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Biyobozunur ve Enjekte Edilebilir Polimerik ilag Salim Sistemlerinin Dizayni ve
Sol-Gel Gegis Ozelliklerinin incelenmesi

Esra Ozdemir

Hacettepe Universitesi, Kimya Mihendisligi Blimi, Kimya Mihendisligi Anabilim Dal
0z

Sunulan calismada sicaklik duyarli, sol-jel gecis 6zelligine sahip kitosan dogal polimerinin
capraz baglayici ajan olarak kullanilan gliseril fosfat disodyum tuzu (GP tuzu) ile fiziksel
olarak capraz baglanmasi sonucunda elde edilen hidrojeller ve bu hidrojellerden in-vitro
ortamda Bovine Serum Albumin’nin (BSA), in-vivo ortamda 5-Fluorouracilin (5-FU) salim
kinetigi incelenmistir.

Capraz-baglanma, nétr ortamda, oda sicakhiginda (25°C) gesitli kitosan/(gcapraz-baglayici)
bilesimlerinde gergeklesmistir. Yapilan calismalar sonucunda 0.5 ml (560 mg GP tuzu/1 ml
su) GP tuzu ve 9.5 ml Kitosan/HCI ¢0zeltisi ile hazirlanan, istenilen mekanik dayanima ve
sisme karakteristigine sahip hidrojel olarak segilmistir. Bu bilesimin 25°C sicaklikta sivi, 37°C
sicaklikta jel formunda oldugu belirlenmistir. Calismalarda, ortalama 0.80 mm c¢apinda, 0.25-
0.30 mm kalinh@inda kuru membran formunda sentezlenen hidrojeller kullaniimistir.

Hidrojellerin karakterizasyonu, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH=7.4) iceren ortamda, 37°C
sicaklikta yurGtilen sisme deneylerinin yanisira, yigin yapi Ozellikleri icin FT-IR
spektrumlarinin incelenmesi, ylzey/kesit morfolojilerinin SEM ile gdzlenmesi, sol-jel gecis
sicakliginin belirlenmesi igin viskozimetrik incelemeler ve isil o6zelliklerin belirlenmesi
amaclyla DSC calismalari sonucunda yapilmigtir. Ayrica yiUklenen ilaglarin jel igerisinde
dagilimlari konfokal lazer mikroskop ile gézlenmistir.

Yikleme galismalarinda, hidrojele in-vitro ortamda (pH=7.4, 25°C) BSA ve 5-FU yiklenmistir.
Yiklemeler 1 mg/ml ve 3 mg/ml BSA ¢ozeltileri kullanilarak “emdirme” (embedding) yontemi
ile gerceklesmistir. Ayrica ¢capraz baglama sirasinda da yukleme yapilmis ve her iki degisik
yukleme metodu igin salim sonuglar karsilastirimistir. Floresan spektrofotometresi ile
yurutilen salim galismalari sonucunda BSA salimi “emdirme” yontemi ile ylklenen jellerden
20 gun surerken “capraz baglama” yontemi ile salimin 15 gin sdrdigu goézlenmistir. 5-FU
yuklemeleri igin yalnizca “gapraz baglama” yontemi kullaniimistir. %10’luk (w/v) 5-FU ¢ozeltisi
ile ylklenen jellerden in-vitro ortamda salim yaklasik 7 gun sirmug ve UV spektrofotometresi
ile kimulatif salim degerleri belirlenmistir.

In-vivo c¢alismalarda Wistar Albino cinsi sigcanlarin kas igine 1.2 mg 5-FU vyuklenerek
hazirlanan kitosan ¢dzeltisi enjekte edilmis ve salim ¢alismalari HPLC ile izlenmistir. Salim
yaklasik 60 saat boyunca incelenmigtir. Calisma sonucunda siganlarda yapilan histolojik
incelemeler enjekte edilebilen kitosan jellerin ¢evre dokularda istenmeyen bir reaksiyona
neden olmadigini géstermistir.

Anahtar kelimeler: Sol-jel gegigli hidrojeller, Kitosan, BSA, 5-FU, Enjekte edilebilir hidrojel,
in-vivo salim

Danisman: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi, Kimya
Mahendisligi Boluma



SYNTHESIS, CHARACTERIZATION of THERMOSENSITIVE, SOL-GEL REVERSIBLE
CHITOSAN HYDROGELS and INVESTIGATION of DRUG RELEASE KINETICS FROM
HYDROGELS IN-VITRO and IN-VIVO CONDITIONS

Esra Ozdemir

Hacettepe University, Department of Chemical Engineering, Chemical Engineering

Section

ABSTRACT

In the presented study, the thermally sensitive, injectable, neutral hydrogel solutions
based on physically crosslinked chitosan by glycerol phosphate disodium salt (GP salt)
were synthesized. The release kinetics of Bovine Serum Albumin (BSA) in-vitro and 5-
Fluorouracil (5-FU) in-vivo conditions from these hydrogels were investigated.

Crosslinking was realized at room temperature (25°C) and neutral pH (7.4) with different
chitosan/crosslinker compositions. As due to the desired mechanical properties and
swelling characteristics, 0.5 ml (560 mg salt/1 ml water) GP salt and 9.5 ml chitosan/HCI
solution was chosen. This hydrogel composition was liquid at room temperature (25°C)
and became a gel at physiological temperature 37°C. For loading and swelling studies,
hydrogels in dry membrane form (approximately 0.80 mm ID and 0.25-0.30 mm thickness)
were used.

The characterization studies included investigation of swelling behavior in phosphate
buffer solution (PBS, pH=7.4), the atomic structure of hydrogels by FT-IR, the
surface/crossectional structures of hydrogels by SEM, the temperature of sol-gel
reversibility by viscosimeter and glass transition tempatature of hydrogels by DSC. After
deposited of BSA and 5-FU into hydrogels, the positions of dispersed particles were
observed by CLSM.

In loading studies, in-vitro conditions (pH=7.4, 25°C), BSA and 5-FU were deposited into
hydrogels. 1 mg/ml and 3 mg/ml BSA solutions prepared with phosphate buffer saline,
were used for embedding method. Obtained embedded amount (0.0136 g) was used for
crosslinking method as an amount of powder form and 2.6 ml of 5 mg/ml BSA solution.
BSA was released throughout 20 days from hydrogels loaded with embedding and
throughout15 days from hydrogels loaded with crosslinking method. Releasing of BSA
from hydrogels was observed with Fluorescence Spectrophotometer. %10 (w/v) of 5-FU
was used in-vitro releasing from hydrogels and observed with UV Spectrofotometer.

During in-vivo studies 1.2 mg 5-FU deposited in 1 ml chitosan hydrogels was injected to
Wistar Albino rats intramusculary. The release profiles of drug was observed with HPLC
throughout 60 hours. At the end of in-vivo studies histological investigations were
performed on rats.

Keywords: Sol-gel reversible hydrogels, chitosan, BSA, 5-FU, injectable hydrogels, in-
vivo drug delivery

Advisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe University, Chemical
Engineering department, Chemical Engineering Section
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1.GIRIS ve CALISMANIN AMACI

Son yirmi yildir yapilan galigmalar o6zellikle polimerik malzemelerin ilag salim
sistemlerinde kullanimlari Uzerine yogunlagsmistir. Bu c¢alismalarda, kolay
formulasyon, etkili ila¢g yukleme, biyouyumluluk, biyobozunurluk, kontrolli kuitle
aktarimi gibi avantajlar nedeniyle termoplastik, fiziksel olarak c¢apraz baglanan
hidrojeller kullaniimaktadir (Jeong B., 1999).

Hidrojeller, fizyolojik kosullar altinda sentezlendiklerinde ve istenilen zaman
diliminde bilesimlerini koruyabildiklerinde pek c¢ok yarar saglayabilmektedirler.
Ayrica, olusan jel biyouyumlu ve olusan zararsiz biyobozunma Urlnleriyle
biyobozunur ise uygulamalarda etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (Jeong B.,
2002).

Hidrojeller polimerik malzemeler icinde biyomedikal uygulamalar i¢in en uygun
sinifi olustururlar. Hidrojeller, disuk oranda polimer ylksek oranda ¢ozulcu igerirler
(sulu c¢ozeltilerde agirhk¢ca %1-30 oraninda polimer). Dusuk yuzey gerilimleri,
yuksek molekul agirligi, yuksek oksijen gecirgenligi ve mekanik dayanimlari ile
yumusak fizyolojik dokulara benzemektedirler (Crampton K.E., 2005).

Enjekte olabilen hidrojeller kontrolll ila¢g saliminda 6énemli yer tutmaktadir (Singh
D., 2000). Arastirmalar enjekte olabilen sistemler icerisinde cerrahi mudehaleye
gerek duyulmamasi nedeniyle, sicaklik duyarl, sol-jel gegis 0Ozelligine sahip

polimerler Gzerine yogunlagsmistir.

Sol-jel faz gegis 6zelligine sahip polimerlerde sol faz akiskan faz jel faz ise polimer
sisip seklini tamamladiginda, belli bir zaman araliginda akmayan faz olarak
tanimlanmaktadir. Kritik jel derigsiminin (CGC) uzerinde jel faz ortaya c¢ikar ve

genellikle polimerin molekul agirhgi ile ters orantihdir (Jeong B., 2002).

Bu tip jellesme 6zelligine sahip polimerlerden ticari olarak bulunan ve en yaygin
olarak kullanilani PEG-PPO-PEG termoset triblok-kopolimeridir. Ticari olarak
Pluronics olarak adlandirilan bu yapi CGC uzerinde, iki gegis sicakligi arasinda jel,
diger sicakliklarda ¢ozelti halinde bulunmaktadir. *C-NMR spektroskopisinde
PPO'nun dehidrasyonunun jellesmeyi sagladigi ortaya cikmistir (Moghimi M.,

Hunter C., 2000). Pluronics, her ne kadar ticari olarak yaygin bicimde kullanilsa



da, in-vivo deneylerde LDsy; degerinin ylksek bulunmasi, dusuk fizyolojik
bozunmaya sahip olmasi, vicut igerisinde jelin kisa surede ¢6zinmesi yuzunden
uzun sureli tedavilerde kullanilamamasi ve deneyler sirasinda beklenmedik
plasma kolestrol duslsu ve trigliserid artigi gdzlenmesi gibi dezvantajlara sahiptir
(Jeong B., Kim S. W., 1999).

Bu dezavantajlardan dolay! arastirmalar dogal bir polimer olan kitosan Uzerine
yogunlagsmigtir. Kitosan, pH bagimli, katyonik bir polisakkarittir ve kabuklulardan
saglanan kitinin alkil deasetilasyon isleminden elde edilmektedir. Asetik asit ve
formik asit gibi oldukca seyreltik asitlerde ¢dzinebilen kitosan B(1-4)2-amino-2-
deoksi-D-glukoz tekrarlanan gruplarindan olusmaktadir. Kitosan bozunma
artnlerinin vicut icerisinde herhangi bir zararli etkisi gorulmemigtir (Chenite A.,
2000).

Sol-jel gegis 6zelligine sahip kitosan hidrojellerin hazirlanmasiyla ilgili ¢alismalar
kitosan sulu c¢ozeltisine tek bir anyonik u¢ tasiyan glukoz-fosfat tuzu eklemeye
yogunlasmaktadir (Jeong B., 2002). Bu ¢ozelti 37°C’ye gikarildiginda nétr pH'da
homojen berrak bir jel haline gelir. Bu yapida ilk jellesme kuvvetinin notr kitosan
molekullerindeki hidrofobik kuvvetlerden kaynaklandigina inaniimaktadir. Sicaklik
arttirildikga tuzun su Gzerindeki etkisiyle (¢c6zlcu etkisini azaltilmasi agisindan) bu

kuvvetler desteklenir.

Bu calismada, 0.50 ml GP tuzu (560 mg GP tuzu/1 ml su) ile ¢apraz baglanmis
kitosan hidrojellerinin 6zellikleri incelenmis ve bu jellerden in-vitro ortamda sigir
serum albumini (BSA) ve 5-FU salimi ile in-vivo ortamda 5-fluorouracil (5-FU)

salimi incelenmistir.

Hazirlanan hidrojeller, 37°C’de pH=7.4 fosfat tampon ortaminda gergeklestirilen
dinamik sisme deneyleri, FT-IR ve SEM analizleri ile karakterize edilmigtir.
Mekanik dayanimlarinin belirlenebilmesi i¢cin mekanik gekme deneyleri yapiimigtir.
Sol-jel faz degisim sicakhginin gézlenebilmesi i¢in viskozimetrik incelemeler ve isil
Ozelliklerin belirlenebilmesi icin DSC analizleri yapilmistir. BSA yUklemesi
sonucunda proteinin jel igerisinde dagihmini goézlemek igin konfokal lazer

mikroskop ile fotograflari alinmistir.



Yuklemesi yapilan BSA'nin ve 5-FU’'nun salim davranislari in-vitro kosullarda
incelenmis ve kantitatif salim BSA igin floresan spektrofotometresi, 5-FU i¢in UV
spektrofotometre kullanilarak hesaplanmistir. Bu asamadan sonra gergeklestirilen
in-vivo salim cgalismalari igin hayvan deneyleri gergeklestiriimis ve uygulanan
deney protolokoline goére sonucglandiriimis doku orneklerinin histolojik analizleri

yapilmistir. In-vivo ¢alismalarda 5-FU’nun salimi HPLC ile incelenmistir.

Calismadan elde edilen tum bulgularin 1g1ginda kitosan/GP bazli hidrojellerin
enjekte edilebilir, kontrolli ila¢ salim sistemlerinde kullanim ag¢isindan uygun
oldugu ve genis molekul agirhgr araligindaki ilaglarin etkin bicimde saliminda

kullanilabilecegi soylenebilir.



2. TEMEL BILGILER

Bu boliumde, sunulan tez galigmasinin temelini olusturan konularla ilgili literattr
bilgisi dzetlenmistir. ik olarak hidrojeller, cesitleri, sicaklik duyarli sol-jel gegis
Ozelligine sahip hidrojeller ve sol-jel gegis mekanizmalari hakkinda bilgi verilmis,
daha sonra kontrollU ilag salim sistemleri, 6zellikle enjekte edilebilir kontrollu ilag
salim sistemleri, protein ilaglarin kontrolli salimi ve sisme ve salim kinetiginin

matematiksel analizi konularina ayrintili olarak deginilmistir.
2.1. Hidrojeller

Hidrojeller ¢ok miktarda su ve biyolojik sivilari absorplayabilen, polimerlerin
kimyasal veya fiziksel gapraz baglanmasiyla olusan, Uc-boyutlu, hidrofilik, ag
seklindeki 6zel polimerlerdir. Polimer suda hizla siser ve u¢ boyutlu yapi kazanir.
Bu U¢ boyutlu yapi polimer zincirleri arasinda olusan c¢apraz baglanmadan
kaynaklanmaktadir.  Hidrojel zincirleri arasindaki ¢apraz baglanma; kovalent
baglar, hidrojen baglari, van der Waals etkilesimleri veya fiziksel gecisler seklinde
olabilir (Yong Q., Kinam P., 2001).

Hidrojeller fizyolojik kosullarda, istenilen surede belirlenen sekillerine hizla ulasip
bu sekilleri koruduklari igin pek c¢ok alanda kullanilabilmektedirler. Ayrica
biyouyumlu oluglari, ¢ozucu tasiniminin kolayhgi ve biyobozunurluk ozelliklerinden
dolay! kontrollt ilag salim sistemlerinde ve tibbi malzeme Uretiminde kullanimlari
artmigtir. Hidrojeller, 6zellikle bayluk ve karmasik molekul yapisina sahip, yavas
salinan tedavi edici ajanlarin kontrolli salim ¢alismalari, doku bariyerleri ve doku

muhendisligi icin uygundurlar (Chenite A. 2000).

Kontrolli ilag salim sistemlerinde hidrojellerin en buyuk yarari, ilaci vucut
icerisinde karsilasabilecegi ortam degisikliklerinden koruyabilmesidir. Bunlara
ornek olarak ilaci inhibe edebilecek enzimler, ortam pH'l veya bakteriyel

inhibisyonlar sayilabilir (Yong Q., Kinam P., 2001).

Hidrojeller yapilarinda “sensor” (algilayici) olarak tanimlanabilecek gesitli gruplar
tasiyabilirler. Boylece hidrojel, cevrede meydana gelen g¢esitli degisikliklere
hacimsel degisimlerle ¢cok kisa surelerde cevap verir. Bu 6zelliklerinden dolayi bu

tur polimerlere “akilli polimerler” denir (Park K., Park H., 1999).



Hidrojellerde hacimsel degisimleri meydana getiren uyaricilar fiziksel ve kimyasal
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Fiziksel uyaricilar; sicaklik, elektrik alan, ¢ozicu
bilesimi, 1sik, basing¢, ses ve manyetik alandir. Kimyasal veya biyokimyasal
uyaricilar ise pH, iyonlar ve spesifik molekuiler etkilesimlerdir (Hoffman, A.S.,
1997).

Son yillarda hidrojeller Uzerine yapilan galigmalar, hidrojellerin fotopolimerizasyon

ile sentezleri ve faz gecis Ozellikleri Gzerine yogunlagmistir.
2.1.1. Sicaklik Duyarh Sol-Jel Gegis Ozelligine Sahip Hidrojeller

Hidrojellerin, in-vivo ortamlarda oldukga yaygin olarak kullanimlarindaki en énemli
etkenlerden biri, daha 6nce de bahsedildigi gibi faz degisim ozellikleridir (Kinam
P., 2001).

Hidrojeller ¢cevreden gelen cesitli uyarilara karsi siserek veya buzuserek, yani
hacimsel degisikliklerle tepki verirler. Hidrojeller bu tepkilerle kontrolli ilag salim
sistemlerinde ilacin salim periyodunu belirlerler. Eger polimer tam ve duzgun
olarak capraz baglanmamigsa, bu etkilere karsi verdikleri tepkiler “sol-jel faz

gecisi” seklinde olmaktadir (Bromberg, L.E., 1998).

Faz gecisli polimerik sistemlerde “sol faz” akigkan faz, “jel faz” ise hidrojel seklini
tamamladiginda, belirlenen zaman araliinda akmayan faz olarak
tanimlanmaktadir. Kritik jel derigsiminin, (CGC, Critical Gel Concentration),
uzerinde jel faz ortaya c¢ikar. CGC genellikle polimerin molekul agirligiyla ters
orantihdir (Yong Q., Kinam P., 2001).

Pek cok hidrojel sicakliga duyarlidir. Bunlardan en yaygin kullanilanlari poli(N-iso-
propilakrilamid) (PNIPAAm), Poli(N,N-dietilakrilamid) (PDEAAm), P(NIPAAM-co-
BMA)'dir. Sekil 2.1'de bu polimerlerin kimyasal yaplilar

verilmigtir.
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Sekil 2.1. Bazi sicaklik duyarli hidrojellerin kimyasal yapilari

Sicaklik arttikga pek ¢ok polimerin suda ¢oézunurligu artmaktadir. Bununla birlikte
dusuk kritik ¢cozelti sicakligina (LCST, Low Critical Solution Temparature) sahip
polimerlerde sicaklik arttikga polimerin suda ¢ozunuarlugu azalir. LCST'nin
uzerindeki sicakliklarda bu polimerler jellesirler. Genel anlamiyla jellesmelerinde
polimerin hidrofilik ve hidrofobik guruplarinin etkisi vardir. DUsuk sicakliklarda
hidrofilik gruplar arasindaki hidrojen baglari su moleklleriyle yogun etkilesimdedir
ve boylelikle polimer suda ¢ozinlUp ¢ozelti halinde bulunur. Sicaklik arttirildikga
hidrofobik gruplar arasindaki etkilesim artar, hidrojen baglarinin etkisi azalir ve
polimer jel haline gecer. Genel olarak polimer molekulleri arasindaki hidrofobik
etkilesimler arttiginda polimerin LCST 'si diser. LCST degeri polimerin hidrofilik ve
hidrofobik gruplarinin sayisi ile degistirilebilir (Schild, H.G.,1992).

Sol ve jel arasindaki gegis siniri deneysel yontemlerle belirlenebilmektedir. En
basit yontem "test tlp" yontemidir. Bu yontemde test tlpUnun igine doldurulan
polimer c¢oOzeltisinin  c¢alkalanma sonrasinda akiskanhgina bakilir. Burada
akiskanlik; zamana, g¢alkalanma hizina, ¢Ozelti miktarina ve test tupunun ¢apina
baghdir. Bir diger yontem ise bilye kullanarak tayin metodudur. Bu yontemde test
tiptine doldurulan polimer ¢ozeltisine kuglk ve agir bir bilye atilir ve bilyenin
belirlenen zamanda batma hizi tespit edilir. Bilyenin batma hizi, bilyenin

yogunluguna ve polimer ¢ozeltisinin yuzey gerilimine baglidir.



Bazi polimerlerin LCST Degerleri Cizelge 2.1°de verilmigtir.

Cizelge 2.1. Cesitli polimerlerin su igerisindeki LCST degerleri

Polimer LCST (°C)
Poli(N-isopropilakrilamid), PNIPAM 32
Poli(etilenglikol), PEG ~120
Poli(vinil metil eter), PVME 40
Poli(propilenglikol), PPG 50
Poli(metakrilik asit), PMAA ~75
Poli(vinilalkol), PVA ~125
Poli(vinil metil oksazolidon), PVYMO ~65
Poli(vinil pirolidon), PVP ~160
Poli(silamin) ~37
Metilseltloz, MS ~80
Hidroksipropilseltloz, HPC ~55
Polifosfazen turevleri 33-100
Poli(N-vinil kaprolaktam) 30

Sicaklik duyarli, sol-jel gecis 6zelligine sahip hidrojeller, sentezlendikleri polimerin

dogal veya sentetik olusuna gore ikiye ayrilmaktadir.
2.1.1.1. Dogal polimerlerden sentezlenen hidrojeller

Gunumuze kadar dogal biyopolimer jeller, genellikle gida teknolojilerinde ve gida
yan urun proseslerinde kullanilirken son yillarda yapilan arastirmalar isiginda
kontrolli ilag salim sistemlerinde ve doku muhendisliginin pek c¢ok alaninda

kullaniimaya baslanmistir (Jeong B., 2002).

Isil gecis 6zelligine sahip dogal polimerler, jelatin (kollojenin kismi hidrolizinden ve
glisinden olugur) ve polisakkarit turevleridir. Polisakkaritlere ornek olarak agaroz,
amiloz, amilopektin, seliiloz tiirevleri, Gellan® ve kitosan verilebilir (Higgs P.G.,
1990).

Dogal polimerlerin en onemli 0ozellikleri, su igerisinde jellesirken, organik
¢ozuculerde jellesmemeleridir. Pek ¢cok dogal polimer ¢ozelti formundan jel fazina
dusuk sicakliklarda gegmektedir. Ancak bazi sellloz turevlerinde ve kitosan dogal
polimerinde ters jellesme gorulir. Bu dogal polimerler yuksek sicakliklarda
jellesirler (Peppas N.A., 1986). Sunulan tez calismasi kapsaminda kitosan

hidrojeller ile calisildigindan asagida bu yapilarla ilgili ayrintili bilgi verilmigtir



2.1.1.1.a. Kitosan

Kitosan, karides ve yengec¢ kabuklarinin dogal bir bileseni olan kitinin alkil
deasetilasyon igleminden elde edilen bir polisakkarittir (Chenite A., 2000).

