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OZET

Gilintimiizde doku miihendisligi ¢alismalarinda dokularin rejenerasyonunu saglamak, igin
dogal ve sentetik biyomalzemeler kullanilmaktadir. 3 boyutlu (3B) biyobask:
sistemlerinde hiicre, biiyiime faktorii gibi biyoaktif bilesenler ile karistirilmast sonucu
biyomiirekkep olarak da kullanilabilen biyomalzemelerin doku rejenerasyonunu
saglamasi i¢in ekstraselliiler matriks (ECM) yapisim1 ve fonksiyonlarini taklit etmesi
kritik 6neme sahiptir. ECM yapisi ile benzerlik gdsteren biyomalzemeler, hiicre yapisma
ve ¢ogalmasini destekler, ECM olusumunu artirarak doku rejenerasyonunu saglar. Ayni
zamanda biyomalzemelerin yeterli mekanik dayanima ve 3B biyobaski sistemleri i¢in
basilabilir 6zellige sahip olmasi gereklidir. Ancak bu o&zelliklerin yeterli seviyede
saglanamamasindan dolay1r doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemelerin sayisi
sinirhidir ve doku rejenerasyonunu saglayacak yeni biyomalzemelerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu g¢alismanin amaci, 3B biyobaski sistemlerde kullanilan
biyomalzeme agigin1 gidermek iizere chia tohumu miisilajinin mikrodalga destekli
metakrilasyonu saglanarak yeni bir hidrojel olan chiaMA sentezi ger¢eklestirmektir. Chia
tohumlar1 su ile temas ettigi zaman miisilaj salinimi gerceklestirir ve ECM yapist ile
bircok benzer Ozellige sahiptir. Calismada chia miisilajina ait karboksil gruplart ve
hidroksil gruplari, EDC-NHS kimyasi kullanilmasi1 ve hem konvansiyonel, hem de farkli
kuvvetlerde mikrodalga enerjisi uygunlanmasi sonucu 2-aminoetil metakrilat
hidrokloriirde (AEMA) bulunan amin gruplarina baglanarak metakrilatlanmasi
saglanmistir. Ardindan foto-capraz baglanan chiaMA hidrojellerinin yapisal ve

morfolojik karakterizasyonu saglanmis, reoloji ve viskozite analizleri gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyobaski, Biyomalzeme, Biyomiirekkep, Chia Tohumu Miisilajt,
Doku Miihendisligi
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ABSTRACT

In tissue engineering, synthetic and natural biomaterials have been used to repair and
regenerate human tissues. In designing biomaterials, which can also be used as bioink by
mixing with cells and bioactive compounds such as growth factors in 3D bioprinting
systems, mimicking the structure and functions of the extracellular matrix (ECM) is
critical for tissue regeneration. Biomaterials that have similar properties to the ECM can
promote cell attachment and proliferation and, therefore, regenerate the tissue by
increasing ECM growth. Also, biomaterials should have sufficient mechanical strength,
so they can support newly developing tissues. In addition, they should be printable for 3D
bioprinting systems. However, biomaterials in tissue engineering are limited due to a lack
of necessary properties. Therefore, new biomaterials that will improve tissue regeneration
are required. This study aims to synthesize chiaMA hydrogel to overcome some of the
limitations of tissue engineering. Once chia seeds get in contact with water, they start to
generate mucilage. Fiber-structured chia seed mucilage has similar properties to ECM
with rich amino acid, fatty acid, and polysaccharide components. In brief, chia seed
mucilage was microwave methacrylated using EDC-NHS chemistry by applying different
microwave powers to the carboxyl and hydroxyl groups of chia seed mucilage and the
amine groups of 2-aminoethyl methacrylate hydrochloride (AEMA).The chiaMA
hydrogel was obtained by photocrosslinking, and then the chiaMA hydrogel was
structurally and morphologically characterized. Moreover, rheological and viscosity

analyses were performed.

Keywords: Bioink, Biomaterial, Bioprinting, Chia Seed Mucilage, Tissue Engineering
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GIRIS
Cesitli yaralanmalar, kazalar, hastaliklar ve genetik anormallikler sonucu hastalar doku
kaybi, organ yetmezligi gibi durumlar ile kars1 karsiya kalabilmektedir. Gerekli organa
veya dokuya ulasilamamasi sonucu bu problemler ciddi boyutlara ulagmakta, kimi zaman
oliimle sonuglanmaktadir. Bu nedenle doku rejenerasyonu ve organ nakli igin ¢esitli
tedavi yollari aranmaktadir. Doku miihendisligi uygulamalar1 ile doku onarimi ve
rejenerasyonu hedeflenmektedir. Doku miihendisligi uygulamalarindan biri olan 3B
biyobaski teknolojisi sayesinde uzun vadeli, siirdiiriilebilir ¢oziimler tretilerek yapay
doku ve organ basilmasi, ger¢ek doku ve organlara olan ihtiyacin ortadan kaldirilmasi

amaglanmaktadir [1].

3B biyobaski teknolojisinde, ekstriizyon, injket ve lazer destekli basta olmak iizere cesitli
3B biyoyazicilar kullanilmaktadir. 3B biyobaski islemi, biyomiirekkeplerin bilgisayar
destekli tasarim programlarinda hazirlanan 3B modellere gore basilmasi ile saglanir.
Dogal veya sentetik polimerlerin hiicre, biiylime faktorii gibi biyoaktif bilesikler ile
karistirtlmas1 sonucu biyomiirekkepler elde edilir. Biyomiirekkeplerde kullanilan dogal
ve sentetik polimerler ¢esitli zellikler sergileyerek doku ve organ rejenerasyonunda aktif

rol oynamaktadir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla yer verilen 3B polimerik bir ag yapisina
sahip olan hidrojeller, 3B biyobaski sistemlerinde biyoaktif malzemelerle birlikte
biyomiirekkep olarak da kullanilmaktadir. Hidrojellerin 3B baskilanabilmesi ve viicut
igeriSine implante edilebilmesi i¢in biyobenzetim, biyouyumluluk, biyobozunurluk,
basilabilirlik, ¢apraz baglanabilirlik, siviy1 i¢ine hapsederek sisme ve gii¢lii mekanik yap1
gibi Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Boylelikle 3B biyobaski teknolojisi ile
hidrojel kullanilarak basilan yapilar hem hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi, farklilagmasi ile
doku rejenerasyonunu saglayacak, hem de dokuya mekanik dayanim saglayacaktir.

Ancak gilinlimiizde kullanilmakta olan hidrojellerin mekanik olarak zayif 6zelliklere sahip



olmasi, ECM yapisi ile benzer 6zellikler tagsiimamasi gibi durumlar nedeni ile hiicrelerle

birlikte kullanimi sinirhdir.

Tez calismasmin amaci, doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilmak tizere chia
tohumu miisilajimin metakrilasyonu ile yeni bir hidrojel sistemin gelistirilmesidir. Chia
tohumu, amino asitler, yag asitleri, ¢esitli vitaminler ve mineralleri barindiran olduk¢a
zengin bir icerige sahiptir. Chia tohumlar1 su ile temasa gectiginde etrafina jelimsi bir
yap1 olan miisilaj salinimi1 gergeklestirir. Miisilaj aslinda polisakkaritlerden olusan lifli bir
yapidir. Doku miihendisligi uygulamalarinda ¢esitli kaynaklardan elde edilen dogal
polisakkaritler yiiksek biyouyumluluklart ve biyobozunma kinetigi ile ayrica diisiik
maliyetli olmalar1 sebebiyle tercih edilen malzemelerdir. Bu tez c¢aligmasi ise
konvansiyonel ve mikrodalga enerjisi kullanilarak metakrilatlanmig chia miisilaji sentezi ile
ECM yapisin taklit edebilen, doku rejenerasyonunu destekleyen, foto-capraz baglanabilen
bir hidrojel sistemin elde edilmesini igermektedir. Ayrica tez ¢alismasinin konusu
metakrilatlanmig chia miisilajinin eldesi ile cesitli karakterizasyon teknikleri kullanilarak
yapisal ve morfolojik o6zelliklerinin belirlenmesini, reolojik ve viskozite Ozelliklerinin

arastirilmasini icermektedir.
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1.4 Doku Miihendisligi

Hastaliklar, yaralanmalar, travmalar, ilerleyen yas ve genetik kusurlar insan viicudundaki
doku ve organlarda hasarlara ve dejenerasyona neden olabilmektedir [2]. Zarar gérmiis
olan dokularin rejenerasyon saglanarak eski sagligina kavusmasi gerekmektedir, insan
viicudu kiiciik yaralanmalarda dokular1 yeniden sekillendirme ve yenilenmesini
mitkemmel sekilde saglayabilmektedir. Ancak dogustan gelen veya sonradan
kaynaklanan ciddi doku hasarlarinda sinirli kapasiteye sahip viicudun kendini iyilistirme
mekanizmasi yetersiz kalmaktadir [3]. Bu nedenle doku miihendisligi, hasarli doku ve
organlart yenilemek, desteklemek, rejenerasyonunu saglamak veya viicudun kendini
tyilestirme kapasitesini aktive ederek yeni biyofonksiyonel dokularin gelistirilmesini

amaclamaktadir [4, 5].

Doku rejenerasyonu igin tipik olarak otogreft, allogreft ve ksenogreft teknikleri
kullanilmaktadir. Bir bireyden alinan dokunun ayni bireyde farkli bir yere nakledilmesi
teknigi olan otogreft altin standart olarak goriilsede avantajlarimin yaninda ¢esitli
dezavantajlara da sahiptir. Otogreftler mekanik kuvvete sahip olmasinin yani sira hiicre
cogalmasi ve yeni doku biiyiimesini destekler. Hasta tarafindan reddedilme ve hastalik
bulagma durumu yoktur [6]. Ancak bu teknik pahali, alinabilecek greft miktar: sinirlt ve
hastalar i¢in ac1 verici olabilmektedir. Ayrica greft alinmasi i¢in operasyon gerekmesinin
yant sira greft alinan bolgede hematom ve enfeksiyon (donor site morbidity) riski
bulunmaktadir [2, 6]. Farkli bireyler arasinda doku nakletme teknigi olan allogreftler,
otogreftler gibi mekanik dayanima sahiptir, hiicre ¢ogalmasi ve doku biiyilimesini
destekler. Allogreftler farkli bireylerden temin edildikleri i¢in kaynaklar1 sinirli degildir

ancak bu durum hastaliklarin tasinmasina, bakteriyel enfeksiyonlara ve greft nakledilen



bireyde immiinojenik reaksiyonlara sebebiyet verebilir [2, 6]. Sterilize edilmeleri halinde
ise mekanik ozelliklerinde degisiklikler meydana gelebilmektedir [6]. Bir tiirden baska
bir tiire doku aktarilmasini igeren ksenogreft tekniginde hayvanlardan alinan greftler
insanlara aktarilabilmektedir [7]. Ancak bu teknikte allogreftlerde oldugu gibi hastalik
transferi, donérde immiinojenik reaksiyonlar meydana gelerek greftin hasta tarafindan
reddedilme riskleri vardir [8]. Ideal greftler hasta tarafindan iyi bir sekilde tolere
edilebilmeli, immunojenik reaksiyonlara sebebiyet vermemeli, kaynak bakimindan kolay
ulasilabilir olmali ve gergek bir dokunun fonksiyonlarini saglayabilmelidir [9]. Doku
mihendisligi, yararlarimin yani sira birgok risk faktoriinii barindiran bu tipik tedavi
tekniklerine alternatif olarak klinik tip, materyal bilimi, genetik, miihendislik ve yasam
bilimleri alanlarinin ilkelerini uygulayan, disiplinler arasi1 bir alan olarak ortaya ¢ikmistir

[10, 11].

1.5. 3B Biyobaski Teknolojisi

Asagidan yukariya yaklasimi kullanilarak doku ve organ rejenerasyonuna yonelik
uygulamalarin yapildigi 3B biyobaski teknolojisi, katmanli tiretim tekniklerinden bir
tanesidir. 3B biyobaski, karmasik dokularin fonksiyonlarini restore edebilecek
malzemeler kullanilarak bir yap1 elde edilmesi ve dokunun hiicresel mimarisinin taklit
edilmesini amaglamaktadir [12]. Istenilen bu yapilar, hiicre ve biyomolekiil icerebilen
biyomiirekkeplerin bilgisayar destekli tasarlanmis modeller iizerinden katman katman

basilmasi ile 3B mimaride elde edilebilmektedir [1].

Ideal 3B bir biyobask: islemi gerceklestirebilmek igin ¢esitli adimlarin takip edilmesi
gerekmektedir. 3B biyobaski siireci X-ray, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
(MR), tek fotonlu gama 1sinlar1 veya biyoliiminesans goriintiileme gibi cesitli veri
toplama yontemleri kullanilarak hedeflenen doku veya organin biyomodellenmesi ile
baglar. Elde edilen tibbi goriintiilerden bilgisayar destekli tasarim (CAD) yazilimlari
kullanilmast ile 3B modeller olusturulur. Ardindan CAD dosyasi 3B biyoyazici
tarafindan okunabilmesi i¢in stereolitografi (.STL) formatina doniistiiriiliir. 3B model, 3B
biyoyaziciya ait yazilim araciligr ile kullanici tarafindan belirlenmis kalinliklarda 2B
katmanlara dondstiriilir [12, 13]. Tasarlanan anatomik modelin 3B biyobaskisini
yapmak iizere hiicre, biiylime faktorii ve biyobaski malzemesi iceren biyomiirekkep
secimi yapilir. Basilacak dokunun yapisina bagli olarak bir veya daha fazla baski bagligi

kullanilabilir. Baski bagliklarinin kalibrasyonun yapilmasinin ardindan uygun hiz,



sicaklik, basing, needle/noziil boyutu gibi ¢esitli sistem parametrelerinin ayarlanmasi ile
3B biyobaski gergeklestirilir [1]. 3B biyobaski ile elde edilen yapilarin ¢apraz baglama
islemi gercgeklestirilerek yapinin stabilizasyonu artirilir. Uygun sartlarin saglanmasinin

ardindan 3B yapilar in vitro veya in vivo ¢alismalarda kullanilabilir [1].

Biyomalzemeler ile birlikte canli hiicreler kullanilarak yapi, boyut ve sekil bakimindan
doku ve organlarin dogal mimarisinin taklit edilebildigi 3B yap1 iskelelerinin elde
edilebilmesi i¢in hassas ve iyi kontrol edilebilen sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Cesitli
teknolojik yaklasimlar arasindan en ¢ok tercih edilenler ekstriizyon, inkjet, lazer destekli
ve stereolitografi biyoyazicilardir [1]. Sekil 1.1.’de de goriilen bu 3B biyoyazicilarin

calisma prensibleri, avantaj ve dezavantajlar1 bagliklar halinde asagida agiklanmustir.
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Sekil 1.1. 3B biyoyazici teknolojileri. a) ekstriizyon biyoyazici, b) inkjet biyoyazici,
c) lazer destekli biyoyazici [14].

1.5.1. Ekstriizyon Biyoyazicilar

Ekstriizyon biyoyazicilar, pnomatik basing veya fiziksel kuvvet (piston veya vidali)
kullanilmas: ile biyomalzemenin mikro boyutlara kadar kiigiilebilen noziil araciligr ile
basilmasi prensibine dayanmaktadir (Sekil 1.2.a) [14]. X, y ve z eksenlerinde hareket
eden baski1 bagliklarina igerisine hidrojel biyomalzeme ile dolu olan siringa yerlestirilir.
Ardinda tasarlanan modele gore baslik eksenler boyunca hareket ederken, siringa

igerisinde bulunan biyomalzemenin filament seklinde devamli olarak basimi saglanir. ik



katmanin basimi saglandiktan sonra baski basligi bir katman yiiksekligi kadar yukari
kalkar veya baski yapilan yiizey asagi iner ve yeni katmanmn basimi saglanir [15].

Boylelikle tiim model tamamlanincaya kadar katman katman baski gergeklestirilir.

Ekstriizyon biyoyazicilarin en biiyiik avantaji diislik hiz ve basingli ekstriizyon sayesinde
diger biyoyazict sistemlerinde karsilagilabilen zorlu kosullar1 (biyomalzeme igerisinde
yer alan hiicreler tizerinde sok, 1s1 etkisi vb.) igermemesidir [1, 14]. Bu yaklasimin
dezavantajlar1 ise diger tekniklere gore nispeten diisiik ¢Oziniirliige sahip olmasidir.
Baski ¢oziiniirliigii siringa ucuna takili olan noziil boyutuna bagli olarak 100 um ile
milimetre araligindadir [14]. Ayrica noziil tikanmasi ve artan basinca bagli olarak hiicre

apoptozu gibi problemler olusabilmektedir [1].

1.5.2. inkjet Biyoyazicilar

Inkjet biyoyazicilar, ticari inkjet yazicilarin modifikasyonu sonucu gelistirilen bir
teknolojidir [16]. Termal veya piezoelektrik gibi mekanik pulslari kullanarak siringa
icerisinde bulunan biyomalzemenin kiiciik damlalar halinde basilmasi prensibine dayanir

(Sekil 1.2.b) [14].

Piezoelektrik inkjet sisteminde, aktiiatorler kullanilarak olusturulan akustik dalgalar
sayesinde biyomalzemeden damlacik olusturulmasi saglanir. Aktiiatér lizerine voltaj
uygulanmasi durumunda biyomalzeme hizlica sekil doniisiimiine ugrar ve bu durum
damlacigin siringadan ¢ikmasi icin yeterli basinci lretir. Ayn1 zamanda bazi injket
biyoyazicilarda ultrases dalgalari da kullanilabilmektedir. Bu yontemin ana avantaji
mikro boyutta yapilar elde edebilmek i¢in genlik, zaman ve puls gibi parametrelerin
cesitli varyasyonlar1 kullanilarak olusturulan damlaciklarin hizim1 ve boyutunu kontrol
edilebilir [14, 17]. Biyomalzeme iizerine basing ve sicaklik gibi uygulamalar yapilmadigi
icin biyomalzeme igerisinde yer alan hiicrelerin canliligi korunabilir. Ayrica noziilden
kaynaklanan ve hiicre canliligini olumsuz etkileyen kayma gerilmesi, noziil kullanimina
gerek olmadan bask1 yapilmasi ile inkjet biyoyazicilarda olugsmamaktadir. Termal injket
biyoyazicilarda, damlacik olusturabilmek icin elektriksel 1s1 kullanilmaktadir. Baski
boyunca hiicreler gecici bir sicaklik de§isimine maruz kaldigi i¢in bu teknik hiicre,
proteinler ve ¢esitli biyolojik triinler igin kullanilabilmektedir [16, 17]. Ana avantaji

diistik ticretli ve baski hizinin yliksek olmasidir, ayrica 20-100 um araliginda ¢oziintirliige



ulagilabilmektedir. Ancak tikanma, ¢esitli damlacik boyutlar1 ve zayif hiicre

enkapsiilasyonu gibi dezavantajlara sahiptir.

1.5.3. Lazer Destekli Biyoyazicilar

Lazer destekli biyoyazicilar, biyomalzemenin transferini saglamak i¢in pulslu bir lazer
151n1, lazeri odaklamak ve hizalamak i¢in odaklama sistemi, altin veya platinden yapilmis
emici bir katman (ribon) ve biyomalzeme katmani i¢in subsrattan meydana gelmektedir
(Sekil 1.2.c) [17]. Bask1 esnasinda lazer, emici katman olan ribonun {izerine odaklanir.
Boylelikle ribonun altinda yer alan biyomalzemeden yiiksek basingli hava kabarciklar
meydana gelerek subsrat iizerine transferi saglanir [17]. Nozil kullanimma gerek
olmayan bu sistemde tikanma problemleri soz konusu degildir, ayn1 zamanda hiicre
canlilig: etkilenmeden hassas sekil ve desenler elde edilebilir [14]. Coziiniirliigii 10 pm
boyutlarina kadar ulasabilmektedir ancak en pahali ve kompleks sistem olarak

goriilmektedir [16].

Yukarida bahsedilen 3B biyobask: tekniklerinin cesitli 6zellikleri Tablo 1.1.°de

verilmistir.

Tablo 1.1. 3B biyobaski tekniklerinin 6zellik karsilastiriimasi [18].

