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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

HYALURONIK ASIT ve ALJINAT ICEREN HiDROJEL DOKU
YAPISTIRICILARININ HAZIRLANMASI ve KARAKTERIZASYONU

Simay Yagmur RIVAS RODRIGUEZ

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Fiziksel Kimya, Tezli Yiiksek Lisans Programi

]Damsman : Prof. Dr. Cemal OZEROGLU \

Travmatik yaralar, cerrahinin neden oldugu kontrolsiiz ve yogun kanamalar giinlimiiziin
onde gelen tibbi problemlerinden olmaktadir. Travmatik yaralar yalnizca cilt dokusu iizerinde
degil, patlamalar ve atesli silahlar yoluyla i¢ organlarda yirtilmalar gibi nedenlerle de karsimiza
cikmaktadir. Bu noktada siddetli kanamalar hipotermi, hemorajik sok, organ yetmezligi ve
kanin %40’ immdan fazlasinin hacimsel olarak kaybiyla oliimler gerceklesebilmektedir. Bu
nedenle hizli bir sekilde kanamanin durdurulmasi gerekmektedir. Doku hasarlarinin bu kadar
ciddi sonuglar1 gz oniine alindiginda doku miihendisligi, islevsiz veya hasar gérmiis dokularin
onarimini saglamak ve yasam beklentisini artirmak amaciyla hastalar1 tedavi etmek i¢in umut
verici nitelikte ortaya c¢ikmis bir alandir. Bu konu kapsaminda giiniimiize kadar birgok
biyomateryalin hazirlanmasi lizerine ¢alismalar yapilmistir. Ancak 1slak dokulara uyumlu,
anjiyogenezi ve trombosit agregasyonunu destekleyen biyomateryale rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda trombosit agregasyonunu destekleyen aljinat tiirevi ve
1slak dokuya uygun yapisma o6zelligi gosteren ve anjiyogenezi indiikleyerek damarlanmay1
arttiran hyaluronik asit tlirevi hazirlandi. Aljinat v e hyaluronik asidin tiirevleri serbest radikal
foto polimerizasyona maruz birakilarak goriiniir 151k varliginda ¢apraz baglanmasi saglandi.
Sunulan ¢aligma ile {iretilen sodyum aljinat ve hyaluronik asit gruplar1 igeren biyomalzemenin
iyi mekanik dayanim gostermesi, yliksek sisme kapasitesine sahip olmasiyla ortamdaki
kanamasi stabilize edebilmesi ve kanamay1 durdurucu etki gostermesiyle kullanim alanina
hizmet edecek yeni bir biyomalzeme kazandirilmasi amaglanmistir. Bu sayede diinya ¢apinca
biiylik etkiye sahip kanama nedenli Oliimlerin Oniine gegilebilecektir. Biyopolimerlerin
kimyasal karakterizasyonlar1 FTIR ve NMR analizleri ile arastirildi. Goriintir 151k ile ¢apraz
baglanabilen hibrit hidrojellerin mekanik o6zellikleri, sisme ve bozunma davranislar
incelenmistir. Hazirlanan hibrit hidrojellerin biyouyumluluklart MTT ve yara ¢izik deneyleri
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ile incelendi.

Aralik 2024, 72 sayfa.

Anahtar kelimeler: Biyomalzeme, doku yapistiricilari, yara ortiisii, hidrojel
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

PREPARATION and CHARACTERIZATION OF HYDROGEL TISSUE ADHESIVES
CONTAINING HYLURONIC ACID and ALGINATE

Simay Yagmur RIVAS RODRIGUEZ

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry

Physical Chemistry, Thesis Master's Program

Supervisor : Prof. Dr. Cemal OZEROGLU

Traumatic injuries and uncontrolled, intense bleeding caused by surgery remain among
today's leading medical problems. Traumatic wounds are not only observed on the skin but also
result from internal organ ruptures caused by explosions and firearms. At this point, severe
hemorrhaging can lead to hypothermia, hemorrhagic shock, organ failure, and even death due
to the loss of more than 40% of blood volume. Therefore, it is crucial to halt bleeding rapidly.
Considering the serious consequences of tissue damage, tissue engineering has emerged as a
promising field to repair dysfunctional or damaged tissues and improve life expectancy. Within
this context, numerous studies have been conducted on the preparation of various biomaterials
to date. However, there hasn't yet been a biomaterial that is compatible with wet tissues and
supports both angiogenesis and platelet aggregation.

In this thesis, an alginate derivative that supports platelet aggregation and a hyaluronic
acid derivative that adheres to wet tissues and induces angiogenesis, thereby promoting
vascularization, have been prepared. The derivatives of alginate and hyaluronic acid were
subjected to free radical photopolymerization, allowing them to crosslink in the presence of
visible light. The study aims to introduce a new biomaterial featuring sodium alginate and
hyaluronic acid groups that demonstrates good mechanical strength, a high swelling capacity to
stabilize bleeding in the environment, and effective hemostatic properties. This development
could help prevent bleeding-related deaths, which have a significant impact worldwide. The
chemical characterization of biopolymers was analyzed using FTIR and NMR techniques. The
mechanical properties, swelling, and degradation behaviors of hybrid hydrogels, which can be
cross-linked with visible light, were examined. The biocompatibility of the prepared hybrid
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1. GIRIS

Yara pansumanlar1 konusunda tibbin karsilastig1 en biiylik zorluk, yara iyilesmesini
destekleyecek etkiye sahip olmamasidir. Giiniimiizde kullanilan pansumanlarin tedavisi zor
olan yaralarin iyilegsmesini geciktirmesi, ekonomik kaygilarin yani sira bir¢ok kiiresel saglik
riskini de ortaya ¢ikarmaktadir [1]. Yara iyilesme siireci sosyal ve psikolojik sorunlara ek
olarak, karmasik ve dinamik siirecler icermesi nedeniyle diinya capindaki saglik sistemleri i¢in
bliyiik bir zorluktur. Geleneksel yara pansumanlarinin yara iyilesmesini desteklememesi
nedeniyle doku rejenerasyonunu uyarabilen ortami tesvik eden modern yara iyilestirici
pansumanlar gelistirilmektedir [2]. Gelistirilen modern yara ortiileri sadece doku yenilenmesini
saglamakla kalmamali, yara ortaminda yara sivist1 kaynakli veya c¢evresel nedenlerle
olusabilecek bakteriyel enfeksiyonlara kars1 korumali, yarali bolgeyi nemli tutarak kurumayi1
onlemeli, hava ile temasi Onlemeden oksijen difiizyonu saglamak icin gdzenekli yapida
olmaldir. Ek olarak, kolay pansumanin yani sira biyolojik olarak bozunabilir 6zellikte
olmalidir. Bu nedenle, giiniimiizde aljinat, jelatin, kitosan, seliiloz, ipek fibroin, hyaluronik asit
gibi dogal biyopolimerler bu alanda siklikla tercih edilmektedir. Hyaluronik asit ve aljinat gibi
dogal polimerler, hiicre ¢cogalmasi ve hiicre gogiine elverisli nemli bir ortam saglamaktadir.
Sagladiklar1 nemli ortam sayesinde yara iizerinde kabuk olusumunu 6nlemeye yardime1 olarak
daha hizl iyilesmeyi desteklemektedirler. Hyaluronik asit, yara dokusunda fibroblast gogiinii
desteklemesiyle ortamda kolajen saliniminin artmasini saglamasi nedeniyle doku miithendisligi
uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir. Ek olarak hyaluronik asit, gii¢lii bir anjiyogenez
indiikleyicisi olmasi nedeniyle yarali dokuda damarlanmanin desteklenmesini saglamaktadir.
Aljinat biyopolimerinin trombosit agregasyonunu arttirarak trombositlerin ve eritrositlerin
yapismasini desteklemesi nedeniyle yara Ortiisii olarak kullanimi ideal bulunmaktadir.
Biyopolimerlerin biyouyumluluklarina ek olarak kullanim amaglarina goére mekanik
ozelliklerini gelistirmek ve kararliliklarini arttirmak amaciyla tiirevlendirilmis yapilarinin
kullannm1 oldukga yaygin olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Polimerlerin ultraviyole (UV) ve
goriiniir 151kla  polimerizasyonu doku miihendisligi uygulamalarinda hidrojellerin
gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. UV kullanim araliginda hiicre ve dokular i¢in zararlh
etkiler goriilebileceginden giiniimiizde goriiniir 151k ile ¢alisan fotobaslaticilar gelistirilmistir.

Foto capraz baglanabilir polimerler genellikle akrilat tiirevi olarak kargsimiza ¢ikmaktadir [3].



Bu bilgiler dogrultusunda, tez calismasinda hyaluronik asit ve aljinat biyopolimerlerinin
goriiniir 151k ile ¢apraz baglanabilir akrilat tlirevleri lizerinde ¢alisilmistir. Tasarlanan hibrit
hidrojellerinin 6zelliklerinin 1iyilestirilmesi ve doku uyumlulugunun saglanmasi iizerine

odaklanilmastir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. DERI

Deri, insan yasaminin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan, viicudun en biiyiik organidir.
Viicut 1sisinin diizenlenmesini, viicut i¢i sivilarini tutmay1 ve insan viicudunu dis etkenlerden
korumay1 saglamaktadir. Deri, sadece i¢ ortamin stabilitesini korumakla kalmaz, su, elektrolit
ve viicut sivilarinin kaybmi Onlemektedir. Ayn1 zamanda fizyolojik dinamik dengeyi de
korumaktadir. Ek olarak, patojenlere kars1 direng olusturmak ve enfeksiyonu 6nlemek i¢in insan
viicudu ile dis cevre arasinda etkili ve koruyucu bir bariyer olarak gorev yapmaktadir [4]. Insan
viicudu iizerine yapilan ¢aligmalar, cildin yaklasik 2.0 m?’lik bir yiizey alanina sahip oldugunu

ve toplam viicut agirliginin yiizde 10’undan fazlasini olusturdugunu gostermistir [S, 6].

Deri, baslica epidermis, dermis ve deri alt1 tabakasini igeren ii¢ karmasik katmandan
olugmaktadir. Kiitikiil olarak da bilinen epidermisin dis tabakasi, dis saldirilarin cilde niifuz
etmesini etkili bir sekilde onleyen bariyer gorevi géormektedir. Kalinlig1 yaklasik olarak 0.1-0.2
mm’dir. Epidermis baslica, farklilasmanin farkli asamalarindaki keratinositlerden
onleyerek viicudu dis hasarlardan korumaktadir. Epidermis yapisinda bulunan melanositler,
cildi ultraviyole radyasyonundan korumak i¢in ¢evredeki keratinositlere gegen melanin iireten
hiicrelerdir. Epidermise bagli olan dermis tabakasi, biiylik su kaybini onlemeye yardimci
olmaktadir. Dermis, yukaridan asagiya dogru papiller dermis ve retikiiler dermis olmak {izere
iki bolgeye ayrilmaktadir. Esas olarak kolajen, elastin, hyaluronik asit ve proteoglikan agisindan
zengin hiicre dig1 matrisi (ECM) olusturmaktadir. Bag dokusundan olusan dermis tabakasi,
icerigindeki hyaluronik asit ve elastin sayesinde cilt i¢in elastikiyet saglamakla birlikte
deformasyona karsi1 fiziksel gii¢c de saglamaktadir. Dermis tabakasi ayni zamanda siirekli olarak
beslenme ve oksijen saglayabilen genis bir kan damar1 agini desteklemektedir. Epidermis ve
dermigin altinda yatan hipodermis, deri alt1 yag dokusu tabakasi gorevi gorerek insan viicudu

icin 1s1 yalitimi ve mekanik koruma saglamaktadir [4, 5].



2.1.1. Deri Kayiplar1 ve Yaralar

Deri, insan viicudunun en biiytlik organi ve viicut agirliginin yaklasik %10 unu olusturmaktadir.
Di1s ortam ile dogrudan temasi1 nedeniyle hasara kars1 oldukg¢a hassastir. Yaralar genel olarak;
travma, cerrahi islemler, diyabet, yanik gibi farkli nedenlerle kaynaklanan cilt biitiinliigliniin ve
fonksiyonunun bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Hasar tiplerine gore olusan yaralarin
lyilesme siiresi degisebilmektedir [4, 6]. Bazi yaralar derinligine, asir1 inflamatuar 6zellik
gostermesine ve yavas iyilesme siirelerine bagli olarak karakterize edilmektedir [7]. Bu siirelere
bagl olarak yaralar genellikle akut ve kronik yaralar olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir.
Kazalarin ve kesiklerin neden oldugu akut yaralar, bliylime faktorleri, sitokinler ve matriks
proteinleri nedeniyle nispeten hizli iyilesmektedir. Yaniklar, enfeksiyonlar ve diyabetten
kaynaklanan kronik yaralar, 12 haftadan fazla devam eden ve akut yaralardan ¢ok daha yavas
tyilesen yaralar olarak tanimlanmaktadir. Cesitli nedenlerle olusan yaralarin iyilesme siireci
hiicresel yapilarin ve doku katmanlarinin onarimini igeren karmagik ve dinamik bir stirectir [6,

8.

