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PROTEIN iLAGLARIN KONTROLLU SALIMI iCiN POLi(2-HIDROKSIETIL
METAKRILAT)-BAZLI SUPERGOZENEKLI HIDROJELLERIN GELISTiRILMESI

Pinar Turkyilmaz
(074

Sunulan calismada, protein yapidaki ilaglarin oral kullanimina yoénelik kontrollu
salim sistemi gelistirmek amaciyla, poli(hidroksietil metakrilat), p(HEMA)-bazli
supergozenekli hidrojeller (SPH), gaz kopuklestirici ajan sodyum bikarbonat
varliginda serbest radikalik polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir. Plazma
proteinleri, sigir serum albumin (BSA) ve fibrinojen (FG) model ilaglar olarak
secilmistir. Hidrojellere ait karakterizasyon ve in vitro salim calismalari
tamamlandiktan sonra, elde edilen sonuglar protein ilaglarin oral salimina yonelik
hidrojel sistemin segimi agisindan degerlendirilmistir.

Calisma kapsaminda, N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanan p(HEMA)
SPH’lerin mekanik dayanim, gdzeneklilik ve biyoadezyon 6zelliklerinin
geligtiriimesi igin yapiya jelatin, polietilen glikol (PEG 600) ve akrilik asit katilarak 6
farkh SPH sentezi gercgeklestiriimis ve optimum sentez kosullari belirlenmistir. Bu
hidrojeller; p(HEMA) SPH, p(HEMA)-jelatin SPH, p(HEMA)-jelatin SPH-IPN,
p(HEMA)-PEG SPH, p(HEMA-ko-AA) SPH ve p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’leridir.
Hazirlanan hidrojeller, boyutlari 10-600 pm arasinda degisen gdzeneklere sahiptir.

Hidrojellerin yapay mide ortami (SGF) (pH:2) ve yapay bagirsak ortami (SIF)
(pH:7) igerisinde yurutulen sisme c¢alismalari, SPH’lerin kapiler etkiye bagli olarak
hizli sekilde siserek, kisa surede (= 60 sn.) dengeye ulastigini gostermigtir. Akrilik
asit iceren Orneklerin pH'ya bagimh sisme davranigi godsterdigi belirlenmis,
p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’lerin en ylksek denge sisme oranina (Q= 36.13 %
0.063) sahip olduklari goérulmastur. Jelatin varliginda hazirlanan i¢ ice gegcmis ag
yapilar (IPN), hidrojellerin mekanik dayanimini iyilestirmistir. En ytksek mekanik
dayanima sahip olan vyapilar ise, p(HEMA)-PEG ve p(HEMA-ko-AA)-PEG
SPH’lerdir ve elastik modul degerleri sirasiyla 0.030 £ 0.009 ve 0.035 + 0.001
N/mm? olarak belirlenmistir.

iki model protein, BSA ve FG; oda sicakhginda (~25°C), cozelti emdirme
(embedding) yontemi ile geleneksel hidrojellere gore ¢ok kisa surede (<30 dk.) ve
oldukga yuksek miktarlarda (BSA icin 30-370 mg BSA/g kuru jel FG icin 37-340
mg FG/g kuru jel) hidrojel disklere (12 mm c¢ap and 4 mm kalinlik) yuklenmistir.
Hidrojellerden BSA ve FG salimi, yapay bagirsak ortaminda (pH:7), 37°C’de ve
sabit derigim farki saglamak Uzere salim ortaminin surekli yenilendigi (perfect sink
conditions) kosullarda yurGtaimustir. BSA ve FG'in p(HEMA)-bazli SPH’lerden
kimulatif salim profilleri yiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile
280nm’de yapilan élgiimler sonucu belirlenmistir. in vitro salim galismalari 24 saat
boyunca surdurilmus ve proteinlerin SPH ve SPH-IPN’lerden saliminin ilk 30
dk.lik ani salim (burst release) sonrasi, BSA icin 3 saat, FG icin ise 6 saat devam
ederek tamamlandidi belirlenmigtir. Her iki proteine ait % salim degerlerinin 80-
100 arasinda degismesi, proteinlerin polimerik matris ile tersinmez etkilesime
girmediklerini ifade etmektedir. Protein yuklu hidrojeller ile in vitro salim ¢aligmalari



oncesi ve sonrasinda yuruttlen FTIR-ATR analizleri de polimer matris ile proteinler
arasinda kimyasal bir etkilesim olmadigini desteklemisgtir.