3B Biyobaski ) _
o Ekstriizyon Inkjet Lazer Destekli
Teknikleri
Coziiniirliik Orta Yiiksek Yiiksek
Baski hizi Yavas Hizli Orta
Maliyeti Orta Diisiik Yiiksek
Hiicre canlihg: %40-90 >%85 >%95
Hiicre yogunlugu Yiiksek, Diisiik Orta
hiicre sferoidleri (<10° hiicre/ml) (>10° hiicre/ml)
Viskozite 30-6 x 10’ mPa/s 3.5-12 mPa/s 1-300 mPa.s




1.6. Biyomiirekkepler (Biyoinkler)

3B biyobask: teknolojisinde, doku ve organlarin karmasik tasarimini tiretebilmek igin
“biyomiirekkep” olarak bilinen ¢esitli biyolojik malzemeler kullanilir [19]. 3B yapinin
basilmas1 i¢in kullanilan biyomiirekkepler, hiicre ve/veya biyoaktif molekiillerin
biyomalzemeler ile birlikte kullanilmasi ile elde edilmektedir. Biyomiirekkeplerde farkli
formlardaki hiicreler, sferoidlerde agrege olmus hiicreler, hiicresel rodlar, organoidlerde
organize edilmis hiicreler, mikrotasiyicilar {izerine ekilmis hiicreler ve kolloidal
mikroortamda enkapsiile edilmis hiicreler kullanilabilmektedir. Ayrica zorunlu
olmamakla birlikte hiicre gelisimini desteklemek i¢in biyomiirekkepler biiyiime

faktorleri, DNA, miRNA, sitokinler, eksozomlar gibi biyoaktif molekiilleri igerebilir [20].

Katmanl iiretim tekniklerinde ilk olarak basimlar biyolojik olmayan uygulamalar i¢in
yapilmistir. Bu ¢alismalarda seramikler, metaller ve termoplastik polimerler en yaygin
olarak kullanilan malzemelerdir ancak malzemeler i¢in ihtiya¢ duyulan yiiksek sicaklik,
organik ¢oziicli kullanimini gibi zorlu kosullar biyolojik malzemeler ve hiicreler igin
elverigli degildir. Bu nedenle canlilig1 saglayacak biyolojik malzemeler ve hiicreler i¢in
uygun sartlar1 saglayabilecek biyomiirekkeplerin gelistirilmesi gerekmektedir. Organ ve
doku tiretiminde karsilan en biiyiik problem, gercek doku ve organlara benzer kimyasal,
mekanik ve morfolojik 6zelliklerin elde edilmesidir. Bu nedenle biyomiirekkeplerin bu
problemleri gidermesi gerekmektedir [21]. Doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan hidrojeller, ayni zamanda yukarida verilen gereklilikleri karsilayabilme

potansiyeline sahip biyomiirekkepler olarak da kullanilabilmektedir.

1.6.1. Hidrojeller

Hidrojeller, hiicre yiiklii ¢apraz baglanmis matrisler olusturabilmek i¢in sulu ¢ozelti
icerisinde hiicre ve biyoaktif molekiiller ile karistirilabilen fiziksel veya kimyasal olarak
bagli polimerler igeren 3B sistemlerdir [1, 22, 23]. Hidrojeller kendilerine 6zgii capraz
bagli polimer yapilari ile yiiksek miktarda su tutma ve sahip oldugu ag yapisini bagh
tutma kapasitesine sahiptir. Bu durum polimer yapisinda bulunan siilfat (-SO3zH),
hidroksil (-OH), amin (-NH.) , karboksil (-COOH), amid (-CONH?>) gibi polar hidrofilik
gruplar sayesinde elde edilir [24, 25]. Hidrojellerin su emme egilimi, yapisinda bulunan
hidrofilik gruplar ile birlikte gapraz baglanmanin giiciine de baghdir [25]. Boylelikle kuru
agirliklarmin 10 ile 1000 katina kadar su ve biyolojik siviyr emebilirler [22]. Ek olarak



yiiksek su igerigine sahip olmasi hidrojelleri olduk¢a gbzenekli ve gecirgen hale getirir.
Boylelikle oksijen ve besinlerin yap1 iskelesi boyunca hizli bir sekilde dagilimi saglanir.
Bir¢ok hidrojel hiicrelere gerekli olan ilk destegi sagladiktan sonra, hiicrelerin ¢ogalip

cevre dokuyu sekillendirmeye basladik¢a bozunur [26].

Polimer yapida olan hidrojeller, dogal, sentetik veya dogal ve sentetik polimerlerin
birlesimi ile elde edilir. Bu polimerler homopolimer hidrojeller, kopolimer hidrojeller,
blok kopolimer hidrojeller, termopolimerler vb. formunda elde edilebilirler [25]. Dogal
polimer hidrojellerin  omurgasin1  olusturan polimerler hayvan, bitki veya
mikroorganizmalardan fermentasyon ve saflagtirma teknikleri kullanilarak tretilmis
polisakkarit, polipeptid, proteinler olabilir [23, 27]. Dogal polimer hidrojellere (Sekil
1.2.) 6rnek olarak kolajen, jelatin, fibrin, elastin, keratin, agaroz, aljinat, hyaluronik asit,
kitosan, kondrotin siilfat, karajenan, pektin vb. verilebilir [15]. Sentetik polimer
hidrojeller ise ilk olarak 1950’lerde kontakt lens malzemesi olarak hidroksietil metakrilat
kullanilarak gelistirilmeye baslanmistir [26]. Kolay islenebilir olmalarindan dolayr 3B
biyobaski i¢in tercih edilebilmektedir [17]. Sentetik polimer hidrojellere (Sekil 1.2.)
ornek olarak polikaprolakton (PCL), polilaktik asit (PLA), polietilen glikol (PEG),
poliglikolik asit (PGA) verilebilir [14]. Sentetik polimerler toksik olabilmektedir ancak
dogal polimerler daha ¢evre dostu olmakla birlikte kaynaklari sinirlidir [19].Hidrojel
biyomiirekkeplerin 3B biyobaski kapasitesi kalp, kikirdak, kemik, kas, bobrek, deri, kan
damarlari, adipoz, bagirsak, trakea, karaciger ve ¢esitli hasar gormiis diger biyolojik

dokularin rejenerasyonunda gosterilmistir [1].
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Sekil 1.2. Sentetik ve dogal polimer hidrojel 6rnekleri [28].
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1.6.1.1. Hidrojellerin Ozellikleri

1.6.1.1.1. Biyobenzetim

3B biyobaski ile elde edilmis yapilarin, dogal dokunun hiicre yogunlugunu, diizenini ve
anatomik geometrisini taklit etmesi amaglanir. Bu nedenle rejeneratif tip uygulamalari
icin umut verici ¢dziim olarak goriilmektedir [26]. Biyobenzetim, i¢/dis etkenler olan
sinyal molekiilleri, ¢o6ziinebilen ve ¢ozlinemeyen faktorler, sicaklik, basing Vvb.
kullanilarak hiicresel etkilesimler saglanmasi ile hiicrelerin fonksiyonel bilesenlerinin
yeniden {iiretilmesi temeline dayanmaktadir [22]. Hidrojeller, hidrofil yapilari, hiicre ve
biyoaktif molekiilleri enkapsiile edebilme 6zellikleri ile hiicre taginimi igin elverigli bir
ortama sahip olup, doku rejenerasyonu i¢in dogal ECM’nin birgok o6zelligini taklit
edebilmektedir [16].

Insan viicudunda epitel, kas, sinir ve bag doku olmak iizere 4 temel doku tipi
bulunmaktadir. Her bir doku tiirii, hiicresel bilesenler ve hiicre dis1 ortam ile dokunun
birincil fonksiyon durumuna goére bir dengeye sahiptir. Epitel hiicreleri, salgilama ve
emilim yapmak iizerine Ozellesmis iken kas hiicreleri kasilma yoluyla kuvvet
tiretmektedir. Sinir, periferik ve merkezi sinir sistemine giden ve gelen elektrik
sinyallerinin iletimini saglar. Bag dokular ise mekanik ve sekilsel destek saglamakla
gorevlidir. Biitiin bu doku tiplerinin farkli islevlere sahip olmasi nedeniyle, her bir
dokunun histolojik yapisinda farkli diizenlemeler mevcuttur. Epitel, kas ve sinir dokular1
goreceli olarak yliksek hiicre/ECM oranina sahip olmakla birlikte dokularin asil islevi
goreceli olarak az olan ECM aracili81 ile saglanir. Tendon, ligament, kikirdak, kemik gibi
bag dokular1 ise goreceli olarak diisiik hiicre/ECM oranina, boylelikle yiiksek ECM
miktarina sahiptir. Bu dokularda bulunan, ECM {iretimi konusunda 6zellesmis hiicreler,
bol miktarda protein sentezleyerek viicudun mekanik biitiinliigli ve yapisinin korunmasini

saglarlar [27].

Dokularin dogal yapis1 ve fonksiyonlari, dokunun sahip oldugu ECM diizeniyle
belirleniyor olup bu diizen malzemelerin biyobenzetimi agisindan 6nem arz etmektedir.
Hidrojeller dogal ECM yapisini taklit ederek hiicreleri yonlendirebilir [16]. ECM,
yiizlerce protein ve karbonhidrattan olusan, devamli kendini yenileyen, sekillendiren,
hiicre yonlendirici, biiyiime, go¢ ve farklilagsma faktorleri bulunduran oldukg¢a dinamik

bir yapidir. Tim bu faktorler, hiicrelerin baglanmasi, sekli, ¢ogalma ve farklilagsma
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kapasitesi, uygun fenotipe farklilagma yetenekleri {izerinde biiyiik bir etki saglayacak
olan mikrogevre olusumuna katki saglar [16]. Hiicreler, hiicre zarinda bulunan integrin
olarak bilinen ECM baglayic1 proteinler araciligi ¢evresi ile iletisim kurabilmektedir.
Integrinler, hareketlilik, canlilik, ¢ogalma ve farklilasma gibi onemli hiicresel olaylarda
anahtar rol oynamaktadir. ECM, hiicre iskeletlerinin ECM mikrogevresine baglanmasini
saglayacak bir hiicre baglanma ligand ortami ig¢erir. Bu baglayici liganlar, ECM yapisinda
bulunan kolajen, laminin, fibronektin gibi ECM proteinleri iizerinde bulunur [29]. Farkli
ECM bilesenleri, belirli integrinler ile spesifik etkilesime girebildikleri i¢in, dokularda
bulunan cesitli ECM yapilarinin ¢esitli  hiicre tipleri iizerinde farkli etkileri

bulunabilmektedir [16].

Organik kaynaklarindan dolayr dogal olarak elde edilen hidrojeller, igeriginde bulunan
tiim bu faktorler araciligi ile hiicresel yanit1 saglarak biyobenzer 6zellik gostermektedir.
Sentetik polimer hidrojeller ise dogal yapilarinda aranan faktorleri icermese de hiicre
adezyon molekiilleri, enzim spesifik sekanslar gibi bilesenler ile modifiye edilerek

biyobenzer 6zellikleri kuvvetlendirilmeye galisilir [27].

1.6.1.1.2. Biyouyumluluk

Herhangi bir malzemenin biyouyumlulugunu degerlendirmenin amaci, malzemenin
viicut tizerindeki toksik etkisini belirleyebilmektir. Bu nedenle biyomalzemeler, konakta
herhangi bir hasar veya istenmeyen yan etkilere neden olabilecek biyolojik tepkileri
belirleyebilmek i¢in degerlendirmelidir [16]. Hidrojeller, dokular ve hiicreler ile temasta

bulundugu i¢in iy1 bir biyouyumluluga sahip olmalidir.

Biyouyumluluk, biyogiivenlik ve biyoislevsellik olarak ikiye ayrilabilir. Biyogiivenlik
yalnizca sistemik reaksiyon degil ayn1 zamanda yerel olan sitotoksisite, anjiyogenez,
mutagenez eksikligi bulunan konak reaksiyonudur. Biyoislevsellik ise malzemenin
tasarlandig1 tizere islevini yerine getirebilmesi, fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin
degismesi ile kendini gosterir. Biyoislevsellik, 6zellikle doku miihendisliginde 6nem arz
etmektedir ¢linkii dokular, iyilesme ve hiicresel yenilenme siiregleri boyunca ve ayni

zamanda yap1 iskelelerinin bozunmasi esnasinda devamli olarak etkilesim halindedir
[30].
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1.6.1.1.3. Biyobozunurluk

Hidrojellerin tasariminda O6nemli bir faktdr olan biyobozunurluk, hidrojelin zaman
icerisinde yeni olusacak fonksiyonel doku ile yer degisimini amaglamaktadir [26]. Tim
hidrojellerin, hiicrelerin biiyiimesi destekleyici bir ortam gorevi gordiigii i¢in bozunmaya
ugramasi gerekmektedir. Hiicrelerin biliyiimesi i¢in alana ihtiya¢ duydugundan, doku
rejenerasyonunun saglanmasi esnasinda hidrojellerin bozunmasi, hiicrelerin ¢ogalmasi ile
senkronize bir sekilde gerceklesmelidir. Hidrojellerin erken agsamada bozunmasi, hiicre
Olimiine ve rejenerasyon esnasinda destekleyici ortam saglanamamasi sonucu doku
rejenerasyonunun ger¢eklesememesine neden olur. Hidrojellerin ge¢ asamada bozunmasi
ise, immiinojenik reaksiyonlara, ayni zamanda biiyliyen hiicrelerin ortam igerisinde
bogulmalarina neden olur [8]. Hiicreler ¢ogalip, farklilasip, kendi ECM’lerini {iretmeye
basladiklarinda, hidrojel bozunma sonucu viicuttan kolaylikla atilabilen yan firiinlere

dontigmelidir [31].

Biyobozunurluk, hidrojellerin polimer zincirlerinde yiiksek oranda bulunan ester,
karbonat, peptid gruplari gibi hidrolize edilebilir gruplar ile iligkilidir. Hidrojellerin
biyobozunma oraninin ayarlanabilmesi igin baslica ii¢ yol bulunmaktadir. Birincisi,
biyobozunma oraninda baskin bir faktorii olan polimerlerin kimyasal yap1 ve bilesimlerini
kontrol etmektir. Ikincisi, polimerlerin konsantrasyonunu degistirmek gibi fiziksel
faktorlerin ayarlanmasidir. Ugiinciisii ise, hidrojelin ¢apraz baglanma metodunu
segmektir. Capraz baglanma, farkli polimer zincirlerinin etkilesimleri iizerinde 6nemli
Olgiide etkisi bulundugu i¢in biyobozunma oraninda ¢ok biiyiikk degisikliklere neden
olabilmektedir [32].

1.6.1.1.4. Mekanik Ozellikler

Biyomiirekkepler 3B basilmis yapinin stabilitesini korumak ve yapi igerisindeki spesifik
kuvvetlerin dengesini saglayabilmek igin uygun bir mekanik kuvvete sahip olmalidir.
Farkli doku ve organlarin sahip oldugu elastik modiil gereksinimlerine gore bu
gereksinimleri karsilayacak mekanik ve yapisal Ozelliklere sahip hidrojel secimi
yapilmali, boylelikle 3B basilmis yapinin islevini siirdiirmek ¢ok 6nemlidir. Dokularin
mekanik Ozellikleri ¢ok cesitli olabilmektedir. Yag, deri, kas gibi dokular oldukca
yumusak iken, kikirdak ve kemik gibi dokular daha sert yapiya sahiptir. Bu mekanik

ozellikler dokularin fonksiyonlarni saglayabilmesi i¢in gereklidir ve hidrojel tasarimi
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icin goz Oniinde bulundurulmalidir [27]. Genellikle hidrojeller yumusak o6zellik
sergilemektedir ancak gerekli mekanik kuvveti karsilayabilmek i¢in dogal hidrojeller ile
sentetik hidrojellerin birarada kullanilmasi1 da miimkiindiir. Bunlara ek olarak, basimi
yapilacak olan modelin yapisal 6zellikleri (i¢i dolu/bos model basimi vb.) mekanik
kuvveti etkilemektedir. Bu nedenle, dogal dokunun mekanik O6zelliklerini
karsilayabilmek i¢in hem dokuya uygun hidrojel, hem de deneysel gerekliliklere gére 3B

yapinin tasarimi optimize edilmelidir [33].

Ek olarak hidrojellerin bozunma hizi mekanik stabiliteyi de etkileyebilmektedir. Hidrojel
yapisinin bozunmasi, yapiy1 daha zayif hale getirebilmektedir. Hizli bir sekilde bozunan
hidrojel 3B olarak basilmig yapinin ¢okmesine ve bulundugu alanda gerekli mekanik
dayanimi gosterememesine neden olabilmektedir. Ayrica hidrojel bilesimine, hiicre tipine

ve hiicre yogunluguna bagli olarak mekanik 6zellikler etkilenebilmektedir [27].

1.6.1.1.5. Sisme Kapasitesi

Doku miihendisligi i¢in kullanilan hidrojellerin fiziksel ozelliklerini tanimlayan en
onemli parametrelerden biri viicut sivilarin1 emebilme yetenegi olan sisme 6zellikleridir.
Hidrojeller, besinler ve metabolik iiriinlere niifuz edip onlarin tagimimlarini
saglayabilmelidir. Hidrojellerin sisme 6zellikleri, pH, sicaklik, c¢apraz baglanma
mekanizmas1 gibi cesitli parametlerden etkilenmektedir. Sisme o6zellikleri, capraz
baglanma yogunlugu ile ters orantili ve biiyiik 6l¢iide hidrojelin kimyasal yapisina

baglidir [15].

Hidrojellerde bulunan su, polimerik zincire bagh su, serbest su ve yar1 bagl olarak
smiflandirilabilir. Kuru hidrojel, su ile temas ettigi zaman ilk olarak su molekiilleri
hidrojel igerisine nufiiz eder ve hidrofilik gruplari hidratlar. Gruplar hidratlandiginda
polimer ag yapist siser ve hidrofobik gruplari agiga cikarir. Hidrojelin hidrofilik ve
hidrofobik gruplar1 su molekiilleri ile etkilesime girdikten sonra, polimerik ag zinciri
ozmotik kuvvetin etkisiyle su emmeye devam eder. Hidrojel o6zellikleri, polimer
zincirlerine bagl olan -OH, -CONH, -COOH, -CONH>, -SO3zH gibi hidrofilik gruplarin
bagli oldugu polimer tiirlerine gore degismektedir. Ornegin, alkol, amidler ve karboksilik
asitlerin varligi, hidrojelin sertligini ve suyu emme kapasitesini artirir [34]. Daha ¢ok

hidrofilik gruplara sahip olan hidrojeller, hidrofobik gruplarin yogun olarak bulundugu



14

hidrojellere gore daha hizli siser [15]. Ek olarak fonksiyonel gruplarin varligi, hidrojel

olusturulmasi sirasinda tercih edilen ¢apraz baglanma tiiriinii de etkiler.

1.6.1.1.6. 3B Biyoyazicilarda Basilabilirlik

Ekstriizyon 3B biyoyazicilar, biyomiirekkepleri damlacik seklinde basmak yerine diiz
filamentler haline getirerek baski yapilmasini ve filamentlerin {ist {iste basilmasi ile 3B
yapilarin elde edilmesini saglar. 3B biyobaski, malzemenin ne sivi ne de kati durumuna
baglidir. Biyomiirekkeplerin ekstriizyonu kayma kuvvetine bagli olarak elde edilir ve
biyomiirekkebin reolojisi ve viskozitesi, basilabilirlik i¢in Onemli faktorlerdir.
Ekstriizyon 3B biyobaski saglanirken biyomiirekkep hem akiskan 6zellige sahip olmali
hem de baski sonrasinda seklini koruyabilmelidir. Yani 3B biyobaski esnasinda, hiicre
varhiginda biyomiirekkep minimum bir i¢ direngle akmali, 3B biyobaski tamamlandiktan
sonra ise akigkan durumun kesilip, deformasyona kars1 bir i¢ kuvvet olugsmali ve elastik
seklin korunmasi gerekmektedir. Bu o6zelliklerin karsilanabilen biyomiirekkepler
viskoelastik olarak adlandirilir [35]. Akiskan viskoelastisitesi, elastik modiili ve
viskozite modiilii olmak iizere iki parametreden olugmaktadir [33]. Depo modiilii (G”)
olarak da adlandirilan elastik modilii biyomiirekkebin enerjiyi elastik olarak
depolayabilme Ozelligini ifade etmekte, bu nedenle biyomiirekkebin seklini
koruyabilmesi ile iligkilidir. Kayip modiilii (G”) olarak da ifade edilen viskozite modiili
ise biyomiirekkebin kaybettigi enerjinin dlglislidiir ve biyomiirekkebin akiskan 6zelligi
ile iliskilidir [35, 36]. Ekstriizyon biyobaskida, baski kosullar1 altinda biyomiirekkebin
elastik ozellikleri, akiskan 6zelliklerinden daha zayif olmamalidir. Yani 3B yapilarin
olusturulmas1 i¢in viskozite modiiliiniin, elastik modiile esit veya daha yiliksek olmasi
gerekmektedir. Viskoelastik ozellikler, reolojik analizler ile gergeklestirilir. G’ ve G”

degerleri tipi olarak salinimin frekans ve genlik fonksiyonlar olarak 6lgiiliir [35].