2.1.1.1. Akut Yaralar

(oYeniden olugsum

‘_)

Fibroblast gogii
“\ Anjiyonez

Sekil 2.1 Akut Yaralarin lyilesme Siireci (BioRender ile hazirlanmistir).

Akut yaralar iyilesme siireci sonucunda yapisal bitlinliiglin geri kazanimin
icermektedir. Akut yaralarin iyilesme siireci cildin epidermis ve dermis tabakasindaki hasarin
boyutuna, derinligine ve derecesine bagli olarak 8-12 hafta olarak dngdriilmektedir [9]. Genel
olarak akut yaralarin iyilesme siireci dort asamadan olugmaktadir. Bunlar; hemostaz,

inflamasyon, proliferasyon ve dokunun yeniden sekillenmesi olarak ifade edilmektedir. Akut



bir yara meydana geldiginde ilk olarak kanamanin sonlanmasini ve kan kaybinin 6nlenmesini
saglayan asama hemostazdir. Inflamasyon asamasinda, deride olusan yaralanma, yaraya giren
patojenleri yok eden ve dokunun anatomik yapisinin korunmasinin saglanmasi i¢in bagisiklik
siirecini aktive etmektedir. Proliferasyon asamasinda graniilasyon dokusunun olusumu ve
neovaskiilarizasyon ve sonrasinda yeniden epitelizasyonun gergeklesmesini icermektedir. Son
olarak akut yaranin iyilesmesi, graniilasyon dokusunun yara izine doniigmesi ve epidermisin

yeniden sekillenmesiyle sonlanmaktadir [10].

2.1.1.2. Kronik Yaralar

Kronik yaralar, yaranin zamaninda veya hizli bir siiregte iyilesmedigi durumlarda stirekli
olarak iltithap olusturmasi, kalici enfeksiyon siireglerini icermektedir [7]. Kronik yaralarin
iyilesme siireci, bu yaralarda olusan siirekli iltihabin kontrol edilmesinin zor olmasi nedeniyle
glinlimiizde diinya ¢apinda hala bir sorun teskil etmektedir. Olusan siirekli iltihabin baslica
nedeni yara ylizeyinde bakteriyel bir film olusmasi ve yaranin bu film ile beslenmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kronik yaralarin iyilestirilmesi amaciyla cesitli caligsmalar
devam ettirilmektedir. Bu calismalar genel olarak biyolojik ajanlar, biyomalzemeler ve hiicre

tabanli uygulamalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir [10].

Sinirli oranda yeniden olusum

Mikrobiyal
enfeksiyon

Yetersiz fibroblast gogii Yetersiz

anjiyonez

Sekil 2.2 Kronik Yaralarin yilesme Siireci (BioRender ile hazirlanmistir).

Yara iyilesme siirecgleri iyi koordine edilmedigi takdirde cilt dokusunun iyilesme siireci
gecikir ve bu durumda enfeksiyon tekrarlanir. Iyilesmeyen yaralarin ortak dzellikleri genellikle

ekstidasyon, tekrarlanan enfeksiyon, yeniden epitelizasyonun kusurlu olmasi (yara kabugunun



soyulmasi gibi), azalan anjiyogenez ve asir1 reaktif oksijen (ROS) iiretimidir. Genel olarak
bilinen kronik yaralar; diyabetik ayak iilseri, vaskiiler iilserler ve basi iilserleridir. Bu yaralar
genellikle diyabetik rahatsizliklardan, obezite ve bagisiklik sistemi bozuklugundan muzdarip

olan yash bireylerde goriilmektedir [10].

Kronik yaralarin tedavi edilememesi durumunda elde edilen sonuglar olduke¢a ciddidir.
Ozellikle kronik yaranm neden oldugu hastaliga bagli olarak enfeksiyonu tekrarlamasi ve bu
nedenle yaranin iyilesmemesi, amputasyona ve hayati tehlikeye neden olabilmektedir. Ayrica,
yaranin devam eden enfeksiyon olusumu durdurulamadigi durumda enfeksiyonun viicuda
yayllmast ve bu nedenle viicut direncinin azalmasi gibi bir¢ok komplikasyona neden

olabilmektedir [11].

2.2. YARA IYILESMESI

Kan; eritrositler, lokositler, trombositler ve plazmadan olusur ve toplam viicut
agirhigiin yaklasik %7-8’1 kandan olugmaktadir. Oksijen ve diger besin maddelerinin farkli
organlara taginmasi, asiri kan kaybinin onlenmesi ve viicut sicakliginin diizenlenmesi dahil
olmak iizere bircok temel yasamsal siirecte kan biiyiik rol oynamaktadir [12]. Kiiresel dl¢ekte
artan Oliimlerin baslica nedeni olan siddetli travma, diinya ¢apinda her y1l 5.8 milyondan fazla
insanin can kaybina neden olmaktadir. Bu can kayiplarina neden olan travmalarin yaklasik
%401 kontrol edilemeyen kanamalardan kaynaklanmaktadir. Kontrolsiiz kanamalar 6zellikle
acil durumlarda ve savas alanlarinda 6liime biiyiik 6l¢iide katki saglamaktadir. Ayrica, omurga,
karaciger, kalp-damar ve ortopedik prosediirler igeren ameliyatlar ciddi kanamalar teskil
edebilmektedir. Prosediir dogru yonetilemezse kan kaybinin artmasi ile ¢ok sayida olumsuz yan
etki ortaya ¢ikabilmektedir [13]. Asir1 kanama, hemorajik sok, hipotermi, hipotansiyon, ¢oklu

organ yetmezligi, asidoz gibi ciddi hasarlara yol acabilmektedir[12].

Tan1 konulduktan sonra belirli 6nlemler arasinda temizleme, pansuman, enfeksiyon ve
olusan enfeksiyonun kontrolii, basing dagitimi, doku perfiizyon yapilanmasi ve gelismis hiicre
terapileri yer almaktadir. Bu yaklasimlar tek baslarina veya iyilesme siirecini hizlandirmak

amaciyla birlestirilerek uygulanabilmektedir [7].

Cilt yaralandiginda, uygun yara bakimi bakteriyel enfeksiyondan kacinmada ve yara
iyilesme siirecinin hizlandirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir [4]. Yara ortiileri, kullanilacagi

dokularin dogal hareketlerini desteklemek i¢in yeterince giiclii ve elastik olmalidir. Bu tiir yara



ortilleri ideal olarak 8 haftadan daha fazla siiren yeterli iyilesme siirecinin ardindan
bozunmalidir. Ek olarak, bazi klinik uygulamalar i¢in yara ortiilerinin yerinde hizli bir sekilde
capraz baglanmasi beklenmektedir. Bu durum yara c¢evresinde optimum kapaticiligin

saglanmasina neden olur [14].

Geleneksel olarak yara iyilesme siirecleri, hiicre dis1 matriks, kan hiicreleri ve bagisiklik
hiicreleri arasinda karmagik ve dinamik bir sliregten olusmaktadir [5]. . Esas olarak; hemostaz,

inflamasyon, proliferasyon ve yeniden doku olusumu olmak {izere dort asamadan olugsmaktadir

(Sekil 2.3) [6].

2.2.1. Hemostaz

Hemostaz, trombositlerin ve inflamatuar hiicrelerin yara bolgesinde toplandigi ve hiicre
dis1 matriste agikta kalan kolajene baglandigi, kanin pihtilasmasim1 ve vazokonstriksiyonu
tesvik eden fibronektin gibi pihtilasma faktorlerini serbest biraktigi viicut tepkisinin ilk
asamasidir. Cilt kesigi olusum aninda hizli bir sekilde biiylik miktarda kanama goriilebilir ve
bu da kanamanin baglangici olarak ifade edilir. Kan pihtilar1 yaray1 gegici olarak kapatir, daha
fazla kan kaybi olusumunu 6nler ve bir dizi molekiiler ve hiicresel olaylar1 tetikler. Hiicre
adhezyonu ve proliferasyonu destekleyen gecici bir hiicre dis1 matris olusturur. Yaray1 gecici
olarak kapatan kan pihtilar1 ve hasarli epitel ve endotel hiicreleri de cevre dokulardan
enflamatuar hiicreleri almak i¢in ¢esitli kemokinler salgilar [5, 6]. Kan pihtilarinin ana
bilesenleri, proteinlerin ve hiicrelerin aktivitesini ve dinamik matrisi temsil eden trombositler
ve fibrindir. Trombosit ve fibrin hiicreleri kanamay1 durdurmaya yardimci olurlar. Bu nedenle
uygulanacak pansumanin, trombositlerin yara ¢evresinde birikmesinin hizlandirmasi ve fibrin

tiretimini desteklemesi beklenmektedir [15].



@ Kanama ve Hemostaz @ Enflamasyon

Epidermis —

Dermiz —

Kolajen

Aknif fibroblast

Sekil 2.3 Yara lyilesme Siireglerinin Sematik Olarak Gosterimi. (BioRender ile hazirlanmistir.)
2.2.2. inflamasyon

Inflamasyon agamasi, hemostaz asamasi ile ayn1 anda meydana gelmektedir. Yarayi
gecici olarak kapatan kan pihtisi olustugunda kompleman sistemi aktive olur ve vazodilatasyon
noétrofillerin yaralanma bdlgesine go¢ etmesine izin verir. Kan monositleri ve lenfositler, yara
bolgesindeki doku makrofajlarina farklilagsarak, hasarli kan damarlarini onarmak icin
fibroblastlar1, endotel hiicrelerini ve keratinositleri toplayan biiyime faktorleri ve sitokinleri

serbest birakirlar [6].

2.2.3. Proliferasyon

Proliferasyon asamasi yaralanmadan 2-3 giin sonra baglamaktadir ve yaranin
kapanmasina kadar devam eden siirectir. Fibroblast cogalmasi ve kolajen birikmesi bu donemde
meydana gelen ana olaylardir. Endotel hiicreleri, graniilasyon dokusu metabolizmasi igin besin
saglayan yeni kilcal damarlara farklilagir. Fibroblastlar miyofibroblastlara farklilagir ve yara
kenarlarinm1 birbirine ¢ekerek yarali bolgeyi kapatir. Fibroblastlar ayrica yeni bir cilt tabakasi
olusturmak icin yara ylizeyini kaplayacak ve orijinal tip III kolajenin yerini yavas yavas tip I
kolajen alarak organize bir ag olusturacak ve bu kademeli bir olgunlasma veya yeniden

sekillenme asamasi olmaktadir [6].



2.2.4. Dokunun Yeniden yapilanmasi

Yaranin iyilesmesi ve dokunun yeniden sekillenmesi asamasi hiicre indirgenmesi ile
karakterizedir. Keratinositler, yaranin yeniden epitelizasyonunun tamamlanmasindan sonra
yavas yavas gocii durdurur. Bu asamada doku epidermal biitiinliigli yeniden saglamak amaciyla
farklilasmaya ugrar. Ayn1 zamanda miyofibroblastlarin 6liimii gerceklesir, anjiyogenez inhibe
edilir ve graniilasyon dokusu yavas yavas aseliiler bir yara izine doniisiir. Miyofibroblastlarin
Olmeyip dokuda varligin1 korumas: Hipertrofik yara izlerinin ve keloidlerin olusumuna yol
acilmaktadir. Bunlar yara dokusunda fazla kolajen birikmesine kirmiz1 ve kabarik belirgin yara

izine sebep olur [5].

2.3. YARA ORTULERI

Yara ortiileri cilt yaralanmalarinda kullanilan en etkili ve en eski tedavi yontemlerinden
biridir. Yara tedavisi zaman zaman ¢esitli degisikliklerden ge¢mistir. Tarihin ilk donemlerinde
yaprak, bal, oriimcek aglari, sirke gibi dogadan toplanan malzemeler yara tedavilerinde
kullanilmistir. MO. 400 yilinda Hipokrat, yara temizligi igin balli sarap veya sirke kullanmistir.
Ayrica benzer donemlerde bandaj olarak su veya sarap ile kaynatilmis yiin kullanmiglardir.
Arastirmalar gelistikge 19.yy’da antiseptik yontemler ve antibiyotiklerde onemli gelismeler
elde edilmis ve artik giiniimiizde 20.yy’da modern yara Ortiileri gelistirilmistir. Boylece yaranin
sadece dig etkilerden korunmasimi saglamakla kalmayarak yaranin iyilesme siirecini

hizlandirmay1 destekleyen yara oOrtiileri gelistirilmektedir [16].

