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Bu calismada, sentetik poli (N vinil kaprolaktam) (PNVCL), biyouyumlulugu ve viicut
sicakligina yakin diisiik kritik ¢ozelti sicakligi (LCST) nedeniyle, sicakliga tepkili hibrit
hidrojel sentezi i¢in oOzellikle tercih edilmistir. Mekanik ve biyoaktif ozellikleri
gelistirmek igin sicakliga tepkili PNVCL ile yar1 sentetik polimer karboksimetil seliiloz
(CMC) kullanilarak iki farkli hibrit hidrojel olusturulmustur: PNVCL/CMC fiziksel
capraz bagli hidrojel harmanlanma (blend) ile i¢ige gegmis polimerik ag yap1 ve PNVCL-
g-CMCNH2 kimyasal ¢apraz bagli as1 hidrojel. Bu hibrit hidrojellerden ilag salimi igin
kullanilmak {izere disk sekilli iskeleler olusturulmustur. Yeni sentezlenen hibrit
hidrojellerin kimyasal yapilar1 (ATR-FTIR, HNMR, LCST, TGA/DSC, SEM) ve disk
seklindeki iskelelerin bazi 6zellikleri (su tutuculuklari, biyobozunurluk, ilag salinimi,
biyouyumluluk) incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére, her iki hibrit hidrojeli
sentezlemede, ¢apraz baglama yontemleri (fiziksel ve kimyasal) basarili olmustur ve elde
edilen hidrojeller sicakliga tepkilidirler. PNVCL/CMC fiziksel harmanlanma ve PNVCL-
g-CMCNH2 kimyasal capraz bagli as1 hidrojelleri, sirastyla 32°C ve 39°C'de belirgin bir
faz gecis sicakligi sergilemistir. Ozellikle, PNVCL-g-CMCNH2 hidrojeli, sicakliga bagl
lidokain salimi1 gostermistir. Bu nedenle, PNVCL-g-CMCNH2 hibrit sistemi, kontrollii
salim dahil olmak iizere gesitli biyomedikal uygulamalarda potansiyel kullanima sahiptir.

Eyliil 2023, 89 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sicaklik tepkili polimer, poli(N-vinil kaprolaktam), karboksimetil
seliiloz (CMC), hibrit hidrogel, i¢ ige gegmis ag yapili hidrojel (IPN), ila¢ salim
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In this thesis, synthetic poly (N vinyl caprolactam) (PNVCL) is particularly preferred for
temperature-sensitive hybrid hydrogel synthesis because of its biocompatibility and low
critical solution temperature (LCST) close to body temperature. Thermoresponsive
PNVCL were combined with the semi synthetic polymer carboxymethyl celulose (CMC)
and formed two hybrid hydrogels: Interpenetrating (IPN) PNVCL/CMC physical
crosslinked blend hydrogel and PNVCL-g-CMCNH2 chemical crosslinked graft
hydrogel to enhance mechanical and bioactive properties. Disc-shaped scaffolds were
formed the hybrid hydrogels for drug release. The chemical structure of hydrogels (ATR-
FTIR, HNMR, LCST, TGA/DSC, SEM) and some properties of scaffolds (water uptake,
biodegredation, drug release, biocompatibility) were investigated. According to the
results, crosslinking methods (physical and chemical crosslinking methods) to synthesize
of both the hybrid hydrogels were successful and showed thermal sensitivity. The
PNVCL/CMC blend and PNVCL-g-CMCNH2 graft hydrogels exhibited a distinct phase
transition temperature at 32 and 39°C, respectively. PNVCL-g-CMCNH2 graft hydrogel
exhibited temperature-dependent lidocaine release. Thus, PNVCL-g-CMCNH2 may have
potential use in various biomedical applications, including controlled release.
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1. GIRIS

Biyomalzemelerin bir sinifi olan hidrojeller, yapilar1 i¢inde biiyilk miktarda su ve
biyolojik sivilar1 absorplayabilen, ii¢ boyutlu, ¢oziinmeyen, ¢apraz bagli hidrofilik
polimerlerdir. Yiiksek su igerigi, sisme davranisi, gozeneklilik, kullanim kolayligi,
biyouyumluluk vb. 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle hidrojeller, kontrollii ilag salim
sistemleri, yapay deri, biyosensorler, kontakt lensler gibi biyomedikal uygulamalar i¢in
genis kullanim alan1 olan benzersiz malzemelerdir. Hidrojeller, biyolojik ¢alismalardan

endiistriyel caligmalara kadar biiyiik ilgi gormekte ve giderek 6nem kazanmaktadir.

Calismalar dogal, sentetik ya da gelismekte olan hibrit (dogal-sentetik) hidrojeller
tizerinedir. Ancak son yillarda, sicaklik, pH ve elektrik alani gibi dis uyaranlara yanit
olarak bir faz gegisi gosteren, uyartya duyarli polimerik sistemler ¢ok ilgi ¢ekmektedir
(Zhang vd. 2009). Uyari-cevap hidrojelleri olarak adlandirilan bu hidrojeller, ¢evresel
uyarilara (pH, iyonik gii¢, sicaklik vb.) bagl olarak sekillerinde, hacimlerinde, fazlarinda
(s1v1, jel, kat1 vb.) degisim sonucunda farkli davraniglar (sisme, sol-jel gegisi, ag yapisi
veya mekanik dayanim vb.) gosterebilme yetenegine sahiptirler (Mantha vd. 2019).
Uyari-cevap hidrojellerinden pH ve sicakliga duyarli polimerik sistemler en ¢ok caligilan
hidrojellerdir. Ozellikle patolojik durumlarda, hasarli doku cevresinde pH ve sicaklik
degisiminin ger¢eklesmesi ve in vivo ve in vitro kosullarda ortam pH ve sicakliginin
digaridan kolayca kontrol edilebilir olmasi bu gruptaki polimerlerin sentezi ve

gelistirilmesinde dnemli avantajlardir.

Poli (N-vinilkaprolaktam) (PNVCL), toksik olmayan, sentetik ve sicakliga duyarl bir
polimerdir. PNVCL’nin en karakteristik 6zelligi, viicut sicakligina yakin (30-50 °C) alt
kritik ¢ozelti sicakligi (LCST) sahip olmasidir (Vihola vd. 2002). PNVCL’in tersinir
hidrofilik-hidrofobik faz gecisleri, kontrollii ila¢ salim uygulamalari i¢in oldukga
kullanighdir (Cortez-Lemus vd. 2016, Sanoj Rejinold vd. 2011).

Dogal polisakkaritlerden hidrojel olarak kullanilabilen selilloz ve tiirevleri,
biyouyumluluk ve biyobozunur 6zelliklere sahip olduklari igin, ilag salimi vd. medikal

uygulamalarda yaygin olarak calisilmaktadir. Karboksimetil seliilloz (CMC), hidroksil
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gruplarimin karboksimetil gruplari (-CH2COOH) ile degistirildigi eter tiirevi bir seliiloz
yapisindadir. Hidrofilik bir anyonik polimer olan karboksimetil selilloz (CMC), aym
zamanda yapisindaki ¢ok sayidaki fonksiyonel hidroksil (-OH) ve karboksilik asit
gruplar1 (-COOH) sayesinde yiiksek su baglama kapasitesine sahiptir (Rahman vd. 2021)
ve ¢oziinlirligi ile kararliligr artirllmistir. Biyobozunur, yiiksek kimyasal dayanima sahip

ve ekonomik olmasi, toksik ve alerjik olmamas1 6nemli avantajlaridir.

Biyomedikal klinik ve aragtirma uygulamalarinda son yillarda yenilik¢i hidrojel grubu
olarak, hibrit hidrojellerin (hem sentetik hem de dogal polimerleri i¢eren) kullanimi
artmistir. Bu yeni yaklasimla iki farkli hidrojel grubunun sahip oldugu istenilen 6zellikler,
tek bir polimerik yapida biraraya getirilebilmektedir (Cai vd. 2021). Ayrica her iki gruba
ait onemli dezavantajlar (kimyasal, fiziksel, biyolojik, mekanik vb.), malzeme sentez-
liretim-tasarim asamalarinda ¢ok ¢esitli kimyasal modifikasyonlar ile azaltilabilmekte ya
da tamamen Onlenebilmektedir. Hibrit hidrojeller cesitli yontemler kullanilarak
(polimerizasyon, c¢apraz baglama ve fonksiyonlandirma vb.) biiylik miktarlarda
iretilebilir ve molekiiler yapilari, molekiil agirliklari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
istenildigi sekilde ayarlanabilir. Hibrit hidrojellerin sahip oldugu ya da sentez sirasinda
kazanabildigi 6zellikler tibbi uygulamalar i¢in kritik 6nem tasimakta ve bu nedenle essiz

bir ¢alisma alani olusturmaktadir (Palmese vd 2019).

Bu c¢alismanin amaci, monomerlerinden (NVCL) serbest radikalik tepkime ile
polimerlestirilerek ve merkaptopropiyonik asit (MPA) ile fonksiyonlandirilarak elde
edilen sentetik fonksiyonel PNVCL-COOH ile, etilen diamin (EDA) ile
fonksiyonlandirilan dogal polimer CMC-NHz ile hibrit hidrojel sentezidir. Caligmada
kullanilacak polimerlerin gesitli fonksiyonel gruplara sahip olmasi ve farkli kimyasal ve
fiziksel yontemler ile de fonksiyonlandirilmaya yatkin 6zellikte olmalar1 arastirma icin

genis bir potansiyel ¢alisma alan1 saglamaktadir.

Bu ¢alismada, yeni fonksiyonel PNVCL-COOH ile fonksiyonel CMC-NH: ¢ozeltilerinin
EDC/NHS ile kimyasal ¢apraz baglanmasiyla hazirlanan PNVCL-g-CMC-NH: hibrit
hidrojelinin ~ 6zellikleri, fonksiyonel PNVCL-COOH ile CMC ¢ozeltilerinin

harmanlanmasi ile hazirlanan hidrojelin 6zeliikleri ile karsilastirilarak incelenmistir.
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Sentezlenen polimerlerden elde edilen bu hibrit hidrojellerin kimyasal karakterizasyonu
yapilmis ve termal davranislari incelenmistir. Elde edilen iskelelerin yiizey morfolojileri
belirlenmis ve su tutuculuk, biyobozunurluk, termal bozunma, ila¢ salim gibi 6zellikleri
belirlenmistir. Sentezlenen hibrit biyomalzemelerin, biyouyumlulugu hemoliz ve indirekt

hiicre toksisitesi ¢alismalari ile degerlendirilmistir.

Sonu¢ olarak, gelistirilen sicakliga duyarli PNVCL-g-CMCNH: hibrid hidrojel
yapilarinin biyoaktif madde tasiyict ve/veya salimina uygun biyomalzeme olarak

kullanimin da ¢esitli alternatifler saglayacag: diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Hidrojeller

Hidrojeller, su veya biyolojik sivilarla etkilestiklerinde ¢6ziinmeyen, ¢ok miktarda suyu
yapisina alarak sisebilen, ii¢ boyutlu yapidaki polimerlerdir. Hidroksil (-OH), karboksil
(-COOH), amid (-CONH2>) gibi hidrofilik gruplarin varligi onlara su tutuculuk 6zelligi
kazandirmaktadir (Mahinroosta vd. 2018). Hidrojellerin suda ¢oziinmemelerinin nedeni,
yapisinda ¢ok sayida kimyasal ya da fiziksel ¢apraz baglarin bulunmasidir. Hidrojellerin
tic boyutlu yapisini ise bu ¢ok sayidaki etkilesimler olusturur. Hidrojellerin hidrofilik
karakteri ve ti¢ boyutlu ag seklindeki yapisi nedeniyle dogal dokuya benzer yapilardir.
Mekanik kararliliklarin1  koruyarak kendi agirliklarinin %20-100 kadar suyu
absorblayabilirler. Siiperabsorban hidrojeller, %100’liik sisme kapasitesinin {istiine
cikabilirler (Byrne vd. 2002).

Hidrojel zincirleri arasindaki c¢apraz baglanma fiziksel (H-baglari, iyonik ya da
hidrofobik) veya kovalent (ester, amid, imin vb) capraz baglama ile yapilmaktadir.
Hidrojeller i¢in bir¢ok farkli makromolekiiler yap1 vardir (Hoffman 2012). Hidrojeller,
ihtiyaca ve kullanim amacina gore, nanopartikiiller, mikropartikiiller, tabakalar, levhalar,

filmler gibi ¢ok ¢esitli formlarda hazirlanabilir.

2.2 Hidrojellerin Siniflandirilmasi

Hidrojeller, kaynaklarina, hazirlanma yontemlerine, iyonik yiiklerine, ¢capraz baglanma

durumlarina gore ¢ok ¢esitli siniflandirilabilir (Sekil 2.1) (Barik 2019).
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Sekil 2.1 Hidrojellerin genel siiflandirilmasi

2.2.1 Kaynaklarina gore simiflandirma

Hidrojellerin hazirlanmasinda, dogal ve sentetik kaynakli polimerler kullanilmaktadir.
Farkli dogal kaynaklardan (bitki, hayvan, insan, bakteri vb. elde edilen) protein-peptit
yapili, polisakkarit yapili ya da niikleik asid yapili (DNA, RNA) ve ¢esitli monomerlerden

polimerlestirilerek elde edilen sentetik hidrojellere rnekler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan dogal ve sentetik polimerler (Lin vd.

2006)
Dogal polimerler Sentetik monomerler
¢ Anyonik polimerler: Hyaluronik asit o Akrilik asit (AAc)
Pektin o  Metakrilik asit (MAACc)
Jelatin e Hidroksietil metakrilat (HEMA)
e Katyonik polimerler: Polilisin Kitosan | « N-izopropil akrilamid (NIPAAm)
e Amfifilik polimerler: Kollajen e N-(2-hidroksi-propil)
Fibrin metakrilat(HPMA)
e N&tr polimerler: Dekstran e Etilen glikol akrilat / metakrilat
Agaroz (EGA / EGMA)
e N-vinil-2-pirolidon (NVP)




Son yillarda yenilikgi hidrojel grubu olarak hem sentetik hem de dogal polimerleri birlikte
iceren hibrit kaynakli hidrojeller kullanilir.

2.2.1.1 Dogal polimerler

Ik olarak canli sistemde tanimlanan dogal polimerler, biyouyumlu ve biyobozunur
oldugu i¢in 6nemli bir avantaj saglar. Biyouyumludurlar, g¢esitli hiicresel aktiviteleri
(adhezyon, yayilma, goc vb.) destekleme 6zelliklerine sahiptirler ve ayrica dogal dokular1
taklit eden fibriler yap1 (hiicre dig1t matris (ECM)) gibi davranabilirler, boylece, hiicreler
tarafindan yeniden sekillenmelerine ve zamanla hiicre tarafindan salgilanan ECM'in

olusumuna yardimci olurlar.

Ancak yeterli mekanik 6zelliklere sahip olmamalari 6nemli bir dezavantajdir. Dogal
hidrojellerden protein peptit yapili ve polisakkarit yapili hidrojellere ornekler ve

uygulama alanlar1 Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 Dogal polimerler ve uygulamalar1 (Willerth vd. 2019).

Biyomateryalin Tiirii Uygulamalar
Protein-bazh Kollajen Kemik, kikirdak, kalp, sinir,
biyomalzemeler damar, bag doku
Fibrin Kikirdak, sinir, damar
Ipek Kemik, kikirdak, karaciger
Polisakkarit-bazh Agaroz Kikirdak, kalp, sinir
biyomalzemeler
Aljinat Kikirdak, karaciger, sinir,
damar
Hyaliironan Adipoz, sinir, kikirdak, deri,
damar
Kitosan Kemik, kikirdak, sinir, dert




2.2.1.2 Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, dogal polimerler gibi biyolojik 6zellikleri bulunmamakla birlikte,
onemli avantajlara sahiptirler (Cizelge 2.3). Monomerlerin sayilarinin ve sentez
yontemlerinin artmasi ve ayarlanabilir mekanik ve kimyasal yapilari nedeniyle tercih

edilen biyomalzemeler sinifini olustururlar.

Cizelge 2.3 Dogal ve sentetik polimerlerin avantajlari/ dezavantajlar

DOGAL POLIMERLER SENTETIK POLIMERLER

AVANTAJLARI 1 Biyouyumlu 1.  Yapisinda dogal biyoaktif dzellikler bulunmaz.
2.  Biyobozunur 2. Ayarlanabilir mekanik 6zelliklere sahip.
3 Hicresel aktiviteleri destekler

DEZAVANTAILARI 1. Yeterli mekanik ézelliklere sahip degil. Biyobozunur degil.
2. Patojen icerebilir. 2. Toksik
3. Bagisiklik ve iltihapl yanitlara neden olabilir.

=

ORNEKLER > Kolajen ve jelatin gibi proteinler
# Aljinat ve agaroz gibi polisakkaritler

Akrilik asit (AAc), Akrilamid (AAm)
Hidroksietil metakrilat (HEMA)
Metakrilik asit (MAA)

Metil metakrilat (MMA)

¥V VY

Biyomalzeme olarak  kullanilabilen sentetik  polimerler; polietilen (PE),
polimetilakrilamit, poliesterler, poliamidler, politiretanlar, poliasetal vb. (Park vd. 2002).
Bu polimerler genellikle biyobozunur degillerdir yani viicutta dogal olarak bozunmaz bu
yizden genellikle doku ortammnin modellenmesinde veya implant ylizeylerin
kaplanmasinda kullanilmaktadir. Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA),
polilaktik-glikolik asit (PLGA) ve polikaprolaktan (PCL) biyobozunurdur ancak viicutta

toksik etki olusturmaz.



2.2.1.3 Hibrit hidrojeller

Biyomedikal, klinik ve arastirma uygulamalarinda karsilasilan zorluklar ve ihtiyaglar

nedeniyle yeni yaklasimlar gelistirilmis, sentetik ve dogal polimerlerin birlikte

kullanildig hibrit hidrojeller ile yapilan ¢aligmalarin artmasina yol agmustir. (Cizelge 2.4)

Hibrit hidrojeller, kimyasal, fonksiyonel ve morfolojik agidan farkli yapi bloklarinin,

fiziksel veya kimyasal yollarla senteziyle elde edilen nano ya da mikro yapilari igerir
(Palmese vd. 2019).

Cizelge 2.4 Hibrit hidrojellerin sentezi ve hiicresel davranislar

HIDROJEL
iCERIGi

KULLANILAN
NANOPARTIKUL

HUCRE TiPi

SONUC

Jelatin Metakrilat

Altin nanopartiliil

Adipoz kékenli kélc hiicre

Osteogenezin artigl

Jelatin Metakrilat

Grafen oksit

Kalp hiicreleri (H%c2,
HUVEC)

VEGF geninin hiicrelere kontrolli aktarimi

Kolajen

Kolajen/polivinil
alkol

Oligo-poli (etilen
glikol) fumarat

islevsel biyoaktif cam
nanopartikiil

Nano hidroksiapatit

Grafen oksit

Mezenkimal k&k hiicre

Osteoblastik hiicreler
(MC3T3)

Kardiyomiyosit

Enzimatik degradasyonun ve hiicrelerin
biiziilme davraniginin kararh hale gelmesi

Hiicre yapismasinin, cofalmasinin ve
farkhilasmasinin artigi

Miyokard enfarktiisiine, implantasyondan
sonra hiicre elektriksel sinyallegmesinin artigi

2.2.2 Sentetik polimerlerin yapilarina gore siniflandirma

Sentetik polimerlerin yapilarina gore homopolimer, kopolimer ve i¢ ice gecmis ag yapili

hidrojeller (IPN) olmak iizere iige ayrilir.

2.2.2.1 Homopolimer hidrojeller

Homopolimer, tek tip monomerden g¢ikilarak sentezlenen, ag yapili ¢apraz bagh

hidrojellerdir (Lizawa vd. 2007). Ornegin, polietilen, polistiren, politetrafloretilen, poli

(vinil kloriir) polimerleri birer homopolimerdir.