Kitin, mukopolisakkaritlerden olup, 2-asetamid-2-deoksi-B-D-glukoz tekrarlanan
gruplarindan olusan bir polimerdir (Sekil 2.2). Kitinaz enzimiyle bozunabilen
polimerin yapisinda azot bulunmasina ragmen immunojenitesi son derece
dusuktur. Cozundrlugu ve kimyasal reaktivitesi dusuk olan kitin, beyaz, sert,
inelastik bir polimerdir (Majeti N. V., 2000).

Kitosan drindne donldsen kitinin alkil deasetilasyon derecesi tam olarak tesbit
edilememektedir. Ancak minimum % 85 deasetilasyon derecesine sahip kitosanlar
elde edilebilmektedir. Deasetilasyon isleminde kabuklulardan elde edilen kitinden
fermantasyon prosesleri ile kitosan-glukan kompleksleri uretilir. Ardindan bu
komplekslerden alkaliler uzaklagtiriir, ayni anda da deasetilasyon gerceklesir
(Kumar R., 2000), (Sekil 2.3).

Seluloz, dekstran, pektin, agar ve agaroz gibi polisakkaritlerin cogu dogada ya
asidik halde ya da notr halde bulunurlar. Ancak kitin ve kitosan bazik halde
bulunurlar. Polioksi tuz olusumu, film olusturma kabiliyeti, metal selat iyonlari ve
optik karakterleri gibi ozellikler hem kitin, hem de kitosanda ortak olarak
bulunmaktadir (Kumar R., 2000).

Seluloz gibi kitosanin fonksiyonlari da polisakkaritlerle benzer, ancak kitosan farkl
olarak hidrofobiktir, suda ve birgok organik ¢dziclde ¢ézinmez, asetik asit ve
formik asit gibi seyreltik asit c¢ozeltileri igerisinde ¢dzinir. Oda sicakliginda

kitosan, aldehit ve ketonlarla aldiminaz ve ketominaz olusturur (Kumar R., 2000).
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Sekil 2.2. Kitin dogal polimerinin kimyasal yapisi



pH bagdimli, katyonik bir polisakkarit olan kitosan (1-4) 2-amino-2-deoksi-D-glukoz
(D-glukozamin) tekrarlanan  gruplarindan  olugur (Sekil 2.4). Yulksek
biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu nedeniyle tibbi uygulamalarda 6n plana
cikmaktadir. Kitosan ayni zamanda vicut igerisinde jel olustururken herhangi bir
modifikasyona ve capraz baglanmaya ugramamaktadir. Kitosan tarevleri ilimh
sartlarda kolaylikla elde edilebilirler ve substitute glukanlar olarak kabul edilirler
(Sakai K., 1991).
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Sekil 2.3. Kitin’in deasetilasyon islemi.
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Sekil 2.4. Kitosan dogal polimerinin kimyasal yapisi

Polikatyonik bir polimer olan kitosan polimerindeki yapi, etkilesimler ve etkilegim
cesidine gore kullanim alanlari farkliik gostermektedir. Kitosan hidrojellerin
olusumunda siklikla kullanilan ydntem, degisik capraz baglayicilar eklenerek
olusturulan kovalent ve iyonik olarak ¢apraz baglama yéntemidir. Ancak yapilan in-
vivo cgalismalarda oOzellikle kovalent baglanmada eklenen c¢apraz baglayicilarin
toksik etkileri oldugu saptanmigtir. Ayrica ¢apraz baglanmanin tam olusabilmesi
icin ek maddelere veya katalizorlere ihtiya¢c duyulmaktadir, bu da ¢apraz baglanma
sonrasinda saflastirma ve gesitlendirme islemlerini beraberinde getirmektedir. Bu
olumsuz etkileri elimine etmek amaciyla kitosana herhangi bir ¢apraz baglayici
eklenmeden, kitosan zincirleri arasindaki komplekslesme ile olusturulan polimerler

uzerine galismalar baslamistir (Berger J., Reist M., Gurny R., 2004).



Capraz baglanmis hidrojellerde; yapidaki i¢c baglanmalar bir ¢capraz baglayici ile
saglanir. Capraz baglayicilar, gapraz baglama amaciyla eklendikleri polimere gore
molekul agirhgi dusik olan yapilardir. Hidrojelin 6zellikleri g¢apraz baglanma
yogunluguna ve c¢apraz baglayici tlrine gore degisir. Capraz baglanma
yogunlugu, ¢apraz baglayici ajanin mol sayisinin polimerin tekrarlanan gruplarinin
mol sayisina oranidir. Capraz baglayici turine gore baglanma kovalent veya
iyonik olarak siniflandirilir.

Kovalent baglarla capraz baglanmis kitosan hidrojelleri

Kovalent badlarla ¢gapraz baglanmis kitosan hidrojelleri ¢ grupta toplanirlar. Sekil
2.5'de bu gruplar gosterilmektedir. ik sekilde (Sekil 2.5a) kitosan zincirleri kendi
icinde intermolekuler etkilesimlerle ¢apraz bag olustururlar. Bu en basit olusumlu
hidrojel olarak tanimlanmaktadir. ikinci sekilde (Sekil 2.5b) hibrit polimer ag yapisi
(HPN) gosterilmistir. Burada c¢apraz baglanma reaksiyonu kitosan yapisal
birimleriyle, bagka bir polimerin yapisal birimleri arasinda gerceklesmektedir.
Uglincl sekilde (Sekil 2.5¢) yari IPN (interpenatrating network) yapi verilmigtir. Bu
olusumda c¢apraz baglanma oncesinde kitosan ¢odzeltisine, kitosanla reaksiyon
vermeyen bir polimer eklenir ve polimer, kitosan zincirleri arasina diz zincir
halinde hapsolur. Ortama kitosanla birlikte capraz baglanan reaktif polimer

eklenirse IPN yapi olusur (Berger J.,2004).
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Sekil 2.5. Capraz baglanma ile olusan kitosan zincirlerinin yapilari
a) kendi arasinda g¢apraz baglanan kitosan zincirleri b) Hibrit polimer ag yapisi

c) yari-IPN yapi d) iyonik olarak ¢apraz baglanmig kitosan zincirleri

Sekilde kalin gizgiler kitosan zincirlerini, ince gizgiler eklenen polimeri, noktali kalin kisa cizgiler

kovalent ¢capraz baglari, +' lar kitosanin pozitif yuku, gosterirler.

Sekil 2.5a,b,c’de gosterilen yapilarda ana etkilesim kovalent baglanmadir. Ancak
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler gibi  ikincil kuvvetler de g6z ardi
edilemezler. ikincil kuvvetler kitosanin asetillenmis birimlerinde olur ve kati benzeri

hidrojellerin olusumunu saglarlar.

Capraz baglayicilar polimer zincirleri arasinda kopriler meydana getirecek en az
iki reaktif fonksiyonel gruba sahip molekullerdir. Gunimuze kadar kitosan igin
kullanilan c¢apraz baglayicilar gluteraldehit gibi dialdehitlerdir. Dietilsquarat,
okzalikasit, genipin gibi ¢apraz baglayicilarin Uzerinde arastirmalar yapilmaktadir.
Genipin genellikle bitkisel ilaclarda ve gida boyalarinda kullanilan dogal bir

maddedir.

Capraz baglayicilara bir diger yaklasim ise HPN lere benzer kovalent baglar
olusturan, fonksiyonel gruplara sahip, suda ¢dzunebilir, biyouyumlu polimerlerdir.
Aslinda bu polimerler yuksek molekul agirligina sahip olduklari igin capraz

baglayici olarak adlandiriimamaktadir. PEG, PVA bu gruba 6rnek verilebilir.

Kovalent baglarla ¢gapraz baglanmig kitosan hidrojelleri suyun difuzyonla gegigini
saglayabilirler. Kuvvetli mekanik 6zelliklere sahiptirler, bu nedenle yaygin olarak

destek malzemesi olarak  kullanilirlar.  Biyouyumluluklari  tam  olarak
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aciklanamamistir. Eklenen capraz baglayicilarin toksik veya mutajenik etkileri
gorilmistir. ilag salim sistemlerinde bazik ortamlarda pH kontrolleri ve sisme
Ozellikleri dusuktur. Capraz baglanma sirasinda yapinin kararliligini arttirmak igin
ek bazi maddeler katilir, bu da ¢apraz baglanma sonrasinda ekstra saflastirmaya

ve modifikasyona ihtiya¢ duyulmasina neden olur (Berger J.,2004).

lvonik baglarla capraz baglanmis kitosan hidrojelleri

Polikatyonik bir polimer olan kitosan iyi bir selat olusturucu ajandir. Boylece negatif
iyonlar ve molekullerle tepkime verip iyonik kopruler olusturur. Genel olarak
etkilesim c¢apraz badlayicinin negatif yuku ile kitosanin pozitif yukl arasinda

olusur.

lyonik capraz baglanmig kitosan hidrojeller olusturmak igin kitosanin bir ¢éziicl
icerisinde dagilmasi saglanir ve yuklu bir ¢capraz baglayici ajan kullanilir. Fe (lll),
Mo(V1), Pt(ll) iyonlari bu gruba 6rnek verilebilir. Olusum prosesi oldukg¢a basittir,
herhangi bir ek madde veya katalizére gerek duyulmaz. Capraz baglayici ajan
kitosan c¢oOzeltisine dogrudan eklenerek gapraz baglanma gergeklestirilir. Bu tip
capraz baglanma c¢apraz baglanma yogunluguna, molekll boyutuna, yuk

miktarina, kitosan i¢in molekul agirligi ve deasetilasyon derecesine baghdir.

lyonik capraz baglanmis kitosan hidrojellerin en énemli kullanim alanlari pH
duyarh sisme ve ilag salimidir. Bu hidrojeller hem asidik, hem de bazik ortamda
sisebilmektedirler. Bu da uygulama alanlarini arttirmaktadir. pH dustiginde
capraz baglayicinin yuk yogunlugu duser ve sisme gorulur. pH daha da fazla
duserse kitosan zincirlerinde acgilma gorular ve hizli bir ilag salimi gergeklesir.

Sekil 2.6’ da pH duyarl sisme ve ilag salimi gosterilmistir.
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Sekil 2.6. pH duyarli sisme ve ilag salimi

Polielektrolitlerle komplekslenmis kitosan hidrojeller

Polielektrolit kompleksler, (PEC), iki zit yuklu elektrolitin sulu c¢ozeltilerinin
reaksiyonu ile olugur ve IR ile izlenir. Bu yapilar iyonik etkilesimlere ve yuksek su

icerigi ile hidrofilik mikrogevreye sahiptirler.

Polielektrolit kompleksler ile hazirlanan kitosan hidrojellerinde olusum, kitosan
uzerindeki katyonik amino gruplari ve diger polielektrolitteki anyonik gruplarin
etkilesimleri sonucu gergeklesir. Bu etkilesimin iyonik ¢apraz baglanmadan farki;
iyonik ¢apraz baglanmada kitosan ile reaksiyona giren maddenin molekul agirhgi
tam olarak bilinmekteyken PEC’lerde molekul adirhdi genis bir dagilima sahiptir.
PEC’lere xylan, hidrojen ve amid gruplu polimerler, poliakrilikasit, kollojen, a-

keratoz ve genel olarak polianyonlar 6rnek verilebilir.

PEC olusumunda her iki polimer de zit yukler olusturacak sekilde iyonlasgir. Bu da
her iki polimerin pKa degerleri arasina denk gelecek bir pHda olayin

gerceklesmesini gerektirir (Berger J.,2004).

PEC’lerin olusum Ozellikleri iki polimer arasindaki etkilesimin derecesine gore

13



cesitlilik gosterir. Ayrica pH, T, iyonik kuvvetler, polimerin esnekligi, ¢ozuclinun
dogas! da yapiyr etkiler. Olusturulan hidrojel yapilarin farkli 6zelliklerine gore

kullanim alanlari da farklihk gostermektedir.

Kitosan/Poli(vinilalkol) kompleks hidrojelleri

Kitosan/PVA kompleks hidrojelleri yapisi, o6zellikleri ve uygulama alanlariyla
PEC’lere benzer Ozellikler gosterirken, yapisal etkilesimleri agisindan farkhlik
gOstermektedir. Burada eklenen polimer PVA, kitosan ile dogrudan etkilesime
girer. Bu kompleks iki sekilde hazirlanir. Sekil 2.7’de bu metodlarla hazirlanan
komplekslerin yapisi goriilmektedir. ilk ydntemde hidrojeller otoklav metodu ile
hazirlanmaktadir. Bu yontemde PVA ve Kitosan polimerlerinin ¢ozeltileri
birbirleriyle karistirilip otoklava vyerlestiriimektedir. Zincirler arasindaki temel
baglanmay: hidrojen baglari saglamaktadir. Diger yontem “soguk dévme” (freeze-
thaw) ydntemidir. Burada hidrojen baglarina ek olarak kristallenmis baglanma
bolgeleri olusur. ilk metodla elde edilen kompleksler asidik ortamlarda kolayca
¢ozUnmekte ve hucre kiltirinde destek malzemesi olarak kullaniimakta iken,

ikinci kompleks zor ¢ozinmekte ve ila¢ salim sistemlerinde kullaniimaktadir.

. : H**
I

T

-
H

Sekil 2.7 Kitosan/Poli(vinilalkol) kompleks hidrojellerin yapisi

Bu kompleks yapilarin hicre kualtirinde kullanimlarinda PVA'nin kitosana gore
daha hidrofilik olma 6zelligi 6n plandadir. Bu ylzden kompleks olustugunda
kitosan yuzeyde uniform sekilde dagilir. Boylece kitosanin amin gruplariyla

hicreler arasinda etkilegsimler olusur ve hucrelerin yapismasi saglanir.
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lla¢c salim sistemleri icin ise olusan kompleksin diizensiz yapisindan yararlanilir.

Boylece yuksek oranda sisme gozlenir.

Asilanmis kitosan hidrojeller

Asllama ile kitosan hidrojellerin olusumunda kitosan Uzerindeki asilanabilir iki

reaktif grup kullanilir. Bunlar;
-Asetillenmeyen birimlerdeki amino gruplari

-Hem asetillenen, hem de asetillenmeyen birimlerdeki hidroksil gruplaridir. Hidrojel
icerisindeki etkilesim kitosan zincirlerinin birbirleriyle ve asilanmis yapilarla olan
etkilesimidir. Asilamada yapiya gore ek ikincil kuvvetler de ortaya cikabilir.
Asilanmis hidrojellerin olusumu igin kitosan, asilanacak bir polimer ve genellikle
katalizor gereklidir. Bu yuzden igslem sonrasinda ekstra saflastirmaya gerek

duyulur.

Asillanmis hidrojeller kovalent bagl hidrojellere net bir Ustlnlik gosterememigtir.
Genellikle toksik ek maddelere ihtiyac duyarlar. iyonik etkilesimlere sahip olmadigi
icin ilag salim sistemlerinde kullanimlari gugtur. Hazirlaniglari ve yonetimleri
zordur. Ancak 6zel tibbi uygulamalar i¢cin modifiye edilebilirler (Berger J., Peppas
N.A., 2004).

21.1.2. Sentetik polimerlerden sentezlenen hidrojeller

ilag salim sistemlerinde son 30 yildir yapilan galismalar agirlikli olarak sentetik
polimerler, yani dogada polimerik halde bulunmayip, monomerlerden sentezlenen

polimerler Uzerinde yapilmaktadir.

Sentetik polimerler icerisinde sol-jel gecis 6zelligine sahip olanlar agdirlikh olarak
dusuk kritik ¢Ozelti sicakhdina sahip olan polimerlerdir. Bunlar; N-isopropil
akrilamid kopolimerleri, PEG/PPO blok kopolimerleri ve bunlarin turevleri,
PEG/PLGA blok kopolimerleri'dir.

2.1.1.2.a. N-isopropil akrilamid kopolimerleri

Sulu sistemlerde sicaklik artisiyla olusan polimer c¢Okeltisi, polimer-¢ozicu

arasindaki intermolekuler kuvvetler ile polimer-polimer arasindaki kuvvetlerin
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dengesinden kaynaklanmaktadir.

N-isopropil akrilamid homopolimerleri (poli-NIPAAM) ve kopolimerleri yapisal
ozellik iligkileri, ilag salim sistemleri, doku muhendisligi ve enzim veya protein
modifikasyonu konularinda oldukg¢a yaygin olarak arastiriimaktadirlar (Jeong B.,
2002).

Poli-NIPAAM sulu c¢ozeltileri dustk kritik ¢ozelti sicakliklari olan 32°C'nin
uzerindeki sicakliklarda jellesmektedirler. Bu sicakligin altinda polimer molekdulleri
ile su arasindaki hidrojen baglari (entalpi) polimerin suda ¢6zUnmesini
saglamaktadir. Bu sicakligin Uzerindeki sicakliklarda hidrofobik etkilesimler
(entropi) baskin duruma gecger ve polimerin su icerisinde ¢Okmesini yani
jellesmesini saglar. Polimerin yapisindaki isopropil grup hidrofobik etkilesimleri
saglarken, karbonil grup hidrofilik etkilesimleri saglamaktadir. Jellesmeden sonra
da % 83 oraninda karbonil grubu su ile hala hidrojen bagi yapmaktadir (Maeda Y.,
Higuchi T., 2000).

Poli-NIPAAM icin LCST degeri, polimerin hidrofobisiteleri farkli monomerlerle
kopolimerizasyonu ile ayarlanabilmektedir. Komonomerin hidrofobikligi arttik¢a
LCST degeri duser. Ayrica polimer topolojisinin degistiriimesiyle sol-jel kinetigi
degistirilebilir.  Poli-NIPAAM  kopolimerlerine  oligo-NIPAAM'lar veya PEG
eklendiginde sicaklik deg@isimlerine kargi daha hizli sonuglar alinmaktadir. Burada
oligo-NIPAAM dehidrasyonu saglarken, PEG su kanallari igerisinde hizli
rehidrasyonu saglamaktadir (Yoshida R, Uchida Y., 1995).

Yapilan cgalismalar gostermistir ki, yuksek molekul agirlikli NIPAAM-akrilik asit
(%2-5 mol) kopolimerleri benzen igerisinde sentezlendiginde 32°C civarinda
herhangi bir histeriye neden olmadan ters jellesme gostermektedir. Burada elde
edilen jel opak, zayif bir jeldir. Bu jeller hibrit yapay pankreasta islet hlcrelerinin
depolanmasinda kullaniimaktadir. Ayrica sistem sicakligi 25°C'den 37°C'ye
cikarildiginda herhangi bir sitotoksisite gorulmemektedir. Bu jelin bir diger avantaji
da, jelin heterojen karakterinden dolayi insuline karsi yuksek gecirgenlik
gOstermesidir (Lee J. W., ve ark., 2004).

Halen poli-NIPAAM/poli(etilenglikol) kopolimerleri Uzerine calismalar

surduriimektedir. Elde edilen verilere gére bu kopolimer 33°C'de jel fazina
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gecmekte ve jelllesmede herhangi bir histeri goérilmemektedir (Hennink W.E.,
2002).

2.1.1.2.b. PEG/PPO blok kopolimerleri ve bunlarin tirevleri

GunUmuzde poli(etilenoksit-b-propilenoksit-b-etilenoksit) (PEO-PPO-PEO), (Sekil
2.8), Pluronic (Basf) veya Poloxamer (ICl) adi altinda degisik molekil
agirlikhklarinda ticari olarak bulunmaktadirlar. Kopolimer konsantrasyonu kritik
degerin Uzerine cikarildiginda sol-jel (duguk sicaklik sol-jel siniri) faz degigimi ve
jel-sol (yuksek sicaklik jel-sol sinir) faz degisimi gorulmektedir. Bunlarin yanisira

non-iyonik yluzey aktif madde olarak da kullaniimaktadir.

HD—{CHE CHo— HGHE CH—0 1—‘%2 CH.- o—}

Sekil 2.8. Poli(etilenoksit-b-propilenoksit-b-etilenoksit) kopolimerinin kimyasal

yapisi

Polimer iki gecis sicakligi arasinda jel halinde bulunmakta, bu sicakliklar disinda
cozelti fazina gecmektedir. ki gecis sicakigi polimer bilesimine ve
konsantasyonuna gore degisebilmektedir. Bu sicaklik araligi disinda yuksek
sicakliklarda ¢ozelti, opak bir gérinim kazanir (Hatton T.A., Alexandridis P.,
1995).

Sistemin sol-jel gecisinde gdsterdigi kararli davranis, 6zellikle kontrolll ilag salim
sistemlerinde ve ilag yuklemede polimeri c¢ekici hale getirmistir. Pek ¢ok
uygulamada Ozellikle insulin, Ureaz, interleukin-2, epidermal buyime faktoru
(EGF), kemik morfojenik proteini (BMP), fibroblast blyime faktéri (FGF) ve
endotel htcreleri buyume faktori (ECGF) gibi protein/peptid ilaclarin saliminda
Poloxamer PF-127 kullaniimaktadir. Salim profilleri uzun saatler boyunca
devamlilik gostermektedir. Poloxamer, interleukin-2, epidermal buylime faktort ve
Ureaz igin sekiz saat boyunca sifirinci dereceden salim profili gdsterirken, Trid-
sapeptid melantan-l ve mitomycin-C igin 4-6 saat salim gdézlenmistir (Johnston
T.P., 1992, Fults K.A., 1989, Bhardvaj R., 1996, Miyazaki S., 1992). Poloxamer
jellerde polimer konsantasyonu arttikgca salim hizi azalmaktadir. Salim hizi

polimere ¢esitli yan maddeler katarak degistirilebilmektedir.
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Poloxamerler Uzerinde yapilan hayvan toksisite deneyleri sonucunda siganlarin
agirhkga % 7.5 oraninda Poloxameri kabul edebildikleri, ancak Ustu degerleri
tolere edemedikleri gorulmagstur. Poloxamer 188 ile yapilan deri alti

enjeksiyonlarda, fareler igin LD 5o degeri 5.5 g/kg olarak tesbit edilmigtir.

Mevcut misellerin agiri su igerisinde dagilmalar yuzunden Poloxamer jel bilegimi
bir ka¢ gunden fazla korunamamaktadir. In-vitro deneylerde agirhkga % 25'ik
Poloxamer 407 jeli 4 saat bilesimini koruyabilirken, % 35'lik ve % 50'lik jeller daha
kisa surede dagilmaktadirlar. Bu yuzden Poloxamer formulasyonlari sadece kisa

sureli tedaviler icin uygundurlar (Lin H.R., 2000).

