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DEKSTRAN  HIDROJELLERIN ENZIMATIK BOZUNMA  KINETIGININ
ENSTRUMANTAL TEKNIKLERLE INCELENMESI

Murat Simsek

(074

Sunulan calismada, farkh gapraz-baglayici reaktifler varliginda polisakkarit bazl
bir polimer olan dekstran ile sentezlenen hidrojellerin biyobozunurluk davranigi

incelenmis ve sonuglar substrata-6zgl biyobozunma davranigi agisindan

dederlendirilmistir.

Dekstran/capraz-baglayici karisimindan dekstran hidrojellerin sentezi, dekstranin
hidroksil gruplarinin molekuller arasi yan zincir reaksiyonu ile gergekiestirilmistir.
Bu amacla, N,N'-metilenbisakrilamid (MBAm), epiklorohidrin (ECH) capraz-
baglayici reaktifleri kullanilmistir. Reaksiyonlar, 10-40°C sicaklik araliinda, sulu
cozeltilerde, NaOH velveya etanol varliginda yurGtaimastar.

Disk formundaki (gap=7 mm, kalinhik=3 mm) hidrojeller, sisme calismalari, FTIR,
TGA ve SEM ile karakterize edilmistir. Hidrojellerin elek boyutu () ve capraz-
baglar arasi ortalama molekal agirigi (M¢), Floy-Rehner teorisi kullanilarak sisme
degerlerinden hesaplanmistir.

Hidrojellerin biyobozunmasi, plazma proteinlerinden IgG, BSA ve endodekstranaz
varliginda yurataimustar. Jellerin bozunma hizi agirlik kaybini ve bozunma Grani
olan oligosakkarit salimim Odlgcerek tayin edilmistir. Dekstran hidrojellerin
biyobozunma sirasindaki morfolojik degisimleri SEM ile incelenmigtir.
Biyobozunmanin hidrojel atomik yapisindaki etkisini anlamak i¢in FTIR
spektrumiarr alinmistir. Sonuglar, dekstran hidojellerin yigin bozunmaya ugradigini
gOstermistir. Tamamen bozunma yalnizca dekstranaz varliginda gézlenmis ve
bozunma hizi dekstranaz derisiminden dnemli éictde etkilenmistir.

Anahtar Kelimeler: dekstran hidrojeller, biyobozunma, dekstranaz, kolona-6zgi

tlag salimi.

Danisman: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi,
Kimya Muhendisligi Bolumu



INVESTIGATION OF ENZYMATIC DEGRADATION KINETICS OF DEXTRAN
HYDROGELS BY INSTRUMANTAL TECHNIQUES

Murat Simgek
ABSTRACT

in the presented study, biodegradation behavior of hydrogels synthesized from
polysaccharide based polymer, dextran, in the presence of different crosslinking
agents were investigated and the results were evaluated for substrate-spesific
enzymatic biodegradation.

Synthesis of dextran hydrogels from dextran/crosslinker mixtures were carried out
by intermolecular side-chain reaction of dextran hydroxyl groups. Monomeric
crosslinking agents have been utilized such as N,N-methylenebisacrylamide
(MBAm), epichlorochydrin (ECH) for this purpose. The reactions were carried out in

aqueous solutions at 10-40°C in the presence of NaOH and/or ethanol.

Dextran hydrogels synthesized in disc form (diameter=7 mm and thickness=3 mm)
were characterized by swelling studies, FTIR, TGA and SEM. Hydrogel mesh size
(¢) and average molecular weight between cross-links (M.) were estimated from

swelling data using the Flory-Rehner theory.

Biodegradation of hydrogels was accomplished in the presence of plasma
proteins, BSA, IgG and endodextranase. The degradation rate of the jels was
determined by measuring weight loss and the release of oligosaccharides, which
are products of degradation process. Morphological changes of dextran hydrogels
during the biodegradation were observed by SEM. In addition, FTIR spectra were
taken in order to understand the effect of biodegradation on the atomic stucture.
The result have proved that the dextran hydrogels shows bulk degradation profile.
Complete degradation was observed only in the presence of dextranase and the
degradation rate was strongly affected by the concentration of dextranase.

Keywords: dextran hdrogels, biodegradation, dextranase, colon-spesific drug

delivery.

Advisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe University,
Chemical Engineering Department
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SIMGELER ve KISALTMALAR

SIMGELER

M., Agirlikca ortalama molekil agirhgi

M, Sayica ortalama molekl agirhig

Mc Capraz baglar arasi molekul agirhgi

C Elek boyutu (mesh size)

Do Proteinin sudaki diftizyon katsay!si

Pw Suyun yoguniugu

Ppr Hidrojelin capraz baglanma sonrasi (relaxed durumda)
sudaki yogunlugu

Pp.s Hidrojelin sisme sonrasi sudaki yoguniugu

Ppd Hidrojelin kuru halde yoguniugu

Wpr Hidrojelin relaxed durumda agirhgi

Wp s Hidrojelin sismis durumda agirhgi

Wp d Hidrojelin kuru agdirhgi

Vgr Capraz baglanma sonrasi polimer hacmi

Vgs Sisme sonrasi polimer hacmi

Vp Kuru polimer hacmi

Vor Relaxed durumunda hacim kesri

Vs Sisme durumunda hacim kesri

t Zaman

M Polimerden t aninda absorplanan veya desorplanan kitle

M. Polimerden dengede (i=+«) absorplanan veya
desorplanan kutle

R? Regresyon katsayis|

C Konsantrasyon
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Dx Dekstran

MBAmM N,N'-Metilen-bis-akrilamid

ECH Epiklorohidrin

GA Glutaraldehit

BSA Sigir Serum Albumin

IgG Sigir Immiinoglobulin G

PBS Phosphate Buffered Saline

EWC Equilibrium water content (denge su icerigi)
S Su igerigi

FTIR Fourier Transform Infrared Spectroscopy
TGA Termogravimetric Analyzer

SEM Scanning Electron Microscope

GR Capraz-baglayici reaktif

IPN Interpenetrating network

uv Ultra Violet

GMA Glisidil metakrilat

PEG Poli(etilen glikol)

LCST Lower Critical Temperature Solution

PLA Poli(laktik asit)
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1. GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Bir polisakkarit olan dekstran farkl reaktiflerle gapraz baglanarak hidrojel formuna
doénustirilebilmektedir. Dogal bir polimer olmasi, istenilen molekdl agirhginda ve
dagihiminda elde edilebilmesi ve bozunma Grinlerinin toksik olmamasi nedeniyle
bir mihendislik polimeri olarak genis uygulama alanina sahiptir (Hennink ve ark,
1997, Brendsted ve ark., 1998, De Jong ve ark., 2001). Cesitli aragtirma gruplar
tarafindan yaritilen caligmalarda, dekstran hidrojellerin, fonksiyonel grup iceren
capraz baglayici reaktiflerle capraz baglanmasi sonucu sentezlenebilecedi
gérulmistur. Hovgaard ve Brendsted (1995) dekstrani dimetisulfoksit varliginda
1,6-hekzandiizosiyanat ile capraz baglayarak hidrojel yapilari elde etmisglerdir.
Bazi arastirmacilar da, dekstrani dogrudan capraz baglamak yerine glisidil
metakrilat (Van Dijk-Wolthuis ve ark., 1995) ve metakrilat turevli (Franssen ve
ark.,, 1997) ya da vinil grubu tasiyan (Kim ve ark., 1999) dekstraniar
sentezlemislerdir. Bir diger grup arastirmaci ise dekstran turevli yapilarin basglatic
ve capraz baglayici ajan varliginda serbest radikal polimerizasyonu veya y-
radyasyon polimerizasyonuyla dekstran hidrojelleri sentezlemislerdir. Son yillarda,
dekstranin dogrudan gapraz baglanmasi ile hidrojel sentezi yéntemi pek g¢ok
arastirmaci tarafindan en sik bagvuruian yontem olmustur. Guner ve ark. (2001),
farkli fonksiyonel grup iceren capraz-baglayici reaktiflerle dekstrani dogrudan

capraz baglayarak hidrojelleri sentezlemislerdir.

Dekstran hidrojelleri 6zellikle kolona-6zgu ilag saliminda cesitli proteinlerin jel
yap! icerisine immobilizasyonu ve biyobozunma sonucu saliminda
kullaniimaktadir (Hennink ve ark., 1997, Franssen ve ark ., 1997). imren (2003)
tarafindan yapilan calismada N,N-metilenbisakrilamid (MBAm), epiklorohidrin
(ECH) ve glutaraldehit (GA) capraz baglayici reaktiflerinin degisik oranlariyla
70.000 Dalton molekdl agirh@ina sahip “klinik dekstran” capraz baglanmig ve
hazirlanan hidrojellerden BSA ve IgG'nin kolona-6zgl salimlari incelenmigtir.
Sunulan bu tez caligmasinda, yukarida agiklanan calismanin devami olarak,
kolona-6zgli protein salim sistemlerinde kullaniimasi uygun bulunan dekstran

hidrojellerin biyobozunma kinetiginin incelenmesi amaclanmistir.



Biyobozunma, malzemenin basit hidroliz veya biyolojik ortamda, mevcut olan
enzim veya organizmalar ile son JdGrUnlere donustirGimesi olarak
tamimlanmaktadir.  Biyobozunma  hidrolizle  baslayabilir, fakat enzimle
etkilesebilecek ylzey alani arttikca enzimatik bozunma daha baskin hale gelir
(Vercauteren ve ark., 1990). Vicutda mevcut bazi enzimler bir kisim protein ve
polisakkaritlerin bozunmasi i¢in kullaniliyorsa bu enzimatik bozunma, “substrata-
6zgl” bozunma olarak tanimlanir ve 6zellikle kolona 6zgu ilag salim sistemlerinde
kullanilacak tastyici matrisin gelistiriimesine ¢ok énemli bir etkendir (Schacht ve
ark., 1988). Dekstran hidrojeller igin, kolonda mevcut genus Bacteroides’ler
tarafindan Uretilen dekstranaz enzimi tarafindan “substrata-6zgli” bozunma

gerceklesmektedir.

Bu tez kapsaminda, dekstran hidrojelierin biyobozunma davranigi, dekstranaz
enzimine paralel olarak, plazma proteinlerinden BSA ve IgG varlidinda da
gerceklestirilmistir. Bozunma kinetigi, dekstranin enzimatik bozunmasi siresince
olusan oligosakkarit saliminin spektrofotometrik tayini, gravimetik olarak kutle
kaybinin tayini, FTIR ile atomik yapidaki degisimin belirlenmesi ve SEM ile
morfolojik yapi dedisimlerinin incelenmesi seklinde yurGtulmustar. Hidrojel tirt ve

dekstranaz enzim derisimi; ¢calismada incelenen parametrelerdir.

Calismanin sonuglari, dekstran hidrojellerin  biyobozunmasinin  ana zincir

Gzerinden gerceklestigini ve dekstranaz varliginda en etkin oldugunu géstermistir.



2. TEMEL BILGILER

Bu bdélimde, sunulan ¢alismanin temelini olusturan konulara ilgili literattr bilgisi
U¢ ana baslhk altinda 6zetlenmistir. Ik bélimde, dekstran yapisi ve Ozellikleri
hakkinda bilgi verilmistir. Ikinci bélimde, genel anlamda hidrojellerin tanimi ve
ozelliklerine de@inilmis, tlrleri ve capraz baglanma mekanizmalari aciklanmigtir.

Son boélimde ise biyobozunmayla ile ilgili literatr bilgisine yer verilmistir.
2.1 Dekstran Yapisi ve Ozellikleri

Dekstran, Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 bakterisi tarafindan Gretilen
bir polisakkarittir. Dekstranlar degisik oranlarda 1-2-a, 1-3-a veya 1-4-a baglarini
iceren mikrobiyal 1-6-a-D glukaniarin bir ailesi olup U¢ sinifa ayrihirlar. 1. sinif
dekstranlar en blyUk grubu olustururlar ve C-2 ve C-3 veya C-4 pozisyonunda
dallanmalar olan 1-6-a- baglt ana zincir yapisi belirleyici 6zellikleridir. 2. sinif
dekstranlarda buna ek olarak ana zincir Gzerinde 1-3-a- baglan rastgele
dagimistir ve 1-3-a bagh dallanmalar belirleyici ézellikleridir. 3.sinif dekstranlar
ise, 1-3-a- bagli ana zincir yapisina sahiptiriler ve 1-6-a- bagh dallanmalar vardir.
Ham dekstran yUksek ortalama molekdl agirhigina sahiptir  (Mw=3.5-
5.107 dalton). Klinik uygulamalarda dekstran asidik kosullarda hidrolize
ugratilarak ortalama molekil adirh@r 100.000 dalton’'un altina dusardiar. Klinik
dekstran yaklasik olarak %95 a-1,6 ve %5 a-1,3 baglarini igerir. a-1,6 baginin bu
yUksek orani dekstrani lineer bir molekal yapar (Walker, 1978).

Dekstran 1943'den beri klinik amaglar igin kullamimaktadir. C6zUnGr yapidaki
dekstran, epiklorohidrin ile ¢apraz badlandiktan sonra; ayirma, saflastirma ve
proteinlerin molekll agdirhiginin  dizenlenmesi gibi pek c¢ok kromatografik

uygulamada kullamimaktadir (Klotz ve Kromer, 1987).

Dekstran c¢ozeltileri (agirlikga %0.6-1) dolasan kan hacminin azalmasi
(hypovolemia) durumunda plazma genisietici olarak kullaniimaktadir. Kolloidal
ozmotik basinct koruyarak, kan hacmini artirir, kardiyak c¢ikigint artirarak da,
periferal kan c¢ikisint artirir ve organ canliigini korur. Son dénemierde, dekstran,
toplardamar trombozu ve pulmoner pihtiyi (akcigerle ilgili) 6nlemek amaciyla

antitrombotik ajan olarak da kullanilmaktadir.



Dekstranin biyolojik ézellikleri molekal agirliginin bir fonksiyonudur ve dekstran
molekul agirhgina bagh olarak vicutdan atilir. 15.000 daltondan diagtk molekul
agirlhikh dekstranin yari émru iki saattir ve ¢ok kisa bir zamanda bébreklerden filtre
edilir. YUksek moiekii agirlikli dekstran (40.000-60.000 dalton) bdbrelerden daha
yavas filtre edilir ve yarilanma omri 10-42 saattir. Bu yuksek molekdl agirhikh
dekstranlar intravendz uygulamadan sonra vicutda birikir, yalnizca %50-70'i 48

saat icinde Ure ile atilir. %2-10’Iuk kismi ise digki yoluyla atilir.

Dekstranin klinik uygulamalarda tercih ediimesi, genis molektl agirh§ dagihimy,
toksik olmayigi, vicutdan kolaylikla atimas), polar organik ¢ozlcllerde
cbzlnebilmesi, kimyasal modifikasyona olanak tanimasi ve biyouyumlu olmasi
gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle 40.000-70.000 dalton molekil
agirhgindaki  dekstranlar  ‘klinik dekstran’ olarak tibbi uygulamalarda

kullaniimaktadir.

Dekstran, kolonda bulunan dekstranaz enziminden dolayi kolona-6zgl sahmda
kullaniimaktadir. Kolona-6zgu ilag salim sistemlerinde dekstran kullanimina iligkin
ilk makale Vélker (1962) tarafindan yazilmistir. Bu ¢alismada, dekstran konjugati
sentezlenmis ve uzun sudreli salimin saglanabilece@i gdsterilmistir. Dekstran
konjugatlarin kolona-6zgu ilag saliminda kullanimi ile ilgili benzer bir galisma da
Harboe ve ark. (1989a) tarafindan yapiimistir. Dekstran-naproksen konjugatlari bu
amagla sentezlenmis ve ila¢ salimi tavsanlarda incelenmistir. Larsen ve ark.
(1989) tarafindan dekstranaz ve estereaz enzimileriyle kolonda pargalandiktan
sonra ilact salan dekstran on-ilag sentezlenmis ve in vifro sahmi incelenmistir.
Salimin, ¢ekum ve kolon ortaminda, pH 7.4 tamponuna ve ince barsak ortamina
gore 15-17 kat daha hizli oldugu gértlmuastar. Domuzlarda yapilan in vivo salim
deneylerinde; naproksenin sulu coOzeltisi ile dekstran-naproksen ester on-
ilaglarinin oral kullanimdan sonraki biyoyararlanimlari tayin edilmistir. Sulu ¢ozelti
ile kiyaslandiginda on-ilaglarin  biyoyararianiminin - %100’e yakin oldugu
gorulmustur. Ancak 6n-ilag olarak uygulanan formulasyonda kan seviyesinde 2-3
saatlik bir gecikme stresi olmustur. Larsen ve Johansen (1985) tarafindan yapilan
bir calismada ise metronidazol dekstran On-ilaci  hazirlanmig  ve
metronidazolmonosuksinat-dekstran konjugatinin  bozunmasina paralel olarak

metronidazol salimi incelenmigtir.



Hidrofilik polimerlerin, iyonik etkilegsimlere dayali olarak (Rowley ve ark., 1999) ve
fiziksel capraz baglayici gibi davranan kristalitlerin olusumu (Guzman ve ark.,
1992) gibi fiziksel yollarla ¢capraz baglanabilecedi 6nerilmigtir. Stenekes ve ark.,
(2001), (L)- ve (D)-laktik asit oligomerlerini dekstrana asilayarak
kristalizasyon/coktirme  ile  mikrokire formunda dekstran  hidrojelleri
sentezlemiglerdir. DuUsik molekal agirhkh dekstran (M,= 6 000 g/gmol)
kullanilarak yapilan sentez ¢alismasinda, ¢bkme hizinin klinik dekstrana (M,= 40
000 ve M,,=70 000 g/gmol) oranla daha hizli oldugu gortlmus ve bu yonteme gore
dekstran hidrojellerin sentezlenmesi amaciyla dustk molekdl agirlikh dekstranin

tercih edilmesi gerektigi dnerilmistir.
2.2. Hidrojeller

Cahsmanin bu kisminda genel olarak hidrojelierin tamimi ve ozellikleri, hidrojel

turleri ve hidrojellerde capraz baglanma mekanizmalarina deginilmistir.
2.2. 1. Tanim ve genel dzellikler

Hidrojeller Gcg-boyutlu, hidrofilik, c¢ok miktarda su veya Dbiyolojik sivi
absorblayabilen polimerik ag yapidardir. Bir ya da daha ¢ok monomerin
polimerizasyonu ile hazirlanirlar ve ana zincirler arasinda kimyasal veya gapraz
badlarin varligindan dolayr ¢ozUnmezdirler. Hidrojeller sahip olduklari Gstin

ozellikler sayesinde son 30 yildir ilgi odag! olmuslardir (Peppas ve Mongia, 1997).

Hidrojeller ézellikle tip ve eczactlik alaninda olmak tGzere genis uygulama alanina
sahiptirler (Peppas ve Langer, 1994). Diger sentetik yapilara gore canl dokulara
daha cok benzemektedirler. Bu 6&zelligi hidojellerin ylUksek su igeriginden,
yumusak ve elastik yapisindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, yiksek su igerigi
hidrojlerin biyouyumiulugunu arttirmaktadir. Bu nedenle hidrojeller biyosensorler
icin membran, kontak lensler, yapay deri materyali, yapay kalpler i¢in astar, ilag
salim sistemleri, implantlar, enzimlerin immobilizasyonu, gida isleme teknolojisi,
elektroforez, protein ayirma ve saflagtirma, yara Orti materyali ve sUper

absorbentler gibi alanlarda kullaniimaktadirlar.



2.2.2. Hidrojel tiirleri

Hidrojeller yan gruplarin dodasina baglt olarak, mekanik ve yapisal dzelliklerine
gbére veya hazirlama yoOntemlerine gobre siniflandiniabilirter. Hazirlama
yontemlerine gbre homopolimer, kopolimer, ¢oklu polimerler ve IPN
(interpenetrating network=birbiri icine girmis ag yapilar) hidrojeller olmak Gzere
dért tur hidrojel mevcuttur. Homopolimer hidrojeller tek hidrofilik monomerin
capraz baglanmasiyla olusur. Kopolimer hidrojeller ise iki monomerin c¢apraz
baglanmasiyla hazirlanirlar, ancak monomerlerden biri hidrofilik yapida olmalidir.
Coklu polimer hidrojeller, iki yada daha fazla komonomerin reaksiyonuyla olusur.
IPN hidrojeller ise capraz bagl iki polimerik 6rginin fiziksel olarak birlesmesiyle

hazirtanmaktadiriar.

