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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum “Siklodekstrin  Temelli Biyouyumlu
Hidrojellerin Sentezi ve Asherman Sendromunda Uygulanmasi” baglikli bu
caligmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin i¢inde hem de
kaynakc¢ada yoOntemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu

onurumla dogrularim.

Biisra AKSOY ERDEN
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ASHERMAN SENDROMUNDA UYGULANMASI

Biisra AKSOY ERDEN
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207 + xvii sayfa

2019
Danmigman: Prof. Dr. Siileyman KOYTEPE

Bu ¢aligmanin amaci, ameliyat sonrasi hasarli rahim dokusunun yeniden olusmasi
sirasinda olasi rahim i¢i yapigmalar1 6nlemek icin farkli gozenek boyutlar ile siklodekstrin
temelli  hidrojellerin  sentezlenmesi, karakterizasyonu ve Asherman sendromunda
uygulamalarinin aragtirilmasidir. Bu nedenle, yapilan g¢alismada Asherman sendromunu
onlemek amaciyla mekanik bariyer 6zelligi tasiyan siklodekstrin temelli enjekte edilebilir
hidrojeller sentezlenmistir. Bu hidrojel yapilar1 bes farkli PEG, bes farkli polifenol ve ¢apraz
baglayici olarak ii¢ farkli siklodekstrinden olusmaktadir. Hidrojellerin sentezi i¢in oncelikle
epoksi fonksiyonel PEG yapilari, PEG ile epiklorhidrinin etkilestirilmesiyle elde edilmistir.
Daha sonra bu yapilar ile siklodekstrin ve polifenol gruplarinin bir arada ¢apraz baglanmasi
sonucunda hidrojeller sentezlenmistir. Sentezlenen hidrojellerin yapisal karakterizasyonlari
FTIR spektroskopisi ile aydinlatilmistir, yiizey ozellikleri SEM ve AFM teknikleri ile
gerceklestirilmistir. Ayrica hidrojellerin 1s1l kararliliklar1 ve 1s1l 6zellikleri TGA ve DSC
analizleri ile belirlenmistir. Hidrojellerin sisme, enjekte edilebilirlik ve biyouyumluluk
ozellikleri aragtirilmigtir. Ayrica bu hidrojellerin ila¢ salim 6zellikleri incelenmis ve melatonin
ve Ostrojen iceren en uygun uygulama formu saptanmistir. Bu 6zelliklerin bir sonucu olarak
secilen hidrojel yapis;, in vivo testlerde kullanilarak Asherman sendromunun
engellenmesindeki potansiyeli belirlenmistir. Sonu¢ olarak, farkli PEG, polifenol ve
siklodekstrin kullanilmasi ile 1s1l kararliligi 200 °C civarinda ve mekanik bariyer 6zelligi
yiiksek, enjekte edilebilir hidrojeller elde edilmistir. Biyouyumluluk sonucuna gore,
hidrojellerin grade 0 ve grade 1 diizeyinde biyouyumlu oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal
ve histolojik verilere gore, Ostrojen ve melatonin igeren siklodekstrin temelli hidrojel
uygulamasinin Asherman sendromunun zararini azaltmada etkisi oldugu saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Hidrojel, Siklodekstrin, Asherman sendromu, Ostrojen,
Biyouyumluluk.
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The aim of this study is synthesis, characterization of cyclodextrin-based hydrogels
with different pore sizes, for prevent possible intrauterine adhesions during the regeneration
of damaged uterine tissue post-surgical intervention, and investigation of their applications in
Asherman syndrome. Therefore, in this study cyclodextrin-based injectable hydrogels with
mechanical barrier properties have been synthesized to prevent the formation of Asherman's
syndrome. The structures of these hydrogels are composed of five different PEGs, five
different polyphenols and three different cyclodextrin groups as crosslinkers. For the synthesis
of hydrogels, firstly, epoxy functional PEG structures were obtained by interacting PEG with
epichlorohydrin. Then, hydrogels were synthesized by cross-linking cyclodextrin and
polyphenol groups with them. Structural characterizations of hydrogels were eluciated with
FTIR spectroscopy, surface properties were performed by AFM and SEM techniques. In
addition, thermal stability and thermal properties of hydrogels were determined by TGA and
DSC analyzes. Swelling, injectability and biocompatibility properties of hydrogels were
investigated. In addition, the drug release properties of the hydrogels were examined and the
most appropriate application form containing melatonin and estrogen was determined. As a
result of these properties, the selected hydrogel structure was used in in vivo tests to determine
its potential in preventing Asherman syndrome. Consequently, injectable hydrogels with
thermal stability of 200 °C and high mechanical barrier properties were obtained by using
different PEGs, polyphenols and cyclodextrins. According to the biocompatibility test, it was
determined that these hydrogels were biocompatible at grade 0 and grade 1 levels. According
to biochemical and histological data, the application of cyclodextrin-based hydrogel
containing estrogen and melatonin has been determined to have an effect on reducing
Asherman's syndrome damage.

KEYWORDS: Hydrogel, Cyclodextrin, Asherman’s syndrome, Estrogen, Biocompatibility.
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1. GIRIS

Gelisen teknoloji ile birlikte polimerik malzemelerin medikal alandaki 6nemi
giderek artmaktadir. Ozellikle biyomalzemeler modern insanin vazgecilmez bir
parcast haline gelmistir. Yapay organlar, implantlar, yara ve doku destek malzemeleri,
doku iskeleleri ve kontrollii ilag salim sistemleri gibi pek c¢ok alanda polimerik
malzemeler kullanilmaktadir (Griffith, 2000; Hoffman, 2012). Bu tip malzemelerin
kullanimindaki en 6nemli parametre ise biyouyumluluk ozelligidir. Viicut iginde
kullanilacak bir malzemenin diisiik toksisite, yapisal esneklik, yapisal kararlilik ve
antialerjik ozellikler gostermesi gerekmektedir. Biyomalzemeler viicut i¢i ve viicut
dis1 uygulamalarda kullanim alanina gore farkli 6zellikler sergilemektedir. Viicut igi
uygulamalarda kullanilacak olan biyomalzemelerin tasariminda biyouyumluluk,
uygun mekanik kararlilik, uygun 1s1l kararlilik, kimyasal inertlik, degradasyon siiresi,
degradasyon iiriinleri, toksisitesi, gecirgenlik ve islenebilirlik gibi 6zelliklerin mutlaka
g6z oOniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Giliniimiizde viicut i¢i uygulamalarda
metaller, seramikler, polimerler ve kompozit malzemeler olmak {izere dort temel yapi
biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Pasinli, 2004). Metaller genellikle
ortopedik implantlarda, kalp pillerinde, laparoskopik ve kolonoskopik cihazlarda,
dental implantlarda ve bazi kemik sabitleyicilerin yapisinda kullanilmaktadir. Bu tiir
yapilar sert ve mekanik etkilere kars1 dayanikli olmalarina ragmen viicut sivilarindan
kolayca etkilenebilir ve aginabilir. Ayrica termal iletkenlikleri viicut yapisindan farkl
oldugu i¢in ani 1s1 degisimlerinde agr1 ve rahatsizlik verebilir. Seramik malzemeler
dental ve kemik implantlarinda kullanilmaktadir. Genellikle bu malzemeler yiiksek
dayaniklilik ve biyouyumluluk avantajina sahipken, ani yiiklenmelerde kirilgandirlar.
Seramik malzemelerin kirilma kolaylig1 kompozit tiirii biyomalzemelerde giderilmis
olmasina ragmen, viicut i¢i esneklikleri iyi degildir. Polimerik malzemeler ise esnek,
dayanikli, biyouyumlu ve hafif olmalari nedeni ile biyomedikal alanda en ¢ok tercih
edilen malzeme olma o6zelligini korumaktadir. Ayrica bu malzemelerin kolay
tiretilmeleri ve sekillendirilebilmeleri, viicut 1s1sina uyumlu olmalar1 ve ani soguma ve
1sinma gostermeme gibi 6zellikleri bunlara kullanim avantaji saglar. Ancak polimerik
malzemelerde zamanla degradasyon ve esneme gibi temel dezavantajlar
goriilmektedir. Bu nedenle dezavantajlar1 azaltmak ve malzemenin ozelliklerini
iyilestirmek icin bu alandaki ¢aligmalar giderek artmaktadir. Biyomalzeme olarak

polimerik malzemelerin kullaniminda ¢ tiir yaprt dikkat g¢ekmektedir. Bunlar
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biyobozunur yapilar, biyo-kararli polimerik yapilar ve hidrojellerdir (Basan vd., 2001,
Barbucci, 2009). Ozellikle ameliyat iplikleri, hiicre ve doku destek yapilari, doku
iskeleleri ve doku yapistiricist gibi zamanla bozunarak bulundugu ortami terk etmesi
istenen yapilarda biyobozunur polimerik sistemler kullanilmaktadir. Bu polimerik
yapilar genellikle modifiye dogal polimerik yapilar, karbonhidrat yapil bilesikler ve
basit polieterlerdir. Yapay organ ve implantlarda ise dayanikli ve kalici polimerik
yapilar tercih edilmektedir. Bunlar arasinda poliimidler, poliamitler ve bazi
poliolefinler yer almaktadir. Son olarak hidrojeller ise son zamanlarda biyomedikal
uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilan yapilar arasinda yer almaktadir. Bu
yapilar yliksek oranda sivi emebilen ag yapili polimerlerdir ve genellikle hidrofilik
karakterdedir. Bu tip hidrojel yapilar1 genellikle, viicut ici esnekligin gerektigi ve
viicut sivilan ile beraber diisiiniilen biyomalzemelerde kullanilmaktadir. Kullanim
alanlarina yapay kornea, kontrollii ilag salim sistemleri, diz eklem jel uygulamalari,
yara ve yanik Ortiileri gibi biyomedikal uygulamalar bunlara 6rnek olarak verilebilir.
Hidrojellerin esnek yapisi1 viicut igerisine uygulanabilirlik agisindan ve viicut igerisine
uygulandiginda ise normal yasamsal hareketleri kisitlamamasi agisindan 6nemlidir.
Asherman sendromu olarak adlandirilan rahim i¢i yapisikliklar gliniimiizde
oldukga sik rastlanan rahatsizliklardan bir tanesidir (Asherman, 1950; Conforti vd.,
2013). Asherman sendromunun genel sonuglari, kisirlik, menstriiel diizensizlikler,
pelvik agrilar, tekrarlayan gebelik kayiplaridir. Rahim i¢i cerrahi operasyon gerektiren
pek ¢ok durumda Asherman sendromu olusabilir (Conforti vd., 2013). Dogum,
sezeryan, kiiretaj, rahim kanser dokusunun alinmasi, miyom, polip ¢ikarimi, rahim i¢i
kanamalar, enfeksiyonlar, rahim i¢i kistlerin (fibrokist, fibroadenum, ¢ikolata kistler)
alinmasi ve menopoz sonrasi dénemlerde kendiliginden rahim duvarlarinda hasarlar
meydana gelmektedir (Sekil 1.1 (a)). Bu hasarlarin meydana gelme olasiligi,
bayanlardaki yas ve kilo artis1 ile beraber oldukca artmaktadir. Rahim ve yumurtalik
kanali igerisinde gercgeklestirilen operasyonlar sonrasinda kesik bolgeler olusmaktadir.
Meydana gelen hasarlar, endometriyumun bazi tabakalarinin ortadan kalkmasina,
bunun yani sira rahim kas tabakasi zedelenmesine yol agabilir. Bu yaralar iyilesirken
skar doku olusmaktadir (Sekil 1.1 (b)) ve bazen bu alanin ¢ok dar olmasi nedeni ile
skar doku bitismeleri ile rahim i¢i yapisikliklar olusabilir (Sekil 1.1 (c)) (Conforti vd.,
2013). Giiniimiizde bu olumsuz tablonun tedavi ve Onlenmesine yonelik cerrahi
miidahale ve histeroskopi hari¢ hicbir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Rahimde

gergeklestirilen cerrahi miidahaleler sonrasinda olusabilecek, belirli oranda risk teskil

2



eden pek cok olumsuzlugun Onlenmesine alternatif olusturacak yeni yontemlerin
gelistirilmesi  ilgili siirecte tedaviye yardimci olabilir. Ornegin rahimde
gergeklestirilecek ameliyatlar sonrasinda Asherman sendromunun olugsmamasi igin
enjekte edilebilir bir jelin tasarlanmasi ve ilgili bolgeye uygulanmasi (Sekil 1.1 (d))
rahim ve yumurtalik kanallarimin birbirine yapismasimi Onleyebilir. Ayrica doku
iyilesmesinden sonra uygulanan biyobozunur nitelikteki jelin bozunarak ilgili
bolgeden uzaklasmasiyla (Sekil 1.1 (e)) siire¢ tamamlanabilir. Bu sayede Asherman
sendromunun engellenmesi veya tedavisi hedeflenmektedir. Elde edilen hidrojel
yapilari, dogum, sezeryan, kiiretaj, rahim kanser dokusunun alinmasi, miyom, polip
¢ikarimi, rahim i¢i kanamalar, rahim i¢i muayeneler, rahim i¢i kistlerin alinmas1 gibi
pek ¢ok durumda Asherman sendromunun olusmamasi i¢in tedbir amagli olarak

kullanilabilecek giivenli bir yontem olacag: diisiiniilebilir.
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Sekil 1.1. Asherman sendromunun olusumu ve planlanan tedavi yontemi

Rahim hastaliklar1 ve hasarlariyla ilgili hidrojel tedavi yaklagimlari literatiirde
siirl sayida mevcuttur. Bu ¢aligsmalarda polivinil alkol, karboksimetilseliiloz, poli(e-

kaprolakton), poliamidoamin, dendrimer/PEG, jelatin/PEG, kitosan, metil seliiloz,



lipozom igerikli hidrojeller kullanilmigtir. Buna karsin rahim hasar1 ve beraberinde
Asherman sendromunu Onleyici siklodekstrin temelli higbir literatiire rastlanmamustir.
Bu caligmada viicut i¢i biyomedikal alan1 olarak rahim i¢i yapisikliklar1 (Asherman
sendromu) onlemek icin mekanik bariyer ve biyouyumluluk 6zelligi yiiksek, ilag
salabilen, enjekte edilebilir hidrojellerin sentezlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda;

1. Siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin sentezi, karakterizasyonu, sisme ve
enjekte edilebilirlik 6zelliklerinin incelenmesi,

2. Sentezlenen hidrojellerin  biyouyumluluk, ilag salim o6zelliklerinin
belirlenmesi,

3. Tiim bu 6zellikler dikkate alinarak secilen en uygun hidrojel yapisinin deney
hayvani ¢alismalar1 sonucu Asherman sendromunun engellenmesindeki potansiyelinin

biyokimyasal ve histolojik analizlerle arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Hidrojeller, dnemli miktarlarda su tutabilen, capraz bagli, hidrofilik, {i¢ boyutlu
ag yapili polimerlerdir (Peppas vd., 2006). Hidrojeller 1950 ve 1960’larda Wichterle
ve Lim'in onciiliigiinde yumusak kontakt lens olarak elde edilmesinden bu yana (Otto
ve Drahoslav, 1960; Bennett ve Weissman, 2005), iyi ve ayarlanabilir kimyasal ve
fiziksel ozelliklerinden dolayr eczacilik ve biyomedikal alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Hennink ve van Nostrum, 2002; Hoffman, 2002; Lin ve Metters,
2006; Peppas vd., 2006; Brandl vd., 2007; Fedorovich vd., 2007; Hoare ve Kohane,
2008). Hidrojel ag yapilarin yiiksek su igerigi, ¢evre dokudaki tahrisleri en aza indiren
ve genellikle iyi biyouyumluluk ile sonuglanan yumusak ve kaugugumsu malzeme
ozelliklerine neden olur (Park ve Park, 1996). Bu nedenle hidrojeller, cogunlukla ilag
salim arac1 veya doku miihendisliginde doku iskeleleri olarak kullanimlari i¢in protein
temelli ilaglar veya hiicreler gibi biyolojik maddelerle yiiklenirler (Beals ve Shanafelt,
2006; Kretlow vd., 2007). Sulu ortamda hidrojeller, hem kovalent baglara hem de
fiziksel (tersinir) etkilesimlere ya da bunlarin kombinasyonlarina dayanan g¢apraz
baglarla bir arada tutunurlar (Hennink ve van Nostrum, 2002). Hidrofilik polimer
zincirlerinin kovalent baglarla kimyasal ¢apraz baglama yontemleri, kimyasal veya
UV ile baglatilan radikal polimerizasyon (van Dijk-Wolthuis vd., 1997a; van Dijk-
Wolthuis vd., 1997b; Oral ve Peppas, 2004; Leach ve Schmidt, 2005; Oudshoorn vd.,
2006; Oudshoorn vd., 2007), enzim aracili baglama (Ferreira vd., 2005), klik kimyas1
(Crescenzi vd., 2007), Michael katilmas1 (Elbert vd., 2001; Hiemstra vd., 2007) ve
dogal kimyasal baglama (Hu vd., 2009) gibi tamamlayict reaktif gruplarin
konjugasyonudur. Kovalent capraz baglardan dolayi, kimyasal olarak c¢apraz
baglanmus hidrojeller genellikle yiiksek mekanik dayanikliliga sahiptir. Ote yandan,
capraz bag olusturmak icin gerekli kimyasal reaksiyonlar, kapsiillenmis ilaclarin
yapisini ve biyolojik aktivitesini etkileyebilir (Lin ve Metters, 2008). Buna ek olarak,
kimyasal g¢apraz baglama cogunlukla hiicreler i¢in toksik olan g¢apraz baglayici
reaktifler veya katalizorler gerektirir (Bryant vd., 2000; Williams vd., 2005). Son
zamanlarda belirtilen yontemlere alternatif birgok hidrojel sistemi gelistirilmistir. Bu
sistemlerde ¢apraz baglarin olusumu iyonik etkilesimler (Lee vd., 2000; Van Tomme
vd., 2005), hidrofobik etkilesimler (Jeong vd., 1997; Finelli vd., 2009), hidrojen
baglar1 (Haglund vd., 1996), kristalinite (Stenekes vd., 2001), sterokompleks olusumu
(De Jong vd., 2000; de Jong vd., 2001; Hiemstra vd., 2005; Chung vd., 2008) ve
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spesifik biyomimetik etkilesimler gibi fiziksel, kalici olmayan etkilesimler (Nagahara
ve Matsuda, 1996; Miyata vd., 1999; Cao vd., 2008) tarafindan yiiriitiiliir.

2.1. Hidrojeller ve Genel Ozellikleri

Biyomedikal anlamda hidrojeller genel olarak hidrofilik polimer zincirlerinden
olusmaktadir. Bu zincirler homopolimerik ve kopolimerik yapida olabilir (Peppas vd.,
2000). Bu polimerik yapilar ii¢ boyutlu ag yapisina sahiptir (Sekil 2.1). Bu yapi,
hidrojelleri ¢oziinmez, mekanik dayanimli ve kimyasal olarak gii¢lii yapmaktadir. Ug
boyutlu ag yapi1 sayesinde hidrojeller, yapisini olusturan gruplara bagli olarak oldukca
hizli sisebilmektedir. Hidrojellerin ag yapilarinin ayarlanmasi ile sisme oranlar
ayarlanabilir ve farkli uygulamalar i¢in kullanilabilir. Hidrojel yapilarinin uygulama
alanini ve temel 6zelliklerini belirleyen iic dnemli yapisal etken bulunmaktadir. Bunlar
polimerin kimyasal yapisi, ¢apraz bag yogunlugu ve baglanma arasi bolgelerin
molekiil agirligidir. Polimerin kimyasal yapist su ve hidrojel arasindaki ikincil
etkilesimleri degistirmektedir. Eger polar yapili gruplar cogunlukta olursa hizli sisme
etkisi gortilmektedir. Hidrofobik kor tasiyan hidrojel yapisi s6z konusu olursa suda
¢cozlinirliigl zayif ilaglar i¢cin uygun bir ilag salim sistemi gelistirilebilir (Jeong vd.,
2012). Hidrojel yapisinda ¢apraz bag yogunlugunun artmasi hidrojelin absorpsiyon ve
salim hizinin azalmasina, yapmin mekanik ve 1s1l kararliliginin artmasina neden olur.
Ayrica ¢apraz bag yogunlugunun artmas: hidrojelin sisme kapasitesinin diisiik
olmasina yol acar. Hidrojel yapisinda, baglanma arasi bolgelerin molekiil agirligi ise
yapisal esnekligi etkileyen diger bir 6nemli parametredir. Baglanma arasi bolgelerin
molekiil agirhiginin yiiksek olmasi hidrojelin esnek olmasini ve hizli sismesine neden

olurken, diislik olmasi hidrojelin sert ve sismez bir karakter kazanmasina neden olur.



Sekil 2.1. Siklodekstrin temelli hidrojel yapis1 ve sematik gosterimi

2.1.1. Hidrojellerin sentez yontemleri

Hidrojeller ¢apraz baglanma yapilarina gore iki temel sinifa ayrilmaktadir
(Calo ve Khutoryanskiy, 2015); fiziksel etkilesimler ile kurulmus hidrojel yapilar1 ve
kovalent baglar ile olusmus olan hidrojel yapilaridir.

Fiziksel hidrojel yapilarinda hidrojelin ag yapisi, iyonik etkilesim, hidrojen
baglari, koordinasyon baglari, hidrofobik etkilesimler gibi fiziksel etkilesimler
sayesinde olusur. Bu tiir hidrojellerin kimyasal kararliliklar1 diisiiktiir ve kolay hidroliz
olurlar. Mekanik olarak kararliliklari, sahip olduklar ikincil etkilesim tiirii ve sayisina
baglidir. Hidrojel yapilarinda fiziksel olarak olusmus hidrojeller, sahip olduklari
ikincil etkilesimler sayesinde ¢ogunlukla kendiliginden diizenlenme ile olusurlar. Bu
yapilar 1s1, pH ve iyonik dis uyaricilar karsisinda bozunup tekrar olusabildikleri i¢in
akilli hidrojel yapilar1 olarak da adlandirilmaktadir.

Kimyasal ¢apraz bagl hidrojeller ise bir veya daha fazla monomerin ¢apraz
baglayici ajanlar ve multifonksiyonel molekiiller ile dogrudan ¢apraz baglanmasi ile
olusmaktadir. Diger bir yontem ise fonksiyonel yan grup bulunduran polimerlerin
birbirleri ile ¢apraz baglanmasi sonucunda elde edilebilirler. Bu tiir hidrojel yapilari
mekanik, 1s1l ve kimyasal kararlilig1 yiiksek yapilardir. Su ve ¢oziicii etkilerine karsi

dayaniklilig: yiiksektir.



Kimyasal olarak olusturulan hidrojel yapilarinda yaygin olarak iki temel sentez
s6z konusudur. Bu yontemlerin birincisinde hidrofilik bir monomer polifonksiyonel
capraz baglayici bir ajan varliginda polimerlestirilir (Sekil 2.2) (Caloé ve
Khutoryanskiy, 2015). Bu polimerlesme yonteminde genellikle benzoil peroksit,
azobisizobiitiironitril veya amonyum persiilfat gibi serbest radikal tireten bir baslatici
ya da UV, gama ve elektron isinlart kullanilmaktadir. Bu yontemde reaksiyon
sonrasinda, genellikle az ya da ¢cok monomer kalintilar1 kalmakta ve bu durum bazi
biyomedikal uygulamalar i¢in toksik etkiler olusturmaktadir. Hidrojelin yapisindan
kalinti monomerlerin ¢ikarilmast bazen birkag haftalik saflastirma islemleri

gerektirmektedir.

:‘ Polimerizasyon
b+ —

Monomer Difonksiyonel
monomer

Sekil 2.2. Ug boyutlu polimerizasyon ile hidrojel iiretimi

Kimyasal bagli hidrojel sentezinde kullanilan bir diger yontem ise toksik
olmayan ve fonksiyonel gruplar tasiyan polimerik yapilarin bu fonksiyonel gruplar
sayesinde birbirleri ile kenetlenerek ag yapisi olusturulmasidir (Sekil 2.3). Bu
yontemde genellikle polimer yapisi olarak suda ¢oziiniir 6zellikli poliakrilik asit,
polietilen glikol, polivinilalkol, poliakrilamid gibi polimerler kullanilmaktadir (Calo
ve Khutoryanskiy, 2015). Bu polimerler toksik olmayan 6zellige sahip olduklari igin
pek ¢ok tibbi ve eczacilik uygulamasinda kullanilmaktadir (Peppas, 1987). Bu yontem

yapida monomer kalintis1 kalmadig i¢in ayrica bir avantaja da sahiptir.
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Sekil 2.3. Polimerlerin ¢apraz baglanmasi ile hidrojel tiretimi

2.2. Dogal ve Sentetik Hidrojeller

Son zamanlarda hidrojelleri hazirlamak i¢in hem dogal hem de sentetik
kaynakli ¢esitli polimerler kullanilmaktadir. Hiyaluronik asit (Allison ve Grande-
Allen, 2006; Finelli vd., 2009), kitosan (Berger vd., 2004; Moura vd., 2007), dekstran
(van Dijk-Wolthuis vd., 1997a; Ferreira vd., 2005; Van Tomme vd., 2005) ve aljinat
(Lee vd., 2000; Luginbuehl vd., 2005; Pescosolido vd., 2010) ile kollajen (Lee vd.,
2001), jelatin (Young vd., 2005; Sutter vd., 2007) ve fibrin gibi proteinleri igeren
polisakaritler (Rosso vd., 2005; Peretti vd., 2006) dogal polimer 6rnekleri olarak
verilebilir. Bunlar, ¢ogunlukla biiyiik 6l¢ekli iiretimi sinirlayan ve yiiksek grup
degiskenligi, immiinojenikligi ve patojenler gibi kirletici maddelerin var olma riskini
artiran organizmalardan elde edilir. Buna karsin, poli (etilen glikol) (PEG) (Oral ve
Peppas, 2004; Hiemstra vd., 2005; Mahoney ve Anseth, 2006), poli (gliserol) (PG)
(Oudshoorn vd., 2006; Oudshoorn vd., 2007), poli (2-hidroksipropil metakrilamid)
(pPHPMAmM) (van Nostrum vd., 2004; Yang vd., 2006), poli (vinil alkol) (PVA)
(Hassan ve Peppas, 2000; Masters vd., 2005) ve poli (2-hidroksietil metakrilat)
(PHEMA) (Meyvis vd., 2000; Andac vd., 2008) gibi sentetik polimerler dogal
polimerlere alternatif olarak hidrojel sistemlerini tasarlamak ig¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dogal polimerler ile karsilastirildiginda sentetik polimerler tekrar
tiretilebilir mekanik dayanimlara ve iyi ayarlanabilen ag 6zelliklerine sahip hidrojeller
hazirlamak icin gereken polimer kimyasi ve mimarisi iizerinde daha yiiksek bir kontrol

derecesi sunar.



2.3. Siklodekstrin Temelli Hidrojeller

Siklodekstrinler; patates, musir, piring ya da diger kaynaklardan elde edilen
nisastanin siklodekstrin glikoz transferaz enzimi ile parcalanmasi ile elde edilen a(1-
4) glikozidik bagli, indirgen olmayan, siklik oligosakkaritlerdir (Hennink vd., 1997;
Singh vd., 2002; van de Manakker vd., 2009). Siklodekstrinler ayn1 zamanda,
sikloamilozlar, siklomaltozlar ve  Schardinger  dekstrinleri  olarak da
isimlendirilmektedir (Hennink vd., 1997). Siklodekstrinler ilk kez 1891 yilinda
Fransiz bilim adami Villier tarafindan nisastanin bakteriyel (Bacillus amylobacter)
sindirim sonrasi bir kristal iiriiniin izole edilmesi ile kesfedilmistir (Hennink vd., 1997;
van der Veen vd., 2000; Singh vd., 2002; van de Manakker vd., 2009). Villier bunlara
seliilozin adin1 vermistir. 1903°te ise Shardinger bunlarin siklik yapilarini belirleyerek,
buldugu iki farkli siklodekstrine a ve B dekstrin isimlerini vermistir (Szejtli, 2004). a,
B ve y-siklodekstrin olarak isimlendirilen ve sirasi ile 6, 7 ve 8 glikoz tinitelerinden
olusan siklodekstrinler endiistriyel olarak tiretilmekte ve kullanilmaktadir (Sekil 2.4)
(van der Veen vd., 2000; Singh vd., 2002; Szejtli, 2004; Loftsson ve Duchene, 2007;
van de Manakker vd., 2009). 6 glikoz iinitesinden daha az glikoz igeren
siklodekstrinlerin tiretiminin sterik olarak miimkiin olmadig: bildirilmistir (Crini ve
Morcellet, 2002; Loftsson ve Duchene, 2007; van de Manakker vd., 2009).

Sekil 2.4. Kimyasal yapilari (a) a-siklodekstrin (a-SD) (b) B-siklodekstrin ($-SD) (c)
v— siklodekstrin (y-SD) (van de Manakker vd., 2009)
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Bu siklodekstrinlerin ii¢ boyutlu yapisi kesik bir koni gibi kabul edilebilir.
Siklodekstrinlerin ii¢ boyutlu yapilart ve bu yapilara ait bosluklarin boyutlari nm
olarak verilmistir (Sekil 2.5).