Viskozite, biyomiirekkebin akmaya kars1 gosterdigi direngtir ve hem baski dogrulugu
hem de hiicre kapsiillemenin verimliligi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Viskoziteyi
belirleyen temel parametreler polimerin molekiiler agirligi ve konsantrasyonudur.
Yiiksek viskoziteler daha yliksek biyobaski dogrulugu saglarken ayni zamanda
biyomiirekkep i¢inde bulunan hiicreler iizerinde daha fazla kayma gerilimi olusturur.
Viskozite, kayma geriliminin kayma hizina oranimi verir [35]. Kayma incelmesi, 3B
biyobask: esnasinda devamli bir akisin saglanabilmesi i¢in ekstriizyon biyobaskinin temel

prensibidir. Polimer icerikli biyomiirekkepler kayma ile birlikte incelir ve polimer baglar
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arasinda gerilim meydana gelir. Boylelikle gerilime bagl olarak akiskanlik artar. Sonug
olarak biyomiirekkebin viskozitesi, kayma gerilmesinin artmasi ile azalir ve basma islemi

sirasinda akiskanligi artirir [33].

1.6.1.1.7. Capraz Baglanabilirlik

Capraz baglanmadan 6nce hidrojeller tipik olarak sivi polimer ¢ozeltileridir ve katman
katman 3B bir yapinin basilmasi1 bu formda iken miimkiin degildir. Ancak hidrojel aglari,
capraz baglar ad1 verilen fiziksel veya kovalent etkilesimler ile kat1 hale getirilip bir arada
tutulabilir. Bu ¢apraz bagl aglarin mekanik 6zellikleri, polimerin ag yapisi ve ¢dzeltinin
bilesenleri arasindaki etkilesimler ile belirlenir. Bu nedenle hem ¢apraz baglanmamis
¢ozeltinin s1v1 6zelliklerini, hem de ¢apraz bagl hidrojel yapisinin mekanik 6zelliklerini

kontrol edebilmek 3B biyobaski ¢alismalarinda 6nem arz etmektedir [26].

Polimerik zincirler ve hidrojeller arasindaki ¢apraz baglanma kuvvetine gore hidrojeller,
kimyasal hidrojeller, fiziksel hidrojeller ve her ikisinin kombinasyonu ile hibrit
hidrojeller seklinde sinflandirilabilir. Fiziksel hidrojeller, polimer zinciri arasindaki
capraz baglanmalar hidrojen bagi, iyonik kuvvetler, Van der Waals etkilesimleri,
hidrofilik ve hidrofobik kuvvetler gibi kovalent olmayan baglar aracilig1 ile saglanir [25].
Hidrojen baglar ile ¢apraz baglarin olusturulmasi yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Hidrojen baglarmin artmast ile daha kuvvetli hidrojeller elde edilebilir. Iyonik kuvvetler
kullanilarak gergeklestirilen ¢apraz baglanmalar, iyonlasabilen polimerlerin katyonlarla
etkilesimine dayanmaktadir. Buna 6rnek olarak aljinatin kalsiyum kloriir kullanilarak
capraz baglanmasi verilebilir. Katyonlar fakli degerlik seviyelerinde olmasi durumunda
capraz baglanma seviyelerini etkiyebilir ve ¢apraz bag icerisinde yer alan bir maddenin
kontrollii saliniminda rol oynayabilir. Hidrofobik capraz baglanma ise miseller yapisi
sayesinde dis kuvvetlerin dagilmasini saglayabilir [37]. Fiziksel ¢apraz baglanmalarin
hem avantaji hem dezavantaji bulunmaktadir. Fiziksel hidrojeller, polimer zincirleri
arasindaki ikincil etkilesimler ¢ok kuvvetli olmadigi i¢in tersinir 6zellik sergilerler. Zayif
baglardan dolay: hidrojeller dis uyaranlara maruz kaldiginda diizensiz, kirilgan ve
mekanik olarak kuvvetli degildirler. Ayrica yine zayif baglardan dolay1 1sitildiklarinda
organik coziiclilerde ve suda ¢oziinilir hale gelirler [25]. Fiziksel ¢apraz baglanmalarin
avantaji ise kovalent ¢apraz baglanmalar icin ihtiya¢ duyulabilecek toksik ve zararh

capraz baglama maddelerinin kullanilmamasidir [37].



16

Kimyasal hidrojeller ise polimer zincirleri arasinda kovalent baglanmalar ile meydana
gelir. Makromolekiiler zincirler arasinda giiglii kovalent baglar olustugu i¢in fiziksel
hirojellerde oldugu gibi tersinir &zellikte degildir, hidrojeli cevreleyen ortamda
¢Oziinmezler ve depo modiiliiniin artmas1 gibi mekanik dayanimlar1 daha yiiksektir [25,
37]. Kovalent ¢apraz baglanmalar termal polimerizasyon, fotopolimerizasyon, enzimatik
capraz baglanma gibi bir¢cok yoOntemle saglanabilmektedir. Fotopolimerizasyon, jel
olusumunu baslatmak i¢in 6zel bir serbest radikal polimerizasyon seklidir. Baglatma,
yayilma, zincir transferi ve sonlandirma olmak iizere serbest radikal polimerizasyon dort
adimdan olusur. Capraz baglanma reaksiyonu fotobaslaticilara UV 1s181n uygulanmasi ile
baslar. Isig1 (foton) soguran fotobaslaticilar hizla radikallere veya iyonlara parcalanan
aktif formlara doniigiir yani baslatma adiminda yayilma zincirlerini baslatan serbest
radikal aktif merkezler olusturulur. Ardindan yayilma adiminda, ardistk monomer
birimleri biiyiiyen polimer yapisina eklenir. Zincir transferinde biiyiiyen bir polimer
sonlandirilir ve bir baskas1 baslatilir. Son olarak sonlandirma adiminda ise aktif merkezler
yok edilerek polimer biiylimesi sonlandirilir [38]. Bu yontemin avantaji, istenilen
bolgelerde ¢apraz baglanma saglanarak segici ¢apraz baglanma elde edilmesidir. Ayrica
reaksiyonun zorlu olmayan kosullar ve sicaklik altinda gerceklestirilmesi, bu yontemin
tercih edilirligini artirir. Genel olarak fotopolimerizasyon, metakrilat gruplarina sahip
polimerler iizerinden gergeklestirilir. Cift bag, bilesikler1 UV 1s18a karst duyarl hale
getirir, boylelikle zincir polimerizasyonu gercgeklestirilebilir. Metakrilatlanmig
hyaluronik asit, fotopolimerizasyon i¢in en ¢ok calisilan hidrojellerden biridir. Bir bagka
kovalent ¢apraz baglanma teknigi ise enzimatik polimerizasyondur ve enzim substrat
Ozgiilliigiine dayanir. Hidrojeller i¢in toksik olmayan ve kararli bir ¢apraz baglanma
saglar. Reaksiyon notr pH ve atmosferik sicaklik gibi hafif kosullarda meydana gelebilir
[37]. Kimyasal ¢apraz baglanmalar formaldehit, glutaraldehit, genipin, diglisidil eter ve
N, N'-metilenbisakrilamid kullanilarak cesitli yollarla gerceklestirilebilir. Kimyasal
capraz baglanma hidrojellere miikemmel termal, mekanik, kimyasal ve ylizey 6zellikleri
kazandirmasinin yami sira hidrojellerin sismis bir ag§ durumunda kalmasindan da

sorumludur [25].

1.6.1.2. 3B Biyoyazicilarda Kullanilan Hidrojeller

Bu boliimde 3B biyoyazicilarda kullanilan bazi hidrojellerden bahsedilmistir. Biyobaski

sirasinda kullanilan bu hidrojellerin temel islevi, baski sirasinda ve sonrasinda hiicreleri
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3B bir alanda konumlandirabilmektir. Piyasadaki ¢ogu hidrojeller, gecici hiicre dist
matriks rolleri ile aljinat, kolajen, jelatin, hyaluronik asit, kitosan, seliiloz, agaroz,
karajenan gibi dogal hiicre dis1 matriks kaynaklarindan elde edilirler. Dogal kaynaklardan
iretilen bu polimerler hidrojel olarak ¢ok uygundur ¢iinkii hiicre baglanmasi ve
cogalmasimi destekler, ayni zamanda kolaylikla parcalanabilip viicut tarafindan
metabolize edilebilirler. Bir¢ok avantajimnin yaninda bu polimerlerin yiiksek degiskenlik
potansiyeli, viicutta reddedilme veya immiin reaksiyonlara neden olma, nispeten hizl
bozunma ve zayif mekanik Ozellikler gibi cesitli sinirlayict dezavantajlar1t da

bulunmaktadir [27].

Sodyum aljinat, kahverengi deniz yosunundan elde edilen, anyonik bir polisakkarittir. M
(B-D mannuronik asit monomerleri) ve G (a-L-guluronik asit bloklari) gruplarini igeren
bir lineer blok kopolimer yapisina sahiptir. G bloklari, iki degerlikli katyonlarla
etkilesime girerek iyonik baglar olusturabilir, bdylelikle c¢ozeltilerde jel haline
gelebilmektedir. Aljinat1 biyobaski i¢in tercih edilir hale getiren 6zellikleri biyobenzer
yapida olmasi, uygun viskozite degerleri, ideal sicakliklarla jellesebilmesi ve yiiksek
biyouyumluluga sahip olmasidir [17]. Ancak aljinat dogal olarak {iretilmis bir polimer
olsa da memeliler bu polimer ECM yapisinda kullanmadiklari i¢in biyomimetik olarak
kabul edilemezler. Ayrica aljinatta bulunan yiiksek kalsiyum igerigi bu hidrojelin biiyiik
doku yenilenmesi i¢in kullanilmas: durumunda kan dolagimina veya ¢evreleyen dokuya

salinimi ile hiperkalsemi ve bobrek hasarina yol agma potansiyeli vardir [27].

Kolajen, biiyilk miktarda hidroksiprolin, prolin, glisin gibi aminoasitlerden ve eser
miktarda stlfiir icerikli amino asit ve aromatik amino asit igerigine sahip dogal bir
polimerdir. Hidroksiprolin ve prolin kolajenin iigiinciil yapisin1 korur. Cesitli doku
miihendisligi uygulamalari i¢in kullanilan kolajen, ECM yapisina ait temel proteinlerden
biridir ve hiicre davranisinda biiylik etkiye sahiptir. Ancak zayif mekanik o6zellikleri
nedeniyle 3B biyobaski i¢in kullanimi sinirlidir [17]. Jelatin ise kolajenin denatiirasyona
ugramis halidir. Bu nedenle daha az tersiyer yapiya sahiptir. Genellikle 40 °C’de sarmal
yapida bulunur ve sogutuldugunda ftglii helis formunu tekrar kazanabilir. Hiicre
baglanmasinda etkin rol oynayan hiicre adezyonu sekansi arginin glisin aspartik asit
alanlarinin bulunmasi1 nedeniyle doku miihendisliginde genis capta kullanilmaktadir.
Hiicresel biyouyumluluk gdstermesine ragmen olduk¢a viskoz yapisi ile biyobaski

uygulamalari i¢in dezavantaj olusturur [17].
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Hyaluronik asit, (B-1,3) B-1,4-baghi D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin
disakkaritlerden olusan lineer bir polisakkarittir. Viskoelastik, biyobozunur ve yiiksek
biyouyumluluk 6zellikleri ile 3B biyobaski igin elverisli bir polimer olsa da yiiksek
hidrofilik 6zellige sahip olmas1 biyobaski i¢gin limitasyon olusturmaktadir. Hidrofilikligi
azaltmak i¢in cesitli kimyasal ¢apraz baglama yontemleri ve hidrofobik yan zincirler ile
tiretilmesi tizerine ¢alisilmistir [17]. Ayrica istenilen sekil ve gozenekli yapiya elde
edilmesinde de zorluklar yasanabilmektedir. Bu nedenler ile hyaluronik asit ve diger

polimerlerin bir arada kullanilarak hidrojel elde edildigi gesitli stratejiler gelistirilmistir

[1].

Kitin tiirevi olan kitosan, omurgasizlar ve kabuklularin dis iskeletlerinde, ayrica
mantarlarda bulunabilen bir polimerdir. B-D-glukozamin zincirleri ve N-asetil-p-D-
glukozamin  birimlerinden  glikosidik  baglarla ~ olusan  katyonik  bir
heteropolimerdir. Kitinin %40-%98 oranlarinda deasetilasyonu ile olusturulur. Notr ve
bazik ortamlarda c¢oziinmeyen kitosan, 6.2 iizerinde bir pH’da iyonik kuvvetlerin
varhigindan dolayr hidrojelin ¢okelmesine neden olur [1]. Pozitif yiikli alkalin
polisakkarit olan kitosan, biyobozunur, biyouyumlu ve antibakteriyel 6zelliklere sahiptir.
Ayn1 zamanda kimyasal modifikasyonu da kolaydir [15]. Ancak zayif mekanik

Ozelliklere sahip olmasindan dolay1 sert doku mithendisligi uygulamalart sinirlidir [1].

Seliiloz, bitkiler, hayvanlar ve bazi bakterilerde olmak tizere c¢ok cesitli canlilarda
bulunabilmektedir. En cok ticari kaynakli olarak kullanilan selilloz aga¢ ve bitki
liflerinden elde edilenlerdir. Ayn1 zamanda bakteri, alg ve deniz canlilan tarafindan da
tiretilebilmektedir [34]. Homopolimer yapida olan seliiloz, uygun gerilme 6zelliklerine
ve kristal formda bir yapiya sahiptir. Seliiloz, 6zellikle B-(1—4) glikosidik baglar ile
baglanan iki PB-D-anhidroglukopiranoz birimlerini igeren, tekrar eden selobiyoz
birimlerinden olusur. Bu diizenleme serit yap1 olusturmak tizere molekiil i¢i hidrojen
baglar ile stabilize edilmistir. Hidrojen baglari molekiilleri temel bir mikrofibriler yap:
halinde birlestirir ve bu lifler biraraya gelerek kristal yap1 olusturur [1]. Seliiloz, 3B
biyobask: i¢in biyouyumlu, biyobozunur ve hidrofilik o6zelliklerinden dolay: tercih

edilmektedir [34]. Ancak zayif mekanik 6zellik gostermektedir.

Agaroz, kirmizi alglerden elde edilen bir polisakkarittir. Yapisinda 1,4-bagli 3,6-anhidro-

L-galaktoz ve 1,3-bagli -D-galaktoz zincirlerini barindirir. Vaskiiler ve cilt rejenerasyonu



19

uygulamalarinda biyouyumlu, toksik olmamasi ve ayarlanabilir 6zellikleri ile tercih
edilmektedir [15]. Agarozun hidrojel olusumunu etkileyen iki temel faktor vardir;
sicaklik ve konsantrasyon. Cozelti halindeki agaroz zincirleri, yiiksek sicaklik altinda
rastgele bir sarmal yap1 sergilerken, sicakligin diisiiriilmesi ile tek veya ¢ift sarmal yap1
olusturarak jel haline doniisiir [1]. Yapilan bir ¢calismada agarozun sol-gel gegisinin 37
°C’de gerceklestigi ve 4-37°C aralifinda yapinin kararli 6zellik sergiledigi gosterilmistir
[39].

Karajenan, sicak suda ¢oziinen, kirmizi deniz alglerinden elde edilen siilfatlanmis bir
polisakkarittir. o (1—3) ve f (1—4) glikosidik baglar ile baglanmis anyonik bir polimer
olan karajenan, B-D-galaktopiranoz ve 3,6-anhidro-a-D-galaktopiranoz birimlerinden
olusur. Karajenanin énemli 6zelliklerinden biri elde edildigi alg kaynagi ve ekstrakte
edilme yontemidir. Bu kaynaklara gore benzer kimyasal yapiya sahip, kappa (), iota (1)
ve lambda (}) olmak tizere 3 farkli karajenan tiirii elde edilebilmektedir. Her tipte yer alan
stilfat ester seviyesi hem jellesme iizerinde hem de ¢oziiniirliik sicakligi ve jel kuvveti
lizerinde etkiye sahiptir [1]. Iyi biyouyumluluga ve kararli yapiya, ayni zamanda
mitkemmel antikoagiilasyon Ozelliklerine sahip olmasindan dolayr karajenan kemik

dokusu ve diger doku miihendisligi caligmalarinda kullanilmaktadir [15].

1.6.1.3. Foto-Capraz Baglanabilir Hidrojeller

Isigin malzemenin reaksiyon davranisi iizerinde uzay-zamansal kontrol saglamasindan
dolay1 foto capraz baglanabilir hidrojeller doku miithendisliginde ilgi ¢ekici hale gelmistir.
Bu nedenle foto ¢apraz baglanma, 3B biyobaski teknolojisinde iiretimin dogrulugu
tizerinde kontrol saglamaktadir. Ayrica foto ¢apraz baglanmanin kimyasi ilizerinde
kontrol saglanmas1 ile minimal yan iirlinler elde edilebilmektedir. Boylelikle hiicre iceren

yapilarin 3B baskisi giivenli bir sekilde elde edilebilir [40].

Sentetik hidrojeller ile karsilagtirildiginda, jelatin, kolajen, aljinat, hyaluronik asit gibi
polipeptid, polisakkarit, glikozaminoglikan temelli dogal polimerler daha iyi
biyobozunur, biyouyumlu ve biyolojik yanitlar olusturan isleve sahiptir. Ayrica bu
hidrojeller ECM yapisimi taklit edebildikleri, ayarlanabilir viskoelastik 6zelliklere sahip
olduklar1 ve yiiksek gecirgenlige sahip olduklari i¢in tercih edilmektedirler. Bu 6zellikler
hiicrelerin baglanmasi, yayilmasi, ¢ogalmasi iizerinde etkilidir [40]. Ancak dogal

polisakkaritler tekrarlayan monosakkarit birimleri ve makromolekiiller arasindaki ve
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icindeki giicli hidrojen baglar1 nedeniyle biyomedikal uygulamalarda yetersiz
kalabilmektedir [23]. Ek olarak pH ve sicaklik gibi ¢evresel faktorler dogal
polisakkaritlerin ~ stabilitesini  kolaylikla etkileyebilmektedir. Ayrica polipeptid,
polisakkarit temelli dogal hidrojellerin giincel problemleri 2B ve 3B yapilarda zayif
mekanik ozellik gostermesi, diisiik kararlilik, ham maddede olusan varyasyonlar ve
hiicrelerle kullanilmak tizere saflastirilmasinin zor olmasidir [40]. Ancak polipeptid ve
polisakkaritler ¢ok ¢esitli fonksiyonel gruplara sahiptir ve polimerlerin glikosil
birimlerine baglanan ¢ok sayida fonksiyonel gruplar tizerinden kimyasal modifikasyonlar
gerceklestirilmektedir [23, 40]. Boylelikle gesitli jellesme mekanizmalar ile mekanik ve
biyolojik dzellikleri ayarlanabilen, hiicre davraniglarinda direk etkiye sahip hidrojeller
elde edilebilir [23, 40]. Fonksiyonellestirilmis bu hidrojeller reolojik davranislari,
mekanik ozellikleri, biyobozunurlugu, biyouyumlulugu ve biyolojik aktiviteleri ile doku

miihendisligi uygulamalari ihtiyaglarina hitap etmektedir [23].

3B biyobask: teknolojisinin gelisim siirecinde en Onemli tasarim degisiklikleri,
polimerlerin kimyasal olarak modifiye edilmesi ve bu polimerlerin kullaniminin artmasi
ile saglanmistir. Biyolojik olarak aktif 6zellik gdsteren bu hidrojeller, farkli ¢apraz
baglanma teknikleri ile fonksiyonellestirilebilir. Fiziksel yollar ile ¢apraz baglanan dogal
hidrojeller, genellikle kovalent baglar ile capraz baglanan sentetik hidrojellere gore daha
zayiftir. Ancak fiziksel ¢apraz baglar tersinirdir ve sicaklik, pH, iyon konsantrasyonu gibi
cevresel faktorlere karsi duyarlilik gosterir. Bu nedenle dogal polimerlerin, kovalent
baglar ile capraz baglanarak fonksiyonellestirilmesi ile hidrojelin hem mekanik
kuvvetinin artirilmast hem de ¢evresel faktorlere olan duyarliligin azalmasi saglanabilir.
Aljinat, jelatin, hyaluronik asit ve kolajen dahil olmak iizere bir ¢ok dogal hidrojel
mekanik kuvveti ve in vivo ortamda stabiliteyi artirmak i¢in fonksiyonellestirilmistir.
Ayrica fonksiyonellestirme islemi hiicre baglanmasi ve bozunma &zelliklerini

degistirmek i¢in kullanilabilir [26].

