu vb. Buna ragmen, BC'nin iiretim maliyetleri ve iiretkenliginin iistesinden
gelmek hala zor. Bitki seliilozu ile karsilastirildiginda, bakteri seliilozu daha milkemmel

ozelliklere sahiptir. Ornegin, bakteriyel seliiloz yiiksek safliga sahiptir.

BC, lignin, hemiseliiloz ve diger safsizliklar icermediginden saflastirma islemi basittir.
Ayrica, neredeyse hi¢ reddetme ve inflamatuar reaksiyona sahip degildir ve biyotip
arastirmalart i¢in miikemmel biyouyumluluga sahiptir [34]. BC yiiksek derecede
polimerizasyona sahiptir, drnegin Acetobacter xylinus seliilozun polimerizasyon derecesi
16.000'e kadar ¢ikabilir. Ek olarak, BC'nin kristalligi %95'e kadar yiiksektir ve Young'in
BC monofilament modiiliiniin 114 GPa'ya kadar ¢ikabilecegi bildirilmistir [18]. Boylece,
mitkemmel mekanik 6zelliklerine dayanarak, ses hoparlorii diyaframi [35], gida ambalaj
filmi [36], koruyucu film [37] ve kulak zar1 perforasyonunu tedavi etme [38,39] vb. i¢in
gelistirilmistir. Yiiksek gézenekliligi ve li¢ boyutlu yapis1t BC'nin en biiyiik istiinliigii; bu
nedenle, yiiksek gozenekliligi ve genis 6zgil yiizey alan1 nedeniyle algilama malzemeleri
[40] ve fotokatalistler [41] alanlarinda kullanilmaktadir. Bu arada, uygun gegirgenligi,
higroskopikligi, su tutma kapasitesi ve esnekligi nedeniyle hiicre kiiltiiriinde [42] ve yara
pansumaninda [43] yaygin olarak kullanilmaktadir. Ek olarak, BC, sentez sirasinda iyi
kontrol edilebilirlige ve biyolojik olarak par¢alanabilirlige sahiptir, bu da onu tip alaninda
tercth edilmesini ve doku miihendisligi yapi iskelelerinde [44], kontrollii saliniml
ilaglarda [45] ve diger arastirmalarda yaygin olarak kullanilmasini saglar. Bu
ozelliklerinden dolay1 BC, gida, kozmetik [46], kapasitorler [47], biyomedikal ve doku

miihendisligi, fonksiyonel malzemeler ve diger alanlarda yaygin olarak kullanilabilir.

2.2.2 Bakteriyel Hyaliironik Asit

Hyaluronan olarak da bilinen hyaliironik asit (HA), b4-glukuronik asit (GIcUA)-b3-N-
acetylglucosamine (GIcNAc)'nin tekrarlayan disakkaritlerinden olusan lineer bir
glikozaminoglikandir (GAG). HA ilk olarak sigir goziiniin vitreus govdesinden izole
edilmis ve tanimlanmistir [48]. Sonunda bu polisakkaritin, omurgali dokularinin (beyin,
gbbek kordonu, eklemler arasindaki sinovyal sivi, deri, horoz taragi, noral dokular ve

epitel) bir¢ok yerinde farkli konsantrasyonlarda ve molekiiler agirliklarda her yerde ve

her yerde dagildigi bulundu [49].

Hyaltironik asit, dogal olarak negatif yiikliidiir (karboksilat gruplari nedeniyle) ve bu,

yiiksek oranda viskoz bir jel olusturan biiylik miktarda suya baglanmasina izin verir. Bu



anyonik jel benzeri polimer sadece eklemler i¢in kayganlik saglamakla kalmaz, ayn
zamanda ¢evre dokular i¢in bir sok emici gorevi goriir [49]. Ayrica insanlarda ve diger
omurgasizlarda immiin yanit1 baglatmadigindan immiinojenik degildir [50]. Essiz biyo-
uyumlulugu ve viskoelastik oOzelliklerinden dolay1 ilag dagitimi, oftalmik cerrahi,
osteoartrit tedavisi ve doku mithendisligi gibi biyomedikal uygulamalara uygundur [51].
Ayrica kozmetik uygulamalarinda, 6zellikle dermal dolgu maddeleri ve nemlendiriciler
olarak kullanilmaktadir [52]. HA, birgok memeli biyolojik siirecinde yer alan bir sinyal
molekiilii olarak kabul edilir ve iltihaplanma, tiimérijenez ve anormal bagisiklik
fonksiyonu gibi ¢esitli hastaliklara neden olan olaylarda kritik roller oynar [53-55]. HA
bir bagisiklik tepkisi baslatmadigindan, Streptococcus zooepidemicus gibi bakteriler,
hiicrelerini kapsiillemek ve konak¢inin bagisiklik sisteminden tespit edilmekten kagmak
icin molekiiler taklit sergilemek igin bir ara¢ olarak HA'y1 sentezler [56-57]. HA ayrica
Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, Pasteurellamultocida ve Cryptococcus
neoformans dahil olmak iizere diger patojenik bakteriler tarafindan da dogal olarak
tiretilir [58-60].

2.2.3 Biyopolimerlerin Medikal Uygulamalari

Biyopolimerler tibbi cihazlarda, su aritmada, paketlemede, gida katki maddelerinde,
kozmetikte, giysi kumaslarinda, emicilerde, endiistriyel plastiklerde, biyosensorlerde ve
hatta veri depolama elemanlarinda kullanim potansiyeline sahiptir. Biyopolimerler, kayda
deger biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklar: nedeniyle, biyomedikal uygulamalarda,
ozellikle de ila¢ dagitim sistemleri, doku miihendisligi, yara tedavisi, diyaliz membram

ve insan sagliginin iyilestirilmesinde alaninda 6nemli bir role sahiptir [61].
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Sekil 2.3 Biyopolimerlerin medikal alanda uygulamalar
2.3 DOKU MUHENDISLIGI

Doku miihendisligi, doku fonksiyonunu iyilestiren veya iyilestiren biyolojik ikamelerin
gelistirilmesine yonelik miihendislik ve yasam bilimlerinin ilkelerini uygulayan
disiplinler arasi bir alandir [62,63]. Doku miihendisliginde hiicreler, ii¢ boyutlu dokunun
yapismi taklit etmek icin destekleyici bir sisteme gdmiiliir. Ug boyutlu yapr iskeleleri,
hedef dokunun 6zel biyolojik, mekanik ve fiziksel 6zelliklerini 6zetleyerek bu tiir destek
Daha yiiksek esneklik ve gozeneklilige sahip daha kalin bir alt tabaka olan dermis, gevsek
bag dokusu icerir ve epidermisi besler. Epidermis, ¢evresel patojen mikroorganizmalara
kars1 koruyucu bir bariyer olusturmak i¢in skuamoz yapili ve alt gozenekli keratinositleri

iceren cildin ince iist tabakasidir [64-66].

Epidermis, dermis ve deri alti dokudan olusan cilt, iyi esneklik ve rejeneratif kapasiteye
sahip viicudun en biiyiik bariyer organidir. Ancak cilt biitiinliigii ameliyat, yaniklar,
diyabet, tiimorler ve diger nedenlerle tehlikeye girebilir. Cilt hasar gordiigiinde, viicut
daha fazla hasar1 6nlemek icin hasarli cildi onarmak i¢in karmasik reaksiyonlar veya

cildin koruyucu iglevini geri yliklemek icin enfeksiyon baslatir [67].

Akut yaralar1 tedavi etmek i¢in suni deri ve pansuman gereklidir. Bununla birlikte,

mevcut ticari yara Ortiileri, cilt yenilenmesi i¢in ideal bir 6rtii malzemesinin 6zelliklerini
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karsilamamaktadir [68]. Ideal bir pansuman igin iki ana gereksinim, iyilesme siirecinde
yara eksiidalarini emme yetenegi ve tam iyilesmeden sonra kolayca ¢ikarilmasina yol
acan yaraya yapismamasidir. Pamuklu gazli bez, gecirgen ve emici olan en {inli
pansuman malzemesidir; ancak yaraya yapisarak pansuman degisimi ve tam iyilesmeden
sonra ¢ikarilmasi sirasinda ikincil yaralanmalara yol acar, bu da iyilesme siirecini uzatir
[68]. Yukarida bahsedilen eksikliklerin iistesinden gelmek icin, doku miihendisligi ile
ilgili doku materyallerini kusurlu doku rejenerasyonu olusturmak i¢in kullanmak i¢in bir
yontem gelistirilmistir [69-71]. Doku miihendisliginin anahtarlarindan biri, biyolojik

olarak uyumlu, pargalanabilir ve emilebilir hiicre iskeleleri hazirlamaktir [72-74].