Calismalardan elde edilen sonuglar, p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’lerinin ylksek
sisme kapasitesi, pH-duyarli Ozelligi ve biyoadeziv karakterine bagli olarak,
Ozellikle yuksek molekul agirligina sahip proteinlerin oral kullanimina yonelik
uygun tasiyicilar olduklarini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Superg6zenekli hidrojel, poli(2-hidroksietil metakrilat), gaz
kopuklestirme, proteinlerin oral yollu salimi, BSA, FG.

Danigsman: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi,
Kimya Muhendisligi Bolumu.



DEVELOPMENT OF POLY(2-HYDROXYETHYL METHACRYLATE) BASED
SUPERPOROUS HYDROGELS FOR CONTROLLED RELEASE OF PROTEIN
DRUGS

Pinar Turkyilmaz
ABSTRACT

In the presented study, for peroral delivery of proteins novel poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) p(HEMA)-based superporous hydrogels (SPHs) were synthesized
by free radical polymerization in the presence of blowing agent, sodium
bicarbonate. Plasma proteins, bovine serum albumin (BSA) and fibrinogen (FG),
were chosen as model drugs. After characterization studies and in vitro release
studies, results were evaluated for the selection of suitable hydrogel system for
oral delivery of protein drugs.

In order to enhance mechanical strength, porosity and bioadhesive properties of
p(HEMA) SPH’s that were crosslinked in the presence of N,N’-
methylenebisacrylamide, gelatin, polyethylene glycol (PEG 600) and acrylic acid
were added to the structure and synthesis parameters were optimized. Six
different type hydrogels were prepared within the study. These hydrogels are;
p(HEMA) SPH, p(HEMA)-gelatin SPH, p(HEMA)-gelatin SPH-IPN, p(HEMA)-PEG
SPH, p(HEMA-co-AA) SPH and p(HEMA-co-AA)-PEG SPHSs. All these hydrogels
have pores ranging between 10-600 pm.

Swelling studies that were carried out in simulated gastric fluid (SGF) (pH:2) and
simulated intestinal fluid (SIF) (pH:7) showed that SPHs reached equilibrium in
very short time (= 60 sn) with rapid swelling due to the capillary effect. It is
observed that SPHs that contain acrylic acid, showed pH dependent swelling and
p(HEMA-co-AA)-PEG SPHSs have the highest equilibrium swelling ratio (Q= 36.13
1 0.063). Interpenetrating structures (IPNs) that were prepared in the presence of
gelatin, enhanced mechanical strength of hydrogels. p(HEMA)-PEG and p(HEMA-
co-AA)-PEG SPHs showed great improvement in mechanical properties and their
elastic modulus values were 0.030 + 0.009 and 0.035 + 0.001 N/mm?, respectively.

Two model proteins, BSA and FG, were loaded to the hydrogel discs (12 mm
diameter and 4 mm thickness) by embedding method in room temperature (~25°C)
in very short time (<30 min) with very high capacities (varying between 30-370 mg
BSA/g dry gel for BSA and 37-340 mg FG/g dry gel for FG) as a result of high
swelling capacity of gels. The release of BSA and FG from hydrogels were
performed in simulated intestinal fluid (37°C, pH:7) at perfect sink conditions.
Cumulative release of BSA and FG from p(HEMA)-based SPHs were established
with high performance liquid chromatography (HPLC) with UV detection at 280
nm. The in vitro release studies continued for 24 h and release profiles from SPHs
and SPH-IPNs were characterized with initial burst of proteins during the first 30
min followed by a completed release in 3 h for BSA and 6 h for FG. Release
amounts of both proteins in %, varied between 80 and 100 and these results
implied that no irreversible interaction occured between polymer and proteins.
FTIR-ATR studies performed with loaded hydrogels before and after release



studies, supported that no chemical interaction occured between polymer matrix
and proteins.

The result of the studies indicated that high swelling capacity, pH-sensitivity and
bioadhesive characteristic makes p(HEMA-co-AA)-PEG SPH suitable candidate
systems especially for peroral delivery of high moleculer weight protein drugs.

Keywords: Superporous hydrogel, poly(2-hydroxyethyl methacrylate), gas
foaming, peroral delivery of proteins, BSA, FG.

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

Son yillarda biyoteknolojideki hizli gelismeler sonucu bir¢gok hastaligin tedavisinde
kullanilan polipeptid ve protein gibi hidrofilik ve makromolekuler ilaglarin
sayisindaki hizli artig, bu ilaglarin etkin dagitimini saglayacak sistemlerin

gelistiriimesi gerekliligini de beraberinde getirmistir (Dorkoosh et al., 2002b).