Kronik yaralar siklikla pansuman degisimi, uzun vadeli hastanede kalmay1 ve fiziksel
kisitlamalar1 beraberinde getirmesi nedeniyle hastalarin yasam kalitesini diigiirmektedir.
Bununla birlikte saglik sistemi iizerine ekonomik yiikii arttirmaktadir. Diinya ¢apinda yaklasik
20 milyon hastanin kronik yaraya sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, karmasik stireglere
sahip olmayan ve iyilesme siirecini destekleyen pansuman teknolojilerinin gelistirilmesinin
kiiresel bir etkiye sahip olmas1 beklenmektedir [17]. Yaranin enfeksiyondan korunmast, agrinin
azaltilmasi, hiicre gocili ve cogalmasinin uyarilmasi ve desteklenmesini saglamaktadir. Cilt
yaralarinda kullanilan geleneksel gazli bez, bandaj ve pamuk gibi yara ortiileri agik yaralarda
etkili olamamaktadir. Bu tip yara Ortilleri yaranin iyilesme siirecine negatif etkide
bulunmaktadir. Bu nedenle son yillarda 6zellikle calismalara konu olan biyomateryallerin

gelistirilmesiyle rejeneratif tipta hidrojel yara ortiilerine olan ilgi giderek artmaktadir [18].
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2.3.1. Geleneksel Yara Ortiileri

Geleneksel yara ortiileri, kuru ve iyi temizlenmis yaralar tizerine gazli bez ve bandajlarla
uygulanan pansumanlar olarak tanimlanmaktadir. Gazli bezler, dokuma ve dokuma olmayan
pamuk lifleri, viskon ve poliesterden olusmaktadir. Bu tiir pansumanlarin baslica islevi, lifli
yapis1 sayesinde acik yaradan eksiida ve s1vi emilimidir. Bandajlar, dogal pamuk, yiin, seliiloz,
suni ipek, poliester veya poliamidden yapilmis ikincil yara ortiileri olarak tanimlanmaktadir.
Pamuklu bandajlar yara temizligi i¢in kullanilmaktadir ancak eksiidanin pihtilagmasi yara
bolgesine ve yeni doku veya kan pihtilarimin liflere sarilmasi nedeniyle pansuman belirli
araliklarla degistirildiginde yeni olusan dokulara zarar vermektedir ve bdylece yara iyilesme
siireci gecikmektedir. Bu nedenle geleneksel yara ortiileri, yaralarin dis ortamdan pasif olarak
korunmasini saglamaktadir ancak yaralarin iyilesme siirecini aktif olarak hizlandirmamaktadir
[4]. Rayon, poliester ve poliamid bandajlar, yara yiizeyine yapismayan sivi ve su buhari
gecirgenligine sahip ve bu nedenle hafif ve orta dereceli eksiidali yaralar i¢in uygun emici
ikincil yara ortiileridir [19]. Ancak belirtilen geleneksel yara ortiileri, yarali bolgeyi nemli
tutamamasi ve yaranin rejenerasyonu agamasinda pamuk ve lifli pansumana dogru agsi bir yapi
olusturabilmesiyle yaraya yapisma Ozelligi gosterdiginden yara iyilesmesini geciktirdigi

bilinmektedir [20].

2.3.2. Modern Yara Ortiileri

Geleneksel ortiilerinin sinirlamalarinin iistesinden gelmek amaciyla cilt yaralarini tedavi
etmek i¢in fiziksel koruma ve yara dokusunun rejenerasyonunu hizlandirma islevi
saglayabilecek yeni nesil yara Ortiileri gelistirilmistir. Modern yara Ortiileri, sadece yaray1
cevresel etkilerden korumakla kalmayan, yara g¢evresinde Onemli olan nemli bir ortami
yaratmaktadir ve dokunun olusumunu hizlandirarak epitel hiicrelerinin yara g¢evresinden
merkeze gdclinili kolaylagtirmaktadir ve anjiyogenezi tesvik etmektedir [5,16,19]. Modern yara
ortiilerinin temel 6zellikleri; (1) yaranin etrafinda nemli ortamin korunmasi, (2) etkili oksijen
degisimini ve iletimi kolaylastirmak, (3) kirlilige ve mikrobiyal enfeksiyona karsi koruma
saglamak, (4) asir1 yara eksiidasinin emilmesi ve (5) hasta agrisinin hafiflemesini saglamaktir
[S]. Modern yara ortiileri poliakrilamid kaynakli sentetik polimerlere dayanirlar ve oncelikle

hidrokolloidler, hidrojeller, filmler ve kopiikler olarak kategorize edilebilmektedirler.

Kopiik yara ortiileri hidrofobik ve hidrofilik kdpiiklerden olusmaktadir. Dis katmant

hidrofobik kopiikten olusur boylece sivilara kars1 koruma saglamaktadir. Bununla birlikte gaz
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ve su buhar gegisine izin vermektedir. Kopiik yara ortiileri, yara kalinligina bagli olarak degisen
miktarlarda yara drenajin1 absorbe etme kapasitesine sahiptir. Kopiik yara oOrtiilerinin
dezavantaji sik pansuman gerektirmesidir. lyilestirme kapasitesi eksiidaya bagli olmasi

nedeniyle az ekslidali yaralar veya kuru yaralar i¢cin uygun degildir [9].

Hidrokolloid yara ortiileri, tarihsel olarak en yaygin kullanilan yara ortiilerinden biridir.
I¢ kolloidal tabaka ve dis su gegirimsiz tabaka olmak iizere iki katmandan olusmaktadir. Yara
oOrtlisii, yara ekstidasi ile temas ettiginde, hidrokolloidler siviy1 yapi igerisinde hapsederek bir
ortli jel olusturur. Kismi emici 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle su gegirgendirler, ancak
bakterilere kars1 daha az gecirgendirler. Yara ortiisii altinda olusturulan nemli ortam, kolajen
sentezini ve fibroblast proliferasyonunu ve hizli epitelizasyonu arttirarak yara iyilesmesini
uyarmaktadir [16] Hidrokolloidlerin dezavantaji, ndropatik iilserler veya yliksek dereceli

eksiidaya sahip yaralarda uygun degildir ve ¢cogunlukla ikincil pansuman gorevi gormektedir

[9].

Hidrojeller, son yillarda oldukg¢a fazla gelisime ugrayan modern pansumanlar olarak
biiylik ilgi gérmektedir. Yapilarinin %70-90’a kadar su igerigine sahip olmasi nedeniyle
ortamin nemli kalmasini saglayan dogal veya sentetik polimerlerden olusan hidrofilik bir ii¢
boyutlu capraz bagli sistemlerdir [4]. Hidrojel yara ortiileri, kolay uygulamaya katkida bulunan
yumusak elastik Ozelliklere sahiptir ve yara iyilestikten sonra kolayca dokudan

ayrilabilmektedir [16].

2.3.3.ideal Yara Ortiilerinin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

Ideal yara ortiilerinin sahip olmasi gereken birtakim o6zellikler bulunmaktadir. Bu
ozellikler baslica iltithaplanmaya neden olmadan doku uyumlulugu goéstermesi, yara yiizeyinde
nemli ortam saglayarak hiicre hidrasyonunu tesvik etmek ve yara eksiidansini absorbe etmek,
cilt yiizeyinin simiile edilmesiyle benzer mekanik 6zelliklerin saglanmas1 ve ikincil bakteriyel

enfeksiyonun dnlenmesini saglamalidir [18].

Ayrica, epitel doku graniilasyonunu saglayarak ortam hiicre biiylimesini, anjiyogenezi
ve bag dokusu sentezini tesvik etmelidir. lyilesme sonrasinda yeni doku olusumunu
destekleyerek ortamdan kolayca ayrilabilmeli ve bu nedenle biyobozunabilir 6zellige sahip

olmalidir [9, 18].
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@ Kanama ve Hemostaz @ Yara Ortiisii Uygulamasi

Epidermis —

Dermis —|

Sekil 2.4 Yara Ortiisii Uygulamasimin Sematik Gosterimi. (Biorender ile hazirlanmustir.)

Arzu edilen hemostatik yara Ortiisiiniin genel olarak hizli ve siirdiiriilebilir hemostatik
etkinlige, biyouyumluluga ve biyobozunabilirlige sahip olmasi gerekmektedir. Bunlarin yani
sira sitotoksisite gostermemesi ve nemli ortamda kuvvetli yapisma ozelligi gostermesi

gerekmektedir [12].

2.4. HIDROJELLER

Hidrojeller; icerigindeki ii¢ boyutlu ¢apraz bag yapist sayesinde sulu ortamda yiiksek
sisme Ozelligi gosteren, yiiksek molekiil agirlikli ti¢ boyutlu polimerik malzemelerdir. Ag
yapisinda yiiksek miktarda su tutabilen bu malzemeler, sisme sonrasinda yapisal formunu
koruyabilmektedir. Biyomimetik uygulamalarda oldukca sik tercih edilen hidrojeller, dogal
doku elastikiyeti benzerligi, nemli ortam saglayabilmesi ve yara eksiidasinin absorbe etme
ayrica gozenekli yapist sayesinde gaz diflizyonunu saglayarak anaerobik bakterilerin
biiyiimesini 6nlemektedir [21]. Tiim bu 6zellikleri ile hiicre dig1 matris ile yapisal benzerlik

gostermesi, hidrojelleri biyolojik uygulamalar i¢in uygun kilmaktadir [22].

Hidrojellerin biyomedikal uygulamalardaki kullanimi uzun yillardir incelenmektedir.
Bu malzemelerin miihendislik potansiyeli gliniimiizde kimya ve biyoloji biliminin kesifleriyle
biliylimeye devam etmektedir. Yeni yaklasimlarla elde edilen hidrojeller hem sentetik hem de
dogal polimerleri ve fonksiyonel alanlarini igeren karmasik hidrojellerin atmasina ve bu sayede

biyomedikal uygulamalarda klinik ve arastirma uygulamalarinda 6zellikle rejeneratif tipta sik¢a
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kullanilmasina yol agmistir [22].

Dogal ve sentetik polimerlerden hazirlanan enjekte edilebilir hidrojellerin hem avantaj
hem de dezavantajlar1 genis capta incelenmektedir. Ornegin, hyaluronik asit, kitosan, aljinat, gibi
dogal polisakkaritlerden elde edilen hidrojeller, biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklari
nedeniyle rejeneratif tip uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak dogal
polimerlerden elde edilen hidrojellerin, poli(etilen glikol) (PEG), poli(vinil alkol) (PVA) gibi
sentetik polimerlerden elde edilen hidrojellere gore bozunma hizlarindaki ayarlamalarin
zorlugu ve diisiik mekanik 6zellik gostermeleri nedeniyle uygulamalar1 sinirli kalmistir. Bu
nedenle hem dogal hem sentetik polimerlerin 06zelliklerini tasiyabilen hidrojellerin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir [23].

2.4.1. Hidrojellerin Yara Ortiisii Olarak Kullanimi

Hidrojeller, yapisal biitiinliigli polimer zincirleri arasindaki fiziksel ve kimyasal
molekiiller arasi capraz baglarla saglanan yiiksek oranda hidratli polimerler ya da 6nemli
miktarda su tutma yetenegine sahip, bununla birlikte suda ¢oziinmeyen ii¢ boyutlu polimer
aglar1 olarak tanimlanmaktadir [19]. Bu ii¢ boyutlu polimerik ag gézenekleri biiyiik miktarda
su veya sulu ¢ozelti tutabilmektedir. Bununla birlikte yapisinin %90’indan fazlasinin sudan
olusmasi nedeniyle yara yilizeyinde nemli bir ortamin yaratilmasimi miimkiin kilmaktadir.
Boylece doku onarimina fayda saglayabilmektedir. Hidrojeller dogal hiicre ortamini simiile
edebildikleri, yumusak ve sert dokulara uyum saglayabildikleri ve kontrol edilebilir biyolojik,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olduklar1 i¢in biyomalzemelerin tercih edildigi ¢esitli

uygulama alanlarinda birincil tercih haline gelmistir [24, 25].

