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BiYOMEDIKAL UYGULAMALAR iCIN KITOSAN ESASLI
HIDROJELLERIN GELIiSTIRILMESI

OZET

Kitosan diinyada seliilozdan sonra en bol bulunan kitinden fiiretilen ¢ok yonli
bir biyopolimerdir. Kitin kabuklu deniz canlilarinda, boceklerde ve mantarlarda
bulunur. Kitosan, biyobozunurlugu, antimikrobiyal, antifungal vb. &zellikleri
nedeniyle biyomedikal uygulamalarda kullanilabilmektedir. Kitosan toksik olmayan,
biyolojik olarak uyumlu, biyobozunur ve antimikrobiyal bir polimerdir. Kitosan
polimeri ilag salimim sistemlerinde, hiicre salinim sistemlerinde ve ortopedi, yara
iyilesmesi, oftalmoloji, ila¢ ve kemik iyilesmesinde kullanilir. Kitosan, ila¢ salinim
sistemlerinde, hidrojellerde ve yara ortiilerinde genis bir uygulama alanina sahiptir.
Hiicre cogalmasini ve “histoarchitectural” doku organizasyonunu uyarir. Kitosan yara
iyilesmesinde esasen biyolojik uyumlulugu, biyolojik bozunabilirligi, antimikrobiyal
yapist ve ayrica bakteriyostatik ve mantar 6zelliklerine bagli olarak yardimer olur.
Kitosanin biyouyumluluk 6zelliginden yararlanarak implantasyon, enjeksiyon veya
topikal g6z uygulamalar1 gibi gesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir.
Kitosan filminin, sargi olarak kullanildigi, saglam, strese dayanikli, esnek, esnek ve
esnek olmasi gerektigi ve sargi degisiklikleri sirasinda herhangi bir travma olmadan
yaraya uygulanmasi ve ¢ikarilmasinin kolay oldugu saptanmistir.

Bu tez ¢alismasinda kitosan esash hidrojellerin elde edilmesi amaciyla orta
molekiil agirlikli  kitosana c¢esitli modifikasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Oncelikle, serbest amin gruplarmin korunmasi igin kitosan fitalik anhidrit ile modifiye
edilerek ftaloil kitosan elde edildi. Bir sonraki adimda, poli(etilen glikol) gruplarinin
kitosanin hidroksil 6zellikleri ile birlestirilmesi ve amin gruplarinin daha sonra
kullanilabilmesi ig¢in hidroksil gruplari iizerine "asilama" islemi gerceklestirildi.
Poli(etilen glikol) asilanmasinin ardindan, korunmus ftaloil gruplari, amino gruplarini
reaktif formlarinda tekrardan agiga c¢ikarilmasi i¢in hidrazinlenme islemi
gergeklestirildi. Son adimda, PEG agilanmis kitosanin yan zincirlerinde bulunan amino
gruplarinin tiyol-en ile reaktif hale getirilmis merkapto gruplarinin yerlestirilmesini
gerceklestirmek i¢in NHS ile aktive edilmis 3-merkaptopropiyonik asit ile konjiige
edilerek kitosan esasli hidrojeller hazirlandi. Hazirlanan hidrojellerin 6zellikleri
karakterize edildi.

Malzemelerin karakterizasyonlaru FT-IR ve *H NMR analizleri ile yapilmustir.
Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosanin toplam siilfihidril igerigi ve tiyol
ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosanin toplam tiyol igerigi, Ellman’in metodu
kullanilarak belirlendi.
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DEVELOPMENT OF KITOSAN BASED HYDROGELS FOR BIOMEDICAL
APPLICATIONS

SUMMARY

Chitosan is a versatile biopolymer produced from the world's most abundant
kit after cellulose. The chitin is found in shellfish, insects and fungi. Chitosan can be
used in biomedical applications due to its biodegradability, antimicrobial and
antifungal properties. Chitosan is a non-toxic, biocompatible, biodegradable and
antimicrobial polymer. Chitosan polymer is used in drug release systems, cell release
systems and orthopedics, wound healing, ophthalmology, medicine and bone healing.
Chitosan has a wide range of applications in drug release systems, hydrogels and
wound dressings. It stimulates cell proliferation and “histoarchitectural® tissue
organization. Chitosan helps in wound healing mainly due to its biocompatibility,
biodegradability, antimicrobial structure as well as bacteriostatic and fungal
properties. The polycationic structure of the chitosan and the interaction between the
positively charged chitosan and the negatively charged cell wall lead to the leakage of
intracellular components and thus the death of the harmful organism. Utilizing the
biocompatibility of chitosan, it is used in various biomedical applications such as
implantation, injection or topical eye applications. It was found that the chitosan film
was used as a dressing, it should be robust, stress resistant, flexible, flexible and
flexible, and it was easy to apply and remove to the wound without any trauma during
winding changes.

In this thesis, in order to obtain chitosan-based hydrogels, various modification
processes were carried out in the middle molecular weight chitosan. Primarily,
chitosan was modified with phthalic anhydride to protect the free amine groups and
phthaloyl chitosan was obtained. In the next step, grafting process was carried out on
the hydroxyl groups to combine the poly(ethylene glycol) groups with the hydroxyl
properties of the chitosan and the later use of the amine groups. Following
poly(ethylene glycol) inoculation, hydrazination was carried out to restore protected
phthaloyl groups in their reactive forms in amino groups. In the last step, chitosan-
based hydrogels were prepared by conjugation with NHS-activated 3-
mercaptopropionic acid to carry out the introduction of thiol-en-reactive merkapto
groups of amino groups in the side chains of PEG grafted chitosan. Properties of
prepared hydrogels were characterized.

Materials characterization was done by FT-IR and *H NMR analysis. The total
sulfhydryl content of thiol-modified PEG grafted chitosan was and the total thiol
content of thiol-modified PEG grafted chitosan was determined using Ellman's
method.
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1. GIRIS

Kitosan, dogada en bol miktarda bulunan seliilozdan sonra kitin biyopolimerinin
kimyasal modifikasyonu ile elde edilen biyouyumlu, biyobozunur ve antimikrobiyal
bir polimerdir. Bununla birlikte, kitin uygulamalari, kitosan ile karsilastirildiginda
smirhidir ¢iinkii kitin, yapisal olarak seliilloza benzer ancak kimyasal olarak inert
oldugundan uygulamada zorluklar yasanmaktadir. Bundan dolay1r cesitli
modifikasyonlar yapilmaktadir. Kitosan, B-(1-4) glikozidik baglarindan meydana
gelir. Kitosan glukozaminin baskin yinelenen birim oldugu D-glikosamin ve N-asetil
D-glikozamin monomerlerin olugan lineer bir kopolimeridir. Kitin ve kitosanin
molekiil kiitlesi birka¢ milyon dalton'a kadar olan uzun zincirli polimeri temsil eder

(Taylor et al, 2014).

CH,OH HO NHCOCH,

I..
-
‘.

0)
/ O

(b)

Sekil 1.1 : Kitosanin (a) deasetillenmis ve (b) asetillenmis birimleri.

Kitosan, genellikle, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen B-(1 — 4) bagh 2-
asetamido-2-deoksi-D-glikopiranoz ve 2-amino-2-deoksi-D-gliikopiranoz
tinitelerinden olusan bir kopolimerdir. Kabuklularin dis iskeletinin ana bilesenidir

(Chen et al., 2016).