BEEE
(nm) | (nm) | (nm)
1,37 1,53 1.69
0,57 0,78 0,95
0,45 0,61 0,77
1,32 1,49 1,61
0,78 0,78 0,78

L S

Sekil 2.5. Siklodekstrin molekiiliiniin 3D sistematik gosterimi ve a-siklodekstrin, -
siklodekstrin ve y-siklodekstrin igin belirtilen fiziksel boyutlar1 (van de Manakker vd.,
2009)

Siklodekstrinde bulunan hidroksil gruplari molekiilin dis yiizeyinde
toplanmigtir (Loftsson ve Brewster, 1996; van de Manakker vd., 2009). Sekonder
hidroksil gruplar1 (C2 ve C3) halkanin genis kenarinda, primer hidroksil gruplar1 (C6)
ise diger kenarda bulunmaktadir. Hidroksil gruplarinin molekiiliin dis yiizeyinde
bulunmasi siklodekstrinlerin suda ¢oziinmesini (hidrofilik) saglamaktadir (Loftsson
ve Brewster, 1996; van de Manakker vd., 2009). Bosluk kisimda ise molekiiliin apolar
ozellikte olmasini saglayan C3 ve CS5 hidrojen atomlar1 ve glikozidik oksijen kopriileri
bulunmaktadir. Bosluk kismin apolar 6zelligi siklodekstrinlerin bir¢cok hidrofobik

molekiillerle inkliizyon kompleksleri olusturabilmesini saglamaktadir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Siklodekstrin ve konuk bilesik ile inkliizyon kompleks (1:1) olusumu

Siklodekstrinler ila¢ uygulamalarinda (Szejtli, 1998; Buschmann ve
Schollmeyer, 2002; Del Valle, 2004; van de Manakker vd., 2009; Liu vd., 2018),
kozmetik sanayinde (Mosinger vd., 2001; Buschmann ve Schollmeyer, 2002), analitik
bilimlerde (Hedges, 1998), gida endiistrisinde (Hedges, 1998; Davis ve Brewster,
2004; Szente ve Szejtli, 2004) ve diger birgok alanda kullanilmaktadir. Lipofilik
ilaglarin elde edilebilirliginin artirilmasi ve/veya oral, parenteral ya da diger yollardan
alimlarinda yan etkileri azaltmak i¢in farmasotik alaninda, siklodekstrinlere oncelikle
bagvurulmustur. Siklodekstrin tiirevlerinin 2-hidroksipropil-B-siklodekstrin (HP-BSD)
ve siilfobiitileter-f-siklodekstrin (SBE-BSD) gibi toksik olmadigi ve parenteral yoldan
enjekte edilebilirlik uygulamalarimin giivenilirligi FDA tarafindan onaylanmistir

(Davis ve Brewster, 2004).

2.4. Hidrojellerin Uygulama Alanlari

Hidrojeller gida katki maddeleri, ilaglar, biyomedikal implantlar, doku
mihendisligi, hiicre kapsiilleme, biyomolekiillerin veya hiicrelerin ayrilmasi ve
biyolojik adezyonlarin diizenlenmesi i¢in bariyer malzemeleri, biyosensorler ve
biyomedikal malzemeler gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Laftah vd., 2011;
Raghavendra vd., 2015). Ayrica sentetik dokularin iiretimi, kontrollii ila¢ salimu,
biyosensorler, kontakt lensler, yara ortiisii ve siiper emiciler gibi gesitli uygulamalarda
kullanilmaktadir (Laftah vd., 2011; Sharma vd., 2014). Son yillarda, hidrojeller pek
cok uygulamada kullanilan mevcut akilli fonksiyonel malzemelerin cogu ile rekabet
edebilecek potansiyele sahip bir aday olarak ortaya ¢ikmistir. Ayrica, fonksiyonel

monomer ve makromerlerin  giderek  biiyiiyen  kullanimi1  hidrojellerin
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uygulanabilirligini genisletmektedir (Laftah vd., 2011; Ahmed, 2015). Bu alandaki

arastirmalarin, yaygin bilimsel ¢ergevede son derece genisledigi goriilmektedir.

2.4.1. Hidrojellerin biyomedikal uygulamalari

Hidrojellerin genel olarak hazirlanmalar1 ve sekillendirilmeleri kolaydir ve bu
nedenle tibbi uygulamalarda dahil olmak iizere pek ¢ok alanda kullanima sahiptir.
Hidrojeller tip alaninda esnek, gozenekli ve farkli fonksiyonel uygulamalar igin
biyouyumlu malzemeler olarak yogun bir sekilde uygulama alani bulmaktadir.
Ozellikle yiiksek biyouyumlulugu ve dayaniklilig1 nedeniyle yiiksek direng gerektiren
elastik oOzellikli biyomalzeme olarak yaygin kullanima sahiplerdir. Yapilarinda
bulundurduklari su nedeni ile pek ¢ok ilaci istenilen bolgeye tasiyabilirler ve o bolgede
uzun stireli bir salim yapabilirler.

1960 yilinda, c¢apraz baglanmis hidroksi etil metakrilat yapili hidrojellerin
Wichterle ve Lim tarafindan gerceklestirilen c¢alismasi hidrojellerin biyomedikal
alandaki uygulamalart i¢in bir ilk niteligi tasimaktadir (Otto ve Drahoslav, 1960).
Hidrofilik karakterleri ve biyouyumlu yapilar1 nedeniyle hidrojeller giinlimiize kadar
biyomalzeme tasarimi1 yapan bilim adamlart ig¢in 6nemli bir malzeme grubunu
olusturmustur. 1980 yilinda Lim ve Sun kalsiyum aljinat mikrokapsiillerinin hiicre
enkapsiilasyonu i¢in uygun oldugunu 6ne siirerek énemli bir adim daha atmislardir
(Lim ve Sun, 1980). 1980 yilindan sonra kollajen gibi dogal polimerler igeren
hidrojellerin 6nemini gostermislerdir (Yannas vd., 1989). Hidrojeller dogal, yapay ve
yar1 sentetik yaklagimlarla giiniimiize kadar hiicre enkapsiilasyonu i¢in biiyiik bir 1lgi
odag1 olmustur. Bu sayede doku miihendisligi calismalarinin gli¢glenmesi, yapay organ
ve dokularin iiretilmesi saglanmustir.

Hidrojeller, kuru agirliklarinin yiizlerce katt su emebilen hidrofilik yapili
polimerik aglardir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1 viicut esnekligine uyum saglar ve
hiicrelerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in uygun bir ortam teskil eder. Ayrica iskele
goriinlimlii ag yapilart ise ¢ok tabakali hiicre biiyiitme sistemlerinin olusumunu
miimkiin kilmaktadir. Bu sayede katmanli doku yapilarinin tiretilmesi de miimkiindiir.
Organ incinmesi, doku kaybi, derin yaralanmalar gibi durumlarda biyouyumlu ve
biyobozunur karakterli hidrojeller kullanilarak kaybolan dokular arasindaki bosluklar

rahatlikla yeni hiicrelerin biiyiimesi ile onarilabilir.
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Hidrojel yapisinda ag yapisini olusturacak polar karakterli biyouyumlu
multifonksiyonel molekiillerin tasarim, sentez ve uygulanmasi ¢ok Onemlidir. Bu
alanda multifonksiyonel yildiz tipli PEG yapilari, seliilloz, baz1 protein gruplari ve
siklodekstrinler biyouyumlu yapilar1 ve kolay ag yapisi olusturma egilimleri ile 6n
plana ¢ikmaktadir (Mondal, 2007; Hoare ve Kohane, 2008; Slaughter vd., 2009;
Weber vd., 2009; Kono ve Teshirogi, 2015).

2.4.1.1. Hidrojellerin ila¢ salimi uygulamalari

Genel anlami ile hidrojeller kontrolli ilag salim, jel elektroforezi ve
goriintlileme jelleri gibi pek ¢cok medikal alanda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Son yillarda viicudun belirli hedef bolgelerine ilaci yonlendirebilen ve uzun siireli ilag
salim oranini kontrol edebilen sistemlerin gelistirilebilmesi iizerine ¢alismalar hiz
kazanmistir (Kwok vd., 2004; Yal¢in vd., 2008). Gelistirilen bu sistemler kardiyoloji,
oftalmoloji, endokrinoloji, onkoloji ve immiinoloji gibi ¢ok ¢esitli alanlarda yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmistir. Kontrollii salim sistemleri diger tedavi
yontemlerine kiyasla 6nemli avantajlar sunmaktadir (Ron vd., 1993; Thacharodi ve
Rao, 1995; Kwok vd., 2004; Yal¢in vd., 2008). Ila¢ diizeyinin tedavi edici oranda
tutulmasi, salimin belirli hiicre tipi ya da dokuya hedeflenebilmesi, gerek duyulan ilag
miktarinin azaltilabilmesi ve 6zellikle enjeksiyon yolu ile ila¢ alim1 sonrasinda olusan
ciddi deri tahrislerinin 6nlenmesi bunlardan bazilaridir (Liu vd., 2006; Portero vd.,
2007). Kontrollii salim sistemlerinde ilacin viicuda gegisi oral, rektal, vajinal, bukkal
ve transdermal yollarla saglanabilmektedir. Ozellikle vajinal ve transdermal salim
yapilan c¢alismalarda kullanilan malzemenin salim sonrast tekrar c¢ikarilmasi
gerekmektedir. Bu iglem ise hastaya ayri bir psikolojik yiik ve islem gerektirir. Bu
uygulamalar1 ortadan kaldirabilecek en iyi tasiyict biyobozunur hidrojellerdir.
Literatiirde kontrollii salim sistemlerinde polianhidritler (Liu vd., 2006), kitosan
(Thacharodi ve Rao, 1995), poli(laktik-ko-glikolik asit) (Risbud vd., 2000), kollajen
(Rao, 1995) gibi dogal ve sentetik polimerler destek malzemesi olarak
kullanilmaktadir. Agaroz ndtral o6zellikte bir polisakkarittir ve polimerizasyon
sonrasinda yiiksek sisme 6zelligine sahip hidrojeller olusmaktadir (Zvetkov, 2002;
Tasdelen vd., 2004). Hidrojeller belirli bir siire salim yaptiktan sonra bozunarak

uygulama bolgesinden ayrilirlar. Son yillarda hidrojellerin bu gibi dikkat gekici
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ozelliklerinden dolayr hem bilimsel hem de teknolojik agidan 6nemi gittikce
artmaktadir.

Bu calismada literatiirde bulunmayan absorpsiyon kapasitesi iyi, kontrollii
salim yetenegine sahip, biyouyumlu ve enjekte edilebilir hidrojellerin sentezlenmesi
amaclanmistir. Sentezi gergeklestirilen hidrojellerde yara iyilesmesini hizlandirmasi
icin Ostrojen ve melatonin salim &zelliginin olmasi beklenmektedir. Ostrojen,
giinimiizde ila¢ olarak cesitli formlarda rahim i¢i cerrahi operasyon sonrasinda,
dogum kontrolii amagh kullanilan ignelerde, tiip bebek ve kisirlik tedavilerinde, sik¢a
kullanilan bir hormondur. Sentetik olarak iiretilebilen &strojenin 6zellikle, menopoz
sikayetleri i¢cin ve hormon replasman tedavilerindeki kullanimlarinda diizenli salim
yapabilen ilag formiilasyonlar1 &nemlidir. Ostrojen yapisal olarak biiyiik bir
molekiildiir. Bu nedenle bu molekiil hidrojelin biiyiik yapisal bosluklarina
tutunmaktadir. Melatonin ise 6nemli bir antioksidandir ve medikal 6nemi oldukca
biiyiiktiir. Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen
ritim ve immiinite gibi pek cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan
bir hormondur. Melatoninin antioksidan etkisi, literatiirde ilk kez 1991 yilinda lanas
vd. tarafindan 6ne siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla
desteklenmistir (lanas vd., 1991). Direkt olarak, antioksidan enzimleri ile ve
prooksidan enzimi ile gerceklesmek tlizere {li¢ farkli antioksidan etkiye sahiptir.
Melatonin yapis1 geregi inkliizyon kompleksi yaparak hidrojel yapisindaki
siklodekstrin gruplarina baglanmaktadir (Sekil 2.7). Bu sekilde rahim igerisinde yavas
bir salim ile salinacaktir. Calismada sentezlenen hidrojel yapisinin rahim igi
uygulamalarda hidrolitik ortamda yaklagik olarak 5-6 giin kimyasal kararliligini
korumas1 ve mekanik bariyer 6zelligini géstermesi istenmektedir. Bu siire¢ dahilinde
hidrojel, klasik ilag salim sistemi olarak c¢alisacak ve rahim igerisine antioksidatif

melatonin ile dstrojeni beraber salacaktir.
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Sekil 2.7. Sentezlenen hidrojellere Ostrojen ve melatonin absorpsiyonunun sematik
gosterimi

2.4.1.2. Asherman sendromu ve rahim i¢i hidrojel uygulamalari

Asherman sendromu olarak bilinen rahim i¢i yapisikliklar (adezyonlar), fallop
tiip ve rahim duvarlarinin birbirine yapismasi seklinde ger¢eklesmekte ve intrauterin
adezyonlar olarak adlandirilmaktadir (Valle ve Sciarra, 1988; Berman, 2008; Sendag
vd., 2013; Khan ve Goldberg, 2018). Pek ¢ok nedene bagli olarak gergeklesen bu
durum 6nemli bir saglik sorunudur. Genellikle kiiretaj ve spiral kullanim1 sonrasinda
sikga goriilmesine ragmen rahim igerisinde mekanik hasara yol agabilecek herhangi
bir operasyonda adezyon olusumuna yol agabilmektedir (Schenker, 1996). Ayrica
dogum, sezaryen, miyom ¢ikarim ameliyati, polip alinmasi, diisiik yapma, rahim i¢i
kanamalar veya rahim kanserinin erken teshisinde tiimdriin alinmasi gibi siiregler
rahim i¢indeki dokunun mekanik olarak hasar gérmesine neden olabilir. Bu hasarl
doku iyilesirken skar olusturarak rahim duvarlarinin yapigmasina yol agabilir. Genital
tiiberkiiloz, uterin kavitesinin tamamen kapanmasina yol agabilen bir diger onemli
nedendir (Netter vd., 1955). Bu tiir yapisikliklar, kisirlik, menstriiel diizensizlikler,
pelvik agrilar ve tekrarlayan gebelik kayiplarina yol agabilmektedir (Sendag vd.,
2013). Ayrica Asherman sendromu kadinlarda menopoz sonrasi donemde
kendiliginden de gelisebilir.

Asherman sendromu tedavisinde farkli yontemler kulanilmaktadir.
Gilinlimiizde sendromun boyutuna gore histereskop denilen aletle yapisikliklarin
giderilmesi gerceklestirilmektedir.

Normal rahim i¢i anatomi saglandiktan sonra rahim i¢i ara¢ ve dstrojen tedavisi

ile hasar gérmiis rahim alaninin yeniden olusturulmasi ve yeni yapisiklik olusumunun
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onlenmesi tedavinin bir parcasidir (Roge vd., 1996). Ancak, tiim bu onlemler bazen
yeniden yapismaya engel olamaz ve hasarli doku tam iyilesmedigi i¢in rahim duvarlar
yeniden yapisabilir. Bilinen tedavilerde yeniden yapigsma orami yaklasik % 60
civarindadir.

Diger bir tedavi yontemi ise cerrahi miidahale ile yapisikligin giderilmesidir
(Roge vd., 1996). Cerrahi tedaviyi takiben rahim i¢i bosluguna yerlestirilen rahim igi
aygitin yaklasik 2 ay siireyle bu alanda kalmas istenilir. Buradaki amag iyilesmenin
baslangi¢ sathasinda ylizeyleri birbirinden ayr tutarak tekrar yapismasini dnlemektir
(Netter vd., 1955). Rahim i¢i aygitin yerlestirilerek gergeklestirilen tedavideki basari
orani, aygitsiz tedavilere kiyasla olduke¢a yiiksektir. Ancak bu aygit kisileri rahatsiz
edebilir ve alerjik etkileri olabilir. Her iki durumda da hasta tedavi siiresince strojen
kullanmalidir. Bunun amaci rahmi uyarip yara olusmus yiizeylerin yenilenmesini
saglamaktir.

Kadinlarda dogum, sezeryan, kiiretaj, miyom, polip ¢ikarimi, rahim igi
kanamalar, enfeksiyonlar, bazen de menopoz sonrast donemde kendiliginden rahim
duvarlarinda hasarlar meydana gelmektedir (Netter vd., 1955). Rahimde meydana
gelen hasarlar, endometriyumun bazi tabakalarinin ortadan kalkmasina, bunun yani
sira rahim kas tabakasi zedelenmesine, skar dokusu olusumuna ve rahim igi
yapisikliklari ile problemin daha da biiylimesine yol agmaktadir. Yerel hedefli tedavi
yontemlerinden olan vajinal yol yani vajinal ilag verme sistemi oldukga rahat ve
kullanish bir yoldur. Bu yontem ile tedavinin bir¢ok avantaji vardir. Oral alimda
meydana gelen gastrointestinal sistem yan etkisinden kaginmayi1 ve ayn1 zamanda
rahatsiz edici ve bazen agrili kas i¢i enjeksiyonu Onler. Ayrica, vajinal ilag verme
sistemi ile tercihen ila¢ dogrudan rahime verildiginden endometriyal dokunun yiiksek
diizeyde ilact almasi saglanir. Son yillarda, kadin hastaliklarinda da ozellikle
biyomalzemede yeni bir sinif olarak, hidrojel nanokompozitlerin uygulamalarinda
artis olmus, vajinal yol ilag tasarimlari1 yapilmistir (Brewster ve Loftsson, 2007).

Muller vd. tarafindan pelvik yapisikliklarinda fiziksel ¢apraz bagli polivinil
alkol ve karboksimetilseliiloz (PVA/CMC) hidrojel kullanilarak olumlu sonuglar elde
edilmistir (Muller vd., 2011). Nijenhuis vd. tarafindan tedaviye direngli adenomiyozis
hastalarinda polizen—F kapli hidrojel mikrokiireleri ile ii¢ yil boyunca takibi yapilan
hastalarin biiyiik cogunlugunda (% 97) iyi klinik sonuglar elde edilmistir (Nijenhuis
vd., 2015). Gao vd. tarafindan operasyon sonrasi yapisikliklari dnlemek i¢in yeni 1s1

duyarli, in vivo olarak pargalanabilir poli(e-kaprolakton)-poli(etilen glikol)-poli(e-
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kaprolakton) temelli hidrojeller tasarlanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Gao
vd., 2013). Navath vd. tarafindan gebelerde genital enfeksiyonlar1 giderirken fetusa
herhangi bir sekilde zarar vermeyen, igerisinde antibiyotik (amoksisilin) olan enjekte
edilebilir PAMAM dendrimer-PEG hidrojel sentezlenmistir (Navath vd., 2011).
Khade vd. tarafindan bakteriyel vajinozisi gidermede metronidazol yiiklii jelatin/PEG
temelli hidrojeller ile basarili kontrollii ilag salimi1 saglanmistir (Khade vd., 2014).
Frank vd. tarafindan katyonik ve anyonik akrilik temelli nanokapsiiller ve kitosan
temelli hidrojeller kullanilarak lipofilik ilaglarin doku gegisini kolaylastirma
basarilmistir (Frank vd., 2014). Zhou vd. tarafindan siklodekstrin temelli baikalein ve
hidroksipropil-y-siklodekstrin kompleks-yiiklii 1s1 duyarli hidrojellerin kronik servisite
kars1 etkili oldugu calismalarinda gosterilmistir (Zhou vd., 2013). intravajinal ilag
saliminda, insan immiin yetmezlik viriisii ve diger vajinal enfeksiyonlarin cinsel yolla
bulagsmasini 6nlemek i¢in ilag salimi1 ve kontrol kolayligi saglayan avantajlari ile
hidrojeller olduk¢a o6nemlidir. Liv vd. tarafindan cinsel yolla bulasan viral
hastaliklardan kadinlar1 korumak amaciyla stearik asit ile modifiye edilmis 1s1 duyarl
metilselilloz hidrojeller sentezlenmistir. Antiviral (tenofovir) ilaglarin intravajinal
uygulamasi i¢in umut verici bir tasiyict olmustur (Li vd., 2012a). Li vd. tarafindan
vajinal ila¢ verme uygulamalari i¢in lipozomal hidrojel kopiikler gelistirilmistir (Li
vd., 2012b). Abbott vd. tarafindan Asherman sendromundaki yapisiklik giderimi ve
gebelik olasiligmin artirilmasinda SprayGelTM kullaniminda ve gebelik oran artiginda
olumlu sonuglar elde edilmistir (Abbott vd., 2004).
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2.5. Amacg

Bu c¢alismanin amaci, cerrahi miidahaleler sonrasi hasar goéren rahim
dokusunun yeniden olusmasi sirasinda meydana gelen Asherman sendromu olarak
bilinen rahim i¢i yapisikliklar1 6nlemek icin kullanilabilecek siklodekstrin temelli
biyouyumlu, enjekte edilebilir hidrojellerin sentezlenmesi, karakterize edilmesi ve
Asherman sendromunda uygulanmasinin belirlenmesidir. Kadinlarda dogum,
sezeryan, kiiretaj, miyom alinmasi, polip ¢ikarimi, rahim i¢i kanamalar, enfeksiyonlar
sonucunda, bazen de menopoz sonrast donemde kendiliginden rahim duvarlarinda
hasarlar meydana gelmektedir. Bu hasarlar, Asherman sendromu olarak adlandirilan
rahim i¢i yapisikliklara neden olmaktadir. Yapilan ¢alismada Asherman sendromunun
onlenmesindeki potansiyelinin arastirilmasi amaciyla mekanik bariyer 6zelligi tasiyan
siklodekstrin temelli biyouyumlu, enjekte edilebilir hidrojeller sentezlenmistir. Bu
hidrojel yapilarinda farkli molekiil agirligina sahip poli(etilen glikol) 400 (PEG 400),
poli(etilen glikol) 600 (PEG 600), poli(etilen glikol) 800 (PEG 800), poli(etilen glikol)
1000 (PEG 1000) ve poli(etilen glikol) 2000 (PEG 2000); polifenol olarak kafeik asit
(KA), gallik asit (GA), epikatesin (Ek), kuarsetin (Kuar) ve kurkumin (Kur); ¢apraz
baglayici olarak a-siklodekstrin (a-SD), B-siklodekstrin (8-SD) ve y-siklodekstrin (y-
SD) yapilar1 kullanilmistir.

Hidrojellerin  sentezi i¢in Oncelikle PEG yapilart epiklorhidrin ile
etkilestirilerek epoksi fonksiyonel hale getirilmistir. Daha sonra elde edilen bu yapr ile
siklodekstrin ve polifenol gruplarinin halka agilma polimerizasyonu sonucu bir arada
capraz baglanmasi ile 75 farkli hidrojel yapisi elde edilmistir. Sentezlenen hidrojellerin
yapisal karakterizasyonu FTIR, yilizey oOzellikleri SEM ve AFM teknikleri ile
gerceklestirilmistir. Ayrica hidrojellerin 1sil kararliliklar1 ve termal 6zellikleri TGA ve
DSC analizleri ile gerceklestirilmistir. Daha sonra bu hidrojellerin sisme, enjekte
edilebilirlik ve biyouyumluluk ozellikleri belirlenmistir. Ayrica bu hidrojeller
arasindan segilen baz1 hidrojellerin melatonin ve 6strojen salimlari incelenmistir. Tiim
bu ozelliklere gore secilen bir hidrojel yapisinin Asherman sendromunun
engellenmesinde ve tedavi edilmesindeki potansiyeli in vivo testler kullanilarak

biyokimyasal ve histolojik analizler ile belirlenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu caligmada hidrojellerin sentezi i¢in farkli PEG yapilari, polifenoller ve

siklodekstrinler kullanilmistir. Sentez asamalarinda kullanilan bu monomerik tinitelere

ait temel yap1 ve Ozellikler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hidrojel sentez ¢alismasinda kullanilan bilesikler.

Malzeme

Ozellik

Yap1

PEG 400

Mw: 360-440 g/mol
d:1,13 g/cm® (20 °C)
Mp: 5°C

PEG 600

Mw: 570-630 g/mol
d:1,13 g/cm?® (20 °C)
Mp: 17-22 °C

PEG 800

Mw: 720-880 g/mol
d:1,12 g/cm?® (20 °C)
Mp: 25-30 °C

PEG 1000

Mw: 950-1050 g/mol
Mp: 33-40 °C

PEG 2000

Mw:1900-2200 g/mol
Mp: 49-52 °C

Kafeik Asit

Mw: 180,16 g/mol
> % 98
Mp: 211-213 °C

o
HO H
n
0

\ OH

HO

OH

Gallik Asit

Mw=170,12 g/mol
>% 97
Mp: 251 °C

HO

OH

HO

HO
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Epikatesin

Mw: 290,27 g/mol
>% 90
Mp: 240 °C

OH

Kuarsetin

Mw: 302,24 g/mol
>% 95
Mp: 316 °C

OH

Kurkumin

Mw: 368.38 g/mol
> % 94
Mp: 175 °C

N I OCH,

a-Siklodekstrin

Mw: 972,84 g/mol
> % 98
Mp >270 °C

HO

B-Siklodekstrin

Mw:1134,98 g/mol
>% 97
Mp=290-305 °C

HO

OH OH O

OH
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v-Siklodekstrin

Mw: 1297.12 g/mol
>%97
Td=257-265 °C
(dekompozisyon)

Epiklorhidrin

Mw: 92,52 g/mol
% 99
d: 1,183 g/cm®
Bp: 115-117 °C

Ostrojen

Mw: 272,38 g/mol
> 05 97
Mp: 176-180 °C

Melatonin

Mw: 232,28 g/mol
> % 98
Mp: 117-120 °C

Sentez c¢alismalarinda ayrica

NaOH Merck firmasindan saglanarak

kullanilmistir. Kullanilan monomerler Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. o-

siklodekstrin, B-siklodekstrin ve y-siklodekstrin ile ilag salim ¢aligmalarinda kullanilan

melatonin ve dstrojen Tokyo Chemical Industry Co. (TCI) firmasindan saglanmustir.

Yapisal karakterizasyon caligmalari sirasinda NMR analizlerinde ¢6zgen

olarak CDClz ve D20 kullanilmistir. FTIR analizlerinde pelet hazirlarken KBr

kullanilmistir ve termal analizler sirasinda referans olarak a-Al>03 kullanilmistir. Tim

referanslar Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Biyouyumluluk, biyokimyasal testler, hiicre kiiltiiri ve in vivo hayvan
caligmalar1 sirasinda kullanilan DMSO, PBS, 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-
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difeniltetrazolyum bromiir, etanol, metanol, NazHPO4, NaH2PO4, SDS ve Tween 80

Merck firmasindan temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada elde edilen poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilarinin
karakterizasyonu igin Elemental Analiz (EA; LECO CHNS-932 Analyzer), Niikleer
Manyetik Rezonas Spektrometresi (NMR; Bruker Avance 300) ve Fourier Transform
Infrared Spektrometre (FTIR; Perkin Elmer Spektrum Two) cihazlar1 kullanilmastir.

Poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilarindan elde edilen hidrojellerin
yapisindaki nem Armfield Freeze Dryer cihazi kullanilarak uzaklastirilmistir.
Hidrojellerin yapisal oOzellikleri Fourier Transform Infrared Spektrometre (FTIR;
Perkin Elmer Spektrum Two ve Mattson 1000) cihazlari ile yiizey 6zellikleri Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM; Leo-Evo 40 XVP), Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM;
Park Systems XE-100 E) kullanilarak belirlenmistir.

Bu hidrojellerin termal ozellikleri ise Termogravimetrik Analiz (TGA,
Shimadzu 50) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC; Shimadzu 60) cihazlar
kullanilarak analiz edilmistir.

Hidrojellerin biyouyumluluk 6l¢timleri ve yapilan biyokimyasal testler Eon
BioTek marka mikroplate okuyucu ile gergeklestirilmistir. Hidrojellerin ila¢ salim
caligmalarinda Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (UV-Vis; UV-1601
Shimadzu) kullanilmistir. Histolojik 6lgiimler esnasinda hazirlanan preparatlar Leica
280 151k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sistemi (Leica Microsystems

Imaging Solutions, Cambridge, UK) ile incelenerek fotograflanmstir.
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3.3. Hidrojel Yapilarinin Sentezi

Hidrojel yapilarinin sentezi igin temel olarak iki adimli bir sentez yontemi
kullanilmistir. Birinci adimda oncelikle hidrojel yapisinin biiyiik bir kismini
olusturacak olan farkli boy ve uzunluklardaki PEG yapilarmin epiklorhidrin ile
reaksiyonu sonucunda epoksi fonksiyonel PEG yapilar1 elde edilmistir. Daha sonra
ikinci adim olarak polifenol ve siklodekstrin yapilari ile halka agilma polimerizasyonu

gerceklestirilmistir.

3.3.1. Poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilarinin sentezi

Poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilar: epiklorhidrin ile PEG’{in reaksiyonu
sonucunda elde edilmistir. Sentez yontemine gore 0,1 mol PEG-400, 0,6 mol NaOH
ve 2,4 g su ile karistirllmistir. Bu ¢ozeltiye 0,6 mol epiklorhidrin damla damla ve yavas
yavas 45 °C’nin lizerine ¢ikilmayacak sekilde eklenmistir. Daha sonra sicaklik 40
°C’ye ayarlanarak 2 saat reaksiyona devam edilmis ve sonrasinda karisim siiziilmiistiir.
Elde edilen iiriin diklormetan ile yikanarak vakum etiiviinde kurutulmustur (Liu vd.,
2011; Zhang vd., 2014). Bu yontem diger PEG yapilar i¢in de tekrarlanmis ve
poli(etilenglikol) diglisidil eter yapilar1 elde edilmistir. Bu yapilar FTIR, EA ve NMR
analizleri ile karakterize edilmistir.

Poli (etilen glikol) diglisidil eter 400 i¢in; *H NMR (CDCls, 300 MHz, ppm):
&= 3,70-3,75 (m, 2H), 3,58-3,60 (m, 34,72H), 3,33-3,39 (m, 2H), 3,06-3,12 (m, 2H),
2,71-2,75 (t, 2H), 2,53-2,57 (m, 2H); 3C NMR (CDCls, 75 MHz, ppm): §=71,90;
70,63; 50,73; 44,15. EA (Teorik): C % 54,77; H % 8,73; (Deneysel): C % 52,05; H %
8,05.

Poli (etilen glikol) diglisidil eter 2000 i¢in; *H NMR (CDCls, 300 MHz, ppm):
6=3,76-3,82 (m, 2H), 3,58-3,72 (m, 90,09H), 3,39-3,46 (m, 2H), 3,13-3,18 (m, 2H),
2,78-2,81 (t, 2H), 2,60-2.62 (m, 2H); 3C NMR (D20, 75 MHz, ppm): §=71,3; 69,85;
51,45; 44,81. EA (Teorik): C % 54,60; H % 9,00; (Deneysel): C % 53,86; H % 8,43.

3.3.2. Hidrojel sentezinde monomer oranlarinin tespiti ve sicaklik optimizasyonu

Sentez ¢alismalarindan 6nce kullanilacak olan monomer oranlarinin

optimizasyonu i¢in polifenol, polietilen glikol diglisidil eter ve ¢apraz baglayici grup
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olarak siklodekstrin gruplari oncelikle farkli oranlarda calisilmistir. Bu ¢aligmada
optimum monomer oranlar1 tespit edilmistir. Poli(etilenglikol), siklodekstrin ve
polifenol molar oranlar1 sirasiyla 98/1/1, 96/3/1, 94/5/1, 96/1/3, 94/1/5, 96/2/2 ve
90/4/6 gibi oranlarda ¢alisilmistir.