Ideal hemostatik hidrojeller hizl1 iyilesmeye, iyi biyouyumluluga, miikemmel mekanik
ozelliklere, yeterli yapisma, sekil uyumlulugu ve yarayr yeterli oranda kapatma gibi

ozelliklerine sahip olmalidir [24].

Yara iyilesme siireci bir matris ilizerinde hiicrelerin temas ylizeyinin arttirilarak
cogalmasini igermektedir. Matris, mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan hiicresel
siireglere verilen tepkiyi giliclendirmek icin dogal olarak dretilen molekiillerden
tiretilebilmektedir. Bu alanda polimerlerden elde edilen hidrojel yapili pansumanlar
antibakteriyel, hiicre ¢ogalmasini ve anjiyogenezi destekleyen, immiin modiilatér 6zelliklerin

tyilesme siireci i¢in olduk¢a uygun oldugu diisiiniilmektedir [25, 26].
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2.4.1.1. Aljinat

Kahverengi alglerden elde edilen aljinat, B-1,4-glikosidik baglarla diizensiz bir sekilde
baglanan a-L-gluronik asit (G blogu) ve B-D-mannuronik asitten (M blogu) olusan bir tiir
polianyonik polisakkarittir [27]. Aljinatin elde edildigi dogal kaynagi, G ve M birimlerinin
goreceli olarak sayisin1 ve bu birimlerin sayisina bagli olarak polimer zinciri boyunca sirali
diizenini ve buna bagl olarak fiziksel 6zelliklerini de etkilemektedir. Ticari olarak aljinat
cogunlukla Laminaria, Acophyllum, Sargassum, Macrocystis gibi su yosunlarindan elde edilir.
Aljinat, su tutma, diisiik konstantrasyonlarda ¢ozelti olusturma ve cesitli kosullar altinda jel
olusturma kapasitelerinden dolay1 stabilizator, kivam arttirict ve film olusturucu ajan olarak

oldukea tercih edilmektedir [26].

Aljinat, trombositlerin ve eritrositlerin yapismasina izin verme ve yara iyilesme
tepkilerini arttirma  Gzelligine sahip olmasi nedeniyle, hiicre, enzim ve peptit
immobilizasyonunu igeren doku onarim uygulamalar1 ve ayrica ilag dagitim sistemleri igin
destekleyici matrislerin imalati i¢in tercih sebebi olmaktadir. Bununla birlikte hidrofilik olmasi
nedeniyle yara olusumunu ve bakteriyel enfeksiyonu azaltmaya yardimci olan ortam saglar.
Aljinatlar, birgok biyomedikal uygulama i¢in 6nemli bir polisakkarit sinifindandir. Biyouyumlu
olmalarina ragmen, biyomakromolekiillerin biyolojik olarak yavas parcalandiklar
bilinmektedir [28]. Aljinat polimeri G bloklarindaki karboksilat anyonlar: ile iki degerlikli
katyonlar arasinda (6rnegin Ca®*, Mg®" gibi) yumurta kabugu seklinde koordinasyon
saglayabilmektedir. Ca?* ¢apraz bagl aljinat bazl1 hidrojeller, kan ile etkilesime girdiginde Na*
iyonlarmin degisimi yoluyla bol miktarda Ca®" iyonlar1 aciga ¢ikmaktadir, boylece pihtilasma
faktorleri VII, IX ve X ve trombosit agregasyonunu hizlandirir [24] ve kalsiyum iyonlari
pthtilasma kademesinde bir kofaktdr olarak calistigi ig¢in pihtilasma basamaklarini
etkinlestirerek yara iyilesme siirecini hizlandirabilmektedir [29, 30]. Ayrica Ca*" ile olusturulan
fiziksel bag, kimyasal olarak baglanmis polimerik molekiile gerilebilirlik ve mekanik
dayaniklilik ozellikleri kazandirarak stres altinda enerjiyi dagitabilen bir polimer agi
saglamaktadir [31]. Aljinat polimerlerinin &zellikleri, M/G bloklarinin bilesimi, aljinatin
molekiil agirligi, aljinat kaynagi, capraz bagli iyon tiirleri ve iyonik kuvvet ile ilgilidir. Aljinat
polimer zincirinin sertligi, MG<MM<GG’nin degisimini gostermektedir. Bu nedenle, molekiil
agirhigl, iyonik kuvvetindeki artig, ¢ozelti viskozitesindeki artisa yol acarak jel 6zelliklerini

etkilemektedir [24].
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Aljinat hidrojelleri oldukg¢a higroskopik (atmosferik nemi absorbe etme kapasitesi),
nemlendirici ve kanamay1 etkili bir sekilde kontrol etme 6zelliklerine sahiptir. Boylece yara

iyilesmesini destekleyebilmektedir [24].

Aljinat hidrojellerinin kararliligini arttirmak ve ¢dziinmesini onlemek amaciyla, Ca*"
capraz bagli aljinat hidrojellerinden daha kararli olan karboksil veya hidroksil yan gruplarinin
modifikasyonu ile elde edilen metakrilat gruplari eklenerek (Sekil 2.5) foto-¢apraz baglanabilir
hidrojeller elde edilebilmektedir. Bu esterifikasyon reaksiyonu glisidil metakrilat, 2-aminoetil
metakrilat ve metakrilik anhidrit ile olusturulabilmektedir. Elde edilen metakrile aljinat
hidrojelleri UV-VIS alanda 1sin ile capraz baglanabilmektedir [32]. Cift bag foto
polimerizasyonu, toksik oOzellikleri diisiik uygun yapisma mukavemetli hidrojellerin
hazirlanmasinda siklikla tercih edilmektedir. Ayrica sodyum aljinatin (SA) metakrilasyonu ile
elde edilen metakrile aljinat (AlgMA) ve fotobaglatici kullanarak sentezlenen aljinat igeren

hidrojeller doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir [33].
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Sekil 2.5 Sodyum Aljinatin metakrilik anhidrit (MA) ile esterifikasyon reaksiyonu gosterimi
(Chemsketch ile hazirlanmistir).

2.4.1.2. Hyaluronik Asit

Endojen bir polisakkarit olan hyaluronik asit, siilfat icermeyen bir
glikozaminoglikandir. Hyaluronik asit (HA) yapisinda ¢ok sayida karboksil ve hidroksil grubu
bulunur. Bu gruplar yiiksek diizeyde hidrofilik 6zellik saglar. Bu 6zellik HA’nin hiicre
yapismasini arttirirken uygulanan doku iizerinde olusan kanamay1 da absorbe etmesini, nemli
ortam olusumunu, yarali doku ylizeyinin kurumasini 6nleyerek iyilesmesini destekleyen bir

yap1 olmasini ve yiiksek su depolama kapasitesine sahip olmasini saglar [26, 29]. Ek olarak,
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dogal sisme Ozelligi nedeniyle, hiicre yapismasini ve gociinii saglamasiyla fibroblast
proliferasyon etkisi yoluyla yara yiizeylerinden kolajen {iretimini sagladig1 i¢in yara iyilesmesi
icin en uygun polisakkaritlerden biridir [30]. Ayrica HA’ ’nin biyouyumlulugu, biyolojik olarak
parcalanabilirligi, kimyasal modifikasyon kolayligi ve immiinolojik olarak notr olmasi
nedeniyle hemostaz, inflamasyonun azaltilmasi ve yarali dokunun yeniden sekillenmesini
tesvik ederek yara iyilesmesini desteklemesi bakimindan biyomedikal ve farmasotik
uygulamalarda siklikla tercih edilen bir polimer olmaktadir. Hyaluronik asidin epitel dokuda
epitelizasyonu saglamasi ve fibroblast proliferasyonu yoluyla yara bolgesinde kolajen
sekresyonunu arttirmasi nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda ve ilag dagitim

sistemlerinde kullanimi arastirilmaktadir [26, 34].

pH=7-8
4°Cc

Sodyum Hyaluronat

Sekil 2.6 Sodyum hyaluronatin metakrilik anhidrit (MA) ile esterifikasyon reaksiyonu gdsterimi
(Chemsketch ile hazirlanmistir).

HA, giiclii bir anjiyonez indiikleyicisidir [35]. Mevcut mikrodamarlardan biiyiime
yoluyla yeni kilcal damarlarinin olusumu olan anjiyogenez, doku ve organ gelisimi, yara
lyilesmesi gibi normal fizyolojik siireclerin ve patolojik gelisimlerin merkezidir. Boylece yarali
dokularda HA, anjiyogenezi tetikleyerek yarali bolgede kilcal damarlarin olusumunu
saglamaktadir. Bu uygulamalar i¢in tiirevlendirilmemis hyaluronik asidin yanisira tiirevleri de
kullanilmaktadir. Hyaluronik asidin modifikasyonu, hidroksil ve karboksi gruplarinin kimyasal
tirevlendirilmesi ile gerceklestirilmektedir [36]. Hyaluronik asidin bir¢ok kimyasal
modifikasyonu literatiirde yer almaktadir. HA’in en yaygin modifikasyonu, birincil alkol
grubunun metakrilik anhidrit ile esterifikasyonudur (Sekil 2.6) [37]. Zhang ve ark. yapmis
olduklar bir calismada [38] metakrilasyon yolu ile tlirevlendirilmis hyaluronik asidin in vitro
calismalar siiresince 3 giin igerisinde anjiyogenezi indiikledigi gozlemlenmistir. Foto-
baglatilmis serbest radikal polimerizasyonu i¢in metakrilat gruplar1 ile elde edilen

modifikasyonu doku miihendisligi uygulamalarinda son yillarda siklikla tercih edilmektedir.
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Ayrica hyaluronik asit bazli hidrojeller nemli bir ortam saglama ve enfeksiyonlara karsi
koruma saglayabildikleri ve bununla birlikte yara akintilarini ortadan kaldirma, cilt
yenilenmesini saglayarak yara izini kapatma gibi 6zelliklerinin de olmasi nedeniyle [38] doku
miithendisligi uygulamalar igerisinde yara ortiileri uygulamalari konusunda siklikla tercih

edilebilmektedir.

2.4.2. Hidrojellerin Hazirlanmasi

Hidrojeller, sulu ¢ozeltilerde molekiil zincirlerinin farkli mekanizmalar yoluyla ¢apraz
baglanmasiyla olusturulurlar [39]. Termal ve iyonik jellesme, kendi kendini tamamlama ve
elektrostatik ¢apraz baglama gibi yontemlerle fiziksel metotlar jellesmeyi kolaylikla
saglayabilmektedir. Yara tedavilerinde kullanilmak iizere hidrojeller, fiziksel ¢apraz baglama
veya kimyasal capraz baglama ile sentezlenebilmektedir. Capraz baglama yontemi,
hidrojellerin jellesme hizlarini ve mekanik o6zelliklerini etkileyen onemli bir faktordiir.
Ayarlanabilir 6zelliklere sahip hidrojeller, farkli ¢apraz baglama yontemlerine dayanmaktadir
ve bdylece farkli cilt yaralarinin ihtiyaglarini karsilamay1 amaglamaktadir. Capraz baglanma
mekanizmalarinin ayarlanmasiyla hem tersinir hem de geri dondiiriilemez ¢apraz baglar elde
edilebilmektedir. Genel olarak polimerler fiziksel ve kimyasal olarak capraz

baglanabilmektedir [4, 40].

2.4.2.1. Fiziksel Capraz Baglama

Fiziksel olarak c¢apraz baglanma; hidrojen bagi, iyonik baglar ve bunun yanisira
hidrofobik ve supramolekiiler etkilesimleri icermektedir [40]. Fiziksel olarak ¢apraz baglanan
hidrojeller genellikle ¢evresel duyarlilik ve kendi kendini iyilestirme ve enjekte edilebilirlik
ozelliklerini saglamaktadir. Bununla birlikte, diisiik mekanik 6zellikleri ve zayif stabiliteleri
nedeniyle klinik uygulamalar1 sinirli kalmaktadir. Mekanik 6zelliklerini 1yilestirmek amaciyla,

cesitli capraz baglama yontemleri iizerine ¢alismalar artmaktadir [4, 40].