Doku miihendisligi yapr iskelelerini insa etmenin 6zii, hiicre dist matris (ECM) ortamint
simiile etmek i¢in ¢esitli materyaller kullanmaktir [75,76]. Hidrojel, malzemelerin
taginmasini kolaylastirmak i¢in yiiksek bir su igerigine sahip oldugundan, zengin gézenek
yapist spesifikligi arttirir. Yiizey alani ve bu 6zellikler hiicre dist matrise benzer [77]. Bu
nedenle, hiicre dis1 matrisi simiile etmek ve doku miihendisligi yap1 iskelesi olugturmak

i¢in hidrojel kullanmak yaygin bir yontemdir [78,79].

2.4 HIDROJEL

Hidrojeller, benzersiz biyouyumluluklari, esnek sentez yontemleri, bilesen gesitliligi ve
arzu edilen fiziksel 6zellikleri nedeniyle birgok biyolojik uygulama i¢in tercih edilen
malzeme olmustur [80]. Hidrojeller, agirlikga >%90 su igerigine sahip bir hidrath
polimerik malzeme sinifidir [81-83]. Yabanci cisim yanitinin olmamasi ve yiiksek oksijen
gecirgenligi nedeniyle kontakt lensler ve goz ici lensler gibi uygulamalar i¢cin 19601
yillardan beri kullanilmaktadirlar [83]. Bununla birlikte, silikon hidrojel kontakt lenslerle
bazi kisilerde inflamatuar yanitlara neden olan gesitli biyouyumluluk sorunlart vardir
[84]. Hidrojeller insan viicudunda kullanilmak iizere gelistirilen ilk polimer tiirleriydi
[85,86]. Doku miihendisligi alam1 ivme kazanmadan once bile, 1980'lerde hiicreleri
kapstillemek i¢in hidrojeller zaten kullaniliyordu [87]. Giinlimiizde hidrojeller, yara
tyilesmesi gibi klinik uygulamalar i¢in kullanilmaktadir [83] Daha yakin zamanlarda,
hidrojeller hiicrelerin biiylimesi i¢in biyomimetik 3D mikro-ortam saglamak i¢in yap1
iskelesi olarak kullanilmaktadir [85,88,89]. Hidrojellere kokenlerine, dayanikliliklarina,
cevresel uyaranlara tepkilerine, yliklerine, yapilarina veya bilesimlerine gore cok sayida

siiflandirma uygulanmistir [90].
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Ek olarak, hidrojeller, dogal ECM'ye yapisal ve bilesimsel benzerliklerinden dolay: ilgi
cekerler. Bu malzemeler, hiicresel baglanmayi, molekiiler tepkileri, yapisal biitiinliigii,
biyolojik olarak pargalanabilirligi ve biyouyumlulugu kontrol etmek i¢in kolaylikla
tasarlanabilir [80]. Ideal hidrojel iskelesi, dogal ECM'in &zelliklerini taklit edebilir ve
ayrica hiicre baglanmasina ve gogiine izin verir [91,92], hiicreleri ve biyokimyasal
faktorleri iletir ve tutar [91], difiizyonu miimkiin kilar. [80] ve son olarak hiicrenin
davranigini degistirmek i¢in mekanik ve biyolojik etkiler uygular [93, 94]. Bbyle bir yap1
iskelesi olusturmak i¢in miihendisler, dogal goézenek boyutunu, mekanik mukavemeti,
hiicresel baglanmayi, molekiiler yaniti, biyolojik olarak pargalanabilirligi,
biyouyumlulugu ve ¢éziinen tasginimini yakindan taklit eden yiiksek bir yiizey alani/hacim

orani olusturabilen dogal ve/veya sentetik hidrojeller kullanirlar. [91, 80].

Polisakkaritler, biyolojik olarak pargalanabildikleri ve dogada bol olduklar1 i¢cin doku
miithendisligi ve tasiyicilar i¢in yapi iskelesi olarak potansiyel adaylardir [95]. Bunlar
arasinda Hyaliironik asit (HA), dogal hidrofilikligi, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve
uyumlulugu nedeniyle bu hidrojeller igin degerli bir baslangic malzemesidir [96].
Bununla birlikte, HA ¢6zeltileri kisa bir yar1 6mre sahiptir, bu nedenle, daha uzun kalma
siiresi ve mekanik saglamliga sahip hidrojeller elde etmek i¢in HA tercihen kimyasal

modifikasyon ile stabilize edilir [97].

Seliiloz tiirevlerine dayali hidrojeller, genellikle hem geleneksel hem de yenilikg¢i
hidrojellerin 6zelliklerini iliskilendirdikleri i¢in merhem bazlar1 olarak 6zellikle ¢ekicidir.
Ayrica, seliiloz tlirevlerinin dogadaki biiylik bulunabilirligi, toksik olmamas1 ve diisiik
maliyeti, bu polimerleri farmasoétik hidrojellerin hazirlanmasi i¢in ilk tercih hammaddeler

olarak oneren diger 6nemli 6zellikleri temsil eder [98].

Hidrojeller genellikle ag olusumundan sorumlu jellestirici ajan ve sulu bir s1v1 ara¢ olmak
lizere iki ana bilesenden olusur. Farmasétik birlestirilmis ve endiistriyellestirilmis topikal
hidrojel formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan jellestirici maddeler arasinda,
metilseliiloz, karboksimetil-seliiloz ve hidroksipropilmetilseliiloz (HPMC) gibi seliiloz
tirevleri (seliilozikler olarak da anilir) bulunur. Seliiloz tiirevlerine dayali hidrojeller,
genellikle hem geleneksel hem de yenilik¢i hidrojellerin 6zelliklerini iliskilendirdikleri
icin merhem bazlar1 olarak o6zellikle ¢ekicidir. Ayrica, seliiloz tlirevlerinin dogadaki

bliyiik bulunabilirligi, toksik olmamasi ve diisiik maliyeti, bu polimerleri farmasdtik
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hidrojellerin hazirlanmasi i¢in ilk tercih hammaddeler olarak Oneren diger 6nemli

ozellikleri temsil eder [98].

2.5 KLIK KIMYASI

“Cit-Cit kimyas1” terimi ilk olarak 2001 yilinda Sharpless tarafindan tanitildi [99] ve
yaygin olarak kullanilan, pargalari ¢ok verimli ve giivenilir bir sekilde birbirine
baglayabilen bir dizi reaksiyonu ifade eder. Bu tip reaksiyonlar arasinda siklo eklemeler
[100,101], niikleofilik halka ag¢ikliklar1 [102], aldol olmayan tipte karbonil kimyas1 [99]
ve karbon-karbon ilaveleri [103] yer alir. Bakir katalizli azid-alkin 1,3-dipolar siklo
ilavesi (CuAAC), bu gruptan en iyi bilinen reaksiyondur ve genellikle "klik kimyas1"
olarak adlandirilir. Klik reaksiyonu, 1963'te Huisgen tarafindan rapor edilen, azidlerin
dipolarofillerle 1,3-dipolar siklo ilavesinden kaynaklanir [104]. Bagimsiz ¢alismalarda,
Sharpless [99] ve Meldal [105] arastirma gruplari, azidlerin terminal alkinlerle 1,3-
dipolar siklo ilavesinin bakir(I) kompleksleri tarafindan katalize edildiginde daha da
gelistirilebilecegini  kanitladi. CuAAC reaksiyonlar1 yiiksek verimlidir ve basit
saflastirma yontemleri sunar. Ayrica, ilimli kosullar altinda gerceklestirilebilir, minimum
yan iriinler uretebilir, stereospesifik ve kemoselektif olabilirler. Bir bakir kompleksinin
varliginda, bir azid ve bir terminal alkin grubu arasindaki siklo ilavesi gerceklesir ve
1,2,3-triazol halkasi ile sonuglanir (sekil 2.4). Siklo ilavesinin triinii (triazol) biiyiik bir
potansiyel ile olusur (G™> —60 kcal mol?) [106] ve bakir ligand tiirlerinin kullanima,
triazoliin olusumunun yam1 sira 1,4-regioizomer igin yiiksek bolgesel secicilik

saglamaktadir [107-110].

cu'
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Sekil 2.4 Bakir katalizli azid alkin katilmasi [111]
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2.5.1 Bakir Katalizli Klik Kimyasi