Hidrojeller iyonik yapilarina bagh olarak, nétral (yiksuz), anyonik (negatif yukld),
katyonik (pozitif yukli) ve amfolitik hidrojeller olarak, yapisal ve mekanik
Ozelliklerine goére amorf, vari kristalin, hidrojen bagh yapilar, supermolekiler

yapilar ve hidrokolloidal yapilar olarak siniflandirilabilirler.

Hidrojeller fiziksel ve kimyasal yontemler olmak (zere iki farkli sekilde
hazirlanabilirler. Her iki yéntemde de monomerlerin capraz badlanmastyla hidrojel
agi meydana getirilir. Kimyasal yéntemle ¢apraz baglamada kovalent baglar etkili
olabilecegi gibi, fiziksel ¢apraz baglamada hidrojen baglari, elektrostatik gugcler
gibi faktérler etkilidirler. Fiziksel capraz badh jeller kalici degillerdir. Yani isitma
yoluyla polimer ¢ézeltilerine donusturtlebilirler. Tam tersine kimyasal ¢apraz bagli

jeller ise kalici 6zellige sahiptirler.

Hidrojeller dig ortam kosullarna bagh olarak da degigsen sisme davranigian
g6sterebilirler. Bu polimerler, fizyolojik duyarl hidrojeller (akilli biyomalzemeler)
olarak adlandinlirlar (Parker ve ark., 1988). Hidrojellerin sismelerine sicaklik, pH,
iyonik gug, elekiromanyetik radyasyon, elekiriksel alan, ¢bzelti konsantrasyonu,
isik ve ses gibi faktdrler etki edebilirler. Cevreye duyarli hidrojeller iglerinde
bulundukiart dig ortama cevap verme yetenegine sahiptirler. Jisme
davranislarinda, ag yapilarinda, gecirgenlik veya mekanik dayanikhliklarinda,
etraflarindaki sivinin iyonik glctne, pH'ina ve sicakliga bagl olarak degisimler

meydana gelir (Peppas, 1991).



Cevresel uyarilara verilecek cevaplar ise faz, sekil, optik ozellikler, mekanik
ozellikler, elekriksel alan, ylizey enerjileri, reaksiyon hizlari, gecirgenlik hizlari gibi
degismeler seklinde olabilir. Uyariya karg! keskin cevaplar olugtugunda polimer
sistemlerinin pek cok o6zelli§i degisir. Bir hidrojel uyarilarak bUztstigunde,
gdzeneklerindeki suyu atacak, opaklasacak, daha siki bir yapiya kavugacaktir ve
boyutu kigcllecektir.  Hidrojeller Gzerinde en ¢ok calisilan uyari-cevap
polimerleridir ve son 20 yildir bu uygulamalar Gzerinde ¢alisiimaktadir (Dagani,
1997).

v ne

pH-duyarl hidrojeller, pH degisimine bagh olarak jel &zelliklerinin degistigi ve
pH'a bagl sisme davranisi gosteren iyonik yapiardir. Bu iyonik yapilar asidik
veya bazik asih gruplar icerirler (Barannon ve Peppas, 1990). Uygun pH ve iyonik
gice sahip sulu ortamda asih gruplar iyonlasabilir ve jelde sabit elektrik alan
olustururlar. Elektrostatik itme kuvvetlerinin sonucu olarak ag yapiya ¢6zucu girisi
artar (Yu ve ark., 1997). pH-duyarl hidrojeller, monomer yapinin uygun c¢apraz
baglayici ajan varh§inda capraz baglanma reaksiyonu ile veya baslatici eklenerek
(genelde serbest radikal baslatici) ve UV i1gik uygulanmasiyla saglanan baslatici
bozunma reaksiyonuyla (Selby, 2000) ve reaktif gruplar iceren dogrusal
polimerlerin  bifonksiyonel capraz baglama ajami ile kimyasal capraz
baglanmasiyla (Rothstein, 2000) sentezlenirler. Ayrica, pH-duyarli hidrojeller,
birbirleriyle fiziksel olarak karigmis iki ¢apraz bagh agdan olusan IPN yapida
(Klotz, 1985), iyonik kuvvetlerin bir arada tutugu anyonik ve katyonik polimerlerin
fiziksel capraz balanmasiyla ve noétral hidrojellerin  hidroliziyle de

sentezlenebilirier.

fyonik hidrojeller, yizey pHinin degisimi sonucu olarak denge ve sisme
davraniglarinda ani veya asama asama degisiklikler gbsteren, karboksilik asit
veya sulfonik asit gibi asili gruplara sahip polimerik aglar icerirler. Arastirilan ilk
iyonik hidrojeller arasinda akrilik asit bazli veya metakrilik asit bazli jeller vardir.
Bu jellerin denge sisme derecesinin pH degisimine duyarl oldugu gézienmis ve
genellikle ¢cozeltinin pH'i yukseltildiginde jellerin sismesinin arttidi gézlenmistir. Bu
6zellikleri dolayisiyla pH-duyarh hidrojller biyotip alaninda, 6rnegin dis
yapistiricilar, proilaglar, kontrolii salim sistemleri ve biyouyumiu malzemeler gibi

genis uygulama alanina sahiptirler (Oppermann, 1992).



Sicakhiga-duyarli hidrojeller iclerinde bulunduklari sivi ortamdaki sicakhgmn
degisimiyle sisme veya blzlUsme yeteneg@i gdsteren yapilardir. Sicaklia-duyarli
hidrojeller, pozitif veya negatif duyarl sistemler olarak siniftandirilabilirler. Pozitif
sicaklik duyarh bir hidrojel Gst kritik ¢ozelti sicakhgina (UCST) sahiptir. Bu tir
hidrojeller UCST'nin altindaki sicakliklarda kasilirlar. Negatif sicaklik duyarh
hidrojeller ise alt kritik ¢ozelti sicakhdina (LCST) sahiptirler. Bu hidrojeller ise

LCST'nin Uzerindeki sicakliklarda kasilirlar.

Sicakhifa-duyarh hidrojelierle ilgili ik arastirma Tanaka ve grubu (1978)
tarafindan yapiimistir. Negatif duyarli hidrojel icin en iyi 6érnek PNIPAAmM’dir.
Hirotsu ve arkadaslari (1987) capraz bagh PNIPAAm ile calismislar ve 34.3°C’de
LCST'li PNIPAAmM sentezlemislerdir. Ayrica jel icine az mikiarda kopolimer katarak
LCST degerini arttirmiglardir.

2.2.3. Hidrojel sentezinde yeni yaklagimlar

Bu bélumde o6zellikie biyolojik ortamlarda kullanilacak hidrojellerin sentezi igin
gelistirilen yeni g¢apraz-baglama tekniklerine yer verilmistir. Bu teknikler
aciklanirken calisma kapsaminda hazirfanan hidrojel olmasi nedeniyle dekstran

hidrojellere agirhikli olarak deginilmistir.
2.2.3.1 Kimyasal ¢apraz baglama

Kimyasal yolia capraz-badlanmis hidrojellerde polimer zincirleri arasinda kovalent
baglar mevcuttur. Bu baglarin olusumu asadida aciklanan farkli mekanizmalaria

gerceklesir.
i. Radikal polimerizasyonu ile ¢apraz baglama

Kimyasal gapraz-bagt jeller dustk molekal agirlikli monomerlerin gapraz baglayici
ajan varliginda gergeklestirilen radikal polimerizasyonuyla elde edilirier. lyi bilinen
ve sikhkla caligilan hidrojelierden biri pHEMA (poli 2-hidroksimetakrilat)'dir. Bu
hidroje! ilk olarak Wichterle ve Lim (1960) tarafindan etilen glikol dimetilakrilat
capraz baglayicisi varliinda HEMA’nin polimerizasyonuyla elde edilmigtir.
Benzer yontem kullanilarak hidrojellerin  ézellikleri degistirilebilir.  Ornegin

metakrilik asit eklenerek pH-duyarli hidrojeller veya N-izopropilakrilamid



eklenerek sicakliga duyarl hidrojeller elde edilebilir. Vinil-monomer karisimlarina
ilaveten, polimerlestirilebilir gruplarla tureviendirilmis (OH; COOH, NH:2) suda
¢6zunur polimerlerin radikal polimerizasyonuyla da kimyasal capraz bagh jeller
sentezlenebilir. Bu amagla, farkh suda ¢6zUnir polimerler kullanilarak (sentetik,
yari sentetik ve dogal) hidrojeller elde edilebilir. Ozellikle dekstran, bozunabilir
hidrojel sistemi olusturmada kullaniimaktadir. Dekstran bazh hidrojeller kolonda
bulunan dekstranaz enziminden dolayr kolona-6zgi salim sistemlerinde
kullaniimaktadir. Polimerlestirilebilir dekstranla ilgili ilk aragstirmaya Edman ve ark.
(1980) on ayak olmusglardir Bu c¢alismada dekstranin sulu c¢oézeltisi
glisidilmetakrilat (GMA) ile reaksiyona sokulmustur. N,N-metilenbisakrilamid
iceren akril dekstran c¢ozeltisine N,N,N’ N'-tetrametilen-diamin ve amonyum
peroksidistlfattan olusan bir baslatici sistemin eklenmesiyle hidrojel yapi elde
edilmigtir (Sekil 2.1).

&

Sekil 2.1 Dekstranin GMA ile reaksiyonu.

Dekstran disinda albumin, (hidroksietil) nisasta, poli-aspartamid, poli{vinil alkol)
ve hyalunorik asit gibi suda ¢b6zUnir polimerler de Edman ve ark. tarafindan
gelistirilen yontem kullamilarak metakrilik gruplarla turevlendirilmistir. Reaksiyonlar
sulu ortamda gerceklestigi icin sUbstitisyon cok diasOktar ve GMA'nin suda-
¢6zUnur polimerie reaksiyonu éncesi ve sonrasi hidrolizi nedeniyle stbstitisyon
derecesini kontrol etmek de zordur. Bu problemlerin agilabilmesi icin Hennink ve
grubu tarafindan alternatif bir yontem gelistiriimistir. Bu yaklagimda dekstran

uygun bir ¢éziictide (DMSQO) ¢oztlmustir. GMA ile tirevlendirme bu ¢dzeltinin 4-



(N,N-dimetilamino) pridin  tarafindan  kataliziendigi  reaksiyon  sonucu
gerceklesmistir. Enzimatik bozunma sonrasinda elde edilen érneklerin NMR ve
kitle spektroskopisi ile yurltilen detayli analizleri GMA ve dekstran arasindaki
reaksiyonun belli kosullarda bir transesterlesme reaksiyonu oldugunu ve
metakrilat gruplarinin dogrudan dekstran zincirine baglandigini gdstermistir (Van
Dijk-Wolthuis ve ark., 1997). Dekstrana metakrilat gruplar, metakrilol klorar
(Marsano ve ark., 2000), metakrilik anhidrit (Kim ve Chu, 2000) kullaniimasiyla ve
dekstranin bromasetil bromir ve sodyum akrilatla reaksiyonu ile de takilabilir (Kim
ve Won, 1999a). Ayrica enzimlerin katalizdr olarak kullaniimasiyla da metakrilik
gruplar mono ve disakkaritlere eklenerek hidrojel yapi elde edilebilir (Patil ve ark.,
1996). Sentez susuz piridinde gerceklesmekte ve %75 oraninda verimie hidrojel

elde edilebilmektedir.

Kim ve Won (1999b) tarafindan polimerlestirilebilir bir dekstran turevi, maleik
anhidrit ve dekstranin reaksiyonuyla elde edilmistir. Bu dekstran tarevieri vinil
gruplarinin UV varliginda polimerizasyonuyla hidrojele dénusturulebilirler. Eide
edilen jeller fizyolojik ortamda bozunabilir degillerdir. Bununia birlikte, yapilarinda
bulunan karboksilik asit gruplarindan dolay: pH’a bagl guclt sisme davranisglari
sergilemisierdir. Suda-¢c6zinir polimerlere baglanan metakrilat gruplar: fizyolojik
kosullardaki hidrolize karsi duyarhidirlar ancak polimerizasyon sonrasinda
metakrilat esterlerin hidrolize karsi son derece direncli olduklari gorGlmustir
(Hennink ve ark., 1996). Bu durum, polimer ana zincirlerinin enzim tarafindan
hidrolizienmesiyle jellerin yalnizca fizyolojik kosullarda bozunabilecegini
gdstermektedir. Ayni davranig, albumin, nisasta ve dekstrana dayali jellerde de
g6zlenmistir. Metakrilatlanmis dekstran, dekstranaz varliginda bozunur olmasina
ragmen, tamamiyle bozunma, yalnizca stbstitisyon derecesinin gok duslk oldugu
jellerde (<4) gozlenmistir. Stbstitlisyon derecesi (SD) 100 glikoz birimi basgina
disen metakrilat grupiarinin sayisi olarak verilir. SD 4-7 arasinda oldugunda
kismi bozunma gézlenmis, SD>7 oldugunda ise bozunmanin ¢ok zor bigimde

gerceklestigi gorilmustar (Franssen ve ark., 1999).

Enzimatik olarak bozunan hidrojellere altenatif olarak, kimyasal olarak bozunan
hidrojeller de tasarlanmistir. Bu jeller suda ¢8zinlr polimerlerin ve

polimerlestirilebilir gruplarin hidrolize duyarli gruplar Gzerinden baglanmasiyla
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elde edilebilirler. Hennink ve ark., (1997) polimerlesebilir gruplari hidrolitik olarak
duyarl gruplar Gzerinden dekstran ana zincirine baglamis ve metakrilatli dekstran
turevini sentezlemislerdir. Hidroliz olabilir gruplar, dekstran-HEMA'daki karbonat
esteri veya dekstran-laktat-HEMA'daki laktik asit gruplari ve karbonat esterin
bilesimi olabilir (Sekil 2.2). Bu turevlerin polimerizasyonundan sonra jeller ¢capraz
badlardaki (karbonat) ester gruplarindan dolayi fizyolojik kosullarda
bozunmuslardir. Bozunma Grlnleri dekstran, laktik asit ve kisa pHEMA zincirleri
olup reaksiyon Sekil 2.3'de gdsteriimistir. Bozunma siresi ester gruplarinin
turine, jelin capraz-baglanma derecesine ve laktik asit zincirlerinin uzunluguna
bagh olarak 1 ginden 3 aya kadar kontrolli bigcimde degistirilmigtir. YUksek
biyouyumluiuga sahip bu jeller farelerin deri altina mikrokire formunda enjekte
edilmis ve in-vivo ortamdaki bozunmanin da in-vitro’dakine benzer bigimde
gerceklestigi gozlenmistir. Bu da in-vivo bozunmanin da kimyasal hidrolizle
oldugunu kanitlanmaktadir. Bu biyobozunur hidrojeller farmasétik proteinlerin
kontrolli salimi icin uygun sistemlerdir. Hidrojelin gézeneklerinde hapsedilen
protein ilag, hidrojel matrisin bozunmasina bagh olarak dis ortama salinir. Diger
bir dekstran-bazli hidrojel sentezi Zhang ve ark. (2000) tarafindan
gergeklestirilmisti. Bu arastnmacilar  dekstrani  akrilol  klorGr veya alil
izosiyanat'tan olusan polimeriestirilebilir guruplarla modifiye etmiglerdir. Bu
dekstran turevleri poli(D;L- laktik asit) diakrilat makromer ile birlikte DMF icinde
cozUimUstlr ve agd yapi UV-altinda polimerizasyonla elde edilmistir. Bu hidrojeller

biyobozunur olmalarina ragmen, tamamiyle bozunmadiklari gériaimustar.

Vinil  tarevli suda ¢ozinur polimerlerin  capraz-baglanma reaksiyonu
peroksidistifat ve N,N,N'N’-tetrametilen-diamin (TEMED)den olusan baglatic
sistemle gergeklestirilebilir. Bu, jel olusumunun oda sicakliginda ve pH=7"de bile
gercgeklesebildigi, hizli bir jel olusumunun gézlendidi etkili bir sistemdir. Fakat
reaksiyona girmemis peroksidisulfat , TEMED ve ayni zamanda bunlarin bozunma
Urinleri in vivo uygulamalarda kullaniimadan 6nce jelden uzaklastiriimak
zorundadir. Dahasi, bu baslatici sistem jel hazirlanma asamasinda mevcut
proteinlere zarar verebilir. Ozellikle proteinlerin metionin kalintilari okside
olabilirler (Hennink ve Stenekes, 2000). Son dénemlerde, TEMED ve amonyum

persilfat bagslatici sistemini iceren metakrilath PEG, UV polimerizasyonu ile elde
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edilmistir (Yang ve ark., 2001). Son yillarda UV-polimerizasyonu, hidrojel

hazirtamada siklikla kullaniimaktadir.
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Sekil 2.2. Dekstran-MA (A). Dekstran-HEMA (B) ve Dekstran-Laktat-HEMA

yapilari.
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Sekil 2.3. Dekstran-HEMA ve Dekstran-HEMA-laktat hidrojellerin olusum ve

bozunma reaksiyonlarinin sematik gésterimi

ii. Tamamlayict gruplarin kimyasal reaksiyonuyla ¢apraz baglama

Suda ¢dzunir polimerier ¢dzinme 6zellikierini fonksiyonel grupiarina (baghica OH,
COOH, NH2) borgludurlar. Bu gruplar hidrojel olusumunda kullanilabilir. Polimer
zincirleri arasindaki kovalent baglar amin-karboksilik asit veya izosiyanat-OH/ NH:
reaksiyonu veya Schiff baz olusumu gibi tamamlayici reaksiyonlarla

gerceklesebilir.
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- Aldehitlerle ¢capraz baglama

Hidroksil gruplu suda ¢dzinlr polimerler (6rnedin polivinil alkol) glutaraldehit
kullanilarak capraz baglanabilir (Sekil 2.4) (Peppas ve ark.,1980, Dai ve ark,,
1999).