Protein bazli ilaglar hemofili, diyabet, kanser, kistik fibroéz, sedef hastaligi ve
kalitsal hastaliklar gibi birgok hastaligin tedavisinde kullaniimaktadir. Peptid ve
protein yapidaki ilaglarin enjeksiyon yoluyla uygulandidi klasik tedavi yonteminde,
ilacin plazma konsantrasyon degerinin sirasiyla maksimum ve minimum yonde ani
degisimi, tutarli ve yararli bir tedavinin saglanabilmesi icin yeterli olmamaktadir.
Etkin maddenin optimum plazma konsantrasyon degeri, sik araliklarla yuksek
dozda ila¢ alimiyla saglanabilmektedir. Bu nedenle protein ilaglar i¢in en uygun
yontem; verilecek doz sayisini azaltan ve ilacin kararhiligini koruyarak istenen sure

boyunca salimini saglayabilecek bir kontrolllu salim sistemi ile uygulanmasidir.

Protein yapidaki ilaglarin kullaniminda klinik agidan en uygun yontem oral yolla
kontrolli salim olsa da, mide-bagirsak ortaminin asidik o6zelligi ve icerdigi
proteolitik enzimler, protein ilaclarin hizli bir sekilde bozunarak aktivitelerini
kaybetmesine neden olmaktadir. Ayrica, hidrofilik yapidaki protein molekllerinin
biyoyararlanimi, bagirsak duvarinin duguk membran gecirgenligi nedeniyle yeterli
dizeyde olmamaktadir. Bu durum protein ilaglarin, oral yolla uygulanmasini buyuk
dlclide kisitlamaktadir. (Manning et al., 1989; imren et al., 2010). Tedavi-edici
dozlarda tahmin edilebilir ve tekrarlanabilir absorpsiyon elde edebilmek igin
ilaclarin bolgeye 6zgu salimi; istenilen tedavi edici etkinin saglanmasi icin ise
zayIf biyoyararlanimin gelistiriimesi ile mukozadan gecisin ve metabolik engellerin
asilmasi, etkin ilag dagitimini saglayacak sistem tasariminda onemli noktalardir
(Bai et al., 1995; Fix, 1996). Bolgeye-6zgu peptid ila¢ dagitimi igin; manyetik
sistemler, genigleyebilen sistemler, mukoadeziv sistemler ve yakin zamanda
geligtirilen bagirsak duvarina mekaniksel olarak tutunabilen sistemler gibi cesitli

yaklagimlar kullaniimistir (Dorkoosh et al., 2001).

Yapilan son g¢alismalarda genellikle polimerlerin kullanildidi kontrolll etkin madde
salim sistemleri gelistirilmistir. Polimerler arasinda hidrojeller, biyouyumluluk, kolay

formulasyon, ¢apraz bagl ¢ézinmez ag yapilari sonucu yluksek oranda ¢ozlcl
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absorplayabilme, etkili ila¢c yukleme ve kontrollu kutle aktarimi gibi o6zellikleriyle,
protein yapidaki ilaglarin kontrolli salimi icin etkin ve uygun bir sinif
olusturmaktadir (Peppas et al., 2000; Jeong et al., 1999). Hidrojeller, gelistirilebilir
mekanik o6zellikleri, ¢evredeki degiskenlere (sicaklik, pH, elektrik vb.) duyarli
yapilari ve biyoadeziv o6zellikleri ile ilaglarin etki yerine hedeflendiriimesine
(bblgeye 6zgu salim) en iyi yanit verecek sistemlerdir. Poliakrilik asit ve turevleri,
kollajen, aljinat ve kitosan gibi biyoadeziv 0Ozellik tagiyan hidrojeller, istenilen
bdlgede lokalize olmakta ve bdylece bolgesel etkin madde absorpsiyonunu
iyilegtirebilmektedirler. Ancak gozeneksiz bu hidrojeller etkin ilag saliminda
kullanimlarini kisitlayan, yavas sisme ve dusuk protein yUkleme kapasitesi gibi

dezavantajlara sahiptirler (Yin et al., 2007).

