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OZET

DAMAR DOKU MUHENDISLiGi UYGULAMALARI iCiN
KOLAJEN/POLIMER/ELASTIN MATRIKSININ URETILMESI

Ihsan BASARAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigsman : Dog¢. Dr. Ayhan ORAL
05/02/2018, 92

Bu tez calismasinda, son yillarda damar doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan kolajen/elastin/poli (e- kaprolakton) kovalent bagli matriksi, literatiirde bulunan
geleneksel yontemler (plazma muamelesi, aminoliz gibi 6n islemler) ve ¢apraz baglayict
kullanilmadan tiretilmistir. Bu amag igin, 6zgiin iki farkli yontem kullanilmistir. Bunlardan
bir tanesi poli (e- kaprolakton) (PCL)’un kolajen ve elastin igeren nanoliflerin yiizeyinden,
e-kaprolakton monomerinin halka ag¢ilmasi polimerizasyonunun baglatilmast ile
astlanmasidir. Bu yontem igin oncelikle elektroegirme islemi ile kolajen elastin igeren
nanolif yapilar1 hazirlanmigtir. Daha sonra, titanyum(1V) izopropoksit ile kolajen ve elastin
tizerindeki serbest amin gruplari polimerizasyon baslaticisi olarak kullanilmstir ve poli (e-
kaprolakton) nanolif yilizeyine asilanmistir. Nanolifler ve {izerine asilanan PCL, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimli x-1s1n1 analizleri (EDX) ile belirtilmistir.
Kimyasal yapinin dogrulanmasinda Fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FTIR) spektroskopisi ve
raman spektroskopisi kullanilmistir. Malzemenin hidrofiliklik derecesinin belirlenmesi igin
su temas ag¢ist (WCA) analizi yapilmistir. kolajen-elastin-PCL matriksinin hazirlanmasi
icin kullanilan diger yontem ise proteinlerin tiyol fonksiyonelli hale getirilmesi ve PCL’un
vinil fonksiyonelli olarak sentezlenmesinden sonra tiyol-en foto klik reaksiyonu ile blok
kopolimerin olusturulmasidir. Hazirlanan vinil fonksiyonelli ve tiyol fonksiyonelli
makromolekiillerin kimyasal yapilari, FTIR ve "HNMR ile dogrulanmistir. Reaksiyon

sonrasinda elde edilen blok kopolimer yapisi ise raman spektroskopisi ile belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Biyopolimer Nanolif, Halka Agilmasi Polimerlesmesi, Asi

Ko-olimer, Tiyol-en Foto-Klik, Doku Miihendisligi, Elektroegirme
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ABSTRACT

PRODUCTION OF COLLAGEN/POLYMER/ELASTIN MATRIX FOR
VASCULAR TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS

Ihsan BASARAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Chemistry
Advisor : Asst. Prof Dr. Ayhan ORAL
05/02/2018, 92

In this thesis, covalently bonded collagen/elastin/poly(e-caprolactone) matrix which
used efficiently in vascular tissue engineering in recent years, was prepared without using
the conventional methods (pretreatments such as plasma treatment, aminolysis) found in
the literatiire. Two different methods were used for his purpose. One of these method is
grafting the poly(e-caprolactone) (PCL) via initiating the ring opening polymerization on
the surface of nanofibers containing collagen and elastin. Firstly, collagen and elastin
containing nanofibers were prepared via electrospinning process for this method. Then
Ti(IV) isopropoxide and free amine groups on the collagen and elastin were used as
initiators of ring opening polymerization of e-caprolactone and PCL was grafted onto
nanofiber surface. The nanofibers and grafted PCL were indicated by scanning electron
microscopy (SEM) and energy dispersive x-ray (EDX) analysis. Fourier transformed infra-
red (FTIR) and Raman spectroscopy were used for confirming the chemical structures.
Water contact angle measurements were made for determining the degree of hydrophilicity
of the material. The other method used for preparing collagen/elastin/PCL matrix is to the
applying thiol-ene photo-click reaction between thiolated proteins and vinyl-modified
PCL. Chemical structures of the prepared vinyl-modified PCL and thiolated
macromolecules were confirmed via FTIR and 'HNMR analysis. Then the chemial

structure of the block copolymer was verified by Raman spectroscopy.

Keywords: Biopolymer, Ring-Opening Polymerization, Graft Co-polymer, Thiol-
en Photo-Click, Tissue Engineering, eElectrospinning
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BOLUM 1
GIRIS

1.1. Damar Doku Miihendisligi

Son donemdeki Oliimlerin biiyiik bir kisminin sebebi kardiyovaskiilar hastaliklar
oldugu ortaya c¢cikmistir. Bu kardiyovaskiiler hastaliklara ise, damar sertligi olarak da
bilinen arterioskleroz durumu yani kalbi besleyen arterlerin duvarinin kalinlasmasi ile kan
akisinin azalmasi1 ve sonrasinda o bolgedeki akisin kaybedilmesi olayr neden
olmaktadir(McClure ve ark.., 2011). Tipta bu tiir durumla karsilasildiginda, kan akisinin
tekrar saglanmasi amaciyla, hastanin ac¢ik olan kendi damarlarindan biri (genellikle
periferik damar veya gogiis atardamari) eklenerek baypas ameliyati gerceklestirilmektedir.
Fakat bu operasyonun, hastanin kendi damarinin uygun olmamasi, nakil gergeklestikten
sonra eski damarin oldugu yerde muhtemel bir hastalik olusabilmesi, hastanin bu ameliyat
ile hasta kalma siiresinin uzamasi gibi nedenlerden dolay1 her zaman iyi bir tercih olmadigi
distintilmustir(Rosamond ve ark.., 2008). Bu nedenle, poli(tetrafloroetilen) (PTFE),
poli(etilentetraftalat) (Dacron) ve poliiiretan (PU) sentetik polimerleri kullanilarak, gergek
damar ile yer degistirebilecek yapilan yapay damarlar tiretilmistir. Daha sonra yapilan
arastirmalar sonucunda, bu sentetik polimerlerden yapilan yapay damarlarin, trombosit
olusturmasi, Uyusmazsizlik sorunlarina yol a¢masi baypas ameliyatinda kullanilan
6mm’den daha kiigiik i¢ ¢apa sahip olan bu arterlerin yerini tutmasi i¢in uygun olmadigi
kanisina varilmigtir(Ravi ve Chaikof, 2010). Biyobozunur olmayan PTFE, PET ve PU ile
ancak orta ve genis ¢apl yapay damar tretilebildigi gibi biyobozunur olmamasi ve dogal
damar rejenarasyonuna ortam saglayamamasi nedeniyle metabolizmada kalic1 bir protez
halinde kullanilmasi gerektigi anlamina gelmektedir. Metabolizmada kalic1 yabanci bir
madde c¢ogunlukla insan viicudunun tepkisine ve bakteriyel enfeksiyonlara maruz kalir.
Tim bu durumlar goz oniinde bulunduruldugunda yapay damar firetilecek malzemede
oncelikli olarak aranan kriterler belirlenmistir(Thomas ve ark., 2003; McClure ve ark.,
2011)Bu temel kriterler sdyle 6zetlenebilir:

e Cerrahlarin ellerinde kolaylikla tutabilmesi, ¢ok iyi dikis tutma ozelligine
sahip olmasi, esnekligini koruyarak egilme ve biikiilmelerden etkilenmemesi
gerekmeli,

e Biyouyumlu olmasi ve bunun yani sira toksik ve trombojenik etkisi olmayan,
enfeksiyona dayanikli bir karakterstigi olmali

e lyilesme siiresince Inflamasyona (iltihap), hiperplaziye (hiicrelerin anormal



¢ogalmasi) neden olmamali,

e Sizdirmaz olmasinin yam sira otolog dokunun biiyiimesine olanak verecek
bosluklu yapiya da sahip olmali

e Dolasimin yarattig1 baskiya dayanacak mekanik giice sahip olmali

e Son olarak da iiretilmesi, sterilize edilmesi, saklanmasi kolay olmali,
ekonomik olmali ve istenilen boyut ve sekilde ayarlanilabilecek sekilde
kullanima hazir olmalidir(McClure ve ark., 2011; Cleary ve ark., 2012;
Abruzzo ve ark., 2014; Hasan ve ark., 2014; Jaspan ve Hines, 2015; Ren ve
ark., 2015).

Damar doku miihendisligi alaninda, hem dogal damarin yerini alabilecek yeterli
fiziksel 6zelliklere sahip olan hem de asilandig1 yerde iltihaba, anormal hiicre biiylimesi ve
pihtilasmaya yol agmadan damar dokusunun rejenarasyonuna ortam saglayan iskele yapilar
iiretilerek incelenmistir. Ilk {iretilen PTFE ve Dacron yapay damarlaria endotelial hiicre
ve fibronektin ekilmesi ile hiicre tutunmasi ve rejenarasyonu arttirilsa da mekanik olarak
yine de yeterli olmadig1 goriilmiistiir(Herring ve ark., 1979). Ilerleyen calismalarda
biyobozunur olmayan polimerlerin yerine biyobozunur polimerler kullanilmasi 6ne
cikmaktadir. Bunun nedeni de polimerik malzemenin iyilesme siirecinden sonra
kaybolmasi ve yerinde yalnizca yeni olusan damar dokunun kaliyor olmasidir. Boylece
hem viicutta yabanci bir madde kalmamis olmakta hem de gerekli damar dokusu

saglanmaktadir(Xue ve Greisler, 2003).

1.2. Damar Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyobozunur Polimerler ve Iskele
Yapilar
Son yillarda, biyobozunur polimerlerin sentezi ve oOzellikleri {izerine yapilan
caligmalar ve gelistirmelerin artmasi, medikal alanda kullanimini da hizla yayginlasmasina
neden olmustur(Park ve ark.. 2017). Biyobozunur polimerlerin belli bir siire igerisinde hig
bir toksik yan iirin birakmadan monomer birimlerine parcalanmasi ve bu birimlerin viicut
tarafindan absorbe ediliyor olmas1 medikal alanda kullanilmas1 i¢in olduk¢a uygun oldugu
kanisina varilmistir. Ayrica gerekli modifikasyonlarin yapilmas: veya kopolimerlerin
hazirlanilmasi ile mekanik 6zellikleri ve bozunma siirelerinin ayarlanmasi da miimkiin
olmaktadir. Bu avantajlar g6z Onilinde bulundurularak damar doku miihendisligi
uygulamalari i¢in biyobozunur polimerler ve dogal biyopolimerler kullanilarak ¢aligsmalar
yiriitillmiistir(Amass ve ark.,1998).
Bu alanda en ¢ok kullanilan sentetik biyopolimerler arasinda poli(glikolik asit) (PGA),



poli(laktik asit) (PLA), poli(e-kaprolakton) (PCL) bulunmaktadir(McClure ve ark.. 2011).

1.2.1. PGA ve PLA

PGA, camsi gegis sicaklign 35-40°C arasinda, erime noktas1 225-230°C arasinda ve
% kristallinitesi %45-55 arasinda olan alifatik bir poliesterdir. PGA glikolik asidin
polikondenzasyon reaksyionu veya halkali dimeri glikolidin halka acilmasi

polimerizasyonu ile sentezlenmektedir(Matsumura ve ark., 2008).
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Sekil 1.1. PGA'nin (a) glikolik asitten polikondenzasyonla ve (b) glikolitten halka agilmasi

polimerizasyonu ile sentezlezi

PGA metabolizmada, ester baglarinin hidrolizi ile monomer birimi glikolik asite
parcalanarak bozunur ve sonrasinda su ve karbondioksit olarak viicutta elimine olur. In
vivo ortamda PGA bozunurken 6zelliklerini kaybetmeye 4 hafta icinde baglar ve tamamen
bozunmasi yaklasik 6 ay siirmektedir.(Mooney ve ark., 2006).

Damar esdegeri olarak kullanilmasi i¢in PGA ile ilk caligmalar 1983 yilinda
yapilmistir ve deneyler sonucunda yapinin damar doku iskelesi icin biyouyumlu ve
bioabsorblanir uygun yapida olabilecegi agiklanmistir(Lauritzen 1983). Bunun iizerine,
daha sonra PGA ile bu alanda daha fazla ¢alisma yapilmistir. Polimerik malzeme olarak
PGA’nin kullanildig1 bu ¢alismalarda olusan yapilarin hiicre aktiviteleri i¢in iyi 6zellikte
fakat mekanik Ozelliklerinin ger¢ek damara gore disiik oldugu soylenmistir(Niklason,
1999; Prabhakar ve ark., 2003; Boland ve ark., 2004). Daha sonra PGA ile PCL birlikte
kullanildiginda istenilen mekanik 6zellige yaklasilmistir(lwasaki ve ark., 2008).



PLA, camst gegis sicakligi 55-600C, erime sicakligi 1800C civarinda ve yaklagik
kristalinite oran1 %37 olan biyobozunur alifatik bir poliesterdir. Farkli molekiil agiliklarina
sahip PLA polimeri, laktik asit monomerinden polikondenzasyon ile veya halkali dimeri
laktidin ~ halka acgilmasi  polimerizasyonu  olarak iki  farkli  yontem ile
sentezlenebilmektedir(Mehta ve ark., 2005).
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Sekil 1.2. PLA'nin iki farkli yontem ile polimerizasyonuna ait tepkimeler (Referans Mehta
ve ark., 2015 alind1)

PLA’nin damar doku miihendisligi alanindaki ilk ¢aligsmalar1 80°li yillarda damar
protezin kaplamasi ve biyobozunur damar protezi iiretilmesi ile baslamistir(Lommen ve
ark., 1983; van der Lei ve ark., 1985, 1987). Sonraki yillarda, kolajen de igeren boru
seklindeki iskele yapi iiretilirken, bu iskelenin bir tabakasi olarak PLA lifleri kullanilmig
ve hiicre kiiltiirii calismalarinda yumusak kas dokusu olusumu basarili oldugu goriilmiistiir.
Bu yapida elektroegirilmis lif yapidaki PLA kullanilmasi, arastirmacilar1 bu alandaki
calismalarin1 daha ¢ok PLA liflerinden olusan iskeleler kullanmaya yonlendirmistir. Daha
sonra 2009 yilinda Wang ver ark., i¢ tabakasini silk fibrinon-jelatin ve dis tabakasi
PLA’dan olusan boru seklinde ve damar doku miihendisligine uygun elektroegirilmis

nanolif iskele yap1 hazirlamiglardir(Wang ve ark., 2009b).

PLA ve PGA Kkarsilastirildiginda, PGA biyomiihendislik alaninda kullanilmadan



once gerekli yiizey modifikasyonlara ihtiya¢ duyulurken PLA tabanli materyallerin ylizey
modifikasyona gerek olmadan direkt kullanilabildigi saptanmistir. Bu yeterlilige ragmen
ilerleyen zamanlarda yapilan denemeler sonucu, PLA iizerine bu tiir modifikasyonlar
uygulandiginda ¢ok daha uyumlu biyobozunur damar iskele yapilar elde edildigi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin bu amagla PLA filmeleri yiizeyine jelatin/N-maleik asit —
kitosan asilanarak iskele hazirlandiginda, damar doku miihendisligi i¢in denemelerinde saf

PLA’ya gore daha olumlu sonuglar vermistir(Zhu ve ark., 2009).

Biyobozunur damar doku miihendisliginde yeni ve farkli 6zelliklerde iskele yapilar
hazirlamak tizere PLA ve PGA birlikte kullanilmistir ve bu ¢alismalarda PLA ve PGA
blend olarak (PLA/PGA) ya da kopolimer (poli (lakitk asit-ko-glikolik asit) (PLGA)
seklinde yer almaktadir. Bu biyobozunur polimerler damar iskele yapilar1 faydali
materyaller olmustur(lzhar ve ark., 2001; Mooney ve ark., 2006; Wen ve ark., 2007). Elde
edilen olumlu sonuglara ragmen, bu iki maddenin kullanimi bazi 6nemli dezavantajlar
oldugu belirlenmistir. Hem PLA hem de PGA sert malzemelerdir ve gergek arterlerden
oldukca farklidir bu yiizden hiperplaziye neden olma riski tasimaktadir. Ayrica PGA ¢ok
hizli bozunan bir biyobozunur polimerdir ve anevrizmaya ya da yirtilmalara yol agmasi

bakimindan risklidir(McClure ve ark., 2011).