2.4.2.2. Kimyasal Capraz Baglama

Fiziksel olarak ¢apraz bagl hidrojellerle karsilastirildiginda, kimyasal olarak capraz
bagl hidrojeller giiclii mekanik ozelliklere ve yiiksek stabiliteye sahip olmaktadir. Ancak,
kimyasal baslaticilarin ve ¢apraz baglama ajanlarinin kullanimi sitotoksisiteyi arttirmaktadir ve
kimyasal olarak c¢apraz bagli hidrojellerin biyouyumlulugunu bozmaktadir. Bu nedenle, yesil
ve toksik olmayan ¢apraz baglama ajanlarinin ve baslaticilarin tasarimi yeni caligmalarin odak

noktas1 olmaktadir [4].
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Foto-polimerizasyon yontemi ile kimyasal ¢apraz baglama; polimer ¢dzeltisinin UV
veya gOriinilir 1518a maruz birakilmasiyla foto-baslaticinin serbest radikaller olusturmasi ve
polimerizasyonu radikaller iizerinden baslatmasi saglanmaktadir. Bu sekilde capraz baglanan
polimerler genellikle 1s1kla etkilesime giren akrilat veya metakrilat gruplar1 icermektedir [41].
Gorlintir 151k (dalga boyu: 400-700 nm), hiicre yiikli hidrojellerin ¢apraz baglanmasini
baglatmak i¢in UV 151gindan daha uyumlu bir 151k kaynagidir [42]. UV 1s181na kiyasla goriiniir
15181n dokulara daha yliksek derinliklerde ve daha diisiik enerjiyle niifuz ettigi gosterilmistir.
Bu 6zellik, goriiniir 15181 minimal invaziv prosediirler i¢in yerinde enjekte edilebilir materyaller
gelistirmek i¢in uygun hale getirir [23]. Bu anlamda, son yillarda en ¢ok calisilan foto
polimerize polimerleri akrilat veya metakrilatlanmis poli(etilen glikol) (PEG) gibi modifiye
edilmis biyouyumlu polimerlerden veya metakrilatlanmis dekstran, hyaluronik asit, aljinat gibi
modifiye edilmis dogal polisakkaritlerden tiiretilen polimerlerdir [3]. Metakrilik/metakriloil
(MA) gruplari, biyopolimer ¢ozeltilerinin foto ¢apraz baglanmasi i¢in foto baslaticilar gibi ¢ok
cesitli baslaticilar kullanilarak etkinlestirilebilir [31]. Ornegin, tip I (bliinme tipi) fotobaslatict
lityum fenil-2,4,6-trimetil benzoilfosfinat (LAP), uygun suda ¢6ziliniirliigii, hiicre uyumlulugu
ve LAP'In disik dozlarla sagladigi hizli ve verimli baslatma nedeniyle canli hiicrelerin
varliginda tiyolen hidrojellerinin olusumu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Tip I
fotobaglatici sistemler tek bagina foto polimerizasyonu baslatmak i¢in yeterli olmaktadir. Tip 11
baslatici sistemler (Eosin Y, Rutenyum gibi) jellesme kinetigini saglamak i¢in yardimci ajanlara

ihtiya¢c duymaktadir.
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3. YONTEM

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MALZEMELER VE CIHAZLAR

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

- Aljinik Asit Sodyum Tuzu, Sigma&Aldrich, ABD

- Hyaluronik Asit, ACROS

- Metakrilik Anhidrit (MA, %94), Sigma&Aldrich, Almanya

- Sodyum Hidroksit (%99.0), ISOLAB, Almanya

- Fosfat Tuz Tamponu ( Phosphate Buffer Saline (PBS)), Biowest

- Lityum Fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat, Sigma&Aldrich, Almanya
- Kalsiyum Kloriir (%96.0), Sigma& Aldrich, Almanya

- Etanol (%99.9), ISOLAB, Almanya

- Dimetil Siilfoksit (DMSO), Sigma&Aldrich, ABD

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

- Liyofilizator, Labconco, -60°C

- UV-VIS Light, Valo Cordless, ABD

- Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR), Perkin Elmer Spectrum 200-ATR
- Scanning Electron Microscope (SEM), Carl Zeiss, Ultra Plus

- BET Yiizey Alan1 ve Gozenek Boyutu Analiz Cihazi, Anton Paar, NOVA 2200e

- ZwickiLine 20.5 TH Mekanik Test Cihazi, Zwick Roell, Almanya

- Etliv, MMM Grup Ecocell, Almanya

3.2. DENEYSEL YONTEM

3.2.1. Aljinat Metakrilat (AlgMA) Sentezi

AlgMA sentezi i¢in sodyum aljinattan (SA) 2,5¢g tartildi. 50 mL distile su reaksiyon
kabina alind1. Uzerine tartilan 2,5g SA eklenip tekrar 50 mL distile su eklendi. Manyetik
karistiric1 ve balik ile SA tamamen dagitilarak homojen bir ¢6zelti elde edildi. Bu asamadan

sonra reaksiyon karanlik ortamda gergeklestirilmesi gerekiyordu. Bunun i¢in aliiminyum
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folyo ile reaksiyon ortami kapatildi ve reaksiyona 37,5 mL MA damla damla ilave edildi. MA
ilavesi tamamlandiktan sonra reaksiyon 15dk karigmaya birakildi. Daha sonra pH kontrolii
yapildi. MA’nin olduk¢a asidik bir ortam olusturmasi nedeniyle reaksiyonun 3 giin boyunca 5M
NaOH ile pH’1 7-8 araliginda sabitlendi. Bu reaksiyon sistematik olarak Sekil 2.5°te
gosterildi.

3.glinlin sonunda reaksiyon 200mL EtOH ile ¢oktiiriildi. Coken madde siiziilerek
ortamdan alindi ve 100mL distile su ile karistirici tizerinde tekrar ¢dziinmesi saglandi. Coziinen
madde 12-14 kDa seliiloz membran ile diyaliz alindi. Diyaliz 7 giin boyunca karanlik ortamda
manyetik balik esliginde gerceklestirildi. Diyaliz sonunda malzeme —80°C’de dondurulduktan

sonra Labconco marka liyofilizatorde dondurarak kurutma yontemiyle kurutuldu.

3.2.2.Hyaluronik Asit Metakrilat (HAMA) Sentezi

HAMA sentezi i¢in 6ncelikle 1g sodyum hyaluronat (SH), 100mL distile suda manyetik
karistirict ile dagitilmasi saglandi. Bunun i¢in 24 saat beklendi. Tamamen homojen bir ¢ozelti
elde edildikten sonra reaksiyon karanlik ve buz banyosu ortamina alindi. Hyaluronik asit yogun
ve viskoz bir madde olmasi ve soguk ortamda viskozitesinin azalmasi nedeniyle reaksiyon buz
banyosunda gerceklestirilmektedir. Buz banyosuna ve karanlik ortama alindiktan sonra 8mL
MA damla damla ilave edildi. MA ilavesi sonrasinda reaksiyon buz banyosunun kontrolii ve
reaksiyonun pH degerinin 10M NaOH kullanilarak 7-8 araliginda kontrolii ile devam etti.
Reaksiyon sistematik olarak Sekil 2.6’te gosterildi. Reaksiyon 24 saat siirdiiriildii. 24 saat
sonrasinda pH’in sabitlendigi goriildiikten sonra 12-14 kDa seliilloz membranlar ile diyalize
alindi. Diyaliz karanlik ortamda ve +4 derecede 7 giin boyunca siirdiiriildii. Diyaliz sonrasinda
elde edilen malzeme —-80°C’de dondurulduktan sonra Labconco marka liyofilizatérde

dondurarak kurutma yontemi ile kurutuldu [43].

3.2.3. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Hazirlanmasi

e Kovalent capraz baglandiktan sonra
Homojen bir karsim olana kadar P e 2t
AR Ia kanstirihr ivonik capraz baglanma icin CaCl,

T W A ,
E + ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ y f‘\ cizeltisine almur

AlsMATLAP  HAMA cacl,

Sekil 3.1 Jel ¢ozeltileri ve ¢apraz baglanmis hidrojelin hazirlanma asamalari (BioRender ile
hazirlanmaigtir).
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Hibrit hidrojeller kat1 oran1 %2.5 AlgMA / (%1/%2) HAMA ve %5 AlgMA / (%1/%2)
HAMA olacak sekilde tasarlanmistir. Tlk olarak %2.5 AlgMA ¢ozeltisi igin PI-PBS ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bunun i¢in %0.1 (w/v) PI olacak sekilde %5 AlgMA ¢ozeltisi 50°C’de 1 saat
1sitici-manyetik karistirict ile manyetik balik yardimiyla karistiridi. HAMA ¢ozeltisi i¢in kati
orani %1 ve %2 HAMA (20 mg/ImL PBS ve 40mg/ ImL PBS) olacak sekilde PBS ortaminda
iki ¢ozelti hazirlandi. Cozeltiler 50°C’de 2 saat 1sitici-manyetik karistiricida manyetik balik
yardimiyla karigtirildi. Hazirlanan ¢ozeltiler esit hacimlerde karistirildi. Cozeltinin karigmasi
i¢cin 2 dakika vorteks kullanildi. Karisan ¢ozeltiden 200 uL alinarak hazir olan PDMS kaliba
(en uzunlugu= 10 mm, kalinlig1 2 mm) alindi. Kalip icerisine alinan ¢ozelti 240 saniye boyunca
gdriiniir 151k 151mas1 (dalga boyu= 385-515nm, intensity=900-1300 mW/cm?, Valo™ Cordless
Curing Light) ile kovalent olarak capraz baglanmasi gergeklestiri. Numuneler kaliptan
cikarildiktan sonra AIgMA biyopolimerinin iyonik ¢apraz baglanmasi i¢in 5 dakika boyunca
3mL CaCly ¢ozeltisi icerisine birakildi. 5 dakika sonunda ¢ozelti icerisinden alinan hidrojel
asamal1 yikama prosesine tabii tutularak reaksiyon sonrasi agiga g¢ikan artik kimyasallarin
ayrilmasi saglandi. Hazirlanan hidrojel -80°C’de dondurulduktan sonra liyofilizator cihazi ile

dondurarak kurutma yontemi kurutuldu.
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Sekil 3.2 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin sistematik olarak hazirlanma semasi (Chemsketch ile
hazirlanmastir).
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Tablo 3.1 Hibrit hidrojellerin formiilasyonu.

Formiilasyon | AIgMA %(w/v) | HAMA % (w/v) LAP %(w/v) PBS (uL) CaCL: (M)
1 %2,5 %0 %0.1 1000 1
2 %2,5 %1 %0.1 1000 1
3 %2,5 %2 %0.1 1000 1
4 %5 %0 %0.1 1000 1
5 %5 %1 %0.1 1000 1
6 %5 %2 %0.1 1000 1

3.2.4. AlgMA ve HAMA Biyopolimerlerinin Kimyasal Karakterizasyonu

3.2.4.1. AlgMA ve HAMA Biyopolimerlerinin 'H NMR Analizi

AlgMA ve HAMA biyopolimerlerinin yapisina ¢ifte bag eklenmesinin belirlenmesi
amaciyla AlgMA ve HAMA biyopolimerlerinin ayr1 ayr1 proton niikleer manyetik rezonans ('"H
NMR) spektroskopisi sodyum aljinat ve sodyum hyaluronat ile karsilastirmali analizi seklinde
gerceklestirildi. Bu analiz ile polimerlerin {izerindeki fonksiyonel gruplarin metakrilat gruplari

ile yer degistirmesi ve siibstitiisyon derecesi degerlendirildi.

Tiim NMR analizleri Anadolu Universitesi Doping ve Narkotik Maddeler Analizi
(DOPNA) Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.2.4.2. AlgMA ve HAMA Biyopolimerlerinin FTIR Analizi

AlgMA ve HAMA biyopolimerlerinin analizi Fourier Transform Infrared (FTIR)
spektrumuyla belirlenmigtir. FTIR analizi Perkin Elmer Spectrum FTIR 200-ATR model
spektrofotometre kullanilarak gergeklestirildi. Modifiye edilen AlgMA ve HAMA
biyopolimerlerinin liyofilize formlarinin spektrumlar1 sodyum aljinat ve sodyum hyaluronat

polimerlerinin FTIR spektrumlar ile karsilastirilarak grafik iizerinde karakteristik pikler

belirlendi.
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3.2.5. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Kimyasal Karakterizasyonu

3.2.5.1. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin FTIR Analizi

AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin yapisal analizi Fourier Transform Infrared (FTIR)
spektrumuyla belirlendi. FTIR analizi Perkin Elmer Spectrum FTIR 200-ATR model
spektrofotometre kullanilarak gergeklestirildi. Capraz baglanan AlgMA/HAMA hidrojelleri -
80°C’de dondurulduktan sonra liyofilize edildi. Liyofilize AIgMA/HAMA c¢apraz bagli hibrit
hidrojellerinin ¢apraz baglanma durumu analiz sonucu elde edilen FTIR spektrumlar ile

belirlendi.

