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OZET

Kanser tiim diinyada hizla artmakta ve 6lim nedenlerinin baslica sebepleri arasinda yer
almaktadir. Kanserin teshis ve tedavisinde kullanilan yontemler arasinda kemoterapi biiyiik
bir oneme sahiptir. Ancak, kandaki degisken ila¢ kinetigi, sistematik toksisite ve
infeksiyon kemoterapi i¢in ciddi sorunlar olusturmaktadir. Kanser tedavisinde yapilan
bilimsel ¢aligmalar da ortaya ¢ikan bu sorunlar1 6nlemek amaciyla daha yeni ve etkili
yontemlerin  gelistirilmesi lizerine yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Bu nedenle,
biyomateryallerin biyouyumluluk &zelliklerinden faydalanarak, antikanser ilaglarin
polimer tasiyicilar yardimiyla kontrollii salimi1 ¢alismalari 6nem kazanmig bulunmaktadir.
Bu tez c¢alismasimin amaci, biyomedikal alanda kontrollii salim sistemi olarak kullanilmak
tizere model anti-kanser ila¢ ‘‘5-Florouracil’’ i¢in biyo-uyumlu yeni bir polimerik sistem
gelistirmektir.. Antikanser ilacin kontrollii salimi i¢in tasiyict sistem olarak kullanilan
poli((2-hidroksipropil) metakrilat/polietilenglikol metakrilat/hidroksipropilkitosan),
poli(HPM-PEG-MA-HPC) hidrojeli, UV 15181 kullanilarak fotopolimerizasyon yontemi ile
azobisizobutironitril (AIBN) baslaticis1 varliginda farkli kompozisyonlarda sentezlendi.
Hidrojellerin karakterizasyonu i¢in FTIR, temas agisi, SEM analizleri yapilmistir. Bunlarin
yaninda hidrojelin biyoyumluluk 6zellikleri de incelenmistir. Hazirlanan polimerik tasiyici
icerisine degisik oranlarda model antikanser ilact 5-florourasil eklenmis ve model ilacin
poli(HPM-PEG-MA-HPC) hidrojelinden kontrollii salimi ¢aligilmistir. Hazirlanan 5-
florouracil yiikli polimerik hidrojelden ilacin kontrollii salimi {izerine etki eden
parametreler arastirtlmis ve model ilacin kontrollii salim Kinetigi incelenerek sistem
optimize edilmistir.
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ABSTRACT

Cancer is growing rapidly all over the world and is one of the main causes of death.
Among the methods used in the diagnosis and treatment of cancer, chemotherapy has a
great precaution. However, variable side effects, systemic toxicity and infection are serious
problems for chemotherapy. Several studies in cancer treatment have been carried out
intensively on the development of new and effective methods to prevent these problems.
For this reason, taking advantage of the biocompatibility of biomaterials, it has become
important to study the controlled release of anticancer drugs from the polymer carriers. In
this thesis, we will develop a new biocompatible polymeric system for controlled release of
a model anti-cancer drug "5-Fluorouracil* for use in biomedical field. Poly((2-
hydroxypropyl) methacrylate / polyethyleneglycol methacrylate / hydroxypropylchitosan),
poly (HPM-PEGMA-HPC) hydrogel formulations prepared as carrier system for controlled
release of the anticancer drug, it was synthesized in the presence of azobisisobutyronitrile
(AIBN) initiator by photopolymerization using UV light. FTIR, contact angle, SEM
analyzes were performed for the characterization of the hydrogels. Besides these
properties, the hydrogel formulations were also examined. The model anticancer drug 5-
fluorouracil was added at different ratios to the polymeric carrier, and the controlled
release of the model drug from poly (HPM-PEGMA-HPC) hydrogel was studied in a
continuous flow system. The parameters affecting the controlled release of 5-Fluorouracil-
loaded from the polymer polymer formulations were investigated, and the system was
optimized by examining the controlled release kinetics of the drug.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiii

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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°C

Kisaltmalar

5-FU
aPTT
DOX
EPR
FTIR
HCC
HEMA
HPC
HPM
HPMA
PEG
PT
SEM
uv

Aciklamalar

Derece Celcius
Zaman
Sicaklik

Aciklamalar

5-florourasil

Aktif kismi tromboplastin zamani
Doksorubisin

Arttirilmis gegis ve alikonma
Fourier Transform Infrared Spektrometresi
Hepatokiiller karsinoma
2-hidroksietil metakrilat
Hidroksipropil kitosan
2-hidroksipropil metakrilat
N-(2-hidroksipropil) metakrilamit
Polietilen glikol

Protrombin zamani

Taramali Elektron Mikroskobu
Ultraviyole



1. GIRIS

Biyomalzemelerin biyomedikal alanlarda kullanilmalariyla ¢esitli hastaliklarin daha hizli
tedavi edilmesi ve daha konforlu bir yasam tarzina kavusma amaci dogrultusunda yapilan
caligmalar giiniimiize kadar siiregelmistir. Bu alanda yapilan ¢alismalarin biiytik bir kismi
kontrollii olarak bazi biyolojik aktif maddelerin saliminda kullanilmak iizere biyomalzeme
tasarlamaya yoneliktir [1]. Biyomalzeme olarak hazirlanan polimerik yapinin yiizey
ozellikleri, ylizey alani, geometrik sekli uygulama yerine gore performansini belirleyen
Oonemli parametreler arasinda yer almaktadir. Ayrica, canli sistemlerde kullanilmak iizere
hazirlanan biyomalzemelerin biyolojik uyumluluk 6zelliginin yilizey ozellikleri ile
dogrudan ilgili oldugu c¢ok sayida arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Bu nedenle
biyomalzeme sistemini olusturan yapi taslarinin biyolojik uyumlu 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Bu dogrultuda kullanilacak biyomateryaller, dogal kokenli ve/veya yapiya
daha uygun ozellikler kazandirilmak tizere sentetik olarak hazirlanabilen polimerlerdir [2-
7].

Biyomedikal alanda kontrollii olarak bazi biyolojik aktif maddelerin salimi ile ilgili
caligmalarin temel amaci; salimi yapilan biyolojik aktif maddelerin konsantrasyonunu
minimum diizeyde tutmak, dozajlama araligini uzatmak, kisilerin zararli ve diger
etkilerden etkilenmemesini miimkiin kilarak yasam Kkalitesini arttirmaktir. “‘Kontrollii
salim sistemleri’’ bu beklentileri en iyi karsilayan sistemlerdir. Farkli tiirdeki hastaliklari
etkili bir sekilde kontrol etme ihtiyaci, kontrollii ila¢ salim kavramini ortaya ¢ikarmistir.
Lokal-6zellikli kontrollii salim sistemi, klasik ilag dagilim sisteminden daha farkli
avantajlar saglar. Viicudun belirli boliimlerine bunlardan bazilar1 ilacin sinirlandirilmis
dagilimi, tedavinin devamliliginda giivenilirlik, ila¢ kararliliginin artirilmasi, tedavi igin
gerekli ilag miktarinin azalmasi ve optimum ilag adsorpsiyonudur [8]. Geleneksel tedavi
yontemlerinde, ilag, hormon veya proteinin plazmada etkili dozda tutulabilmesi i¢in ilgili
maddenin siklikla alinmasi gerekmektedir. Kontrollii salim sistemlerinde ise istenilen
dozda ilacin plazma igerisinde derisimi arzu edilen siire kadar sabit kalmasi
saglanmaktadir. Bu yolla, siirekli ilag hormon ve protein alma gereksinimi ortadan
kalkmaktadir [9]. Ayrica siirekli salim sistemi vasitasi ile ilag tedavisinin istenilen bolgede,
organda ve hatta hiicrede yapilmasinin olas1 oldugu rapor edilmistir. Kontrollii salim

sistemlerinin kullanilmasi sonucunda toksik etkilerin en az diizeyde goriilmesi, gilinliik



stirekli dozlarda ilag alinimina gereksinim duyulmamasimnin hastaya biylik kolaylik

sagladig1 onceki ¢ok sayida ¢aligmalarda rapor edilmistir [10].

Kontrollii salim, etkin bir ilacin bir sistem igerisinden istenilen siirede, belirlenmis bir hizla
ve gereken miktarda salimini saglayacak sekilde tasariminin yapildigi genellikle polimer
sistemlerden olusturulmaktadir. Kontrollii salimda iki ana bilesen vardir; bunlar aktif
madde ve aktif maddenin salimin1 diizenleyen polimerik destek madde seklindedir [11].
Hidrojellerin kontrollii salim sistemi olarak kullanimi iizerine ¢ok sayida caligmalar
bulunmaktadir. Kontrollii salim sistemlerinde kullanilan hidrojeller, genellikle ii¢ boyutlu,
ag yapili ve capraz bagli polimerlerdir. Hidrojeller, fazla miktarlarda su adsorplama
kabiliyetine sahip ii¢ boyutlu hidrofilik yapilardir. Sisen ag yapinin yiiksek su icerigi ve
yumusak yapisindan dolayi, ilag salim uygulamalarinda kullanildigi gibi biyomateryal
olarak da kullanilirlar. Bu yapilar hidrat halinde, yumusak dokularinkine benzer su
icerigine sahiptirler ve bu nedenle yiiksek biyouyumluluk gosterirler. Hidrojeller dis
ortama bagl sisme davranisi gosterirler. Uyariya hassas bu hidrojeller, pH, iyonik siddet,
sicaklik ve elektromagnetik 1s1madaki degisimlere cevap olarak, gecirgenlik ya da mekanik
glic gibi, ag yapisinin sisme davraniginda Onemli degisiklikler gosterirler [12-14].
Kontrollii salim sistemlerinde kullanilan biyomalzemeler, dogal veya sentetik olarak elde
edilebilen polimerik makro-molekiillerdir. Hedef biyolojik molekiil veya ilag yiiklii bu
sistemlerin olas1 enfeksiyonlart en aza indirmeleri sonucunda kardiyoloji, oftalmoloji,
onkoloji ve immiinoloji dahil olmak tizere ¢ok cesitli tip uygulamalarmin hemen her

dalinda etkili ve basaril1 bir sekilde kullanimi1 saglanmustir.

Son donemlerdeki arastirmalar, ¢ogu dogal kokenli olan biyouyumlu polimerler iizerine
yogunlagmistir [15, 16]. Kitosanin poli(N-izopropil akrilamid) ile olusturdugu as1
kopolimer sicakliga duyarli oftalmik (goéz ile ilgili) ilaclarin siirekli saliminda
kullanilmustir [17]. Prabaharan ve digerleri karboksimetil kitosana fosfatidiletanolaminin
as1  kopolimerizasyonunu  sodyum tripolifosfat ¢apraz  baglayicist  varlifinda
gergeklestirmisler ve elde edilen tasiyici destegi hidrofobik model ilag olarak ketoprofen’in
kontrollii salim ¢alismalarinda kullanmislardir [18]. 2-hidroksietil metakrilat monomeri ve
vinilbenzilpoli(etilen oksit) makromonomerinin kopolimerizasyonu ile sentezlenen hidrojel
yapidaki biyouyumlu membran ise vankomisinin kontrollii saliminda kullanilmak {izere
hazirlanmistir  [19]. Bu kapsamda yapilan bir baska calismada ise ag yapili

poli(hidroksietilmetakrilat)/kitosan membranindan amoksilin  salimi  arastirilmigtir.



Biyouyumlu membranlardan amoksilinin salim ¢aligmalarindan erisilen sonuglardan, bu
tastyici sistemin biyomolekiiller igin kontrollii salim sistemi olarak kullanim potansiyelinin

bulundugu rapor edilmistir [20].

Sunulan tez ¢aligmasinda, biyomedikal alanda kontrollii salim alaninda kullanilmak tizere
model kanser ilac1 olarak segilen 5-florourasil i¢in hidroksipropil kitosan makromonomeri
iceren biyouyumlu poli(hidroksipropilmetakrilat/hidroksipropil kitosan), p(HPM/HPC)
farkli formulasyonlarda polimerik tasiyici sistemin sentezlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda, kanser ilacinin kontrollii saliminda kullanilmak {izere hazirlanacak olan
polimerik tastyici sistemin mekanik dayanima sahip, kimyasal ve mikrobiyal bozunmaya
kars1 direngli olmasi hedeflenmistir. Farkli monomer / polimer oranina sahip bir seri
hidrojel kompozisyonu hazirlanarak, tasiyici sistemin hazirlanmasi isleminde monomer
orani, baslatict vb. sistem parametrelerin etkisi aragtirllmistir. Hazirlanan tasiyici hidrojel
materyalinin yiizey yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM), yapidaki gruplarin varlig
FTIR spektrumu ile belirlenmistir. Hidrojelin karakterizasyon ¢alismalar1 (denge su igerigi,
yogunlugu, gecirgenlik, hidrofilite, yiizey temas acgisi, ylizey serbest enerjisi ve
parametreleri vb.) arastirilarak tamamlanmistir. Temas agis1 6l¢iimleri, hazirlanan hidrojel
materyallerin 1slanabilirligini belirlemek i¢in kullanilmistir. Kurutulmus hidrojel 6rneklere,
farkl test sivilart durgun damlatma yontemi ile damlatilarak, temas agis1 degerleri dijital
optik temas agis1 6lger cihazi kullanilarak belirlenmistir. Belirlenen temas agilar1 degerleri
kullanilarak hidrojellerin ylizey enerjisi ve parametreleri hesaplanmistir. Kontrollii salim
sisteminde tasiyic1 destek materyali olarak kullanilan hidrojellerin biyouyumlulugu, 6nemli
kan proteinlerine kars1 gosterecegi egilim ve platalet adhezyonlarinin belirlenmesi ile

arastirilmistir.

Tez ¢aligsmasinin ikinci agsamasinda, kanser ilacinin kontrollii saliminda kullanilmak {izere
hazirlanan tasiyici implant sistemine, model kanser ilaci olarak segilen 5-florourasil farkli
dozlarda yiiklenerek kontrollii salimlart siirekli sistemde takip edilmistir. Bu amagla,
Hixson-Crowell, Korsmeyer-Peppas tarafindan Onerilen salim modelleri, sifirinc1 ve
Higuchi esitlikleri kullanilarak deneysel olarak elde edilen ilag salim kinetiginin uydugu
matematiksel model arastirilarak salim kinetigi ve ilgili model parameterleri belirlemistir.
Kullanilan hidrojellerin iizerine uygulanan hiicre hattinin bu biyomalzemeler iizerinde
yasama siireleri, hiicrelerin morfolojileri ve hiicrelere olan sitotoksik etkileri saptanmaya

caligilmistir.



Bu caligmadaki ikinci hedefimiz, 5-Florourasil iceren polimer hidrojellerin kanser
tedavisinde kullanilabilirliginin aragtirilmasidir. Yapilan hiicre sayim testleri ile karaciger
kanseri hiicre hatt1 Snu398’in ¢ogalmasinin ilag igeren hidrojellerin varliginda engellendigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, hidrojellerin ilag tasiyicist olarak kullanildiginda karaciger

kanseri tedavisinin etkisini arttirma potansiyelinin oldugunu gostermistir.



2. TEMEL BiLGILER

2.1. Biyomateryaller

Biyomalzemeler, insan viicudundaki herhangi bir organ, doku veya fonksiyonel kismin
tedavi edilmesi ya da tamamen degistirilmesi i¢in kullanilabilen dogal kokenli olabildigi
gibi yapay olarak da iretilebilen malzemelerdir [21]. Biyomalzemeler, belirli bir
fonksiyonu yerine getirmek iizere canli sistemle viicut diginda (in vitro) veya i¢inde (in
vivo) belli siirelerle temas eden malzeme ve cihazlarda yer alan tiim materyaller olarak da
tanimlanabilir [22]. Biyomateryallerin gorevlerini yerine getirebilmeleri ve viicuda zararli
olmamalar1 i¢in asagida siralanan bazi 6zelliklere sahip olmalar1 gerekir. Bu dzellikler su

sekilde siralanabilir;

1. Dayaniklilik, esneklik, gecirgenlik, kristalinite, elektrik ve termal 6zellikler gibi fiziksel
ozellikler,

2. Saflagtirma, sekillendirme veya sterilize edilebilme gibi igletim ile ilgili 6zelliklere,

3. Uygulama siiresince fiziksel Ozelliklerini ve fonksiyonlarini kaybetmemesi gibi
kullanim ile ilgili 6zellikler ve

4. Kan pihtilagmasi, doku hasar1 veya 6liimii, alerjik tepki gibi konaklama reaksiyonlar

vermeyecek etkilesimi 6zelliklerine sahip olmalidir.