1.2.2. Poli (e-Kaprolakton)

PCL, camsi gegis sicakligi yaklasik -60°C, erime sicaklign 50°C ve kristalin yiizdesi
%40-50 civarinda olan yari kristal biyobozunur bir alifatik poliesterdir(Pego ve ark., 2003;
Wu ve ark., 2009; Tinajero-Diaz ve ark., 2014; Assaf ve ark., 2017). PCL, e&-
kaprolaktonun uygun bir baglatict ile halka agilmasi polimerizasyonu {izerinden
sentezlenir. Elde edilen PCL kullanilan baglatici cinsi miktari, reaksiyon kosullari,
reaksiyon siiresi gibi etkenlere bagli olarak farklilik gostermektedir. Baslatici olarak
organometalik bilesikler ve yaygin olarak da aliiminyum, kalay, magnezyum, c¢inko,
titanyum alkoksitlerin kullanililr(Yu ve ark., 2005). Metal alkoksitler kullanildiginda halka
acilmasi polimerizasyonunu baslama basamagi tiirli (coordination-insertion) nedeniyle
diger organometalik baglaticilara (metal oksit, metal karboksilat gibi ) gore son iiriin olarak
daha yiiksek molekiil agirlikli PCL elde edilmektedir. Metal alkoksitlerin halka agilmasi
polimerizasyonunda bagil reaktiflik sirasi ise sOyle belirtilmistir: Sn > Ti > Zn >
Al(Sattayanon ve ark., 2015). Bunun yami sira, &- kaprolaktonun halka agilmasi

polimerizasyonunda, bir metal alkoksit ile birlikte alkol (R-OH) veya amin (R-NH,) grubu



igeren bir bilesik kullanildiginda R-NH; veya R-OH grubu ko-baslatici gérevi yaparak
halka agilmasi polimerizasyonu baslatir ve her bir polimer zinciri sonunda kalir (Sekil
3.)(Storey ve Sherman, 2002). Reaksiyon mekanizmasina iliskin yapilan calismalarda
kalay (I1) oktoat ile etkilesen R-OH alkoldeki R-O ile Oct-Sn-OR ‘ye doniistiigii ve daha
sonra halka agilmasi polimerizasyonunu baslattigi. Benzer durum R-NH, kullanildiginda

da goriilmiistiir(Kowalski ve ark., 2005).
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Sekil 1.3. &- kaprolaktonun metal alkoksit varliginda (a) amin ve (b) alkol ile halka

acilmasi polimerizasyon reaksiyonu

PCL halka agilmasi polimerizasyonu i¢in metal alkoksitin yaninda R-OH veya R-
NH; iceren; etilen glikol, 1,3-propandiol, 1-biitanol (Storey ve Sherman, 2002; Bratton ve
ark., 2005), benzil alkol (Chen ve ark., 2004; Yu ve ark., 2005), biitilamin (Kowalski ve
ark., 2005), 2,5-dibromo-1,4(dihidroksimetil)benzen (Yurteri ve ark., 2004), 2,2-
etilidenbis(4,6-ter-biitilfenol) (Shueh ve ark., 2004), tiyofen metanol (Kerman ve ark.,
2005), hidroksi uglu siklotrifosfazen(Yuan ve ark., 2005), dipentaeritritol (Wang ve ark.,
2005) ve peptidler (Paira ve ark., 2012) kullanildiginda ayni mekanizma tizerinden
yiirliyerek bu ko-baglaticilarin PCL zincirine eklendigini ortaya koyulmustur. Ayn1 sekilde
hidroksil veya amin grubu i¢ceren makromolekiiller kullanildigi durumlarda makrobaslatici
olarak davranmasinin avantaji ile PCL’un as1 ko-polimerleri sentezlenebilmistir (Yuan ve
ark., 2005; Liu ve ark., 2006; Dayanvea ve ark., 2007; Li ve ark., 2007; Remant Bahadur
KC ve ark, 2007; Meerod ve ark., 2008; Chagneux ve ark., 2009; Hua ve ark., 2009; Cheng
ve ark., 2011; Ju ve ark., 2011; Setoguchi ve ark., 2012).

PCL’nin metabolizmada bozunmasi, uygun enzimin bulunmamasi nedeniyle yalnizca

hidrolitik bozunma ile gergeklesir. Enzimler ile desteklenmeden sadece hidrolitik



bozunmaya ugrayarak pargalanmasi nedeniyle PCL’nin bozunmasi, molekiil agirligina
bagli olarak yaklasik 3-4 yila kadar uzanabilen uzun bir siiregte tamamlanmaktadir. Bu
durum nedeniyle 80’li yillarda biyomedikal alanda kullanilmasina sicak bakilmayan PCL,
ilerleyen yillarda doku miihendisligi alan1 ortaya ¢ikmasi ile tekrar glindeme gelmistir.
PCL’nin reolojik ve viskoelastik 6zellikleri iskele yapilar olusturmak iizere iyi bir polimer
oldugunun ortaya koyulmasi ile bu alanda PCL ile yapilan arastirmalar ve yayinlarin sayisi
hizla artmistir(Woodruff ve Hutmacher, 2010). Mekanik olarak PCL’nin iyi dayanimi,
uzun bozunma siiresi ve uyumlulugu nedeniyle damar doku miihendisligi calismalar igin
Oonemli bir biyomateryal malzemesi konumuna gelmistir. Yiizey Ozelliklerinin hiicre
tutunmast ig¢in Onemli bir parametre olan hidrofilik ozellik agisindan zayif olmasi
nedeniyle ise PCL’nin tek bagina kullanimini kisitlamisg ve PCL’a yilizey modifikasyonlari
uygulanarak bu eksikligi giderilmeye ¢alisilmistir. Bu sorun {izerine yapilan ilk
denemelerden bir tanesi PCL yiizeyini hidrojen peroksit ile muamele edilmesinin ardindan
UV as1 ko-polimerlesme yontemiyle poli-metilmetakrilat (PMMA) ile modifiye edilmistir.
Yapilan hiicre c¢ogalmasi calismalar1 sonucunda ise PMMA modifiye edilmis PCL
tizerinde modifiye edilmemis PCL’a gore daha fazla endoteliyal hiicre tutundugu
goriilmiistiir(Zhu ve ark., 2002). Baska bir yiizey modifikasyonu ise PCL yiizeyimi NaOH
muamelesi ile modifiye etmektir. Bu modifikasyon sonucunda hidrofilikligin artmasi ile
birlikte yine saf PCL yiizeyine gore daha yiiksek oranda hiicre tutunmasi
saglanabilmektedir(Serrano ve ark., 2005, 2008). Ayrica plazma 1s1n muamelesi de PCL
yiizeyi hidrofilikliginin arttirilmasinda kullanilan metodlardan birisidir. Plazma muamelesi
sonrasinda PCL yiizeyinde karboksil gruplarinin olugmasi ile jelatin, kolajen, elastin gibi
onemli hiicre dis1 proteinlerinin kovalent baglanmasina olanak saglayarak elde edilen hibrit

malzemenin hiicre ¢ogalma verimini oldukca fazla arttirmaktadir(Sousa ve ark.. 2014a).

1.2.3. Kolajen

Kolajen, insan viicudundaki tiim proteinlerin yaklasik agirlik¢a %30°nu olusturarak
en biliyiik paydaya sahiptir. Viicuttaki eklem, tendon, bag ve damar dokularinin temel
bilesenidir. Farkli supramolekiiler yapilarda bulunan kolajen bu sayede benzersiz bir
fonksiyonellik ¢esitliligine de sahiptir(Patino ve ark., 2002).

Kolajen, her bir zincirinde yaklasik 1000 amino asit bulunduran ii¢ polipeptid
zincirinden olusur ve her bir zincirde Glisin-X-Y amino asit tekrar eden birimi
goriilmektedir. X ve Y herhangi bir amino asidi temsil etmektedir fakat ¢ogunlukla bu

amino asitler prolin (X) ve hidroksiprolindir (Y) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Kolajen yapisindaki X-Y-Glisin tekrarlanan birimi

Kolajenin temel birimi olan tropokolajen, yaklasik 3000 A uzunlugunda ve 15 A
capinda boru seklinde molekiiler zincirden olusmaktadir. Kolajenlerin yapisal bakimdan
temel olarak tiglii sarmal veya kiiresel olmak tizere iki farkli tiirii bulunmaktadir. Damar
dokularinda bulunan kolajenin biiyiik bir kismi ii¢ tane o zincirinin olusturdugu sarmal lifsi
yapidaki Tip I kolajendir. Tip I kolajendeki {iglii sarmalda, a zincirleri arasinda hidrojen
baglar1 bulunur. Glisin bu iglii sarmalin genellikle orta eksenine yonlenmis halde
bulunurken X-Y amino asit (genellikle prolin ve hidroksiprolin) boliimleri dis eksenlerde

yer almaktadir(Ferreira ve ark., 2012).
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Sekil 1.5. Kolajenin {iglii sarmal yapis1 ve alfa zincirlerinin Gly-Pro-Hyp tekrarlanan birimi

ile kimyasal yapisinin gosterimi

Insan viicudunda yaralanmalardan sonra olusan doku kaybinda dokunun yenilenmesi
icin kolajene ihtiyag duymaktadir. Bu boélgelere asir1 miktardaki kolajen verilmesi
anatomik ve fibrosis yapilarda kayiplara neden olurken yetersiz miktarda kolajen verilmesi

durumunda da iyilesecek bolimde mekanik Ozellik yetersizliginden yirtilmalar ve



bozulmalar meydana gelebilmektedir(Hasirci ve Yucel, 2007). Damar doku miihendisligi
acisindan bu durum gbéz Onilinde bulunduruldugunda, bir yapay damar malzemesi ilk
asamada mekanik giiciinli sentetik biyobozunur polimerden alir ve bozunmasi bagladiktan
sonra kaybedilen giiciin bagka bir yap1 ile desteklenebiliyor olmasi gerektigi ortaya
koyulmaktadir. Sayet yeterli kolajen ile gereken destek saglanamazsa bu durum
anevrizmaya (damar genislemesi) ve/veya yirtik ¢atlak gibi sorunlara yol agabilmektedir.
Ayrica uygulanan giicii iletebilmesi ve dagitabilmesi, biyolojik sinyallerin hedef hiicrelere
saglayabilmesi, oldukca hidrofilik, antijenik ve hiicreler ile uyumlu olmasi gibi 6zellikleri
nedeniyle, damar doku miihendisligi i¢in hazirlanan iskele yapilarin kolajen igermesi 6nem
arz etmektedir(Barnes ve ark., 2007).

Damar doku miihendisligi uygulamasi amaciyla kolajen 1986 yilinda Weinberg ve
Bell tarafindan fibroblast hiicreleri goémiilmiis kolajen jeli olarak hazirlandiginda
arastirmacilar tarafindan ilk géze ¢arpan eksikligin mekanik giicii olmustur(Weinberg ve
Bell, 1986). Bunun iizerine yapilan ¢alismalarda sonrasinda kolajen-fibroblast yapisinin
hazirlanmasinin ardindan ¢apraz baglama islemiyle daha gelismis mekanik dayanima sahip
oldugu belirtilmistir(Berglund ve ark., 2003). Alternatif bir yaklasim ile ¢apraz baglama
olmaksizin daha yiliksek miktarda kolajen kullanilarak da bu mekanik 6zellige ulasildig
Cummings ve ark. tarafindan gozlenmistir(Cummings ve ark., 2004). Ilerleyen yillarda
biyobozunur sentetik bir polimer olan PCL ile kolajen beraber kullanildigi mekanik
ozelliklerin PCL ile gelistirildigi, hiicre uyumlulugunun kolajen ile saglandig1 yapay damar

caligmalara daha fazla yer verilmistir(McClure ve ark., 2011).

1.2.4. Elastin

Elastin, insan metabolizmasindaki elastik oOzellik tasiyan lif yapilarin temel
bilesenidir. Akciger, deri ve damar gibi elastik 6zellik gerektiren dokularin hiicre disi
matriksnin 6nemli proteinidir. Biyolojik ortamda suda ¢oziinen tropoelastinin kimyasal
capraz baglanmasiyla elastin proteini meydana gelir. Capraz bagl yapisi elastine sulu
ortamda stabil olabilme ve {izerine uygulanan kuvvetlere dayaniklilik kazandirmaktadir.
Capraz bagli yapisina ragmen mekanik testlerde %100 ile %220 arasinda maksimum
uzama Ozelligine sahip oldugu ve daha da onemlisi uzatilip eski haline geri getirildigi
testlerde uzama-rahatlama dongiisiinii milyarlarca kez yapilmasina karsin yapisinda
bozulma olmadig1 goriilmiistiir. Elastin proteini amino asit bilesimi bakimindan kolajen
gore oldukga farklilik gosterir. Asidik ve bazik 6zellikteki amino asitlerin oldukg¢a diisiik

oranda oldugu elastin, yiiksek oranda prolin, valin, 16sin ve alanin gibi hidrofobik amino



asitleri igerir. Esnek kisimlarimi glisin ve prolinin olusturdugu bdliimlerde saglanir.
Hidrofobik bdliimlerin yani sira hidroksiprolin ve allisin bdliimleri de bulunmaktadir.
Ayrica elastin de kolajen gibi bir dokunun biiylimesi, olgunlagsmasi ve onarilmasi
olaylarinda hiicre gelisimine olanak saglayan bir hiicre dis1 matriks proteinidir. Fakat
elastin, ¢ozilinlir olmayan dogasi nedeniyle modifikasyon ve islenme olanagini kisitlamasi
bir biyomateryal kaynagi olarak kullanilma durumunu da olumsuz etkiler. Bu nedenle
elastini bir biyomalzeme hammaddesi olarak kullanilmasini saglamak iizere elastini o-
elastin, k-elastin gibi ¢ozliniir formlarina doniistiirerek kullanima hazir hale getirmislerdir.
(Pepe ve ark., 2007; Tamburro, 2009; Almine ve ark., 2010; Kristensen ve Karsdal, 2016;
Miranda-Nieves ve Chaikof, 2017).

Damar dokusunda hiicre dis1 proteini olarak elastin, kolajenden sonra en bol bulunan
proteindir. Damar doku miihendisligi i¢in hazirlanan iskele yapilar1 i¢in elastin de
kullanilmaktadir. Kolajen gibi elastin de tek basina mekanik 6zelligi gercek damara yakin
olacak seckilde saglayamadigi i¢in bu alanda genellikle PLA, PLGA, PGA, PEO ve
ozellikle PCL ile beraber kullanilarak test edilmistir(Wyre ve Downes 2000; S. Lee ve
ark.. 1996; Yang ve ark.. 2003; Y. Zhu, Chan-Park, ve Chian 2005).

Kolajen ve elastinin damar dokusunda yiiksek oranda olmasi nedeniyle damar doku
miithendisligi uygulamalarinda bu iki proteinin ¢oziiniir formlarinin birlikte kullanildig:
iskele yapilar iiretilmistir. Bu calismalarda kolajen ile birlikte elastin de kullanildiginda
hem mekanik Ozelliklerde hem de hiicre tutunmasi 6zelliginde gelisme oldugu tespit
edilmistir. Mekanik oOzelliklerin gelistirilmesi ve malzemenin kararliliginin arttirilmasi
NHS, EDC gibi ¢apraz baglayicilarin kullanilmasi ile yapilmistir. Ayrica Kolajen ve
elastin ile birlikte PCL kullanildiginda ise mekanik dayanimin daha ileri seviyelere
ayarlanabildigi gozlemlenmistir(Y. Zhu ve Chan-Park 2007; Fu ve ark.. 2014; Zhao ve
ark.. 2006).

1.3. Hiicre Disi1 Matriks Proteinleri ile Sentetik Polimerden Olusan Hibrid
Yapilarin Hazirlanmasi icin Kullanilan Yontemler

Damar doku miihendisligi uygulamalarinda hem hiicre gelisimini saglayacak hem de
mekanik dayanimi ve elastikliginin ayarlanabilecegi uygun iskele yap1 denemeleri jelatin,
kolajen, elastin gibi hiicre dig1 matriks proteinlerin ile sentetik polimerin kaynastirilmasi ile
hazirlanmaktadir. Bu hibrit makromolekiiler yapilar, farkli yontemler kullanilarak blend

halinde veya kovalent baglarla blok ko-polimerler olarak hazirlanmistir.
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Kovalent bagli polimer-protein konjiige malzemelerin hazirlanmasi isleminde
genellikle hidrofobik o&zellikte olan polimerlerin hidrofilikliginin arttirilmasi ve/veya
protein molekiilleri ile reaksiyona girebilecek amin, karboksilik asit gibi fonksiyonel
gruplarin olusturulmasi i¢in 6n islem yapilmaktadir. Bu 6n islemler genellikle oksijen,
azot, argon, amonyak plazma muamelesi, ozon muamelesi, gamma 1sin1 muamelesi
hidrojen peroksit muamelesi, aminoliz, amino asit ile modifikasyon gibi islemlerden
olabilmektedir.