Fokin ve c¢alisma arkadaslar1 [108,109] Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT)
hesaplamalar1 ve kinetik calismalar1 (sekil 2.5) kullanarak bir CUAAC reaksiyonu
mekanizmasi Onerdiler. Reaksiyonun ilk adiminda, alkinil mekanizmasi, bakir asetilid
tiirlerini olusturan bir bakirla koordine edilir. Daha sonra azid ikinci bir bakir atomu
koordinasyonu ile aktive edilir. Bir sonraki adimda, ilk C-N bagi olusturulur. Siklizasyon
gergeklesir ve triazol halkasinin olusumu i¢in Cu(I) hari¢ tutulur. Daha ayrintili olarak,
reaksiyon mekanizmasi, katalitik dongtiniin ilk adiminin (i), bir alkinin bir Cu(I) tiirii ile
7 -koordinasyonu ile elde edilen bir bakir (I) asetilid kompleksinin olusumu oldugu yerde
tarif edilir. Bu, alkinin hidrojen asitligini arttirir ve halihazirda aktif hale getirilmis alkin
ile bakir asetilid olusumuna izin verir. Bir sonraki (ii) adiminda, bakir asetilid, bir amin
bazi ilave edilmeden bile sulu ¢6ziiciilerde olusan 7 -koordineli bir komplekstir. Ancak
sulu olmayan ¢ozeltilerde, reaksiyonun tamamlanmasi i¢in bir amin bazinin eklenmesi
zorunludur [106]. Bir sonraki adimda (iii) © koordineli bakir merkezinde bir azidin
koordinasyonu ger¢eklesir. Bu koordinasyon ya azidin terminal nitrojeni ya da ikame
edilmis nitrojen araciligiyla gergeklesir. fkame edilmis nitrojen, m -kabul eden terminal
nitrojenin aksine & -vericidir. Ikame edilmis nitrojenden (iv) gelen koordinasyon, metal
merkezindeki elektron yogunlugunu arttirir [112], bu da oksidatif eslesme ile sonuglanir
[113]. Asetilidin a-karbonunda olusan bakir kompleksinin © koordinasyonu, B-karbonun
niikleofilik saldirisim1 yonlendirir ve 1,4-bolgesel izomer seciciligine yol acan baglica
gercektir [114]. Bu niikleofilik saldir1, terminal elektrofilik nitrojende meydana gelir ve
oksidatif eslesme tiizerine alt1 iiyeli bir halka olusur [115]. Katalitik dongiiniin son
adimlart (v ve vi), triazolidin olusumu i¢in indirgeyici eliminasyon yoluyla Cu (I)'nin
cikarilmasidir [116] veya katalitik dongiiye devam etmek igin, triazolidin olusumu ve
fotolizden sonra triazol halkasinin bilesimidir. Coziicliniin basarili se¢imi, c¢it-¢it
reaksiyonundaki en onemli 6zelliklerden biridir. Secilen ¢oziiciiler ligand degisimini
ilerletir ve reaksiyon i¢in olumsuz sonuglara yol acabilecek poliniikleer bakir asetilidin
olusmasimi oOnler. Ayrica, reaktiviteyi artiran monometalik ve bimetalik Cu(l)
komplekslerinin sayisiz O6rnegi vardir ve CuAAC reaksiyonu olduk¢a verimlidir
[108,117,118]. Cu(I) kompleksinin dogasinin, katalitik dongii doruk noktasinin yani sira
CuAAC reaksiyon mekanizmasini destekleyen ligandlarin kullanimi igin gerekli

oldugunu belirtmekte fayda vardir [119]. Son olarak, kopriileyici ligandlar, katalitik
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dongiide triazol olusumu ic¢in gerekli olmasa da bakir kompleksini oksidasyondan
koruyarak reaksiyon hizini artirma ve polimerik komplekslerin olusumunu 6nleme

egilimindedir [120-122].
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Sekil 2.5. CuAAC reaksiyonu mekanizmast

CUuAAC reaksiyonunun temel yonlerinden biri, bilesik sentezi basitlestiren ve ¢ok ¢esitli
alanlarda "klik kimyasi"nin kullanilmasin1 saglayan saglam ve basit sentetik
prosediiriidiir [123]. Ayrica ¢esitli biyolojik ve kimyasal uygulamalar tiklama
reaksiyonlarina dayanmaktadir [124]. Bu nedenle CuAAC, aragtirma toplulugu arasinda
en umut verici sentetik yaklasimlardan biri olarak kabul edilmektedir. Biyolojik
arastirmalarda klik reaksiyonu, ila¢ kesfi [125,126], tibbi uygulamalar [127] (6rnegin
protein etiketleme) ve biyokimyasal ¢alismalar [128] i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, “klik kimyasimin” malzeme biliminde biiylik etkisi oldugu diistiniilmektedir.
[129-131], 6zellikle polimerlerin [132,133] ve dendrimerlerin [134,135] yeni yapilarinin

yapiminda. Cu(I)-katalizli reaksiyonun sahip oldugu seg¢icilik, biyokonjugasyon alaninda
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onemli bir avantaj igerir.

Bu tez ¢alismada, klik kimyasi ile HA ve BC hidrojelleri hazirlanmistir. HA 1-azido-2,3
propan ile modifiye edilir ve BC propargil bromiir ile modifiye edildi. Bu molekiillerin

ve katalizor olarak Cu (I)'nin bir karisimi, oda sicakliginda kisa siirede hidrojeller tiretildi.

2.6 Biyobozunur Bakteriyel Seliiloz-Hyaliironik Asit Doku Iskelelerinin
Uygulamalari

BC'nin benzersiz yapisal ve mekanik 6zellikleri, onu gida, elektronik ve tip gibi ¢esitli
uygulamalarda kullanima uygun hale getirir [136-138]. Bununla birlikte, tiim
uygulamalar arasinda BC, yara iyilestirme ve yara bakim iiriinlerinde olaganiistii bir
potansiyel ortaya koymustur. Enfeksiyon ve iyilesme siirelerini ele alan gelismis yara
bakim triinleri ve hizmetlerinin faydasi saglik sektoriinde devrim yaratacak, etkisi insan
niifusunun tamamu icin dikkate deger olacaktir. Daha 6nce bahsedildigi gibi BC, yiiksek
kristallik, su tutma ve emme kapasitesi, ¢oziiciilerde diisiik ¢oziiniirliik ve yiiksek gerilme
mukavemeti gibi degerli ozelliklere sahiptir. Bu o&zelliklerin tiimii cilt onarim

malzemeleri i¢in faydalidir.

Iyi bir yara onarim materyali, uygulama ve ¢ikarma sirasinda ve sonrasinda eksiiday:
absorbe edebilme gibi 6nemli bir 6zellige sahiptir. Halihazirda mevcut yara bakim
malzemeleri, kurumus yara yiizeylerine yapisan gazli bezler gibi geleneksel olarak iyi
absorbans ve gecirgenlik gostermistir, ancak ¢ikarildiginda travmaya ve yara bolgesinde
hasara neden olabilir [139]. BC'nin mevcut yara bakim malzemelerine goére dzellikleri
g0z Oniine alindiginda, BC, mevcut pansumanlarla iligkili diisiislerin {istesinden gelme
konusunda inanilmaz bir umut vaat ediyor. Sonu¢ olarak, BC membranlar1 ya yara
ortiileri ya da deri ikameleri olarak kullanilmistir. Bakteriler tarafindan iiretilen zar,
pelikiilii suyla yikayarak kiiltiirden dogrudan kullanilabilir. BC, gerektiginde tam yara

lyilestirme uygulamasina uymasi i¢in daha fazla islenebilir.

20. ylizyilin sonlarinda, BC ilk olarak simdi Dermafill™ olarak bilinen BioFill® ticari
ad1 altinda gegici bir cilt ikamesi ve biyolojik pansuman olarak kullanildi [136]. Uriin,
yaniklar, dermabrazyon, kesikler ve iilserler sonucu ¢esitli cilt yaralarindan mustarip
hastalar1 tedavi etmeye yonelikti. O zamandan beri, yara iyilesmesi i¢in topolojik
uygulama icin bircok BC bazli iiriin ticari olarak mevcuttur. Calismalar, BC membran

bazli pansumanlarin kullaniminin yara agrisin1 azaltmada, eksiiday1 tutmada, yeniden
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epitelizasyonu hizlandirmada ve kolaylagtirmada, toplam iyilesme siirelerini kisaltmada,
enfeksiyon oranlarini azaltmada ve goriiniir yara izini azaltmada geleneksel malzemelere
uistlinliik sagladigin1 géstermektedir [140,141,136]. Ayrica, BC sargisinin yar1 saydamligi
nedeniyle, membranin hastadan ¢ikarilmasi veya miidahalesi olmadan yaray1 incelemek

son derece basit ve kolaydir.

Yara iyilesme siirecinde, verimli iyilesme siireleri i¢in dogru nem seviyelerinin
korunmasi gerekir. Yiiksek su tutma 6zelligine sahip olan BC, yara bolgesinin ideal nem
kosullarina sahip olmasini saglar. Ayrica, nanofiber ag1 sayesinde membran, yara
bolgesine bakterilerin sizmasini 6nleyebilecek fiziksel bir bariyer olusturarak enfeksiyon
riskini Onleyerek enfeksiyonu oOnleyecektir [142,143]. Yanik kurbanlarinda cildin
1sinmast, cildin en dis tabakasindaki (stratum corneum) lipoprotein tabakasiyla iliskili
yar1 gegirgen zarin pargalanmasina neden olur [144]. Stratum corneum yok edildiginde,
yanik hastalarinda hipermetabolizmaya yol agabilen biiyiik derecede 1s1 kaybiyla iliskili
onemli buharlasarak su kayb1 olur [145]. BC'nin yiiksek su emiciligi, su tutma ve buhar
iletim 6zellikleri, yara eksiidasinin pansuman i¢ine kilitlendigi ve ayn1 zamanda iyilesme

sirasinda uygun yara nemini korudugu bir ortam yaratir.