2.2.2.2 Kopolimer hidrojeller

Kopolimer, birden fazla monomer birimi bulunan hidrojellerdir (Yang vd, 2002).
Monomerler, rasgele, ardisik, blok veya asili (graft) konfigiirasyon seklinde polimer
agmin zinciri boyunca dizilmistir (Sekil 2.2).

o.'.'....”'....

‘...
T
Rastgele Kopolimer ®e

e Pegeeest 00

Ardisik Kopolimer

a
...'...'“.... 'S .“‘..o..
-

Graft Kopolimer ®

Sekil 2.2 Kopolimer tiirleri

2.2.2.3 i¢ ice gecmis ag yapih hidrojeller (IPN)

I¢ ice gegmis ag yapili hidrojeller (IPN), ¢apraz bagl iki polimerik orgiiniin fiziksel
kombinasyonundan (alasim) olusur. Polimerler arasinda kimyasal bag bulunmadigindan
her iki bilesende kendi 6zelliklerini korur. Bu yapilardan en az biri, digerinin varliginda
sentezlenir veya ¢apraz baglanir (Lipatov 2002). Iki polimerik 6rgiiniin birbiriyle uyumlu
olmast sonucunda IPN olusumu artar. Polimerlerden birinin g¢apraz bag igerdigi
hidrojeller, yar1-IPN tipi hidrojellerdir (Maolin vd. 2000). Bu yapilar kimyasal baglar
kirilmadigr stirece biribirinden ayrilmazlar. IPN hidrojel sentezinde protein, polisakkarit
gibi dogal polimerler ve yapisinda hidrofilik fonksiyonel grup bulunduran sentetik
polimerler kullanilir (Hoffman 2002). Bu o6zelliklerinden dolayr IPN ydntemi cok

avantajhdir ve Sekil 2.2°de sematik olarak gosterilmistir.



Yan IPN

Orijinal +monomer,
hidrojel baslatica
+monomer, Tam IPN
capraz baglayici,
baslatici

Sekil 2.3 i¢ ice geemis ag yapili hidrojeller (IPN)

IPN hidrojeller, yeni ilag uygulama sistemlerinin gelistirilmesine onciiliikk etmistir ve bu
polimer sisteminin uygulamalar1 da giderek artmaktadir. Ozellikle ilag salim

sistemlerinde IPN’ler cok dnemli bir yere sahiptir.

2.2.3 Capraz baglanma durumuna gore Simiflandirma

Hidrojeller, ¢apraz bag tiirlerinin dogasina gore fiziksel ve kimyasal c¢apraz bagli

hidrojeller olmak tizere ikiye ayrilir.

2.2.3.1 Fiziksel ¢apraz bagh hidrojeller

Hidrojeller, iyonik etkilesim ve hidrojen baglar1 veya hidrofobik etkilesimler gibi fiziksel
etkilesimlerin neden oldugu ¢apraz baglanmalar sonucu olusuyorsa bu hidrojeller fiziksel
jeller olarak adlandirilir (Sekil 2.3) (Maolin vd. 2000). Fiziksel hidrojeller, sicaklik, pH
ya da ¢oziicii bilesiminin de8ismesi ile homojen bir ¢ozelti olustururlar ve baslangic
kosullarina déniildiigliinde yeniden jellesirler. Bu davranislar1 nedeniyle fiziksel jeller,
tersinir jeller olarak da bilinirler. Kitosan, aljinat ve jelatin iyonik etkilesimlerle ¢apraz

baglanan polimerlere 6rnek olarak verilebilir.
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Sekil 2.4 Hidrojellerde fiziksel etkilesim tiirleri

2.2.3.2 Kimyasal ¢apraz bagh hidrojeller

Bu grupta yer alan hidrojeller, zincirleri arasinda kuvvetli kimyasal baglarla (kovalent)
capraz baglanmanin gergeklestigi jeller olup sicaklik, pH ya da ¢dziicii bilesiminin
degismesi ile tekrar ¢oziinmedikleri i¢in tersinmez olarak adlandirilirlar. Kimyasal ¢capraz
bagli aglar kalic1 birlesim noktalarina sahiptirler. pHEMA, akrilik asit veya akrilamid
kimyasal hidrojellere 6rnek olarak verilebilir. Kimyasal capraz bagli hidrojellerin

olugmasi i¢in iki yontem kullanilir.

[k yontem de suda ¢dziinebilen monomerin uygun miktarda gapraz baglayict varliginda
polimerizasyonu ile gerceklesir. Diger yontem de ise yine capraz baglayici ajan
kullanilarak hidrofilik polimerin ¢apraz baglanmasidir. Her iki yontem de genel reaksiyon
mekanizmalarina uyar ve cesitli sekillerde uygulanabilir. Sekil 2.4°te kimyasal ve fiziksel

hidrojellerin olusumu gosterilmistir (Hoffman vd. 2012).
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Sekil 2.5 Kimyasal ve fiziksel hidrojellerin olusumu (Hoffman vd. 2012).

2.2.4 Bozunabilirligine gore siniflandirma

Hidrojeller, biyolojik olarak bozunabilen/pargalanabilen veya biyolojik olarak
bozunamayan hidrojeller olarak ikiye ayrilir. Mikroorganizmalarin etkisiyle, basit bir
hidrolizle veya ¢oziindiirerek zararsiz iirlinlere ayrildig: i¢in biyolojik olarak bozunabilir
hidrojeller, farmasétik ve biyomedikal alanlarda yaygin bir sekilde kullanilirlar. Biyolojik
olarak bozunamayan hidrojeller ise par¢alanamadigi i¢in dis tedavilerinde kullanilir
(Barik 2019).

2.2.5 Hidrojellerin yiiklerine gore siniflandirma

Hidrojeller, yiiklerine gore notral (iyonik olmayan), anyonik ve katyonik olmak iizere li¢

smifa ayrilabilir.

12



2.2.5.1 Notral (iyonik olmayan) hidrojeller

Yapilarinda iyonik grup bulundurmayan, ytiksiiz, homopolimerik veya kopolimerik notr
hidrojellerdir. Genellikle hidroksietil metakrilat, akrilamid, etilen oksit ve etilen glikol
esashdirlar (Siepmann vd. 2012). Bu smifa giren hidrojeller fonksiyonel grup
tagimadiklari i¢in sisme ortaminin pH’mna duyarli degillerdir. Coziiciiniin osmotik basinct
ile yan zincirin gerilme enerjisi dengelendiginde, hidrojeller denge degerine kadar
siserler. Cevre sicakligindaki degisimin sonucu olarak ndétral hidrojellerin sismesi ve

biiziilmesi gerceklesir.

2.2.5.2 Anyonik hidrojeller

Karboksilik (-COOH) veya siilfonik (-SO3H) asit gibi gruplar igeren negatif yiiklii
hidrojellerdir. Asidik veya anyonik monomerlerin homopolimerinden ya da bir anyonik
monomerle bir nétr monomerin kopolimerinden olusurlar. Dis ortamin pH’ma bagh
olarak denge sisme davranislarinda ani degisimler gosterirler. Zayif asidik gruplar iceren
(karboksilik asit gibi) hidrojeller asidik pH’da iyonize olmayan anyonik gruplardan
dolay1 biiziiliirler. Bazik pH’larda ise iyonize olan asidik gruplar arasinda gerceklesen

elektrostatik itme sebebiyle siserler (Mocanu vd. 2011).

2.2.5.3 Katyonik hidrojeller

Amin (-NH2) gibi bazik gruplar igeren pozitif yiiklii hidrojellerdir. Bazik veya katyonik
monomerlerin homopolimerlerinden ya da bir katyonik monomerle bir ndtr monomerin
kopolimerinden olusurlar. Katyonik hidrojellerin sismesi, diisik pH ortaminda
iyonlagmanin artmasi ve elektrostatik itme kuvvetlerinin artmasi sonucu gerceklesir

(Peppas vd. 2000).
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2.2.6 Fiziksel Durumuna Gore Simiflandirma

Hidrojeller, fiziksel durumlarina gore kati, sivi ve yar1 kati hidrojeller olarak
siniflandirilir. Normal sicaklikta kati halde olan hidrojeller, giiclii bir ¢apraz bagh ag
yapisina sahiptirler. Ancak biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan

biyolojik sivilarda, su ve tampon ¢ozeltilerinde sisebilirler (Barik 2019).

Sivi hidrojeller, normal sicaklikta sivi haldedirler ancak belirli bir sicaklikta yumusak
doku benzeri elastik bir faza sahiptirler (Loh vd. 2007). Goézenek boyutlarinin
kendiliginden ayarlanabilme 6zelligi, biyouyumluluk ve iyi islevsel 6zellikleri oldugu
icin biyomedikal uygulamalarda kullanimin1 uygun hale getirir. Ayrica siv1 hidrojellere
proteinlerin, ilaglarin ve hiicrelerin katilmasi kolay bir islemdir ve enjeksiyon ile canli

sistemlere uygulanabilirler (Barouti vd. 2016).

Yar kati hidrojeller, arayilizey kuvvetleri ve yumusak doku ile ¢ok giiclii etkilesimlere
sahiptir. Biyo-yapiskan 6zellige sahip oldugu i¢in, muko-yapiskan veya biyo-yapiskan
hidrojeller olarak da tanimlanmaktadirlar (Nep vd. 2011).

2.3 Uyan-Cevap Hidrojelleri

Uyari-cevap hidrojelleri (uyariya duyarli, akilli vb.), ¢evrelerinde meydana gelen
herhangi bir uyariya karsi yapisal degisime ugrayarak tersinir Ozellikler gosteren
hidrojellerdir (Lin vd. 2006). Uyarilara cevap olarak sekillerini, hacimlerini, fazlarini
(s1v1, jelkat1 vb.) degistirerek cevap verirler. Ornegin pH, iyonik giic veya sicakliktaki
degisikliklere yanit olarak sisme davranisi, sol-jel gecisi, ag yapist veya mekanik
mukavemetlerinde degisiklik gosterebilirler (Mantha vd. 2019). Uyari- cevap hidrojelleri
151k, sicaklik, elektrik alan, manyetik alan, ultrason gibi fiziksel uyaranlara; pH, redoks,
iyonik gii¢, COz, glikoz gibi kimyasal uyaranlara ve enzimler, antijenler, glutatyon ve

DNA gibi biyolojik uyaranlara kars1 hassastir Cizelge 2.5 (Rizwan vd. 2017).
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Sekil 2.6 Fiziksel/kimyasal uyaranlara karst hidrojellerin davraniglar1 (Seker vd. 2014)

Cizelge 2.5 Uyari-cevap hidrojellerinin siniflandirilmasi

Fiziksel Olarak Duyarh

Biyolojik Olarak Duyarh

Kimyasal Olarak Duyarh

Sicakliga Duyarl
Basinca Duyarl

Is1ga Duyarli

Elektrik Alana Duyarli
Manyetik Alana Duyarl

Ultrasona Duyarl

Antijene Duyarli
Enzime Duyarh
DNA Duyarh

Glutatyona Duyarli

pH’a Duyarl

Iyonik Giice Duyarli
CO2 Duyarli
Glikoza Duyarl

Redoks Duyarli

Uyari-cevap hidrojellerinde, pH ve sicakliga duyarli olanlar en ¢ok arastirilan

hidrojellerdir. Ciinkii insan viicudunda farkli dokularda viicut sivilarinin pH degeri 1-9

arasinda degisir. Ayrica bir¢ok patolojik durumda, doku cevresinde pH ve sicaklik

degisimi gergeklesmektedir. In vivo ve in vitro kosullarda pH ve sicaklik disaridan

kolayca kontrol edilebilir olduklari i¢in tercih edilmektedirler. Uyari-cevap hidrojelleri

kontrollii biyoaktif molekiillerin saliminda (ilag, biliylime faktorii vb. yiiklenmesi ve

salinmas1), biyomedikal uygulamalarda (sekil hafizasina yerlestirilebilir cihazlar,

mikroakigskanlarda kaplama ve biyo ayirma), doku miihendisligi ve rejeneratif tipta

(hiicrelerin ve bliylime faktdrlerinin verilmesi i¢in enjekte edilebilir sistemler, hiicre
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yapismasint kontrol etmek i¢in uyaran duyarli yiizeyler veya hiicre infiltrasyonunu

saglayan hidrojeller) yaygin bir sekilde kullanilir (Mantha vd. 2019).

2.3.1 Sicakhga duyarh hidrojeller

Sicakliga duyarli hidrojeller, bulunduklari ortamin sicaklik degisimine bagli olarak sisme
ya da bilizilme davranisi gosterirler. Sicakliga bagh degisimleri, agdaki hidrofilik/
hidrofobik dengeye baglanmistir (Lim vd. 2014, Moon vd. 2012). Sisme kontrolii kolay
oldugu i¢in ilag salim sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bromberg vd. 1998).
Bu hidrojellerin sahip oldugu en karakteristik 6zelligi metil, etil, propil gibi hidrofobik
gruplarin varligidir. Sicakliga duyarli poli (N-izopropil akrilamid) (PNIPAM), en yaygin
kullanilan polimerdir (Zhang vd. 2000). Sicakliga duyarl: hidrojeli olusturan bilesenlerin,
belli bir sicakligin altinda veya {listiinde ¢oziinmez olmasi gerekir. Bu sicakliklara
sirasiyla alt kritik ¢ozelti sicakligi (lower critical solution temperature, LCST) ve iist
kritik ¢ozelti sicakligi (upper critical solution temperature, UCST) denir (Bromberg vd.
1998). Sicakliga duyarl: hidrojeller, negatif ve pozitif olarak sicakliga duyarli hidrojeller

olmak iizere iki sinifa ayrilir.

Negatif olarak sicakliga duyarli hidrojeller, diisik LCST degerine sahiptirler. LCST,
sicaklik yiikseltildiginde polimer ¢ozeltisinin ¢dziiniir halden ¢oziinmez hale doniistiigi
kritik sicaklik olarak tanimlanabilir ve bu sicaklikta polimer tersinir bir faz gegisi gosterir.
Polimer, LCST’nin altinda hidrofilik karakterdeyken, LCST’nin iizerinde hidrofobik
karakterde olur.

Bu kritik sicakligin altinda polimer ve su molekiilleri arasindaki hidrojen baglar
polimerin sismesini saglarken, sicakligin {istiinde hidrofobik etkilesimler ortaya ¢ikar ve
polimer biiziilmektedir. Poli (N-izopropil akrilamid), poli (N-etil metakrilamid) ve poli
(metil vinil eter) sicakliga duyarli hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilabilir (Zrinyi vd.
1998). LCST’si insan viicut sicakligindan daha diisiik olan polimerler, enjekte edilebilir

polimer uygulamalarda kullanilabilir (Prabaharan vd. 2006).
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Pozitif olarak sicakliga duyarli hidrojeller, UCST degerine sahiptirler. Bu hidrojeller,
UCST’nin istiinde siserken, UCST nin altina sogutularak biiziiliirler. Poliakrilik asit ve

poliakrilamid polimerlerin aglari pozitif sicakliga duyarlilik gosterebilirler (Gil vd. 2004).

Caligsmalarda sicakliga duyarli sentetik hidrojeller, poli (etilen glikol), kitosan, hyaliironik
asit, kondroitin siilfat, aljinat, seliiloz ve dekstran gibi ¢ok sayida polisakkarit ile konjuge
edilerek birarada kullanilmaktadir. Bu kombinasyonlar da yeni hidrojeller gelistirmek
i¢in olanak saglamaktadir (Klouda 2015, Koetting vd. 2015).

2.3.2 pH’a duyarh hidrojeller

pH’a duyarli hidrojellerin yapisinda, asidik (karboksilik asit, stilfonik asit gibi) veya bazik
(amonyum tuzlart gibi) gruplar bulunmaktadir. Sulu ortamda ve uygun pH degerinde
proton alinmakta veya verilmektedir. Yapisindaki gruplar sayesinde, ortamin pH

degisimine bagl olarak sisme ya da biiziilme davranigi gosterirler (Peppas vd. 2000).

pH’a duyarli hidrojeller, kontrollii salim uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ornegin, katyonik hidrojeller, mide pH’inda sisme davranis1 gosterdikleri i¢in, mideye
hedeflenmis olan etkin madde saliminda tercih edilirler. Anyonik hidrojeller ise yiiksek

pH’ya sahip alt sindirim bolgesine etkin maddeyi hedeflemek i¢in kullanilmaktadir.

Cizelge 2.6 pH’a duyarl hidrojellerdeki fonksiyonel gruplar

Tiir Monomer pH’a duyvarh grup
Akrilik asit, Metakrilik asit - COOH

Anyonik Sodyumstirenstilfonat -SO3Na”
Stilfoksietilmetakrilat -SO3HF
Aminoetilmetakrilat -NH,
NN -dimetilaminoetilmetakrilat -N(CH3)»

Katyonik NN -dietilaminometakrilat -N(CH»CH3)»
Vinilbenziltrimetilamonyumkloriir -N(CH;)*5CTI
Vinilpiridin -N(CH= CH,)
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2.3.3 Elektrik alana duyarh hidrojeller

Elektrik alana duyarli hidrojeller, elektrik akimina tepki olarak 6zelliklerini degistirirler.
Bu sistemler sisen ve biiziilen hidrojel tiirii olarak arastirilmistir (Mantha vd. 2019).
Elektrik alana duyarli hidrojellerde, pH’a duyarli hidrojeller gibi polielektrolitler
kullanilmaktadir. Elektroaktif hidrojellerin gelistirilmesi i¢in polivinil alkol veya akrilik
asit/siilfonik asit gibi sentetik polimerler; aljinat, hyaliironik asit ve kitosan gibi dogal
polimerler yaygin olarak kullanilir. Ayn1 zamanda elektrik alana uyarli dogal ve sentetik

polimerler birlikte kullanilabilir (Ghadban vd. 2016, Satarkar vd. 2008 ).

2.3.4 Manyetik alana duyarh hidrojeller

Manyetik alana duyarli jellere “ferrojel’ denir. Ferrojeller, hem manyetik hem de elektrik
alana duyarhidir. Manyetik alan, hareket eden elektrik yiikleri tarafindan veya temel
pargaciklar tarafindan iiretilmektedir ve en genel sekilde hareket eden elektrik yiikiine
etki eden Lorentz kuvveti ile tanimlanmaktadir. Olusan manyetik alan ise hidrojelin

hareketini ve seklini kontrol etmektedir (Filipcsei vd. 2000).

Manyetik alana duyarli hidrojeller, yapilarinda nano boyutta manyetik partikiiller icerirler
ve bunlarda pek ¢ok yolla sentezlenebilmektedirler. En yaygin kullanilan nanopargaciklar
ise demir igerigi olanlardir. Sentezlenen nanopargaciklar, uyari-cevap hidrojellerinin
icerisine yerlestirilirler ve ¢alismalarda tasiyicilar olarak kullanilirlar. Hedeflenen
bolgeye manyetik alan uygulandiginda, nanopargacigin icinde yiiklii olan
biyomolekiillerin salimi, agma/kapama sistemi ile gergeklestirilmis olur. Manyetik alana
duyarl hidrojeller igerdikleri nanopargaciklardan dolay1 avantajlidirlar ve ¢alismalarda
tercih edilmektedirler. Ciinkii nanoparcaciklar, terapdtik ilaglarin hedef dokulara daha 1yi
gecmesini saglar. Ayni1 zamanda igerdikleri etkin maddenin salimini kontrol altinda
tutarak uzun stireli etki saglamaktadirlar. Bu hidrojeller uygulanan manyetik alana karsi
sisme, biliziilme veya biikiilme/egilme davranisi gosterebilirler. Kontrollii ilag salim
sistemleri, manyetik ayirma, enzim immobilizasyonu ve yapay kas gibi cesitli

uygulamalarda kullanilmaktadir (Heim vd. 2008).
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2.3.5 Glikoza duyarh hidrojeller

Glikoza duyarli hidrojeller, insiilin salim sistemleri olarak kullanilmaktadir (Chu vd.
2004). Bu amagla kullanilan enzimlerden biri glikoz oksidazdir ve glikozun
oksidasyonunu katalizler (Eslahi vd. 2016). Diyabetik hastalarda kan sekeri seviyelerinin
daha iyi kontrol edilebilmesi i¢in bu alandaki aragtirmalar artmigtir (Mantha vd. 2019).
Indirgenmis durumdaki anyonik yiik, hidrojelde osmotik basinc1 indiikler ve sonug olarak
hidrojelin sismesine neden olur (Podual vd., 2000). insiilin salimi1 sonras1 seker seviyeleri

diistiigii i¢in pH artig1 gézlenir ve buna bagl olarak insiilin salimi1 durur (He vd. 2011).