Ozon muamelesi ile —OH grubu igeren polimerlerin bu gruplarimi —COOH ‘a
doniistiiriilmesinden sonra kolajen ile uygun reaksiyon ortaminda etkilestirilerek kovalent
bagli polimer-kolajen elde edilmektedir Sekil 1.6-a. Ayrica sekil 1.6-b’de gosterildigi gibi
ozon muamelesi kullanilarak polimer yiizeyinde peroksit gruplari olusmasinin ardindan
akrilik asit monomeri ile polimerizasyonu gergeklestirilerek poliakrilik asit asilanir ve yine
—COOH gruplar1 igeren bir polimere doniistiiriilmiis olur ve daha sonra kolajen
immobilizasyonu gergeklestirilir(Matsumura ve ark., 2000). Benzer bir sekilde Ar plazma
muamelesi ve hemen ardindan oksijene maruz birakilmasi ile polimer yiizeyinde akrilik
asitin polimerlesebilecegi peroksit bolgeleri olusturulur(Sekil 1.6-c). Poli (akrilik asit)
astlanmig  polimer daha sonra kolajen ile etkilestirilerek immobilizasyon
gerceklestirilir(Bisson ve ark., 2002; Choi ve ark., 2009). Amonyak plazma uygulamasi ile
polimer yiizeyine azot igeren polar gruplar elde edilir ve sonraki asamada protein
molekiillerinin baglanmasina uygun hale getirilir(Zhao ve ark., 2006). Bu islem sekil 1.6-
f’"de gosterilmistir. Protein asilanmasi i¢in kullanilan bir baska on islem gama 1s1m1
muamelesidir. Protein asilanacak polimere uygun dozda gama 1smn1 uygulandiktan sonra
akrilik monomerler bu yiizeyde polimerlestirilerek as1 kopolimerizasyon yapilir(Gupta ve
Revagade, 2007) (Sekil 1.6-d). On islem basamagindan sonraki kolajen asilama
basamaginda protein baglayicisi olarak bazi ¢apraz baglayicilar da kullanilmaktadir. Bu
capraz baglayicilar genellikle glutaraldehit(Zhao ve ark., 2006; He ve ark., 2013) suda
¢oziinlir karbodimidler(Cheng ve Teoh, 2004a; Yan ve ark., 2010; Sousa ve ark., 2014), N-
hidroksisiiksinimit (NHS) olmaktadir(Choi ve ark., 2009). Capraz baglayicilarin
kullanildig1 kolajen immobilizasyonu reaksiyon ornekleri sekil 1.6-e ve sekil 1.6-f’de
gosterilmistir. Hiicre dis1 matriks proteinlerini polimerler ile kovalent baglamakta plazma
ve 151n uygulamalari haricinde kullanilan farkli yontemler de bulunmaktadir. Bunlardan bir
tanesi —OH grubu igeren polimerin bu grubu aldehite yiikseltgendikten sonra
hekzaetilendiamin baglanmasi ve ardindan glutaraldehit ile kolajene baglanmasi islemidir.

Bu islemde hekzaetilendiamindeki bir amin grubu polimerdeki aldehit grubu ile reaksiyonu
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ile baglanir ve diger amin grubu da kolajene baglanmasi igin kdprii gorevi goriir(Ayhan ve
Piskin, 2000). Polimerin protein ile reaksiyona girebilmesi i¢in gereken amin gruplari nce
poliamit asilanmas1 ve sonrasinda Hoffman indirgeme yonteminden olusan iki basamakli
bir yontem uygulanarak da elde edilmektedir(Wang ve ark., 2009c). Bunlara ek olarak
karboksilli asit grubu bulunduran polimerlere amin grubu baglanmasi islemi direkt olarak
1,8-diaminooktan, 1,6-hekzan diamin gibi bilesikler ile reaksiyona girmesi ile de elde
edilebilir. Amin fonksiyonelli polimer sonraki basamakta uygun ¢apraz baglayicilardan
biri ile kolajen elastin gibi proteinlere kovalent olarak baglanilir(Zhu ve ark., 2005; Zhu ve
Chan-Park, 2007; Wang ve ark., 2009a; Zhu ve Ong, 2009) Protein immobilizasyonu igin
polipropilen gibi bir polimere PAA asilanmasi 6n islemi i¢in 1sin, ozon muamelesi gibi
yontemler uygulanmak istenmedigi durumda bu yontemlere alternatif olarak amonyum
demir (II) siilfat muamelesi islemi kullanilabilmektedir. PAA asilanmasi isleminden sonra

protein immobilizasyonu gelir(Zhang ve ark., 2006).
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Sekil 1.6. Polimer-kolajen hibrit yapilarinin ozon, plazma ve gama 1sm1 6n islemleri ile

hazirlama yontemleri

Akrilik monomerin bir polimer yiizeyinde polimerleserek asilanmasi i¢in peroksit

muamelesi ve ardindan UV 1s1na maruz birakma islemi de kullanilir. Bu sekilde
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Sekil 1.7. Polimer-Kolajen hibrit yapilarinin hazirlanmasinda kullanilan diger yontemler

proteinin baglanabilecegi —COOH grubu saglanmis olur(Xiao ve ark., 2007). Benzer
bir yontem ise polimer yiizeyini tip II fotobaslatici ile etiklestirdikten sonra akrilik
monomerin bu polimer yiizeyinde UV 1511 altinda polimerlestirilmesidir. Bu yontemde

peroksit muamelesine gerek kalmamaktadir(Lee ve ark., 2007).

1.4. Klik Reaksiyonlari

2001 yilinda Sharpless ve ark., organik reaksiyonlarin 20. yiizyildaki gelismelerden
yaralanarak ilimli reaksiyon kosullarinda, yiiksek verimli, olduk¢a segici reaktiflikte, yan
iriin olusturmayan heteroatom-bagli molekiiler sistemlerin olusturulmasi i¢in yeni bir
yaklasimda bulunmustur. Bu tiir reaksiyonlarin segici ve hizli olmasi nedeniyle klik

reaksyionlart adi verilmistir. Genis cesitlilikteki farkli fonksiyonel sentetik molekiiliin ve
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organik malzemenin sentezlendigi bircok verimli reaksiyon tipi klik reaksiyonu basligi
altinda toplanmistir. bu reaksiyonlarin ortak karakteristik 6zellikleri soyledir:

e Yiiksek verim

e Hig¢ yan iriin olusturmamasi veya olusan yan iiriinlerin kromotagrafik

yontemler gerekmeden uzaklastirilabilmesi

e Ortamdaki oksijen ve suya kars1 hassasiyeti olmamasi

e [liml, ¢6ziiclisiiz veya sulu ortamda reaksiyonun gerceklesebilmesi

e Ortogonal olmasi

e Cok gesitli baslangic maddeleri ile gergeklestirilmeye uygun olmasidir.
Bakir(I) katalizli azit alkin siklokatilma klik reaksiyonu literatiirde bir ¢ok dendrimer,
fonksiyonel blok kopolimerler, ¢apraz bagli polimerler, hidrojeller olusturulmasinda
kullanildigi goriilmektedir. Benzer amag i¢in kullanilan farkli bir klik reaksiyon yontemi

de tiyol-en Klik reaksiyonudur:

1.4.1. Tiyol-en Klik Reaksiyonlar:

Tiyol grubu igeren bir molekiil (R-SH) bir alken molekiiliiniin karbon-karbon ¢ift
bagina katilarak yeni bir bilesik olusturur. Verimi oldukga yiiksek olan bu reaksiyon hem
serbest radikalik katilma hem de katalizorlii olarak gerceklestirilebilmektedir. Sekil 1.8°de

gosterildigi gibi her ki metotta da ayni iirlin olusmaktadir.

R' a) Serbest radikal 'TI H

H .
R-SH + H>=<H » R-S-C—C-R
b) Katalizor H H

Sekil 1.8. Serbest radikal yontemi(a) ve katalizor kullanilan yontem (b) ile tiyol-en

reaksiyonu

Bu reaksiyon, ¢ok az miktarda katalizor gerektirmesi, yiiksek reaksiyon hizi, ¢evre
dostu c¢oziiciiler igerisinde gerceklestirilebilmesi, ortamdaki oksijene ve su buharina
hassasiyetinin olmamasi ve ¢ok g¢esitli tiyol ve en ile reaksiyona girebilmesi 6zellikleri ile
klik reaksiyonu 6zelligi tasimaktadir. Hem radikalik hem de Micheal katilmas: tiyol-en
klik reaksiyonlariyla bir¢cok yeni 6zellikli hidrojel, yapistirici, kopolimer sentezlenmistir.

Serbest radikalik tiyol-en reaksiyonu, R-SH ‘mn R-S* radikaline doniistiikten sonra
cift baga katilmasi ile baslar. Katilma olduktan sonra ortamdaki R-SH’in hidrojeninin

tirtine transferi ile sonlanir ve H’i kopan R-S radikalik R-S*’ye doniisiirerek tekrar ¢ift
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baga katilir ve bu dongii reaksiyon dengeye gelinceye kadar devam eder. Radikalik tiyol-
en Klik reaksiyonun bu déngiisii sekil 1.9°de gosterilmistir. ideal bir radikalik tiyol-en

reaksiyonu, radikalik homopolimerizasyonu ile sonuglanmaz(Hoyle ve Bowman, 2010).

R-S~-C~CH-R'

R-SH

Chain Transfer

R-S§' R-S§-C-C'-R' /R'-C=C
Propagation Hopriopolymerizatio

R'-C=C

Sekil 1.9. Ideal serbest radikalik tiyol-en klik reaksiyonu (Referans Hoyle ve Bowman,
2010’dan alind1)
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. e-Kaprolakton’un Halka Ag¢ilmas1 Polimerizasyonunun Amin veya
Hidroksil Grubu Iceren Bilesikler ile Baslatildigi Cahsmalar

Yuan ve ark., hidroksil grubu igeren siklotrifosfozeni ko-baslatici olarak kullanarak
yildiz seklinde PCL sentezlemislerdir. Bu ¢alismada siklotrifosfozen ile birlikte baslatici
metal alkoksit olarak kalay (II) oktoat kullanilmistir(Yuan ve ark., 2005). Hidroksil grubu

iceren siklofosfozenin sentezi ve polimerizasyon reaksiyonu sekil 2.1 de gosterilmistir.

C Cl =\ = — —
}\/P\/ - OHC—{, ,—c_)\lj,w{\ ,— CHO HOH,C— 4, /—o\P/u—’\ — CHLOH
. N7 N mo-{,—cHO = NE N — NaBH, ~ NN _
('}\FI’ '[3/(1 ————oHC—{_z;—a_| I o—( ,—cno HOM,C—Y 4— 0 I O0—{ 4~ CH0H
N - NaH  THE L oPs I =t MeOH/THE = oPs LK =
cr 1 1 oc—{ ;—06 N To—{ ,—cHo HOH,e—{, ,—6 N To—{ ,—ecmon

SnOct, ﬂ
_ nsc| C)O
N3Py —10—{ ) —CH,0—{COCH,CH,CH,CH,CH,0} H 6

Sekil 2.1. Hidroksil grubu igeren siklofosfozen sentezi ve yildiz seklinde PCL hazirlanmasi

(Referans Yuan ve ark., 2005’den alindi)

Schulze ve ark.’nin 2006 yilinda yaptigi ¢alismada 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)
ile kalay (II) oktoat baslatic1 ikilisi olarak kullanilarak vinilik grup bulunduran PCL
makromonomeri sentezlemislerdir. Daha sonra bu makromonomer ile HEMA
monomerinin radikalik polimerizasyon ile poli (e-kaprolakton-ko-hidroksietilmetakrilat)
blok kopolimeri sentezlenebilmistir(LIU ve ark., 1998). Ural ve ark., PCL/hidroksiapatit
kompozitini e- kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu hidroksiapatit {izerindeki —
OH gruplar tizerinden baslatarak hazirlamislardir(Ural ve ark., 2000). Touris ve ark., ise
poli(stiren-ko- &- kaprolakton) blok kopolimeri hazirlamak ig¢in énce —OH fonksiyonelli
polistiren (PS-OH) sentezlemislerdir. Daha sonra bir titanyum kompleksi ile PS-OH, &-
kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu igin baslatict olarak kullanildiginda PS
tizerinden yiiriiyen polimerizasyon sayesinde bu blok kopolimeri sentezlemislerdir(Touris
ve ark., 2008). Bisht ve ark., hem e-kaprolaktonun hem de trimetilen karbonatin halka
acilmasi1 polimerizasyonunda etilglukopiranositi baglatici, lipaz enzimini de katalizor
olarak kullanmigtir(Sekil 2.2). Daha sonra olusan polimer zincirlerine glkukopiranositin

baglandigini NMR analizleri ile gostermislerdir(Bisht ve ark., 1998).
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Sekil 2.2 e-kaprolaktonun ve trimetil karbonatin etil glukozit ile halka agilmasi

polimerizasyonu (Referans Bisht ve ark., 1998’den alinmistir)

Setoguchi ve ark., hazirladiklar kitin nanolif filmeri yiizeyine PCL ve PLA agilamasi
islemini kitin iizerindeki —OH gruplarinin halka ac¢ilmasi polimerizasyonunu baslatmasi ile
gerceklestirmislerdir (Sekil 2.3). Bu polimerizasyonda kitin makrobaslatic1 goérevinde iken

kalay (IT) oktoat katalizor olarak kullanilmistir(Setoguchi ve ark., 2012).

Yiizeyden baglatilan halka

(4 acilmasi as1
/ kopolimerizasyonu /\/

[ &/O\_( \)/
¥el N~
N Mc/n
Kitin nanolif film L Ial\tld g-kaprolakton 4 W
: Hidroksil grubu NHAc/n
R=H, — - /%O -
o ~ \H/\A/\o

Kitin nanolif-as1-poli(L-laktid-ko-g-kaprolakton) film

Sekil 2.3. Kitin yiizeyinden baslatilan halka agilmasi polimerizasyonu (Referans Setoguchi

ve ark., 2012’dan alinmustir.)
PCL ile blok kopolimer hazirlandig1 baska bir ¢calisma da Sui ve ark., oncelikle PP

film yiizeyini UV ile birlikte (NH4),S,0g ile muamele ederek PP film yiizeyinde —OH
gruplarinin olusmasint saglamiglardir daha sonra kalay (I1) oktoat ile beraber halka
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acilmas1 polimerizasyonu ile PCL’u PP yiizeyine asilamislardir (Sekil 2.4). Bu caligmada
da PP e-kaprolakton un halka agilmasi polimerizasyonu igin makrobaslatici gorevi
gormiistiir(Sui ve ark., 2007). Zhou ve ark., ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin yiizeyini —OH
gruplar1  olacak sekilde modifiye ettikten sonra kalay (II) oktoat veya
siklopentadieniltitanyum trikloriir (CpTiCl3) varliginda halka agilmasi polimerizasyonu ile
nanotiipler lizerine PCL asilamiglardir(Sekil 2.5). Bu islemde nanotiipler {izerinden
baslayan polimerlesme sayesinde polimer/cok duvarli nanotiip nanokompoziti es zamanli

ve tek basamakta gergeklestirilmistir(Zhou ve ark., 2013).

e
] ~J-on ~A40Sn(Oct)
# “ OH ;
- A1 /-()Sn(()ct)
2] DONHYS:05, UV .on Sn(Oct)2 Z
A > ~ -0Sn(Oct)
; 2) H:0 ; -OH 60°C, ;
; ;-0" f-()s.n(()cq)
~ A -
PP film
A
ZMp
/-O-(AZ-(CHz)s-O-)n-Sn(Oct)
&CL %] o
vl 1
2 —O-(é-(CHz)s-O-)n-Sn(Oct)
A
A

PP-g-PCL
Sekil 2.4 Polipropilen yiizeyinde baslatilan halka acilmasi polimerizasyonu ile PCL

asilanmasi reaksiyonu (Referans Sui ve ark., 2007°den alinmustir.)
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Sekil 2.5 Hidroksi modifiyeli ¢ok duvarli karbon nanotiip sentezi ve nanotiip ylizeyinden

baslatilan halka agilma polimerizasyonu (Referans Zhou ve ark., 2013’den alinmistir)

Sobczak, sekil 2.6’da gosterildigi gibi —OH grubu igeren kolin (CHOL) molekiiliinii
ve kalay (II) oktoat1 e-kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu igin baslatici olarak
kullanmigtir(Sobczak 2012). Zhan ve ark., hiper dallanmis poli(amidoamin)’in serbest
amin gruplarint kaprolaktonun polimerizasyonunda kalay (II) oktoat ile birlikte
kullandiklarinda poli(amidoamin)/PCL ¢ok kollu yildiz kopolimerini elde etmislerdir(Zhan

ve ark., 2015). Sekil 2.7°de bu reaksiyon ve son iiriin gosterilmektedir.