Bu sentezlerin gerceklesmesinde sicakligin hidrojel sentezi iizerine etkisi
incelenmistir. Sentez sicakligi olarak 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C ve 80
°C’de galisilmistir. Farkli sicakliklarda gergeklestirilen bu ¢alisma sonucu optimum

sicaklik dahilinde istenilen hidrojel yapisina ulagilmistir.

3.3.3. Siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin sentezi

Hidrojellerin sentezinde farkli molekiil agirliklarina sahip olan PEG 400, PEG
600, PEG 800, PEG 1000 ve PEG 2000 yapilar1 kullanilmistir. PEG yapilar
epiklorhidrin ile poli(etilenglikol) diglisidil eter yapisina doniistiiriildiikten sonra farkli
polifenoller ve siklodekstrinler ile halka ag¢ilma polimerizasyonu gergeklestirilmistir.
Bu sentezlerde polifenol olarak KA, GA, Ek, Kuar ve Kur kullanilirken siklodekstrin
yapist olarak, a-SD, B-SD ve y-SD yapilar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1). Monomer
oranlart sirastyla SD/PF/PEG:4/6/90 olarak calisilmistir. Elde edilen hidrojellerin

sentezi Sekil 3.1°de sematik olarak verilmistir.
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Sekil 3.1. Calismada sentezi gergeklestirilen hidrojel yapilar
Polifenol ¢esitleri 1 KA, GA, Ek, Kuar, Kur
PEG cesitleri : PEG 400, PEG 600, PEG 800, PEG 1000, PEG 2000
Siklodekstrin ¢esitleri : a-SD, B-SD, y-SD

Sentez yontemine gére 9 mmol poli(etilen glikol) diglisidil eter yapist DMSO
kullanilarak derisik NaOH ¢6zeltisi varliginda 0,4 mmol polifenol ile 1 saat boyunca
karistirtlmistir. Daha sonra 0,6 mmol siklodekstrin eklenerek reaksiyona 60 °C’de 24
saat boyunca devam edilmistir. Reaksiyon sonunda farkli renklerde hidrojeller elde
edilmis, saf su ve alkol ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Bu islemler diger
hidrojellerin sentezi i¢in diger poli(etilen glikol) diglisidil eter, siklodekstrin ve
polifenoller ile tekrarlanmistir (Teng vd., 2017). Tiim sentezler sonunda o-, - ve y-
siklodekstrinler ile 75 farkli hidrojel yapis1 elde edilmistir. Sentezlenen hidrojellerin
isim ve igerikleri Cizelge 3.2’de belirtilmistir. Elde edilen hidrojellerin tiimii analiz

oncesi liyofilize edilmistir.
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Cizelge 3.2. Yapilan ¢alismada sentezlenen hidrojellerin isim ve icerikleri

a-siklodekstrin yapili hidrojeller B-siklodekstrin yapili hidrojeller y-siklodekstrin yapili hidrojeller
Hdj-01 o-SD-PEG-400-KA Hdj-26 B-SD-PEG-400-KA Hdj-51 | y-SD-PEG-400-KA
Hdj-02 o-SD-PEG-400-GA Hdj-27 B-SD-PEG-400-GA Hdj-52 | y-SD-PEG-400-GA
Hdj-03 o-SD-PEG-400-EK Hdj-28 B-SD-PEG-400-EK Hdj-53 | y-SD-PEG-400-EK
Hdj-04 a-SD-PEG-400-Kuar | Hdj-29 B-SD-PEG-400-Kuar | Hdj-54 | y-SD-PEG-400-Kuar
Hdj-05 o-SD-PEG-400-Kur Hdj-30 B-SD-PEG-400-Kur Hdj-55 | y-SD-PEG-400-Kur
Hdj-06 0-SD-PEG-600-KA Hdj-31 B-SD-PEG-600-KA Hdj-56 | y-SD-PEG-600-KA
Hdj-07 o-SD-PEG-600-GA Hdj-32 B-SD-PEG-600-GA Hdj-57 | y-SD-PEG-600-GA
Hdj-08 o-SD-PEG-600-EK Hdj-33 B-SD-PEG-600-EK Hdj-58 | y-SD-PEG-600-EK
Hdj-09 a-SD-PEG-600-Kuar | Hdj-34 B-SD-PEG-600-Kuar | Hdj-59 | y-SD-PEG-600-Kuar
Hdj-10 o-SD-PEG-600-Kur Hdj-35 B-SD-PEG-600-Kur Hdj-60 | y-SD-PEG-600-Kur
Hdj-11 o-SD-PEG-800-KA Hdj-36 B-SD-PEG-800-KA Hdj-61 | y-SD-PEG-800-KA
Hdj-12 o-SD-PEG-800-GA Hdj-37 B-SD-PEG-800-GA Hdj-62 | y-SD-PEG-800-GA
Hdj-13 o-SD-PEG-800-EK Hdj-38 B-SD-PEG-800-EK Hdj-63 | y-SD-PEG-800-EK
Hdj-14 a-SD-PEG-800-Kuar | Hdj-39 B-SD-PEG-800-Kuar | Hdj-64 | y-SD-PEG-800-Kuar
Hdj-15 o-SD-PEG-800-Kur Hdj-40 -SD-PEG-800-Kur Hdj-65 | y-SD-PEG-800-Kur
Hdj-16 a-SD-PEG-1000-KA | Hdj-41 B-SD-PEG-1000-KA | Hdj-66 | y-SD-PEG-1000-KA
Hdj-17 a-SD-PEG-1000-GA | Hdj-42 B-SD-PEG-1000-GA | Hdj-67 | y-SD-PEG-1000-GA
Hdj-18 a-SD-PEG-1000-EK | Hdj-43 B-SD-PEG-1000-EK | Hdj-68 | y-SD-PEG-1000-EK
Hdj-19 a-SD-PEG-1000- Hdj-44 | B-SD-PEG-1000- Hdj-69 | y-SD-PEG-1000-Kuar
Kuar Kuar
Hdj-20 a-SD-PEG-1000-Kur | Hdj-45 B-SD-PEG-1000-Kur | Hdj-70 | y-SD-PEG-1000-Kur
Hdj-21 a-SD-PEG-2000-KA | Hdj-46 B-SD-PEG-2000-KA | Hdj-71 | y-SD-PEG-2000-KA
Hdj-22 a-SD-PEG-2000-GA | Hdj-47 B-SD-PEG-2000-GA | Hdj-72 | y-SD-PEG-2000-GA
Hdj-23 a-SD-PEG-2000-EK | Hdj-48 B-SD-PEG-2000-EK | Hdj-73 | y-SD-PEG-2000-EK
Hdj-24 o-SD-PEG-2000- Hdj-49 -SD-PEG-2000- Hdj-74 | y-SD-PEG-2000-Kuar
Kuar Kuar
Hdj-25 a-SD-PEG-2000-Kur | Hdj-50 B-SD-PEG-2000-Kur | Hdj-75 | y-SD-PEG-2000-Kur

3.4. Poli(etilen glikol) diglisidil eter ve Hidrojel Yapilarinin Karakterizasyonu

Gergeklestirilen bu ¢alismada oncelikle bes farkli poli(etilen glikol) diglisidil

eter yapisi elde edildi ve bunlarin yapisal 6zellikleri EA, FTIR ve NMR ile karakterize
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edilmistir. Bu yapilarin siklodekstrin ve polifenoller ile reaksiyonu sonucu 75 hidrojel
sentezi gerceklestirilmis olup bunlarin yapisal 6zellikleri FTIR; morfolojik 6zellikleri
SEM, AFM ve termal 6zellikleri ise TGA ve DSC analizleri ile belirlenmistir.

Poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilarinin NMR 6l¢iimleri i¢in ¢6ziicli olarak
CDCl; ve D;0 kullanilarak 'H-NMR 300 MHz’de ve ¥C-NMR 75 MHz’de
gerceklestirilmistir. EA Ol¢iimlerinde 2 mg numune kullanilarak yiiksek sicaklikta
(1100-1200 °C) yakma yoluyla yapidaki element yiizdeleri (elde edilen yapilardaki
temel bilesen olan C ve H) belirlenmistir.

Sentezlenen hidrojellerin analiz 6ncesi hazirlanmasinda Armfield Freeze Dryer
kullanilmis ve yapisindaki nem uzaklastirilmistir. Poli(etilen glikol) diglisidil eter ve
bunlardan elde edilen hidrojellerin FTIR spektrumlar: 400-4000 cm™ dalga sayist
araliginda kaydedilmistir. FTIR-KBr ile KBr peletler hazirlanarak olgiimler
gerceklestirilmistir. Elde edilen hidrojellerin yiizey o&zellikleri ve yiizeylerinin
morfolojik yapilar1 SEM ve AFM analiz teknikleri ile belirlenmistir. Bu hidrojel
yapilarinin ylizeysel 6zelliklerinin detayli incelenmesi SEM ile diisiik ve yiiksek
biiylitmelerde gerceklestirilmistir.  Bu analizlerde hidrojel yapilar1 oncelikle
liyofilizasyon ile kurutulmus ve daha sonra yiizeyler spatter ile Au/Pd kaplanmustir.
Segilen hidrojel yapilarinin detayl yiizey 6zellikleri AFM analizi ile temassiz mod
kullanilarak gergeklestirilmistir. Sentezde kullanilan siklodektrinler ile polifenollerin
ve elde edilen hidrojellerin termal 6zellikleri TGA cihazi kullanilarak sicaklik-% kiitle
kayb1 egrisinden % 10’luk kiitle kayb1 degerleri belirlenmistir. 10 mg numune miktari
ile hava atmosferinde, 10 °C/dak i1sitma hizinda 6lgiim gergeklestirilmistir. DSC
analizleri 5 mg numune miktari ile azot atmosferinde 5 °C/dak 1sitma hizinda, a-ALO;
referans maddesi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hidrojellerin ila¢ salim calismalar1 sirasinda UV-Vis spektrofotometre ile
melatonin 278 nm ve Ostrojen 280 nm dalga boyunda okuma yapilarak o6l¢timler
gerceklestirilmistir. Biyokimyasal testler Eon BioTek marka mikroplate okuyucu ile
gerceklestirilmistir. Histolojik Ol¢limler esnasinda hazirlanan preparatlar 151k

mikroskobu ve Gorlintli Analiz Sistemi ile incelenerek fotograflanmistir.
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3.5. Hidrojel Yapilarinin Sisme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Belirli kiitlelerde tartilan kuru hidrojeller 37 °C*de 5 mL pH 7,4 PBS tamponu
icerisinde sismeye birakilmistir. Sisen hidrojeller belirli zaman araliklarinda PBS
i¢cerisinden ¢ikarilarak tartilmistir.

% Sisme = (Ms -Mq)/Mg*100 formiiliine gore hesaplanarak hidrojellerin sisme
derecesi belirlenmistir (Navath vd., 2011). Burada ms sismis hidrojelin t zamanindaki

kiitlesi, mg ise kuru hidrojelin kiitlesidir.

3.6. Hidrojellerin Enjekte Edilebilirliklerinin Belirlenmesi

Calismada sentezlenen hidrojellerin  enjekte edilebilirligi i¢in  belirli
miktarlarda aliman hidrojeller 2 mL PBS igerisinde sisirilmistir. Hidrojellerin
enjeksiyonu igin 18, 20, 22, 24 ve 26 gauge siringa uglari kullanilmistir. Sisen
hidrojeller bu gauge uclu siringalara doldurularak enjeksiyonlar1 gerceklestirilmistir
(Khodaverdi vd., 2015). Hidrojellerin siringa uglarindan gegip gegmemesine bagli
olarak enjeksiyon i¢in en uygun siringa ucu belirlenmistir. Kullanilan siringa uglarinin

goriintlisti Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Hidrojellerin enjekte edilebilirlik testlerinde kullanilan 18, 20, 22, 24 ve 26
gauge igne uclari
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Enjekte edilebilirlik testinde uygulama soliisyonu olarak PBS (pH=7.4)
tampon igerisinde 37 °C’de test gergeklestirilmistir. Calismada sentezi gergeklestirilen
hidrojellerin viicut igerisine uygulanabilmesi i¢in enjekte edilebilir nitelikte olmasi
onemlidir. Bu uygulama sirasinda enjektér ucunun inceligi hastanin daha az aci
hissetmesi a¢isindan 6nemlidir. Bu nedenle en uygun ignenin se¢imi i¢in farkli gauge
igneler kullanilmistir. Bu ignelerden en genis igne 18 gauge iken en kiiciik ¢apli igne

26 gaugedir.

3.7. Hidrojellerin Biyouyumluluklarinin Belirlenmesi

Calismanin bu basamaginda hazirlanan numunelerin L929 (Mus musculus
fibroblast hiicreleri) hiicreleri {izerine, indirekt sitotoksisiteleri, 3-[4,5-Dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile belirlenmistir. Deney protokolii
ISO-10993-5 ‘‘Biological Evaluation of Medical Devices’’ standartlarina gore
yapilmistir (ISO., 2009).

Numuneler 0.2 g agirlikta olacak sekilde steril 15 mL falkon tiiplere
yerlestirilmistir. Her bir numunenin {izerine 1 mL saf etanol eklendi ve UV 151k altinda
bir saat bekletilerek steril olmalar1 saglanmistir. Daha sonra numuneler tizerindeki
fazla alkol ugurulmus ve 6rnekler birkag kez steril PBS (pH: 7,4) ile yikanmustir.
Numune ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in tizerlerine taze hazirlanmis hiicre kiiltiir besi
yeri (% 10 FBS, % 1 Penisilin-Streptomisin igeren DMEM besiyeri) eklenmistir.
Numuneler 72 saat siire ile 37 °C’de bekletilmistir. Inkiibasyon sirasinda fibroblast
hiicreleri (5x10* hiicre/mL) 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve bir gece 37 °C’de, % 5
karbondioksitli inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde hiicreler
tizerindeki besiyerleri uzaklastirildi ve 6rnek ekstraktlart 100 pL/kuyucuk olacak
sekilde kuyucuklara pipetlenmistir. Kontrol grubundaki hiicreler hiicre kiiltiir besiyeri
ile muamele edilmistir. Plakalar bir gece inkiibatdrde bekletilmistir. Inkiibasyondan
sonra ornek ekstraktlar1 kuyucuklardan atilmis, kuyucuklara % 10 MTT (5 mg/mL,
PBS, pH:7,4 igerisinde) ¢oOzeltisi igeren taze besi yeri eklenmistir. Plakalar 4 saat
etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki sivi kisim uzaklastirilmis ve
herbir kuyucuga 100 uL DMSO pipetlenmistir. Kuyucuklardaki absorbans degeri 540
nm’de mikroplate okuyucuda okunmustur. Hidrojel uygulamasi sonrasinda hiicre
canliliginda meydana gelen degisimler % canlilik olarak ifade edilmistir. Kontrol

kuyucuklarindan alinan absorbanslar % 100 canli olarak kabul edilmistir.
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3.8. Tla¢ Yiikleme

Yapilan ¢alismada elde edilen hidrojellerin ilag yiikleme ve salim ¢alismalari
gerceklestirilmeden once farkli konsantrasyonlarda melatonin ve Ostrojen igeren
cozeltiler hazirlanarak kalibrasyon caligmasi yapilmistir. Sonra hidrojeller belirli
miktarlarda tartilarak diyaliz torbalarina yerlestirilmistir. Bu jeller hazirlanan 5 mg/20
mL melatonin (etanol + PBS tamponu, pH:7,4 + saf su) ve 2 mg/20 mL (etanol + PBS
tamponu, pH:7,4 + Tween 80 ) Ostrojen ¢ozeltisine 37 °C’de yiikleme igin
birakilmistir. 24 saat sonra yiikleme islemi i¢in hazirlanan ¢ozeltiden ¢ikarilan jeller

saf su ile durulanarak salim ¢alismasi igin kullanilmistir.

3.9. Ila¢ Salim Calismasi

Ilag yiiklemesi yapildiktan sonra melatonin igeren jeller 37 °C’de 20 mL kor
¢ozelti igerisine birakilmis ve salim i¢in belirli zaman araliklarinda 1 mL numune
cekilerek UV-Vis spektrofotometre ile ¢oziiciiye gecen melatonin absorbanslari
Olgtilerek salim caligmalar1 gergeklestirilmistir. Her 6l¢iimde ¢ekilen numune yerine
alman hacimde taze hazirlanan kor ¢ozelti eklenmistir. Salim g¢alismasi sonucunda
Olgiilen absorbanslardan yararlanarak ortamdaki melatonin miktari belirlenmis ve
toplam salinan melatonin miktar1 hesaplanmigtir. Ayni islemler Ostrojen igin
tekrarlanarak toplam salinan 6strojen miktar1 hesaplanmustir. (Liu vd., 2000; Xu vd.,
2010). Melatonin ve 6strojen salimlart UV-Vis spektrofotometrede sirasiyla 278 nm
ve 280 nm dalga boyunda okunarak belirlenmistir (Salmaso vd., 2007; Yavaser vd.,
2016).

3.10. En Uygun Hidrojel Se¢imi

En uygun hidrojel yapisinin saptanmasinda hidrojelin, sisme orani, enjekte
edilebilirligi, biyouyumluluk orani dikkate alinmstir. Bu ¢alismalar sonrasi belirlenen
hidrojel yapisinin melatonin ve 0Ostrojen salim c¢aligmalarina ait sonuglar
degerlendirilerek, hayvan calismalart i¢in en uygun hidrojelin f-SD-PEG-600-Ek
oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu hidrojel yapisi Asherman sendromunun
engellenmesindeki potansiyelinin arastirilmasi amaciyla gergeklestirilen hayvan

calismalarinda kullanilmistir.
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3.11. Deney Hayvam Calismalar:

Deney hayvani ¢alismalari Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir. Deney hayvanlari iizerine
gerceklestirilen biitiin ¢alismalar indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulundan alinan izin ile yiiriitiilmiistiir. Yapilan bu calisma inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 2015/A-27 Protokol numarasi

ile onaylanmustir.

3.11.1. Deney hayvam

Deneysel modellemede 9 aylik (250-300 gram) yetiskin disi Wistar Albino
siganlar kullanilmistir. Siganlar 22 °C sabit oda sicakliginda 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik sikluslar seklindeki ortamda tutulmustur. Siganlar deneysel siire¢ boyunca

kisitlama olmaksizin standart sigan yemi ve musluk suyu ile beslenmistir.

3.11.2. Hayvan gruplarimn olusturulmasi

Tim sicanlarin menstrual sikluslar1 vajinal smear alinarak senkronize
edilmistir. Deneysel ¢alisgmada hayvanlar 6 gruba ayrilmis (her bir grup i¢in n=8) ve
gruplardaki hayvanlara su islemler uygulanmstur.

Grup 1 - SHAM: Sham grubu: Siganin karin 6n duvari ve rahmi kesi yapilarak a¢ilmis
ancak Asherman modeli olusturulmadan kapatilmistir.

Grup 2 - ASH: Kontrol grubu: Grup 1’deki islemlere ilave olarak Asherman modeli
olusturulmustur.

Grup 3 - ASH+HDJ: Hidrojel grubu: Grup 2’de ki islemlere ek olarak hayvanlarin
rahmi igerisine hidrojel enjekte edilmistir.

Grup 4 - ASH+HDJ+MEL: Hidrojel + Melatonin grubu: Grup 2’de ki islemlere ek
olarak hayvanlarin rahmine melatonin yiikli hidrojel enjeksiyonu
gerceklestirilmistir.

Grup 5 - ASH+HDJ+OST: Hidrojel + Ostrojen grubu: Grup 2’de ki islemlere ek olarak

hayvanlarin rahmine &strojen yiiklii hidrojel enjeksiyonu gergeklestirilmistir.
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Grup 6 - ASH+HDJ+MEL+OST: Hidrojel + Ostrojen + Melatonin grubu: Grup 2’de
ki islemlere ek olarak hayvanlarin rahmine melatonintdstrojen yiiklii hidrojel

enjeksiyonu gergeklestirilmistir.

Ostrojen ve melatonin igeren hidrojeller giinliik 0,1 mg/kg dstrojen ve giinliik
10 mg/kg melatonin olacak sekilde ayarlanmistir. Siganlar ketamin anestezisi (50
mg/kg) altinda, karin 6n duvari tiraglandiktan sonra iyodofor soliisyonu ile boyanarak
operasyona hazirlanmistir. Sonrasinda karin 6n duvarina, orta hatta yaklasik 40 mm
uzunlugunda vertikal bir insizyon yapilarak rahmi gértilmistiir. Asherman modelinin
olusturulmasi i¢in sag ve sol uterin hornlar ayr1 ayr1 serviksten fallop tiipiine kadar 18
gauge igne ucu ile giris yapildiktan sonra yukari asagi ¢izilerek yara olusturulmasi
saglanmigtir. Bu model sistemde rahim hornlarinda yara olusumu pilot ¢alisma ve
histolojik bulgularla test edilmistir. Calismada Grup 2’ye tedavi uygulanmamis, Grup
3, 4, 5 ve 6’ ya ise her bir horna yaklasik 0,5 mL hidrojel (melatonin, éstrojen ve

melatonin+ostrojen) uygulanarak tedavi edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Deneysel Asherman rat modelinin olusturulmasi ve hidrojel tedavisinin
sematik gosterimi

Hayvanlar deneysel modellemeden 14 giin sonra tekrardan sodyum
pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) ile anesteziye alinmis ve hayvanlarin dekapitasyonunun
ardindan uterin hornlar toplanmistir. Toplanan dokulardan biyokimyasal ve histolojik
incelemeler gergeklestirilmistir. Deney hayvani ¢alismalarina ait gorseller Sekil 3.4-

12°de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Ratin rahim hornlarinin tespiti
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Sekil 3.7. Asherman olugmasi i¢in uterus hornlarinin 18 gauge igne ucu ile ¢izilmesi
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Sekil 3.8. Asherman olusmasi icin zedelenmis uterus hornlarima hidrojelin
enjeksiyonu-1

Sekil 3.9. Asherman olusmasi ic¢in zedelenmis iki uterus hornuna hidrojelin
enjeksiyonu-2
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Sekil 3.10. Operasyon sonrasi uterus hornlari yerlestirilmis ratin karin alt batiminin
kapatilmasi

Sekil 3.11. 14 giinliik uygulama sonras1 Ratlarin karin alt batimlarinin tekrardan
acgilmasi
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Sekil 3.12. Uygulama sonrasi Ratlarin uterus hornlarina ait goriinti

3.12. Histolojik Degerlendirme

Hayvanlardan alinan uterus horn doku 6rnekleri % 10’luk formaldehit ile fikse
edildikten sonra rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafine gomiilmiistiir. Parafin
bloklardan 5 mikron kalinhiginda kesitler alinarak Hematoksilen-Eozin (H&E),
Masson’s Trikrom, Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemleri kullanilarak doku
kesitleri boyanmis ve preparatlar mikroskopla incelenerek goriintii analiz sistemi ile
fotograflanmistir.

Uterus horna ait histopatolojik hasar parametreleri (epitel hasari, epitel
dokiilmesi, konjesyon ve endometriyum kalinligi) 0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli
olarak skorlanmis ve her preparatta rastgele secilmis 10 alan (x40 biiylitmede)

degerlendirilmistir.

3.13. Dokudaki Oksidatif Stres Diizeyinin Degerlendirilmesi

Dokudaki oksidatif stres diizeyinin degerlendirilmesi i¢in Oncelikle dokular
belli oranlarda PBS tamponu eklenerek homojenize ve sonifiye edilmistir. Sonifiye

islemlerinin ardindan santrifiij islemleri uygulanmistir. Boylece enzim aktiviteleri ve
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protein tayinin yapilacagi siipernatan elde edilmistir. Siipernatan Ornekleri 6l¢iim
islemleri yapilincaya kadar -40 °C de derin dondurucuda saklanmistir. MPO
(Miyeloperoksidaz) enzim aktiviteleri ve NO (nitrik oksit) diizeylerinin belirlenecegi
siipernatan elde edilmistir. Olgiimler spektrofotometrik olarak yapilmustir (Esrefoglu
vd., 2014). MPO Hillegas et al. (Hillegas vd.,1990) kullandiklari yonteme gore
belirlenmistir. (Theodoruz vd.,1981). NO diizeyleri Griess reaksiyonu kullanilarak,
nitrat rediiktaz ile NO ‘in indirgenmesi ile olusan nitrit ve nitrat diizeylerinin Cayman

florometrik kitleri kullanilarak belirlenmistir.

3.13.1. Lipit peroksidasyonunun (MDA) belirlenmesi

Serbest radikal saldirilar1 sonucu hiicre membraninda bulunan lipitlerin
peroksidasyonu, son iiriin olan malondialdehit (MDA) miktar1 Beuge J.A yontemine
gore belirlenmistir (Buege ve Aust, 1978).

3.13.2. Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6l¢iimii

Miyeloperoksidaz aktivitesinse doku parcalanincaya kadar homojenize
yapilmistir ve islemin ardindan 15.000 G’de +4 °C’ de 15 dakika mikrosantrifiij
aletiyle santrifiijlenmistir. Peletler siipernatandan ayrilarak 500 phL HETAB ¢o6zeltisine
eklenmis ve daha sonra sollisyonlar sonifikatdrde 15 saniye sonifiye edilerek derin
dondurucuya donmasi i¢in birakilmistir. Coziilen 6rneklere ayni prosediirde tekrar
sonifikasyon-dondurma-¢6zdiirme islemi uygulanarak son kez sonifiye edilmistir.
Sonrasinda 6rnekler 15 dakika 15.000 g’de santrifiij edilerek siipernatanlari alinmis ve
96’11k well platelere 25 pL bu siipernatan ve 200 pL reaksiyon karigimi eklenerek 460
nm dalga boyunda Eliza Mikroplate Okuyucu ile okuma yapilmistir. MPO aktivite
sonuglart U/g yas doku olarak verilmistir.

3.13.3. NO odl¢iimii

NO canli organizmada katildig1 reaksiyonlar ile nitrit (NO?) ve nitrat (NO%)
son trlinlerini olusturmaktadir. Bu iki son {iriiniin oranlar1 degiskendir. Bu nedenle
total NO (tNO) iiretiminin en iyi gostergesi NO?" ve NO*’iin birlikte 6l¢iilmesidir.

Caligmamizda uterus dokusundaki tNO diizeyleri, Griess reaksiyonu kullanilarak,
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nitrat rediiktaz ile NO’in indirgenmesi ile olusan nitrit (NO?) ve nitrat (NO%)

diizeylerinin Cayman kolorimetrik kitleri kullanilarak belirlenmistir.

3.14. istatistiksel Analiz

Histolojik skorlama verileri medyan, minimum ve maksimum degerler ile
gosterilmistir. Karsilastirmada Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili
karsilastirma yontemi kullanilmistir. Sayisal veriler ortalama ve standart sapma ile
Ozetlenmis ve karsilastirmada tek yonlii varyans analizi kullanilmigtir. Tiim testlerde
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Biyokimyasal veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. Verilerin
gosterimi ve istatistiksel hesaplamada GraphPad 7 programi kullanilmustir. Gruplar
aras1 farkliligin belirlenmesinde One Way Anova testi kullanilmustir. Istatistiksel

olarak p<0.05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Gergeklestirilen bu calismada biyouyumlu, enjekte edilebilir, ilag salimi
yapabilen siklodekstrin temelli hidrojeller rahim i¢i yapisikliklarin giderilmesi amaci
ile sentezlenmistir. Literatiirde siklodekstrin temelli hidrojeller ile ilgili sadece bir adet
calisma olup, bu calismadaki amag¢, rahim agzi enfeksiyonunun gideriminde
hidroksipropil-y-siklodekstrin  hidrojellerin ~ kullanimidir ~ (Zhou vd., 2013).
Siklodekstrin temelli hidrojellerin kullanilarak Asherman sendromunun 6nlenmesi
veya tedavi edilmesini amaglayan herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Mevcut
literatiirde Asherman sendromunu gidermek i¢in hidrojel ile yapilan sadece iki adet
calisma bulunmaktadir (Lin vd., 2013; Fuchs vd., 2014). Bunlardan bir tanesinde
hiyaluronik asit temelli hidrojel yapilar1 kullanilmis (Lin vd., 2013), digerinde ise hazir
sprey jel kitler kullanilarak yapisiklik giderilmeye c¢alisilmistir (Fuchs vd., 2014).
Fakat uterus hasarini ve beraberinde Asherman sendromunu dnlemek amaciyla ilag
yuklii siklodekstrin temelli hidrojeller literatiirde mevcut degildir. Bu hidrojellerin
uterus hasarimi gidermek, uterus i¢i yapisikligi onlemek amaciyla Ostrojen, hasar
sonucu uterusta olusan oksidatif stresi gidermek amaci ile melatonin icermesi 6nemli
bir avantaj sunabilir. Calisma sonuglarina gore, sentezi ger¢eklestirilen hidrojeller hem
yapisal ve mekanik olarak uterus igerisinde yapismay1 dnlemis hem de tasidigi dstrojen
ve melatonin ile iyilestirici bir etki gostermistir. Hazirlanmis olan hidrojellerin yap1
taglar1 igerisinde dogal antioksidanlarin kullanilmasi da literatiir agisindan bir ilk
niteligi tasimaktadir.

Bu caligmada hidrojellerin yapis1 tasarlanirken hidrofiliklige katki saglamak
amaci ile polar, lineer ve suda ¢6ziiniirliigii bulunan yapilar monomer olarak tercih
edildi. Sentezlerde konuk-ev sahibi etkilesimi ile melatonin tasiyici ozelligi
giiclendirmek ve coklu baglanma ile ag yapisi olusturmak igin siklodekstrinler
kullanilmigtir. Bozunma sonrasinda biyouyumlu ve doku uyumunun olmasi nedeniyle
ve hidrojelin mekanik bariyer 6zelligini artirmak igin polifenoller yapiya dahil
edilmistir. Biyouyumlu, viicut i¢inde giivenle kullanilabilme olanagi saglamak icin
farkli molekiil kiitlelerinde PEG yapilar1 kullanilmistir. Hidrojel yapisinin viicut ici
esneklige katki saglamasi i¢in ¢apraz baglanma orani ve polifenol miktar1 diisiik
tutulmustur. Rahim i¢i uygulamalarda rahatlikla kullanilabilmesi amaciyla
uygulandig1 yapida yabanci cisim ve tikaniklik hissi olusturmamasi i¢in yiiksek oranda

sisen jellere nispeten daha diisiik oranda sisebilen yapilar tercih edilmistir.
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Calismada deneysel olarak oncelikle hidrojellerin sentezine yonelik calismalar
gerceklestirilmistir. Istenilen o6zelliklerde hidrojellerin hazirlanabilmesi ig¢in 6n
denemeler yapilmistir. Bu 6n denemelerde monomer orani, hidrojel yapisi, sisebilirlik
orani ve kararlilik gibi parametreler géz oniine alinmistir. Hidrojel sentez yontemi
netlestirilmistir. Belirlenen bu yontemle a, B ve y siklodekstrin gruplarinin baglayici
olarak bulundugu 75 farkli hidrojel sentezlendi ve sentezlenen hidrojellerin detayli
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ikinci olarak sentezlenen hidrojellerin sisme,
enjekte edilebilirlik ve in vitro biyouyumluluk deneyleri gergeklestirilmistir. Son
olarak ise hidrojellerin uygun yap1 ve ozellikte olan 9 tanesi segilerek melatonin ve
ostrojen salim ozellikleri incelenmis ve elde edilen sonuglara gore en iyi 6zellikteki
hidrojel yapisi se¢ilmistir. Secilen bu hidrojel hayvan ¢alismalarinda kullanilmis ve bu
hidrojelin Asherman sendromunu onleme potansiyeli, biyokimyasal ve histolojik

analizler ile belirlenmistir.

