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OZET

BiYOMEDIKAL UYGULAMALAR iCiN MODIiFiYE
HYALURONAN GELISTIRILMESI VE KARAKTERIZASYONU

KANARGI, Merve

Yiiksek Lisans Tezi
Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Kiibra Durkan

Dr. Lenka Musilova

Ocak 2023, 45 sayfa

Hiicre dis1 matriste rol alan 6nemli bir biyopolimer olan hyaluronik asit
biyomedikal uygulamalar i¢in ilgi ¢ekici ozelliklere sahiptir. Biyouyumlu bir
yapiya sahip olan hyaluronik asit 6zellikle doku miihendisligi ve yara ortiisii gibi
tibbi uygulamalarda kullanilabilecek biyomalzemeler olusturmak ic¢in bir¢ok
arastirmaya konu olmaktadir. Ancak, hyaluronik asitin hizli bozunabilir bir yapida
olmasi ve sulu ortamlarda hizlica ¢6ziinmesi, bu uygulamalarda kullanilabilirligini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle hyaluronik asitin kimyasal olarak modifiye edilerek

bu dezavantajli 6zelliklerin tistesinden gelinmesi gerekmektedir.

Bu tezde uzun yag asidi zincirleri kullanilarak hyaluronik asitin hidrofobik
olarak modifiye edilmesi amag¢lanmistir. Palmitik asit, laurik asit ve hekzanoik asit
kullanilarak ¢esitli hyaluronan tiirevleri elde edilmistir. Elde edilen tiirevler FTIR
ile karakterize edilerek modifikasyon dogrulanmistir. Sonrasinda bu tiirevlerin
elektroegirme uygulamasi i¢in 6n denemeleri yapilmstir. Ozellikle palmitik asit ve
laurik asit ile sentezlenen orneklerin elektroegirmede Taylor konisi olusturdugu

gbzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: hyaluronik asit, kimyasal modifikasyon, hidrofobik

modifikasyon, elektroegirme
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF MODIFIED
HYALURONAN FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

KANARGI, Merve

MSc in Material Science and Engineering

Supervisors: Dog. Dr. Kiibra Durkan
Lenka Musilova, Ph.D

January 2023, 45 pages

Hyaluronic acid, an important biopolymer involved in the extracellular
matrix, has interesting properties for biomedical applications. Hyaluronic acid,
which has a biocompatible structure, has been the subject of many researches to
create biomaterials that can be used in medical applications such as tissue
engineering and wound dressing. However, the fact that hyaluronic acid is rapidly
degradable and dissolves rapidly in aqueous environments makes its use in these
applications difficult. Therefore, these disadvantageous properties must be

overcome by chemically modifying hyaluronic acid.

In this thesis, it is aimed to hydrophobically modify hyaluronic acid by using
long fatty acid chains. Various hyaluronan derivatives were obtained by using
palmitic acid, lauric acid and hexanoic acid. The derivatives obtained were
characterized by FTIR and the modification was confirmed. Afterwards,
preliminary tests of these derivatives were made for the electrospinning application.
It was observed that samples synthesized with palmitic acid and lauric acid formed

Taylor cone in electrospinning.

Keywords: hyaluronic acid, chemical modification, hydrophobic modification,

electrospinning
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1. GIRIS

Hyaluronik asit hiicre dis1 matriste bulunan bir biyopolimerdir ve aktivitesi ile
ilgili umut verici 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle biyomedikal kullanimiyla ilgili
aragtirmalar her gegen gilin artmaktadir. Hyaluronik asitin farkli biyolojik
islevlerine ve tibbi uygulamalarma odaklanilmasi hyaluronik asit bazli farklh
tirevlerinin gelistirilmesini tesvik etmektedir (Schanté vd., 2011). Bu nedenle
hyaluronik asit; ilag verme, cerrahi sonrasi adezyon dénleme veya doku miihendisligi
uygulamalari ile yeni biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir polimerler igin

cekici bir yap1 tagidir.

Ozellikle ilag dagitimi veya yara iyilesmesi igin doku miihendisligi
uygulamalarinda yap1 iskelesi olarak kullanilabilecek nanofiberlerin hazirlanmasi
gibi uygulamalar i¢in hyaluronik asit kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
uygulamalar i¢in, fiberlerin sahip olmasi gereken oOzelliklerden bazilar1 sdyle
siralanabilir; sulu ortamda kendini tasiyabilen 6zelliklere sahip olmak, biyouyumlu,
biyolojik olarak parcalanabilir olmak ve toksik olmamak ve stabilitesini
koruyabilmesidir. Hyaluronik asit biyouyumlu yapisina ragmen, bu gereksinimlere
gore baz1 dezavantajli 6zelliklere de sahiptir. Bunlar; suda hizli ¢6ziinme, zayif
mekanik kararlilik ve hizli bozunmadir. Bu durum hyaluronik asitli yapilar1 cogu
tibbi uygulama i¢in uygun hale getirmez, ¢linkii bunlar genellikle sulu ortamlarda
uzun siireli stabilite gerektirir. Bu dezavantajlarin listesinden gelmek icin fiziksel
ve/veya kimyasal bazi modifikasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu
dezavantajlarin istesinden gelmek i¢in fiziksel ve/veya kimyasal ¢apraz baglama
kullanilabilir. Literatiirde uygulanan yontemler arasinda enzimatik ¢apraz baglama
(Pavan vd., 2016) , foto capraz baglama (Huerta-Angeles vd., 2016) veya
hidrazitler, glutaraldehit, divinil siilfon ve karbodiimidler (Kuo, Swarm ve
Prestwich, 1991; Tiwari ve Bahadur, 2019) kullanilarak modifikasyonlar
gerceklestirilmistir. Diger bir yaklasim ise, hyaluronik asit ve diger polimerlerden
kompozit malzemeler hazirlamak ig¢in polielektrolit etkilesimlerini kullanmaktir
(Kogan vd., 2007; Garcia vd., 2021). Bununla birlikte, ¢apraz bagl yapilarda

genellikle mekanik 6zelliklerin zayifligindan ve yiiksek sismeden muzdariptir.

Bu calismada, hidrofobik asil yan zincirleri kullanilarak hyaluronik asit

tizerinde fiziksel capraz baglar gibi calisan modifikasyonlar gelistirilmesi



amagclanmistir. Asil yan zincirleri, hyaluronik asit tizerindeki OH gruplarinin
esterlesmesiyle ortaya ¢gikmaktadir (Foglarova vd., 2016; Matelova vd., 2016). Elde
edilen {riinliin suda ¢6ziniirliigiiniin azaltilarak su-alkol karistminda kismi
¢Oziinmesi saglanmis, elektroegirme yonteminde kullanilabilecek tiirevler

gelistirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyopolimerler
Biyopolimerler, bitkilerden, hayvanlardan veya mikroorganizmalardan
dogrudan oziitlenerek elde edilen polimerlerdir. Bu polimerler esas olarak

proteinler ve polisakkaritlerden olusmaktadir (Li vd., 2021).

Son yillarda ozellikle ilag ve doku miihendisligi alanlarinda biyopolimerler
hakkinda yapilan arastirmalar ve uygulamalar giderek artmaktadir.
Biyopolimerlerin gelistirilmis biyouyumluluk, diisiik immiinojeniklik ve yiiksek
bozunabilirlik sergilemeleri, sentetik polimerlere goére cesitli avantajlar sunabiliyor
olmast bunun temel nedenlerinden biridir. Ayrica, dogal polimerler, hiicrelerin
belirli bir zaman araliginda ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekleyebilen ve
yonlendirebilen ve sonug¢ olarak onlarla biyolojik etkilesimi artirabilen, hiicreler

icin dogal olan biyomolekiiller igerir (Derakhshanfar vd., 2018) .

Polipeptit olarak  bilinen  proteinler,  biyolojik  sistemlerde  kritik
makromolekiiller olan lineer zincirli ve kiiresel forma katlanmis amino asitlerden
olusan organik bilesiklerdir. Proteinlerin yapisal acidan esnek ve yiiksek
biyouyumlu olmalar1 nedeniyle biyomedikal alanda kullanilmaktadirlar.
Biyomedikal alanda en ¢ok kullanilan proteinler kollajen, elastin, fibrin, keratin,

ipek ve jelatin proteinleridir (Choi vd., 2018).

Polisakkaritler kalinlagtirici, jellestirici, emdiilsifiye edici, hidratlayic1 ve
siispanse edici polimerler olarak birgok uygulamada onemli bir rol oynarlar.
Ozellikle baz1 polisakkaritlerden uygun sicaklik ve basing kosullarinda fiziksel
jeller elde edilebilmektedir. Bunlar gida, kozmetik, biyomedikal veya farmasotik
uygulamalarda kullanilmaktadir. Bunun yaninda, dogal polisakkaritlerin biyolojik
aktivitesiyle ilgili arastirmalar artmakta ve insana yonelik uygulamalari i¢in giderek
daha fazla kullanilmaktadir. Polisakkaritler bitkilerde veya hayvanlarda biyosentez
yoluyla iiretilmektedir. Ayrica bakteriyel hyaluronan, gellan veya ksantan gibi
mikrobiyal polisakkaritler de gelistirilebilmektedir. Ozellikle aljinatlar, HA ve
kitosan kanitlanmais biyolojik aktiviteleri nedeniyle biyolojik uygulamalar i¢in umut

verici olarak nitelendirilmektedir (Rinaudo, 2008).



2.2.Hyaluronan

Hyaluronik asit (HA), dogal olarak bir tuz formunda (Na*, K*, Ca?*) hyaluronan
(NaHy) olarak, bircok canli organizmada bulunan bir polisakkarit veya
glikozaminoglikan olarak siniflandirilabilen bir biyopolimerdir. HA, dokulardaki
hiicre dig1 matrisin (ECM) ana bilesenidir ve hiicre ¢ogalmasi, hidrasyon, yaglama

gibi cesitli biyolojik islemlere katilir ve ayrica ECM'nin homeostazini korur

(Manou vd., 2019).