O 0
SnOcts [l
CHOL—OH + n —» (CHOL—0O+C—CH,CH>CH,>CH>CH»-O+—H

n
Sekil 2.6. kolin molekiilii ile e-kaprolaktonun halka agilma polimerizasyonu ile PCL

sentezi (Referans Sobzcak 2012’den alinmigtir)
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Sekil 2.7.Cekirdek olarak poli(amidoamin)'in kol olarak PCL'nun olusturdugu cok kollu
yildiz kopolimerinin halka agilmasi polimerizasyonu ile iiretilmesi reaksiyonu (Referans

Zhan ve ark., 2015’den alinmistir)

Oledzka ve ark.’nin 2011°deki denemelerinde, baska hi¢ bir katalizor veya baslatici
kullamlmadan amino asitlerin 160°C sicaklikta e-kaprolaktonun halka acilmasi
polimerizasyonunu  baslatabilecegi ~ ve  poli(e-kaprolaktonun)  sentezlenecegini
gostermislerdir. Elde edilen polimerlerlerin kimyasal yapilari NMR analizi ile
kanitlanmistir. Yazarlar yayinladiklar1 bu makalede amino asitlerin amin grubunun e-
kaprolaktonun karbonil grubundaki elektronca fakir karbona saldirmasi ile basladigini
onermislerdir (Sekil 2.8)(Oledzka ve ark., 2011).
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Sekil 2.8. Amino asitlerin halka agilmasi polimerizasyonu ve baslatma mekanizmasi

(Referans Oledzka ve ark., 2011’den alinmistir)

Benzer ¢aligmalarda, Paira ve ark., 3 farkli peptidin amin gruplarindan yararlanarak
ve kalay(Il)oktoat1 kullanarak, Motala-Timol ve ark., ise polilisinin amin grubundan
yaralanarak ve kalay(II)oktoati kullnarak peptid fonksiyonelli PCL, (Sekil 2.9) (Motala-
timol ve ark., 2008).

A) o
MeO-Tyr-Val-Tyr-NH, MeO-Tyr-VaI-Tyr-NH’(J\A/\/ 9 ),,_H
/ Pep-PCL-l

Pep-l o

e-kaprolakton o j’ H
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MeO-Tyr-Aib-Leu-NH, i Meo-Tyr-Aab-Leu-NH{)M )H
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R
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) 0 il . AN QH/K e
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N

R
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Sekil 2.9. Paira ve ark.,'nin farkli peptidler ile (A), Motala-Timol ve ark.'nin polilisin ile

yaptiklar1 halka ac¢ilmasi polimerizasyonu ve son tirlinler
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Klik reaksiyonlari i¢in polimer zincirinde alkin fonksiyonel grubu olmasi
gerekmektedir ve Hua ve ark., klik reaksiyonuna uygun PCL sentezi i¢in propargilaminden
tiiretilen birden fazla amin grubu igeren 3 farkli molekiil ve kalay oktoat1 e-kaprolaktonun
halka a¢ilmasi polimerizasyonu ig¢in baslatici olarak kullanmiglardir. Son {iriinde alkil
grubu bulunan PCL zincirleri elde edilmistir. Sekil 2.10°da gdsterilen D1, D2 ve D3 DO
olarak gosterilen propargil aminden tiiretilen 3 farkli molekiiliin birden fazla ucunda halka
acilmasi polimerizasyonu igin baslatici gérevi géren amin ve bir ucunda PCL zincirine
baglandiktan sonra klik reaksiyonu i¢in gerekecek alkin grubu icermektedir. Arastirmacilar
daha sonra sentezledikleri bu alkil fonksiyonelli PCL ile azid fonksiyonelli polietilen oksit
(PEO-N3) arsindaki bakir katalizli alkin-azid Kklik reaksiyonu ile PCL PEO blok

kopolimerini sentezlemislerdir(Hua ve ark., 2008).
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Sekil 2.10. Propargil aminden ¢ok amin fonksiyonelli alkin igceren baslatici sentezi (A),
amin gruplart lizerinden e-kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu (B) ve azid
fonksiyonelli PEO ile Klik reaksiyonu sonucunda PCL-PEO blok kopolimerinin
rekasiyonu (Referans Hua ve ark., 2018’den alinmustir.)

2.2. Kolajen ve Benzeri Hiicre Dis1 Matriks Proteinlerinin Sentetik Polimerler
ile Blok Kopolimerinin Hazirlanmasi ile ilgili Calismalar
1996 yilinda Lee ve ark., silikon kauguk iizerine 6nce Ar plazma yontemi ile akrilik

asiti kauguk yiizeyinde polimerlestirerek kaucuk-PAA blok kopolimerini, daha sonra
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yiizeydeki PAA’in karboksili asit gruplar1t ve karbodiimid baglayici ajani ile kolajeni
astlamiglardir (Sekil 2.11). Kolajen, PAA ve silikon kaugukdan olusan bu malzemenin
yiizey oOzellikleri FTIR, ESCA, su temas acgisi, SEM ile karakterize edilirken,
biyouyumlugu da kornea epitel hiicresi ile denenmistir. Reaksiyonlar FTIR ve ESCA ile
dogrulanmistir. Yiizey hidrofilikligi su temas agisi ile test edilmistir ve hazirlanan {iriiniin
su temas acist 55° olarak olgiilmiistiir. Kornea hiicrelerinin tutunmasi ve iiremesi igin

yapilan denemeler sonucunda olduk¢a uyumlu oldugu belirlenmistir (Lee ve ark., 1996).

: Ar plazma oksijen
Polimer - : -
H H H
%) / N\ gazlardan
i arindirma
Polimer +monomer
A
kolajen/¢apraz
baglayict
Polimer - Polimer
4DC H .

Sekil 2.11. Ar plazma yontemi ile silikon kauguk tlizerine PAA asilanmasi ve daha sonra

karbodiimid ile kolajen immobilizasyonu (Referans Lee ve ark., 1996’dan alinmistir)

Ayhan ve Piskin’in yaptigi caligmada, hazirladiklar poli
(etilenglikoldimetakrilat)/poli (hidroksietilmetakrilat) kopolimer mikroboncuklar1 iizerine
kovalent bagli kolajen immobilize edilmistir. Bunun i¢in mikroboncular kolajen ile
reaksiyona girebilmesi i¢in dncelikle hekzametilen diamin ile modifiye edilmistir ve daha
sonra glutaraldehit ile kolajen baglanmas1 gerceklestirilmistir (Sekil 1.7a). Matsumura ve
ark., ozon yontemi ile poli (etilen-ko-vinil alkol) tizerine PAA asiladiktan sonra kolajen

baglanmas1 gergeklestirilmistir(Matsumura ve ark., 2000). Bisson ve ark. da Ar plazma
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yonteni ile PET yiizeyini aktive ettikten sonra akrilik asidin polimerlestirilmesi ile yiizeye
PAA agilamasi yapilmistir. PAA asilanmis PET yiizeye (g-PAA-PET) daha sonra tip |
kolajen immobilize etmislerdir. Bisoon ve ark.’nmin kullandigi yontem sekil 1.6’da
gosterilmistir. g-PAA-PET ylizeyine immobilize olan kolajen miktar1 ninhidrin metodu ile
ortalama 17.2 pg/cm’ olarak hesaplanmistir ve ayrica yiizeye baglanan kolajen SEM ile
goriintilenmistir(sekil 2.12). Daha sonra saf PET yiizeyi, PAA asilanmis g-PAA-PET
yiizeyi ve kolajen immobilize edilmis g-PAA-PET yiizeylerinde ayr1 ayr1 insan yumusak
kas dokusu tutunmasi test edilmistir. Bu testlerde elde edilen sonuglara gore hiicre
tutunmasinin en yiiksek oldugu yiizey kolajen immobilize edilmis g-PAA-PET oldugu
gozlenmistir. Ayrica g-PAA-PET e olan hiicre tutulmasi orani saf PET’e gore daha yiiksek

bulunmustur. (Bisson ve ark., 2002)

-’ - n : ‘ '_,: :
Sekil 2.12. PAA asilanmis PET yiizeyine baglanan kolajenin SEM goriintiisii (sagda) ve
kolajen ile etkilestirilmemis kontrol numunesi (solda) (biiyiitme oran1 x4000). (Referans

Bisson ve ark., 2002’den alinmistir)

Van Wachem ve ark., ise PU filmini %40 akrilik asit monomeri, 6 mM seryum
amonyum nitrat, 0.06 M amonyum nitrat bulunan ¢ozelti igerisine koyup karigtirarak PU
yizeyine PAA asilamistir. PAA asilanmigs PU filmi (PAA-PU) daha sonra 3-etil-1-
(diamino-propil)-karbodiimit ve N-hidroksisiiksinimit ile kolajen tip I’i film ylizeyine
immobilize etmistir(sekil 2.13) (Van Wachem ve ark., 2002).
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Sekil 2.13. PU {izerine asilanmig PAA ve kolajen (Referans Van Wachem ve ar., 2002’den

alinmistir)

Yang ve ark., PLA polimerine PAA ve kolajeni gamma 151n1 yontemi ile agilamistir.
Bu calismadaki yontemde onceki calismalardan farkli olarak tek basamakta biitiin
reaktiflerin (PLA, akrilik asit, akrilik asit homopolimerizasyon inhibitorii, kolajen)
ortamda oldugu bir reaksiyon rotasi ¢izilmistir ve c¢apraz baglayict kullanilmadan
makromolekiillerin birbirine baglanmas1 gama 1sinmnin capraz baglama etkisi ile
yapilmistir. Bu metodun sematik gosterimi sekil 2.14°de gosterilmektedir(Yang ve ark.,
2003).
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Sekil 2.14 Gama 1sinindan yararlanilarak PLA iizerine tek basamakta PAA ve kolajenin

kovalent baglanmasi (Referans Yang ve ark., 2003’den alinmistir)

Cheng ve ark., PCL film yiizeyine Argon plazma muamelesi ve ardindan oksijen
maruz birakarak {izerinde akrilik asidin polimerlesmesini saglayacak peroksitlerin
Olusmasin1  saglamistir.  Akrilik  asidin  peroksitler —olusan PCL  yiizeyinde
polimerlestirilmesi UV 1511 etkisiyle gergeklestirilmistir. PAA asilanmis PCL (PAA-
PCL), daha sonra 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit hidrokloriir varliginda

kolajen ile ¢apraz baglanmasi gerceklestirilerek kolajen immobilize olmus PCL elde
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edilmistir (sekil 2.15). Asilanan kolajen XPS ve FTIR analizleri ile dogrulanmistir ve
hidrofilik 6lgiisii su temas acist analizi ile belirlenmistir. FTIR analizinde kolajenin son
tiriindeki varligi, kolajende bulunan amit grubuna ait 1566 cm ™ deki pikin ortaya ¢ikmast
ile, XPS analizlerinde ise N atomuna ait pik ve O=C-N, C-N bdélgelerindeki karbonlarin
verdigi pikler ile kanitlanmistir. Bu ¢alismada ayrica kolajenin baglama miktarinin PAA
astlanmasi sirasinda kullanilan akrilik asit monomer konsantrasyonu ile dogru oranda
arttigi  belirtilmistir. Temas agis1 analizinde PCL’nin su temas acist 66° olarak
belirlenmistir ve %9’luk akrilik asit ile PAA asilanmis ve kolajen immoblize edilmis son
{iriiniin su temas agisinin ise 45%ye diistiigii gozlemlenmistir(Cheng ve Teoh, 2004b).

Tan ve ark., PLA filmi iizerine aminoliz reaksiyonu sonrasinda glutaraldehit ile
kolajeni kovalent olarak baglamislardir (Sekil 2.15). Bu ¢alismada aminoliz reaksiyonu
sliresinin artmasi ile kolajen baglanma oraninin artti§i ve su temas agisinin diistiigii

goriilmiistiir(Tan ve ark., 2008).