Giintimiizde yaygin olarak kullanilan biyomalzemeler; polimer, kompozit, metal ve
alagimlari, seramikler, karbonlar, dogal dokular ve bazi biyolojik malzemelerden veya bu
sayilanlarin yer aldig1 bilesik yapilardan olusmaktadir. Polimerler, sekillendirme,
fabrikasyon ve sterilizasyon asamalarindaki kolaylik, yigin ve yiizey 0Ozelliklerinin
cesitliligi dolayis1 ile kompozit yapilarin hazirlanmasimin miimkiin olmasi, yumusak
elastomerlerden, sert yapilara kadar farkli malzemelerin iiretilmesi nedeni ile biyomateryal
olarak kullanimi en ¢ok tercih edilen materyallerdir [25, 26]. Gegtigimiz yillarda, fiziksel
ve mekanik Ozellikler, malzeme se¢iminde belirleyici parametre iken; giiniimiizde bu
malzemelerin gosterdigi biyolojik performans da dnem kazanmustir. Bu hedef, malzeme
caligmalarinda fonksiyonellik kazandirilmis dogal yapilarin (proteinler, polisakkaritler ve
biyokompozitler) 6zellikle biyomedikal uygulamalarda kullanimini 6n plana ¢ikarmistir
[23, 24].



Glinlimiizde suni kalp, suni bobrek, karaciger destek {iiniteleri gibi bir¢ok suni organ
sisteminde, sistemin tamami biyomateryallerden iiretilmektedir. Suni organ sistemleri
disinda kalp kapakgiklari, kateterler, yapay damarlar, kemek, kas, doku protezleri seklinde
kullanilan sistemler de biyomateryallerden imal edilmektedir. Bu sistemler viicut igine

yerlestirilerek (implant) veya viicut disinda (ekstrakorporal) kullanilabilmektedirler.

2.1.1. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, herhangi bir materyalin canli dokular ile temas halindeyken, herhangi bir
cevap olusturmamasi, lokal veya sistemik olarak toksit etki gostermemesi, konak
tarafindan yikima ugratilmamasi anlamina gelmektedir [27]. Bir bagka deyisle; materyalin

kendine 6zgili uygulamalar1 sonrasi, uygun konak doku cevabi olusturabilme yetenegidir

[28].

Biyouyumluluk terimi, bir materyalin doku veya fizyolojik sistem itizerindeki yan etkilerini
ve ayn1 zamanda fizyolojik ¢evrenin de materyal {lizerindeki etkilesimini icermektedir. Bir
materyal canli dokulara yerlestirildiginde karmasik biyolojik sistemle materyal arasinda bir
etkilesim olusmaktadir. Materyalin biyolojik olarak inert olmast demek bu tarz
etkilesimlerin olmamasi demektir. Bu anlamda, inert materyal yoktur [28]. Herhangi bir
materyalin biyouyumlulugu, materyalin tiiriine, yerlestirildigi bolgeye ve kendisinden

beklenen fonksiyona baglidir [29].

Biyouyumluluk, statik olmayan, dinamik ve devam eden bir durumdur. Viicut, hastalik
veya yaslanmanin etkisiyle, materyalde (implant) korozyon, yorulma ve ¢igneme
kuvvetlerinin etkisiyle siirekli degismektedir. Bu degisim, viicut ve materyal arasindaki
cevaba da dinamizm kazandirmaktadir. Yukaridaki sartlarin degismesiyle baslangigta
biyouyumlu olan bir materyal, zamanla uyumsuz hale gelebilmektedir. Materyal, viicut ve
fonksiyon arasindaki etkilesim siirekli oldugundan materyale karsi olusan cevap da

stireklilik gostermektedir [30].

Biyouyumluluk; implant olarak kullanilacak polimerin varligi ile doku etrafinda higbir
sekilde bir reaksiyon olusmamasi demektir. Aslinda istenen ve ideal olan, polimerin bu
ozelliginin Onceden yapilan in vitro testlerle saptanabilmesidir. Kullanilan tiim

polimerlerin siirekli pargalanma ozellikleri konusunda bilgi eksikligi ve kararli bir



polimerin az olmasi, ger¢cek bir dokunun yerini alacak polimerik bir sistemin
tasarimlanmasindaki ana kisitlamadir. Kikirdak, kemik, periodontal doku gibi bir¢ok doku
tipinin temel madde ekstraktlarinin kollajen gibi dogal maddeler kullanilarak yeniden
yapilabilecegi in vivo olarak gosterilmistir. Ancak dogal maddelerin mekanik kuvvetlerinin
yetersiz olmasi {iretimlerini zorlastirmaktadir. Viicut dokulari ile temas eden biyomateryal
ve sistemlerin (kateterler, kontak lensler, ekstrakorporeal sistemler ve diyaliz membranlar)
klinik uygulamalar1 modern tipta hatir1 sayilir derecede dnemlidir. Bu sebeple gercek bir
dokunun yerini alacak polimerik bir sistemin tasarimlanmasinda ozellikle polimer
kararliliginin saglanmasi ve par¢alanma problemlerinin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir

[31-34].
2.2. Hidrojeller
Hidrojeller, hem ¢apraz bagli hem de su ile sisebilen {i¢ boyutlu polimerik ag yapilardir.

Baska bir ifade ile hidrofilik polimer ag yapisi ile ag yapi igindeki sudan olusan iki
bilesenli sistemlerdir [35, 36]. Polimerik jelin ag yapisi sekil 2.1°de gosterilmistir.

Coziicii Molekiilleri
N \ Capraz Bag

Polimerik Ag Yap:

Resim 2.1. Polimerik jel yapisinin sematik gosterimi

Hidrojellerin, capraz bagli olmalari ve ag yapilari sebebiyle absorpsiyon ve sisebilme
yetenekleri yiiksektir. Ayn1 zamanda, kendi agirliklarindan ¢ok daha fazla agirliga sahip
suyu yapisinda adsorplayabilmektedir. Bu 6zellikleri onlarin zirai uygulamalarda su tutucu
ajan ve yapay toprak olarak kullanilmakla birlikte, farmakolojide kontrollii ilag salinim
uygulamalarinda, kayak alanlarinin yapiminda yapay kar, saglikli kisisel bakim triinleri

olarak kullanilmalarini saglamaktadir. Bir baska ozellikleri ise, su iceriginin yliiksek,



yapisinin yumusak ve elastik olmasiyla biyolojik dokulara benzemeleridir. Biyomalzeme
alaninda ise yapilarini aydinlatabilmek i¢in kullanilan 6nemli bir malzeme dokular taklit

edebilmesidir [37-39].

Hidrojellerin jel olarak nitelendirilmesinin nedeni, disaridan gelen sinyallere, seklini veya
ozelliklerini degistirerek cevap verebilmeleridir. Akilli jeller farkli ¢evre kosullarina (pH,
sicaklik, ¢Ozelti derisimi, ¢oziicli, 151k, UV, elektrik alan, manyetik alan ) olan
duyarhliklarina gore simiflandirilir. Bu 0Ozelliklerinden dolayr hidrojeller, yapay organ
iiretimi, robotik aletler icin yapay kas iiretimi gibi gelecek vaat eden farkli bircok

teknolojik uygulama alanlarina sahiptir.

Hidrojellerin {i¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen bagi,
fiziksel etkilesimler, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon
kuvvetleri araciligtyla gergeklesir (Sekil 2.1) [39]. Hidrofobik etkilesimler, fiziksel ¢apraz
bag benzeri etkilesimler oldugundan jelin sisme davramisini dogrudan etkilemektedir.
Hidrojeller, capraz baglayici varliginda hidrofilik monomerlerin polimerizasyonu ile ya da
hidrofilik polimer zincirlerinin ¢apraz baglanmasiyla elde edilebilir. Hidrojellerin
¢coziinmemesi, yapisindaki kimyasal ya da fiziksel ¢apraz baglarin sonucu iken; yapisina
cok miktarda su almasi, suyu seven (hidrofilik) karakteri ve ag seklindeki gozenekli
yapisindan kaynaklanir. Hidrojellerin essiz 6zelliklerinden biri, izotropik sismeye bagh

olarak sisme boyunca ve sonrasinda orijinal sekillerini koruyabilme 6zelligidir [38].

Iyvonik etkilegimler Hidrofobik eficilesimler

Hidrojen bag Van der Waals kuvvetleri
ﬂ Apolar Cf;c\\'ﬁ.
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Sekil 2.1. Hidrojellerin molekiiler etkilesimlerinin sematik olarak gdsterilmesi




Hidrojeller yapisinda —OH, -NH>, -COOH, -COOR, vb. gibi polar ve su sever fonksiyonel
gruplar igerir [40]. Bu gruplar su ile etkileserek hidrojen baglar1 olustururlar. Bagli duruma
gecen su molekiillerinin varligi ile hidrofilik fonksiyonel gruplar ¢evresinde kiitlesel bir
biliylime olur ve capraz bagli polimer sismeye baslar. Hidrofilik gruplarin fazlalig ile
sismenin miktar1 arasinda bir iligki vardir [41-43]. Hidrojellerin diger bir 6zelligi, tek bir
polimer jel molekiilii olmasidir. Diger bir deyisle; jelin ag zincirleri makroskopik 6l¢ekte
biiyiik bir molekiil olusturmak i¢in birbirine baglidir. Bu hidrojeller ne tamamen sivi, ne de
tamamen kat1 durumdadir. Bu yari1 s1v1 benzeri, yari kat1 benzeri 6zellik saf bir sivida ya da

saf bir katida bulunmayan farkli relaksiyon davranigina neden olur [44].

2.2.1. Biyomedikal alanda kullamlan hidrojeller

Hidrojeller, hidrofilik homopolimer veya kopolimerlerin suyla sisirilmesiyle olusan {i¢
boyutlu polimerik materyallerdir. Suda sisebilen ¢apraz bagli hidrojeller farmasétik ve tip
alanlarinda farkli uygulamalarda kullanilmaktadirlar. ilk calismalar Wichteria ve Lim
tarafindan 1954 yilinda ¢apraz bagli poli(2-hidroksietil metakrilat), p(HEMA), hidrojelleri
lizerine yapilan caligmalarla gerceklestirilmistir. Arastirmalar sonucunda hidrojellerin

biyouyumlu olduklarini ve hidrofilik olduklarini belirlenmistir [45].

Hidrojellerin biyouyumlu, hidrofilik ve esnek olmalar1 onlarin ilag salim matriksi olarak
kullanimlarin1 saglayan oOzelliklerdir. Hidrojellerin kanla ve diger viicut sivilartyla iyi
uyum saglamalari nedeni ile, kontak lens, yara ortii bezleri, ve canli yiizeyleri kaplama gibi
uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Dogal ve sentetik kokenli polimerler yara ortii bezleri
olarak ve ozellikle son zamanlarda, doku miihendisliginde, ¢esitli dokularin ve organlarin
onarilmasi veya tekrar yenilenmesi amaci ile destek materyali olarak kullanilmaktadirlar
[46-49].

2 N

&\

Resim 2.2. Karbon nanotiip igeren hidrojel
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Kitosan

Kitin, poly-(164)-N-asetil-D-glukozamin yapisinda olan, yapisi seliiloza benzeyen ve
seliilozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci yenilebilir biyopolimerdir [50].
Dogada mantar hiicre duvarmin, kabuklular (yengeg, 1stakoz, karides gibi) ve karincalarla
kelebeklerin dahil oldugu bocekler gibi eklembacaklilarin dis iskeletinin, yumusakgalarin
radulalarinin (disli dil) ve ahtapotla miirekkepbaliginin dahil oldugu kafadan bacaklilarin

agiz kisminin ana bilesenidir.

Kitinin birgok tiirevi bulunmakla beraber, bunlar arasinda en 6nemlisi kitosandir. Kitosan,
kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen (Sekil 2.2) amorf yapida bir poliaminosakkarit

ve dogal olarak meydana gelebilen birkag katyonik polielektrolitten biridir [51, 52].

CH,0H

HC . Q

CH,0H
HO. 0
CH3CNH
] H CH,0H
o
Kitin 3 "
CH,CNH
1] OH
L - O
Kitin-deasetilaz

CH,0H

HO . Q

CH,0H
HO O :
NH, )
H CH,0H
Kitosan
NH, OH

Sekil 2.2. Kitinden kitosan elde edilmesi

Kitosan, kitinin deasetilasyonu ile elde edildigi i¢in molekiil kiitlesi daha diisiiktiir (1x10° -
3x10°) ve buna bagl olarak da seyreltik asidik ortamda genis bir viskozite aralig1 vardir.
Suda coziinmeyen kitosan, molekiildeki amino gruplarmin varligindan dolayr asidik
cozeltilerde kolayca c¢oziinlir. Kitosanin yapisinda bulunan amino gruplar kitosant
katyonik bir polielektrolit haline getirmektedir. Dogal bir polimer olan kitosanin suda
sisebilmesi, viskoz ¢ozelti olusturabilmesi ve jel formuna gegebilmeleri gibi 6zelliklere
sahip olmasi, ¢ok sayida farkli alanlardaki endiistriyel iiriin tiretiminde kullanilabilmesine
olanak saglamaktadir [53, 54]. Ayrica kitosanin biyouyumlu bir polimer olmasi,

antimikrobiyal 6zelligi, biyolojik ortamlarda parcalanip zararsiz iiriinlere doniisebilmeleri,
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proteinlere olan yiiksek ilgileri, bakteri, tiimdr ve kolestrol karsit1 etkinlige sahip oluslari,
kullanim alanlarin1 daha da genisletmektedir. Polianyonlarla agregasyonu ve asidik
cozeltide coziinebilirligi, kitosanin iyi bir jel olusturma kapasitesine sahip oldugunun
gostergesidir. Farkli geometrilerde hazirlanabilen kitosanin ¢ok sayida hidroksil grubu
sayesinde gosterdigi yliksek hidrofilite, tasidigi ¢ok sayida amin grubu ile sundugu yiiksek
aktivite ve polimer =zincirinin esnek yapisi sayesinde metal iyonlari ile uygun
konformasyon olusturabilmesi gibi ozellikleri, bu polimerin kullanilabilirligini artiran

diger onemli 6zellikleridir [54].

Kitosan ayrica, yara iyilesmesinde fibroplaziyi engelleyerek doku gelisimi, farklilagmasi
ve yeniden yapilanmasini tesvik eden dogal bir polimerdir [55]. Genel olarak kitosanin
yara iyilesmesini hizlandirici etkisi, fibr6z doku olusumunu engellemesi ve organize olmus
dokunun yeniden yapilanmasini desteklenmesi ile agiklanmigtir. Reynold ve digerleri,
1960 yilinda seker yapisindaki N-asettilglikozamin monomerinin yara iyilesmesine

katkisinin bilimsel temellerini agiklamislardir [56].

Hidroksipropil kitosan

Kitosan pH 6,5'un altindaki seyreltik asit ¢ozeltileri icerisinde ¢oziiniir olmasina ragmen,
suda ve organik ¢oziiciilerin ¢gogunda ¢oziinmez. Kitosanin bu zayif ¢oziiniirliigli bazi
kullanim alanlar1 i¢in biiyiik bir sinirlayici unsurdur. Bu nedenle, kitosanin modifikasyon
ve depolimerizasyon ile daha genis bir pH araliginda suda ¢6ziiniir tiirevlerinin elde etmesi
onem kazanmistir. Kitosanin ¢oziiniirliiiinin  arttirilmasi, kitosan tiirevleri ve
oligomerlerinin farkli birgok alanlarda kullanimini da beraberinde getirmistir. Ornegin,
fosforile edilmis kitosan hemorajik pnomoniye karst onemli bir anti-inflamatuar etki
gosterirken, amino tlirevlendirilmis katyonik kitosanlar, timdr hiicre hatlarinin ¢ogalmasi
iizerine doza bagli inhibisyon etkileri ortaya ¢ikarmaktadir. Kitosan stilfatlar antikoagiilan
aktiviteye sahip oldugu ve karboksimetil kitosan siilfatin, heparin ile yapisal benzerligi
nedeniyle fibrinojene fibrine doniismesini engelledigi rapor edilmistir. Ayrica, son yillarda
kimyasal fungisid ajanlarla ilgili sorunlara yonelik olarak kitosan tiirevlerinin
antimikrobiyal aktivitelerinden yararlanildigi bilinmektedir. Kitosanin kuaterner amonyum
tuzlarinin, kitosandan daha yiiksek antibakteriyel aktivite sergilemesi bu amagla
kullanimin1  gerektiren uygulama alanlarin 6nemli bir {stiinlik kazanmasina neden

olmustur [57-67].
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Hidroksipropil kitosan (HPC), kitosanin birincil amin gruplarinin 6zellikli kimyasal
modifikasyonu sonucunda elde edilen fonksiyonel bir tiirevidir [68]. Son zamanlarda, yara
iyilesmesi ve deri yaniklarinda HPC temelli materyallerin potansiyel uygulamalari {izerine
yapilan ¢alismalar literatiirde yer almaktadir [69]. Wang, HPC'nin yiiksek bir antikoagiilan
etkiye sahip oldugunu ve HPC’na dayali yapay goz yaslarinin klinik etkisi, goz kurulugu
hastaliginda hidroksipropilmetilseliiloz’dan daha iyi sonu¢ verdigini rapor etmistir [70,

71].