3.2.6. AIgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Yapisal Karakterizasyonu

3.2.6.1. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin SEM Analizi

AIgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin  morfolojik 6zellikleri Eskisehir Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesi'nde Carl Zeiss marka Ultra Plus model Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilarak 5kV hizlandirma geriliminde gerceklestirildi. Liyofilize
edilmis hidrojellerin yiizeyleri elektriksel iletkenlik saglamak icin altin/paladyum ile
kaplanmistir. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.11 ve 4.12°de sunuldu.

3.2.6.2. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin BET Analizi

BET analizi, maddelerin 6zgiil yiizey alanlarini, gézenek hacimlerini, ortalama gézenek
caplarin1 ve azot adsorpsiyon/desorpsiyon egrilerini 6l¢mek i¢in kullaniimaktadir [44].
AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin ylizey alanlar1 Brunauer-Emmet-Teller (BET) yontemi ile
Quantachrome, Nova 2200e Surface Area & Pore Size Analyzer cihazi ile analiz edildi.
Liyofilize edilen hibrit hidrojeller 3 saat oda sicakliginda vakum etiiviinde kurutulduktan sonra
2 saat oda sicakliginda icerisinde bulunan nemi uzaklagtirmak i¢in degaz islemine tabii tutuldu.
Yiizey alani 6l¢iimii i¢in 77 K’de azot gaz1 adsorpsiyonu ve desorpsiyonu incelenmistir. Elde

edilen N> adsorpsiyon ve desorpsiyon egrileri Sekil 4.13 ve 4.14’te sunuldu.

3.2.7. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Fiziksel Karakterizasyonu

3.2.7.1. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Sisme Testi

Hidrojellerin sisme davranislarini belirlemek i¢in farkli oranlarda AlgMA ve HAMA
biyopolimerleri ile pre-polimer soliisyonlart hazirlanarak tek tek kaliplara alindi. Capraz
baglanmalar1 i¢in gdriiniir 15132 maruz birakildi. Ikincil ¢apraz baglanma igin 1M CaCl,

cozeltisi icerisinde 10dk tutulduktan sonra yikanmistir. Daha sonra dondurularak kurutuldu.
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Olgiim icin hazir hale getirilen hidrojellerin kuru agirliklar: tartilarak 37°C’de PBS
¢ozeltisine daldirildi. Olgiimler 1,3,5,7 ve 24. saatlerde tartimlar1 almarak gerceklestirildi.
Ornekler 3’er adet olacak sekilde hazirlandi1 ve deney sonucu elde edilen sonuglarin ortalamalari
sunuldu. Orneklerin yiizde sisme oran1 asagidaki esitlik (3.1) kullanilarak hesaplandi.

Sisme Orant (%) = % x 100 (3.1)

Burada W, kuru agirlig: belirtirken, W, ise 6rneklerin 1slak agirligini belirtmektedir.

3.2.7.2. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Stkistirilma ve Cekme Testleri

Tek eksenli sikigtirma testleri, SOON yiik hiicresi kullanilan Zwick Roell 20.5 TH test
cihazi ile Istanbul Teknik Universitesi’nde yapildi. Analizler silindirik yapidaki ¢ap1 8-10mm
ve yiiksekligi 10mm olan ornekler ile gerceklestirildi. Tek eksenli sikistirma Glgiimleri igin,
hidrojel numuneleri ¢esitli gerinim oranlarinda sikistirildi. Olgiimler hidrojellerin mekanik
dayanimini hesaplamak i¢in 3 kere tekrar edildi. Test oncesinde, jel ile plakalar arasinda tam
temasin saglanmasi amaciyla 0,01N’luk bir baslangi¢c sikistirma temas: uygulandi. Biitiin

Olctimler sabit sikistirma hizinda gergeklestirildi.

Tek eksenli ¢gekme testleri i¢in 20N’luk pnomatik ¢ene ve 6 bar basingla calisild.
Analizler plaka seklinde 2X10mm boyutlarinda hidrojellerin hazirlanmasiyla gergeklestirildi.
Tek eksenli uzama o6lglimleri icin numune uzunlugu ve gerinim hiz1 sirasiyla 10+ 1mm ve

1dakika olarak ayarlandi.

3.2.8. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Antibakteriyel Aktivitelerinin Incelenmesi

AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin antibakteriyel aktiviteleri S. aureus (gram pozitif
bakteri) ve E. coli (gram negatif bakteri) bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi inhibisyon
bolgesi yontemi ile degerlendirildi [45]. 200 pL E.coli ve S. Aureus bakteri slispansiyonu (10
® CFU mL) kat: kiiltiir ortamina (Mueller Hinton Agar, Mast Diagnostics) yayildi. Kiiltiir ortami
bakteri siispansiyonunu ¢ektikten sonra AlgMA/HAMA hibrit hidrojelleri nazikce yerlestirildi.
Bakteri icermeyen kiiltiir ortam1 bos grup olarak ayarlanmis ve pozitif kontrol grubu olarak
belirlendi. Kiiltiir ortamlar1 37 °C’de ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda inhibisyon
bolgesi incelendi. Karsilagtirma grubu olarak pozitif kontrol ve antibiyotik etkisi ayr1 ayri

degerlendirildi.
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3.2.9. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin Toksisite Ozelliklerinin incelenmesi

Hibrit hidrojellerin biyouyumluluklarinin tayini i¢in sitotoksisite testi Bezmialem Vakif
Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi-Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Sitotoksisite testi, insan derisi fibroblast hiicreleri CCD-986SK (ATCC CRL-
1947) kullanilarak yapildi. Hiicre kiiltlirii ortami, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin igerecek sekilde DMEM/F12 (Gibco) hazirlandi. CCD hiicreleri, %10
FBS ve %] antibiyotik soliisyonu (streptomisin 100mg/mL ve penisilin 100 U/mL) ile
desteklenmistir. DMEM/F12 biiyiime ortaminda yetistirildi. Ortam kosullar1 %5 CO2 ve %95

hava nemi olan bir nemli atmosfer ortamu ile standart kosullarda 37°C’de saglandi.

CCD hiicreleri markanin 6nerdigi prosediirlere gore kiiltlirlenip pasajlandiktan sonra
istenilen sayida hiicre plakalara ekildi. Hibrit hidrojellerin sitotoksisitesi, malzemelerin direkt
olarak hiicre besiyerinin bulundugu ortama birakilmasi ve ardindan uygun kosullarsa
inkiibasyonun saglanmasi i¢in dogrudan temas testi kullanilarak degerlendirildi. Calisma
boyunca sterilizasyonun 6nemli bir etken oldugu dikkate alindi. Bu nedenle, deneyden dnce

tiim liyofilize edilmis hidrojeller ve ekipmanlar UV sterilizasyonuna tabi tutuldu.

CCD hiicreleri, 25 cm? hiicre kiiltiirii flaskina, hiicre besiyeri igeren ortama inkiibasyon
sartlarinda ekildi. Hiicrelerin yapismasi ve birbirine karigmasi i¢in 48-72 saat aralifinda
kiiltiirlendi. Hiicreler, %0.25 Tripsin/EDTA yardimiyla yapisan tabandan kaldirilip 24
kuyucuklu hiicre flaskina yaklasik 1.5x10° sayida ekildi. Hiicrelerin cogalma hiz1 incelenerek
cogalma egrisine ulastig1 gdzlemlendikten sonra, ortamdaki besiyeri alinip, taze besiyeri ortama
eklendi. Bu islem, hidrojellerin dogrudan temas testinde, ortamdan etkilenecegi negatif
parametrelerin analizi etkilememesini saglamak amaciyla yapildi. Inkiibasyon, 37°C’de %5
COy igeren inkiibatorde 24 ve 48 saat boyunca gerceklestirildi. Her ornek icin ii¢ tekrar

yapilmistir. Kontrol i¢in 6rnek icermeyen kuyular birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda CCD hiicrelerinin canliligt MTT testiyle tespit edildi. Bu testte,
inkiibe edilen 6rnekler ortamdan uzaklastirildi. Ardindan her kuyucuga MTT soliisyonu iceren
reaktif (0,5 mg/mL) ortama eklendi. MTT reaktifinin 151k hassasiyeti olmasi nedeniyle plakalar
aliminyum folyo ile sarildi. MTT igeren kuyular 37°C’de 2-3 saat inkiibe edildi. Test
sonrasinda reaktif ortamdan uzaklastirildi. Coken formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 150uL
dimetil stilfoksit (DMSO, Sigma, ABD) ¢ozeltisi eklendi. Bir siire daha inkiibe edildikten sonra

hiicre metabolizmasini degerlendirmek amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi.
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Absorbans/optik yogunluk (OD) bir mikro plaka okuyucu (BioTek Synergy H1, ABD)
kullanilarak 570 nm’de oSlgiildii [46]. Sonuglar %100 hiicre canliligina sahip oldugu kabul

edilen kontrol hiicrelerine karsilik incelenerek canlilik ylizdeleri olarak belirtildi.

3.2.10. AlgMA/HAMA Hibrit Hidrojellerinin In Vitro Yara lyilestirme Ozelliklerinin

Incelenmesi

Hibrit hidrojellerin yara iyilestirme 6zelligi in vitro ¢izik testi ile incelendi. Bu test in
vitro hiicre gdgiinii incelemek igin basit ve ekonomik bir yéntemdir. In vitro ¢izik testi, hiicre
tek katmani {izerinde yara olarak adlandirilan yapay bir ¢izik/boslugun yaratilmasiyla olusan
¢izigin kenarindaki hiicrelerin bu ¢izigi kapatmak amaciyla yeni hiicre-hiicre baglantilarini

tekrar kurana kadar agikliga dogru hareket edecegi gdzlemine dayanmaktadir [47].

Hibrit hidrojellerin yara iyilestirme 6zelliklerinin incelenmesi icin her bir etken madde
pozitif ve negatif kontrol olarak ikiser adet gruplandirildi. CCD-986SK hiicreleri 24 kuyucuklu
plakalara ekilmistir. Yontem P200 pipet ucuyla ¢izik seklinde hiicre tek katmaninda diiz bir
sekilde bir yara olusturulmasini ve hiicrelerin bir kez 1 mL biiylime ortamiyla yikanarak
kalintilarin giderilmesini icermektedir. Hazirlanan ortam 37°C’de %5 CO2 igerigiyle 24, 48 ve
72 saat inkiibe edildi. Mikroskopta yara agiklig1 6l¢iiliip, goriintiillemesi yapildi. Cizigin 0.saat

goriintiisii ilk goriintli olarak kaydedilip inkiibasyona devam edildi.

Bu ¢alisma ile, ¢izik olusumu sonrasinda iyilestirici hidrojellerin uygulanmasiyla,
ciltteki hiicrelerin in vitro olarak ¢ogalmasi ve yarayr kapatmak icin bolgeye gd¢ etmesi
beklenmektedir. Calisma sonucunda iyilestirici 6zellik gostermesi hedeflenen hidrojellerin
insan fibroblast hiicreleri iizerinde ne oranda etkili tedavi etkisi sunduguna dair 6n fikir

olusturup, gelecek caligsmalar i¢in aday iirlin olmasina katki saglayacaktir.
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4. BULGULAR

4.1. AlgMA ve HAMA  BiYOPOLIMERLERININ KARAKTERIZASYON
BULGULARI
4.1.1. '"H NMR Analizi Sonuclar

Modifiye edilen AlgMA ve HAMA biyopolimerlerinin '"H NMR analizi sonuglar1 Sekil
4.1 ve Sekil 4.2°de reaksiyon dncesi SA ve HA ile karsilagtirmali olarak sunuldu.
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Sekil 4.1 Sodyum Aljinat (SA) ve AlgMA'ya ait 'H NMR spektrumu.
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Sekil 4.2 Sodyum Hyaluronat (HA) ve HAMA'ya ait 'H NMR spektrumu.
4.1.2. FTIR Analizi Sonuglar:

Bolim 3.2.1. ve 3.2.2.°de belirtildigi gibi sentezlenen AIgMA ve HAMA
biyopolimerlerinin FTIR analizi bolim 3.2.4.2°de anlatildigr sekilde gergeklestirildi.
Karakteristik piklerin belirtildigi FTIR spektrumlari Sekil 4.3 ve 4.4’te sunuldu.
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Sekil 4.3 Sodyum Aljinat ve AlgMA'ya ait FTIR analizi sonuglari.
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Sekil 4.4 Sodyum Hyaluronat ve HAMA'ya ait FTIR analizi sonuglari.
4.2. AIgMA-HAMA  HIiBRIT  HIDROJELLERININ  KARAKTERIZASYON
BULGULARI
4.2.1. FTIR Analizi Sonuclari

AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin hazirlanmasi ayrintili bir sekilde boliim 3.2.3’te
anlatildi. Elde edilen yapinin aydinlatilmasi amaciyla boliim 3.2.5.1°de belirtilen FTIR analizi
prosediiriine gore analiz gergeklestirildi. Analiz sonucunda elde edilen FTIR spektrumlar1 Sekil

4.5’te sunuldu. Capraz baglanmis hidrojellerin karakteristik pikleri isaretlendi.
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Sekil 4.5 Capraz baglanmig AlgMA-HAMA hibrit hidrojellerinin FTIR analizi sonuglari.
4.2.2. Mekanik Dayanim Testi Sonuclar:

Elde edilen AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin mekanik dayanimini incelemek
amactyla Bolim 3.2.7.3’te belirtilen sikistirma ve ¢ekme testleri gerceklestirildi. Elde edilen

cekme testlerine ait sonuglar Sekil 4.6°da ve sikistirma testlerine ait sonucglar Sekil 4.8°de

sunuldu.
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Sekil 4.6 Capraz baglanmig AlgMA-HAMA hibrit hidrojellerinin ¢ekme analizi sonuglari.
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Sekil 4.7 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin Zwick Roell 20.5 TH test cihazi ile ¢ekme testi
uygulama gosterimi.
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Sekil 4.8 Capraz baglanmis AlgMA-HAMA hibrit hidrojellerinin sikistirma analizi sonuglart.
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Sekil 4.9 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin Zwick Roell 20.5 TH test cihazi ile sikistirma testi
uygulama gosterimi.