H N~~AWWWW
H H
H B uannann
N2~ H
_
NH, WWW\ 7 N~VWWW
NH; s 4 N~~WWWW
H -~ H

PLLA-NH, PLLA-Kolajen

~~~ Glutaraldehit

WWWA Kolajen

Sekil 2.15. Aminoliz reaksiyonu ile hazirlanan PLA film {izerine glutaraldehit ile kolajen

immoblizasynu (Referans Tan ve ark. 2008’den alinmistir)

Wang ve ark., poli (3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV) filmini 1,6-
hekzandiamin/2-propanol ¢ozeltisi igerisine daldirarak amin fonksiyonelli PHBV (PHBV-
NH>) hazirladiktan sonra glutaraldehit ile kolajen baglanmasini1 gergeklestirmislerdir (sekil

2.16). PHBV-NH; hazirlamas1 basamaginda kullanilan hekzandiaminin konsantrasyonuna
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bagli olarak artan kolajen baglanma miktar1 ve su temas acgisinin azaldig

goriilmiistiir(Wang ve ark., 2009a).

HoN(CH,)sNH, CONH(CH,)sNH;  OHC(CH,);CHO
—’.

CONH(CH,)gNH,

CONH(CH)N=CH(CH);:CHO o1 Ny CONH(CH,)sN=CH(CH,);CH=N-Coll

—

CONH(CH,){N=CH(CH,),CHO CONH(CH,)sN=CH(CH,);CH=N-Coll

Coll- : Collagen
Sekil 2.16. PHBV filminin aminoliz reaksiyonu ve sonrasinda glutaraldehit ile kolajenin

baglanmasi reaksiyonu (Referans Wang ve ark., 2009a’dan alinmistir)

Ayni arastirma grubu PHBV filmini farkli iki basamakli bir yontem ile amin
fonksiyonelli hale getirmistir. Bu yontemde dnce Fotopolimerizasyon yontemi ile PHBV
zinciri lizerinde akril amiti benzofenon fotobaslaticis1 kullanilarak polimerlestirmislerdir
ve bu sayede amit fonksiyonelli PHBV sentezlenmistir. Hoffman indirgeme yontemi ile
amit gruplar1 amin gruplarina indirgenmis ve formaldehit ile birlikte kolajen baglanmasi
gerceklestirilmistir. Bu metod ve basamaklar sekil 2.17°de gosterilmektedir(Wang ve ark.,
2009c).
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Sekil 2.17. Amit modifiye PHBV hazirlanmasi, amit gruplarinin amine indirgenmesi ve

kolajen immobilizasyonu (Referans Wang ve ark., 2009¢’den alinmistir)
Yan ve ark., Poli (hidroksietilmetakrilat-ko-metilmeetakrilat) yiizeyindeki —OH
gruplarin1 karbodiimid ajan ile aktive etikten sonra kolajen baglamasini gerceklestirmistir.

Bu reaksiyonlar da sekil 2.18’de gosterilmistir(Yan ve ark., 2010).
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Sekil 2.18. polimer yiizeyinin CDI ile aktive edilmesi ve sonrasinda kolajenin kovalent

olarak baglanmasi reaksiyonu (Referans Yan ve ark., 2010’dan alinmmustir.)
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Xu ver ark., kovalent bagli PCL, NIPAM ve kolajenden olusan 1stya duyarli bagh
blok kopolimeri hazirlamak igin Oncelikle PCL film yiizeyindeki —OH ile 2-
bromoizobiitirili etkilestirerek Br fonksiyonelli PCL (PCL-Br) elde etmisltir. Bu asamadan
sonra PCL-Br yiizeyinde ATRP reaksiyonu ile NIPAM’1 polimerlestirerek PCL-PNIPAM
blok kopolimerini daha sonra da —Br fonksiyonelli grubu iizerinden kolajeni kovalent
olarak baglamiglardir. Bu reaksiyon sematik olarak sekil 2.19°da gosterilmektedir(Xu ve
ark., 2011).

Q CHs
OH BrC—C—Br Br _
hidroliz CH, NIPAAmM -
~OH —0—C L—BrLuB] /CuBra/HMTETA
CHs,
PCL PCL-OH PCL-Br
I I
PCL: H%()—[(.‘Hzls—-(.‘+()—[(.‘Hzl;—0—[(.‘ﬂzlz—()%(.‘-—K-‘Hz]s‘_o%ﬂ
P(NIPAAm)-Kolajen
P(N]PAAm] Kolajen (N ‘ j
CH » O CH,
' g Il .
0—C —-c—[—c H,—CH—]—Br O‘C_Cl'_l‘CHz—Cl‘H '—]‘n‘ Kolajen
CH“‘ l CH3 0o=C
PCL-g-P(NIPAAm) H]‘!J——CH—CH,\ HN—CH—CH,
CH, CH,

PCL-g-P(NIPAAm)-Kolajen
Sekil 2.19. PCL yiizeyinin bromlams: iizerine ATRP reaksiyonu ile NIPAM 1n
polimerizasyonu ve sonrasinda kolajen immobilizasyonu (Referans (Xu ve ark., 2011°den

alinmistir.)
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda kullanilan tiim kimyasallar, markalari ve ozellikleri asagida

cizelge 1’de verilmistir:

Cizelge 1. Kullanlan kimyasallar ve 6zellikleri

Kimyasal Ad1 Marka ve Ozellik

Jelatin Alfasol 250 bloom

Asetik asit %100, Susuz, MERCK, EMSURE
Kolajen Sican kuyrugunda izole edilmis

Elastin from bovine neck ligament

Sigma Aldrich

Ethyl Acetate

2099.5, Merck, EMPROVE

Titanium(IV) isopropoxide

%97, Sigma Aldrich

Diklorometan

Merck, EMSURE

Ethyl alcohol Merck, EMPLURA
¢- kaprolakton %99, GmbH
Kalsiyum Hidriir Sigma Aldrich

Molecular Sieve

Acros Organics

2-Hidroksietil metakrilat

%97, Sigma Aldrich

2,2-Dimetoksi-2-fenilasetofenon

%99, Sigma Aldrich

5,5-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)

%98, Sigma Aldrich

1,1,1,3,3,3-trifoloroizopropanol

%99, Sigma Aldrich

Déteryumoksit Déteryum derecest;
%99, Sigma Aldrich
Kloroform-D Doéteryum derecesi

%99, Sigma Aldrich

v-Tiyobiitirolakton

%98, Sigma Aldrich
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3.2. Deneysel Yontemler
3.2.1. Jelatin-PCL Ve Jelatin-Kolajen-Elastin-PCL Blok Kopolimerinin Jelatin

Nanolif Yiizeyi Uzerinden Baslatilan Halka Aglmas1 Polimerizasyonu ile
Hazirlanmasi

3.2.1.1. Jelatin Nanoliflerin Elektroegirme Yontemiyle Hazirlanmasi

Oncelikle jelatinin elektroegirme isleminde kullamlacak ¢ozeltisi igin ¢oziicii
karisimi hazirlandi. Bu ¢oziicii karisim daha 6nce Bisson ve ark.’nin kullandig1 gibi asetik
asit, etil asetat, su (5:3:2) ile hazirland1. 5 mL’lik ¢6zelti i¢in 2,5 mL asetik asit, 1,5 mL etil
asetat, 1 mL saf su kullanildi. Daha sonra bu ¢oziicli karisimi igerisinde 750 mg jelatin

eklenip 50°C°de 2 saat karistirilarak %15 (w/v)’lik ¢dzeltisi hazirlanmis oldu.

AcH EtAc SafSu Jelatin Tozu

I

=

1

=]

50 °C’de 2 saat
karistirma

T TO0 I o
e | i I =

1 O T

‘lmlm‘xm; 0 L

) 750 mg [ |

ST

Sekil 3.1. Jelatin elektroegirme ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hazirlanan bu ¢ozelti 5 mL’lik siringa icerisine koyuldu ve siringa pompasi ekipmani
iceren (New Era Pump Systems NE300) Inovenso NE100 elektroegirme cihazina
yerlestirildi. Akis hizi 1,5mL/sa, uygulanan voltaj 14kV olarak ayarlandi ve tip ile

toplayici arasindaki mesafe 13 cm’de tutularak 3 saat boyunca elektroegirme yapildi.
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A -

Sekil 3.2. (A) Deneylerde kullanilan elektroegirme cihazi ve (B) jelatin nanolifi

tiretimindeki elektroegirme parametreleri sekilsel gosterimi

3.2.1.2. Jelatin-Kolajen-Elastin  Nanoliflerin  Elektroegirme Yontemiyle
Hazirlanmasi

Oncelikle jelatin-kolajen-elastin karisimmin elektroegirme isleminde kullanilacak
¢Ozeltisi ic¢in ¢oziicli karisitmi hazirlandi. Bu ¢oziicli karisimi asetik asit, etil asetat, su,
HFIP (5:3:1:1) ile hazirlandi. 5 mL’lik ¢6zelti i¢in 2,5 mL asetik asit, 1,5 mL etil asetat,
0,5 mL saf su, 0,5 mL HFIP kullanildi. Bu ¢oziicii karisimi igerisinde once 23,75 mg
kolajen ve 47,5 mg elastin ilave edildi ve buz banyosu igerisine koyularak 0-6°C arasinda 4
saat, oda sicakliginda 1 giin karistirildi. Daha sonra ¢ozelti igerisine 878,50 mg jelatin tozu
ilave edilerek oda sicakliginda 1 gilin karistirilarak %19 (w/v)’lik ¢ozeltisi hazirlanmis

oldu.
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0-6 °C’de 4 saat
karistirma
oda sicakliginda oda sicakliginda

e i ;{asﬁn 24 saat karistirma Jelatin Tozu 24 saat karistirma
kolajen

23.75mg 47.50 mg

878.50 mg ;I‘:F_

T b4
IEERERNENE SRNEl
TFH {

\ '.“ {

\
25mL 15mL o5mL 05mL

Sekil 3.3. Jelatin-kolajen-elastin elektroegirme ¢o6zeltisinin hazirlanmasinin - sematik

gosterimi

Hazirlanan bu ¢dzelti 5 mL’lik siringa icerisine koyuldu ve siringa pompasi ekipmani
iceren (New Era Pump Systems NE300) Inovenso NE100 elektroegirme cihazina
yerlestirildi. Akis hizi 1,5mL/sa, uygulanan voltaj 24kV olarak ayarlandi ve tip ile
toplayict arasindaki mesafe 17 cm’de tutularak 3 saat boyunca elektroegirme islemi ile

nanolifleri hazirlandi.

3.2.1.3. Nanolif Yiizeyinden &- Kaprolaktonun Halka Agilmasi Polimerizasyonu
ile Jelatin Poli (- Kaprolakton) As1 Kopolimerinin Hazirlanmasi

Reaksiyonlar oncesinde monomer kalsiyum hidriir ile kurutulduktan sonra vakum
altinda destile edilerek suyu uzaklastirilmistir. Kurutulan monomer, molekiiler sieve 4A ile
birlikte saklanmistir. Daha 6nce hazirlanan nanolifinden bir makas ile dikdortgen seklinde
kesit alinmistir ve reaksiyon dncesinde tartilmistir. Dikdortgen kesiti alinan nanolif parcasi
ince uglu bir pens ile tutularak reaksiyon tiipiiniin dip kismina koyulduktan sonra ortamdan
su buharin1 tamamen uzaklagtirmak amaci ile 6nce 1mbar’a kadar vakum yapilmistir ve
reaksiyon tiipii igerisinden N gaz1 gegirilmistir. Bu islem, ortamda su buhar1 ve oksijenin
tamamen uzaklastigina emin olunmak amaci ile 3 kez tekrarlanmistir. Bu islemden sonra
25 puL iPT nanolif tizerine mikropipet ile damlatilmistir. iPT, nanolif parga tarafinda
tamamen emildikten ve etkilestikten sonra N, gazi altinda siringa ile 1 mL e-kaprolakton
(CL) reaksiyon ortamina eklenmistir. Reaksiyon siiresinin olusan malzemenin fiziksel
yapisina etkisini gozlemlemek amaci ile jelatin nanolif ile farkli reaksiyon siirelerinde (1,
2, 4, 24 saat) deney tekrarlanmigtir. Jelatin-kolajen-elastin nanolifi ile yapilan tiim

reaksiyonlar ise 24 saat siirdiiriilmiistir. Her bir deney sonunda olusan PCL
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homopolimerinin uzaklastirilmasi1 i¢in diklorometan ilave edilip nanolif reaksiyon
ortaminda ¢ikarilmistir. Ardindan yaklasik 20’ser mL diklorometan ve etanol ile 3 kez
yikanarak oda kosullarinda kurumaya birakilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 1 giin
vakum etiiviinde kurutulmustur (Jelatin-kolajen-elastin nanolifi ile yapilan reaksiyonda
yikama i¢in yalmizca diklorometan kullanilmistir). Ayrica kontrol numunesi olarak
degerlendirmek {izere jelatin olmadan sadece &- kaprolakton ile ayni kosullarda
polimerizasyon yapilarak poli (e-kaprolakton) (PCL) sentezlenmistir. Bunun igin de
reaksiyon tiipii vakum altinda 1 saat kurutulduktan sonra azot gazi ile doldurulmustur daha
sonra tekrar vakum uygulanip azot gegirilmis ve bu islem 3 kez daha tekrar edilmistir.
Azot gazi akisi kesilmeden inert ortamda siringa ile 1 mL e-kaprolakton ve 25 pL iPT
reaksiyon tiipiine eklenmistir ve 24 saat polimerizasyon reaksiyonu i¢in birakilmistir. Elde
edilen beyaz kati1 2,5 mL diklorometanda c¢oziildiikkten sonra 50 mL metanolde
coktliriilmiistiir ve santrifiijlenmistir. Santrfiijlenen tiipteki sivi dekante edildikten sonra
metanol ile 3 kez yikayarak tekrar santrifiij ve dekantasyon islemi yapilmistir. Elde edilen
liriin oda sicakliginda 2 giin 40°C’de vakum etiiviinde 1 giin birakilarak kurutulmustur.
Kurutulan iiriin tartilarak asilanan PCL miktar1 hesaplanmistir. Reaksiyonda kullanilan
madde miktarlari, reaksiyon kosullari ve her bir iiriiniin kodlamasi tablo 2.’de verildigi

gibidir. Reaksiyon diizenegi de sekil 3.4’de gosterilmektedir.
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Manyetik Karistirict

Sekil 3.4. As1 polimerizasyon reaksiyon diizenegi

Cizelge 3.2. Ornek kodlari, kullanilan madde miktarlari ve reaksiyon kosullar tablosu

Ornek Monomer Baslatici Katalizor Céoziicii Sicakhk Siire

Kodu (°C) (saat)

PCL CL a - iPT (25 25 1
mL) ul)

JEL-PCL- CL (1 Jelatin iPT (25 25 1

1sa mL) Nanolif uL)

JEL-PCL- CL (1 Jelatin iPT (25 25 2

2sa mL) Nanolif uL)

JEL-PCL- CL (1 Jelatin iPT (25 25 4

4sa mL) Nanolif uL)

JEL-PCL- CL (1 Jelatin iPT (25 25 24

24sa mL) Nanolif uL)

PCL- CL (1 Jelatin- iPT (25 4 48

KOL- mL) kolajen-elastin uL)

ELA-GNF nanolif
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3.2.2. Tiyol-en Klik Reaksiyonu ile PCL/Jelatin ve Jelatin-Kolajen-Elastin/PCL
Yapilarimin Hazirlanmasi

Bu reaksiyon ile blok kopolimerlerin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle tiyol grubu (-SH)
iceren jelatin (JEL-SH) ve jelatin-elastin-kolajen (JEL-KOL-ELA-SH) ve vinil grubu
fonksiyonelli PCL (PCL-Vin) hazirlanmistir. Daha sonra bu iki makromolekiiller yap1
uygun baslatici ve reaksiyon ortaminda foto-klik reaksiyonu ile baglandiktan sonra
karakterize edilmistir. JEL-SH ile yapilan reaksiyon ile elde edilen iiriin JEL-S-PCL,
nanofiber ile yapilan {iriin JEL-KOL-ELA-S-PCL seklinde kodlanmustir.

3.2.2.1. Tiyol Fonksiyonelli Jelatin Hazirlanmasi

JEL-SH hazirlanmasi i¢in daha oOnce Russo ve ark.’nin kullandigi yontem
kullanilmistir(Russo ve ark., 2016). Bunun i¢in 0,5 g jelatin tozu 10 mL PBS (pH:7.4)
bulunan 50mL’lik reaksiyon balonu igerisinde igerisinde 60°C’de 1siticili manyetik
karigitiricida karistirillarak ¢oziilmiistlir. Ayrt bir beherde 200 pL tiyobiitirolakton 10 mL
etanol icerisinde oda sicakliginda ¢oziilmiistiir. Jelatin ¢ozeltisi igeren reaksiyon balonuna
tiyobiitirolakton ¢ozeltisi yavas yavas siringa ile damlatilarak eklenmistir ve 24 saat
reaksiyon icin birakilmistir. Reaksiyon bitiminde balondaki ¢dzelti pastor pipeti ile 250
mL metanol igerisine damlatilarak ¢oOktiriilmiistiir. Coken jelatin  karigimin
santrifiijlenmesi ve ardindan dekantasyon ile ayrilmistir. Ayrilan jelatin, metanol ile 3 kez
yikanmis ve ayni santrifiijleme-dekantasyon islemi uygulanarak tiyobiitirolaktonun fazlasi
uzaklastirilmistir. Uriin daha sonra acik havada 1 giin ve vakum etiiviinde oda sicakliginda

1 giin kurutulmaya birakilmstir.

3.2.2.2. Tiyol Fonksiyonelli Jelatin-Kolajen-Elastin Nanolifinin Hazirlanmasi

Nanoliflerin yilizeyinde —SH gruplar1 olusturmak tiizere ise dikdortgen seklinde
kesilen nanofiber igerisinde 10 mL’de 25 pL tiyobiitirolakton ¢oziilmiis reaksiyon balonu
igcerisine koyulmustur ve oda sicakliginda 24 saat calkanarak reaksiyon siirdiirtilmiistiir.
Reaksiyon sonrasinda nanolif bir pens yardimiyla ¢ikarilip beher icerisinde diklorometan
ile yikandiktan sonra tiyol-en reaksiyonuna kadar agzi kapakli bir kapta diklorometan
igerisinde bekletilmistir. Elde edilen tiriinlerden JEL-KOL-ELA nanolifi ile hazirlanani ise
JEL-KOL-ELA-NF-SH seklinde etiketlenmistir.
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3.2.2.3. Vinil Modifiyeli PCL’nin Hazirlanmasi

Vinil fonksiyonel grubu (C=C) iceren PCL sentezi daha dnce Tasdelen-Yiicedag ve