2.2.1. Tarihsel Perspektif
Hyaluronik asit ilk olarak 1880'de Fransiz kimyager Portes tarafindan
gbzlenmistir. Portes, viicutta kornea ve kikirdak miisininde olagandisi bir madde

olarak rapor etmis ve buna "hyalomusin" adin1 vermistir (Garg ve Hales, 2004).

1918'de Levene ve Lopez Suarez, camsi cisim ve kordon kanindan “mukoitin-
stlfirik asit” adim1 verdikleri farkli bir polisakkarit tiirii ¢ikardilar (Levene ve
Lopez-Suarez, 1918). Bu polisakkarit, glukozamin, glukuronik asit ve siilfat
iyonunun  bir  karigimiydi. O zaman  polisakkaritin  siilfatlanmig
glikozaminoglikanlarla harmanlanmis hyaluronik asit oldugu bilinmiyordu. Daha
sonra, 1934'te Karl Meyer ve John Palmer, bu siradisi yeni polisakkariti sigir
g0Oziiniin vitroziindan izole ettiler. Yunanca "hyaloid" (camsi, seffaf anlaminda bir

"

kelime) ve ironik asit" kelimelerinin birlesiminden olusan bu maddeye

hyaluronik asit adin1 verdiler (Meyer ve Palmer, 1934).

Sonraki yillarda bir¢ok bilim insani, eklemlerin sinovyal s1visi, gobek kordonu
ve kikirdak gibi hayvanlarin farkli kisimlarindan hyaluronan izole etmistir.
Hyaluronan ekstraksiyon siireci optimize edilerek neredeyse tiim omurgali dokulari
icin kullanilabilir hale geldi. 1937'de Kendall, Heidelberger ve Dawson,
hyaluronanin patojenik bir bakteri olan hemolitik streptokok tarafindan da
tretildigini bildirmistir. 1959 yilinda, Streptokok piyojen kaynakli hiyaliironat
sentaz (HAS) ilk kez tanimlanmistir. Birka¢ on yil sonra, DeAngelis ve arastirma
grubu, Streptokok piyojenden hiyaliironat sentazin (HAS) izolasyonunu ve
karakterizayonunu  gerceklestirmistir. Hyaluronan aragtirmalarinin = 6nemli

arastirma bulgular1 Tablo 1'de gosterilmistir (Boeriu vd., 2013; Selyanin vd., 2015).



Tablo 1 : Hyaluronan arastirmalarindaki 6nemli olaylar

Yil Olay

1880 Portes ilk kez kornea ve kikirdak miisinlerinde siradisi bir madde kesfetti
ve ona " hyalomiisin " adini verdi.

1918 Levene ve Lopez Suarez, farkli bir tiir polisakkarit ¢ikardilar ve buna
“mukoitin -siilfiirik asit” adin1 verdiler.

1934 Karl Meyer ve John Palmer, sigir gdziiniin vitroziinden yeni bir

polisakkarit izole ederek maddeye "hyaluronik asit" adin1 verdiler.

Omurgalilarin gesitli dokularindan hyaluronan izole edildi ve analiz
30'lar-50'ler | edildi. Baz1 patojenik bakterilerin hyaluronan iirettigi ve hiicrelerini

kapsiillemek icin kullandig1 kesfedildi.

50'ler Hyaluronan g6z cerrahisinde kullanilmaya baslandi.
A0lar-70ler Hyaluronanm ekstraksiyon ve bozunma siirecinin optimizasyonu

gerceklestirildi.
Horoz ibiginden ultra saf hyaluronan elde edildi ve hyaluronanin

1979 endiistriyel uygulamalar1 bagladi.

P Balazs Pharmacia (isveg), katarakt cerrahisinde kullanmak iizere bir iiriin
markas1 (Healon) tanitti

1993 Streptokok piyojenler ve diger mikroorganizmalardan HA sentezinin
yapilmasi ve karakterizasyonu

1996 Hyaluronanin en biiyiik pargasinin "oktamer" olarak sentezi

2003 Ongoriilen uzunlukta hyaluronan ve monodispers hyaluronan

oligosakkaritlerin enzimatik iiretimi {izerine ¢aligmalar

Farkl1 biyomedikal uygulamalar i¢in bir biyomateryal olarak hyaluronan

2000-bugiin | kullanimi {izerine arastirmalar

Tarihte hyaluronanin biyomedikal alaninda c¢esitli pratik uygulamalar
yapilmigtir. Ornegin, ilk olarak 1943'te ikinci Diinya Savasi sirasinda don nedeniyle
uzuvlarinda yaniklar olusan askerleri tedavi etmek i¢in yara pansuman malzemesi
olarak kullanilmistir. N.F Gamaleya, yara ortiisiinii gobek kordonundan elde edilen
bir materyal kullanarak yapmis ve buna 'rejenerasyon faktori' adini vermistir.
Bundan sonra sargi, SSCB Saglik Bakanlig: tarafindan “rejeneratdr” adli bir ilag
olarak onaylanmistir. 1950'lerde E.A Balazs, hyaluronanin okiiler tedavilerdeki
potansiyeli {izerine arastirmalara baslamistir. 1970 yilinda, artriti tedavi etmek i¢in
yaris atlarinin eklemlerine hyaluronan enjekte edilerek iyilesme gozlemlenmistir.
Tiim bu geligsmeler 1518Inda HA'nin oftalmoloji, yara pansuman, medikal estetik
gibi bir¢ok biyomedikal alanda uygulama potansiyeline sahip oldugu anlasilmistir

(Selyanin vd., 2015).



2.2.2. Olusumu ve Uretilmesi

Hyaluronan dogada bocekler ve bitkiler hari¢ birgok organizmada bulunur ve
iiretilir. Insan, hayvan (sigir, tavsan, horoz), alg (Chlorella sp.), bakteriler
(Pasteurella multocida, Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, Streptococcus zooepidermicus),
maya mantar1 (Cryptococcus neoformans) ve yumusakgalar hyaluronanin dogal

olarak bulundugu canlilardir (Fallacara vd., 2018).

Hyaluronan esas olarak omurgali dokularinin hiicre dis1 matrisinde (ECM)
bulunur ve kikirdak, cilt, beyin, camsi cisim, gobek kordonu ve sinovyal sivida bol
miktarda bulunur. Hyaluronanin konsantrasyonu, farkli viicut sivilari i¢in degisim
gostermektedir. Ornegin, kan serumunda 0,01-0,1 pg/g, eklem sivisinda 1400—
3600 pg/g ve yumusak bag dokularinda 8,5-18 pg/g arasinda degisir (Dicker vd.,
2014). Bunun yaninda, periselliiller bir kaplama 0.5-1.0 mg/ml konsantrasyona
sahip olabileceginden, hyaluronan bazi hiicrelerin ylizeylerinde bulunur (Russell ve
Salustri, 2006). insan viicudunda, 70 kg agihgindaki bir kisi icin toplam
hyaluronan miktar1 15 gr civarindadir (Volpi, Schiller ve Soltes, 2009).

Canl1 bir organizmada hyaluronanin tiretimine HA sentazlar1 (HAS) aracilik
eder. HAS'ler, Golgi aygitinda sentezlenen diger glikozaminoglikanlarin aksine
plazma zarinda hyaluronanin lineer yapisini iiretebilen, membrana bagl enzim
olarak da adlandirilan &zel bir zar proteinleri grubudur (Weigel, 2015).
Memelilerde ii¢ tip HAS i1zoenzimi bulunabilir: HAS1, HAS2, HAS3. HASI ve
HAS?2, uzun zincirlerin iiretilmesinden sorumludur, HAS3 en kisa zincirleri
olusturur (Zhu, Zhu ve Guo, 2017). Bu nedenle hyaluronanin molekiiler agirlig
biyolojik 6rnege gore farklilik gosterir. Ornegin; insan eklem sivisinda 6000-7000
kDa ve kan serumunda 100-300 kDa araligindadir (Castro, Campos ve Mei, 2021).

Hyaluronanin endiistriyel anlamda ilk iretimi, hayvansal kaynaklardan (sigir
vitrozii ve horoz ibigi gibi) ekstraksiyon yoluyla olmustur. Ancak, teknik
kisitlamalar diisiik verimli iiretime ve yiiksek polidispersiteye (MW > 106 Da)
neden olmustur. Ayrica, yiiksek saflastirma maliyetleri ve biyolojik kontaminasyon
riski, aragtirmacilar1 ve miihendisleri endiistriyel 6l¢ekte hyaluronan {iretimi igin

baska yontemler bulmaya yoneltmistir (Fallacara vd., 2018).



Su anda ticari hyaluronan, mikrobiyal fermantasyon teknolojisi ile
bakterilerden iiretilmektedir. Giiniimiizde HA {iriinleri ¢ogunlukla Streptococcus
equi‘den elde edilmektedir. HA'nin yapisi ¢esitli biyolojik organizmalar arasinda
korundugundan, bakteri kaynakli hyaluronan insan dokular1 ile biyouyumlulugunu

korur (Rangaswamy ve Jain, 2008; de Oliveira vd., 2016).

2.2.3. Yapisi ve Ozellikleri

Hyaluronanin kimyasal yapisi 1954 yilinda Meyer ve Weissmann tarafindan
aciklanmustir (Weissmann ve Meyer, 1954). Hyaluronan, tekrarlayan D-glukuronik
asit ve N-asetil-D-glukozamin disakkarit birimlerine sahip bir polisakkarit olan
dalsiz siilfatlanmamis bir glikozaminoglikandir (GAG). Tekrarlayan disakkaritler,
hyaluronik asidin birincil yapist olarak B (1 —3) ve B (1— 4) glikozidik baglarla
baglanir (Hargittai ve Hargittai, 2008) Hyaluronanin yapisinda yiiksek miktarda
hidroksil gruplarinin bulunmasi (Sekil 1B), karboksil gruplar1 tarafindan
indiiklenen yiik itme isleminin sulu bir ¢ozeltide yiiksek c¢oOziiniirliikle
sonu¢lanmasma neden olur. Ayrica her karboksil grubu negatif yiiklidiir ve
fizyolojik kosullarda pozitif yiiklii iyonlarla (Nat+, K+, Ca2+) baglanabilir.
Hyaluronan negatif bir yiike sahiptir ve suda hyaluronan veya sodyum hyaluronat
olarak tuz olusturur. Hyaluronan, yiiksek su tutma kapasitesine sahip ¢ok hidrofilik
bir molekiildiir. Sulu kosullarda, karboksil ve asetamido gruplari su molekiilleri ile
baglantilidir ve hyaluronanin tek sarmalli, solak, iki katli sarmal ikincil yapisini
olusturur. Ayrica, bazi hidrofobik etkilesimler ve molekiiller arast hidrojen baglari,
biyopolimerin B-tabaka tiglinciil yapisini olusturmaya yol acar (Laurent, T.C.;
Balazs, E.A., 1970).