Cizelge 2.2. ilag salim sistemlerinde Poloxamer'in kullanimi

Ilag

Uygulamalar

Pilokarpin

Insiilin

Pilokarpin

Insiilin

C-myb antisens oligoniikleotid
Triphostin-47

Ureaz

Interleukin-2,

EGF

Gen salimi, antibiyotik salimi

Lidokain/Ibuprofen

Sulfadiazin
BFGF, BCGF
Lidokain

Poloxamer (PF-127)/ PEG, PVP, PVA,
MC,
Poloxamer (PF-127)/ yag asitleri

Karbopol/ Poloxamer, oftalmik ilag salimi
Poloxamer (PF-127); deri alt1 enjeksiyon
Poloxamer; baslangi¢ hiperplesay1 6nleme
Diiz kas hiicrelerinin proliferasyon
Sicanlarda intraperitonel enjeksiyon
farelerde intraperitonel enjeksiyon
Poloxamer (PF-127)

Fusojenik peptioloxamer (PF-127)

Uzun siireli sistemli absorpsiyon igin
epidural enjeksiyon (PF-127)

Yara tedavilerinde antibakteriyel ajan
Poloxamer (PF-127)

Lokal anestezi ile sigan deneyleri

(PF-127)Karbopol/ Poloxamer
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2.1.1.2.c. PEG/PLGA blok kopolimerleri

Enjekte edilebilir ilag salim sistemlerinde sol-jel gecisli hidrojeller icin yeni
yaklasimlar, termojellesme ile birlikte biyobozunurluk ve daha glvenli ve uzun
tedaviler icin sifir toksisite degerleri GUzerine yogunlagsmaktadir. PEG/PLGA blok

kopolimerleri de bu amacla arastirilan yeni polimerler arasindadir (Jeong B.,1997).

Poli(etilen glikol-b-L-laktik asit-b-etilen glikol), (PEG-PLLA-PEG), (Sekil 2.9),
(5000-2000-5000) sentezinde ©Once monometoksi PEG Uzerinde L-laktid
kullanilarak, zincir agilmasi polimerizasyon teknigi ile PEG-PLLA diblokkopolimeri
uretilir, ardindan hekzametilen di-izosiyanat ¢apraz baglayicisi kullanilarak triblok

kopolimere gegilir (Jeong B., 2002).

§ GHs ?
EHBD{'GHE_CHE_G E_GH_D ':_GHE_D GHE_GHE_ GHS
x m n X

PEG Blok PLGA Blok PEG Blok
Sekil 2.9. PEG-PLLA-PEG triblok kopolimerinin kimyasal yapisi

Kopolimer sadece dusuk sicakliklarda sol-jel gegisi gostermektedir. Burada PEG
zincir uzunlugu sabit tutuldugunda sadece PLLA zincir boyu jellesme sicakligini ve

jellesme konsantrasyonunu etkilemektedir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. PEG-PLLA-PEG Triblokkopolimeri i¢in sol-jel gegisi.(®) 5000—-2040-
5000;(™) 5000-3000-5000; (¥) 5000-5000-5000

Yapilan calismalarda belirlenen polimer konsantrasyonunda (agirlikca %30) ve
jellesme sicakliginin Gzerinde sicakliklarda (45°C) hidrojele dekstran yliklenmis ve
sicaklik vucut sicakligina dusurulip sistemin jellesmesi saglanmistir. Jellesmeden
sonra in-vitro ortamda dekstran 10 gln sureyle sabit salim hizinda salinmistir.
Sekil 2.11°de PEG-PLGA-PEG triblokkopolimer ¢ozeltisi igin jellesme faz

diyagrami verilmigtir.

Sicakhlk —p

Sol Jel Sol

Konsantrasyon —»

Sekil 2.11. PEG-PLGA-PEG triblok kopolimer ¢ozeltisi igin jellesme faz diyagrami

Sistemin jellesmesi sonucunda seffaf ve uU¢ boyutlu yapisini koruyan, mekanik

dayanimi ylksek jeller elde edilmistir. Olusturulan jellerle in-vivo ortamda fareler
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uzerinde yapilan deneylerde yapinin 1 ay boyunca kararlihgini korudugu
gorulmustur. Daha uzun surelerde jelin seffafhigini kaybedip opak bir gérinim
kazandigi, ardindan PEG zincirlerinin kutle kaybindan dolay! bozunmaya ugradigi

g6zlenmistir (Jeong B.,2002)

PEG-PLGA-PEG triblok kopolimerleri kullanilarak Ketoprofen ve Spironolactone
ilaclari ile de ¢alismalar yapiimigtir. Yapilan aragtirmalarda ilacin hidrofobisitesinin
de salim profilini etkiledigi anlagiimistir. Daha hidrofilik olan Ketoprofen ile salim 2
hafta sirerken, hidrofobik olan Spironolactone ile salm 2 ay zarfinda
gerceklesmektedir. Salim periyotlarinda meydana gelen bu farkhligin hidrojelin
morfolojisinden kaynaklandigi tesbit edilmistir. Buna gore hidrofobik ila¢c yapinin
daha derinlerinde (hidrofobik PLGA kabugunda) depolanmakta ve u¢ kisimlarda
hidrofilik PEG grubu bulunmasindan dolayi salimi uzun surmektedir. Her iki ila¢
icin de salim profilini baslangicta yuklenen ilag miktari, polimer konsantrasyonu ve

jelin kimyasal yapisi belirlemektedir.
2.2. Sol-Jel Faz Degisim Mekanizmalari

Sol-jel faz degisim 6zelligi, genel olarak polimer-polimer molekuller arasi baglarin
polimer-cozelti arasi baglara baskin gelmesiyle, viskozite artisindan dogan
akmama durumuna gegis olarak tanimlanabilir. Polimer-polimer arasi etkilesimler
daha ¢ok hidrofobik kuvvetlerin ¢ekimi seklinde olurken, polimer-¢ozelti arasindaki
etkilesimler agirlikli olarak, hidrojen badlari, iyonik kuvvetler ve van der Waals
etkilesimleri seklinde olmaktadir. Sekil 2.12°de bu ¢ekim kuvvetlerinin érnekleri

gorulmektedir.
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Sekil 2.12. Jellesmede etkili olan kuvvetlerin gosterimi

Jellesme mekanizmalarini dort ana baslik altinda toplamak mumkuindur. Bunlar;

i) yumak-heliks konformasyonu
ii) yuksek sicakliklarda suyun az ¢ézuculigu
iii) entalpi-entropi degisimi

iv) unimer-misel konsantrasyonu’dur.
2.2.1. Yumak-Heliks Konformasyonu

Ozellikle dogal hidrojellerin jellesme mekanizmalari bu ydntemle agiklanmaktadir.
Buna gore jelatindeki Ugli heliks konformasyonu ile polisakkaritlerdeki ikili heliks
konfarmasyonu cekirdek gibi davranir ve jel olusumu sirasinda kristalin bolgeler
olusturmaya yarar. Heliks olusumunu helisler arasindaki baglanma noktalarinin
olusumu izler. YUksek sicakliklarda duzensiz konformasyonlar olusur, bu da
polimerin ¢dzelti fazinda bulunmasini saglar. Sicaklik azaltildiginda ikili heliksler
birlesip Uc¢lu hale gecer ve c¢cOkmeye basglarlar. Bu birlesme islemiyle beraber
polimer de jellesmeye baglar (Park K, 1993), (Sekil 2.13).

22



&g@%%%éfm@
=g db

Sekil 2.13. Yumak-heliks konformasyonu igin jellesme mekanizmasi
2.2.2. Yiuksek Sicakliklarda Suyun Az Cozuculluigu

Pek ¢ok dogal polimer dugsuk sicakliklarda jellesmeye ugrarken polisakkaritler ve
Ozellikle sellloz tlrevlerinde yuksek sicakliklarda faz gecisi goérular. Sellloz,
yapisi geredi suda c¢ozinmez fakat bazi hidrofilik gruplarin polimer yapiya
baglanmasiyla suda ¢6zunur hale gelir. Sicaklik arttirildiginda seltloz igin kotu bir
¢ozlcu olan su uzaklastirihr ve seluloz turevlerinde hidrofilik/hidrofobik guplar
arasinda denge saglanir ve polimer-polimer etkilesimi artar, sol-jel faz degisimi
go6zlenir. Sol-jel gecis sicakligi sellloz igindeki hidroksil gruplariyla modifiye
edilebilmektedir (Peppas N.A., 1986).

Nano bazda N-isopropilakrilamid polimeri Ulzerine, dzellikle AFM, (Atomik giic
mikoroskobu), ile yapilan calismalarda jellesme sirasinda polimer yapisinda
bulunan C-H baginda sikisma goriimustir. Bunun nedeninin hidrofobik isopropil
gruplarinin dehidrasyonu oldugu dusunulmektedir. Bununla birlikte jellesme
sonrasinda halen %83 oraninda karbonil grubunun ¢6zucu ile hidrojen bagi yaptigi
gorulmustar (Zareie H.M., Hofmann A.S., 2000).

2.2.3. Unimer- Misel Konsantrasyonu

Ozellikle Poloxamer ticari polimerinin jellesme mekanizmasi bu ydntemle
aciklanmaktadir. Poloxamer sulu ¢ozeltilerinin jellesme mekanizmasi son yillara
kadar tam olarak acgiklanamamis ve Uzerinde degisik fikirler ortaya atiimistir.

1980'lerin baginda agregasyon sayisi ve misel simetrisi gibi misellere has
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degisikliklerin Poloxamer ¢ozeltisinin jellesmesine etkisi oldugu dusunulmekteydi.
Buna sebep olarak sicaklik arttikga misel konsantrasyonundaki azalma
gosteriimekteydi. Daha sonra ">C-NMR spektrometresinde yapilan analizlerde
PPQ'in dehidrasyonunun jellesmeye neden oldugu anlasiimistir. PPO'in
dehidrasyonu polimer zincirleri arasinda surtinmeyle birlikte, viskozite artigiyla

beraber jellesmeye neden olmaktadir (Jeong B.,2002).

Entropide meydana gelen degisimler, su molekullerinin PPO gruplarinin ¢evresine
toplanmasina neden olmakta bu da sol-jel gegisini saglamaktadir. Ayrica O-C-C-O
cevresinde polar ve apolar gruplar bulunmaktadir. Sicakhdin artisiyla apolar
gruplar artmakta ve jellesme meydana gelmektedir. Zhou ve Chu tarafindan
yapilan arastirmalarda sicaklik artisinin PEO bloklarinin dehidrasyonuna neden
oldugu ortaya c¢ikmistir ve jellesmeye bu dehidrasyonun neden oldugu

disundlmustar (Jeong B.,2002).

Son yillarda Poloxamer Uzerinde yapilan ultrasound hizi, dinamik ve statik isik
saclimasi, kuguk agi noétron sagilmasi (SANS, small angle neutron scattering),
reometre, dielektik sabiti ve mikrokalorimetre gibi enstrGmental analizlerde
unimerler ve miseller arasi kaymalarin jellesmeye neden oldugu disunulmektedir
(Wanka G., 1990, Yu G. E., 1992).

Kritik misel konsantrasyonunun uzerinde (1 mg/ml) Poloxamer unimerleri ile
miseller denge halindedir. Sicaklik arttikca denge, unimerler yonunden kuresel
misellere kayar bununla birlikte ¢dzeltideki serbest unimer sayisi diser, misellerin
hacimsel kesri (¢ ) artar. ¢ , > 0.53 oldugunda sistem jellesmeye baglar. Ayni

zamanda olusan misellerin ¢aplari da artar (Alexandrisdis P., 1995).

Jel halindeki Poloxamerde sicaklik daha da arttirildiginda jelin neden tekrar ¢ozelti
haline gectigi henlz tam olarak agiklanamamis olup dengenin unimerler yonune
kaydigr dusunulmektedir. Sekil 2.14’de PEO-PPO-PEO (Poloxamer) hidrojelinin

jellesme mekanizmasi sematik olarak gorulmektedir.
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Sekil 2.14. PEO-PPO-PEO ( Poloxamer) hidrojelinin jellesme mekanizmasi
2.3. Kontrollii ilag Salim Sistemleri

Polimerlerin ilag alimini kontrol etme araci olarak kullanildigi salim sistemlerini
iceren teknoloji dalina “Kontrolli Salim Teknolojisi” adi1 verilmistir. Surekli etkili
sistemlerde ila¢g bir polimer yapidan belli bir stre serbestlesirken, kontrolll
sistemlerde polimer tasiyici, ilacin salim mekanizmasini ve hizini uzun sure
kontrol eder. Polimerin yapisi degigtirilerek salim mekanizmasi ve hizi

ayarlanabilir.

KontrollU ilac  salim calismalarina 1950’lerde  tarim ilaclari ile
baslanmistir.1960’larda denemeler tip alanina da girmistir. ilk ¢alismalarda etken
madde diyaliz tupu veya silikon kauguk icine konmustur. 1970’lerde c¢alismalar
buyuk molekudllt ilaglarin  (M.A > 600) kati polimerlerden surekli salimi yonunde

olmustur (Langer R., Folkman J. 1976).

Kontrolli ilag saliminda dogal veya sentetik polimerlerin, ilag veya aktif bir ajanla
birlestirilip, bu ilag veya aktif ajanin dnceden tasarlanan formlara uygun olarak
salinmasi s6z konusudur. Tasarlanan formlar salimin uzun zaman diliminde sabit
olmasi veya uzun peryotlarda doénemsel bigcimde gerceklesmesi veya gevreden
gelen uyaricilarin etkisine gore bigcim degistirmesi seklinde olabilir. Kontrollu ilag
saliminda ana amag yuksek veya algak doz ayrimi olmaksizin ilacin etkin bigimde

salinmasidir.
Kontrolli ilag salimin diger avantajlari; ilag duzeyinin istenilen oran dahilinde
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kontrolu, daha az ilag yonetimine ihtiya¢ duyulmasi, tedavilerde optimum duzeyde

ilag kullanimi, yuksek hasta uyumlulugu olarak siralanabilir.

Tum bu 6nemli avantajlarinin yani sira gesitli dezavantajlari da ihmal etmemek
gerekir. Bunlar, olasi toksisite veya biyouyumsuzluk, bozunma sonrasinda
olugabilecek istenmeyen yan durunler, sistemde implantasyon varsa cerrahi
operasyonlar, hasta rahatsizligi ve diger tedavi yoOntemlerine gore ylksek

maliyetdir (Brannon-Peppas L.,1997).

Yeni biyolojik etkilere sahip ilaglarin sentezi ve kesfedilmesi uzun yillar ilag ile ilgili
arastirmalarin odak noktasi olmustur. Bu arastirma alani énemini korumaya
devam etmesine karsin, dikkatler giderek daha fazla bu ilaclarin verilis sekline
yonelmistir. ilaglarin verilis seklini degistirmek igin gelistirilen sistemlerin basinda
genellikle polimerlerin kullanildigi kontrolll ilag serbestlestiren sistemler gelir (Kim
S.W. ve ark 1992).

Orjinal kontrolli salim sistemlerindeki amag, kanda ylksek ve kararl ilag duzeyi ile
uzun sureli salimlardir. Klasik salim sistemleri veya enjekte edilebilir sistemlerde
Sekil 2.15’de goruldugu gibi ilag duzeyi maksimum ile minimum degerler arasinda
dalgalanmalara sebep olmaktadir. Kontrolli ila¢g saliminda istenen, optimum
degerde, kararli bir sekilde uzun peryotlarla ilacin salinmasidir. Uzun peryotlar

tedavilere gore 24 saat, 1 ay ya da 5 yil olabilir (Brannon-Peppas L.,1997).

Konvansiyonel llag Alimi Kontrollii Salim Sistemi
I3 [
Il g
hiktar ;
Miktzr
1 /n\ /ﬂ\ —_ r
7 b
bl ) ll'q.-"; L
Taman I

Sekil 2.15. ilag plazma konsantrasyonunun zamanla degisimi
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2.3.1. Kontrollii Salim Sistemlerinde Kullanilan Polimerler

Bu sistemlerde hem tagsiyici olarak, hem de sistemden salim hizini kontrol etmek
Uzere en yaygin olarak kullanilan maddeler dogdal ve sentetik polimerlerdir.
Kontrolli salim formdllerinde basaril bir sekilde kullanilacak olan madde, kimyasal
olarak inert ve tamamen saf olmalidir. Ayni zamanda en az dizeyde asinma

goOstermeli ve kolayca islenebilir olmalidir.

Kontrolli salimda kullanilan polimerik sistemler dnceleri biyolojik olmayip sadece
fiziksel Ozelliklerine gobre belirlenen sistemlerdi. Son yillarda ise segilen
sistemlerde biyouyumluluga ve hasta rahatligina 6nem verilmeye baslandi.
Kontrolli ilag salimda kullanilan bazi polimerler; poli(2-hidroksi etil metakrilat),
poli(N-vinil pirolidon), poli(metil metakrilat), poli(vinil alkol), poli(akrilik asit),
poliakrilamid, poli(etilen-co-vinil asetat), poli(etilen glikol), poli(metakrilik asit),

polilaktidler, poliglikolidler, poliortoesterler, polianhidritler’dir.
2.3.2. Enjekte Edilebilir Kontrollii ilag Salim Sistemleri

ilag salim sistemleri sivi, kati ve yari kati olmak iizere (ige ayriimaktadirlar. Enjekte
edilebilir, sol-jel gecis Ozelligine sahip sistemlerde ana hedef polimerik yapinin
oda sicakliginda ¢ozelti halinde -sivi halde- bulunmasi, vicuda enjekte edildiginde
cok kisa sirelerde yari kati -jel-hale déntismesidir. ilag, polimer ¢cdziiciisii disinda
bagka bir ¢ozucuye ihtiya¢c duymadan oda sicakliginda polimerik sisteme basit bir
fiziksel karistirmayla eklenir. Bu sistemlerde vlcut igerisinde herhangi bir yan
maddeye gerek duyulmaz. Ancak oda sicakhginda sistemin kararhliginin
saglanmasi en onemli parametredir, bu ylzden c¢esitli maddelerle kararlilik

arttirlmaya calisilir. ilag salim oranini polimerin bozunma hizi belirler.

Enjekte edilebilir sistemlerde karsilagilan en buyuk zorluk, tedavilerde ilag yeterli
dizeyde salinmadan polimerin vicut igerisinde modifikasyona ugramasi veya hizli
biyobozunma surecine girmesidir. Ayrica ozellikle deri alti enjeksiyonlarda ilacin

belli bir bolgeyi hedef alarak hareket etmesi kisitlanabilmektedir (Agi, P., 2003).

Sol-jel gegigli, kontrolll ila¢ salim sistemlerinde bir diger énemli unsur polimer
yapisinda zincirlerin yeterli dizeyde esnek olmasi bdylece de camsi gegis

sicakhginin oda sicakliginin altinda tutulabilmesidir (Heller J., 2000).
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2.3.3. Protein ilaglarin Kontrollii Salimi

Son yillarda peptid ve protein bazl ilaglarin, 6zellikle DNA teknolojisindeki son
gelismelerle beraber, tedavi edici ajanlar arasinda Oonemleri ve sayilari hizla
artmigtir (Patil ve ark., 1996). Protein bazli ilaglarin hizla artmasi ve gelismesiyle
birlikte ilaclarin kontrolli salim metodlari da gelismigtir. Proteinler yuksek molekul
agirhigina ve dusuk kararhliga sahiplerdir. Bu ylizden geligtirilen salim metodlarinin
proteinlerin bu dezavantajlarini elimine edecek davraniglari sergilemesi
beklenmektedir. Bu amagcla gelistirilen metodlardan en elverisli olani dnceden
proteinle yuklenmis hidrojellerden protein salimidir. Protein salimi igin hidrojel

kullaniminin avantajlari Cizelge 2.3'de verilmistir (Antonsen ve ark., 1993).

Cizelge 2.3 Protein ilaglarin salimlari igin hidrojel kullanimlarinin avantajlar

Sulu gbzenekleri icinde denaturesyona neden olmayan ortam varhgi
Genis bilesim arahgi

Kontrol edilebilir gozenek buyuklugu dagilimi

Sisme kontrolli salim mekanizmasi

lyonik jellerle iyon-degisim salim mekanizmasi

Afinite jellerle desorpsiyon salim mekanizmasi

Uyari cevap polimerleri, biyoaginma, biyobozunma, biyoyapisma

Vuvutla temasta biyouyumluluk

Protein salimi i¢in 6nerilen yontemlerden biri makrog6zenekli hidrojel implantlardir.
Ornegin, poli(vinilpirolidon) ve poli(akrilik asit) bazli hidrojellerin yararl olacagdi
gorulmustar. Poli(vinil alkol) ve poli(hidroksietil metakrilat) bazli makrog6zenekli
hidrojellerde proteinlerin uzun donemli salimlari igin uygun gorulmektedir. Bu
hidrojeller “freeze-thaw” teknigi ile hazirlanmis ve bu teknikte hidrojel gbzenek
blayuklugu, buz kristalleri etrafinda monomerin fotopolimerizasyonu ile arttirilmigtir
(Ficek ve Peppas,1993).

Protein saliminda diger bir sistem poli(etilen glikol), PEG, yildiz polimerleridir. Bu
hidrojeller gamma radyasyonuyla hazirlanmakta ve molekuler baskilama yapilarak

veya yapilmayarak proteinlerin saliminda kullaniimaktadirlar. Sisme 6zelliklerinin
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incelenmesiyle karakterize edilen bu hidrojeller, kiiguk bir hacim igerisinde bulunan
fazla sayidaki fonksiyonel gruplariyla, kontrolli protein saliminda dnemli yer tegkil
etmektedirler (Peppas N. A., 1999).

Bu konuda yapilan ¢alismalarin bir digeri biyoyapisma 6zelligine sahip tasiyici
sistemlerin kullanimlaridir. Bu sistemlerde amag protein bazli ilaglarin, hastaligin
bulundugu bodlgeye dogrudan ulasmasi ve boylece yuksek aktivitede tedavi elde
edilmesidir. Bu amacla poli(metil metakrilat)-poli(etilen glikol) asi kopolimerleri

sentezlenmektedir (Peppas N.A., 2004).

Protein bazli ilaglarin kontrolli saliminda en yaygin arastirilan ydntem oral yolla
salimdir (imren, D., Kesgin, D., 2002). Ancak bu ydéntemde cesitli zorluklarla
karsilagiimaktadir. Oral yolla salimin en 6nemli engellerinden biri, proteinlerin mide
ve ince bagirsakta bulunan gastrik ve pankreatik enzimler tarafindan bozunmaya
ugramasidir. Uygun ¢dzUm olarak oral yolla salimda pH duyarl hidrojeller veya
sicaklik duyarli, enjekte edilebilir sistemler verilebilir. Sicaklik duyarli, enjekte
edilebilir polimerik sistemlerde kontrolli salim mekanizmalari ile polimerin istenilen
surede ve istenilen miktarda ila¢ salmasi amag edilmigtir. Ayrica bu sistemlerde
hasta rahatligi icin surekli tablet kullanimi ve surekli enjeksiyon engellenmis

olmaktadir.

Hidrojelden protein salimi, ¢evresel durumlara bagl olarak karmasik ozellikler
gostermektedir. Kontrolli salim uygulamalarinda kullanilan hidrofilik polimerler 3
ana sinifta toplanmaktadir. Bunlar; gézeneksiz, mikrogdzenekli ve makrogozenekli
hidrojellerdir (Peppas N.A., 1983).