Kitosan toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu, biyolojik olarak parcalanabilen
antimikrobiyal bir polimerdir. Kitosan polimeri ila¢ salinim sistemlerinde, hiicre
dagitim sistemlerinde ve ortopedi, yara iyilesmesi, oftalmoloji, ilag ve kemik
iyilesmesinde kullanilir. Bakteri, mantar ve mayaya karsi antimikrobiyal aktivite

gosterir. Hipoalerjeniktir ve kani hizli pthtilagtirma 6zelligine sahiptir. Ayrica kitosan
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katyonik dogal bir polielektrolit oldugundan dolay1 diyet lipidlerine baglanarak yag
cekici olarak davranir. Kitosanin kan durdurucu 6zelligi iyidir ve yaralarin daha hizl
tyilesmesine yardimeci olan makrofaj fonksiyonuna etki eder. Ek olarak, acik yara
tedavisi i¢in yararli olan bakteriostatik ve fungistatik 6zellikler gosterir. Yara sargisi
olarak kullanilan kitosan yara i¢in en uygun iyilesme ortami olusturmaktadir (Diez-

Pascual & Diez-Vicente, 2015).

Kitosan, ilag salimim sistemlerinde, hidrojellerde ve yara ortiilerinde genis bir
uygulama alanina sahiptir. Hiicre c¢ogalmasin1 ve “histoarchitectural” doku
organizasyonunu uyarir. Kitosan yara iyilesmesinde esasen biyolojik uyumlulugu,
biyolojik bozunabilirligi, antimikrobiyal yapisi ve ayrica bakteriyostatik ve mantar
ozelliklerine bagli olarak yardimci olur. Kitosanin polikatyonik yapisi ve pozitif yiikli
kitosan ile negatif yiiklii hiicre duvar1 arasindaki etkilesim, hiicre i¢i bilesenlerin
sizintisina ve dolayisiyla zararli organizmanin Oliimiine yol agar. Kitosanin
biyouyumluluk 6zelliginden yararlanarak implantasyon, enjeksiyon veya tropikal goz
uygulamalar1 gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Kitosan
filminin, sarg: olarak kullanildigi, saglam, strese dayanikli, esnek, esnek ve esnek
olmasi gerektigi ve sargi degisiklikleri sirasinda herhangi bir travma olmadan yaraya
uygulanmas1 ve c¢ikarilmasinin kolay oldugu saptanmistir. Filmlerin mekanik
ozellikleri onemlidir ve ¢esitli yapilara sahip olan viicudun farkli béliimleri tarafindan
uygulanan gerilmeleri tasiyabilecek makul gerilme oOzelliklerine sahip olmalidir.
Ustelik sarg1 hizli ve tekdiize yapisik olmali ve hava veya s1vi cep olusumunu dnlemek
icin yara topografyast ve sekline uymalidir. Iyi yapisma; agriy1 azaltr,
dekontaminasyonu kolaylastirir, bakteriler tarafindan yaraya ¢evresel kanallanmay1
Onler ve dokulara yapigsmay1 arttirir. Sargi, bakteri girisine kars1 mutlak bir engel
olusturmali ve yara organizmalarinin giyinme yiizeyine ¢ikmasini 6nlemelidir. Su
buhart gegirgenligi i¢in tercihen gecirgen olmakla birlikte, yara yataginin
kurutulmasina yol acan fazla stvi emme ve buharlagtirmanin da bu sargilarla 6nlenmis

oldugu saptanmistir (Dragostin et al. 2016).

Kitosan yiizey modifikasyonu ve liyofilizasyon yoluyla stabil, gézenekli bir iskelet
haline getirilebilir. Bununla birlikte, ¢esitli katki maddeleri ile harmanlanmasi
biyouyumluluk derecesini etkileyebilir. Bu nedenle, ¢esitli biyomedikal sinifi kitosan

tiirevlerinin biyouyumluluklarmin degerlendirilmesi, insan yarasinin yonetimi igin
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yiiksek kalitede ve biyolojik olarak uyumlu malzeme miihendisligi i¢in gereklidir.
Jeller, zarlar, nanofiberler, nanofibriller, boncuklar, mikropartikiiller, nanopartikiiller,
iskele ve siinger benzeri formlara kolayca islenebilme avantajini sunar. Olusturulan

kitosan hidrojellerinin gesitli yapilar1 asagida verilmektedir (Dragostin et al., 2016).
e Capraz Baglanmis Kitosan,
e Hibrid Polimer A&,
e Yari-Niifuz Eden Ag,
e lIyonik Capraz Baglanma.

Capraz baglayicinin dogasina bagli olarak, baglayiciyr olusturan ana etkilesimler, ag

kovalent veya iyonik baglardir (Dragostin et al., 2016).

Jin ve ark. (2007) yaniklarin erken tedavisinde kitosanin heparin ile etkilerini
karsilastirmiglardir. Siganlarin sirtlarindaki yaniklara, kitosan tozu, heparin tozu ve
kitosan karisimi ve heparin uygulanmistir. 72 saat sonra histolojik muayene, kitosan
ile tedavi edilen grubun yanma derecesinin kontrol grubuna gore daha az siddetli
oldugunu ve kitosanin erken fazda yaniklarin genislemesini biiyiik 6l¢iide 6nledigini
gostermistir. Aksine, heparin, yaniklarin erken tedavisinde koruyucu bir etkiye sahip
degildir. Jin ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada kitosan ve heparinin birlikte
kullanilmasi ile kitosanin koruyucu etkisini zayiflattigi sonucuna ulagsmislardir (Jin,

Ling, He, & Zhang, 2007).

Alsarra, farkli molekiil agirlikli ve DDA aralikli siganlarin yaniklarina kars1 kitosanin
yara 1yilestirici etkinligini arastirdi. En yiiksek yara iyilesme, yliksek molekiil agirlikli
ve yiiksek DDA kitosan ile tedavi edilen grupta bulundu. Yiiksek molekiil agirlikli
kitosan ile tedavi edilen yaniklarda anlamli olarak daha fazla epitel dokusu vardi ve en
Iyi reepitelyalizasyon ve en hizli yara kapanmasi, yiiksek molekiil agirlikli kitosan
tedavi grubunda bulundu. Histolojik inceleme ve kollajenaz aktivite ¢alismalari,
yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile tedavi edilen yaralarda gelismis graniilasyon

dokusu olusumu ve epitelyalizasyon oldugunu ortaya koydu (Alsarra, 2009).

No ve ark. kitosan ve kitosan oligomerlerinin antibakteriyel aktivitelerini Gram-
negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi etkisini arastirdilar. Kitosanlar, kitosan

oligomerlerine kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktiviteler gostermekle birlikte,
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inhibisyon etkileri, kitosan ve belirli bakterilerin molekiiler agirliklar ile farklilik
gostermesine ragmen, test edilen bakterilerin ¢ogalmasin1 dnemli 6l¢iide inhibe
etmistir. Kitosan genelde gram-pozitif bakterilerde % 0,1 kitosan varliginda gram-
negatif bakterilere kiyasla daha giiclii bakterisidal etki gosterdi. Kitosan ¢oziicii olarak
%1 asetik asit, %1 laktik veya formik asitlerle daha etkili sekilde bastirilmig laktik asit
bakterileri harig, test edilen bakterilerin gogunun biilylimesini inhibe etmede etkili
olmustur. Kitosanin antibakteriyel aktivitesi, daha diisiik pH degerlerinde daha yiiksek
aktiviteye sahiptir (No, Young Park, Ho Lee, & Meyers, 2002).