Cok sayida hidroksil grubu sayesinde, havayla kurutulmus BC, yara pansumanlarinda son
derece faydali olabilen olaganiistii su buhar1 gegirgenligine izin verir [146]. Hava ile
kurutulmus membranlarin kullanilmasi, su buharinin materyalden gegcisine izin veren
nefes alabilen pansumanlara izin verir. Caligmalar, yara ortaminin ideal nem igeriginin

basarili yara iyilesmesinin en dnemli faktorlerinden biri oldugunu gostermektedir [147].

BC membran i¢in %32'lik kopma uzamasi, yliksek derecede tokluk ortaya koymaktadir.
Bu o6zellikler, BC'nin farkli yara bolgeleri icin ¢ok cesitli yara ortiilerinde son derece
uygun olmasini saglar. Ornegin, BC hem mekanik olarak gii¢lii hem de esnektir ve bu
nedenle hareketlerinin kisitlanmadigi ve pansumanin bozulmadigi diz yaralar1 olan

hastalara tiretilebilir ve verilebilir.

BC membranlar lizerindeki sitotoksisite ve hiicre tutunma testleri, hiicre toksisitesi agik
bir yara ile temas eden herhangi bir materyal i¢in biiyiik bir endise olacagindan, BC'nin
bir pansuman materyalinde oldukg¢a istenen yiiksek fibroblast canliligint korudugunu

gostermistir [148]. BC ayrica ultra ince nanofiber ag1 nedeniyle yiiksek diizeyde hiicre
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tutunmasini da barindirir, bu 6zellik 6zellikle geligsmis hiicre baglantisinin iyilesmeyi

hizlandirmada rol oynayacagi yara iyilesmesinin ilerlemesinde faydalidir [149].

Hyaltironik asit, deride bulunan bir glikozaminoglikandir. Degisen B-1,4 ve B-1,3
glikosidik baglarla baglanan tekrarlayan D- glukuronik asit ve N- asetil- D- glukozamin
birimlerinden olusan evrimsel olarak korunmus bir memeli biyopolimeridir. Hyaliironik
asit, yiiksek molekiil agirlikli bir bilesigin 5 x 10° Da olarak bulunmustur. Yiiksek
molekiiler agirlikli hyaluronan, anti-inflamatuar 6zelliklere sahipken, fragmanlar/diisiik
molekiiler agirlikli hyaluronan, pro-inflamatuar aktivitelere sahiptir [150]. Fibroblast
proliferasyonunu, ECM'nin yeniden sekillenmesini ve keratinosit gociinii uyararak yara
lyilesmesinde hayati bir rol oynar. Hyaluronik asidin bozunma tiriiniiniin pro-anjiyogenik
etkiye sahip oldugu bulunmustur [151]. Farklilagmay1 kolaylastiran keratinositler

tizerinde bulunan CD44 reseptorlerine baglanarak bir dizi kaskadlar aktive eder [152].

Hyaliironik asit dogal bir biyopolimer olmasina ragmen, yaralanma sonrasi eksojen
Hyaliironik asit takviyesinin, yara izini ve kollajen sentezini azaltarak iyilesme modelini
degistirdigini gostermistir [153, 154]. Bu faydali yon, hyaluronan't doku onarimi igin
Oonemli bir terapotik haline getirmistir. Li ve ark. Pullulan ile agilanmis Hyaliironik asit
ile gelistirilmis anti-enzimatik bozunma gosterdi. Ayrica hemostatik yetenegi ile
hizlandirilmig iyilesme gosterdi [155]. Benzer sekilde, PLGA mikrokiireleri iceren
vankomisin igeren kitosan/hyaluronat hidrojelleri, endotel hiicrelerinin artan
proliferasyonu ile birlikte yara bolgesinde mikrobiyal yiikiin azaldigin1 goéstermistir
[156]. Benzer etkiler, aminoetil metakrilat Hyaliironik asit ve metakrilatlanmis metoksi
polietilen glikol igeren hibrit bir nano-hidrojel tarafindan ve ayrica elektrospun gift
katmanli kitosan/polikaprolakton ve Hyaliironik asit iskelesi [157] kullanilarak
goriilmiistiir. Epoksi ve diger katmanlarla ¢apraz baglanan hyaluronan, diyabetik
tilserlerde gii¢lii anjiyogenez ve dermisin restorasyonu gosterdi [158]. Hyaliironik asit-
jelatin-kondroitin siilfat bazinin tohumlanmis keratinositler ve fibroblastlar ile
birlestirilmesiyle hazirlanan bir deri ikamesi, hiicre go¢iinii arttirdi, oksidatif hasar1 azaltti
ve enfekte yaralar lizerinde bakterisidal aktivitelere sahiptir [159]. Fotopolimerizasyon
ile olusturulan glisidil metakrilat Hyaliironik asit konjugati, gelistirilmis hidrojel
ozellikleri gostermistir [160]. Hu ve digerleri tarafindan gelistirilen iic boyutlu
Hyaliironik asit iskelesi TGF-B1 ekspresyonunu azaltarak yara iyilesmesi i¢in cenin

benzeri bir ortam gosterdi [161]. Randomize kontrollii bir klinik ¢aligmada, diseti
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cerrahisi hastalarinda hiyaliironatin topikal uygulamasi, palatal yara iyilesmesinin
hizlandigin1  gostermistir [162, 163]. Hyaliironik asit, bifosfonat ve giimiisiin
birlestirilmesiyle olusturulan kaliplanabilir hidrojel, sicanlarda antimikrobiyal, kendi
kendini iyilestirdigini gosterdi [164]. Kitosan/hyaluronat ve edaravon konjugati daha

yiiksek kan uyumlulugu gosterdi [165].

Hyaliironik asitten elde edilen en yaygin kullanilan yara bakimi ticari {riinlerinden
birkag¢1; Dermaplex, Regenecare, Hyalomatrix, Hyalofill vb. Cogu diyabetik hastalarda
kronik yaralarin tedavisinde kullanilir. Hyallironik asit ayrica kozmetik sonuglari olan cilt

bakimi1 koruyucu iirlinlerin bir bilesenidir. [166]
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3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
3.1.1 Hyaliironik Asit Azidlenmesi icin Kimyasallar

Hyluronik asit Sodyum Tuzu (Streptococcus equi)

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Molekiil agirligi: 1500-1800 kDa

Coziintirlik: Suda; 5mg/ml

Epiklorohidrin
vl
O

Fluka Chemika firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildu.
Molekiil agirhigt: 92,52g/mol

Kapali Formiili: CsHsCIO

Hidroksipropil metil seliilloz (HPMC)

RO
RO ’OLF? C)\ R = H or CH3 or
] ~ .
J—oQ sl T [ ;i
B AR ) OR ‘| ~ O+H
ro7| OR

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir igslem yapilmadan kullanildi.
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Molekiil agirligi: 86, 000/mol
% hidroksil: 9,4

Propargil bromiir

HC:—\B
r

Ciba Speciality Chemicals firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan
kullanildi.

Molekiil agirligi: 118,96 g/mol

Yogunluk: 1.335g/ml

Sodyum Azit

Aldrich Chemical firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Molekiil Agirligi: 65.01 g/mol
Kapali1 Formiilii: NaN3

Nitrik Asit

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir iglem yapilmadan kullanildi.
Kapali Formiilii: HNOs
Molekiil Agirligi: 63.01 g/mol

Di Etil Eter

N

"Neogho g

CHg

Fluka Chemika firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildu.
Kapali Formiilii:74.12g/mol

Kaynama Noktasi: 34-36 °C

Asetik Asit

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Kapal1 Formiilii: CH;:COOH
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Sodyum Kloriir

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Molekiil Agirligi: 58,44 g/mol
Kapal1 Formiilii: NaCl

Sodyum Nitrit

Emboy firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildx.
Molekiil Agirligr: 68,9953 g/mol
Kapali Formiilii: NaNo;

Sodyum Hidroksit

Tekkim firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildu.
Molekiil Agirligr: 39,997 g/mol
Kapali Formiilii: NaOH

Bakar siilfat pentahidrat

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir igslem yapilmadan kullanildi.
Kapal1 Formiilii: CuSO4.5H-0
Molekiil Agirligi: 159,61g/mol

Askorbik Asit

HO OH
O e
H
o O
HO

Alrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi
Molekiil Agirlhigr: 176.12g/mol

Kapali Formiilii:

Glikoz

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir iglem yapilmadan kullanildi.
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Kapali Formiilii: CeH1206
Molekiil Agirligi: 180.16 g mol

Maya Ozii
Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Pepton

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildz.