4.1. Poli(etilen glikol) diglisidil eter Yapisinin Elde Edilmesi

Calismanin temel amacinin gerceklestirilmesi i¢in Sentez yOntemi olarak
oncelikle PEG gruplar1 epiklorhidrin ile polietilen glikol diglisidil eter yapisina
dontistiiriilmiistiir. Bu reaksiyon sirasinda PEG 400 ve epiklorhidrin (EKH) 1:1, 1:2
ve 1:3 oranlarinda ii¢ farkli oranda calisilmistir. Bu reaksiyonlara iligkin FTIR

spektrumlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. PEG ve epiklorhidrin 1:1, 1:2 ve 1:3 oranlarinda ii¢ farkli olacak sekilde elde
edilen epoksi fonksiyonel PEG yapilarina ait FTIR spektrumlari

Bu spektrum incelendiginde 1:1 oraninda sentezlenen iiriinde PEG gruplarinin
hidroksil pikleri goriilmektedir. Bu yeterli bir baglanma olmadigimi gostermektedir.
3:1 oraninda yine hidroksil gruplari bulunmaktadir. Bu durum hidroksiller ile epoksit
halkasinin acilmasindan kaynaklanir. Bu durum c¢alismanin ileri reaksiyonlari
acisindan istenmemektedir. 2:1 oraninda gergeklestirilen ¢alismada ise sonug {iriinde
PEG 400 yapisina ait hidroksil gruplar1 azalmistir. Bu durum bu gruplara
epiklorhidrinin baglandigin1 agiklamaktadir. Ayrica Elemental analizi yapilan
poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilarinda temel bilesenlerin C, H ve O bulundurmasi
nedeni ile farkl bir element ve safsizlik icermediginin kontrolii gergeklestirilmistir.
Bu analizlerde S ve N gibi elemental safsizliklar goriilmemistir. Elde edilen epoksi
fonksiyonel PEG-400 (PEG-400-DGE) yapisinin FTIR spektrumu PEG 400 ile birlikte

karsilastirilmas1 amaciyla Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. PEG 400 ve PEG 400 diglisidil eter yapilarina ait FTIR spektrumlari

Spektrumlara gore PEG 400 yapisinda bulunmayan karakteristik epoksit
pikleri 910 cm™’de asimetrik halka egilmesi ve 759 cm™'de C-H egilmesi PEG-400-
DGE yapisinda goriilmektedir. Ayrica 1252 cm™ simetrik halka gerilmesi, 2997 cm™
C-H gerilmesi, 3052 cm™ CH; gerilmesi de bu yap1ya ait olan epoksit pikleridir (Erdik,
2008). Bu pikler epiklorhidrinin baglandigini1 agiklamaktadir ve epoksi halkasinin
kapali oldugunu ispatlamaktadir. Ayrica PEG-400 yapisinda bulunan 3436 cm™*deki
genis hidroksil piki epoksi fonksiyonel PEG yapisina doniistilkten sonra
kaybolmustur. Bu da halkanin kapali oldugunun diger ispatidir.

Calismada tiim PEG tiirleri i¢in NMR spektrumlar1 alinmasima ragmen en
diisiik ve en yiiksek molekiil kiitleli epoksi fonksiyonel PEG yapilarinin *H NMR ve
13C NMR spektrumlari verilmistir (Sekil 4.3-Sekil 4.4, Sekil 4.6-Sekil 4.7).

'H NMR spektrumlarma gére poli(etilen glikol) diglisidil eter yapisindaki
metilen ve metin gibi gruplar benzer kimyasal kaymalar géstermektedir. 3,70-3,75 (m,
2H) ve 3,33-3,39 (m, 2H) ppm’deki karakteristik piklerin metilen hidrojenine ait
oldugu (c1 ve c2) disliniilmektedir. 3,06-3,12 (m, 2H) ppm’deki pikler metin
hidrojenine ait sinyali (b) gostermektedir. 2.71-2.75 (t, 2H) ve 2.53-2.57 (m, 2H)
ppm’deki pikler ise metilen hidrojeninden (a: ve a2) kaynaklanmaktadir (Sekil 4.3)
(Liu vd., 2011). Bu sonuglar epiklorhidrinin PEG zincirinin her iki ucuna kimyasal

olarak baglandigin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.3. PEG 400 diglisidil eter yapisina ait *H NMR spektrumlari

13C NMR spektrumlarinda, poli(etilen glikol) diglisidil eter yapisinda bulunan
karakteristik pikler gdzlenmektedir. Ornegin, PEG'in epiklorhidrin baglandiktan sonra
13C NMR spektrumunda 44.15 ppm’de (a) ve 50.73 ppm’de (b) epoksi halkasinda
bulunan C’lara ait olan yeni Karakteristik piklerin varligi goriilmektedir (Sekil 4.4)
(Zhang vd., 2014; Teng vd., 2017).
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Sekil 4.4. PEG 400 diglisidil eter yapisina ait 13C NMR spektrumlari
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NMR spektrumlarinda elde edilen sonuglar literatiir ile uyum igerisinde olup
bu sonuglar EA ile desteklenmistir.

Elde edilen epoksi fonksiyonel PEG-2000 (PEG-2000-DGE) yapisinin FTIR
spektrumu PEG 2000 ile karsilastirilmasi1 amaciyla Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. PEG 2000 ve PEG 2000 diglisidil eter yapilarina ait FTIR spektrumlari

Sekilde goriilen FTIR spektrumlarinda karakteristik epoksit pikleri 947 cm™’de
asimetrik halka egilmesi ve 762 cm™de C-H egilmesi PEG-2000-DGE yapisinda
goriilmektedir. Ayrica 1241 ecm™ simetrik halka gerilmesi, 2932 cm™ C-H gerilmesi,
3000 cm™ CH: gerilmesi de bu yapiya ait olan epoksit pikleridir (Erdik, 2008). Bu
pikler epiklorhidrinin baglandigini agiklamaktadir ve epoksi halkasinin kapal
oldugunu ispatlamaktadir. Ayrica PEG-2000 yapisinda bulunan 3419 cm™’deki genis
hidroksil piki epoksi fonksiyonel PEG yapisina doniistiikten sonra kaybolmustur. Bu
da halkanin kapal1 oldugunun diger ispatidir.

'H NMR spektrumlarma goére poli(etilen glikol) diglisidil eter yapisindaki
metilen ve metin gibi gruplar benzer kimyasal kaymalar géstermektedir. 3,76-3,82 (m,
2H) ve 3,39-3,46 (m, 2H) ppm’deki karakteristik piklerin metilen hidrojenine ait
oldugu (c1 ve cz) disiiniilmektedir. 3,13-3,18 (m, 2H) ppm’deki pikler metin
hidrojenine ait sinyali (b) gostermektedir. 2.78-2.81 (t, 2H) ve 2.60-2.62 (m, 2H)
ppm’deki pikler ise metilen hidrojeninden (a1 ve a2) kaynaklanmaktadir (Sekil 4.6).
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Bu sonuglar epiklorhidrinin PEG zincirinin her iki ucuna kimyasal olarak baglandigini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.6. PEG 2000 diglisidil eter yapisina ait *H NMR spektrumlari

13C NMR spektrumlarinda, poli(etilen glikol) diglisidil eter yapisinda bulunan
karakteristik pikler gozlenmektedir. Ornegin, PEG'in epiklorhidrin baglandiktan sonra
13C NMR spektrumunda 44.81 ppm’de (a) ve 51.45 ppm’de (b) epoksi halkasinda

bulunan C’lara ait olan yeni karakteristik piklerin varlig1 goriilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. PEG 2000 diglisidil eter yapisina ait 3C NMR spektrumlari

NMR spektrumlarinda elde edilen sonugclar literatiir ile uyum igerisinde olup
bu sonuclar EA ile desteklenmistir.

Epiklorhidrin:PEG oran1 2:1 olacak sekilde epoksi fonksiyonel PEG gruplari
elde edilmis ve bes farkli PEG yapisi icin de tekrarlanarak poli(etilen glikol) diglisidil
eter yapilari elde edilmistir. Bu sekilde epoksi bulunduran PEG yapilar1 sayesinde daha
diisiik sicakliklarda hidrojel yapist olusturulmus ve hidrojel yapisina girmesi istenen
polifenoller bozunmadan kovalent baglar ile baglanmistir. Siklodekstrin temelli
hidrojellerin sentezinde dogal polifenol bilesiklerinden olan KA, GA, Ek, Kuar ve Kur
gibi gruplar tasidiklar: hidroksit gruplar1 sayesinde monomer olarak kullanilmis ve

hidrojel yapilari ¢esitlendirilmistir.

4.2. Hidrojel Sentezi icin Monomer Oranlarmmin Tespiti ve Hidrojel Sentez

Sicakhigimin Optimizasyonu

Calismada oncelikle monomer oranlar1 ve sentez sicakliginin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu sekilde siklodekstrin yapisinda bulunan hidroksil gruplar ile

yeterli epoksi tinitesinin reaksiyona girmesi saglanmistir. Eger fazlaca epoksi grubu
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bulunursa hidrojelin ¢capraz baglanma orani asir1 miktarda artar ve sert yapili ag orgiilii
tiriinler elde edilir. Bu yapilar biyomedikal uygulamalarda viicut esnekliginden daha
fazla sert oldugu icin rahatsiz edici olabilmektedir. Bu nedenle yar1 sert ve yar1 esnek
olan yapilar elde edilmeye calisilmistir. Boylece viicut esnekligine yakin esneklikte
tirtin elde edilebilmesi i¢in monomer oranlart degistirilmistir. Siklodekstrin, polifenol
ve poli(etilen glikol) oranlar1 molar olarak 98/1/1, 96/3/1, 94/5/1, 96/1/3, 94/1/5,
96/2/2 ve 90/4/6 gibi oranlarda calisilmistir. Sonu¢ olarak elde edilen yapilarin
esnekliklerine gore PEG/SD/PF: 90/4/6 oranlar1 optimum olarak tercih edilmistir.
Ikinci bir 6n deneme olarak sicakligin hidrojel sentezi iizerine etkisi calisilmis
ve seri sentezlere gecilmeden dnce reaksiyon sicakligi optimize edilmistir. 20, 30, 40,
50, 60, 70 ve 80 °C sicakliklarda tekrarlanan sentezlere ait FTIR spektrumlar1 Sekil
4.8’de gosterilmistir. Yapilan ¢alismada olabildigince diisiik sicakliklarda hidrojel
sentezi saglanmaya galigilmistir. Bu denemeler sirasinda optimum sentez sicakligi
olarak 60 °C tercih edilmistir. Olumsuz deneylerde kat1 ya da katiya yakin tiriinler elde
edilmis ya da hi¢ baglanma olmamistir. Optimizasyondaki temel hedef yar1 esnek
hidrojel yapili {iriinlerin olusmasidir. Reaksiyon sonrasinda bu tiir jel yapili iiriiniin
elde edildigi en diistik sicaklik ve monomer orani optimum olarak tercih edilmis ve

karakterize edilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli sicakliklarda elde edilen hidrojel yapilarina ait FTIR spektrumlari
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4.3. a, B ve y-Siklodekstrin Temelli Hidrojel Yapilarinin Sentezi

Calismanin en 6nemli asamalarindan bir tanesi planlanan hidrojel yapilarinin
istenildigi yapida sentezlendiginin kontrol edilmesidir. Oncelikle genel yap1 ve
goriiniimlerinin jel yapisinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9). Sentezlenen hidrojeller
esnek, homojen goriintimlii, renkli ve hizlica sisebilen yapida elde edilmistir. Temel
monomerik {initeler olan PEG ve siklodekstrin renksiz ve beyaz yapilardir ve
hidrojellerin renkli yapilar1 tasidiklar1 polifenollerden kaynaklanmaktadir. Sisme ve
salim caligmalar1 sirasinda renklerini kaybetmezler. Bu sonug, polifenollerin yapiya
kovalent baglar ile baglandigin1 gostermektedir. Sadece PEG ve siklodekstrin
kullanilarak hazirlanan hidrojel yapilar1 Kuramsal Temeller’de yer alan Sekil 2.1°de
gosterilen agik sar1 renkli ya da beyazimsi jellerdir.

Bu asamada hidrojel yapilarinin PEG, siklodekstrin ve polifenolleri icerdigi
belirlenmistir. Siklodekstrin temelli hidrojellerin sentezinde dogal polifenol
bilesiklerinden olan KA, GA, Ek, Kuar ve Kur gibi yapilar tagidiklari hidroksil gruplari
sayesinde monomer olarak kullanilmig ve hidrojel yapilar1 ¢esitlendirilmistir. Hidrojel
yapilarinin diger onemli bileseni PEG yapisidir. PEG gruplart giiniimiizde pek ¢ok
biyomedikal uygulamada ve ila¢ tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Biyolojik olarak giivenilirligi ve biyouyumlulugu yiiksektir. Bu nedenle hem
hidrojellerin yapisal esnekliginin saglanmasinda hem de biyouyumlulugunun
artirtlmasi i¢in sentezlerde PEG orami yiiksek tutulmustur. Genel olarak oncelikle
hidrojel yapilar1 FTIR spektrumlari ile kontrol edilmistir. Bu analizlerde, oncelikle
polimerizasyon takibi sirasinda epoksi halkasinin reaksiyona girmesi sorgulanmaistir.
Tiim Infrared spektrumlar1 incelendiginde 950-810 cm™*deki epoksi halkasi egilme
titresimi ve 840-750 cm™*deki epoksi halkas1 C-H gerilme titresimlerinin kayboldugu
goriilmektedir (Erdik, 2007). Bu bulgu epoksi halkasinin agilarak istenilen hidrojel
yapisinin elde edildigini bize ispatlamaktadir. Elde edilen yapilarin FTIR
karakterizasyonuna ait diger bir 6nemli bulgu ise yapida siklodekstrin gruplarindan
kaynakli piklerin bulunmasidir. Siklodekstrin yapisindan kaynaklanan glikoz
{initelerine ait pikler alifatik C-H omuz piki ~2950 cm™"de, serbest -OH piki ~1650
cm™°de, alifatik C-H gerilme piki ~1465 cm™’de ve C-O-C piki ise yaklasik olarak
1415 cm™’de goriilmektedir. Calismada sentezlenen hidrojellerde, hidrojel yapisinin
biiyiik bir kism1 PEG {initelerinden olugsmaktadir. Sentez sirasinda kullanilan PEG

orani % 90 civarindadir ve bu nedenle FTIR spektrumlarindaki degisim ¢ok net olarak
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goriinmemektedir. Ancak sentez sonrasinda ortaya ¢ikan iirliniin sisebilen ve elastiki
yapist hidrojelin olustugunu ispatlamaktadir. Yapisal olarak hidrojel yapilarinin biiyiik
bir kismin1 PEG yapis1 olusturdugu i¢in hidrojellerin spektrumlarinda genel olarak -
CHy-CH,-O-CH,- dizisine ait pikler goriilmektedir. Ozellikle 2850-2950 cm™**deki pik
alifatik -CHo- gruplarindaki C-H gerilme titresimidir. 1270 cm™ civarindaki pik C-O-
C eterik gerilme titresimini vermektedir. C-C piki alifatik karakterli olarak

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Yapilan ¢alismada kullanilan temel reaksiyon ve jellerin genel goriinimii

Sekil 4.10°da saf siklodekstrin yapilarinin kiyaslamali olarak FTIR-ATR
spektrumlar1 verilmistir. Genel olarak hidrojel yapilar1 esnek ve yapiskan karakterli
oldugu i¢in FTIR analizleri ATR ekipman ile yapilmistir ve yapisal karakterizasyon

boliimlerinde bu sonuglar verilmistir.
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Sekil 4.10. Saf a, B ve y-siklodekstrin yapilarinin FTIR spektrumlari
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Ancak daha detayli yorumlama yapmak i¢in a, p ve y-siklodekstrin temelli KA,
Ek ve Kur igeren hidrojel yapilarinin KBr ile peletleri hazirlandi ve FTIR spektrumlari
alindi. KBr ile yapilan analizler kiyaslamali olarak Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil
4.13’de verilmistir.

Hidrojellerin PEG, polifenol ve siklodekstrin igerdigini gdstermek amaci ile
model olarak verilen FTIR-KBr spektrumlart incelendiginde; spektrumlarindaki
farkliliklar yapiya baglanan polifenol tiiriine gére 800-1000 cm™’de goriilmektedir.
Farkli olarak 1681 cm™', 1505 cm™' ve 825 cm‘de sirasi ile C=0, C=C ve C-H
aromatik gerilme titresimleri goriilmektedir. Bu pikler yapidaki KA gruplarini
ispatlamaktadir (Sekil 4.11). KA yapisindaki aromatik fenil grubundan kaynakli
aromatik diizlem dist C-H gerilme titresimi zayif bir titresim olarak 825 cm™’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.11. KA igeren o,  ve y-Siklodekstrin yapilarinin FTIR spektrumlari
Sekil 4.12°de Kuar yapis1t molekiiler olarak Ek’e benzemektedir. Bu nedenle

Ek ve Kuar igeren polimerik yapilar benzer FTIR spektrumu sergilemistir. Ancak her

ikisi de saf B-siklodekstrin ve PEG 400 yapisindan farkli spektrum verir.
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Sekil 4.12. Ek igeren o, 3 ve y-siklodekstrin yapilarinin FTIR spektrumlari

Sekil 4.13’deki Kur yapisinda hem alifatik hem de aromatik C-H gerilme
titresimleri bulunmaktadir. Ayrica ¢ok kiigiik de olsa Kur yapisindan kaynaklanan
karbonil gerilme titresimi 1620 cm™’de yapiy1 dogrulamaktadir. Hidrojel yapilarindaki
aromatik gruplardan kaynakli olarak goriilen bu pikler yapiya polifenollerin
baglandigin1 bize ispatlamaktadir. Bu model spektrumlardan farkli olarak sentezi
gerceklestirilen tiim hidrojel yapilarina ait FTIR spektrumlar1 Boliim 4.4’de detayh

olarak verilmis ve yorumlanmustir.

\/ | f \J/ sosEssns A ’ /\_,
W il "‘|‘ b [\ r J\
’\/ UV”‘.\":'L'

AN /N
o N‘-“ '\\/’ _VASD-PEG-EDJU-KUI :.,«’ \\/
S N\ i — WA
N N AT NN Y
\ “ “ vy | )l ' ) \/ v I.‘ ,‘ !
\,/ \ [ A \ —
o \ o ey BSD-PEG-800Kur \ ST
~ — - ~ ~ ] N —— — ‘:\ / ~ /' —
\ /[ BSDPEGE0CKur O A \/ &

Gegirgenlik (%T)
Gegirgenlik (%T)

M o
N W\Jﬁ”\/\‘ VI

| [ ||
L v

3800 3400 2900 2400 1900 1400 900 400 ‘\7‘00 1 S;JU IJIUO 1 ‘\60 960 TCI}U 500

Dalga sayisi (cm-1) Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 4.13. Kur igeren a,  ve y-siklodekstrin yapilarinin FTIR spektrumlari
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Hidrojel sentezleri i¢in diger bir 6nemli konu ise hidrojel yapisinin olusmasi
icin poli(etilen glikol) diglisidil eter yapilarindaki epoksi halkasinin agilmasinin
gerekmesidir. Hidrojellere ait tiim infrared spektrumlari incelendiginde 950-810 cm”
L*deki epoksi halkasi egilme titresimi ve 840-750 cm™’deki epoksi halkasi C-H
gerilme titresimlerinin kayboldugu goriilmektedir (Erdik, 2007). Bu bulgu epoksi

halkasinin agilarak istenilen hidrojel yapisinin elde edildigini bize ispatlamaktadir.

4.4. Hidrojel Yapilarinin Yapisal Karakterizasyonu

Calismada PEG yapilarinin modifikasyonu ile elde edilen epoksi fonksiyonel
yapilarin hidroksil fonksiyonel siklodekstrin ve polifenoller ile halka agilma
reaksiyonu sonucu istenilen hidrojel yapisina ulasilmistir. Bu tiir bir reaksiyonun
secilmesinin nedeni bu halka agilma reaksiyonu diisiikk sicakliklarda rahatlikla
gerceklesebilir ve bu sayede yapiya dahil edilmek istenilen polifenoller bozunmadan
hidrojel yapisina dahil olabilir. Cilinkii dogal polifenol yapilar1 diisiik 1s1l kararliliga

sahiptir ve ¢ok yiiksek sicakliklardaki reaksiyonlar bu nedenle tercih edilmemistir.
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4.4.1. a-Siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

a-Siklodekstrin alt1 glukoz {initesinin birbirine baglanmasi ile olugsmus olan
molekiil kiitlesi 972 g/mol olan bir molekiildiir. 25 °C’deki sudaki ¢oziiniirliigi
agirlikca % 14,5 olan bir yapiya sahiptir. Yapilarina bakildiginda sekonder hidroksil
gruplar1 halkanin genis kenarinda, primer hidroksil gruplar1 halkanin dar kenarinda,
apolar hidrojenler ve eter benzeri oksijenler konik sekle benzer molekiiliin igerisinde
yer alir. Siklodekstrin molekiiliiniin dis kismi hidrofilik, i¢ kismi hidrofobik
ozelliktedir. Bu nedenle siklodekstrinler bircok hidrofobik misafir molekiiliiyle
inkliizyon kompleksleri olusturabilir. Siklodekstrinler genel olarak bu 6zelliklerinden
dolay1 pek ¢ok ila¢ yapisinda bulunmaktadir.

a-Siklodekstrin 18 adet hidroksil grubu bulundurdugu i¢in ¢apraz baglama ve
jel olusturma yetenegi oldukca yiiksektir. Kii¢iik molekiillerin absorpsiyonu ve
kontrollii salimi i¢in ideal bir yapiya sahiptir. Calismada 25 farkli yapida a-
siklodekstrin temelli hidrojel elde edilmistir. Bu hidrojellerin genel goriinimii Sekil
4.14°de verilmistir. Bunlarin yapilar1 FTIR ile dogrulanmistir. Elde edilen jellerin
termal Ozellikleri DSC ve TGA teknikleri ile tespit edilmistir. Termal analizlerde
liyofilizasyon ile iyice kurutulan hidrojel yapilar1 numune olarak kullanilmistir. Yine

hidrojellerin yiizey yapilart SEM teknigi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Sentezlenen a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait genel goriiniim

Elde edilen hidrojeller FTIR, SEM, Termal Analiz yontemleriyle karakterize

edilmistir. Bu karakterizasyon sonuglari detayli olarak verilmistir.

4.4.1.1. PEG 400 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

a-Siklodekstrinin baglayici inite olarak kullanildigi hidrojel yapilarinda
onemli polifenollerin yaninda farkli PEG {initeleri elde edilen hidrojelin esnekligini ve
gbzenek yapisini kontrol etmek i¢in kullanilmistir. PEG 400 kullanilarak elde edilen
hidrojeller KA harig yar1 sert 6zellikli olarak elde edilmistir. KA ig¢eren yapilar oldukca
adhesif ve yumusak 6zellikli olarak dikkat ¢ekmektedir. Sentezi gerceklestirilen bu
hidrojellerin genel fotograflar1 Sekil 4.15°de verilmistir. Bu sentezlerde reaksiyon
verimi diger PEG tiirlerine gore diisiik olarak gdzlenmistir. Uriinler diisiik hizli bir

sisme gostermektedir.
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a-SD-PEG400-KA a-SD-PEG400-GA

a-SD-PEG400-Kur

Sekil 4.15. PEG 400 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

PEG-400-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari Sekil 4.16°da verilmistir. Bu spektrumlarda 3394 cm®
1’de serbest olarak bulunan O-H gerilme titresimi goriilmektedir. Reaksiyon
sonrasinda bu pikin bulunmasi hidrojel yapisinin hidrofilikligini ve yiizey 6zelliklerini
dogrular. Tiim PEG 400 temelli a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinda 2927 cm”
de C-H gerilme, 1082 ve 1008 cm¥de C-H ve C-O gerilme titresimleri
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goriilmektedir. Bu pikler biiyiilk oranda yapida bulunan siklodekstrin gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica 1172 cm™*de siddetli bir C-O-C piki bulunmaktadir. Bu
pik yapidaki PEG iinitelerinden kaynaklanmaktadir.

PEG-400-DGE

ASD-PEG-400-KA

ASD-PEG-400-GA

ASD-PEG-400-Ek

Gegirgenlik (% T)

ASD-PEG-400-Kuar

ASD-PEG-400-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayisi (em™)

Sekil 4.16. PEG-400-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

FTIR spektrumlarinda 1681 cmt, 1505 cm™ ve 825 cm ™! sirasi ile C=0, C=C
ve C—H aromatik gerilme titresimleri goriilmektedir. Bu pikler yapidaki KA gruplarini
ispatlamaktadir. GA yapisinda farkli olarak GA’in aromatik fenil grubundan kaynakli
aromatik C-H gerilme titresimi zayif bir titresim olarak goriilmektedir. Ek igeren
hidrojel yapisinda benzer olarak yine aromatik C-H gerilme titresimi goriilmektedir.

Kuarsetin yapist molekiiler olarak epikatesine benzemektedir. Bu nedenle
epikatesin ve kuarsetin igeren hidrojel yapilar1 benzer FTIR spektrumu sergilemistir.
Ancak her ikisi de saf siklodekstrin ve PEG 400 yapisindan farkli spektrum verir.
Kurkumin yapisinda hem alifatik hem de aromatik C-H gerilme titresimleri
bulunmaktadir. Ayrica ¢ok kiigiik de olsa kurkumin yapisindan kaynaklanan karbonil
gerilme titresimi 1620 cm™’de yapiy1 dogrulamaktadir. Tiim infrared spektrumlari
incelendiginde PEG-400-DGE yapisinda bulunan 950-810 cm™’deki epoksit halkasi

egilme titresimi ve 840-750 cm™’deki epoksit halkast C-H egilme titresimlerinin
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kayboldugu goriilmektedir (Erdik, 2007). Bu bulgu epoksit halkasinin agilarak
istenilen hidrojel yapisinin elde edildigini ispatlamaktadir.

PEG 400 temelli a-siklodekstrin hidrojellerinin yiiksek ve diisiik bliylitmelerde
SEM goriintiileri Sekil 4.17°de verilmistir. Hidrojel yapilarinin diisiik biiyititmedeki
goriintiilerinde yiizeylerin fraktal, kaviteli ve homojen bir doku verdigi goriilmektedir.
Analizlenen yiizeylerde baslangi¢ malzemesi kalintisi goriilmemektedir. Detayli
yapilan biiylitmede ise 6zellikle a-SD-PEG-400-KA, a-SD-PEG-400-GA ve a-SD-
PEG-400-Kur yapilarinin dogal hidrojellerin yiizey goriintiilerine benzer oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.17. PEG 400 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Hidrojel yapilariin termal analizleri elde edilen yapinin 1sil kararliliginin
belirlenmesinde ve yapisal kararlilig1 hakkinda bilgi vermesi agisindan 6nemlidir. Bu
nedenle hidrojel yapilar1 Oncelikle liyofilize edilerek yapilarindaki tim nem
uzaklastirilmistir. lyice kurudugundan emin olunduktan sonra termal analizler
gerceklestirilmistir. Istenilen hidrojel yapisinin olustugunun diger bir ispati ise hidrojel
yapisindaki 1s1l kararlilik artigidir. PEG yapist 1s1] kararliligi olmayan bir yapidadir.
Siklodekstrin ve polifenollerin yapiya girmesi ile ag yapili bir bilesik olusmasi
sonucunda yapimin 1sil  kararhiligi artmaktadir. Hidrojel yapilarin termal
karakterizasyonu termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. DSC analizleri ile ayrica
sentezlenen hidrojel yapilarinda reaksiyona girmemis monomer kalintisi bulunup
bulunmadig1 kontrol edilmistir. Ozellikle hidrojel sentezi sirasinda siklodekstrin
yapilarinin tamaminin reaksiyona girip girmedigi bu yolla kontrol edilmistir.
Siklodekstrin gruplarinin belirgin ve net bir erime noktalar1 bulunmaktadir. Sentez
sonrasinda hidrojel yapisinda bu erime piklerinin bulunmasi yapida reaksiyona
girmeyen siklodekstrin gruplarimin kaldiginin bir ispatidir. Siklodekstrin gruplari
hacimsel olarak biiyiik gruplar oldugu i¢in reaksiyon sonrasinda eger reaksiyona
girmeden kalirlarsa yikama ile uzaklastirilamazlar. Bu nedenle bunlarin tespiti zordur.
DSC teknigi bu yonii ile olduk¢a 6nemli bulgular sunmaktadir.

Bu analizlere iligskin sonuglardan bazilar1 Sekil 4.18’de verilmistir. Bunlarin
bazilarina gore elde edilen hidrojellerin 1s1l kararliliklart polifenol, PEG ve

siklodekstrin monomer iinitelerine gére daha ytiksektir.
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Sekil 4.18. PEG 400 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari

4.4.1.2. PEG 600 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

Calismada elde edilen PEG 600, a-siklodekstrin ve polifenol iiniteleri igeren
hidrojellerin genel yapisal fotograflar Sekil 4.19°da verilmistir. Bu fotograflardan da
goriildiigli gibi elde edilen hidrojeller homojen ve tekstiir olarak jel goriinlimliidiir.
Reaksiyon verimleri PEG 400 yapili jellere gore nispeten daha yiiksektir. PEG 600 ile
hazirlanan hidrojellerin yapilar1 genellikle esnek ve biitiinseldir. Tiim jeller sigsme
deneyleri sirasinda maksimum sigsme noktasina kadar tek parga olarak kalmakta ve

dagilmamaktadir.  (ASD-PEG-600-Kuar  hari¢) = ASD-PEG-600-KA  harig
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kuruduklarinda bile esnek bir yap1 gostermektedirler. Bu nedenle ¢alismanin amact
olan viicut i¢i uygulamalarda kullanilabilir yapidadirlar. Ancak a-SD-PEG-600-Kuar
yapist ¢ok yapiskan bir yapida olup tartilmasi, uygulanmasi ve transferi ¢ok zordur.