Amin iceren polimerler de ayni ajanla ve ilimli kosullarda Schiff bazlar olusturur.
Bu 6zellikle ¢apraz bagl protenierin, érnegin albumin (Willmott ve ark., 1984),
jelatin (Yamamoto ve ark., 2000) ve amin igeren polisakkaritlerin hazirlanmasi igin
arastinimistir. Fakat glutaraldehit disitik konsantrasyonlarda bile toksik ve hicre
inhibisyonuna neden oldugundan yeni alternatifler arastinlmistir. Dekstranin kismi
oksidasyonuyla elde edilen polialdehitlerin kullaniimasiyla jelatin capraz
baglanmistir. Bu jeller yara iyilestiriimesinde kullaniimak tzere EGF (epidermal
blyume faktér() ile ylaklenmistir (Draye ve ark., 1998). Kismi olarak depolimerize
edilmis aljinatin periodat ile oksidasyonu sonucu olusan poli(aldehit gluronat)
adipik asit dihidrazid ile g¢apraz baglanarak hidrojel elde edilmistir (Sekil 2.4).
Jellerin sismesi ve bozunmasi adipik asid dihidrazid miktarinin ayarlanmasiyla
kontrol ediimistir (Mooney ve ark., 2000). Yine Luc ve ark., (2000) adipik
dihidrazidli hyluronik asit turevinin bir makromolekil ¢apraz baglayici poli(etilen
glikol-propiondialdehit) ile ¢apraz baglanmasiyla hidrojel filmler hazirlamislardir.
Bu filmler hyalunoridaz enzimi ile bozunabilmektedir ve anti-bakteriyel ve anti-

inflamator ilaclarin kontrolla salimi icin kullaniimasi uygundur.

oM OH
( +* FROM e - a0 T x T oH
H H
0 0 NHOONA
I + 2 ANM - ks j
Wy gy
' H
9 n N W NoR
M H "

Sekil 2.4. Alkol, amin ve hidrazid gruplari igeren polimerierin aldehitlerle yuritilen
capraz-baglanma reaksiyonlari (R polimer zincirlerini, X ise glutaraldehitdeki
CHz gruplarini ifade eder)
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- Katilma reaksiyonlariyla gapraz baglama

Suda ¢dzunur polimerler bis (veya daha yuksek) fonksiyonel ¢apraz baglayici
ajanlarin, bu polimerlerin fonksiyonel gruplariyla katiima reaksiyonlari zerinden
etkilesmesi sonucu hidrojele dénusturalebilir. Polisakkaritler 1,6-hekzan dibromdr,
1,6-hekzametilendiizosiyanat, divinil stlfon ve daha bir¢ok ajanla capraz
baglanabilir. Capraz baglanma reaksiyonlari organik c¢ézUculerde gergeklesir.
Cunkl su da c¢apraz baglama ajanlarniyla reaksiyona girebilir. Polimer zincirleri
arasindaki ¢apraz baglar son derece kararl olduklarindan, yalnizca enzimlerle
ana zincirleri Gzerinden bozunmaya ugratilabilirler (Brondsted ve ark., 1998).
Ancak buradaki gapraz-baglayici ajanlar son derece toksik oldugundan, reaksiyon

sonrasi dénugmemis gruplarin yapidan uzaklastrilmasina dikkat edilmelidir.
- Kondenzasyon reaksiyonlariyla ¢apraz baglama

Hidroksil gruplari veya aminler ile karboksilik asitler veya bunlarin tlrevleri
arasindaki kondenzasyon reaksiyonlari sirasiyla poliester ve poliamid gibi
polimerlerin sentezinde siklikla kullaniimaktadir. Bu reaksiyonlar ayni zamanda
hidrojelierin hazirlanmasinda da kullaniimaktadir. Suda ¢6zOnUr polimerlerin amid
baglar ile ¢apraz baglanmasinda ¢ok etkili bir ajan N,N-(3-dimetilaminopropil-N-
etil karbodiamidin) (EDCYdir. Feijen ve ark., (2000) bu ajanmi kullanarak jelatin
hidrojeller sentezlemiglerdir. Reaksiyon sirasinda  N-hidroksisuccinimide
eklenerek olasi yan reaksiyonlari énlenmis ve jellerin capraz baglanma yogunlugu
Uzerinde daha iyi bir kontrol sadlanmistir. Eide edilen bu jeller antibakteriyel
proteinlerin saliminda kullaniimak Gzere Dacron protezlere vyerlestiriimistir.
Mooney ve ark. (1999) iyonik olarak capraz bagh jellere gére daha iyi mekanik
Ozelliklere sahip aljinat jeller elde etmek amaciyla, bu polimeri kovalent olarak
capraz baglamiglardir. Bu yontemde aljinat ve PEG-diaminler EDC kullanilarak
capraz baglanmistir. Mekanik &6zellikler jeldeki PEG-diamin miktariyla ve PEG'in
molekul agirhd: ile kontrol edilebilmigtir. Crescezi ve ark. (1999 ve 2000),
Passerini ve Ugi kondenzasyon reaksiyonlari (Sekil 2.5) yoluyla polisakkarit
hidrojeller senteziemisglerdir. Passerini kondenzasyonunda bir karboksilik asit ve
aldehit veya keton, a-{akriloksi)amid elde etmek igin izosiyanat ile kondense

edilmistir. Ugi kondenzasyonunda bu reaksiyona bir amid eklenerek o-(akril
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amino) amid elde edilmistir. Reaksiyon hafif asidik pH'da ve oda sicakhdinda
gerceklestirilebilir. Passerini reaksiyonunda c¢apraz baglar ester baglanyla
olustugundan, jeller pH 9.5 ve oda sicakhdinda bozunurlar. Bozunma suresi
bilesime bagh olarak 1-8 gun arasinda de@igsmektedir. Ugi kondenzasyonu
capraz baglarinda amid baglari icerdiginden bu jeller yukardaki kosullarda kararli

kalmiglardir.

Yui ve ark. (2001) hidroliz olabilir polirotaksen ile ¢apraz baglanmis PEG-
hidrojeller senteziemiglerdir. Jel elde etmek amaciyla a-sikiodekstin’ler yigin
halinde ve bozunur ester u¢ gruplan olusturacak sekilde PEG zincirleri Uzerine
kaplanma yoluyla dizilmiglerdir. Daha sonra siklodekstrinlerin hidroksil gruplar
kabonildiimidazol kullanilarak aktif hale getiriimis ve bunu takiben PEG-
bisaminlerle ¢capraz baglanma gergeklesmistir (Sekil 2.6). Ester gruplari nedeniyle
jel bozunur ve bozunma siresi bilesime bagh olarak 200 ila 500 saat arasinda
degisir. Bu jeller yumusak doku jenerasyonunda doku iskelesi olarak

kullantmiglardir.
iii. Yiikksek enerji radyasyonu ile gapraz baglama

Doymamis bilesikleri capraz baglamada &zeliikle gama ve elektron bombardimani
kullaniimaktadir. Bunun anlami; vinil gruplariyla tGreviendirilmis suda-¢dzunur
polimerlerin yuksek eneriji radyasyonu kullanilarak hidrojeliere
dénustlrulebilecegidir. Hidrojeller ayni zamanda monofonksiyonel akrilat (6rnegin
akilol-L-prolin metil ester) ve uygun bir ¢apraz baglayici karigiminin radyasyon
altinda polimerizasyonu ile de elde edilebilirler (Yoshida ve ark., 2001). YUksek
enerji radyasyonu ayni zamanda suda-¢ézindr polimerleri dogrudan c¢apraz
badlama yetenedine de sahiptir. Polimer cozeltilerinin radyasyonu slresince
polimer zincirleri Uzerinde radikaller olusur (6rnegin C-H baglarinin kiriimast). Ek
olarak, su molekullerinin radyolizi, polimer zincirlerine katilabilecek hidroksil
radikallerin  olusumunu saglar ve sonugta makroradikaller olusur.
Makroradikailerin farkii polimer zincirleri Uzerine rekombinasyonuyla kovalent

badlar olusur ve bdylece ¢apraz bagh yap: ortaya gikar.
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Sekil 2.6. Polirotaksen ile ¢apraz baglanmis PEG hidrojellerin hazirlanmast.

Meydana gelen makroradikaller oksijenle reaksiyona gireceginden, radyasyon
inert atmosferde (nitorojen, argon) geceklestirilir (Peppas ve Mikos, 1986).
Poli(vinilatkol), poli(etilenglikol) ve poli{akrilikasit) iyi bilinen ve ylUksek enerji
radyasyonuyla capraz baglanabilen polimerlerden bazilaridir. Ozellikle sisme ve

gecirgenlik ozellikleri basta olmak Gzere elde edilen jellerin 6zellikleri polimer
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konsantrasyonuna ve radyasyon dozuna baglidir. Genel olarak, ¢apraz bag
yogunludu polimer konsantrasyonunun ve radyasyon dozunun artmasiyla artis
gbsterir. Son ddnemlerde poliaminoasit-bazh hidrojeller polipentapeptitlerin sulu
cOzeltilerinin radyasyonuyla elde edilmiglerdir. GVGVP (G:glisin, V:.valin ve
P:prolin) Gnitelerinden olusan polipeptitler ve ilgili pentapeptitler rekombinant DNA
teknolojisi tarafindan hazirlanmiglardir ve 88-102 kg/mol molekil agirhgina
sahiptirler. Poli(GVGVP) yaklasik 30°C civarinda disuk kritik ¢ozelti sicakhdina
sahip oldugundan, sisme sicaklida olduk¢a baghdir (Lee ve Macosko, 2001).

Radyasyon polimerizasyonu herhangi bir baslatici ve toksik etkiye sahip ¢apraz
badlayiciya ihtiyag duyulmamasi, hidrojel olusumunun tek asamada
gerceklesmesi, polimerizasyonun oda sicakhiinda ve fizyolojik pH'de
gerceklesmesi gibi avantajlarindan dolayr 6zellikle biyomedikal uygulamalar
acisindan alternatif bir yéntem olarak kullaniimaktadir. Fakat, kontrolli salim
sistemlerindeki uygulamalarda biyolojik aktif malzemelerin radyasyondan hasar
gérmemeleri amaciyla, hidrojele yuklenme islemi, polimerizasyondan sonra

gercekiesmelidir (Rosiak ve Ulanski, 1998).
iv. Enzimlerlerle ¢apraz baglama

Sperinde ve ark. (1997) PEG-bazl hidrojelleri sentezlemek i¢in bir enzimin
kullanildigi ilging bir yéntem gelistirmiglerdir. Bu yaklasimda, bir tetrahidroksi
PEG, glutaminil gruplariyla (PEG-Qa) fonksiyonel hale getirilmistir. Daha sonra,
PEG aglar transglutaminaz’'in, PEG-Qa ve poli(lisin-ko-fenillalanil) sulu ¢ozeltisine
eklenmesiyle olusturulmustur. Bu enzim PEG-Qanin y-karboksiamid gruplarn
arasindaki reaksiyonunu katalizlemis ve lisin'nin g-amin gruplarn polimerler
arasinda bir amid badi olusturmuslardir. Elde edilen jeller %90 oraninda
sisebilmislerdir. Yine son dénemierde yayinlanan bir makalede, Westhaus ve ark.
(2001) bir jellesme sistemi gelistirmiglerdir. Bu sistem, transglutaminaziarin Ca™ -
badli enzimler oimasina dayandirihyor. Kalsiyum yUklG lipozomilar, fibrinojen ve
Ca*'ye bagh transglutaminaz karisimi oda sicaklifinda sivi haldedir. Fakat
37°C'ye siltildiklarinda hizhi bir sekilde jellesme meydana getirmektedirler.
Sicakhigin artmasindan dolayi, lipozomiar kararliigini kaybetmislerdir ve Ca™

iyonlari cevreye yayilarak enzimi aktif hale gegirmistir. Bu sistem oda sicakliginda
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kararli ve 37°C’de kati halde oldugundan, jel biyoaktif maddelerin salimi igin

matris olarak kullanilabilir.
2.2.3.2. Fiziksel olarak ¢apraz baglama

Son yillarda fiziksel gapraz bagh jelere ilgi artmaktadir. Bunun ana nedeni hidrojel
hazirlanmasi asamasinda kullanilan c¢apraz bag ajanlarimin kullanimindan
kaciniimasidir. Bu ajanlar yalnizca yapi icerisine hapsedilmis maddelerin (6rnegin
hicreler ve proteinier) bUtinlGguni bozmakla kalmamakta, ayni zamanda toksik

etkiye de neden oimaktadirlar.
i. yonik etkilesimlerle ¢apraz baglama

Aljinat, iyonik etkilesimlerle ¢apraz baglanabilen bir polimerdir. Aljinat manuronik
ve glukuronik asit kalintiirna sahip bir polisakkaritdir ve kalsiyum iyonlariyla
capraz baglanabilir (Gacesa, 1985). Capraz baglanma oda sicakhdinda ve
fizyolojik pH'da gerceklesebilmektedir. Ayni zamanda, aljinat siklikla canh
hicrelerin kapsutllenmesinde ve protein saliminda matris olarak kullaniimaktadir.
Aljinat mikropartikUller sodyum aljinat ¢ozeltisinin kalsiyum klorir sulu ¢ozeltisine
spreylenmesiyle elde edilmistir. Bu partikullerden protein salimi katyonik polimerli
partiktllerle (6rnegin  kitosan ve polilisin) kaplama vyoluyla modifiye
edilebilmektedir. Kalsiyum iyonlariyla ¢capraz baglanabilen sentetik bir polimer
poli-[di(karboksillatofenoksi)fosfazen] (PCPP)Ydir. Jel mikroboncuklari, kalsiyum
klorir c¢ozeltisine, PCPP sulu c¢dzeltisinin spreylenmesiyle elde edilmistir
(Andrianov, 1994). Polikatyoniar anyonlarla capraz baglanabilir. Kitosan, 3-(1-4)
glukozamin bagli bir biyopolimerdir ve kitinin deasetilasyonu ile olusur. Kitosan-
bazli hidrojeller, kitosanin gliserin-fosfat disodyum tuzu ile ¢apraz baglanmasiyla
sentezlenmiglerdir. liging olarak, kitosan ¢ézeltileri bu tuzun varh§inda ve oda
sicakhdinin altinda sivi formdadiriar ve oda sicakiigina isitildiklarinda hemen

jellesmektedirler (Chenite ve ark., 2000).

lyonlarin eklenmesiyle elde edilen capraz badlanma igin polimerlerde iyonik
gruplarin olmasi gerekmez. Katyonlar icin iyonik baglanma bdélgelerinden yoksun
olan dekstran potasyum iyonlarinin varliginda c¢apraz baglanabilmektedir.

Mekanizma Watanabe ve ark. (1996) tarafindan ac¢iklanmistir. Potasyum
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iyonunun iyonik yarigcapi, G¢ polimer zincirinin glukoz birimlerinin 6 oksijen atomu
tarafindan olusturulan kafese mikemmel bir uyguniuk saglar ve boylelikle
mikroyap! olusur. Bununla beraber, bu dekstran/potasyum jeli suda kararsizdir ve
bu ylzden ilagc salim sistemieri icin pek uygun degildir. Bir polisakkarit olan
carragenan, potasyum iyonlariyla jel yapr olusturur. Fakat jellesme tuzun
bulunmadi§i kosullarda gerceklesebilir. Bununia birlikte, metalik iyonlarin
varliginda hazirlanan jeller, bu jellerden daha giglu yapilar olusturmuslardir
(Miyanaga ve ark.,, 2001). Metalik iyonlarla c¢apraz baglanabilen anyonik
polimerlere ek olarak, hidrojeller ayni zamanda polianyonlarin polikatyonlarla
olusturdugu komplekslerle de elde edilebilir. lyonik olarak ¢apraz bagl kitosan
hidrojeller kitosan ve dekstran suifat veya polifosforik asit gibi polianyonlar

arasindaki kompleks olusumuyla elde edilebilir (Janes ve ark., 2001).
ii. Kristalizasyonla ¢apraz baglama
- Homopolimer sistemlerin kristalizasyonu

Poli(vinil alkol) (PVA) suda ¢6zUunlr bir polimerdir ve bunun sulu ¢dzeltisi oda
sicakhginda dustk mekanik dayanimli jel olusturur. Fakat, bu polimerin sulu
cozeltisi “freze-thawing” prosesi ile gugli ve oldukga elastik jel yapt meydana
getirir. Jel ozellikleri PVA molekdl adirligina, PVA'nin sudaki konsantrasyonuna,
sicaklifa, dondurma slresi ve dondurma g¢evrim sayisina baghdir. Hazirlanan
jeller kosullarin optimize edilmesiyle 37°C’de 6 hafta boyunca kararl kalmiglardir.
Jel olusumu agdaki fiziksel gcapraz baglanma bodigeleri olarak rol oynayan PVA
kristalitlerin olusumuna dayandiriimaktadir (Peppas ve ark, 2000). Son
dénemlerde, dekstran 6000 ¢ozeltileri oda sicakhiinda inkibe edilerek hidrojel
elde edilmistir. Jel ozellikleri ¢bzeltideki polimer miktarina baghdir. Cozeltinin
karistiriimasiyla mikrokireler elde edilmistir. Jel olusumunda hidrojen baglar

boyunca zincirlerin ortakhdi kristalizasyon ile saglanmisgtir.
- Sterekompleks olugumu ile ¢apraz baglama

PLLA ve PDLA sirastyla L-laktik asit ve D-laktik asit homopolimerleridir ve yari
kristalin materyallerdir. Yuksek molekll adirlikh PLA 170°C’lik erime sicakligina

sahiptir. PDLA ve PLLA’nin yiksek molekdl agirlikhi karisiminda sterokompleks
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olusumunu saglayan bir faz gdzlenmistir. PLA'nin sterokompleks olusturma
yetenegi ilkk kez lkada ve ark. (1987) tarafindan kesfedilmistir. Son zamanlarda
ilagc salim sistemleri icin sterokompleks olusumuna dayal hidrojeller
tanimlanmistir. PLLA-PEG-PLLA ve PDLA-PEG-PDLAnIn triblok
kopolimerlerinin karigsimlart sterokompleks olusumuna neden olur. Bu triblok
kopolimerlere dayali mikrokirelerden BSA salimi Lim ve ark. (2000) tarafindan
calisiimistir ve PLLA mikrokUrelerdeki BSA salimiyla karsilastiriimistir. Burada
sterokompleks triblok kopolimerlerinden salim PLLA mikrokirelerine gére
baslangicta daha hizli olmustur ki, bunun nedeni PEG igeren mikrokurelerin daha
yiksek su tutma kapasitelerinden kaynakianmaktadir. Diger bir sistem Lim ve ark.
(2000) tarafindan hazirlanmistir. Bu calismayla enantiomerik oligo (laktik asit)
yan zincirleri pHEMA’a asilanarak poli(HEMA-g-oligolaktat) sterokompleksi
olusturulmustur. Sistem poli (HEMA-g-oligo(L)laktat) ve poli HEMA-(g) oligo (D)
laktat)in kloroformda c¢ozulmesiyle elde edilen dokim c¢ozeltisinden film

formunda hazirlanmistir.

iii. Ampifilik blok ve graft kopolimerierden elde edilen fiziksel ¢capraz bagh

hidrojelier

Amfifilik blok ve graft kopolimerler suda kendi baslarina organize yapilar
olusturabilirler. Amfifilik diblok kopolimerler miseller ve ince tabakali fazlar
meydana getirir. Fiziksel ¢apraz bagh hidrojeller genellikle multiblok kopolimer
veya graft kopolimerlerden elde edilirler. Graft kopolimerler hidrofobik birimlerin
suda ¢ézinur polimer ana zinciriyle etkilesimi sonucu olusur (Forster ve ark,
1998).

- PEG’in ve PL(G)A’nin blok ve graft kopolimerleri

Poli (laktik asit) (veya bunun glikolik asit ile olan kopolimeri) ve poli (etilen
glikolyGin biyouyumlulugu pek ¢ok arastirmacinin bu yapilardan blok kopolimerler

hazirlamasina ve ilag salim sistemleri i¢in hidrojel geligtirmesine neden olmustur.

PEG'li triblok kopolimerler PEG’'in varhinda laktadin halka acilimasi
polimerizasyonu ile hazirlanirlar. Hidrojel elde etmek igin yontem faz ayirimi

metodudur (6rnedin tetraglikol icindeki polimer cozeltisine su ekleme). Suyla
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karigtirilabilir ¢ézelti su ile yikamayla uzaklastiriimistir. Hidrojeller, hidrofilik
ilaclari, sismis PEG fazinda, hidrofobik ilaglar ise PLA birimlerinde tagiyabilir.
Ayrica hidrojellerin enjeksiyon yoluyla verilmesi i¢in yeterince yumusak oldugu da
gozlenmistir. Bu jellerden BSA ve fibrinojen farkli salim davraniglar géstermistir.
BSA'nin aksine fibrinojen hemen hemen dog@rusal bir salim profili géstermistir.
Tiriblok mikrokareleri ve yildiz blok kopolimerler Kissel ve ark. (2000) tarafindan
hazirlanmistir ve sisme ve bozunma davranisi ayni zamanda protein saliminda

kullanimi ¢aligilmistir (Bittner ve ark., 1999).

PEG ve PLGAnin multiblok kopolimerleri dikarboksilath PLA ve PEG’in
polikondenzasyonu ile hazirlanmigtir. Bagh olarak kucik PLA bloklu blok
kopolimerler suda ¢ozUnurler ve disuk kritik sicaklik (LCST) davranigi sergilerler
ve faz ayrim sicakhgr PLA'nin molekdl agirhdina baghdir. Polimerler suda

¢coziinmezdirler, fakat sigerler.

PEG ve PLAnin graft kopolimerleri hem PLGA zinciriyvle, hem de PEG
graftlarindan olusur. Bu jellerde kismi bozunma ve protein salimi gozlenmigtir
(Won. ve ark., 2000).

- PEG ve PBT’nin biok kopolimerleri

PEG'in ve diger poliester, poli(butil tereftalin)’in multiblok kopolimerleri Feijen ve
ark. (1999 ve2000) tarafindan hazirlanmigtir. Bu biyouyumlu polimerler PEG,

butandiol ve dimetil teraftalatin eriyik polikondenzasyonu ile hazirlanmiglardir.
- Hidrofobik hale getirilmis polisakkaritier

Literatlirdeki hidrofobik hale getiriimis polisakkarit drnekleri, kitosan, dekstran,
pullulan ve karbosimetil curdlan’in hidrofobik modifikasyonu ile fiziksel capraz
bagl hidrojeller halinde hazirlanmislardir. Sunamoto ve ark. (1997) kollestrol kapli
pullulan’a dayali hidrojel sentezlemiglerdir. Bu bilesim 20-30 nm boyutlarinda

monodispers hidrojel nanopartikullerin olugsmasini saglamistir.