D-glukuronik asit N- asetilglukozamin

OH OH
O

0 HO
HO 0

OH NH
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OH NH
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o \ 0

CH;

Hidrofilik gruplar Hidrofobik kisimlar Hidrojen baglan

Sekil 1. Hyaluronanin disakkarit biriminin kimyasal yapisi (A) ve tetrasakkarit birimindeki

hidrofobik ve hidrofilik gruplar (B)

Hyaluronan bir polielektrolittir, yani tekrarlayan birimleri elektrolit gruplarina
sahiptir, bu nedenle iyonik kuvvet, pH ve sicaklik polimerin reolojik 6zelliklerini
etkiler. Polimer zincirinin molekiiler etkilesimleri zayifladiginda HA'nin viskozitesi
azalir. Ayrica pH degisimi HA'y1 kolayca etkiler, 6zellikle pH 4'ten kiiciik ve 11'den
biiyiik oldugunda, HA hidroliz reaksiyonu ile bozulur (Cleland, 1968).

Hyaluronan ¢ozeltiler, kayma inceltici (veya psddoplastik) viskoelastik
davranig profiline sahip Newton tipi olmayan akigkanlardir. Kesme hizlar
arttiginda, hidrojen baglarn arasindaki molekiiler kuvvetler ve hidrofobik
etkilesimler bozulur ve HA zinciri deforme olur, bu da HA'nin viskozitesinin
azalmasma yol acar. Ancak HA'min deformasyonu kalict degildir ve tersine
cevrilebilir. Kesme hiz1 diistiigiinde, HA ¢ozeltisi orijinal yapisina ve viskozitesine

geri donebilir (H.G. Garg ve Hales, 2019).

Hyaluronanin olaganiistii biyofonksiyonelligi, biyoaktiviteyi ve hiicrelerle
uyumlulugu inceleme merakini uyandirmistir. Bu nedenle, arastirmacilar,
hyaluronanin islevlerini gelistirmek/taklit etmek veya bazi terapdtik ajanlar

saglamak icin hyaluronan iceren biyomalzemeler hakkinda c¢alismalarin



ilerlemesini saglamistir (Amorim vd., 2021). Bununla birlikte, hyaluronan sulu
cozeltide hizla ¢oziiniir ve fizyolojik kosullarda enzimatik olarak kolayca bozunur
ve bu da biyomedikal amaglar i¢in kullanimi son derece zorlayici siirlamalara
neden olur. Bu nedenle, biyomedikal uygulamalarda daha fazla kullanim igin HA

modifikasyonu gerekliligi vardir (Tiwari ve Bahadur, 2019).

2.3. Hyaluronanin Modifikasyonu

Hyaluronan, ilag dagitimi, kanser timor tedavisi, oftalmik tedavi, yara
pansuman ve kemik rejenerasyonu gibi biyomedikal uygulamalar i¢in yeni
materyaller iretmeye en uygun polimerlerden biridir (Almeida vd., 2014;
Smejkalové vd., 2017; Séon-Lutz vd., 2018; Huerta-Angeles vd., 2020; Federico
vd., 2021). Ancak bu dogal polimerin sulu ortamda yiiksek ¢oziiniirliigii ve hizl
bozunmas: klinik uygulamalarda bazi sorunlara neden olabilir. Ikame derecesine
gore, hidrofobik modifikasyon, HA'min bozunma hizin1 ve hidrofilikligini
degistirebilir. Ornegin, HA, amino asitlerin -OH veya -COOH gruplarryla temas
ettirilerek modifikasyonu yoluyla enzimatik bozunmadan kendini koruyabilir hale
gelir. Modifiye HA'nin bozunma hizinin modifiye edilmemis HA'dan daha uzun
oldugu tiimor dokular tizerinde yapilan bir ¢aligmada kanitlanmigtir (Tiwari ve
Bahadur, 2019). Tiirevlerin fizikokimyasal 6zellikleri modifikasyondan sonra saf
HA'dan degistirilse de, ¢ofgu biyomedikal kullanom i¢in dogal hyaluronan
avantajlarimin biyouyumlulugunu ve biyolojik olarak pargalanabilirligini korur

(Garg ve Hales, 2004).

HA'nin tekrarlayan disakkarit birimi, modifikasyon i¢in iki ana aktif boliime
sahiptir: karboksil (COOH) ve hidroksil (OH) gruplar1 (Bkz. Sekil 2). Genel olarak
modifikasyon i¢in iki farkli yontem uygulanir: konjugasyon ve ¢apraz baglama. Bu
iki yontem, farkl iirlinlerle sonuclanan aynmi kimyasal reaksiyonlar {izerine insa
edilmistir (Sekil 3). Konjugasyon, tek bir HA zinciri ile bir kovalent bag olusturan
bir fonksiyonel gruba sahip bir molekiilii icerirken, ¢apraz baglanmada molekiiller,
birden fazla kovalent bag ile farkli HA zincirlerine baglanan birden fazla

fonksiyonel gruba sahiptir (Fallacara vd., 2018).
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Kimyasal modifikasyon icin ana hedef gruplar

Sekil 2. Hyaluronanin aktif fonksiyonel bolgeleri (Garg ve Hales, 2004)

Konjugasyon Capraz Baglama
HA ZinCIL S ™™ HA zinciri  ~
+ +
Mono fonksiyonel — x—( ) Bifonksiyonel —{—x
ligand ﬂ ligand ﬂ

X X
- f_ Capraz l

2} Y

- _, baglanmig HA ¢ y
Konjuge - HA \)\]/\_/\]/I\ \/l\ l/\ /\KI\

J ) i

W77y W é&@@
8% 8% a8

Konjuge - HA Capraz baglanmiz HA

Sekil 3: Kimyasal Konjugasyon ve Capraz Baglanma
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2.3.1. Karboksil Gruplarinin Modifikasyonu

Bir¢ok kimyasal modifikasyon yontemi arasinda en c¢ok bilinen ve
uygulananlardan biri karbodiimid aracili reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar
genellikle pH 4,75'te suda gergeklestirilir, boylece karbodiimid nitrojenleri
protonlanir.  Aktivasyon igin  1-Etil-3-[3-(dimetilamino)-propil]-karbodiimid
(EDC) kullanilir. Bu kosullarda, niikleofil olarak bir miktar amin bazi kalirsa,
kovalent bagh bir bilesik olusturulabilir. Ancak, amid iirlinii yerine O-asiliire ara
tirlinii olusturulur ve bu reaksiyonun ana iiriinii olarak reaktif olmayan N-asiliire
olusturacak sekilde yeniden diizenlenir. pH 4-6'da neredeyse tiim bazik aminler
dengede protonlanir (niikleofilik amin formu olarak %0,001'den az kalir) (Garg ve
Hales, 2004).

Bununla birlikte, bazi1 hidrazidler niikleofilisitelerini asidik kosullarda (pH
4,75) koruyabilir ve hyaluronanim aktiflestirilmis kismi ile birlesebilir. Ornegin,
pKa deger araligi 2-4 olan dihidrazit bilesikleri (6rn. adipik dihidrazid, ADH)
karsilik gelen konjugat asitler i¢in niikleofilliklerini asidik kosullarda (pH 4.75)
tutabilir ve ayrica modifiye edilebilen ve ilaglarla yiiklenebilen, ¢apraz baglama
ajanlar1 veya biyokimyasal problar olarak proses edilebilir bir¢ok hidrazit grubuna
sahip olabilir. Yakin tarihli bir ¢aligmada, hyaluronani basarili bir sekilde modifiye
etmek icin adipik asit dihidrazid ¢apraz baglama gerceklestirilmistir. Tirevler

nanolifler elde etmek i¢in elektro-egirmede kullanilmistir (Xue vd., 2021).

Cok sayida reaksiyon arasinda, hidrofobik olarak modifiye edilmis
hyaluronana karsi en iyi calisilmis reaksiyonlardan biri esterlesmedir. Iki ana
adimdan olusur; hyaluronani aprotik ¢oziiciiler i¢cinde ¢dzmek i¢in ilk adim, bir
hyaluronan tetrabutilamonyum tuzunun hazirlanmasidir. Esterlesme reaksiyonlari
icin farklr alkol tiirleri kullanilabilir. Reaksiyon, esterlenmis kisimlar seklinde
yuksek doniisiim saglayabiliyorsa, hidrofobiklestirme basarili olur ve tiirevler sulu

ortamda ¢6ziilmez (Garg ve Hales, 2004).

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada, alifatik zincirler ve amino gruplari
tarafindan modifiye edilen hyaluronan, kemik rejenerasyonu amaciyla
elektroegirme uygulamasinda umut vermektedir. Hyaluronan tiirevleri, alifatik

zincirlerin agilanmasi ve karbodiimid reaksiyonlarinin birlikte kullanilmasiyla
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tiretilmistir. Uzun alkil zinciri modifiyeli hyaluronan tiirevlerinin sulu ortamda

hidrofobik davranis gosterdigi gozlemlenmistir (Federico vd., 2021).