Disodyum Hidrojen Fosfat

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Molekiil Agirhigr: 141.96 g/mol
Sitrik Asit
O OH O

HO OH
O~ OH

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir iglem yapilmadan kullanildi.
Molekiil Agirligi: 192.12 g/mol
Mannitol

Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Kapal1 Formiilii: CséH1406
Molekiil Agirligi: 182.17 g mol

Kullanilan Coziiciiler:

Deneysel ¢alismalarda degisik amaglarla teknik saflikta Metanol, Aseton ve Etanol gibi

¢oziiciiler hi¢bir islem uygulanmadan kullanild:.
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3.2 KULLANILAN CIHAZLAR VE ALETLER

FTIR spektrofotometre
Perkin—Elmer 100 FT-IR spektrofotometre cihazi kullanildi. Alinan spektrumlar 400-
4000 cm-1 dalga sayis1 araliginda kaydedildi.

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
NMR spektrumlar1 Bruker AvanceCore NMR cihazi ile alindi.

Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Hidrojellerin cams1 gegis sicakliklarini belirlemek amaciyla Perkin Elmer Pyris Diamond
markali DSC cihazi kullanildi.

Taramah Elektron Mikrokobu (SEM)

Bakar katalizle klik yontemi ile hazirlanmis hidrojellerin yiizey 6zellikleri Phillips XL 30
ESEM-FEG cihazi kullanilarak belirlendi. Islem 6ncesinde hidrojeller altin ile kapland:
ve SEM ile yiizey incelenmesi gergeklestirildi.

Liyofilizator

Laboratuvar tipi Alpha 1-2 LD markali liyofilizator, hidrojellerin kurutulmasi amaciyla
kullanildi.

3.3 DENEYSEL YONTEM

3.3.1 Hyaliironik Asit’in Azidlenmesi

3.3.1.1 Hyaliironik asitin 1-azido-2,3-epoksipropan ile azidlenmesi

Ilk olarak 1-azido-3-kloro-propanol sentezlendi. Sentezleneden malzeme kullanim éncesi
NaOH ile halka kapatilmasi yapildi. Coztiinmiis Hyaliironik asit ¢ozeltisine eklendi.

1-azido-3-kloro-propanoliin hazirlanmasi

1-azido-3-kloropropanol sentezi epiklorohidrinden baslanarak yapildi. Epoksitin azit
iyonu ile halka agma reaksiyonu modifiye edilmis bir metoda gére yapilmistir [167].
Izopropanol (109.0 mL) ve asetik asit (7.2 mL, 125.8 mmol) karisimu {izerine 74.0 mL su
iginde ¢oziinmiis NaN3 (8.177 g, 125.8 mmol) ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra karistirma

altinda epiklorohidrin (6.6 mL, 84.2 mmol) azar azar ilave edildi. Reaksiyon oda sartlari
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altinda 24 saat siirdiiriildii. Daha sonra NaNO2'nin (14.4 mL, 41.6 mmol) karisimin igine
ilave edildi. Ardindan herhangi bir fazla azid iyonunu ortadan kaldirmak i¢in damla damla
HNO3 (5.76 mi, 83.8 mmol) ilave edildi. Karistirma, oda sicaklifinda 24 saat siirdiiriildii,
bu sirada nitroz oksitlerin olusumu durdu. Cozeltiyi konsantre etmek i¢in 12 g NaCl ilave
edildi ve ayrilan propanol fazi toplandi. Sulu faz, 50 mL dietil eter ile eksrakte edildi ve
organik fazlar birlestirildi. Bu, atilan suyun ilave faz ayrimi ile sonuglanmistir. Organik
faz, doner buharlastirma ile dietil eterin ¢ikarilmasiyla daha da konsantre edildi. 1-azido-
3 kloropropanoliin elde edilen propanol ¢6zeltisi (40ml) FTIR ¢ekilerek karakterize
edildi. Oda sicakliginda karanlikta saklandi ve daha fazla saflastirilmadan kullanildi.

Sekil 3.1 NACI ilavesi sonrasi organik ve su_fazinin ayrilmasi

OH
o 1)NaNs ve AcOH

|>\/ O 2)NaN0;ve HNO; ci \/I\/N_.,
}

Sekil 3.2 1-azido-3-kloro-propanol sentezi

Hyaliironik asitin, 1-azido-2,3-epoksipropan ile modifiye edilmesi

Hyaliironik asitin azid islevsellestirilmesi, modifiye edilmis bir yontem izlenerek yapildi
[167]. Hyaliironik asit (50.0 mL su iginde 0.500 g)sulu ¢ozeltisi hazirlandi. Eterlestirme
icin gerekli olan 1-azido-2,3-epoksipropan, kullanimdan hemen 6nce, 2.18mL 5M NaOH
¢ozeltisinin 5.60mL (7.5 mmol) 1-azido-3kloropropanole eklendi ve oda sicakliginda 5
dakika karistirilmasiyla hazirlandi. Elde edilen epoksi ¢ozeltisi, Hyaliironik asit ¢ozeltisi

ile birlestirildi ve reaksiyon, 55 °C'de 6 saat siirdiiriildii, Cozelti 60 mL aseton i¢inde
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¢oktiiriildii, minimum miktarda su i¢inde yeniden ¢6ziildii ve 70 mL aseton i¢inde iki kez
coktiiriildi. Elde edilen 1,12 gram azid ile fonksiyonellestirilmis Hyaliironik asit 55°C de

vakum etiiviinde bir gece kurumaya birakildi. Karanlikta oda sicakliginda saklanildi.

Verim = (liriin/ giren) *100= (1,12/1) *100= %112

Sekil 3.3 Sentezlenen HA-Azido aseton icerisinde ¢oktiiriilmesi

OH

O
D CI\/k/NT’ o » I>\/N3

OH
2 R—0 R-0 O—R R=X}\/N’
O
NaOH H
H,0/ propanol o

Sekil 3.4 A) 1-azido-2,3-epoksipropanin hazirlanmasi, B) HA azid gruplari ile modifiye edilmesi

3.3.2 Bakteriyel Seliilozun Alkinlenmesi
3.3.2.1 Bakteriyel seliiloz’un iiretimi

Bu tez calismasinda, BacPolyZyme Biyomiihendislik Ltd. S$ti. tarafindan {iretilen
bakteriyel seliiloz kullanilmistir [168]. Bakteriyel seliiloz, Komagataeibacter oboediens
BPZTRO1 tarafindan iiretilmektedir. Uretimlerde YPM ve HS besiyeri kullanilmistir ve
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tiretim 28 °C sicaklikta 4 giinde gergeklestirilmistir.

Uretim sonrasi olusan BC pelikiilleri, tiretim ortamindan ayrilarak, bakteri hiicrelerini

elimine etmek i¢in 0,1 N NaOH ile inkiibe edilmistir. Sonrasinda, NaOH’1 uzaklastirmak

icin, yikama suyu pH degeri notr olana kadar BC membranlar1 deiyonize su ile

yikanmistir. Ardindan BC pelikiilleri oda sicakliginda kurutulmustur.

YPM ortam

Kimyasal malzeme

Konsantrasyon % (w/v)

Pepton 0.3
Maya 6zii )
Mannitol 2,5

Tablo 3.1 YPM besi yeri igerigi

Hestrin and Schramm Ortami (HS)

Kimyasal malzeme Konsantrasyon % (w/v)
Glikoz 2

Maya 6z 0.5

Pepton 0.5

Na2HPO4 0.27

Sitrik asit 0.11

Tablo 3.2 HS besi yeri igerigi
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Sekil 3.5 Kurutulmus BC

3.3.2.2 Bakteriyel seliillozun alkinlenmesi

Bakteriyel seliilozun kismen ¢oziinmesi, modifiye edilmis bir yontem izlenerek yapildi.
[169] %8’lik NaOH ( 2.5gram /26,9ml su) ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti
icerisine 1 gram Bakteriyel seliiloz ilave edildi ve buzdolabinin dondurucu bdliimiinde (-
18°C)’ de bir gece birakildi. Daha sonra, agirlik¢ca %5 olacak sekilde 20 mL su ilave
edildi. 1 saat karismaya birakildi. BC alkinlenmesi, modifiye edilmis bir yontem izlenerek
yapildi [170]. Daha sonra 4mL propargil bromiir ilave edildi. 4 giin oda sicakliginda
karigmaya birakildi. 4. Giiniin sonunda metanolde ¢oktiiriildii. 55°C de vakum etiiviinde
bir gece kurumaya birakildi. Kurutulmus olan BC ve BC-alkin, bir miktar suda sismeye
birakildi (sekil 3.6), BC siserken, BC-alkin’de sisme gozlemlenmedi. BC bol hidrosil

grubuna sahip olmasi nedeniyle sisme gézlemlenmistir.
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Sekil 3.6 BC ve modifiye edilmis BC su i¢erisinde sismesi