4.2.3. Sisme Kapasitesi Sonuclar:
AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin sisme kapasiteleri Boliim 3.2.7.1°de agiklandigi

sekilde incelendi. Esitlik 1 kullanilarak elde edilen sonuglara ait sisme kapasitesi grafikleri Sekil
4.10°da sunuldu.
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Sekil 4.10 AlgMA-HAMA hibrit hidrojellerinin sisme kapasiteleri.

4.2.4. Yiizey Ozellikleri Sonuclar

Sekil 4.11 ve 4.12’de AIlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin SEM analizi sonuglari
sunuldu.
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Sekil 4.11 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin yan kesitine ait SEM goriintiileri. A)2.5AIgMA,
B)2.5A/1H, C)2.5A/2H, D)5AIgMA, E)5A/1H, F)5A/2H.
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Sekil 4.12 AIgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin yiizeylerine ait farkli biilyiitme oranlarindaki
SEM gorintiileri. A)2.5A1gMA, B)2.5A/1H, C)2.5A/2H, D)5AIgMA, E)SA/1H, F)SA/2H.

Sekil 4.13 ve 4.14’te verilen grafikte AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin BET yiizey
alan1 analizi sonucunda elde edilen N; adsorpsiyon ve desorpsiyon egrileri sunuldu.
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Sekil 4.13 HAMA ile farkli oranlarda katkilanan %2.5AIgMA hibrit hidrojellerinin BET analizi N2
adsorpsiyon ve desorpsiyon egrileri.
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Sekil 4.14 HAMA ile farkli oranlarda katkilanan %5AlgMA hibrit hidrojellerinin BET analizi N,
adsorpsiyon ve desorpsiyon egrileri.
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4.2.5. Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Sekil 4.15’tegram  pozitif bakteri S.aureus’a kars1 incelenen
orneklerin sonuglar1 sunulmaktadir.

Sekil 4.15 S.Aureus bakterisinin AlgMA/HAMA hibrit hidrojelleri ile inhibasyon ¢apinin incelenmesi.
A)pozitif kontrol, B)2.5AIgMA, C)2.5A/1H, D)2.5A/2H, E) Antibiyotik (Metisilin), F)SAIgMA,
G)5A/1H, H)5A/2H.

Sekil 4.16°da gram negatif bakteri E.coli’ye kars1 incelenen 6rneklerin sonuglari
verilmektedir.

Sekil 4.16 E.coli bakterisinin AlgMA/HAMA hibrit hidrojelleri ile inhibasyon ¢apinin incelenmesi.
A)pozitif kontrol, B)2.5AIgMA, C)2.5A/1H, D)2.5A/2H, E) Antibiyotik (Metisilin), F)SAIgMA,
G)5A/1H, H)5A/2H.
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4.2.6. Sitotoksisite Analizi Sonuclar

Hibrit hidrojellerinin sitotoksisite analizi boliim 3.2.9’da anlatildig1 gibi
gergeklestirilmistir.

Bunun sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.17’de sunuldu.

mm 24h
= 48h

%Hucre Canlihg

Sekil 4.17 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin hiicre canlilig1.

Tablo 4.1 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin 24 ve 48 saat sonrasindaki hiicre canlilik oranlari.

Hibrit Hidrojel | 24 Saat Inkiibasyon Sonrasi 48 Saat Inkiibasyon
Konsantrasyonlari Hiicre Canhihg Sonrasi Hiicre Canlihigi
(%)

Kontrol 100 100

2.5 AlgMA 87,17 82,78
2.5AIgMA/1THAMA 81,55 80,40
2.5AIgMA/2HAMA 81,80 79,49
S5AIgMA 86,44 93,33
S5AIgMA/1THAMA 82,53 83,98
S5AIgMA/2ZHAMA 81,77 87,91
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4.2.7. In Vitro Yara lyilesmesi Analizi Sonuclar

Hibrit hidrojellerinin yara iyilestirme analizi Boliim 3.2.10’da detayli bir sekilde
anlatildig1 gibi yara ¢izik deneyi ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.19°da
verilmektedir.

Yara kapatma bolgeleri Sekil 4.18’de mikroskobik goriintiiler ile sunuldu.

0.5aat 24.Saat 48.5aat

2.5A1sMA Kontrol

2.5A1eMATHAMA

2.5A1cMAZHAMA

Sekil 4.18 CCD-986SK insan deri fibroblast hiicreleri ile yapilan in vitro yara ¢izik deneyinin 0.,24.
ve 48. saatlerde alinan mikroskobik goriintiileri.
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Sekil 4.19 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin yara ¢izik deneyi ile yara kapatma oranlari.
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5. TARTISMA

5.1. AlgMA ve HAMA BIYOPOLIMERLERININ YAPISAL KARAKTERIiZASYON
SONUCLARI

5.1.1. FTIR ve '"H NMR Analizleri Sonuglar

Bu tez c¢alismasinda mekanik dayanim Ozelliklerini iyilestirmek amaciyla
biyopolimerler metakrilik anhidrit ile modifiye edildi. Bu kapsamda, biyopolimerlerin yapisina
cifte baglarin katildigim gostermek amaciyla FTIR ve '"H NMR analizleri gerceklestirildi. Sekil
4.3’te verilen SA’ya ait FTIR spektrumlara bakildiginda 3650-3000 cm™ ve 2950-2830 ¢cm’!
araliginda bulunan bantlar sirasiyla polisakkarit birimlerine ait -OH ve -CH gerilmelerini ifade
etmektedir. Bu spektrumda geriye kalan pikler parmak izi bolgesini belirttigi i¢in piklerin
aljinatin iskelet yapisina ait olan karakteristik pikleri oldugu anlasilmaktadir. Bu pikler, 1590
cm™' bandindaki karboksilik anyon gerilme piki (COO-), 1410 cm™ bandinda karboksilat
gruplarinin O-C-O simetrik gerilmesinden kaynaklanan ve bu gerilmelerin neden oldugu C-OH
deformasyonuna dayanmaktadir. 1090 ve 1040 cm civarinda gériilen pikler piranoz
halkasindan kaynaklanan C-O ve C-C gerilme titresimleri, 800 ve 680 cm™ civarindaki pikler
ise mannuronik asit birimlerine ait C-H deformasyonu ve C-H egilme titresimlerini
belirtmektedir. AlgMA biyopolimerine ait FTIR spektrumlar1 incelendiginde ise SA
spektrumundan farkli olarak 2980 cm™! civarinda -CH gerilme bantlarinin olusturdugu ve 1718
cm’! civarinda bir omuz olustugu gériilmektedir. Olusan bu pik ve omuzun varlig1 metakrilat
birimlerinin biyopolimer ana zincirine modifikasyon kaynakli alifatik zincirin -CH gruplarini
ve esterlerin C=0 gruplarini ifade etmektedir [48]. Elde edilen bu spektrum sonucunda SA’in
basarili bir sekilde modifiye edilmesiyle AIgMA’nin sentezlendigi kanitlanmistir. Sekil 4.1°de
goriildiigii gibi aljinatin metakrilasyonu '"H NMR ile incelendi. ~ 3.60 ve 5.20 ppm civarinda
aljinatin ana zincirini olusturan sakkarit birimlerine ait sinyaller goriilmektedir. Metakrilasyon
reaksiyonu ile elde edilen AlgMA ’ya ait spektrum incelendiginde ~ 6.10 ve 5.65 ppm’de keskin
pik goriilmektedir. Bu sinyaller ana zincire baglanan vinil gruplarimi belirtmektedir. Ek olarak

1.83 ppm’de goriilen pik ise MA yapisindaki metil grubunun varligini belirtmektedir.
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Sekil 4.4’te hyaluronik asidin ve HAMA’nin FTIR spektrumlart goriilmektedir. Bu
spektrumlar incelendiginde 1708-1717 cm civarinda gériilen pikler metakrilasyon
reaksiyonundan sonra goriilmekte olup metakrilat gruplarindaki ester C=0O baglarin
hyaluronik asidin ana zincirine baglandigini gostermektedir. Sekil 4.2°de hyaluronik asit ve
HAMA’nin 'H NMR spektrumu karsilastirmali olarak verilmistir. Hyaluronik asidin
metakrilasyonu '"H NMR spektroskopisi ile incelendiginde HAMA yapisinda ~ 6.0 ve 5.60 ppm
civarinda keskin MA yapisindan gelen vinil grubuna ait pikler goriilmektedir. Bu alken yapisina

bagli olusan pikler metakrilasyonun basarili bir sekilde gerceklestirildigini ifade etmektedir.

5.2. AlgMA-HAMA  HIBRIT  HIDROJELLERININ KARAKTERIZASYON
SONUCLARI

5.2.1. FTIR Analizleri Sonuclari

AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin ¢apraz baglanmis bir yapiya sahip oldugunu
kanitlamak amaciyla elde edilen hibrit hidrojellerin FTIR spektrumlari incelenmistir. Sekil
4.5’te sonuglar sunulmustur. AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin FTIR spektrumlari
incelendiginde C-C bagina ait 2950 cm™'de goriilen pikin siddetinde, AlgMA ve HAMA
biyopolimerleri ile karsilastirildiginda azalma goriilmektedir. Bu sonug foto polimerizasyonun
basarili bir sekilde gerceklestirildigini ve hedeflenen hidrojel yapisinin saglandigim

gostermektedir.

5.2.2. Mekanik Dayanim Analizleri Sonuglari

Hidrojellerin mekanik 6zellikleri uygulama alanlari i¢in 6nem arz etmektedir. Yara
ylizeyine uygulanacak yara oOrtiisliniin insan hareketine uyum saglayabilmesi i¢in uygun

mekanik 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir [49].

Sekil 4.6 ve Sekil 4.8’de verilen mekanik analizlerinden elde edilen grafiklere
bakildiginda ortamdaki %5 AIgMA ile eklenen HAMA miktarlariyla birlikte polimer
konsantrasyonu arttikca malzemenin mukavemetinin ve kopma uzamasinin arttig
goriilmektedir. Cekme ile stres-sekil degistirme egrileri géz Oniine alindiginda %5AlgMA
konsantrasyonunda HAMA konsantrasyonlarinin artisi ile basing modiilleri arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu goriilmiistiir. Ayni durum daha diisiik olan %2.5 AIgMA konsantrasyonunda
goriilendi. Buna karsilik %5AlgMA konsantrasyonlarinda eklenen HAMA miktarn ile
basincin 30kPa’dan 70kPa’a kadar degisebildigi goriilmiistiir. Bunun durum HAMA miktariyla
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ortamda artan ¢apraz bag yogunlugundan kaynaklanmaktadir.

Sikistirma ile stres-sekil degistirme egrilerine bakildiginda her iki AlgMA
konsantrasyonunda da artan HAMA konsantrasyonuyla hibrit hidrojelin daha sert ve kirillgan
bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Bu degerler g6z oniine alindiginda uzama miktarinin
%350-60 oranlarindan %30-40 miktarina diigmesi yara iyilestirici malzemeler i¢in uygun kabul
edilmektedir [14]. Uzama oranlarina karsilik mukavemetin %2 oraninda HAMA eklenmesiyle
her iki AlgMA ortaminda da arttigi goriilmektedir. Bu sonu¢ c¢apraz bag yogunluguyla
iliskilendirilebilmektedir.