2.3.2. Hidroksil Gruplarimin Modifikasyonu

HA'nin hidroksil gruplarini hedefleyerek zaman i¢inde birgok tiirevlendirme
reaksiyonu gerceklestirilmistir. HA'nin karboksil gruplari, hidroksil gruplarmin
degistirilmesiyle degismez. Epoksitler veya divinil siilfon kullanilarak eter
olusumu, glutaraldehit kullanilarak hemiasetal olusumu, oktenil siiksinit anhidrit ile
ester olusumu, oksidasyon ve karbamat olusumu bu amacgla gerceklestirilen

reaksiyonlardan bazilaridir (Schanté vd., 2011).

Kateterler, sensorler ve kilavuz teller gibi bazi biyomedikal cihazlarin kanla
eslesen ylizeyleri vardir. Bu nedenle hyaluronan kapli tibbi cihazlar biyouyumlu ve
trombojenik olmayan 6zellikleri nedeniyle kullanighdir. Hyaluronanin hidroksil
gruplariin siilfatlanmasi, uygun kaplama biyomateryalleri iiretmek i¢in faydali bir

yaklagim olarak goriilmektedir (Garg ve Hales, 2004).

Alkali kosullar altinda metakrilik anhidrit ile esterlesme reaksiyonu, foto
capraz baglama islemi ile birlikte 3D biyobaski uygulamalarinda da kullanilan

metakrilatlanmig-HA'y1 vermistir (Petta vd., 2018).

2.4. Hyaluronan Biyomedikal Uygulamalari

Biyomedikal uygulamalardan doku miihendisligi, rejeneratif tip i¢in yaratici ve
farkli uygulanabilirligi nedeniyle biiyiik 6nem tasimaktadir. Tasarlanmis yap1
iskeleleri proliferasyon icin hiicre dostu bir ortam saglayabildigi i¢in yavas yavas
meydana gelebilir ve bu da onlar1 yara oOrtiisli, kemik rejenerasyonu, yapay
organlarin iiretimi ve canli dokular i¢in ¢ok uygun malzemeler haline getirir.
Tasarlanan iskele yapisi, biyokimyasal homeostaz1 etkiledigi i¢in uygulanan
bolgenin hiicresel ortamina uygun olmalidir. Bu nedenle, iskelelerin tasarim
asamasinda biyolojik olarak pargalanabilen maddelerin kullanilmasi, viicudun
hiicre dis1 matrisinin (ECM) bilesenleri ile uyumlu olmasi i¢in ¢ok biiyiik 6nem
teskil etmektedir. Bu nedenle, hyaluronanin elektrospinning, 3D baski gibi farkh
biyomedikal uygulamalar i¢in uygulanabilirligini artirmak i¢in arastirmacilar

tarafindan yeni yontemler gelistirilmistir (Rahmati vd., 2021).
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2.4.1. Elektroegirme

Elektro egirme, bir elektrik alani altinda egirme yoluyla polimer eriyik veya
¢ozeltiden ultra ince lifler iiretmek i¢in kullanilan ayarlanabilir bir tekniktir. John
Cooley ve Willian Morton, 1902'de bu yontemin iki patentini almistir (Cooley,
1902; Morton, 1900). Elektro egirme, diisiik maliyetli kurulumu nedeniyle
laboratuvardan endiistriyel iiretime kolayca aktarilabilen ¢ok yonlii bir yontemdir
(Reneker ve Yarin, 2008). Ayrica, ¢esitli tipte polimer ¢ozeltilerinin kullanima,
hava temizleme membranlari, enerji depolama malzemeleri, adsorbanlar, katalitik
malzemeler, transistorler, biyomedikal uygulamalar vb. gibi genis bir uygulama

yelpazesi sunar (Xue vd., 2019).

Elektro egirmenin ana prensibi, liflerin olusumuna yol acan yiikli bir yilizey
ile donen elektrikli jetlerin kombinasyonuna dayanir. Elektro egirmenin dort temel
unsuru siringa pompasi, yiikksek voltajli giic kaynagi, igne ve toplayicidir. Elektro

egirme islemi temel dort adimdan olusur:

I. Yiikli sivi damlast bir Taylor konisi veya koni sekilli bir jet
olusturur;

ii. Yikli jet diiz bir ¢izgi halinde uzanir;

iii. Jet, elektrik alan nedeniyle incelir ve ayrica elektriksel biikiilme
kararsizligini (veya whipping kararsizligini) arttirir;

iv. Jet kat1 hale gelir ve lif(ler) olarak toplanir (Xue vd., 2019).

Siringd pompast Polimer ¢ozeltisi

Jet

Yiiksek voltaj

Sekil 4. Elektroegirmenin sematik gosterimi (Rahmati vd., 2021)

lletken bir sivi damlacigina elektrik verildiginde, yiizey gerilimi nedeniyle
damlacik seklinde deformasyon olusmaya baslar. Voltaj yiikseldiginde, elektrik
alan1 yiizey geriliminden daha belirgin hale gelir ve bu da damlacik iizerinde bir

koni sekli olusturmak tizere kuvvet uygulanmasina yol acar. Taylor koni fenomeni
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Sir Geoffrey Ingram Taylor tarafindan 1964'te tanimlanmistir. Ideal sekilli bir koni
veya koni-jet olusumunun elektrospreyleme isleminde tahmin edilen bir agiyla
teorik kisitlamasini belirtir (Taylor, 1964). Taylor bu fikri iki varsayima
dayandirmistir: koninin yiizeyi espotansiyeldir (bu, i¢indeki her noktanin ayni
potansiyelde oldugu anlamina gelir) ve koni sabit durum denge durumundadir.
Taylor koni sekli olustugunda, polimer jeti serbest birakilir ve ¢oziicli buharlagir,
bu da polimerin lif olarak katilasmasina yol agar (whipping islemi). Elektroegirme
isleminde, jet, yiizeyin elektrik potansiyeli arttifinda ve ¢ozeltinin yiizey gerilimini

astiginda gonderilir.

Kritik potansiyel Taylor tarafindan tanimlanmastir.

(Taylor, 1964; Al-Hazeem, 2018):

V2 =42 (2 -3 0117myR) (1)

L? R

V. kritik potansiyel, H kapiler ile zemin arasindaki mesafe, L kapiler uzunlugu, R

kapiler yarigap1 ve y sivinin ylizey gerilimidir.

Bagka bir korelasyonda bir kilcal borudan bir damlacigin piiskiirtme islemi ic¢in
elektrik potansiyeli agagidaki gibi tanimlanmigtir (Carson ve Hendricks, 1965; Al-
Hazeem, 2018):

V = 300,/20yr )

burada V elektrik alani, y stvinin yiizey gerilimi ve r damlanin yarigapidir. Taylor'in
yaklagimina gore, miikemmel bir koninin denge acis1 (yar1 dikey ac1), Taylor acisi
olarak da adlandirilan 49.3°dir. Elektrik alam1 belirgin sekilde daha yiiksek
oldugunda (V > Vc ), jet Taylor koni ucundan bosalir ve zit kutuplu baska bir

elektrota gider veya topraklanir.
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V=0 V<V, V>V,

Polimer
¢ozeltisi
/ < Taylor konisi_y,
o 0 =49.3° Yikla jet
0 o
Whipping
Damlama kararsizlig1

Sekil 5. Taylor Konisi Olusumu (Al-Hazeem, 2018)

Istenilen kalitede nanolifler iiretmek igin elektro-egirme isleminde bazi Snemli
parametrelerin dikkate alinmasi gerekir. Bu parametreleri siireg, ¢oziim ve gevre ile
ilgili olarak kolayca ii¢ kategoriye ayirabiliriz. Elektrik voltaji, akis hiz1 ve
elektrospinning cihazinin igne ve kollektdr kisminin konumlari proses icin
parametrelerdir. Ortamin bagil nemi ve sicakligi ¢evre olarak kabul edilebilir.
Cozelti, dondiirtilebilirlik icin gerekli ozelliklere sahip olmalidir. Bu reolojik
ozellikler, ¢ozeltinin viskozitesinden, konsantrasyonundan, yiizey geriliminden ve
elektriksel iletkenliginden ve polimerin molekiiler agirhigindan etkilenir (Castro,

Campos ve Mei, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler
Hyaluronatin sodyum tuzu (NaHy), (Mw = 124 kDa, Mw = 248 kDa), Contipro
Ltd., Cek Cumhuriyeti tarafindan saglandi.

4-Dimetilaminopiridin (DMAP), tetrahidrofuran (THF), izopropil alkol (IPA),
triectilamin (TEA), dimetilstilfoksit (DMSO), palmitik asit, hekzanoik anhidrit,
laurik asit, benzoil kloriir (BC) Sigma Aldrich'ten satin alindu.

Sekil 6. Modifiye edilmemis hyaluronan tozu: 124 kDa(A), 243 kDa(B), 600 kDa(C)

3.2. Kimyasal Modifikasyon Reaksiyonlari

Hyaluronan, palmitik asit, laurik asit ve hekzanoik anhidrit ile modifiye edilmistir.

3.2.1. Palmitik Asit ile Modifikasyonu

Hyaluronan (100 mg, 0,25 mmol), gece boyunca 5 ml ultra saf su iginde
¢oziindiiriildi (Sise 1)., baska bir sisede palmitik asit, ¢oziicli (THF veya IPA, 3 ml)
icinde ¢oziindiirtildii ve 5 dakika boyunca 200 rpm'de karistirildi (Sise 2). Yag
asidinin ¢oziilmesinden sonra TEA (0,105 ml, 0,75 mmol) ve benzoil-kloriir (0,029
ml, 0,25 mmol) yavas yavas palmitik asit ¢ozeltisine ilave edildi ve aktivasyon
reaksiyonu 30 dakika boyunca karistirildi. Daha sonra aktivasyon bitiminden 5
dakika 6nce hyaluronan soliisyonuna (Sise 1) TEA (0,105 ml, 0,75 mmol) ilave
edildi. DMAP (1,53 mg, 0,0125 mmol), ultra saflagtirilmis su i¢inde ¢oziindiiriildii

ve hyaluronan ¢ozeltisine (Sise 1) ilave edildi. Daha sonra hyaluronan soliisyonuna
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aktive edilmis yag asidi sollisyonu ilave edildi, reaksiyon 2 saat siirdiiriildii.
Reaksiyonun sona ermesinden sonra, hyaluronan c¢ozeltisi, 10 ml (baslangic
hacminin iki kat1) ultra saflagtirilmis su ile seyreltildi. Seyreltilmis reaksiyon
soliisyonu, diyaliz membranina (Spectra/Por membranlar, 13 kDa kesilmis)
aktarildi ve diyaliz, laboratuvar sicakliginda 3 giin boyunca distile suya karsi

yapildi. Diyalizden sonra 6rnekler liyofilize edildi.