Kendi kendine bir araya gelen hidrojel nanopartikGller antitimor aktivitesine sahip

karbosimetil curdiandan elde edilmistir (Kim ve ark., 2000).
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Hidrofobik polisakkaritlerin baska bir érnedi palmitol zincirleriyle desteklenmis
suda c¢6zunlr glikol kitosandir. Bunlar kollesterol varlidinda ince tabakal

polimerik keseler olustururlar ve biyouyumiuduriar.

Kitosan, Qu ve ark. (1999 ve 2000) tarafindan PL(G)A ile graft ediimigtir. Burada,
hidrofobik poliester yan zincirleri, sudaki hidrofobik etkilesmeden sorumluduriar.
Diger kitosan hidrojelleri poli(akrilik asit) veya poli(N-izoporopilakrilamid)
(PNIPAAm) ile graft edilerek pH ve sicakhi§i duyarl hale getirilmiglerdir. Kitosana
ek olarak, karbosimetil dekstran da poli(izopropilakrilamid) zincirleriyle graft

edilmis ve termo-duyarli hidrojeller elde edilmistir (Kim, Lee ve ark., 2000).
- Diger blok ve graft kopolimerler

Blok kopolimerierden fiziksel capraz bagh son hidrojel ornekleri PEG-
poliizobutilen’in multiblok kopolimeri (Kurian ve ark., 2000), poli(y-benzil L-
glutamat (Cho ve ark., 2000), poli(2-etil-2 oksazolin)-PCL (Akiyoshi ve ark., 1998)
ve PEG-PNIPAAm'dan elde edilen termoduyarl hidrojellerdir. Sonuncu hidrojel
sicaklik-duyarh terminal bloklar olarak PNIPAAmM ve suda ¢ézUnlr merkezi blok
olarak lineer ve c¢cok kollu PEG'den turetilen yildiz kopolimerler ve tiriblok

kopolimerlerinden olusur (Lin ve Cheng, 2001).

Hidrofobik capraz baglanmaya dayah stiperemici hidrojelier poli(N-vinilprolidon-g-
stiren)'den elde edilmislerdir. Bunlar kendi kitlelerinin 33 kati su tutma &zelligine
sahiptirler (Beers ve ark., 1998). Son olarak, PMMA mikroemulsiyon partikullerin
tersinmez fiziksel capraz baglanmasi Ming ve ark. (1999) tarafindan

gerceklestirilmistir.
iv. Hidrojen baglariyla capraz baglama

Poli(akrilik asit) ve poli(metakrilik asit) poli(etilen glikol) ile kompleks olugturur. Bu
kompleksler poli(etilen glikol)'n oksijen ve poli(metarilik asit)'in karboksil gruplari

arasindaki hidrojen baglariyla birbirlerini tutariar.

DNA'daki cift sarmallar birbirlerini hidrojel baglariyla tutmaktadirlar. Nagahara ve
ark. (1996) bu prensibi kullanarak hibridizasyonla meydana getirilen bir hidrojel

sistemi elde etmislerdir. Bu yaklagimla oligodeoksiribontkleotit'ler suda ¢bzunur
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bir polimer (poli(N,N-dimetilakrilamid-ko-N-akriloloksisuccinamit) ile
eslestiriimistir. Hidrojeller komplimenter ODN ilavesiyle hidrojele

dénusturaimuslerdir.
v. Protein etkilegimleriyle capraz baglama
- Genetik olarak islenmig proteinlerin kullanimi

Kopecek ve ark. (1999 ve 2001) yumak-yumak etkilesimleri gosteren dogal ve
iglenmis  proteinler  kesfetmislerdir ve bunlari  poli(N-(2-hidroksipropil)
metakrilamid) igin ¢apraz baglayici olarak kullanmiglardir. Bu proteinler, polimer
zinciri Uzerindeki histidin etiketleri (tag) ve metal-selathi (chelating) ligandlar
arasindaki metal kompleksleriyle birbirierine tutturulmuslardir (Sekil 2.7.). Dogal
protein igeren hidrojel yumak-yumak proteinin erime sicakligina (35°C) yakin bir
¢Okme davranigi sergilemigtir. Bu islenmis proteinden elde edilen hidrojel ise

boyle bir faz degisimi géstermemistir.

Sekil 2.7. Hibrid hidrojel ana zincirlerinin ve His-etiketlenmis yumak-yumak protein
baglanmasinin sematik gésterimi.
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- Antijen-antibadi etkilesimieriyle ¢gapraz baglama

Miyata ve ark. (1999a), ek bir ¢capraz baglayici olarak antikor varliginda kimyasal
olarak capraz bagh poliakrilamid’e bir antijenin (tavsan IgG) graft edildigi bir
hidrojel hazirtamiglardir. Hidrojeller serbest antijen varliinda sismislerdir. Cankl
polimer ve bu polimere bagl antijenin yer dedistirmesi antikorlarin salimini saglar
ve bu nedenle c¢apraz bag yofuniuu daser. Sisme orant antijen
konsantrasyonunun artmasiyla artar. Diger bir hidrojel IPN polimer agina antijen

ve antikorun birlikte immobilize edilmesiyle hazirlanmistir (Miyata ve ark., 1999b).
2.3. Biyobozunma

Polimerlerin, 6zellikle biyomalzeme olarak kullanimlarinda dikkate alinmasi
gereken onemli 6zelliklerinden biri de bozunma 6zellikleridir. Bozunma 6zellikleri,
genel olarak bozunma mekanizmasi ve bozunma kinetigi olarak iki agamada ele

alinabilir.

ilk olarak, polimerlerde bozunmanin iki sekilde meydana geldigi bilinmelidir.
Bunlar “kimyasal bozunma” ve “polimer asinmasi” agsamalaridir. Kimyasal
bozunma asamasinda, polimer molekuillerini bir arada tutan baglar, kimyasal
reaksiyonlar sonucu pargalanir ve polimer yapisi oligomerlere pargalanir. Fakat
bu asamada polimerlerden madde kaybi olmayabilir. Polimer asinmasi
asamasinda ise, kimyasal bozunma sirasinda ortaya ¢ikan oligomerler, difflzyon
veya akigla struklenme yoluyla polimer yapisindan uzaklasgirlar. Bu iki asamanin
bu sira ile ve ardi ardina gelmesi sart degildir, fakat polimer bozunmasi
proseslerinin cogunda bozunma bu asamalar sonucu meydana gelir (Gépferich,
1996).

Polimer bozunmasi, bozunmay! meydana getiren etkiye bagl olarak foto, termal,
mekanik ve kimyasal bozunma olarak siniflandirilabilir. Bazi polimerler bu
bozunmalarin birkagina birden hassas olabilirler Fakat tim polimerler ultraviyole
isinlar ve gama radyasyonuna maruz kaldiklarinda kaginilmaz bir sekilde
bozunurlar. Biyolojik ortamda pargalanan polimerlerin diger polimerlerden farklart,
hidrolizlenebilen baglar icermeleridir. Polimer baglarinin parg¢alanmasinda

temelde iki mekanizma vardir. Birincisi, pasif hidrolizleme yoluyla, ki bu yapay
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polimerlerin temel parcalanma mekanizmasidir. ikincisi ise, aktif (enzimatik)
hidrolizieme yoluyla parcalanmadir. Ikinci mekanizma ancak dogal polimerlerin
bozunmasinda etkilidir ve bu yolla bozunabilen yapay polimerler oldukga enderdir.
Bunun nedeni, canh yapisindaki enzimlerin belli yapilar icin 6zel olmalaridir.
Burada malzemenin daha az kompleks bir yaptya dbénlUsmesi veya
cbzUnurlestirme, basit hidroliz ve biyolojik olarak mevcut olan organizmalar ile son
arinlere donusmesi seklinde biyobozunma prosesi gergeklesmektedir. Bu
proseste, polimer molekilleri fraksiyonlarina ayrilir, malzemenin bGtinlGgl azalir
ve vicuttan kolayca uzaklastiritabilir. Biyobozunma hem hidrolitk hem de
enzimatik prosesler icerebilir ve bu mekanizmalar, bozunmanin farkli
kademelerinde, farkii seviyelerde ortaya ¢ikabilir. Bozunma hidrolizle baslayabilir,
fakat enzimle etkilesebilecek ylzey alani arttikga enzimatik bozunma daha aktif
hale gelir (Vercauteren, 1990). Her enzimde substratlari baglayici aktif bdlge
vardir. Enzim ve substrat arasindaki baglayicihik aktif béigelerin G¢ boyutlu
yapisina ve substratin segmentlerine baghdir. Vicutda mevcut olan bazi spesifik
enzimler bazi protein ve polisakaritlerin bozunmasi igin kullaniltyorsa bu enzimatik

bozunma ‘substrata-6zgl’ bozunmadir (Schacht ve ark., 1998).

Bozunma prosesini izlemede kullaniabilecek en énemli parametre, molekil
agirigidir. Polimer yapisinin dis gortntstni izlemek de bir yontemdir, fakat
polimer bozunurken, eder asinma meydana gelmiyorsa, genel yap: ézelliklerini

kaybetmeyecegdi unutuimamalidir.

Polimer bozunmasi mekanizmalarinin yanisira, asinma mekanizmalarinin
anlasiimasi da 6nemlidir. Proteinlerin aginmasinda temel olarak iki mekanizma
vardir: Yigin aginmasi ve ylzey asinmasi (Sekil 2.8). Yigin aginmasinda, polimer
yapisi homojen olarak tum yapidan madde kaybeder. Ylzey asinmasinda ise,
heterojen bir asinma prosesi séz konusudur ve polimer yapisi yalnizca yluzeyden
madde kaybeder. Yuzey asinmasi icin ilag salim sistemleri gibi uygulamalarda,
sisme ve gézeneklilik de 6nemli parametrelerdir. Doku muhendisliginde, implante
edilebilir yapilarin performansi, yuzey Ozellikleri ve gozenekliligi tarafindan
belirlenir (Langer, 1993). Yine de, asinma prosesi, bozunmadan daha karmagik

bir prosestir. Her iki prosesin ortak noktasi ise, polimere 6zel olmalandir.



Sekil 2.8. Ylzey ve yigin aginmalarinin sematik gosterimi

Agsinma prosesi sirasinda ilk ve en buylk yapisal degisiklikler ylizeyde meydana
gelir; polimer yuzeyi daha gbzenekli yapiya kavusur. pH'da meydana gelen
degigiklikler ise daha karmasiktir. Bozunma hizi pH'a baghdir. Fakat polimer
zincirleri ortam pH’1 nedeniyle oligomerlere pargalanip, ortama salindiklarinda,
yalnizca ortam pH'int degil, polimer gézeneklerindeki pH'i da degistirmis olurlar.
Asinma proseslerinde diger bir farkhlik ise, kritalinitede ortaya cikar. Bunun iki

kaynag vardir:
-Kristalize oligomerierin clusumu ve

-Kismen kristalize olmus oligomer ve monomerlerin asinma sirasindaki
davraniglari. Genelde, amorf yapilar, kristalize yapilardan daha kolay asindigi icin

yapinin genel kristalinitesi artar.

Bozunma proseslerinde dikkat edilecek diger bir nokta, bozunma UrUnlerinin
davraniglaridir. Bozunma sonucu ortaya ¢ikan oligomer ve monomerler, polimer
yapisint hemen terk etmek zorunda degillerdir. Ortaya ¢ikan molekulierin yUzeyi

terk etme davaraniglarim aciklamak icin iki mekanizma 6nerilmistir.

1. Asinma kontrollii salim: Bu meknizmada, polimer ana zincirlerindeki farkl
baglarin, farkli hizlarla koptugu ve béylece yapiyi terk edecek oligomerlerin farkli

hizlarda salindig: varsayilir.

2. Diffizyon kontrollii salim: Bu mekanizmada ise, reaksiyon hizlarindaki
farkhiliklarin, ¢ézundrlik ve diffizyondaki farkliiklar nedeniyle meydana geldigi

varsaytlir.
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Bozunma ve asinma sirasinda meydana gelen degisikleri tahmin etmek oldukca
zordur. Bunun nedeni, ginumuze kadar gelistiriimis modellerin higbirinin,
bozunmaya ve asinmaya etki eden parametrelerin tamamini tumlyle hesaba

katmayislandir.

Bozunma prosesinin modellenmesi, belli matematiksel temellere dayanir. Her ne
kadar tahmin edilen degerlerin deney sirasinda goézlenmeleri zor olsa da,
bozunmanin rastgele zincir kopmas! seklinde oldugu varsayilir. Bu nedenle,
rastgelelik teorisi (random theory) son zamanlarda bozunma prosesi

modellemelerine uygulanmistir (Gopferich, 1993).

Asinma prosesinin modellenmesi ise, icerdigi proseslerin ¢okiugu yuzinden
zordur. Fakat son zamanlarda, rastgelelelik teorisi bu alana da uygulanmisgtir.
Boylece, bilgisayar simulasyonlari yardimiyla, deneysel olarak elde edilebilen

(gbzeneklilik ve agirlik kaybi gibi) bilgilerin kontrolt saglanmaktadir.

Polimer bozunmasinda asil 8nemli nokta, bozunabilir malzemenin tanimidir. Her
malzeme zaman iginde bozunur. Fakat bozunabilir malzeme dendiginde akla
gelmesi gereken, uygulama sirasinda ve uygulamadan hemen sonra bozunan bir
maizemedir. Buna goére, bozunabilir ve bozunmayan malzemeler arasinda tek

fark, yalnizca bozunma suresidir.
Polimer bozunmasina etki eden parametreler ise su sekilde siralanabilir.

- Ana zincirlerdeki kimyasal bagin cinsi hidroliz hizini etkiler. Sterik ve elektronik
etkiler sonucu fonksiyonel gruplarin degisimi veya katalizienme sonucu
reaktivitede degisiklikler meydana gelebilir. Kimyasal bagdin &énemi de
6zetlenmistir. pH'da meydan gelen degisiklikler, sistem Uzerinde katalitik bir etki
yapar ve reaksiyon hizi birkag buyUklik derecesi élgeginde degisebilir. Bdylece
asidik veya bazik maddelerin etkilenmesi yoluyla, reaksiyon hizi istenildigi gibi

belirlenebilir.

- Kopolimer bilesimi Uretim asamasinda, polimer ana zincirine ikinci bir momomer
katilarak, polimer 6zellikleri belirlenebilir. Bununla birlikte, kopolimer bilegiminin
bozunma hizi (zerine dolayli etkileri olabilecedi unutulmamalidir. Hidroliz islemi,

su molekulleri ile hassas bag iceren fonksiyonel grup arasinda (érnegin ester
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grubu) meydana gelen bir reaksiyon oldugu i¢in, polimerik malzemeye suyun
absorpsiyon hizini etkiler. Su absorpsivon hizi, ézellikle ilag salim sistemlerinde

onemli parametredir.

Polimer bozunma hizini ayarlamak ¢odu zaman gereklidir. Bunun igin ortam
pHinin ayarlanmasi da yeterli olmakla birlikte, her zaman mumkin olmayabilir.
Alternatif olarak polimerde yapi degistiriimesi de kullanigh bir yontemdir. Bunun

icin iki yéntem vardir:

1. Kopolimerizasyon: Polimer yapisina, farkh 6zellikler saglayacak farkl bir

monomer katilir.

2. Polimer harmanlama: Farkli 6zelliklere sahip polimerler harmanlandiktan

sonra maris yapist olusturulur.

Polimerlerin bozunmasi i¢in genel bir kinetik ifadenin tanimlanmasi gugtur. Cunka,
bozunma kKinetigi, bozunma sirasinda dahi hizli bir sekilde degisebilmekte, bunun
yani sira, pek ¢ok parametreye bagli olmaktadir. Tim bu nedenlerden &tard,
bugln elimizde olan bilgilerle kinetik modelleme, ancak ampirik esitlikler seklinde

yapilabilmekte ve hassas bir tanimdan uzak kalmaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bdéliumde, sunulan tez calismasi kapsaminda gergeklestiriien deneysel
calismalar ile ilgili agiklamalara yer verilmistir. ik bélumde; farkli capraz baglayic
reaktifler kullanilarak hazirlanan dekstran bazli hidrojellerin sentezi ve yapisal
ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla yapilan Kkarakterizasyon calismalari
aciklanmistir. Ikinci béliumde ise hidrojellerin  biyobozunma davranislarinin
incelenmesine yoénelik olarak yUritilen deneysel ¢alismalara yer verilmistir. Bu
bélimde 1gG, BSA ve dekstranaz varliginda biyobozunma incelenmis ve deneysel
veriler FTIR, SEM, gravimetrik analiz ve oligosakkarit salim degerlerine bagl

olarak degerlendirilmigtir.
3.1. Kimyasal Maddeler

Tez calismasi sirasinda gelistirilen hidrojellerin  sentezinde polimer olarak
dekstran (Dx-1T70; M,= 70 000 g/gmol, M,= 46 800 g/gmol), capraz baglayici
reaktif olarak N ,N'-metilen-bis-akrilamid (MBAm), epiklorohidrin (ECH; %98(v/v),
d+*°=1.180 g/ml) kullanilmis olup, ECH; Aldrich, digerleri Sigma firmasindan temin
edilmistir. Dekstran ve capraz baglayici reaktiflerin kimyasal yapilari Sekil 3.1’de

verilmistir.

Bazik ortamda gergeklestirilen hidrojel sentezinde Merck firmasindan temin edilen
Sodyum hidroksit (NaOH) kullaniimigtir. Sentezlenen hidrojellerin  sisme
Szelliklerinin belirlenmesi amaciyla yOritllen deneylerde fosfat tampon ¢cozeltisi
(PBS) kullaniimigtir. PBS tamponu Sigma firmasindan temin edilmistir. Jellerin
biyobozunma davranisinin incelendigi ¢calismalarda ise Sigma firmasindan temin
edilen Sigir Serum Albumin (BSA; Mw=65.000, Fraction V), kaynad: Penicillium
sp. ve optimum pH arahigi 5.0-7.0 olan Dextranaz enzimi (3.2.1.11; Mw= 41 000)
ve Sigir Immunoglobulin G (IgG; Mw=165 000, teknik saflikta) kullaniimistir.
Oligosakkarit salimina dayah olarak biyobozunmanin incelendidi calismalarda
fenol, dinitrosalisilik asit, sodyum potasyum tartarat ve sodyum hidroksit'den
olusan Sumner reaktifi ve sodyum sulfit kullaniimistir. Adi gegcen tim kimyasallar

Sigma firmasindan saglanmistir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan polimer ve ¢apraz baglayici reaktiflerin kimyasal
yapilari.

3.2. Hidrojel Sentezi

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan dekstran hidrojeller; yaklasik 70.000 g/gmol
molekUl agirhdina sahip ticari dekstranin, ECH ve MBAm capraz baglayici
reaktifleri ile agirlikca %50 capraz baglayici oraninda, bazik ortamda
hazirlanmistir. Cézich olarak bidistile su kullaniimistir. Sentez esnasinda ilk
olarak 2.8 N NaOH iceren dekstran c¢odzeltisi hazirlanmistir. Capraz badlayici
reaktif, dekstran ¢ézeltisine eklendikten sonra tup karistincida (Heidolp REAX top,
Almanya) 10 dakika karigtiriimis ve capi 7 mm ve yuksekligi 3 mm olan cam
kaliplar igerisinde uygun sicaklik programinda (10-40 °C araliginda) inkUbatére
(ES 500, Nuve, Turkiye) yerlestirilmistir. Ayrica ECH ile yurGtilen c¢apraz-
badlanma reaksiyonlarinda ortama 1:1 oraninda etanol eklenerek de hidrojeller

sentezlenmistir.