ark.’nin kullanmis oldugu yontem ile hazirlanmistir(Tasdelen-Yucedag ve Erciyes, 2014).
Bunun igin, 125 pL HEMA (aktif bazik aliimina kolonundan gegirilmis ve MgSOQy ile
kurutulmus) ve 25uL kalay (II) oktoat daha once vakumlanmis ve azot gazi ile
doldurulmus slenk tiipiine azot gaz1 altinda cam siringa ile ilave edildikten sonra manyetik
karistiriciln 1sitict ile 60°C de 1 saat karistirilmustir. Uzerine daha sonra 5 mL e-kaprolakton
monomeri azot gazi altinda ilave edildikten sonra reaksiyon sicaklign 140°C’ye
cikarilmigtir ve 4 saat reaksiyon i¢in karistirilmigtir. Reaksiyon sonrasinda oda sicakligina
geldiginde katilasmig {irtin 6ncelOmL diklorometan ¢oziilmiistiir ve daha sonra 250 mL
metanolde ¢oktiirtilmiistiir. Coken {irlin daha sonra 3 kez metanolde yikanmistir. Yikama
islemi santrifiijleme ardindan dekantasyon islemi ile yapilmustir. Uriin oda sicakliginda 1
giin vakum etiiviinde 40°C’de 1 giin kurutulmustur. Elde edilen son iiriin PCL-Vin seklinde

etiketlenmistir.

3.2.2.4. Tiyolleme Reaksiyonlarimin Ellman Testi ile Dogrulanmasi

Proteinler tlizerindeki —SH gruplarirn belirlenmesi i¢in Ellman testi olarak bilinen
yontem kullanilmistir. Bu testte ditiyobis (nitrobenzoik asit) (DTNB) —SH grubu iceren
protein ile etkileserek protein yapisna baglanir ve S-S bagindan dolay: sar1 bir renkte iiriin
elde edilir. Ayrica 'HNMR analizi yapildiginda yapiya baglanan DTNB nedeniyle
aromatik protonlara ait pikler goriiliir. Bu test, Russo ve ark.’nin kullandig1 yontem
referans alinarak yapilmistir(Russo ve ark., 2014). Bunun i¢in 6ncelikle 4 mg DTNB, daha
once tablet ile hazirlanmis olan 2,5 mL PBS c¢ozeltisi (pH: 7.4) igerisinde 40°C’de
ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek ¢oziilmiistiir. daha sonra 10 mg tiyollenmis madde bu
¢ozeltinin icerisine ilave edilmistir. Reaksiyon sonrasi sar1 renkte ¢ozelti olugsmustur. Bu
test ayrica kontrol numunesi i¢in tiyolleme reaksiyonu yapilmamis saf jelatin ile de ayni
sekilde yapilmistir. Sar1 renkli ¢ozelti bir petri kabina dokiilmiistiir ve ¢oziicli tamemen
uctuktan sonra sar1 renkli madde bol miktarda etanol ile 3 kez yikandiktan sorna oda

sicakliginda kurutulmaya birakilmistir.

3.2.2.5. Tiyol-en Foto Klik Reaksiyonu
Tiyol-en foto-klik reaksiyonu JEL-SH ile PCL-Vin, JEL-KOL-ELA-NF-SH ile PCL-

Vin arasinda olmak tizere 2 farkli sekilde uygulanmistir. Bu reaksiyonlar i¢in Russo ve

ark.’nin yaptig1 ¢calismadaki reaksiyon kosullar1 referans alinmistir(Russo ve ark., 2014).
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JEL-SH ile PCL-Vin arasinda yapilan tiyol-en foto kilik reaksiyonu i¢in 50 mg JEL-
SH, agz1 kapali bir kap igerisinde 3:2 oraninda karigsmis 5 mL asetik asit:HFIP icerisinde
karistirtlarak berrak ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1 mg fotobaslatict DPAP (2,2-dimetoksi-2-
fenilasetofenon) ve 50 mg PCL-Vin, manyetik bar ile silifli quartz tiip igerisine
koyulmustur ve tipiin kapagi bir septum ile kapatilmistir. Tiip icerisine azot gazi
verildikten sonra azot gazi gecerken bu tiipiin igerisine daha 6nce hazirlanan JEL-SH
coOzeltisi siringa ile eklenmistir. Maddeler eklendikten kisa bir siire sonra tim Kkatti
maddelerin ¢6ziindiigii seffaf ve berrak bir ¢ozelti olustugu goriilmiistiir. Bu berrak ¢ozelti
manyetik karistirict bulunan fotoreaktdre koyularak reaksiyon baglatilmistir. 2 saatlik
reaksiyon sonrasinda hafif sariya donilisen ¢Ozelti bir petri kabina dokiilmiistir ve
¢Oziiclinlin tamamen uzaklasmasi beklenmistir. Elde edilen kati madde reaksiyona
girmeyen JEL-SH ve fotobaslaticinin uzaklastirillmasi amaciyla bol su ile 3 kez
yikanmigtir. Son {iriin JEL-S-PCL olarak kodlanmaistir.

JEL-KOL-ELA-NF-SH ile PCL-Vin arasindaki reaksiyon i¢in, 1 mg fotobaslatic
DPAP (2,2-dimetoksi-2-fenilasetofenon) ve 20 mg PCL-Vin, manyetik bar ile silifli quartz
tiip icerisine koyulmustur. Tip igerisine daha dnceden hazirlanmis ve DCM igerisinde
bekletilen tiyollenmis nanolif bir pens yardimiyla quartz tiip igerisine koyulmustur ve
tizerine 2,5 mL yeni DCM eklenmistir. Tiipiin agz1 kapatilarak fotoreaktore reaksiyon i¢in
koyulmustur. 2 saatlik reaksiyon sonrasinda nanolif pens ile tiip icerisinden ¢ikarildiktan

sonra DCM ile 3 kez yikanmustir.

3.3. Karakterizasyon Metodlar
3.3.1. Taramal Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi
Hazirlanan yapilarin yiizey morfolojisi JEOL JSM-7100-F SEM cihaz ile 15kV

voltaj uygulanarak goriintiilenerek yapilmistir.

3.3.2. Enerji Dagilimh X-Isim1 (EDX) Analizi
Hazirlanan yapilarin ylizeyindeki polimer ve protein bolgelerindeki elementlerin

analizi SEM cihazina bagli Oxford Instruments X-Max EDX dedektorii ile belirlenmistir.

3.3.3. Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi (FTIR) Analizi
Urinlerin ve modifikasyonsuz maddelerin kimyasal yapisinin aydinlatilmasi amaciyla
FTIR sepktrumlar1 alinmistir. Bu spektrumlar Perkin Elmer Fourier Transform Infra-Red

Spectrum One cihazi ile alinmistir. Spektrumlar 650-4000 cm™ araliginda 2em™
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¢Oziiniirliikte alinmustir.

3.3.4. Raman Spektrum Analizi

Urinlerin ve modifikasyonsuz maddelerin yapisinin aydinlatilmasi amaciyla Raman
sepktrumlart WITEC Alpha 300 RA cihazi ile alinmigtir. Spektrumlar, 532 nm’lik lazer ve
50X objektif kullamlarak 100-4000 cm™ araliginda alinmustir.

3.3.5. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Analizi

Kimyasal yap1 analizinde ¢dziinebilen formdaki iirlinlerin analizi proton NMR ile
gerceklestirilmistir. Yaklagik 10 mg numune 650 pL uygun doteryumlu ¢oziiciide (jelatin
icin D,0’da 50°C’de, PCL i¢in CDCl3 oda sicakliginda) ¢oziilerek JEOL ECX 400 NMR

cihazinda spektrumlar1 kaydedilmistir.

3.3.6. Termogravimetrik Analiz (TGA)
Numunelerin termal bozunma ile karakterizasyon X cihaz1 ile 600°C’ye kadar 5°C/dk

1sitma hizinda ve azot atmosferi altinda yapilmistir.

3.3.7. Su Temas Acis1 Analizi

Malzemelerin hidrofilik derecesindeki degisim su temas acis1 analizi ile yapilmistir.
Bu analiz i¢in numunelerin asetik asit igerisinde ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra cam (76x22
mm) lizerine Laurell EDC-650-15B marka spin coater cihazi ile 3000 rpm’de 45 sn
stiersince ince filmi seklinde kaplanmistir. Cam iizerine kaplanan malzemeler daha sonra
vakum etiiviinde 40°C’de 1 saat siire ile kurutulmustur. Polimer yiizeylerindeki statik
temas agilar1, bilgisayar kontrollii, otomatik sirimga (hassasiyet; +1°) bulunan Attension
Theta temas agis1 cihazi ile dl¢lilmiistiir. Denge temas acist degerleri ve (qe) siringadan su

damlatildiktan 2 saniye sonrasinda Slgiilen degerlerdir.

3.3.8. Coziinme Testi

Hazirlanan yeni malzemelerin ve modifiye edilmemis saf maddelerin suda ¢oziiniip
¢Oziinmedigini ve suya kars1 dayanikliligmin test edilmesi i¢cin pH degeri 7.4 olan olan
fosfat tampon ¢oOzeltisi icerisine koyularak gozlemlenmistir. Malzemerin sudaki
goriinimiiniin nasil oldugu gosterilmek iizere suya daldirmadan onceki ve sonraki

fotograflar1 ¢ekilerek gosterilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Nanolif Yiizeyi Uzerinden Baslatilan Halka Acilmas1 Polimerizasyonu ile
hazirlanan Jelatin-PCL Blok Kopolimerleri

JEL-PCL blok kopolimeri jelatin tizerindeki —NH, gruplar1 ve titanyum(IV)
izopropoksit baslatict sistemi ile jelatin nanolif tizerinde halka agilmasi polimerizasyonu

ile sekil 4.1°de gosterildigi reaksiyon ile hazirlanmistir.

Titanyum izopropoksit

oda sicakhg

akis hizi
1.5mL/sa

'[W 15% Jelatin
cozeltisi
Sekil 4.1. Jelatin nanolifin hazirlanmas1 ve halka agilmasi polimerizasyonu ile nanolif

yiizeyine PCL baglanmasi

4.1.1. SEM ve EDX analizi ile Yiizeydeki PCL analizi

Jelatin nanoliflerinin ve nanolifler iizerinde baslatilan reaksiyon sonucu olusan PCL
boliimlerinin goriintiilenmesi amaciyla farkli siirelerdeki reaksiyonlarla hazirlanan JEL-
PCL-1sa, JEL-PCL-2sa, JEL-PCL-4sa, JEL-PCL-24sa fiiriinlerin SEM goriintiileri
alinmistir. Ayrica PCL’ye ait oldugu diisiiniilen boliimler ile jelatine ait oldugu diisiiniilen
boliimlerin elementel analizi C, O ve N elementleri goz oniinde bulundurularak EDX ile
analiz edilmistir.

Reaksiyon dncesinde hazirlanan jelatin nanoliflerinin SEM goriintiileri Sekil 4.2°de
gosterilmistir. 1 saatlik halka agilmasi polimerizasyonu sonrasinda bu liflerin kalinlagtig
ve bazi bolgelerde lif yapisinda olmayan PCL’a ait kiitlesel bolgelerin olustugu
gorilmistir (Sekil 4.3). Bu yap1 lizerindeki bu bolimlerin PCL’ye ait oldugunu
desteklemek i¢in EDX analizi yapilmistir. Sekil 4.7°de JEL-PCL-1sa’in bir bolgesi
tizerinde 3 farkli alanda (A, B ve C) EDX spektrumlar1 alinmistir. A, B, C alanlarinda
sirastyla jelatin nanolifleri, jelatin nanolif ile bir miktar PCL ve lif yapisinda olmayan

kiitlesel PCL boliimleridir. Spektrum A yalnizca jelatin igeren bolgeye aittir ve hesaplanan
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atom oranlar1 C igin %68,3, N i¢in 17,9, O i¢in %13.6 seklindedir. PCL ve jelatin nanolifi
beraber igeren bolgeye ait olan Spektrum B’de N oranin %5.7’ye diistiigli ve karbon oranin
da %84’e yiikseldigi goriilmiistiir. Tamamiyla koyu renkte kiitlesel PCL bolgesine ait olan
Spektrum C’de ise N oraninin 0’a diistiigii goriilmektedir. PCL’ye ait oldugu diisiiniilen
boliimlerin artmasi ile PCL’nun yapisinda N atomu bulundurmamasi ve alifatik uzun
zincirleri sahip olmasi nedeniyle N oraninin diistiigli ve C oraninin arttig1 diisiiniilmektedir.
Boylece lif tizerindeki bu koyu renkteki kati ve lif yapisinda olmayan béliimlerin PCL’ye
ait oldugu desteklenmis oldu. Reaksiyon siiresi 2 ve 4 saat olarak arttirildiginda PCL’ye ait
boliimlerin arttig1 ve nanolif bolgelerinin daha da kalinlastigi goriilmiistir. 24 saat
reaksiyon sonunda ise liflerin iizerinde biiyiiyen PCL yapisinin ylizeyi tamamen kapladig:

goriilmiistiir.

_— 1pm coMU 4/14/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 09:14:50

Sekil 4.2. Hazirlanan jelatin nanoliflerinin SEM goriintiileri
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e 10pm  COMU 4/14/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 09:15:54

E— CoMU 4/14/2016
15.0kV LED WD 10mm 09:20:07

Sekil 4.2.’nin devami
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— "10pm  COMU 6/2/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm  11:40:39

CoML 6/2/2016
x500 15.0kV LED WD 10mm 11:47:22

Sekil 4.3. JEL-PCL-1sa'in SEM goriintiileri
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b

L3 b A N T
lpm coMuU 6/2/2016
x3,000 15.0kKV LED WD 10mm 11:50:51

Sekil 4.3.’iin devami
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— 10pym COMU 4/14/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 09:34:09

— 10pm COMU 4/14/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 09:32:11

Sekil 4.4. JEL-PCL-2sa’in SEM goriintiileri
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I 10pm COMU 4/14/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 09:30:54

Sekil 4.4.”iin devami

V. 4 \7“ ,’A < Iy = S T e
— 10pm COMU 2/23/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 11:09:13

Sekil 4.5. JEL-PCL-4sa'in SEM goriintiileri
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] e 1
2/23/2016

10mm 11:06:59

15.0kV LED

Sekil 4.5.”in devami
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10pm COMU 2/23/20186
WD 10mm 11:03:43

-, Y
— COMU 2/23/2016
15.0kV LED WD 10mm 11:02:52

Sekil 4.5.”in devami
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—_— 10pm COMU 2/16/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 10:17:49

1A e

b

r ’ ¥ 4 Y i :
10pm COMU 2/16/2016
15.0kV LED SEM WD 10mm 10:28:57

Sekil 4.6. JEL-PCL-24sa'in SEM goriintiileri
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"+ B, L Sk,
10pm COMU 2/16/2016
SEM WD 10mm 10:27:55

10um COMU 2/16/2016
SEM WD 10mm 10:16:35

Sekil 4.6.’nin devami
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Sekil 4.7. JEL-PCL-1sa ftzerindeki PCL ve jelatine ait 3 farkli bolgesindeki EDX

spektrumlart ve SEM goriintiisii

4.1.2. Uretilen JEL-PCL’nin FTIR ile Kimyasal Yapisimin Karakterize Edilmesi

SEM ve EDX analizlerinden sonra jelatine kovalent baglanan PCL’nin dogrulanmasi
icin FTIR analizi yapilmistir. JEL-PCL’nin FTIR spektrumu saf jelatin ve saf PCL’nin
spektrumlar ile karsilastirilarak yorumlanmistir. Saf PCL, saf jelatin ve JEL-PCL’ye ait
FTIR spektrumlar sekil 4.8°de gosterilmektedir. Jelatin spektrumunda 1636 cm™ de amit
I’e ait (C=0 gerilme) ve 1533 cm™ de amit II’ye ait (N-H egilme) iki karakteristik pik
goriilmektedir. Ayrica N-H gerilme piki de 3296 cm™de goriilmistir. PCL igin
bakildiginda 1718 cm™de ester grubuna ait karakteristik karbonil (C=0) piki
goriilmektedir. PCL’ye ait diger karakteristik pikler ise soyledir: 2942 cm™ (asimetrik CH,
gerilme), 2867 cm™ (simetrik CH. gerilme), 1290 cm™ (C-O ve C-O-C asimetrik gerilme).
Saf jelatin ve PCL’ye ait pikler daha 6nceki ¢alismalar ile dogrulanmistir(Guo ve ark.,
2015; Xue ve ark., 2015; llsouk ve ark., 2017) PCL asilandiktan sonra jelatinin 3296 cm’
“deki N-H gerilme piki, amit I ve amit II piklerinin siddetinin azaldigi ve GNF-PCL’ye ait
spektrumda goriilmektedir. Reaksiyondan sonra PCL’ye ait C=0O gerilme piki ve CHj

gerilme pikleri belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmistir ve jelatine ait piklerin azalmasi ve
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PCL’ye ait karakteristik piklerin goriilmesi ve Onceki ¢alismalara gore (Mattanavee ve

ark., 2009) bu reaksiyon ile PCL’nin jelatine kimyasal olarak baglandigini1 gostermektedir.

17185 c-0-C
c-C

Gerilme

1176.8

N-H CH,
Gerilme Gerilme

Absorbance

20427
w—— Jelatin 3206.2 / 2867.4
= JEL-PCL

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm?

Sekil 4.8. PCL, jelatin nanolif ve JEL-PCL'ye ait FTIR spektrumlari