2.4 Poli N Vinil Kaprolaktam (PNVCL)

Sicakliga duyarh polimerlerden, son yillarda biyouyumlu olmasi nedeniyle tercih edilen
poli(N-vinilkaprolaktam) (PNVCL)’dir. PNVCL’nin karakteristik 6zelligi, viicut
sicakligima yakin (30-50C) diisiik faz gecis sicakligina (LCST) sahip olmasidir. Bu
sicakligin Ustlindeki sicakliklarda, polimerin mikroyapisinda hidrofilik durumdan
hidrofobik duruma hizli bir faz gegisi gerceklesir (sol-jel) ve uyariya bagli tersinir
davraniglar (sisme/biizlilme, agma/kapama vb.) gosterir (Marsili vd. 2021). LCST nin
tizerinde polimerle cevresindeki ¢oziicli arasindaki hidrojen baglar1 kirilir ve etkin
hidrofobik etkilesimler sonucu jel yapt olusur. Sicaklik diisiiriildiiglinde polimerin
hidrofilik karakteri baskin olur ve hidrojen baglari tekrar olusur, sivi forma tersinir gegis
saglanir (Ramos vd. 2012). Sicakliga duyarli enjekte edilebilir hidrojel olarak
PNVCL’nin ayarlanabilir mekanik 6zelliklere ve hizli yanita sahip oldugunu, kikirdak
doku onarimi i¢in uygulama potansiyeline sahip bir polimer oldugu belirtilmistir. Bu
ozelliklerinden dolayr PNVCL’nin iliman kosullarda hiicre enkapsiile edilebilmesi ve
viicut sicakliginda enjekte edilebilir ideal bir biyomalzeme olabilecegi calismada

gosterilmistir (Sala vd. 2017).
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Sekil 2.7 Sicakliga duyarli sentetik poli(N-vinilkaprolaktam)

Son yillarda PNVCL’nin, farkli polimerlerle konjligasyonu ve hibrit hidrojel yapilari
lizerine yapilan ¢calismalarin sayisi1 artmistir. Yapilan bir ¢aligmada, karboksimetil seliiloz
(CMC) ve sentetik sicakliga duyarli poli(N-vinil kaprolaktam) (PNVCL) hibrit hidrojeli,
monomeri olan N vinil kaprolaktam (NVCL)’ dan, radikalik reaksiyonla tersiyer-biitil
hidroperoksit (TBHP) baslaticis1 kullanilarak elde edilmistir (Kumar vd. 2018). Ancak
yaygin olarak kullanilan radikalik sentez yonteminin bazi1 dezavantajlar1 bulunmaktadir,
bunlardan bazilart monomerin (NVCL) polimerlesmesi, karboksimetil seliiloz {izerine
konjugasyonu ayni anda gergeklesmesi nedeniyle ¢cok fakli molekiiler agirliga sahip hibrit
yapilarin olugabilmesi ve bunlarin belirlenmesi i¢in de ayri bir ayirma ve saflagtirma
yontemi kullaniminin gerekmesidir. Ayrica, konjuge polimerizasyon (hibidizasyon)
olmadan, ortamda sadece homopolimerlerin de bulunabilmesi ihtimali bulunmaktadir ve
sentez boyunca ortamda kalan fazla miktardaki radikalik yapidaki monomerler toksik
Ozellikte olabilecegi gibi, yapidan uzaklastirilmalari i¢inde birden fazla saflastirma
teknigine ihtiya¢ duyulabilmektedir. Artan karboksimetil seliiloz konsantrasyonunda
aktif radikallerin hareketinin kisitlandigi ve artan NVCL konsantrasyonun c¢apraz
baglanmay1 artirmasina karsin, radikalik tepkimenin hizli sonlanmasi nedeniyle
monomerin polimere doniisiim yiizdesinin azaldig1 belirlenmistir (Kumar vd. 2018). Bu
durumda hibrit hidrojelin sentezinde, ¢esitli parametrelerin ve iirlinlerin kontroliiniin
yapilmasinin gerekliligi aciktir. Bu nedenlerle, son yillarda literatiirde PNVCL’ye dayali
hibrit hidrojel gelistirilmesi i¢in sentez yontemlerinde klasik radikalik sentezden farkli

uygulamalar tercih edilmektedir.

Radikalik tepkimelere alternatif olarak, polimerik yapilar1 fonksiyonlandirarak (-COOH,
-NH2, -SH vb.) ve g¢esitli kimyasal sentez yontemleri kullanarak, sicakliga duyarli
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hidrojel ve biyouyumlu malzeme gelistirilmesi ile ilgili calismalarin sayilar1 artmaktadir.
Prabaharan ve grubu ilag salim sistemi olarak sicakliga duyarli PNVCL’yi kitosan iizerine
asilayarak PNVCL-g-kitosan kopolimerini sentezlemislerdir. Bu konjligasyon ig¢in
oncelikle fonksiyonel karboksilik asit grubuna sahip PNVCL-COOH polimerini
sentezlemis ve dogal polimer kitosana ait NH2 gruplarini kullanarak konjiigasyon
(NHS/EDC) saglanmistir. Elde edilen biyomalzemeden kitosan/sicakliga duyarli PNVCL
kiireleri olusturulmus ve hem ortamin pH derecesine, hem de ortam sicakligina duyarl
salim gerceklestirilmistir. insan endotel hiicre dizilerine kars1 sitotoksisite gdstermedigi
MTT testi ile kanitlanmistir (Prabaharan vd. 2008). Liu ve arkadaslari, fonksiyonel
sicakliga duyarli PNIPAAm-COOH polimerini sentezlemis ve etilendiamin (EDA) ile
polimerde fonksiyonel amino grubu (PNIPAAmM-NH2) olusturmustur. Sonrasinda ise
dogal alginat polimerine ait -COOH gruplar1 arasinda konjugasyonla (EDC/NHS) Alg-
g-PNIPAAmM kopolimerini sentezlemistir (Liu vd. 2017).

Fonksiyonlandirilan PNVCL’ye dayali c¢esitli hibrit hidrojel c¢aligmalar1 calisma
grubumuz tarafindan gerceklestirilmis ve sonuglar bilimsel dergilerde yaymlanmistir
(Durkut vd. 2020; Durkut 2019; Durkut vd. 2017). Sentezlenen hibrit hidrojellerden

onceden hazirlanan iskeleler (membran, disk, mikrokiire vb. yapilar) olusturulmustur.

2.5 Karboksimetil Seliiloz (CMC)

Karboksimetil seliiloz (CMC), FDA (Reza vd. 2010) onayli, seliilozun suda ¢ok iyi
¢oziinebilen anyonik eteridir (Sekil 2.8). Karboksimetil seliiloz (CMC), hidroksil
gruplarinin H atomlarimin karboksimetil gruplar1 (-CH2COOH) ile degistirildigi eter
tiirevi bir seliilozdur ve D-glukoz ve D-glukopiranoz-2-O-(karboksimetil)-monosodyum
tuzunun beta-1,4-glukozidik baglarla baglanmasiyla olusturulmus yari sentetik bir
polimerdir (Pushpamalar vd. 2006). CMC, alkali-katalizli bir reaksiyonla, seliilloz ve
kloroasetikasit arasinda kontrollii kosullar altinda elde edilmektedir (Dahlan vd. 2018).
Seliilozun yapisindaki hidroksil gruplarmin (-OH), karboksimetil gruplariyla (-
CH2COOH) yer degistirmesi ile, ¢oziiniirligli ve kararliligr artmistir. Ayrica hidrofilik
anyonik polimer olan karboksimetil seliiloz (CMC), yapisindaki hidroksil ve karboksilik

asit gruplar1 nedeniyle diger polimerlerle tepkime vermeye yatkindir ve su molekiilleriyle
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hidrojen bagi verme arttig1 i¢in su tutma kapasitesi de yiiksektir (Li vd. 2009).
Karboksimetil seliiloz (CMC) dogada bol bulunabilmesi, ekonomik, suda ¢oziiniirliigii
yiiksek ve biyouyumlu olmasi sayesinde ¢esitli alanlarda (gida, kagit, kozmetik, tekstil,
ilag boya vb.) biiyiik kullanim potansiyeline sahiptir (Rahman vd. 2021)

CMC karakteristik ylizey 6zellikleri, mekanik mukavemeti, ayarlanabilir hidrofilikligi ve
viskozlugu, ucuz ve bol bulunurlugu ile kolay ve diisiik maliyetli sentez siireci nedeniyle
caligmalarda son yillarda daha da 6nem kazanmistir. Biyomalzeme olarak CMC’nin
viskoelastik, reolojik, mekanik vb. 6zellikleri, diger hidrojeller ile konjiigasyonla ve
sentez yontemleriyle ayarlanabilir. Biyomedikal alanda CMC ve kompozitleri, 6zellikle
ameliyat sonrasi yapistirici olarak ya da doku miihendisligi gibi alanlarda

kullanilmaktadir (Verma vd. 2021, Sharmila vd. 2020).

OH OCH,COONa
) )
(H O ¢ |
) O OH 7 O...
OCH,COONa OH

Sekil 2.8 Karboksimetil seliiloz (Michaelis vd. 2023)

2.6 Capraz Baglayicilar ile Hidrojel Sentezi

Hidrojellerinin sentezinde, fiziksel ya da kimyasal g¢apraz baglanma yontemleri
kullanilmistir. Calismalarda yaygin olarak kullanilan yontemler, metal iyonlarla ¢apraz
baglama (Zhang 2021), radikalik tepkimeler (Park vd. 2018) polimer-polimer
konjugasyonu ve kiiciik ¢apraz baglayict molekiillerin eklenmesidir (Varma vd. 2014).
Bu yontemlerde ¢apraz bag olusumu, kimyasal baglarla olmakta tersinmez olarak kalici
hidrojeller elde edilmektedir.
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2.6.1 Metallerle ¢apraz baglama

Hidrojellerin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden biri metal iyonlar ile
capraz bag olusumudur ve genellikle ¢ok degerlikli metal iyonlar1 kullanilir (Zhang
2022). Polimer zincirlerinin ¢apraz baglanmasinda metal-ligand koordinasyon baglari
veya kompleksleri olusturulur. Ozellikle demir (Fe**) ve aliiminyum (AI®*) gibi 3+
degerlikli katyonik metal iyon tiirleri, CMC’ye ait anyonik karbonik asit (COQO") gruplari
ile aralarinda bol miktarda ¢apraz baglanma bélgeleri olusturularak hidrojel yapilari
olusturulur (Sekil 2.9). Olusan hidrojel suda ¢oziinmez ve su molekiilleri ag yapi

icerisinde tutuklanir.
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Sekil 2.9 CMC’nin metal iyonlari ile jel olusumu
2.6.2 Radyasyonla ¢capraz baglama

Radyasyon c¢apraz baglanmasinda, gama (y) isinlari, ¢oziicii ve monomer tarafindan
absorpsiyonu ile radikaller olusturur ve dogrusal polimerlerin ana zincirleri arasinda
kimyasal baglarin olusumunu ifade eder. Bu ydntem polimer zincirlerinin capraz

baglanmasinda ve modifiye edilmesinde kullanilir.

Radyasyonun tiirii ve siddeti 6nemlidir. Bu yontemde, bir ¢apraz baglama maddesinin

eklenmesini dnleyerek, yalnizca reaksiyonun karmasikligini ve yan triinlerin iiretimini
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azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda elde edilen hidrojelin toksik olmamasini da saglar.
Bununla birlikte, radyasyon ¢apraz baglama yontemi, birkag dezavantaji (malzemelerin
bazi fizyolojik 6zelliklerini bozabilir veya diger kontrol edilemeyen faktorler vb.) oldugu

i¢in yaygin olarak kullanilmamaktadir.

Modifiye CMC ve akrilik asiti kullanarak serbest radikalik kopolimerizasyon yontemiyle,
pH-duyarli (CMC-g-AA) hidrojelini sentezlemistir. Gelistirilen bu hidrojelden, farkli pH

¢oOzeltilerinde in vitro insiilin salimi arastirilmistir (Li vd. 2020).

2.6.3 Polimerlerle capraz baglama- hibrit hidrojel sentezi

CMC hidrojellerinin bagka polimer (dogal ya da sentetik) ile ¢apraz baglanma ile
ayarlanabilir biyobozunurluk ve kontrol edilebilir reaksiyon kosullari olusturulabilir. Bu
yaklasim CMC hidrojelleri i¢in en ideal ve gelecek vaat eden sentez yontemi olarak

kullanilmaktadir.

Cevre dostu, toksik olmayan polimerlerin kullanimi ile yapilan polimerler arasi ¢apraz
bag olusumu (polimerlerin kopolimerlestirilmesi) kullanilarak elde edilen CMC
hidrojelleri, hem kullanilan polimerlere ait istenilen 6zelliklere sahip olup hem de iyi bir
biyolojik olarak parcalanabilirlige sahiptir ve gelecekteki biyomedikal biyomalzeme

uygulamalarinda potansiyele sahiptir.

CMC hidrojelleri genellikle siiper emicidir ve biyogiivenligi yiiksektir. Ancak mekanik
dayanimlarmin diisik olmasi nedeniyle uygulamalari smirhdir. Bu  eksikliklerin
tistesinden gelmek igin Shin ve ark. ¢ift ¢capraz baglama stratejisi yoluyla yeni inter-
penetran polimer ag (IPN) hidrojellerini sentezlemek i¢in biyouyumlu bir dogal
polisakkarit, bakteriyel siiksinoglikan (SG) kullanilmistir. Bu yeni SG/CMC IPN
hidrojelleri, CMC hidrojellerinin siiper emici 6zelligini korurken yiiksek mekanik gii¢
sergiledi. Ayrica, SG/CMC hidrojelleri pH tepkili ilag salimi sergiledi ve HEK-293
hiicrelerine sitotoksisite gostermedigi belirtilmistir (Shin vd. 2021).
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2.6.4 Kiiciik capraz baglayic1 ajanlar

Hibrit hidrojel sentezinde, kiigiik molekiil agirlikli ¢apraz baglayici ajanlar kullanilarak
kimyasal konjugasyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Capraz baglayicilar, en az iki
fonksiyonel gruba (6rnegin, birincil saglayan aminler, siilthidriller, karboksilik asitler
vb.) sahip molekiillerdir ve polimerik zincirler arasinda kovalent baglar1 olustururlar
(Parhi 2017). Capraz baglama i¢in yaygin olarak kullanilan kimyasallara 6rnek olarak,
glutaraldehid, oksalik asit, formaldehid, glioksal ve genipin verilebilir (Sapula vd. 2023).
Bu tiir ¢apraz baglayicilar kullanilarak, hibrit hidrojelin bazi fiziksel 6zellikleri (mekanik
dayanim, termal duyarlilik ve su tutuculuk vb.) gelistirilebilir. En ¢ok kullanilan ¢apraz
baglayici olan glutaraldehid ve glioksal, dialdehid yapisindadir ancak toksik olmasi ya da

mutasyon gibi 6nemli dezavantajlara sahiptirler.

Hibrit hidrojel sentezinde, oldukga etkili, sifir uzunluklu ¢apraz baglayici olan 1-Etil-3-
(3-Dimetilaminopropil)  karbodiimid (EDC), yaygin  olarak  kullanilmistir.
Konjugasyonlar i¢in en uygun sifir uzunluklu ¢apraz baglayicidir ve yapilarinda C=N=C
fonksiyonel grup olarak bulunur. Suda kolay ¢6ziiniir olmasi, 1liman kosullarda ¢apraz
bag yapmasi, biyouyumlu ve ucuz olmasi 6nemli avantajlaridir. Fonksiyonel karboksil
gruplarini1 (-COOH) birincil aminlere (R-NH2) baglamak ve kovalent amid bagi (O=C-
NH2) olusturmak i¢in dogrudan ve etkili konjugasyon teknigidir. EDC once serbest
karboksil gruplari ile aktif bir ester ara iiriinii olusturur, daha sonra birincil amin gibi
giiclii bir niikleofil ile konjugasyon gerceklesir. N-hidroksisiiksinimit (NHS), karboksilik
asit gruplarini etkinlestirmek icin EDC ile birlikte kullanilir ve hidrolizi 6nleyerek ¢apraz

baglama reaksiyonunun etkinligini artirir (Adamiak ve Sionkowska 2020).
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Sekil 2.10 EDC/NHS ile kovalent amid bagi olusumu

Karboksimetilseliiloz (CMC) ile sentetik karboksimetil poli(vinil alkol) (CMPVA) ile
adipik dihidrazit capraz baglayict kullanilarak hibrit hidrojel sentezlenmis ve ilag salim

sistemi ve doku miihendisliginde kullanilabilecegi belirtilmistir (Dahlan vd. 2018).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, dogal bir capraz baglayict olan genipin kullanimi
yaygilagmigtir. Genipin, Genipa americana L. meyvelerinde bulunan geniposid’in
ekstraksiyonu ve sonrasinda enzimatik hidrolizi ile elde edilen dogal bir gapraz
baglayicidir (Chiono vd. 2008). Diisiik toksistiteye sahip olmasi ve Spesifik ¢apraz
baglama yetenegi sayesinde giiniimiizde 6nemli bir molekiil haline gelmistir. Genipin
yapisinda serbest birincil amino gruplari tagiyan polimerler ile (kitosan, kollajen, jelatin

vb.) reaksiyona girer ve mavi renkli hidrojel olusturur (Dimida 2015).

COOCH O e O ’ . OH OH
H Primer amin R\ H

| H
VN, BetaGlikosidaz A |, R-NH2 N

—_— e

H

7¢
o .
"O,,/ 3 ,A ([)‘ 0% “OCHj3
" A/of«m HO 1o H

: Capraz baglanmaiile
geniposid genipin Mavi renk olusumu

OH

Sekil 2.11 Capraz baglayict genipin ile tepkime ve renk olusumu
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Genipin 6zellikle doku miihendisligi alaninda kolajen bazli biyomalzemelerin sentezinde,
kontrollii ilag salim sistemlerinde biyomedikal malzemelerin {iretiminde, enzim
immobilizasyon uygulamalarinda ¢apraz baglayici olarak kullanilmaktadir (Oustadi vd.
2020, Kaufmann vd. 2022).

2.6.5 Coklu (Cift) capraz bagh hidrojeller

Hidrojellerin  kararlililk ve mekanik mukavemetini artirmak igin, hidrojellerin
hazirlanmasinda, iki ya da daha ¢ok g¢apraz baglanma yontemlerinin kullanilmasiyla
olusturulan biyomalzemeler iizerine caligmalar artmistir (Gong vd. 2003). Hidrojel
olusumunda kullanilan metallerle iyonik ¢apraz baglama ile hizli jellesme saglanir, ancak
olusan ¢apraz baglanma genellikle tersiniridir ve kovalent baglardan daha az kararhidir.
Bu dezavantajin iistesinden gelmek ve daha kararli polimerik ag yapisi olusturmak igin
kovalent capraz baglanmaya ihtiya¢ duyulabilir. Kovalent ¢apraz baglanma igin ise
polimerik yapilarin kimyasal olarak fonksiyonlandirilmas: gerekir (Jeon vd. 2009).
Hidrojel sentezi sirasinda kullanilan ¢oklu iyonik ve kovalent baglarin olusumu ile
biyoboznurluk, jellesme siiresi, sertlik, gozenek biiyiikliigii ve mukavemet ayarlanarak

kontrol edilebilir (Choi vd. 2021, Trujillo vd. 2021).