Diger bir grup hidrojelin sentezlenmesi amaciyla gama radyasyonu kullaniimistir.
Bu amacla yukanida belitilen sekilde nazirlanan dekstranin 2.8 N NaOH
varligindaki sulu ¢ozeltisi cam bir tap icerisinde  “Co-y kaynagina
yerlegtirilmigtir. Hacettepe Universitesi, Kimya Bélimi{rnde mevcut kaynak

kullaniimis, olup doz hizi 0.0185 Mrad/saat'tir.
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Capraz-badlanma reaksiyonlari sonrasinda, jeller cam kaliplardan c¢ikartiimis ve
saf su icerisinde yikama islemine gegcilmigtir. Yikanma iglemi belirli sUrelerde
suyun degistiriimesiyle 1 hafta boyunca devam ettiriimistir. Yikanmasi
tamamianan hidrojeller 24-g6zIl polisitren petri kaplari icerisinde vakum etlvine (
Nave EV 018, Turkiye) yerlestiriimis ve sabit tartima ulasana kadar
kurutulmustur. Kuru diskler galismalarda kullanilana kadar adzi kapatiimis petri

kaplarinda muhafaza edilmistir.
3.3. Yapisal Karakterizasyon Caligmalan

Bu grupta sisme deneyleri, capraz-baglar arasi molekul adirh tayini, FTIR
spektral analiz, termal analiz ve taramali elekiron mikroskobu (SEM) ile yuritilen

calismalara yer verilmistir.
3.3.1. Sisme Deneyleri

Hidrojellerin sismelerine ¢apraz baglayicinin etkisini incelemek amaciyla, vakum
etivinda sabit tartima gelen kuru jeller, 25 mi PBS igceren beherlere
konulmuslardir. Beherler, sicakhigi 37°C’'ye ayarlanmis inktbatére yerlestirilerek
sisme deneyleri baslatiimistir. Uygun araliklarla dikkatlice ortamdan uzaklastirilan
jellerin yUzey nemleri ahinmis ve analitik terazide (Precisa 205 A SCS; duyarhlig
+ 0.0001g, Isvigre) tartildiktan sonra tekrar sisme ortamina konulmustur. Denge
sisme degerine ulasincaya kadar belirli zaman araliklarinda hidrojel disklerin
agirhgindaki degisimler kaydedilmig, her bir hidrojelin % su igerigi; baslangicta
Olctlen kuru agirlikla, herhangi bir t aninda sisen hidrojelin agirhk farkindan

gravimetrik olarak hesaplanmigtir.
% Su icerigi = [(yas agirlik-kuru agirhk/kuru agirhik)}x100 (3.1)

Sisme deneyleri boyunca, buharlagmadan kaynakianan tampon ¢ozelti kayiplarini
6nlemek icin beherlerin agzi sikica kapatiimigtir. Denge sisme degerine ulasan
hidrojeller sisme ortamindan dikkatlice uzaklastiriimis ve yluzey nemi alindiktan
sonra tartiimistir. Hidrojellerin denge su igeridi de (EWC) (3.1) numarali esitlige
gore tayin ediimistir. Hidrojellerin sisme dederlerinin hesaplanmasina yonelik

6rnek Ek 1’de sunulmustur.
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3.3.2. Gapraz Baglar Arasi Molekiil Agirhgi (Mc) Tayini

Mc tayini icin 7 mm ¢apinda 3 mm kalinliga sahip hidrojel diskler kullanimistir.
Hazirlanan disklerin ¢apraz bagdlanma sonrasi (relaxed durumda) sudaki
yogunluklari (pp,) piknometrik yéntemle saptanmistir. Daha sonra ayni érnekler,
saf su icerisinde bekletilerek denge sisme dederlerine ulasmalari saglanmis ve
sisme sonrast sudaki (p,s) yoguniuklari bulunmustur. Suda sisen érnekler sabit
tartima gelene kadar kurutulmus (25°C, 740 mmHg basinci) ve kuru halde
yodunluklari  (p,q) belirlenmistir. Piknometrik yontemle dlctlen yogunluk
degerlerinden, hidrojellerin relaxed durumda (w,,), denge sisme ulastiinda (w,s)
ve kuru haldeki agirhklari (wpq) hesaplanmistir. Elde edilen bu degerlerler
kullanilarak agag@idaki esitlikler yardimiyla Mc tayini icin gerekli parametreler

bulunmustur.

Capraz baglanma sonrasi polimer hacmi (vq:)=(W /)/pw (3.2)

Pw . SUyun yoguniugu
Sisme sonrasi hacim (Vg s)=(Wp.s)/pw (3.3)

Kuru polimer hacmi (vo)=W, 4/p, (3.4)
pp - polimer yogunlugu

Relaxed durumunda hacim kesri (va,)=Vy/vg, (3.5)
Sigsme durumunda hacim kesri (V2s)=Vy/vgs (3.6)

Bu parametrelerden faydalanilarak EK.2'de Esitlik EK 2.3. yardimiyla Mc
hesaplanmistir. Ornek hesaplama Ek 2'de verilmistir.

3.3.3. FTIR Analizi

Dekstran-capraz baglayici reaktif karigimindan sentezlenen dekstran hidrojellerde
capraz baglanma tepkimesinin ve biyobozunmanin hangi gruplar Uzerinden
yUradiginun belirlenmesi amaciyla, hidrojellerin biyobozunma &ncesi ve sonrasi
infrared spektrumian FTIR (MATTSON 1000 FTIR) spektirofotometresi ile kalitatif
olarak incelenmistir. Vakum etlvinde kurutulup toz haline getirilmis ornekler
potasyum bromur (KBr, %10(w/w)) ile karigtirilmis ve ardindan vakum altinda disk

formunda preslenmistir. ECH sivi formda oldugu i¢in, KBr disklerine damlatilarak
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FTIR spektrumlari incelenmistir. Spektrumlar 4 cm™ ¢oézinurlikte ve 400-4000

cm "' dalga boyu araliinda kaydediimisgtir.
3.3.4. Termal Analiz

Calisma kapsaminda hazirlanan hidrojelierin termal davranisi, termogravimetrik
analizér (TGA) ile incelenmisgtir. Analizler vakum etlvinde kurutulan dérnekler
kullanilarak gerceklestirilmistir. TGA ¢alismasi 25°C-500°C aralidinda, 10°C/dak.
isitma hiziyla yarttaimastar. TGA calismast ASTM E 1131-86; test standardina
uygun olarak yaptlmigtir.

3.3.5. Taramahl Elektron Mikroskobu (SEM) ile Morfolojik Analizi

Sunulan galismada hazirtanan polimerik disklerin biyobozunma éncesi ve sonrasi
yUzey ve yigin yapisi taramal elektron mikroskobu Scanning Electron Microscope
(SEM) (JEOL JSM-840 A) ile incelenmigtir. Bir bistrd yardimiyla kesilen érnekler,
vakum ortaminda altin-palladyum ile kaplandiktan sonra ylzeylerin morfolojisi ve

kesit yapilari SEM fotograflari ile incelenmistir.
3.4. Hidrojellerin Biyobozunma Davranigimin incelenmesi

Dekstran hidrojelerin biyobozunmasini incelemek amaciyla yurtilen bu grup
calismalar, farkli derisimlerdeki BSA, IgG ve dekstranaz ile 10 ml'lik rezervuar
hacminde 37°C sicaklikta gergeklestirimigtir. Her bir deney paralel iki ¢ozelti ile
yurtalmastar. Cézeltilerin her birine énceden belirlenmis agirhklardaki 1’er adet
jel yerlestirilerek biyobozunma deneyleri baslatiimistir. Belli zaman araliklarinda
hidrojel iceren enzim ¢6zeltilerinden oligosakkarit tayini icin 1'er ml'lik érnekler
alinmistir. Rezervuar hacimierinin sabit tutulmasi amaciyla alinan her 1 ml érnek

yerine ortama stok ¢ézeltiden eklenmigtir.
3.4.1. BSA Stok Cozeltisinin Hazirlanmast

1 mg/ml‘lik stok BSA c¢ozeltisi pH=7.4'de PBS tampon ortaminda hazirlanmisgtir.
Bozulmamas! amaciyla enzim c¢ozeltisi uygun kosullar altinda buzdolabinda

muhafaza edilmistir.
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3.4.2. IgG Stok Cozeltisinin Hazilanmasi

1 mg/mllik stok IgG ¢ozeltisi pH=7.4'de PBS tamponu ortaminda hazirlanmistir.
Aktifliklerinin bozulmamasi amaciyla enzim c¢oézeltileri uygun kosullar altinda

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.4.3. Dekstranaz Stok Cozeltisinin Hazilanmasi

Stok dekstranaz ¢ozeltisi, pH=7.4'de PBS tamponu ile 500 U/ml derisiminde
hazirlanmig ve bu stok ¢dzeltiden mikropipet yardimiyla farklt miktarlarda alinarak
seyreltme yontemiyle 0.05 U/mi, 0.1 U/ml, 0.5 U/mi ve 1 U/mi enzim iceren
¢ozeltiler hazirlanmistir. Stok ¢ézelti inaktif olmamast icin uygun kosullarda (derin

dondurucu, Ariston, ltalya) muhafaza edilmistir.
3.4.4. Biyobozunmanin Oligosakkarit Salimi ile incelenmesi

Sumner reaktifinin hazirlfanmasi: 0,2 mg/mi sodyum potasyum tartarat, 10 mg/mi
NaOH, 2 mg/ml fenol ve 10mg/ml dinitrosalisilik asit ¢Gzeltileri hazirlanmigtir.
Cozeltilerin hazirlanmasinda bidistile su kullaniimigtir. Hazirlanan bu ¢ézeltiler 50
ml'lik balon joje igerisinde karigtirimis ve olusan reaktif (Sumner reaktifi)
buzdolabinda muhafaza edilmigtir.

Salinan oligosakkarit miktarini belirlemek amaciyla, cam tupler igerisine alinan
herbir érnek icerisine 1,5 ml Sumner reaktifi ve 100 pl sodyum sulfit eklenmis ve
bu tiplerin agzi streg filmle kapatildiktan sonra 95°C’de 15 dakika boyunca firinda
bekletilmigtir. Bu stre sonunda firindan alinan &érnekler oda sicaklifina kadar
sogutulmus ve sonra 520 nm'de UV-vis spektrofotometrede absorbanslari
Slcllmustir. Glukoz referans alinarak elde edilen kalibrasyon grafiginden (Sekil
3.2) absorbansa karsilik salinan oligosakkarit miktari hesaplanmistir. Kimulatif
salim degerleri Ek 3'deki 6rnede uygun olarak hesaplanmis ve biyobozunma bu

verilerle gizilen grafiklere gére degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Oligosakkarit salim miktarinin belirlenmesi amaciyla elde edilen glukoz
kalibrasyon grafigi



84. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISILMASI

Bu bélumde cesitli biyomedikal uygulamalarda kullaniimak Gzere dekstran bazii
hidrojellerin sentezlenmesi, yapisal karakterizasyonu ve in vitro ortamda,
biyobozunmasiyla ilgili olarak gergeklestirilen deneysel calismalarin sonuglari
sunulmus ve bulgular Gzerinde tartismalar yapilmigtir. Deneysel sonuglar,
dekstran bazli hidrojellerin sentezi; sisme kinetiginin matematiksel analizi, yigin
yapi, yuzey, kimyasal ve termal 6zelliklerinin belirlenmesi amacina yénelik M. ve ¢
tayini, SEM, FTIR, ve TGA ile gergeklestiriimis karakterizasyon c¢alismalart;
hidrojellerin IgG, BSA ve dekstranaz enzimi varhidindaki biyobozunma
davraniglarinin incelendigi c¢alismalar olmak (zere U¢ ana baghk altinda
aciklanmisgtir.

4.1. Dekstran Bazh Hidrojellerin Sentezi

Sunulan c¢aligmada 6ncelikle dekstran bazli hidrojelier sentezlenmistir. Hidrojel
sentezinde 70.000 dalton molekdl adwhgina sahip “klinik dekstran” amaca
uygunlugu agisindan segilmis ve kullaniimistir.

Bu calismada, dekstran hidrojellerin  hazirlanmasi  amaciyla N,N'-
metilenbisakrilamid (MBAm) ve epiklorohidrin (ECH) capraz baglayici reaktiflerinin
kullanimina karar verilmistir. Daha énce ¢esitli arastirmacilar tarafindan yaruttlen
calismalarda, dekstran hidrojellerin, fonksiyonel grup iceren g¢apraz baglayici
reaktiflerle kimyasal yolla c¢apraz baglanmasi sonucu sentezienebilecegdi
gbsterilmistir (Edman ve ark., 1980). Hovgaard ve Brandsted (1995), dekstran
hidrojelleri; dimetilstlfoksit varliinda 1,6-hekzanediizosiyanat ile c¢apraz
badlayarak sentezlemisierdir. Bazi arastirmacilar da, dekstrani dogrudan ¢apraz
baglamak yerine, glisidil metakrilat (Van Dijk-Wolthuis ve ark., 1995) ve metakrilat
turevli (Franssen ve ark., 1997) ya da vinil grubu tasiyan (Kim ve ark., 1999b)
dekstranlan hazirlamiglardir. Bir diger grup arastirmaci ise dekstran turevli
yapilarin baglatici ve ¢apraz baglayici varliginda serbest radikal polimerizasyonu

ile veya y-radyasyon polimerizasyonuyla dekstran hidrojelleri sentezlemislerdir.

Son yillarda, dekstranin dogrudan ¢apraz baglanmasi ile hidrojel sentezi yontemi
pek cok arastirmaci tarafindan en sik basvurulan yéntem olmustur. Guner ve ark.
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(2001), farkh fonksiyonel grup iceren capraz baglayici reaktiflerie dekstranin
dogrudan capraz baglanmas! sonucu dekstran hidrojelleri sentezlemiglerdir.
Grubumuzca protein ilaglarin kolona-6zgl hedeflemesinde kullaniimak Uzere
yuritilen énceki bir calismada da benzer yontem kullanilarak dekstran MBAm,
ECH, ve glutaraldehit (GA) ile gapraz baglanmis ve olusan hidrojellerden BSA ve
IgG salimi incelenmistir (Imren, 2003). Sentezlenen hidrojeilerin yuksek derecede
sisebilme dzelliklerine bagh olarak emdirme yontemiyle blytk miktarlarda protein
ilac yUklenebilmis ve uygun salim davranislarina ulagiimistir. Ancak, 6zellikle
protein ylkleme asamasinda dekstran-MBAm jellerin BSA varliginda, Dekstran-
ECH jellerin ise IgG varhifinda pargalanarak bozundugu gézienmistir. YarGtllen bu
tez calismasinda da yukarida sézl edilen ¢alismanin devami niteliginde jellerin
biyobozunma davraniglarinin incelenmesine karar verilmistir.

Sunulan calismada dekstran hidrojellerin sentezinin; klinik dekstranin (M= 70 000
glgmol), capraz baglayici reaktif varliginda, bazik ortamda, dogrudan capraz
baglanmasiyla yurutilmesine karar verilmistir. Yontem, uygulanmasi agisindan
son derece kolaydir. Capraz baglayici reaktif tipi degistirilerek, hidrojelin sisme ve
biyobozunma ézelliklerinin belirlenebilecedi dusunulmektedir. Bu avantajlarindan
dolayi, kontrollii ilag salim teknolojisinde, bélgeye-6zgu ilag hedeflemesinde ve
doku mihendisligi alaninda kullanilacak hidrojellerin sentezi agisindan son derece
cazip bir yontem olarak goruimektedir.

Bu yéntemle hidrojel sentezinde en buytik zorluk, dekstramin hidroksil gruplari ile
capraz baglayicinin fonksiyonel gruplar arasindaki reaksiyonun etkili bir bigimde
gerceklesebilmesi igin dekstran ve ¢apraz baglayici miktarinin gok iyi ayarlanmasi
ve her bir capraz baglayici reaktif tipine goére c¢apraz-baglanma sicakhginin
optimum bir ayar gerektirmesidir. Bu calismada Imren (2003) tarafindan
belirlenmis optimum kosullar kullanilarak hidrojel sentezi gergeklestiriimistir.

4.1.1. GCapraz bagianma mekanizmasi

Dekstran ve gapraz baglayici reaktiflerin $ekil 3.1°de verilen kimyasai yapilarina
bakilarak ve ilgili literatirden de yararlanilarak g¢apraz baglanma mekanizmasi
acgiklanabilir (Akman, 2000). MBAm, polifonksiyonel bir gapraz baglayicidir ve
dekstranin hidroksil gruplari ile MBAm'in amin gruplan arasindaki yan zincir
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reaksiyonuyla ¢apraz baglanma gerceklesir. Capraz baglanma reaksiyonunun ilk
basamaginda, amid gruplarinin hidrolizi gerceklesir. Daha sonra, HoN-CHp-NH,
doymamis fragmentlerinin uzaklagsmasiyla ¢apraz-bagl hidrojel yapi olusur (Sekil
4.1.a).

ECH'in eter polioliar (etilen glikol ve polietilen glikol) ile bazik ortamdaki
reaksiyonlarinin ¢ok sayida epoksi reginesinin Gretiminde temel bir reaksiyon
oldugu bilinmektedir. Bu reaksiyon NaOH varliginda gergeklesir. Dekstranin ECH
varliginda capraz ba@lanma reaksiyonu da benzer bigimde gergeklesir. Bu
reaksiyonda dekstran bir polieter poliol gibi davranir ve ECH ile reaksiyona girer.
Dekstranin ECH ile reaksiyonunun itk basamaginda, epoksi halkasi acilarak
olugan serbest klorohidrin fragmentleri makromolekilde (dekstran) yan zincir
alkoholat (Dx-ONa) olusum reaksiyonunu baslatir. Sonraki basamakda, hidroksil
ve klor gruplari iceren iki makromolekil arasindaki deklorinasyon reaksiyonuyla
capraz-bagh hidrojel olusur (Sekil 4.1.b).
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(b)
Sekil 4.1. Dekstranin ¢capraz-baglanma mekanizmalari
(a) MBAm ile capraz-baglanma
(b) ECH ile ¢apraz-baglanma

)

4.1.2. Capraz baglayici reaktif tipi ve oraninin hidrojel sentezine etkisi

Bélum 4.1.1de aciklandidi gibi c¢apraz-baglanma reaksiyonlari bazik ortamda
gerceklesebilmektedir. Bu nedenle tim reaksiyonlar 2.8 N NaOH varliginda
yaratalmastar. Dekstran hidrojeller teorik olarak, dekstranin hidroksil gruplari ile
capraz baglayicinin fonksiyonel gruplan arasindaki reaksiyon sonucu
sentezlenmektedir. Capraz baglayici reaktif tipi degistikge, icerdigi fonksiyonel
gruplar da de@ismekte ve sonu¢ olarak hidrojel sentezi de &énemli 6igude
etkilenmektedir. Bu calismada farkli fonksiyonel grup iceren MBAm ve ECH
capraz baglayicilar ile bu gapraz baglayicilarin agirlikga %50 oraninda hidrojel

sentezlenmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.1'de calisma kapsaminda sentezlenen jellerin bilesimine ve ozelliklerine
yer verilmigti. MBAm varliginda hidrojel sentezi sirasinda verimin ¢ok dustk
oldugu ve elde edilen hidrojellerin sisme sirasinda buylk ¢i¢ide parcalandig
gézlenmistir. ECH varligindaki sentez sirasindaki ise verim bagil olarak daha
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yUksek olmasina karsin reaksiyon ortamina etanol ilave edildiginde %100’e yakin
bir verim elde edilmistir. Ayrica sentezienen jellerin mekanik agidan da daha
dayanikli bir yapiya sahip oldugu gézlenmistir. Bu durumda, Cizelge 4.1’deki
listeye etanol varliinda hazirlanan jeller de ilave edilmigtir

Cizelge 4.1 Capraz baglayici reaktif tipi (CR) ve miktar:

Hidrojel Dekstran (g) | C.R tipi C.Rmik. (9) | Yorum

Sarimtrak yapida jel
Dx-MBAmM 0.20 MBAmM 0.20 elde edildi.

Seffaf yapida jel elde
Dx-ECH 0.20 ECH 0.20 edildi.

Seffaf yapida jel elde
Dx-ECH+etanol | 0.20 ECH 0.20 edildi.

y-radyasyonuyla capraz-bagh hidrojel sentezine yoénelik literatire (Akman, A.O.,
2000) uygun olarak yGritilen ¢alisma basarnisizlikia sonuglanmistir. Bu durumun,
radyasyon toplam dozu (399.6 Mrad/saat) ayni tutulmasina ragmen, Kimya
bélimi'nde mevcut y-kaynaginin doz hizinin  zaman igerisinde c¢ok duguk
degerlere (0.0185 Mrad/saat) inmesinden kaynaklandigi sonucuna variimigtir ve
bu konu tez kapsamindan cikartilmistir. Hidrojel sentezi igin uygun sicaklik
programinin segiminde yine énceki ¢alismalarin sonuglari géz éntne alinmig ve

Cizelge 4.2'de belirtilen programlarda ¢aligiimasina karar verilmistir.