Bu nedenle bu hidrojel yapisi ¢alismanin diger uygulamalar1 agisindan uygun degildir.

a-SD-PEG600-Ek a-SD-PEG600-Kuar

Sekil 4.19. PEG 600 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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PEG-600-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlart Sekil 4.20°de verilmistir. Bu spektrumlarda yapida
bulunan ii¢ temel {initenin de net bir sekilde bulundugu gériilmektedir. Oncelikle
siklodekstrin yapilarindan kaynakli olarak C-O-C piki 1150-1070 cm™’de
goriilmektedir. Yine siklodekstrin yapilarina ait alifatik karakterli alt1 tiyeli halkadan
kaynakl1 C-H ve C-C gerilme titresimleri 2940 cm™ ve 1140 cm™’ de goriilmektedir.
Diger iinite olan PEG 600 yapis1 iki temel gerilme titresimine sahiptir. C-O-C ve
alifatik C-H pikleri siras1 ile 1150 ve 2865 cm™’de goriiliir. Bu pikler siklodekstrin
pikleri ile ¢cakigmig olsa da bitisik pikler olarak ayirt edilebilir. Sentezlenen hidrojel
yapilarindaki son temel iinite olan polifenoller ise genellikle yapilarindaki aromatik
karakterden dolay1 tespit edilebilir. Sentez sirasinda kullanilan oran olarak en az
alindiklar1 i¢in bu piklerin siddeti biraz diistiktiir. Ancak saf PEG 600 yapist ile
kiyaslanirsa aromatik iinitelerden kaynakli pikler goriilmektedir. Ornegin 908 cm™’de
aromatik C-H dizlem dis1 egilme piki baglanan polifenol yapilarindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica 1250 cm™’de aromatik C-H diizlem ici egilme piki ve 1435
cm’deki C=C gerilme piki yapidaki polifenolleri dogrulamaktadir. Ayrica tiim
infrared spektrumlari incelendiginde PEG-600-DGE yapisinda bulunan 950-810 cm’
1>deki epoksit halkasi egilme titresimi ve 840-750 cm™’deki epoksit halkasi C-H
egilme titresimlerinin kayboldugu goriilmektedir (Erdik, 2007). Bu bulgu epoksit

halkasinin agilarak istenilen hidrojel yapisinin elde edildigini ispatlamaktadir.
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Sekil 4.20. PEG-600-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.21°de sentezlenen hidrojel yapilarina ait hidrojellerin SEM goriintiileri
verilmistir. Bu goriintiilerde a-SD-PEG 600-K A yapisinda hizli kurumaya bagli olarak
kabarik noktalanmalar tespit edilmistir. Yiiksek biiylitme uygulandiginda bu
bolgelerde olan olusum sekildeki detayda goriilmektedir. Diger PEG 600 temelli
hidrojel yapilar1 ise homojen ve benzer yapilidir. Yiiksek biiyiitmelerde bu hidrojel

yapilarinin kaviteleri rahatlikla goriilebilir.
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Sekil 4.21. PEG 600 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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PEG 600 temelli hidrojellerin TGA ve DSC termogramlart Sekil 4.22°de
verilmistir. Bu termogramlarda hidrojel yapilarmin olduk¢a kararli oldugu ve
bozunma baglangi¢ sicakliklarinin  yaklasik olarak 290 °C’den basladigi
gorilmektedir. Termal analizler gerceklestirilirken polimerik yapi liyofilizatorde
tamamen kurutulmustur. Bu kurutma islemi oOncesi hidrojel 2 giin -24 °C’de
dondurulmustur. Daha sonra liyofilizatérde bir giin siire ile kurutma saglanmistir. Elde
edilen numuneler termal analizde izlenmistir. Bu siire¢ dahilinde liyofilizasyon
isleminin numuneye zarar vermedigi liyofilizasyon oncesi ve sonrasi alinan FTIR
spektrumlart ile takip edilmistir. Sonug olarak elde edilen hidrojel yapilart dondurulup
¢ozdiirme sonrasinda da esnek ve sisme 6zelliklerine sahiptir ve 1s1l olarak da oldukca

kararhidir.
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Sekil 4.22. PEG 600 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari

4413

. PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarimin karakterizasyonu

Sentezi gergeklestirilen hidrojel yapilarinda istenilen en temel 6zellikler sirasi

ile biyouyumluluk, esneklik, iyi sisme derecesi, enjekte edilebilirlik, yeterli mekanik

dayamim ve kontrollii olarak ilag salimi &zellikleridir. Ozellikle hidrojel yapisinin

biyouyumlulugu ve esnekligini PEG iiniteleri saglamaktadir. Bu nedenle ¢alismada

PEG f{initelerinin molekiil agirlig1 ve zincir uzunlugu kontrollii olarak artirilmastir.

PEG molekiil kiitlesi arttikca hidrojel verimi artmaktadir. Hidrojelin jelasyon ve
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olusum siireci kisalmaktadir. Bunun nedeni PEG molekiil kiitlesindeki artis ile birlikte
artan viskozitedir. Sentezlenen PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina
ait fotograflar Sekil 4.23°de verilmistir. Bu fotograflarda goriildiigii gibi hidrojel
yapilar1 esnek, homojen ve parlaktir. a-SD-PEG-800-GA hidrojeli hari¢ digerleri gec
kurumakta ve oldukca yiiksek oranda sigmektedir. Tiim hidrojel yapilari ¢ok hizl
sismektedir ve sisme biitiinliigii yiiksektir. Tek parca olarak sismekte ve sisme
esnasinda dagilmamaktadir.

PEG-800-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari sirasi ile Sekil 4.24’de verilmistir. Bu spektrumlarda
saf PEG-800-DGE yapisi ile kiyaslandiginda yapmin degistigi goriilmektedir.
Ozellikle yapiya polifenollerden kaynaklanan aromatik gruplarm pikleri dahil
olmustur. Ornegin 1600 cm™’de aromatik C=C gerilmesi ve trisiibstitiiye benzen
gruplarmin C-H bantlar1 885 cm™’de goriilmektedir. Bu bantlara ek olarak sentezde
kullanilan PEG-800-DGE yapisina ait epoksit gruplarinin karakteristik pikleri 950-810
cm™deki epoksit halkas egilme titresimi ve 840-750 cm™’deki epoksit halkas1 C-H
egilme titresimlerinin kayboldugu goriilmektedir (Erdik, 2007). Bu durum epoksit
halkasinin agildigini ve istenilen ag yapinin elde edildigini gostermektedir. Zaten
olusan iirliniin jel yapida olmasi ve sisebilir nitelik tasimasi istenilen yapinin

olustugunun diger bir ispatidir.
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a-SD-PEG800-GA

a-SD-PEG800-Ek

a-SD-PEG800-Kur
Sekil 4.23. PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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Sekil 4.24. PEG-800-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
yikksek ve diisiik biiylitmeli olarak Sekil 4.25°de verilmistir. Farkli polifenol
iceriklerine gore c¢esitlendirilmis olan PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli tiim
hidrojellerde genel olarak gozenekli bir yap1 hakimdir. Ayrica ylizey homojen ve
puriizlidiir. Daha detayli biiylitme yapildigi zaman yiizey kaviteleri oldukca
netlesmektedir. Yiiksek biiyiitmelerde Ek, Kuar ve Kur igeren hidrojel yapilarinin
dogal hidrojel yapilarina benzedigi goriilmektedir. Ayrica a-SD-PEG-800-Kuar
yapisinda periyodik olarak goriinen gozeneklilik hidrojelin sisme 6zelligini olumlu
yonde etkilemektedir. Calismanin ilerideki boliimiinde topluca verilecek olan sisme

testlerinde de ilgili hidrojel yapis1 yiiksek bir sisme 6zelligi gostermistir.
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Sekil 4.25. PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Hidrojel sentezi sirasinda gerceklesen yapisal degisikligi dogrulamak ve elde
edilen driiniin 1s1l kararliliklarinin  tespiti icin TGA ve DSC analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen hidrojellerin TGA ve DSC termogramlart Sekil
4.26°da verilmistir. Bu analizlerde tiim polifenol yapili hidrojellerde genellikle tek tip
bozunma kiitle kayb1 goriilmektedir. Bu kiitle kayb1 300-420 °C sicaklik araliginda
olup hidrojel yapisindaki organik gruplarin termooksidatif degradasyonuna aittir
(Sekil 4.26).

Ayrica PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait DSC
termogramlar1 incelendiginde elde edilen hidrojel yapilarinin monomerik yapilara
kiyasla 1s1l kararliliginin arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.26). Bu kararlilik artis1 yiiksek

bir ag yap1 olusumunu ispatlamaktadir.
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Sekil 4.26. PEG 800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari
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441.4. PEG 1000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin
karakterizasyonu

Elde edilen hidrojel yapilar1 yari sert nitelikte olup hizlica sismektedirler.
Sistikleri zaman olduk¢a yumusak ve elastik bir yapt almaktadirlar. Hidrojel
goriinimii homojen olup hidrojel rengi yapisina giren polifenole gore degismektedir
Elde edilen hidrojellerin goriintiileri Sekil 4.27°de verilmistir. Ornegin KA ve Kuar

iceren hidrojeller parlak sar1 iken Kur i¢eren hidrojeller parlak turuncu renklidir.
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;DPEG1 000-KA a-SD-PEG1000-GA

4-SD-PEG1000-Kur

Sekil 4.27. PEG 1000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

Sekil 4.28’de PEG-1000-DGE ve bu yapidan elde edilen o-siklodekstrin

temelli hidrojel yapilarina ait FTIR spektrumlari verilmistir. Ilgili spektrumlar
incelendiginde 5 farkli polifenol yapili hidrojelde 3100-3600 cm™ araliginda hidrojel

yapisinin ylizey hidroksillerine ait olan OH gerilme titresimleri goriilmektedir. Yine
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tiim hidrojel yapilarinda hem PEG 1000 yapisindan hem de siklodekstrin yapisindan
kaynaklanan alifatik C-H gerilme titresimleri 2850-3100 cm™ araliginda
goriilmektedir. Bu pik bir band goriiniimiinde olup 2850 cm™’deki keskin pik PEG
yapisindan hemen yanindaki omuz piki ise miktar1 az olan siklodekstrin yapisindan
kaynaklanmaktadir. KA, GA, Kuar ve Kur iceren polimerlerde 1600 cm™’de karbonil
gerilme titresimleri goriilmektedir. 1490 cm™¥’de C=C aromatik gerilme titresimi
yapidaki aromatik gruplarin varhigini ispatlamaktadir. Ilgili hidrojel yapilarinin
hepsinde PEG 1000 yapilarindan kaynakli olarak alifatik CH> gruplarina ait baskin bir
C-H gerilme titresimi 1465 cm™’de goriiliir. Bu titresim saf PEG 1000 yapisinda
rahatlikla goriilmektedir. Tiim hidrojellerde ve saf PEG yapisinda olduk¢a siddetli
eterik pikler gézlemlenir. Bunlar 1170 cm™ de karakteristik olarak goriilmektedir.
Sekil 4.28’deki hidrojel yapilarinda a-siklodekstrin gruplarinin varligini ispatlayan iki
temel unsur ise 1082 ve 1008 cm™’deki C-H ve C-O gerilme titresimleridir. Ayrica
PEG-1000-DGE yapisinda bulunan 855 cm™’deki epoksit halkas1 egilme titresimi ve
750 cm™°deki epoksit halkasma ait C-H egilme pikinin sonug iiriinlerde olmamasi
halkanin agilarak hidrojel yapisinin olustugunu ve yapida monomer kalintisi

kalmadigin1 géstermektedir.

PEG-1000-DGE

ASD-PEG-1000-KA

ASD-PEG-1000-GA
ASD-PEG-1000-Ek

ASD-PEG-1000-Kuar

Gegirgenlik (% T)

ASD-PEG-1000-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayisi (em™)

Sekil 4.28. PEG-1000-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari
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PEG 1000 yapssi ile elde edilen hidrojeller gerek sisme ozellikleri gerekse de
uygulanabilirlikleri agisindan uygun olarak tespit edilmislerdir. Bu yapilarin yilizey
Ozellikleri SEM analizleri ile tespit edilmistir ve sonuglar1 Sekil 4.29’da yiiksek ve
diisiik biiyiitmeli olarak verilmistir. Genel olarak 500x ve 5000x biiyiitmelerde
incelemeler yapilmistir. Bu analizlerde a-SD-PEG 1000-KA ve a-SD-PEG 1000-GA
yapilarinda detay biiyiitmelerde homojen ve yaygin bir gozeneklilige sahip oldugu

gorilmistir.
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Sekil 4.29. PEG 1000 ve o-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
gorlntiileri
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Lineer ve aromatik olmayan PEG 1000 yapisinin kullanimi yapinin termal
ozelliklerinde bariz bir diisiis olusturmasina ragmen yapinin esnekligini artirir. Bu
temel degisimlerin olgiilmesi igin TGA ve DSC termogramlari incelenmis ve Sekil
4.30°da verilmistir. PEG 1000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA
termograminda diger hidrojellere gore daha diisiikk sicakliklarda bir bozunma
gozlenmistir. Ancak bu tip yapilarda KA, GA ve Kur gibi fonksiyonalitesi diisiik
polifenollerin baglanmas: yerine EK ve Kuar gibi yiiksek sayida fonksiyonel grup
bulunduran monomerler yapiya dahil oldukga hidrojelin 1s1l kararliligi da artmaktadir.
Ek ve Kuar 5 adet hidroksil iinitesi igermektedir ve bir ¢apraz baglayici olarak
davranir. Siklodekstrin ve bu polifenoller ile hidrojel yapist daha saglam ve kararli olsa
da esnekligi ve sisme Ozelligi azalmaktadir. PEG 1000 ve a-siklodekstrin temelli
hidrojel yapilarinda genel olarak bozunma (termal degradasyon) 200 °C civarinda

baslar. Belirgin iki kademeli bir diisiisle polimerin degradasyonu s6z konusudur.
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Sekil 4.30. PEG 1000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari
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4415 PEG 2000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin
karakterizasyonu

PEG 2000, siklodekstrin ve farkli polifenol yapilar1 kullanilarak sentezlenen
hidrojel yapilarina ait fotograflar Sekil 4.31°de verilmistir. Bu fotograflardan da
goriildiigl gibi polifenol yapisina bagli olarak iki farkl: hidrojel elde edilmistir. Bunlar
KA ve GA temelli yapilar sert ve mat iken diger polifenol i¢eren yapilar parlak, esnek,
homojen ve renklidir. Ayrica KA ve GA temelli yapilarda diger tiim hidrojeller gibi
hem suda hem de PBS tampon igerisinde iyi sisme 6zelligi gostermistir. PEG 2000 ve
a-siklodekstrin temelli hidrojeller diger PEG’lerden elde edilen a-siklodekstrin igeren

hidrojellere gore daha yiliksek verimle elde edilmistir.
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a-SD-PEG2000-GA

a-SD-PEG2000-Ek a-SD-PEG2000-Kuar

a-SD-PEG2000-Kur

Sekil 4.31. PEG 2000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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PEG-2000-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.32°de verilmistir. Bu spektrumlarda alifatik
CH_ iiniteleri i¢in C-H gerilme titresimi 2800-3050 cm™’de goriilmektedir. Bu pik
siklodekstrin ve PEG gruplarindan kaynaklanmaktadir. 3100-3650 cm™’de yiizey —
OH gruplarindan kaynakli genis bir bant bulunmaktadir. 1650 cm™’de siklodekstrin
yapisindaki baglanmaya girmemis olan OH gruplarinin gerilme bandi olduk¢a zayif
olarak goriilmektedir (Netto-Ferreira vd., 2000). 1465 cm™’de C-H gerilmesi, 1080
cm’de siklodekstrin yapisindaki C-H gruplarina ait gerilme titresimleri, 1012 cm™’de
yine siklodekstrin yapisindan kaynakli C-O gerilme titresimleri goriilmektedir. FTIR
spektrumlarindaki en belirgin pik 1178 cm™’deki PEG yapisindan kaynaklanan C-O-
C eterik gerilme titresimidir. Tim bu pikler hidrojel yapisinda hem PEG hem de
siklodekstrin varligin1 ispatlamaktadir. Polifenol yapilarinin varligi ise aromatik
iinitelerden kaynakli piklerin yapiya dahil olmasi ile ispatlanabilir. 1383 cm™’de
polifenol yapisindan gelen keskin pik yapidaki polifenolin bulundugunu
ispatlamaktadir. Tiim spektrumlarda PEG-2000-DGE yapisindaki epoksit grubuna ait
referans pikler olan 850 cm™’deki epoksit halkas: egilme piki ve 755 cm™’deki epoksit
halkas1t C-H egilme piki bulunmamaktadir. Buradan tiim epoksit gruplarinin halka

acilmasi ile ag yapiy1 olusturdugu anlasilmaktadir.

PEG-2000-DGE
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Sekil 4.32. PEG-2000-DGE ve bu yapidan elde edilen a-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari
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Elde edilen tiim hidrojeller sentez sonrasi yapilarinda saflastirma islemlerinden
gelen bir miktar su bulundururlar. Yapidaki bu nem pek ¢ok yapisal karakterizasyonda
ozellikle SEM analizlerinde istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle SEM analizleri
oncesi numuneler liyofilize edilerek kurutulmustur. Bu tiir bir liyofilizasyon isleminin
hidrojel yapisina zarar vermeyecegi liyofilizasyon Oncesi ve sonrast FTIR
spektrumlar1 ve sigme testleri ile kontrol edilmistir. Liyofilizasyon dncesi ve sonrasi
FTIR spektrumlarinda sadece nem pikinde azalma tespit edilmistir. Bu sonug kimyasal
yapinin korundugunu gostermektedir.

Calismada gergeklestirilen SEM analizlerinde PEG 2000 ve a-siklodekstrin
temelli hidrojellerin yiizey yapilar yiiksek ve diisiik biiyiitmeli olarak incelenmistir.
Elde edilen sonuclar Sekil 4.33’de gosterilmistir. Bu sonucglara goére hidrojellerin
yiizey yapilarinin olduk¢a kaviteli oldugu acikca goriilmektedir. Yiizey yapilari

oldukca homojen ve biitiinsel goriinmektedir.
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Sekil 4.33. PEG 2000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
gorlntiileri
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PEG 2000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA termogramlari
Sekil 4.34’de verilmistir. Bu termogramlarda iki temel kiitle kayb1 goriilmektedir.
Bunlardan birincisi 80-120 °C digeri ise 200-450 °C olarak tespit edilmistir. Ilk kiitle
kayb1 yapida bulunan ve liyofilizasyon islemi ile uzaklastirilamamis olan nemden
kaynaklanmaktadir ve yaklasik olarak % 4-5 civarindadir. ikinci kiitle kaybi ise
yapinin termooksidadif degradasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu kiitle kayb1 DSC

termogramlarinda paralel olarak ekzotermik pikler olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.34. PEG 2000 ve a-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari
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4.4.2. p-Siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

B-Siklodekstrin yedi glikoz iinitesinin birbirine baglanmasi ile olugsmus olan
halkal1 ve konik sekilli bir bilesiktir. 1135 g/mol molekiil kiitlesine ve 21 adet serbest
—OH grubuna sahiptir. Diger siklodekstrinler arasinda endiistriyel olarak en ¢ok
kullanilan ve en ucuz olan siklodekstrin yapisidir. Bunun nedeni B-siklodekstrin
yapisinin suda ¢oziiniirliigiiniin az olmasi ve iiretimi sirasinda kolayca ¢oktiirtilerek
ortamdan ayrilabilmesidir. Cozliniirliigliniin az olmasinin nedeni su molekiilleri ile H-
bag1 yapma yeteneginin az olmasindan kaynaklanir. Molekiiliin geometrik yapisinda
siklodekstrinin glukopiranoz {initesinin kendi 2 numarali karbonu ile 3 numarali
karbonu hidrojen bagi kopriisii yapar bu nedenle su ile hidrojen bagi yapamaz. a-
siklodekstrin yapisinda ise molekiilde 6 glukoz iinitesi oldugu i¢in kendi i¢inde 6
yerine ancak 4 hidrojen bag1 yapar ve diger OH gruplari su ile hidrojen bag1 yaparak
coziinlirliigh arttirir. y-siklodekstrin yapisi ise esnek bir yapiya sahip oldugu igin
¢Oziiniirligli en yiikksek olan yapidir. Maliyet olarak olduk¢a uygun olan B-
siklodekstrin yapisi pek ¢ok ila¢ yapisinda kullanilmaktadir. Biyouyumlu ve toksik
0zelligi olmayan bir bilesiktir. Yapilan ¢aligmada B-siklodekstrin ve farkli molekiil
kiitlelerinde PEG yapilar1 kullanilarak 25 ¢esit hidrojel yapisi hazirlanmistir. Bu
yapilar KA, GA, Ek, Kuar ve Kur igerecek sekilde gesitlendirilerek yapisal farklilik
saglanmistir. B-Siklodekstrin kullanilarak elde edilen hidrojel yapilart Sekil 4.35°de
verilmistir. Bu hidrojeller oldukca esnek, dayanikli ve yiiksek sisme ozelligine
sahiptir. ki tanesi hari¢ seffaf goriiniimliidiir. Sisme durumunda seffaf goriiniim
artmaktadir. Tek parca olarak sisip biiziilmektedirler. Yapilarindaki polifenollere bagh
olarak renkleri degiskenlik gostermektedir. Reaksiyon verimleri genellikle yiiksektir.

Kararliliklart artan ¢apraz baglanma oranina gore yiikselir.
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Sekil 4.35. Sentezlenen B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait genel goriiniim

Elde edilen hidrojeller FTIR, SEM ve Termal Analiz yontemleriyle karakterize

edilmistir. Bu karakterizasyon sonuglar1 detayli olarak verilmistir.

4.4.2.1. PEG 400 ve p-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

Elde edilen hidrojel yapisinda esnek PEG 400 iiniteleri ve ¢apraz baglayict -
siklodekstrin yapilar1 kullanilarak elde edilen hidrojellerde yapisal ¢esitlilik kullanilan
polifenol tiirlinlin degistirilmesi ile saglanmistir. Bes farkli polifenol ile elde edilen
hidrojellerin yakinlastirilmis goriintiileri Sekil 4.36’da verilmistir. Bu sekillerden
goriildiigii gibi hidrojellerin jel yapilar1 agiktir. Oldukca esnek ve homojendir.
Reaksiyon verimleri diger PEG’lerden elde edilen hidrojellere gore daha diisiiktiir.
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Elde edilen jel yapilar1 sentez sonrasinda reaksiyon kabinda tek parca ve biitiin
olarak elde edilmektedir. Bu hidrojeller gerekli analizlerin yapilabilmesi igin
parcalanarak reaksiyon kabindan c¢ikarilmaktadir. Sekil 4.36’da gosterilen fotograflar
analizler i¢in numune alinip yap1 dogrulandiktan sonra ¢ekilmistir. Bu nedenle bazi

numuneler olduk¢a azalmis durumdadir.
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B-SD-PEGA400-Ek B-SD-PEG400-Kuar

B-SD-PEG400-Kur

Sekil 4.36. PEG 400 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

92



PEG-400-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlart Sekil 4.37°de verilmistir. Bu analizlerde ATR teknigi
kullanilmis olup tiim spektrumlarda PEG, siklodekstrin ve polifenol iinitelerinden
gelen pikler agik¢a goriilmektedir. Bu FTIR spektrumlarinda hidrojel yapisindaki PEG
gruplarina bagl olarak alifatik C-H gerilme, C-O-C eterik gerilme ve C-O gerilme
titresimleri 2840-3050 cm™®’de, 1170 cm™de ve 1050 cm™’de goriilmektedir.
Siklodekstrin yapisindan kaynaklanan glikoz iinitelerine ait pikler 2950 cm™ alifatik
C-H omuz piki, 1650 cm™ serbest OH piki, 1465 cm™ C-H gerilme piki ve 1413 cm’
L>de C-O-C pikleri goriilmektedir. Polifenol gruplari ise diger ana {initeler yaninda
miktar olarak az olduklarindan dolay: pikleri daha zayif olarak goriilmektedir. Yinede
detayli inceleme yapildiginda ozellikle aromatik iinitelerden kaynakli C-H ve C=C
pikleri 1225 ve 1450 cm™’de goriilmektedir. Hidrojel sentezinde epoksi fonksiyonel
PEG yapis1 kullanilmasi sonucunda bu epoksit halkalar1 bazik ortamda polifenol ve
siklodekstrinin —OH gruplari ile etkileserek ac¢ilmis ve bir ag yapisi elde edilmistir. Bu
ag yapinin analizinde PEG-400-DGE yapisinda bulunan epoksit tinitelerine ait pikler
olan 845 cm™’deki epoksit halkas: egilme piki ve 755 cm™’deki epoksit halkas1 C-H
egilme piki kaybolmustur. Bu durum halkanin agilarak istenilen hidrojel yapisinin

olustugunu ispatlamaktadir.

PEG-400-DGE

BSD-PEG-400-KA

BSD-PEG-400-GA

BSD-PEG-400-Ek
BSD-PEG-400-Kuar

BSD-PEG-400-Kur

Gegirgenlik (% T)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayis1 (em™!)

Sekil 4.37. PEG-400-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari
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PEG 400 ve B-siklodekstrin kullanilarak elde edilen hidrojellerin SEM
goriintiileri Sekil 4.38’de verilmistir. Bu goriintiiler incelendiginde yapilarin diisiik
bliyiitmede oldukga kaviteli ve piiriizlii oldugu yiiksek biiyiitmelerde dogal hidrojel
yapilarina benzer bir yiizey goriintiisii bulundugu goriilmektedir. Farkli kurutma
yontemlerinin kullanilmasi hidrojellerin yiizey gériintiilerini etkilemektedir. Ozellikle
kritik noktada kurutma kullanimi, liyofilizasyon kullanimi ve geleneksel kurutma ile
farkli yilizey yapilar1 elde edilmektedir. Bunun nedeni hidrojel yapilarin esnek olusu
ve kuruma sirasindaki istiflenme yogunlugunun kolayca degisebilmesidir. Geleneksel
etivde kurutma yonteminde yapi ¢ok sik istiflenmektedir. Yiizey kaviteleri ve
porozitelerinin SEM’de goériintiilenebilmesi i¢in en uygun yontem Kritik noktada
kurutma yontemi olmasina ragmen calismada pek ¢ok numune olmasi galigmaya
oldukga yiikli bir maliyet olusturacagi i¢in ticretsiz olarak kullanilan liyofilizasyon
cihazi ile kurutmalar saglanarak SEM analizleri gergeklestirilmistir. Bu yontemde

literatiir agisindan uygun ve sik kullanilan bir yontemdir (Malik vd., 2017).
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Sekil 4.38. PEG 400 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Sentez sonrasinda ele gegen iirliin biitin ve sismis vaziyette bir jel

goriinimiindedir (Sekil 4.39).

Sekil 4.39. Sentez sonrasi elde edilen hidrojelin goriintiisii

PEG 400 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait termal analiz
sonuclar1 Sekil 4.40°da DSC ve TGA termogramlart ile verilmistir. Bu termogramlara
gore hidrojeller yaklasik 250 °C’ye kadar 1s1l kararli goriinmektedir. Ayrica DSC

termogramlarinda termal bozunma piki yaklasik 260 °C civarinda baslamaktadir.
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Sekil 4.40. PEG 400 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari
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4.4.2.2. PEG 600 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

PEG 600, B-siklodekstrin ve farkli polifenoller kullanilarak elde edilen
hidrojeller parlak homojen ve jel goriiniimlidiir, olduk¢a esnektir ve kolayca
sismektedir. Reaksiyon verimleri PEG-400 kullanilarak elde edilen hidrojellere gore
daha yiiksektir. Bu hidrojellerin genel goriintiileri Sekil 4.41°de verilmistir.

B-SD-PEG600-Kur

Sekil 4.41. PEG 600 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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PEG-600-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilaria ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.42°de verilmistir. Bu spektrumlara gore
hidrojel yapisindaki PEG gruplarma bagli olarak 2840-3050 cm™’de alifatik C-H
gerilme, 1170 cm™’de C-O-C eterik gerilme ve 1050 cm™’de C-O gerilme titresimleri
goriilmektedir. Siklodekstrin yapisindan kaynaklanan 2950 cm™ alifatik C-H omuz
piki, 1650 cm™ serbest OH piki, 1465 cm™ C-H gerilme piki ve 1413 cm™’de C-O-C
pikleri goriilmektedir. Polifenollere ait pikler PEG yapilarina gore miktar olarak az
kullanilmasindan dolay1r daha zayif olarak goriilmektedir. Yinede detayli inceleme
yapildiginda 6zellikle aromatik iinitelerden kaynakli C-H ve C=C pikleri 825 ve 1505
cm¥’de goriilmektedir. Ayrica hidrojel olusumunda PEG-600-DGE yapisindaki
epoksit halkasinin temel pikleri olan 845 cm™’deki epoksit halkasi egilme piki ve 759
cm™*deki epoksit halkas1 C-H egilme piki kaybolmustur. Bu durum halkanin agilarak

istenilen hidrojel yapisinin olustugunu gostermektedir.

PEG-600-DGE

BSD-PEG-600-KA

BSD-PEG-600-GA
BSD-PEG-600-Ek

BSD-PEG-600-Kuar

Gecirgenlik ( % T)

BSD-PEG-600-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
i -1
Dalga Sayisi(cm™)

Sekil 4.42. PEG-600-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

PEG 600 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
diisiik ve yiiksek biiylitmeli olarak Sekil 4.43’de verilmistir. Bu sekillerde hidrojel
yapilarinin yiizey kaviteleri ve gozenek yapilar1 acik¢a goriilmektedir. B-SD-PEG-
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600-KA, B-SD-PEG-600-Ek ve B-SD-PEG-600-Kuar yapilari olduk¢a gozenekli
yapilardir. Cok hizli bir sekilde siser ve pek ¢ok medikal uygulama i¢in elverislidir.

p-SD-PEG-600-KA
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s\\“-v <
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p-SD-PEG-600-Kur
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Sekil 4.43. PEG 600 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Sentezlenen PEG 600 temelli hidrojellerin termal 6zellikleri TGA ve DSC
termogramlari ile detayli olarak incelenmistir. Hidrojel yapilarinin 1s1l kararliliklari ve

1s1l bozunma siirecleri takip edilmistir. Termal analiz sonuglar1 Sekil 4.44’de

verilmistir.
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Sekil 4.44. PEG 600 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari
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Bu analiz sonuglarina gére PEG-600 ve B-siklodekstrin temelli hidrojellerin
termal kararliliklarinin yaklasik olarak 300 °C civarinda oldugu goriilmektedir. Ayrica
bu degerden baslayarak 400 °C’ye kadar keskin bir kiitle kayb1 vererek bozundugu
gorilmistir. DSC termogramlart TGA termogramlarin1 dogrular sekilde belirgin ve

net tek bir ekzotermik bozunma piki vermektedir.