2.7 Hidrojellerin Su Tutuculuguna Etki Eden Faktorler

Capraz baglanma orani hidrojellerin sisme 6zelligini etkileyen en 6nemli faktorlerdendir.
Capraz baglanma orani yiikseldik¢e daha siki ve az gozenekli hidrojel yapilart olusur.
Sonug olarak olugan polimer ag yapi igerisindeki su molekiillerinin hareketi engellenir ve

hidrojelin sisme orani diiser

Hidrojellerin su tutuculugunu, ag yapiyr olusturan polimerin kimyasal yapisi da
etkilemektedir. Hidrofilik gruplarin bulundugu hidrojeller, hidrofobik grup igerenlerle
kiyaslandiginda daha yiiksek oranda siserler. Hidrofobik polimerler, suyun bulundugu

ortamlarda bir araya gelip su molekiillerinin polimerik ag yapiya girmesine engel olurlar.
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Uyari-cevap hidrojelleri, ¢evresel uyarilardan etkilenerek genellikle geri doniistimli su
tutuculuk gostermektedir. Ornegin, sicakliga duyarli hidrojeller sicaklik degisimlerinden
etkilenir ve sicaklik faz gecis sicakliginin iizerine ¢iktiginda hidrofobik karakter baskin
olur ve agregatlasma nedeniyle su tutuculuk azalir. Faz gecis sicakliginin altindaki
sicakliklarda hidrofilik karakter baskin olur ve molekiil i¢i ve molekiiller aras1 daha fazla
su molekiilii ile etkileserek su tutuculuklari artar. pH'ya duyarli hidrojeller ortamina bagl
olarak anyonik ya da katyonik ylike sahip olacaklar1 ve benzer iyonik yiiklerin birbirini

itmesi sonucunda su tutuculuk 6zelliklerini degistirirler (Peppas vd. 2000).

2.8 Uyar1-Cevap Hidrojellerinin Kullanim Alanlari

Uyari-cevap hidrojelleri, sahip oldugu 6zelliklerinden dolay1 ve dig ¢evre kosullarindaki
degisimlere kontrollii bir sekilde cevap verdikleri i¢in biyoteknoloji, biyomiihendislik,
biyomedikal, biyotip, eczacilik gibi birgok farkli alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Biyomalzeme ve biyouyumlu 6zellige sahip hidrojeller kontrollii salim sistemlerinde, ilag
tastyic1 sistemlerde, yapay organlarda, kontakt lenslerde, yara ortiilerinde, ameliyat
ipliklerinde ve benzer daha pek ¢ok uygulamada kullanilirlar. (Vigata vd. 2020, Dreis
2020, Khan vd. 2018, Municoy vd.2020).

2.8.1 Hidrojellerin ila¢ salim sistemlerinde kullanimi

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar, cesitli yollardan (oral, nazal, okiiler vb.)
viicuda alinmaktadir. Klasik ilag kullanim yollarinda ¢ok ¢esitli problemler vardir ve bu
problemlerin giderilmesi igin gesitli galismalar yapilmaktadir. Bir ilag salim sistemi, aktif
ilacin dogru zamanda, uygun konsantrasyonda ve yerinde etkili salimini kontrol
edebilmelidir (Sekil 2.12) . Tlacin kontrollii bir sekilde verilmesi, diisiik toksisite, iistiin
verimlilik, daha iyi hasta uyumu ve geleneksel dozajlara kiyasla uygunluk gibi farkli
avantajlar saglar ve bu nedenle multidisipliner bir yaklasim icerir (Barik vd. 2019).
Hidrojeller, biyoaktif molekiillerin difiizyonunu kontrol edebildikleri igin ve sahip oldugu

bircok benzersiz 6zellikleri sebebiyle ilag salim uygulamalarinda tercih edilmektedir.
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Sekil 2.12 ilac salim sistemleri

Ilag salim1 i¢in en yaygin kullanilan yontem olan oral uygulama, zayif hedefleme ve hizli
yikima ugramasi nedeniyle kisa dolasim siireleri ile sinirhidir. Cogu durumda da ilacin
sadece kiiciik bir kismi1 etkilenen organa ulasir. Ornegin, kemoterapide alinan ilaglarin

kabaca %90°1 etki etmesi istenilen organa ulagsmaz (Barik vd. 2019).

Hidrojellerin boyut, yap1 ve fonksiyon bakimindan farkli olmalari, onlarin ilag salim
sistemlerinde nasil kullanilacagini belirler. Hidrojel salim sistemleri biiytikliiklerine gore,
makroskopik hidrojeller, mikrojeller (~10 pum) ve nanojeller ( 10-100 nm) olmak tizere
smiflandirilabilir. Makroskopik hidrojeller, transepitelyal salim ve viicut igine
yerlestirme i¢in kullanilirken, mikrojeller oral ve pulmoner salim igin uygundur.
Nanojeller ise ilaglarin sistemik uygulamasi i¢in uygundur (Li vd. 2016). Hidrojelden
ilaclarin yiiklenmesi ve salinmasi, hidrojelin dogasina bagli olan bir mekanizma igerir.
Hidrojelin ¢apraz bag yogunlugu ayarlanarak, jelin gézenekli yapis1 degistirilebilir ve

ilaglar da bu gozeneklere yiiklenebilir (Barik 2019).

Hidrojellere ila¢ yiiklemesi genel olarak iki yontemle yapilabilir. Birincisi; hidrojelin
polimerizasyonu sirasinda, monomer, capraz baglayici, baslatici ve ilaci beraber
karistirarak yiikleme yapilir. Boylece, ilag hidrojel matriksine iyice yerlesmis olur (Song
vd. 1981). Ikinci yontem ise, olusturulmus hidrojel uygun bir ilag ¢dzeltisinde dengeye
gelinceye kadar sismeye birakilir ve sonrasinda ilag yiiklenmis hidrojel kurutulmaktadir.

Uygulandiginda ise, viicut sivilariyla karsilasarak tekrar sismekte ve yiiklenen ilag salimi
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gerceklestirilmektedir. Polimerizasyon kosullari ilacin 6zelliklerini etkileyebileceginden,

ikinci yontem daha avantajlidir (Kim vd. 1992).

Hidrojellerden ilag¢ salim mekanizmalari difiizyon kontrollii, kimyasal kontrollii ve sisme
kontrollii sistemler olarak {ige ayrilabilir. Difiizyon kontrollii sistemler en kabul edilebilir
ve ila¢ salimini agiklamada en yaygin kullanilan mekanizmadir. Bu sistem Fick’in
diflizyon yasasii takip eder (Rizwan vd. 2017). ila¢ molekiillerinin salim1 ¢apraz bagl
polimer zinciri tarafindan engellenir ve sonugta difiizyon katsayis1 azalir. Kimyasal
kontrollii sistemlerde, kiitle ve yiizey bozulmasi olaylariyla meydana gelir ve ilag
diftizyonla dis cevreye salimir. Bu sistemin avantaji, salimdan sonra hidrojelin
kaldirilmasi gerekli degildir (Ranade vd. 1990). Bir diger yol ise, ilag polimer zincirine

enzimatik bag ile baglanmistir ve ilacin salimi bagin bozulma orani ile kontrol edilir.
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Sekil 2.13 Uyar1 cevap hidrojellerinden ilag salimi

Sisme kontrollii sistemlerde, ilacin difiizyonu hidrojelin sismesinden hizli oldugunda
salim gergeklesir (Siepmann vd. 2012). Sisme davranisi sicaklik, pH, iyon giicii, 151k ve
elektrik alanlar1 dahil olmak {izere gesitli dis kosullara duyarli olabilir (Li vd. 2016).

Stirekli salim, gecikmeli/ geciktirilmis salim ve tekrarlanan salim en yaygin ilag salim

formiilasyonlaridir. Geciktirilmis salim sistemlerinde, etkin maddenin salim1 belirli bir
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bolgede olmaktadir. Bu sistem enterik kapli tabletler igin kullanilir. Ornegin, asidik mide
ortaminda ila¢ salinmaz, hafif bazik bagirsak ortaminda ilag¢ serbest birakilir. Siirekli
salim sistemlerinde, ila¢ tasiyict matrikse tutunur ve bunun kiigiik bir kismi1 midede
salinir, geri kalan kismi da bagirsakta kontrollii bir sekilde salinir. Tekrarlanan salim
sistemlerinde ise, uygulanan dozaj igerisinde etkin maddenin birden fazla dozu

bulunmaktadir ve bu dozlar belirli zaman araliklarinda salinirlar.

Sicaklia duyarli polimerlerden kontrollii ilag salim sistemleri etkin sekilde
gerceklestirilebilir. Hastalik (lislitme, iltihaplanma vb.) durumunda, hasta viicut
sicakliginda artma ya da azalma gergeklesebilir. Bu sicaklik degisimi ilag salimini
tetikleyici giice sahiptir. Eger hidrofilik bir ila¢ sicakliga tepkili bir hidrojel igerisine
yiiklenmigse, LCST sicakliginin altinda ilacin hidrojel yapidan diffiizlenerek, salimini
artiracagl, eger hidrofobik bir ilag¢ yiiklenmigse, LCST sicakliginin {izerinde yapinin

biizlismesi sonucu ani bir ilag saliminin ger¢eklesecegi rapor edilmistir (Mano 2008).

2.8.2 Hidrojellerin doku miihendisligi ve rejeneratif tipta kullanimi

Uyari-cevap hidrojelleri, dokulara benzerlikleri, dokular i¢in iskele olusturma
yetenekleri, fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin uygulamaya gore ayarlanabilir olmasi
nedeniyle saglik ve biyomedikal alaninda kullamlmaktadir. Iskele, biyomolekiillerin
adsorpsiyonu ve protein, biiyiime faktorii gibi biyolojik olarak aktif molekiillerin
immobilizasyonu i¢in fiziksel bir yiizey saglayan 1ii¢ boyutlu gozenekli kati

biyomalzemelerdir.

Bu iskeleler, doku miihendisligi ve rejeneratif tipta, iskele yapisina biyoaktivite ve

Ozgiilliik saglamada biliyiik potansiyel gosterir (Mantha vd. 2019).

Doku miihendisliginde, hastanin hiicrelerini yeni dokular olusturmak i¢in bir iskele ile
birlestirerek hasarli doku veya organlarin islevlerini eski haline getirmek amaciyla yaygin

olarak kullanilmaktadir (Hench vd. 2005).

Hastanin hiicreleri, in vitro olarak kiiltiirlenebilir ve basit kaliplama teknigi veya

biyoyazici prosediirleri ile iiretilen 3D iskele olusturmak tizere hidrojel matriksi ile
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birlestirilebilir (Sood vd. 2014). Sekil 2.6’da hidrojellerin, doku miihendisliginde hiicre

dis1 matriks olarak kullaniminin akis semasi gosterilmektedir.

Hidrojeller, hiicre ¢ogalmasini ve dokunun yeniden biiylimesini destekleyen dogal bir
hiicre dis1 matriks gorevi géormektedir. Hiicre dis1 matriks gorevi goren hidrojel, biiylime
faktorleri, metabolitler ve diger materyallerden olusmaktadir. Gorevi ise hiicreleri
biraraya getirmek ve kaybolan veya hasar goren dogal dokunun yerini almak amaciyla

doku yapisini olusturmaktir.

Doku miihendisligi alani son 20 yilda 6nemli ilerlemeler kaydetmis olsada, iskele tabanl
yontemlerin siirlamalar1 nedeniyle doku ve organlarin yeniden olusturulmasinda hala
onemli bir zorluk bulunmaktadir. Sicakliga duyarli akilli ylizeyler kullanan ve ¢esitli
hiicre yogun dokular tasarlayabilen hiicre tabaka miihendisligi, gegmiste konvansiyonel
yaklasimlar1 sinirli olan birgok sorunun iistesinden gelmeli ve rejeneratif tip i¢in yeni bir

temel olusturmalidir (Ottenbrite vd. 2010).

Hidrojeller biyomalzeme olarak ilk kez kontakt lens yapiminda kullanilmistir. Poli
(hidroksietilmetakrilat), poli (N-vinil pirolidon), poli (metakrilik asit), poli (biitil
metakrilat) ve poli (metil metakrilat) kontakt lens yapiminda kullanilan polimerlere
ornektir (Rizwan vd. 2017).

Sicakliga duyarl: hidrojeller, deri doku miihendisliginde; pH’a duyarli hidrojeller, ilag ve
protein saliminda; glikoza duyarli hidrojeller, immiinoizolasyon cihazlarinda ve enjekte
edilebilir hidrojeller ise kemik, kikirdak ve meniskiis doku miihendisliginde kullanilan
uyari-cevap hidrojellerinin uygulamalarina drnek olarak verilebilir (Mantha vd. 2019).
Kontrollii ilag salim sistemlerinde, poli (vinil alkol), poli (metakrilat), poli (N-izopropil
akrilamid), seliiloz ve kitosan kullanilmaktadir. Poli (vinil alkol), ayn1 zamanda yapay

bobrek, deri ve kikirdak uygulamalarinda kullanilmaktadir (Rizwan vd. 2017).
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3. KAYNAK OZETLERI

Yavas biyoaktif ajan (ilag, biiytime faktorii vb.) salim uygulamasina yonelik, uyari cevap
hibrit hidrojellerin sentezinde kullanilan yontemler ve malzeme karakterizasyonu (faz
gecis sicakligl, biyobozunuluk, biyouyumluluk vb.) ile ilgili yapilan 6nemli ¢aligsmalar

kisaca 6zetlenmistir.

Biyobozunur, biyouyumlu ve nispeten ucuz polisakkarit yapili polimerler, biyomalzeme
kaynag1 olarak dikkat ¢ekici yapilardir. Ancak viicut sivilarinda mekanik dayanimlarinin
zay1f olmasi nedeniyle gelistirilmelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Biyomalzeme iizerinde
yapilan kimyasal modifikasyonlar, diger polimerlerle as1 kopolimerleri ve uygun capraz
baglama teknikleri ile, biyomalzemelere istenilen 6zellikler (sisme, mekanik dayanim,

biyobozunurluk, gézenek biiyiikligii, cevreye duyarlilik vb.) kazandirilabilmektedir.

CMC hidrojeli elde etmede kullanilan fiziksel ¢apraz baglama (iyonik ve hidrofobik
etkilesimler, agregatlagsma, komplekslestirme vb.) yontemleri, 1liman kosullarda, oda
sicakliginda, fizyolojik pH’de yapilmaktadir. Suda ¢éztinen CMC anyonik yapili -COO"
gruplar1 nedeniyle negatif yiiklii bir polimerdir. CMC zinciri iizerindeki iki ya da ¢
degerlikli katyonlarla (Ca*?, Al'®, Fe™ vb.) fiziksel capraz bagli hidrojel olusturur.
Fiziksel capraz baglanmalarin zayif mekanik 6zellikleri nedeniyle yeni strateji daha etkin

ve kararli hibrit hidrojel sentezi yontemlerinin gelistirilmesidir (Nuisin vd. 2022).

Polisakkarit temelli hidrojel sentezinde, tez kapsaminda, CMC, biyobozunur,
biyouyumlu olmasi, su tutuculugunun yiiksek olmasi, diisiik maliyet ve yapisindaki ¢cok
sayidaki fonksiyonel gruplarin (-OH ve —COO") modifikasyonlara uygun olmasi
nedeniyle 6zellikle se¢ilmistir. Ancak CMC'nin zayif mekanik dayanimini artirmak igin,
cesitli c¢apraz baglanma yontemleri ve polimerler kullanilarak CMC temelli
biyomalzemelerin gelistirilmesi ile ilgili yapilan c¢aligmalar literatiirde yer bulmustur

(Javanbakht vd. 2019)
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Uyari cevap hibrit hidrojellerinin sentezinde mekanik dayanimi nispeten diisiik dogal
polimerlerin, ozellikle ila¢ salimi sisitemlerinde kullanilmak amagli olarak, ¢evresel
tepkilere cevap vermesini saglayacak sentetik yapili hidrojellerle ¢apraz baglanmalari
lizerine ¢alismalar son yillarda onem kazanmistir. Capraz baglanmalar1 artirmak igin

etkin yontemlerden birisi polimerlerin modifiye edilmesidir (Qureshi vd. 2019).

Bu ama¢ dogrultusunda, tezin ilk bdliimiinde, polimerlerin fonksiyonlandirilmasi
calismalar1 ile ilgili Onemli literatiirlerden biri sicakliga duyarli PNVCL’nin
karboksillendirilmesidir. Prabaharan ve grubu (2008) sicakliga duyarli karboksil u¢lu
PNVCL polimerini, monomeri NVCL’nin serbet radikal katilma polimerizasyonu
yontemi ile, baslatici, 2,2’-azobisbiitironitril (AIBN) ve merkaptopropiyonik asit (MPA)
ile DMF coziicii igerisinde 70°C’de 8 saat karistirarak azot atmosferinde elde etmistir.
Elde etmis oldugu PNVCL-COOH polimerini, zincir yapisinda amino grubu bulunduran
kitosan polimeri ile, EDC/NHS c¢apraz baglayicilar1 kullanarak capraz baglamis ve
kitosan-g-PNVCL hidrojelini olusturmustur. Kimyasal olarak karakterize ettigi bu
hidrojelden, sicakliga ve pH’ya duyarl ilag (ketoprofen) salimini incelemistir. Ilac yiiklii
kitosan-g-PNVCL kiirelerden 25°C’de (t<LCST) daha fazla ilag salim1 gergeklestigi, bu
sicakligin iizerindeki sicakliklarda PNVCL zincirlerinin kitosan iizerine agregatlagmasi
nedeniyle sismesini azaldigi ve ila¢g saliminin buna bagl diistiigii rapor edilmistir.
Calismada sentezlenen yapinin sicalik ile birlikte ortam pH’sina da duyarli olugu, asidik
ortamda protonlanan amino gruplarinin elektrostatik olarak birbirini itmesi sonucunda
sismenin arttig1 ve buna bagl ila¢ saliminin da arttig1 belirtilmistir. Ayrica sentezlenen
hidrojelin sitotoksik olmadig: insan endotel hiicrelerle etkilestirilerek gosterilmistir. Bu
calisma, sicakliga duyarli polimerler ile calismalarda, PNIPAAm’a alternatif olarak,

biyouyumlu ve fonksiyonel PNVCL ile ¢alismalarin artmasinda 6ncii olmustur.

CMC’ nin fonksiyonlandirilmasi ¢alismalarinda ise, Janarthanan (2020) ve grubu, CMC
zincir yapisinda yer alan karboksilat gruplart ile, agil hidrazid (CHZ) gruplari arasinda
karbodiimid ¢apraz baglama yontemi kullanarak fonksiyonel amino uglu CMC
polimerlerini (CMC-CHZ) sentezlemistir. Fonksiyonel aldehit hiyaliironik asid (HA-
mCHO) ile fonksiyonel amino uglu CMC polimerlerini (CMC-CHZ) aralarinda agil
hidrazon bag ile kimyasal ¢apraz baglanmislardir (HA-CMC). Olusan hidrojel yapinin

34



oldukea elastik yapida, mikrogdzenekli, biyouyumlu oldugu belirtilmistir. Sentezlenen
HA-CMC hidrojelinden dinamik agil hidrazon tepkimeleri ile kendiliginden g¢apraz
baglanan mikrogézenekli ag yapilar olusturulmus ve o6zellikle 3D biyoyazicilarda

kullanilmistir.