Cizelge 4.2 Hidrojel sentezi i¢in sicaklik programi

Hidrojel Sicaklik-zaman programi
Dx-MBAmM 2 saat 25°C, 60 saat 37,5°C
Dx-ECH 2 saat 25°C, 60 saat 37,5°C

Dx-ECH+etanol 70 saat 10°C
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4.2.Dekstran Hidrojellerin Karakterizasyonu

Caligmanin bu boéluminde, hidrojellerin sisme deneyleri, sisme Kinetiginin
matematiksel analizi, Mc tayini, hidrojellerin SEM ile analizi, FTIR spektrumlari, ve
termal analizleriyle ilgili deneysel calismalarin sonuclart sunulmug ve gerekli
tartismalar yapiimistir.

4.2.1. Hidrojellerin sigsme deneyleri ile ilgili sonuglar

Hidrojellerin dinamik sisme deneyleri, kuru halde 7 mm ¢ap ve 3 mm Kkalinliga
sahip disk formundaki hidrojellerle, pH 7.4'deki PBS tampon cozeltilerinde
yOritGimistar.  Dinamik  sisme  deneylerinde gravimetrik tayin  yontemi
kullantimistir. Vakum etlivinde sabit tartima gelen kuru 6rnekler, PBS tamponu
iceren 25 ml hacimdeki beherler igerisine daldirimis ve sisme deneyi
baslatilimistir. Belirli zaman araliklarinda ortamdan uzaklastirilan érneklerin sisme
degerleri (% su igerigi) kuru agirlik temelinde hesaplanmig ve zamana Kkarsi
grafige gecirilerek sisme egrileri elde edilmistir. Sekil 4.2'de Dx-MBAm, Dx-ECH ve
Dx-ECH+etanol hidrojellerine ait sisme egrileri gérulmektedir.
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Sekil 4.2. Dekstran hidrojellerin sisme egrileri
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Dinamik sisme deneylerine ait sonuglar dederlendirildiginde; sismenin dekstran-
ECH hidrojelleri ve dekstran-MBAm hidrojelleri icin ilk 90 dakikada; dekstran-
ECH+etanol hidrojeli icin ise ilk 30 dakikada oldukga hizli oldugu goérGlimuastiar.
Dekstran-ECH hidrojellerinin 8 saat sonra dengeye ulastigi; dekstran-MBAm
hidrojellerinin 15 saat sonra dengeye ulasti§i ve dekstran-ECH+etanol
hidrojellerinin ise 4 saat sonra denge’ye ulastiklari goértimustir. dekstran-MBAm
6rneklerinin, denge sismelerine ulagsamadan buylk oranda parcalandiklari

g6raimastor.

Hidrojellerin dengeye ulagsma suresinin ve denge sisme degerlerinin dekstran-

MBAm > Dx-ECH > Dx-ECH+etanol > seklinde oldugu gértlmustar,
4.2.2. Sigme kinetiginin matematiksel analizi

Calisma kapsaminda hazirlanan dekstran hidrojellerin yuksek derecede sisme
6zelligine sahip olmalar) ve sisme sirasinda diskin hacminde 6nemli derecede bir
sismenin olmasi nedeniyle (kuru halde disk ¢api=7 mm, kalinlik=3 mm; denge
sismesine ulasildiinda c¢ap=20 mm, kalinlk=6 mm olmaktadir. Bu degerler
dekstran-ECH icin ortalama degerlerdir ve 18 kathk hacim artisi
gerceklesmektedir.) yuksek-dereceden sisen jeller igin Schott (1992) tarafindan
diftzyon-kontrolli sismeyi ikinci derece kinetik ile tanimlayan teorik model
kullaniimaktadir. Bu model daha sonra baska arastirma gruplari tarafindan da
farkli kimyasal yapidaki, yuksek-dereceden sigsebilen hidrojeller icin uygulanmistir.
Peniche ve grubu (1996), 2-hidroksietil metakrilat-trietilenglikol hidrojellerinin Seq
degerlerinin pH'ya bagh degisimini incelemis ve deneysel sisme degeri ile teorik
denge sisme degeri arasinda iyi bir uyum oldugunu belirtmislerdir. Yine ayni grup;
diger bir calismalarinda IPN yapida kitosan/poliakrilik asit membranlarin, Seq ve ks

degerlerini bu yonteme goére hesaplamistir (Peniche ve ark., 1999).

Schott'un dénerdigi model Es. 4.1 ile ifade edilmistir.
t/S = A+ Bt (4.1)
Burada S, herhangi bir t anindaki sisme olup,

S = (Sw-S0)/So (4.2)
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Es. 4.2 ile tanimlanmistir. Sp, hidrojelin baslangigtaki yani kuru agirligi, Sy ise
herhangi bir t anindaki adirhdidir. Diger bir deyigle “S”, Es. 3.1'de verilen “%su

w gy

icerigi” degerlerinin 100 ile ¢arpiimamis halini ifade etmektedir.

Uzun-zaman periyodunda Es. 4.1°deki Bt >> A olacagindan A ihmal edilebilir ve
B=1/S¢q Olarak tanimlanir. S¢q, zaman oc’a giderken, yani dengedeki sisme degeri
olup, Es. 3.1'de tamimlanan EWC degerinin 100 ile ¢arptimamis halidir.

Kisa-zaman periyodunda ise A >> Bt olacagindan limit durumda Es. 4.1,

lim (ds/dt) = 1/A (4.3)
t -0

sekline dénusecektir.

Boylece A = 1/(ds/dt), olarak ifade edilebilir. Kisacasi fiziksel anlam olarak B,
maksimum sismenin (denge sismesi) tersi, A ise; baslangi¢ sisme hizinin tersidir.
Esitlik 4.9 ikinci derece sigsme kinetigini ifade etmek Gzere

ds/dt = ks (Seq — S)? (4.4)
seklinde yazilabilir. Burada ke, 6zgll hiz sabiti olup A’ya bagli olarak

ks = 1/(A Seq”) (4.5)

seklinde ifade edilir.

Calisma kapsaminda hazirlanan dekstran hidrojellerin  (S) degerinden
faydalanarak, /S degerleri zamana (t) kars: grafige gecirilmis ve lineer regresyon
ile dogru e@imleri ve kesim noktalari bulunmustur. Sekil 4.3, Dx-MBAm, Dx-ECH
ve Dx-ECH+etanol hidrojelleri icin deneysel sisme verilerinin Egitlik 4.1°a
uygulanmasi sonucu eide edilen grafiklerdir. Herbir durumda deneysel veriler ile
modelin uyumu iyi olup (R? =0,9276) sisme davraniginin ikinci derece diflizyon

kinetigine uydugunu gdstermektedir.

Sekil 4.2'de, hidrojeller igin su icerigi (S) deg@erlerinin zamanla degisimine
bakildidinda baslangigta S ile t arasindaki artisin dogrusal oldugu gérimektedir ki
bu da sismede “Case II‘ mekanizmasinin etkin oldugunu ifade eder (Windle,
1985). Difuzyon hizi ve su molekullerinin hareketliligi, polimer segmentlerinin
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hareketliliginden fazla oldugu durumda “Case II‘ mekanizmasi gerceklesir.
Difizyon tabakalan kargi yuzeylerden polimerin merkezine dogru ilerieyerek
merkezde karsilagirlar. Bu basamakta hidrojel 6nemli miktarda su absorpladid icin
elastik davranig gsterir. Daha sonra sisme, makromolekul zincirlerinin
gevsemesiyle devam eder ve boylelikle su alimi yani sisme ikinci derece kinetige
uygun olarak gercekiesir.

Sekil 4.3'de sunulan egrilerden elde edilen degerler (e§im ve kesim noktast),
Esitlik 4.1°a gbre dizenlenmis ve her bir hidrojel igin teorik denge sisme degerleri
(Seq) ve baslangic sisme hizlan ((ds/dt);) hesaplanarak Cizelge 4.3'de

sunulmustur.
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Sekil 4.3. Hidrojellere ait t/S-t egrileri (noktalar deneysel verileri, diz dogrular ise
modeli ifade etmektedir).

Cizelge 4.3. Dekstran hidrojeller i¢in hesaplanan gisme parametreleri ve deneysel
EWC degerleri.

Seq (dSidt), R? EWC (%) |
(g su/g jel) (g sul/g jel.dak)
Dx-ECH 8.7951 0.0940 0.9276 525
Dx-ECH+etanol {5.4378 0.2520 0.9949 764
Dx-MBAm 12.0337 0.2924 0.9372 1417
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Cizelge 4.3'de acikga goértldugu gibi, dekstran-MBAmM Sgq degeri dekstran-ECH ve
dekstran-ECH+etanol hidrojelierine gére daha yuksektir. Hidrojellerin baslangi¢
sisme hizlari karsilastirildiginda; dekstran-MBAm hidrojellerinin baglangic sisme
hizlarinin dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol hidrojelliere gére daha yuksek
oldugu géruimektedir. Seq ve (dS/dt), icin elde edilen sonuglar, hidrojellerin
deneysel sisme degerleri (EWC) ile teorik sisme dederleri arasindaki uyumun
kanit olarak alinabilir.

4.2.3. Nc tayini ile ilgili sonuglar

Capraz bagh yapilar icin tanimlanan gapraz baglar arasi molekul agirhgr Mc,
polimerlerin ad (network) yapisi hakkinda bilgi vermektedir. Bu konuda yapilan
calismalar, denge sisme aninda polimerin hacim kesrinin (v2s) saptanmasina

dayanmaktadir.

Sunulan ¢alismada da dekstran-MBAm , dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol
hidrojellerin M¢ ve elek boyutu (¢) gibi yapisal parametreleri, piknometrik yéntemle

saptanmistir.

Hidrojellerin M¢ degerleri Flory-Rehner teorisinin, Peppas ve Merril tarafindan
modifiye edilmis formu olan Esitlik 4.6 yardimiyla hesaplanmistir. Bu esitlikte M,
dekstranin sayica ortalama molekul agirhgr (M,=46800 dalton), v, dekstranin kismi
6zgul hacmi (v=0.62 cm?g), Vs, suyun molar hacmi (V4=18 cm/g), x: ise Flory
polimer-¢coziict etkilesim parametresidir (Dekstran-su sistemi igin %1=0.473) (De
Jong ve ark., 2001). Hidrojellerin denge sismesine ulastigi durumdaki elek
boyutlari () ise Esitlik 4.9 kullanilarak hesaplanmigtir (Peppas ve ark., 1985).

1/ Mc = 2/ My— (VIVI) [(In (1-v25) + v2s + %, V25)]

(4.6)

vas [ (vas /V2,r)“3 —Yavasivar)]
¢ = (vae) " Vro? (4.7)

Burada; ro?, birbirini izleyen iki ¢apraz bag arasindaki ortalama uzakh@i (kuru

hidrojel igin), v2 5 ise denge sisme durumunda polimerin hacim oranini gosterir.
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Dekstran hidrojellerin elek boyutunun belirlenmesi amaciyla yapilan ¢calismalarda

rs? degerini molekil agirhgina baglayan Esitlik 4.8 turetilmistir (Gekko, 1981).
Vro? = 0.071VM, (4.8)

Esitlik 4.8'deki ro? degeri, Esitlik 4.7'de yerine konulmus ve Mc ile M, yer
degistirilerek asadidaki esitlik turetilmigtir.

¢ =0.071 (v2e)"* YMc (4.9)

Sunulan calismada; yukarida sunulan bilgilere dayanarak, dekstran hidrojellerin
elek boyutu Esitlik 4.9 ve Mc degerleri Esitlik 4.9 kullanilarak hesaplanmis ve
sonuglar Cizelge 4.5de sunulmustur.

Cizelge 4.4. Calisma kapsaminda hazirlanan dekstran hidrojellerin ag yapt
6zellikleri

Ornek Var Vas M. G
(g/mol) (nm)

Dx-MBAmM 0.2278 0.0319 7385 19.23

Dx-ECH 0.3062 0.0313 7128 19.02

Dx-ECH+etanol 0.3300 0.0305 6499 18.32

Cizelgedeki sonuglar, en az g ek Uzerinden yiriitilen deney sonuglannin ortalamasi alinarak hesaplanmigtir

Cizelge 4.4de gobrulecegi gibi calisma kapsaminda hazirlanan dekstran
hidrojellerin Mc degerleri ortalama 6499-7385 g/mol arahinda degismektedir.
Mc > 5000 g/mol oldugdu i¢in hidrojellerin distk derecede g¢apraz bagh olduklari

stylenebilir.

Agirlikca %50 oraninda ¢apraz baglayici iceren dekstran-MBAm ve dekstran-ECH
hidrojellerinin Mc degerleri karsilastirildiinda, capraz baglayici reaktif tipinin Mc
degerini fazla etkilemedigi gérulmektedir. dekstran-ECH+etanol hidrojeli i¢in Mc
degerinin daha dustk oldugu goriimektedir. Bu durum, etanolin ECH'ye gapraz
baglanma reaksiyonunda daha aktif ortam yarattud: ve artan capraz baglanma

miktarina paralel olarak Mc degerinin azaldigi seklinde yorumlanabilir. De Jong ve
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grubu (2001) tarafindan yapilan bir galismada da dekstran-laktat hidrojeller icin Mc
degerlerinin 5800-6800 g/mol araliinda degistigi bulunmustur.

Elek boyutlar (¢) ile ilgili sonuglar degerlendirildiinde; calisma kapsaminda
sentezlenen dekstran hidrojellerin denge sisme durumundaki elek boyutlarinin
dekstran-MBAm jeli i¢in ortalama 19,02 nm, dekstran-ECH jeli i¢in ortalama 19,23
nm ve dekstran-ECH+etanol jeli igcin ise 18,32nm oldugu Cizelge 4.5de
gbrialmektedir.

4.2.4. Hidrojellerin SEM ile Analizi

Calisma kapsaminda hazirlanan hidrojellerin ylizey ve yi§in yapisi Bélim 3.3.5’de
aciklanan yoénteme uygun olarak SEM ile incelenmistir. dekstran-MBAmM ve
dekstran-ECH hidrojellerin ylzey yapilarini gosteren SEM fotograflar iki farkli
blhyltmede (x250 ve x650) karsilastinimistir. Sekil 4.4 a ve b'de gorldigu gibi
dekstran-ECH hidrojelier oldukga dizgln ve kararli bir ylzey yapisina sahipken,
dekstran-MBAm hidrojellerin ylzeyi daha puruziadur ve sismeye bagl olarak

olugsan catlaklar son derece belirgin olup malzemede dusik mekanik dayanima
sebep olmaktadir (Sekil 4.4 ¢ ve d).

(a) (b)
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(c) (d

Sekil 4.4. Hidrojellere ait SEM fotograflari
a) Dx-ECH hidrojel (Buyutme x250)
b) Dx-ECH hidrojel (Buyttme x650)
c) Dx-MBAm hidrojel (Blyutme x250)
d) Dx-MBAm hidrojel (Blyutme x650)

4.2.5. FTIR Analizi

Farkli ¢apraz-baglayicilarla sentezlenen dekstran hidrojellerde ¢apraz baglanma
reaksiyonunun hangi gruplar Uzerinden yUrtdiguntn belirlenmesi ve capraz
baglayici turinin yapida meydana getirdidi degisikliklerin saptanmasi amaciyla
drnekler FTIR spektrofotometresi ile kalitatif olarak incelenmistir. Spektrumlar 4
cm™' ¢ozintrlitkte ve 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda kaydedilmistir.

4.2.5.1. Hidrojellerin FTIR spektrumian

Sekil 4.5'da ticari dekstran’in (T70) FTIR spektrumu géruimektedir. Bu spektrumda
3394 cm™ deki genis bant, yapidaki OH gruplarini géstermektedir. Sekil 4.6 ve 4.7
ise sirasiyla MBAm, dekstran-MBAm ve ECH, dekstran-ECH; ciftlerine ait
spektrumlar yer almaktadir. Bu spektrumlarin degerlendirilmesi igin bantlarin
yogunlugunda ve vyerlesiminde gozlenen degisikiikler Cizelge 4.5 ve 4.6'da

sunulmustur.

dekstran—ECH-etanol hidrojelleri icin elde edilen FTIR spektrumunun dekstran-
ECH hidrojelleri ile bire bir uyustudu gézlemienmistir. Bu durum, etonol’'dn gapraz
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baglanma reaksiyonuna katilmadi§i yalnizca ECH'ye daha aktif bir ortam
yaratarak, ¢capraz bag yogunlugunu arttirdigi seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 4.6. MBAm, dekstran-MBAm FTIR spektrumlar:
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Sekil 4.7. ECH, dekstran-ECH FTIR spektrumlari

Cizelge 4.5. N,N'-metilen-bis-akrilamid (MBAm) ve dekstran-MBAm hidrojeline ait
FTIRspektrum verileri ve de@erlendirilmesi.

Dalgaboyu (cm™)
MBAmM Dx-MBAm Aciklama
3326, 3270 b N-H gerilmesi, serbest ve H bagh
3425b O-H gerilmesi
3308 sp N-H gerilmesi
3072 s da-sh Substitiie amid
2960 sp 2923 b C-H gerilmesi
1665, 1615 sp 1665, 1634 sh-di C=0 tersiyer amid (-CONRy)
1540 sp 1560 di N-H biklimesi
1417 w Da C-N gerilmesi
1386, 1312 m Da CO-NH-R gerilmesi
1230 sp Da C-N gerilmesi
1120 s Di C-0O-C gerilmesi
990, 958 s Da N-H titresimi
1014 s C-O gerilmesi
680 s Di N-C=0 gerilmesi
481 s Di C-C=0 gerilmesi
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Cizelge 4.6.Epiklorohidrin (ECH) ve Dx-ECH hidrojeline ait FTIR spektrum verileri
ve degerlendiriimesi

Dalgaboyu (cm™)

ECH Dx-ECH Aciklama

3444 b O-H gerilmesi
3010 s 2917,2880 s C-H gerilmesi

1647 s O-H bukudlmesi
1436 m 1467 m C-C gerilmesi (halka)
1296 s Di Epoksi halkasi

1107 b C-O gerilmesi
965 m Di C-0 gerilmesi
853 s Di Epoksi halkasi
753 s Di C-Cl gerilmesi

Kisaltmalar: s: Glclii (strong), sp: Keskin (sharp), w: Zayif (weak), sh: Omuz (shoulder), m: Orta
(medium), da: Yokolma (disappear), b: Genis (broad), di: Siddet azalmasi (decreased intensity)

FTIR ile ilgili tim veriler de@erlendirildiginde;

Dx-MBAm spektrumlarinda;

e 1634 cm” ve 1014 cm™de sirasiyla C=0 Ucli amid (-CONR;) ve C-O
gerilmesine karsilik gelen yeni absorpsiyon bandlari olusmustur.

e 1417 cm™ (C-N gerilmesi), 1386, 1312 cm™(CO-NH-R gerilmesi), 1230 cm”
(C-N gerilmesi) ve 990, 958 cm™ (N-H titresimi) yok olmustur.

e 1560 cm™ (N-H bagi), 1120 cm” (C-O-C gerilmesi), 680 cm™ (N-C=0
gerilmesi) ve 481 cm™ (C-C=0 gerilmesi)'nin siddetleri dikkate degder 6iclide
azalmistir,

Dx-ECH spektrumlarinda;
e 1107 cm™ (C-O geriimesi) ortaya gikmigtir.
e 1269 cm™ (epoksi halkalar), 956 cm™ (C-O gerilmesi), 853 cm™ (epoksi
halkalari) ve 753 cm™ (C-Cl gerilmesiynin siddeti belirgin sekilde azalmigtir.