1.6.1.3.1. Metakrilasyon
Bu boliimde birgok hidrojel fonksiyonellestirme teknikleri arasindan tez kapsaminda

caligilan metakrilasyon islemi anlatilmaktadir.

Metakrilasyon, polimer fonksiyonellestirme yontemleri arasindan en popiiler olanlardan

biridir. Sekil 1.3.’de goriildiigii iizere metakrilasyon islemi -OH grubu bagli polimer
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omurgasina sahip polisakkaritler veya -NHz grubu bagli polimer omurgasina sahip
polipeptitlerin kovalent capraz baglar araciligi sayesinde metakrilat gruplar ile
fonksiyonellestirilmesi temeline dayanir [26]. Foto ¢apraz baglanabilir polimerler
tasarlamanin en yaygin yolu, metakrilik anhidrit kullanilarak esterlesme yoluyla
metakriloil gruplarmin dahil edilmesidir. Bu metakrilatlanmis Onciiller (1s1k enerjisi
kullanilarak ¢apraz baglanabilen fonksiyonel bir gruba sahip olan polimerler),
fotobagslatic1 varliginda serbest radikal zincir polimerizasyon yoluyla hizli bir sekilde
capraz baglanabilir. Serbest radikal zincir polimerizasyon, fotobaslatici konsantrasyonu,
reaktif grup konsantrasyonu veya 1sik yogunlugunun istenilen sekilde belirlenebilmesi ile

ag yapist ve ¢apraz baglanma yogunlugu iizerinde ayarlamalar yapilmasina olanak tanir
[40].

HO o O HO HO
Y\O)\ﬂ/ 0 COH
Fotobaslatici
X X X 0
_— e
o UV Iginlama
COH COH COH
X=0H -Polisakkaritler X=0/NH Hidroiel OH
X=NH, -Polipeptidler Metakrilatlanmig Polimer Idroje

Sekil 1.3. Polimerlerin metakrilatlanma iglemi

Cogu akrilatlanmis ve metakrilatlanmig polimerler diisiik viskoziteye sahiptir. Bu nedenle
hidrojelin 3B basimi icin UV 1sik kullanilarak yerinde g¢apraz baglanmasi saglanir.
Metakrilatlanmis hyaluronik asit, metakrilatlanmis jelatin gibi hiicre ytiklii birgok hidrojel
foto c¢apraz baglanilarak 3B biyobaski sistemlerinde kullanilabilmektedir. UV
fotobaglatici ve goriiniir 151k fotobaslatic1 kullanilarak yapilan calismalarda hiicreler
tizerinde belirgin farkliliklar gézlemlenmemistir. Polisakkarit hidrojeller genellikle sert
ve kirilgan yapiya sahiptir. Aym1 zamanda hidrojel lizerine basma yiikii uygulanmasi
durumunda geri doniisiimstiz deformasyon meydana gelebilmektedir. Ancak kovalent
fonksiyonellestirme, sertligi azaltarak elastikligi artirir. Kovalent fonksiyonellestirme,
polimer yapisindaki degisikliklere duyarli olan fiziksel capraz baglarin olusumuna
miidahale eder. Ancak bazi polimerlerde, fiziksel capraz baglanma yetenekleri korunarak

her iki ¢apraz baglanmanin bir ag yapisinda gerceklestirilmesi saglanabilir [26].
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1.6.1.3.2. EDC-NHS Kimyasi

Daha oOnce de belirtildigi tlizere dogal hidrojeller zayif mekanik Ozelllikler
barindirmaktadir. 3B biyobaski ile yiik tasiyabilen saglam yapilarin elde edilebilmesi i¢in
bu hidrojellerin mekanik dzelliklerinin kuvvetlendirilmesi gerekmektedir. Hidrojellerin
hem mekanik 6zelliklerini artirmak hem de hizli bozunmanin 6niine ge¢gmek icin en

yaygin kullanilan yontem kimyasal ¢apraz baglanmadir [41].

Kimyasal capraz baglanma yontemleri arasinda aldehitler, karbodiimidler, epoksi ve
diizosiyanatlar gibi ¢apraz baglanma ajanlar1 kullanilabilmektedir. Ancak bu ajanlarin
bir¢ogu insanlar icin toksik Ozellik tasimaktadir. Bu nedenle diisiik toksisiteye sahip
capraz baglanma ajanlar1 ¢aligmalar i¢in ilgi ¢ekici konumdadir. Bu bélimde tez
calismasi i¢in de kullanilan organik ve biyokonjugat kimyasinda koklii bir yere sahip

capraz baglayici ajan olan EDC-NHS kimyasi anlatilmaktadir.

EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid), amino baglarinin ¢apraz baglanmasi
icin giivenli ve etkili bir yol sunan, suda ¢dziinebilir, toksik olmayan ve biyouyumlu bir
karbodiimiddir. Sifir uzunlukta (nihai tirinde orjinal reaktan bulunmayan) bir ¢apraz
baglama maddesi olan EDC, amin reaktif NHS esterlerinin olusumu ile karboksil
gruplarini birincil aminlere baglar. NHS (N-hidroksisiiksinimit) ise ¢apraz baglanmanin

etkinligi artirmak amaglh kullanilan bir stabilizatordiir [42].

Sekil 1.4.°de de goriilen ve capraz baglanma ajani olarak kullanilan EDC-NHS
kimyasimin mekanizmasi su sekildedir. Cozeltiye eklenen EDC, karboksil gruplar ile
reaksiyona girerek O-asil izotire (aktif ester) ara maddesini olusturur. Ancak bu reaktif
kompleksin amin gruplart ile reaksiyona girmesi yavas gerceklesir ve sivi ¢ozelti i¢inde
hidrolize ugrayabilir. Eger hedeflenmis amin gruplari, hidroliz meydana gelmeden once
aktif karboksil gruplarina erisemezse istenen baglanma gergeklesemez. Bu durum
ozellikle protein molekiillerinde oldugu gibi, hedef molekiil suya kiyasla diisiik
konsantrasyonda oldugu durumda problem olusturur [43]. Bu nedenle reaksiyona NHS
eklenir. Boylelikle karboksilik asit gruplart amin reaktif NHS esterlerine dontisiir [44].
NHS eklemenin avantaji, aminle reaksiyona giren ara Uriiniin ¢Ozinirligini ve
kararliligini artirmaktir [43]. Bu teknikle karboksil gruplari igeren ve amin gruplari igeren
iki maddenin baglanmasi saglanabilir. EDC-NHS reaksiyonda katalizor gorevi goriirler

ve reaksiyon sonrasit diyaliz ile ortamdan uzaklagtirilabilirler. Bu yontem kullanilarak
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hidrojellerde bulunan polimerlerin fonksiyonellestirilmesi saglanir. Reaksiyon

sonucunda, amin bagli polimer zincirleri elde edilir.

Nos
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Sekil 1.4. EDC-NHS kimyas1 mekanizmasi: EDC, karboksilik asit grubuyla reaksiyona
girerek bir amin reaktif O-asil izoiire ara tirtinii olusturur. Bu grup amin ile reaksiyona
girerek, iki eslenikli amid bagi olusturur. Reaksiyona Sulfo-NHS ilavesi ile amin reaktif
ara iiriinii, amin reaktif sulfo NHS esterine dontistiiriilerek kararli hale getirilir. Boylelikle
EDC aracili konjugasyon reaksiyonlarinin etkinligi artirtlir [44].

1.6.1.3.2.1. Konvansiyonel Metakrilasyon

Doku miihendisliginde son zamanlarda olduk¢a tercih edilen biyopolimerlerin
kullanilmadan 6nce islenmesi ve islevsel hale getirilmesi gerekmektedir.
Biyopolimerlerin fonksiyonellestirilmesi i¢in gerekli olan organik reaksiyonlar genellikle
harici 1s1 kaynaklari kullanilarak konvansiyonel termal yollarla gergeklestirilir [45].
Reaksiyon i¢in 1sitma iletken yollarla, 6rnegin bir yag banyosunun kullanilmas: ile
saglanir. Sicakligin niifuz etmesi gereken malzemeler cesitli iletkenlik degerlerine sahip
oldugu i¢in, ayn1 zamanda i1sitma sonucu reaksiyon kabmin sicakliginin reaksiyon
karisimindan daha yiiksek olmasindan dolayi, konvansiyonel 1sitma nispeten yavas ve

verimsiz bir yontemdir [46].

Konvansiyonel 1sitma yontemine gore mikrodalga 1s1mas1 uygulanarak gergeklestirilen
reaksiyonlarda, ¢oziicli, reaktif, katalizor gibi reaksiyon c¢ozeltisinde yer alan
molekiillerin mikrodalga enerjisi ile dogrudan baglanmasi ile verimli bir internal 1sitma
saglanir. Mikrodalga enerjisi kullanilarak gerceklestirilen reaksiyonlarda borosilikat cam,

kuartz, teflon gibi mikrodalga gecirgen malzemelerden olusan reaksiyon kablari
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kullanilarak, konvansiyonel 1sitma yontemine gore ters bir sicaklik gradyani olusur. Sekil
1.5.°de goriildiigii iizere, yag banyosu kullanilarak konvansiyonel 1sitma ve mikrodalga
enerjisi kullanilarak 1 dakikalik 1sitma islemi gergeklestirilmistir. Yag banyosu ile
1sitmada reaksiyon kabi ile temas eden kisimlar dnce isinirken, mikrodalga enerjisi

kullanilan sistemde tiim hacmin sicakligi ayni anda artmistir [46].

3) b) 460
500 —
N 440
450 | L 420
T/IK j 400
400 -
380
=a 360
340
300 320

Sekil 1.5. Sicaklik profilleri. a) Mikrodalga enerjisi, b) yag banyosu [46].

Yukarida belirtilen dezavantajlarinin yani1 sira, konvansiyonel isitma ile yapilan
reaksiyonlarda, yan iiriinlerin olusmasi, homojen olmayan sicaklik dagilimi, reaksiyonun
tamamlanamamasi gibi durumlar olusabilmektedir. Ayrica lokal 1sinma substrat, {iriin ve
reaktiflerin ayrigmasimna neden olur. Bu durum doku miihendisligi i¢in en temel

Ozelliklerden biri olan tekrarlanabilirligi etkiler [45].

1.6.1.3.2.2. Mikrodalga Destekli Metakrilasyon

Mikrodalga destekli metakrilasyon islemi, konvansiyonal metakrilasyonun icerdigi
dezavantajlar1 ortadan kaldirabilecek potansiyele sahip yeni bir sentez yontemidir [45].
Mikrodalga enerjisi, malzemeleri 1sitmak ve kurutmak icin iyi bilinen bir yontemdir.
Mikrodalga, frekans1 300 MHz ile 300 GHz arasinda degisen, dalga boyu 1 mm ile 1 m
arasinda olabilen elektromanyetik bir radyasyondur [47]. Mikrodalga 1sitma, mikrodalga
enerjisinin belirli bir maddeye ait partikiiller tarafindan absorblanmasina ve

elektromanyetik enerjiyi 1siya doniistiirme yeteneginden kaynaklanir. Dipol momentli
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molekiillerin mikrodalga enerjisini kolayca sogurmast ile ¢ok sayida molekiil rotasyonel
olarak uyarilir. Bu uyarilan molekiiller diger molekiillere carptiginda, donme enerjisi
kinetik enerjiye doniiserck 1sinma meydana gelir [48]. Standart konvansiyonel termal
1sitma yerine bu alternatif yontemde mikrodalga enerjisi kullanilarak ¢ok ¢esitli polimer

sentezi/fonksiyonellestirilmesi gerceklestirilebilmektedir [49].

Sekil 1.6.’de goriildiigii lizere konvansiyonel 1sitma tekniginde 6nce malzeme yiizeyi
1s1t1lip, 1s1 daha sonra ige aktarilirken mikrodalga ile 1sitma, malzemenin elektromanyetik
enerjiyi sogurup 1stya doniistiirmesi ile saglanir. Bunun sonucunda malzemenin morfoloji
ve fizikokimyasal Ozellikleri konvansiyonel 1sitma teknigine gore Onemli Olclide
gelistirilir.

Isi Transfer Yonii Isi Transfer Yoni
Yiiksek Sicaklik

Dusiik Sicakhk u

<

Konvansiyonel Isitma Mikrodalga Isitma

Sekil 1.6. Konvansiyonel 1sitma ve mikrodalga isitma 1s1 transfer yonii [47].

Mikrodalga enerjisinin  konvansiyonel 1sitmaya gore avantajlart su sekildedir;
reaksiyonun konvansiyonel 1sitmaya gore ¢ok hizli bir sekilde gergeklesmesi saglanir.
Boylelikle diisiik enerji tiketimi ve kisa islem siiresi ile enerji ve zamandan tasarruf
saglar. Temassiz 1sitma saglanarak, malzemenin lokal 1stnma sonucu ayrigmasi onlenir
ve malzemenin homojen bir sekilde 1sinmasi saglanir. Ayrica kapali kaplarda
gerceklestirilen reaksiyonlar i¢in yiiksek basingli sentezler kolaylikla gerceklestirilebilir.
Bu sayede diisiik kaynama noktali ¢oziiciilerin kullanim1 kolaylasir ve g¢evreye zarar
vermeyen reaksiyonlar elde edilebilir [50]. Ek olarak mikrodalga enerjisi kimyasal ¢apraz
reaksiyonunun verimliligini artirabilir [48]. Mikrodalga 1sinimmin dipolar titresimini
uyarip iyonik iletimi indiikleyen dalga boyundan dolayr malzeme segiciligi saglanir,
boylelikle oldukga spesifik bir 1sitma elde edilebilir [50]. Tiim bu 6zellikler, mikrodalga
destekli hidrojel sentezini hem laboratuvar hem de endiistriyel uygulamalar i¢in gii¢lii bir

aday haline getirmektedir.
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1.6.1.3.2.3. Metakrilatlanmis Hidrojeller

Bu boliimde 3B biyobaski teknolojisi i¢in kullanilmakta olan konvansiyonel ve
mikrodalga destekli metakrilasyon ile sentezlenmis olan hidrojeller anlatilmaktadir.

Tablo 1.2.’de metakrilasyon ile sentezlenmis hidrojellerin 6zelliklerine yer verilmistir.

Tablo 1.2. Metakrilatlanmis hidrojeller

] . Fotobaslatici
Metakrilasyon | Isik Uygulama Metakrilat
Konsantrasyonu | Ref
Teknigi Siiresi Kayna@
(wiv)
Konvansiyonel 2-8 dakika UV MA %1 [51]
Metakrilatlanmg
. %0.1
Jelatin
Mikrodalga 40 saniye UV MA %0.3 [48]
%0.5
Konvansiyonel 1 saat UV AEMA %10 [52]
Metakrilatlanmis i Glisidil
B Konvansiyonel 1 saat UV ) %10 [52]
Aljinat metakrilat
Konvansiyonel 1 saat UV MA %10 [52]
Metakrilatlanmis . ]
) ) Konvansiyonel 10 dakika UV MA %0.1 [53]
Hyaluronik Asit
Metakrilatlanmis . .
Konvansiyonel 6 dakika UV MA %?2 [54]
Seliiloz
Konvansiyonel 2 dakika UV MA %0.5 [55]
Metakrilatlanmis
Kitosan 5 dakika
Mikrodalga MA %?2 [45]
goriiniir 151k
40 saniye UV +
Konvansiyonel iyonik ¢apraz MA %0.25 [56]
Metakrilatlanms .
baglanma
Karajenan
Mikrodalga 40 saniye UV MA %1 [57]
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1.6.1.3.2.3.1. Metakrilatlanms Jelatin

Kolajenin denatiirasyonu ile elde edilen jelatin, biyouyumlu ve biyobozunur olmasinin
yani sira amino asit gruplarimin varligi ile fonksiyonellestirmek icin biiyiik bir kapasiteye
sahiptir. 37 °C’nin altindaki sicakliklarda jelatin ti¢lii sarmal yapis1 geregi fiziksel olarak
jel formunda goriinlir. Ancak kovalent olmayan bu baglar 37 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda kolaylikla kirilir ve fiziksel bag ortadan kalkar. Jelatinin mekanik
Ozelliklerini artirabilmek igin ¢esitli capraz baglama kimyasallar1 kullanilarak
(gluteraldehit, genipin ve glioksal) kimyasal modifikasyonlar uygulanabilmektedir.
Jelatinin viicut sicakliginda kararliligini saglayabilmek icin metakrilik anhidrit ile
kimyasal modifikasyonu saglanarak metakrilatlanmig jelatin (jel-MA) elde edilebilir.
Ardindan fotobagslatic1 varliginda UV 11k uygulanmasi sonucu foto ¢apraz baglanabilir

[48].

Jelatinin hem konvansiyonel hem de mikrodalge enerjisi kullanilarak metakrilatlandigi
calismalar bulunmaktadir. Ilk defa iiretilen jel-MA, konvansiyonel yéntem kullanilarak
tiretilmistir [58]. Bu ¢alismada, jelatine ait lizin ve hidroksilizin baglarinda yer alan
birincil amin gruplar ile metakrilat zincirleri 50 °C’de 1-3 saat aralifinda reaksiyona
girer. Ancak jel-MA iretimi sirasinda konvansiyonel metakrilasyonun birtakim
dezavantajlar1 vardir. Teoride her bir metakrilik anhidrit molekiilii, bir lizin grubu ile
reaksiyona girmelidir. Ancak konvansiyonel metakrilasyon ile elde edilen jel-MA
calismalarinda %40-85 araliginda metakrilasyon derecesine ulasabilmek i¢in %10-30
araliginda metakrilik anhidrit kullanilmaktadir [48]. Bu yiiksek orandaki metakrilik
anhidrit miktar1 hiicreler i¢in toksik etki olusturmaktadir. Ayrica bir baska ¢aligmada ise
jelatinin jel-MA’ya doniismesi i¢in jelatinde yer alan amin gruplarma gére 20-30 kat daha
molar yiikseklikte metakrilit anhidrit kullanildig: bildirilmistir [59]. Bu fazla metakrilik
anhidrit kullaninm1 ve diisiik verim nedeniyle metakrilatlanmamis gruplarin ortamdan
uzaklagtirllmasi1 i¢in 1-2 hafta gibi uzun saflagtirma siirelerine ihtiya¢ duyulur.
Konvansiyonel metakrilasyon ile iiretilen jel-MA, doku miihendisligi uygulamalar i¢in
zay1f mekanik ve reolojik 6zellikler sergilemektedir. Bunlara ek olarak, jel-MA, sentezi
gergeklestiren kisiye gére UV 151k altinda farkli jellesme stiresi, farkli mekanik 6zellikler

ve farkli metakrilasyon derecesi gibi gesitli karakteristik 6zellikler sergilemektedir.
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Ancak mikrodalga destekli metakrilasyon sonucu elde edilen jel-MA i¢in bu problemler
ortadan kaldirilmistir. Jel-MA’nin mikrodalga destekli metakrilasyon yoluyla ilk defa
elde edildigi bir ¢alismada (Sekil 1.7.), farkli mikrodalga enerjileri (100 W, 600 W, 800
W, 1000 W) ve farkli metakrilik anhidrit (%4, %8) oranlar1 kullanilarak reaksiyon
gerceklestirilmistir. Metakrilasyon islemi mikrodalga enerjisi sayesinde 5 dk gibi gibi bir
siirede tamamlamistir. Ayrica ¢ok diisiik metakrilik anhidrit miktar1 ile 1000 W
mikrodalga enerjisi kullanilarak %90’dan daha fazla metakrilasyon derecesine
ulasilmistir. Reaksiyona girmemis metakrilik anhidrit i¢in saflastirma islemi yliksek
reaksiyon verimi sonucu 1 giinde tamamlanmistir. EK olarak reolojik ve mekanik analizler
sonucu mikrodalga destekli metakrilasyon sonucu elde edilen jel-MA’nin, konvansiyonel
metakrilasyon ile elde edilen jel-MA’ya gore daha sert ve daha elastik hidrojeller oldugu
tespit edilmistir. Caligmada hiicreler ile yapilan deneyler sonucunda metakrilik anhidrit
konsantrasyonu ve mikrodalga enerjisinin giictinii degistirerek, doku olusumu
gereksinimlerini kargilamak i¢in jel-MA nin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin etkili bir

sekilde kontrol edilebilecegi sonucuna varilmistir [48].
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Sekil 1.7. Jel-MA’nin mikrodalga destekli metakrilasyon yontemi ile sentezlenmesi: Jel-
MA, Primer amin gruplar1 igeren jelatin makromerlerin metakrilik anhidrit ile mikrodalga
enerjisi altinda reaksiyona girmesi sonucu yiiksek verimli ve diisiik saflastirma siiresi ile
elde edilir [48].