Taubner ve grubu (2015), CMC’nin amino gruplart ile fonksiyonlandirilmasinda, ¢esitli
kimyasallar (n biitil amin, etilenamin, etanolamin vb. primer aminler, hidrazin ve
hidroksiamin) kullanmistir. Elde edilen {irinlerin kimyasal yapilari FTIR ile
kanitlanmistir. Fonsiyonel —COO gruplar1 yerine gecen CMC-NH: yapilarinin molekiil
i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglarinin olusunu engellemesi nedeniyle daha az rijid ve
daha esnek yapilara sahip oldugu rapor edilmistir. Bir diger ¢alismada, Lee ve grubu
(2015), CMC ile adipik asid dihidrazidi (ADH), EDC- HOBt ortaminda tepkimesi

sonucunda amino ug¢lu CMC molekiiliinii sentezlemistir.

Tezin ikinci boliimiinde, CMC temelli hidrojellerinin hazirlanmasinda, metal iyonlar ile
capraz baglama, diger polimerlerle kimyasal ¢apraz baglanma ile hem kimyasal hem
iyonik capraz baglanmalarin birlikte kullanildigi yontemler literatiir bilgilerine gore

gergeklestirilmistir.

Metal iyonlarla ¢apraz baglama yontemi CMC hidrojellerinin eldesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Genellikle kullanilan  Alx(SO4)s ¢ozeltisi, biyomalzemelerin
hazirlanmasinda kullanilan etkin ve diisiik toksisiteye sahip ¢apraz baglayicidir (Bi vd.
2004, Liu vd. 2019). CMC’ye ait ¢ok sayida —COO gruplari ile Al*® iyonlar1 arasinda
etkin ¢apraz baglanmalar oldugunu gostermis ve iyonik ¢apraz baglanan CMC filmlerin
suda ¢oOziilmedigi ve suyu yapisinda hapsettigi belirtilmistir. CMC jelinin sisme

derecesinin CMC konsantrasyonu ve sicaklikla arttig1 gosterilmistir.

Literatirde, CMC’nin diger polimerlerle capraz baglanmasi ile ilgili olarak Lee ve
grubunun (2015) yaptigi, CMC’nin, adipik asid dihidrazid (ADH) ve akrilik asid ile
fonksiyonladirilmasi ve fonksiyonel CMC-akrilat ile diger fonksiyonel polimer olarak

poli(etilenoksit)-tiyol gruplar1 ile kovalent gapraz baglayarak, CMC-PEO go6zenekli
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hidrojel filmleri elde edilmesi verilebilir. Sentezlenen malzeme doku miihendisligi
calismalarinda kullanilmak {tizere diiz kas hiicreleri ile etkilestirilmistir ve hiicre

canliliginin 6nemli 6l¢iide korundugu belirtilmistir.

Jung vd. (2021) CMC jelinin mekanik dayanimini artirmak i¢in, dogal polimer olan
siiksinoglikan (SG) ile i¢ ice gegmis polimerik ag yapi1 (IPN) hidrojelini Fe™ iyonik
capraz baglama yontemi kullanarak elde etmistir. CMC ve SG polimer zincirleri
iizerindeki hem —OH hem de —COO" gruplarimin Fe*? iyonlar ile ¢ift ¢apraz bag

olusturarak mekanik dayanimi artirdig1 sdylenmistir.

He vd. (2021), calismalarinda ilk once alginati kovalent ¢apraz baglayici olan
gluteraldehit (GA) ile sonrasinda da iyonik ¢apraz baglayic1 olan Ca*? iyonlar ile ¢ift
capraz bagli polimerik ag yap1 olusturmuslardir (SA-GA-Ca). Yapiy1 olusturduktan sonra
icerisine CMC ilave ederek malzemenin capraz baglanmalar nedeniyle azalan su
tutuculugunu artirmay1 hem de alginatla yapacagi ¢cok sayida hidrojen baglar1 ile mekanik
dayanimi artirmayr amaclamistir. CMC ilavesi sonucunda yapinin su tutuculugun

yaklasik %20 oraninda arttig1 ve su kaybinin yavagladigi belirlenmistir.

Vasile vd. (2004) ise CMC ve sicakliga duyarli poli N isopropilakrilamit (PNIPAAM)
polimerlerini  kullanarak, harmanlama (CMC/PNIPAAM) ve asilama (CMC-g-
PNIPAAM) yontemleri ile yeni ozelliklere sahip akilli polimerler sentezlemis ve
ozelliklerini karsilagtirmistir. Calismada amino uglu PNIPAM radikalik ydntemle
(APS/AET) elde edilmis ve hidrofilik CMC polimeri iizerine (EDC/NHS) capraz
baglayict ajanlar kullanilarak asilanmigtir. Harmanlanmig CMC/PNIPAAM yapilari ise
esit oranda karistirilarak elde edilmistir. Calismada elde edilen sonuglarda, hidrofilik bir
polisakkarit olan CMC’nin sicakliga duyarli olmadig1 ancak sicakliga duyarli polimerle
birlestirildiginde bu ozellige sahip oldugu bildirilmisti. ~ PNIPAAm’nin LCST
sicakligina yaklasildiginda, viskozitenin sicaklikla diistiigli ve faz gegisi gozlendigi
goriilmiistiir. Sicakligin yiikselmesi ile CMC ile PNIPAM zincirleri arasinda polimer igi
fiziksel capraz baglantilar olusturdugu belirtilmistir. Calismanin TGA sonuglarinda,
harmanlanmis CMC/PNIPAAM yapilarin egrilerinin saf bilesiklerin yapilarindan farkli
olmasini, yeni bir yap1 olusmasi ile agiklamiglardir. Asilanmig 6rneklerin TGA egrileri

incelendiginde, termal bozunmada bilesenlerin birbirini etkiledigi ve homopolimerlere
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gore daha kararsiz olabilecegi sdylenmistir. Hem sicaklik artistyla viskositenin artmasi
hem de asilanma ile hidrojel yap1y1 olusturan herbir polimer zincirin birbirine daha yakin
olmas1 sonucunda fiziksel etkilesimlerin daha da arttigi belirtilmistir. Fiziksel
harmanlanmis 6rneklerde de bu 6zellik oldugu ancak bunlarin agilanmislara gore yapinin

tizerinde etkilerinin daha az oldugu belirtilmistir.

Bokias vd. (2001) ise, ¢calismasinda CMC zincirleri iizerine sicakliga duyarli fonksiyonel
amino uclu PNIPAAm yan zincirlerini asilayarak kopolimer yapi olusturmustur. Asi
kopolimer CMC-g-PNIPAAM olusumu ile CMC’ye yeni sicakliga duyarlilik 6zelligi
kazandirilmigtir. CMC-g-PNIPAAmM ast kopolimerinin faz gecisinin daha yiiksek
sicakliklara ¢ikmasi, ¢oziicli ortami olan distile suyun iyonik siddetinin diisiik olmast
nedeniyle, yapidaki -COQO" gruplar1 arasinda elektrostatik itme oldugu ve bu itme ile
diizlesen CMC polimer zincirleri ile PNIPAAm zincirleri arasinda fiziksel capraz

baglanmalarmin daha yiiksek sicakliklarda oldugu ile agiklamistir.

Kumar vd. (2018) sicakliga duyarli PNVCL polimerini dogrudan CMC zinciri {izerine
serbest radikal polimerizasyon yontemi ile (45°C’de 2 saatte) kovalent olarak baglamistir.
CMC, NVCL monomeri ve tersiyer biitil hidroperoksit (TBHP) ile azot atmosferinde
dogrudan asilama tepkimesi gergeklestirmis CMC zinciri lizerine PNVCL asilamistir
(CMC-g-PNVCL). Asilama veriminin, tepkime ortaminin viskositesine ve CMC
konsantrasyonuna bagl olarak degistigi bildirilmistir. PNVCL ile agilamanin CMC’nin —
OH grubu {lizerinden gerceklestigi kimyasal karakterizasyonla gosterilmistir. Termal
analiz sonuglarinda, PNVCL tek basamakli bozunma egrisi verirken, CMC-g-PNVCL as1
kopolimeri {i¢ basamakli bozunma gdstermis ve son basamakta agirliginin yaklasik %70

agirlik kaybini, ikinci basamakta olusan bozunma iiriinleri olan heterosiklik halkanmn

zincir i¢i halkalasan iiriinlerine baglamistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Calismada, karboksimetilseliiloz (CMC), monomer N vinil kaprolaktam (NVCL),
Merkaptopropiyonik asit (MPA), Azobisizobiitironitril (AIBN), Etilen diamin (EDA)
Sigma’dan saglandi. Calismada kullanilan diger biitiin kimyasallar Aliiminyum stilfat
(Al2(SO4)3, N-hidroksistiksinimit (NHS), 1-Ethyl-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
(EDC), 1-Hydroxybenzotriazole hydrate (HOBt) Sigma-Aldrich’den saglandi.

Saflagtirma islemleri diyaliz membran (Dialysis tubing cellulose membrane flat width 43
mm 20 kD-Sigma) ile distile suya kars1 yapildi. Biitiin ¢aligmalarda ultrasaf su (25° C
20 MQ’luk) kullanilda.

Hidrojellerden disk sekilli iskele eldesinde dondurularak kurutulma islemi i¢in
liyofilizator (Crist Alpha 1,4 LD plus, A.B.D) kullanildi.

Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan DMEM, FBS ve
penisilin  Sigma firmasindan temin edildi. Hiicre canliligint ve sitotoksisitenin
belirlenmesinde Alizarin mavisi testi (Sigma) kullanildi. Hiicre kiiltiir galismalar
37°C’de, %5 CO2, % 95 nem ortamini saglayan inkiibatorde gerceklestirildi (Heracell,
A.B.D).

4.2 Yontem

4.2.1 Hidrojellerin sentezi

Hidrojellerin sentezi ve hazirlanmasi ii¢ farkli asamaya ayrilmistir, (i) polimerlerin

fonksiyonlandirilmasi (ii) sentezlenen fonksiyonel polimerlerin saflagtirilmasit ve
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karakterizasyonu (iii) fiziksel ve kimyasal capraz baglayicilar kullanilarak hibrit
hidrojellerin sentezi.

4.2.1.1 Karboksimetil seliiloz (CMC)

Karboksimetil seliiloz (CMC) % 2, % 2,5 ve % 3 ¢ozeltisi distile suda hazirlandi. Tartimi
alman CMC (distile suda) ¢ozeltisi 1 gece karistirilarak homojen ¢ozeltisi hazirlandi.

Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda, %2,5 CMC ¢ozeltisi ¢alismalarda kullanildi.

4.2.1.2 Fonksiyonel CMC-NH:2 sentezi

Fonksiyonel amino u¢lu CMC (CMC-NHy) sentezi i¢in, hyaluronik asidin aminolanmasi
(HA-NH2) i¢in kullanilan yontemin benzeri kullanildi (Tan vd. 2011). CMC’nin %1 ‘lik
cozeltisi suda bir gece karistirilarak hazirlandi. Homojen CMC ¢dzeltisine 4 g EDA
eklenerek karistirildi ve tamamen ¢6ziilmesi saglandi. Cozelti pH 5 e (1 N NaOH ile)
ayarland1 ve 0,8 g EDC ve 0,7 g HOBt, 10 mL DMSO:H20 (5 mL:5 mL) karigiminda
coziilerek ilave edildi ve 24 saat oda sicakliginda karistirildi. Elde edilen homojen ¢ozelti
3 giin distile suya kars1 diyaliz (12000 kD diyaliz membran) edildi. ilk giin diyaliz suyu
iki kere degistirilerek tepkimeye girmeyen kiigiik molekiil agirlikli kimyasallar
uzaklastirilarak saflastirildi. Diyaliz sonunda elde edilen ¢ozeltiye tuz (%5 NacCl) ilave
edilerek etanolde ¢oktiirme yapildi. Coken polimer toplandi ve distile su ile 3 defa
yikandiktan sonra donduruldu ve modifiye edilen iiriin liyofilize edildi. Liyofilize edilen
polimer toz haline getirildi.
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Sekil 4.1 Fonksiyonel CMC-NH; Sentezi

4.2.1.3 Fonksiyonel PNVCL-COOH sentezi

Fonksiyonel karboksilik asit uglu poli(N-vinilkaprolaktam) (PNVCL-COOH), serbest
radikal polimerizasyonu ile sentezlendi. 5,2 g monomer (NVCL) ¢6ziiciisii etanolde (50
mL) ¢oziiliip, daha sonra 285 mikroL zincir transfer ajan1 (merkaptopropiyonik asit,
MPA) ve 0,05 g baslatict (azobisizobiitironitril, AIBN) ilave edilerek inert azot gazi
altinda 70°C’de 8 saat tepkimeye sokularak elde edildi (Prabaharan vd. 2008).
Sentezlenen PNVCL-COOH o6nce NaOH ile tuzu olusturuldu su/eter karisiminda
ekstrakte edildi sonrasinda tekrar asidik pH ya getirildi ve kurutularak deneylerde
kullanildi.

4.2.1.4 Harmanlanmis PNVCL/CMC hidrojelinin fiziksel capraz baglanmasi

Bu ¢alismada, harmanlanmis PNVCL/CMC hidrojelleri i¢in, dnce CMC (kiitlece %2,5)
cozeltisi, distile suda oda sicakliginda, manyetik karistirict ile 1 gece karistirilarak
hazirlanmistir. Elde edilen CMC ¢6zeltisinin 10 mL’sine 0,5 g PNVCL-COOH ilave

edilerek, manyetik karistirici ile 4 saat stire boyunca karistirilmasi ile elde edilmistir.
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4.2.1.5 Kimyasal Capraz Bagh PNVCL-g-CMCNHz2 hibrit hidrojel sentezi

Fonksiyonlandirilmis CMC-NH2 polimerinin homojen %3 lik 10 mL ¢ozeltisi (distile
suda) hazirland1 ve igerisine 0,5 g (%5) PNVCL-COOH eklenerek karistirildi. Homojen
karisima capraz baglama ajanlar1 EDC/NHS (0,038 g/0,023 g) 100 mikroL. suda

¢oziildiikten sonra eklenerek kopolimerlesme i¢in 4 saat oda sicakliginda karistirildi.

4.2.1.6 Hidrojellerden disk seklinde ii¢ boyutlu (3d) iskele elde edilmesi

Hazirlanan homojen hidrojel ¢ozeltileri (CMC, CMC-NHz, harmanlanmis PNVCL/CMC,
PNVCL-g-CMCNH?2), 10 mL'lik siringaya konularak 24 kuyucuklu plak hiicre kiiltiirii
kaplarina 1 er mL olarak eklendi , -80°C’de dondurulduktan sonra liyofilize edildi (Sekil
4.2).

Sekil 4.2 Hidrojellerin ii¢ boyutlu iskele yapilarinin eldesi

Liyofilize edilmis dort farkl yapidaki iskeleler, 0,1 M Al2(SO4)3 ve 0,25 M FeCls ¢ozeltisi
ile 10 dk etkilestirilip iyonik olarak ¢apraz baglanarak, fiziksel ¢apraz baglh hidrojel yap1

olusturuldu.
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4.2.2 Polimerlerin kimyasal ve termal karakterizasyonu

4.2.2.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Sentezlenen hidrojellerin kimyasal yapis1 FTIR spektrumlar ile aydmlatilmistir. Bu
yontemin temeli, kimyasal molekiiliin yapisindaki molekiil i¢i baglar {izerine diisiiriilen
kizilGtesi 1sinlarin, baglarin titresim ve donme hareketleri ile sogurulmasina dayanir.
Molekiildeki farkli baglar, farkli enerjilerde titresir ve bu yiizden kizilétesi radyasyonun
farkli dalga boylarin1 emer. Bu durumda yapidaki fonksiyonel gruplar belirlenir ve
kimyasal yap1 aydnlatilir. Calismadaki hidrojellerin molekiiler analizleri Perkin Elmer
Spektrum 100 (A.B.D) cihaz ile 650-4000 cm™ araligini kapsayan bdlgede yapilmustir.

4.2.2.2 Proton Niikleer Manyetik Rezonans (*HNMR)

NMR organik bilesiklerin yapilarinin belirlenmesinde kullanilan en giiglii tekniktir.
Proton niikleer manyetik rezonans, molekiillerinin yapisini belirlemek i¢in bir maddenin

molekiilleri igindeki hidrojen

cekirdeklerine gore niikleer manyetik rezonansin
uygulanmasidir. Kendi ekseni etrafinda donen ytiklii bir tanecik (proton), kendi etrafinda
manyetik bir alan meydana getirir. Protonlarin bu davranisi iizerine kurulan NMR
spektroskopisine, Proton Manyetik Rezonans denir ve bir molekiildeki proton igeren
gruplarmn sayis1 ve bu gruba komsu gruplar tespit edilir. tHNMR analizleri, Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Lab’inda, Varian Mercury (Agilent) 400 MHz

(Palo Alto, CA, USA) cihazi ile oda sicakliginda D20 igerisinde ¢oziilerek yapilmuistir.

4.2.2.3 Alt Kritik Cozelti Sicakligi (LCST)

Saf ve sentezlenen oOrneklerin faz gecis sicakliklari (LCST), distile suda belirli
konsantrasyonda (%5) hazirlanan ¢ozeltilerin gegirgenlik degerleri, artan sicaklikla (20-
45°C) 480 nm’de spektrofotometrik (Spectramax M5 microplate reader, Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, USA) olarak belirlendi.
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4.2.2.4 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz, bir 6rnegin artan sicaklik sonucu olusan bozunmasi nedeniyle
agirhik degisimlerini inceleyen bir tekniktir. Sicaklik artisi ile 6rnek tizerine fiziksel
olarak adsorbe olmus suyun uzaklasmasi veya daha ileri kimyasal bozunmalari
sirasindaki agirlik degisimleri, zamana veya sicakliga bagli olarak termogram egrileri ile
gosterilir. Bu tezde hazirlanan hidrojel yapilarinin TGA analizleri, Ankara Universitesi
Fen Fakiiltesi’nde, Perkin Elmer STA 6000 (A.B.D.) cihazi ile 30°C-600°C sicaklik
araliginda, 10°C/dk isitma hiz1 ile, hava akiminda, 10-20 mg o6rnek kullanilarak

Olclilmiistiir.

4.2.2.5 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Yiizey morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla CMC, CMCNH2, PNVCL/CMC, PNVCL-
g-CMCNH2 hibrit hidrojel iskeleleri staplara yerlestirildi ve altinla-kaplama
islemlerinden gecirildikten sonra, yiiksek bliylitme degerlerinde (200X ve 500X) goriintii
alindi. Ornekler ODTU merkez lab’inda bulunan PHILIPS QUANTA 400F Field
Emission SEM (A.B.D) taramali elektron mikroskobunu ile incelendi.

4.2.2.6 Su tutuculuk

CMC, CMC-NHg, harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMCNH: disk seklindeki
iskelelerinin su tutuculuklari iki farkli sicaklikta (4 °C ve 40 °C), onceden belirlenen
siireler (1, 6, 12 ve 24 saat) sonucunda gravimetrik olarak analiz edildi. Oncelikle
liyofilize edilmis 6rnek iskeleler (1 mL) i¢in kuru agirliklart (MKuru) belirlendi. Ornekler
6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinarak 5 mL distile su ilave edildi ve belirlenen siire
sonunda alinip, tizerlerindeki fazla su filtre kagidi ile uzaklastirildiktan sonra, sismis

orneklerin su tutuculuklari belirlendi. (Esitlik 1).
% Su tutuculuk= (Myas kiitle-Miuru kiitle/ Miuru kiitle)x 100 (Esitlik 1)

Her bir deney, statik kosullar altinda ti¢er tekrarli gerceklestirildi.
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4.2.2.7 Biyobozunurluk

CMC, CMC-NH2, PNVCL/CMC harman ve PNVCL-g-CMCNH: disk seklindeki
iskelelerinin biyobozunurluklar: iki farkli sicaklikta (4°C ve 40°C), dnceden belirlenen
siireler (1, 6, 12 ve 24 saat) sonucunda gravimetrik olarak analiz edildi. Oncelikle
liyofilize edilmis drnek iskeleler (1 mL) i¢in kuru agirliklart (Mkuru) belirlendi. Ornekler
6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinarak 5 mL distile su (4°C ve 40°C’de hazirlanmis ve
%0,1 penstrep igeren distile su) ilave edildi ve belirlenen siire sonunda 6rnekler alinarak
-80° C de dondurularak saklandi ve liyofilize edilerek kurutuldu ve islem sonrasi kuru
agirliklar1 gravimetrik olarak belirlendi. Biyobozunurluklar Esitlik 2 ile gravimetrik

olarak belirlendi.