//

OH NaOH/H,O
(o]
BN
HO o — 3
e 96 h, RT RO

OR

R = l'l‘ or C}H;
Sekil 3.7 Bakteriyel seliiloz yapisi ve BC-alkin sentezi [169]
3.3.3 Hidroksipropil Metil Seliiloz’un Alkinlenmesi

HPMC, modifiye edilmis bir yontem izlenerek yapildi [169]. HPMC (2g) 200 mL bazik
sulu soliisyonda (agirlik¢a %3 NaOH) 1 saat boyunca oda sicakliginda siispanse edilerek
sisirdi. Daha sonra propargil bromiir (8.7 g, Toluen i¢inde agirlik¢a %80, 58.4 mmol)
hizla ilave edildi. Oda sicakliginda 4 giin karismaya birakildi. Daha sonra Metanol
igerisinde ¢oktiiriildii. 55°C de vakum etiiviinde bir gece kurumaya birakildi. 2,5 gram
HPMC-alkin elde edildi.
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OR NaOH/H,0

OR
O RO 0 "N
RO o d e
OR 96 h, RT
OR n n
HPMC
R = H, CH3, CH,CH{ORJCH;4 R ":H, CH3, C3H3z . CHZCH(ORI)CH3

Sekil 3.8 HPMC 'un yapisi ve HPMC-AlKin sentezi

Sekil 3.9 HPMC-alkin vakum etiiviinde kurutulmus hali
3.3.4 CuAAC ile klik denemesi

Hidrojeller agsagidaki gibi hazirlandi: 0.100 g azid modifiyeli HA (Tablo 1, 1 numarali
ornek) 5.00 ml su iginde ¢oziildi. 0.100 g alkin modifiyeli HPMC 5ml su igerisinde
¢ozildi. Daha sonra ¢6ziinmiis olan HA ve HPMC birlestirildi. Homojen olana kadar
karistirildi. Taze hazirlanmis CuSOs. H20 (2,5 mL, 0,04 mol/L) ve askorbik asit (2,5 mL,
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1 mol/L) karisima ilave edildi ve ¢ozeltiler hizlica karistirilarak homojen hale getirildi.

Bakir iyonlarin1 komplekslestirmek i¢in 7°C'de 48 saat 0.05 M EDTA c¢ozeltisine

daldirildi. Cozelti damitilmis su ile degistirildi ve en az bir hafta siireyle giinliik olarak

degistirildi. Diger 6rnekler tablo 1°deki gibi hazirlandi. Tablo 3.3’teki gibi hazirlanan

orneklerde jellesme gozlemlenmistir. Sekil 3.11 incelendiginde HA-HPMC ve HA-
HPMC-25BC kodlu hidrojellerin seklini korudugu, diger hidrojellerde seklini korumadigi

gOorilmistiir.
KOD HA-azido HPMC-alkin (gr) BC-alkin
(gr) (gr)
HA-HPMC 0,100 0,100 -
HA-HPMC-25BC 0,100 0,100 0,025
HA-HPMC-50BC 0,100 0,100 0,050
HA-HPMC-75BC 0,100 0,100 0,075

Tablo 3.3 Hazirlanan hidrojellerin icerikleri
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o H

HA-Azido

OR
oR
0 RO 0
ro. 0 d
oR
R
(OR")

n
R =H, CH, C:Hs, CH:.CH(ORYCH;

HPMC-alkin

R=H,or Gyl

BC-alkin

Sekil 3.10 HA-azido,BC-alkin ve HPMC-alkin klik reaksiyonu ile hidrojel sentezi

CuS04 H20

Askorbik Asit

Sekil 3.11 Hazirlanan hidrojeller
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hidrojellerin Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FTIR) Analizi
4.1.1 Hyaliironik Asit- Azido Polimerinin Karakterizasyonu

4.1.1.1 1-azido-3-kloro-propanol sentez karakterizasyonu

1004 _

95 ]
336603 3017,63
90 |
85
80 ]
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70 ]

65 ]

60 |
121535
55
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45 |

40

35
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Sekil 4.1 1-azido-3-kloro-propanol FTIR spektrumu

Sekil 4.1°deki FTIR spektrumu incelendiginde; 2102 cm™’de ki azid piki bize 1-azido-3-
kloro-propanol bagarili bir sekilde elde edildigini gdstermektedir. Ayrica 1442 cm™ de C-
H piki, 1281-1218-1099-1066 cm™ C-N ve C-O pikleri, 750 cm™ C-Cl piki yapinin elde
edildigini desteklemektedir.

4.1.1.2 Hyaliironik Asit ve HA-Azido Karakterizasyonu

Hyaliironik asit’in hidroksil gruplart modifiye edilmistir. Olusan azid modifiyeli
Hyaliironik asit’in karakterizasyonu FTIR ve H-NMR spektroskopi teknikleri
kullanilarak gerceklestirildi.

Elde edilen 1-azido-3-propanol, Hyaliironik asit azido reaksiyonu oncesinde epoksi

halkanin kisa siireli stabilitesi nedeniyle hizlica 1-azido-2,3 epoksi propana doniistiiriildii
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ve Hyaliironik asite eklendi. Hyaluronik azide ait FTIR spekturumu sekil 4-2’de

verilmigtir.

110

100

2071:199¢r03 cm-1
1916.9 cm-1
1835.9 cm-1

23373 cm-1

396 i
497.544 cm-

G54 em-1
669.536 cm-1

ot 90

1685.48 gm-1

287342 cm-1

l [COO

3293.82 cm-1

l [c-H|

[0-H]

80

1577.49 cm-1

7 1 L 1
4000 3000 2000 1000 400
Wavenumber [cm-11

Sekil 4.2 Hyaliironik Asit spektrumu

Sekil 4.2°deki FTIR spektrumu incelendiginde; Hyaliironik asit’e ait karakteristik pikler
goriilmektedir. 3300 cm™ bolgesinde gelen O-H ve N-H gerilme titresimini, 2800 cm™
bolgesinde gelen C-H gerilme titresimini, 1685 cm™ ve 1403 cm™ bolgesinde goriilen
COO" gerilme band1 karakteristik piklerdir.1-azido-2,3 epoksi propanin hyaluronik aside
eklenmesiyle elde edilen HA-Azido polimei FTIR spekturumu sekil 4.3’te verildi.
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Sekil 4.3 HA-azido spektrumu

Sekil 4.2 ve 4.3 teki FTIR spektrumlari kiyaslandiginda; Sekil 4.2°deki Hyaliironik Asit’e
ait olan karakteristik pikler sekil 4.3’teki spektrumda da gozlemlenmektedir. Sekil 4.3’
deki spektrumda farkli olarak 2100 cm™’de gelen (-N=N-) piki gézlemlenmektedir. Azid

pikinin gézlemlenmesi reaksiyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.4 HA ve HA-azido *H NMR spektrumu

Sekil 4.4’te gosterilen HA ve HA-azido’a ait 1H-NMR spektrumu incelendiginde farkli

olarak 1,9 ppm’ de azide bagli karbon protonuna ait proton piki goriilmektedir.

4.1.2 Bakteriyel Seliiloz Sentez ve BC-Alkin Karakterizasyonu

Bakteriyel seliilozun alkinlenmesi propargil bromiiriin sekonder hidroksiller {izerinden

reaksiyonu ile ede edildi. Yapisal karakterizasyon FTIR ile yapildi (sekil 4.5)
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Sekil 4.5 Bakteriyel seliilozun FTIR spektrumu

Sekil 4.5’teki Bakteriyel seliillozun FTIR spektrumu incelendiginde; Bakteriyel seliiloza
ait karakteristik pikler goriilmektedir. 3340 cm™ bolgesinde gelen OH gerilme piki, 2892
cm? bolgesinde gelen CH gerilme piki, 1639 cm™ bolgesinde gelen H-O-H su
molekiillerinin gerilme titresimi gézlenmektedir. Bakteriyel seliilozun iiretimi basari ile

gerceklesmistir.
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Sekil 4.6 Bakteriyel seliiloz- alkin FTIR spektrumu
Sekil 4.5 ve 4.6’teki FTIR spektrumlarin1 kiyaslandiginda; Sekil 4.4’teki Bakteriyel
seliiloza ait olan karakteristik pikler sekil 4.6’teki spektrumda da gozlemlenmektedir.
Sekil 4.6°teki spektrumda farkli olarak 2100 cm™de gelen zayif alkin (-C=C-) piki
gozlemlenmektedir. Alkin pikinin gbézlemlenmesi reaksiyonun basarili bir sekilde
gergeklestigini gdstermektedir. Ayrica 1159 cm™’deki BC’a ait primer alkol pikinin

siddetinin azalmasi ve 1427 cm’deki metilen ait C-H pik siddetinin artis1 da bu gézlemi
desteklemektedir.
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4.1.3 Hidroksipropil Metil Seliilloz ve HPMC-AIkin Sentez Karakterizasyonu

Bakteriyel seliilloz veriminin az olmasi ve ¢oziinmemesi HPMC, modifiye edilmistir.
Yiizeysel modifikasyon bakteriyel seliiloz ile saglanirken, i¢sel modifikasyon HPMC ile
saglanmistir.