1.6.1.3.2.3.2. Metakrilatlanmis Aljinat

Metakrilatlanmis aljinat (ALMA) hidrojelleri, foto ¢apraz baglanma ozelliklerinden
dolay1r biyomedikal uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu o6zelligi
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sayesinde hiicre yiiklenebilmesi, ayn1 zamanda mekanik 6zellikler, gzenek boyutu ve
bozunma hizi1 gibi fiziksel 6zellikleri tizerinde kontrol saglanabilir. Aljinatin, miikemmel
biyouyumlulugu ve divalent katyonlarin varli§inda ¢apraz baglanabildigi uzun zamandir
bilinen ozelliklerindendir. Ancak iyonik baglar ile ¢apraz baglanan aljinat hidrojelleri

birgok dezavantaja sahiptir [60].

Aljinat hidrojelleri, karboksilik asit gruplar ile Ca*? gibi divalent katyonlar ile iyonik
capraz baglar olusturabilir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri katyon konsantrasyonu ve
maruziyet siiresi degistirilerek ayarlanabilir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilan Ca*? hiicreler iizerinde toksik etki olusturur, diisiik esneklik ve kirilgan
yapisindan dolay1 kullanimi sinirlidir. Ek olarak hiicre gogii ve ige biiylimesi i¢in 6nemli
parametreler olan iyonik capraz baglanmis aljinat hidrojelin sismesi ve biyobozunurluk
hizini kontrol etmesi kolay degildir [60]. Ayrica fizyolojik ¢ozeltilerde kalsiyum aljinatta
yer alan kalsiyum iyonlari, diger iyonlar veya suda ¢6ziinebilir makromolekiiller ile yer
degistirebilir. Bu durum ise kalsiyum iyonik ¢apraz bagl hidrojellerin yapisi ve mekanik
ozelliklerini zayiflatir, 3B yapisint kaybetmesine neden olabilir ve biyomedikal
uygulamalarda kullanimin1 engelleyebilmektedir [61]. Literatiirde yapilan ¢alismalarda
ALMA hidrojel, biyomedikal uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
ALMA, Sekil 1.8.’de goriildiigii {izere karboksil ve hidroksil gruplarmin metakrilat
gruplart ile kimyasal modifikasyonu sonucu sentezlenir. Ardindan ALMA hidrojeline
foto baglatic1 eklenmesi ve UV 151k uygulamasi ile metakrilat gruplarinin serbest radikal

polimerizasyonu yoluyla olusturulur [60].

Giincel olarak aljinatin metakrilat gruplar1 fonksiyonellestirilmesi i¢in kullanilan en
yaygin yontem, aljinatin karboksil gruplarint EDC-NHS kimyasi ile aktive edip, Sekil
1.8.a’da goriildiigli lizere 2-aminoetil metakrilat (AEMA) ile konjugasyonunu saglama
prensibine dayanmaktadir. Bu fonksiyonellestirme tekniginin avantaji, reaksiyona
eklenen AEMA miktarimin ayarlanmasi ile farkli derecelerde metakrilasyon elde
edilebilmesidir. Boylelikle ALMA, farkli fiziksel ve mekanik 6zelliklerde sentezlenebilir.
Metakrilasyon derecesi, metakrilat gruplar1 ile degistirilen aljinattaki karboksil
gruplarinin yiizdesine gére tanimlanir ve proton niikleer manyetik rezonans (* H NMR)
ile belirlenir. Ek olarak ALMA’nin mekanik ve fiziksel Ozellikleri, fotobaslatici
konsantrasyonu, UV 151k uygulanma siiresi ve yogunlugu, ALMA kiitle/hacim oranlari

degistirilerek ayarlanabilir [60].
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Sekil 1.8. Farkli metodlar ile ALMA sentezi. a) 2-aminoetil metakrilat ile modifikasyon,
b) metakrilik anhidrit ile modifikasyon, c) glisidil metakrilat ile modifikasyon [60].

Sekil 1.8.b’de gorildiigii iizere ALMA, aljinatin metakrilik anhidrit ile
fonksiyonellestirilmesi sonucu ile de elde edilebilir. Metakrilik anhidrit ile yapilan
modifikasyon, metakrilat gruplarini ¢esitli biyopolimerlere dahil etmek i¢in kullanilan en
yaygin, basit ve ucuz yontemlerden biridir. Aljinat yapisinda bulunan hidroksil gruplar
ile metakrilik anhidritte bulunan metakriloil gruplari ile dogrudan baglanmasi ile ALMA
elde edilir. Reaksiyona eklenen metakrilik anhidrit miktarina gore farkli metakrilasyon
dereceleri elde edilebilir. Ayrica pH, reaksiyon sicakligi ve diger reaksiyon kosullart
metakrilasyon derecesi lizerinde etkiye sahiptir. Ancak metakrilik anhidrit kullanilarak
sentezlenen ALMA ’nin metakrilasyon derecesi ve mekanik ozelliklerinin, 2-aminoetil

metakrilat kullanilarak sentezlenen ALMA’ya gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir [60].

Aljinatta yer alan hidroksil veya karboksil gruplarinin, glisidil metakrilat veya metakriloil
kloriir ile reaksiyona sokulmasi sonucu da ALMA elde edilebilmektedir. Sekil 1.8.c’de
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goriildiigli  lizere aljinatin, glisidil metakrilasyon ile reaksiyona sokulmasi
transesterifikasyon veya halka agilma mekanizmalar1 ile gerceklestirilebilir.
Transesterifikasyon, aljinatin hidroksil gruplar1 ile gergeklesirken, halka acilma
reaksiyonu karboksil gruplart ile saglanir. Her iki reaksiyon mekanizmasi da pH,
reaksiyon siiresi ve solventin kimyasal yapisina baglidir. Tipik olarak reaksiyon siiresinin
kisa tutulmasi ve alkali bir ortamda gergeklestirilmesi sonucu, ALMA transesterifikasyon
mekanizmasi {lizerinden elde edilirken, reaksiyon siiresinin uzun tutulmasi ve asidik
ortamda gerceklesmesi sonucu epoksi halka acgilma reaksiyonu baskin gelmektedir.
Glisidil metaktrilat kullanilarak sentezlenmis ALMA hidrojeli iizerine calismalar
yapilmis olsa da heniiz reaksiyon mekanizmalari ve ALMA {izerindeki etkileri ayrintili

olarak arastiritlmamustir [60].

1.6.1.3.2.3.3. Metakrilatlanmis Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit ile hidrojel elde edilebilse de biyobozunmanin bir belirleyicisi olan
polimer zincirler arasindaki capraz baglanma seyrek olarak gerceklesir. Bu durumdan
dolay1 hyaluronik asit oda sicakliginda oldukg¢a ¢oziiniir hale gelir ve 3B biyobaski ile
yapt1 iskelesi olarak basilmasi durumunda biitiinliigii bozulabilir. Yapi iskelesinin kan ile
2-5 dakika temasindan itibaren, iskelenin yar1 émrii 0.5-3 giin arasindadir. Bu nedenle
hyaluronik asitin fonksiyonel yan gruplarinin metakrilasyon teknigi de dahil olmak iizere

cesitli kovalent baglar ile modifikasyonu saglanir [27].

Bir ¢alismada metakrilatlanmig hyaluronik asitin (MeHA) 3B biyobaski 6zellikleri
incelenmistir. Hyaluronik asit, yapisinda hidroksil, karboksil ve amin gruplarini igerdigi
icin modifikasyona elveriglidir. MeHA sentezi, hyaluronik asit ¢ozeltisinin
hazirlanmasinin ardindan metakrilik anhidritin ¢6zeltiye eklenmesi ve reaksiyonun gece
boyu ger¢eklesmesi sonucu konvansiyonel metakrilasyon ile elde edilmistir. Irgacure
2959 fotobaslatict kullanilarak UV 1s1k altinda ¢apraz baglanma ile MeHA hidrojelleri
elde edilebilmistir. Iyi bir biyouyumluluga sahip MeHA hidrojelinin, hyaluronik asit
hidrojellerine gore daha sert ve bozunmaya karsi direngli oldugu goriilmiistiir.
Metakrilasyon, 3B biyobaskisi saglanan hidrojellerin UV 1s1k kullanilarak ¢apraz
baglanmasi ile 3B yapi iskelesini korumasini saglamistir. MeHA hidrojelinde bulunan
mezenkimal stromal hiicrelerin farklilasmas1 gézlemlenmistir. Bu sonuca gore kemik
doku miihendisliginde 3B biyobaskis1 yapilmis MeHA yap1 iskeleleri umut verici
goriilmektedir [53].
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1.6.1.3.2.3.4. Metakrilatlanms Seliiloz

Karboksi metil seliilloz (CMC), gida uygulamalarindan boyalara kadar genis bir yelpazede
kullanim1 olan, suda ¢dziinebilir seliiloz eterdir. Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayl ve
biyouyumlu olmasindan dolayi rejeneratif tip ve doku miihendisligi uygulamalari i¢in ilgi
cekici bir dogal polimerdir. Ayrica ECM bileseninde bulunan glikozaminoglikan
bilesenine benzerliginden dolay1r biyomimik 6zelligine sahiptir. CMC, ekstriizyon 3B
biyobask: teknolojisinde baski yapilabilir iyi bir aday malzeme olarak goriilmektedir
ancak yapilan bir calismada CMC’nin 1s1kla foto ¢apraz baglanabilirligi ve 3B biyobaski
sisteminde kullanilabilirligi arastirilmistir [54]. CMC’nin foto g¢apraz baglanabilir
hidrojel formuna  doniistliriilmesi i¢in  metakrilasyon  teknigi  kullanilarak
fonksiyonellestirilmesi saglanmistir. Metakrilasyon islemi, CMC c¢ozeltisi 50 °C’de
hazirlanip NaOH ile uygun pH degerine (pH=8) ulasilmistir. Cozelti 0 °C’ye
sogutulduktan sonra, metakrilik anhidrit damla damla ¢ozeltiye eklenerek 24 saat
boyunca reaksiyonun gerceklesmesi saglanmistir. Reaksiyona girmemis metakrilik asit
ve metakrilik anhidritin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in ¢ozelti 6nce etanol ile yikanmis
ardindan 3 giin boyunca diyaliz edilmistir. Diyaliz sonunda liyofilize edilerek kurutulmus

ve metakrilatlanmig karboksi metil seliiloz (M-CMC) elde edilmistir.

Lityum fenil-2,4,6-trimetilbenzoil fosfinat (LAP) fotobaslatici kullanilarak foto ¢apraz
baglanmasi saglanan M-CMC’nin mekanik 6zellikleri, sisme kapasitesi ve sitotoksisitesi
incelenmistir. 3B biyobaskis1 saglanmis M-CMC hidrojellerin sulu ortamda, baslangig
agirliklarinin %650’sine kadar suyu absorbladig1 goriilmiistiir. LAP fotobaglaticinin ve
reaksiyona girmemis polimer zincirlerinin 24 saat i¢inde salinmasi ile NIH/3T3 hiicre
canlilig1 arastirilmis ve higbir sitotoksik olay gdzlemlenmemistir. Mekanik ve sigsme
ozellikleri bakiminda M-CMC hidrojellerin, 3B biyobaski i¢in umut verici 6zellikler

sergiledigi sonucuna varilmistir [54].

1.6.1.3.2.3.5. Metakrilatlanms Kitosan

Dogal bir hidrojel olan ve polisakkaritlerden olusan kitosan, doku miihendisligi
uygulamalari igin umut verici bir malzemedir. Ancak mekanik 6zelliklerinin zayif
olmasindan dolay1 6zellikle sert doku miithendisligi uygulamalar: sinirli ve modifikasyona
ihtiyact vardir [1]. Kitosanin yapisinda bulunan amino gruplari, birincil ve ikincil

hidroksil gruplari sayesinde, kitosani fonksiyonellestirmek miimkiindiir [45].
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Yapilan bir ¢alismada kitosan, mikrodalga destekli metakrilasyon teknigi kullanilarak
metakrilatlanmistir. Konvansiyonel metakrilasyonun getirmis oldugu yavas ve kontrolii
zor olan reaksiyon, homojen olmayan sicaklik dagilimi, tamamlanmayan reaksiyon, yan
tirtinlerin olugsmasi ve doku miihendisliginde 6nemli konuma sahip olan tekrarlanabilirlik
Ozelligine sahip olmamas1 gibi ¢esitli dezavantajlardan dolayr mikrodalga destekli

metakrilasyon tercih edilmistir.

Metakrilasyon islemi Sekil 1.9.’da goriildiigii iizere su sekilde gerceklestirilmistir; ilk
olarak kitosan asetik asit ve su ¢ozeltisi igerisinde gece boyu ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan
¢ozeltiye metakrilik anhidrit eklenmistir. Kitosanda yer alan aminoglukoz ile metakrilik
anhidrit oran1 1:1 ve 1:6 olacak sekilde diizenlenmistir. Cozelti mikrodalga sistemine
yerlestirildikten sonra 800 W  maksimum enerji  uygulanmistir.  Farkli
aminoglukoz/metakrilik anhidrit oranina ek olarak, reaksiyonun sicakligi, zamani,
¢oOzeltinin reaksiyon sicakligindan oda sicakligina diisene kadar gegen zaman gibi
parametreler de arastirilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra diyaliz islemi ardinda,
liyofiize edilerek kurutulmus ve metakrilatlanmis kitosan (CHI-MA) elde edilmistir.
Ardindan kurutulmus CHI-MA ¢6ziindiiriiliip LAP fotobaslatict varliginda foto capraz
baglanarak CHI-MA hidrojelleri elde edilmistir.

Calisma sonucunda mikrodalga destekli metakrilasyon teknigiyle hidrojel iiretiminin
kimyasal reaksiyon siiresini ciddi sekilde azalttigi ve birka¢ dakikada reaksiyonun
tamamlanmistir. Ayrica reaksiyon parametrelerinin optimize edilmesi ile yiiksek
metakrilasyon derecelerine ulagilabilecegi ve hidrojelin mekanik o6zellikleri iizerinde
kontrol saglanabilmistir. Aminoglukoz/metakrilik anhidrit oraninin 1:1 seklinde
kullan1lmas1 sayesinde toksik reaktiflerin kullanimi azaltilmistir. 3B biyobaski ile basimi
gerceklestirilen CHI-MA 'nin mikro porlu yapisi sayesinde hiicre gocii ve penetrasyonuna
izin vererek uzun siireli hiicre biiylimesine elverisli oldugu goriilmiistiir. Boylelikle
biyouyumlu 6zelliklere sahip, konvansiyonel yontemlerden siyrilan CHI- MA’ nin doku

miithendisligi uygulamalari igin gelecek vaad ettigi sonucuna varilmistir [45].
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Sekil 1.9. CHI-MA’nin mikrodalga destekli metakrilasyon yontemi ile sentezlenmesi
[45]. Metakrilik anhidrit kullanilarak 800 W mikrodalga enerjisi altinda metakrilatlanan
kitosan, LAP fotobaslatici varliginda ¢apraz baglanarak CHI-MA hidrojeli elde
edilmistir.

1.6.1.3.2.3.6. Metakrilatlanmis Karajenan

Her bir disakkaritte yer alan stilfat grubuna gore kappa(xk-1 siilfat grubu), iyota (1-2 siilfat
grubu) ve lambda (A-3 siilfat grubu) olacak sekilde 3 gruba ayrilan karajenan, bu siilfat
gruplarinin hiicrelerin adhezyonu, proliferasyonu ve farklilagmasi iizerinde pozitif etkiye
sahip oldugu i¢in 3B biyobask: teknolojisinde tercih edilmektedir. Ayrica yapisinda
bulunan negatif yiiklii karboksil gruplar1 ile birlikte siilfat gruplarinin inflamasyonu
azaltigi bilinmektedir. Kappa karajenan (x-Car), jellesme o6zellikleri, mekanik
dayanikliligt ve ECM yapisina benzerliginden dolayr doku miihendisligi uygulamalari
i¢in potansiyel bir adaydir. Ancak potasyum iyonlar ile iyonik olarak capraz baglanan
kappa karajenan, zayif ve kirilgan yapiya sahiptir. Fiziksel kosullar altinda mekanik
biitiinliiklerini yitirirler [57]. Bu nedenle kappa karajenanin hem konvansiyonel hem de

mikrodalga destekli metakrilasyon ¢aligmalar1 mevcuttur.

Literatiirde yer alan bir calismada metakrilik anhidrit kullanilarak konvansiyonel yontem

ile metakrilatlanmig kappa karajenan (k-Car-MA) elde edilmistir [56]. Ancak
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konvansiyonel teknikte bir¢ok problemle karsilagilmistir. %12 (v/v) degerinde fazla
miktarda metakrilik anhidrit kullanilmasina ragmen %37 degerinde diisiik metakrilasyon
derecesine ulasilmistir. Ayrica bu kimyasal ¢apraz baglanmaya ek olarak, KCl ile iyonik
capraz baglanma reaksiyonu da gerceklestirilmistir. Bunun nedeni ise metakrilatlama
sonrast uygulanan UV 1sik ile diisiik metakrilasyon derecesinden dolay1 yeterli foto
capraz baglanmanin elde edilememesi ve stabil bir hidrojele ulasilamamasidir. Ayrica k-
Car-MA’nin mekanik ve bozunma 6zellikleri, doku miihendisligi uygulamalarinda uzun
siireli kullanimina elverisli degildir. Mekanik mukavemeti artirabilmek i¢in k-Car-MA

yapisina dopamin, nanosilikat ve aljinat gibi ¢esitli biyomalzemeler eklenebilmektedir
[57].

Yukarida belirtilen dezavantajlardan dolayi, bir baska c¢aligmada x-Car-MA hidrojeli
mikrodalga destekli metakrilasyon teknigiyle iretilmistir. Sadece kimyasal capraz
baglanma kullanilarak ilk defa k-Car-MA elde edilen ¢alismada, hem konvansiyonel hem
de mikrodalga destekli teknikler Kkarsilastirilmigtir.  Metakrilasyon derecesi
konvansiyonel teknikle %25 iken, mikrodalga destekli metakrilasyon sayesinde bu deger
%85’e cikarilmistir. Ayrica 6 saatlik reaksiyon siiresi de 5 dakikaya diisiiriilmiistiir.
Ekstriizyon 3B biyobask: sistemi ile bagarili bir biyobaski gergeklestirilmis, UV 151k
uygulamasi ile stabil k-Car-MA hidrojelleri elde edilmistir. Ek olarak hiicre canlilig1 ve
yogunlugu, mikrodalga destekli metakrilasyon ile elde edilen hidrojellerde konvansiyonel
metakrilasyon ile elde edilen hidrojellere gore daha yiiksek oldugu, boylelikle kikirdak
doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun bir biyomirekkep oldugu sonucuna

vartlmistir [57].

1.7. Chia Tohumu Miisilaji

Salvia hispanica L. olarak da bilinen chia, Meksika ve Guatemala’ya 6zgii, nane grubuna
ait bir bitkidir [62]. Sekil 1.10.’da gortildigii tizere chia siyah, bej ve kahverengi renklerde
eliptik veya oval sekilde tohumlara sahiptir [63]. Chia tohumlarinin uzunlugu 1.8-2.5 mm
arasinda, genisligi ise 1.5-2 mm arasinda degismektedir. Keten tohumlarindan daha
kiigiik olup susama benzer boyutlardadir [64]. Aztek ve Maya uygarliklarinda temel gida
maddesi olarak kullanilan chia, ayn1 zamanda diz ve ayak yaralanmalarinda agrilarin
giderilmesinde de kullanilird1 [62]. Giinlimiizde ise zengin igeriginden dolay1 siiper besin
olarak da bilinen potansiyel bir besin kaynagi olan chia tohumunun popiilaritesi artmakta

ve gida takviyesi olarak tiiketilebilmektedir [63].
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Sekil 1.10. Chia tohumlar [63].