Gozeneksiz hidrojeller 3-boyutlu, ag seklinde, kovalent ya da iyonik ¢apraz bagl
makromolekuler zincirler icerirler ve gézenek boyutu ile karakterize edilirler. Mikro
g6zenekli hidrojeller, makromolekiler baglanti uzunlugundan daha buylk
g6zenekler igerirler. Gézenekler genellikle su ile doludur. Protein salimi, suyun
gozeneklerden gecerek beraberinde ¢ozunenin de tasindigi difUzyon ve
konveksiyonun birlesimiyle gerceklesir. Makrogozenelki jeller denge degerinden
fazla miktardaki ¢oézlcu ile sentezlenebilir. Bu durumda faz ayrimi ¢ozlcu
havuzlarini yaratir ve dolayisiyla buyuk gozenekler ve kanallar olusur. Buyuk

gozenekler elde etmek icin kullanilan bir diger yol ise polimerizasyonu ¢6zucusuz
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gercgeklestirmektir.
2.3.4. Sisme ve Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi

Kontrolli salim sistemlerinde, ¢6zucunun polimerik matrise difizyonunu takiben
ilac saliminin gergeklesmesi prosesi ve bu prosesin arkasindaki mekanizmayi
aciklayabilmek igcin pek ¢ok matematiksel model gelistiriimistir (Kesgin D., 2002).
Modellerin bluyuk c¢ogunlugu, sistem parametrelerinin (polimer, ilag, ¢6zlcu)
Ozelliklerinden faydalanarak, kompleks diferansiyel denklemler yardimiyla

turetilmistir (Lustig ve Peppas, 1987).
2.3.4.1. Sisme kinetigi

Polimerlerin dinamik sisme ozellikleri; ¢ozucu absorpsiyon hizini, denge sismesine
yaklasim hizini ve ¢6zucu ilerleme hizini kontrol eden transport mekanizmasini
icerir. CozlucU absorpsiyon hizi, birim zamanda alinan ¢bzucuyl gosterir ve
dogrudan polimerin denge sisme derecesiyle baglantilidir. Sisebilen sistemlerde
transport, difizyonun konsantrasyon gradiyentine bagh oldugu Fick kanunu ile
tanimlanir. Digtaki sismis kaugugumsu kismi, icteki sismemis camsi kisimdan
ayiran ¢Ozucu ilerleme hizi, ilag salim uygulamalarinda ve transport

mekanizmasinin karakterizasyonunda énemlidir (Peppas N. A., 1983).

Bir polimerin sismesinin zamana baglihgl en basit anlamda, “gu¢ kanunu modeli”
(power law model) ile tanimlanabilir (Ritger ve Peppas, 1987). Difuzyon ve
gevsemenin birbirine goére dnemini belirten transport mekanizmasi, absorpsiyon
verilerinin (My/M,, < 0.6 durumunda veya ¢ok kisa bir sure igin) gu¢ kanunu

modeline uydurulmasiyla saptanabilir.
F=Mt/Mow = kt" (2.1)

Bu denklemde, M{/M., polimer i¢cine hareket eden ¢6ztUcunin dengedeki kosullara
gore normallestiriimis halini ifade eder. M; ve M,, sirayla t aninda ve dengede
(t=0) absorplanan veya desorplanan kutledir, n ve k ise difuzyon katsayilari ve
transport mekanizmasi ile iligskilendirilebilen sabitler olup sirasiyla difuzyon usteli

ve oranti sabiti olarak adlandirilir (Brazel ve Peppas, 2000).
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Film halindeki bir malzeme igin;

n=0.5 degeri Fickian difuzyonu, n=1.0 degeri Case Il (gevseme kontrolll)
transportu, bu degerler arasindaki degerler ise Non-Fickian (anomalous)
transportu gosterir. n>1 ise Super Case Il transportu tanimlar. Farkli maddelerin
absorpsiyon ve desorpsiyon hizlarini kargilagtirmada kullanilan bu esitligin
kullanimindaki zorluk; k degerinin n degerine bagli olmasidir. Bundan dolayi,
yalnizca ayni n degerine sahip maddeler igin direkt olarak k degerlerinin

kargilastiriimasi mumkuanddar.

Silindirik sekilde bir malzeme igin;

n=0.45-0.50 degerleri Fickian diflizyonu, 0.50 <n< 1.00 non-Fickian difizyonu

gosterir.

Bazi arastirmacilar; jelin denge kutlesi veya hacminin belirli yizdesine ulagsmak
icin gerekli olan slre Uzerinde dururlar. Ancak bu yaniltici olabilir, ¢inkl bazi
ornekler baglangigta hizl bir hacim degisimi ve denge degerine giderken yavas bir
ilerleme gosterir ve bazilari uniform bir hizda ilerler. Ayrica, denge suresi, kalinhga
cok baghdir. Gergekte difuzyon kontrollt bir proses icin denge suresi, karakteristik

difizyonel uzakligin karesiyle degisir.

Kaugugumsu polimerik jellerin ve uyari-cevap polimerik jellerinin sismesi veya
buzusmesi genelde basit difizyon kontrolli prosesle olur. Bu durumda sistemin
kinetigi tek bir parametre (difizyon katsayisi) ile karakterize edilebilir. Difuzyon
katsayisi D, uygun sinir kogullari Fick yasasina uygulanarak, dizlemsel geometri

icin hesaplanabilir (Kabra ve ark., 1992).

M;/ M, = 1 nz_ 68/(2n +1)? 7?] x exp[-(2n + 1)? n? (Dt/L?) (2.2)

Burada; L, tabakanin baslangictaki kalinligidir. Difuzyon katsayisinin, jel igindeki
pozisyondan ve konsantrasyondan bagimsiz oldugu, ylzey konsantrasyonunun
anlik olarak denge degerine ulasti§i ve difizif olmayan akiglarin (konveksiyon gibi)
ve hiz sinirlayici basamaklarin (is1 transferi gibi) olmadigi kabul edilir. Bu formulin
geligtirimesinde kullanilan kabullerin gecgersizligi durumunda esitlikten sapmalar
olabilir. Bununla birlikte; 6zellikle sapmalar ¢ok buyuk degilse, en iyi yaklasimla

bulunmus D, cok farkh jel drneklerin hacim degisim kinetiginin karsilastiriimasinda
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kullanilabilir. Net kargilastirma yapabilmek igin en iyi yontem kinetik veri elde
etmektir, ancak pratikte bu mumkin olmaz. Kisa zaman yaklasimi yapilarak 2.2
nolu esitlik dizlemsel geometri icin asagidaki esitlik (Esitlik 2.3) ile gosterilebilir.

M/ M., = 4[Dt/x L%"? (2.3)

DifGzyon katsayisi D, uygun sinir kosullari Fick yasasina uygulanarak, silindirik

geometri icin de hesaplanabilir (Polishchuk ve ark., 1993).
M/ M, = 4[Dt/nr’]"2- n[Dt/nr?] - n/3[Dt/Rr’ Y + ....... (2.4)

Bu denklemde, D difiizyon katsayisi (cm?dak.), t zaman (dak.) ve r silindirik
polimer o&rneginin yarigapidir (cm). (2.1) ve (2.4) esitligi grafiksel olarak
karsilastirildiginda, n = 0.50 ve k = 4[Dt /xr’]"? oldugu 2.1 numarali yari ampirik
esitligini gosterir.

M/M. degerleri t"? degerlerine karsi grafige gecirilerek, egim'den (k) D
hesaplanabilir.

Bazi arastirmacilar, verileri ampirik veya herhangi bir bagska modele uydurararak
yeni modeller gelistirmiglerdir. Ritger ve Peppas (1987), camsi-kaugugumsu ara
yuzeyde ¢ozlcu difizyon hizinda zamana ve pozisyona bagli degisiklikleri g6z
onlne alarak Non-Fickian davranigi incelemiglerdir. Wu ve Peppas (1993),
polimerlerin viskoelastik Ozelliklerini tanimlamak igin, lineer tersinmez ve Maxwell

modeli kullanarak Non-Fickian transportun matematiksel modelini gelistirmiglerdir.

Hidrojellerin sisme karakteristikleri

Denge su igerigi (EWC) (Equilibrium water content) hidrojellerin denge sisme
degerine ulastigi anda kuru ya da islak jel temel alinarak gravimetrik olarak

Olcllen sisme deneylerinden hesaplanabilir.

Calisma kapsaminda hazirlanan hidrojellerin EWC degerleri, kuru hidrojel temel

alinarak (2.5) numarali esitlige gére hesaplanmigtir (Darwis ve ark., 1993).
EWC = [(Mgq — Mo)/ Mo]x100 (2.5)

Bu denklemde, My hidrojelin dengeye ulastigindaki agirligi, Mo hidrojelin sisme

deneyi 6ncesi kuru agirhgidir.
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2.4. Salim Kinetigi

Sisme kontrolli salim sistemlerinde, ilag baslangigta camsi polimerde ¢ozunur
veya dagitilir. Biyolojik akigkanla temas haline geldiginde ise, polimer matris
sismeye baglar. Polimerde, icteki camsi faz ve sisen kaugugumsu faz olmak
lizere iki ayr faz gozlenir. ilag molekiilleri polimerin kaugugumsu fazindan disari
difuzlenebilir, polimerin camsi kismindan ise digari ilag difizlenmez. Bundan
dolayi; ilag salimi, camsi-kaugugumsu ara yuzeyin hizi ve pozisyonuyla kontrol
edilir. Camsi-kaugugumsu ara yuzeyde ila¢ salimini 6nemli Ol¢clide etkileyen
makramolekller gevseme olayl meydana gelir. Deneysel verilerin (M{/M., < 0.6
durumunda veya c¢ok kisa bir sdre igin) (2.1) nolu gl¢ kanunu esitligine
uydurulmasiyla, makromolekuler gevsemenin ilag salim mekanizmasi uUzerindeki
etkisi incelenebilir (Peppas ve ark., 2000). Bu esitlikte; M; ve M.,, sirayla t aninda
ve dengede salinan ilag miktari, n difizyon Usteli ve k ise oranti sabitidir. Glg
kanunu modeli, viskoelastik gevseme ve Fickian difuzyon davraniginin polimer
sistemlerde etkisini incelemek icin kullaniimigtir. Ritger ve Peppas, (1987), n
difizyonel Usteline dayanarak, Fickian ve non-Fickian difizyon davranigini
incelemisler ve farkli geometrik yapidaki polimer sistemlerden ilag salimi igin

modeller gelistirmislerdir

Serbest hacim modelinden turetilen denklemler yardimiyla, c¢oziuci ve ilag
difizyonunun mekanik gevseme ile iligkisi modellenmistir (Korsmeyer, Lustig,
1986).

Polimer/¢gozuclu sistemlerinin  ¢ogunu tanimlamak icin kullanilan DifGzyonel
Deborah Sayisi (De) ve Sisme Arayuzey Sayisi (Sw) gibi boyutsuz gruplar, ¢o6zicu
difizyonu ve ilag saliminin zamana baglihgini incelemek amaciyla kullaniimigtir
(Wu ve Peppas, 1993). Bu model, Peppas ve Brazel (2000) tarafindan polimerik
tastyicinin gsisme kontrolli salim sistemi igin uygunlugunu incelemek amaciyla
modifiye edilmistir. Difuzyonel Deborah Sayisi (De), suyun polimer i¢ine hareketi
ve polimerin gevseme hizi ile iligkilidir. De, hem polimerin, hem de ilacin

Ozelliklerine duyarlidir.
De=A/0=AD12/ (8(t))? (2.6)

A :Polimerin, sulu ortamdaki karakteristik gevseme zamani
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0 :Suyun, sisen polimer igine dogru karakteristik difizyon zamani. Bu deger,
difizyonel uzakhgin karesinin suyun polimere difuzyon katsayisina (D42) oranidir
(3°/D1 )

Sisme kontrolli salim sisteminde, gevseme zamani baskinsa (D >> 1) ya da
suyun diflzyonu baskinsa (De << 1) zamana baglilik Fick kanununa uyar. De =1
oldugu durumda, ayni zaman zarfinda iki prosesin gerceklesecegi non-Fickian

(anomalous) transport davranisi gozlenir.

Sisme Arayuzey Sayisi (Sw) suyun polimer igine hareketi ile ilag salimi arasindaki
dengeyi tanimlayan olduk¢a onemli bir parametredir. (S,) hem polimerin
Ozelliklerine (polimer igine su girisini etkiledigi icin) hem de ilacin difizyon

katsayisindan dolayi ilacin 6zelliklerine duyarlidir.

SW = VSr/ D3,21 (27)
% : Camsi-kaugugumsu ara yuzeyin hizi
Or : Sismis jel tabakasinin kalinligi

D321 :Polimer igindeki ilacin diflizyon katsayisi

Sw belirgin bir sekilde 1'den c¢ok buyuk ya da ¢ok kuguk oldugunda, hem ilag
difuzyonu, hem de suyun polimerik yapiya hareketinin salim profilini etkiledigdi,
zamana bagli Fickian davranis gozlenmektedir. De ve S,, de@erleri sisme boyunca
degisebileceginden, baslangi¢ (t=0) ve denge (t=«) sisme deneysel verilerinden

hesaplanabilmektedir.

Sisme kontrollt ilag salim sistemlerinde ¢dztinenin salim davranigi, Case | (Fickian
difuizyon) ve Case Il transport igin sirayla “difuizyon katsayisi” ve “karakteristik
gevseme sabiti” gibi tek bir parametre ile tanimlanabilir. Non-Fickian davranigi
tanimlamak igin ise difuzyon ve gevseme olaylarini igeren bir veya daha fazla

parametre gerekebilir.

ince polimerik filmden Fickian ilac salimi: Orta derecede sisen ince polimerik

filmlerden salim igin daha Once de bahsedilen Esitlik (2.2) ve kisa zaman
yaklasimi uygulanmis Esitlik (2.3) kullanilabilir. Burada, M¢/M., salinan ila¢ kesrini,
D difuzyon katsayisini, L baslangigtaki film kalinhigini ve t ise salim zamanini

gOsterir
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ince polimerik filmden Case Il ilag_salimi: Case |l transportunun analizini

yapmak igin A kesit alanina sahip ve L kalinhdinda bir filmden Case Il transport
salim oldugunu disinelim. ilerleyen kismin (advancing front) pozisyonu X
oldugunda, X < x < L/2 ile tanimlanan sismis bdlgede, ila¢ konsantrasyonunda
dogrusal bir degisim vardir. 0 < x < X ile tanimlanan camsi bdlgede ise ilag
difizyonu olmaz. Salim kinetiginin, ilerleyen kisimda gerceklesen hiz sinirlayici
gevseme olayiyla kontrol edildigi kabul edilir. kg, Case Il gevseme sabiti olarak
dugunulurse, salimi tanimlayan birinci derece kinetik ifadesi (2.8) esitligiyle

tanimlanir.
dM; / dt = koA (2.8)

herhangi bir t aninda, V hacmindeki (V=A(L/2 —X)) sismis bdlgeden salinan ilag
miktari (My) (2.9) esitliginden bulunur.

M; = CoA[L/2 —X] (2.9)
M; esitligi kinetik ifadede yerine konulursa, Esitlik (2.10) elde edilir.
dX /dt=-ko/ Co (2.10)

Esitlik (2.10) X icin ¢ozullp, Esitlik (2.9)da yerine konulursa, (2.11) esitligi elde
edilir.

M, = 4koAt / L (2.11)

(2.11) Esitligi asagidaki gibi de yazilabilir:

M = [ 2CoA / L][ 2kot / Col] (2.12)

2CoA/L, uzun surede salimi gosterir. Egitlik (2.12) sadece t =CoL/2ko degerinin
ustindeki degerlere uygulanir; bu surede M., degerinde keskin bir degisim

g6zlenir. Bu yluzden (2.12) no’lu esitlik asagidaki gibi yazilabilir:

Mi/ M., = 2kot/ CoL (2.13)

(2.13) no’lu esitlikten de anlasilacagi gibi, ince bir polimerik filmden Case Il ila¢
salimi, ilag saliminin zamana dogrusal bagimliigiyla karakterize edilebilir.
Duzlemsel geometri igin Case Il ¢d6zimiu, M¢M.,'un boyutsuz zaman, t'ya

(t=2kot/CoL) karsi grafige geciriimesiyle elde edilir. Bu model diger geometriler igin
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genellestirilirse Esitlik (2.14) ifadesi elde edilir.
M/ M, = 1—[1=(kot/Coa’ )" (2.14)

Burada; a’, 6rnegin difizyonel uzunlugu olup, kiresel ve silindirik érnekler icin
yaricapa (r ), duzlemsel geometriler icin filmin yari kalinhgina (L) esittir. N Ustel,
ornek geometrisine gore belirlenir. Film, silindirik ve kiresel 6rnekler igin sirayla 1,

2 ve 3 degerini alir.
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3. DENEYSEL CALISMA

Bu bolimde, sunulan tez galigmasi kapsaminda gergeklestirilien deneysel ¢alisma
ile ilgili agiklamalara yer verilmistir. Deneysel ¢calismalarda, dncelikle sicaklikla sol-
jel gecgisi yapabilen, enjekte edilebilir formdaki kitosan hidrojeller hazirlanmis,
hazirlanan hidrojellerin karakterizasyon calismalari (DSC, FTIR, SEM, CLSM ve
viskozimetrik ¢aligmalar) yapiimigtir. Daha sonraki galismalarda, hazirlanan jeller
arasindan segilen membran formundaki polimere BSA ve 5-FU yuklenmis ve yuklu
jeller ile karakterizasyon c¢alismalari yapilmistir. Deneysel c¢alismanin son
kisminda in-vitro ve in-vivo ortamlarda yUratilen salim c¢alismalarina yer

verilmistir.
3.1. Kimyasal Maddeler

Tez calismasi sirasinda sentezlenen hidrojellerin hazirlanmasinda, monomer
olarak kitosan (%85 deasetillenmis, C3646, Sigma, Almanya), ¢dzlcu olarak
hidroklorik asit ve c¢apraz baglayici olarak gliserilfosfat disodyum tuzu (G6501,
Sigma, Almanya) kullanilmistir. Yukleme ve salim c¢aligmalarinda model protein
olarak Sigir Serum Albumin (Bovine Serum Albumin, BSA, MA=65000 Da,
Fraction V, Sigma, Almanya) ve etken madde 5-fluorourasil (5-FU, MA=130 Da,
Sigma, Almanya) kullaniimistir. Yikleme ve salim calismalarinda kullanilan

maddelerin kimyasal yapilari Sekil 3.1°de verilmistir.

| 140 A
Het Charge: -10 -8 0
_ NH,
F
40 A \]ﬁxm
N" S0
H

Sekil 3.1. Yukleme ve salim ¢alismalarinda kullanilan maddeler a) Model protein
BSA b) Etken madde 5-FU
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Hayvansal bir protein olan Sigir Serum Albumin (BSA), 65000 Da molekiil
agirhgina sahip olup agik yesil liyofilize toz halde bulunur. -10/-40 °C sicakliklarda
genellikle kararli halde bulunur, saklanir ve beklenmeyen reaksiyonlar vermez.

Suda ¢ozlnebilen BSA, non-polar amino asit zincirleri icermektedir.

Kemoterapik ilaglarin etken maddesi olarak kullanilan 5-FU, oda sicakliginda
beyaz toz halde bulunur. 130 Da molekul agirigina sahip olan madde, suda iyi
¢ozunurken, eter ve alkolde ¢ozunmez. Genellikle yapisinda bulunan amonyum
gruplar Uzerinden tepkime veren madde, vicut digi ortamda deri ve solunum

yollarina zarar vermektedir.
3.2. Kitosan Hidrojellerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan sicaklik duyarli kitosan membranlar “¢6zicu
buharlastirma” (solvent evaporation) yontemi ile hazirlanmigtir. Bu ydntem

asagida detayh bicimde aciklanmis ve Sekil 3.2'de sematize edilmigtir.

Cozlucu buharlastirma ydntemi, membran hazirlamada kullanilacak polimerin,
uygun ¢Ozucu igerisinde ¢ozulerek istenilen formda kurutulmasi esasina dayanir.
Sicakhk duyarl kitosan membranlarin hazirlanmasinda, ilk olarak ticari olarak
alinan 200 mg kitosan dogal polimeri, oda sicakliginda (25°C), 9.0, 9.25, 9.50 ve
9.75 ml hacimlerinde 0.1 M’lik HCI igerisinde ¢ozUlmustir. Yaklasik iki saat stren
bu islemin ardindan, daha 6nce 1 ml saf suda, 560 mg agirliginda c¢ozulerek
hazirlanan gliserilfosfat disodyum tuzu (GP tuzu) 1.00, 0.75, 0.50, 0.25 ml
hacimlerinde alinarak damla damla, kitosan ¢ozeltisine katilmistir. Tuzun, kitosan
icerisinde tam ¢ozunebilmesi igin bu iglem manyetik karigtiricida yapiimigtir. Daha
sonra, hazirlanan duguk viskoziteye sahip ¢oOzelti 6 cm c¢apinda, Sigmacote
(H6203, Sigma, Almanya) ile kaplanan, cam Petri kaplarina dokulmustar. Ardindan

Petri kaplari, sicakligi 37°C’de sabit tutulan etiivde kurumaya birakilmistir.

Etivde (EN 500, Nuve), cozeltisi uzaklastirilan ve membran formuna gelen
polimer, Petri kabindan ayrilarak, saf su ile 1 gun sureyle yikanmistir. Yikama
isleminden sonra membranlar 1 gin sireyle oda sicakhginda (25°C),
kurutulmustur. Ardindan membranlarin sabit tartima gelmesi i¢in, cam Petri
kaplarinda, oda sicakhginda, 740 mmHg basing altinda vakum ettiviine (Nive EV

018), konulmustur.
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Kitosan
membran
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kitosan
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(200 mg) (9.5 ml, 0.1M) | (560mg/1
ml saf su)

Sekil 3.2. Kitosan-bazli membranlarin hazirlanmasi
3.3. Yapisal Karakterizasyon Galigmalari

Hazirlanan membranlar arasindan, yukleme ve salim galigmalarinda kullanilacak
olani segmek icin, membranlarin yapisal karakterizasyon analizleri yapiimistir. Bu

bdélimde yapisal karakterizasyon ¢alismalarina yer verilmigtir.
3.3.1. Sisme deneyleri

Membranlarin sigme karakterlerinin belirlenebilmesi amaciyla, vucut sicakhginda
(37°C), fosfat tampon g¢ozeltisi (PBS, pH=7.4) igerisinde, her bir 6rnek igin Uger
tekrar yapilarak sisme deneyleri gergeklestiriimistir. Dinamik sisme deneylerinde
gravimetrik tayin yontemi kullaniimigtir. Vakum ettvinde sabit tartima gelen kuru
Oornekler, 25 ml PBS igeren beherler igerisine daldiriimis ve sabit sicaklk
ortaminda sisme deneyleri yOrUtaimastir. Uygun araliklarla ortamdan
uzaklastirilan érnegin nemi alinmis ve analitik terazide (Precisa 205 A SCS,
duyarliigi + 0,0001 g) tartildiktan sonra PBS igerisine konulmustur. Orneklerin su
icerigi (water content, wc) % olarak Es. 3.1 ile hesaplanmistir.