% BiyObOZUHma: (M fik kuru kiitle=M bozunmadan sonraki kuru kiitle/ M ik kuru kﬁtle)X 100 (ESIthk 2)

Her bir deney, statik kosullar altinda tiger tekrarli gergeklestirildi.

4.2.2.8 Tla¢ sahmm

Sentezlenen uyari cevap hibrit hidrojellere yiiklenen lidokain (lokal anastezik) molekiiliin
sicakliga duyarli olarak salimini belirlemek igin, disk seklindeki iskelelere bir gece
onceden 10 mg/iskele olacak sekilde ilag yiiklemesi yapildi1 ve buzdolabinda bekletilerek,
ilag molekiillerinin iskele icerisine homojen olarak tutuklanmasi saglandi. Iskeleler 1 saat
4°C ve 40°C’de bekletildikten sonra 2 mL distile su eklenip hemen alinarak yiizeyde kalan

ilag molekiilleri toplandi.

Dort farkli hidrojel 6rneklerine 4°C ve 40°C’de onceden hazirlanmig 3 mL distile su
eklendi. Sicakliga bagh olarak gerceklesen ilag salimi, belirlenen periyotlarda (0.dk,
30.dk, 60.dk, 180.dk, 24 saat, 48 saat) ortamdan ¢ekilen 6rneklerden (1 mL), 260 nm’de
(Spectramax M5 microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
spektrofotometrik olarak belirlendi (ortama esit miktarda ve sicaklikta distile su eklendi).
Herbir 6rnek i¢in statik kosullar altinda {iger tekrarli gergeklestirildi. Lidokain standart
egri grafigi kullanilarak salinan ilag miktar1 belirlendi ve sicakliga bagli kiimiilatif ilag

salimi grafige gegirildi.
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4.2.2.9 Hemoliz- Kan uyumlulugu

Dort farkli hidrojel iskelelerinin kan uyumlulugu ISO 10993-5:2009 standardina gore
incelenmistir. Ornekler (yaklasik 1cm boyutunda) 6ncelikle steril edilme amaciyla UV
151k kaynaginda 1 saat bekletildi ve tiiplere alindi. EDTA’l1 tiip igerisindeki insan kan
PBS ile seyreltildi (1:20) ve her tiipe 2 mL olacak sekilde eklendi. Etkilesimsiz 200
mikrolitre seyreltik kan negatif kontrol (NK) olarak, su ile seyreltilmis 200 mikrolitre kan
pozitif (PK) kontrol olarak kullanildi. Seyreltik kan ve 6rnekler 1 saat 37° C’de hafif
calkalama altinda inkiibe edildi. Siirenin sonunda 6rnekler ¢6ziicli ortamindan alinarak,
kalan ¢ozelti 1500 rpm 10 dakika santrifiij edildi. Kan uyumluluklari, siipernatantdan
545 nm’de spektrofotometrik (Spectramax M5 microplate reader, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA) olarak belirlendi. Kan uyumluluklar1 Esitlik 3 ile hesaplandi.
% Hemoliz = (Ornegin Abs.) — (N.K. Abs.) / (P.K. Abs.) x 100

Her bir deney tiger tekrarh gerceklestirildi.

4.2.2.10 Indirekt biyouyumluluk testi

Hiicre kiiltiirii temelli ¢aligmalar kapsaminda ticari olarak temin edilen insan adipoz
mezankimal kok hiicreleri kullanilmistir. Standart besiyerinde kiiltiire edilen hiicreler
tripsin- EDTA ile etkilestirilerek pasajlanmigtir. Kiiltiire edildigi zeminden toplanan
hiicre siispansiyonu 1100 rpm‘de 7 dk ile santrifiij edilerek hiicre pelletinin ayrilmasi
saglanmistir. 24 kuyucuklu hiicre kaplarma 5000 hiicre/cm? ekilerek, standart kiiltiir
ortaminda (DMEM F12, %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 pen-strep) CO> inkiibatoriinde

iki giin stiresince yaklasik %70-80 yogunluga ulagsmasi saglanmastir.

Orneklerin hazirlanmasi icin, liyofilize edilen hidrojeller (CMC, CMCNH; ve PNVCL-
g-CMCNH,) énce 10 dk Al2(SOa4)s ile polimerlestirilmistir. Iskeleler distile su ile (3X10
dk.) yikanip ve 4 esit parcaya ayrilmistir. Ornekler, igerisinde %70 EtOH bulunan 24
kuyucuklu hiicre kaplarina alinarak, 1 saat UV’de bekletilmis ve 1 gece ETOH’da
bekletilmistir. Ornekler EtOH’1n uzaklasmasi icin steril PBS ile 3 er kez yikandiktan

45



sonra standart vasat ortami eklenerek 24 saat bu ortamda bekletilmistir. Orneklerin i¢inde
bekletildigi bu vasat alinarak, hiicrelerin bulundugu hiicre kaplarina eklenerek 48 saat

hiicrelerle etkilestirilmistir.

Siirenin sonunda alamar mavisi (resazurin) testi hiicre canlilifi protokolleri takip

edilmistir. Alamar mavisi testi, canlt hiicreler tarafindan resazurin bilesiginin, resorufin

bilesigine doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Resazurin, oksidatif formda bulunan
koyu mavi renkte bir redoks boyasidir. Ortama ilave edilen resazurin, canli hiicrelerin
icerisine niifuz eder ve indirgenerek floresans oOzellikteki pembe renkli resorufin
bilesigine doniisiir. Tepkime sonunda olusan floresans sinyali spektrofotometrik olarak
(530 nm’de bir uyarim ve 590 nm'de bir emisyon kullanilarak) tespit edilebilir. Zar yapisi
bozulan 6li hiicreler metabolik aktivitelerini kaybettikleri i¢in resazurini indirgeyemez

ve floresans sinyali olusturamazlar.

Hidrojel oOrneklerinin igerisinde bekletildigi vasat almip 48 saat hiicrelerle
etkilestirildikten sonra, her kuyucuga 1:10 oraninda (50 mikroL: 500 mikroL) alamar
mavisi (%10) ilave edilip 37°C‘de 4 saat siire (37°C, %5 CO2 ve %95 nem) ile
etkilestirilmistir. Canli hiicreler ile etkilesen alamar mavisi ¢ozeltisi, floresans 6zellikteki
pembe renk olusturmustur ve spektrofotometrik olarak ol¢timler alinmistir. Serumsuz
taze vasat ortaminda kiiltiirlenen hiicreler negatif kontrol (NK) olarak ve %1 triton X 100
ile isleme tabi tutulan ve canlii@ini yitiren hiicreler pozitif kontrol (PK) olarak

kullanilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1 Fonksiyonel PNVCL-COOH ve CMC-NH: Sentezi

NVCL monomerinden merkaptopropiyonik asit (MPA, HSCH>CH.COOH) ile
fonksiyonel PNVCL-COOH (Sekil 5.1a) ve CMC’den etilendiamin (EDA,
H2NCH2CH2NH?y) ile fonksiyonel CMC-NH> (Sekil 5.1b), optimum tepkime kosullarinda
elde edildi.

a) o CH; 0 /%\J,SCHCHQCQOH
¢ e

N N
. AIBN
HSCH,CH,COOH ——

PNVCL-COOH
NVCL
b) 0
0—CH,-CONa~ S /
/ o~ CH, _C—NH NH,
EDAJHOB‘[ o OH
OH ‘\N
0 NH .‘ OH
o CH,- CONa’ O—(llin
HaN HN—C
./ (I:I;
CMC CMC-NH,

Sekil 5.1 Fonksiyonel a) PNVCL-COOH ve b) CMC-NH: sentezi

5.2 Harmanlanmus PNVCL/CMC Hidrojel Sentezi

Bu ¢alisgmada PNVCL/CMC hidrojeli, 0,5 g sicakliga duyarli PNVCL-COOH polimeri,
10 mL %2,5 CMC (PNVCL: CMC, 2:1) gozeltisine ilave edilerek, manyetik karistirici

ile 4 saat oda sicakliginda karistirilarak, homojen ¢ozeltisi elde edilmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2 Harmanlanmig PNVCL/CMC hidrojel sentezi

5.3 PNVCL-g-CMC-NH: Hibrit Hidrojel Sentezi

Fonksiyonel polimerlerinin EDC/NHS ile kimyasal ¢apraz baglanmasi ile olusturulan
hidrojeller homojen yapida olup, elde edilen iskeleler daha sert, gofret yapili iskelelere
benzer yapilar olusturmustur. Fonksiyonlandirilan polimerler hibrit hidrojel vermek tizere
tepkimeye sokuldu (Sekil 5.3). Elde edilen fonsiyonel polimerlerin kimyasal yapilari
karakterize edilerek belirlendi.

0 /
H
0 /{/\/]'SCH,CH;COOH L 718\ H,
o 9 o)
N o Y/ O-CHC-NH  NH-CCH,CH,S
4 NHS/ EDC | \ ;
—> 0
o \
scn CHy c 0 4
b 7”2 WAoo 4 )
Hy \ \
HoN HN—C —o 7 HC \)
0

Il
— 0

Sekil 5.3 PNVCL-g-CMC-NH: hibrit kopolimer sentezi
5.4 Hidrojellerden U¢ Boyutlu (3D) iskele Eldesi

Tezde yer alan hidrojel ¢ozeltilerinin, kaliplanma, dondurma ve sonrasinda liyofilize

edilmesi ile elde edilen ii¢ boyutlu (3D) iskeleler Sekil 5.4’te verilmistir.
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iskele Tiirii Cap Yiikseklik Kuru

(cm) (cm) Agirlik (g)

13,57,

4,36 ~0,0249
13,74 5,48 ~0,0253

13,74 4,64 ~0,07

PNVCL-g-CMC- 10,48 3,89 ~0,065

NH, Kopolimer

Sekil 5.4 Liyofilize edilmis CMC, CMC-NH., PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMC-NH:
hidrojellerinden hazirlanan {i¢ boyutlu iskeleler

Elde edilen iskeleler iyonik ¢apraz bag olusumu igin Al2(SO4)3 ve FeCls ¢ozeltileri ile
fiziksel ¢apraz baglandi (Sekil 5.5). Iskeleler 0,1 M Al2(SOa)s ¢ozeltileri ile beyaz, 0,25
M FeCls ile kahverengi turuncu renkli hidrojeller olustu (Sekil 5.5). Daha diisiik ¢6zelti
konsantrasyonunda iyonik c¢apraz baglanma saglandigi i¢in c¢aligmalarda, 0,1 M
Al>(SO04)3 gozeltisi segilerek kullanildi (Nuisin vd. 2022).

Sekil 5.5 Liyofilize edilmis CMC, harmanlanmig PNVCL/CMC {i¢ boyutlu
iskelelerin Al2(SO4)3 ve FeCls ¢ozeltileri ile iyonik ¢apraz baglanmasi

Coziicli ortamina alinan hidrojel iskelelerin biyomalzeme 6zellikleri (¢ap, yiikseklik,

agirlik vb.) Sekil 5.6 da verilmistir.
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iskele Tiirii Cap (cm) | Yiikseklik (cm) Yas
Agirlik (g)
3,45

10’81 ~0,0240

4 5 /

4 = 5 CMC-NH, 15,06 2,68 ~0,0230
e = “ Harmanlanmig 11,07 4,27 ~0,0280
e ———— -
— ; PNVCL/CMC

PNVCL-g-CMC-NH, 15,48 = ~0,0250

Kopolimer

Sekil 5.6 Coziicii ortaminda, CMC, CMC-NH2, harmanlanmis PNVCL/CMC ve

PNVCL-g-CMC-NH> hidrojellerinden hazirlanan ti¢ boyutlu iskeleler

Saf CMC ve harmanlanmis PNVCL/CMC yapilari, plastik benzeri ve sert bir yapiya
sahipken, CMCNH: ve PNVCL-g-CMCNHz hidrojelleri yumusak yapiya sahiplerdi.

5.5 Fonksiyonel CMC-NH?: igeren hidrojellerin genipinle ¢apraz baglanmasi

Tezin kapsaminda yeni sentezlenen fonksiyonel CMCNH2 ve PNVCL-g-CMCNH2
kopolimer orneklerinin ¢apraz baglayici genipinle vermis oldugu tepkime sonucunda
olusan mavi renk olusumu Sekil 5.7°de verilmistir. Literatiirde yapisinda serbest amino
grubu bulunduran molekiillerle (amino asit, protein vb.) tepkimeye giren genipin’in mavi
renk olusturacagi belirtilmektedir. Tez kapsaminda elde edilen hidrojel iskeleler %0,1
genipin ¢ozeltisi ile tepkiye sokuldu ve CMCNH2 ve PNVCL-g-CMCNHz hidrojellerinde

gozlenen mavi renk, CMC’nin amino gruplart ile fonksiyonlandirilmasinin basaril

oldugunu kanitladi.
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Sekil 5.7 Serbest amino gruplari igeren drneklerin genipin ile tepkimesi
5.6 ATR-FTIR

Saf CMC, sentezlenen CMC-NH2, harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMC-
NH2 hibrit kopolimer kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi igin FTIR spektrumlari
alinmistir. Sekil 5.8’de gozlenen CMC’ye Karakteristik pikler, 3309 cm™ (O-H gerilme)
bandi, alkil gruplarina ait pikler 2916-2887 cm™ (-CH. gerilme), 1589 ve 1323 cm
pikleri CMC ye ait serbest karboksilat (COO-Na") gruplarina ait asimetrik ve simetrik
gerilime ait piklerdir, 1415 cm™ (C-CH- gerilme) ve 1051-1022 cm™ piranoz halkasina
ait C-C ve C-O gerilme pikleridir (Leone vd. 2013, Wang vd. 2013).
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Sekil 5.8 CMC FTIR spektrumu
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Yeni sentezlenen CMC-NH’ye ait FTIR spektrumunda (Sekil 5.9) 1546 cm™’larda
gozlenen, yeni amid Il piki (-CONHR), CMC polimerinin EDA (etilen diamin) ile
fonksiyonlandirildigini ve amino gruplarinin basariyla modifiye edildigini gosterir.
Ayrica COO-Na* karboksilat grubuna ait 1589 cm™* keskin pikin yerine, 1558-1645 cm™
bandinin gozlenmesi, EDA ile fonksiyonlandirilmasi ile olusan N-amino etil grubunun
varligint (NH2 egilmesi) gostermektedir (Taubner vd. 2015, Tan vd. 2011, Bulpitt vd.
1999).

I I ]

1645 |
1587— <.
1558+

1

|
1 e

Sekil 5.9 Fonksiyonel CMC-NH: FTIR spektrumu

Sekil 5.10, monomer NVCL ait (C=C-) vinil gruplarina ait 1658 cm™ ve 3108 cm™ FTIR
pikleri PNVCL sentezi ile kayboldugu ve COOH grubuna ait yeni pikin 1620 cm™ ve

-OH grubuna ait pikin 3425 cm™de gozlenmesi fonksiyonlandirilmasmin basaril

oldugunu gosterir (Prabaharan vd. 2008).
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Sekil 5.10 Fonksiyonel PNVCL-COOH FTIR spektrumu

Harmanlanmig PNVCL/CMC IPN hidrojellerde, her iki polimere ait karakteristik pikler
gozlendi (Sekil 5.11). PNVCL-COOH grubuna ait pik 1622 cm™'de keskin olarak ve
CMC’ye ait piranoz gruplarma ait pikleri 1056 cm™’de goriilmiistiir.
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Sekil 5.11 Harmanlanmigs PNVCL/CMC FTIR spektrumu
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PNVCL-g-CMC-NH: kimyasal capraz bagli kopolimer, 1624 cm™’de CONH amid piki
CONHR amid Il piki 1564-1548 cm™’de gozlemlendi. 1057 cm™’de piranoz halkasina
ait pikin ve 3309 cm™ OH piklerinde de siddetinde azalma gozlenmistir. Bu durum
fonksiyonel PNVCL ile CMC-NH2 konjugasyonun basarildiginin kanitidir (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12 PNVCL-g-CMC-NH:2 kopolimeri FTIR spektrumu

5.7 'HNMR

Monomer NVCL’nin radikalik polimerizasyonu ve merkaptopropiyonik asit kullanilarak
fonksiyonlandirilmasi ile olusan PNVCL-COOH’in HNMR sonuglar1 Sekil 5.13°te
verilmistir. Monomere ait vinil pikinin (-CH=CH) 7.2 ppm’de sentez sonrasi
gbzlenmemesi ve merkaptopropiyonik aside ait 3 1i piklerin e ve f’de triplet olarak
goriilmesi polimerlestirme ve fonksiyonlandirilmanin (zincir transfer ajani) basarisini

gostermektedir.
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Sekil 5.13 NVCL ve PNVCL-COOH *HNMR spektrumlart

CMC ve CMC-NH: suda ¢6ziinen yapiya sahip olmalarma ragmen HNMR sonuglari
alinamamustir. Ancak PNVCL-g-CMCNHz sentezi sonrasinda alinan HNMR goriintiileri
kovalent modifikasyonlar1 ve ¢apraz baglanmalari kanitlamaktadir (Sekil 5.14). Ayni
spektrum tizerinde MPA (CH2CH:> S-)’ya ait pikler, EDA (-CH2-CH2-NH)’ya ait pikler
ve OCH2-CO asetal grubuna ait pikler yer almaktadir. Sentezden sonra gozlenen 3.46
ppm’de gozlenen pikler (3) EDA’ya ait —-CH> gruplarinin triplet pikleridir. 2.6 ve 2.7
ppm’de gozlenen pikler (1 ve 2) ise MPA’da bulunan —CH>S ve CH2N gruplarina aittir.
2.42 ppm’de gozlenen pik ise -CH20 gruplarina aittir.
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Sekil 5.14 PNVCL-g-CMC-NH; 'HNMR spektrumlari

Literatiirde (Ha vd. 2017), CMC 1HNMR pikleri ile karsilastirildiginda 3.1 ppm’den 6nce
piklerin bulunmamasi bu araliktaki piklerin PNVCL ve modifiye edilmeleri sonucu

olusan yapilara ait pikler oldugunu gosterir.

5.8 Faz Gegis Sicakhigi

Calisgmada CMC, CMC-NHz2 polimerlerinin faz gegis sicakligina sahip olmadigi, ancak
sicakliga duyarli PNVCL ile hibritlestirildiginde elde edilen ¢ozeltilerin artan sicaklikla
bir faz gecisi gosterdigi belirlendi.

Sicakliga duyarli Ornekler faz gegis sicaklifinin altinda seffaf c¢ozelti yapisinda
oldugundan yiiksek gegirgenlik degerine sahipken, faz ge¢is sicakliginin iizerinde beyaz
ve kat1 bir yapiya sahip olmasi nedeniyle polimerin gecirgenlik degerinde ani bir diisiis

gozlenmistir (Sekil 5.15). Saf PNVCL-COOH i¢in gegis sicakligi 36°C iken
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harmanlanmigs PNVCL-CMC i¢in LCST degeri yaklasik ~32-33°C’dir. Kovalent amid
bagi ile kimyasal olarak asilanmis PNVCL-g-CMC-NHz ¢6zeltisinin LCST degerinin ise
yaklasik 39°C oldugu gésterilmistir.