4.4.2.3. PEG 800 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

Capraz baglayici iiniteler olarak B-siklodekstrin kullanilak PEG 800 temelli
hidrojeller yapisal olarak yumusak, esnek, homojen ve dayaniklidir. Bu hidrojel
yapilar1 Sekil 4.45°de verilmistir. Elde edilen PEG 800 temelli hidrojeller biitiin olarak
sismekte ve dagilmamaktadir. Farkli polifenol igeren tiim yapilar1 benzer ozellikler
gostermektedir. Sadece Kur igeren hidrojellerin rengi daha koyu olarak elde edilmistir.
Reaksiyon verimi yiiksektir. Tiim bu olumlu 6&zelliklerinden dolay1 pek ¢ok
biyomedikal uygulama i¢in uygun ve elverislidir.

PEG-800-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.46’da verilmistir. Bu spektrumlarda 3394-
3600 cm™ araliginda serbest olarak bulunan O-H gerilme titresimi bir band olarak
goriilmektedir. Reaksiyon sonrasinda bu pikin bulunmasi hidrojel yapisinin yiizey
hidrofilikligini korudugunu ve yiizey Ozelliklerini dogrulamaktadir. Bu hidrojel
yapilarmda 2950 cm™’de C-H gerilme, 1085 ve 1018 cm™*’de C-H ve C-O gerilme
titresimleri goriilmektedir. Bu pikler yapida bulunan siklodekstrin gruplarindan
kaynaklanmaktadir. 2950 cm™’deki pik oldukca genis ve siddetlidir. Bunun nedeni
yapidaki PEG tinitelerindeki C-H gerilme titresimleri siklodekstrin yapisindaki alifatik
C-H baglari ile birlikte sogurum yaparak bu pikin siddetlenmesini saglamaktadir. 1172
cm™*de siddetli bir eterik C-O-C gerilme piki bulunmaktadir. Bu pik yapidaki PEG
tinitelerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, Sekil 4.46’daki FTIR spektrumlarindaki
farkliliklar 800-1000 cm™ araliginda belirgin olarak goriilmektedir. Farkli olarak 1681
cm, 1600 cm* ve 825 cm L sirast ile C=0, C=C ve C—H aromatik gerilme titresimleri
goriilmektedir. Bu pikler yapidaki KA gruplarmin varliginit gostermektedir. Ayrica
PEG-800-DGE yapisinda bulunan 950-810 cm™’deki epoksit halkas: egilme titresimi
ve 840-750 cm™’deki epoksit halkasi C-H egilme titresimlerinin kaybolmasi (Erdik,
2007) epoksit halkasmin agilarak istenilen hidrojel yapisinin elde edildigini

ispatlamaktadir.

102



B-SD-PEG800-Ek

B-SD-PEG800-Kur

Sekil 4.45. PEG 800 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

GA vyapisinda farkli olarak gallik asidin aromatik fenil grubundan kaynakli

aromatik C-H gerilme titresimi zayif bir titresim olarak goriilmektedir. Ek igeren
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hidrojel yapisinda benzer olarak yine aromatik C-H gerilme titresimi goriilmektedir.
Kuar yapis1 molekiiler olarak Ek’e benzemektedir. Bu nedenle FTIR spektrumlarida
benzemektedir. Yapisal olarak farkli olan kurkumin kullanilarak sentezlenen B-SD-

PEG-800-Kuar yapisinin FTIR spektrumunda ise daha siddetli pikler goriilmiistiir.

PEG-800-DGE

BSD-PEG-800-KA

BSD-PEG-800-GA
BSD-PEG-800-Ek

BSD-PEG-800-Kuar

Gegirgenlik (% T)

BSD-PEG-800-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayis1 (cm™)

Sekil 4.46. PEG-800-DGE ve bu yapidan elde edilen p-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

PEG 800 ve siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri Sekil
4.47° de, aym hidrojellere ait termal analiz sonuglar1 Sekil 4.48°de verilmistir. Ilgili

SEM goriintiileri literatiirle uyum igerisinde olup hidrojel morfolojilerine uygundur.
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Sekil 4.47. PEG 800 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Sekil 4.48. PEG 800 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari

Bu analiz sonuglarina gére PEG-800 ve B-siklodekstrin temelli hidrojellerin
termal kararliliklarinin yaklasik olarak 290 °C civarinda oldugu goriilmektedir. Ayrica
bu degerden baslayarak 400 °C’ye kadar keskin bir kiitle kayb1 vererek bozundugu
goriilmiistiir. DSC termogramlari TGA termogramlarini dogrular sekilde belirgin ve

net tek bir ekzotermik bozunma piki vermektedir.
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44.24. PEG 1000 ve pB-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin

karakterizasyonu

Elde edilen hidrojel yapisinin biiyiik gogunlugu PEG gruplarindan olusmasina
ragmen yapida siklodekstrin ¢capraz baglayici olarak gorev yapmaktadir. Bu yapilarin
genel goriintimleri Sekil 4.49°da verilmistir. Bu hidrojel yapilarindan B-SD-PEG-
1000-KA yapisinin daginik ve biitiinsel olmadig1 diger yapilarin ise istenildigi gibi
biitiinsel homojen ve esnek oldugu goriilmektedir. f-SD-PEG-1000-Kuar yapisi da
asir1 esnek ve yapiskan o6zellikte elde edilmistir. Bu nedenle PEG 1000 yapisi ile
hazirlanan hidrojellerin Asherman sendromu uygulamalarinda sadece ¢ tanesi
kullanilabilir. Ciinkii rahim kanalina yapilacak tek bir enjeksiyon ile birakilan
hidrojelin kanalda biitiinsel olarak durmasi gerekmektedir. Eger pargalanirsa rahim
kanalindan hizlica atilir. Diger sorun ise asir1 adhesiv olmasi durumunda ise rahim
duvarina yapisarak orada bulunan hiicrelere zarar verebilir. Hatta oradaki hiicrelerin

nekroza girmesine neden olabilir. Bu da istenmeyen diger bir durumdur.
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Sekil 4.49. PEG 1000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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Sentezlenen PEG-1000-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli
hidrojel yapilarina ait FTIR spektrumlari Sekil 4.50’de verilmistir. Bu spektrumlarda
oncelikle epoksit halkasinin a¢ilip agilmadigr incelenmistir. PEG-1000-DGE
yapisinda bulunan 837 cm™ epoksit halkasi asimetrik egilme titresimi ve 755 cm™’de
epoksit halkasindaki CHz gruplarina ait C-H egilme titresimleri ve 1238 cm™de epoksit
halkast C-O-C pikleri goriilmektedir (Sekil 4.50) (Motavie vd. 2010). Elde edilen
hidrojel yapilarna ait FTIR spektrumlarinda bu piklerin hi¢ birinin bulunmadigi
goriilmektedir. Bu durum epoksit halkasinin agilarak siklodekstrin ve polifenollerin
OH gruplart ile baglandigin1 géstermektedir. Bu baglanma sonrasinda olugan hidrojel
yapisinda siklodekstrin gruplarma ait pikler goriilmektedir. 1020 cm™’de
siklodekstrin yapisindaki C-O gerilme titresimi 1100 cm™’deki C-O-C eterik pikinin
yaninda bir omuz piki olarak goriilmektedir. Ancak siklodekstrin yapisinin klasik
pikleri olan 2980 cm™’deki alifatik C-H gerilme titresimi ile 1085 cm™’deki C-H
titresimleri genislemis olan PEG yapisinin benzer pikleri ile kaynagmistir. Bu nedenle
bu pikler gériinmemektedir. Polifenol yapilarindan kaynaklanan 1681 cm™, 1600 cm ™
ve 825 cm ! sirast ile C=0, C=C ve C—H aromatik gerilme titresimleri goriilmektedir.
Tiim bu pikler istenilen PEG-1000-B-siklodekstrin—polifenol yapili hidrojellerin elde
edildigini ispatlamaktadir.

PEG-1000-DGE

BSD-PEG-1000-KA

BSD-PEG-1000-GA

BSD-PEG-1000-Ek

Gecirgenlik (% T)

BSD-PEG-1000-Kuar

BSD-PEG-1000-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 200 400
Dalga Sayis1 (em?)

Sekil 4.50. PEG-1000-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari
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PEG 1000 temelli yapilarin SEM goriintiileri Sekil 4.51°de verilmistir. Bu
SEM goriintiilerinde diisiik biiyiitmede genis bir ylizey goriintiisii goriilmektedir ve bu
gorintii oldukea kavitelidir. Yiizey piirtizliiliigli fazla ancak temel doku homojendir.
Yiizeyde yabanci cisim ya da yap1 goriilmemektedir. Yiiksek biiyiitmelerde hidrojelin
temel yiizey yapisindaki piiriizliiliik daha belirginlesmektedir. ilgili SEM gériintiileri
yapisal olarak hidrojel ylizeyini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.51. PEG 1000 ve [-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
goriintiileri
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PEG 1000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojellerin 1s1l kararliliklar1 detayli
olarak incelenmistir ve Sekil 4.52°deki TGA ve DSC termogramlart ile gosterilmistir.
Bu termogramlarda hidrojel yapilarinin tek bir kiitle kayb1 goriilmektedir. Keskin ve
dar bir aralikta goriilen bu kiitle kayb1 hidrojel yapisindaki CH2-O-CH2 bagimin

kirilmasi ile hidrojelin termal olarak degradasyonundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.52. PEG 1000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari
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4.4.25. PEG 2000 ve pB-Siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin
karakterizasyonu

PEG 2000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarindan B-SD-PEG-2000-
GA ve 3-SD-PEG-2000-Ek yapilar1 sert ve rijit bir yapt gostermektedir. Bu yapilarin
Asherman sendromu tedavisinde kullanilabilirlikleri bulunmamaktadir. Ciinkii rahim
kanalina birakildiklarinda sert yapilar1 nedeni ile bir doluluk hissi olusturacaklardir.
Hatta bu durum yabanci cisim algis1 bile olusturabilir. Ancak diger ii¢ hidrojel yapisi
bu amag i¢in olduk¢a uygundur. Yapilar esnek ve yumusaktir. Ancak kendi bigim ve
sekillerini kismen korurlar. Biitiinsel olarak siser ve sisme orani rahim kanalini
sikigtirarak daraltacak kadar yiiksek degildir. Bu hidrojel yapilarina ait genel
fotograflar Sekil 4.53’de verilmistir.
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B-SD-PEG2000-Ek B-SD-PEG2000-Kuar

B-SD-PEG2000-Kur

Sekil 4.53. PEG 2000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

PEG-2000-DGE ve bu yapidan elde edilen B-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.54’te verilmistir. Bu spektrumlarda PEG-
2000-DGE yapisinda bulunan epoksit halkasina ait temel pikler olan 950-810 cm”

114



L deki epoksit halkas1 egilme titresimi ve 840-750 cm™’deki epoksit halkasi C-H
egilme titresimlerinin kayboldugu (Erdik, 2007) ve yerine siklodekstrin ve polifenol
piklerinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu bulgu epoksit halkasinin agilarak istenilen
hidrojel yapisinin elde edildigini ispatlamaktadir. Tiim yapilar oldukga diisiik oranda
polifenol icermesine ragmen genel PEG-2000-DGE spektrumundan farkli bir

goriinimdedir.

PEG-2000-DGE

BSD-PEG-2000-KA

BSD-PEG-2000-GA

BSD-PEG-2000-Ek

Gecirgenlik ( % T)

BSD-PEG-2000-Kuar

BSD-PEG-2000-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayis1 (cm™!)

Sekil 4.54. PEG-2000-DGE ve bu yapidan elde edilen -siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

Sentezi gergeklestirilen PEG 2000 ve [-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarinin SEM analizlerinde hidrojellerin yiizey yapilari yiiksek ve diisiik biiytitmeli
olarak incelenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.55’de gosterilmistir. Bu sonuclara
gore hidrojellerin ylizey yapilarinin olduk¢a piiriizlii ve kaviteli oldugu acik¢a

goriilmektedir. Yiizey yapilart olduk¢a homojen ve biitlinsel goriinmektedir.
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Sekil 4.55. PEG 2000 ve [-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
goriintiileri
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Sekil 4.56’da PEG 2000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait termal

analiz sonuglar1 verilmistir. Bu sonuglarda hidrojeller yaklasik 200 °C’ye kadar 1s1l

kararl1 goriilmektedir.
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Sekil 4.56. PEG 2000 ve B-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC

termogramlari
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4.4.3. y-Siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

Epoksi son gruplu PEG yapilari farkli polifenoller ve y-siklodekstrin yapilarina
baglanarak y-siklodekstrin yapilar1 bulunduran hidrojeller sentezlenmistir. Her bir
sentezde hidrojelin yapisinin temelini teskil edecek olan 5 farkli PEG grubu ayri ayri
kullanilmis ve bu gruplar farkli polifenoller kullanilarak cesitlendirilmistir. Ilgili
sentezler sonrasinda elde edilen hidrojel yapilar1 hizli bozunan ve diger siklodekstrin
yapilarina gore diisiik sisme yetenegi olan hidrojelledir. y-Siklodekstrin yapisi diger
siklodekstrinlere gore daha genis bir yiizeye sahip oldugu i¢in sterik engeli diisiiktiir
ve bu nedenle sentez reaksiyonlar1 daha hizli ve yiiksek verimle gerceklesmektedir.
Farkli yapisal oOzelliklerde 25 vy-siklodekstrin temelli sentezi gerceklestirilen
hidrojellerin fotografi Sekil 4.57°de verilmistir.

Sekil 4.57. Sentezlenen y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait genel goriinim
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Elde edilen hidrojeller FTIR, SEM, Termal Analiz yontemleriyle karakterize

edilmistir. Bu karakterizasyon sonuclar1 detayli olarak verilmistir.

4.4.3.1. PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

y-Siklodekstrin yapisinin baglayici iinite olarak kullanildigi hidrojellerden
PEG 400 iceren hidrojellerin fotograflar1 Sekil 4.58°de verilmistir. Bu fotograflardan
da anlasildig1 tizere hidrojeller esnek ve seffaf yapida elde edilmistir. Bu hidrojel
yapilart kuvvetli adhesiv 6zellikte olup iyi bir yiizey tutunurluguna sahiptir. Bu
nedenle rahim i¢i uygulamalarda uygulandigi bdlgeye tutunabilmesi agisindan

avantajlidir.

119



ySD-PEG-400-KA y-SD-PEG-400-GA

ySD-PEG-400-Ek ySD-PEG-400-Kuar

ySD-PEG-400-Kur

Sekil 4.58. PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

PEG-400-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari Sekil 4.59’da verilmistir. Bu spektrumlarda iki

onemli nokta bulunmaktadir. Bunlardan birincisi genel olarak polieter yapisindaki
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hidrojellerin ana iskeletini gosteren temel pikler ve ikinci olarak yapidaki polifenoliin
getirdigi piklerdir. 3394 cm™’de serbest olarak bulunan O-H gerilme titresimi
gorilmektedir. Bu pikin bulunmasi hidrojel yapisinin hidrofilikligini ve ylizey
Ozelliklerini dogrulamaktadir. Tiim hidrojel yapilarinda ¢ok genis bir pik olarak bu pik
bulunmaktadir. Bu da hidrojellerin hidrolitik ortamlarda sisebileceginin bir kanitidir.

PEG-400-DGE

GSD-PEG-400-KA
GSD - PEG-400-GA

GSD-PEG-400-Ek

GSD-PEG-400-Kuar

Gecirgenlik (% T)

GSD-PEG-400-Kur

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayis1 (cm™1)

Sekil 4.59. PEG-400-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinda 2850-2920 cm™’de
alifatik C-H gerilme, 1112 ve 1008 cm™*’de C-H ve C-O gerilme titresimleri
gorilmektedir. Bu pikler biiylik oranda yapida bulunan siklodekstrin gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica 1172 cm™’de siddetli bir C-O-C piki bulunmaktadir. Bu
pik yapidaki PEG (iinitelerinden kaynaklanmaktadir. Polifenol yapilarindan
kaynaklanan 1681 cm™, 1505 cm™ ve 825 cm ! siras1 ile C=0, C=C ve C—H aromatik
gerilme titresimleri goriilmektedir. Bu pikler yapidaki KA gibi aromatik tniteler
tagtyan polifenollerin yapiya dahil oldugunu ispatlamaktadir. Ayrica PEG-400-DGE
yapisinda bulunan 950-810 cm’deki epoksit halkasi egilme titresimi ve 840-750 cm”
L>deki epoksit halkas1 C-H egilme titresimlerinin kayboldugu goriilmektedir (Erdik,
2007). Bu bulgu epoksit halkasinin agilarak istenilen hidrojel yapisinin elde edildigini

ispatlamaktadir.
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Sekil 4.60°da PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
goriintiileri verilmistir. Bu gortntiilerde hidrojel biitiinliigii ve gézenekliligi net olarak

goriilmektedir.
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Sekil 4.60. PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Sentezi gergeklestirilen hidrojel yapilarinin termal analizleri oldukca 6nemli
bilgiler vermektedir. Ozellikle biyomedikal uygulamalar igin sentezlenen hidrojellerin
belirli bir 1s1l kararliliginin bulunmasi gerekmektedir. Sentezi gerceklestirilen hidrojel
yapilar1 oldukga yiliksek sicakliklarda termal olarak bozunmaktadir. Bu nedenle
biyomedikal uygulamalar igin uygundur. Ikinci énemli termal parametre ise termal
olarak steril edilebilmesidir. Bunun i¢in hidrojel yapisinin 120 °C sicakliga dayanikli
olmast gerekmektedir. TGA termogramlarindan goriildiigii gibi hidrojeller bu
sicakligin tstiindeki degerlere dayanabilmektedir (Sekil 4.61). Bu nedenle gerektigi
zamanlarda ya da ihtiya¢ duyuldugunda steril edilebilir (UV ya da y-radyasyonu ile
yapilan sterilizasyonlarda da belirli bir sicaklik artis1 s6z konusudur. Bu nedenle 1s1l
kararlilik biyomedikal malzemelerin uygulanabilirligi agisindan 6nemlidir). DSC
termogramlarinda ise 6nemli parametreler serbest monomer ya da farkli kalintilarin
yapida bulunup bulunmadiginin tespitidir (Sekil 4.61). Bunun i¢in diisiik sicakliklarda
monomerden ya da kiigilk molekiillerden kaynakli erime piki olup olmadigina
bakilmaktadir. PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait
termogramlarda bdyle bir durum s6z konusu degildir. Bu da hidrojellerin yapisinda

monomer kalintisinin bulunmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.61. PEG 400 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari

4.4.3.2. PEG 600 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu

PEG 600 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilar fiziksel 6zellik olarak

esnek, oldukca parlak, fiziksel kararliliklar1 iyi, homojen goriiniimliidiir, safsizlik ve

yabanct madde igermezler. Bu hidrojellerin fiziksel goriiniimleri Sekil 4.62°de

verilmistir. Oldukc¢a yapiskan karakterlidir, hizlica siserler, reaksiyon verimleri PEG-

400 iceren hidrojellere gore daha yiiksektir.
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ySD-PEG-600-KA ySD-PEG-600-GA

ySD-PEG-600-Ek ySD-PEG-600-Kuar

ySD-PEG-600-Kur

Sekil 4.62. PEG 600 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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PEG-600-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilaria ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.63’de verilmistir. Bu spektrumlarda genel
olarak tiim hidrojel yapilarinda alifatik C—H gerilme titresimleri 2950—-2800 cm™’de,
hidroksil gerilme titresimi yaklasik 3480 cm™’de genis bir bant olarak, —CH; egilme
titresimi 1470 ve 1372 cm™’de agik¢a goriilmektedir. Ayrica diger bir 6nemli pik ise
C-O gerilme titresimidir ve 1126 cm™’de goriilmektedir. 908 cm™’de aromatik diizlem
dis1 egilme piki baglanan polifenol yapilarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica 1250 cm”
1*de aromatik C-H diizlem i¢i egilme piki ve ~1455 cm™’deki C=C gerilme piki
yapidaki polifenolleri dogrulamaktadir. Ayrica PEG-600-DGE yapisinda bulunan
950-810 cm™’deki epoksit halkas1 egilme titresimi ve 840-750 cm™’deki epoksit
halkas1 C-H egilme titresimlerinin kayboldugu goriilmektedir (Erdik, 2007). Bu bulgu

epoksit halkasinin agilarak istenilen hidrojel yapisinin olustugunu ispatlamaktadir.

PEG-600-DGE

GSD-PEG-600-KA

Gecirgenlik (% T)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Dalga Sayis1 (cm™!)

Sekil 4.63. PEG-600-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

Sentezlenen PEG 600 ve y-siklodekstrin temelli hidrojellerin SEM goriintiileri
Sekil 4.64’de verilmistir. Bu goriintiilerde hidrojel yapilarinin olduk¢a homojen, saf
ve temiz oldugu goriilmektedir. Yapilar gozenekli ve hidrojel piiriizliiliiglindedir.

Yiiksek biiylitme uygulandiginda bu bolgelerdeki olusum sekildeki detayda
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goriilmektedir. Diger PEG 600 temelli hidrojel yapilar1 ise homojen ve benzer
yapilidir. Yiiksek biiyiitmelerde bu hidrojel yapilarinin goézenekleri rahatlikla

goriilebilir.

y-SD-PEG-600-GA y-SD-PEG-600-KA

y-SD-PEG-600-Ek

y-SD-PEG-600-Kuar

v-SD-PEG-600-Kur

Sekil 4.64. PEG 600 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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PEG 600 temelli hidrojellerin TGA ve DSC termogramlart Sekil 4.65’de
verilmistir. Termal analizler gergeklestirilirken hidrojeller liyofilizatérde
kurutulmustur. Bu kurutma islemi 6ncesi hidrojel 2 giin -24 °C’de dondurulmustur.
Daha sonra liyofilizatorde bir giin kurutma saglanmustir. Elde edilen numuneler termal
analizde izlenmistir. Bu siire¢ dahilinde liyofilizasyon isleminin numuneye zarar
vermedigi liyofilizasyon Oncesi ve sonrasi alinan FTIR spektrumlart ile takip
edilmistir. Sonug olarak elde edilen hidrojel yapilar1 dondurup ¢6zdiirme sonrasinda
da esnek ve sisme Ozelliklerine sahiptir ve 1s1l olarak da oldukga kararlidir. TGA
termogramlarinda hidrojel yapilarinin oldukga kararli oldugu ve bozunma baglangic
sicakliklarinin yaklasik olarak 290 °C’den basladigi goriilmektedir. Bu deger
hidrojellere uygulama ve viicut i¢i sicakliklarda kullanilma imkani saglar. Hatta
hidrojellerin ihtiya¢ duyuldugunda uygulanma oOncesi kismi bir sterilazasyona
rahatlikla tabi tutulabilecegini ispatlamaktadir. DSC termogramlarinda ise yapida

monomer kalintis1 kalmadigr agiktir.
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Sekil 4.65. PEG 600 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari

4.4.3.3. PEG 800 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin karakterizasyonu
Sentezi gerceklestirilen PEG 800 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina

ait fotograflar Sekil 4.66’°da goriilmektedir. Bu fotograflardan yapinin esnek, seffaf ve

homojen oldugu goriilmektedir.
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KA, GA ve Ek yapilarindan elde edilen hidrojel yapilari kismen seffaf
olmalarina ragmen Kuar ve Kur yapilarindan elde edilen hidrojeller agik parlak sar1
renkte elde edilmistir. Sentezlenen hidrojel yapilarinda istenilen temel 6zellikler, viicut
icinde kullanilacak birer hidrojel olmalari nedeni ile biyouyumluluk, esneklik, enjekte
edilebilirlik, yeterli mekanik dayanim ve kontrollii olarak ilag absorplayip salabilme
ozellikleridir. Bu 6zelliklerden en 6nemli olanlar1 biyouyumluluk ve kullanim amaci
olan uterus duvarlarim1 ayirabilecek mekanik kararliliga sahip olmasidir. Hidrojel
yapisinin biyouyumlulugu ve esnekligini PEG {initeleri saglamaktadir. Ag yapinin
olusumunu siklodekstrin gruplar1 saglarken mekanik kararlilign ise kullanilan
polifenoller giiglendirmektedir. Bu nedenle ¢calismada kullanilan her bir monomer tiirii
kritik 6nem tasimaktadir. Ornegin polifenol ya da siklodekstrin orani artirilinca
hidrojel yapisi sertlesmekte ve esnekligi azalmaktadir. PEG miktari artirilinca ise yapi
asir1 esneklesmekte, uterus duvarlarini ayri tutacak mekanik kararliligi kalmamaktadir.
Bu nedenle PEG miktarini artirmak yerine PEG molekiil kiitlesi degistirilerek hidrojel
yapisi ve esnekligi degerlendirilmistir. Elde edilen PEG 800 temelli hidrojeller
verimsel olarak PEG 400 ve PEG 600 kullanilarak elde edilen hidrojellere gore daha
yiiksektir. PEG molekiil kiitlesi arttikca hidrojel verimi artmaktadir. Hidrojelin
jelasyon ve olusum siireci kisalmaktadir. Bunun nedeni PEG molekiil kiitlesindeki

artis ile birlikte artan viskozitedir.
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Sekil 4.66. PEG 800 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

PEG-800-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari sirasi ile Sekil 4.67°de verilmistir. Bu spektrumlarda

PR

saf monomer yapilari ile kiyaslandiginda yapinin oldukga degistigi goriillmektedir ve
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yapiya polifenollerden kaynaklanan aromatik gruplarin pikleri dahil olmustur. Ornegin
1600 cm™**de aromatik C=C gerilmesi ve trisiibstitiiye benzen gruplarmin C-H bantlart
885 cm™’de goriilmektedir. Bu bantlara ek olarak sentezde kullanilan epoksi
fonksiyonel PEG yani PEG-800-DGE yapisina ait epoksi gruplarinin karakteristik
pikleri olan 950 cm™°de asimetrik epoksit halka egilmesi ve 759 cm™ *de epoksit
halkast C-H egilmesine ait pikler kaybolmustur. Bu durum epoksit halkasinin
acildigini ve istenilen ag yapinin elde edildigini gostermektedir. Zaten olusan {iriiniin
jel formasyonunda olmasi ve sisebilir nitelik tasimasi istenilen yapiin olustugunun

diger bir ispatidir.

PEG-800-DGE Y

GSD-PEG-800-KA
GSD-PEG-800-GA

GSD-PEG-800-Ek

Gecirgenlik (% T)

GSD-PEG-800-Kuar

GSD-PEG-800-Kur

39200 3400 2900 2400 1900 1400 200 400

Dalga Sayis1 (¢cm™)

Sekil 4.67. PEG-800-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.68’de PEG 800 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
goriintiileri verilmistir. Bu goriintiilerde yapilarin homojen, gézenekli ve hidrojel
formasyonunda oldugu goriilmektedir ve bu yapilar literatiirde bulunan hidrojel

goriintiileri ile uyumludur.
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Sekil 4.68. PEG 800 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
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Hidrojel sentezi sirasinda gerceklesen yapisal degisikligi dogrulamak ve elde

edilen iirliniin 1s1l kararliliklarinin tespiti i¢in TGA ve DSC analizleri gerceklestirilmis

ve bu analizler Sekil 4.69’da verilmistir. Bu analizlerde tiim polifenol yapili

hidrojellerde genellikle tek tip bozunma kiitle kayb1 goriilmektedir. Bu kiitle kaybi

300-420 °C sicaklik araliginda olup hidrojel yapisindaki organik gruplarin

termooksidatif degradasyonuna aittir. Bu deger biyomedikal uygulamalar igin

yeterlidir.
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Sekil 4.69. PEG 800 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC

termogramlari
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4434. PEG 1000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarmin

karakterizasyonu

Bu ¢alismada sentezlenen ag yapili hidrojeller i¢in farkli molekiil agirligina
sahip PEG yapilar1 kullanilmistir. Sentezlenen PEG 1000 ve y-siklodekstrin temelli
hidrojel yapilarina ait fotograflar Sekil 4.70’de verilmistir. Bu fotograflardan
sentezlenen hidrojellerin olduk¢a esnek, seffaf ve adhesiv oldugu goériilmektedir. Bu
yapilar ayn1 zamanda saf, temiz ve tek fazli olarak goriilmektedir. Reaksiyon verimleri

PEG-2000 kullanilarak elde edilen hidrojeller hari¢ digerlerinden daha ytiksektir.
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Sekil 4.70. PEG 1000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar

Elde edilen hidrojel yapilari ve reaksiyonun tamamlanip tamamlanmadigi
FTIR spektrumlar ile saglanmistir. PEG-1000-DGE ve bu yapidan elde edilen y-
siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait FTIR spektrumlart Sekil 4.71°de
verilmistir. Bu spektrumlarda Oncelikle epoksit halkasinin agilip agilmadig

incelenmistir. PEG-1000-DGE yapismin infrared spektrumunda 1647 cm™®’de CH-
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gerilme titresimi, 837 cm™ epoksit halkasi asimetrik egilme titresimi, 755 cm™’de
epoksit halkasindaki CH, gruplarina ait C-H egilme titresimleri ve 1238 cm™’de
epoksit halkasi C-O-C pikleri goriilmektedir. Elde edilen hidrojellere ait FTIR
spektrumlarindan diglisidil eter yapisina ait piklerin hi¢ birinin bulunmadig:
goriilmektedir. Bu durum epoksit halkasinin agilarak siklodekstrin ve polifenollerin
OH gruplart ile baglandigin1 géstermektedir. Bu baglanma sonrasinda olugan hidrojel
yapisinda siklodekstrin gruplaria ait pikler goriilmektedir. 1020 cm™’de siklodekstrin
yapisindaki C-O gerilme titresimi 1100 cm™’deki C-O-C eterik pikinin yaninda bir
omuz piki olarak goriilmektedir. Polifenol yapilarindan kaynakli 1681 cm™, 1600
cm?t ve 825 cm™?! siras1 ile C=0, C=C ve C-H aromatik gerilme titresimleri
goriilmektedir. Tiim bu pikler istenilen PEG 1000-y-siklodekstrin— polifenol yapili
hidrojellerin elde edildigini ispatlamaktadir.