HPC'nin serbest hidroksipropil gruplarinin keratin ile hidrojen bagi ve diger zayif baglarla
etkilesime girebilecegi ve ilag tasiyict ve salim sistemlerinin gelistirilmesine katki
saglayacagi Sparavigna ve digerleri tarafindan literatiirde rapor edilmistir [71,72]. Bu
aragtirmacilar tarafindan HPC tirnak cilasinin, tirnak distrofinin belirtilerini ve bulgularini
hafifletmeye yonelik bir tibbi cihaz olarak tip alaninda kullanimina yonelik ¢aligmalar
yiirtitiilmiistir. HPC biyopolimer filminin tirnak ylizeyine uygulandiginda koruyucu ve
uzun siireli bir bariyer olusturabilme 6zelligi gosterdigi ve onikomikozun dnlenmesinde
son derece Onemli oldugu bilinmektedir. Ayrica, herhangi bir farmakolojik veya

toksikolojik etki gdstermemesi diger 6nemli avantaj1 olarak sunulmaktadir [72].

2-hidroksipropil metakrilat

2-hidroksipropil metakrilat (HPM) monomeri sulu ortamda ¢ok yiiksek ¢oziintirliige sahip
olmasina ragmen, polimerleri suda ¢6ziinmez. Hidroksipropil metakrilat monomeri, akrilik
recinelerin hazirlanmasinda, kumas dokumalarinda baglayici olarak ve deterjan madeni
yag katki materyali olarak kullanilmaktadir. HPM monomerinin, sulu ortamda kolaylikla
hidrojel olusturacak sekilde polimerlestirilebildigi, emiilsiyon polimerizasyonu teknigi
kullanilarak % 10'a kadar monomer igerige sahip poli(2-hidroksipropil metakrilat), pHPM,
latekslerinin hazirlanmasinin  miimkiin oldugu literatiirde rapor edilmistir [73]. 2-
hidroksipropil metakrilat, hidroksidonor grubu ve karbonil kabul grubu igeren 6zel bir
kimyasal yapiya sahiptir. 2-hidroksipropil metakrilat, ilacin ve biyomolekiillerin
baglanmasi, mekanik dayaniminin ve fiziksel direncinin yiliksek olmasi gibi yararl
ozellikleri ve biyolojik uygulamalar1 nedeniyle oldukca dikkat cekmektedir. HPM
monomerinin hidrofilik 6zelligi bu monomerin homo veya kopolimerlerinden hazirlanan
hidjellerin kontrollii salim veya adsorpsiyon calismalarinda basari ile kullanilabilmesini

miimkiin kilmaktadir [73-75].
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Dogal veya sentetik kokenli polimerler ilag tasiyict sistemler olarak kullanilabilmektedir.
Akrilat kokenli polimerik hidrojeller biyomolekiillerin yiiklenmesinde ve kontrolli
saliminda etkin bir sekilde kullanilabilmistir [74]. Polimer-ila¢ konjugantlarinin kavrami,
diistik molekiil agirlikli ilaglarin kanser hiicreleri tizerindeki 6zgiilliik eksikligini gidermek
amaciyla gelistirilmistir. Kopecek, bu yaklasimin endositik yolu lysosomotropic ilag
verilmesi i¢in uygun oldugunu gostermislerdir. HPM, tasima esnasinda stabil olan bir
polimer ilag baglayici ihtiva eder ve konjligantin yeterli fiziko kimyasal ozellikleri
sayesinde (¢Oziiniirliikk, biyolojik ortamda konformasyon) bir hedef hiicrenin lizozomal
bolmesine Onceden belirlenmis oranda ilaci serbest birakmak miimkiindiir. Ayrica
hastaliklt hiicre veya doku aktif (reseptdr ligand) ya da pasif (patofizyolojik)
mekanizmasint hedef alma o6zelligi vardir. Birgok ilaclarin etkinligi kendi hiicre ici
konumuna baghdir. Bu kopolimer ilacin hiicre icindeki konumlanmasina fayda

saglamaktadir [76].

Diisiik molekiil agirlikli ilaglara kiyasla polimer bagli ilaglarin avantajlari;

a) Sivi faz pinositoza aktif alinimi veya reseptor aracili endositoz

b) Hedefleyerek tiimor yerinde ilacin aktif birikimi artmistir.

C) Artan permeabilite ve yayilma (EPR) etkisi ile tiimor bolgesinde ilacin pasif birikimi
artmistir.

d) Kan dolagimi sirkiilasyonunun uzun 6miirlii olmasini saglar.

e) Konjuge ilacin spesifik olmayan toksisitesi azaltir.

f) Bagisiklik seferberlik faaliyetleri.

2.3. Kontrollii Salim Sistemleri

[lag alaninda birgok ¢alisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda amag ilacin dozunu en diisiik
seviyede tutmak, dozlama araligin1 uzatmak ve hastanin ilacin olumsuz etkilerini almasin
onleyerek Yyiiksek kalitede yasamasimi saglamaktir. “Kontrollii salim sistemleri” olarak
adlandirilanbu  sistemler, beklentileri iist seviyede uygulamaktadir. Kardiyoloji,
immiinoloji, endokrinoloji, oftalmoloji ve onkoloji dahil olmak {iizere bu yeni ilag

sistemleri bir¢ok tib alaninda etkili olmustur.
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Ilag aliminda siklikla kullanilan klasik yontemler, tablet/kapsiillerin agizdan alimi ya da
injeksiyon seklindedir. Bu tip alisilmis dozaj sekillerinde ilacin plazma diizeyini etkili
dozda tutabilmek i¢in ilacin sik ve tekrarlanan dozlarda alinmasi gerekmektedir. Kandaki
ilag diizeyinin zamana karsi degisimini gosteren Sekil 2.3 incelendiginde ilag alimini
takiben, baslangicta kandaki ila¢ derisiminin bir siire arttig1 daha sonra ¢ok kisa bir siire
sabit kalarak hizla azaldigi goriilmektedir. Alisilmis dozaj sekillerinde ilag alindiktan bir
stire sonra konsantrasyon diiser ve yeni bir doz uygulanarak etkin madde-plazma diizeyi
etkili alanda tutulmaya calisilir, tedavi ancak bu islemin bir¢ok defa tekrarlanmasiyla
saglanabilir. Derisimin diisme siiresi, ilacin metabolize edilme, par¢alanma ya da etki
alanindan uzaklagsma gibi nedenlerle viicuda yararsiz hale gelme hizina baglhidir, bu
nedenlerden dolay1 ilacin kan plazmasindaki derisimi etkin diizeyin altina diisebilir veya

giivenilir diizeyin (toksik bolge) iizerine ¢ikabilir.

/ TOKSIK DUZEY

Kandaki
Ilac I
Derisimi oS

" \ MINIMUM ETKIN DUZEY

Zaman

.......... Alsiloig Dozag Sekiller:
— . KEontrolli Salim Sistemler:

Sekil 2.3. Kandaki ila¢ derisiminin zamanla degisiminin kontrollii salim sistemleri ve
alisilmis dozaj sekilleri icin karsilastirilmasi

Etkin diizeyin altindaki ve toksik diizeydeki bolgeler yararlanilmamais ilag miktarini ifade
eder ve bu durum, hastada istenmeyen yan etkilere neden olur. Buna karsin, kontrollii
salim sistemlerinde belirli bir doz alindiktan sonra etkin madde plazma diizeyi istenilen
stirede (10-12 saat, bir giin, bir hafta veya bir yil) sabit kalir. Bu yolla, hasta sik sik ila¢
almaktan kurtulur, plazmanin etkin madde diizeyi degismedigi icin de tedavi diisiik dozda

ve ayni seviyedeki aktif madde ile saglanmis olur.
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Kontrollii salim sistemlerinin son yillardaki bu hizli gelisimi, sadece sunduklar1 avantajlara
bagli olarak agiklanmamalidir. Yeni bir ilacin gelistirilmesi ve patentinin alinmasi 10
yildan daha uzun siiren arastirma ve gelistirme faaliyetlerini gerektirir. Bu nedenle ilag
firmalar1 aragtirmalarini, yeni ilag gelistirmek yerine var olan ilaglarin kullanim 6mriinii ve
etkinligini uzatmaya yoneltirler. Bunun nedenle kontrolli salim formiilasyonlar
gelistirmektedirler. Bu alanda iiretilen ilk ticari iirlin, Spansules® olarak adlandirilmistir.
1950’11 yillarin basinda gelistirilen bu iiriin, oral yolla alinan ilaglarin etki siiresini uzatmak

icin tasarlanmis olup ¢6ziinebilen kaplama materyaline sahip kiigiik kiirelerden olusur [77].

2.3.1. Kontrollii salim sistemleri i¢in tasarlanan hidrojeller

Dogal ve yapay olarak ¢ok sayida hidrojel bulunmaktadir. G6z boslugumuzu dolduran sivi,
kan damarlarinin duvarlari ve iskeletteki eklemlere hareket imkani saglayan akiskan, dogal
jel yapisindadir. Yumusakliklari, elastik bosluklari, ¢ok miktarda suyu emerek yapilarinda
tutabilmeleri ve viicutla uyumlu biyomalzemeler olarak sentezlenebilmelerinden dolay1
hidrojeller; biyoteknolojik ve tibbi uygulamalarda ozellikle de kontrollii ilag salim

teknolojisinde yaygin olarak kullanilan ¢ok 6nemli malzemelerdir.

Hidrojeller cerrahi islemden sonra trombozu ve adhezyonlar1 6nlemede kullanilmaktadir ve
mikro diizeyde {iiretilen hidrojeller biyosensor olarak da kullanilmaktadir. Giiniimiizde
hidrojeller kikirdak doku miihendisliginde, oral hidrojel sistemlerinde, transdermal ve
implante edilebilen cihazlarda ve BioMEMS cihazlarinda 6énemli bir rol oynamaktadir. Bu
uygulamalar arasinda, hidrojel temelli ilag salim sistemleri en Onemli uygulama
alanlarindan birisini olusturmaktadir [78].

Palazzo ve digerleri 2005°te yaptiklari ¢alismada, farkli gozenek derecelerindeki (%40 ve
%60) sentetik hidroksiapatit parcaciklarinin kontrollii ila¢ tasiyici sistemler olarak
kullanilabilirligini arastirmiglardir. Pargacik gozeneklerinin etkisi, ilacin sterik olarak
engellenmesi ve ilacin baglangi¢ konsantrasyon miktari gibi durumlarm ilag salimindaki
roliinii Ibuprofen-lysine ve Hidrokortizon Na-siiksinat gibi antiinflamatuar ilaclar

kullanarak incelemisglerdir [79].

Poli (akrilik asit), poli (metakrilik asit), poli (L-glutamik asit) gibi karboksil gruplari igeren
polimerler ve siilfonamid gruplar igeren polimerler, ilag salimi i¢in tipik asidik pH duyarl

polimerler olarak kullanilmigtir [80-82]. Poli (2- (dimetilamino) etil metakrilat) ve poli (2-
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(dietilamino) etil metakrilat), poli (2-vinilpiridin) gibi poli(tersiyer amin metakrilat) ve
biyolojik olarak parcalanabilen poli (B-amino ester) ise ilag tasiyici sistemi olarak

kullanilan temel polielektrolitlere rnekler olarak verilebilir [84-86].

Ozellikle, sentetik hidrojeller, yiiksek mekanik 6zelligi, biyobozunurluk, biyolojik
uyumlulugunun ve kimyasal bilesiminin kontrol edilebilir olmasi nedeni ile baz1 avantajlar

saglamaktadir [74,75].

Bu amagla, reaktif gruplar igeren hidrofilik ¢ok islevli polimerler yaygin olarak capraz
bagh hidrojel olusturmak igin kullanilmaktadir. Ornek olarak, polikondansasyon
reaksiyonu ile hidrofilik ¢ok fonksiyonlu poli (amik asit) (PAA) ve amino terminalli
polietilen glikole dayanan, pH’a duyarli hidrojel sentezi verilebilir. Donna T. Padavan ve
digerleri, PVA mekanik 6zelliklerini gelistirmek i¢in bir PAA asilanan / ¢apraz bagl poli
(vinil alkol) (PVA) hidrojelini sentezlemis ve PAA'min biyouyumluluk o&zelligini
arastirmiglardir [87, 88].

Kamada ve digerleri pH'ye duyarli poli (vinilpirolidon-kodimetil maleik anhidrid) (PVD)
hidrojelini  doxorubicin (DOX) ilacinin yiiklenmesi i¢in tasiyict polimer olarak
sentezlenmistir [89]. pH'daki degisikliklere yanit olarak biyomolekiiliin hidrojelden salim

davranig1 arastirilmigtir [89].

Dolatabadi-Farahani ve ark tarafindan kolonspesifik ilag salim sistemi igin kitosan ile
kaplanan aljinat-N, O karboksimetil kitosan (NOCC) jel kiirecikleri hazirlanmig ve sisme
davraniglart arastinnlmigtir. Hidrojelin pH 7,4'de asidik pH degerlerine kiyasla 6nemli
derecede yiiksek sisme degerine sahip oldugun rapor edilmistir [90]. Hidrojelin sisme
derecesinin, hidrojen bagi olusumu ve polimer zincirlerinin fonksiyonel gruplarinin iyonik

etkilesimine bagli oldugu gozlenmistir.

Ende ve Peppas tarafindan, poli (akrilik asit) (PAA) ve poli (akrilik asit-ko-2-hidroksietilin
hidrojelleri metakrilat) [P (AA-co-HEMA)] hidrojelleri, farkli derecelerde hidrofilisite ve
capraz baglanma yogunluguna sahip olacak sekilde hazirlanmis ve kontrollii saliminda

kullanim potansiyeli aragtirtlmistir [92].
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Yapilan bir baska ¢alismada, poli (metakrilik asit-co-metakriloksietil glukosid) ve poli
(metakrilik asit-glikol glikolid) hidrojelleri, insiilin salim sistemi olarak kullanimi
calistlmistir [92]. Hidrojellerin, asidik ortamda yavas insiilin salimimi gosterirken, alkali

pH'da daha hizli bir salima sahip oldugu rapor etmislerdir.

Klumb ve Horbett, tetractilen glikol dimetakrilatin gapraz baglayict olarak kullanildigi,
pH'ya duyarl poli (2-hidroksietil metakrilat-ko-N, N-dimetilaminoetil metakrilat) katyonik
polimerik hidrojelini sentezleyerek gliikkoz oksidaz enzimi i¢in tasiyici sistem olarak
kullanmislardir. Hidrojelin sisme davranighinin amin miktar1 ile dogru orantili arttigi,

capraz baglayici konsantrasyonun artirilmasi ile ise azaldigi rapor etmislerdir [93].

Kontrollii bir sekilde ilag salinimini gérmek icin Angadi ve ark bir antitiiberkiiloz ilag olan
izoniazidini tasiyict olarak kitosan ve hidroksietil seliiloz polimer ag yapi igerisine
tutuklamislardir. flag yiikleme verimi % 50-66 aralig1 olarak rapor edilmistir. flacin tasiyict
mikrokiireden % 75 mertebesine kadar 16 saat siiresince uzatilmis kiimiilatif salimi ile

sonuglandigini rapor etmilerdir [94].

Changez ve digerleri, dogal polimerden olusan hidrojelden antibiyotiklerin kontrollii bir
sekilde saliminin gostermek i¢in % 0,3 mol N, N-metilen bisakrilamid ve % 1.0 w / w
glutaraldehit ile capraz bagli akrilik asit polimerlerini sentezlemislerdir. Bu polimerler,
vancomisin hidroklorid ve gentamisin siilfat ilaglar i¢in tasiyict polimerik sistem olarak
kullanilmistir. Bos ve ila¢ yiikli hidrojel implant, osteomiyelitin tavsan tedavisinde

uygulanmistir [95].

Jiang ve digerleri , poli (etilen glikol) -g-kitosan (PEG-g-CS) hidrojeli hazirlamislar ve in
vivo bozunum ve asilanmis polimerden siklosporin A salimi ve sitotoksisitesi
caligmalarinin sonuglarini rapor etmislerdir. PEG-g-CS polimerinin, ila¢ konsantrasyonu 3
mg/ml'nin altinda oldugu zaman belirgin bir sitotoksisite gostermedigi gorlilmiistiir.
Hidrojelden, ii¢ hafta boyunca siklosporin A'nin siirekli saliminin gergeklestigi ve bes

haftadan fazla siire boyunca etkili ilag konsantrasyonunu sagladigi rapor edilmistir [96].

Hezaveh ve Muhamad, toksik olmayan, dogal kappakarajenan / polivinil alkol hidrojelini
farkl1 capraz baglayic1 konsantrasyonlarinda hazirlamis ve genipin yiiklenmesi igin

kullanilmigtir. Elektron mikroskobu goriintiileri, capraz baglayicinin artmasiyla ylizey
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plrtizliliginiin arttigin1 ortaya ¢ikarmistir. Bu, capraz bagli jellerin daha az siserek,
malzeme diflizyonu engelledigi ve dolayisiyla daha az ila¢ salimina neden oldugu rapor

edilmistir [97].