Sonug olarak, teorik agidan da beklenildigi gibi capraz-baglanma reaksiyonlarinin
MBAmM’in amino gruplari, ECH'in epoksi halkalar: ve klor gruplari ile dekstran’in
hidroksil gruplarinin yan zincir reaksiyonlari sonucu dekstran’in hidroksil gruplari

Gzerinden ylrGdigu sdylenebilir.
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4.2.6. Termal Analiz Sonuglan

Calisma kapsaminda hazirlanan hidrojelierin  termal davramigi, TGA ile
incelenmistir. Analizler Bolim 3.4.3'de agiklanan yénteme uygun olarak TGA ile
25°C-500°C arahiginda, 10°Cidak. sitma hiziyla yUrOtbimastar. Dekstran,
dekstran-MBAm, dekstran-ECH ve &rnekleri igin TGA analizine ait termogramlar
Sekil 4.10 a, b ve c'de gosterilmistir.. Hidrojellerin icerdigi nem miktarlari, oda
sicakh@ (25°C) ile 200°C arahi@indaki agirlik kaybindan saptanmistir. Bu nem,
islem éncesi 6rnek vakum etliviinde kurutulmasina ragmen yine de yapida kalmig
olan suyun ve yapinin hidrofilisitesi nedeniyle analiz baglayana kadar almig oldugu
nemin toplami olarak dtstnulebilir. Termogramin zamana gére birinci tGrevinden

agirhikca kaybin bagladigi deder net olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8. TGA analizine ait termogramlar
a) Dekstran polimeri
b) Dx-MBAmM
c) Dx-ECH
Dekstrana ait TGA termogramina gore; baslangigta suyun buharlasmasindan

kaynaklanan kutle kaybinin yaninda, 200°C’nin (zerinde yapisal bozunma
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baslamaktadir. T = 30-170°C arasinda keskin bir endotermik pik vardir. Bu, yapida
kalan suyun buharlasmasindan kaynaklanmaktadir ve pikin entalpi degeri 161,86
jlg’dir. Bu deger, yaklasik % 7.16 oranindaki suyun buharlasma entalpisidir (saf
suyun buharlasma entalpisi 2260 j/g). Maksimum kitle kaybi 300°C'de
gerceklesmektedir. dekstran-MBAm ve dekstran-ECH hidrojeller igin, su pikinin
entalpi de@erleri sirayla 222 83, 88,59 ve 64,41j/g'dir. Bu entalpi degerlerinden ve
TGA termogramlarindan elde edilen sonuglara gére hidrojellerin nem igerikleri ve
termal bozunma degerleri Cizelge 4.9'da sunulmustur. Tam hidrojellerde sicaklik
artisiyla tek basamakta dekompozisyon gézlenmigtir. Dekstran ve dekstran-MBAmM
icin termal kararlilik benzer davranis gosterirken, dekstran-ECH jeller termal
acidan daha kararlidir. Hidrojeller isil kararlilik agisindan dekstran-ECH> dekstran-

MBAmM seklinde siralanabilir.

Cizelge 4.7. Dekstran hidrojeller igin termal analiz sonuclari

% CR Nem Termal Maksimum kutle
Ornek | (wiw)  gerigi  bozunmanin  kaybinin oldugu
(% agirhik)  baslangici sicaklik
(°C) (°C)
Dekstran - 7.16 261.18 303.84
Dx-MBAm | 50 9.86 240.51 305.21
Dx-ECH 50 3.92 320.33 388.46

4.2.7. Dekstan hidrojellerin biyobozunma davramglarinin incelenmesi ile ilgili
sonuglar

Biyolojik ortam, ¢ok sayida malzemenin yavag yavas ya da hizh bir sekilde
bozunmasina neden olabilecek kadar guclu bir ortamdir. Vicuda implante
edilebilen biyomalzemede ardada gb6zlemlenebilen c¢esitli olaylar sonucunda
biyobozunma gerceklesir. Orneg@in, uygulanan gerilimler sonucu malzemede
catlaklar olusur ve bu kisimlar reaksiyona agik yeni ylzeyler olugmasina neden
olur. Malzemenin, iginde bulundugu ortam sivisini absoplayarak sismesi de
(6zellikle hidrojellede) ayni sekilde reaktif ylUzeyler olusturacaktir. Bozunma
sonucu olugan Urnler, ortamin pH degerini yukselterek yeni reaksiyonlara zemin
hazilayabilir. Polimerin hidrolizi, daha hidrofilik yapilar olusmasina ve dolayisiyla
polimerlerin sismesine, bozunma sonucu ortaya ¢ikan birtakim malzemelerin de
polimerin y1§in yapisina girmesine neden olabilir.
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Bir biyomalzeme vicuda implante edildikten sonra, adsorpsiyon ve absopsiyon
prosesleri meydana gelir. Vicut sivisiyla temas halinde olan polimerik ylzeyler,
protein ve benzeri bilegenleri adsorplar ve yigin yapi, su, protein, lipid gibi gibi
bilesenleri absoplamaya baslar. Hlcre elemanlar ylzeye yapigsarak kimyasal
prosesleri basglatir. LiteratGrde yer alan calismalar, polimerik biyomalzemelerde
etkin biyobozunma prosesenin, "hidroliz” olduguna isaret etmektedir. Hidroliz,
hassas molekiler gruplarin, suyla reaksiyonu sonucu, yapidan kopmalaridir. Bu
olay, asitler, tuzlar ya da enzimler tarafindan katalizlenebilir. Bir polimerin hidroliz
reaksiyonuna hassasiyeti, polimerin kimyasal yapisi, morfolojik boyutlari ve vicit
ortamina badhdir. Bélum 4.1’de ac¢iklanan daha onceki gézlemelerimiz ve
yukaridaki bilgilerin i1siginda dekstran hidrojelierin biyobozunma davranisiarinin
BSA, IgG ve ayrica kolon enzimlerinden dekstranaz varhdinda izlenmesine karar

verilmigtir.
4.2.7.1. Dekstranaz varhiginda biyobozunma

Dekstranaziar, 1,6-a-D-glukan, 6-glukanohidrolaz (EC 3.2.1.11) enzimieridir.
Dekstranaz enzimleri, gesitli kUfler (Hultin ve Nordstrom, 18949; Tsuchiya ve ark.,
1952) ve bazi bakteriler tarafindan (Ingelman, 1948; Sery ve Hehre, 1956; Bailey
ve Clarke, 1959), insan kolonik ortaminda ise genus Bacteroides’ler tarafindan
uretilirler (Sery ve Hehre, 1952). Bacteroidesler, insan kolonik ortaminda sayica
baskin (10'Yg barsak icerigi) anaerob bakterilerdir. Dekstranazlarin,
endodekstranaz ve exodekstranaz olmak Uzere iki tir( vardir ve sirastyla dekstran
ana zincirinden ve uclardan yapilyr enzimatik bozunmaya ugratirlar. Enzim
aktivitesi pHya baghdir ve maksimum etki pH=5.5-7.0'de gergeklesmektedir
(Aberg, 1953).

Dekstran hidrojellerin  dekstranaz varliginda biyobozunma davraniglarinin
incelenmesi amaciyla, yaklasik 0.025 g kuru agirhda sahip hidrojel diskleri,
37°C’de, 4 fakli derisimde (0.01, 0.1, 0.5 ve1) U/ml dekstranaz enzimi iceren 10 mi
rezervuar hacimli pH=7.4 PBS tampon ortamlara yerlestiriimis ve deneyler B&lim
3.4.'de agiklandidi sekilde gravimetrik olarak yurataimastar. Her enzim derisiminde
hidrojel agirhdinda gézlenen degisiklikler zamana karsi grafie gecirilmis ve
biyobozunma egrileri olusturulmustur (Sekil 4.10).



t (saat)

(a)

(b)
Sekil 4.9. Hidrojellere ait gravimetrik bozunma egrileri
a)Dekstran-ECH hidrojeli
b)Dekstran-ECH-etanol hidrojeli
Sekil 4.9. a ve b'de dekstran-ECH ve etanol varlidinda hazirlanan dekstran-ECH
jellerin biyobozunma edrileri verilmistir. Egrilerde Wi, bozunma slresince herhangi
bir t anindaki kuru jel adirhgini, Wo ise jelin baslangigtaki kuru agirhgini
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gostermektedir. Dekstan-MBAm hidrojelleri ¢ok kararsiz ve olduk¢a az mekanik

dayanima sahip olduklarindan ¢alismanin bu bélimuinde kullaniimamislardir.

Calismada kullanilan endo-dekstranaz'in dekstran zincirlerini enzimatik hidrolize
ugratmas! sonucu bozunma prosesinin gerceklestigi bilinmektedir. Oncelikle
polisakkarit yapisi  oligosakkaritiere  pargcalanmakia ve daha sonra
oligosakkaritlerin hidrojelden difflizienmesiyle kutle kaybi gézlenmektedir. Bu
nedenle Sekil 4.9 a'da ilk 5 saatlik ve b'de ilk 10 saatlik egrilerde kitle kaybinin
gézlenmedigi bolge, oligosakkarit difizyonu baslayana kadar olan asamayi
icermektedir. Bozunma sirasindaki gézlemler hidrojel matrisin “yigin bozunma’ya
(bulk  degradation) ugradi§ini  gostermistir.  Hidrojellerin  biyobozunma
davraniglarinin incelendigi 70 saat icinde her bir enzim derigimi i¢in, Dx-ECH
hidrojelinin dekstran-ECH+etanol hidrojeline gére daha yidksek bir bozunma
oranina sahip oldugu goézlenmistir. TUm bozunma egrilerinin benzer bir profile
sahip oldugu ve ortam enzim konsantrasyonuna bagli olarak kitle kaybinin arttigi
gérulmektedir. Biyobozunma egrilerinin  dogrusal kisimlarimin  egiminden
hesaplanan “baslangic bozunma hizi” degerleri, kulianilan enzim derigimine karsi
grafige gecirilmistir (Sekil 4.10). Dekstran-ECH hidrojeli i¢in enzim derigiminin
0.01 U/ml'den 0.1 U/ml’e kadar artigiyla baslangi¢ bozunmasinin hizh bir bicimde
artti§i gézlenmistir. 0.1 U/ml derigimin Uzerinde ise daha duguk hizda ve dogrusal
bicimde degistigi gérulimektedir. Bununla beraber, dekstran-ECH+etanol hidrojeli
icin tum enzim derigimlerindeki biyobozunma hizinin dekstran-ECH hidrojeline
nazaran daha dustk hizda gerceklestigi, yaklasik dogrusal bir degisim gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, dekstranaz'in yapisinda bulunan ve aktivitesini
belirleyen, katalitik ve katalitik olmayan bélgelerin davranisi ile ag¢iklanabilir.
Enzimin katalitik olmayan bélgeleri, substrat ile enzimin katalitik bélgesi arasindaki
etkilesimi saglamak amactyla, substrat Uzerindeki elektrostatik yik yogunlugunu
dengeler ve katalitik bolgenin substrati bozunmaya ugratabilmesi igin gerekli olan
aktivasyon enerjisini azaltirlar. Bdylelikle enzimin katalitik bélgesi, substrat
Gzerinde bozunmay: daha kolay baslatabilir. Dekstran-ECH hidrojellerinin daha
fazla bozunmaya ugramasi, dekstran-ECH hidrojel yapi icerisinde enzim-substrat
etkilesiminin daha kolay kurulmasindan kaynaklanabilir.
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Dekstran-ECH hidrojeller 70. nci saatin sonunda, 0.01 U/mi dekstranaz varliginda
yaklagik %74’l0k bir kitle kaybina ugrarken dekstran-ECH+etanol hidrojelier ise
%80'lik bir kitle kaybina ugramiglardir. 1 U/ml enzim derigiminde dekstran-ECH
hidrojeller %96, dekstran-ECH+etanol hidrojeller ise % 100 oraninda

bozunmugslardir.

Bu kisimda sunulan sonuglar pH=7.4’de yuritalen ¢calismalara aitdir. Dekstranaz
enziminin pH=5.5'da aktivitesinin en yiksek oldugu bilinmektedir. ligili literatarde
de belirtildigi gibi dekstran hidrojellerin 37°C ve pH 7°deki bozunma hizi 37°C ve
pH=5_5'daki bozunma hizinin %20’si civarinda olacaktir (Franssen ve ark., 1997).

0,04 -

0,03

| —e— Dx-ECH i

/' | —a— Dx-ECH+etanol

0 1 1 f
0 02 04 06 0.8 1 1,2

Dekstranaz {(U/mi)

0,02 -

0,01

baslangi¢ bozunma hizi
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Sekil 4.10. Dekstranaz derisiminin dekstran hidrojellerin baglangi¢ bozunma hizina
etkisi

Dekstran hidrojel disklerinde meydana gelen oligosakkarit salim miktarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan deneysel calismalarin sonuglar Sekil 4.11'de
sunulmustur. Dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol hidrojellerden salinan
oligosakkarit miktarinin enzim derisimin artmasina paralel olarak arttigi ve ayni
zamanda 70 saatin sonunda salinan oligosakkarit miktarimin her iki hidrojel tar
icinde yaklasik ayni oldugu gérulmustar.
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4.2.7.2. IgG varhiginda biyobozunma

Dekstran hidrojelierin  IgG varlidinda biyobozunma davranigint incelemek
amaciyla, yaklasik 0.025 g kuru agirhga sahip hidrojel diskleri, 37°C’de, 1 mg/ml
derisimde IgG enzimi iceren 5 ml rezervuar hacimli pH=7.4 PBS tampon ortamlara
yerlestiriimis ve deneyler Bélum 3.4.’de agiklandigi sekilde gravimetrik olarak
yoratalmastar.  Oligosakkarit saliminda gézlenen degisiklikler Cizelge 4.8'da

gbsterilmistir.

Cizelge 4.8 IgG varliginda biyobozunma ile ilgili sonuglar

Dx-ECH Dx-ECh+etanol

Zaman (saat) | Salinan Katle  Kaybi | Salinan Kutle Kaybi
oligosakkarit | (%) oligosakkarit | (%)
(mg/disk) (mg/disk)

2,5 3 2

20 5 5

40 12 11

90 19 43 18 39

Cizelge 4.8'deki sonuglar her iki hidrojelden de oligosakkarit saiim miktariarinin ve

kitle kayiplarinin yaklasik ayni oldugunu géstermektedir.
4.2.7.3. BSA varhi§inda biyobozunma

1 mg/ml derisiminde BSA iceren PBS tamponunda dekstran hidrojelierin
bozunmasi oligosakkarit saliminin takibi ile incelenmis, ayrica bu sdre iginde
hidrojelde meydana gelen kutle kaybi belrlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.9da
dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol hidrojel i¢in karsilastirmah olarak

sunuimustur.

Cizelge 4.9'daki sonuglar, dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol hidrojelleri igin
oligosakkarit saliminin yaklasik ayni oldugu gostermektedir. 90 saatin sonunda
dekstran-ECH-+etanol hidrojeli %40 Dekstran-ECH hidrojeli ise %42 oraninda kutle
kaybina ugramistir.

60



Cizelge 4.9. BSA varlidinda biyobozunma ile ilgili sonuclar

Dx-ECH Dx-ECH+etanol

Zaman (saat) | Oligosakkarit | Kitle  kaybi | Oligosakkarit | Kitle  kaybi
miktari (%) miktari (%)
(mg/disk) (mg/disk)

20 3.1 6

45 6 10,5

90 13 42 12 40

4.2.7.4. Biyobozunmanin FTIR spektrumiariyla degerlendirilmesi

BSA, IgG ve dekstranaz varhidinda ydratilen tom biyobozunma deneyleri

sonucunda hidroje! yapilarin FTIR spektrumiari alinmig ve yalnizca 1550 cm™
dalga boyunda godzlenen karbonil pikinin siddetinde, bozunma slresince bir
azalmanin oldugu go6zlenmistir. Bu da biyobozunmanin polimer ana zinciri
Uzerinden gerceklestigini kanitlamaktadir ve dider deneysel verilerie de

uyumiudur.
4.2.7.5. Biyobozunmanin SEM analizi ile incelenmesi

Biyobozunma grubunda gerceklestirilen deneysel caligmalar ve sonuglari, 6zellikle
dekstranaz varhginda biyobozunmanin etkili bir bicimde meydana geldigini
kanitlamistir. Bu nedenle SEM analizi yalnizca dekstranaz varliginda bozunan
hidrojellere uygulanmistir. Dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol hidrojeller i¢in
biyobozunmanin benzer davranig izlemesi nedeniyle incelemelerde dekstran-ECH
hidrojeller kullanitmigtir. Biyobozuma suresince belirli zaman araliklarinda
ortamdan uzaklastirilan jeller Bélum 3.3.5de agiklanan yénteme uygun olarak
hazirlanmig ve SEM ile incelenmistir. Sekil 4.12'de &rnek olarak segilmis
fotograflara yer verilmistir.
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Sekil 4.12. Biyobozunma sirasinda dekstran-ECH hidrojellere ait SEM fotograflar

a) Biyobozunmanin 5. saatinde hidrojel yuzeyi

b) Biyobozunmann 25. saatinde hidrojel ytuzeyi

c) Biyobozunmanin 40. saatinde hidrojel ylzeyi
Sekil 4.12a biyobozunmanin 5 nci saatinde hidrojel yizeyinde bir takim gatlaklarin
olustugunu gdstermektedir. Daha o6nce de aciklandigi gibi bu gatlaklar,
biyobozunma reaksiyonlarini etkilemektedir. Sekil 4.12b biyobozunmanin 25 inci
saatinde ylUzeyden kopmalari ve kopan pargalarin yuzeydeki birikimini
gostermektedir. Biyobozunmanin devam eden surelerinde kopan pargalarin
yapidan uzaklasmasiyla kitle kaybi énemli boyutlara ulagsmaya baglamistir (Sekil

4.13c).
4.2.7.6. Biyobozunma sonuglannin topluca degeriendirilmesi

Bu bolumde gerceklestiriien calismalara ait sonuglar degerlendirildiginde,
gravimetrik ve spektrofotometrik yontemlere ait sonuglarin birbirini destekledigi
gorulmektedir. En etkin biyobozunmanin dekstranaz varliginda gerceklestigi ve
ortam dekstranaz derigimiyle bozunma kinetiginin dogrusal artis profili izledigi
gbzlenmistir. BSA ve IgG varliginda biyobozunmanin daha yavas oldugu ve %100
kitle kaybinin gozlenmedidi kaydedilmistir. Dekstran-ECH ve dekstran-
ECH-+etanol hidrojellerinin biyobozunma sonuglari, capraz baglarin biyobozunmay



etkilemedigini ve bozunmanin dekstran ana zinciri Uzerinden yUradiagind

gbstermistir.
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5. GENEL SONUGLAR

Sunulan ¢alismada agirlikga %50 oraninda farklh fonksiyonel grup iceren capraz-
badlayici reaktiflerle dekstranin ¢apraz baglanmasi sonucunda, dekstran
hidrojellerin sentezlenmesi, sisme davranislarinin incelenmesi, 1gG, BSA ve
dekstranaz varliginda enzimatik bozunmasinin saptanmasi ve ¢apraz baglayici
reaktif tlrGnin biyobozunma Uzerindeki etkisinin incelenmesi amaclanmigtir.

Calisma kapsaminda ulasilan énemli sonuclar asagida 6zetlenmistir.

¢ Dekstran hidrojeller, 70.000 dalton molekdl agirhidina sahip dekstran
polimerinin, ¢apraz-baglayici reaktif olarak kulianilan N,N'-metilen-bis-akrilamid
(MBAm), epiklorohidrin (ECH) ve ECH varlidinda etanolin ilave edilmesiyle , bazik
ortamda ¢apraz-baglanma reaksiyonuyla sentezlenmigtir.

+ MBAM'in dekstrani capraz baglamada son derece yetersiz kaldigi ve olusan

jellerin kararsiz ve distk mekanik dayanima sahip olduklari tespit edilmistir.

¢ ECH'in dekstrani capraz bagdlamada oldukca etkili oldudu, yuksek oranda jel
sentezlendigi ve elde edilen hidrojellerin oldukca kararh ve seffaf yapida oldukiari

gbriimastar.

¢ ECH varhdinda sentez ortamina etanolin eklenmesiyle %100°e yakin verimie

jel sentezlendigdi, olusan jelierin seffaf ve ¢ok kararh olduklari gézlenmistir.

¢ Dinamik sisme deneylerine ait sonuglar degerlendirildiginde, tim hidrojel
turlerinde zamanla su iceridinin artiyor oldugu gértlmektedir. Hidrojellerin denge
sismelerine ulastiklarinda, dengeye ulasma slresinin ve denge sisme degerlerinin

Dx-MBAm > Dx-ECH > Dx-ECH+etanol seklinde oldugu géralmuastar
¢ Su icerigi (S) degerlerinin zamanla degisimine bakildiginda, baslangicta S ile t

arasindaki artisin dogrusal oldugu géruimus ve sigsmede “Case II* mekanizmasinin

etkin oldudu sonucuna variimigtir.
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¢ Hidrojellerin sisme kinetigine yonelik incelemede, yuksek-dereceden sisen jeller
icin difuzyon-kontrolll sismeyi ikinci derece kinetik ile tanimiayan matematiksel
model ile dederlendirilmis ve her bir hidrojel icin teorik denge sisme degerleri (Seq)
ve baslangi¢ sisme hiziari ((ds/dt)e) hesaplanmigtir. Dekstran-MBAm, dekstran-
ECH ve dekstran-ECH+etanol hidrojellerinin Seq degerleri, sirayla 12.0337,
8.7951, 5.4378 g su/g jel'dir. Seq ve (dS/dt), icin elde edilen sonuglar, hidrojellerin
deneysel sisme degerleri (EWC) ile teorik sisme degerleri arasinda iyi bir uyum

oldugu gézlenmistir.