Seyfarth ve ark (2008), C. albicans, Candida krusei ve Candida glabrata mantar
tiirlerine kars1 suda ¢oziinlir diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli kitosan hidrokloriir,
karboksimetil kitosan, kitosan oligosakarit ve Nasetil-D-glukosaminin antifungal
aktivitelerini incelemistir. Arastirmacilar, asit ortaminda fungal tiirlere kars1 diisiik
molekiil agirlikli ve yliksek molekiiler agirlikli kitosan hidrokloriir konsantrasyona
bagli olarak antifungal aktiviteye etkisi oldugunu tespit ettiler. Diisiik molekiil agirlik,
diisiik antifungal aktiviteye neden olmaktadir. Karboksimetil kitosanin mantar
tiirlerine kars1 aktivitesi diisiik oldu. Arastirmacilar, bu fonksiyonel grup katyonik
amino gruplarin1 maskelediginden, kitosanin polikatyonik karakterinin antifungal
aktivite i¢in ¢ok onemli oldugu sonucuna varildi (Seyfarth, Schliemann, Elsner, &
Hipler, 2008).

Kulkarni ve ark. (2005) Tiazolidinon tiirevlerine (TDK'ler) doniistiirdiikten sonra,
kitosanin antibakteriyel etkinligini bildirmistir. TDK'lar, kitosani, kitosanin Schiff
bazlarina doniistiirerek, ardindan merkaptoasetik asit ile muamele edilerek hazirlandu.
100 ppm konsantrasyonda polimer 6rnekleri (orijinal kitosan ve kimyasal olarak
modifiye edilmis kitosan TDK'ler), disk diflizyon yontemi kullanilarak inhibisyon
zonunun Ol¢iilmesiyle E. coli, Shigella dysentrae, P. aeruginosa ve Bacillus subtilis'e
kars1 antimikrobiyal 6zellik acisindan test edildi. Kitosanin antibakteriyel aktivitesinin
karsilik gelen TDK'de yaklasik on kat arttig1 gézlenmistir. Kimyasal olarak modifiye
edilmis kitosanin artmis antibakteriyel aktivitesinin, yeni katilan gruplar ve polimer ile
bakteri hiicre duvar1 arasindaki artan etkilesim ve polielektrolit komplekslerinden
kaynaklandig: ileri siiriildii. Bir polimerin difiizyon gecirgenligi de antibakteriyel
aktivite i¢in 6nemli bir parametre oldugu sonucuna ulagilmistir (Kulkarni, Kulkarni,

Keshavayya, Hukkeri, & Sung, 2005).



Tang ve ark. (2010), Gram negatif bakteriler Pseudomonas fluorescens ve E. coli
tizerinde, bagka bir kitosan tiirevi arginin kitosanin antibakteriyel aktivitesini arastirdi.
Arastirmacilar, iki farkl arginin tiirevli kitosanin (%6 arginin ile siibstitiie edilmis ve
% 30 arginin ile siibstitiie edilmig) hem P. fluorescens hem de E. coli biiylimesini
siddetle inhibe ettigini gézlemlemisglerdir. 5000 mg/L konsantrasyonunda sirastyla %
6 ve % 30 oraninda ikame edilmis arginin tiirevli kitosan, 2,7 log ve 4,5 log P.
fluorescens ve 4,8 log ve 4,6 log E. coli'yi 4 saatte inhibe etmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda (<500 mg / 1), % 6'lik ikame edilmis arginin tiirevli kitosan, hem
P. fluorescens'in hiicre zarlarini gegirgen hale getirirken daha etkili oldugu ortaya
cikmasina ragmen, hiicre biiyiimesinin engellenmesinde daha etkili olmustur (Tang et
al. 2010).

Hidrojeller hem ilag hem de gen salinimi i¢cin matriks olarak kullanilmaktadir.
Hidrojeller, makromolekiil ilaglarini1 6zellikle proteinleri polimerik zincirlerinin i¢ine
almakta kullanilmaktadir. Hidrojellerin polimerik agi, ilaglari hizli ¢éziinmeden ve
matrislerden hizli salinimdan korur. Hidrojeller oral, okiiler, nazal, vajinal ve subkiitan

yollarla uygulanabilir.

Cizelge 1.1 : Ilag salinimi igin hidrojel uygulamalar.

Polimer Bazh Hidrojeller  Tlac Yiiklii Sistemler Uygulama Alanlar

Sodyum karboksimetil
seliiloz ve poli vinil alkol

4 kollu PEG-Mal ve 4 kollu
PEG-SH

Diklofenak sodyum Agizdan ilag salinimi

Bevacizumab Okiiler ilag salinimi

N-trimetil kitosan kloriir ve

poli(etilen glikol) - Burundan ilag salinimi

Poloksamer Baicalein flavonoidleri  Vajinal ilag salinim1
. Rekombinant hirudin Deri altindan ilag
AL, L o varyanti-2 (rHV2) salinimi
Kitosan ve dekstran Vankomisin Yara iyilesmesi i¢in

topikal ila¢ salinimi



Hidrojeller ayrica doku onariminda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hidrojellerin

bazi 6rnekleri Cizelge 1.2° de sunulmustur.

Cizelge 1.2 : Doku miihendisliginde hidrojel uygulamalari.

Polimer Bazh Hidrojeller Ilac / Hiicre Yiiklii Uygulama Alanlar
Sistemler
foto ¢apraz baglanabilir Yagdan tiiretilmis kok Yumusak doku
metakrilatlanmis glikol kitosan . .. .
hiicre miihendisligi

PEG icinde polimerize edilmis
jelatin metakrilamid (Gel-MA)

Oligo (poli(etilen glikol)
fumarat)

Oksitlenmis alginat ve jelatin

Jelatin ve kitosan

- I¢ hiicre kapsiilleme ve

yiizey hiicre yapismasi

Biiylime faktorii 1 ve Osteokondral doku
kemik morfojenik onarimi
protein-2
Murin kondrositleri Kikirdak rejenerasyonu

ve osteoartrit tedavisi

Kardiyomiyosit Konjenital kalp hastalig1
ve kardiyak doku

miihendisligi

Hidrojeller ayrica yapay kikirdaklar, kontakt lensler, yapay kornealar, biyosensorler

ve cerrahi yardimcilar olarak gelistirilmistir. Sentetik materyaller ayrica hiicre digi

matrise alternatif olarak uygulanir. Cizelge 1.3, klinik uygulamalari i¢in ticari olarak

iretilen bazi hidrojelleri gostermektedir.

Cizelge 1.3 : Mevcut pazarlanan hidrojeller ve uygulamalari.