2.4. Antikanser (Antineoplastik) laclar

Antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi, hastanin veya konakg¢min normal hiicrelerine
zarar vermeksizin tiimor hiicresinin biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya onlar1 yok
etmektir. Antineoplastik ilaclarin kanser hiicresine karsi selektiflikleri azdir. Kanser
hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bir bigimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok
edebilirler. Bazilarinin immiinostipresif etkileri vardir. Antineoplastik ilaglarin terapotik
indeksleri, antimikrobik ilaglara gore genellikle cok diisiiktiir. Bu ilaglarin mutajenik,
teratojenik ve karsinojenik etkileri de vardir. Antineoplastik ilaglarin ortak bir 6zelligi

hemen hemen hepsinin hiicre boliinmesini ve dolayisiyla ¢ogalmasini inhibe etmeleridir.

Antineoplastik ilaclarin ¢ogu anti tiimor etkilerini dogrudan DNA iizerine etki ederek veya
hiicre boliinmesini onleyerek gosterirler. Ideal bir kanser ilaci sadece tiimér hiicrelerini
hedef almali, sitotoksik veya sitostatik etki ile tiimor ¢ogalmasini azaltmalidir. Gergekte
spesifitenin az olmasi nedeniyle ¢cogu kanser ilacinin normal hiicre ve organlar {izerine de

yan etkileri vardir [98, 99].

2.4.1. 5-Fluorourasil

H

Sekil 2.4. 5-Florourasil’in kimyasal yapisi
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5-Florourasil (IUPAC ismi, 5-floro-1H-pirimidin-2,4-dion; Kapali Formiilii, C4H3FN202;
Molekiil kiitlesi, 130,077 g/mol), pirimidinin florlanmis analogudur (Sekil 2.6). Tiimor
tiirlerinden bazilarinda hiicrelerin pirimidin bazli olan urasili normal viicut hiicrelerine gore
daha fazla kullandig1 gézlenmistir. ilk olarak Dr. Charles Heidelberger tarafindan 1950°li
yillarda wurasilin C-5 konumundaki hidrojenin yerine flor gelmesiyle 5-florourasil

sentezlenmistir (Sekil 2.7).

Sekil 2.5. a) Urasilin, b) 5-Florourasilin kimyasal yapisi

Viicutta 6nce fluorouridilata ve daha sonra bir dezoksinukleotid olan flourodezoksiuridilata
(5-fluoro-2’-dezoksiiiridin 5’-monofosfat) yani FAUMP’ye doniistiiriildiikten sonra etkinlik
kazanir (Sekil 2.6) [100]. Bu aktif metabolit, folatlhh kofaktor olan N>1°
metilentetrahidrofolat ile birlikte timidilat sentaz ile birleserek {iclii kompleks yapar ve
timidilat sentaz enzimini inhibe eder. Sonraki asamada timidilat sentaz,

Uridilat(dUMP)+CHs—Timidilat(dTMP) reaksiyonunu katalize eder.

Timidilat (timin’in dezoksiribotid’1) olugmasi azalinca, hiicrede timin sentezi bozulmus
olur ve DNA sentezi duraklar. Fluorourasil, ikincil bir mekanizma ile de sitotoksik etki
yapar. Fluorourasil’den vucutta olusan fluorouridilat (FUMP), RNA yapisina katilir ve
boylece RNA fonksiyonlarmi ve protein sentezini bozar [101, 102]. 5-FU’nun en 6nemli

antitimor etkisi timidilat sentazin inhibisyonu seklinde agiklanabilir [103].
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5. FU Uridin fosforilaz » 5FUR
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Sekil 2.6. 5-Florourasilin etki mekanizmasinin sematik gosterimi

5-Fluorourasil’in kontrolli salim sistemlerinde kullanimi

Literatiirde, 5-florourasilin kontrollii salimini1 ¢alismak tizere gelistirilen kontrollii salim
sistemleri rapor edilmistir [102-129]. Fu ve digerleri poli(D,L-laktik/glikolikasit) (PLGA)
mikrokiirelerine 5-fluorourasil antikanser ilacini piiskiirterek kurutma (spray drying)
yontemiyle yiiklemislerdir. Hazirlanan mikrokiirelerin in vitro ortamda salim profilleri
belirlenmistir [104]. Zinutti ve digerleri farkli ilag/polimer oranlari ve ¢6ziicii tiirlerinde 5-
fluorourasil yiiklii etilseliiloz mikrokiireleri hazirlamislar, ilag/polimer orani ve ¢oziicii
tiirliniin ilag salimi tizerine etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda, ¢oziicli olarak
aseton yerine etanol kullanildiginda ila¢ saliminin daha hizli gergeklestigi ve 1/3
ilag/polimer oraninin 1/3 oldugu kosullarda, mikrokiirelerden %90 oraninda en yiiksek ilag
saliminin gergeklestigi rapor edilmistir [105]. Zhang ve digerleri tarafindan 5-fluorourasil
iceren kitosan kapli bovine serum albumin (BSA) mikrokiirelerini hazirlayarak karakterize
edilmigstir. Bu g¢alismanin sonucunda galaktosil kitosanla kaplanarak hazirlanmis BSA
mikrokiirelerinin karaciger hedefli kontrollii ila¢ salimi i¢in umut vaat edici oldugunu
gosterilmistir [106]. Ciftgi ve digerleri pasif olarak karaciger kanseri tedavisinde
kullanilmas1 amaciyla ¢dziicli buharlastirma yontemiyle hazirladiklar1 5-fluorourasil igeren

poli(DL-laktitko-glikolit), PLAGA, mikrokiirelerin in vitro ve in vivo salim profillerini
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incelemislerdir. Tlag salimmin tutuklanan ila¢ miktarma, polimerin molekiil agirhigma ve
¢ozlinme ortaminin pH’ma bagli oldugunu bulmuslardir [107]. Babu ve digerleri N,N'-
metilen bisakrilamid (NNMBA) ile ¢apraz baglanmis poli(akrilamid-metilmetakrilat)
polimerik mikrokiirelerini, degisik miktarlarda akrilamid (AAm), metilmetakrilat (MMA)
ve NNMBA kullanilarak serbest radikal emiilsiyon polimerlesmesi ile hazirlamiglardir. 5-
fluorourasil, mikrokiirelere polimerlesme sirasinda ve adsorpsiyon teknigiyle olmak iizere
iki farkli yontem ile yiliklenmistir. In vitro ilag salimi, parcacik boyutu ve salim kinetiginin;
kopolimer bilesimine, kullanilan c¢apraz baglayic1 miktarina ve mikrokiirelerdeki 5-
fluorourasilin miktarina bagh oldugu sonucuna ulasmislardir [108]. Zinutti ve digerleri
buharlastirma/ekstraksiyon yontemiyle hazirladiklar1 5-fluorourasil yiikli etilseliiloz
mikrokiirelerinin, tavsanlardaki absorpsiyon karakteristigini incelemislerdir. 5-fluorourasil
hem damar i¢ine enjekte edilerek hem oral olarak hem de mikrokiire halinde oral olarak
tavsanlara uygulanmig ve ¢alisma sonucunda istatistiksel olarak iki oral tedavi arasinda
belirgin farkliliklarin oldugu rapor edilmistir [109]. Daoyong ve digerleri antikanser ilag 5-
fluorourasil (5-FU) i¢in yeni bir tasiyici olarak metoksi modifiye kaolinit kullanmiglardir.
Metoksi modifiye kaolinitin ara tabakasi alanina 5 FU'nun segici yliklenmesi saglanmaistir.
Eklenen 5FU, katyonitin ara ylizeyi ile kuvvetli afiniteye (elektrostatik kuvvet ve hidrojen
baglama) sahiptir. Kolonik sividaki (pH 5,5) modifiye edilmis metoksi kaolinitten 5
FU'nun kontrollii salimi ¢aligilmistir [110]. Liangliang ve digerleri, kitosan / kondroitin
stilfat kompleksi mikrokapsiilleri, anti-kanser ilaci olan 5-fluorourasili, emiilsiyon-
kimyasal ¢apraz baglama yontemi ile kapsiillemek iizere hazirlamislardir. Kizil &tesi
spektroskopi (IR), taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile birlikte enerji dagilimli X-151m
spektrometresi (EDS) ve lazer kirimim parcacik boyutu analizleri ile mikrokapsiilleri
karakterize etmislerdir. Mikrokapsiillerden 5-FU'nun in vitro ilag salinim davranigin1 UV-
goriiniir spektrofotometre ile incelemislerdir. Mikrokapsiillerin salim performansinin,
capraz baglama reaktif miktarina, yiiklenen ila¢g miktarma ve salim ortaminin pH' ile
onemli derecede etkilendigi ilacin salim kinetigi calismalarindan belirlenmistir [111].
Marcin ve digerleri, 5-Florourasil'in (5FU) alifatik poliamit iiretanlardan (PUR) kontrollii
olarak salimini in vitro kosullarda ¢alisilmiglardir. PUR'lardan 5-FU saliminin oligoester
tinitelerinin yapisina bagli oldugunu bulmuslardir [112]. Kunkun ve digerleri, lisozim (Ly)
ve sodyum karboksimetil selillozu (CMC), Ly'nin denaturasyon sicakliginin saglanmasi
icin basit 1sitma haricinde herhangi bir kimyasal islem yapilmadan uygun bir yontemle
nanojellerin imalat1 i¢in kullanilmigladir. Nanojellerin tutunma verimliligini ve salinim

yetenegini arastirmak i¢in model ilag olarak 5-fluorourasil kullanilmistir [113]. Thayyath
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ve digerleri, aragtirmalarinda, bir antikanser ilact olan 5-Fluorouracil'in kontrollii salinmast
icin aminlenmis glisidilmetakrilat asilanmis, seliilloz asilanmis polimetakrilik asit-siiksinil
siklodekstrin (Cell-g- (GMA / en) -PMA-SCD) kullanarak yeni bir ila¢ dagitim sisteminin
gelistirilmesi  ve degerlendirilmesi yoniinde ¢alismislardir. MCF-7 (insan gogiis
karsinomasi) hiicrelerinde sitotoksisite analizi ile, ila¢ tasiyicinin hedef bolgeye ilacin
stirekli ve kontrollii salimini1 gosterdigini belirlemislerdir [114]. Raghavendra ve digerleri,
dogal Lycopodium clavatum (kurt pengesi) sporlarina yiiklenen kemoterapétik ajan 5-
fluorourasil'in ii¢ farkli kapstilleme teknigi ( pasif, sikistirma ve vakum yilikleme) ile
hazirlanmistir. Arastirmalari sonucunda, EUD polimeri ile kapli 5-FU yiiklii dogal L.
clavatum sporlariin gastrointestinal kanser ve diger ilgili hastaliklara karsi tedavi
seceneklerine yardimci olacak kontrollii bir salinim formiilasyonu sagladigini rapor
etmiglerdir [115]. Hamid ve digerleri, ¢alismalarinda, polidopamin kullanarak manyetik
molekiiler baskilanmis polimer (MIP) sentezlemislerdir. Balb / ¢ farelerinde harici bir
manyetik alan varliginda spontan bir meme adenokarsinom modelinde kontrollii 5-
fluorourasil (5-FU) salinimi i¢in sentezlenmis olan MIP’i kullanilmislardir. Elde ettikleri
sonuglar, manyetik alanli 5-FU-IP ile tedavi edilen grupta 5-FU'nun belirgin sekilde
cokelmesini gostermistir. Bu nedenle, manyetik 5-FU-IP’nin meme kanseri tedavisinde
kullanilmasinda umut verici oldugunu gostermislerdir [116]. Antonio ve digerleri, 5-
Fluorourasil (5-FU) ve Temozolomid (TMZ) 'nin es zamanl kapsiillenmesi ve kontrollii
salimmmi saglamak icin, kitosan, alginik ve poligalakturonik asit kullanarak
komplekslestirme yontemi ile polisakarit esasli nanokompleksler gelistirmislerdir.
Aragstirmalarinda, yiiklenen ilaglarin miktarinin ve salinim hizinin, polisakaritlerin agirlik
orant ve ortamin pH'st ile baglantili oldugunu ileri siirmislerdir [117]. Antonio ve
digerleri, ayn1 anda iki antikanser ilac1 olan doksorubisin ve 5-Fluorourasil yiiklenmesinin
yani sira serbest birakilmalarmi kontrol altina alarak baslangi¢ salinimini azaltmak
amactyla karboksi modifiye polilaktik asit (SPLA) ile asilanan kitosana dayanan
nanokompleksler hazirlamiglardir. Arastirmalari sonucunda, nanokomplekslerin ¢aplarinin
ve potansiyellerinin sirasiyla 120-200 nm ve 20-37 mV araliginda oldugunu ortaya
koymuglardir. SEM ve TEM analizleri ile de, nanokomplekslerin kiiresel seklini ve
boyutlarint dogrulamislardir [118]. Li ve digerleri, biyolojik olarak pargalanabilir nano-ilag
tagiyict sistemlerin siirekli salim Ozelliklerini viicuttaki kemoterapdtik maddenin kalis
stiresini iyilestirmek i¢in kullanmislardir. Bu ila¢ dagitim sistemlerini, kemoterapdtik ilag
olan 5-Fluorourasil yiiklii kitosan nanopartikiillerinin salinimi ig¢in kullanmiglardir [119].

Suriyakala P. ve digerleri, ¢alismalarinda, kolorektal kanseri tedavi etmek igin 5-
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Fluorourasil'in hemoterapi olarak kullanilmasimin zorluklarma deginmisler ve 5-
Fluorourasil'in gelistirilmis terap6tik sonucu i¢in nano ilag dagitim sisteminin etkilerini

tartismuglardir [120].

2.5. Tastyic1 Materyallerden Aktif Molekiil Salim Kinetigi

Hidrojellerden biyoaktif molekiil salim mekanizmasi hidrofobik polimerden ¢ok farklidir.
Hem basit hem de komplike modeller oncelikle zamanin bir fonksiyonu olarak bir
hidrojelden, aktif bir biyomolekiil ajaninin salimimi1 6nceden anlamak i¢in gelistirilmis
teorik modellerdir. Bu modeller, 1) Difiizyon, ii) Sisme ve iii) kimyasal olarak kontrollii
olarak siniflandirilmaktadir [121]. Difiizyon kontrollii sistemler, hidrojellerden ilag
saliminin tanimlanmasi i¢in en yaygin kullanilan mekanizmadir ve Fick’in difilizyon
kanunu kontrollii salim sistemi i¢in tanimlayici bir model olarak kullanilir [121]. Sisme
kontrollii salim, ilacin difiizyonu hidrojel sismesinden daha hizli oldugu zaman gegerlidir.
Hidroksi propil metilseliiloz hidrojel tabletlerden ¢ogu kiiciik ilag molekiillerin salimi
yaygin olarak, bu mekanizma kullanilarak modellenmektedir [122, 123]. Kimyasal olarak
kontrollii salim, tasiyict matrikste meydana gelen reaksiyonlarla kesin salinan molekiilii
tanimlamak i¢in kullanilir. Hidrojel tasiyici sistemleri ile meydana gelen en yaygin
reaksiyonlar, hidrolitik ya da enzimatik indirgenme veya hidrojel matriks ve salinana ilag
arasinda meydana gelen tersinir ya da tersinmez reaksiyonlar yoluyla polimer zincirlerinin
ayrilmas: seklindedir. Belirli sartlar altinda, hidrojellerin y1gin veya ylizey asinmasi ilag

salim hizi ile kontrol edilebilir.

Kontrollii salimin matematiksel modellemesi, polimerden ¢6ziiniir maddenin salim hizinin
ve diflizyon davraniginin 6nceden belirlenmesinde kullanilmaktadir. Teorik olarak tiretilen
salim kinetik modelleri ile deneysel olarak elde edilen salim verilerinin degerlendirilmesi

sonucunda, aktif molekiiliin salimina yonelik fiziksel mekanizmalar1 agiklanabilmektedir

[124-128].

Kontrollii Tla¢ salim sistemlerinde salim mekanizmasinin aydinlatilmasinda kullanilan ve
Hixson-Crowell tarafindan onerilen karekok salim modeli, yaygin olarak kullanilan kinetik
esitliklerden bir tanesi olarak bilinmektedir [129]. Bu modelde, salim hizina etki eden en
onemli parametre aktif molekiiliin (ilacin) konsantrasyonu, ilag tasiyici sistemin yiizey

alan1 ve karistirma oldugunu ileri stiriilmiistiir [129].
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1003 - M8 = Ky t (2.1)

Bu esitlikte yer alan Knc, karekok salim hiz sabitini ve M, ise t aninda salinmadan kalan
ilacin yiizdesini ifade etmektedir.

Salim mekanizmalarinin aydinlatilmast amaci ile 6ne siiriilen bir diger yaklasim olan
Korsmeyer-Peppas modeli ise polimerik sistemlerden ila¢ salim davraniglarinin

belirlenmesinde siklikla uygulanan bir modeldir [130].

Mt/ Mo = Kkp t" (2.2)

Bu esitlikte, M; t siiresinde salinan aktif molekiil miktarini, Mo salinan aktif molekiiliin
ortamdaki bakiye miktarini, Kkp belirli bir sistem icin yapisal/geometrik sabiti ve n ise

salim mekanizmasini gosteren iistel biiytiktiir.