Hidrofilik karaktere sahip CMC, viicut sicakligima yakin sicakliklarda sicakliga
duyarlilik gostermedigi rapor edilmistir (Abdelrahim vd. 1994, Jain vd. 2023). Viskoz
CMC ¢ozeltisi, sicakliga duyarli PNVCL ile harmanlandiginda, viicut sicakliginin altinda
yaklasik 32-33°C’de faz geg¢isi gostermistir. Harmanlanan hidrojel yapisinda, faz gegis
sicakliginin tizerindeki sicakliklar, CMC’ nin uzun zincirli yapisi iizerine, PNVCL’un
hidrofobik zincirlerinin kiimelenmesi ve CMC ve PNVCL polimer zincirleri arasindaki
hidrofobik etkilesimlerin artmasina neden olabilir. Sonug olarak, kritik sicaklik civarinda
CMC zincirleri ile PNVCL zincirleri arasinda fiziksel makromolekiiler etkilesimle
polimerik ag yapinin i¢ yapisinda 6nemli bir degisiklige ve harmanlanan karisimda daha

diistik sicaklikta etkin bir faz ayrimi1 gériinmesine neden olur.

PNVCL-g-CMC-NHz as1 kopolimerinin faz gecis sicakligi ise 38-39°C olarak
belirlenmistir. Yeni sentezlenen fonksiyonel CMC-NH: sentezi sirasinda saf CMC
zincirlerine gore daha kisa zincirli oldugu viskozitesinin daha diisiik olmasina neden
olmustur. Ayrica PNVCL-g-CMC-NH:2 kopolimerinin hidrofilikligi arttig1 i¢in faz gecis
sicakligt da artmistir. Sonu¢ olarak PNVCL-g-CMC-NH2 c¢ozeltisinden suyun
uzaklagmas1 ve PNVCL zincirlerinin CMC-NH: iizerine kiimelenmesi daha yiiksek
LCST degerinde zorlasmistir. Faz gecisi sicakligi ile malzemenin mikro yapisi arasinda

iliski 6nemlidir.
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Faz Gegis Sicakligi (LCST)
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Sekil 5.15 CMC, CMC-NH, harmanlanmis PNVCL/CMC hidrojeli ve PNVCL-g-
CMC-NH: kopolimerinin faz gegis sicakligi
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5.9 Termogravimetrik (TGA) Analizler

CMC, PNVCL-COOH, CMC-NHz, harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-g-
CMCNHz hidrojellerine ait TGA egrileri Sekil 5.16°da verilmektedir.

Saf CMC ve fonksiyonel CMCNH> iki asamali termal bozunma gosterirken, ¢apraz
baglanmanin oldugu hidrojellerde termal bozunma ii¢ asamali olmustur. Saf CMC’in
termogravimetrik egrisinde, yaklasik 100 °C de, adsorblanmis ve bagli olan suyun kayb1
nedeniyle %20°1ik bir kiitle kayb1 gézlenmistir. Sicakligin, 250°den 300°C’ye artmasi ile
CMC’nin agirhiginda keskin bir diigiis (%60°dan daha fazla bir diisiis) olmustur ve
600°C’de ise agirhigin yaklasik % 65’i kaybolmustur ve bu durum CMC’nin ana
iskeletinin  dekarboksilasyonu sonucu bozulmasi sonucunda karbondioksit ve
karbonmonoksit olusmasindan kaynaklandigr distintilmektedir (Sekil 5.16a)

Fonksiyonel CMCNH: igin termal bozunma sonuglarinda 6nemli bir degisiklik
olmamustir (Sekil 5.16b). CMC’nin termogravimetrik analizi incelendiginde bozunma

davraniginin literatiir ile benzerlik icerisinde oldugu goriilmektedir (Priya vd. 2019).
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Sekil 5.16 TGA egrileri a) CMC ve b) CMCNHz

PNVCL-COOH’a ait TGA egrisinden goriildiigii gibi (Sekil 5.17), ilk agirlik kaybi

180 °C'de polimerik zincire iizerinde adsorblanmis ve bagli olan serbest kalmasi ile
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go6zlendi. 350 ve 450°C arasindaki maksimum termal bozunma/karbonizasyon nedeniyle
%9011k bir agirlik azalis1 gozlendi. Yiiksek karbon igeriginden dolayt PNVCL-COOH

molekiilleri daha kolay karbonize oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.17 PNVCL-COOH TGA egrisi

Harmanlanmig PNVCL/CMC hidrojelden elde edilen iskelelerin TGA sonuglarinda,
karakteristik ve keskin CMC’ye ait adsorblanmis ve bagl olan suyun kaybimi 100°C de
gortliir, 300°C’ye kadar %30’luk kiitle kaybi CMC’ye aittir. 350 ve 450°C arasindaki
maksimum termal bozunma ise PNVCL (%75) atfedilebilir. CMC’nin molekiil igi ve
molekiilleraras1 hidrojen baglari, PNVCL ile harmanlanma sonucunda azalmistir. Yapiy1
olusturan polimer zincirleri, sicaklik artisiyla birbirinden ayrilmistir. Sonu¢ olarak
harmanlanmis PNVCL/CMC hidrojelin TGA egrisi ile, yapiy1 olusturan saf bilesenlerin
TGA’lan karsilagtirildiginda gozlenen farklilik, yeni bir yapt olusumunu, yani i¢ ige

gecmis polimerik ag yapinin (IPN) olusumunu kanitlamaktadir.
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Sekil 5.18 Harmanlanmis PNVCL/CMC TGA egrisi

Sentezlenen PNVCL-g-CMCNH: kopolimer i¢in termal bozunma egrisine baktigimizda,
termal bozunmanin yavasladigi, iic basamakta gergeklestigi ve 500-550 °C’de sentetik
PNVCL’nin dekarboksilasyonu ile bozulma sonucunda ugucu olmayan organik
molekiillerin varhigini gosterir. Bu organik molekiiller nedeniyle agirlik kayb1 %10’lara
gelmistir. Bu degisiklik kimyasal ¢apraz baglanma etkisini gosterir kanitdir. Termal
kararlilik artmis ve termal bozunma daha yiiksek sicakliklara kaymistir (Bokias vd. 2001,
Marques vd. 2018).
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Sekil 5.19 PNVCL-CMCNH: kopolimeri TGA egrisi
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5.10 SEM analizleri

CMC, CMCNH, harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMCNH: kopolimer

iskelelerine ait 6rneklerin yiizey morfolojileri SEM ile incelenmistir.

CMC ve CMCNH?> hidrojelinin SEM ylizey goriintiisiinde (Sekil 5.20) homojen, diizgiin,
birbiriyle baglantili ii¢ boyutlu, kiiciik mikroskobik gézenek yapisinda oldugu ve ince
duvarlara sahip oldugu belirlenmistir. CMCNH2 hidrojelinin ylizey morfolojisindeki

dagilmis beyaz benekler, sentez sirasinda kalan sodyum tuzuna aittir.

Sekil 5.20 a ve b) CMC hidrojellerinin ve ¢ ve d) CMCNHg: hidrojellerinin 200X ve
500X de yiizey morfolojileri
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Harmanlanmis PNVCL/CMC ve kimyasal g¢apraz baglanmis PNVCL-g-CMCNH:2
hidrojellerin SEM goriintiileri Sekil 5.21°de verilmistir. Harmanlanmis 6rneklerin ylizey
morfolojileri CMC hidrojelinin SEM goériintiilerine benzemektedir. Ancak PNVCL-g-
CMCNHz2 hidrojelinin sentezinde kullanilan kimyasal capraz baglanma sonucunda,
fonksiyonel gruplarin birbirleriyle daha fazla temas etmesi nedeniyle malzemenin
makroskopik yapisinda degisiklikler oldugu belirlenmistir. Yapinin daha az gozenekli
oldugu, gozeneklerin homojen dagilmadigi, daha biiyiik ve diizgiin olmayan yapida
oldugu gosterilmistir. Ayrica katmanlar arasinda catlak benzeri yapilarda yer almaktadir.
Sonu¢ olarak PNVCL-g-CMCNH: kopolimerinin kimyasal capraz baglanma ile
sentezlenmesi sirasinda, li¢ boyutlu (3D) yapida gozenek olusumu olsa da yapisal
biitiinliik ve gozenek boyutu biiyiikliigiiniin zarar gordiigi diisiiniilmektedir. Kovalent
capraz baganarak sentezlenen PNVCL-g-CMCNH: kopolimer 6érneklerinde, PNVCL
nedeniyle yapida su miktar1 azalmasi ve donma sirasinda daha fazla biiziilmenin olmasi

gozeneklerin biiyiidiigiinii ve homojenliginin azaldigi diistiniilmektedir.

Sekil 5.21 a ve b) Harmanlanmis CMC hidrojellerinin ve ¢ ve d) PNVCL-g-CMCNH
kopolimer hidrojellerinin 200X ve 500X de yiizey morfolojileri
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CMC igeren hidrojellerde su molekiillerinin donmasi ve hizalanmasi ile diizgiin ve
birbiriyle baglantili gozenekler elde edildigi ancak hidrojel igeriginde CMC miktarinin
azalmasina bagl olarak yapida diizgiin buz olusumu ve gozeneklerin hizalanmasinin

azaldig belirtilmistir (Toledo vd. 2019).

5.11 Su Tutuculuk

Tezde hazirlanan hidrojellerin kuru 6rneklerinin, zamana bagli su tutuculuklar sicakliga

bagl olarak belirlenmistir (Sekil 5.22).
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Sekil 5.22 CMC temelli hidrojellerin su tutuculuklar

CMC hidrojeli ile karsilastirildiginda (su tutuculuk>%1600), harmanlanmis hibrit
hidrojelin (<%600) ve PNVCL-g-CMC-NH: kopolimer hibrit hidrojellerin (<%800) su
tutuculuklarinin 6nemli oranda azaldig: belirlenmistir. Yapiya ilave edilen hidrofobik
yapili sentetik PNVCL ile, su tutuculuk yaklasik %50 azalmistir. CMC, harmanlanan ve
kimyasal ¢apraz baglanan ornekler sicakliga bagli olarak benzer sisme davranisi
gostermekle birlikte, faz gecis sicakligmmin (t<LCST) altindaki sicakliklarda, su
tutuculuklarimin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen hibrit hidrojellerin

sicakliga bagh su tutuculuklari karsilastirildiginda, en fazla su tutuculugunun kimyasal
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capraz baglanma ile hazirlanan PNVCL-g-CMC-NH: hibrit hidrojelin oldugu ve 4°C’de
gergeklestigi belirlenmistir. PNVCL-g-CMC-NH: hibrit hidrojelin 40°C’de (T>LCST) su
tutuculugunun, 4°C’deki (T<LCST) su tutuculugu ile karsilastirildiginda yaklasik %30

azaldig1 belirlenmistir.

Harmanlanmig hibrit hidrojelin su tutuculugunun, kimyasal ¢apraz bagl hibrit sisteme
gore su tutuculugunun LCST altinda ve tistlindeki sicakliklarda yaklasik % 25°lik azaldig1
belirlenmistir. PNVCL-g-CMC-NH2 hibrit hidrojelin sisme davranisinin daha fazla
olmasi, CMCNH: eldesi tepkimesinde CMC zincirlerinin kisalmasi ile jel yapisinin daha
gevsek, gozenek yapisinin daha biiyiik olmasina baglanmistir. Grafik incelendiginde,

tiriinlerin ortalama 30 dk i¢inde sisme denge degerine ulastiklar1 gériilmektedir.

Su tutuculuk yapida bulunan CMC miktariyla (-COO ve -OH gruplarinin sayisiyla)
orantilidir. PNVCL polimerik zincirleri ile, yapida hidrofilik gruplarin azalmasi ile
molekiil i¢i ve molekiilleraras: serbest —-OH gruplarinin su ile etkilesimi sterik olarak
engellenmistir. Ayrica fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglanmalar su tutuculugu ve sigsmeyi

azaltir (Uyanga vd. 2021).

PNVCL-g-CMC-NHz> hibrit hidrojelinde ¢apraz baglanmanin hem iyonik etkilesim ve

hem de kovalent ¢apraz baglanma olabilir.
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Sekil 5.23 Hibrit hidrojellerin sicakliga bagli su tutuculuklari
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5.12 Biyobozunurluk

Tez kapsaminda ¢alismalarda kullanilan hidrojellerin sicakliga bagli biyobozunurluklari

Sekil 5.24’te verilmistir.
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Sekil 5.24 CMC temelli hidrojellerin sicakliga bagli biyobozunurluklari

Tez calismasinda kullanilan 6rnekler, belirlenen sicakliklarda deney siiresince (14 giin)
hidrojel iskele yapilarini korumustur. Gruplarin ilk giinlerdeki degredasyon orani, 14.
giinde cok degismemistir. Saf iyonik ¢apraz bagli CMC hidrojeli ile karsilastirildiginda
(biyobozunma < %10), harmanlanmis hibrit hidrojelin biyobozunurlugu daha yiiksek
bulunmustur  (<%60). PNVCL-g-CMC-NH,  kopolimer  hibrit  hidrojellerin
biyobozunurlugu ise, calisilan iskeleler arasinda en yiiksek (yaklasik < %80) oldugu

bulunmustur.

Sicakliga bagli biyobozunurluklarina bakildiginda ayni gruplar arasinda ¢ok biiyiik fark
olmamakla birlikte, birbiriyle Kkarsilastirildiginda orneklerin  40°C’de faz gegis
sicakliginin  iizerinde (t>LCST) biyobozunurluklarinin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.
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Fiziksel ¢apraz baglanan harmanlanan PNVCL/CMC IPN hidrojel yapilarin zamanla
zincirler arasi etkilesimler (dolanmalar) azalmistir. Cogu harmanlanmis yapilarda da

benzer durum rapor edilmistir.

Capraz bagli yapida ise sentez sirasinda CMC’nin fonksiyonel hale getirilmesinde CMC
uzun zincir yapisinin kisaldigi ve daha kiigiik zincir yapili fonsiyonel yapilar elde edildigi
diistiniilmektedir. Kisa zincirli fonksiyonel CMCNH: ile ¢apraz baglanan kolpolimer
yapilarin faz gegis sicakligmin altinda ve ustiindeki sicakliklarda 21 giin boyunca
dayanikli oldugu ve sicakliga duyarliliklarini korudugu belirlenmistir. Ancak kisa zincirli
suda ¢oziinlir CMCNHz?’lerin iskelelerin zamanla kiitle kaybinda etkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

5.13 Tla¢ Yiikleme ve Sahm Ozelliklerinin incelenmesi

Yapilan deneysel ¢aligmalarda ortama salinan lidokain’in miktar1 maksimum absorbans
degerini verdigi dalga boyu Amax= 260 nm’de Ol¢iilmiistiir. Yiiklenen ve salinan ilag
miktarini kantitatif olarak belirlemek amaciyla lidokainin bilinen konsantrasyondaki

cozeltileri kullanilarak standart kalibrasyon egrileri elde edilmistir (Sekil 5.25).

Standart Lidokain Grafigi
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Sekil 5.25 Standart lidokain grafigi
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Standart egri kullanilarak, belirlenen salim noktalarinda alinan 6rneklerden salinan ilag

miktar1 belirlenerek kiimiilatif olarak Sekil 5.26’da verilmistir.

Kiimiilatif Lidokain Salmi
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Sekil 5.26 Hibrit hidrojellerden sicakliga duyarl kiimiilatif ila¢ salimi

Her iskeleye 10 mg olacak sekilde yiiklenen lidokainin sicakliga bagli salimi ii¢ hafta
boyunca gerceklestirilmistir. Lidokain molekiillerinin yap1 iskelesinin gozeneklerinden
hizl1 diflizyonu nedeniyle ani salim ger¢eklesmistir ve hidrojel yiizeyine yakin yiiklenen

lidokain molekiillerinin sayis1 da ilk salim oranini artirdig: diistiniilmektedir.

21 giinliik salim siireSinin sonunda iskeleye yiiklenen ilacin yaklasik %80’i salinmustir.
Sentezlenen hibrit hidrojellerden ilag salimi, 4°C de daha fazla gerceksirken, faz gegis
sicakliginin tizerindeki sicakliklarda (40°C), orneklerden ilag salimi daha az (%12)

gerceklesmistir.

PNVCL-g-CMCNH2 hibrit hidrojelinden sicakliga bagli lidokain salimi daha iyi
gerceklesmistir ve lidokain salimi1 4°C’de daha fazla olmustur. Tlag salimi ilk iki giinde
ani (burst) salim olarak gergeklesmistir. Viicut sicakliginin tizerindeki sicaklikta (40°C)
iskele yapida gergeklesen biiziisme sonucunda gozenek biiyiikliigiiniin azaldig: ve ilag

saliminin diistiigli sonucu elde edilmistir.
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Harmanlanmis PNVCL/CMC hidrojelinin sicakliga bagli ila¢ salim1 arasindaki fark en az
olup (%5) hidrojelin gdzenek yapisinin sicaklikla ¢ok degismedigi ve daha rijit bir yapiya
sahip oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Bunun nedeni, karisim hidrojel ag matris yapisinda
Al*? iyonik ¢apraz baglanma sonucunda daha kompakt veya yiiksek oranda i¢ ice gecmis
hidrojel sistemi nedeniyle polimerik zincirlerin daha az sismesi olabilir. Olusan i¢ ige
gecmis hidrojel matrisinin ¢apraz baglanma sonucunda yapinin sertliginin arttigi ve
gozeneklerin  kiigiilmesine neden oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Harmanlanmis
PNVCL/CMC hidrojel iskelelere yiiklenen ila¢ molekiillerinin matris boyunca kolayca
tasinmasini engellenmesi sonucunda ilag saliniminin azaldigi gosterilmistir (Agnihotri
vd. 2005, Bhattacharya vd. 2012). Harmanlanmis PNVCL/CMC rijid yapili hidrojelin
sicaklik artisiyla icerisindeki yapidan suyun uzaklasmasi da zorlastirdigindan sicakliga

bagli salimda degisimde az olmustur.

Hidrojellerden ilag salimi ¢esitli kosullara (hidrojel eldesinde fiziksel, kimyasal ¢apraz
baglanma vb, kullanilan yontemlere, hidrojeli olusturan polimerik yapilarin sisme

davranigina, ¢evresel kosullara) baghidir.

5.14 Hemoliz

Biyouyumlu olmayan hidrojellerin neden oldugu osmotik bozulmalar ve kandaki fiziksel
degisiklikler eritrositlerin parcalanmalarina neden olabilir. Hidrojeller ile etkilesen
eritrositlerin yikimi, hemoglobin atilimina neden olabilir. Hidrojellerle etkilesim sonucu

olusan lizis, hidrojellerin kan hiicrelerine toksisitesinin iyi bir gostergesidir.

Tezde kullanilan hidrojeller, kan uyumlulugu kullanilarak hemoliz agisindan
degerlendirildi (Sekil 5.27). insan kanindaki eritrositler, CMC, CMCNH>, Harmanlanmis
PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMCNHg> ile 1 saat siireyle 37 °C’de etkilestirilmistir.
Distile su pozitif kontrol ve PBS (pH 7,4) negatif kontrol ¢ozeltileri olarak kullanilmistir.
Sekil 5.27°de, PK’da eritrositlerin yikimi ile parlak kirmizi renk goriiliirken, diger
iskeleler ile etkilestirilen eritrositlerin oldugu tiiplerde daha az kirmiz1 renk ve NK’da
acik sar1 renk gorilmistir. Hidrojeller ve kanin inkiibasyonu ile test edilen tiim

hidrojeller igin % 1'den daha diisiik hemolitik oran belirlenmistir. ISO-10993-5 gore,
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hemolitik oranlar1 % 5'in (biyomalzemeler i¢in kritik glivenli hemolitik oran) altinda olan

numuneler hemolitik olmayan yani biyouyumlu olarak kabul edilir.