Tavafoghi ve dig. (2020) yaptiklar1 ¢calismada [31], jelatin ve aljinat biyopolimerlerinin
foto polimerizasyonu ile mekanik 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla metakrilat monomeri ile
tirevlendirilmistir. Calismada sabit tutulan GeIMA konsantrasyonu ile degisken oranlarda
AlgMA biyopolimerinin arttirilmasiyla mekanik 6zellikleri incelenmistir. Capraz baglanma
yogunlugunun artmasinin sonucunda ¢ekme mukavemetinin arttigir gézlemlenmistir. AlgMA
konsantrasyonlarinda belirli oranlarda bir artis ile mukavemetin arttigi gézlemlenirken bu
oranin tizerinde AIgMA igeren hibrit hidrojellerin daha diisiik mukavemet gdsterdigi
goriilmiistiir. Bu calisma ile tasarlanan malzemenin tokluk derecesine dikkat g¢ekilebilir
durumdadir. Yaptigimiz tez ¢alismasina baktigimizda 6rnek verilen ¢alismada oldugu gibi

%2.5 AlgMA oranina katkilanan HAMA miktarlarimin diisiik mukavemete neden
oldugu goriilmektedir. %5 AlgMA oranina katkilanan HAMA miktarlarina bakildiginda ise
mukavemetin ve uzama miktarinin arttigina dikkat ¢ekilebilir. Bunun nedeninin %2.5 AlgMA
oranlarinda ortama eklenen HAMA miktarlarinin tokluk derecesini arttirmasindan soz

edilebilir.

5.2.3. Sisme Kapasitesi Sonuclar

Yara oOrtiisii olarak tasarlanan hidrojeller i¢in sisme derecesi 6nemli parametrelerden
birini olusturmaktadir. Bunun sebebi, hedeflenen yara ortiisiiniin yara ortaminda uygun bir nem
seviyesi saglamasi ve olusan eksiidanin ortamdan uzaklastirilmasina yardimci olmasi
beklenmektedir [50]. Ayrica, ¢apraz bagh hidrojellerde ¢apraz bag yogunlugu arttik¢a sigsme
derecesinde azalma goriilmesi beklenmektedir. Sekil 4.10°da hibrit hidrojellerin, 37°C’de PBS
ortaminda Boliim 3.2.7.1°de belirtilen siirelere karsilik sisme kinetigi sunulmustur. Sisme

kapasitesi testi sonuglari incelendiginde 5.saatte capraz bagl hidrojellerin denge sisme degerine
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ulastiklar1 goriilmektedir. Capraz bag yogunlugu daha az olan aljinat hidrojellerinde daha hizli
ve yliksek oranda sisme davranisi goézlenirken, capraz bag yogunlugunu arttiran HAMA
biyopolimeri ortama eklendiginde sisme kinetiginin yavagladigi ve daha stabil bir sekilde
dengeye ulastig1 goriilmektedir. Elde edilen bu sonug foto polimerizasyonun basarili bir sekilde

gerceklestigini desteklemektedir.

5.2.4. Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

Sekil 4.11 ve 4.12°de AIgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin SEM analizi sonuglari
goriilmektedir. Yiizey morfolojisine gore, malzemenin gozenekli bir yapiya sahip olmasi, yara
yataginin yiizeyinden yara eksiidasinin emilmesine izin verirken, hiicresel metabolitlerin ve
besinlerin ge¢isini kolaylastirmaktadir. Boylece yara iyilesme siirecini hizlandirmaktadir [51].
SEM goriintiilerinde yan kesit alan1 incelendiginde hibrit hidrojellerinin gézenekli bir yapiya
sahip oldugu goriilmektedir. Diiz bir ylizeye sahip olmalarinin ana nedeninin CacCl, ile ¢apraz

baglanma sonucunda olusan yumurta kabugu yapisindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Sekil 4.13 ve 4.14’te verilen grafikte AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin BET yiizey
alani1 analizi sonucunda elde edilen N> adsorpsiyon ve desorpsiyon egrileri goriilmektedir. Elde
edilen bu egriler hibrit hidrojellerin gozenekliligini belirtmek i¢in 6nemli bulunmaktadir. SEM
goriintiilerinin sonucunda BET yiizey alan1 analizi ile elde edilen N adsorpsiyon ve
desorpsiyon egrilerinden hibrit hidrojellerinin gozenekli yapiya sahip oldugu bir kez daha

kanitlamaktadir.

5.2.5. Antibakteriyel Aktivitesinin Incelenmesi
Hibrit hidrojellerinin antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi i¢in iki sus kullanildi.
Uygulama alani deri iizerine yara Ortiisii olarak belirlendigi i¢in deri florasinda bulunan ve yara
enfeksiyonlarindan sorumlu en yaygin patojenik bakteri suslari olduklari igin [52] temsili model
olarak gram pozitif S. Aureus ve gram negatif E. coli bakteri suslar1 tercih edildi. Sekil 4.15 ve
4.16°’da sunuldugu iizere jellerin bakteri kiiltiir ortaminda 24 saatlik inkiibasyonu

sonrasinda higbir jel 6rneginde inhibasyon ¢ap1 gdozlenmemektedir.

5.2.6. Toksisite Ozelliklerinin Incelenmesi
Hiicreler ve hidrojeller arasindaki etkilesim, ¢esitli hiicresel siireglerin ilerlemesi i¢in
onemli etkiye sahiptir. Ozellikle yara iyilestirici dzellikte olarak degerlendirilen hidrojellerin,

hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve yapismasini tegvik etmesi gerekmektedir [S3].
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Capraz baglanmis AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin sitotoksisite sonuclar1 Sekil
4.17°de sunuldu. AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin sitotoksisitesi, CCD-986SK insan
fibroblasti hiicre kiiltiirii kullanilarak degerlendirildi. Hiicre canlilifi 24 ve 48 saat siirelerle
incelendi.

%2.5, %5 AlgMA konsantrasyonlart ile %1 ve %2 HAMA konsantrasyonlariyla
hazirlanan hibrit hidrojellerin %100 uyum gosterdigi kabul edilen kontrol ortami ile
kiyaslandiginda hiicre canliliginin %80 oraninda sagladig: goriildii. Elde edilen bu sonuclar ile
in vitro toksik etki gostermedigi ve kontrol ile karsilastirildiginda hiicre ¢ogalmasini

destekledigi gozlendi.

5.2.7.In Vitro Yara lyilestirme Ozelliklerinin Incelenmesi

Hiicre gogiiniin desteklenmesi yara rejenerasyonunda onemli rol oynamaktadir. Yara
ortiisiiniin hiicre gociinii destekleyici rol oynamasi, 1yilesme siirecini kisaltacak bir etkidir [54].
Insan fibroblast hiicreleri hem biyouyumluluk hem de insan viicudundaki birgok dokuda
bulunmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir [55]. Sekil 4.18’da sunulan yara kapatma bolgeleri
incelendiginde, hazirlanan hibrit hidrojellerinin ilk 24 saatte deri fibroblast hiicreleri tizerinde
hiicre gocii etkisine neden olup yarayr kapattigi goriilmektedir. Fibroblast hiicrelerinin
cogalmasi cilt yara iyilesmesi i¢in son derece Onemlidir [56] ve hibrit hidrojellerin yara
iyilesmesini biiylik oranda destekledigi sonucuna varildi. Kontrol ile karsilastirildiginda ilk 24
ve 48 saatte 2.5A/2H hibrit hidrojelinin diger formiilasyonlara gore daha ¢ok fibroblast go¢iinii
sagladigi goriildii.

Bu sonuglara dogrultusunda, hazirlanan hibrit hidrojellerin agik yaralar i¢in uygun
ortam saglayabilecegi kanitlanmaktadir. Hibrit hidrojellerin yara ¢izik testinde hiicre go¢iinii
sagladiklar1 ve yara bolgesinde hiicre olusumuna katki sagladig1 goriildii. Yara bolgesinde hiicre

gelisimine katki saglamasiyla birlikte yaranin hizli bir sekilde iyilesmesini destekleyecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda hemostatik olarak tasarlanmis aljinat ve hyaluronik
asit temelli hidrojel yara Ortiileri sentezlendi. Gergeklestirilen ¢alismalar ve elde edilen sonuglar

asagida 6zetlenmektedir.

o Aljinat ve hyaluronik asit sodyum tuzlar1 esterifikasyon reaksiyonlarina
tabii tutulmus ve metakrilat fonksiyonel gruplar1 bu maddelere baglandi. Elde edilen
iiriinler FTIR ve '"H-NMR spektroskopisi ile karakterize edildi. Bu karakterizasyonlar
sonucunda reaksiyonlarin basarili bir sekilde gerceklestirildigi gosterildi.

o AlgMA/HAMA hibrit hidrojelleri foto-polimerizasyon baslatic1 yontemi
ile sentezlendi. Sentezlenen hibrit hidrojellerin yapilart FTIR spektroskopisi ile
karakterize edildi.

o AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin sisme 06zellikleri 37°C’de PBS
ortaminda gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar ile ¢apraz baglanmanin saglandigi ve
foto polimerizasyonun basarili bir sekilde gerceklestirildigi gosterildi.

o AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin mekanik dayanim 6zellikleri gekme
ve sikistirma testleri ile incelendi. Bu testler sonucunda capraz bag yogunlugunun
artmastyla hidrojelin kirilganlik 6zelliklerinin arttig1 gézlendi.

o Hibrit hidrojellerin antibakteriyel 6zellikleri S. Aureus (gram-pozitif) ve
E. Coli (gram- negatif) bakterilerine kars1 incelendi. Hibrit hidrojellerin bilesimini
olusturan karbon, hidrojen, oksijen ve azot atomlarinin bakterilerin gelisimi igin elverisli
bir besin ortami1 olusturmasi nedeniyle ve herhangi bir antimikrobiyal aktivite gosteren
nanoparcacik icermemeleri nedeniyle antibakteriyel etkileri saptanmamustir.

o Hibrit hidrojellerin biyouyumluluklar1t MTT yontemi ile analiz edildi.
Sitotoksisite analizi i¢in CCD-986SK insan fibroblasti hiicre hatt1 kullanildi. Elde edilen
sonuglarda AIgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin kontrol ortamina kars1 %80 oraninda
hiicre canlilig1 gosterdigi tespit edildi.

o Iyilestirici yara ortiisii olarak tasarlanan hibrit hidrojellerin yara iyilestirme
ozellikleri

in vitro yara ¢izik deneyi ile incelendi. Sonuglar dogrultusunda hazirlanan
hibrit
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hidrojellerinin hiicre goc¢iinii destekledigi ve yaralar i¢in uygun ortam saglayarak
iyilesme siirecini hizlandirdigi sonucuna varildi.

o Hibrit hidrojellerinin 48 saate kadar sismeyi destekledigi yapilan ek
deneyler dogrultusunda (EK-1) tespit edildi. Bu nedenle yara c¢izik deneyini
destekleyerek bozunmadan 48 saatlik siire igerisinde yara iyilesmesini saglayacagi
sonucuna varildi.

o AlgMA/HAMA hibrit hidrojelleri foto-¢apraz baglanma sonrasinda CaCl,
ile capraz baglandiktan sonra yumurta kabugu yapisina benzer bir yapiya sahip
oldugundan dokuya yapismast miimkiin olan fonksiyonel gruplarin kapandigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle yapigsma 6zelligi incelenememistir. Ancak adhezyon
kuvvetine bagli olarak 1slak ortama yapisma 6zelligi gostermesi gozlendi.

o Elde edilen SEM ve BET ylizey alan1 analizleri dogrultusunda elde edilen
hidrojelin oksijen gegirgenligine elverisli oranda gozeneklilige sahip oldugu saptandi.
Boylece yara ortaminda oksijen difiizyonu saglayarak yaranin hava almasini saglayacak
ve iyilesme siirecini hizlandiracaktir.

o Hazirlanan hibrit hidrojellerin termal kararliligini analiz etmek amaciyla

DSC ve TGA analizlerinin tez ¢caligmasinin devaminda yapilmasi planlanmaktadir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen deneylerin sonuglari biitlintiyle
degerlendirilmektedir. Tasarlanan hemostatik yara iyilestirici AIgMA/HAMA hibrit
hidrojellerinin literatiire alternatif bir yara Ortiisii olarak katilabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil EK 1 AlgMA/HAMA hibrit hidrojellerinin 48 ve 72 saatlik sisme durumu.
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