Uriin Ad

Kullanim Alani

Bioglue® cerrahi
yapistiricl

SurgiSeal®
Derma seal

Gluetiss®

Hemostaz saglamak i¢in dikisler gibi standart
kalp ve damar onarim yontemlerine ek olarak

Topikal cilt yapistirict
Transtibial ampute i¢in kullanilir

Kulak Burun Bogazda doku yapistiricisi



2. KITOSAN ESASLI HIDROJEL HAZIRLAMA YONTEMLERI

Kitosanin zincirleri arasindaki molekiiller aras1 kuvvetler hidrojen bagi, hidrofobik ve
iyonik etkilesimlerdir. Bu etkilesimler molekiiler agirlik ve iyonik kuvvetten etkilenir.
Kitosan polimerlerinin ¢apraz baglanmasi, ila¢ salinimi icin stabilite ve dayaniklilik
gibi kitosan o6zelliklerini gelistirmek i¢in gereklidir. Kitosan bazli hidrojeller kitosan

capraz baglama yontemine gore siniflandirilir.

2.1 Kimyasal Capraz Baglama Yoluyla Kitosan Hidrojellerinin Hazirlanmasi

Kimyasal olarak c¢apraz bagli hidrojeller, bag olusumunun geri doniisiimsiizdiir,
kitosan zincirlerinin kovalent baglanmasiyla olusturulur. Kimyasal capraz bagh
hidrojeller, dort olusum halinde bulunur, a) kitosan ¢apraz bagli sistem, b) hibrit
polimer aglar1 (HPN) c) i¢ ice ge¢mis polimer aglar1 (IPN) ve d) yari i¢ ice ge¢cmis
polimer aglar1 (SIPN). Kitosan hidrojellerinin smiflandirilmas:  Sekil 2.1°de

Ozetlenmektedir.

a b

))

Sekil 2.1 : Kovalent ¢apraz baglama ile hazirlanan kitosan bazli hidrojenin yapisi.



Kitosan bazli hidrojeller a; sadece kitosan zincir ¢apraz baglari, b; kitosan, farkli bir
polimer ile ¢apraz baglanir, c; kitosan ve baska bir polimer karistirilir ve her polimer
tipi ¢apraz baghdir, d; kitosan makromerleri ¢apraz baglama yapan baska bir polimer

kitosan ile karistirilir.

Kimyasal hidrojel olusumunun en basit sekli, kitosan kendi basina bagka bir polimerik
zincir ile ¢apraz baglanma reaksiyonuna girdiginde ortaya cikar. Kitosan zincirleri
tizerinde bulunan aminler ve hidroksil gruplar1 kimyasal c¢apraz baglanmadan
sorumludur. Kimyasal ¢apraz baglama, capraz baglayicilar veya fotopolimerizasyon

reaksiyonu yoluyla meydana gelebilir.

2.2 Capraz Baglayicilar ile Capraz Baglanma

Polimerlerin kendileri arasinda ya da polimerler ile bir ¢apraz baglayici arasinda
capraz baglama olusturulabilir. Capraz baglayicilar kitosan zincirleri arasinda ¢apraz
baglanma reaksiyonunu baglatir. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayici ajanlar;
glutaraldehit ve genipin, paladyum katyonu, diizosiyanat ve akrilik asit gibi diger
reaktifler gibi dialdehit bilesiklerini igerir.

Glutaraldehid, kitosanin kimyasal c¢apraz baglanmas1 i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Glutaraldehit esas olarak, 6zelliklerinin degistirilmesi i¢in kitosana
ikinci bir polimer eklendiginde c¢apraz baglama ic¢in kullanilir. Kitosanin
modifikasyonu i¢in Pluronic F127 kullanilmistir ve bu hibrid, 5-FU'un kontrollii
verilmesi i¢in glutaraldehit ile ¢apraz baglanmistir. Genipin, B-glukosidaz enzim
tarafindan geniposit olarak adlandirilan bir glikozitden yapilan, suda ¢oziinebilen ve
bifonksiyonel bir ¢apraz baglayidir. Genipin, gardenya meyvelerinden izole edilir ve
Sekil 2.2’ de gosterildigi gibi, amin, protein ve kitosan amino gruplari ile reaksiyona

girebilir.



OH

NH, OH
HO o
0]
/ HO NTOS
OH X
H
O OH
OH
(0]
A A
0 Kitosan ile reaksiyon
s NH,

OCH,
Sekil 2.2 : Genipin ile kitosan zincirleri arasinda gapraz baglama.

Genipin, doku fiksasyonunda, gida endiistrilerinde ve ila¢ uygulamasinda, diger
capraz bglayiclilara gore daha diisiik toksisitesi ve daha yiiksek biyouyumlulugu ile
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kitosanin genipin ile ¢apraz baglanmasi iizerine
cok sayida calisma vardir. Kikirdak doku onarmmi i¢in genipin ile ¢apraz bagh
kitosan/jelatin aglar1 gelistirilmistir. Genipin-¢apraz bagli kitosan hidrojelleri,
glutaraldehid-gapraz bagli hidrojellere ve daha yiiksek biyo-uyumluluga kiyasla daha
yavas degradasyon oranina sahiptir, fakat hidrojel i¢ine yiiklenen terapotik madde ile

uyumsuzluk riski vardir.

2.3 Fotopolimerizasyon Yoluyla Capraz Baglanma

Kovalent olarak capraz bagli kitosan hidrojellerinin olusturulmasinin diger yontemi
ise fotopolimerizasyondur. Fotopolimerizasyon, goriiniir ya da UV 1smlarinin yardimi
ile s1v1 ¢ozeltinin jel haline getirilmesi islemidir. Bu teknik in vivo ve in vitro olarak
da kullanilir. Polimerik reaksiyon, maruz kalma mesafesini ve siiresini ayarlayarak
kontrol edilir. Foto-baslaticilar olarak adlandirilan molekiiller ile reaksiyon halinde
UV veya goriiniir 151k, radikal polimerizasyonu baslatan ve g¢apraz bagli hidrojel
olusturan serbest radikaller iiretir. Fotopolimerizasyon, genel polimerizasyon
yontemlerine gore belirgin bir stiinliige sahiptir ve bu, in vivo in vivo olarak,
laparoskopik cihazlarda, subkutandz enjeksiyon veya farkli ameliyatlarda cesitli
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uygulamalar i¢in kullanilabilen hidrojel olusumudur. Kitosan i¢in azid ve laktoz
yarimlari katilarak, bu polimerin bir foto ¢apraz baglanabilir tiirevi sentezlenmistir. Bu

modifiye kitosan doku yapistiricisi (tissue adhesive) olarak kullanilabilir.

2.4 Fiziksel Capraz Baglanma

Kitosan bazli hidrojel aglarini olusturmak icin fiziksel ¢apraz baglama, bagka bir
capraz baglama smifidir. Fiziksel etkilesimler, iyonik olarak ¢apraz baglanmis kitosan
hidrojelleri ve polielektrolit komplekslerinde oldugu gibi iyonik etkilesimler olabilir
veya asilanmig/graft kitosan hidrojelleri ve dolastirilmis kitosan hidrojelleri olarak

adlandirilan aglar gibi ikincil etkilesimler olabilir.

2.5 Iyonik Capraz Bagh Kitosan Hidrojeller

Kitosan iyonize olabilen amin gruplarina sahip bir katyonik polielektrolit polimeri
oldugu i¢in, iyonlar, iyonik olarak capraz bagli kitosan hidrojellerini ¢alistirmak icin

genellikle iyonik ¢apraz baglayicilar olarak kullanilir.