Sonug olarak saf CMC ve bu tez kapsaminda sentezlenen yeni hibrit hidrojellerin kan

uyumluluklarinin iyi oldugu gosterilmistir.
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Sekil 5.27 Hidrojellerin kan uyumluluklarinin degerlendirilmesi i¢in in vitro hemoliz
testi

5.15 Indirekt Hiicre Canlihg1

Tez kapsaminda hazirlanan CMC, CMCNH2, Harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-
g-CMCNH: iskelelerin muamele edildigi polimer ¢ozeltisi ile etkilestirilen hiicrelerin
canlilig1, standart alamar mavisi testi ile belirlenmistir (Al-(Nasiry vd., 2007). Polimerler
ile etkilestirilen vasat ile 48 saat kiiltiire edilen adipoz mezankimal hiicrelerin faz kontrast

mikroskopu goriintiileri Sekil 5.28°de verilmistir.

Belirlenen inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canlilig1 alamar mavisi testi ile florometrik
olarak belirlenmistir (Sekil 5.29). Negatif kontrol (NK) ve diger iskelelerle etkilestirilen
hiicreler alamar mavisi ile pembe renk verirken, TritonX 100 ile etkilestirilen hiicreler
(PK), hiicre canliligim1 yitirdigi i¢in alamar mavisi ile renk degistirmemistir. Hiicre
icermeyen kuyucukta, kor olarak sadece vasat ve alamar mavisi ¢ozeltisi bulunmaktadir.
Malzeme ile etkilestirilmemis hiicrelerin canliligit (NK) 100 kabul edilmis ve diger
orneklerin hiicre canliligi buna gore belirlenmistir. CMC ve CMC-NH> iskeleleri ile
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etkilesen hiicrelerin hiicre canliligi yaklasik %32 ve %43’lere diiserken, PNVCL ile
harmanlanan ve ¢apraz baglanan hibrit iskeleler ile etkilestirilen 6rneklerin hiicre canliligi
%110 ve %74 olarak bulunmustur. Sonug olarak, biyouyumlu PNVCL ile hibritlestirlen
CMC hidrojellerinin polimer ¢6zeltileri daha iyi biyouyumluluga ve daha az
sitotoksisiteye sahiptir.
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Sekil 5.28 Indirekt in vitro sitotoksisite testindeki hiicrelerin faz kontrast mikroskobu
goriintiileri a) NK b) CMC ¢) CMCNH2 d) harmanlanmis PNVCL/CMC ve
PNVCL-g-CMCNH: ile etkilestirilmis hiicrelerin 4X ve 10X goriintiileri



Yapisinda fonksiyonel -COOH gruplart bulunduran hidrojellerin yiizeylerinin negatif
yiikklenmesi sonucunda hiicre canliligt ve biliylimesinin azaldigi rapor edilmistir.
Fonksiyonel gruplarin sayisinin artmasi ile bu etkinin artttig1 belirtilmistir (Webb vd.
1998). Saf CMC hidrojellerinde fonksiyonel anyonik —COO" gruplarinin sayisinin en
yiiksek olmasi nedeniyle hiicre canliligindaki en fazla diisiis bu grupta gozlenmistir.
Fonsiyonel -COOH gruplarin aminolanmasi ile COO" gruplarinin azalmasi nedeniyle
hiicre canliligt CMCNH? gruplarinda artmistir. PNVCL ile harmanlanmis ve asilanmis
CMC orneklerinde yiiklii fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglanmalarda kullanilmasi ve
malzeme yiizeyinde sayilarinin daha da azalmasi ile hiicre canliliginin énemli dl¢iide

arttig1 diigiiniilmektedir.

Alamar Marvisi Testi
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Sekil 5.29 Indirekt in vitro sitotoksisite testinde a) NK b) CMC ¢) CMCNHz d)
harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMCNH: ile etkilestirilmis
hiicrelerin canliliklariin alamar mavisi testi ile belirlenmesi
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6. TARTISMA VE SONUC

Dogal kaynakli polimerlerin mekanik dayaniminin az olmasi nedeniyle, sentetik kaynakl
polimerlerle birlikte hibrit kullanimina gerek duyulmaktadir. Mekanik ozellik ile
biyouyumlulugu gelistirmek i¢in hem fiziksel hem de kimyasal ¢apraz baglamanin
birlikte kullanilmasi hibrit hidrojel sistemlerinin gelistirilmesinde ¢esitli avantajlar

saglamaktadir.

Sunulan bu yiiksek lisans tezi, li¢ nemli kisma ayrilmustir (i) oncii fonksiyonel PNVCL-
COOH ve CMC-NH2 sentezi (ii) Fonksiyonel polimerlerle, kimyasal ¢apraz bagli
sicakliga duyarli PNVCL-g-CMCNH: ve harmanlanmig PNVCL/CMC hibrit hidrojel
sentezi ve (ii1) sentezlenen ve optimize edilen hibrit hidrojellerin, sicakliga duyarl ilag

salim1 i¢in kullanilabilirligi.

Fonksiyonel PNVCL-COOH monomeri olan NVCL’dan, serbest radikal tepkimesi ile
merkaptopropiyonik asit (MPA) kullanilarak elde edilmistir (Prabaharan 2008).
Fonksiyonel CMCNHz ise, hiyaluronik asit (HA)’in amino’lanmast i¢in (HA-NHy) i¢in
Onerilen yonteme benzer bir yontemle elde edilmistir (Tan vd. 2011). EDA'nin amino
gruplarindan biri, CMC nin serbest karboksil gruplari ile reaksiyona sokularak (-CONH2)
amid bagi ile CMC’ye baglanirken ve ikinci serbest amino (NH2) grubu, fonksiyonel

PNVCL-COOH kovalent amid bagi ile baglanarak hibrit yap1 olusturulmustur.
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Sekil 6.1 Sicakliga duyarli PNVCL-g-CMCNHg hibrit hidrojel sentezi
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Saf CMC ve PNVCL polimerlerine ait literatiirdeki karakteristik FTIR piklerine ilave
olarak, sentezlenen fonksiyonel iiriinlere CMC-NH, ve PNVCL-COOH ait piklerin
varlig1 ortaya konulmustur. Saf CMC ye ait 1589 cm™’deki COO"Na* grubuna ait gerilme
pikinin tepkimeler sonunda kaybolmasi, g¢alismada istenilen ¢apraz baglanmalarin
gerceklestiginin  kanitidir. CMC’nin, EDA (etilen diamin, NH>-CH2-CH>-NH>)
kullanilarak fonksiyonlandirildigi ve olusan CMCNHz iiriiniine ait 1546 cm™ gozlenen
yeni amid Il piki (-CONHR), basariyla modifiye edildigini gostermistir. Monomer
NVCL’dan sentezlenen fonksiyonel PNVCL-COOH’a ait yeni FTIR piki 1620 cm™ ve
3425 cm™’de -OH grubuna ait pikin varlig1 ile kanitlanmistir. Hibrit hidrojellerin sentezi
icin PNVCL ve CMC ¢ozeltilerinin karistirildigt ve fiziksel olarak harmanlandigi
yapilarda ise ~-COOH grubuna ait gerilme piki 1625 cm™ ve CMC’ye ait piranoz
gruplarma ait pikleri 1057 cm™’de keskin olarak gériilmektedir. PNVCL-g-CMCNH;
kimyasal olarak hibrit kopolimer olusturuldugunda CONHR amid II piki 1564 cm?

gdzlemlenirken 1057 cm ™’ de pikin siddetinin de azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 6.2 CMC temelli hidrojellerin toplu FTIR grafigi
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Sentezlenen PNVCL-COOH ve PNVCL-g-CMCNH: i¢in HNMR sonuglar
incelendiginde PNVCL’ye ait pikler ve CMCNHz ye ait pikler birlikte goziikmektedir.
iki polimerin birbiri ile kovalent konjugasyonu ile CMC *HNMR pikleri 3.1 ppm’den
sonraki bolgededir ve EDA’ya ait pikler de 3.46 ppm’de yer alir. PNVCL nin pikleri ile
karsilagtirildiginda bu bolgede pik bulunmamaktadir. Bu sonuglar sentezlerin basarili

oldugunu kanitlar.

Seliiloz tiirevli molekiiller arasinda CMC’nin bir faz gecis sicakliginin (LCST) olmadigi
sicakliga bagl bir davranis gostermedigi ve 140°C’ye kadarki sicakliklarda termal olarak
dayanikli oldugu rapor edilmistir (Abdelrahim vd. 1994, Jain vd. 2023). Bu tez
kapsaminda, ¢ozeltilerin faz gegis sicakliginin belirlenmesi i¢in 25°C ve 42°C sicaklik
araliginda gecirgenlikleri belirlenmistir. Literatiire uygun sekilde CMC ve CMCNHz2
cozeltilerinin gegirgenliklerinde sicakliga bagl bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir.
Ancak sicakliga duyarli 6zellige sahip PNVCL ile harmanlanan ve konjuge edilen CMC
iceren hidrojellerin sicakliga bagh faz gecislerinin oldugu seffaf yapida olan ¢ozeltilerin
beyaz opak yapili duruma gegtikleri gozlenmistir. Harmanlanmis ve kovalent olarak
capraz baglanmig orneklerin LCST degerlerinin oldukga farkli oldugu goriilmiistiir.
PNVCL ve CMC polimerlerinin harmanlanmasi ile polimer zincirlerinin fiziksel olarak
icice gegmesiyle IPN hidrojel yap1 olusmus ve elde edilen ¢ozeltinin 32°C’de faz gegisi
belirlenmistir. Uzun zincirli ve viskoz yapidaki CMC iizerine PNVCL zincirlerinin
sicaklikla agregatlagsmasi ile faz gegisi kolay olmus ve daha diisiik sicaklikta
gerceklesmistir. Oysa CMCNH: sentezi sirasindaki kimyasal islemler nedeniyle CMC
polimerlerinin zircir uzunlugu kisalmis ve viskozitesi de azalmistir. Bu durumda kisa
zincirler arasinda molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesimlerin artmasi nedeniyle suyun

uzaklagsmasi zorlagsmis ve faz gegis sicakligi 39°C’de gergeklesmistir.

Tez kapsaminda farkli hidrojellerden elde edilen disk seklindeki ti¢ boyutlu iskelelerin
boyutlarinda 6nemli farkliliklar goriilmemesine ragmen, kuru agirliklart bakimimdan
PNVCL ilave edilmis ornekler yaklasik iki kat agirliga sahiptirler. Yapisal olarak CMC
ve harmanlanmis PNVCL/CMC o6rneklerinin daha diiz ve sert yapida oldugu, kovalent
capraz bagli hibrit PNVCL-g-CMCNHz ve CMCNH: o6rneklerinin ise gofret yapida

oldugu gozlenmistir. Bu yapilarin olusturulmasinda kullanilan ¢apraz baglayicilardan
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kaynakl1 bir durum oldugu diisiiniilmektedir. Ug boyutlu iskelelerin ¢oziicii ortamindaki
yapilaria bakildiginda CMC ve harmanlanmis PNVCL/CMC o6rneklerinin daha kati ve
opak yapida oldugu ancak CMCNH> ve PNVCL-CMCNH: 6rneklerinin daha seffaf ve
hidrojel yapili oldugu gézlenmistir.

Herbir gruba ait ii¢ boyutlu iskelelerin termal davranislari incelendiginde CMC ve
CMCNH?2’nin ve iki asamal1 bir bozunmaya sahip oldugu, fiziksel ya da kimyasal olarak
PNVCL’nin eklendigi iiriinlerde ise bozunmanin ii¢ asamali oldugu ve maksimum
bozunma sicakliginin ve termal kararliliginin arttig1 goriilmistiir. Harmanlanmig 6rnegin
TGA egrisinde CMC’ye ait karakteristik bozunma egrisi daha net goriilmektedir. PNVCL
ile kovalent ¢apraz bagli yapilarda 550 °C’de kiitle kayb1 %90 olarak bulunmustur.
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Sekil 6.3 CMC temelli 6rneklerin toplu TGA grafikleri

Taramal1 elektron mikroskopu (SEM) ile liriinlere ait iskelelerin ylizeyinin ii¢ boyutlu
goriintiileri incelendiginde CMC ve CMCNH: iskelelerinde gézenekli yapinin olustugu,
gozeneklerin homojen biiyiiklik ve dagilimda oldugu ve birbiriyle baglantili oldugu
belirlenmistir. PNVCL-g-CMCNH2 hibrit iskele yapilarinin SEM goriintiilerinde ise
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yiizeyde daha gozeneksiz tabakanin oldugu ve CMC iskelelerine gore kesitlerin daha az

gbzenege sahip oldugu sonucuna varilmstir.

Hidrojel yapilarinin olusmasinda CMC ve CMCNHg zincirleri Al*® iyonlari ile zincirler
arast kopriiler olusturarak fiziksel ¢apraz ile ag yapili jel olusumunu saglarken,
Harmanlanmis 6rneklerde PNVCL zincirleri bu ag yapimin igine yerlesmesi ile IPN
hidrojel yapilar olusturulmustur. PNVCL-g-CMCNH: hibrit kopolimer sentezi sirasinda
hem kovalent ¢apraz bag olusumu i¢in EDC/NHS ¢apraz baglama yontemi sonra Al*3

iyonlar1 iyonik ¢apraz baglama yontemi kullanilmistir.

Su tutuculuk analizi sonuglari incelendiginde, hidrofilik hidroksil ve karboksilik
gruplarina ek olarak CMC, su ve nemi yapisinda adsorpladigi i¢in siiper emiciler olarak
calismalarda yaygin olarak kullanilmistir (Nan vd. 2019). Bu tez kapsaminda fiziksel ya
da kimyasal sentetik ve sicakliga duyarli PNVCL zincirlerinin ilavesi ile olusturulan
hibrit sistemlerin su tutuculuk 6zelliginin CMC’ye gére azaldigi belirlenmistir. Sicakliga
duyarl bir su tutucululuk 6zelligi her iki hibrit iskele 6rneklerinde de goriilmektedir ve
4°C’de daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir. Su tutuculuklar1 ilk 30 dk da dengeye
ulagmistir, bu durumun, yapilarindaki ¢ok sayidaki hidrofilik fonksiyonel gruplarin
varligi nedeniyle gerceklestigi ifade edilmistir (Song vd. 2019) En yiiksek su tutuculugu
PNVCL-g-CMCNHz: iskele yapilarinin 4°C’de oldugu ve 40°C’deki su tutuculuga gore
%30 daha fazla su molekiiliiniin iskele yapida adsorplandigi bulunmustur. CMC ve
CMCNH’de serbest polar gruplar (—COO, -NH2, -OH ) yapilarinda daha fazla su
tutmalarin1 saglarken, fiziksel ya da kimyasal olarak ortama giren PNVCL gruplari, su
molekiilleri ile etkilesimi azaltmigtir. Su tutma kapasitesinin ¢apraz baglanma yontemi ve
miktarinin yaninda yapida bulunan iyonlasabilen gruplarin sayisi ile de orantili oldugu
rapor edilmistir. CMC ve CMCNH2 hidrojellerinin fonksiyonel iyonlagabilen gruplar olan
—COO" ve NHs" gruplarinin, elektrostatik itme sonucunda yapinin zincirlerinin diizgiin
sekilde uzamasi sonucunda, Al*® iyonlar1 ile gapraz baglanmalarin azalacagi ve zamanla

daha gevsek bir yapinin olabilecegi bildirilmistir (Nuisin vd.2022).
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CMC, CMCNHg>, harmanlanmis PNVCL/CMC ve PNVCL-g-CMCNHz> hidrojellerinin
bozunma yiizdeleri, 4°C’de 14 giinliik inkiibasyondan sonra yaklasik % 5, % 17, % 55
ve % 60 olarak belirlenirken bu iskelelere yiiklenen ilacin kiimilatif salimi % 77, % 80,
% 77 ve % 80 olarak belirlenmistir. 40 °C’de biyobozunma % 7, % 30, % 65, ve % 70
olarak belirlenirken kiimiilatif ila¢ salimi1 % 68, % 72, % 73 ve % 71 olarak belirlenmistir.
Tiim 6rneklerde, LCST sicakliginin tizerinde (40 °C) biyobozunurluk artmasina ragmen,
ilag saliminda bir azalma belirlenmistir. Bu durum faz gegis sicakliginin tizerinde
biiziilme ile daha kompakt yapinin olusumu ile daha kii¢iik gézenekli yapinin olusumu
ile agiklanabilir. CMC hidrojellerinin, istenilen seviyede ila¢ konsantrasyonunu yavas
saliim yoluyla uzun siire gerceklestirebilecegi ve bdylece ilag toksisitesini ve yan etkileri

azaltacag belirtilmistir (Zheng vd. 2022).

CMC, CMCNH2, harmanlanmis PNVCL/CMC PNVCL-g-CMCNH2 iskelelerin
sitotoksisiteleri karsilastirildiginda, ylizde hemoliz degerleri sirasiyla %0,5, 0,25, 0,5 ve
0,4 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore tez kapsamindaki hidrojellerin hemolitik test
standardina (<%35) uygun oldugu ve orneklerin iyi kan uyumluluguna sahip oldugunu

gosterilmistir.

Diger indirekt sitotoksisite testi olan %Alamar Mavisi hiicre canlilig1 sonuglar Cizelge
6.1°de verilmistir. CMC ve CMCNH2 gruplarinda belirlenen diisiik hiicre canlilig1, zincir
yapilarindaki iyonik yapili gruplarin varligi ve sayisina baglanmistir. Harmanlanmis ve
konjuge edilmis hibrit sistemlerde ise artan hiicre canliligi bu yapilarin eldesinde
kullanilan yontemler sonucunda kimyasal ve fiziksel ¢praz baglanmalar nedeniyle serbest

fonksiyonel gruplarin sayisini ve biyouyumlu PNVCL’ye atfedilmistir.

79



Cizelge 6.1 Ug¢ boyutlu hidrojel iskeleler ile etkilestirilen adipoz mezankimal
hiicrelerinin Alamar mavisi testi ile belirlenen hiicre canlililar1 (%)

Negatif Kontrol %100
CMC 32
CMCNH, 43
Harmanlanmis PNVCL/CMC 111
PNVCL-g-CMCNH, 74
Pozitif Kontrol 0

Dogal polisakkarit yapili CMC hidrojellerinin mekanik dayanimlarimi artirmak ve
cevresel uyarilara duyarh ilag salimini gergeklestirebilecek iskele yapilar gelistirmek
tizere polimer zincirleri fonksiyonlandirilmis ve ikili capraz baglama yontemi ile basarili
hidrojel yapilar elde edilmistir. Sentezlenen fonksiyonel polimerlerin ve hibrit hidrojel
yapilarin kimyasal karakterizasyonu yapilarak sentezlerin basarili oldugu, yapiya katilan
PNVCL ile CMC temelli iskeleleri sicakliga duyarlilik kazandigi, faz gecis sicakliginin
kovalent capraz bagli sistemlerde daha yiiksek oldugu, termal bozunmalarinin daha
yiiksek sicakliklara kaydigi ortaya konulmustur. Ayrica sentezlenen hidrojellerin
sicaklifa duyarliik kazanmas: ile ©nemli Ozelliklerinin (su tutuculuklari,
biyobozurluklart ve ila¢g salimlarmin) bu degisiklikten etkilendigi rapor edilmistir.
Modifiye polimerler kullanilarak sentezlenen hidrojellerin, sitotoksisite ve hemoliz test
sonuclart malzemelerin biyouyumlu oldugunu ve hiicreler {izerinde toksik bir etkisinin

bulunmadigini gostermistir.

Gelecekte, modifiye edilebilir fonksiyonel ve akilli polimerler ile, farkli gapraz baglama
yontemleri kullanilarak elde edilecek hibrit CMC hidrojellerinin, ayarlanabilir ilag salim1
yaninda diger medikal alanlarda gesitli uygulamalara alternatif olarak kullanilabilecegi

ve bu caligmalara katki saglayabilecegi 6n goriilmektedir.
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