Bu esitlik genellikle, kontrollii salim1 ¢alisilacak ilag¢ yiiklii implantin geometrik seklinden
bagimsiz olmak iizere, salimin tn ile dogrusal olarak degistigi salim egrilerin analizi i¢in
kullanilmaktadir. Kontrollii salim sistemlerinden elde edilen deneysel verilerin yukarida
verilen esitlige uygulanmasi ile elde edilen “n” salim parametresinin degeri salim
mekanizmas1 hakkinda bilgi vermektedir. Bu modele gore “n” parametresinin 0,5’e esit
olmasi Fick’in diflizyon mekanizmasi (Durum I), 0,5 <n < 1,0 aralifindaki degerlere sahip
olmasi Fick olmayan (anormal gegis) tasinima, 1’e esit olmasi halinde sifirinci-derece

(Durum II) ve n > 1,0 olmasi durumunda ise 6zel durum II (Supercase II) aktarim

mekanizmalari ile tanimlanmaktadirlar [131].

Genellikle, salim mekanizmasinda bir membrandan etkin maddenin difiizyonu veya etkin
maddenin ¢oziinmesiyle salim hizi 6nceden tasarlanabilmektedir. Diflizyon kontrollii ilag
salim sistemlerinde, etken maddenin salimi suda ¢éziinmeyen bir polimerin difiizyonu ile
kontrol edilir. Bu sistemlerde etken maddenin polimerik membrandan difiizyonu hiz
siirlayict basamaktir ve etken madde salimi Fick difiizyon esitligi ile tayin edilmektedir.
Membran sistemlerden etken madde salimi sifirinci derece kinetikle saglanmaktadir yani

maddenin sistemden salimi siiresince salim hizi siirekli sabittir, degismez.

Kontrollii ilag salim sistemlerinde ilacin salim kinetiginin arastirilmasinda matematiksel

modellemeler arasinda yaygin olarak kullanilan sifirinci ve birinci derece esitligi.
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Mt = Mo Ko t (2.3)
Mt = Mo k! (2.4)

olarak verilmektedir [131]. Bu esitlikte M, t aninda salinan ilacin miktarini; ko ve K,

sifirinct ve birinci derece salim hiz sabitini gostermektedir.

Coziinmeyen ve biyolojik olarak bozunmayan matrislerden ilaglarin diflizyon kontrollii
salimi i¢in Higuchi esitligi kullanilmaktadir. Matriksin homojen veya heterojen olusu ve
matriksin geometrisi gibi kosullara bagli olarak Higuchi Esitliginin farkli formiilasyonlari
kullanilmaktadir [132]. Homojen matrikse sahip olan diizlemsel bir sistemden aktif
maddenin salimina iliskin Higuchi esitligi asagida ifade edildigi sekli ile veya daha
basitlestirilmis olarak Esitlik 2.5 ile verilmektedir.

Mi = Mo ky t12 (2.5)

Esitlikte yer alan kn, Higuchi salim hiz sabitidir.
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3. MATERYALLER

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasal malzemeler

2-hidroksipropil metakrilat (HPM), polietilen glikol-metileter metakrilat (PEG-MA;
ortalama molekiil kiitlesi, 300: ortalama PEG zincir uzunlugu), a,a-bis azobisizobutironitril
(AIBN), kitosan Sigma-Aldrich Chemicals GmbH (Almanya) 'dan elde edildi. Insan serum
albumini (HSA), insan immiino-globulinleri (Ig) ve fibrinojen, Sigma-Aldrich'den tedarik
edildi ve alindig gibi kullamildi. 5-Florourasil, 5-FU, Fresenius Ltd., Ingiltere tarafindan
tedarik edildi ve alindigi gibi kullanildi. Kimyasal formiilii Sekil 2.6'da gosterilmistir.
Diger tiim kimyasallar analitik saflik derecesinde olup ve Merck AG (Darmstadt,

Almanya) 'dan temin edilmistir.

3.1.2. Cihazlar

UV-VIS spektrofotometre

Sulu ortamdan antikanser ilac1t 5-FU ve kan proteini adsorpsiyonu caligmalarinda deney
ortamindaki baslangi¢ ve bakiye protein miktarlari, UV-VIS spektrofotometre (PG
Instrument Ltd., Model T80+; PRC) ile belirlendi.

FTIR spektrofotometre

Hidrojel orneklerinin FTIR spektrumlari, FTIR spektrometre (Mattson 1000 FTIR,
Ingiltere) kullanilarak elde edildi. Burada kullanilacak tabletler 0.1 g kuru partikiil ve 0.1 g
KBr karigtirilarak elde edildi ve spektrumlari alindu.

Taramal: elektron mikroskobu (SEM)

Vakum etiiviinde kurutulmus hidrojel 6rnegi, azaltilmis basing altinda altin ile kapland1 ve
elektron mikrograflart JEOL (JSM 5600) taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde
edildi.
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3.2. Hidroksipropil Kitosanin Hazirlanmasi

Kitosanin biyouyumluluk o6zelligini iyilestirmek i¢in, kitosanin suda ¢oziliniir bir tiirevi
olan hidroksipropil kitosan (HPC) literatiirde verilen yontem kullanilarak hazirland1 [133,
134]. Kitosanin modifikasyonu i¢in, 2 g kitosan polimeri NaOH ¢ozeltisi (% 50’ lik)
icerisinde oda sicakliginda bekletilerek sismesi saglandi. Kitosan polimeri bu islem
basamaginin ardindan, alkalizasyon i¢in 12 saat siiresi boyunca -18 °C’de NaOH ¢ozeltisi
icerisinde bekletildi. Alkali hale getirilen kitosan reaktore aktarilarak, izopropil alkol ilave
edildi ve 40 °C’de 1.0 saat siiresince inkiibe edildi. Bu islem basamaginin ardindan
kitosanin bulundugu reaktére propilen epoksit ilave edildi ve 2 saat siiresince 60 °C de geri
sogutucu altinda siirekli karistirilarak distillendi. Reaksiyon karigiminin pH’1 mineral asit
¢ozeltisi (HCI; 1:1 (v/v)) kullanilarak 7,0’ye ayarlandi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
modifiye edilerek tiirevlendirilen kitosan polimeri siiziildii ve hidroksipropil kitosan tirtinii
sirast ile aseton, mutlak alkol ve % 75°lik (v/v) alkol ile yikandi ve vakum etiiviinde 60

°C’de kurutuldu.

3.3. p(HPM / PEG-MA/HPC) Hidrojel Filmlerinin Hazirlanmasi

Biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan PEG-MA makromonomeri, 2-
hidroksipropil metakrilat (HPM) monomeri ve kitosanin modifikasyonu ile sentezlenen
hidroksipropilkitosan (HPC) polimerinin azobisizobutironitril (AIBN) bagslaticis1 varliginda
UV-15181  fotopolimerizasyonu yontemi ile poli(2-hidroksipropil metakrilat/polietilen
glikol-metileter metakrilat/nidroksipropil kitosan) [p(HPM/PEG-MA/HPC)] hidrojeli

hazirlandi.

Film  formundaki p(HPM/PEG-MA/HPC)]  hidrojel  formiilasyonlari, UV
fotopolimerizasyon yontemi kullanilarak hazirlandi. Farkli polimer ve monomer oraninin
sisme davranisi, ilag tutma etkinligi ve salim oranlar1 iizerindeki etkisi arastirildi. Bu
amacla Cizelge 3.1°de verilen, belirli molekil kiitlesine ve sabit orana sahip olan
polietilenglikol dimetakrilat (MW: 300 g/mol); 1,25 mL) makromonomeri igeren
polimerizasyon karisiminda farkli oranlarda hidroksipropil kitosan polimer c¢ozeltisi
(%2°1ik; 0-2,0 mL) ve 2-hidroksipropil metakrilat monomeri (1,5-3,5 mL) kullanilarak
hidrojel yapidaki filmler sentezlendi. Cizelge 3.1°de sunuldugu gibi farkli formiilasyondaki
hidrojeller siras1 ile p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-
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MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-
MA/HPC)-6 olarak isimlendirildi. 4,75 mL hacimli monomer ve polimer ¢dzeltisi karisimi
tizerine baslatici olarak a,0-bis azobisizobutironitril iceren 20 mg/2,25 mL ¢ozelti ilave
edildilerek karistirildi. Polimerizasyon karisimlari termostatik bir su banyosunda 30 dakika
boyunca 4 °C'da termal dengeye getirildi. Her bir polimerizasyon karisimi diiz bir cam
polimerizasyon kalibina (i¢ ¢ap: 6,5 cm) aktarildi. Polimerizasyon kabinin sizdirmazliginin
saglanmasinin ardindan, polimer ¢dzeltisi igerisinden siirekli olarak azot gazi gegisi
saglandi, polimerizasyon ¢ozeltisi, 1 saat siiresi boyunca UV 1sinina (TUW serisi, Philips;
UV-C, 254 nm kisa dalga, 24 W, Ankara, Tiirkiye) maruz birakildi. Elde edilen hidrojeller
capt 0,75 cm olan delgec¢ kullanilarak, yaklasik 0,75 cm capina ve 600 pum kalinliginda
sahip diskler halinde kesildi ve kullanima kadar ayni tampon igerisinde 4 °C'ta saklandi.
Ilag vyiiklii formiilasyonlarin hazirlanmasi igin, antikanser ilaci 5-FU polimerizasyon
karisimina iki farkli derisimde (35 ve 70 mg/mL) ilave edildi. Ilag yiiklii hidrojeller birkez
fizyolojik fosfat tamponu (50mM) ile yikandi. Bir kurutma kagidi iizerinde fazla suyu
uzaklastirilan ilag¢ yiiklii hidrojel diskleri hiicre kiiltiir kaplarma aktarilarak 4 °C’da

saklandi.

Cizelge 3.1. Hazirlanan hidrojellerin formiilasyonlari

Hidrojel HPM (mL) PEG-MA (mL) HPC(mL) Sulufaz (mL)
p(HPM/PEG-MA)-1 3,5 1,25 0 2,25
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 3,25 1,25 0,25 2,25
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 3,0 1,25 0,5 2,25
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 2,5 1,25 1,0 2,25
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 2,0 1,25 1,5 2,25
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 15 1,25 2,0 2,25

3.4. Hidrojellerin Karakterizasyonlari

3.4.1. Hidrojellerin FTIR analizi

p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 ve 5-FU yiiklii p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 hidrojel orneklerinin
FTIR spektrasi bir FTIR spektrofotometre (FTIR 8000 series, Shimadzu, Tokyo, Japan)
kullanilarak elde edildi. Kuru polimer (yaklasik 0,1 g) KBr (0,1 g) ile karistirildi ve tablet
formunda FTIR spektrumu kaydedildi.
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3.4.2. Hidrojellerin yiizey goriintiisii

p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 hidrojelinin yiizeyi ince altin tabakasiyla kaplandi ve taramali
elektron mikroskop goriintiileri, bir taramali etlektron mikroskobu kullanilarak (SEM)

(Model: JEOL,JSM 5600, Tokyo,Japonya) elde edildi.
3.4.3. Hidrojellerin denge su icerigi

p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojellerinin sisme
davranigi, 25°C’de gravimetrik metot kullanilarak tayin edildi. Kiitlesi bilinen kurutulmus
hidrojel ornekleri su ve pH 7,4 fosfat tamponu (50mM) igerisine aktarilarak belirli
stirelerde bekletildi ve sigsmis hidrojeller sulu ortamdan uzaklastirildi. Hidrojel ylizeyindeki
suyun fazlasi uzaklastirilarak, hidrojel 6rnekleri duyarli bir terazide tartildi. Asagidaki

esitlik hidrojellerin sigsme oranini belirlemek i¢in kullanildi:

(Ws — Wd)

d

Sisme (%) = [ ]x100 (3.1)

Burada W,ve W, sirasiyla sismis ve kuru hidrojellerin kiitlelerini gostermektedir.

3.4.4. Hidrojellerin yogunlugu

P(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel 6rneklerinin
yogunlugu Gay Lussac piknometresi (Dahlewitz, Germany) ile, 25 °C sicakliginda hidrojel

ornekleri i¢in ¢oziicli olmayan bir s1vi (n-Dekan) kullanilarak belirlendi.

3.4.5. Spesifik yiizey alani

p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel érneklerinin

gozenek hacmi civa porozimetresi ile spesifik yiizey alani ise BET (Brunauner-Emmett-
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Teller) metodu kullanilarak bir yiizey analizi cihaz1 (Quantachrome Nova 2200 E, ABD)

kullanilarak ol¢tildii.

3.4.6. Hidrojellerin yiizey ozellikleri

p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel 6rneklerinin
su ile verdigi temas agis1 durgun damla yontemi ile dijital optik temas agis1 dlger (Phonex
150, Surface Electro Optics, Kore) cihazi kullanilarak belirlendi. Hem sol hem de sag
temas agilart ve damla boyut parametreleri dijital resimlerden otomatik olarak dSlgiilerek

hesaplandi. Olgiimler bes temas acisinin ortalamasi alinarak belirlendi.

3.4.7. Hidrojel yapida hazirlanan filmlerin gecirgenliginin belirlenmesi

Tim gegirgenlik testleri, iki silindir bélmesi (160 mL hacim) ve bir baglant1 hidrojel film
tutucusu (i¢ ¢ap1 2,0 cm) olan bir difiizyon hiicresi kullanilarak 25 ° C'de gergeklestirildi.
Ana bolme (lstteki) fizyolojik fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7,4, 10 mM, % 0,85 NaCl)
icinde sulu 5-FU ¢ozeltisi ile dolduruldu. Alttaki bolme PBS ile dolduruldu ve manyetik
olarak karistirildi. Alttaki bolmeye, 20 mL / saat'lik bir akis hizinda peristaltik pompa ile
ayn1 tampon ¢ozeltisinin siirekli gegisi sagland1 ve bir fraksiyon kolektorii araciligiyla
belirli siirelerde Ornekler toplandi. Gegirgenlik deneyi 24 saat devam siirdirildii ve
toplanan numunelerdeki salinan 5-FU miktart 266 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak degerlendirildi. Her bir gecirgenlik deneyi ii¢ kez tekrarlandi ve 5-FU'in film

formiilasyonlarindan gegirgenligi asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:

Ct/ Co=PSt/ vh (3.2)

burada P, filmin gecirgenligi (cm? / s); Ci ve Co, iist bolmedeki 5-FU'in sirasiyla t ve to
zamanlarindaki konsantrasyonunu; S, iki hiicre arasina yerlestirilen hidrojel filmin alaninm
(cm?); t, zamam (s); V iist silindir hacmini (mL) ve h, film kalinhigin1 (cm) gdstermektedir.

In Ct/ Co'a karsi ¢izilen PS / vh egrisinin egimden gegirgenlik hesaplandi.
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3.4.8. Kan uyumluluk él¢iimleri

Kan proteini adsorpsiyon calismalari

5-FU antikanser ilaci yiikli p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-
MA/HPC)-6 hidrojel oOrneklerinin kan uyumlulugunu belirlemek ig¢in, insan serum
proteinlerinin (albiimin (HSA) ve fibrinojen) adsorpsiyonu kesikli sistemde 37 °C’de 18
saat caligilarak belirlendi. Her bir adsorpsiyon ortaminda proteinin baslangic
konsantrasyonu 0,1 mg/ml olarak kullanildi. Hidrojel yiizeyine adsorplanan protein miktari

asagida verilen esitlik yardimiyla hesaplandi:
q=[(C, -CxVv]/s (3.3)

burada, q hidrojel yiizeyine adsorplanan proteinin miktarmi(ug/cm?); Co ve C sirasiyla
adsorpsiyondan once ve sonra ¢Ozelti ortamindaki proteinin konsantrasyonlarini (ug/ml);
V, protein ¢ozeltisinin hacmi ve S ise hidrojellerin yiizey alani ifade etmektedir. Hidrojel
Ornegi lzerine adsorplanan protein miktar, 280 nm dalga boyunda, UV-vis
spektrofotometre (PG Instrument Ltd., Model T80+; PRC) kullanilarak belirlendi. Insan
serum albumin ve fibrinojen i¢in hazirlanan kalibrasyon egrileri, ¢ozeltilerdeki protein

miktarimin hesaplanmasinda kullanildu.

Platelet adezyonu calismalar

Platalet adezyon g¢alismalart ig¢in p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2,
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel 6rnekleri fosfat tamponunda (pH 7,4) 2 saat inkiibe
edildi. Saglikli insanlardan taze insan kani elde edildi. Plataletce zengin plazma (PRP) taze
kanin (sitrat antikuagulanti ile) 4°C’de 2500 rpm de 5 dakika santrifiijlenmesi ile
hazirlandi. Materyaller steril kii¢iik diiz cam yiizeylere serildi ve PRP (3,0 ml) ile 37°C’de
1 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda, hidrojeller yapismayan plataletleri uzaklastirmak
icin fosfat tamponu ile yikandi. Yapisan plataletlerin sabitlenmesi i¢in fosfat tamponu

icinde %5,0 glutarik dialdehit ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 6 saat muamele edildi. Bu
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islemin ardindan hidrojeller fosfat tamponu ile yikandi ve eosin-metilen bulu ile boyandi
ve optik mikroskopta (Nikon, Japonya) analiz edildi. PRB 6rneklerindeki platelet sayimi
hidrojellerin inkiibasyon periyodundan once ve sonra yapildi ve optik mikroskop

kullanilarak tayin edildi.