Chia tohumlarinin kimyasal igerigi olduke¢a zengindir. %16-26 oraninda protein, %30-34
oraninda yag, %34°ti besinsel liflerden olusmak tizere yaklasik %42 karbonhidrat
icermektedir [62]. Ayn1 zamanda kalsiyum, fosfor, magnezyum, potasyum, demir ve
¢inko gibi milkemmel bir mineral kaynagidir [65]. Chia tohumlari, diger tohum tiirlerine
kiyasla %60°1 alfa linolenik olmak {izere daha yiiksek oranda yag asiti igerigine sahiptir.
Ayrica Sekil 1.11.°de goriildiigii iizere linoleik, oleik, palmitik asit gibi bir¢ok yag asitini
de igeriginde barindirmaktadir. Ek olarak omega 3 ve omega 6 asitlerini de igermektedir
[66]. Chia tohumlar1 bugday, musir, piring, yulaf gibi diger tahillara kiyasla nispeten
yiiksek diizeyde protein igerir. Biiylik cogunlugunu arginin, 16sin, fenilalanin, valin ve
lizinin olusturdugu aminoasit igerigi Tablo 1.3.’de verilmistir [67, 68]. Bunlara ek olarak
calismalar sonucunda chia tohumunda B1, B2 ve Niasin gibi ¢esitli vitaminlerin
bulundugu dogrulanmistir. Ayrica chia tohumlar1 bitkisel kaynakli, yiiksek biyolojik
aktivite gosteren fito bilesikler olarak da adlandirilan gruplar agisindan zengin bir
kaynaga sahiptir. Bunlar, gallik, kafeik, klorojenik, sinnamik ve ferulik asit ve kuersetin,
kaempferol gibi polifenollerdir [67]. Chia tohumunun bir diger faydasi ise yiiksek lif

oranina sahip olmasidir [62].
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Sekil 1.11. Chia tohumlarindan elde edilen yag asitlerinin kimyasal yapilari [66].

Tablo 1.3. Chia tohumlariin amino asit igerigi.

Amino Asit I¢erik (g/100g)
Esansiyel Amino Asitler

[67] [68]
Arginin 2.14 2.00
Histidin 0.53 0.61
Izoldsin 0.80 0.74
Losin 1.37 1.42
Lizin 0.97 0.93
Metiyonin 0.59 0.67
Fenilalanin 1.02 1.6
Treonin 0.71 0.54
Triptofan 0.44 -
Valin 0.95 0.79

Esansiyel Olmayan Amino Asitler

Sistin 0.41 0.42
Tirozin 0.56 0.61
Alanin 1.04 0.94
Aspartik asit 1.69 1.28
Glutamik asit 3.50 2.87
Glisin 0.94 0.91
Prolin 0.78 1.28
Serin 1.05 0.94
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Chia tohumlar su ile temasa gegtikleri durumda miisilaj salinimi yapabilme 6zelligine
sahiptir. Miisilaj, tohumlarin kabugunun ilk ii¢ tabakasinda bulunur ve bu kabuk 13
+ 0.41 pm kalinliga sahiptir. Tohum kabugunun dis kisminda yer alan diyet lifi olarak da
bilinen misilaj, tohumun kuru agirliginin %5 ile 6’sin1 olusturur [63]. Sekil 1.12.a’da
goriildiigi tizere chia tohumu su ile temasa geg¢ip tamamen hidratlandiginda miisilaj lifleri
goriinlir hale gelir ve bu lifler 6zellikle polisakkaritler (%71.22) acisindan oldukca
zengindir [69]. Chia tohumlar1 ¢ok yiiksek su tutma (hidrasyon) kapasitesine sahiptir.
Chia tohumlar1 kendi agirhigmmin 27 katt su absorblayarak miisilaj salinim
gerceklestirebilirler [63]. Salgilanan miisilaj, 800 ile 2000 kDa arasinda molekiiler
agirhiga sahip anyonik bir heteropolisakkarittir [70]. Ksiloglukon olarak da bilinen bu
yapt, 1:2:1 oraninda ksiloz, glikoz ve metil glukoronik asit i¢erigine sahiptir (Sekil 1.12.)
[71]. Miikemmel su tutma kabiliyetinden dolay1 ¢6ziinebilir bir lif gibi davranabilir.
Hidrasyona izin veren bu o0zellik biyomedikal uygulamalar i¢in malzemelerin
gelistirilmesinde dnemli role sahiptir. Ayrica ksilogukan, mutajenik ve toksik olmamasi,

kanla temast halinde tahris etmemesi gibi 6zellikleri ile de 6n plana ¢ikmaktadir [70].

Sekil 1.12. Chia miisilaji. a) M.L: miisilaj lifleri, b) tohumlarinin zamana gore miisilaj
salgilamasi [64].
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Sekil 1.13. Chia miisilajmin kimyasal yapisi. Xylp: ksilopiranozil; Glep: glukopiranosil,
GlepA: glukopiranosiluronik asit [71, 72].

Chia miisilajimin daha once metakrilasyonu gerceklestirilmemistir. Bu tez
calismasinda hem konvansiyonel hem de mikrodalga destekli metakrilasyon
teknikleri kullamilarak ilk defa chia miisilajinin metakrilasyonu saglanms ve

chiaMA hidrojelleri elde edilmistir.



2.BOLUM

GEREC VE YONTEM

Sunulan tez ¢aligmasinda dncelikle chia tohumlarindan miisilaj elde edilmistir. Ardindan
chia miisilajinin hem konvansiyonel hem de mikrodalga destekli metakrilasyon
yontemleri kullanilarak metakrilasyonu saglanmis ve metakrilatlanmis chia miisilajindan
foto ¢apraz baglanmis hidrojeller elde edilmistir. Bir sonraki adimda ise metakrilatlanmig
chia miisilajinin karakterizasyon g¢alismalart ve 3B biyobaski saglanmistir. Tezin bu
boliimiinde yukarida belirtilen deneysel ¢aligsmalar i¢in kullanilan yontemler ve adimlar

aciklanmustir.

2.1. Kullamilan Malzemeler

Hidrojellerin iiretimi i¢in kullanilan kimyasallar ve satin alindigi firmalar asagida

belirtilmistir.

Hidrojellerin temel maddesi olan chia miisilaji, Yayla (Tirkiye) firmasina ait chia
tohumlarindan elde edilmistir. Chia miisilajinin homojen olarak ¢6ziindiiriildiigi tablet
fosfat tamponu (PBS, pH=7.4) Bioshop Kanada (ABD) firmasindan satin alinmistir. Chia
miisilajinin  metakrilatlanmast i¢in biyokonjugasyon ajani olarak kullanilan N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etil karbodiimid hidrokloriir (EDC), N-hidroksi siiksinimit
(NHS), chia miisilajinin metakrilasyonu i¢in kullanilan 2-aminoetil metakrilat hidroklorid
(AEMA) ve hidrojellerin ¢apraz baglanabilmesi i¢in kullanilan lityum fenil-2,4,6-
trimetilbenzoil fosfinat (LAP) fotobaslatici Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Reaksiyona girmemis AEMA’y1 ortamdan uzaklastirmak i¢in kullanilan

diyaliz membran1 Sigma Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Chia Tohumu Miisilajimin Uretilmesi

Ilk olarak 13.3 g chia tohumu tartilarak 250 mL distile su igerisinde 2-3 saat araliginda,
oda sicakliginda manyetik karigtiricida karistirtlmistir. Belirtilen siire sonunda chia
tohumlarindan miisilaj salinim1 ger¢eklesmistir. Chia miisilajini tohumlardan ayirabilmek
icin chia tohum ve miisilaj karisimi (Sekil 2.1.a) vakum sistemine aktarilmigtir. Vakum
sistemi (Sekil 2.1.b) bir huni, cam filtrasyon sise, tohumlar1 miisilajdan ayirabilmek igin
huni tizerine yerlestirilen gézenekli bir tiil ve vakum pompasindan olugsmaktadir. Tohum
ve miisilaj karisimi tiil Gizerine dokiildiikten sonra vakum uygulanmistir (300 mbar).
Gozenek ¢ap1 chia tohumlarindan daha kiigiik olan tiil sayesinde vakum, miisilaji asag1
cekerken, chia tohumlar tiil lizerinde kalarak tohum ve miisilajin birbirinde ayrilmasi
saglanmistir. Miisilaj icerisinde ufak tohum pargalar1 karismis olabildigi i¢in, vakumla
ayrilan miisilaj falkon tiiplere alinmis (Sekil 2.2.a) ve 8000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis
ve santrifiij sonrasi (Sekil 2.2.b) yiizeyde kalan tohum parcalari ve fazla su, pastor pipeti
yardimi ile miisilajdan ayrilmistir. Sonugta c¢ekirdeklerden arindirilmis chia miisilaji
(Sekil 2.3.a) elde edilmistir. Ardindan chia miisilaji liyofilizatér (Teknosem, Tiirkiye)
cihazina yerlestirilerek 1 hafta boyunca dondurarak kurutulmustur (Sekil 2.3.b).

Sekil 2.1. Chia tohumundan miisilaj eldesi. @) Chia tohum ve miisilaj karisimi, b) chia

miisilajinin tohumlardan vakum uygulanarak ayrilmasi.
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Sekil 2.2 Chia miisilajinin santrifiijlenmesi. a) Santrifiij oncesi chia miisilaji, b) Santrifii

sonrast chia miisilaji.

Sekil 2.3 Chia miisilajinin kuru formda eldesi. a) Cekirdeklerinden armndirilmis chia

miisilaj1, b) chia miisilajmin liyofilizator cihazi ile kurutulmast.
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2.2.2. Chia Tohumu Miisilajinin Metakrilatlanmasi

Chia miisilajinin ilk olarak metakrilik anhidrit kullanilarak mikrodalga destekli
metakrilasyonu denenmistir. Metakrilasyonun ardindan LAP fotobasglatic1 kullanilarak
UV uygulamas1 yapilmistir. Ancak fotogapraz baglanma elde edilememis, hidrojel yap1
gozlemlenememistir. Bu nedenle metakrilik anhidrit ile yapilan ¢alismaya yer

verilmemistir.

Metakrilatlanmig chia miisilaji (chiaMA) hem konvansiyonel hem de mikrodalga destekli
metakrilasyon teknikleri ile AEMA kullanilarak ilk defa sentezlenmistir. chiaMA sentezi
icin EDC-NHS kimyasindan faydalanilmistir. Chia miisilajinda yer alan karboksil ve
hidroksil gruplart EDC-NHS kimyas1 araciligi ile AEMA’da yer alan amin gruplarina

baglanmasi saglanmustir.

Konvansiyonel metakrilasyon teknigi kullanilarak sentezlenen chiaMA igin su adimlar
izlenmistir; oncelikle 100 mg kurutulmus chia miisilaji, 10 mL PBS (pH=7.4) igerisinde
~1 saat boyunca manyetik karistirict kullanilarak homojen bir sekilde ¢ozlindiiriilmiistir.
Ardindan ¢ozelti igerisine 176 mg EDC eklenerek 15 dakika boyunca karistirilmistir.
Daha sonra ¢ozeltiye 53 mg NHS eklenerek 15 dakika boyunca onun da karigmasi
saglanmigtir. EDC-NHS igeren ¢ozeltiye son olarak 80 mg AEMA eklenerek oda
sicakliginda 1 giin boyunca karigtirtlip reaksiyon sonlandirtlmistir. Reaksiyon, ¢ozeltinin
icinde bulundugu reaksiyon kabi aliiminyum folyo ile kaplanarak karanlik ortamda
gerceklestirilmistir. Ardindan ¢ozelti 12-14 kDa diyaliz membranina alinarak 3 giin
boyunca 37 °C’de diyaliz edilmistir. Giinde bir diyalize ait distile su yenilenmistir. Bu
islemin sonunda ¢ozelti liyofilizator sisteminde 5 giin boyunca kurutulmasi saglanmis ve

konvansiyonel metakrilatlanmis chia miisilaj1 elde edilmistir.

Mikrodalga destekli metakrilasyon teknigi kullanilarak sentezlenen chiaMA i¢in su
adimlar izlenmistir; 6ncelikle 100 mg kurutulmus chia miisilaji, 8 mL PBS igerisinde ~1
saat boyunca manyetik karistirict kullanilarak homojen bir sekilde ¢oziindiiriilmiistiir.
Ayni zamanda 80 mg AEMA, 2 mL PBS igerisinde ~1 saat boyunca manyetik karistirici
kullanilarak homojen bir sekilde ¢oziindiiriilmiistiir. Coziinen chia miisilajina ilk olarak
176 mg EDC eklenmis ve 15 dakika karistirtlmistir. EDC’nin ¢dziinmesinin ardindan 53
mg NHS ¢ozeltiye eklenerek 15 dakika karistirilmistir. Homojen bir sekilde elde edilen
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chia miisilaji/EDC/NHS c¢ozeltisine, ¢oziinen AEMA eklenmistir ve bekletilmeden
mikrodalga sistemine yerlestirilmistir. Mikrodalga sistemi (Milestone, Italya), ¢dzeltinin
maksimum sicakligi 50 °C olacak sekilde ayarlanilmistir. Mikrodalga sisteminde 3 farkli
giic (100 W, 250 W, 500 W) tercih edilmistir. 100 W mikrodalga uygulamasinda 30
saniye mikrodalga enerjisi verilip ardindan yaklasik 3 dakika buz igerisinde ¢ozelti
sogutulmustur. Mikrodalga uygulamasi ve sogutma dongilisii 12 defa uygulanarak
cozeltiye toplam 6 dakika (30 sn x 12) mikrodalga uygulanmis ve reaksiyon
tamamlanmistir. 250 W mikrodalga uygulamasinda ilk olarak 20 saniye mikrodalga
enerjisi uygulanip yaklastk 2 dakika sogutulmustur. Bu dongii 10 defa
gerceklestirilmistir. Ardindan mikrodalga enerjisi 30 saniye uygulanip, c¢ozelti
sogutularak bu islem 5 defa uygulanmistir. Toplamda 6 dakika (20 sn x 10 + 30sn x 5)
mikrodalga uygulamasi sonucu reaksiyon sonlandirilmigtir. 500 W mikrodalga
uygulamasi ise ilk olarak 10 saniye mikrodalga enerjisi uygulamasi ve yaklagik 2 dakika
sogutma yapilarak dongii 20 defa tekrarlanmistir. Ardindan 15 saniye mikrodalga
uygulanip sogutularak 10 dongli sonrasi islem tamamlanmistir. Toplam reaksiyon 6
dakikada (10 sn x 20 + 15 sn x 10) tamamlanmustir. Siirelerin gruplar arasinda farkli
olmasinin nedeni, uygulanan mikrodalganin giiciiniin artmasi ile daha yiiksek sicakliklara
hizl bir sekilde ulasilmasidir. Bu nedenle gii¢ artis1 ile uygulanan mikrodalga siiresi ters
orantilidir. Mikrodalga uygulama islemi tamamlandiktan sonra ¢ozeltiler 12-14 kDa
diyaliz membranina alinarak, 3 giin boyunca 37 °C’de diyaliz edilmistir. Giinde bir
diyalize ait distile su yenilenmistir. Diyalizin tamamlanmasinin ardindan ¢ozelti
liyofilizatér sisteminde 5 giin boyunca kurutulmus ve mikrodalga destekli

metakrilatlanmis chia miisilaji1 elde edilmistir.

Her iki yontem i¢in kullanilan parametreler Tablo 2.1.’de verilmistir.
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Tablo 2.1. Konvansiyonel ve mikrodalga sentezli metakrilasyon tekniklerinin
parametreleri.

EDC NHS AEMA Gii Diyaliz
i
chiaMA sentezi | miktar1 | miktar1 | miktar ¢ Reaksiyon siiresi siiresi
(W) "
(mg) (mg) (mg) (giin)
Konvansiyonel 176 53 80 - 24 saat 3
) 6 dakika
Mikrodalga 176 53 80 100 3
(30snx12)
6 dakika
Mikrodalga 176 53 80 250 3
(20 sn x 10 + 30 sn x 5)
6 dakika
Mikrodalga 176 53 80 500 3
(10snx 20+ 15snx 10)

2.2.3. ChiaMA Hidrojelinin Elde Edilmesi

Chia miisilajinin konvansiyonel ve mikrodalga destekli metakrilasyon reaksiyonu, Sekil
2.4.°de gorildiigli lizere chia miisilajinda yer alan karboksil gruplarimin EDC/NHS
kimyas1 kullanilarak AEMA’da yer alan amin gruplarina baglanmasi ile
gerceklestirilmistir ve sonucunda metakrilatlanmis chia (chiaMA) sentezlenmistir.
ChiaMA hidrojellerini elde etmek icin ilk olarak fotobaslatict LAP distile su igerisinde
¢oziindiiriilmiistiir. Fotobaslatici konsantrasyonunun ¢apraz baglanma tlizerindeki etkisini
gorebilmek i¢in %0.3, %0.5 ve %1 oranlarinda LAP kullanilmistir. Ardindan asagida yer
verilen gruplara gore %2.5 (w/v) veya %5 (w/v) oranlarinda konvansiyonel
metakrilatlanmis veya mikrodalga destekli metakrilatlanmis chiaMA, ¢6zelti igerisine
eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti 24 kuyulu petri kabina alinmis, UV 151k
(Valo Cordless, ABD) 3200 mW/cm? olucak sekilde uygulamasi yapilmis ve capraz
baglanma elde edilmeye calisilmistir. ChiaMA gruplar asagidaki gibidir.
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1. grup: Konvansiyonel chiaMA %2.5
2. grup: Konvansiyonel chiaMA %5
3. grup: 100 W chiaMA %2.5

4. grup: 100 W chiaMA %5

5. grup: 250 W chiaMA %2.5

6. grup: 250 W chiaMA %5

7. grup: 500 W chiaMA %2.5

8. grup: 500 W chiaMA %5
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“D ‘ fotobaslatici
chiaMA
chiaMA hidrojeli

Sekil 2.4. ChiaMA hidrojelinin elde edilis adimlari.
2.2.4. ChiaMA Hidrojelinin Karakterizasyonu

2.2.4.1. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi Analizi

ChiaMA hidrojellerine ait metakrilasyon derecesi proton NMR spektroskopisi (Bruker
400, ABD) kullanilarak belirlenmistir (400 MHz). Analizi yapabilmek i¢in 10 mg
liyofilizatorle ile kurutulmus metakrilatlanmis chia miisilaji, konvansiyonel chiaMA, 100
W chiaMA, 250 W chiaMA ve 500 W chiaMA 600 ul déteryum oksit (D20) igerisinde

¢oziindiirilmistiir. Ardindan oda sicakliginda NMR analizi gergeklestirilmistir.



47

2.2.4.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Bu adimda kizilotesi 15181in numune tarafindan sogurulmasi sonucu maddenin molekiil
veya bilesik yapisinda bulunan kimyasal baglarin tanimlanmasini saglayan FTIR (Carl-
Zeiss, Almanya) kullanilmigtir. Chia miisilajt ve ChiaMA hidrojellerine ait yap1 ve

fonksiyonel gruplarin tespiti FTIR spektrum dlgiimleri ile yapilmustir.

2.2.4.3. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Zaman ve sicaklik degisimi ile birlikte numune kiitlesinde meydana gelen degisimlerin
tespit edilmesi amaciyla TGA yontemi kullanilmistir. Chia miisilaji, ve chiaMA
hidrojellerine ait TGA (Perkin Elmer Diamond, USA) analizi 25-900 °C sicaklik
araliginda 10 °C/dakika 1sitma hizinda gergeklestirilmistir.

2.2.4.4. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Yukarida belirtilen 8 farkli chiaMA hidrojelleri ve chia miisilaji liyofilizator ile
kurutulmustur. Kuruyan numuneler ikiye kesilerek hem kesit goriintiisii hem de yiizey
goriintlisii incelenmek tizere hazirlanmistir. Ardindan altin ile kaplanan numunelerin kesit

ve yiizey morfolojisi, SEM (Carl-Zeiss, Almanya) goriintiileri ile incelenmistir.

2.2.4.5. X-Isim Difraktometresi (XRD)

Kristale 6zel ¢esitli yonlerde kirimini gerceklesen X 1s1n1 demetinin ag1 ve genliklerini
Olcerek malzemenin atomik ve molekiiler yapisini tespit eden XRD (Panalytical
Empryrean, Ingiltere) yontemi kullanilmistir. Chia miisilaji ve chiaMA hidrojellerine ait

XRD analizi 5-60° araliginda, 2 °/dakika tarama hizinda gergeklestirilmistir.