Hidrojeller, yiiksek su emme kapasitesine sahip gézenekli yapilara sahip olduklar1 ve
dogal hiicre dis1 matrisine (ECM) yapisal benzerliklerinin dogal sistemlerin taklit
edilmesine imkan verdiginden, genis kapsamli biyomedikal uygulamalar i¢in ¢ekici
polimerik malzemelerdir. Viskoelastik 6zellikler, esneklik, yiiksek biyo-uyumluluk ve
ayarlanabilir mekanik ozellikleri korurken sisme yetenegi, hidrojelleri kullanima
uygun malzemeler haline getirir. Hidrojellerin 6nemli bir uygulamasi, birkag on yil

boyunca ¢ok dikkat ¢ceken ila¢ verme sistemlerinin {iretimini igerir.

Kontrollii ila¢ salinim sistemlerinin tasarimi, ilaglarin kontrollii bir sekilde, istenen bir
oranda ve bir zaman diliminde teslim edilmesi veya birakilmasi ihtiyacindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, kontrollii ilag salinim sisteminin temel amaci, ilaglar
amaglanan terapotik etki ile uyumlu hale getirmektir. (Ron E. and L. Bromberg, 1998)
(Kost J. and R. Langer, 2001)

Siklodekstrinler (CD'ler), hidrofilik dis kabuga ve 1,4-bagli D-glukopiranoz
birimlerinden olusan siklik oligosakkaritlerden yapilmis hidrofobik bir i¢ oyuga sahip
olan bir torus sekilli molekiiller ailesidir. CD'lerin bu essiz yapisi, sulu ortamda

inkliizyon kompleksi olusumuyla hidrofobik molekiillerin i¢ bosluklarina dahil
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edilmesini saglar. Yaygin olarak kullanilan siklodekstrinler, bir halka yapisindaki altt
ila sekiz monomer arasinda degisen glukoz tekrarlama birimleri igerir (Sekil 2.4). 6, 7
veya 8 tekrarlayan iiniteye sahip siklik oligosakkaritler, sirasiyla a-CD, B-CD ve y-CD

olarak adlandirilir.

Siklodekstrinlerin dis kabugu hidroksil gruplarinin varligina bagli olarak ¢ok
hidrofiliktir, i¢ bolge ise oldukga hidrofobiktir. Siklodekstrinlerin i¢ ve dis kabuklar
arasindaki hidrofiliklik farki, sulu ortamlarda hidrofobik molekiiller ile inkliizyon
kompleksleri olusturabilecekleri essiz bir kabiliyete yol agar. Hidrofobik molekiiller
ile kompleks olusumun dogrudan sonucu, bu tiir bilesiklerin ¢oziniirliigiini ve
biyoyararliligini1 arttirmaktir. CD'ler, dogal olarak hidrofobik ilag molekiillerinin
¢Oziiniirliiglinii ve biyoyararlanimini 6nemli Slgiide arttirma kabiliyetleri nedeniyle
farmasotik bilimlerde yaygin bir sekilde kullanilmistir (Uekama, K., F. Hirayama, and
T. Irie, 1998) (Loftsson, T., P. Jarho, M. Masson, and T. Jarvinen, 2005).

CD igeren hidrojeller, sulu ortamlarda ¢esitli hidrofobik ila¢ molekiilleri ile inkliizyon
kompleksleri olusturma yeteneklerinden dolay1 birgok ila¢ verme alaninda umut verici
adaylar olarak arastirilmistir. Siklodekstrinlerin hidrofobik molekiiller ile etkilesimi
dinamik bir dengedir ve ¢evre kosullarina bagli olarak inkliizyon kompleksinin
olusumu ve ayrismasini saglar (Nishikawa S. and T. Ugawa, 2000). Rakip bir konake¢1
molekiiliin varliginda veya sulu ortamin seyreltilmesinde, kaviteye dahil olan molekiil
serbest birakilabilir. Bu davranistan otiirti, siklodekstrinler, salim kinetiklerini
modifiye etmek i¢in polimer/hidrojel bazli stirekli ila¢ verme sistemlerinin tasariminda
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Ozellikle, goz igi gibi uzun siireler boyunca siirekli
olarak ilag¢ konsantrasyonunun muhafaza edilmesinin zor olabilecegi bazi hastaliklar
i¢in, kontakt lensler gibi ¢apraz baglanmis polimerik malzemeler kullanilarak bolgesel
uygulama saglanabilir (Ribeiro, A., F. Veiga, D. Santos, J. J. Torres-Labandeira, A.
Concheiro, and C. Alvarez-Lorenzo, 2012).
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a-CD: n=6
B-CD: n=7
y-CD: n=8

Sekil 2.3 : Ug ana siklodekstrin tipinin kimyasal yapist.
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Orta molekiil agirlikli kitosan (%75-85 asetilasyon derecesi), B-siklodekstrin,
poli(etilen glikol) monometil eter (ortalama Mn=2000), ftalik anhidrit, hidrazin hidrat,
3-merkaptopropiyonik asit, akriloil kloriir, 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoik asit) Aldrich
Chemical Co.'dan temin edildi. Tim ¢6ziiciiler ve inorganik malzemeler Merck

Co.'dan satin alindi.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Malzemelerin karakterizasyonu, *H NMR spektroskopisi (Varian 400 MHz) ve
zayiflatilmig toplam yansima Fourier donilisiimii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR
ATR) (Nicolet 380) kullanilarak yapildi. UV calismalar1 Varian Cary 50 Scan UV/vis
spektrofotometre ile yapildi. Hidrojel ylizey morfolojileri, 10 kV hizlanma gerilimi
olan ESEM-FEG / EDAX Philips XL-30 (Philips, Eindhoven, Hollanda) cihazi
kullanilarak analiz edildi. Dinamik frekans tarama analizleri, 0,05-100 rad/s (25 °C)
arasinda %0,5 gerilimi olan Anton Paar MCR 302 reometresi kullanilarak yapildi. 8

mm c¢apinda bir paralel plaka kuruldu ve plaka boslugu 2.0 mm'ye ayarlandi.

3.3 Sentez Yontemleri
3.3.1 Kitosan tiirevlerinin sentezi

3.3.1.1 N-ftaloil kitosan (Ch-Pht) sentezi

Orta molekiil agirlikli kitosan (5.00 g, 31 mmol glukozamin birimi, %75-85
asetilasyon derecesi) ve ftalik anhidrit (13.8 g, 91 mmol), N, N-dimetilformamid
(DMF) (100 mL) igerisinde, azot atmosferi altinda 130 °C de 7 saat manyetik

karistiricida karistirildi. Daha sonra elde edilen berrak ¢6zelti, 1000 mL etanol
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icerisinde oda sicakliginda sogutulduktan sonra filtre edildi. Olusan {iriin vakumda

kurutuldu ve oda sicakliginda N-ftaloil kitosan elde edildi (Verim: %96).

OH OH

0
ftalik anhidrit
n DMF, 130 °C n

HO NI, HO N

kitosan 0

N-ftaloil kitosan (CH-Pht)

Sekil 3.1 : N-ftaloil kitosan sentez reaksiyon semasi.