Hemolitik aktivite calismalari

p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel 6rneklerinin
kirmizi kan hiicreleri (RBC) hemolizi iizerine etkisini belirlemek igin, oksalatli tam kan
(0,2 ml) tuz ¢ozeltisi ile (2,8 ml, 0,85%) 15 kat seyreltildi. Polimerler eklendi (yaklasik
0,5 g) ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, RBC 3000 rpm de 10 dakika
santrifiij edilerek ayrildi. Hemoglobin salim miktar1 545 nm’de UV/Vis spektrofotometre
ile tayin edildi. Hemolitik aktivite negatif kontrolin (tuz ¢o6zeltisi) absorbansinin

cikarilmastyla hesaplandi.

3.5. Hidrojel Film Formiilasyonlarindan 5-FU'nun Kontrollii Salim Calismalari

Antikanser ilact 5-FU i¢in tasiyic1 destek materyali olarak kulanilacak olan (HPM/PEG-
MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-MA/HPC)-4,
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojelinden model ilacin
kontrollii salim c¢alismasinin gergeklestirilmesi amaci ile, hidrojelin hazirlanmasi
asamasinda 5-FU dogrudan ¢ozelti ortamina aktarilarak matriks i¢i tutuklama yolu ile
yiklendi. Bu amacgla, p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-
MA/HPC)-6 hidrojellerine farkli oranda ilag (35 mg ve 70 mg / mL) yiiklemesi yapilarak

sistem parametrelerinin salim profiline ve kinetigine etkisi arastirildi.

Hidrojel formiilasyonlarindan salinan ilag miktarinin belirlenmesi amaci ile hazirlanan
baslangi¢ derisimleri bilinen standart 5-FU cozeltileri ile kalibrasyon egrisi hazirlandi ve
ilag miktar1 266 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre ile dlgiilerek belirlendi ve
hesaplamalarda kullanildi. Bu amagla, 5-FU stok ¢ozeltisi, pH’s1 4,3 olan asetat tampon

cozeltisi i¢inde hazirlandi. 1,0 — 40 pg / mL konsantrasyon araliginda 5 - FU iceren ti¢ set
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standart ¢ozelti hazirlandi. Her set icin ayr1 ayri, dalga boyu 266 nm'de absorbans 6l¢iildii

ve ortalama deger hesaplanarak kalibrasyon grafigi olusturuldu.

p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojellerine
yiiklenen ila¢ ylizdesi asagida verilen esitlik kullanilarak hesaplandi.

llag yiikleme verimi (%) =( Yiiklenen ilag / Teorik olarak yiiklenen ilag ) x 100 (3.4)

Tasiyict implanttan 5-FU salimi ve salim hizi iki farkli ilag yiiklemesinde (30 mg ve 70 mg
/ mL polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde) c¢aligildi. 5-FU yiikli alti farkli hidrojel
formiilasyonu (0,5 g) siirekli akish ila¢ salinim hiicresine yerlestirildi ve akis hiicresinin alt
giris kismindan fizyolojik tampon ¢ozeltisinin (pH 7,4), 10 mL /s boyunca 37 °C'de siirekli
gecisi bir peristaltik pompa (model IPC, Ismatec, Diisseldorf, Almanya) yardimiyla
gergeklestirildi. Belirli zaman araliliklarinda alinan 6rneklerden salinan ilag miktar
spektrofotometre ile, 266 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak takip edilerek
belirlendi. Analiz edilen ¢ozelti, sabit hacmi korumak i¢in ortama geri aktarildi. 5-FU
yiiklemesinin salinim orani tizerindeki etkisini incelemek i¢in benzer iglemler 1,0 mL ilag
yiikli numuneler igin tekrar uygulandi. Tim deneyler hata varyasyonunu en aza
indirgemek i¢in ii¢ kez tekrarlandi. Dolayisiyla, grafiklerdeki veriler li¢ deneyin ortalama
degerlerini gostermektedir. Derisimi bilinen Orneklerle elde edilen kalibrasyon egrisi,

toplam salinan ilag miktarlarinin hesaplanmasinda kullanildi.

3.6. 5-FU Yiiklii Hidrojel Formiilasyonlarinin Antitiimor Aktivitesi

Farkli 5-FU salim hidrojel formiilasyonlar1 ve onlarin ilag salinimsiz karisiklari, 3 kat
halinde 24 gozlii plakalara yerlestirildi. 3x10* SNU398 hiicreleri 1,0 mL ortamda her goz
lizerinde gelistirildi. Herhangi bir hidrojel olmadan gelistirilmis 2,8x10* hiicre igeren
kontrol grubu da eklendi. Ortam 3. giinde degistirildi ve hiicre sayimi 6. giinde
tripsinizasyon sonrast hemositometre ile yapildi. Bu c¢alismalar, Bilkent Universitesi,
Mikrobiyoloji Boliimii’nde Saymm Prof. Dr. Can Kamil AKCALI'nin Arastirma

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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3.7. istatistik Analiz

Tiim sonuglar ANOVA ile analiz edildi. Deney grubu ile kontrol grubu karsilagtirmalarini
yapmak i¢in Minitab® 15 Istatistik Yazilim kullamlmustir. Biitiin karsilastirmalar % 95
giiven araliginda Fisher's testi kullanilarak yapildi. Grafikler GraphPad® programi

kullanilarak ¢izilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

Hidrojeller, sulu ortamlarda sisme ozelligine sahip fakat ¢oziilmeyen capraz bagh
polimerik makromolekiiler aglardir. Hidrojeller, biyolojik dokular1 taklit etme
potansiyelleri nedeniyle, kontrollii ilag salim sistemi de dahil olmak iizere biyomedikal
alanda uygulamalar i¢in uygunluk gdstermektedir. Cok sayida capraz bagli hidrojeller,
farkl1 farmasotik ve tibbi alanlardaki uygulamalara yonelik olarak tasarlanmis ve
iretilmistir. Bu calismanin amaci, 5-florourasil antikanser ilacinin kontrollii saliminda
kullanilmak tizere ¢apraz bagl hidrojel ilag tasiyict sisteminin tasarimi, bu hidrojellerden
biyoaktif molekiilin salim profili ve ila¢g salim kinetigi ile ilgili olan matematiksel

modellemelerin uygulanarak degerlendirilmesini kapsamaktadir.

4.1. Hidrojellerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Hidrojel yapidaki pHPM/HPC membranlari, UV fotopolimerizasyon yontemi ile
sentezlendi. Kontrollii salim sisteminde tasiyici destek materyali olarak kulanilmak {izere
pHPM/kitosan hidrojel membranlar1 farkli monomer: polimer (HPM:HPC) oranlar1 ve
polimerizasyon kosullarinin altinda sentezlenmis ve ila¢ salim profili {izerine etkileri
aragtirllmistir. Sonraki asamada ise, elde edilen uygun degerler varliginda, PEG-MA
makromonomerinin orani sabit tutularak, HPC polimerinin ve HPM monomerinin orant
degistirilerek hazirlanan kompozisyondaki hidrojellerin mekanik dayanimi ve ilag salim
kinetikleri deneysel isletim kosullar1 altinda incelenmistir. Polimerizasyon sistem
parametereleri ¢alismalarinda belirlenen PEG-MA makromonomerinin sabit degerine
karsilik %2’lik HPC ¢ozeltisi ve HPM orani degistirilerek alt1 farkli kompozisyonda
hidrojel hazirlanmistir. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi HPM:HPC oram 3,5:0 — 1,5:2,0
(v/v; mL/mL) araliginda degistirilmis ve p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-
2-6 formiilasyonlarinin kontrollii ilag saliminda kullanilmak iizere yeterli mekanik
dayanima sahip oldugu ve gozlemlendi ve kontrollii salim islemlerinde kullanild1 (Cizelge

4.1).
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Cizelge 4.1. Farkli HPM:PEG-MA:HPC oranlarinda sentezlenen hidrojellerin mekanik
dayanikliligina hidrojel hazirlama kompozisyonunun etkisi

Hidrojel formiilasyonu Polimerizasyon Mekanik Yogunluk | Spesifik Yiizey
HPM:PEG-MA:HPC dayaniklilik (g/cmd) alani
(%2°1ik) (g/m?)
(VIVIV)

p(HPM/PEG-MA)-1: + Yiiksek 1,01 1.6
3,5:1,25

p(HPM/PEG-MA/HPC)-2: + Oldukga 1,08 2.3
3,25:1,25:0,25 yeterli

p(HPM/PEG-MA/HPC)-3: + Yeterli 1,11 2.8
3,0:1,25:0,5

p(HPM/PEG-MA/HPC)-4: + Yeterli 1,09 3.1
2,5:1,25:1,0

p(HPM/PEG-MA/HPC)-5: + Yeterli 1,12 35
2,0:1,25:1,5

p(HPM/PEG-MA/HPC)-6: + Orta 1,14 3.9
1,5:1,25:2,0

p(HPM/PEG)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidojel filimlerinin sismis haldeki
kalinhginin 0,1 cm ve yogunlugunun da 1,01- 1,14 g/cm?® araliginda degistigi belirlendi
(Cizelge 4.1). Hidrojel formiilasyonlarinin spesifik yiizey alani ise 1,6 ve 3,9 g/m?

araliginda bulundu (Cizelge 4.1).

5-FU ilacin kontrollii salimi i¢in gelistirilen hidrojeller modifiye edilmis dogal polimer
HPC nin farkli ortanlarda HPM monomeri katilarak ve polimerizasyon karistmina PEG-
MA makromonomeri ilave edilerek hidrojelin yiizeyinde hidrofilik ve biyo uyumlu PEG
zincirlerinin olusturulmasmi miimkiin kilmak icin yapiya katilmistir. Ilave olarak,
kontrollii ila¢ salim sisteminde kullanilmasi planlanan sitemin bu yol ile hazirlanmasi,
herhangi bir aktivasyon veya modifikasyon islem basamaklarini igermemesi, kisa siirede
ve dolayist ile diisiik islem maliyeti gerektirmesi sistemin sundugu 6nemli avantajlar
olarak  dislinlilmektedir. ~ Polimerizasyon kisa slirede ve oda sicakliginda
gerceklestirilebilmesi hidrojel yapilara yiiklenecek antikanser ilact olan 5-FU’in yapisinda
herhangi bir bozulmaya neden olmadan aktifligini korumasi, kontrollii salim sistemlerinde

bir diger 6nemli parametredir.

4.1.1. p(HPM/PEG-MA/HPC) hidrojelinin SEM goriintiisii

30 °C sicakliktaki vakum etiiviinde kurutulan p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 hidrojel 6rnegi
azaltilmis basing altinda altin ile kaplandi ve elektron mikrograflar1 JEOL (JSM 5600)
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taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi. Membranin bilesenlerinden biri olan
2-hidroksipropil metakrilat monomeri materyalin yeteri mekanik giice sahip olmasini
saglamaktadir. hidrojelin SEM mikrograflarindan diizgiin bir yiizeye sahip oldugu goriildii

(Resim 4.1). Bu 6zellik materyalin ilag salim hizinin olduk¢a yavas ve kontrollii olmasini

saglayacagini diisiindiirdii.

Resim 4.1. p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 hidrojelinin SEM gbriintiisii

4.1.2. p(HPM/PEG-MA/HPC) hidrojelinin FTIR analizi

p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 hidrojel 6rneginin FTIR spektrumunda, 2972, 2981 ve 1391
cm™ de goriilen bandlar hidrojel yapisindaki CHs grubunun C-H gerilmesi ve biikiilmesine
atfedilen piklerdir (Sekil 4.1). 1062 cm™ ve 1176 cm™’ de gozlenen karakteristik pikler,
kitosanin 6 OH ve 3 OH’da olusan hidroksipropilasyon reaksiyonunu ifade etmektedir.
1650 cm™ de gozlenen pik HPC polimerinden kaynaklanan amid gruplarina karsilik gelmektedir.
Diger yandan, p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 yapilar iizerinde 1600 ve 1200 cm™ arasinda
PEG i¢in parmak izi bolgesinde birka¢ bandin ortaya ¢iktig1 goriildii. Bu pikler sirasiyla
1391 ve 1271 cm™'de PEG'in simetrik ve anti-simetrik gerdirme bantlar1 (-OCH2-CH,) ve
1463 cm™'de ise PEG'in -CH, makaslama bandidir. FTIR spektrumunda 3424 cm™’de
gozlemlenen keskin ve genis —OH bandi hidrojel yapisindaki hidroksipropil metakrilat

monomerinin yapiya katilmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.1. p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 hidrojel 6rneginin FTIR spektrumu

3000 ve 3500 cm? arasindaki genis bir bant, 5-FU spektrumundaki NH gerilme
titresimlerine atfedilebilir. p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve 5-FU yiikli hidrojel 6rneklerinin
FTIR spektrumlarindan 3424 cm™ civarinda hidrojene bagl alkoliin (-OH) karakteristik
germe titresim band1 goriildii (Sekil 4.2). 1247 cm™'deki pik, 5-FU spektrumundaki C-F
gerilme bandina aittir. 1667, 1722 ve 1180 cm™'de gozlenen karakteristik pikler 5-FU
ilacina ait siras1 ile C-N gerilmesi, C=0 gerilmesi ve C-O bandlaridir. Ek olarak, Sekil 4.2
de verilen spektrumda, 1000-1271 cm™ (alkoliin C-O gerilimi band1) ve 643-943 cm™’de

(diizlem O-H biikiilmesinden) gozlemlenen bantlar 5-FU ilacinin hidrojel yapisina

yiiklendigini gostermektedir.
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Sekil 4.2. 5-FU yiikli p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 hidrojel 6rneginin FTIR spektrumu

4.1.3. Hidrojel formiilasyonlarinin denge su icerikleri

Son yillarda hem bilimsel hem de teknolojik agidan dnemi gittikge artan hidrojeller, suda
sigsebilen, ti¢ boyutlu hidrofilik ag yapilardir. Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su
icermeleri, yumusak ve esnek yapilara sahip olduklar1 bir¢ok fiziksel 6zellikleri agisindan

canl1 dokularla karsilastirildiklarinda biiytlik benzerlik gostermektedir.