2.2.4.6. Reoloji Analizi

ChiaMA hidrojellerinin reolojik 6zellikleri reometre (Anton Paar, Avusturya)
kullanilarak belirlenmistir. Hidrojeller 2 mm kalinliginda 16 mm ¢apinda silindirik disk
seklinde elde edilmistir. Reolojik 6zellikler frekans, gerinim ve sicaklik olmak iizere ii¢
farkli ana parametre tizerinden degerlendirilmistir. Frekans bagimli reolojik analiz, %0.2
gerinim altinda 0.5-200 rad/s araliginda gerceklestirilmistir. Yapilan dinamik analiz
sonucu hidrojellerin depo modiilii (G’), kayip modiilii (G”) ve kompleks modiil (G*)
degerleri belirlenmistir. Gerinim bagimli reolojik analiz, 1 Hz sabit frekansta, %0-2

gerinim araliginda gergeklestirilmistir. Yapilan dinamik analiz sonucu hidrojellerin G’,
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G” ve G* degerleri belirlenmistir. Hidrojelin farkli sicakliklarda yapisal kararliligini
gorebilmek i¢in sicaklik bagimli reolojik analiz, 1 Hz sabit frekansta, 15-45 °C araliginda
gerceklestirilmistir. Yapilan dinamik analiz sonucu hidrojellerin kayma gerilmesi

belirlenmistir.

2.2.4.7. Viskozite Analizi

Liyofilizator ile kurutulan her bir chia miisilaji, konvansiyonel ve mikrodalga destekli
(100 W, 250 W, 500 W) metakrilatlanan chia miisilajlar1 %2.5 ve %5 oranlarinda distile
su igerisinde ¢oziindiiriilerek biyogozelti elde edilmistir. Ardindan biyogozeltilerin 3B
biyoyazicida basiminin uygun olup olmadigini gérmek igin sicaklik 30 saniyede bir 0.5
°C artirilarak 15-45 °C araliginda reometrede (Anton Paar, Avusturya) viskozite tayini

gerceklestirilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1 ChiaMA Hidrojelinin Capraz Baglanma Bulgular:

Bu boéliimde yer alan bulgularda %0.3, %0.5 ve %1 LAP kullanilarak, 30 sn UV 151k
uygulamasi yapilan %2.5 ve %5 konsantrasyonlarda konvansiyonel, 100 W, 250 W, 500
W chiaMA hidrojellerine yer verilmistir. Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.’de yer aldig1 {izere
fotobaslatict miktarinin diisiikten yiiksege kullanildigr tiim gruplarda ¢apraz baglanma

gerceklesmis ve chiaMA hidrojelleri elde edilmistir.
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Tablo 3.1. Ug farkli konsantrasyonda LAP fotobaslatic1 kullanilarak hazirlanan %2.5
chiaMA hidrojelleri

%2.5 chiaMA %00.3 LAP %00.5 LAP %1 LAP

Konvansiyonel

chiaMA

Capraz baglanma 7 J ;“/ J
100 W chiaMA

Capraz baglanma | - '
250 W chiaMA

Capraz baglanma | v |
500 W chiaMA

Capraz baglanma “‘ : v | o v




Tablo 3.2. Ug farkl1 konsantrasyonda LAP fotobaslatic kullanilarak hazirlanan %5
chiaMA hidrojelleri

%5 chiaMA %0.3 LAP %0.5 LAP %1 LAP
Konvansiyonel
chiaMA
Capraz baglanma \/ - | v
100 W chiaMA
Capraz baglanma v v ‘
250 W chiaMA
Capraz baglanma - v v |
500 W chiaMA
Capraz baglanma v v |
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3.2. ChiaMA Hidrojelinin Karakterizasyonu
3.2.1. NMR Analizi Bulgular:

Chia miisilaj1 ve tiim chiaMA gruplarina proton NMR analizi yapilarak konvansiyonel ve
mikrodalga destekli metakrilasyon sonucu chia miisilajinin kimyasal yapisinda meydana

gelen degisiklikler ve metakrilasyon dereceleri incelenmistir.

Sekil 3.1.’de chia miisilajinin ve tiim chiaMA gruplarina ait proton NMR grafigi yer
almaktadir. AEMA’ya ait vinil hidrojenleri NMR grafiginde 5.20-6.30 ppm araliginda,
metil hidrojenleri 2 ppm civarinda ayirt edici pikler olusturmaktadir [52]. Chia miisilajina
ait grafik incelendiginde 5.20-6.30 ppm araliginda bir pik olusumu gozlemlenmemistir. 2
ppm civarinda ise chia miisilajindan kaynakli olarak ii¢ kiigiikk pik gdézlemlenmistir.
Konvansiyonel chiaMA grubuna ait NMR grafigi incelendiginde 5.20-6.30 ppm
araliginda iki pik meydana gelirken, 2 ppm civarinda chia miisilajinda meydana gelen ii¢
kiigiik pik, konvansiyonel chiaMA grubunda birlesmeye baslamistir. 100 W, 250 W ve
500 W chiaMA gruplarinda 5.20-6.30 ppm araliginda iki pik olusumu meydana gelmis.
Chia miisilajinda yaklasik 2 ppm’de yer alan ii¢ kiiciik pik, 100 W chiaMA grubunda
tamamen birleserek tek pik haline gelmis, 250 W ve 500 W chiaMA gruplarinda bu pikin
yogunlugunun giderek arttigi gézlemlenmistir. 5.20-6.30 ppm araliginda yer alan iki pik
yogunlugu konvansiyonel chiaMA grubunda en diisiik iken, 100 W, 250 W, 500 W
chiaMA gruplarinda mikrodalga enerjisinin artis1 ile piklerin yogunlugu goézle goriiliir

sekilde artig gostermistir.
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Sekil 3.1. Chia miisilaji ve chiaMA gruplar1 proton NMR analizi. a) AEMA’ya ait vinil
grubuna ait pikler, b) AEMA’ya ait metil grubuna ait pikler.
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3.2.2. FTIR Analizi Bulgular:

Chia misilajimin  konvansiyonel ve mikrodalga destekli yontemler kullanilarak
metakrilatlandigin1 gosterebilmek icin FTIR analizi yapilmistir. FTIR ile molekiile ait
bilesim yapisi analiz edilebilmektedir. Kizilotesi 1s1k, molekiil igerisinde yer alan
titresimsel bag enerjisi ile iligkili olarak belirli frekanslarda adsorblanir. Titresimin bag
enerjisi ile kizilotesi 1s18in dalga boyunun ayni olmasi durumunda adsorbe edilen

kizil6tesi 151k sayesinde molekiiliin karakteristik yapisi tespit edilir.

938 cm-1
2980-2850 cm-1 1652 em-1 1033 em-1
' i : ——chia
3000-3700 om-! I: 1708 cnil-“ 1157 '?""'1 —— konvansiyonel chiaMA

H 11545¢em-1] ! ! — 100 W chiaMA

i : H- —— 250 W chiaMA

! 500 W chiaMA

1

1

1

Transmitans

' I ! I ' I ! I ' | ' I ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayist (cm™)
Sekil 3.2. Chia miisilaji ve chiaMA gruplarina ait FTIR analizi.

Sekil 3.2.’de goriildiigii iizere tiim gruplarda yer alan 3700-3000 cm™ ve 2980-2850 cm!
alanlarinda goriilen pikler biitiin poliksakkaritlerde bulunmaktadir ve sirastyla -OH ve -
CH gerilme titresimlerine aittir [52]. Ek olarak 1033 cm™’de yer alan pik genel olarak
polisakkaritlerde bulunan C-O-C gerilimine aittir [73]. 938 cm™’de yer alan pik ise chia
miisilajina ait karbonhidrat gruplarinda yer alan C-O baglarindan kaynaklanmaktadir
[74]. Chiaya ait grafikte goriildiigii {izere 1700-1600 cm™ alaninda yer alan genis pik
proteinler i¢in en karakteristik band olan amid 1 bandina aittir [74]. Ancak bu degerler
araliginda konvansiyonel, 100 W, 250 W ve 500 W chiaMA grafiklerinde amid 1

bandimin ii¢ ayr1 pik olusturdugu gozlemlenmistir. 1652 cm™’de olusan yeni pik, chia
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misilaji vee AEMA’nin birlestirme reaksiyonu sonucu NH-CO bagma ait gerilme

! ve 1545 cm™’de olusan yeni pikler

titresimlerine karsilik gelmektedir. 1708 cm”
metakrilat grubuna ait C=0 ve N-H baglarinin gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir.
1157 cm™de yer alan pik, chia grafiginde zayif sekilde olusmustur ancak
metakrilatlanmig gruplara ait grafiklerde AEMA’dan kaynakli C-N baglarinin gerilim

titresimi sonucu 1157 cm™*de yer alan pik kuvvetlenmistir.
3.2.3. TGA Bulgulari

TGA analizi ile chia miisilajinin ve chiaMA gruplarinin termal davraniglar: incelenmistir.
Sekil 3.3°de tiim gruplarin hem diferansiyel termal termogravimetrik (DTG), hem de
termogravimetrik analiz (TGA) grafiklerine yer verilmistir. DTG analizinde amag bir
malzemenin sicaklik degisimine bagli olarak en ¢cok hangi sicaklikta kayip verdigini tespit
etmektir. Malzemenin agirlik kaybindaki hizina karsi1 zaman veya sicaklik fonksiyonu
olusturulur. TGA analizi ise bir malzemenin hangi sicaklik noktalarinda agirlik kaybina
ugrayip ugramadigi bilgisini verir. Malzemenin agirliginda meydana gelen degisim orant,

zamanin veya sicakligin bir fonksiyonu olarak gosterilir.

Sekil 3.3.a.’da yer alan DTG grafigine gore chia misilaji 300 °C’de, chiaMA gruplari ise
290 °C ve 345 °C civarinda maksimum agirlik kayb1 vermistir. Sekil 3.3.b.’de yer alan
TGA grafigine gore tim gruplarda yaklasik 95 °C’ye kadar suyun buharlasmasina bagl
olarak ilk agirlik kayb1 meydana gelmistir. 95 °C’ye kadar en fazla (~%10) su kaybi chia
miisilajinda olurken, chiaMA gruplarinda daha az su kayb1 meydana gelmistir. En az su
kayb1 (~%3) ise konvansiyonel chia grubunda olmustur. 175 °C’ye kadar tiim gruplarin
kararli yapida oldugu, 175 °C ile 450 °C araliginda ise tiim gruplarda biiyiik bir kiitle
kayb1 meydana geldigi gozlemlenmistir. Bu kayip polisakkarit molekiillerin
depolarizasyonu ile diisiik molekiiler agirlikli ugucular haline gelmesinden dolay:
kaynaklanmaktadir. En fazla kayip (>%90) konvansiyonel chiaMA grubunda meydana
gelirken en az kayip (~%60) chia miisilajinda gézlemlenmistir. 100 W, 250 W ve 500 W

chiaMA gruplari ise konvansiyonel chiaMA grubuna gére daha az agirlik kayb1 vermistir.
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Sekil 3.3. Chia miisilaj1 ve chiaMA gruplarinin termal davranis grafikleri. a) DTG grafigi,
b) TGA grafigi.
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3.2.4. SEM Analizi Bulgular

Yiizey morfolojilerini incelemek tlizere chia miisilaj1 ve tiim chiaMA hidrojel gruplar ilk
olarak liyofilizator ile kurutulmus, ardindan ikiye kesilip 6 nm altin kaplamasi yapilarak

SEM cihazinda hem kesit hem ylizey goriintiileri alinmigtir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere tasarlanan hidrojellerin
morfolojik yapis1 hiicre yapismasi, ¢ogalmasi, gelismesi ve farklilagsmasi i¢in 6nem arz
etmektedir. Calisilacak hiicre tipine gore farklilik gostermekle birlikte, hidrojellerin
gozenekli yapiya sahip olmasi aranan bir 6zelliktir. G6zenekli yap1 sayesinde hiicreler
yiizeye tutunabilir, ¢cogalip, gelisebilir ve bu alanda farklilagabilir. Ayrica gozenekler
sayesinde hiicrelerin ihtiya¢ duydugu besin ve oksijen tasinimi saglanirken, hiicre atiklari

da ortamdan uzaklastirilabilir.

Sekil 3.4.”de chia miisilaji ve %2.5 ve %5 konvansiyonel chiaMA hidrojel gruplarina ait
kesit ve ylizey SEM goriintiileri yer almaktadir. Chia miisilajinin gozenekli yapiya sahip
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.4.a ve Sekil 3.4.b). Konvansiyonel metakrilasyon
sonucunda, hidrojellerin kesit goriintiilerinde katman katman bir yapinin olusumu
goriilmiistiir (Sekil 3.4.c ve Sekil 3.4.e). Ayrica konvansiyonel chiaMA hidrojellerinin
yiizeylerinin de gézenekli yapiya sahip oldugu goriillmektedir (Sekil 3.4.d ve Sekil 3.4.1).
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Sekil 3.4. Chia miisilaji ve konvansiyonel chiaMA hidrojellerine ait kesit ve yiizey SEM
goriintiileri. (a, b) Chia miisilaji, (c, d) konvansiyonel chiaMA %2.5, (e, f)konvansiyonel
chiaMA %5. Tiim biiyiitmeler 250X dir.

%2.5 konsantrasyonda hazirlanan 100 W, 250 W ve 500 W chiaMA hidrojellerinin
goriintlileri Sekil 3.5’de, %5 konsantrasyonda hazirlanan 100 W, 250 W ve 500 W
chiaMA hidrojellerinin goriintiileri Sekil 3.6.’da yer almaktadir. 100 W, 250 W ve 500 W
mikrodalga enerjisi kullanilarak elde edilen tiim chiaMA hidrojellerin kesit yapilarinda
katmanli olusum gozlemlenmektedir. 100 W ve 250 W mikrodalga enerjisi kullanilarak
elde edilen chiaMA hidrojellerinin yiizey morfolojisi diiz bir yapiya sahipken, 500 W
mikrodalga enerjisi kullanilarak elde edilen chiaMA hidrojelinin yiizey morfolojisinde

gbzenekli yapmin olusumu goézlemlenmistir. Ancak yiizeyde meydana gelen gozenekli
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yapt %2.5 konsantrasyonda hazirlanan chiaMA hidrojellerinde, %5 konsantrasyonda

hazirlanan chiaMA hidrojellerine gére daha yogun sekilde gozlemlenmistir.

Kesit Yiizey

250 W chiaMA %2.5 100 W chiaMA %2.5

500 W chiaMA %2.5

Sekil 3.5. Mikrodalga destekli metakrilasyon ile sentezlenmis 100 W, 250 W, 500 W
chiaMA hidrojellerine ait kesit ve ylizey SEM goriintiileri. (a, b) 100 W chiaMA %2.5,
(c, d) 250 W chiaMA %?2.5, (e, f) 500 W chiaMA %2.5. Tiim biiyiitmeler 250X"dir.
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100 W chiaMA %5

250 W chiaMA %5

500 W chiaMA %5

Sekil 3.6. Mikrodalga destekli metakrilasyon ile sentezlenmig 100 W, 250 W, 500 W
chiaMA hidrojellerine ait kesit ve ylizey SEM goriintiileri. (a, b) 100 W chiaMA %5, (c,
d) 250 W chiaMA %5, (e, f) 500 W chiaMA %5. Tiim biiyiitmeler 250X’dir.
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3.2.5. XRD Analizi Bulgulari

XRD yapinin kristalligi hakkinda bilgi veren, polisakkarit yapilarimi da ¢ézmek igin
kullanilabilen giiglii bir tekniktir. Sekil 3.7.’de chia miisilaji ve chiaMA gruplarina ait
XRD grafigine yer verilmistir. Chia miisilaji, konvansiyonel chiaMA ve 250 W chiaMA
icin ~13-26 dereceleri arasinda genis bir pik gézlemlenmistir. Literatiirde yer alan bitki
kaynakli polisakkaritler {izerine yapilan galismalara gore tepe noktalar1 16.96, 20.04, 22
derecelerde yer alan asimetrik, genis piklerin yapisinin amorf benzeri oldugu,
kristalliginin diisiik boylelikle yari kristal 6zelligini ifade ettigi belirtilmistir [75-78].
Calismalarda ekstrakte edilen polisakkaritlerin yari kristal yapisinin CO, CH ve OH
fonksiyonel baglarindan kaynaklandigi belirtilmistir [75]. Bu verilere dayanarak
konvansiyonel ve mikrodalga destekli metakrilasyonu gerceklestirilen chiaMA’nin yar1
kristal yapida oldugu goriilmektedir. Ayrica chia miisilaji ve 100 W, 250 W ve 500 W
chiaMA gruplarinda ~28 derecelik acida pik gozlemlenmistir. Bu pikin siddeti chia
miisilaji, 250 W ve 500 W’da yiiksek iken, konvansiyonel ve 100 W chiaMA’da daha
diisiik gozlemlenmistir. Chia miisilajinin literatiirde yer alan XRD grafigine gore 29.4,
31.4 ve 39.4 derecelerde yer alan piklerin kalsiyum karbonat yapisina benzer oldugu
belirtilmistir. Bu veriler ile chia miisilajinda magnezyum, fosfor ve kalsiyumun varligi
gosterilmistir [65]. Literatiirde yer alan ¢alismadan yola ¢ikarak chia miisilaji ve tim
chiaMA gruplarinin ~28 derecelik pik degerine gore, magnezyum, fosfor ve kalsiyum

icerigine sahip olabilecegi bulgusuna ulasilabilir.
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Sekil 3.7. Chia miisilaj1 ve chiaMA gruplarina ait XRD grafigi.

3.2.6. Reoloji Analizi Bulgularn

%2.5 konsantrasyonda, %1 LAP kullanilarak, 1 dakika UV 151k uygulamasi ile hazirlanan
konvansiyonel ve 100 W, 250 W, 500 W mikrodalga destekli chiaMA hidrojellerinin
reolojik analizleri Sekil 3.8.’de gosterilmistir. Yapilan frekans bagimli dinamik analize
gore tiim chiaMA hidrojel gruplari elastik 6zellik sergilemektedir. Tiim hidrojeller kararli
ve 0.5-200 rad/s frekans araliginda yapisal biitiinliiklerini koruduklar1 gézlemlenmistir.
%2.5 konsantrasyon degerlerinde konvansiyonel chiaMA hidrojelinin, 100 W, 250 W ve
500 W chiaMA hidrojellerine gore daha yiiksek elastisiteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Tiim gruplarda frekansla birlikte depo modiiliiniiniin, kayip modiiliine gore daha fazla
artis gosterdigi goriilmiistiir. G™>G” sonucuna ulasildigr i¢in tiim gruplar viskoelastik
Ozellige sahiptir. Tablo 3.3.’de %2.5 konsantrasyonda hazirlanan tiim chiaMA hidrojel
gruplariin 200 rad/s frekans noktasindaki depo ve kayip modiilii degerleri verilmistir.
Bu tabloya gore tiim gruplarin viskoelastik 6zellik sergiledigi agikca goriilmektedir.

Gerinim bagimli dinamik analize gére %0-2 aralifinda uygulanan gerinime gore depo
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modiiliinde de kayip modiiliinde de goriildiigii lizere tiim chiaMA hidrojelleri kararli bir
yap1 sergilemistir ve herhangi bir deformasyon gézlemlenmemistir. Depo modiiliine gore
100 W ve 500 W chiaMA hidrojellerinin, konvansiyonel chiaMA hidrojeline gére daha
yilksek dayanima sahip oldugu goriilmistir. Tim chiaMA hidrojellerinin kayma
gerilmesi-sicaklik grafigi incelendiginde sicaklik artisiyla birlikte ~37 °C’ye kadar kayma
gerilmesinde diisiis meydana gelmistir ancak ~37 °C’den sonra kayma gerilmesi sabit bir

degerde kalarak kararli hale gelmistir.