¢ Capraz bagh yapilar icin tammlanan ¢apraz baglar arasi molekil agirligi, Mc ve
elek boyutu, ¢ gibi yapisal parametreler saptanarak dekstran hidrojelierin 6rgu
yapisi aydinlatilmistir. Capraz-baglayici tarune bagl olarak M. degerlerinin
ortalama 6499-7385 g/mol araliinda, denge sisme durumundaki elek boyutlarinin
ise ortalama 18.32-19.23 nm aralifinda degistidi saptanmistir. Dekstran-MBAm ve
dekstran-ECH hidrojelleri icin M, dederlerinin pek fazla dedismedigi gériimektedir.
Dx-ECH+etanol hidrojeli icin Mc degerinin daha dustk oldugu gériimis ve bu
durumun, etanolin ECH'ye capraz baglanma reaksiyonunda daha aktif ortam
yarattidi ve capraz baglanmaya katilan reaktif grup miktarinin artmasina paralel
olarak, Mc deerinin azaldigi seklinde yorumlanmistir. Capraz baglayici reaktif
taranun degismesiyle, M. ve ¢ degerlerinin pek degismedidi, fakat yapiya etanol
katilmasiyla azaldi§i gérulmustar.

¢ Hidrojellerin ytzey ve kesit yapilarinin SEM ile analizi sonucunda. Dx-ECH
hidrojeller oldukga dizgin ve kararli bir ylzey yapisina sahipken, Dx-MBAm
hidrojellerin ylzeyinin daha plrizit oldugu géralmuastur.

¢ Hidrojel olusumunu saglayan capraz-baglanma reaksiyonlarinin, MBAm'in
amino gruplari, ECH’in epoksi halkalari ve klor gruplari ile dekstran’in hidroksil
gruplari arasindaki yan zincir reaksiyonlar Uzerinden yuridigu, FTIR analizi

sonucunda saptanmisgtir.

¢ TGA analizleri sonucunda, tim hidrojellerde sicaklik artisiyla tek basamakta

dekompozisyon gézienmistir. Dekstran-ECH jellerin, Dx-MBAm jellerine gbre
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termal agidan daha kararl oldugu gérGimuistar. Hidrojeller isil kararlihk agisindan

Dx-ECH>Dx-MBAm seklinde siralanmistir.

¢ Dekstranaz enzimi varliinda yUrGtilen biyobozunma calismalarn enzim
miktarindaki artisin hidrojellerin bozunma profilini etkiledigini géstermistir. 70’nci
saat sonunda her bir enzim derisimi icin, Dx-ECH hidrojelinin dekstran-
ECH+etanol hidrojeline gére daha ylksek hizda bir bozunma hizina sahip oldugu
gbzlenmistir. Tim bozunma egrilerinin benzer bir profile sahip oldugu ve ortam
enzim konsantrasyonuna bagli olarak kitle kaybinin arttigr gértimektedir 0.1 U/ml
ve 1 U/ml enzim derisiminde Dx-ECH hidrojeli icin adirlik kaybi sirasiyla % 74 ve
96: Dx-ECH+etano! hidrojeli icin de sirasiyla % 80 ve 100 olarak gézlenmigtir.
Hidrojel matrisin y1§in yapidan bozundugu (bulk degradation) gérulmustar.

¢ IgG ve BSA varligindaki biyobozunma g¢alismalarn sonucunda, her iki enzimin
de hidrojellerin biyobozunma davranisini pek degistirmedigi ve jellerde yaklagik
olarak esit miktarda {%40) kitle kaybinin oldudu gézienmistir.

¢ Biyobozunma calismalarinda dekstran-ECH ve  dekstran-ECH+etanol
hidrojellerinde, ¢apraz baglanma derecesinin biyobozunma profilini pek
etkilemedigi, bunun da dekstraninin yalmzca ana zincirleri Gzerinden bozunmaya
ugradidi sonucunu dogurdugu anlagiimigtir.

¢ Biyobozunma egrilerinin dogrusal kisimlarinin  egiminden hesaplanan
“paglangic bozunma hizi” degerleri, kullanilan enzim derisimine kargi grafige
gegcirilmistir. Dekstran-ECH hidrojeli icin enzim derigiminin 0.01 U/ml'den 0.1
U/ml’e kadar artistyla baslangi¢c bozunmasinin hizli bir bigimde arttigr gézlenmistir.
0.1 U/ml derisimin Gzerinde ise daha dusuk hizda ve dogrusal bigimde degistigi
goriimektedir. Bununia beraber, dekstran-ECH-+etanol hidrojeli i¢in tim enzim
derigimlerindeki biyobozunma hizinin dekstran-ECH hidrojeline nazaran daha
dusik hizda gerceklestidi, yaklasik dogrusal bir degisim g0sterdigi
gbzlemlenmistir.

¢ BSA, IgG ve dekstranaz varliinda yoratGlen tim biyobozunma deneyleri

sonucunda hidrojel yapilarin FTIR spektrumlar alinmig ve yalnizca 1550 cm™
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dalga boyunda gézlenen karbonil pikinin siddetinde, bozunma suresince bir
azalmanin oldugu goézlenmisti. Bu da biyobozunmanin polimer ana zinciri
Uzerinden gercgeklestidini kanitlamaktadir.

¢ Biyobozunma grubunda gergeklestiriien deneysel calismalar ve sonuclar,
Ozellikle dekstranaz varhi§inda biyobozunmanin etkili bir bigimde meydana
geldigini kanitlamistir. Bu nedenle SEM analizi yalnizca dekstranaz varhginda
bozunan hidrojellere uygulanmis ve dekstran-ECH ve dekstran-ECH+etanol
hidrojeller igin biyobozunmanin benzer davranis izlemesi nedeniyle, incelemelerde
dekstran-ECH  hidrojeller  kullanilmistir.  Hidrojelierin  SEM  fotograflari
incelendiginde zamanla ylzey (zerinde birtakim ¢alaklarin olustugu ve 25 saatin
sonunda ylzeyden kopmalar meydana geldidi belirlenmistir.
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5. EKLER
EK 1.

Sisme Parametrelerinin Hesaplanmasi

Hidrojellerin pH-duyarliliginin ve sisme kinetidginin belirlenmest amaciyla yapilan
sisme deneylerinde, 0.04055+0.0001 g kuru agirhdinda disk formunda hidrojel
ornekler kullaniimig ve tampon ¢oézelti kayiplarini 6nlemek amaciyla beherlerin
adzi kapal tutulmustur. Ornek hesaplama olarak, agirhkga %50 ECH igeren Dx-
ECH-+etanol hidrojellerinin, pH=7 4'de sisme parametrelerinin hesabi asagida

sunuimustur.

Rezervuar hacmi = 25 mi

t = 30 dakika

Hidrojelin basglangictaki kuru agichigr (mo) = 0.04055g

Tampon icerisinde sismis hidrojelin t anindaki (30 dakika) agirhgr (m;) =0.1343 g
Sismis hidrojelin denge durumunda agirhgr (me) = 0,256 g

Hidrojelin, 30 dakika sonunda kuru hidrojei temelinde sisme orani (S);
S = (0.1343 -0.04055)/0.04055 = 2,31

t/S = 30/2,31 = 12,98

Cizelge EK 1.1’de sunulan /S degerleri tye karsi grafige geciriimis (Sekil EK 1.1)

ve dogrusallastirma sonucunda asagidaki denklem elde edilmistir.
y = 0.178x + 56334, R? = 0.9949

Bu denkiem Esitlik 4.1’a gbre duzenlenerek, Seq ve basglangi¢ sisme hizi ((dS/dt)o)
degerleri hesaplanmistir.

Seq= 1/0.178= 5,618 su/g jel
(dS/dt)o = 1/(5,6334) = 0.1775g sulg jel)/dak.

Hidrojelin denge sisme degeri (EWC) Esitlik 3.1'a gore;

EWC = (0,253-0.04055)/0.04055x100 = 525.
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EK 1.1

Sisme Kinetik Galigmalan ile iigili Veriler

Cizelge EK 1.1. Dx-ECH+etanol hidrojellerinin, 37°C’daki sigme kinetik
calismalar ile ilgili veriler

. Zaman my S t/S
' (dakika)
30 0,1343 234 12 976
90 0,2104 416 21,64
165 0,243 49 3367
225 0.2446 495 45 45
285 0,2487 505 56 44
485 0,256 525 92,38
100 - y = 0,1832x + 3,9471
o0 - R? = 0,9949
= 80
g 70
3 60 -
2 50 -
% 40
v 0
E 20 .
10 -
0 +— T T i
0 200 400 600
t(dakika)

Sekil EK 1.1. Dx-ECHetanol hidrojellerinin 37°C’daki t/s-t egrisi



EK 2.

Capraz Baglar Arasi Molekiil Agirliiginin (Mc) Hesaplanmasi

Dekstran hidrojellerin Mc degerlerinin hesaplanmasina yo6nelik olarak ilgili
literatrden alinan sabitler (De Jong ve ark., 2001), piknometrik yéntemle her bir
hidrojel icin hesaplanan yogunluk degerleri ve Esitlik 1.3 yardimiyla Mc degerleri
hesaplanmistir. Ornek hesaplama olarak, adirlikga %50 MBAm iceren Dx-MBAm
hidrojelinin Mc degerinin hesabi asagida sunulmustur.

Flory ve Rehner tarafindan gelistirilen denge sisme teorisine gére sisme
calismalarindan Mc degerleri tayin edilebilir (Flory ve Rehner 1943).

Mc = -{V1 dp (¢p" - ¢p/2)} 1 {IIn (1- dp ) + dp + x0p° |} (EK 2.1)

Burada;

V- ¢dzUcinin (su) molar hacmi

dp : polimerin yoguniugu

dp : polimerin sismis jeldeki hacim kesri

v polimer ile c¢6zGclt molekulleri arasindaki Flory termodinamik etkilesim

parametresidir.

Flory-Rehner teorisine gore hesaplanan Mc degeri, Esitlik 1.2°de yerine konularak
capraz bag yoguniugu hesaplanabilmektedir (Ding ve ark., 1995).

p= Mo/Mc (EK 2.2)

Burada;
Mo : Polimerin tekrar eden birimlerinin molekul agirhgi
Mc: Flory Rehner teorisine gére hesaplanan, capraz baglar arast ortalama

molekul agirhgidir.

Peppas ve Merril tarafindan, Flory-Rehner denge sisme teorisinin modifikasyonu
ile tOretilen Esitlik 2.3 ile yiikksek sisme derecesine sahip polimerik ag yapilar igin
Mc degeri tayin edilebilmektedir (Peppas ve Merril, 1976-a). Capraz baglar arasi
tekrarlanan birim sayisi yeterli blyUkitkie oldugu igin zincirler Gaussian dagilimla

temsil edilebilirler.
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EK 2. (devam ediyor)

Mo = 27 VO Lln (A-vag) +vas + 3, vi2s)] (EK 2.3)

vas [ (vasivar)"™ - Va(vas Ivar)]

Bu esitlikte;
M, : capraz bagl olmayan polimerin sayica ortalama molekdi agirhigi
v : polimerin 6zgul hacmidir.

Flory-Rehner esitligi, Lucht ve Peppas tarafindan izotropik ve yiuksek dereceden
capraz bagh polimerik a§ yapilar icin modifiye edilerek (1.4) numarali esitlik elde
edilmistir (Lucht, 1981).

(VIV1) Tn (1-v2,8) + xv72s) [1-(1MN)v2,s*°F (EK 2.4)
[vas'™ —(¥8) vos] [1+(1/N)v, sV

1/ Mc =1/ My—

Benzer yaklasimiar kullaniiarak, Esitlik 1.4 modifiye edilmis ve ylksek dereceden
capraz baglh, ortalama sisme 6zelligi gosteren polimerik yapilar igin 1.5 numarali
esitlik turetilmistir (Peppas, 1976-b; Lucht, 1983).

(VIV1) [In (1-vas)+va s+ vias] [1-(1N)vs 21 (EK 2.5)

1/ Mc = 2/ Mo - . -~
vardvsP-(¥) vs d [1+(1/N)vs

Bu esitliklerde N, zincirdeki bagdlanti sayisini gosterir ve Esitlik EK 2.6 ile

tanimlanir.

N =2 M/ M (EK 2.6)
Dekstran'in sayica ortalama molekul agirhigi, M, = 46800 Da

Dekstran’in spesifik hacmi, v = 0.62 cm®/g

Suyun molar hacmi, V; = 18 cm*/mol

Dekstran/su sistemi i¢in, Flory polimer-¢éztcu etkilesim parametresi, x1 = 0.473

Dx-MBAm hidrojelinin piknometrik yontem ile belirlenen yoguniuk degerleri;

Capraz baglanma sonrasi (relaxed) polimerin yoguniugu, p,,= 1.2099 g/cm®
Sisme sonrasi polimerin yoguniugu, pps = 1.0454 glcm?®

Kuru polimerin yoguniugu, ppa = 1.7816 gfcm®
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EK 2. (devam ediyor)

Kuru polimerin ktlesi, wpq = 0.0253 g
Sisen polimerin kitlesi, wys = 0.4653 g
Relaxed durumda polimerin kutlesi, wp; = 0.0754 g

Polimerlerin; capraz baglanma sonrasi, sismis durumda ve kuru haldeki hacim
degerleri sirasiyla Esitlik 3.2, 3.3 ve 3.4den hesaplanarak, Esitlik EK 2.5 ve EK
2.6’dan asag@idaki parametrelere gecitmistir.

Kuru polimerin hacmi, V, = 0.0253/1.7816 = 0.0142 cm®
Relaxed durumdahacim kesri, v, = 0.0142/(0.0754/1.2099) = 0.2278
Sisme sonrasi hacim kesri, vos = 0.0142/(0.4653/1.0454) = 0.0319

Bu degerler Esitlik 1.3'e gbre duzenlenirse; M = 7385 g/mol

Sisme sonras! hacim kesri ve M. degerleri Esitlik 4.16’da yerine konularak, elek

boyutu (c);

¢=19.23 nm
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EK 3.

Kimilatif Sahim Degerlerinin Hesaplanmasi

Oligosakkarit salim kinetiginin belirlenmesi amaciyla yapilan in-vitro sahim

deneylerinde, sahm ortami belirli araliklarla taze tampon ile degistirilerek

6rnegdiyle salim ortami arasindaki surtict gug (derisim) farkinin sabit tutuimasi
hedeflenmistir. Ornek hesaplama olarak, pH=7.4 PBS ortamindaki 0,0282 g Dx-

ECH hidrojeline ait kimulatif salim hesaplamalari asagida sunuimustur
Rezervuar hacmi = 5 ml

Yenilenen hacim =1 ml
t=2,5. saat

C =0,000426 g/mi
Salinan oligosakkarit miktari 0,000426 x 5 = 0,00213 g

Atilan oligosakkarit miktart = 0,000862 g/mi

Toplam salinan oligosakkarit miktari = 0,00213 + 0,000862 = 0,002992 mg/ml
t=20,22. saat

C =0,000653

Salinan oligosakkarit miktart = 0,000653 x 5 = 0,003265 mg/ml

Atilan oligosakkarit miktari = 0,000426 mg/ml

Toplam oligosakkarit miktari = 0,000426 + 0,003265 = 0,004553

84



EK 3.1

Cizelge EK 3.1.1 Dx-ECH Hidrojeli'nin BSA (1mg/ml) Ortamindaki Salim Verileri

T(saat) Absorbans | Konsantras | Salinan Atilan Toplam
yon(g/mi) glukoz(g) glukoz(g) salinan
glukoz{g)
2,2 0,065 0,000381 0,00381
1 ml yenilendi
21,4 0,053 1 0,000272 1 0,00272 1 0,000381 0,003101
1 ml yenilendi
45,13 0,076 | 0,000481 | 0,00481 | 0,000508 0,005971
1 ml yenilendi ‘
54,14 0,105 1 0,000744 | 0,00744 | 0,000481 | 0,009042
Cizelge EK 3.1.2. Dx-ECH-etanol hidrojelinin BSA (1mg/ml) ortamindaki salim
verileri
T(saat) | Absorbans | Konsantrasyon(g/ml) | Salinan Atilan Toplam
glukoz(g) | glukoz(g) | salinan
glukoz(g)
52 0,056 0,000299 0,00299
1 ml yenilendi
28,3 0,105 0,000744 0,00744 0,000299 | 0,00773S
1 mi yenilendi
4513 | 0,127 0,000944 0,00944 0,000744 | 0,010483
1 mi yenilendi
49 0,117 0,000853 0,00853 0,000944 | 0,010517
1 mt yenilendi
54 0,127 0,000944 0,00944 0,000853 | 0,01228

Cizelge EK 3.1.3. Dx-ECH+etanol hidrojeli’'nin IgG (0,5 mg/mi) ortamindaki salim

verileri
T(saat) Absorbans | Konsantrasyon | Salinan Atilan Toplam
(g/ml) glukoz (g) | glukoz (g) | salinan
glukoz (g)
0,25 0,026 0,0000263 0,000315
1 ml yenilendi
174,49 0,498 | 0,004315 1 0,021575 [ 0,0000263 |0,0216013




EK 3.1 {devam ediyor)

Gizelge EK 3.1.4. Dx-ECH hidrojeli'nin IgG (0,5 mg/mt) ortamindaki salim verileri

T(saat) | Absorbans | Konsantrasyon(g/mi) | Salinan Atilan  Toplam
glukoz(g) | glukoz(g) | salinan
glukoz(g)
0,25 0,118 0,000862 0,00431
1 ml yenilendi
25 0,070 0,000426 0,00213 | 0,000862 | 0,002992
1 ml yenilendi
20,22 | 0,095 0,000653 0,003265 | 0,000426 | 0,004553
1 ml yenilendi
4222 | 0,224 0,002007 1 0,010035 | 0,000653 | 0,0011976
! 1 ml yenilendi
93,17 0,360 0,003061 ' 0,015305 | 0,002007 | 0,019253
1 mi yenilendi
174,49 | 0,355 | 0,003016 0,01508 | 0,003061 | 0,022089
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EK 4.

Hidrojellerin Biyobozunma Sonucu Agirlik Kaybs ile ilgili Ornek Hesaplama

Dx-ECH ve Dx-ECH+etano! hidrojelierin dekstranaz varhginda biyobozunmasinin
incelenmesi; enzim ortamina yerlestirilen hidrojellerin, belirli araliklarla ortamdan
uzaklastiritarak, kuru agirliklarinin hesaplanmasi geklinde yurutiimustar.  Ornek
hesaplama olarak 0.025+0.0001 g kuru agirhga sahip Dx-ECH hidrojelinin, 0.1

U/ml enzim varli§inda agiriik kaybi hesabi asagida sunulmustur.

Rezervuar hacmi = 10 mi

Enzim miktari = 0.1 U/ml

Hidrojel diskin baslangictaki kuru agirhgi (W,) = 0.0250 g

t = 16. saat sonunda ortamdan uzaklastirilan hidrojelin kuru agiritgi, Wt;
W, =0.02375 g

t=10. saat sonunda agirlik kayby,

W/W, = 0.95
elde edilir.

WyW, oranlari zamana (t) karsi grafie gecirilerek, agirlik kaybi egrileri
cikarilabilir. Dx-MBAm hidrojelinin, 0.1 U/mi enzim varliginda, dlgilen W, ve
hesaplanan Wy/W,, degerleri Cizelge Ek 4.1’de sunulmustur.

Gizeige EK 4.1

t (saat) Wt (g) Wt/Wo
0 0.025 1.0

5 0.025 1.0

10 0.2375 0.95
20 0.02 0.80
30 0.01625 0.65
40 0.0125 0.50
50 0.01125 0.45
60 0.01 0.40
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