3.3.1.2 p-Toliien siilfonatla aktive edilmis PEG sentezi (MeO-PEG-OTS)

100 mL dikolorometan (DCM) igerisine 5 g PEG 2000 monometil eter ve 5 mL
trietilamin eklendi ve karisim buz banyosunda 0 °C’ ye sogutuldu ve 30 dakika
boyunca karistirildi. Uzerine p-toluensiilfonil kloriir (2 g, 0.01 mol, 20 mL DCM
icerisinde) damla damla eklenerek reaksiyon bir gece devam ettirildi. Reaksiyon
sonrasinda doygun sodyum bikarbonat (NaHCO3) (20 mL) ¢6zeltisi kullanilarak
ekstraksiyon yapildi. Sirasiyla 50 mL kloroform ve 20 mL soydum kloriir (NaCI)
doygun ¢ozeltisi eklenerek ekstraksiyonlar yapildi. Ekstraksiyon sonucu elde edilen
cozeltiye sodyum siilfat eklenerek kurutma islemi ardindan da siizme islemleri
gerceklestirildi. Elde edilen ¢ozelti icerisinde bulunan ucucu kimyasallar rotary

evaporator kullanilarak uzaklastirildi ve tosillenmis poli(etilen glikol) elde edildi.

0

H,ct© ) 0—%

o) CH,

Sekil 3.2 : p-Toluensiilfonatla aktive edilmis poli(etilen glikol) tosilat.
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3.3.1.3 PEG asilanmus N-ftaloil kitosan (Ch-Pht-PEG) sentezi

N-ftaloil kitosan (1.0 g, 3.2 mmol tekrarlayan birim), manyetik balik ile birlikte iki
boyunlu yuvarlak tabanli siseye konuldu ve ultrasonik banyoda dimetilformamit
(DMF, 20 mL) igerisinde ¢oziildii. Bu karisima, p-toluensiilfonatla aktive edilmis
poli(etilen glikol) 10 mL DMF i¢indeki metil eter (8.2 g, 3.84 mmol) ve K2CO3 (0.53
g, 3.84 mmol) eklendi. Reaksiyon karisimi azot atmosferi altinda 80 °C'de 24 saat
karistirildi. Reaksiyondan sonra, elde edilen polimerin saflastirilmasi i¢in bir diyaliz
membrant (MWCO 10K) kullanilarak suya kars1 diyaliz yapilarak gerceklestirildi.
Saflastirilmis polimer, ¢6ziicli buharlastirilarak ve 50 °C’de gece boyunca kurutularak

toplandi. (Verim: %77)

0]
OH 0]
/\/Q 0/
m
MeO-PEG-OTs 0
n K,CO;, DMF, 80 oC n
0]

0

HO N HO N

Ch-Pht Ch-Pht-PEG

Sekil 3.3 : PEG asilanmis N-ftaloil kitosan (Ch-Pht-PEG) sentez reaksiyon semasi.

3.3.1.4 PEG asilanmms N-ftaloil kitesanin (Ch-Pht-PEG) hidrazinlenmesi

5.4 g PEG agilanmig N-ftaloil kitosan ve hidrazin hidrat (30 mL), distile su (60 mL)
icinde ¢oziildii. Karisim 90 °C'de 16 saat karistirildi. Reaksiyondan sonra, polimerin
saflagtirilmasi icin diyaliz membran (MWCO 10K) kullaniralarak suya karsi diyaliz
islemi yapilarak gerceklestirildi. Elde edilen polimer PEG asilanmis kitosan, ¢oziicli

uzaklagtirilarak ve gece boyunca 50 °C'de kurutularak toplandi. (Verim: %86)
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( o 0) NH,NH,.H,0 ( o 0}
n H,0, 90 °C n
0
HO N HO NH,

Ch-PEG

Ch-Pht-PEG

Sekil 3.4 : PEG asilanmig N-ftaloil kitosanin (Ch-Pht-PEG) hidrazinlenme semasi.

3.3.1.5 Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanms kitosan sentezi

PEG asilanmis kitosan (10 mL DMF igerisinde 1.0 g) ¢ozeltisine, NHS ile aktive
edilmis 3-merkaptopropiyonik asit ¢ozeltisi (1.0 g, 5.0 mmol) (5 mL DMF igerisinde)
ilave edildi. Reaksiyon, azot atmosferi altinda 80 °C'de 16 saat karistirildi.
Reaksiyondan sonra, karisim suya karst (MWCO 10K) diyaliz edildi, buharlastirildi
ve 50 °C'de kurutuldu. (Verim: %94)

0
OMO\AO/ 0] OMO\/}O/
0 " N\OJK/\SH "
(0]
n n
DMF, 80 °C
HO NH, HO NH

Ch-PEG (0]

SH

Ch-PEG-SH

Sekil 3.4 : Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmig kitosan (Ch-PEG-SH) sentez

reaksiyon semasi.
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3.3.2 Akriloil ile modifiye edilmis B-siklodekstrin sentezi

Akriloil-B-siklodekstrin, Shun-ichi Nozakura ve Makoto Komiyama grubu tarafindan
Sekil 3.3’de tarif edildigi gibi sentezlendi (A. Harada, M. Furue, S. Nozakura, 1976)
(H. Asanumal, T. Akiyama, K. Kajiya, T. Hishiya, M. Komiyama, 2001). Kisaca, su
icinde -CD ile m-nitrofenil akrilatin ester-degisim reaksiyonu yoluyla sentezlendi ve

akriloil kloriir ve m-nitrofenol kullanilarak m-nitrofenil akrilat sentezlendi.

m-NP
CH,=CHCOCl —— = CH,=CHCO, ., CH2=CHC02
NO,

m-NP = m-nitrofenol = Siklodekstrin

Sekil 3.3 : Akriloil-B-siklodekstrin sentez reaksiyon asamasi.

3.3.3 Hidrojel sentezi

Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosan (100 mg) siseye yerlestirildi ve
distile su (200 pL) iginde ¢oziildii. Gerekli miktarda B-CD-Ac ve katalitik miktarda
trietilamin (0.1 esdeger -SH) destile su (200 pL) iginde ¢6ziildii ve daha sonra polimer
cozeltisine eklendi. Jel ¢ozeltisi homojen jellesmeye yardimer olmak amaciyla kisa
siireyle ultrasonik islemden gecirildi. Yaklasik 10 dakika sonra higbir numune akisi
gozlenmedi ve mevcut tam gapraz baglanmay saglamak icin jellesme 6 saat devam
ettirildi. Daha sonra, reaksiyona girmemis tiirler, distile su kullanilarak birka¢ kez
yikanarak uzaklastirildi. Kurumus hidrojeller, su igerisinde sismis Orneklerin

dondurarak kurutma islemiyle elde edildi. (Jel doniistimleri: %66-87)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kitosan Esash B-Siklodekstrin iceren Hidrojellerin Hazirlanmasi