HPM monomeri, PEG-MA makromonomeri ve HPC polimeri kullanilarak sentezlenen
p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojellerinin,
hidrofilik yapisi nedeni ile, sulu ortamda sisme 6zelliginin hidrojel formiilasyonuna gore
onemli derecede degistigi goriildi (Sekil 4.3). Yapida HPC polimer oraninin artmasi ile
hidrojelin su alim kapasitesinin arttig1 belirlenmistir. p(HPM/PEG-MA)-1 formiilasyonu
ile gosterilen ve HPC igermeyen hidrojelin denge su igerigi % 12.4 olarak belirlenirken,

farkli oranlarda HPC iceren p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojellerinin denge su igeriginin
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ise % 14,9 ile % 69,1 araliginda degistigi belirlendi (Sekil 4.3). Hidrojel yapisina
hidroksipropil kitosanin eklenmesi ile daha fazla hidrofilik fonksiyonel gruplarin (-NHz ve
—OH ) polimer yapisinda bulunmasi saglandi ve bu yolla sisme derecesi arttirildi. HPC
makromolekiillerinin polimerizasyon karigiminda bulunmasi, polimer zincirinde 2-
hidroksipropil metakrilat monomerinin daha az tekrarlanan sayida olmasi nedeni ile
polimerin molekiil agirliginin azalmasinda etkili oldugu diisliniildii. Bu nedenle, su
molekiillerinin polimer zincirleri ile etkilesiminin artmasi denge su igeriginde artis

gbzlenmesi ile sonuglandi.
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Sekil 4.3. p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3,
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-
MA/HPC)-6 hidrojellerinin su igerisindeki sisme davranislar

HPM monomeri, PEG-MA makromonomeri ve HPC polimeri kullanilarak sentezlenen
p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojellerinin
fizyolojik tampon igerisindeki sisme davranisi ise Sekil 4.5°de gosterildi. Farkli oranlarda

HPC igeren p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojellerinin, pH’s1 7,4
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olan fizyolojik tampon icerisindeki sigsme yiizdelerinin % 3,7 ile % 55,6 araliginda

degistigi belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3,
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-
MA/HPC)-6 hidrojellerinin fizyolojik tampon igerisindeki sisme davraniglar

4.1.4. Hidrojel formiilasyonlarinin hidrofilitesi

Hazirlanan p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2, p(HPM/PEG-MA/HPC)-3,
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6
hidrojel formiilasyonlarinin polar karakteri, hidrojel drneklerinin su ile verdigi temas agist
Ol¢iimlerinden belirlendi. Destek materyalinin hidrofilitesi, ylizey 6zelliklerine bagli olarak
degisir. Islatma giiciiniin degisimi, yiizey tabakasi kalinligindaki (en az 10A) ve sivi1 fazla
dogrudan  temasindaki, fonksiyonel gruplarin  etkisini  yansittiindan  yiizey
karakteristiklerine, oldukga hassastir. Hidrojel formiilasyonundaki HPC orani arttikga su
ile belirlenen temas agilarinin da azalmalarin oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.2). Hidrojel
yapisina eklenen HPC oraninin arttirilmasi ile de polimerlerin hidrofilisitesinde bir artis

oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.2. Hidrojel 6rneklerinin su ile verdigi temas agis1 degerleri

Hidrojel °9

p(HPM/PEG-MA)-1 64,31
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 58,62
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 51,83
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 49,24
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 46,17
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 42,08

4.1.5. Hidrojel fomiilasyonlarinin kan biyolojik uyumluluklarimin belirlenmesi

Hidrojel formiilasyonlarinin serum proteinleri ile etkilesimi

Polimerik ilag tastyici sistemlerde, polimerin biyolojik ¢evre ile iyi uyum saglamasi, doku
ile temas sonrasinda iltihaba yol agmamasi, toksik, kanserojen ve teratojen etki
gostermemesi gibi bazi biyolojik Ozellikleri igermesi beklenmektedir. Kitosan temelli
materyaller veya modifiye kitosan (tiirevlendirilmis) temelli ag yapili polimerler; nano
boyutta partikiiller veya kiire, jel, membran, kapsiil, siinger, boncuk, i¢i bos tiip gibi ¢esitli
geometrilerde hazirlanabilmektedir. Dogal bir polimer olan kitosan ve tiirevlendirilmis
yapilari, yara iyilesmesinde fibroplaziyi engelleyerek doku gelisimini, farklilagmasini ve
yeniden yapilanmasini tesvik ettigi literatiirde rapor edilmistir [53, 75]. Kitin, kitosan ve
kitosan tiirevlerinin biyo-uyumlulugu, biyolojik yolla bozunmasi, toksik olmamasi,
fizyolojik olarak inert olmasi, proteinlere karsi yiiksek afiniteye sahip olmasi,
antibakteriyel, hemostatik, fungistatik, antitiimoral ve antikolestremik 6zellikleri nedeniyle
kontrollii salim sistemlerinde, doku miihendisligi, biyosensor uygulamalarinda ve ¢evresel
sorunlarin giderilmesi islemlerinde genis bir uygulama potansiyeline sahip oldugu ¢ok

saylda arastirici tarafindan rapor edilmistir [53].

Bu amagla, hazirlanan hidrojel formiilasyonlarinin biyouyumlulugu ve ilag salim
sisteminde hedeflenen etkin dozlamayi gergeklestirebilmek amaci ile farkli oranda HPC ve
polietilen glikol iceren ag yapili hidrojeller hazirlanarak  karakterizasyonu
gergeklestirilmistir. p(HPM/PEG-MAC)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojellerinin
kan uyumlulugu, plazma proteinleri adsorpsiyonu ve platelet adezyonu incelenerek

belirlenmistir.
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Serum proteinlerinin polimerik yapilar iizerine adsorpsiyonu, fizyolojik pH degerinde (pH
7,4), farkli albumin ve fibrinojen baslangi¢c derisimlerinde, kesikli sistemde ¢aligildi. Sekil
4.5’te ve Sekil 4.6’de, p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojeline,
farkli konsantrasyondaki (0,05 — 2,0 mg/mL) albumin ve fibrinojen adsorpsiyon sonuglar1

sirastyla verilmistir.
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Sekil 4.5. p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojeline, albumin
baglanma miktarina baslangi¢ albumin derisiminin etkisi
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Sekil 4.6. p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojeline, fibrinojen
baglanma miktarina baslangi¢ fibrinojen derisiminin etkisi
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Sekil 4.5 ve 4.6’den goriildiigii gibi, hidrojel yiizeyine adsorplanan albumin ve fibrinojen
miktarlari, p(HPM/PEG-MA)-1’ya kiyasla, yapiya HPC eklenmesi ile onemli oSlgiide
azalmistir. p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel yapilarinda artan HPC orani ile azalan
protein adsorpsiyonu, hazirlanan antikanser ilaci tasiyict sistem i¢in biyolojik
uyumlulugunu artirdigini ~ diislindiirmektedir. Hidrojel formiilasyonlarinda bulunan
polietilen oksit zincirlerinin varligi ve HPC polimeri ile membran yapilarin sahip olduklari
kismi negatif yiizey yiik dagilimlar1 negatif ylizey yiiklii kan proteinlerine karsi itici kuvvet
olusturdugu ve bu yolla ihmal edilebilir diizeyde diisiik protein adsorpsiyona neden oldugu
diistiniilmustiir. Hidrojel formiilasyonlarinin bu 6zelligi, onlart minumum protein
adsorpsiyonu ile kontrollii ilag salimi igin tasiyici sistemleri olarak uygun araglar haline

getirmektedir.

Amiji [133] ve Winterton [134] tarafindan, biyouyumlu bir yiizey elde etmek igin
sentezlenen polimerik biyomateryal, heparin ile kaplanmig ve fizyolojik pH degerinde
plazma proteini olan fibrinojen ve albuminin biyomateryale baglanma afinitesi
gostermedigi, cok diisiik adsorpsiyon kapasitesi elde edildigi ve bu yolla, biyouyumlu
yiizey hazirlandigi rapor edilmistir. Han ve digerleri [135, 136], poliliretan membraninin
yiizey Ozelliklerinin polietilenoksit asilanmasi ile Onemli Ol¢iide iyilestirildigi, artan
hidrofilisite ve yapismazlik nedeni ile biyouyumluluk o&zelliginin arttirildigin

bildirmislerdir.

Hidrojel formiilasyonlarinin PT ve aPTT zamanlarina etkisi

Kanin koagiilasyon kaskadini izlemekte kullanilan temel testler, protrombin zamani (PT)
ve aktif kismi tromboplastin zaman1 (aPTT) testleridir. Protrombin zamani testi (PT) ile,
doku tromboplastini varliginda, doku faktorii yolundan ve ortak yoldan meydana gelen
pihtilasma reaksiyonlar1 birlikte degerlendirilir. Testin uygulanmasinda, sitratlhi plazma
ornegine kalsiyum ve tromboplastin eklenir ve doku faktorii yolundan fibrin pihtist olusana

kadar gegen zaman Ol¢iiliir.

Heparin tedavisinin takibinde, genellikle PT ve aPTT kullanilir. PT normal iken, aPTT nin
uzun bulunmasi heparin varligini destekler. PT, tiim hidrojel formiilasyonlar1 i¢in normal
sinirlarda kalmigtir. aPTT, kontrol plazmasina kiyasla, olduke¢a fazla artis gostermistir. En

biiyiikk artisi, p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojeli ile inkiibe edilen plazma goéstermistir
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(Cizelge 4.3). Cizelge 4.3’de p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 formiilasyonlar1 igin verilen
aPTT sonuglar1 bu hidrojellerin, heparin etkinliginin bulundugunu ve hidrojelin, pihtilagsma

reaksiyonlarini aktive etmedigini gostermektedir.

Cizelge 4.3. p(HPM/PEG-MAC)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel
formiilasyonlarinin PT ve aPTT Zamanlarina Etkisi

PT aPTT
(normal 10-14 sn) (normal 20-40 sn)

Kontrol plazmasi 11,8 33,06
p(HPM/PEG-MA)-1 12.7 48.9
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 13.6 89.7
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 13.2 925
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 12.9 101.6
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 12.4 108.9
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 13.1 116,7

Hemolitik aktivite

Hemolitik aktivite, spektrofotometrik olarak test edildi. p(HPM/PEG-MA)-1 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojelleri, EDTA’l1 insan kani ile, 37°C’de 1,0 saat inkiibe
edilerek, tliplerde kalan kan ornekleri, 3000 devir/dakikada 20 dakika santrifiij edildi.
Serbest kalan hemoglobin miktart UV/VIS spektrofotometreyle, 545 nm’de tayin edildi.
Kontrol olarak, ayni kosullarda izotonik ¢ozeltide inkiibe edilen serbest kan kullanildi.
Distile su igerisinde inkiibe edilen kandan serbest birakilan hemoglobinin oran1 %100
kabul edildi. Cizelge 4.4’den goriildigii gibi, p(HPM/PEG-MA) yapisina HPC polimerinin

eklenmesi hemolitik aktiviteyi oldukca azaltmistir.

Cizelge 4.4. p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel
formiilasyonlarinin %hemoliz degerleri

(%) Hemoliz

Damitik su 100
p(HPM/PEG-MA)-1 0,71
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 0,56
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 0,49
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 0,37
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 0,24

p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 0,18
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Kan hiicrelerinin yapismasi

Diger bir kan uyumluluk deneyi olan, kan hiicrelerinin yapismasi deneyi i¢in tam kan
sayimt  yapildi. p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6  hidrojel
formiilasyonlari ile inkiibasyondan dnce ve sonra yapilan tam kan sayimi ile, platelet sayisi
degisimi gozlendi. Platelet yapismast oraninin %6,4-7,8 ve yapisan platelet sayisinin da
41-37 platelet mm™ araliginda degistigi belirlenmistir. Bu oranlar literatiire gore oldukga
diisiik bulunmustur (1586 hiicre/mm?) [137, 138].

4.2. Hidrojel Formiilasyonlarina 5-FU Antikanser flacimin Yiiklenmesi

Kontrollii ila¢ salmmimm kavrami, c¢esitli hastaliklar1 etkili bir sekilde kontrol etme
ihtiyacindan ortaya ¢cikmistir. Lokal-spesifik kontrollii salinim sistemi, klasik ila¢ dagilim
sisteminden daha farkli avantajlar saglar. Bunlardan bazilari ilacin viicudun belirli
boliimlerine lokalize dagilimi, noktural fazda tedavinin devamliliginda giivenilirlik, ilag
karaliligi, tedavinin tamamlanmasindaki ihtiyacin azalmasi ve optimum ilag
adsorpsiyonudur. Hidrojellerin kontrollii salinim sistemi olarak kullanimi iizerine ¢ok

sayida ¢aligmalar yapilmaktadir [19, 20,74].

Tez c¢alismasinda, p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel
formiilasyonlar1 UV 1s181-fotopolimerizasyonu yontemi ile hazirland1 ve karakterizasyon
caligmalar1 tamamlandi. Ayni formiilasyonlar 5-FU antikanser ilacinin yiiklenmesi igin
kullanildi. Bu amagla polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde iki ayr1 derisimde 5-FU (35 ve 70
mg/mL) icerecek sekilde ilag ilave edilerek ayni polimerizasyon teknigi kullanilarak
matriks i¢i tutuklama yontemi ile yiiklendi. 5-FU yiikli p(HPM/PEG-MA)-1 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6  hidrojel formiilasyonlari, antikanser ilacinin  salim
calismalarinda kullanildi. 5-FU salimi, bes farkli HPC polimer oranina sahip hidrojel
yapilart kullanarak, ilag salimi ve ilag salimin SNU398 insan HCC hattinin ¢ogalmasi

tizerine etkileri incelenmistir.

Bir ilacin % yiikleme verimi, ilag tasiyict sistemi olarak kullanilan malzemesinin tiiriine,
ilacin yiiklenmesi yontemine ve polimer aglarinin hazirlanma kosullarina baglidir. Bu
caligmada, hidrojel film formiilasyonlarin ila¢ ylikleme verimliliginin, formiilasyonlarin

HPC oranina bagh oldugu goriildii (Cizelge 4.5) Hidrojel formiilasyonlarindaki PEG
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zinciri uzunlugu sabit tutularak, artan HPC orani ile hidrojelin artan hidrofilisitesi nedeni
ile 5-FU salim hizin arttigi belirlenmistir. Cizelge 4.5’de goriildiigi gibi p(HPM/PEG-
MA/HPC)-6 hidrojel formiilasyonu en yiiksek HPC oranina sahiptir ve dolayisiyla su
icerigi daha yiiksektir (Sekil 4.5) ve 5-FU'ya kars1 gecirgenlik 6zelligi de daha ytiksektir.
HPC oranmnin azalmasi ile gecirgenligin de azaldigi goriilmektedir. 5-FU yiikleme
verimliliginin ~ p(HPM/PEG-MA/HPC)-6’den, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2’ye  dogru
gidildikge arttig1 gézlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojelin
formiilasyonlarinin 5-FU'e kars1 belirlenen gegirgenlik ve ilag yiikleme

verimliligi
Hidrojelin formiilasyonu Monomer/Makro- 5-FU’¢ fag yiikleme
monomer/Polimer orani gecirgenlik verimi (%)
(mL/mL/mL) (cm?/s x 1079)
p(HPM/PEG-MA)-1 3,5/1,250/0,0 21,3 91
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 3,25/1,25/0,25 36,8 87
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 3,0/1,25/0,5 52,9 83
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 2,5/1,25/1,0 75,4 81
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 2,0/1,25/1,5 81,6 76
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 1,5/1,25/2,0 97,2 72

4.3. Hidrojel Formiilasyonlarindan 5-FU Antikanser ilacinin In Vitro Kontrollii
Salim Calismalari

5-FU antikanser ilac1 yiklii p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel
formtlasyonlar1 siirekli sistem reaktoriine yerlestirilerek sisteme sabit akis hizinda,
peristaltik pompa ile (Ismatec, [IPG Model, Almanya) fizyolojik tampon ¢ozeltisi girisi
saglandi. Belirli zaman araliliklarinda aliman Orneklerle saliman 5-FU miktar
spektrofotometre kullanilarak, ilacin verdigi maksimum dalga boyu olan 266 nm dalga
boyunda (Sekil 4.7) spektrofotometrik olarak takip edilerek belirlendi. Salinan ilag
miktarinin belirlenebilmesi i¢in, 1,0 — 40 pg / mL derisim araliginda 5 - FU igeren ii¢ set
standart ¢ozelti hazirland1 ve 266 nm'de absorbans degerleri olgiilerek kalibrasyon grafigi

olusturuldu (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. 5-FU i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi

Hidrojel ag yapi ilag tastyici sistemlerinden kontrollii ilag salimi, hidrojelin sisme 6zelligi,
gbzenekliligi ve hidrojel matrisinin erozyonunun yani sira ilag-polimer etkilesimleri gibi
¢ok sayida faktorden etkilenmektedir. Bu ¢alismada, p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-
MA/HPC)-2-6 hidrojelin formiilasyonlarindan, 5-FU salimi, belirli zaman araliklarinda
alinan 6rneklerin analizi ile belirlenmistir. Antikanser ilaci yiiklii p(HPM/PEG-MA)-1 ve
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p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojelinden 5-FU’in kiimiilatif salim profili zamana bagh
olarak calisilmis ve iki farkli ila¢ yiikleme dozu i¢in elde edilmis ve salim profilleri Sekil
4.9 ve 4.10°de verilmistir. 5-FU salimiminda hidrojel formiilasyonunda yer alan HPC

polimer oraninin ve yiiklenen ila¢ dozunun etkisi siirekli salim sisteminde ¢aligilmistir.
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Sekil 4.9. 35 mg/mL 5-FU vyikli p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 hidrojel formiilasyonlarindan ilag salimi

Salinim profilleri, hidrojel formiilasyonundaki HPC oraninin artmas: ile, salinan 5-FU
miktarinin ve salimim hizinin arttigimi gostermistir. 37 °© C’de 35 mg/mL 5-FU
yiklemesiyle 780 dakikada p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel formiilasyonlari, sirasiyla % 24,5, %31,7 ve % 39,6
oraninda ilag salimi gozlenirken, ayni ilag yiikleme dozunda p(HPM/PEG-MA/HPC)-4,
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel formiilasyonlar1 ig¢in ayni
slire sonunda salinan ilag ylizdeleri sirast ile, % 48,9, % 57,4 ve % 66,3 olarak bulunmustur

(Sekil 4.9 ve 4.10).
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Sekil 4.10. 35 mg/mL 5-FU yiikli p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel formiilasyonlarindan ilag salim1

Farkli formiilasyondaki hidrojellerin salim kinetigine yiiklenen ilag dozunun etkisini

belirlemek i¢in 70 mg/mL 5-FU yiiklemesi yapild1 ve belirlenen salim profilleri Sekil 4.11
ve 4.12°de gosterildi.
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Sekil 4.11. 70 mg/mL 5-FU yikli p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 hidrojel formiilasyonlarindan ilag salimi



53

100 + .
e *
= 80 /\/‘/x
Q
o
'N
2, 60
£
§ 40 —#—p(HPM/PEG-MA/HPC)-4
= —O0—p(HPM/PEG-MA/HPC)-5
20 —x—p(HPM/PEG-MA/HPC)-6
O x T T T 1
0 200 400 600 800

Zaman (dakika)

Sekil 4.12. 70 mg/mL 5-FU vyiiklii p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel formiilasyonlarindan ilag salimi

Hidrojel formiilasyonlari, farkli 5-FU igeriklerine ragmen benzer salim profilleri elde
edildi. p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6
hidrojel formiilasyonlari, sirasiyla % 36,8, %59,4 ve % 68,2 oraninda ilag salimi
gozlenirken, aymi ilag yiikleme dozunda p(HPM/PEG-MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-
MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel formiilasyonlari igin ayni siire sonunda
salinan ilag ylizdeleri sirasi ile, % 74,9, %87,3 ve % 99,6 olarak belirlendi (Sekil 4.11 ve
4.12).