Hazirlanan soliisyonlar karistiihr HA-C16-1
. HA-C16-2
— ; HA-C16-3
‘/’\FL HA-C16-4
[ _—
= ! A
» | Eklenen: \ . N
G ) = TEA . - = ) f
/e @Y ‘pvap | /@ ©F 7@ @Y (=)
§ 7 - ] - -
Sise 1 Sise 1 Sise 2 .
HA+su
Nl Reaksiyon (2 sa, lab T) Diyaliz Liyofilizasyon Uriinler

(10-12 saat, lab T, 200 rpm) (distile su, 3 giin)

Sekil 7. Palmitik asit modifikasyonu sematik gosterimi

3.2.2. Hekzanoik Anhidrit ile Modifikasyon

Hyaluronan (100 mg), 5 ml ultra saflastirilmis su iginde gece boyunca
¢oziindiiriildii. Coziinmiis hyaluronan ¢ozeltisi, 5 ml DMSO ile seyreltildi. Daha
sonra NaHy ¢6zeltisine TEA (0,087 ml, 0,625 mmol) ilave edildi. Baska bir sisede,
DMAP (1,53 mg, 0,0125 mmol), ultra saflagtirilmis su (0,5 ml) i¢inde ¢6ziindiirtildi
ve hyaluronan ¢dzeltisine ilave edildi ve reaksiyon, 5 dakika karistirildi. Son olarak
HA ¢ozeltisine hekzanoik anhidrit (0,144 ml, 0,625 mmol) ilave edildi ve 240
rpm'de, laboratuvar sicakliginda 3 saat karistirildi. Reaksiyonun sona ermesinden
sonra, hyaluronan ¢ozeltisi, 10 ml ultra saflagtirilmis su ile seyreltildi. Seyreltilmis
reaksiyon soliisyonu, diyaliz membranina (Spectra/Por membranlar, 13 kDa
kesilmis) aktarildi ve diyaliz, laboratuvar sicakliginda 3 giin boyunca distile suya

kars1 yapildi. Diyalizden sonra 6rnekler liyofilize edildi.
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Eklenen: |
DMSO A
> TEA > > \ >
DMAP e}
SN R rreaze

—= "o o © (a1
j& &F [[& &) =
[ L5 N
Sise 1 Sise 1
HA +su
Coziinme Reaksiyon (3 sa, lab T) Diyaliz Liyofilizasyon Uriinler
(10-12 saat, lab T, 200 rpm) (distile su, 3 giin)

Sekil 8. Hekzanoik anhidrit modifikasyonu sematik gosterimi

3.2.3. Laurik Asit ile Modifikasyonu

Hyaluronan (100 mg, 0.25 mmol), gece boyunca 5 ml ultra saf su i¢inde
¢ozlindirildi. (Sise 1)., bagka bir sisede laurik asit (THF veya IPA 3 ml) iginde
¢coziindiiriildiic ve 200 rpm'de 5 dakika kanstirildi. (Sise 2). Yag asidinin
¢oziilmesinden sonra TEA (0,105 ml, 0,75 mmol) ve benzoil-kloriir (0,029 ml, 0,25
mmol) yavas yavas laurik asit ¢ozeltisine ilave edildi ve aktivasyon reaksiyonu 30
dakika karistirildi. Daha sonra aktivasyon bitiminden 5 dakika Once hyaluronan
soliisyonuna (Sise 1) TEA (0,105 ml, 0,75 mmol) ilave edildi. DMAP (1,53 mg,
0,0125 mmol), ultra saflagtirilmis su i¢inde ¢6zlindiiriildii ve hyaluronan ¢ozeltisine
(Sise 1) ilave edildi. Daha sonra hyaluronan soliisyonuna aktive edilmis yag asidi
soliisyonu ilave edildi, reaksiyon 2 saat siirdiiriildii. Reaksiyonun sona ermesinden
sonra, hyaluronan ¢ozeltisi, 10 ml (baslangi¢ hacminin iki kat1) ultra saflastirilmis
su ile seyreltildi. Seyreltilmis reaksiyon soliisyonu, diyaliz membranina
(Spectra/Por membranlar, 13 kDa kesilmis) aktarildi ve diyaliz, laboratuvar
sicakliginda 3 giin boyunca distile suya kars1 yapildi. Diyalizden sonra 6rnekler

liyofilize edildi.



19

HA-LA-1

Hazirlanan soliisyonlar kanstirihr

HA-LA-6
| | HA-LA-7
//D\ » / \\ / \‘\ > /'/-_"\
/= e [ -\
—— X | AN I (=)
/e ¢F @ @} 70 @Y ——
L
l&‘llie +l Sise 1 Sise 2 L ‘
£ su
Coziinme .
(10-12 saat, lab T, 200 rpm) Reaksiyon (2 sa, lab T) Diyaliz Liyofilizasyon Uriinler

(distile su, 3 giin)

Sekil 9: Laurik asit modifikasyonu sematik gosterimi

3.3. Malzemelerin Kullanim Miktarlari ve Oranlari

Palmitik asit ile tiretilen modifiye tiirevler sunlardir: HA-C16-1, HA-C16-2,
HA-C16-3, HA-C16-4. Kullanilan malzemelerin miktarlar1 asagidaki tablolarda

verilmistir.
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Tablo 2. Palmitik asit tiirevleri igin kullanilan miktarlar ve es deger oranlari

REAKSIYON1 HA-C16-1

Kimyasal Madde | m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) | Mol esdegeri

HA (124 kDa) 100 0,25 400 1

Saf su 5

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05

Palmitik asit 64 0,25 256,42 1

THF 3

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 35 0,25 140,57 0,029 1,21 1
REAKSIYON 2 HA-C16-2

Kimyasal Madde | m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri

HA (124 kDa) 100 0,25 400 1

Saf su 5

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05

Palmitik asit 64 0,25 256,42 1

IPA 3

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 35 0,25 140,57 0,029 1,21 1
REAKSIYON 3 HA-C16-3

Kimyasal Madde | m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri

HA (243 kDa) 100 0,25 400 1

Saf su 5

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05

Palmitik asit 64 0,25 256,42 1

THF 3

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 35 0,25 140,57 0,029 1,21 1
REAKSIYON 4 HA-C16-4

Kimyasal Madde | m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri

HA (243 kDa) 100 0,25 400 1

Saf su 5

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05

Palmitik asit 64 0,25 256,42 1

IPA 3

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 35 0,25 140,57 0,029 1,21 1
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Tablo 2’de gosterildigi gibi 4 farklit HA tiirevi i¢in kullanilan es deger oranlari
aynidir. Ancak kullanilan HA’nin molekiiler agirliklart HA-C16-1 ve HA-C16-2
i¢in 124 kDa iken, HA-C16-3 ve HA-C16-4 icin 243 kDa kullanilmistir. Coziicli
olarak da HA-C16-1 ve HA-C16-3 i¢in THF, HA-C16-2 ve HA-C16-4 i¢in IPA

kullanilmistir.

Hekzanoik anhidrit ile iiretilen modifiye tiirevler sunlardir: HA-AC-2, HA-AC-3.

Kullanilan malzemelerin miktarlar1 asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 3. Hekzanoik anhidrit tiirevleri i¢in kullanilan malzemelerin miktarlar1 ve

esdeger oranlari

REAKSIYON 1 HA-AC-2

Kimyasal Madde m (mg) | n(mmol) | M(g/mol) [ V(ml) | d(g/lcm3) | Mol esdegeri

HA (124 kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
DMSO 78,13 5
Hekzanoik Anhidrit 134 0,625 2143 0,144 0,928 2,5
TEA 63 0,625 101,19 0,087 0,726 25
DMAP 1,53 0,0125 122,17 0,001 1,21 0,05

REAKSIYON 2 HA-AC-3

Kimyasal Madde m (mg) | n(mmol) | M(g/mol) | V(ml) | d(g/cm3) Mol esdegeri

HA (243 kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
DMSO 78,13 5
Hekzanoik Anhidrit 134 0,625 2143 0,144 0,928 2,5
TEA 63 0,625 101,19 0,087 0,726 2,5
DMAP 1,53 0,0125 122,17 0,001 1,21 0,05

Laurik asit ile ilk olarak iiretilen modifiye tiirevler sunlardir: HA-LA-1, HA-LA-
2, HA-LA-3, HA-LA-4. Kullanilan malzemelerin miktarlar1 asagidaki tablolarda

verilmistir:



22

Tablo 4. Laurik asit tiirevleri i¢in kullanilan malzemelerin miktarlar1 ve esdeger
oranlari

REAKSIYON 1 HA-LA-1

Kimyasal Madde m (mg) n (mmol) M (g/mol) | V (ml) | d(g/cm3) Mol esdegeri

HA (124kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05
Laurik asit 50 0,25 200,3178 0,883 1
THF 3
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
Benzoil Kloriir 35 0,25 140,6 0,029 1,21 1

REAKSIYON 2 HA-LA-2

Kimyasal Madde m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri

HA (124kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05

Laurik asit 50 0,25 200,3178 0,883 1
IPA 3

TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 35 0,25 140,6 0,029 1,21 1

REAKSIYON 3 HA-LA-3

Kimyasal Madde m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri

HA (243kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05
Laurik asit 50 0,25 200,3178 0,883 1
THF 3
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
Benzoil Kloriir 35 0,25 140,6 0,029 1,21 1

REAKSIYON 4 HA-LA-4

Kimyasal Madde m (mg) n (mmol) M (g/mol) | V (ml) | d(g/cm3) Mol esdegeri

HA (243kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05
Laurik asit 50 0,25 200,3178 0,883 1
IPA 3
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 35 0,25 140,6 0,029 1,21 1
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Tabloda gosterildigi gibi 4 farkli HA-LA tiirevi i¢in kullanilan es deger oranlari
aynidir. Ancak kullanilan HA’nin molekiiler agirliklart HA-LA-1 ve HA-LA-2 igin
124 kDa iken, HA-LA-3 ve HA-LA-4 i¢in 243 kDa kullanilmistir. C6ziicii olarak
daHA-LA-1ve HA-LA-3 i¢in THF, HA-LA-2 ve HA-LA-4 igin IPA kullanilmistir.