4.1.1 Tiyol modifiye poli(etilen glikol) asitlanmis kitosan (Ch-PEG-SH) tiirevi

sentezi

Tiyol ile modifiye edilmis kitosan bazli hidrofilik polimer elde etmek icin, bir dizi
sentez ve polimerizasyon sonras1 modifikasyon adimi gerceklestirildi (Sekil 4.1). Tk
adimda, daha sonra tiyol iceren molekiiliin konjugasyonunda kullanilan serbest amin
gruplarmin korunmasi i¢in dogal kitosan ftalize edildi. Bir sonraki adimda, PEG
gruplariin kitosanin hidroksil 6zellikleri ile birlestirilmesi amaciyla "asilama" islemi
gerceklestirildi. PEG asilama islemi, biyolojik uyumlulugun yani sira suda
¢Oziiniirliiglini arttirmak i¢in kitosan tiirevlerinin modifikasyonunda yaygin olarak
kullanilan bir uygulamadir (Casettari L, Vllasaliu D, Castagnino E, Stolnik S, Howdle
S, lllum L, 2012). Bununla birlikte, kitosan modifikasyonunun ortak yaklasimlari
amino gruplarinin kimyasal katilimina uygun hale getirilmesine dayanir (Casettari L,
Vllasaliu D, Castagnino E, Stolnik S, Howdle S, Illum L, 2012). Calismamizda, amin
gruplarinin daha sonra kullanilabilmesi i¢in hidroksil gruplar iizerine PEG agilama
islemi gerceklestirildi. Hidrofilik yan zincirlere aktif monometoksi PEG polimerinin
niikleofilik siibstitiisyon esasli bir agilanmasi, kitosan omurgasina eklenmesine neden
olmustur. PEG agilanmasinin ardindan, korunmus ftaloil gruplari, amino gruplarin
reaktif formlarinda tekrardan aciga ¢ikarilmasi i¢in hidrazinoliz islemi gerceklestirildi.
Son adimda, PEG asilanmis kitosanin yan zincirlerinde bulunan amino gruplarinin
tiyol-en ile reaktif hale getirilmis merkapto gruplarinin yerlestirilmesini
gerceklestirmek icin NHS ile aktive edilmis 3-merkaptopropiyonik asit ile konjiige
edildi.
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4.1.2 Tiyol modifiye poli(etilen glikol) asilanmus kitosan (Ch-PEG-SH)

tiirevilerinin karakterizasyonu

4.1.2.1 FT-IR ve 'H NMR analizi

N-ftaloil kitosan (Ch-Pht) iizerine PEG asilanmasi, FT-IR ¢alismalart (vmax / cm™)
2882 (C-H germe), 1069 ve 959 (C-O) yapilarak basaril1 bir ¢alisma gergeklestirildigi
dogrulanmistir (Sekil 4.1). Elde edilen ftalil ve PEG asilanmig kitosan (Ch-Pht-PEG)
'm *H NMR analizi, kitosan piranoz gruplari ve ftaloil kisimlarinmn proton sinyallerinin
yant sira PEG yinelenen birimlerin ve metoksi (-OCH3) u¢ gruplarinin sinyallerini de

ortaya koymustur (Sekil 4.2).

— Kitosan
1655 cm*! W
~—— Ch-Pht
—— Ch-Pht-PEG
— Ch-PEG > 2882cm!
\\ j{/

~——— Ch-PEG-SH \f

1672 cm™! W

959 cm! €—
I Y 1 ) 1 e I g I 4 1 . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.1 : PEG asilanmis, hidrazinoliz ve tiyol modifikasyon adimlarindan sonra

polimerlerin FT-IR yapisal analizleri.

Ftaloil gruplarinin hidrazinlenme islemiyle ortaya c¢ikarilmasindan sonra, FT-IR
analizi, imid absorpsiyon bantlarinin (Vmax / cm™) 1771 ve 1707'de kayboldugunu

ortaya koymustur. Bu donilisiim ayni zamanda ftaloil aromatik sinyallerin 7.3-8.0
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ppm'de ortadan kalkmasi ile de dogrulanmistir. Son adimda, NHS gruplar1 ile 6nceden
aktive edilmis Ch-PEG-SH verecek sekilde, serbest amino gruplarinin kitosan
polimerinin 3-merkaptopropiyonik asit ile reaksiyonunu igerir. 1672 cm™ FT-IR
spektrumunda yeni bir amid bandimin olusumu ve alifatik proton sinyalleri, *"H NMR
spektrumunda merkaptopropionamit birimlerinin sinyalleri ile basarili bir sekilde

birlestigini gostermistir.

8. 9 Ch-Pht-PEG
) o/\{'°\/‘r"9/ oH
5

: 0, )
toX( Neoy— oy

HO NH HO NH
R
R: Phthaloyl or acetyl

Phthaloyl H's D0

/L

T Y T r T T T Y v— Y
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 40 35 3.0 25 2.0 15 10 0.5

8. 9 Ch-PEG
O/\ko\/'}‘o/ OH
6(. »
4/, 0
fo - oO}y—/- oy
HO NH HO  NH
g R
R: -H or acetyl
D0
N\
8.0 25 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 1.0 0.5 0.0
8 9
o’\ko\/}"?’ OH Ch-PEG-SH
6
-0 4 )
o Nop— oF
HO NH HO NH
L4 R
o 1
R: -H or acetyl or
K/\SN D0
10
A AN
T T T r . T v T
8.0 725 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Sekil 4.2 : PEG asilanmis, hidrazinoliz ve tiyol modifikasyon adimlarindan sonra

polimerlerin *H NMR vyapisal analizleri.
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4.1.2.2 PEG asilanma derecesinin belirlenmesi

PEG asilanma derecesi, Sekil 4.3’ de yer alan 4.5 ppm’de D-glikopiranoz sinyalinin,
3.4 ppm’de PEG metoksi sinyalinin entegrasyonuyla belirlenmistir (%43 (mol PEG /

mol D-glukosamin).

4.1.2.3 Siilfihidril iceriginin belirlenmesi

Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosanin toplam siilthidril icerigi, Ellman’in
metodu kullanilarak belirlendi (Ellman GL, 1959). Kisaca, 4,0 mg 5,5’-ditiobis (2-
nitrobenzoik asit), 1 mL reaksiyon tamponu (0,1 M sodyum fosfat, 1 mM EDTA (pH
8,0)) igerisinde ¢oziildii ve bu ¢dzeltinin tizerine, 1 mL reaksiyon tamponu igindeki
5,0 mg tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosan ilave edildi. Elde edilen
karisim 37 °C'de 2 saat siireyle inkiibe edildi. Numunedeki toplam siilfhidril grubu
icerigi, 412 nm'de maksimum absorbansim 6lgiilmesi ve 2-nitro-5-tiyobenzoat (TNB?*
) iyonunun molar sénme katsayisi (14,150 M cm™) kullanilarak elde edildi (Riddles
PW, Blakeley RL, Zerner B, 1983)

4.1.2.4 Sisme oram dengesi (ESRS)

Sisme oran1 dengesi (ESRs)'ler distile su igerisine 20 mg hidrojel numunesi alinarak,
sismis hidrojellerin sabit agirlik gosterene kadar zamana bagli olarak numune
kiitlesindeki artis1 takip ederek belirlendi. Sisme yiizdesi, asagidaki denklem
kullanilarak belirlendi (4.1)

ESR (%) = (*etae—Phurs) , 100 (4.1)

Wkuru

Sisme c¢alismalart {i¢ kez tekrarlandi ve sisme egrilerini elde etmek i¢in ortalama

veriler kullanilda.