130

2086.6390:18 ©7839.76 cm-1

1403.92 cm-
396878868-5 c¥2P.66 cm-1 2329.59 cm-1 1646.91 cm-1457.92 cm-1
1311.36 cm-1
566 98P e
2630.99 cm-1 Jr

or 2868.84 cm-1

342881 cm-1 0]

[0-H]| CH]
1049.09 cm-1

60 1 1 1
4000 3000 2000 1000 400

Wavenumber [cm-1]

Sekil 4.7 Hidroksipropil Metil seliiloz'un FTIR spektrumu

Sekil 4.7°teki FTIR spektrumu incelendiginde; Hidroksipropil metil seliiloz ait
karakteristik pikleri gormekteyiz. 3428 cm™ bélgesinde gelen OH gerilme piki, 2920 cm”
! bolgesinde gelen CH gerilme piki, 1646 cm™ bolgesinde gelen OH gerilme titresimi,
1311 cm™ bolgesinde gelen C-O-C gerilmesi gozlenmektedir.
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Sekil 4.8 Hidroksipropil Metil seliiloz-Alkin FTIR spektrumu
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Sekil 4.7 ve 4.8’teki FTIR spektrumlarini incelendiginde; Sekil 4.7 teki HPMC’a ait olan
karekteristik pikler sekil 4.8’teki spektrumda da gozlemlenmektedir. Sekil 4.8’teki
sprekturumda farkli olarak 2167 cm™de gelen zayif alkin (-C=C-) piki
gozlemlenmektedir. Alkin pikinin gbézlemlenmesi reaksiyonun basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir.

HPMC

Sekil 4.9 HPMC ve HPMC-alkin *H NMR spekturumu

Sekil 4.9’de gosterilen HPMC ve HPMC-alkin’e ait *H-NMR spektrumu incelendiginde
farkli olarak 1,4ppm’ de propargly’e ait proton piki goriilmektedir.
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4.1.4 Cuaac Klik Reaksiyonu ile Olusan Jellerin Karakterizasyonu
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Sekil 4.10 Sentezlenen hidrojellerin FTIR spekturumu

Sekil 4.10°de goriilen gakisik IR spektrumu incelendiginde; HA-HPMC ftir spektrumuna
bakildiginda azid ve alkin piklerinin kaybolmas triazol halkasinin olusumunun ¢ok iyi
bir kanitidir. Bu gozleme ek olarak 4 ftir spektrumunda goriildiigii tizere 1573 cm-1
(N=N) ve 1400 cm-1 (C-N) bolgesinde yeni piklerin olusumunu bunu desteklemektedir.

4.2 Hidrojellerin Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Sentezlenen hidrojellerin DSC analizi yapilirken oncelikle 30°C’den 150°C’ ye 10°C/dk
hizla bir 1sitma islemi uygulandi. 1 dakika 150°C’de beklenildi. Hizl1 bir sekilde 50°C/dk
hizla sogutma yapildi ve ardindan sogutulan materyal 250°C’ ye 10°C/dk hiz ile 1s1tma,
bu sicaklikta 1 dakika bekletme, ardindan sogumasina izin verildi. Azot atmosferi altinda

yapildi.

Amorfbir polimerin camsi gegis sicakligi (Tg), sert camsi formdan kauguk benzeri plastik
yapiya veya viskoz akiskana bir degisimin meydana geldigi sicakliktir [171]. Cams1 gegis,
malzemenin fiziksel ve mekanik oOzelliklerinde meydana gelen bir degisiklikle
makroskopik olarak gézlemlenir [172]. Biyopolimerlerin termal 6zellikleri, 6zelliklerinin

belirlenmesi ve uygulama uygulamalari i¢in gok 6nemlidir [173]. Cams1 gegis sicakligi
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(Tg) bir polimerin camsi, katt hali ile polimerin yumusak, esnek hali arasindaki siniri
belirler [174]. Cams1 gecis sicakligi, molekiiler agirlik, molekiiler yapi, su veya nem
igerigi ve kimyasal ¢apraz baglanma gibi baz1 parametrelerden etkilenebilir [175]. Bu
nedenle HA-HPMC ve HA-HPMC-25BC ile karsilastirildi. Numunelerin DSC egrileri
sekil 4-9 ve 4-10’da verilmistir.

Literatiir incelendiginde saf HPMC’nin Tg degeri genis araliga sahip oldugu
bulunmustur. Tg degeri 163-191 °C arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir. [176]
Hyaliironik asit ile azid-alkin katilmasiyla ¢apraz baglanan 6rneklerde (HA-HPMC) Tg
degerinde azalma gorilmistiir. (Sekil 4.11) Bu disiisiin nedeni HA’in hydroxyl
gruplarinin  fazlaligi nedeniyle propil ve metil gruplarna sahip HPMC ile
karsilastirildiginda genel yapiya esneklik kazandirmaktadir ve Tg degerinde bir diisiis
olmasi beklenmistir. Tg deki azalma hazirlanan hidrojelin kirilgan olmamasini ve daha

esnek olmasini saglamaktadir.

Bakteriyel seliilozun YPM besiyer ortaminda biiyiitiilmesinde Tg degeri 10,63 °C oldugu
rapor edilmistir [168]. HA-HPMC’ye BC eklenmesi ile Tg degerinde azalma oldugu
goriilmektedir (sekil 4.12). Tg degerleri tabloda 6zetlenmistir.

KOD BC HPMC HA-HPMC HA-HPMC-
25BC
Tg (°C) 10,63 191-163 90,40 79,83

Tablo 4.1 Saf BC, HPMC ve hazirlanan hidrojellerin Tg degerleri

4013

=
=1
=1

o
i}
@

I3 o
@ i}
- =3

Heat Flovw Endo Lip (miv)
I
@
™

End =91.02 *C

394 Onset =89.77 °C

Ty: Half Cp Extrapolated = 50,40 °C
Delta Cp = 0.035 Jfg™C

7991 82 B4 86 e 90 9z 93.6¢
Temperature (3C)

Sekil 4.11 HA-HPMC DSC egrisi

42



45.42

45.2

450

Hesat Flow Endo Up (M)
-
i
=

=
=
m

44 4

End = 80.49 *C

Onset =75.40 °C

442
Delta Cp = 0.018JAig™°C
Tg: Half Cp Extrapolated = 79.583 °C

4407 T T T T T T T T T 1
71.54 74 7B 78 80 82 =23 =1 88 a0 a2 94 946t
Tempersture ("C)

Sekil 4.12 HA-HPMC-25BC DSC egrisi

4.3 Hidrojellerin Sisme Davranislar:

Calismamizda Hyaliironik asit, hidroksi propil metil seliiloz ve bakteriyel seliiloz ile
hidrojeller sentezlenmistir. Sentezlenen hidrojeller 40 °C vakum etiiviinde bir gece
kurumaya birakilmistir. Kurutulmus hidrojeller belirli agirliklarda tartim alinarak her biri
ayr siselere koyulup tiizerine daha O6nceden hazirlanmis olan PBS (ph: 7.4) ¢ozelti
eklenmistir. Daha sonra 15 dk araliklarla tartimi alinarak alinip farkli kompozisyonlarin

sisme oranlar1 karsilastirilmistir.
Sisme Orani (%): [(Ws-Wk)/ Wk x 100]
( W;: sismis hidrojelin agirligi, Wk: kuru hidrojelin agirligi )

Yukarida verilen esitlige gore hidrojellerin sisme oranlar1 hesaplanmstir.

43



Sisme Oraninin Zamana Karsi Grafigi
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Sentezlenen hidrojeller Hyaliironik asit ve hidroksipropil metil seliiloza yiiksek miktarda
su tutma kapasitesine sahiptirler. Hyaliironik asitin yapisinda amin ve hidroksil gruplari
bulunmaktadir. HPMC yapisinda hidroksil gruplar1 bulunmaktadir. Bu gruplar yiiksek
kabiliyette hidrojen bagi yapma 6zelligine sahiptirler. Bunun bir sonucu olarak da su
tutma kabiliyetleri yiiksektir. HA-HPMC hidrojeli yaklasik 20 dakika iginde %1000
civarinda sisme gerceklestirerek maksimum sisme derecesine ulasip denge durumuna

gelmistir.

Bakteriyel seliiloz ilavesiyle beraber hidrojellerin sisme oraninda azalma meydana
gelmistir. Bakteriyel seliillozun modifikasyonu ile hidroksil gruplarinda azalma meydana
geldigi ve ¢oziinmedigi i¢in hidrojelin gézenek boyutunu kii¢iiltiigii i¢in sisme oraninda
azalma gozlenmistir. Denge durumunda HA-HPMC ve HA-HPMC-25BC seklini
korudugu, diger hidrojellerin seklini koruyamadigi gézlemlenmistir. Denge durumundaki

sisme oranlar1 tabloda 6zetlenmistir.