Yas agirlik — Kuru agirlik
% Su icerigi = » — x 100 (3.1)
uru agirh

Herbir membran igin zamana karsi sisme degerleri grafige gecirilmis ve sonuglar
% sisme ve denge sisme, ECW, (equilibrium water content) olarak

degerlendirilmigtir. Sisme kinetik calismalari ile ilgili veriler EK.1’de verilmistir.
3.3.2. FT-IR analizleri

Hazirlanan membranlarin ylkleme &ncesi ve sonrasi kimyasal yapilarinin
belirlenmesi amaciyla FT-IR (Fourier Transform Infrared) spektrofotometresi

(Schimadzu 8100) ile analizler yapiimistir. Calismada ilk olarak, ticari olarak alinan
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kitosan polimeri bir gece vakum etuvinde kurutulmus, toz haline getirilmis,
potasyum bromur (KBr) ile karigtirilarak disk formunda hazirlanmis ve FT-IR
spektrumu alinmigtir. Daha sonra, degisik ¢apraz baglayici miktarlarina sahip
membranlara da ayni islemler uygulanmistir. Salim ¢alismalari igin hem BSA, hem
de 5-FU vyuklenen jellerin de FT-IR spektrumlari alinmigtir. Butun FT-IR
spektrumlari 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda incelenmistir.

3.3.3. SEM analizleri

Hazirlanan membranlarin ylkleme 6ncesi ve sonrasi ylUzey ve yigin yapisi
taramali elektron microskobu (Scanning Electron Microscope, SEM), (JEOL JSM-
840A) kullanilarak incelenmistir. Membranlar vakum etlvinde kurutulduktan sonra
yuzeyleri altinla kaplanarak iletken hale getirilmis, vakum ortaminda incelemeler
yapimistir. SEM incelemeleri Cimento  Mustahsilleri  Birligi  (Ankara)

laboratuvarlarinda yapilmigtir.
3.3.4. DSC Analizleri

Ticari kitosanin ve hazirlanan membranlarin salim Oncesi ve sonrasi isisal
karakterizasyonu “Differential Scanning Calorimeter” (DSC. Perkin Elmer
Diamond) ile gergeklestirilmistir. Bitin DSC analizleri 40/450°C sicaklik araliginda
yapiimistir. Sicaklik dogrulugu * 0.1°C, sicakhk ¢ozunurligu + 0.01°C’dir. DSC
analizleri azot atmosferinde 10°C/dak 1sitma hizi ile gergeklestirilmistir.

3.3.5. Mekanik Dayanim Testleri

Mekanik dayanim testleri, daha sonra salim galismalarinda da kullanilacak olan ve
en iyi jellesme davranisini gosteren membran Uzerinde, en az ug¢ oOrnekle
yapilmistir. Analizde 20 mm uzunlugunda 5 mm eninde seritler halinde kesilerek
hazirlanan membrana oda sicakliginda 500 N’luk yik (ASTM D882-97)
uygulanmigtir. Cekme hizi 30 mm/dak olarak belirlenmis ve islem, dérneklerde
kopma meydana gelene kadar strdurtulmustiar. Mekanik dayanim testleri Llyod (LR
5K) cihazi kullanilarak yuratulmugtur. Testlerin sonucunda “gekme dayanimi” ve

“% uzama” (elongation at break) degerleri belirlenmigtir.
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3.3.6. CLSM Testleri

Hazirlanan membranlarin yukleme ve salim calismalari sonrasinda, yuklenen
maddelerin membran icindeki dagilimlarinin belirlenebilmesi amaciyla “Confocal
Laser Scanning Microscope” (CLSM, FW 4001 Leica Microsystems) analizleri
yapilmistir. Bu amagla, 6ncelikle BSA, fluoresceinisothiocyanate (FITC, Sigma, F

46944) ile isaretlenmigtir.

isaretleme icin éncelikle 100 mg BSA, 10 ml NaHCO3 tamponu igerisinde ¢ozuillr.
Elde edilen ¢ozelti icin pH=9.0'dir. Hazirlanan BSA ¢o6zeltisine, 2.5 mg FITC/1 ml
aseton ¢ozeltisi eklenir ve 2 saat karistirilir. Elde edilen homojen ¢ozelti +4°C
sicaklikta diyaliz membrana konulur. Cesitli araliklarla diyaliz yilkama suyu
degistirilir. Yikama suyunun pH'i, ilk BSA ¢ozeltisinin pH'ina esitlendiginde diyaliz
tamamlanmistir. Ardindan elde edilen ¢ozelti 5 giin slreyle, -90°C’de freze-drier'da
(Christ, Alpha 2-4 LD) liyofilize edilmigtir. Tim islemler 1siksiz ortamda

yuaratalmastar.
3.3.7. Viskozimetrik incelemeler

Viskozimetrik ¢alismalar kapsaminda, oda sicakliginda ¢ozelti fazinda bulunan
ancak vucut sicakliginda jel haline gegen kitosan polimerinin degisik sicakliklarda
(25, 27.5, 30, 32.5 35, 37.5, 40, 45, 50, 100°C) viskoziteleri olglilmustir. Viskozite
Olgumleri icin 1.C.I Cone & Plate Viscometer (London) cihazi kullaniimigtir. Degisik

sicakliklar icin elde edilen viskozite degerleri grafige gecirilerek degerlendirilmistir.
3.4 Salim Galismalari

Salim calismalari kapsaminda yduruttlen deneyler, in-vitro ortamda hem model
protein BSA, hem de etken madde 5-FU igin, in-vivo ortamda ise yalnizca etken

madde 5-FU igin yapiimigtir.
3.4.1. Jellere Protein Yiiklenmesi

Degisik capraz baglayici miktarlari ile hazirlanan membranlar ile yapilan yapisal
karakterizasyon c¢alismalari sonucunda belirlenen jele, model protein BSA ve

etken madde 5-FU yuklenmigtir.
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Jellere yukleme iki farkli yontemle yapilmistir. “Emdirme” (embedding) yéntemi
olarak adlandirilan ilk yontemde, yukleme ortamlarinin olusturulmasi amaciyla
model protein BSA, 1 mg/ml ve 3 mg/ml ¢bzelti konsantrasyonlarini olusturacak
sekilde, PBS icerisinde ¢odzulmustlir. Vakum ortaminda kurutulup sabit tartima
getiriimis membranlar 15 ml hacmindeki BSA c¢ozeltisine daldinimis ve oda
sicakliginda (25°C), G¢ glin boyunca yiikleme yapilmistir. Daha 6nce yapilan

caligmalar sonucunda 3 gunlik surenin yukleme igin yeterli oldugu gorulmastur.

ikinci ydntem olan “capraz baglama” (crosslinking) yonteminde, model protein igin
emdirme yonteminde belirlenen ylkleme miktari (0.0136 g) kadar, toz halde
bulunan BSA alinmis ve kitosan ¢ozeltisinde ¢ozlllp, ardindan ¢apraz baglayici
tuz konmustur. Ayni yontemin bir diger uygulamasinda ise 5 mg/ml
konsantrasyona sahip PBS ortaminda, ¢6zulerek hazirlanmis BSA ¢ozeltisinden,
ayni miktara es deger olacak hacimde BSA, ¢apraz baglayici tuzdan énce kitosan
¢cozeltisine katilip ardindan polimer, tuz ile capraz baglanmistir. Toz formunda
bulunan etken madde 5-FU’nun in-vitro c¢alismalari i¢in “emdirme”, in-vivo
calismalari icin “capraz baglama” yontemi uygulanmistir. Yontem igin 1.2 mg 5-FU

kullanilmistir.

Her iki yontem icin de yukleme sonunda membranlar sabit tartima gelinceye kadar
oda sicakliginda, vakum etuvinde kurutulmus ve salim ¢alismalarinda kullanima

hazir hale gelmiglerdir.
3.4.2. In-vitro Salim Caligmalari

llag salim kinetiginin belirlenebilmesi icin yapilan calismalar termostath calkalayici
da (Nive S 400), 50 rpm hizda, 37°C sabit sicaklik ortaminda yuritdimustar.
Salim calismalarindan 6nce PBS (pH=7.4) ortaminda degisik konsantrasyonlarda
bir dizi BSA ¢odzeltisi hazirlanmis ve floresans spektrofotometresi (CaryEclipse,
Varian) ile kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Ayni sekilde 5-FU igin de degisik
konsantrasyonlarda, PBS ortaminda c¢oOzeltiler hazirlanmis ve UV
spektrofotometresinde (Labomed INC) kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. BSA ve

5-FU igin kalibrasyon grafikleri EK.2’de verilmistir.

Hazirlanan protein ve etken madde yukli kuru membranlar 25 ml hacminde PBS

¢ozeltisine konmusglardir. Salinan protein miktari; floresans spektrofotometresi ile
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280 nm uyarilma ve 342 nm emisyon dalga boylarinda izlenmis ve kimdulatif salim
degerleri  hesaplanmigtir.  5-FU  i¢cin  salinan madde  miktari UV
spektrofotometresinde 281 nm dalga boyunda go6zlenmis ve kumdulatif salim
degerleri hesaplanmistir. Kimdulatif salimla ilgili 6rnek hesaplama EK.3’de
verilmistir. Salim sirasinda belirli araliklarla ortama taze tampon eklenerek strlcu

gug (sink conditions) sabit tutulmaya caligiimigtir.

Salim calismalari her bir 6rnek i¢in Gcer defa tekrarlanmig ve zamana karsi %

salim egrileri gizilerek degerlendirilmistir.
3.4.3. In-vivo Salim Caligsmalari

Etken madde 5-FU’nun in-vivo ortamda salim ¢aligmalarinda, oncelikle arastirma
amaciyla, canli vertebrali deney hayvani kullanmak igin Hacettepe Universitesi
etik kurulundan izin alinmistir. Etik kurul izin belgesi EK.4’de verilmigtir. Deney
protokolliine goére disi, Wistar Albino sigan kan plazmasi kullanilarak, in-vivo salim

deneyleri yuratulmastar.

Calisma kapsaminda, in-vitro deneylerde 0.5 ml GP tuzu igeren kitosan ¢ozeltisi
hazirlanmistir. On denemeler 1siginda belirlenen, 1.2 mg 5-FU, 1 ml kitosan
¢ozeltisine c¢apraz baglanmistir. Ardindan, kitosan/5-FU kombinasyonu (1 ml),
hayvanin kas igine enjekte edilmis ve enjeksiyon sonrasinda hayvanin kalbinden
cesitli araliklarla 0.5 ml kan alinmigtir. Alinan Orneklerin plazmasi, santrifdj
(Biofuge, Heraeus) yardimiyla kandan ayrimigs ve -20°C sicaklikta

dondurulmustur.

In-vivo calismalarda kontrol olarak saf 5-FU ¢ozeltisi kullaniimistir. 1.2 mg/ml’lik 5-
FU cozeltisinden, 1 ml kas i¢i enjeksiyon yapilmis ve enjeksiyon sonrasinda
hayvanin kalbinden cesitli araliklarla 0.5 ml kan alinmigtir. Alinan orneklerin

plazmasi santrifilj yardimiyla kandan ayriimis ve -20°C sicakhkta dondurulmustur

Yapilan literatur taramasi isiginda; 5-FU’'nun, kanda bulunan plazma proteinleri
tarafindan hapsedildigi ve Olgimlerde gozlenemedigi gorulmustur. Bu amagla
oncelikle, plazma proteinleri ortamdan uzaklastiriimigtir. Bu islem igin, 500 ul kan
plazmasina 500 pl doymus amonyumsdulfat eklenmis ve 1.5 dakika vorteks

karigtirma yapilmigtir. Ardindan ¢ozeltiye, 4 ml n-propanol:dietileter (80:20 v/v)

43



katilip, 3 dakika vorteks karistirma yapilmistir. Son olarak, hazirlanan ¢ozelti 10
dakika 2400 rpm’de santrifUjlenip, ortaya ¢ikan organik faz ayrilmistir. Baska bir
tipe alinan organik faz, 37°C sicaklikta bulunan su banyosu igerisine daldirilip,
¢ozeltinin tamami kuruyana kadar, azot atmosferi altinda buharlastiriimigtir. Tup
icerisinde kalan beyaz tortular 500 pl mobil faz (KH2PO4.Na;HPO,4 tamponu/%5
asetonitril, pH=5.0) ile ¢bzUImustiur (Casale F. ve ark., 2002).

Plazma orneklerindeki 5-FU miktarinin bulunmasi amaciyla, “High Performance
Liquid Chromatography” (HPLC, HP Series 1050) analizleri yapilmistir. In-vivo
kosullar igin kalibrasyon grafigi yine ayni cihazla hazirlanmistir (EK.5). Yapilan
calismada; 5 mikron partikll ¢capina, 250mm x 25cm boyutlarina sahip (HP, C18)
kolon kullaniimistir. Enjeksiyonlar 20 ul hacme sahip enjektér ile (Agilent, P5192,
Australia) yapilmistir. In-vitro ve in-vivo salim c¢alismalarina dair 0Ornek

hesaplamalar EK.3’de verilmigtir.
3.4.4. Histolojik Calismalar

Enjeksiyondan hafta sonra, sicanlara solunum yoluyla dietil eter verilerek 6tenazi
uygulanmigtir. Ardindan deri ve kas dokusu agilarak makroskobik gozlem
yapilmistir. Enjeksiyonun uygulandigi kas dokusu ¢ikartilarak ¢evre dokulardan
temizlenmis ve %90 alkol iginde bir gece sureyle bekletilerek fikse edilmigstir.
Fiksasyon sonrasi doku, alkol ve ksilen serisileri asagida verilmigtir. Daha sonra
doku parafin blok icine gomulmustur. Hazirlanan parafin bloklarindan mikrotom
(REICHERT, Austria) ile 1.5um kalinhginda boyuna kesitler alinmis ve kesitler

hematoksilen-eozin yontemiyle boyanarak mikroskobik olarak incelenmistir.

Fiksasyon sonrasinda kullanilan alkol ve ksilen serileri

%95 etil alkol 1 saat
%95 etil alkol 1 saat
%100 etil alkol 1 saat
%100 etil alkol 1 saat
Ksilen 15 dakika

Ksilen 15 dakika
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Ksilen/parafin (%50/%50) 1 saat
Parafin 3 saat

Hematoksilen-eozin boyama yontemi

Ksilen 30 dakika

Ksilen 30 dakika

Absol alkol 5 dakika

%95'lik alkol 5 dakika(akar su ile yikama)
Hematoksilen 10 dakika(akar su ile yikama)
Asit alkol 30 saniye(akar su ile yikama)
Scott solisyonu 10 dakika(akar su ile yikama)
Eozin 5 dakika(akar su ile yikama)

%95’lik alkol 5 dakika

Absol alkol 5 dakika

Ksilen 30 dakika

Ksilen 30 dakika
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Sunulan tez g¢alismasinda, enjekte edilebilir, sol-jel gecis 6zelligine sahip, kitosan
membranlarin Uretimi, bu membranlardan in-vitro ve in-vivo ortamlarda, buyuk
molekdl agirhdina sahip sigir serum albumin (BSA) proteininin ve kiguk molekdil
agirhigina sahip 5-fluorourasil (5-FU) etken maddesinin salim kinetigi incelenmisgtir.
Bu amaca yonelik olarak, oncelikle degisik ¢capraz baglayici miktarlarina sahip
kitosan jeller hazirlanmigtir. Ardindan salim g¢alismalar i¢cin en uygun g¢apraz
baglayici/kitosan oranina sahip jel segilmigtir. Secilen jel c¢esitli yontemlerle
karakterize edilmistir. Tez calismasinin ikinci kisminda, model olarak secilen BSA
ve 5-FU maddelerinin, secilen jele yukleme kapasitesi ve salim Kkinetigi
incelenmistir. Salinan BSA miktari floresan spektrofotometresi ile, 5-FU miktari ise
in-vitro ortamda UV-spektrofotometresi, in-vivo ortamda HPLC ile tayin edilmistir.

Tum bu g¢alismalardan elde edilen sonuglar asagida tartisiimistir.
4.1.Kitosan Jellerin Segimi ve Uretimi
4.1.1. Kitosan Jellerin Se¢imi

Enjekte edilebilir biyopolimerlerin tedavi edici implant ve ara¢ olarak kullanimlari
son yillarda oldukga yayginlasmistir.  Poli(etilenoksit)-poli(propilenoksit),
(Poloxamer) kopolimerinin sulu ¢ozeltileri; en ¢ok bilinen, ilag salim sistemlerinde
en ¢ok kullanilan, termoset, jel olusturucu maddelerdir. Ancak bu yapinin farelere
deri alti enjeksiyonlarinda eksik fizyolojik bozunma, beklenmeyen plazma kolestrol

dususu ve trigliserid artisi gdézlenmistir (Chenite A., 2000).

Poloxamerin dezavantajlarindan dolayi ilag salim sistemlerinde alternatif olarak
yuksek biyobozunurluga sahip poli(etilenoksit)-poli(laktik asit) kopolimerleri
onerilmektedir. Ancak bu polimerik yapi da, in-vivo ortamda yeterli ilag salimi igin,
ylUksek polimer derisimine (%25) ve yiksek enjeksiyon sicakligina (45°C) ihtiyag
duymaktadir. Bu ozellikler ise yasayan hucreler ve duyarl proteinler i¢in sinirlayici
etki olugturmaktadir (Jeong B., 1997).

Bu sistemlere alternatif olarak ylksek biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu ile
kitosan énerilmektedir. Kitosanin ¢dzunurligu, yapisinda bulunan amin gruplarinin

asidik ortamda dagiimasiyla meydana gelmektedir. Cozinen kitosan, pH 6.2
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civarinda ¢oOzelti igerisinde kalmaktadir. pH=6.2'nin Uzerinde noturlesip, sistemli
olarak hidrat jel olusturmaktadir. Bu tez ¢calismasinda katyonik bir polisakkarit olan,
sicaklhik duyarl kitosan polimer ¢ozeltisinin, herhangi bir kimyasal modifikasyona

ve kimyasal ¢apraz baglanmaya ugramadan, jel olugturmasi incelenecektir.

Calisma, kitosan polimerine, tek bir anyonik u¢ tasiyan poliol tuzu (gliseril fosfat
disodyum tuzu, GP) eklendiginde olusan degisiklikler Gzerine yogunlasmaktadir.
Bu tuzlar, sicaklik kontrolli, pH bagiml kitosan ¢ozeltilerinin, hidrat jel olugturmasi
icin ideal ajanlar olarak tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, kitosan/poliol fosfat tuz
kombinasyonlarinin en belirgin 6zelligi, ¢ozeltinin faz ayrimi olmadan nétrlesmesi
ve sabit pH’'ta kalmasidir. Sistem, nétr pH’ta sicaklik duyarl hale gelir ve vicut
sicakhginda jel olusturur (Crompton ve ark., 2005). Jel fizyolojik pH’ta biyoyapisma
Ozelligi de gostermektedir. Bu 6zellik in-vivo ¢calismalarda istenilen bdlgede kitosan
jellerin uzun sure kararli kalmasini saglamaktadir (Berger J., 2004). Poliol fosfat
tuzlarinin bir diger yarari ise kimyasal capraz baglayicilar gibi toksik etkiler
gostermemesidir. Tuz, kitosan amin gruplarinin nétralizasyonu sonucunda faz
ayrimi olustururken ayni zamanda, zincirler arasi elektrostatik ¢ekimi elimine edip,
hidrojen bagdlarini ve hidrofobik etkilesimleri arttinr. Bu da kitosanin oda
sicakliginda sivi, vucut sicakhiginda jel olmasi icin tek duze davranis sergilemesini
saglamaktadir. Ayrica bu tek duze davranis bicimi, pH degisimlerinden
kaynaklanan zorluklari elimine etmektedir. Kitosanin deasetilasyon derecesi
dustikge, c¢oOzeltinin oda sicakliginda kararlihdi ve jellesme siresi artar. Diger
polisakkarit sistemler gibi, bu sistemde de polimer konsantrasyonu dusuktur
(agirhkga~%2) (Chenite A., 2000, Ruel E., Garie'py, J., Leroux C., 2004).

Kitosan polimerinin sol-jel faz degisiminde etkili olan en dnemli parametreler soyle

siralanabilir;

i) bazik ozellikteki tuzun katilimiyla elektrostatik ¢cekimlerin azalmasi ve kitosan

zincirleri arasinda hidrojen baglarinin artisgi
ii) kitosan/GP etkilesiminde hem amonyum, hem de fosfat gruplarinin etkisi
iii) kitosan-kitosan hidrofobik etkilesimlerinin artmasidir.

Kitosan-tuz etkilesimi tam olarak aciklanamamakla beraber, tuzun kitosan igin
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iyonik bir ¢apraz baglayici gorevi gordugu dusunulmektedir. Katyonik bir polimer
olan kitosan igin, fosfat igeren gliseril fosfat tuzlarinin anyonik molekul iglevi g6z
onune alinmaktadir. Bununla birlikte, tuzun kimyasal yapisi diger anyonik ¢capraz

baglayicilara benzemektedir (Berger J., 2004).

Dusuk sicakhklarda kuvvetli kitosan-su etkilesimi, kitosan zincirlerinin birlegsmesine
karsi koyarken, yuksek sicakliklarda su molekulleri gliserolun etkisiyle ayriimakta,
kitosan molekulleri birlesmektedir (Chenite A., 2000).

4.1.2. Kitosan Jellerin Uretimi

Jellerin Uretimi “¢6zicl buharlastirma” yontemiyle gergeklestiriimistir. Bu amagla
kitosan icin iyi bir ¢dzlcu olan hidroklorik asit’in seyreltik ¢ozeltisi (0.1M) ve ¢apraz
baglayici ajan olarak gliseril fosfat disodyum tuzu kullaniimigtir. Calismada
oncelikle gapraz baglayici ajan miktarinin hidrojel karakteristigine ve jellesme
suresine etkisi incelenmistir. Bu kapsamda c¢apraz baglayici miktarinin hidrojel
sentezi Uzerine etkisi ve ilgili yorumlar Cizelge 4.1’de verilmistir. Tim 6rneklerde
cozeltiler hazirlandiktan sonra kararli membran formuna gelmesi 37°C’de

incelenmistir.

Jel Uretiminin ikinci kisminda belirlenen ¢apraz baglayici miktar sabit tutulmus,
kitosan miktari degistirilmistir. Kitosan miktarinin hidrojel sentezine etkisi Cizelge

4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Capraz baglayici miktarinin hidrojel sentezine etkisi

Hidrojel* GP Miktarr™* Yorum
(ml)

D1 0.25 Yaklasik 20-22 saat
sonra membran
olusmustur. Olusan
membran seffaftir ve
mekanik dayanimi

duisiktir.

D2 0.50 Yaklasik 20 saat sonra
membran olusmustur.
Olugsan membran seffaftir
ve mekanik dayanimi

yuksektir.

D3 0.75 Yaklagik 18 saat sonra
membran olusmustur.
Kurutma sirasinda
kristallenme gdzlenmistir.
Olusan membran kirilgan

yapidadir.