Daha sonra laurik asit orani artirilarak ve farkli molekiiler agirliklarda yeni
modifikasyon reaksiyonlar1 tasarlandi. Her bilesenin kullanim miktar1 ve oranlari
asagidaki tablolarda verilmistir

Tablo 5. Laurik asit tiirevleri i¢in kullanilan malzemelerin miktarlar1 ve esdeger
oranlar1 (HA-LA-5-6-7)

REAKSIYON 5 HA-LA-5

Kimyasal Madde | m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri
HA (124kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05
Laurik asit 75 0,375 200,3178 0,883 15
IPA 3
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
Benzoil Kloriir 53 0,375 140,6 0,044 1,21 15

REAKSIYON 6 HA-LA-6

Kimyasal Madde m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri
HA (243kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05
Laurik asit 75 0,375 200,3178 0,883 15
IPA 3
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
Benzoil Kloriir 53 0,375 140,6 0,044 1,21 15

REAKSIYON 7 HA-LA-7

Kimyasal Madde m (mg) n (mmol) M (g/mol) V (ml) d (g/cm3) Mol esdegeri
HA (600 kDa) 100 0,25 400 1
Saf su 5
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3
DMAP 1,53 0,0125 122,2 0,05
Laurik asit 75 0,375 200,3178 0,883 15
IPA 3
TEA 76 0,75 101,2 0,105 0,726 3

Benzoil Kloriir 53 0,375 140,6 0,044 1,21 15
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Yukaridaki tabloda da goriildiigii gibi laurik asit oran1 1’den 1,5’e ¢ikarilarak 3 yeni

modifiye HA-LA {iretilmistir. Solvent olarak hepsinde IPA kullanilmigtir. HA-LA-
5 i¢in 124 kDa molekiiler agirlikli, HA-LA-6 icin 243 kDa molekiiler agirlikli ve
HA-LA-7 i¢in 600 kDa molekiiler agirlikli HA kullanilmistir.

Son olarak elektroegirme denemeleri i¢in daha biiylik miktarda {iretim yapilmak

istenmistir. iki modifikasyon segilerek daha yiiksek miktarda sentez yapilmistir.

Tablolar1 agagida gosterilmektedir.

Tablo 6. Laurik asit tiirevleri i¢in kullanilan malzemelerin miktarlar1 ve esdeger
oranlar1 (HA-LA-8-9)

REAKSIYON 8 HA-LA-8

Kimyasal Madde | m (mg) | n (mmol) | M (g/mol) | V (ml) [ d (g/cm3) | Mol esdegeri
HA (124 kDa) 500 1,25 400 1
Saf su 25
TEA 380 3,75 101,2 0,523 0,726 3
DMAP 7,64 0,0625 122,2 0,05
Laurik asit 375,6 1,875 200,3178 0,883 1,5
IPA 15
TEA 380 3,75 101,2 0,523 0,726 3
Benzoil Kloriir 264 1,875 140,6 0,218 1,21 15
REAKSIYON 9 HA-LA-9
Kimyasal Madde | m (mg) | n (mmol) | M (g/mol) | V (ml) | d (g/cm3) | Mol esdegeri
HA (600 kDa) 500 1,25 400 1
Saf su 25
TEA 380 3,75 101,2 0,523 0,726 3
DMAP 7,64 0,0625 122,2 0,05
Laurik asit 375,6 1,875 200,3178 0,883 1,5
IPA 15
TEA 380 3,75 101,2 0,523 0,726 3
Benzoil Kloriir 264 1,875 140,6 0,218 1,21 1,5

Yukaridaki tabloda da goriildiigii gibi HA-LA-8 sentezinde 124 kDa
molekiiler agirhikli HA, HA-LA-9 i¢in ise 600 kDa molekiiler agirlikli HA

kullanilmistir. Her iki modifikasyonda da ¢oziicii IPA olarak secilmistir. HA:

Laurik asit oran1 da 1:1,5 olarak kullanilmistr.
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Asagida modifiye edilmis tiim Orneklerin liyofilizasyon sonrasi nasil

goriindiigiiniin fotograflar1 tablo halinde verilmistir.

HA-AC-2 HA-AC-3

Sekil 10. Modifiye edilmis tiim 6rnekler

3.4. Coziinme Testleri

Modifiye edilmis hyaluronan numunelerinin su ve alkol igerisindeki
cozlintirliiklerinin ilk etapta test edilebilmesi amaciyla ¢oziinme testleri yapildi.
Laboratuvar sartlarinda oda sicakligindaki ultra saf su ve izoprolpil alkol (IPA)
kullanildi.

Her modifikasyon sonrasi liyofilize edilmis 6rneklerden 5.0-5.5 mg araliginda
alind1 ve ¢ozlniirliik i¢in On test olarak IPA (1 ml), ultra saf su (1 ml) ve IPA-su
karisimi (%50 IPA : su, 1 ml) i¢inde ¢Oziinme agisindan test edildi. Coziinme

testleri laboratuvar sicakliginda 24 saat boyunca karistirilarak gerceklestirildi.
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3.5. Hyaluronan Karakterizasyonu icin Yontemler

3.5.1. Fourier Doniisiimii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Saf hyaluronan, modifiye edilmis numunelerle karsilastirma i¢in FTIR'da
analiz edildi. Saf hyaluronan toz halinde bulundugundan, Trystom pelet presi
kullanilarak numune kati tablet olarak hazirlandi. Modifiye edilmis hyaluronan
numuneleri de FTIR numunelerinin hazirlik asamasi olarak kiiclik ve piiriizsiiz
parcalara kirilmistir (Bkz. Sekil 4). Daha sonra modifiye edilmis ve saf hyaluronan
numuneleri Nicolet IS5 FT-IR spektrometresinde (Bkz. Sekil 11) Germanyum
kristalli ATR diizenlemesinde analiz edilmistir. Tiim spektrumlar, 4000400 cm™
dalga sayis1 araliginda ve 4 cm™ ¢oziiniirliikte 64 birikimde absorbans modunda

kaydedildi.

Sekil 11. (A) FTIR Spektrometre, (B) Hazirlanmig FTIR numuneleri
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3.6. Elektroegirme Denemeleri

Modifiye edilmis hyaluronan 6rnekleri igerisinde ¢oziinme testlerinde bulanik
goriiniim vererek kismi ¢ozlinme gosterenler segilerek damlacik ile elektroegirme
cihazi ile denemeler ger¢eklestirildi. Cihazin fotografi Sekil 12°de verilmistir. Bu
denemeler sirasinda kullanilan 6rnekler ve konsantrasyon degerleri de Tablo 7°de

gosterilmistir.

Sekil 12. Elektroegirme cihazi
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Tablo 7. Elektroegirme denemeleri i¢in kullanilan 6rnek-konsantrasyon
degerleri

Ornek Adi Konsantrasyon
(W/v%)
HA-C16-1 (124 kDa) 8%
HA-C16-2 (124 kDa) 8%
HA-C16-3 (243 kDa) 5%
HA-C16-4 (243 kDa) 5%
HA-AC-3 (243 kDa) 5%
HA-LA-7 (600 kDa) 3%
HA-LA-8 (124 kDa) 8%
HA-LA-9 (600 kDa) 3%




29

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Coziinme Testleri

Palmitik asit ile modifiye edilmis 6rneklerin ¢ézlinme testi sonuglari
asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 8. Palmitik asit tiirevleri ¢oziinme testleri sonuglari

Coziinen Coziicii: Coziicii: Su+IPA
. Coziicii: Su
Ornek IPA (%50)
Cozlinme Kismen ¢6ziindii Kismen ¢6ziindii
HA-C16-1
yok (bulanik) (bulanik)
Coziinme Kismen ¢oziindi Kismen ¢oziindi
HA-C16-2
yok (bulanik) (bulanik)
Coziinme
HA-C16-3 c Coziinme yok Tamamen ¢6ziindi
yo
Coziinme Kismen ¢oziindi
HA-C16-4 (Coziinme yok
yok (bulanik)
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Sekil 13. Palmitik asit tlirevleri ¢oziinme testleri

Hekzanoik anhidrit ile modifiye edilmis 6rneklerin ¢dziinme testi sonuglari

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 9. Hekzanoik anhidrit tiirevleri ¢6ziinme testleri sonuglari

Coziinen Ornek | Céziicii: IPA Coziicii: Su Coziicii:
Su+IPA (%50)

HA-AC-2 Cozlinme yok Tamamen ¢Oziindli Tamamen

¢Ozilindi

HA-AC-3 Cozlinme yok Kismen ¢6ziindii Tamamen

(bulanik) ¢Ozlindl
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Sekil 14. Hekzanoik anhidrit tiirevleri ¢oziinme testleri

Laurik asit ile modifiye edilmis Orneklerin ¢dziinme testi sonuglari asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 10. Laurik asit tiirevleri ¢oziinme testleri sonuglari

Coziinen Ornek | Coziicii: IPA Coziicii: Su Céoziicii: Su+IPA (%50)
HA-LA-1 Coziinme yok Tamamen ¢6ziindil Tamamen ¢6ziindil
HA-LA-2 Coziinme yok Tamamen ¢6ziindi Tamamen ¢oziindi
HA-LA-3 Coziinme yok Tamamen ¢6ziindi Tamamen ¢oziindi
HA-LA-4 Coziinme yok | Kismen ¢oziindii (bulanik) Tamamen ¢6ziindii
HA-LA-5 Coziinme yok | Kismen ¢oziindii (bulanik) Tamamen ¢6ziindii
HA-LA-6 Coziinme yok | Kismen ¢6ziindii (bulanik) Tamamen ¢6ziindil
HA-LA-7 Coziinme yok | Kismen ¢6ziindii (bulanik) | Kismen ¢6ziindii (bulanik)
HA-LA-8 Coziinme yok | Kismen ¢oziindii (bulanik) Tamamen ¢oziindi
HA-LA-9 Coziinme yok | Kismen ¢oziindii (bulanik) Tamamen ¢oziindi
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Sekil 15. Laurik asit tiirevleri ¢oziinme testleri

4.2. FTIR Spektroskopisi Sonuc¢lari

Kimyasal modifikasyonun varligini belirleyebilmek i¢in 6rnekler FTIR ile
karakterize edilmistir. Ancak modifiye hyaluronanin baglarindaki degisimi
karakterize edebilmek i¢in dncelikle modifiye edilmemis olan saf hyaluranan

orneginin FTIR ile karakterizasyonu yapilmistir.