KOD HA-HPMC HA-HPMC- HA-HPMC- HA-HPMC-
25BC 50BC 75BC

Dengede 1000 800 723 490

sisme  orani

(%)

Tablo 4.2 Hazirlanan hidrojellerin dengede sisme oranlart (%)
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Sekil 4.13 Hazirlanan hidrojellerin PBS igerisinde sisme oncesi

Sekil 4.14 Hazirlanan hidrojellerin PBS icerisinde sisme sonrast

4.4 Hidrojellerin Gozenek Yapilari

Sentezledigimiz HA-HPMC ve HA-HPMC-25BC hidrojelleri sigsme testi sonrasi seklini
koruyabildigi i¢in, SEM analiziyle gozenekliligi ve gézenek boyutlar1 gibi morfolojik
Ozellikleri incelenmistir. Sekil 4.15-4.23’te Sem mikrogramlar1 goriilmektedir. SEM
analizi oncesinde tiim hidrojeller -76°C’ de liyofilize edilmis ardindan altin kaplama
yapilarak 20 kV ile c¢alisilarak ¢esitli biiyiitme oranlarindaki mikroskop goriintiileri

incelenmistir.
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Sekil 4.15 HA-HPMC nolu hidrojelin sem goriintiisii (x250biiyiime ile)
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Sekil 4.16 HA-
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‘ Sekll 4.18 HA-HPMC nolu hidrojelin sem gériintiisii (x5000 buvume lle)
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Sekil 4.19 HA-HPMC-25BC nolu hidrojelin semgériintiisﬁ (x250 biiyiime ile)
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Sekil 4.22 HA-HPMC-25BC nolu hidrojelin sem gériintiisii (x2000 biiyiime ile)
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Sekil 4.23 HA-HPMC-25BC nolu hidrojelin sem goriintiisii (x5000 biiyiime ile)

<

HA-HPMC kodlu hidrojele ait SEM goriintiileri incelendiginde yliksek gdzeneklilige
sahip oldugu goriilmektedir. HA-HPMC-25BC kodlu hidrojele ait SEM goriintiisii ile
karsilastirildiginde, goézenek boyutunun kiigiildiigii goriilmektedir. Sisme oranlari
karsilastirildiginda da elde edilen sonucglar gibi burada da bakteriyel seliiloz gézenek

caplarinda da kii¢lilme gozlemlenmistir.

4.5 Hidrojellerin Gozenekliligi

Hidrojellerin gozeneklilik yiizdesini bulmak igin Arsimet prensibine dayanan testi

uygulanir.
) . Wy — W,
GOZENEKLILIK (%) = X 100
W, — W,

Sekil 4.24 Gozeneklilik hesabi
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W1 : Su Dolu Sisenin Agirlig

W?2 : igerisinde Su Ve Hidrojel Olan Sisenin Agirlig

W3 : Su ile Doyurulmus Hidrojelin Alindiktan Sonra Suyun Agirlig:

Bu esitlik le gozeneklilik ytlizdeleri hesaplanmustir.

Hidrojel Kodu Gozeneklilik (%) Gozenek Capi (um)
HA-HPMC 96 200-10
HA-HPMC-25BC 93 100-10

Tablo 4.3 de verilen gozenek 6zellikleri incelendiginde ¢apraz bag yogunlugu ¢ok olan
yapilarda gézenek caplar1 daha dar ve gozenekliligin yiiksek oldugu goriildii. Hyaliironik
asitin yapiya eklenmesiyle artan zincirler aras1 mesafe ile gézeneklilikte diisme gozlenip
gozenek caplarinda ise biiylime gézlemlenmistir. %90 ve tizerinde bulunan gozeneklilik
literatiirde daha 6nce sentezlenen hidrojeller ile benzerlik gostermektedir. Bu yiiksek oran

hidrojen 6zelligine uygun olup doku miihendisligi alaninda iskele kullanimi i¢in uygun

Tablo 4.3 Hidrojellerin gozenekliligi ve ortalama gozenek ¢aplar

oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.25 Hazirlanan hidrojellerin su icerisinde sisme oncesi ve sonrast
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5 SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda diyabetik ve siddetli yanik yaralarinda kullanilabilecek malzeme
iretimi hedeflenmektedir. Giiniimiizdeki tedavilerin bazi sinirlamalar1 vardir. Mevcut
tedavide kullanilan pansumanlar yara iizerine yapigsmakta, gaz akisina engel olmakta, yara
ekstlidasint emmemektedir. Bu sorunlardan yola ¢ikarak ideal pansuman malzemesi elde
etmek i¢in Bakteriyel selilloz- Hyaliironik asit esasli polimerik hidrojellerin
sentezlenmesi amaclanmistir. Ideal pansuman ozelligi azid-alkin klik reaksiyonu ile
saglanmistir. BC ve HA’in klik reaksiyonu ile capraz baglanmasi amaciyla, azid iceren
ve alkin igeren HA ve BC sentezlenmistir. Bunun igin ilk 6nce hyaliironik asit- azid boliim
3.3.1°de anlatildig1 gibi sentezlenmistir. Ilk olarak epiklorohidrin malzemesine halka
acilmast ile azid baglanmis ve bu malzeme ile HA-azido sentezlenmistir.
Karakterizasyonu FTIR ile yapilmistir. Sentez sonucu 2100 cm™’de gelen -N=N- piki
gozlemlenmektedir. Azid pikinin goézlemlenmesi reaksiyonun basarili bir sekilde

gerceklestigini kanitlamaktadir.

Alkin igeren Bakteriyel seliiloz boliim 3.3.2°de anlatildig1 gibi sentezlenmistir. Ik asama
olarak Bakteriyel seliilozun iiretimi yapilmistir. Karakterizasyonu FTIR ile yapilmistir.
FTIR sonucu olarak Bakteriyel seliiloza ait karakteristik pikleri 3340 cm™?, 2892 cm?,
1639 cm? bolgesinde gozlenmektedir. Bakteriyel seliilozun iiretimi basar1 ile
gerceklestigini kamitlamaktadir. Tkinci asama olarak Alkin iceren bakteriyel seliilozun
sentezi sonrasi karakterizsasyonu FTIR ile yapilmistir. Alkin pikine ait 2100 cm™’de
gelen -C=C- piki gozlemlenmektedir. Alkin pikinin gbzlemlenmesi reaksiyonun basarili

bir sekilde gerceklestigini kanitlamaktadir.

Bakteriyel seliilozun jellesmesini arttirmak i¢in Hidroksipropil Metil seliiloz
kullanilmistir. Alkin iceren HPMC boliim 3.3.3°de anlatildig1 gibi sentezlenmistir ve
karakterizasyonu FTIR ile yapilmistir. FTIR spektrumu incelediginde, Alkin pikine ait
2167 cm¥’de gelen -C=C- piki gdzlemlenmektedir. AlKin pikinin gdzlemlenmesi

reaksiyonun basaril bir sekilde gergeklestigini kanitlamaktadir.

Azid-alkin bakir katalizli klik denemeleri boliim 3.3.4’de anlatildigi gibi yapilmistir.
HPMC ve HA oram1 sabit tutulup deg§isen oranlarda BC ilavesiyle hidrojel
sentezlenmistir. Yapisal karakterizasyonu FTIR ile yapilmistir. FTIR spektrumuna

incelendiginde azid ve alkin piklerinin kaybolmasi triazol halkasinin olusumunun ¢ok iyi
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bir kanitidir. Bu gozleme ek olarak 4 FTIR spektrumunda gorildigi tizere 1573 cm-1
(N=N) ve 1400 cm-1 (C-N) bolgesinde yeni piklerin olusumunu bunu desteklemektedir.
Cams1 gecis sicakligit DSC ile belirlenmistir. Bakteriyel seliiloz ilavesiyle Tg degeri
diismiistiir. Sisme davranislari incelendiginde HA ve HPMC e ait olan jel en yliksek sisme
oranini gostermistir. BC ilave edilmesi ile beraber sisme orani diigmiistiir. Yapilan tim
hidrojellerde birkag¢ saniyede sisme gerceklesmis ve 30 dk icerisinde dengeye ulasmistir.
Sem goriintiileri incelendiginde, HA ve HPMC orani sabit tutulup BC orani arttirildiginda
daha dar gozenekler olusmustur. Gozenek yapisina bakildiginda HA-HPMC kodlu
hidrojelin 200-10 pm arasinda degismekteyken, HA-HPMC-25BC 100-10 um arasinda
oldugu gozlenmistir. Hidrojellerin gozenekliligine bakildiginda %90 iizeri oldugu
gbzlemlenmistir. Bu elde edilen sonuglar dogrultusunda sentezlenen hidrojeller doku

miihendisligi alaninda kullanim i¢in uygun kriterlere sahiptir.
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