D4 1.00 12-18 saat arasinda
membran olusmustur.
Kurutma sirasinda
kristallenme gorulmustar.
Kirilgan yapida membran

elde edilmistir

* D1:200 mg kitosan/9.75 ml HCI, D2: 200 mg kitosan/9.50 ml HCI, D3: 200 mg kitosan/9.25 ml
HCI, D4: 200 mg kitosan/9.00 ml HCI

** 560 mg gliseril fosfat disodyum tuzu/1 ml su
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Cizelge 4.2. Kitosan miktarinin hidrojel sentezine etkisi

E3

Capraz Bag. Hacmi (ml) Kitosan Miktari (mg) Yorum
100 ik 24 saatte jellesme
g6zlenmedi.
150 ik 24 saatte jellesme
0.50 gozlenmedi.
200 ik 20 saatte seffaf ve

mekanik olarak dayanikli
membranlar elde edildi.
300 ik 1 saatte kristallenme
gozlendi.

* 560 mg gliseril fosfat disodyum tuzu/1 ml saf su

Calismanin bu kismindan sonra sentezlenen kararli membran formlari jel olarak
adlandirilacaktir. Kitosan konsantrasyonu sabit tutularak (200 mg) capraz
baglayici hacminde vyapilan degisikliklerde, capraz baglayici miktar arttikga,
jellesme slresinin azaldigi gorulmustur (Cizelge 4.1). Ayrica dusuk hacimde tuz
kullanilarak hazirlanan jellerde (D1), jelin mekanik dayaniminin dustigu
gozlenmistir. Bu da daha sonra yapilan yukleme ve salim g¢alismalari igin sorun
olusturmaktadir. Yuksek hacimlerde tuz kullanildiginda ise jellerin (D3, D4)
mekanik dayanimi artmis, ancak kurutma iglemi sonrasinda jellerde tuz varhgdina
bagli olarak kristallenmeler gbzlenmigtir. Kristalin boélgeler jele kirilgan bir 6zellik

verirken jelin homojenitesini de azaltmaktadir.

Bir diger ¢alismada, belirlenen tuz ve ¢oézucu (HCI) hacmi sabit tutulmus, kitosan
miktar1 degistiriimistir (Cizelge 4.2). Kitosan miktari arttikga jellesme suresinin
azaldigr goézlenmistir. Ancak ylksek miktarda kitosan kullanilarak hazirlanan
jellerde jelin homojenitesini bozan kristallenmeler olugsmustur. Bu nedenlerden
dolayi, yukleme ve salim galigmalari i¢cin optimum jellesme suresine ve iyi yapisal
Ozelliklere sahip olan D2 jeli segilmis ve sonraki tum galismalar bu bilesimdeki

jeller ile strdUralmustar.
4.2. Jellerin Karakterizasyonu
4.2.1. FT-IR Analiz Sonuglan

FT-IR calismasinda; saf kitosan (kitosan pellet, deasetilasyon derecesi minimum

%85), degisik miktarlarda c¢apraz bagdlayici katilarak hazirlanmis kitosan
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membranlar (0.25 ml, 0.50 ml, 0.75 ml 1.00 ml GP tuzu ile), emdirme y6ntemiyle
farkli BSA derisimleriyle yuklenen kitosan membranlar, g¢apraz baglanma
yontemiyle farkli BSA miktarlariyla yuklenen kitosan membranlar, saf 5-FU ve
¢apraz baglanma ydntemiyle 5-FU yuklenen kitosan membranlarin spektrumlari
alinmistir. Sekil 4.1°de saf kitosana ait spektrum verilmistir. Cizelge 4.3’de ise bu
spektrum degerlendirilmis ve mevcut piklerin literatir degerleriyle uyumlu oldugu

gOrulmustar (Tharanathan, 2002).

Sekil 4.27de c¢apraz baglayici miktari degistirilerek hazirlanmis  kitosan
membranlara ait spektrumlar gértlmektedir. Spektrumlarda 0.75 ml ve 1.00 ml GP
tuzu ile hazirlanan kitosana ait spektrumlar digindaki tim spektrumlar saf kitosan
pellet spektrumundaki piklere sahiptirler. Bunun sebebi yuksek miktarda gapraz
baglayici kullanilarak hazirlanan jellerin, jellesme sirasinda kristallenmesi ve
kuruduktan sonra sert bir yapi olusturarak tamamen toz haline gelememesidir.
0.25 ml GP tuzu kullanilarak hazirlanan membranlar ise benzer pikler vermislerdir
ancak, jellesme sureleri oldukga fazla ve jelin mekanik dayanimi dusuktur. Saf
kitosan spektrumuna en benzer pikler 0.50 ml GP tuzu kullanilarak elde edilmistir.
Fakat bazi piklerin siddetinde meydana gelen degisiklikler dikkati ¢ekmektedir.
Ornegin 2850 cm™‘de gériilen CH gerilmesi, 1650 cm™‘de COO gerilmesi ve 890
cmde gorulen NH gerilmesinin siddetleri ¢apraz bagli membranda azalmigtir.
Capraz baglanma reaksiyonu —OH gruplari Uzerinden gergeklestigi i¢in bu

beklenen bir sonuctur.
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Sekil 4.1. Kitosan pelletden alinan FTIR spektrumu

Cizelge 4.3. Kitosana ait FTIR spektrumunun degerlendiriimesi

Dalga Sayisi (cm™)

Titresim Tard

3125-3550

2850

1650

1425-1375

1266

1150

1125-1000

890

OH gerilme
CH gerilme
COO gerilme
CH; egilme
CH egilme
CO veya CN
CN gerilme

NH egilme
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Sekil 4.2. Degisik ¢capraz baglayici miktarlari ile hazirlanmis kitosan membranlar
(@) 1.00 ml GP tuzu, (b) 0.75 ml GP tuzu, (c) 0.50 ml GP tuzu, (d) 0.25 ml GP
tuzu
Sekil 4.3'de emdirme, Sekil 4.4’de ise gapraz baglanma yontemiyle BSA yuklenen
membranlara ait spektrumlar verilmistir. TUm yuUkli kitosan membran
spektrumlarinin saf kitosan pelletlere ait piklerle benzerlik gosterdigi gézlenmigtir.
Ancak jellerin her birine farkli miktarlarda BSA yuklendidi icin piklerin siddetleri

degismektedir ki bu da beklenen bir sonugtur.

e
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—
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Sekil 4.3. Emdirme yontemi ile BSA yuklenmis kitosan membrandan alinan FTIR

spektrumlari (a) 1 mg/ml BSA ¢ozeltisi, (b) 3 mg/ml BSA ¢ozeltisi
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Sekil 4.3'de goruldigu gibi emdirme yontemi kullanilarak BSA yuklenmis jellerde
es dalga sayilarinda saf kitosan pelletdeki titresim turleri bulunmaktadir. Bu
verilerle emdirme yontemi ile yuklenmis jellerde herhangi bir kimyasal degisimin
olusmadigi sdylenebilir. Egilme ve gerilme siddetlerinde goérilen farkliliklar ise

kurutma sonrasinda olusan fiziksel degisimlerden kaynaklanabilir.

_— (&) ,f

b o1
WT

| 1 1 1
4600 4000 2000 1500 1000 4':":'1

cm

Sekil 4.4. Capraz baglanma yontemi ile BSA yuklenmis kitosan membrandan
alinan FTIR spektrumlari (a) 5 mg/ml BSA ¢dzeltisi, (b) 0.0136 g kati BSA

Capraz baglanma yontemi ile BSA yuklenmis jellerde saf kitosana ait temel
titresim turleri, es dalga sayilarinda gozlenmistir. Ancak ¢apraz baglanma yontemi,
saf kitosan pellette diisiik siddette (2850 cm™ dalga sayisinda) bulunan -CH
gerilmesini belirginlestirmistir (Sekil 4.4).

4.2.2. SEM Analiz Sonuglari

Membranlarin ylzey ve kesit yapilarinin morfolojik olarak incelenmesi ve sisme

mekanizmasinin agiklanabilmesi amaciyla SEM fotograflari gekilmigtir.

Sekil 4.5.'de kitosana emdirme yontemiyle BSA yuklendikten sonra jelin SEM
fotograflari verilmistir. Ylzey ve kesit fotograflarinda kitosan Uzerinde bulunan,
kurutma sirasinda olusan catlaklar agikga gortlmektedir. Catlama sonucu ortaya
cikan kanallar protein difuzyonu igin dnemlidir. Sekil 4.5.b ve 4.5.c ‘de verilen kesit

fotograflarinda jelin i¢ bdlgelerine kadar uzanan gdzenekler goérulebilmektedir.
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Ayrica yukleme sirasinda BSA’nin jelin i¢ bdlgelerinde toplandigi ve homojen

yaylimadigi soylenebilir.

EHT=15.00 kV WD=37 nm Mag_120 X
_ 10 um
(a)

__ 10 um

(b)
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EHT=15.00 kV WD=37 nm Mag_1.11 KX

_ 10 um

(c)

Sekil 4.5. BSA yUuklu kitosan membranlar
a) Membran yuzeyi (buyltme x 120)

b) Membran kesiti (bUyutme x 670)

¢) Membran kesiti (buyttme x 1100)

Sekil 4.6.da kitosana c¢apraz baglanma sirasinda ylklenen 5-FU'nun jel
icerisindeki morfolojisi goOsterilmigtir. Capraz baglama sirasinda jelin igerisine
hapsedilen etken maddenin, homojen bir dagilim sergiledigi gozlenmistir. Bu
jellerde, diger fotograflardan daha net bir sekilde kurutma sonrasi olusan c¢atlaklari

ve jel yuzeyine dagilan gozenekleri gormek mumkundur.
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EHT=15.00 kV WD=37 nm Mag_650 KX
__ 10 um
Sekil 4.6. 5-FU ylkli kitosan membranlarin ylzey fotografi (bluyttme x 650)

4.2.3. DSC Analiz Sonuglari

Sicaklikla sol-jel gegis 6zelligine sahip kitosan jellerin 1sil 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla DSC analizleri yapiimistir. Sekil 4.7°de ticari kitosana ait ekzotermik isil
grafigi gortlmektedir. Bu grafie gore saf kitosan yaklasik 250°C’de erime
noktasini (Tm) gosteren erime piki vermistir. 300°C’nin Uzerinde ise bozunmanin

gerceklestigi gdozlenmistir.

U mg
L 3

50 100 50 200 250 00 o P e
)

Sekil 4.7. Ticari kitosana icin DSC diagrami
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Tuz ile ¢apraz baglanmis kitosan jelde (D2 jeli) ayni sicaklikta kitosana ait Tm
bulunurken, yaklasik 80-100°C civarinda tuzun ¢6zicusU olan suya ait buharlasma
piki yer almaktadir (Sekil 4.8). Burada serbest, zayif su molekdl ici baglari,
sicakhgin artisiyla dncelikli olarak ortamdan uzaklagsmaktadir. Sicaklik arttirildikga
daha guclu etkilesimler pargalanirlar. Benzer isil 6zellikler emdirme yontemiyle
BSA yuklenmig kitosan jelde de gozlenir (Sekil 4.9). Bu egride suyun buharlasma
piki daha belirgin goézlenmektedir. Bununla birlikte kitosanin Tm’si 225°C’ye
dusmektedir. Erime sicakligindaki bu azalma, literatlrle orantih olarak, BSA
molekullerinin kitosan zincirleri arasinda dagihimiyla agiklanabilmektedir. Yaklagik
325°C’de BSA igin bozunma piki gozlenmektedir. Her (i¢c egride de 400°C’nin
uzerine gikildiginda yapilarin bozundugu dusunulmektedir (Pawlak, A., Mucha M.,
2005).
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Sekil 4.8. D2 jeli icin DSC diagrami
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Sekil 4.9. Emdirme yontemi ile yliklenmis Kitosan/BSA jeli icin DSC diagrami

4.2.4. Mekanik Dayanim Testlerinin Sonuglari

0.5 ml GP tuzu ile ¢apraz baglanan kitosan membranin mekanik dayaniminin

belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen gekme testi sonucunda elde edilen gekme

dayanimi ve uzama degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Mekanik dayanim test sonugclari

Membran tipi Kopmadaki uzama | Cekme dayanimi Normalize cekme
(%) (KN/m) dayanimi
(MPa)
0.5 ml GP tuzu ile
capraz bagli 139.99 0.2285 40.95

kitosan membran

Sonuglardan da anlasilacagi Uzere ¢apraz bagli kitosan membran, oldukca yuksek

bir cekme dayanimina sahiptir. Kitosan dogal polimerinin dogasi geregi bu

beklenen bir sonucgtur. Ayrica tuz ile g¢apraz baglanmanin mekanik dayanimi

arttiric etkisi vardir. Orneklerde kalan nemin mekanik dayanima olumsuz etkileri
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mevcut olabilir. Sekil 4.10de 0.5 ml GP tuzu ile gapraz baglanmis kitosan

membrana ait cekme egrisi verilmigtir.

1,00
075

0,50

TN
0,25 ’,/ H

|

”~ |

apn W . -
0,000 60,00 1000 150,0 2000

Kopmadaki Uzama (%)

Cekme (N/mm?

‘QP—

Sekil 4.10. 0.5 ml GP tuzu ile gapraz baglanmig kitosan membrana ait gekme

egrisi
4.2.5. CLSM Analiz Sonuglar

Kitosan jellere hem emdirme, hem de capraz baglama yontemi ile yuklenen
BSA'nin jel igindeki U¢ boyutlu dagihiminin goézlenebilmesi amaciyla CLSM
analizleri yapiimigtir. FITC ile isaretlenmis BSA ile yuklenen dérneklerin Confocal

mikroskop goéruntuleri Sekil 4.11°de verilmigtir.
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Sekil 4.11. BSA yukIu kitosan jellerin CLSM goruntulerl
a) Emdirme yontemi ile BSA yUKklu jel (x 40 buyutme)

b) Emdirme yontemi ile BSA yuUkKlu jel (x 63 buyutme)
c) Capraz baglama ydntemi ile BSA yuklu jel (x 40 blyttme)
d) Capraz baglama yontemi ile BSA yUklu jel (x 63 buyutme)

Fotograflarda gorulecegi Uzere, ¢apraz baglama yontemi ile yuklenmis BSA, jel
icerisinde daha homojen bigimde vyayilmistir. Bu da SEM goruantilerini
desteklemektedir. Ayrica, emdirme ile yukleme isleminde yeterli miktarda BSA jele

girememigtir.
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4.2.6. Viskozimetrik Analiz Sonugclari

Oda sicakhginda c¢ozelti halinde bulunan, vucut sicakliginda jel haline gecgen
kitosan jellerin, sicaklik artisiyla birlikte viskozitesinde olusan degisiklikleri
g6zlemek amaciyla yapilan analizlerin sonuglari Sekil 4.12'de grafik olarak ifade
edilmigtir.

Bu grafie gore viskozite artigi yaklasik 40°C’ye kadar dogrusal devam ederken,
daha yiksek sicakliklara cikildiginda dogrusalliktan sapmalar gorilmastiir. 100°C

sicaklikta ise veri alinamadan jelin bozundugu saptanmistir.
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Sekil 4.12. Kitosan ¢dzeltisinde sicaklikla viskozite degisimi
4.3. Sisme Deneyleri

Sunulan ¢alisma, membranlarin sisme davraniglarinin incelenmesi amaciyla
degisik ¢apraz baglayici tuz oranlarina sahip (0.25 ml, 0.50 ml, 0.75 ml, 1.00 ml
GP tuzu) kitosan jellerle ylritilmustir. Sisme deneyleri, 37°C’de, fosfat tampon
cozeltisinde (PBS, pH=7.4) gercgeklestiriimistir. Belirli zaman araliklarinda
ortamdan uzaklastirilan orneklerin sisme degerleri (% su igerigi) Es. 3.1
kullanilarak kuru temelde hesaplanmistir. Elde edilen veriler zamana karsi grafige
gegirilerek membranlara ait sisme edrileri elde edilmistir. Sekil 4.13 ‘de verilen
zamana bagli bu sisme egrileri ile tm membranlarin 180inci dakikaya kadar olan
sisme kinetikleri karsilastinimaktadir. D1, D2, D3, D4 sirasiyla 0.25 ml, 0.50 ml,

0.75 ml, 1.00 ml GP tuzu ile hazirlanmig kitosan membranlari ifade etmektedir.
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Sekil 4.13. Degisik capraz baglayici oranlariyla hazirlanan kitosan membranlara

ait sisme sonugclari

Sekil 4.13’de goéruldugu gibi butin membranlarda ilk 20 dakikada ani bir sisme
gorulmus ve membranlar yaklasik 50 dakikanin sonunda denge sisme degerlerine
ulasmiglardir. Fakat denge sisme degerleri karsilastirildiginda (Cizelge 4.5)
gorulmektedir ki 0.75 ml ve 1.00 ml miktarlarinda ¢apraz baglayici kullanilarak
hazirlanan jeller diger (0.25 ml ve 0.50 ml) jellere oranla daha dusuk denge sisme
degerlerine sahiptirler. Yapilarda olusan bu fark c¢apraz baglanma ile
aciklanabilmektedir. Capraz baglarin varligi ¢dézinmeyi engelleyip yapiya su
difizyonunu zorlastirmaktadir. Bu nedenle capraz baglayici miktarinin artigiyla
gerceklesen dusuk denge sisme degerleri beklenen bir davranistir. Ancak 0.75 ml
ve 1.00 ml GP tuzlariyla hazirlanan membranlarda beklenen davranig
g6zlenememigstir. Bunun nedenini jellesme ve kurutma sirasinda yapilarda gorilen
ve homojen olmayan kristallenme olarak acgiklamak mumkinddr. Tum bu

aciklamalar SEM fotograflari ile de desteklenmektedir.
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Cizelge 4.5. Capraz baglayici miktarina gore jellerin denge sisme degerleri

Kitosan EWC (%)
membran

D1 2675
D2 2935
D3 16515
D4 19315

4.3.1. Sisme Kinetiginin Matematiksel Analizi

ilac salim uygulamalarinda ve tasinim mekanizmalarinin karakterizasyonunda
daha once de belirtildigi Uzere “gu¢ kanunu yasas!” (Es.2.1) onem kazanmaktadir.
Bu esitlik, ¢cozucunin polimerdeki genel (sadece Fickian difuzyon degil) taginim
davranisini tanimlamak igin kullaniir ve n degerine bagll olarak diflizyon
mekanizmasinin tarinu aciklar. Farkli maddelerin absorpsiyon ve desorpsiyon
hizlarini karsilastirmada kullanilan bu esitligin  kullanimindaki bu zorluk; k
degerinin n degerine bagh olmasidir. Clinkd sadece ayni n degerine sahip
maddeler icin direkt olarak k degerlerinin karsilastiriimasi mimkuindir. n Usteli,
Es.2.1'in logaritmasi alinarak hesaplanabilir. Es. 4.1’deki verilerin logaritmik
eksende grafige geciriimesi ve lineer regresyon ile dogrunun egiminin

hesaplanmasi ve n degerinin bulunmasi mamkundur.
F=log(Mt/Mx)=logk + nlogt (4.1)

Burada Mt ve Mwx, sirasiyla t aninda ve dengede salinan ilag miktarini, k bir oranti
sabitini ve n diflzyonel Usteli gosterir. Ritger ve Peppas n katsayisina dayanarak
Fickian ve non-Fickian difuzyon davranigini incelemigler ve farkli geometrik
sekillerdeki polimerik sistemlerden salim igin modeller gelistirmislerdir (Ritger ve
Peppas, 1987).

D1, D2, D3, ve D4 ornekleri icin kesirsel sisme degerleri, Mt/Mwo, zamana karsi

grafie gegcirilerek Sekil 4.14'de yer alan egriler elde edilmigtir. Bu grafikler,
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drneklerin denge sismesine ulasma cabuklugunu géstermektedir. Ornekler denge
sismesine ulagsma zamani agisindan degerlendirildiginde aralarindaki iliskinin
D1>D2>D3>D4 seklinde oldugu gorulmektedir.

——D1
—a—D2
——D3
—— D4

0 * T I I

0 50 100 150 200
t (dakika)

Sekil 4.14. Calisma kapsaminda hazirlanan membranlarin kesirsel sisme(F)-
zaman egrileri

log F degerleri log t degerlerine karsi grafige gegcirilmis ve lineer regresyon ile
dogru egimleri hesaplanarak bulunan n ve k degerleri, regresyon katsayilari (R?)

ile birlikte Cizelge 4.6.’da tim 6rnekler icin verilmigtir.

Cizelge 4.6. Tiim drnekler igin n, k ve R? degerleri

Membran n k R?
Ornekleri
D1 0.52 0.21 0.95
D2 0.58 0.22 0.97
D3 0.57 0.31 0.89
D4 0.37 0.26 0.93

Cizelgedeki degerlerden agikga goérulecegi gibi D1, D2, D3 ornekleri icin n
degerleri 0.50 civarindadir. ilgili literatirde de belirtildigi gibi film halindeki
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malzemeler igin 0.50<n<1.0 arah@ difizyon mekanizmasinin non-Fickian
oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla sicaklik duyarli, kitosan jellerden BSA
difizyonu non-Fickian mekanizmasi seklinde gergeklestiginden protein salimini
karakterize etmek Uzere diflzyon katsayisi hesaplamasi yapilamamigstir. D4
orneginde ise n degeri 0.45°den duguktur. Bunun sebebi yuksek g¢apraz baglayici
miktar1 olarak agiklanabilir. Ayni cizelge de yer alan k degerleri ise, hidrojelin
Ozelligine (monomer/capraz baglayici orani) ve ¢Ozucu karakteristigine baghdir.
Cizelgede goruldugu gibi k degerleri birbirlerine ¢ok yakindir ki bu da beklenen bir

sonugtur.
4.4. Jellerden BSA Salimi ile ilgili Sonuglar ve Tartigiimasi

Gunumuzde peptid ve proteinler ¢ok cesitli hastaliklarin tedavisinde kullaniimak
uzere yeterli miktarlarda Uretilmelerine ragmen, sahip olduklari makromolekuler
yap! ve yuksek molekul agirligi nedeniyle vicuda etkin bir bigimde verilebilmeleri
halen sorun yaratmaktadir. Klinik uygulamalarda en ¢ok kullanilan yontem makro
molekuler ilaglarin oral yolla alimidir. Ancak oral yolla ilacin vicuda veriliginde,
membran-gegcirgenliginin dusuklugu ve ilacin mide-bagirsak kanalindaki (Gl kanal)
enzim ve asitlerce hidrolize ugramasi ve bozunmasina bagh olarak ¢ok dusuk
“‘biyoyararlanim” elde edilmektedir. Bu nedenle, hem protein ilacin kararhligini
arttirmak, hem de fizyolojik etkenlerden kaynakli zararlari onlemek amaciyla

enjeksiyon yontemi kullaniimaktadir.