4.1.2.5 Polimer Ch-PEG-SH” nin tiyol i¢eriginin belirlenmesi

Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosanin toplam tiyol icerigi, Ellman’in

metodu 5.5'-ditiobis (2-nitrobenzoik asit) kullanilarak belirlendi (Ellman GL, 1959).
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NO,

HOOC S
- ~s COOH
+
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0,N
DTNB
NO, NO,
+
/S\
R S COOH  HS COOH
TNB
R= Ch-PEG

Sekil 4.3 : Ch-PEG-SH polimerinin Ellman reaktifi ile tepkimesinin gosterilmesi.

1,0,
0,9
07
0,6
0,5 :
04
0,3

Absorbans

0,2 —‘ ‘\:\
0,1
0,0

360 ' 460
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.4 : Ellman analizi sonucu olusan TNB iyonunun UV spektrumu.

Ellman analizi sonucu Ch-PEG-SH polimerindeki tiyol miktar1 8.4 x 10 mmol/g

polimer olarak hesaplanmigtir.
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4.1.3 Kitosan esash p-siklodekstrin iceren hidrojelerin tiyol-en klik kimyas ile

sentezi

Hidrojeller, tiyol-en reaksiyonu kullanilarak PEG asilanmis kitosan polimerinin (Ch-
PEG-SH) akriloil ile modifiye edilmis B-siklodekstrin ¢apraz baglayici (B-CD-Ac) ile
reaksiyona girmesiyle hazirland1 (Sekil 4.5). Akriloil gruplarina birden fazla tiol
eklenmesiyle, yaklasik on dakikada hizli capraz baglanma agi olusumu gozlenmis ve
higbir numune akisi gézlenmemistir. Capraz baglama islemini tamamlamak igin,
jellesme 6 saat boyunca devam ettirilmistir. Jel olusumu, katalitik miktarda niikleofilik
olmayan organik bazli trimetilamin (EtsN) kullanilarak desteklendi. Cesitli
miktarlarda Ch-PEG-SH/-CD-Ac CD eklenerek elde edilen jellerin gapraz bag
oraninin fiziksel ve morfolojik 6zelliklerine etkisini karsilastirmak i¢in, hidrojel
kiitiphanesi hazirlanmistir (Cizelge 4.1, hidrojeller CCH- (1-4)). Elde edilen

hidrojellerin 6zellikleri Cizelge 4.1'de 6zetlenmistir.

Akriloil B-CD

SH
Tiyollenmis PEG-kitosan

Sekil 4.5 : Tiyol ile modifiye edilmis PEG asilanmis kitosanin ve akriloil ile
modifiye edilmis B-CD'nin thiol-ene click reaksiyonu ile hidrojel olusumunun genel

temsili.
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Cizelge 4.1 : Degisken Ch-PEG-SH/B-CD-Ac oranina sahip hidrojellerin 6zellikleri.

l\ll\luulilnalir;il Hidrojel -SH: Akrilat Diin(%f{i)imii (xlE:OR%)
1 CCH-1 0.5:0,5 87 9.2
2 CCH-2 0.6:0,4 76 13.3
3 CCH-3 0.7:0,3 71 15.6
4 CCH-4 0.8:0,2 66 19.5

4.1.3.1 Kitosan esash B-siklodekstrin iceren hidrojelerin karakterizasyonu

Tiyol-en ekleme reaksiyonlari ile elde edilen hidrojellerde iyi derecede jel doniistimleri
elde edildi. Beklendigi gibi, daha yiiksek miktarda B-CD-Ac c¢apraz baglayici
kullanilmast durumunda daha yiiksek jel doniisiimleri elde edildi. Jeller 1slak durum
goriinlimlerinde saydam seffaf numunelerdir. Taramali elektron mikroskopisine
(SEM) dayanan mikroyapi analizleri, diisiik gdzeneklilige sahip siirekli jel yapilarinin
ortaya ¢iktigin1 gostermistir (Sekil 4.6). Diisiik miktarda ¢apraz baglama ajanlarinin

kullanilmasi durumunda gozeneklilikte ¢ok hafif bir artig oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.6 : Dondurarak kurutulmus hidrojellerin temsili SEM goriintiileri (Olgek

cubugu: 20 um).
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Hidrojeller, sabit bir agirliga ulasilana kadar 6nceden belirlenmis zaman araliklarinda
su alimi1 kaydedilerek sisme davraniglari agisindan incelenmistir. Tiim hidrojeller,
polimer omurgalarinda hidrofilik yan zincirlerin varhi§indan dolay1 iyi bir sisme

kapasitesi ve hizli kinetik 6zellikler gostermistir (Sekil 4.7).

T T T I
2000 - ' J - 4__ y [ — f -\
S == ) | L
&7
& ATl a9
1500 - A Tl % !
o 1
Eodi—— 1 1T
< 1000-".'I|"‘ 117
S i ————Yy— v—y
d I
500-% ]
J|—v—CCH-1—=—CCH-2 —o— CCH-3 —4— CCH-4_
0 T T T T T T Y T T T ' T
0 10 20 30 40 50 60

Zaman (dk)

Sekil 4.7 : Sudaki hidrojellerin sisme denge profilleri.

Beklendigi gibi, hidrojellerin sisme 6zellikleri hidrofilik polimerin beslenmesine ve

capraz baglayici oranlarina baglh olarak degisiklikler gosterdigi gézlenmistir.

Agin serbest jel hacimlerindeki artisa atfedilebilir capraz baglayici oraninin

azaltilmasiyla nispeten daha yiiksek sisme dereceleri elde edildi.

Suda sisen hidrojellerin visko-elastik jel 6zellikleri, dinamik frekans tarama analizi ile
incelenmistir. Yapilan 6l¢iimlerde, aglarin depolama ve kayip modiillerinin homojen
ag olusumunu gdsteren nispeten diisiik salinim frekans bagimlilig1 gosterdigini ortaya

koydu (Sekil 4.8) (Siemoneit U, Schmitt C, 2006).
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Sekil 4.8 : Hidrojellerin dinamik frekans tarama analizi (G ', kat1 semboller ve G ”,

acgik semboller).

Depolama modiilii (G ') ve kayp modiilii (G ") degerleri 102 ila 10° Pa arasinda
degismistir ve test edilen tiim numuneler i¢in, depolama modiiliiniin elastik kati
malzemeler i¢in karakteristik bir 6zellik olan kayip modiiliinden daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Daha yiiksek miktarda B-CD bazli capraz baglayic1 kullanilarak
hazirlanan hidrojeller i¢in daha yiiksek modiil degerleri elde edildi.
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5. SONUC

Kitosan ¢ok yonlii bir polimerdir ve seyreltik asitlerde ¢ozlinmektedir. Kitosanin
biyomedikal uygulamalarda kullanilmasi i¢in ¢oziiniirliigliniin  gelistirilmesi
gereklidir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda kitosanin ¢oziiniirliiglinii arttirmak igin
kitosan PEG ile modifiye edildi. Siklodekstrin ise ila¢ salinim uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Siklodekstrin akriloillenerek PEG lenmis kitosan ile gapraz
baglanmasi saglandi. Bu tez calismasinda sentelenen kitosan esasli hidrojellerin

enjekte edilebilir ila¢ salinim sistemlerinde kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
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