PEG-1000-DGE
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Sekil 4.71. PEG-1000-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

PEG 1000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
Sekil 4.72’de verilmistir. Bu goriintiilerde elde edilen hidrojellere ait gdzenekler net

olarak goriilmektedir ve literatlirdeki hidrojel yapilar1 ile uyumludur.
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Sekil 4.72. PEG 1000 ve v-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
goriintiileri
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Sekil 4.73°de hidrojellerin AFM goriintiileri verilmistir. Bu goriintiilerde, hem
diisiik biiyiitmelerde hem de yiiksek biiyiitmelerde klasik hidrojel yapist net olarak

gorilmektedir.

Sekil 4.73. PEG 1000 ve vy-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait AFM
goriintiileri

PEG 1000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojellerin 1s1l kararliliklar1 detayli
olarak incelenmistir ve Sekil 4.74°’de TGA termogramlar1 gosterilmistir. Bu
termogramlarda hidrojel yapilarina ait tek bir kiitle kayb1 gortiilmektedir. Keskin ve dar
bir aralikta goriilen bu kiitle kayb1 hidrojel yapisindaki CH2-O-CH: baginin kirilmasi
ile hidrojelin termal olarak degradasyonundan kaynaklanir. Tiim hidrojel yapilar1 200

°C’nin Ustiinde 1s1l kararliliga sahiptir.
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Sekil 4.74. PEG 1000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA ve DSC
termogramlari

4435 PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarmin

karakterizasyonu

PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarinin genel goriinimii Sekil
4.75°de verilmistir. Bu fotografta ilk ii¢ hidrojel yapisinin seffaf, diger yapilarin ise
acik parlak, sar1 renkte oldugu goriilmektedir. PEG 2000 ile hazirlanan hidrojeller
diger hidrojel yapilar1 gibi esnek, hizli sisebilen ve adhesiv ozellikli jellerdir.
Reaksiyon verimleri diger PEG’lerden elde edilen hidrojellere gore en yiiksektir.
Sentez sonrasinda reaksiyon kabinda bir biitlin olarak elde edilen hidrojeller sentez

kabindan pargalanarak c¢ikartilmaktadir. Fotograflarda bu parcalanmis hali
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goriilmektedir. Hidrojellerin bu hale getirilmesinin bir diger nedeni de biyouyumluluk

testleri 6ncesinde yikanabilirliginin artirilmasidir.

ySD-PEG-2000-KA ySD-PEG-2000-GA

ySD-PEG-2000-Ek ySD-PEG-2000-Kuar

ySD-PEG-2000-Kur

Sekil 4.75. PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait fotograflar
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Sentezlenen PEG-2000-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli
hidrojel yapilarina ait FTIR spektrumlart Sekil 4.76’da verilmistir. Bu spektrumlar
PEG 2000 ve siklodekstrinin FTIR spektrumlar ile kiyaslandiginda yapinin oldukga
degistigi ve yapiya polifenollerden kaynaklanan aromatik gruplarin piklerinin dahil
oldugu goriilmektedir. Ornegin 1600 cm™’de aromatik C=C gerilmesi ve trisiibstitiiye
benzen gruplarmin C-H bantlar1 885 cm™’de goriilmektedir. Bu bantlara ek olarak
sentezde kullanilan PEG-2000-DGE yapisina ait epoksi gruplarmin karakteristik
pikleri olan 950 cm™’de asimetrik epoksit halka egilmesi ve 759 cm™’de epoksit
halkast C-H egilmesine ait pikler kaybolmustur. Bu durum epoksit halkasinin
acildigini ve istenilen ag yapinin elde edildigini gostermektedir. Elde edilen {irtiniin jel
yapisinda olmasi ve sisebilir nitelik tagimasi istenilen yapinin olustugunun diger bir

ispatidir.
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Sekil 4.76. PEG-2000-DGE ve bu yapidan elde edilen y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarina ait FTIR spektrumlari

PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM goriintiileri
Sekil 4.77°de verilmistir. Bu SEM goriintiilerinde diizenli biiytikliiklerde olmayan
genis porlar ve gozenekler goriilmektedir. PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli
hidrojellerde gozenekliligin tiim yapiya hakim oldugu net bir sekilde anlasilmaktadir.

Gortintiiler literatiirdeki hidrojel yapilariin SEM goriintiileri ile uyumludur.
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Sekil 4.77. PEG 2000 ve vy-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait SEM
goriintiileri
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Sekil 4.78’de verilen PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina
ait AFM goriintiilerinde ise hidrojel yapilarindaki kaviteler ve yiizeydeki piirtizliiliik
net bir sekilde goriilmektedir. Bu yapilar literatiirdeki hidrojel yapilarinin AFM

goriintiileri ile uyum icerisindedir.

Sekil 4.78. PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli yapilardan a) KA, b) GA, c¢) Ek, d)
Kuar ve e) Kur igeren hidrojellerin AFM goriintiileri
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PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojellerin termal analizleri TGA
termogramlari ile incelenmistir. TGA termogramlart Sekil 4.79°da verilmistir. PEG
2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA termograminda diger
hidrojellere gore daha diisiik sicakliklarda bir bozunma gozlenmektedir. Bunun nedeni
PEG zincir uzunlugu ve daha biiyiik y-siklodektrin halkasi hidrojel yapisindaki yapisal
kararlilig1 diistirmektedir. Bu durum hidrojelin rijitligini ve mekanik kararliligin1 da
diisiirmektedir ve yapiy1 esnek kilmaktadir. Ancak bu tip yapilarda KA, GA ve Kur
gibi fonksiyonelligi diisiik polifenollerin baglanmasi yerine EK ve Kuar gibi yiiksek
sayida fonksiyonel grup bulunduran monomerler yapiya dahil olduk¢a hidrojelin
esnekligi azalmakta ve 1s1l kararliligi da artmaktadir. Ek ve Kuar 5 adet hidroksil
tinitesi icermektedir ve siklodekstrin iiniteleri gibi ¢apraz baglayici olarak davranir.
Siklodekstrin ve bu polifenoller ile hidrojel yapisi daha saglam ve kararli olsa da
esnekligi ve sisme Ozelligi azalmaktadir. Diger sentezlenen tim hidrojel yapilarina
gore 1s1l kararliliklar1 diisiik olsa da PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel
yapilarinin TGA termogramlarinda genel olarak bozunma (termal degradasyon) 200
°C civarinda baglar. Bu termal bozunma pikleri Sekil 4.81°deki DSC termogramlari

ile uyumlu olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.79. PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait TGA
termogramlari
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Genel olarak elde edilen hidrojel yapilarinin DSC termogramlari,
monomerlerinin termal analiz sonuglar ile kiyaslandiginda yapisal degisim belirgin
olarak goriilmektedir. Ozellikle polifenollerin yapilarinda bulunan belirgin ve keskin
erime piki hidrojel yapilarinda goriilmemektedir. Bu pikin hidrojel yapisinda
bulunmamast yapida serbest ve reaksiyona girmemis polifenol bulunmadigini
ispatlamaktadir. Sekil 4.80°de hidrojel sentezinde kullanilan polifenollerin ve
siklodekstrinlerin DSC termogramlari goriilmektedir. Bu termogramlarda KA i¢in 226
°C, GA i¢in 265 °C, Ek i¢in 251 °C, Kuar i¢in 319 °C ve Kur i¢in 178 °C’de net bir
erime piki goriilmektedir. Bu piklerin hi¢ biri hidrojellerin DSC termogramlarinda
goriilmemektedir. Bu sonug polifenollerin yapiya baglandiginin bir gostergesidir. Elde
edilen hidrojel yapilar1 cogunlukla renklidir ve bu renklenme yapiya baglanmis olan
aromatik gruplara sahip polifenol gruplarindan kaynaklanmaktadir. Siklodekstrin
yapilarinin DSC termogramlarinda ise 6ncelikle 0 — 110 °C arasinda yapidaki nemin
uzaklasmasina ait pik goriilmektedir (Kaminski vd., 2012). Daha sonra a-siklodekstrin
yapisinda 268 °C’de erime goriilmektedir. B-Siklodekstrin yapisinda 300 °C’den sonra
erime piki goriilmektedir (Olaru vd., 2009). y-Siklodekstrin yapisi igin ise yaklagik

258 °C sicaklikta bozunma (termal dekompozisyon) baglamaktadir.
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Sekil 4.80. Hidrojel sentezinde kullanilan polifenol ve siklodekstrin yapilarina ait DSC
termogramlari

Bu erime pikleri hidrojel yapilarinda ag yapisina baglanmadan kaynakli olusan

yeni yapi nedeni ile goriilmemektedir. Sekil 4.81’de PEG 2000 ve y-siklodekstrin

temelli hidrojel yapilarina ait DSC termogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.81. PEG 2000 ve y-siklodekstrin temelli hidrojel yapilarina ait DSC
termogramlari

4.5. Hidrojellerin Sisme Ozelliklerinin Belirlenmesi

a-, B- ve y-siklodekstrin igeren hidrojellerden a-siklodekstrin yapili hidrojeller

icin elde edilen sisme grafikleri Sekil 4.82 ve Sekil 4.83’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.82. ASD-PEG-400 ve ASD-PEG-600 hidrojellerinin sisme test sonuglari
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Sekil 4.83. ASD-PEG-800, ASD-PEG-1000 ve ASD-PEG-2000 hidrojellerinin sisme

test sonuglart
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B-Siklodekstrin yapili hidrojeller i¢in sisme grafikleri Sekil 4.84 ve 4.85’de

verilmistir.
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Sekil 4.84. BSD-PEG-400 ve BSD-PEG-600 hidrojellerinin sisme test sonuglari
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Sekil 4.85. BSD-PEG-800, BSD-PEG-1000 ve BSD-PEG-2000 hidrojellerinin sigsme

test sonuglari
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v-Siklodekstrin igeren hidrojeller igin elde edilen sisme grafikleri Sekil 4.86 ve
Sekil 4.87°de gosterilmistir.
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Sekil 4.86. GSD-PEG-400 ve GSD-PEG-600 hidrojellerinin sisme test sonuglari

Sisme test sonuglarina gore a-siklodekstrin, B-siklodekstrin ve y-siklodekstrin
temelli hidrojellerin biiyiik bir kisminin sisme kapasitelerinin genellikle yiliksek oldugu
ve hizli bir sekilde siserek yapilarina bagh olarak yaklasik 3-5 saat igerisinde denge

sisme degerlerine ulastig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.87. GSD-PEG-800, GSD-PEG-1000 ve GSD-PEG-2000 hidrojellerinin sisme

test sonuglart
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Sekil 4.88°de a-, B- ve y-siklodekstrin igeren hidrojellerin zamana bagli sisme
goriintlileri  verilmistir. Bu goriintlilerde hidrojellerin  homojen olarak sistigi
goriilmekte ve bu sisme davranisi malzemenin hidrojel yapisini ispatlamaktadir.
Ayrica hidrojel yapisindaki renk yapiya baglanan polifenol gruplarindaki kromofor
iinitelerinden kaynaklanmaktadir ve hidrojel yapisindaki polifenol varliginin ispati
niteligindedir. Sentezi gerceklestirilen hidrojellerin biiyiik bir kismi ilk bes saatlik
zaman diliminde sisme doygunluguna (sisme dengesine) ulagsmistir. Sisme sirasinda
ve sonrasinda bulundugu ¢ozeltiye renk vermemistir. Bu da polifenollerin yapiya
baglandigimi1 gostermektedir. Eger polifenol molekiilleri yapiya baglanmayarak
absorplanmis olsalardi zamanla hidrojel yapisindan sizma yaparak ¢ozeltinin rengini

degistirirlerdi.

.
Sekil 4.88. a) a-Siklodekstrin, b) pB-siklodekstrin ve c) vy-siklodekstrin igeren

60 dk 180 dk denge
hidrojellerin zamana bagli sisme goriintiileri

(b)
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4.6. Hidrojellerin Enjekte Edilebilirliklerinin Test Edilmesi

Calismada elde edilen hidrojellerin enjekte edilebilirliklerini belirlemek igin

kullanilan enjektor uglarinin resimleri Sekil 4.89°da verilmistir.

Sekil 4.89. Hidrojellerin enjekte edilebilirlik testlerinde kullanilan 18, 20, 22, 24 ve 26
gauge igne uglari

Hidrojel yapilarinin enjekte edilebilirlik deney goriintiileri Sekil 4.90°da

verilmigtir.

Sekil 4.90. Hidrojel yapilarinin enjekte edilebilirlik deney goriintiileri

Sentezi gergeklestirilen jellerin viicut igerisine uygulanabilmesi i¢in enjekte
edilebilir nitelikte olmas1 6nemlidir. Bu uygulama sirasinda enjektor ucunun inceligi
hastanin daha az aci hissetmesi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle en uygun ignenin

secimi icin farkli gauge igneler kullanilmistir ve sonuglar Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve
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Cizelge 4.3’de gosterilmistir. (En genis igne 18 gauge iken en kii¢lik ¢apli igne 26
gaugedir.) Bu sonuglara gore elde edilen hidrojellerin enjekte edilebilirliklerinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. 18 gauge enjektorde hidrojellerin % 85’ inin enjekte
edilebilir oldugu, 26 gauge enjektorde ise hidrojellerin % 38’ inin enjekte edilebilir

oldugu tespit edilmistir.

157



Cizelge 4.1. a-siklodekstrin yapili hidrojellerin enjekte edilebilirlik test sonuglari

Hidrojelin ad1 18 20 22 24 26
gauge | gauge | gauge | gauge | gauge

o-SD-PEG-400-KA + + + + +

a-SD-PEG-400-GA - - - - -

a-SD-PEG-400-Ek + - - - 2
o-SD-PEG-400-Kuar + + + + +
a-SD-PEG-400-Kur 4F -+ + + +
a-SD-PEG-600-KA + + - - -

a-SD-PEG-600-GA - - i " -

a-SD-PEG-600-Ek + + - - -
a-SD-PEG-600-Kuar + + + + -
a-SD-PEG-600-Kur + 8 + - -
a-SD-PEG-800-KA - = + + +
a-SD-PEG-800-GA + 4 + + +
a-SD-PEG-800-Ek -+ - - - -
a-SD-PEG-800-Kuar + - - - -
o-SD-PEG-800-Kur 1F + - - -

a-SD-PEG-1000-KA - - - - -

a-SD-PEG-1000-GA + + + + +
a-SD-PEG-1000-Ek + - - - -
a-SD-PEG-1000-Kuar + + + + +
a-SD-PEG-1000-Kur + + + - -
o-SD-PEG-2000-KA + - + + -
a-SD-PEG-2000-GA + 4 + + -
a-SD-PEG-2000-Ek + + + - -

a-SD-PEG-2000-Kuar + - - - =

o-SD-PEG-2000-Kur + - + + -
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Cizelge 4.2. B-siklodekstrin yapili hidrojellerin enjekte edilebilirlik test sonuglart

Hidrojelin ad1 18G |20 22 24 26 G

B-SD-PEG-400-KA - - - - -

B-SD-PEG-400-GA A + + + +

B-SD-PEG-400-EK - - - - -

B-SD-PEG-400-Kuar A + + + +

B-SD-PEG-400-Kur - - - - |-

B-SD-PEG-600-KA - - - — |-

B-SD-PEG-600-GA + T + |-
B-SD-PEG-600-Ek T + + + |+
B-SD-PEG-600-Kuar - + + + +
B-SD-PEG-600-Kur + r 1 + |+
B-SD-PEG-800-KA + + + - -
B-SD-PEG-800-GA + m : - -
B -SD-PEG-800-Ek A + + + +
B-SD-PEG-800-Kuar | + & + + |+
B-SD-PEG-800-Kur + + + + |+

B-SD-PEG-1000-KA - - - - -

B-SD-PEG-1000-GA + + + + +

B-SD-PEG-1000-Ek + + + + +

B-SD-PEG-1000-Kuar + - - - -

-SD-PEG-1000-Kur + + + + +
B-SD-PEG-2000-KA 5 + + -
B-SD-PEG-2000-GA + - + + -
B-SD-PEG-2000-Ek + + + + -
B-SD-PEG-2000-Kuar + - + = -
B-SD-PEG-2000-Kur - - + + +
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Cizelge 4.3. y-siklodekstrin yapili hidrojellerin enjekte edilebilirlik test sonuglari

Hidrojelin ad1 18G |20G [22G |24G |26G

v-SD-PEG-400-KA - - = - -

v-SD-PEG-400-GA n ] ) ] :

v-SD-PEG-400-Ek n 3 ; ] -

v-SD-PEG-400-Kuar 1 - - - -

v-SD-PEG-400-Kur o + - - -
y-SD-PEG-600-KA + - - - -
y-SD-PEG-600-GA + - - - -
v-SD-PEG-600-Ek + + + - +
y-SD-PEG-600-Kuar + & i + +
v-SD-PEG-600-Kur + + + + +
7-SD-PEG-800-KA + T I -+ +
y-SD-PEG-800-GA + + " + +
v-SD-PEG-800-Ek + T I -+ +
v-SD-PEG-800-Kuar + + + + +
v-SD-PEG-800-Kur + T I -+ +

v-SD-PEG-1000-KA + - - - -

y-SD-PEG-1000-GA + + - - -

v-SD-PEG-1000-Ek + - - - -

v-SD-PEG-1000-Kuar - - - - -

v-SD-PEG-1000-Kur - - - - -

v-SD-PEG-2000-KA + + + + +
v-SD-PEG-2000-GA + + - - -
v-SD-PEG-2000-Ek + + - - -
v-SD-PEG-2000-Kuar + + + - -
v-SD-PEG-2000-Kur + + + + +
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4.7. Sentezlenen Hidrojellerin In vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde Biyouyumluluk

Ozelliklerinin Ol¢iilmesi

Calismada Asherman sendromunun olusumunu engellemek amaci ile 75 farkli
yapida hidrojel sentezlenmistir. Ancak tiim bu yapilarin hiicre kiiltiir sisteminde
incelenmesinin yiiksek maliyetli olmas1 ve hedef bir hidrojel secimi yapilabilmesi igin
in vitro hiicre kiiltiir sisteminde biyouyumluluk ¢alismalari 6ncesi bir 6n eleme
yapilmistir. Bu optimizasyon caligmasi sirasinda en iyi hidrojelin se¢iminde sisme
ozelligi ve enjekte edilebilirliklerin uygun olmasi goz Oniine alinmistir. Bu
parametrelere gore o-SD, B-SD ve y-SD temelli PEG 600 ve PEG 800 iceren
hidrojeller segilerek in vitro hiicre kiiltiir sisteminde biyouyumluluk ¢aligsmalari bu
hidrojellere uygulanmustir.

Hazirlanan hidrojellerin morfolojik gériiniimleri, sisme kapasiteleri ve enjekte
edilebilirlik 6l¢timlerinden yola ¢ikilarak PEG-600 ve PEG-800 igeren hidrojeller igin
hiicre kiiltir sisteminde 1929 hiicre hatt1 {izerinde biyouyumluluk testleri
gerceklestirilmisidir. L929 hiicre hatti biyouyumluluk deneylerinde ASTM ve ISO
standartlarina gore kabul goren fibroblast kokenli hiicre hatti kullanilmistir. Calisma
sonuglarina gore Sekil 4.91-93 arasinda PEG-600 ve Sekil 4.94-96 arasinda ise PEG-
800 iceren hidrojellerin 1.929 hiicre hattina ait hiicre canliliklar1 verilmistir.

Sentezlenen PEG-600 ve a-siklodekstrin temelli hidrojellerdeki biyouyumluluk
oranlart PEG-600 ve pB-siklodekstrin temelli hidrojellere kiyasla nispeten diisiik
cikmistir. Bunun altindaki temel sebep B-siklodekstrinin yiiksek hidroksil i¢eriginden
dolay1 etkili ¢apraz baglanma diizeyi saglanarak daha kararli polimerler elde edilmesi
olabilir. PEG-600 ve a-siklodekstrin temelli hidrojellerden KA igeren hidrojel i¢in
hiicre canliligi % 114,2, GA iceren hidrojel i¢in % 113,2 olarak belirlenmis olup hiicre
proliferasyonunu indiiklemislerdir. Kuar temelli hidrojel i¢in hiicre canlilig1 ise % 85
olarak belirlenmistir. Diger yandan Ek igeren hidrojel igin hiicre canliligr % 61,0 ve
Kur igeren hidrojel i¢in % 55,1 olarak belirlenmistir (Sekil 4.91).
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Sekil 4.91. Sentezlenen o-SD-PEG-600 yapilarina ait L929 hiicre hattina ait hiicre
canlilig

1929 hiicreleri tizerinde yapilan indirekt biyouyumluluk testinde; PEG-600 ve
B-siklodekstrin temelli hidrojeller icerisinde KA igeren hidrojel igin hiicre canliligi %
125,2, GA igeren hidrojel i¢in % 95,6 ve Ek igeren hidrojel igin % 125,9 olarak
belirlenmistir. Ozellikle KA ve Ek iceren hidrojellerin hiicre proliferasyonunu aktive
ettigi gozlenmistir. GA igeren hidrojel i¢in hiicre canliligi % 95,6, Kuar i¢eren hidrojel
icin % 75,6 ve Kur iceren hidrojel i¢in % 75,9 olarak belirlenmistir (Sekil 4.92).
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% Hicre Canlihgi

Sekil 4.92. Sentezlenen B-SD-PEG-600 yapilarina ait 1.929 hiicre hattina ait hiicre
canlilig

PEG-600 ve  y-siklodekstrin  igeren  hidrojellerin  genel  olarak
biyouyumluluklarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. KA igeren hidrojel icin hiicre
canlilig1 % 78,3, GA igeren hidrojel i¢in % 92,4, Ek iceren hidrojel i¢in % 92,2 ve Kur
igceren hidrojel igin % 85,6 olarak belirlenmistir (Sekil 4.93).
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Sekil 4.93. Sentezlenen y-SD-PEG-600 yapilarina ait 1.929 hiicre hattina ait hiicre
canlilig

Tiim PEG 600 ve siklodekstrin temelli hidrojeller arasinda polifenoller esas
alindiginda genel olarak hiicre canliliklarinda farkliliklar olsa da KA, GA ve Ek igeren
hidrojellerin biyouyumlulugunun yiiksek oldugu belirlenmistir.

Sentezlenen PEG-800 ve a-siklodekstrin temelli hidrojeller igerisinde KA
iceren hidrojel i¢in hiicre canlilig1 % 96,2, GA igeren hidrojel igin % 80,5 ve Ek i¢eren
hidrojel i¢in % 91,4, Kuar iceren hidrojel i¢in % 52,5 ve Kur igeren hidrojel i¢in %
70,2 olarak belirlenmistir (Sekil 4.94).
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Sekil 4.94. Sentezlenen a-SD-PEG-800 yapilarina ait L929 hiicre hattina ait hiicre
canlilig

PEG-800 ve B-siklodekstrin temelli hidrojeller igerisinde KA igeren hidrojel
icin hiicre canlilig1 % 75,7, GA igeren hidrojel i¢in % 51,9, Ek iceren hidrojel i¢in %
75,7 olarak belirlenmistir. Kuar ve Kur igeren hidrojeller ic¢in hiicre canlilig

digerlerine nispeten daha diisiik olarak belirlenmistir (Sekil 4.95).
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Sekil 4.95. Sentezlenen B-SD-PEG-800 yapilaria ait L929 hiicre hattina ait hiicre
canlilig

PEG-800 ve y-siklodekstrin igeren hidrojellerden Ek iceren hidrojel i¢in hiicre
canliligi % 95,1, Kur igeren hidrojel i¢in % 51,8 olarak belirlenmistir. GA ve Kur
iceren hidrojeller i¢in hiicre canliliginin daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.96).

Hidrojel uygulamalarinin ¢ogunda goriilen hiicre canliliginin digerlerine kiyasla
diisiik goriilmesinin muhtemel sebebi, hidrojel yapilarindan besi ortamina salimi

gerceklesen polifenollerin sitotoksik etkisi olabilir.
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Sekil 4.96. Sentezlenen y-SD-PEG-800 yapilarina ait 1929 hiicre hattina ait hiicre
canlilig

4.8. Ila¢ Salim Calismalari

Calismada sentezi gergeklestirilen hidrojellerin biyouyumluluk degeri en
yiiksek ¢ikan 9 tanesinin melatonin salim calismalar1 gergeklestirilmis ve sonuglar
Sekil 4.97 ve Sekil 4.98’de verilmistir. Bu 6l¢timlerde salim siiresince ilk on dakika
boyunca her dakikada bir 6l¢tim alinirken daha sonra 10 dakikada bir 6l¢iim alinacak

sekilde dlgtimler gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.97. Melatonin salim sonuglari
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Bu ¢alismalarda incelenen dokuz hidrojel yapisinda da diizenli salim sonuglari
elde edilmistir. Genellikle hidrojeller ilk 60 dakika igerisinde hizli ancak daha sonra
yavas bir salim gostermektedir. Bu salim sonuclarina goére biyouyumlulugu yiiksek
olan bu dokuz hidrojelde tez amacina uygundur. Ancak hayvan c¢alismalarinda dokuz
hidrojelinde Asherman engelleme potansiyelinin belirlenmesi miimkiin olmadigi igin
biyouyumluluk degeri en yliksek ¢ikan ve enjekte edilebilirligi diger hidrojellere gore
daha iyi olan B-SD-PEG-600-Ek hidrojeli hayvan calismalar1 yapilmak iizere
belirlenmistir. Bu hidrojel i¢in hayvan ¢alismalar1 6ncesi melatonin ve dstrojen salim
ozellikleri arastirilmistir. Sekil 4.98’de B-SD-PEG-600-Ek jelinin melatonin salim
sonuglart, Sekil 4.99’da ise B-SD-PEG-600-Ek jelinin Gstrojen salim sonuglari
verilmistir. Jel yaklagik 100 dk i¢cinde toplam yiiklenen melatoninin yaklasik % 50°sini
salmaktadir. Ayrica 220 dakika sonra salima devam etmektedir. Bu sonuglar uygulama
sirasinda istenen yliksek melatonin diizeyini ve devaminda diizenli melatonin ihtiyact
icin uygundur. Ostrojen saliminda ise ilk 40 dakikada yiiklenen hormonun yaklasik %

40’min salimi gerceklesmistir.
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Sekil 4.98. B-SD-PEG-600-Ek jelinin melatonin salim sonuglari
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Sekil 4.99. B-SD-PEG-600-Ek jelinin dstrojen salim sonuglari

4.9. In vivo Asherman Hayvan Model Sisteminde Hidrojellerin Uygulanmasi

Calismanin bu agamasinda in vitro deneylerden yola ¢ikilarak hidrojellerden
optimum Ozellige sahip B-SD-PEG-600-Ek hidrojeli i¢in Asherman rat model
sisteminde uygulama gergeklestirilmistir. Bu amacla 3-SD-PEG-600-Ek hidrojeline
giinliik 0,1 mg/kg 6strojen ve giinliik 10 mg/kg melatonin absorbe edilmis ve deney
prosediiriinde Ongdriildiigli sekilde Asherman olusturulan ratlara uygulanmistir.
Asherman model sisteminin olusturulmasi, hidrojelin uygulamast ve dokularin
alinmasina iligkin deneysel prosediir asagida resimlerle verilmistir. 14 giinliik
uygulama siiresinde hayvanlarin canlilik oran1 % 100 olarak gerceklesmistir. Bu
stirenin sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda hayvanlarin alt karin batimlari
tekrar acilarak uterin hornlar alinmistir. Uygulama sonrasi uterus hornlarinin
bliytikliigline bagl olarak belli oranda hidrojel igerdigi tespit edilmistir. Alinan uterus

hornlarinda histolojik analizler gergeklestirilmistir.

4.10. Histolojik Degerlendirme

Deneklerin  uterus hornlarindan alimman doku orneklerinde yapilan

Hemotoksilen-Eozin (H-E), Masson Trikrom ve Periyodik Asit Schiff (PAS)
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boyamalartyla epitel hasari, epitel dokiilmesi, konjesyon, endometriyum kalinligi,
inflamasyon ve fibrozis degerlendirilerek 0-3 arasi skorlama yapilmistir. Buna gore
skor 0: yok/normal, skor 1:hafif (% 0-25 hasar), skor 2: orta (% 25-75 hasar), skor
3:siddetli (> % 75 hasar) olarak gruplandirilmistir. Preparatlar 151k mikroskobu ve

gOriintli analiz sistemi ile incelenerek skorlanmis ve fotograflar: ¢ekilmistir.

4.10.1. Epitel hasari, dokiilmesi, konjesyon

Deney modelinde olusturulan Asherman sendromunu ve devaminda verilen
maddelerin etkinligini gozlemlemek adina bakilan kriterlerden olan epitel hasari,
dokiilmesi ve konjesyonu belirlemek i¢in H-E, epitelle lamina propriya arasinda
bulunan bazal laminay1 degerlendirmek i¢in PAS boyama metodu uygulanmistir. Isik
mikroskobu inceleme sonuglar1 Sekil 4.100-4.105 (H-E) ve Sekil 4.106 (PAS)’de
verilmigtir.

SHAM grubu uterus horn kesitleri genel bakisinda normal histolojik yapida
olup, perimetriyum, miyometriyum ve endometriyum tabakalar1 sirali ve diizenli,
limen kesintisiz bezler normal yapida goriilirken kriterlerden olan konjesyona
herhangi bir alanda rastlanmamistir. Endometriyumun yiizeyini Orten epitelin
konturlart diizgiin, hiicrelerinin boyu ve sekli, nukleus sekilleri ve konumlari normal
yapida (Sekil 4.100 A-B) ve PAS boyamasiyla incelenen hem endometriyum yiizey
epitelinin hem de bez epitelinin iizerine oturdugu bazal membran yapisinin kesintisiz
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.106). Bu grubun skorlamalarinda medyan (min-max)
seklinde degerlendirilmeleri sonucunda epitel hasar1 = 0 (0-1), epitel dokiilmesi = 0
(0-2), konjesyon = 0 (0-2) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

ASH grubuna ait uterus horn Kkesitlerine genel bakida perimetriyum,
miyometriyum ve endometriyum tabakalari yer yer incelip yer yer kalinlasarak
anormal goriiniim sergilerken, liimen ise gerek epitel hasar1 ve dokiilmesi, gerekse
tabakalarin dejenerasyonu nedeniyle diizensizlesmis kesintili olarak tespit edilmistir.