Sekil 3.9.’da ise %5 konsantrasyonda, %1 LAP kullanilarak, 1 dakika UV uygulamasi ile
hazirlanan konvansiyonel ve 100 W, 250 W, 500 W mikrodalga destekli chiaMA
hidrojellerinin reolojik analizleri gosterilmistir. 0-200 rad/s araliginda degisen frekans
uygulandigr taktirde tiim hidrojel gruplarinin elastik 6zelliklere sahip oldugu
goriilmistir. 100 W, 250 W ve 500 W chiaMA hidrojelleri biiyiik bir farkla
konvansiyonel hidrojele gore daha yiiksek elastisiteye sahip oldugu gozlemlenmistir. %5
konsantrasyonda hazirlanan tiim chiaMA hidrojel gruplarmin 200 rad/s frekans
noktalarindaki depo ve kayip modiilii degerleri Tablo 3.4.’de verilmistir. Frekans artisi
ile birlikte depo modiiliindeki artigin, kayip modiiliindeki artisa gére daha fazla (G’>G”)
olmasi nedeniyle tiim gruplar viskoelastik 6zellik sergilemektedir. Gerinim bagiml
dinamik analize gore %0-2 aralifinda uygulanan deformasyona karsi tiim chiaMA
hidrojellerinin kararli bir davramig sergiledigi gozlemlenmistir. %2.5 chiaMA
kullanilarak hazirlanan hidrojeller gibi %5 chiaMA kullanilarak hazirlanan hidrojellerin
tamami da ~37 °C’den sonra kayma gerilmesinin sabit bir degerde kalmasi ile kararli bir

yap1 sergilemistir.



64

a) b)

;,.3 100000
=y
100000 ; ¥ ¥ =
© !! o 10000
o .d i iy —
Q ¥ Q oo ® = S
5 oyt = AR e
= * =1 \ \ e
3 °, T 1000 i z '*'f
o] = x*e
=
] a
=3 >
o N
a 100
10000
I T T T T 10 F T T T T
C 0 50 100 150 200 d 0 50 100 150 200
) Frekans (rad/s) Frekans (rad/s)
1000000
1000000
100000
__ 100000 =
g ., o
O 10000 =84 O 10000
= =4 vy vy v
3 3 Dass s SR E S B S e
o 1000 g HHEE
= £ 1000 Ieatibaasdd bk b d b A-Ad A d—dd—h—h—k A —h
Q Q
o =
>
8 100 g
100
10
1 T T T T 10 T T T T
05 1.0 1.5 20 05 10 15 20
9) Gerinim (%) Gerinim (%)
40

N
o
1

Kayma Gerilimi (Pa)
L]
o

—=a— konvansiyonel chiaMA %2.5

104 —e— 100 W chiaMA %2.5
5 —4— 250 W chiaMA %2.5
. o —v— 500 W chiaMA %2.5
15 20 25 30 35 40 45
Sicaklik (°C)

Sekil 3.8. %2.5 chiaMA kullanilarak hazirlanan hidrojellerin reolojik analiz sonuglari.
Frekans bagimli a) depo modiilii, b) kayip modiilii; gerinim modiilii ¢) depo modiilii, d)
kayip modiilii; sicaklik bagimli e) kayma gerilmesi degerleri.
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Sekil 3.9. %5 chiaMA kullanilarak hazirlanan hidrojellerin reolojik analiz sonuglari.
Frekans bagimli a) depo modiilii, b) kayip modiilii; gerinim modiilii ¢) depo modiilii, d)
kayip modiilii; sicaklik bagimli e) kayma gerilmesi degerleri.



Tablo 3.3. Frekans bagimli dinamik analize gore 200 rad/s frekansinda

%?2.5 chiaMA hidrojellerinin 6zellikleri.

%2.5 Konvansiyonel 100 W 250 W 500 W
chiaMA chiaMA chiaMA chiaMA chiaMA
Depo. 183950 208660 189330 182900
Modiilii
(G, Pa)
Kayip 5796 4580 4075 4638
Modiilii
(G”, Pa)

Tablo 3.4. Frekans bagimli dinamik analize gore 200 rad/s frekansinda
%5 chiaMA hidrojellerin 6zellikleri.

%5 Konvansiyonel 100 W 250 W 500 W
chiaMA chiaMA chiaMA chiaMA chiaMA
Depo 187200 308600 335940 336910
Modiilii
(G’, Pa)
Kayip 10013 16557 15940 13773
Modiilii

(G”, Pa)
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3.3.7. Viskozite Analizi Bulgular

3B biyobaski sistemlerinde kullanilan biyomiirekkeplerin viskozite degerleri,
biyomiirekkebin  basilabilirligi  hakkinda bilgi vermektedir. Biyomiirekkebin
viskozitesinin yiiksek olmasi durumunda biyobaskinin kontrollii bir sekilde
gerceklestirilememe, ignede tikanmalar, ekstriider sistemlerde yiiksek basing
uygulanmasi sonucu hiicrelerde 6liimler meydana gelebilirken, viskozitenin diisiik olmasi
sonucunda biyomiirekkep basildigi yiizeyde sabit kalmayarak ¢okmeler meydana gelmesi
ve katmanli baski gergeklestirilememesi gibi durumlar olusabilmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 3B biyobaski sistemlerinde kullanilan viskozite degerleri 6nem arz etmekte ve
kullanilan biyomiirekkebin viskozitesi, sicaklik uygulanarak degistirilebilmektedir.
Literatiire gore 3B ekstriider biyobaski sistemlerinde viskozite 30 mPa.s ile 6 x 10’ mPa.s
araliginda olmalidir [79, 80]. Calismanin bu boliimiinde chia miisilaji ve chiaMA
hidrojellerine ait ¢ozeltiler hazirlanarak reometre cihazinda farkli sicakliklar altinda
capraz baglanma 6ncesi viskozite degerlerinin nasil degistigi incelenmistir. Sekil 3.10.a
ve Sekil 3.10.b’ye gore viskozite degerleri géz Oniine alindiginda chia miisilaji kendi
basina her iki konsantrasyonda da en yiiksek viskozite degerine sahiptir. %2.5
konsantrasyonda hazirlanan chiaMA gruplarimin viskozite degerleri 300-1800 mPa.s
araliginda, %5 konsantrasyonda hazirlanan chiaMA gruplariin viskozite degerleri 250-
7000 mPa.s araliginda degismektedir. Tablo 3.5 ve Tablo 3.6.’da 3B biyobasim igin
onemli parametreler olan oda sicakligi ve viicut sicakliginda tiim gruplarin viskozite
degerleri verilmistir. Bu degerlere gore her iki konsantrasyonda da 3B ekstriider

biyobaski sistemleri i¢in basilabilir aralikta oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 3.10. Chia miisilaji ve chiaMA hidrojellerinin ¢apraz baglanma 6ncesi viskozite
degerleri. a) %2.5 konsantrasyonda, b) %5 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler.
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Tablo 3.5. %2.5 konsantrasyonda hazirlanan chia miisilaji ve chiaMA ¢ozeltilerin
25 °C ve 37 °C’deki viskozite degerleri.

%25 Konvansiyonel 100 W 250 W 500 W
chiaMA Chia chiaMA chiaMA chiaMA chiaMA
25 °C’deki 2334.1 1083.5 1578.6 833.92 779.32
viskozite
degerleri (mPa.s)
37 °C°deki 2324.6 544,77 1582.2 705.4 690.11
viskozite
degerleri (mPa.s)

Tablo 3.6. %5 konsantrasyonda hazirlanan chia miisilaji ve chiaMA ¢ozeltilerin 25 °C
ve 37 °C’deki viskozite degerleri.

%5 Konvansiyonel 100 W 250 W 500 W
chiaMA Chia chiaMA chiaMA chiaMA chiaMA
25 °C>deki 7320.1 14139 428.7 933.36 1119.6
viskozite

degerleri (mPa.s)

37 °C’deki 5070.9 752.73 180.76 480.08 925.01
viskozite

degerleri (mPa.s)

Bu tez calismasinin amaci, chia miisilajinin metakrilatlanmasi ile doku miihendisligi
uygulamalar1 ve 3B biyobaski teknolojisinde kullanilmak iizere yeni bir hidrojel
sisteminin elde edilmesidir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1.Tartisma

Bu tez ¢alismasinin amaci, chia miisilajinin metakrilatlanmasi ile doku miihendisligi
uygulamalar1 ve 3B biyobaski teknolojisinde kullanilmak {izere yeni bir hidrojel

sisteminin elde edilmesidir.

Chia tohumu, yag1 ve miisilaji kullanilarak literatiirde cesitli ¢aligmalar yapilmistir.
Zengin icgeriginden dolay1 chiaya olan ilgiden dolay:r chia iizerinde yapilan ¢aligmalar
artsa da, bu ¢alisma alanlar1 kozmetik, farmasotik ve genellikle gida endiistrisi lizerine
olmustur [69, 81-83]. Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in yapilan ¢aligmalar oldukca
sinirh kalmistir. Yara iyilesmesi amacgli yapilan bir caligmada kitosan ve chia
tohumlarindan elde edilen polisakkarit (ksiloglukan) farkli oranlarda karigtirilmis, yapiya
gliserol eklenerek hidrojel elde edilmistir. Chia tohumlarinin su ile etkilesime girmesi
sonucu elde edilen miisilajin fiber yapida olmast ve sonucunda siviyr tutan bir yapiya
sahip olmasindan dolay: chia kullanimi tercih edilmistir. Ayrica kitosan zayif mekanik
ozelliklere sahip olup chia polisakkaritlerinin molekiiler agirliginin kitosana gére daha
fazla olmasindan dolay1 ¢alismada kitosan ile ksiloglukan karistirilarak kullanilmistir.
Calisma sonucunda kitosana bitkisel bazli polimerlerin eklenmesi ile mekanik
mukavemette degisiklikler yapilabilecegi, uygun mekanik mukavemet ve fizyolojik
stvilar1 emebilecek yara iyilestirici materyallerin elde edilebilecegi sonucuna vartlmistir
[70]. Ayrica bir baska ¢alismada chia tohumlarindan elde edilen yag asitlerinin hiicre
gocli, proliferasyonu, anjiyogenez ve inflamatuar mediyatdrlerin {iretimini saglayarak

yara iyilesmesini saglayabilecegi vurgulanmistir [84].

Chia miisilajinin ¢esitli hiicreler iizerinde etkisi de incelenmistir. Calismaya gore chia

miisilajiin KOH ve enzimatik hidrolizi islemleri uygulanmasinin ardindan rahim agzi
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kanseri hiicre hatt1 olan HeLa, meme kanseri hiicresi olan MCF7 ve insan karaciger
kanser hiicre hattt olan HepG2 hiicrelerinin ¢ogalmasinin inhibisyonunu sagladigi

gosterilmistir [85].

Doku miihendisligi uygulamalart i¢in siklikla kullanilan JelMA hidrojelinin
metakrilasyonu yapilan bir ¢alismada ilk defa mikrodalga destekli olarak
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismaya gore farklt mikrodalga enerjileri ve farkli metakrilik
anhidrit konsantrasyonlar1 kullanilarak JeIMA hidrojelleri (600 W/%8 MA, 1000 W/%8
MA, 600 W/%4 MA, 1000 W/%4 MA) elde edilmistir. Bu hidrojellerin frekans bagimli
reolojik analizinin 100 rad/s’de elde edilen depo modiilleri sirasiyla 39 kPa, 39.1 kPa,
27.5 kPa ve 41.1 kPa’dir. Kayip modiilleri ise hepsinin 0.1 kPa seklindedir. Tez
calismasinda elde edilen chiaMA hidrojellerinin frekans bagimli reolojik analizi
incelendiginde 100 rad/s’de, %2.5 konsantrasyonda chia kullanilarak hazirlanan
konvansiyonel, 100 W, 250 W ve 500 W hidrojel gruplarin depo modiilleri sirasiyla 57.5
kPa, 58.4 kPa, 49.2 kPa ve 48 kPa’dir. Kayip modiilleri ise sirasiyla 1.8 kPa, 1.5 kPa, 1.9
kPa ve 2 kPa’dir. %5 konsantrasyonda chia kullanilarak hazirlanan konvansiyonel, 100
W, 250 W ve 500 W hidrojel gruplarinin depo modiilleri 98.4 kPa, 194.3 kPa, 188.3 kPa
ve 184.4 kPa seklindedir. Kayip modiilleri ise 13 kPa, 13.3 kPa, 23.9 kPa VE 20 kPa’dur.
Elde edilen bu degerlerden de goriildiigii lizere, literatiirde siklikla kullanilmakta olan
JeIMA hidrojellerine gore hem konvansiyonel, hem de mikrodalga destekli metakrilasyon
ile elde edilen chiaMA hidrojelleri tiim konsantrasyonlarda daha viskoelastik 6zellik

sergilemistir.

Irgacure 2959 suda ¢oziinebilen ve ticari olarak temin edilebilen ilk fotobaslaticilardan
biridir. JeIMA, MeHA gibi bir ¢ok hidrojeli hazirlamak i¢in kullanilir. Ancak Irgacure
2959, uzun siire 151k uygulamast sonucu ¢apraz baglanmayi saglayabilir. Bu durum
hiicreler iizerinde mutasyon, hiicre 6liimii gibi olumsuz etkilere neden olabilmektedir
[86]. Yapilan bir ¢alismada JeIMA hidrojellerinin ¢apraz baglanmasi Irgacure 2959 ve
LAP fotobaslaticilar1 kullanilarak saglanmis ve fotobaslaticilarin hiicreler lizerindeki
etkisi aragtirllmistir. Diisiik fotobaslatici konsantrasyonlarinda her iki fotobaslatict igin
de hiicre canlilig1 iyi durumda iken, konsantrasyon miktar1 artirildik¢a hiicre canliliginin
LAP kullanilan hidrojellerde, Irgacure 2959 kullanilan hidrojellere gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Hidrojellerin morfolojik 6zellikleri incelendiginde Irgacure 2959

kullanilan hidrojellerin daha biiyiik gbzenek boyutuna sahip oldugu, daha hizh
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bozundugu tespit edilmistir [87]. Yapilan tez g¢alismasinda ise LAP fotobaslatici

kullanilarak chiaMA hidrojeli ile kullanilacak olan hiicreler lizerinde daha az toksik etki

olusmas1 hedeflenmistir.

4.2. Sonug ve Oneriler

Bir maddenin molekiillerine ait kimyasal yapinin hidrojen atomlar1 {izerinden
analiz edilmesini saglayan proton NMR yontemi kullanilarak konvansiyonel ve
mikrodalga destekli metakrilasyon ile chia miisilajinin metakrilatlandig1 ispat
edilmistir. NMR grafiginde yer alan 5.20-6.30 ppm araliginda AEMA’nin vinil
hidrojenine ve yaklasik 2 ppm’de yer alan AEMA ’nin metil hidrojeline ait pikler
ile AEMA’nin chia miisilajimin yapisina katildigi gosterilmistir. Konvansiyonel
metakrilasyonda yer alan piklerin yogunlugu, 100 W, 250 W ve 500 W chiaMA
gruplarinda yer alan piklerin yogunluguna gore ¢ok daha diisiiktiir. Buna gore
mikrodalga destekli metakrilasyonun, konvansiyonel metakrilasyona gore daha
verimli oldugu sonucuna ulasilabilir. Ayrica mikrodalga enerjisinin giicii
artirtldikca 5.20-6.30 ppm araliginda ve 2 ppm civarinda yer alan piklerin
yogunluklarinin giderek artmasi, 500 W mikrodalga enerjisinin en verimli

metakrilasyon uygulamasi oldugunu gostermektedir.

Kizilétesi 15181 adsorblanmasi sonucu molekiil yapisinda bulunan bag titresimleri
hakkinda bilgi veren FTIR analizi sonucu chia miisilaji ve chiaMA gruplari
karsilastirildiginda 1157 cm™, 1545 cm?, 1652 cm™ ve 1708 cm™’de yer alan

pikler chia miisilajinin metakrilatlandig1 gosterilmistir.

Chia miisilajinin, konvansiyonel ve mikrodalga destekli chiaMA hidrojellerinin
morfolojik yapilari SEM ile incelenmistir. SEM goriintiilerine gore chia
miisilajinda katmanli bir yap1 gozlenmezken, tiim chiaMA hidrojellerinin kesit
goriintiilerinde hidrojellerin katmanli bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
katmanli yap1 hiicrelerin tutunma, cogalma, gelisme farklilasmasinda destekleyici
bir ozellik sergileyecektir. Ayrica hiicrelere besin ve oksijen taginiminda yer

alacak, hiicre atiklarinin ortamdan uzaklastirilmasina yardimer olacaktir.

Reoloji analizine gore, %2.5 konsantrasyon degerlerinde konvansiyonel chiaMA

hidrojelinin, 100 W, 250 W ve 500 W chiaMA hidrojellerine gore daha yiiksek
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elastisiteye sahip oldugu goriilmiistiir ancak bu farklilik 0-50 rad/s araliginda ¢ok
diisiik degerlere sahiptir. Gerinim bagimli dinamik analize gére hem depo modiilii
hem de kayip modiil de 100 W ve 500 W chiaMA hidrojellerinin konvansiyonel
chiaMA hidrojeline kars1 daha yiiksek degerlere sahip olmasi, mikrodalga destekli
chiaMA hidrojellerinin  konvansiyonel chiaMA hidrojeline gore daha yiiksek
mekanik dayanima sahip oldugunu gostermektedir. %5 konsantrasyon
degerlerinde 100 W, 250 W ve 500 W chiaMA hidrojellerinin konvansiyonel
chiaMA hidrojeline gore daha yiiksek elastisiteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
sonuca gore mikrodalga destekli metakrilasyonun, konvansiyonel metakrilasyona

gore daha yiiksek mekanik dayanima sahip oldugu anlasilmaktadir.

Reolojik analize gore %2.5 ve %5 konsantrasyonda hazirlanan tiim chiaMA
hidrojelleri karsilastirildiginda %5 chiaMA hidrojellerinin (52000-336000 Pa),
%2.5 chiaMA hidrojellerine (10000-208000 Pa) gore ¢ok daha yiiksek depo
modiiliine sahip oldugu, %5 chiaMA hidrojellerinin daha yiiksek elastisite
ozelliklerine sahip oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda %5 chiaMA hidrojelleri
gerinimine karst 83000-143000 Pa araliginda depo modiiliine sahipken, %2.5
chiaMA hidrojelleri gerinime karst 11000-28000 Pa araliginda depo modiiliine
sahiptir. Bu degerlere gore %35 chiaMA hidrojellerinin, %?2.5 chiaMA
hidrojellerine gore deformasyona kars1 daha yliksek mekanik dayanim gosterdigi

anlagilmaktadir.

%2.5 ve %5 konsantrasyonlarinda hazirlanan tiim chiaMA hidrojellerinin kayma
gerilmesi-sicaklik grafigine gore tiim hidrojellerde ~37 °C’ye kadar sicaklik artigt
ile birlikte kayma gerilmesinde diisiis meydana gelirken ~37 °C’den itibaren
kayma gerilmesi sabit bir degerde kalmaktadir. Bu degerlere gore hidrojellerin
~37 °C viicut sicakliginda kararli bir yapi sergileyecegini, iizerine kayma
gerilmesi gibi viicut hareketleri ile birlikte yiik uygulanmasi durumunda mekanik

dayanim gosterecegi anlasilmaktadir.

%2.5 ve %5 konsantrasyonlarinda hazirlanan chia miisilaji ve chiaMA
hidrojellerinin ¢apraz baglanma 6ncesi viskozite degerleri incelendigi zaman, tim
gruplarin 3B ekstriider biyobaski i¢in uygun degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.

3B ekstriider biyobaski sistemlerinde daha yiiksek viskozite degerlerine sahip
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biyomiirekkeplerin basimi i¢in daha yiiksek basinglarin  kullanilmasi
gerekmektedir ancak yliksek basinglar hiicreler iizerinde stres olusturabilmekte ve
hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. Viskozite degerlerine gore tiim chiaMA
hidrojel gruplarinin chia miisilajina gore daha diisiik viskozitede basilabilir
Ozellikte olmasi hiicreler {izerinde olusabilecek olumsuz etkenlerin Oniine

gecilebilecegini gostermektedir.

Sonug olarak dogal bir polimer olan chia miisilajinin literatiirde ilk defa metakrilasyonu
gerceklestirilmistir. Hem konvansiyonel hem de farkli enerjiler kullanilarak mikrodalga
destekli metakrilasyon ile elde edilen chiaMA hidrojelinin ilk defa karakteristik
Ozellikleri belirlenmistir. Metakrilasyon sayesinde chia miisilajinin hem mekanik
ozellikleri artirilmis hem de chia miisilajindan viskoelastik bir hidrojel sentezi elde
edilmistir. Farkli fotobaslatict miktarlart (9%0.3, %0.5, %]1) kullanilarak chiaMA’nin
capraz baglanabilirligi gosterilmistir. Zengin igerigi ile ECM yapisina benzerlik gosten
chiaMA hidrojeli, 3B biyobaski1 teknolojilerinde kullanilmak {izere umut vaad eden bir
biyomiirekkep olarak yerini alacaktir. Ilerleyen siireclerde in vitro ve in vivo ¢alismalar

ile doku mithendisligi uygulamalarinda kullanima sunulabilecektir.
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