4.1.3. Uretilen JEL-PCL’nin Raman Spektrometresi ile Kimyasal Yapisinin
Karakterize Edilmesi
Bu c¢alismadaki maddelerin kimyasal baglarin1 ve fonksiyonel gruplarinin
aydinlatilmasinda Raman spektrometresinden de faydalanilmistir. Reaksiyondan oOnceKi
jelatin nanolifinin Raman spektrumu ile reaksiyon sonrasinda elde edilen JEL-PCL’nin
Raman spektrumlar: sirasi ile sekil 4.8 ve sekil 4.9°da gosterilmistir. Saf jelatinin tipik
Raman spektrumunda bulunan 1654 cm™’de goriilen C=0O gerilme titresiminde
kaynaklanan siddetli amit I band1 gériilmektedir. Jelatinin bir baska karakteristik piki 1250
cm™ civarinda goriilen C-N gerilme ve N-H egilme bandini i¢eren amit III pikidir. Halka
acilmasi polimerizasyonu ile PCL’nun yiizeye asilanmasindan sonra raman spektrumunda
PCL’a ait karakterstik pikler belirgin sekilde goriilmektedir. Bu tipik PCL pikleri soyledir:
1724 cm™ (alifatik ester C=0 gerilme), 1470-1416 cm™ (8CHy), 1303-1282 (WCH,), 1108-
1033 cm™ (skeletal CH,). Saf jelatin ve PCL’ye ait pikler daha dnceki caligmalar ile
dogrulanmistir(Bauer ve ark., 2016; Liu ve ark., 2016).
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Sekil 4.8. Saf jelatin nanolifinin Raman spektrumu
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Sekil 4.9. Uretilen JEL-PCL’nin Ramam spektrumu

4.1.4. Suda Coziiniirliik Testi

Biyomateryellerin suda ¢éziinmesi biyomedikal alandaki kullanimini kisitlamaktadir.
Jelatin ile hazirlanan malzemeler bu nedenle uygulama oOncesinde genellikle g¢apraz
baglanmas1 gerekmektedir. Yeni hazirlanan JEL-PCL’nin suda ¢6ziiniip ¢6ziinmedigini

gbzlemlemek icin suya daldirilmistir. Ayrica karsilastirmak icin saf jelatin nanolifi de suya
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daldirilarak gozlemlenmistir. Coziiniirlik testinde sekil 4.10°da goriildiigii lizere suya
daldirilan jelatin yapisin1 hemen kaybederken JEL-PCL ¢oziinmeden kalmistir ve 24 saat

sonra da tekrar kontrol edildiginde ¢oziinmeden kaldig1 goriilmiistiir.

4.1.5. Su Temas Acis1 Analizi

Hidrofilik 6zellik doku miihendisligi uygulamalart icin 6nemli bir parametredir.
Daha onceki c¢aligmalardaki bilgilere gore, hiicrelerin tutunmaya istekli oldugu
malzemelerin temas agisinmn 40° civarinda oldugu bilinmektedir. Bu nedenle JEL-PCL nin
hidrofilik derecesi Ol¢iilmek iizere su temas agisi analizi yapilmistir. Bu analiz 6ncesinde
saf PCL, saf jelatin ve JEL-PCL asetik asitte ¢oziildiikten sonra cam iizerine Spin coater ile
kaplanmustir. Sekil 4.11°de su temas acis1 analizi sonuglart gosterilmektedir. Bu sonuglara
gore saf jelatinin temas agis1 33,2°, saf PCL’nin temas agis1 76,4° dlgiiliirken jelatin nanolif
iizerine PCL asilanarak hazirlanan JEL-PCL’nin temas acis1 44,5° olarak olciilmiistiir. Bu
sonuca gore hazirlanan JEL-PCL c¢oziilerek tekrar kullanimda doku miihendisligi

uygulamalari i¢in uygun olacagi sdylenebilmektedir.

PCL asilanmis
Jelatin nanolif

Jelatin Nanolif

a b c d

Sekil 4.10. Jelatin nanolifin suya daldirilmadan onceki (a) ve sonraki (b) hali ile JEL-

PCL'nin suya daldirmadan 6nceki (c¢) ve sonraki hali (d)
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Sekil 4.11. PCL, saf jelatin ve JEL-PCL’ye ait su temas agisi sonuglari

4.1.6. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Uretilen JEL-PCL’deki asilanan PCL’nin varliginin ortaya cikarilmast ve PCL’ nin
agillanmasinin jelatinin termal bozunma sicakliklarina nasil etki ettiginin belirlenmesi ve
jelatinin absorpladigi nem miktarinin gosterilmesi amaciyla TGA analizi yapilmistir. Diger
yandan malzemelerin bozunma davranisi parametreleri, eger bu malzeme Chino ve
ark.’nin yapitig1 calismada oldugu gibi istenilen farkli bir sekilde elde edilmek iizere
ekstriiksiyon islemi ic¢in kullanilacak ise doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in ayrica
onemli olmaktadir (Chiono ve ark., 2008).

JEL-PCL’nin termal bozunma karakteristigi PCL ve jelatin ile karsilastirilmak tizere
termogravimetrik analiz uygulanmistir. Sekil 4.12°de bu maddelerin TGA ve dTG egrileri
goriilmektedir. Bu egrilere iliskin hesaplanan polimerin kiitle kaybiin basladig1 sicaklig
(Ton), polimerin %?20’sinin bozundugu sicaklik (Ty), polimerin kiitlesinin %50’sinin
kaybedildigi sicaklik (Tsp) ve kiitle kaybi hizinin en yiiksek oldugu sicaklik (Tmax)
degerleri cizelge 4.1°de verilmistir. Tpyax, polimerin dTG egrisinin tepe noktasindaki
sicaklik olarak alinmustir. Jelatinin TGA ve dTG egrileri incelendiginde 50 ile 100°
arasindaki ilk kiitle kayb1 hidrofilik jelatin molekiillerinin absorplamis oldugu suyun
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Sekil 4.12. Jelatin, PCL, JEL-PCL 'nin (a) TGA ve (b) dTG egrileri

bozunmasi/buharlasmasidir. PCL’nin hidrofobik alkil zincirinden dolay: ayn1 aralikta
(50-100°C) suyun bozunmasina iliskin bir veri goriilmemektedir. Bu sonuclardan asilanan
PCL molekiillerinin jelatinin higroskopik dogasini yaklasik %50 oraninda diisiirdiigii (nem
miktart %]11°den %5’e diismesi) sOylenebilir. Ayrica bozunma sicakliklar1 ve egrilere
bakildiginda saf jelatinin saf PCL’ye gore termal kararliliginin daha diisiik oldugu ve
PCL’nin jelatine asilanmasindan sonra termal bozunma karakteristiginin saf jelatin ile saf

o

PCL arasindaki degerlere degistigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. TGA ve dTG egrilerinden elde edilen bozunma verileri

Ornek Su miktar1 (%) Ton Too Tso Tmax
PCL - 2139 332,4 388,5 397,8
GNF 11 1945 272,0 335,0 319,0

GNF-PCL 5 204,6 298,3 362,8 377,7

Ton: bozunmaya baglama sicakligi, Too: polimerin %20’sinin bozundugu sicaklik,
Tso: Polimerin %50’sinin bozundugu sicaklik, Tmax: dTG egrisinin tepe noktasindaki

sicaklik

4.2. Nanolif Yiizeyi Uzerinden Baslatilan Halka Agilmas1 Polimerizasyonu ile
Hazirlanan Jelatin-Kolajen-Elastin-PCL Blok Kopolimerleri

Nanolifler tizerinden baslatilan halka agilmasi polimerizasyonu ile PCL’nin kimyasal
bagli olarak immobilize edilmesi SEM, EDX, FTIR, Raman spektrumlari ile kanitlandiktan
sonra damar doku miihendisliginde kullanilmasi tercih edilen kolajen-elastin ve PCL
iceren malzeme de ayni metod ile hazirlanmistir ve triinler karakterize edilmistir. Metod
kisminda da belirtildigi gibi ilk Once jelatin-kolajen-elastin nanolifi hazirlanmistir ve

sonrasinda yiizeyden polimerlesme ile PCL asilanmasi1 gergeklestirilmistir (sekil 4.13).

Titanyum izopropoksit
.

oda sicakhig D

o
’&

akis hizi:
1.5mL/sa

15% Jelatin
cozeltisi

Sekil 4.13. JEL-KOL-ELA-PCL'nin halka ag¢ilmas1 polimerizasyonu ile hazirlanmasi

4.2.1. Uretilen JEL-ELA-KOL-PCL’nin Raman Spektrometresi ile Kimyasal
Yapisinin Karakterize Edilmesi

Reaksiyondan 6nceki JEL-ELA-KOL nanolifinin konfokal mikroskop goriintiisii ve
raman spektrumu ile reaksiyon sonrasinda elde edilen JEL-ELA-KOL-PCL’nin Raman
spektrumlar: sirasi ile sekil 4.14 ve sekil 4.15’te gosterilmistir. JEL-ELA-KOL nanolifi

biiyliik oranda jelatin igermektedir ayrica kolajenin peptid zinciri jelatin ile benzer
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olmasindan dolay1 bu nanolifin Raman spektrumu jelatin nanolifin raman spektrumuna
(Sekil 4.8) cok benzemektedir. Ayrica bu yapiin spektrumunda gdézlenen raman pikleri

Sekil 4.14’1in sag alt kosesindeki tabloda listelenmistir.

Alifatik C-H gerilme

210

CCDcts
190 200

180

Jelatin-kolajen-Elastin Nanofiber

300 600 800 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300 : 2 I = : 3
rel. tlem Fonksiyonel Grup Pik (1/cm)

170

w X s Aromatik Phe 1007
8 T . Amit Il
:‘C! Amit Il Amit |
© 5 Amit | (C=0 gerilme, N-H 1660
8 g T egilme )
TE ¢ :
8 §< & Amit 1 1320
atl Q =
8~ ¥)
Alifatik C-H gerilme 2940
Amit 111 (C=0 gerilme N-H 1250
9 bending)
Amit 111 alfa sarmal 940
; . . o ; Try 760
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
rel. tfiem

Sekil 4.14. JEL-KOL-ELA nanolifinin konfokal mikroskop goriintiisii ve raman spektrumu

Nanolif iizerine PCL asilanmasindan sonra raman spektrumunda PCL pikleri ortaya
cikmistir ve mikroskop goriintiisiinde de lif yapilarin yerini kiitleli lif olmayan bolimlere
biraktigr goriilmektedir. Raman spektrumunda jelatinin piklerinin bastirilmis ve PCL
piklerinin domine etmis olmasi yiizeyin tamamen PCL ile kaplanmis oldugunu gosterdigi
diisiiniilmektedir. PCL’ye ait bu pikler soyledir: 1724 cm™ (alifatik ester C=O gerilme),
1454 cm™ (3CH,), 1306 cm™ (WCH.), 1030 cm™ (skeletal CH,), 700-747 cm™ (C-C

alifatik zincir).
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Sekil 4.15. JEL-KOL-ELA-PCL nanolifinin konfokal mikroskop goriintiisii ve raman

spektrumu
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Sekil 4.16. JEL-KOL-ELA nanolifin reaksiyondan 6nce PCL agilandiktan sonraki raman
spektrumlari
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4.2.2. Su Temas Acis1 Analizi

Kolajen ve elastin igeren nanolif ilizerine halka agilmasi PCL ile asilanan yeni
malzemenin su temas acist Ol¢lilmiistiir. Bu analiz icin; iki farkli sekilde numune
hazirlanmstir:

1. Asetik asitte ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra spin coater ile cam iizerine ince film
hazirlayarak ve
2. Maddeler oldugu gibi kullanilarak.

Cam lizerine kaplanan maddelerin su temas acis1 sonuglar1t sekil 4.17°de
gosterilmistir. Kaplama yapilan ylizeye damlatilan su ile elde edilen sonuclara gore JEL-
ELA-KOL’nin su temas acist 33°, PCL’nin temas agis1 76°, JEL-KOL-ELA-PCL’nin
temas agis1 ise iki maddenin arasinda degerde; 47° olarak 6lciilmiistiir. Maddelerin iizerine
direkt olarak suyun damlatildig1 deneyde ise JEL-KOL-ELA nanolifinin temas agis1 37°,
JEL-KOL-ELA-PCL’nin temas agis1 ise ortalama 88° (soldan 90°, sagdan 86°) olarak

Olciilmiistlir. Bu sonug ile nanolif yiizeyinin tamamen PCL ile kaplandig1 desteklenmistir.

33¢ 76" 47¢

g R~ %

‘ JEL-KOL-ELA J ‘ PCL J ‘ JEL-KOL-ELA-PCL J

*Bu sonuglar damlatmadan 2 saniye sonra elde edilen gériinti ve aci degerleridir

Sekil 4.17. Cam yiizeyine kaplanmis numunelerin su temas agilari
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370 900 860

-t

‘ JEL-KOL-ELA J ‘ JEL-KOL-ELA-PCL J

*Bu sonuclar damlatmadan 2 saniye sonra elde edilen goériintl ve a¢i degerleridir

Sekil 4.18. Direk nanolif ve PCL asilanmis nanolif yiizeyi lizerine su damlatildiginda elde

edilen temas agis1 sonuglari

4.2.3. Suda Coziiniirliik Testi

JEL-KOL-ELA jelatin icermesi nedeniyle sulu ortamda yapist bozularak
coziinmektedir. Yeni hazirlanan JEL-KOL-ELA-PCL’nin  biyomateryal olarak
kullanilabilir olmasi i¢in suya karsi direngli olmast ve ¢ozlinmemesi gerekmektedir. Bir
onceki boliimde hazirlanan JEL-PCL i¢in yapilan suda ¢oziiniirliik testi sonucunda yeni
malzemenin ¢ézlinmeden yapisin1 korudugu goriilmistiir. Ayni test, JEL-KOL-ELA-PCL
icin de tekrarlanmistir. Bu test, bir petri kab1 igerisine koyulan ve pH:7.4’e ayarlanmis
fosfat tamponu ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir. JEL-KOL-ELA-PCL bu sulu
ortama koyularak gozlemlenmistir. Ayrica karsilastirmak i¢in sadece nanolif olan JEL-
KOL-ELA da aymi sekilde bu kabin igerisine koyularak deneme tekrarlanmigtir. Sekil
4.19°da ilk 6nce JEL-KOL-ELA’dan alinan kesitin suya daldirildiginda goriilen degisiklik
gosterilmistir. Sekilde goriildigi gibi JEL-KOL-ELA kisa siire igerisinde su ile etkileserek
yapisi dagilmaya baslamistir. Daha sonra JEL-KOL-ELA bu petri kabinin igerisinde
¢oziinmeye devam ederken JEL-KOL-ELA-PCL daldirilmistir ve c¢oziinmedigi
goriilmistiir. 30 dk sonra JEL-KOL-ELA-PCL yapisini aynen korurken JEL-KOL-ELA
parcalanmistir. 2 giin bu sekilde birakildiktan sonra petri kabindaki su buharlastiginda
JEL-KOL-ELA’nin lif yapisinin kayboldugu ver parcalara ayrilara film seklinde petri
kabinda kaldig1 gortilmiistiir. JEL-KOL-ELA-PCL ise suya daldirilmadan 6nceki seklini ve

formunu korudugu goriilmistiir. Bu sonug ile yiizeye PCL asilanmasindan sonra bu
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malzemenin suda ¢oziinmeyen dayanikli ve PCL, kolajen, elastin ve jelatin iceren yeni bir

malzemeye ¢apraz baglama islemi uygulanmadan doniistiiriildigli kanisina ulagilmistir.

/4
/4
JEL-COL-ELA suluortama  QOrtama birakildiginda 2 dk sonra JEL-COL-ELA-PCL bu

daldinlmadan énce ortama daldirilirken

2 dk sonra 30 dk sonra

2 glin ve su
buharlastiktan sonra
sonra

Q Igerisindeki JEL-COL-ELA [ |Igerisindeki JEL-COL-ELA-PCL -

Sekil 4.19. Coziiniirliik testi fotograflari

4.2.4. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Elde edilen yeni malzemenin termal kararligindaki degisimin gozlenmesi ve
malzeme Dbilesiminin karakterize edilmesi amaciyla JEL-KOL-ELA-PCL’a TGA
uygulanmistir. TGA ve dTG egrisi sekil 4.20°de gosterilmektedir. Kirmizi kesik ¢izgi ile
gosterilen TGA egrisi ve mavi kesiksiz ¢izgi dTG egrisini gdstermektedir. 100°C civarinda
olan ilk bozunma malzeme tarafindan absorblanmis nemin bozunlmasi/buharlagsmasi
olarak degerlendirilmistir. dTG egrisinde ufak bir omuz olusturan 2. bozunma 175°C’de
baslamistir ve bu bozunma 240°C’de baslayan son bozunma evresi ile birlestigi
goriilmektedir. 2. bozunmanin PCL’ye gore daha diisiik sicaklikta baglayan jelatine ait
oldugu diisiinlmektedir. Bu kiitle kayb1 basladiktan kisa bir siire sonra bozunma evresi

baslamistir, 320°C’de kiitle kaybmin hizi maksimuma ulagmustir.
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Sekil 4.20. JEL-KOL-ELA malzemesine ait TGA ve dTG diagramlari

Bozunma sicakliklar1 ve egrilere bakildiginda PCL’nin JEL-KOL-ELA’e
asilanmasindan sonra termal bozunma karakteristiginin saf jelatin ile saf PCL arasindaki

degerlere degistigi goriilmektedir.

4.3. Tiyol-en Foto Klik Reaksiyonu ile Jeltin-PCL Blok Kopolimerinin
Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

4.3.1. Tiyol Fonksiyonelli Jelatinin Hazirlanmasi

Tiyol-en reaksiyonu i¢in gerekli olan —SH fonksiyonelligini jelatine kazandirmak