Enjeksiyon yonteminde karsilan en blyuk problem, ilacin enjekte edildigi bolgeye
yuksek oranda etki etmesi, asil istenilen bolgede etkisinin azalmasidir. Bu nedenle
ilacin istenilen bolgede salimini saglamak buylk onem tagimaktadir. Sicaklik
duyarli, sol-jel gegis 06zelligine sahip, gliseril fosfat disodyum tuzuyla bagl kitosan
hidrojeller blyuk avantaj saglamaktadir. Daha 6ncede bahsedildigi gibi blyuk
molekullt proteinler kitosan membranlara yuklenmekte, ardindan oda sicakliginda
¢cOzelti fazinda bulunan polimer-etken madde bilegsimi vucut sicakhginda fizyolojik
ortama verildiginde, jellesme gorulmektedir. Boylece polimer istenilen bdlgede

jelleserek etken maddeyi salmaktadir.
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Sunulan g¢alismada; sentez ve karakterizasyon asamasinda elde edilen sonuglara
gore 0.5 ml GP tuzu kullanilarak gapraz baglanmis 6rnegin protein tasiyici sistem

olarak secilmesine karar verilmistir.

Bu hidrojel en ylksek sisme kapasitesine sahiptir. Ayrica hidrojel beklenen
optimum jellesme suresini verebilmistir. Jellesme, diger jellere gore daha kisa
surede gerceklesmekte ve kurutma sirasinda yapinin karakterizasyonunu
etkileyecek kristallenmeler olusmamaktadir. Yapi oda sicakhiginda (25°C)
kararlihgini uzun sure koruyabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi 0.5 ml GP tuzu ile
hazirlanan hidrojel protein ilaglarin saliminda tasiyici sistem olarak uygun
gorulmus ve bu jele model protein olarak secilen 65000 Dalton molekul agirligina
sahip sigir serum albumin’i (BSA) yuklenerek, ila¢ salim c¢aligmalari
gerceklestiriimistir. Asagida jellere BSA yuklenmesi ve salimina yonelik sonuglar

verilerek, gerekli tartismalar yapilmistir.
4.4.1. Hidrojellere Protein Yuklenmesi

Karakterizasyon calismalari sonucunda belirlenen jele (D2), BSA yuklemesi iki
farkli yontem ile gerceklestiriimigtir. Yontemlerin ayrintilari Bolim 3.4.1'de
verilmistir. ilk yéntemde jelin sisme kapasitesinden faydalaniimistir. Emdirerek
yukleme, PBS tamponunda ¢6ziinen BSA'nin 2 farkli konsantrasyonunda (1 ve 3
mg/ml), oda sicakliginda gerceklegtirilmistir. YUklemenin oda sicakhgdinda
yapiimasinin nedeni klinik uygulamalar i¢in oda sicakliginin en uygun olmasi ve
ayrica kitosanin yapisi geregi bu sicaklhkta maksimum yudklemenin

yapilabilmesidir.

ikinci yéntem ise klinik uygulamalar igin tercih edilen, gapraz baglama sirasinda
yapilya ilacin hapsedilmesidir. Bu yontemde yapiya hapsedilen BSA miktari
emdirme yonteminde jelin alabildigi maksimum protein miktari ile ayni tutulmustur
(0.0136 g). Ikinci olarak da yapiya, PBS ortaminda c¢dzdirilmis BSA‘dan
(dmg/ml), ayni miktara karsilik gelecek kadar protein ¢ozelti formunda

hapsedilmigtir. Her iki ydntemde oda sicakliginda gergeklestiriimistir.

Emdirme islemi ile yUkleme miktari, floresan spektrofotometresi ile belirlenmistir.
Literatir taramasi sonucunda floresan spektrofotometresinde uyarilma dalga

boyu=280 nm, emisyon dalga boyu=342 nm olarak secilmistir. Calismada BSA’'nin
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tyroptophan grubu Uzerinden yapilan analizlerde caligilan sicaklikta protein
yapisinda denatlrasyon olmadigi bilinmektedir. BSA model proteininin florimetrik

yontemde kullanilan kalibrasyon grafigi EK. 2'de verilmistir.

Yiiklenen BSA Miktarinin Cozelti Konsantrasyonu ile Degilimi

Sekil 4.15’de verilen egrilerden anlasilacagi gibi ilk 1 saatte hizli bir yikleme
gerceklesmektedir. Ayrica 3 mg/ml'lik BSA c¢ozeltisinden yuklenen miktar 1
mg/ml’'lik ¢cozeltiden yuklenen miktara gore oldukca fazladir ki bu da beklenen bir
sonugtur. Bu sonug, yuksek konsantrasyonda jeldeki protein miktarinin artisi ve
buna bagh olarak da BSA’nin jelden difizyonu ile siricu gucun (konsantrasyon
farki) artistyla aciklanabilir. On calismalarda BSA konsantrasyonu 3 mg/ml’nin
uzerine ¢iktiginda salim degerlerinin fazlaca degismedigi ve jelde kisa surede

parcalanma oldugu gorulmasgtar.

L 2
L 2
L 4

—— 3 mg/ml

—&—1 mg/ml

Yuklenen BSA mik. (mg/mg kuru
jel)

t (saat)

Sekil 4.15. Cozelti konsantrasyonunun BSA yuklemesine etkisi
a) Baslangi¢ ¢ozelti konsantrasyonu: 3 mg/mi

b) Baslangi¢ ¢ozelti konsantrasyonu: 1 mg/ml

Cok hizli gergeklesen yuklemelerde 3 mg/ml’lik ¢ézeltiden 29.72 mg BSA/g kuru
jel, 1 mg/ml’lik ¢bzeltiden 3.36 mg BSA/g kuru jel miktarlarinda BSA yuklenmistir.
Capraz baglama yonteminde emdirme yonteminde yuklenen miktar olan 0.0136 g

BSA hem kuru, hem de 5 mg/ml BSA ¢dzeltisinden 2.6 ml ile yuklenmigstir
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4.4.2. Protein Salim Kinetigi ile ilgili Sonuglar

Deneysel ¢alisma kisminda agiklandigi gibi salim ¢aligmalarinda florimetrik olarak
tayin edilen salim miktarlarindan yararlanilarak kimdulatif salim degerleri
hesaplanmig ve salinan BSA degerleri, mg/g kuru polimer ve %salim olarak
zamana karsi grafige gecirilmistir. Kimulatif salim degerlerinin hesaplanmasiyla

ilgili veriler EK 3.1°de verilmigtir.

Model sistemde BSA salimi

Madde miktarlari belli olan S1, S2, S3, S4 jellere, 3 mg/ml ve 1mg/ml
konsantrasyonlarinda olan BSA c¢ozeltilerinden emdirme yontemiyle ve 0.0136 g
BSA hem kuru halde, hem de 5 mg/ml BSA ¢dzeltisinden (2.6 ml) ¢gapraz baglama
yontemiyle yuUklendikten sonra salim iglemine gegcilmigtir. Jellerin ozellikleri ve
simgeleri Cizelge 4.7'de verilmigtir. Salim c¢alismasi, sistemin vicut icerisinde
kullanimi igin tasarlandigindan viicut i¢i sicaklikta, (37°C) ve fizyolojik pH'da

(pH=7,4) yuratalmustar.

Cizelge 4.7. BSA saliminda kullanilan jellerin* 6zellikleri ve simgeleri

Jellerin Yukleme Yuklenenecek | Yuklenen BSA
simgeleri yontemi BSA ¢coz. miktari
konantrasyonu | (mg/g kuru jel)
S1 Emdirme 3 mg/ml 29.72
S2 Emdirme 1 mg/ml 3.36
S3 Capraz - 13.60
baglama
S4 Capraz - 13.60
baglama

* Cizelgedeki tim jeller D2 bilesiminde olup BSA yiiklemesi sonrasinda degisik yiikleme

miktarlarina sahip jeller S1, S2, S3, S4 olarak kodlanmistir.

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de zamana karsi % salinan BSA miktari verilmigtir. S2
jeline yuklenen miktarin cok az olmasi nedeniyle salim calismalarinda S1 jeli

kullanilmigtir. Emdirme yontemi kullanilarak yuklenen bu jelden salim yaklasik
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350inci saatte denge degerine ulagsmistir. S1 jelinden salim yaklasik %92, S3
jelinden salim yaklasik %85, S4 jelinden salim yaklasik %48’dir.

Batun jellerde ilk 8 saatte hizli bir salim gerceklesmekte (burst effect) ardindan
salim hizi yavaslamaktadir. Sekil 4.18 ve Sekil 4.19' de ilk 5 saatte jellerden
salinan BSA miktarlari % salim cinsinden verilmistir. Sekillerde goruldigu gibi
jellerden salim ilk 1 saatin i¢cinde ¢ok hizli gergeklesmekte ve salinacak miktarlarin
biiyiik ¢cogunlugu salinmaktadir. ilk saatlerde gergeklesen hizli salimin baslica
nedeni, yukleme sonrasinda jelin kurutulmasidir. Kurutulan jel hizla salim
ortaminda sismekte bu sisme sonrasinda jel ile salim ortami arasinda olusan
yuksek konsantrasyon farkindan kaynakli burst effect goériimektedir. Sekil 4.18 ve
Sekil 4.19'da ilk 5 saatte jellerden salinan BSA miktarlari % salim cinsinden

verilmistir.

100
80
60
40
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% Salim

0 100 200 300 400
t (saat)

Sekil 4.16. Emdirme yontemi kullanilarak yuklenmis S1 jelinden BSA salimi (T=
37°C, pH=7.4)
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Sekil 4.17. Capraz baglama yontemi kullanilarak yuklenmis jellerden salim

Sekil 4.17°de goruldigu gibi S3 jelinden salinan BSA miktari S4 jelinden salinan
BSA miktarindan daha fazladir. Bunun nedeni ytkleme sirasinda toz halde ¢apraz
baglanan BSA’nin jelin tamamina homojen olarak dagildigi soylenebilir. BSA
¢ozeltisi kullanilarak gapraz baglamada ise BSA model proteini jelin i¢ kisimlarinda

hapsolmus (burst effect) ve etkin salim gergeklesememisgtir.

Sonug olarak BSA model proteinin salimi icin emdirme yontemiyle yiklenen jelden
salim daha verimli bulunmustur. Ayrica yukleme konsantrasyonunda optimum

deger olan 3 mg/ml uygun gorulmusgtur.
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t (saat)

Sekil 4.18. Emdirme yontemi kullanilarak yuklenmis S1 jelinden ilk 5 saatte BSA

salimi

——S3

% Salim

—a— 54

t (saat)

Sekil 4.19. Capraz baglanma yontemi kullanilarak yuklenmis jellerden ilk 5 saatte
BSA salim

4.4.3. BSA Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi

ilag saliminin, hidrojel matrise ¢dziicli molekiillerinin girisi ve ardindan matrisin
sismesiyle kontrol edildigi sistemlere “sisme kontrolli sistemler” denir. Bu
sistemlerde, ila¢ baslangi¢gta camsi polimerde ¢dzunur veya dagilir. Biyolojik
akigkanla temas haline gelindiginde ise polimer matris gismeye baslar ve
polimerde iki ayri faz gozlenir; icteki camsi faz ve sisen kaucugumsu faz. ilag

molekulleri polimerin kaugugumsu fazindan disari difuzlenebilirler. Yani, polimerin
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camsi kismindan disari ilag difuzlenmesi olmadigindan ilag salimi, camsi
kaugugumsu ara yuzeyin hizi ve pozisyonuyla kontrol edilir. Camsi-kaugugumsu
ara yuzeyde makromolekiler gevseme olayl meydana gelir ve bu, ila¢g salimini
onemli derecede etkiler. Makromolekller gevsemenin ilag salim mekanizmasi
uzerindeki bagil etkisi, deneysel verilerin Es. 2.1.’ye uydurulmasiyla kolayca tayin
edilebilir. Ancak bu egitlik, salinan toplam ilag miktarinin ilk %60 igin uygulanabilir
(Peppas ve ark., 2000).

Bu calismada da yukaridaki bilgilerin 1siginda hidrojellerden BSA samlinda
difizyon mekanizmasinin tariinu belirlemek Gzere Es.2.1 kullaniimistir. n Usteli, bu
esitlikteki verilerin logaritmik eksende grafige geciriimesi ve lineer regresyon ile
dogru egiminin hesaplanmasiyla bulunmustur. Cizelge 4.8’de tum jellerden salima

ait n ve k degerleri, regresyon katsayilari ile birlikte topluca sunulmustur.

Cizelge 4.8. Salimda calismalarinda kullanilan tiim &rnekler icin n, k ve R?

degerleri
Membran n k R?
Ornekleri
S1 0.18 0.21 0.90
S3 0.21 0.28 0.99
S4 0.21 0.31 0.98

Cizelgede goruldugu gibi, n degerleri 0.50'de kuguktur. Bu da salimin Fick

yasasina uymadigini gostermektedir.
4.5. Jellerden 5-FU Salimi ile ilgili Sonugclar ve Tartisiimasi

Tez galismasinin onceki kisimlarinda sicaklik duyarli, sol-jel gegis 6zelligine sahip
kitosan hidrojellerden, buyuk moleklulld BSA proteinin yukleme ve salimi
incelenmistir. Calismanin bu kisminda model olarak segilen jelden kiguk
molekulld bir ilag olan 5-fluorouracil’in (MA=130.1), in-vitro ve in-vivo ortamlarda

yukleme ve salim sonuglari verilecektir.
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4.5.1. In-vitro Ortamda Jellerden 5-FU Salimi

In-vitro kosullarda emdirme yonteminin uygulamasi icin %10’luk 5-FU c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Ortalama yUklenen miktar UV spektrofotometresi ile 22.36 mg/g
kuru hidrojel olarak belirlenmigtir. Madde miktari belli olan kitosan jele “emdirme”
yontemi ile ydklenen 5-FU icin % salim sonuglari Sekil 4.20.’de verilmigtir. 160
saatlik surede salimini tamamlayan 5-FU, yaklasik ylklenen miktarin %75’ini
salmigtir. Salim sonuglari ile ilgili veriler EK. 6’da verilmigtir
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Sekil 4.20. In-vitro ortamda kitosan jellerden 5-FU salimi (T=37°C, pH=7.4)
4.5.2. In-vivo Ortamda Jellerden 5-FU Salimi

Daha oncede belirtildigi gibi, in-vivo ortamda siganlar ile yapilan galigmalarda,
etken maddenin tayini igin, HPLC cihazinin UV dedektorid kullaniimistir. HPLC
cihazi icin, 5-FU kalibrasyon grafigi EK.5’de verilmistir. Jele, 1.2 mg 5-FU, ¢apraz
baglama yontemiyle yuklenmig, ve hayvana kas ici enjeksiyonla verilmigstir. Kontrol
icin ayni miktarda (1.2 mg) 5-FU jele yukleme yapilmadan, hayvana kas igi
enjeksiyonla verilmistir. Hayvandan, 6n calismalarda belirlenen, 51 saat boyunca,
5-FU salimi izlenmistir.Enjeksiyondan 1 saat sonra alinan kan plazmasindaki 5-FU
miktarinin HPLC ile tayinine ait kromotogram o6rnegi Sekil 4.21°de verilmistir.
HPLC kromotogram incelemeleri yapilirken oncelikle madde miktari aranilan

maddenin kaginci dakikalarda pik verdigi arastirilir. Buna bagli olarak oncelikle
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cihazda saf 5-FU pikinin zamani belirlenmistir. Daha sonra arastirmada kullanilan
cihazin yazici tirine bagh olarak, genel uygulamalardan farkli sekilde pik-alan

hesaplamalari yerine pik-boy hesaplamalari yapiimistir.

Salinan madde miktarini belirlemede karsilagilan en buyuk gugluk, HPLC
cihazinda dusuk molekul agirhgina sahip olan 5-FU etken maddesinin buyuk
molekulli proteinlere sahip kan plazmasi igerisinde okunamamasi olmustur.
Kontrol grubundaki siganlara degdisik dozlarda verilen saf 5-FU, tum metabolik
faaliyetlere ragmen plazma igerisinde cihaz tarafindan okunabilirken, jellere
yuklendikten sonra, dusik salim vylzdesi ile birlikte plazma igerisinde tayin
edilememistir. Bu problemi yenmek amaciyla, HPLC cihazinda 250 mm
uzunlugunda, 2.5 mm ¢apinda, 5 um partikul boyutlu 6zel C18 kolon kullaniimigtir.
Ayrica HPLC cihazlarinda tasiyici faz olarak kullanilan tampon igeriginde cesitli
degisiklikler yapilmistir. Tampon olarak,%99 (h/h) esit hacimde 1/15 M KH,POy, ile
1/15 M NayHPO4 ve %1 (h/h) asetonitril kullaniimistir. HPLC analiz sonuglarina

dair kromotogram ornegi Sekil 4.21°de verilmigtir.

TF
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Sekil 4.21. In-vivo salim ¢alismalari igin kullanilan HPLC kromotogram 6rnegi

In-vivo deneyler, hem klinik ¢alismalarda sicaklik duyarli, enjekte edilebilir kitosan
jellerin uygulama kolayligini ve verimini gostermesi agisindan hem de, 5-FU anti-
kanserojen maddesinin Kkotrolll bir bicimde saliminin saglanmasi agisindan énem

tasimaktadir.

In-vivo ortamda salim sonugclari ile ilgili veriler EK. 7'de sunulmustur. Etken
maddenin in-vivo ortamda kontrol olarak salimi ve jelden salim egrileri Sekil 4.22,
Sekil 4.23’de verilmigtir.
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Sekil 4.22. 1.2 mg 5-FU’nun kas i¢i enjeksiyon sonrasi salim kinetigi
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Sekil 4.23. 1.2 mg 5-FU ile yuklenmis kitosan jellerin kas ic¢i enjeksiyonu

sonrasinda salim kinetigi

In-vivo salim g¢alismalari sonucunda jele yukleme yapilmadan enjekte edilen 5-

FU'nun saliminda yaklagik 20.5 ug madde salinmigtir. Jelle birlikte verilen 5-
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FU’nun ise yaklasik 0.4 pg salinmigtir. Sicanlarin metabolik faaliyetleri g6z 6éntinde

bulunduruldugunda bu beklenen bir sonugtur.

Hazirlanan tez ¢alismasinda genel olarak amag; etkili ve yuksek hasta uyumlulugu
saglayabilen ila¢ salim sistemi olusturabilmektir. Bu amacgta kastedilen, dogru
konsantrasyonda, dogru yere, istenilen peryotta ve zamanda ila¢ salimidir (Misirlis
D., 2005). Bu kapsam da pek ¢ok calisma yurutulmagstir. Benzer bir ¢alisma
yuruten Bhattarai N. ve arkadaslarinin 2005 yilinda hazirladiklari ¢galigmada GP
tuzu ile notralize edilen kitosan, PEG polimerinin gdvdesine takilmistir. Olusan bu
polimerin 10-45°C araliginda jellestigi ancak sentez kisminda cok fazla polimer
kaybi yasandigi belirtiimistir. In-vitro salim galismalarinda son konsantrasyon 200-
1000 mg/ml olacak miktarda BSA jele ¢apraz baglama yontemi ile yuklenmigtir.
Degisik oranlarda sentezlenen jellerle yuratulen kimdalatif salim ¢alismalarinda ilk
5 dakikada ilacin %52-67’sinin salindigi, sallmin 70 saatte sonlandigi
belirlenmistir. Toplam ilacin %70-80’inin salindig1 goézlenmistir. Ayni ¢alismanin
ikinci kisminda, genipin gapraz baglayici ajan olarak kullaniimig ve BSA ile benzer

salim egrileri elde edilmigtir.

Tez kapsaminda vydratilen bu c¢alisma da ise in-vitro ortamda hem
makromolekiller yapidaki BSA, hem de dusik molekil agdirhgina sahip 5-FU
incelenmistir. Burada dikkati ceken en 6nemli nokta her iki yapi ile yuratilen salim
c¢alismalarinda ilk saatlerde hizl bir salim gorilse de ¢alismalarin tamaminin uzun
sureli olusudur. BSA ile yurutilen salim ¢alismasi yaklasik 350. saatte son bulup,
yuklenen BSA’nin ~%90’ni salinmistir. 5-FU ile yUrutulen ¢alisma ise yaklasik 150
saat surmus ve ilacin ~%75'i salinmistir. Buyuk molekul agirlikli BSA'nin, 5-FU’ya
gbre daha uzun siUrede ve daha yuksek oranda salinmasi beklenen bir sonugtur

ve bahsedilen benzer ¢alismalara gore de Ustunlik saglamaktadir.

4.5.3. In-vivo Salim Caligmalari Sonrasinda Dokulara Uygulanan Histolojik

inceleme Sonuglari

Histolojik incelemeler icin kullanilan tim preparatlar 200 buyutmede (X20) Olimpus
IX70 inverted mikroskop ile ¢ekilmistir. Sekil 4.24’de kontrol grubuna ait normal bir
cizgili kas dokusu ve kontrol grubu ile ayni ozellikleri tasiyan kas dokusunun

histolojik kesitleri gosterilmigtir. Hucreler normal boyutlarinda ve duzgin
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sekillidirler. Cekirdekleri normal olarak boyanmis ve hicredeki lokalizasyonlarinda

herhangi bir anormallik gozlenmemigtir.

(a) (b)
Sekil 4.24. Histolojik kesit

a) kontrol dokusu
b) kontrol grubu ile ayni dzellikleri tagiyan kas dokusu

Sekil 4.25’te kas doku igerisindeki kan damari gorulmektedir. Kan damari igindeki
kirmizi kan hucreleri gdézlenmektedir. Bu hucrelerde herhangi bir deformasyon
bulunmamaktadir. Kan damari geperi normal goruntusunde ve kalinhigindadir. Kan
damarinin gevresinde bir miktar hiperplazik etki goézlenmektedir. Mor olarak

boyanmis granulositler dokuda gorilmektedir.

Sekil 4.25. Kas doku igerisindeki kan damari
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Sekil 4.26’da kas doku ve etrafindaki bag dokusu goériimektedir.