Ilag salim mekanizmasini degerlendirmek icin, elde edilen deneysel veriler farkli salim
kinetik modellerine (sifir dereceli, birinci dereceden, Higuchi, Hixon-Crowell ve
Korsmeyer-Peppas "gii¢ yasasi") uygulandi ve model sabitleri diisiik dozda 5-FU yiiklii

hidrojel formiilasyonlari i¢in Cizelge 4.6 ve 4.7°de verildi.

Cizelge 4.6. Diisiik doz ilag yiiklii hidrojel formiilasyonlar: i¢in Sifirinct ve birinci derece

Kinetik analizi
Sifirinc1 Derece Birinci Derece
Formulation Ko X102 R? kx10° R?
(dak?) (dak)
p(HPM/PEG-MA)-1 3,98 0,935 0,48 0,794
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 4,52 0,926 3,29 0,801
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 4,07 0,826 1,96 0,723
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 5,61 0,819 2,34 0,790
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 4,69 0,791 1,25 0,726

p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 4,23 0,748 0,89 0,714
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Cizelge 4.7. Diistik doz ilag¢ yiiklii hidrojel formiilasyonlar1 i¢in Higucci, Hixson-Crowell,
ve Korsmeyer-Peppas kinetik analizi

Higucci Hixson-Crowell Korsmeyer-Peppas
Formulasyon kn xlOZ R2 Khc x102 R2 KKPX10'2 n R2
(min?2) (min?) (min™)
p(HPM/PEG-MA)-1 1,25 0,978 3,01 0,862 9,73 1,04 0,951

P(HPM/PEG-MA/HPC)-2 146 0975 249 0835 838 098 0,967
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 141 0981 173 0778 745 138 0,978
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 1,92 0992 218 0748 602 086 0,952
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 1,64 0896 137 0749 587 119 0976
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 147 0943 104 0893 545 092 0,963

Yiiksek dozda 5-FU yiikli hidrojel formiilasyonlar1 i¢in belirlenen model sabitleri ise

Cizelge 4.8 ve 4.9°da verildi.

Cizelge 4.8. Yiiksek doz ilag yiiklii hidrojel formiilasyonlari i¢in Sifirinci ve birinci derece

kinetik analizi
Sifirinci Derece Birinci Derece
Formulation ko X102 R? kx10® R?
(dak?) (dak)
p(HPM/PEG-MA)-1 5,72 0,918 4,30 0,782
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 8,76 0,930 2,61 0,701
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 7,94 0,889 2,29 0,767
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 7,62 0,857 1,92 0,716
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 7,30 0,803 1,04 0,634
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 4,85 0,796 0,60 0,679

Cizelge 4.9. Yiiksek doz ilag yiiklii hidrojel formiilasyonlari i¢in Higucci, Hixson-Crowell,
and Korsmeyer-Peppas kinetik analizi

Higucci Hixson-Crowell Korsmeyer-Peppas
Formulasyon Kn R? Knc x10? R? Kkpx1072 n R?
(min?) (min?) (min™)
p(HPM/PEG-MA)-1 1,83 0,968 0,32 0,840 8,46 0,92 0,996

p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 2,77 0982 034 0864 815 078 0,960
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 2,60 0965 025 0791 761 080 0,981
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 253 0942 022 0871 7,02 077 0966
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 2,50 0919 016 0747 645 115 0,952
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 1,68 0947 009 0794 478 082 0,965

Her iki dozda ilag yiikli hidrojel formiilasyonlari i¢in, deneysel sonuglarin Hixson-Crowell
modeli ile yeterli derecede uyumlu olmadigi goriildii. Korsmeyer-Peppas modelleri i¢in
dogrusal regresyon katsayisinin (R%> 0,95) yiiksek degerleri, bu analizin iki farkli ilag

yiikleme konsantrasyonuna sahip hidrojel filmler i¢in gecerli oldugunu dogrulamistir. n
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degerlerinin 0,77 ile 1,38 araliginda degistigi gozlendi (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.9). Bu
nedenle, hidrojel film formiilasyonlarinda in vitro serbest birakma mekanizmasi, anormal
aktarim ve Case II taginim mekanizmasi ile tarif edilebilir. Model salim parametresi olan

Kkp hidrojel formiilasyonlari i¢in daha ytliksek bulunmustur.

4.4. 5-FU Yiiklii Hidrojel Formiilasyonlarindan Salinan Ilacin Kanser Hiicrelerinin
Cogalma Ozellikleri Uzerine Olan Etkileri

Hidrojel formiilasyonlar1 UV ile 1 saat sterilize edildikten sonra, Snu398 hiicreleri 24
hazneli plakalara ekildi ve ilag salinmayan mukabil kisimlar da dahil olmak {izere
hidrojellerin tiim formiilasyonlar1 haznelere ilave edildi. Snu398 hiicreleri tripsinize edildi
ve hemositometre ile kiiltiiriin 6. giiniinde sayildi. 5-FU varliginda ve yoklugunda HPC'nin
ilag salim1 ve cogalma ozellikleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in hiicre sayilarini

gosteren grafikler ¢izildi (Cizelge 4.10).

Sonuglar, Snu398 hiicrelerinin sayisinin, 5-FU salinim1 yapan hidrojel formiilasyonlarinin
besinin de varliginda Kkiiltiirlendiginde 6nemli 6l¢iide azaldigimi gdstermistir (Cizelge
4.10). Hidrojel formiilasyonlarmin iki farkli 5-FU konsantrasyonu (I1 ve 12) i¢ermesi
kalinde, hiicre sayilar1 arasinda anlaml bir fark goriilmemistir. Tek basina hidrojellerin,
ilag salinimi olmadiginda hiicre c¢ogalmalar1 iizerinde higbir etkisinin olmadig
bulunmustur. Birinci giinde, 2,8x10* adet hiicrenin her bir haznenin iizerine ekildigi ve
kontrol grubunun hidrojelleri hari¢ tuttugu 6nemle belirtilmelidir. Kiiltiiriin 6. giiniinde,
kontrol grubunun hiicre sayisindaki yaklasik 31,4 kat arttig1 goriildii. Ilag yiiklenmeyen
formiilasyonlar g6z Oniine alindiginda, hiicre sayilarindaki benzer artisin odugu gorildii.
Buna ek olarak, 5-FU salimi, tiim formiilasyonlar i¢in Snu398 hiicrelerinin gogalmasinin
yaklagik olarak 62 ila 95 kat arasinda azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar 5-FU'dan
salinim1 yapan hidrojellerin in vitro olarak Snu398 hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigini
ve deri ve meme kanserlerininin tedavinde kullanilmak iizere yiiksek bir potansiyele sahip

oldugunu ve umut verici bir strateji olarak kullanilabilecegini géstermistir.
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Cizelge 4.10. 5-FU salim1 yapan hidrojellerin farkli formiilasyonlarinin varliginda Snu398
hiicrelerinin hiicre sayilar1 (Kiiltiiriin 6.glinlinde sayilmistir). DO, 1. giinde
yerlestirilen hiicrelerin baslangi¢ sayisini ve kontrol grubu ise, hidrojellerin
harig¢ tutuldugu 6. giindeki hiicre sayilarini temsil etmektedir

Hidrojelin formiilasyonu

Hiicre sayis1

DO 27546 +£1352
Kontrol 865012 +12684
p(HPM/PEG-MA)-1 605108+10962
p(HPM/PEG-MA)-1-11 9704 +287
p(HPM/PEG-MA)-1-12 7595 +168
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2 753173 £28071
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-11 10211 +406
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-12 9607 £375
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 927056 +£30189
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3-11 10712 +253
p(HPM/PEG-MA/HPC)-3-12 9945 +138
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4 870056 £31207
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4-11 10641 +362
p(HPM/PEG-MA/HPC)-4-12 9315 +291
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 760122 +32460
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5-11 8806 +284
p(HPM/PEG-MA/HPC)-5-12 7984 +201
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 706503 £39106
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6-11 27546 £282
p(HPM/PEG-MA/HPC)-6-12 3768 £119
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5. SONUCLAR

Hidrojeller yan gruplarin yapisina gore ndtr veya iyonik olarak siniflandirilabilir.
Hidrojeller ayrica hazirlama yontemlerine gére homopolimer veya kopolimer olarak da
siiflandirilir. Hidrojel dogal veya sentetik polimerlerden hazirlanabilir. Hidrojeller,
midede diisiik pH ve enzim varlig1 gibi kosullara karsi ilaglar1 bu ortamlardan koruyabilir.
Hidrojellerin gozenekli yapisi, ilaglarin jel matrisi igine yiiklenmesini olanakli kilar ve
sonrasinda da dnceden belirlenmis bir oranda ve hizda ila¢ salimina izin verir. Hidrojeller
ayn1 zamanda, pH, sicaklik, iyonik kuvvet ve elektrik alani gibi ¢evresel uyarilara yanit
olarak jel yapisim1 degistirerek ilag salimimi  kontrol edebilecek  sekilde

tasarlanabilmektedirler.

Tez g¢alismasinda, film formundaki poli (2-hidroksipropil metakrilat/polietilen glikol-
metakrilat/hidroksipropil kitosan) [p(HPM/PEG-MA/HPC)1-6] hidrojel formiilasyonlari
hazirlandi, karakterizasyon caligsmalari tamamlandi ve 5-FU saliminda kullanilmak {izere
tastyict sistem olarak kullanilma potansiyeli aragtirildi. Membranin bilesenlerinden biri
olan 2-hidroksipropil metakrilat monomeri materyalin yeteri mekanik gilice sahip olmasini
saglamaktadir. 5-FU ilacin kontrollii salim1 i¢in gelistirilen hidrojeller, modifiye edilmis
dogal polimer HPC ile farkli oranlarinda HPM monomeri katilarak ve polimerizasyon
karistmma PEG-MA makromonomeri ilave edilerek hidrojelin ylizeyinde hidrofilik ve
biyo uyumlu PEG zincirlerinin olusturulmasini miimkiin kilmak i¢in yapiya katilmistir.
[lave olarak, kontrollii ilag salim sisteminde kullanilmas1 planlanan sistemin bu yol ile
hazirlanmasi, herhangi bir aktivasyon veya modifikasyon iglem basamaklarini igermemesi,
kisa siirede ve dolayis1 ile diisiik islem maliyeti gerektirmesi sistemin sundugu 6nemli
avantajlar olarak diisiiniilmektedir. Polimerizasyon kisa slirede ve oda sicakliginda
gerceklestirilebilmesi hidrojel yapilara yiiklenecek antikanser ilact olan 5-FU’in yapisinda
herhangi bir bozulmaya neden olmadan aktifligini korumasi, kontrollii salim sistemlerinde

bir diger nemli parametredir.

Hidrojel yapidaki pHPM/HPC membranlari, UV fotopolimerizasyon yontemi ile
sentezlendi. Kontrollii salim sisteminde tasiyici destek materyali olarak kulanilmak {izere
pHPM/kitosan hidrojel membranlar1 farkli monomer : polimer (HPM:HPC) oranlar1 ve

polimerizasyon kosullarinin altinda sentezlenmis ve ila¢g salim profili {izerine etkileri
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arastirtlmigtir. Sonraki agsamada ise, elde edilen uygun degerler varlifinda, PEG-MA
makromonomerinin orani sabit tutularak, HPC polimerinin ve HPM monomerinin orani
degistirilerek hazirlanan kompozisyondaki hidrojellerin mekanik dayanimi ve ilag salim

kinetikleri deneysel isletim kosullar1 altinda incelenmistir.

HPM:HPC orami 3,5:0 — 1,5:2,0 (v/v; mL/mL) araliginda degistirilmis ve p(HPM/PEG-
MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 formiilasyonlarmmin kontrollii ila¢ saliminda

kullanilmak tizere yeterli mekanik dayanima sahip oldugu ve gozlemlenmistir.

Hidrojellerin, hidrofilik yapisit nedeni ile, sulu ortamdaki sisme Ozelliklerinin hidrojel

formiilasyonuna gore 6nemli derecede degistigi belirlenmistir. Hidrojel formiilasyonundaki

HPC orani arttikea su ile belirlenen temas agilarinda azalmalarin oldugu gozlenmistir.

Serum proteinlerinin polimerik yapilar iizerine adsorpsiyonu, fizyolojik pH degerinde (pH
7,4), farkli albumin ve fibrinojen baglangi¢ derisimlerinde, kesikli sistemde ¢alisilmistir.
p(HPM/PEG-MA)-1’ya kiyasla, yapiya HPC eklenmesi ile hidrojel yiizeyine adsorplanan
albumin ve fibrinojen miktarlarinin 6nemli 6l¢lide azaldigr goriilmiistiir. p(HPM/PEG-
MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel formiilasyonlart ile inkiibasyondan 6nce ve
sonra yapilan tam kan sayimu ile, platelet yapismasi oraninin %6,4-7,8 ve yapisan platelet

sayistnin da 41-37 platelet mm2 araliginda degistigi belirlenmistir. Bu oranlar literatiire

gore oldukga diisiik bulunmustur (1586 hiicre/mm?).

Tez g¢alismasiin ikinci asamasinda, kontrollii salim sistemi olarak kullanilmak {izere
hazirlanan tasiyici implant sistemine [p(HPM/PEG-MA)-1 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6
hidrojel formiilasyonlar1] iki ayr1 dozda yiiklenen antikanser ilact 5-florourasil’in salimi
stirekli sistemde takip edilerek, salim kinetigi ve ilgili parametreleri belirlenmistir. Siirekli
sistem reaktoriine yerlestirilen, 5-FU antikanser ilact yikli p(HPM/PEG-MA)-1 ve
p(HPM/PEG-MA/HPC)-2-6 hidrojel formiilasyonlarinin, sabit akis hizinda, kontrolli
salim caligmalar1 yiritilmistiir. Salinim profilleri, hidrojel formiilasyonundaki HPC

oraninin artmasi ile salinan 5-FU miktarinin ve salinim hizinin arttigini géstermistir.

37 ° C’de 35 mg/mL 5-FU yiiklemesiyle 780 dakikada p(HPM/PEG-MA)-1, p(HPM/PEG-
MAJ/HPC)-2 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-3 hidrojel formiilasyonlari, sirasiyla % 24,5, %31,7
ve % 39,6 oraninda ilag salimi gézlenirken, ayni ilag yiikleme dozunda p(HPM/PEG-
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MA/HPC)-4, p(HPM/PEG-MA/HPC)-5 ve p(HPM/PEG-MA/HPC)-6 hidrojel
formiilasyonlari i¢in ayn1 siire sonunda salinan ilag yiizdeleri sirasi ile, % 48,9, % 57,4 ve

% 66,3 olarak bulunmustur.

flag salim mekanizmasmi degerlendirmek icin, elde edilen deneysel veriler farkli salim
kinetik modellerine (sifir dereceli, birinci dereceden, Higuchi, Hixon-Crowell ve
Korsmeyer-Peppas "gii¢ yasas1") uygulanmistir. Korsmeyer-Peppas modelleri i¢in dogrusal
regresyon katsayisinin (R%> 0,95) yiiksek degerleri, bu analizin iki farkli ila¢ yiikleme

konsantrasyonuna sahip hidrojel filmler i¢in gegerli oldugunu dogrulamistir.

Hidrojel formiilasyonlart UV ile 1 saat sterilize edildikten sonra, Snu398 hiicreleri 24
hazneli plakalara ekildi ve ila¢ salinmayan mukabil kisimlar da dahil olmak iizere
hidrojellerin tiim formiilasyonlar1 haznelere ilave edildi. Snu398 hiicreleri tripsinize edildi
ve hemositometre ile kiiltiirin 6. gilinlinde sayilmistir. Sonuglar, Snu398 hiicrelerinin
sayisinin, 5-FU salmimmi yapan hidrojel formiilasyonlarinin besinin de varliginda
kiiltiirlendiginde 6nemli Olclide azaldigimi gostermistir. Hidrojel formiilasyonlariin iki
farkli 5-FU konsantrasyonu (11 ve 12) igermesi halinde, hiicre sayilari arasinda anlamli bir
fark goriilmemistir. Bu sonuglar 5-FU'dan salim1 yapan hidrojellerin in vitro olarak Snu398
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigini ve deri ve meme kanserlerininin tedavisinde
kullanilmak iizere yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu ve umut verici bir strateji olarak

kullanilabilecegini gdstermistir.
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