tizere sekil 4.21°deki reaksiyon yapilmistir.
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Sekil 4.22. JEL-SH"in Ellman reaktifi ile reaskiyonu ve renk degisimleri

Bu reaksiyonda jelatin iizerinde bulunan serbest amin gruplar tiyobiitirolakton ile
etkilestirilerek sekil 4.21°de gortldigi gibi bir ucunda —SH grubu bulunan jelatin
molekiilleri (JEL-SH) hazirlanmstir. Tiyollenme reaksiyonunun dogrulanmasi i¢in Ellman
testi yapilmistir. Ditiyobis (nitrobenzoik asit) (DTNB) sulu ¢o6zeltisinde JEL-SH ile
reaksiyona sokularak renk degisimi olup olmadigma bakilmistir. Bu test sonucunda saf

jelatin ile sar1 renkli ¢ozelti olusmazken JEL-SH ile yapilan testte sar1 renkli ¢ozelti
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olusmustur. Bu teste iliskin reaksiyon ve renk degisimine ait fotograflar sekil 4.22°de
gosterilmigtir.

Jelatin lizerinden yapilan tiyolleme reaksiyonu bu sekilde dogrulandiktan sonra JEL-
KOL-ELA-SH tiyollenmis nanolifi i¢in de bu test uygulanmistir ve *HNMR spektrumu ile
karakterize edilmistir. Cozelti igerisinde daldirilip reaksiyon i¢in beklendikten sonra JEL-
KOL-ELA-SH lifi yikandiktan sonra D,0’da ¢éziilerek "HNMR spektrumu almmistir. Bu
spektrum ise sekil 4.23’de verilmistir. spektruma gore saf nanolife ait pikler soyledir:
Valin, Losin, izoldsin amino asitlerinden 0.68 ppm (y,5-CHs), Treonin amino asidinden
0.89 ppm (y-CHs), Alanin amino asidinden 1.16 ppm (y-CHs), Lisin amino asidinden 1.43
ppm (B,y,6-CHs), Arjinin amino asidinden 1,78 ppm (B,y-CHs), Prolin amino asidinden
2,05 ppm (B,y,0-CHy), Aspartik asit amono asidinden 2.48 ppm (B-CH,), Lisin amino
asidinden 2.75 ppm (e-CH,), Arjinin amino asidinden 2.96 ppm (3-CH,), glisin amino
asidinden 3.39’da (a-CHy), Hidroksiprolin amino asdinden 3.7 ppm (y-CH,), Fenil alanin
aminoasidinden 7.08 ppm (aromatik). Protein ile ellman reaktifi arasindaki reaksiyon
sonrasinda fenil grubundan kaynaklanan 7.5, 7.9 ve 7.4 ppm’deki piklerin olustugu
goriilmektedir(Russo ve ark., 2014). Bu piklerin oldugu boliim spektrumlarin verildigi

sekilin igerisinde ayrica biiyiitiilerek gosterilmistir.
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Sekil 4.23. JEL-KOL-ELA ve ellman testi yapildiktan sonraki molekiilin *HNMR

spektrumlari

4.3.2. Vinil fonksiyonelli PCL’nun Sentezlenmesi

Zincirlerinin ucunda vinil (C=C) grubu i¢ceren PCL’nin (PCL-Vin) sentezi i¢in e-
kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu hidroksi etil metakrilat (HEMA) ve kalay
(IT) oktoat baslatici sistemi ile gergeklestirilmistir. HEMA’ nin —OH grubu halka agilmasi
polimerizasyonunu baslattig1 i¢in PCL zincirlerinin sonunda HEMA’nin diger ucundaki

C=C ile vinil fonksiyonelli hale getirilmistir. Reaksiyon sekil 4.24.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.24. Vinil fonksiyonelli PCL sentezi

4.3.3. PCL-Vin’in 'HNMR ile Karakterizasyonu

Bu yapinin '"HNMR spektrumu sekil 4.25°de gosterilmistir. Spektrumda PCL ana
zincirine ait pikler 1.33 ppm, 1.57 ppm ve 2.26 ppm’de goriilmiistir. PCL’nin bu
piklerinin yan1 sira 3.61 ppm’de ve 3.71 ppm’de sirasiyla CH,-OH CH,-O-OH’ ait pikler
goriilmektedir ve 1.90 ppm ve 4.06 ppm’de ise -CH3 ve —CH2-CH2 ye ait pikler bulunur.
PCL zincirin ucuna eklenen olefinik protonlara ait pikler ise 5.57 ppm ve 6.10 ppm’de
goriilmiistiir. Bu analiz sonucunda vinil fonksiyonelli PCL’nin basariyla sentezlendigi

dogrulanmistir(Tasdelen-Yucedag ve Erciyes, 2014).
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Sekil 4.25. Vinil fonksiyonelli PCL’nin proton NMR spektrumu

4.3.4. Tiyollenmis proteinler ile Vinil Fonksiyonelli PCL’nun Tiyol-en Foto Klik

Reaksiyonu
Sekil 4.26.’te gosterilen bu Tiyol-en Foto klik reaksiyonu,
1) Tiyollenen saf jelatin tozu (JEL-SH) ile PCL-Vin arasinda

2) Tiyollenen Jelatin/kolajen/elastin nanolifi (JEL-KOL-ELA-SH) ile PCL-Vin

arasinda olmak tizere iki farkli denemesi yapilmistir (Bolim 3.2.2.5).
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Sekil 4.26. Tiyol-en foto klik reaksiyonu ile JEL-S-PCL sentezinin sekilsel gosterimi

Bunlardan birincisinde reaksiyon sonrasinda renksiz ¢ozeltinin hafif sar1 renge
dontismesi makromolekiiller arasinda —S-S- baginin olustugunu isaret etmistir. Elde edilen
acik sar1 Uirlin karisimi reaksiyona girmeyen jelatin molekiillerini uzaklagtirilmasi i¢in bol
saf su ile yitkanmistir ve FTIR ile yapist aydinlatilmistir. 2. denemede ise halka ac¢ilmasi
polimerizasyonu ile PCL asilanmasinda oldugu gibi bu kez tiyol-en reaksiyonu ile PCL’nin
astlandig1 bir reaksiyon kurulmustur ve reaksiyona girmeyen PCL uzaklagtirilmasi i¢in ise
bol DCM ile yikanmistir. Bu iiriin de Raman spektrometresi ile kimyasal yapisi

aydinlatilmistir.
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4.3.5. Tiyol-en Foto Klik Reaksiyonu ile Elde Edilen Jelatin-PCL Blok
Kopolimerinin FTIR Spektrumu ile Analizi

Yikama isleminden sonra kurutulan 6rnek kimyasal baglanan PCL’nin varligmin
gosterilmesi i¢in FTIR analizi yapilmistir. FTIR spektrumu sekil 4.27°te gosterilmektedir.
Saf PCL’nin FTIR spektrumu daha 6nce bolim 4.1.2°de incelendiginde elde edilen
karakteristik PCL pikleri bu sonuglarda da aynidir. Foto klik reaksiyonundan sonra
jelatinin yapiya baglanmasi ile bu molekiilden gelen yeni siddeti diisiik amit piki (1636 cm’
1) goriilmiistiir. Bu yeni pik, yapida jelatinin oldugunu gosterdigi, pikin siddetinin diisiik
olmasi ise diisiik miktarda jelatinin baglandigi diisiiniilmektedir. Bunun nedeni de tiyol-en
reaksiyonunda kullanilan vinil grubunun bagli oldugi akrilat grubunun tiyol-en

reaksiyonlarinda veriminin diisiik olmasina neden olmasi olabilir.

—— JEL-S-PCL
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Sekil 4.27. Saf jelatin ve JEL-S-PCL’in FTIR spektrumlari

Bu model ¢alisma tiyol-en reaksiyonunun gergeklesmesi ile blok kopolimer

olusturulabilecegini gostermistir.
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Daha sonra kolajen ve elastin i¢eren tiyollenmis nanolif JEL-KOL-ELA-SH ile PCL-
Vin tiyol-en foto klik reaksiyonu gergeklestirilmistir.

4.3.6. Tiyol-en Foto Klik Reaksiyonu ile Elde Edilen Jel-KOL-ELA-PCL Blok
Kopolimerinin Raman Spektrumu ile Analizi

Tiyollenmis JEL-KOL-ELA nanolifi iizerinde gergeklestirilen tiyol en foto klik
reaksiyonundan sonra asilanan PCL, karakterize edilmesi i¢in Raman analizi yapilmistir ve
bu spektrum sekil 4.28’da gosterilmektedir. Tiyol-en reaksiyonu uygulanmadan 6nceki saf
nanolifin Sekil 4.28’daki spektrumuna gore karakteristik amit 1, amit Il, amit 111 pikleri
strastyla 1654 cm™de, 1320 cm™de, 1250 cm™ de gorillmiistiir. Tiyol-en reaksiyonu ile
nanolif yiizeyine PCL asilandiktan sonra 1724 cm ™ de PCL’nin ana zincirindeki karbonil
grubunun C=0 gerilme piki hafif sekilde ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda daha
once (bolim 4.2.1) ayni nanolif {izerinden halka acilmasi polimerizasyonu ile PCL
asilandiginda nanolif yiizeyinin PCL ile kaplandigi i¢in Raman spektrumunda PCL’nin
karakteristik pikleri belirgin bir sekilde ortaya ciktigt ve proteinin piklerini azalttig
gbdzlemlenmisti. Tiyol-en reaksiyonun veriminin sadece jelatin ile yapilan reaksiyonda
diisiik oldugu FTIR spektrumundaki pikin zayif olmasinda daha once belirtimisti. Bu
durum JEL-KOL-ELA nanolifi iizerinden yapilan tiyol-en Kklik reaksiyonunda da benzer

verimlilikte oldugu disiiniilmektedir.
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Sekil 4.28. JEL-KOL-ELA nanolifinin ve tiyol-en reaksiyonundan sonraki malzemenin
(JEL-KOL-ELA-S-PCL) Raman spektrumlari

4.3.7. Suda Coziinme Testi

Diger lif izerinde PCL agilanmasi ¢aligmalarinda oldugu gibi bu nanolifin de asilama
sonrasindaki suda ¢ozlinmesi ve suya dayanikligi test edilmistir. Beklenildigi gibi PCL
baglanan yeni nanolif yapinin saf nanolifin aksine suda ¢oziinmedigi goriilmiistiir. Bu

goriintiiler sekil 4.29.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.29. Tiyol-en Klik reaksiyonu ile hazirlanan JEL-KOL-ELA-S-PCL’nin suda

¢Oziinme testi
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Damar doku miihendisligi uygulamalarinda kolajen/elastin/PCL  hibrit
malzemesinin kullanimi, hiicre tutunmasi ve gelisimine uygun ve esneklik ve dayanim
bakimindan iyi mekanik 6zellikte olmasi nedenleri ile son yillarda 6n plana ¢ikmistir.
Kovalent bagl ve sulu ortamda kararli yapida olan bu malzemenin tiretilmesinde genellikle
plazma muamelesi, PAA ile modifkasyon, aminoliz reaksiyonlari gibi bir veya birden fazla
On islemin uygulandig1 ve proteinlerin baglanmasi1 basamaginda glutaraldehit, EDC, NHS
gibi metabolizmada zehirleyici etkisi olabilen bilesikler kullanilmaktadir. Bu nedenle
PCL’nin kovalent bagli oldugu, kolajen ve elastin iceren matriksi iiretilmesi daha onceki
caligmalarda kullanilan yontemlerden farkli olarak PCL’nin nanolif yiizeyinde halka
acilmasi polimerlesmesi ile sentezlenmistir.

Kolajen-elastin-PCL yapisinin  hazirlanmasindan o6nce kullanilacak metodun
olabilirligi kolajenin denature edilmis formu olan jelatin ile denenmistir. Kolajen 40°C’nin
iizerindeki sicakliklarda denatiire olmas1 nedeniyle bu reaksiyonun 40°C’den daha diisiik
sicakliklarda gergeklestirilmesi gerekmistir. Literatiirdeki bilgilere gore e-kaprolaktonun
halka agilmasi polimerizasyonu genelikle kalay(Il) oktoat katalizérii ile ve 80-180°C
arasinda yapildig1 ancak son zamanlarda daha ilimli kosullarda (4-40°C arasinda) halka
acilmasi polimerizasyonu i¢in Ti(IV) izopropoksitin kullanildigi kesfedilmistir. Bu nedenle
kalay(Il)oktoat yerine Ti(IV) izopropoksit kullanilmistir.

Jelatin yiizeyindeki serbest amin gruplart ile Ti(IV) izopropoksit, halka agilmasi
polimerizasyonunu nanolif yiizeyinde baslatarak PCL’nin protein yapisina kovalent
baglanmasi saglanmistir. Fiziksel etkilesimler ile baglanmis olabilecegi diisiiniilen PCL
kalintilar1 da reaksiyon sonrasinda diklorometan ile yikama sonucu uzaklastirilmastir.

Farkli siirelerde yapilan reaksiyonlar sonucu PCL’nin lifler tizerindeki olusumu SEM
analizi ile gorlintiilenmistir. Lif ¢aplarmin giderek biiyilidiigii ve ilerleyen siirelerde lif
yapida olmayan hacimli PCL boliimlerinin olustugu goriilmiistiir. Ayrica EDX analizi ile
PCL oldugu diisiiniilen bolgelerde elementel analiz yapildiginda azot oraninin distiigii, C
oraninin arttig1 goriilerek bu boliimlerin PCL’ye ait oldugu desteklenmistir.

EDX analizinin yani1 sira FTIR ve Raman analizleri ile proteinler (jelatin, kolajen,
elastin) ve PCL’nin kimyasal yapilar1 aydinlatilmistir. Olusturulan JEL-PCL iriiniinde

FTIR analizinde hem jelatine hem de PCL’ye ait pikler goriilmiistiir. Raman analizinde ise
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yiizeydeki PCL’nin piklerinin belirgin bir sekilde goriildigii gézlemlenerek reaksiyon
desteklenmistir.

Termogravimetrik analizde yeni olusan iriiniin termal bozunma egrisinin iki
polimerin arasinda bir egri olusturdugu goriilmiistiir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre tutunmasi i¢in 6nemli olan hidrofilik
Ozellik su temas acisi analizi ile belirlenmistir. JEL-PCL ¢oziilerek spin coater ile cam
ylizeyine kaplandiktan sonra yapilan su temas agis1 analizinde doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in uygun olabilecek bir deger olan 44°C 6l¢iilmiistiir. Su ile
etkilestirildiginde yapida bozunma veya suda ¢6ziinme goriillmemistir. Boylece daha
onceki ¢aligmalarda gerekli olan ¢apraz baglama islemine gerek kalmadigr diisiiniilmiistiir.

Jelatin ile bu reaksiyonun ve iriiniin karakterize edilmesinin ardindan, Jelatin-
kolajen-elastin karigiminin nanolifi (JEL-KOL-ELA) hazirlanmistir ve jelatin ile yapilan
reaksiyonun aynisi yapilarak iiriinler analiz edilmistir. Raman analizi ile ylizeye asilanan
PCL yapis1 aydinlatilmistir, TGA ile termal davranmisindaki degisiklik analiz edilmistir, su
temas acist analizi ile hidrofilikligi analiz edilmistir ve su icerisine daldirilarak sudaki
¢ozliniirligi test edilmistir. Bu analizlerde jelatin ile yapilmis matriks ile benzer sonuglar
elde edilerek reaksiyon dogrulanmustir.

PCL’nin kovalent bagli oldugu, kolajen ve elastin igeren matriksler ayrica tiyol-en
foto klik reaksiyonu ile yapilarak karakterize edilmistir. Bunun i¢in 6nceden hazirlanan
jelatin-kolajen-elastin nanolifi tiyollenmistir. Tiyol gruplart Elman testi ile dogrulanmustir.
Ayrica vinil fonksiyonelli PCL, e-kaprolaktonun HEMA/kalay(Il)oktoat baslaticisi ile
halka agilmasi polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Tiyol modifiyeli Gel-KOL-ELA-SH
nanolifi tizerinde PCL-Vin ve fotobaslatici varliginda tiyol-en foto kilik reaksiyonu
yiiriitiilerek JEL-KOL-ELA-S-PCL iiretilmistir. Raman analizinde PCL’ye ait karbonil piki
goriilmiistiir. Bu spektrumdaki karbonil pikinin halka agilmasi polimerlesmesi ile PCL’nin
astlandigr JEL-KOL-ELA-PCL Raman spektrumundaki karbonil pikine gore daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Buradan tiyol-en reaksiyonu ile halka agilmasi ile asilama yonteminde
oldugu kadar PCL asilanmadig1 anlagilmistir.

Sonug olarak bu tezde, literatiirde bulunan 6nceki ¢aligmalarda kullanilan plazma
muamelesi, aminoliz reaksiyonlari, PAA asilama, ¢apraz baglama islemleri olmadan
kolajen-elastin igeren ve kovalent PCL bagl yapilar halka agilmasi polimerizasyonu ile es
zamanli asilama ile ve ayrica tiyol-en foto klik reaksiyonu kullanilarak hazirlanmistir.

Bu calismadaki kullanilan metodlarda onceki calismalara gore daha az basamak

icermesi ve zararli olabilecek bir kimyasalin (glutaraldehit, EDC, NHS) yapida
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bulunmamasi yonleri ile bu malzemenin iiretimi konusuna 6neli bir katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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