Sekil 4.26. Kas doku ve etrafindaki bag dokusu

Histolojik inceleme ve makroskobik gozlem

Enjeksiyondan 1 hafta sonra siganlara dietil eter kullanilarak 6tenazi uygulanmis
ve kas dokusu ile birlikte doku cikartiimigtir. Doku g¢ikartilirken, herhangi bir
zorlamaya maruz kalmadan kas dokusunun birbirinden ayrildigi gorulmustar.
Ancak enjeksiyon ¢evresinde herhangi bir kanlanma veya fibroz doku olusumuna
rastlanmamistir. Sonug olarak, deney grubundaki histolojik kesitleri deney grubu

ile karsilastirdigimizda anormal bir olusum veya aktivite géze carpmamaktadir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasinda, ilk olarak sicaklik duyarli, sol-jel gegis 6zelligine sahip,
enjekte edilebilir hidrojeller sentezlenmigs ve karakterize edilmislerdir. Daha sonra
hazirlanan jellere in-vitro ortamda BSA ve 5-FU vyuklenip salim kinetikleri
incelenmistir. Tez galismasinin son kisminda in-vivo ortamda 5-FU yUkIu jellerden
ila¢c salimi incelenmis ve salim sonrasinda dokular Uzerinde histolojik ¢alismalar

yapilmistir.

o Sicaklik duyarli, enjekte edilebilir, sol-jel gecis 06zelliine sahip kitosan
hidrojeller gliseril fosfat disodyum tuzunun ¢apraz baglayici olarak kullaniimasiyla
fiziksel olarak ¢apraz baglanmistir. Capraz baglanmanin hidrofobik etkilesimler ile
gerceklestigi dusunulmektedir. Kitosanin dogal bir polimer olusu, ylksek
biyouyumlulugu ve ¢apraz baglanma sirasinda herhangi bir kimyasal modifikasyon
olusmamasi kitosan jellerin uygun ve guvenilir bir biyomalzeme olarak kullanimini

saglamaktadir.

o Hidrojel Uretiminde kitosan dogal polimeri 0.1 Mhk hidroklorik asit
¢ozeltisinde ¢ozdurulmustur. Capraz baglanmada kullanilan tuz 560 mg/ml su
konsantrasyonunda hazirlanmigtir. Hidrojeller bu konsantrasyonda degisik
hacimlerde (0.25 ml, 0.50 ml, 0.75 ml ve 1.00ml) tuz kullanilarak ¢6zucu

buharlastirma yontemi ile sentezlenmiglerdir.

o Degisik oranlarda ¢apraz baglayici ile hazirlanan jeller, jellesme sireleri ve
mekanik dayanimlari goz onunde bulundurularak yukleme ve salim galismalarinda
kullanilmak Uzere incelenmislerdir. 0.25 ml tuz kullanilarak sentezlenen jelin
jellesme suresinin ¢ok uzun, mekanik dayaniminin dusuk oldugu gozlenmigtir.
Yuksek miktarda tuz kullanilarak hazirlanan jellerde ise kurutma sirasinda
kristallenmeler gdézlenmistir. Sonu¢ olarak optimum jellesme suresine sahip,
mekanik olarak dayanikli, 0.50 ml hacminde tuz (0.50 ml tuz/9.5 ml kitosan-HCI)
ile capraz baglanan jel secilmistir. Olugsan jel seffaftir ve mekanik dayanimi

yuksektir.

o Degisik hacimlerde tuz kullanilarak hazirlanan jeller FT-IR spektrumu ile

karakterize  edilmiglerdir. FT-IR sonuglarinda c¢apraz baglayici orani
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degistiriimesine karsin piklerin yerlerinde degisiklik olmadigi gozlenmigtir. Fiziksel

olarak ¢gapraz baglanmis jellerde bu beklenen bir sonugtur.

FT-IR diagramlarinda 3125-3550 cm™ dalga sayisinda yiiksek bir —OH geriimesi
g6zlenmistir. Jellere BSA ylUklemesi sonrasinda (emdirme ve c¢apraz baglama
yontemleri ile) alinan FT-IR spektrumlarinin ticari kitosan ve 0.50 ml tuz ile ¢apraz
baglanan jele ait spektruma benzedigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak emdirme
yontemi ile yuklenmis jellerde herhangi bir kimyasal degisim olusmamistir. Capraz
baglanma yontemi ile BSA yuklenmis jellerde, saf kitosan pellette dusik siddette

(2850 cm™" dalga sayisinda) bulunan -CH gerilmesi belirginlesmistir.

o Jellerin yUkleme sonrasinda yuzey ve kesit 6zelliklerinin belirlenebilmesi
amaclyla SEM fotograflari cekilmistir. YUzey ve kesit fotograflarinda kitosan
uzerinde kurutma sirasinda olusan catlaklar ve jelin i¢ bolgelerine kadar uzanan
gozenekler gorulebilmigtir. Yukleme sirasinda BSA’nin jelin i¢c bdlgelerinde
toplandigi ve homojen yayilmadidi, ¢apraz baglama sirasinda jelin igerisine

hapsedilen 5-FU’nun, homojen bir dagihm sergiledigi gdzlenmigtir.

o Jellerin 1sil davranislarinin gozlenebilmesi amaciyla 40-450°C sicaklik
araliginda egzotermik DSC analizleri yapiimigtir. Ticari kitosanin erime sicakhgi,
Tm, yaklasik 250°C olarak belirlenmistir. Tuz ile capraz baglanmis kitosan jelde
ayni sicaklikta kitosana ait Tm bulunurken, yaklagik 80-100°C civarinda tuzun
¢o6zlcusu olan suya ait buharlagsma piki yer almaktadir. Emdirme yontemiyle BSA
yliklenmis kitosan jelde kitosanin Tm’si 225°C’ye diismektedir. Yaklasik 325°C’de
BSA icin bozunma piki gézlenmektedir. 400°C’nin Uzerine ¢ikildiginda yapilarin

bozundugu dusunulmektedir.

° 0.50 ml GP tuzu ile capraz baglanan kitosan membranin mekanik
dayaniminin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen gekme testi sonucunda gekme
dayanimi ve uzama degerleri elde edilmistir. Kopmadaki uzama yaklasik % 140,
cekme dayanimi 0.2285 kN/m, normalize ¢ekme dayanimi 40.95 MPa olarak

saptanmigtir.

o Kitosan jellere hem emdirme, hem de ¢apraz baglama yontemi ile yuklenen
BSA’nin jel igindeki U¢ boyutlu dagihiminin goézlenebilmesi amaciyla CLSM

analizleri yapilmistir. FITC ile isaretlenmis BSA ile ylklenen jellerin iginde
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maddenin homojen olarak dagiimadi§i gézlenmis ve sonuglar SEM fotograflarini

desteklemistir.

o Oda sicakliginda c¢ozelti halinde bulunan, vicut sicakhidinda jel haline
gecen kitosan jellerin, sicaklik artigiyla birlikte viskozitesinde olusan degisiklikleri
g6zlemek (izere viskozimetrik dlglim yapilmistir. Olgim sonucunda viskozitenin
25°C ile 37°C arasinda dogrusal olarak degistigi, 40°C’nin lzerinde sicakliklarda

dogrusalliktan sapildigi gézlenmigtir.

o Fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, pH=7.4) icerisinde fizyolojik sicaklikta
gerceklestiriien sisme deneylerinde sismelerin  oldukga hizli  bir sekilde

gerceklestigi ve yaklasik ilk 20 dakika iginde sonlandigi gozlenmistir.

o Hidrojellere protein yuklemesi iki farkli yontemle yapilmistir. Emdirme
yonteminde 1 mg/ml ve 3 mg/ml'lik BSA ¢ozeltilerinden ¢ gun sureyle yikleme
yapilmistir. Cok hizli gergeklesen ylklemelerde 3 mg/ml’lik ¢dzeltiden 29.72 mg
BSA/g kuru jel, 1 mg/ml'lik ¢gozeltiden 3.36 mg BSA/g kuru jel miktarlarinda BSA
yuklenmigtir. Capraz baglama yonteminde emdirme yonteminde yUklenen
maksimum miktar olan 0.0136 g BSA hem kuru halde, hem de 5 mg/ml BSA

¢ozeltisinden 2.6 ml kullanilarak yuklenmigtir.

o Emdirme yontemi kullanilarak yuklenen jellerden salim yaklasik 350. saatte
denge degerine ulasmistir. Burada dikkati geken en dnemli nokta 1 mg/ml’lik BSA
¢ozeltisinden yuklenen jelden salimin digerleriyle kargilastirildiginda oldukga
dusuk yuzdeye sahip olugudur. 3 mg/ml’lik BSA ile yuklenen jelden salim yaklasik
%92, toz formunda bulunan BSA ile ¢apraz baglama yontemi ile yuklenen jelden
salim yaklasik %85 ve BSA c¢odzeltisi kullanilarak ¢apraz baglama yodntemi ile
yuklenen jelden salim vyaklasik %48’dir. Salim sonuglarinin  matematiksel
analizinde n, K, R? degerleri hesaplanmis ve salimin Fick yasasina uymadig

goOzlenmigtir.

o In-vitro kosullarda emdirme yodnteminin uygulanmasi igin %10’luk 5-FU
¢ozeltisi kullaniimistir. Ortalama yuklenen miktar UV spektrofotometresi ile 22.36
mg/g kuru hidrojel olarak belirlenmigtir. Salimini 160 saatte tamamlayan jel,

yuklenen 5-FU miktarinin yaklasik %75’ini salmistir.
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o In-vivo ortamda siganlar ile yapilan calismalarda, etken maddenin tayini
icin, HPLC cihazinin UV dedektora kullaniimistir. Jele, 1.2 mg 5-FU, c¢apraz
baglama ydntemiyle ylklenmis ve hayvana kas i¢i enjeksiyonla verilmistir. Kontrol
icin ayni miktarda (1.2 mg) 5-FU jele yukleme yapilmadan, hayvana kas igi
enjeksiyonla verilmistir. Hayvandan 61 saat boyunca 5-FU salimi izlenmigtir.
Kontrol olarak kullanilan sigcandan yaklasik 5 ug 5-FU salinirken, ila¢ yuklu jelden

salim yaklasik 0.27 pg olarak saptanmistir.

o 5-FU’'nun in-vivo ortamda salimi tamamlandiktan sonra dokular Uzerinde
histolojik calisma yapilmistir. Sonug¢ olarak, deney gurubundaki histolojik kesitleri
kontrol gurubu ile Kkargilagtirdigimizda anormal bir olusum veya aktivite

gozlenmemigtir.

Tum bu caligmalarin 1g1ginda incelenmesi kararlastirilan ve fiziksel yontemlerle
sentezlenen kitosan-GP dogal polimeri; kolay sentezi, karakterizasyonu ve amaca
yonelik sergiledigi sol-jel gecisi (viskozite dedisimi) ile avantajli konumdadir.
Sistem in-vitro ortamda hem kidgluk molekdl agirhikh ajanlarin, hem de
makromolekuler (protein bazl) yapilarin yuksek oranda ve uzun peryotta salimini
saglamaktadir. In-vivo ¢alismalar sonucunda beklenen biyouyumlulugu ve kolay

kontrolU de diger sistemlere gore Ustlnluklerindendir.
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6. EKLER

EK 1.

Sisme Kinetik Calismalari ile ilgili Veriler

Ws (9)
Zaman D1 D2 D3 D4
(dakika) (Wo0=0.024 g) | (Wo0=0.030g) | (Wo0=0.030g) | (Wo0=0.022 g)
0 0 0 0 0
2 0.549817 0.578778 0.75 0.177725
4 0.679423 0.845659 1.04386 0.601212
6 0.979563 1.162915 1.169956 0.754223
10 1.517088 1.703108 1.194079 0.834593
15 1.76675 2.246517 1.258772 0.862413
20 2.144654 1.950697 1.252193 0.901053
30 2.339745 2.192926 1.317982 0.953602
40 2.345203 2.386924 1.337719 1.066429
50 2.553937 2.318328 1.419956 1.176164
60 2.49118 2.499464 1.489035 1.429638
120 2.667171 2.525188 1.653509 1.958223
180 2.648072 2.927117 1.747807 1.928857

Wo=kuru agirlik (9)

Ws=yas agirlik (g)

D1, D2, D3, D4, sirasiyla 0.25 ml, 0.50 ml, 0.75 ml, 1.00 ml hacimlerinde GP tuzu

kullanilarak sentezlenmis kitosan jeller
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EK 2.

BSA ‘nin Kantitatif tayini

BSA yUklu kitosan hidrojellerin PBS (pH=7.4) ortaminda saldiklari BSA miktarinin

belirlenmesi amaciyla floresan spektrofotometresinde hazirlanan BSA kalibrasyon

grafigi ve dogru denklemi asagida sunulmustur.
Auwy= 280 nm Aem= 342 nm

Slit araligi=5

BSA Kalibrasyon Grafigi

600 | y=2521.3x-27.97
R?=0.9921

0 0,1 0,2

Konsantrasyon (mg/ml)

Bagil Floresan Siddeti
w
o
o

0,3
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EK 3.
BSA Yukli Jellerden Kumiilatif Salim Degerlerinin Hesaplanmasi

BSA yuklu jellerden kimulatif salim degerlerinin hesaplanmasi amaciyla yapilan
in-vitro salim deneylerinde, salim ortami belirli araliklarla taze tampon ile
degistirilerek protein yukllu 6érnekle salim ortami arasindaki konsantrasyon farkinin
sabit tutulmasi hedeflenmigtir. Ornek olmasi agisindan 3mg/ml BSA g¢ozeltisi
kullanilarak emdirme yontemi ile yuklenen jele ait kimdulatif salim hesaplamalari

asagida sunulmustur.

mMjer = 0.0436 g

Rezervuar hacmi = 15 ml

Yenilenen hacim = 3 ml

Jele yuklenen miktar=0.6818 mg BSA / g jel

t = 30. saat

FI =17.542

C =0.01805 mg/ml

Salinan protein miktari = 0.01805 x 15 = 0.27075 mg

Atilan protein miktari = 0.331935 x 3 = 0.06639 mg

Toplam protein miktari = 0.27075 + 0.06639 = 0.337151 mg
Salinan BSA miktari (mg/g kuru jel) = 0.337151/0.0436 = 7.732819

Cizelge EK 3.1°de, 3mg/ml BSA derisiminde emdirme yodntemiyle yUklenen

jellerden salim verileri verilmigtir.
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Cizelge EK 3.1.

T(saat) Fl C(mg/ml) | Salinan | Atilan | Toplam | Salinan
BSA BSA BSA BSA
(mg) | (mg) | (mg) | (mg/g
hidrojel)
0 0 0 0 - 0 0.000
0,5 9.821 0.015 0.225 - 0.225 | 5.157
1 13.596 | 0.016 0.247 - 0.247 | 5.672
2 15.069 | 0.017 0.256 - 0.256 | 5.873
3 19.354 | 0.019 0.282 - 0.282 | 6.457
5 21.349 | 0.020 0.293 - 0.293 | 6.730
7 22.546 | 0.020 0.301 - 0.301 | 6.893
24 27146 | 0.022 0.328 - 0.328 | 7.521
26 27.824 | 0.022 0.332 - 0.332 | 7.613
Tampon
yenileme
(3 ml)
28 15.741 | 0.017 0.260 | 0.066 | 0.326 | 7.487
30 17.542 | 0.018 0.271 - 0.337 | 7.733
48 23.166 | 0.020 0.304 - 0.371 | 8.500
50 24.657 | 0.021 0.313 - 0.379 | 8.704
52 26.165 | 0.021 0.322 - 0.388 | 8.909
54 31.067 | 0.023 0.351 - 0.418 | 9.578
Tampon
yenileme
(3 ml)
72 25123 | 0.021 0.316 | 0.070 | 0.453 | 10.379
76 25.589 | 0.021 0.319 - 0.455 | 10.442
78 26.058 | 0.021 0.321 - 0.458 | 10.506
96 32.143 | 0.024 0.358 - 0.494 | 11.337
Tampon
yenileme
(3 ml)
99 23.854 | 0.021 0.308 | 0.072 | 0.516 | 11.846
103 25.512 | 0.021 0.318 - 0.526 | 12.072
149 32.846 | 0.024 0.362 - 0.570 | 13.073
Tampon
yenileme
(3 ml)
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151 26.354 | 0.022 0.323 | 0.072 | 0.604 | 13.847
173 31.298 | 0.024 0.353 - 0.633 | 14.521
175 31.954 | 0.024 0.357 - 0.637 | 14.611
177 33.058 | 0.024 0.363 - 0.644 | 14.761
Tampon
yenileme
(3 ml)
179 26.211 | 0.021 0.322 | 0.073 | 0.619 | 14.202
199 30.128 | 0.023 0.346 - 0.643 | 14.737
201 30.254 | 0.023 0.346 - 0.643 | 14.754
203 31.213 | 0.023 0.352 - 0.649 | 14.885
205 32.549 | 0.024 0.360 - 0.657 | 15.067
223 32.155 | 0.024 0.358 - 0.655 | 15.013
Tampon
yenileme
(3 ml)
225 27452 | 0.022 0.330 | 0.072 | 0.754 | 17.303
247 29.627 | 0.023 0.343 - 0.767 | 17.600
249 30.098 | 0.023 0.345 - 0.770 | 17.664
Tampon
yenileme
(3 ml)
251 24998 | 0.021 0.315 | 0.069 | 0.809 | 18.553
253 25.652 | 0.021 0.319 - 0.813 | 18.642
255 26.124 | 0.021 0.322 - 0.816 | 18.706
321 33.196 | 0.024 0.364 - 0.858 | 19.671
Tampon
yenileme
(3 ml)
323 26.342 | 0.022 0.323 | 0.073 | 0.890 | 20.405
325 26.542 | 0.022 0.324 - 0.891 | 20.432
328 27.341 | 0.022 0.329 - 0.896 | 20.542
345 30.843 | 0.023 0.350 - 0.916 | 21.019
348 32.095 | 0.024 0.357 - 0.924 | 21.190
350 32.659 | 0.024 0.361 - 0.927 | 21.267
Tampon
yenileme
(3 ml)
369 26.653 | 0.022 0.337 | 0.072 | 0.694 | 15.927
371 26.876 | 0.022 0.326 - 0.684 | 15.685
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373 26.147 | 0.021 0.322 - 0.680 | 15.585
375 26.649 | 0.022 0.325 - 0.682 | 15.654
393 29.157 | 0.023 0.340 - 0.697 | 15.996
395 30.989 | 0.023 0.351 - 0.708 | 16.246
398 31.254 | 0.023 0.352 - 0.710 | 16.282
Tampon
yenileme
(3 ml)
400 25.121 | 0.021 0.316 | 0.070 | 1.025 | 23.509
418 26.501 | 0.022 0.324 - 1.033 | 23.698
420 26.259 | 0.022 0.323 - 1.032 | 23.665
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EK 4.
In-Vitro Kosulda 5-FU Kantitatif Tayini

5-FU yUkIU kitosan hidrojellerin in-vitro ortamda saldiklari 5-FU miktarinin
belirlenmesi amaciyla UV-vis spektrofotometrede hazirlanan 5-FU kalibrasyon

grafigi ve dogru denklemi asagida sunulmustur.

A =281 nm

5-FU icin In-vitro Kosullarda Kalibrasyon Grafigi

0,3

0,25 -
£ 02
- 0,15
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O I I I I I
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EK 5.

In-Vivo Ortamda 5-FU Tayini

5-FU yuklu kitosan hidrojellerin in-vivo ortamda saldiklari

belirlenmesi amaciyla HPLC ile hazirlanan 5-FU kalibrasyon grafigi ve dogru

denklemi agsagida sunulmustur.
A =265 nm

5-FU icin In-vivo Ortamda Kalibrasyon Grafigi
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EK 6.

5-FU Yukli Jellerden In-vitro Ortamda Kumdulatif Salim Degerlerinin

Hesaplanmasi

5-FU yUklG jellerden kimulatif salim deg@erlerinin hesaplanmasi amaciyla yapilan

in-vitro salim deneylerinde, salim ortami belirli araliklarla taze tampon

ile

degistirilerek, ornekle salim ortami arasindaki konsantrasyon farkinin sabit

tutulmasi hedeflenmistir. 5-FU ¢ozeltisi kullanilarak emdirme yontemi ile yuklenen

jele ait kimulatif salim hesaplamalari asagida sunulmustur.
Mjel = 0.0239 g
Rezervuar hacmi = 15 ml

Yenilenen hacim = 3 ml

t=114. saat
A=1.472
C=0.722 mg/ml

Salinan 5-FU miktari = 0.722 x 15 =10.825 mg
Atilan 5-FU miktari = 0.742 x 3 = 2.165 mg
Toplam 5-FU miktar = 10.825 + 2.165 + 2.012 = 15.002 mg

Salinan 5-FU miktari (mg/g kuru jel) = 15.002/0.0239 = 627.701

Cizelge EK 6.1°de, 5-FU ile yuklenen jellerden salim verileri verilmigtir.
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Cizelge EK 6.1.

Salinan
Salinan| Atilan | Toplam | 5-FU
llag llag llag mg/g
t (saat) A C(mg/ml)| (mg) (mg) (mg) | hidrojel
0 0 0 0 0 0 0
0 1.232 0.595 8.927 8.927 | 373.50
0.5 1.230 0.594 8.911 8.911 | 372.84
1 1.240 0.599 8.990 8.990 | 376.15
3 1.267 0.614 9.204 8.204 | 343.25
23 1.375 0.671 | 10.058 10.058 | 420.84
tampon
yenileme
(3ml)
25 1.279 0.620 9.299 | 2.012 | 11.310 | 473.23
27 1.295 0.628 9.425 11.437 | 478.53
48 1.342 0.653 9.797 11.809 | 494.08
51 1.379 0.673 10.09 12.101 | 506.33
64 1.430 0.700 | 10.493 12.505 | 523.21
75 1.492 0.732 | 10.984 12.995 | 543.73
77 1.398 0.683 | 10.240 12.252 | 512.62
88 1.498 0.735 | 11.031 13.043 | 545.72
93 1.511 0.742 | 11.134 13.146 | 550.02
tampon
yenileme
(3ml)
114 1.472 0.722 |10.825 | 2.165 | 15.002 | 627.70
116 1.511 0.742 | 11.134 15.311 | 640.61
118 1.530 0.752 | 11.284 15.461 | 646.9
124 1.542 0.759 | 11.379 15.556 | 650.87
140 1.547 0.761 | 11.419 15.595 | 652.53
148 1.690 0.837 | 12.550 16.727 | 699.86
tampon
yenileme
(3ml)
160 1.613 0.796 | 11.941| 2.51 | 18.479 | 773.18
163 1.597 0.788 | 11.814 18.352 | 767.88
166 1.618 0.799 | 11.980 18.518 | 774.83
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EK7.

5-FU Yukli Jellerden In-vivo Ortamda Kumulatif Salim Degerlerinin

Hesaplanmasi

5-FU yUklG jellerden kimulatif salim deg@erlerinin hesaplanmasi amaciyla yapilan

in-vivo salim deneylerine ait kimdulatif salim hesaplamalari asagida sunulmustur
t = 1.0inci saat

Pik boyu, h = 6012 mm

C = (h-1944.7)/12386 = 0.32838 pg/ml

m = 0.1457 x 0.25 = 0.082095 ug

Kimulatif salim = 0.082208+ 0.082095 = 0.164303 ug

Jele yukleme yapilmadan sigcana verilen 5-FU salim sonuglari ile jel ile birlikte
sigana verilen 5-FU salim sonuglari sirasiyla Cizelge EK 7.1.a ve Cizelge 7.1.b’'de

verilmigtir.
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Cizelge EK 7.1.a.

t(saat) h (mm) C (ug/ml) m (Mg) Kim Salim (ug)
0.5 91381 7.220757 1.805189 12.42413
1.0 90556 7.154150 1.788537 14.21267
1.5 85333 6.732464 1.683116 15.89578
20 77906 6.132835 1.533209 17.42899
3.0 64965 5.088027 1.272007 18.70100
19.0 43874  3.385217 0.846304 19.54730
27.0 20808 1.522953 0.380738 19.92804
43.0 26512 1.983473 0.495868 20.42391
51.0 97780 0.632432 0.158108 20.58202

Cizelge EK 7.1.b.

t(saat) h(mm) C (ug/ml) m(ug) Kim Salim (ug)

0.5 6018 0.328863 0.082216 0.082208
1.0 6012 0.328379 0.082095 0.164303
1.5 5405 0.279372 0.069843 0.234146
2.0 5258 0.267504 0.066876 0.301022
3.0 4068 0.171427 0.042857 0.343878
19.0 3772 0.147529 0.036882 0.380761
27.0 2240 0.023841 0.00596  0.391565
43.0 2325 0.023841 0.007676 0.399241
51,0 1965 0.001639 0.00041  0.394807
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