4.2.1. Modifiye Edilmemis Hyaluronana ait FTIR Spektroskopisi
Modifiye edilmemis hyaluronan 6rneginin FTIR spektrumu asagidaki

grafikte verilmistir.
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Sekil 16. Modifiye edilmemis hyaluronan FTIR Spektrometresi

Tek Bag Alani (2500-4000 cm™)

* 3250-3550 cm™ arasindaki genis bant, hidroksil veya amonyum (OH’,NH")
varhigini dogrulamaktadir. Bunun yanida 1600-1300cm™, 1200-1000 cm™ ve 800-
600 cm™ alanlar1 arasindaki pikler de hidroksil grubunun varligii gostermektedir.
» 2935-2860 cm™ arasindaki pikler, uzun zincirli lineer alifatik bilesiklerin varligini
dogrular. Bu zirveleri, alkil zincirlerinin varligim dogrulayan 1470-720 cm™

arasindaki bazi zirveler takip eder.

Cift Bag Alam (1500-2000 cm™)

» Pikler, karbonil grubunun (esterlerin) varligini dogrulayan 1750-1700 cm™ alan
arasinda ayirt edilir.

+ 1700 cm™'in altindaki pikler, amid ve karboksilik baglar1 ifade eder.

» Karboksilik asit piklerinin  yogunlugunun azalmasi modifikasyonu

dogrulayacaktir (Nandiyanto, Oktiani ve Ragadhita, 2019)
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4.2.2. Palmitik asit ile modifiye edilmis hyaluronana ait FTIR
Spektroskopisi

Modifikasyon sonrasi elde edilen palmitik asit ile modifiye edilmis
hyaluronan érneklerinin FTIR spektrumlari asagida verilmistir. Bu spektrumlardaki
onemli zirveler ve pikler ile modifikasyon dogrulamasi ve modifiye Ornegin

karakterizasyonu yapilmistir.

Asagidaki grafiklerde sirasiyla Sekil 17 ve Sekil 18’de palmitik asit ile
modifiye edilmis olan 124 kDa molekiiler agirliga sahip hyaluronan érneginin,
Sekil 19 ve Sekil 20°de ise palmitik asit ile modifiye edilmis olan 243 kDa FTIR

spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 18. HA-C16-2 (MW: 124 kDa, Coziicii: IPA) FTIR Spektrumu
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Sekil 19. HA-C16-3 (MW:243 kDa Céziicii: THF) FTIR Spektrumu
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Sekil 20. HA-C16-4 (MW:243 kDa Coziicii: IPA) FTIR Spektrumu

Tek bag alan1 3000-3500 cm™ araligindaki genis bant N-asetil fonksiyonel
grubunun N-H'si ile HA ve artik suyun -OH gruplar1 nedeniyle O-H'nin germe

titresimlerini gostermektedir.

2800-3000 cm™ araliginda gelen piklerde saf hyaluronan spektrumundakine
gore modifiye olanlarda ciddi bir artis goriilmektedir. Buradaki artis alkil
zincirlerinin ~ (-CH- antisimetrik ve -CH»- ve -CHs'lin simetrik gerilmesi)
titresimine karsilik gelir (Diaz-Salmeron, Ponchel ve Bouchemal, 2019). Yani
buradaki baglarin yogunlugunda bir artis olmast GICNAc'nin 6. pozisyonundaki
hidroksil grubunun hidrofobiklesmesini dogrulamaktadir. Bu bdlgedeki dnemli
tepe noktalar1 HA-C16-1 i¢in 2916.25 cm™®, HA-C16-2 i¢in 2918.18 cm™, HA-C16-
3 igin 2920.20 cm™ ve HA-C16-4 i¢in 2915.32 cm™ zirveleri bu bolgede artis

gdstermistir.
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1700-1750 cm™ araliginda yer alan pikler ise ester-karbonil grubu titresimi
igin karakteristik bandidir (-C=0 gerilmesi). Karbonil ester grubunun titresimine
karsilik gelen modifikasyonu onaylamaktadir. Palmitik asit ile modifiye edilmis
tiim 6rneklerde bu bolgede bazi pikler goriilmektedir. HA-C16-1 i¢in 1737 cm?,
HA-C16-2 icin 1739 cm™, HA-C16-3 ve HA-C16-4 igin 1702 cm™ de gelen pikler

kimyasal modifikasyonu dogrular niteliktedir.

1700 cm* altindaki piklere bakildiginda karboksilik asitleri ifade eden bu piklerin
boyundaki kisalma ortamdaki karboksilik asit fonksiyonel gruplarimin azaldigim
gostermektedir. Bu gruplarin piklerinde goriilen belirgin azalma da kimyasal

modifikasyon nedeniyle alkillesmeyi dogrulamaktadir.

4.2.3. Hekzanoik anhidrit ile modifiye edilmis hyaluronana ait FTIR
Spektroskopisi

Modifikasyon sonrasi elde edilen hekzanoik anhidrit ile modifiye edilmis
hyaluronan o&rneklerinin FTIR spektrumlar1 asagida verilmistir. Sekil 21°de
hekzanoik anhidrit ile modifiye edilmis 124 kDa molekiiler agirlikli ve 243 kDa
molekiiler agirlikli  modifiye hyaluronan 6rneklerinin  FTIR  spektrumlari
verilmistir. Bu spektrumlardaki modifikasyona iliskin 6nemli zirveler gésterilmis

ve modifiye drnegin karakterizasyonu yapilmistir.

091HAAC 31

HAAC2 11 \

Sekil 21. HA-AC-3 (243 kDa)/ HA-AC-2 (124 kDa) FTIR Spektrumlari
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Her iki ornekte de 2800-2950 cm™ araligindaki tepe noktalarinda artis
goriilmektedir. HA-AC-2"de 2919.39 cm™, HA-AC-3’te 2926.28 cm™’de goriilen
artis -CH, -CH2 ve -CH3 alkil zincirlerindeki titresimlere ithaf edilmektedir. Bu
titresimlerdeki artis modifikasyon olusumunu desteklemektedir (Diaz-Salmeron,

Ponchel ve Bouchemal, 2019).

HA-AC-2 icin 1732.96 cm™ ve HA-AC-3 i¢in1737.08 cm™’de goriilen
karakteristik pikler karbonil ester grubunun titresimini gostermektedir. Bu zirveler

hekzanoik anhidrit ile hyaluronan arasindaki bag olusumunu kanitlamaktadir.

HA-AC-2 ve HA-AC-3 arasindaki temel fark molekiiler agirliklarinin 124
kDa ve 243 kDa seklinde birbirinden farkli olusudur. Ancak, molekiiler
agirhiklarinin - farkli  olmasmin hekzanoik anhidrit ile yapilan kimyasal

modifikasyon i¢in FTIR spektrumunda bir etkisi gzlenmemistir.

4.2.4. Laurik Asit ile modifiye edilmis hyaluronana ait FTIR
Spektroskopisi

Laurik asit ile modifikasyonu yapilan Orneklerin FTIR spektrumlari
incelenmistir. Laurik asit modifikasyonu i¢in 9 farkli 6rnek calisilmistir. Hazirlanan
orneklerin arasindaki parametre farklari asagidaki tablo {izerinde gosterilmistir
(Tablo 11).

Tablo 11. Laurik asit ile modifiye edilmis 6rneklerin kod numaralarina gore
parametre farklari

Kod no Mol|_e|'l?ﬁler Kul“la?ll‘é‘ll’l nHA:NLA
Agirhigi Coziicii Esdeger Oran
(kDa)
HA-LA-1 124 THF 1.0:1.0
HA-LA-2 124 IPA 1.0:1.0
HA-LA-3 243 THF 1.0:1.0
HA-LA-4 243 IPA 1.0:1.0
HA-LA-5 124 IPA 1.0:15
HA-LA-6 243 IPA 1.0:15
HA-LA-7 600 IPA 1.0:15
HA-LA-8 124 IPA 1.0:15
HA-LA-9 600 IPA 1.0:15
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Asagidaki grafiklerde sirastyla Sekil 22 ve Sekil 23’de laurik asit ile modifiye
edilmis olan 124 kDa molekiiler agirliga sahip hyaluronan 6rneklerinin, Sekil 24 ve
Sekil 25’te ise laurik asit ile modifiye edilmis olan 243 kDa FTIR spektrumu

S —— AE11.65

goriilmektedir.
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Sekil 25. HA-LA-4 FTIR Spektrumu

2800-3000 cm™ araliginda alkil zincirlerinin titresimine (-CH- antisimetrik ve
-CH2- ve -CH3'"lin simetrik gerilmesi) karsilik gelen bant ve tepe noktalarinda hafif
artiglar goriilmektedir. Bu bolgedeki 6nemli tepe noktalart HA-LA-1 i¢in 2928.04
cm™?, HA- LA -2 icin 2927.96 cm™, HA- LA -3 icin 2926.28 cm™ ve HA- LA -4

i¢in 2920.20 cm zirveleri bu bolgede artis gdstermistir.