Epitel incelemesinde hasarin oldugu alanlar oldukg¢a yaygin goriilmiistiir.
Ayrica bir¢ok alanda hasara bagli dokiilme meydana geldigi, bu dokiilmelere bagh
liimende boyanmalarin oldugu, epitel sinirlarmin  diizensizlestigi, ylizey epitel
hiicrelerinde dejenerasyon, sismeye bagli kontur bozuklugu, boylarinda azalma,
nukleuslarda yassilagsma benzeri sekil degisiklikleri, belirgin konjesyon gozlenmistir

(Sekil 4.101 A-B). Bolgesel olarak bezlerin yogunlugunda gézle goriiliir azalma tespit
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edilmigtir (Sekil 4.101 C-D). PAS boyamasiyla incelenen bazal membran yapisinin
yer yer inceldigi, yer yer endometriyum epitelinden ayrildig: yer yer de dokiildiigii ve
kesintiye ugradig: izlenmistir (Sekil 4.106). Bu gruba ait kesitlerde bez epitellerinin
bazal membraninda da aymi bulgular tespit edilmistir. Bu bulgular, Asherman
sendromuna bagli hasarin deney grubunda olusturulabildigini gostermistir. Bu grubun
skorlamalarinda medyan (min-max) seklinde degerlendirilmeleri sonucunda epitel
hasar1 = 3 (2-3), epitel dokiilmesi = 1 (0-3), konjesyon =2 (1-3) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.4).

ASH+HDJ grubuna ait uterus horn kesitlerinde yer yer Asherman grubunda
tespit edilen hasar ve dokiilmenin devam ettigini, bazi yiizey epitel hiicrelerinin
nukleuslarinda kiigiilme yassilasma, bazi hiicrelerde ise sismeye bagl sekillerinde
kontur bozuklugu ve boylarinda azalma gozlemlense de (Sekil 4.102 A-C), genel
olarak epitel hasarmin, dokiilmenin ve konjesyonun siddetinin azaldigi tespit
edilmistir. PAS boyamasiyla incelenen bazal membranda ASH grubunda goriilen
incelme ve diizensizliklerin azaldigi tespit edilmis olup bez epitelinin bazal
membranlarinda da diizensizliklerin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.106). ASH+HDJ
grubunun skorlamalarinda medyan (min-max) seklinde degerlendirilmeleri sonucunda
epitel hasar1 = 2 (1-3), epitel dokiilmesi = 0 (0-2), konjesyon = 1 (0-2) olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.4).

ASH+HDJ+MEL grubunun uterus horn kesitlerinde genel bakida
perimetriyum, miyometriyum ve endometriyum tabakalarinin normale yakin
goriildiigi tespit edilmistir. Epitel hasar, dokiilme ve konjesyon parametreleri oldukca
azalmis ancak bazi alanlarda siddeti azalmakla beraber devam etmistir (Sekil 4.103).
Epitel hiicrelerinde ASH grubunda tespit edilen dejenerasyona bagh sekil
degisikliklerinin degerlendirmesinde diizelmelerin oldugu gézlenmistir. PAS boyama
kesitleri incelendiginde ASH+HDJ grubundaki gibi kimi alanlarda endometriyuma ait
kimi alanlarda da bezlere ait bazal membranin inceldigi ancak bu incelmenin ASH
grubundaki kadar belirgin olmadigi gozlenmistir (Sekil 4.106). Bu grubun
skorlamalarinda medyan (min-max) seklinde degerlendirilmeleri sonucunda epitel
hasar1 = 1(0-2), epitel dokiilmesi = 0 (0-2), konjesyon = 1 (0-2) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.4).

ASH+HDJ+OST grubuna ait uterus horn Kkesitlerinde endometriyum
epitelindeki hasar ASH grubuna gore azalmis olmakla birlikte yer yer incelmis yiizey

alanlar1 ve konjesyonun devam ettigi goriilmiistiir. Endometriyum mukozasinda
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bezlerin yogunlugunun arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.104 A-B). Bu grubun PAS
boyamasinda da ASH+HDJ+MEL grubuna benzer bazal membran bulgularina
rastlanmistir (Sekil 4.106). Bu grubun skorlamalarinda medyan (min-max) seklinde
degerlendirilmeleri sonucunda epitel hasar1 = 2 (0-2), epitel dokiilmesi = 0 (0-2),
konjesyon = 1 (0-2) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

ASH+HDJ+MEL+OST grubuna ait uterus horn kesitleri incelendiginde
uterus horna ait tiim histolojik parametrelerin H-E boyamasinda (Sekil 4.105 A-B)
SHAM grubuna benzer oldugu tespit edilmistir. ASH+HDJ+MEL+OST grubunun
PAS boyamasi degerlendirmelerinde endometriyum epiteline ve bezlere ait bazal
membran yapisinda H-E boyamasindaki normal histolojik bulgular gozlenmistir (Sekil
4.106). Bu grubun skorlamalarinda medyan (min-max) seklinde degerlendirilmeleri
sonucunda epitel hasar1 = 0 (0-1), epitel dokiilmesi = 0 (0-2), konjesyon = 0 (0-1)
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

SHAM

Sekil 4.100. SHAM grubuna ait dokularin H&E boyamasi (B; H&Ex40, ok:, ayni
diizlemde konumlanmis epitel nukleusu)
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ASH

Sekil 4.101. ASH grubuna ait dokularin H&E boyamasi (A; kalin ok: epitelde siddetli
dokiilme, ince ok: epitelde ayrilma ve incelme, B; kalin ok: epitelde hasar ve incelme,
C; endometriyum mukozasinda azalan bez yogunlugu ve konjesyon. ok: konjesyon,
D; yildiz: hemorajik alanlar)
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Sekil 4.102. ASH+HDJ grubuna ait dokularin H&E boyamas1 (B; kalin ok: epitelde
hasar ve incelmei, ince ok: bazi epitel kiigiilmiis nukleuslar, C; kalin ok: epitelde hasar)

ASH+HDJ+MEL

Sekil 4.103. ASH+HDJ+MEL grubuna ait dokularin H&E boyamasi (kalin ok:
liimende dokiilmiis epitel hiicresi, ince ok: hasarli epitel)
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ASH+HDJ+OST
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Sekil 4.104. ASH+HDJ+OST grubuna ait dokularin H&E boyamasi (B; ince ok:
epitelde incelme)

ASH+HDJ+
MEL+OST

s
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Sekil 4.105. ASH+HDJ+MEL+OST grubuna ait dokularin H&E boyamasi
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Sekil 4.106. Dokularin PASx40 boyamast (SHAM: ince ok: epitel bazal membrani,
kalin ok: bez epiteli bazal membrani, ASH: ince ok: bazal membran iizerinde
dokiilmis epitel, kalin ok: kaybolmus bez epiteli bazal membrani, ASH+HDIJ: ok:
bezlerde kaybolmus bazal lamina, ASH+HDJ+MEL: ince ok: bazal membrandan
ayrilmis bez epitelleri, kalin ok: endometriyum bazal membraninda yer yer silinme)
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Cizelge 4.4. Uterus horn dokusuna ait hasar parametrelerinin karsilagtirilmasi

Grup Epitel hasari Epitel dokiilmesi Konjesyon
Medyan (min.- Medyan (min.- Medyan (min.-
maks.) maks.) maks.)
SHAM 0 (0-1)? 0(0-2) 0 (0-2)?
ASH 3 (2-3)° 1 (0-2) 2 (1-3)°
ASH+HDJ 2 (1-3)°¢ 0(0-2) 1 (0-2)¢°
ASH+HDJ+MEL 1 (0-2)%¢ 0 (0-2) 1 (0-2)c
ASH+HDJ+OST 2 (1-3)°¢ 0 (0-2) 1 (0-2)P¢
ASH+HDJ+MEL+OST 0 (0-2)2¢ 0 (0-1) 0 (0-2)2¢
p-degeri <0.001 0.531 0.003

4.10.2. Endometriyum kalinhgi

Deney modelinde olusturulan Asherman sendromunu ve devaminda verilen
maddelerin etkinligini gézlemlemek adina bakilan Kriterlerden olan endometriyum
kalinligin1 belirlemek i¢in kesitlere H-E boyama metodu uygulanmustir.

SHAM grubu 151k mikroskobu inceleme sonucu bu gruba ait uterus horn
kesitleri normal histolojik yapida olup, perimetriyum, miyometriyum ve
endometriyum tabakalari normal goériinimde ve endometriyum kalinligi olagan
gozlemlenmistir (Sekil 4.100). SHAM grubunun endometriyaum kalinligi 570,56
+144,7 olarak o6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.5).

ASH grubunun endometriyum kalinligi agisindan 151k mikroskobik
degerlendirmelerinde tiim kesitlerde kalinligin azaldig1 gozlemlenmistir. Asherman
grubunun endometriyum kalinligi 425,28+86,39 olarak olglilmistiir (Cizelge 4.5).
Kalinlik azalmig olarak tespit edilse de istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptanmugtir (Cizelge 4.5).

ASH+HDJ grubunun endometrium kalinligi anlaminda degerlendirmesinde
ASH grubu kadar kalinlik azalmasi saptanmamistir. Bu grubun endometriyum
kalinlig1 503,21£50,51 olarak 6l¢iilmistiir (Cizelge 4.5).

ASH+HDJ+MEL grubunda endometriyum kalinligi ASH grubuna gore artmis
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. ASH+HDJ+MEL grubunun

endometriyum kalinlig1 510,65+71,25 olarak dl¢lilmiistiir (Cizelge 4.5).
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ASH+HDJ+OST grubu endometriyum kalinlig1 acisindan
degerlendirildiginde kalinlikta artis oldugu saptanmis ancak istatistiksel olarak anlaml
bulunmamuistir. Bu grubun endometriyum kalinligi 454,47+123,40 olarak olgtilmistiir
(Cizelge 4.5).

ASH+HDJ+MEL+OST grubu Endometriyum  kalinligi  agisindan
degerlendirildiginde tiim histolojik parametreler gibi endometriyum kalinliginin
SHAM grubuna benzer oldugu tespit edilmis ancak bu parametrenin istatistiksel olarak
diger gruplarla anlamli farki saptanamamistir. Grubun endometriyum kalinligi

517,26+82,79 olarak o6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Endometriyum kalinlig1 gruplar arasi karsilagtirma

Standart

Gruplar N Anlam P
sapma

SHAM 7 570,56 144,47

ASH 7 425,28 86,39

ASH+HDJ 7 503,21 50,51 i

ASH+HDJ+MEL 7 510,65 71,25 ’

ASH+HDJ+OST 7 454,47 123,40

ASH+HDJ+MEL+OST 7 517,26 82,79

4.10.3. Hiicre infiltrasyonu

Deney modelinde olusturulan Asherman sendromunu ve devaminda verilen
maddelerin etkinligini gozlemlemek adina bakilan kriterlerden olan hiicre
infiltrasyonunu belirlemek i¢in H-E boyama metodu uygulanmuistir.

SHAM grubunda hiicre infiltrasyonunu diisiindiiren herhangi bir bulguya
rastlanmamustir. Diger tim gruplarda da ASH grubunda daha bol alanda olmak
kaydiyla skorlamaya gore hafif derecede hiicre infiltrasyonu gozlenmis ancak tiim
gruplarin skorlamalart karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

goriilmemistir (Sekil 4.100-Sekil 4.105).
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4.10.4. Fibrozis diizeyi

Deney modelinde olusturulan Asherman sendromunu ve devaminda verilen
maddelerin etkinligini gozlemlemek adina bakilan kriterlerden olan fibrozisi
belirlemek i¢in Masson Trikrom boyama metodu uygulanmastir.

SHAM grubuna ait uterus horn kesitlerinde, endometriyum tabakasina ait
yiizey epitelinin hemen altinda bulunan gevsek bag dokusu yapisindaki lamina
propriya normal histolojik yapida izlenmistir. Miyometriyumun igte sirkiiler, dista
longitunal uzanan kas tabakalarini, perimetriyumun ise yine gevsek bag dokusuna ait
yap1 ve Ozellikler olan damarlar ve sinirleri barindirdigr gozlenmistir (Sekil 4.107,
Cizelge 4.6).

ASH grubuna ait uterus horn Kkesitlerinde nadiren fibrozis bulgusuna
rastlanilmis ancak yapilan skorlamalar sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklar
bulunamamistir (Sekil 4.107, Cizelge 4.6).

ASH+HDJ, ASH+HDJ+MEL, ASH+HDJ+OST ve
ASH+HDJ+MEL+OST gruplarinin uterus horn kesitlerinde endometriyum
fibroblast, makrofaj, lenfosit, 16kosit ve bag dokusu lifleri igerdigi gozlenmistir.
Gruplarin tamaminda herhangi bir fibrozis bulgusuna rastlanmamis olup SHAM grubu
endometriyum bag dokusu histolojik yapisi ile uyum gostermistir (Sekil 4.107, Cizelge
4.6).
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Sekil 4.107. Dokularin Masson Trikrom boyamasi (TRK x20)
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Cizelge 4.6. Fibrozis ve inflamasyon

Gruplar Fibrozis Inflamasyon
SHAM 0(0-1) 0 (0-0)
ASH 0 (0-1) 0(0-2)
ASH+HDJ 0 (0-1) 0 (0-1)
ASH+HDJ+MEL 0(0-1) 0 (0-1)
ASH+HDJ+OST 0 (0-0) 0 (0-0)
ASH+HDJ+MEL+OST 0 (0-0) 0 (0-0)

4.11. Biyokimyasal Degerlendirme

Calismada 8’li gruplar olmak {izere 48 Wistar Albino cinsi disi sigana in vivo
Asherman model sistemi uygulanmis ve 14 giliniin sonunda hayvanlarin anestezi
altinda uterus dokulart alimmistir. Alinan dokular kullanilana kadar -40 °C’de
muhafaza edilmistir. Daha sonra uygun kosullarda homojenizasyon ve sonifikasyon
yapildiktan sonra siipernatanlar1 alinmis ve biyokimyasal deneyler gergeklestirilmistir.
Biyokimyasal deneylerde MDA, MPO, NO olmak {izere toplam {i¢ parametre
calisiimis olup MDA, MPO ve NO inflamasyon diizeyini temsil etmektedir.

4.11.1. MDA diizeyi

Sekil 4.108’de goriildiigii lizere deney sonuglarina gore Asherman grubunun
MDA diizeyi kontrole (Sham) gore anlaml bir sekilde yiikselmistir (p<0.05). Bu da
dokudaki hasar olusumunun gerceklestiginin acik gostergesidir. Ote yandan
ASH+HDJ, ASH+HDJ+MEL, ASH+HDJ+OST VE ASH+HDJ+MEL+OST
gruplarinin tamaminda MDA diizeyi ASH grubuna gore anlamli bir sekilde diismiistiir
(p<0.05). Burada hormonsuz jel, melatonin ve Ostrojen gruplar1 arasinda MDA
diizeyinde fark goriilmemistir. Bu sonug, buradaki iyilesmenin hormonal etkisinin
MDA diizeyine yansimadigi ve jelin uterus kanalin1 mekanik olarak ag¢ik tutmasindan
kaynaklandig diislincesini dogurmaktadir. Ayrica melatonin ve Gstrojenin beraber
uygulandig1 grupta melatonin ve Ostrojen grubuna goére bir diisiis goriilmiis ancak

anlamli ¢itkmamustir (p>0.05).
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Sekil 4.108. Hidrojel formiilasyonlarinin Asherman hasarina kars1 uterus horn
dokularindaki MDA diizeyine etkisi (*p<0.05)

4.11.2. MPO aktivitesi

MPO dokudaki inflamasyonun degerendirilmesinde diger Onemli bir
parametredir. Sekil 4.109°da goriildiigii iizere MPO sonuglarinda bos hidrojel grubu
haricindeki hormon iceren diger tiim gruplar Asherman modeline gore anlamli bir
diisiis gostermistir (p<0.05). Burada iyilesmedeki hormonal etki géze ¢arpmaktadir.
Ancak hormonlar arasinda bir degisim goriilmemistir. Asherman grubu, kontrol
grubuna gére MPO diizeyinde bir yiikselis gostermis ancak bu degisim anlamli

goriilmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.109. Hidrojel formiilasyonlarinin Asherman hasarina karsi uterus horn
dokularindaki MPO aktivitesine etkisi (*p<0.05)

4.11.3. NO diizeyi

Inflamasyon diizeyinin dl¢iilmesinde diger bir dnemli parametre NO tayinidir.
Sonuglarda Asherman grubu Sham grubuna gore yiikselmis ancak bu yiikselis anlamli
bulunmamistir. Hormon icermeyen jel ve Asherman grubu arasinda bir fark
goriilmezken hormon iceren jeller Asherman’a gore bir diisiis gdstermis ancak bu

distisler de anlamli bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.110).
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Sekil 4.110. Hidrojel formiilasyonlarinin Asherman hasarma karsi uterus horn
dokularindaki NO diizeyine etkisi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Hidrojeller giiniimiizde 6zellikle medikal alanda oldukga artan bir potansiyele
sahiptir. Ozellikle yiiksek biyouyumluluklari, viicut yapilarina benzer esneklikleri,
suyu seven dogasi ve diigiik toksik oOzellikleri nedeniyle pek c¢ok biyomedikal
uygulamada kullanilmaktadir (Lian vd., 2012). Bu uygulamalar arasinda yumusak
lensler, yara ortli malzemeleri, yuamusak doku implantlari, ilag salim sistemleri, yanik
ortli malzemeleri ve viicut sivilar i¢in farkli absorbans malzemeler hazirlanmaktadir
(Satarkar vd., 2010; Tan ve Marra, 2010; Sun vd., 2011; Gupta vd., 2013). Hidrojel
uygulamalarini temel olarak diisiindligiimiizde iki ana gruba ayrabiliriz (Tan ve
Marra, 2010). Bunlar; biyokalici hidrojeller ve biyobozunur hidrojellerdir. Viicut i¢i
implant uygulamalarinda genellikle biyokalici hidrojeller tercih edilirken, ilag salim
sistemi ve viicut i¢i gegici membran uygulamalarinda biyobozunur hidrojeller tercih
edilmektedir. Biyokalici hidrojellerin  iiretiminde genellikle katilma tarzi
polimerizasyon ile akrilat monomerleri kullanilirken (Yoshii vd., 1995), biyobozunur
hidrojel yapilarinda daha &zel molekiiler tasarimlar gerekmektedir. Ozellikle
biyouyumlu monomerler, dogal fiiriinler ve suda ¢6ziiniir polimerik yapilar
biyobozunur polimerlerin iiretiminde sikg¢a kullanilmaktadir (Varshney, 2007; Yu ve
Ding, 2008). Bu c¢alismada da Asherman sendromunun engellenmesindeki
potansiyelinin arastirilmasi amaciyla biyouyumlu, ilag salimi yapabilen enjekte
edilebilir hidrojeller sentezlenmistir. Sentezlenen hidrojel yapilarinda gerek
biyouyumlulugu artirmak gerekse de biyobozunur 6zelligi saglamak i¢in; PEG, dogal
polifenoller ve siklodekstrinler monomer iinitesi olarak tercih edilmistir. Ozellikle
kullanim amacina gore sentezlenen hidrojellerin cerrahi hasar sonrasinda uygulanarak
mekanik bir bariyer 6zelligi gostermesi ve hasarin giderilmesinden sonra uygulama
yerini bozunarak terketmesi istenmektedir. Aksi taktirde uygulama bolgesinde yabanci
cisim etkisi ya da iritasyon olusturabilir. Uterus igi cerrahi hasarlar genel olarak 7-12
giin arasinda iyilesme gostermektedir (Kilic vd., 2014; Kuramoto vd., 2015). Bu
nedenle planlanan hidrojelin bu siire dahilinde bozunarak uygulama yerini terketmesi
ve uygulama sirasinda herhangi bir kalint1 birakmamasi istenmektedir.

Bu amac dahilinde ilgili tezde farkli yap1 ve ozelliklerde 75 hidrojel
sentezlenmistir. Bu hidrojellerden 25 tanesi a-siklodekstrin, 25 tanesi B-siklodekstrin
ve 25 tanesi de y-siklodekstrin icermektedir. Ayrica polifenol tiirii olarak; KA, GA,

Ek, Kuar ve Kur kullanilmistir. Hidrojel yapilarinin gézenek yapisini ayarlamak igin
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ise farklt molekiil agirliginda PEG tiniteleri kullanilmigtir. PEG yapis1 olarak; PEG
400, PEG 600, PEG 800, PEG 1000 ve PEG 2000 yapilart tercih edilmistir. PEG orani
diistiikge hidrojel yapisindaki gozenek yapist da daralmaktadir. Hidrojelin sisme,
enjekte edilebilirlik, salim ve mekanik 6zellikleride degismektedir. Gergeklestirilen
caligmada cerrahi hasar sonrasi olusabilecek olast yapigmalari engelleyebilmek i¢in 6-
12 glin mekanik 6zelliklerini devam ettirebilen, enjekte edilebilir, bozunma firiinleri
toksik olmayan ve uygulama noktasinda toksik yan etkiler olusturmayan hidrojellere
ihtiya¢ vardir. Bu amag¢ dahilinde dogal ve biyouyumlulugu yiiksek monomerlerden
sentezlenen farkli gozenek yapisina sahip hidrojeller hazirlanmigtir. Elde edilen
hidrojellerin diger bir Ozelligide cerrahi hasar sonrasinda olusabilecek oksidatif
(stressel) etkilerin azaltilabilmesi i¢in melatonin ve hasarli dokunun iyilestirilmesini
hizlandirmak igin 8strojen salabilen hidrojel yapilar: olmasidir. Ostrojen, melatonine
gore nispeten daha biiyiik yapida oldugu i¢in daha biiyiik bosluklara gereksinim duyar.
Melatonin ise daha kiiclik yapisal bosluklar gerektirir. Ayrica hedeflenen hidrojel
yapisinin tasidigi melatonin ve Ostrojeni hizlica salmasi istenmemektedir. Diizenli
olarak en azindan uygulama sonrast minimum 6 saatlik salim yapmasi istenmektedir.
Bu nedenle hidrojel yapis1 tasarlanirken melatonin gruplarinin tutunabilecegi dekstrin
tinitelert ve Ostrojen yapisinin tutunabilecegi PEG yapilar arasindaki ¢apraz
baglanmalardan olusan 2 farkli gozenek yapis1 planlanmistir.

Sentezler sonrasinda istenilen yapinin olusup olugmadigi oncelikle FTIR ve
SEM teknikleri ile dogrulanmistir. FTIR analizlerinde oncelikle temel monomerik
tinitelerle kiyaslanarak monomer yapisinda bulunan epoksit halkasinin acilip
acilmadig1 kontrol edilmistir. Epoksit halkasindan kaynakli 837 cm™ de epoksit halkasi
asimetrik egilme titresimi, 755 cm™ de epoksit halkas1 CH, gruplarinin C-H egilme
titresimi ve 1238 cm™ de epoksit halkasi C-O-C pikleri kontrol edilmistir. Bu piklerin
olmayist halkanin acildigi anlamma gelmektedir. Hidrojel yapisina ait FTIR
spektrumlar1 incelendiginde agilan epoksit halkasi tizerinden B-siklodekstrin ve
polifenol yapilarinin baglandig1r ve sisebilen bir yapmin olustugu goriilmektedir.
Baglanma sonrasinda olusan hidrojel yapisinda siklodekstrin gruplarinin yapisina ait
pikler goriilmektedir. 1020 cm™ de siklodekstrin yapisindaki C-O gerilme titresimi,
1100 cm™ de C-O-C eterik gerilme piki bir omuz olarak goriilmektedir. Polifenol
gruplarinin varligi ise diisiilk konsantasyonda polifenol kullanilmasi nedeni ile zayif
olmasina ragmen yaklasik 1680 cm™, 1600 cm™, 825 cm™ de sirasiyla C=0, C=C ve

aromatik C-H gerilme titresimleri goriilmektedir. Bunun yaninda elde edilen hidrojel
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yapilarindaki renklenme genellikle polifenol yapisindan kaynaklanmaktadir. Sentez
sonrasinda yapilan yikamalarda bu rengin kaybolmamasi polifenoliin yapiya
absorplanmadigini, direk baglandigim gostermektedir. Ozellikle Kuar ve Kur
yapilarinda bu renk daha belirgindir. Ciinkii monomerik olarak Kuar ve Kur renklidir.
Sonug olarak, yapisal olarak karakterize edilmis hidrojellerin hizli sisebilen ve yavas
salim yapabilen bir 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir.

Sentezlenen hidrojellerin termal 6zellikleri TGA ve DSC termogramlar ile
belirlenmistir. TGA termogramlari, hidrojellerin bozunma baslangi¢ sicakliklarini ve
1s1] kararliliklarini gostermektedir. Elde edilen tiim hidrojel yapilar1 yaklasik 200 °C
civarinda 1s1l kararl yapilardir. Bu sicaklik viicut i¢i uygulamalar ve biyomedikal
uygulamalar i¢in oldukga iyi bir degerdir.

DSC termogramlar: ise elde edilen hidrojel yapisinin 1s1l ve yapisal
kararliliginin yaninda ag yapisinin kurulmasi sirasinda olusan kararlilik artigini ve
yapinin olusumunu ispatlamaktadir.

Hidrojel tiretiminde kullanilan PEG yapilar1 (PEG 400 ve PEG 600 harig)
diisiik erime pikine sahiptirler. Ayrica siklodekstrinler ve polifenoller birer erime piki
gosterirler. Ancak elde edilen hidrojel yapilarinin DSC termogramlarinda erime piki
bulunmamasi yapida monomer kalintis1 kalmadigini ve bir ag yapisinin olustugunu
gostermektedir.

Sentezi gergeklestirilen hidrojellerin SEM ve AFM yapilari incelendiginde
genellikle homojen ve gdzenekli bir yapinin hakim oldugu goriilmektedir. Bu SEM
goriiniimii literatiirde mevcut bulunan hidrojel yapilarinda karakteristiktir. Ozellikle
kaviteli ve esnek yapilarin SEM de net bir sekilde goriilmesi hidrojellerin
karakterizasyonunu dogrulamaktadir. Yapisal olarak karakterize edilmis olan
hidrojellerin sisme, enjekte edilebilirlik ve biyouyumluluk gibi o&zellikleri
belirlenmistir. Bu &zelliklere gore sentezlenen hidrojel yapilarindan en iyi sisen
hidrojelin, yapisina bagl gruplara gore ortalama 30 kat civarinda sistigi belirlenmistir.
En diisiik sisme oran1 B-SD-PEG1000-KA yapisinda goriiliirken, en yliksek sigsme
orani ise y-SD-PEG800-GA yapisinda gozlenmistir. Elde edilen hidrojellerin 18-26
gauge uclarindan enjekte edilebilirlikleri belirlenmistir. Genel olarak 18-22 gauge
enjektorlerin, hidrojellerin enjekte edilebilirligi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. 18
gauge enjektorde hidrojellerin % 85” inin enjekte edilebilir oldugu, 26 gauge

enjektdrde ise hidrojellerin % 38’ inin enjekte edilebilir oldugu tespit edilmistir.
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Sentezlenen hidrojel yapilarmin in  vitro hiicre kiltiir sisteminde
biyouyumluluk 6zellikleri de incelenmistir. /n vitro biyouyumluluk sonuglarina gore,
a-SD-PEG 600, B-SD-PEG 600, y-SD-PEG 600, a-SD-PEG 800 serilerinin
¢ogunlugunda biyouyumluluk diizeyleri grade 0 ve grade 1 diizeyde goriilmiistiir. Bu
calismalar neticesinde biyouyumlulugu en yiiksek olan yapilarin melatonin ve dstrojen
salim degerleri belirlenmis ve tiim yapilarin melatonin ve dstrojen salimi ig¢in uygun
oldugu goriilmiistiir.

Karakterizasyonu gerceklestirilen, en yiiksek biyouyumluluga sahip, ilag salim
egrileri tatmin edici nitelikte olan ve enjekte edilebilirligi iyi olan B-SD-PEG 600-Ek
hidrojeli, hayvan testleri ve Asherman modeli lizerinde denenmek i¢in secilmistir.
Ilgili hidrojel enjekte edilebilir formda, saf, melatonin igeren, dstrojen iceren ve
melatonin+ostrojen igeren sekilde uterus hasarina ugratilmis hayvanlara etik kurul
raporuna uygun olarak uygulanmistir. Alinan uterus hornlari biyokimyasal ve
histolojik olarak incelenmistir. Biyokimyasal deneylerde MDA, MPO, NO olmak
lizere li¢ parametre caligilmis olup bunlar inflamasyon diizeyini yansitmaktadir.
Biyokimyasal parametrelerde Asherman grubunda kontrole goére Asherman
sendromun deneysel olarak olustugunu gosterecek degisimler mevcuttur. Asherman
olusturulmus ratlara sentezlenen hidrojel ve hormonlari igeren hidrojel uygulamasinin
Ashermanin olusturdugu hasar1 azaltict yonde etkisinin oldugu biyokimyasal verilerle
tespit edilmistir. Yine dokularda alinan 6rneklerden elde edilen histolojik verilerde
hidrojellerin Asherman sendromunu azaltict yondeki etkisini dogrulamaktadir. Ayrica
hidrojele absorbe edilen hormonlar ise bu etkiyi giiclendirmistir. Sonugta kontrol
grubunda uterus hasar1 sonrasinda Asherman sendromu olusurken, Gstrojen ve
melatonini birlikte i¢eren hidrojellerin uygulandigi hayvanlarda Asherman ve doku
hasarmin kalmadig1 saptanmistir. Hayvan hareketliligi ve canliliginin yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ayrica hidrojele absorbe edilen hormonlarin ise bu etkiyi gliclendirdigi
belirlenmistir.

Tim bu bulgulardan yola ¢ikilarak elde edilen siklodekstrin temelli
hidrojellerin cerrahi miidahaleler ve rahim i¢i hasarlar sonrasinda Asherman
sendromunun 6nlenmesinde kullanilabilecek bir potansiyele sahip yap1 ve 6zellikte
oldugu goriilmiistiir. Ayrica sentezlenen hidrojellerin ilag salim 6zellikleri bulunmasi
nedeniyle sadece melatonin ve Ostrojen degil B-SD gruplari ile konuk-konake1 (host-
guest) etkilesimine sahip testosteron, kolesterol, askorbik asit, dopamin gibi pek ¢cok

ilag etkeninin salimi i¢inde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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