1700-1750 cm™ araliginda yer alan tepe noktalarma bakildiginda HA-LA-2
icin 1736.33 cm™, HA-LA-3 i¢in 1737.08 cm™, HA-LA-4 i¢in 1735.05 cm™” de
kiiclik pikler goriilmektedir.

Bu sonuclardan yola c¢ikilarak laurik asit mol esdeger orani artirilarak
modifikasyonlar (HA-LA-5-6-7-8-9) gerceklestirilmistir. Asagidaki grafiklerde
sirastyla Sekil 26°da laurik asit ile modifiye edilmis olan molekiiler agirligi 124
kDa, Sekil 27°de molekiiler agirhigr 243 kDa, Sekil 28°de molekiiler agirligi 600
kDa FTIR spektrumu goriilmektedir.
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2800-3000 cm™ araliginda alkil zincirlerinin titresimine (-CH- antisimetrik ve -
CH2- ve -CH3'in simetrik gerilmesi) karsilik gelen bant ve tepe noktalarinda
artiglarin oldugu goriilmektedir. Bu bolgedeki 6nemli tepe noktalar1t HA-LA-5 icin
2928.31 cm?, HA- LA -6 icin 2926.28 cm™, HA- LA -7 i¢in 2924.25 cm™ zirveleri

bu bolgede artis gdstermistir.

1700-1750 cm™ araliginda yer alan tepe noktalarina bakildiginda mol esdeger
oraninda yapilan artis ile modifikasyonlar1 dogrulayan zirveler ortaya ¢ikmistir.
HA-LA-5 icin 1739.11 cm™?, HA-LA-6 i¢in 1735.11 cm™, HA-LA-7 igin 1737.08
cm™* de goriilen tepe noktalari karbonil ester olusumunu dogrulamaktadir (Huerta-

Angeles vd., 2020).

HA-LA-8 ve HA-LA-9 alinan sonuglara gore HA-LA-5 ve HA-LA-7’nin tekrar
sentezidir. Onlarin da FTIR spektrumlar1 Sekil 29 ve Sekil 30 ‘da verilmistir.
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Sekil 29. HA-LA-8 FTIR Spektrumu
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Sekil 30. HA-LA-9 FTIR Spektrumu

Sekil 29 ve Sekil 30°da gosterilen HA-LA-8 ve HA-LA-9 6rneklerinin FTIR
grafikleri incelenmistir. 2800-3000 cm™ araliginda alkil zincirlerinin titresimine (-
CH- antisimetrik ve -CH>- ve -CH3'iin simetrik gerilmesi) karsilik gelen bant ve
tepe noktalarinda artiglar goriilmektedir. Bu bolgedeki 6nemli tepe noktalart HA-
LA-8 i¢in 2934.38 cm™, HA- LA -9 i¢in 2924.25 cm™ olarak goriilmektedir.

1700-1750 cmt araliginda yer alan tepe noktalarina bakildiginda HA-LA-8
icin 1737.08 cm?, HA-LA-9 icin 1739.11 cm™ de gosterilen zirveler

modifikasyonu kanitlamaktadir.

4.3 ELEKTROEGIRME DENEME SONUCLARI

Elektroegirmede bir Taylor konisi olusturmanin 6nemi, ince ve siirekli bir
polimer ¢ozeltisi akisi olusumuna izin vermesidir. Elektrik alan kuvveti arttikca,
polimer ¢dzeltisinin ylizey gerilimi asilir ve damlacik, bir toplayiciya ulastiginda

bir nanofiber halinde katilasan ince bir jet halinde uzar (Reneker ve Yarin, 2008).

Bir Taylor konisi olusmadan, polimer c¢ozeltisi siirekli bir jet
olusturamayacagindan, elektroegirme islemi miimkiin olmazdi. Bu nedenle, bir

Taylor konisinin olusturulmasi, elektroegirme isleminde ¢ok énemli bir adimdir.

Palmitik asit, hekzanoik anhidrit ve laurik asit ile modifikasyonlari yapilmis
olan Orneklerin arasindan ¢oziinme testlerinde ve FTIR spektrumu sonuglarina
bakilarak bazi Ornekler se¢ilmis ve bu oOrneklerin elektroegirmede kullanilip

kullanilamayacagina dair denemeleri yapilmistir.
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Elektroegirmede uygulanan elektrik alanin degeri kilovolt cinsinden
Olciilmiis olup, en fazla 40 kilovolta kadar ¢ikilmistir. Yavas yavas elektrik alan
degeri  artirilarak  gozlemlenen  Orneklerin  Taylor  konisi  olusturup

olusturmayacagina bakilmistir. Sonuglar1 agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 12. Elektroegirme denemelerinde kullanilan drnekler

Ornek adi Konsantrasyon (w/v%b) Taylor Konisi Max kV
HA-C16-1 (124 kDa) 8% yok 40
HA-C16-2 (124 kDa) 8% yok 30
HA-C16-3 (243 kDa) 5% var 23.6
HA-C16-4 (243 kDa) 5% var 32
HA-AC-3 (243 kDa) 5% var 20.2
HA-LA-7 (600 kDa) 3% var 19
HA-LA-8 (124 kDa) 8% var 26.5
HA-LA-9 (600 kDa) 3% var 20.5

Tablo 12°ye gore elektroegirme isleminde denenmis olan modifiye edilmis
orneklerin bir kisminda Taylor konisinin olustugu, bir kisminda ise olugmadigi

gozlemlenmistir.

%38 lik konsantrasyonda hazirlanan 124 kDa molekiiler agirliga sahip HA-C16-1 ve
HA-C16-2 6rneklerinin Taylor konisi olusturmamistir. Burada uygulanan voltajin
yetersiz kalmasi, polimer ¢ozeltisinin yeterince iletken olmamasi veya olusturulan
ylizeyin yiikiinlin yetersiz olusu gibi faktorler bu durumun sebepleri arasinda

gosterilebilir.

Uygulamanimn yapildig1 diizenekte nanolif elde edilmesi saglanamamis olsa da
kullanilan diger 6rneklerde Taylor konisinin sekil olarak olustugu tespit edilmistir.
Palmitik asit, hekzanoik anhidrit ve laurik asit modifikasyonlarinin elektroegirme
ile nanolif olusturabilmek i¢in umut verici tiirevler olusturdugu bu calisma ile

gosterilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Hyaluronan bir¢ok biyomedikal uygulama i¢in uygun 6zellikler sergiler, ancak
HA'nin ¢6ziiniirligii sulu ortamlarda kullanimlarini sinirlamaktadir. Bu tezde bir
biyopolimer olan hyaluronanin uzun yag asit zincirleriyle kimyasal olarak modifiye
edilerek suda ve izopropril alkol igerisinde kismen ¢oziinen hyaluronan
tiirevlerinin Uretilmesi amag¢lanmistir. Bu tiirevlerin {iretimi sirasinda molekiiler
agirlik, tiretimi sirasinda kullanilan ¢6ziicli ve modifiye ajanin esdeger mol orani
parametrelerinde degisiklikler yapilarak bu parametrelerin etkileri gézlemlenmistir.
Buna ek olarak, modifiye edilen hyaluronanin biyomedikal uygulamalardaki fiber
kullaniminm1 test etmek i¢in elektroegirmede farkli parametrelerde denemeler

yapilarak sonuglar1 gézlemlenmistir.

Modifikasyon reaksiyonlar1 hyaluronanin aktif bolgelerinden OH gruplarinin
uzun yag asit zincirleriyle esterifikasyonunu igermektedir.  Reaksiyonlarda
palmitik asit, hekzanoik anhidrit ve laurik asit modifiye ajani olarak kullanilmigtir.
Bu modifiye ajanlarin hyaluronanin ana zincir yapisini bozmadan hyaluronani
asillestirmesi hedeflenmistir. Bu yontemler kullanilarak toplamda 15 farkli HA
tirevi sentezlenmistir. Modifikasyon reaksiyonlar tamamlandiktan sonra
cozlinme testleri yapilarak modifiye iiriinlerin su ve izopropil alkol karigiminda
nasil davrandigi gozlemlenmistir. Modifiye edilmis HA tirevleri FTIR ile
karakterize edilerek asillesme dogrulanmistir. Daha sonra iclerinden secilen
ornekler elektroegirmede denenerek Taylor konisi olusturup olusturmadigina

bakilmaistir.

Uretilen  tiirevlerin  hepsinde  modifikasyonun ~ varhgi  FTIR ile
desteklenmektedir. Kullanilan farkli molekiiler agirlikli saf hyaluronan 6rneklerinin
modifikasyonda biiyiik bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Bu da farkli biyomedikal
uygulamalar i¢in kullanilabilecek farklt molekiiler agirliklara sahip hyaluronanin

modifikasyonda kullanilabilecegini gostermektedir.

Su-izopropil alkol karisimi ile yapilan ¢oziinme testlerinde laurik asit ve
palmitik asit ile modifiye edilen 6rneklerin kismen ¢oziinme gostererek ¢ozeltide

istenen bulanik goriiniimii olusturdugu gozlemlenmistir.

Yapilan elektroegirme denemelerinde ise segilen orneklerden fiber elde

edilmesi saglanamamustir ancak palmitik asit, laurik asit ve hekzanoik anhidrit ile
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modifiye edilmis olan hyaluronan tiirevlerinin Taylor konisi olusturdugu
gozlemlenmistir. Bunun anlami  modifiye edilen o6rneklerin  egirilebilir
(elektroegirmede kullanilabilecek) ozellikler tasidigini gostermektir. ilerideki
caligmalarda bu modifikasyonlar kullanilarak nanolif elde edilebilecegine dair umut

verici 0zellik gostermektedirler.

Bu ¢alismada hyaluronanin ¢apraz baglanma olmaksizin uzun alkil zincirleri
kullanilarak hidrofobik modifikasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen palmitik
asit, hekzanoik anhidrit ve laurik asit ile modifiye edilmis tiirevlerin biyomedikal
alanda  6nemli  uygulamalarda  kullanilan elektroegirme  ydnteminde

kullanilabilecek tiirevler oldugu sonucuna varilmaistir.
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