Son vyillarda, yeni nesil hidrojeller olan slUpergdzenekli hidrojel (SPH) ve
supergodzenekli hidrojel kompozit (SPHC) polimerlerden hazirlanan ve oral yolla
peptid ve proteinlerin dagitiminin arttirimasini hedefleyen ilag dagitim sistemleri
geligtiriimistir. Dorkoosh ve grubu tarafindan (2002) gelistirilien akrilamid-bazli
peptid yUkli sUpergdzenekli hidrojeller, bagirsaga ulastigi zaman, yapida
hapsedilen peptid ilacinin salimina kadar olan siregte, ylksek gozeneklilik
oranina bagl olarak bagirsaktaki luminal akiskanlari emmekte ve hizli bir sekilde
sismektedir. Boylelikle sistem belirli bir zaman periyodu boyunca bagirsak epiteline
mekaniksel olarak tutunabilmekte ve mekanik basing ile hucreler arasi siki
baglanti bolgelerini agcmaktadir. Dorkoosh ve grubu tarafindan (2002) yapilan
calismada, mukoadezyondan farkli olarak, bagirsak duvarina mekanik olarak
tutunabilen ve tutunma sonrasi ani salim yapabilen sistemler gelistiriimis ve bu
sistemlerin birkag protein temelli ilacin (buserelin, octreotid, insulin ve
desmopressin) intestinal emilimini arttirdi§i yapilan in vitro ve in-vivo calismalarla
gosterilmistir (Dorkoosh et al., 2001; 2002b).

Ancak suUpergdzenekli hidrojeller ve slUpergdzenekli kompozit hidrojeller stres
altinda oldukga kirillgandir, bu nedenle protein ilaglarin oral yollu saliminda tasiyici
sistem olarak kullanilabilmeleri i¢cin mekanik Ozellikleri  gelistiriimelidir.
Supergozenekli hidrojel, ikinci bir polimerin yapiya dahil edilmesi ile i¢ ice gegmis

ag yapilya donusturuldagiande, polimerin mekanik dayanimi ve elastik ozellikleri



arttinlabildiginden, i¢ ice gegmis ag yapidaki supergozenekli hidrojel temelli
tasiyici sistemler gelistirilmigtir (Qui and Park, 2003;Yin et al., 2007).

Yukaridaki literatur caligmalari 1g1ginda sunulan tez kapsamindaki galismanin
amaci, protein ilaglarin oral yollu kullanimina yonelik tasiyici sistem oOzelliklerine
sahip p(HEMA)-bazli supergdzenekli hidrojellerin gelistiriimesidir. Literaturde
mevcut supergdzenekli tagiyici sistemlerin hazirlanmasinda, daha ¢ok akrilat-bazl
(metil metakrilat, metakrilik asit, akrilik asit) polimerler tercih edilmistir. (Dorkoosh
et al., 2000; Yin et al., 2007). Mevcut ¢alisma kapsaminda hazirlanacak tasima
sistemleri icin, literatirdeki calismalardan farkh olarak yuksek biyouyumlulugu,
hidrofilikligi, yumusakhg! ve gecirgen olmasi gibi 6zelliklerinden dolayi poli (2-
hidroksietil metakrilat) p(HEMA) tercih edilmistir. p(HEMA)-bazli tasima
sistemlerinin sentezi, gaz kopuklestirme prosesi ile es zamanli yurutulen serbest
radikalik polimerizasyon ile gergeklestiriimistir. Gaz kodpuklestirme yontemi
uygulama agisindan basit bir yontem olup, supergdzenekli hidrojellerin hizli bir

sekilde hazirlanmasina olanak saglamaktadir.

Calisma kapsamda hazirlanan p(HEMA)-bazli slpergdzenekli hidrojellerin
mekanik dayanimlarinin  arttinlmasi, gozeneklilik oraninin arttinimasi ve
biyoadeziv 0Ozelliklerinin gelistiriimesi amaciyla, yapiya jelatin, polietilen glikol
(PEG 600) ve akrilik asit ilave edilmistir. Sentez igin optimum kosullar belirlenerek
6 farkli SPH sentezi gerceklestiriimistir. Bu SPH’ler; p(HEMA) SPH, p(HEMA)-
jelatin SPH, p(HEMA)-jelatin SPH-IPN, p(HEMA)-PEG SPH, p(HEMA-ko-AA) SPH
ve p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’leridir. Hazirlanan tagima sistemlerinin kimyasal ve
yapisal 6zellikleri yapilan karakterizasyon calismalari ile belirlenmistir. Ayrica, bu
hidrojellerin model proteinler olarak secilen plazma proteinlerinin (sigir serum
albumin (BSA) ve fibrinojen (FG)) tasinimi  ve kontrolli salimi igin
kullanilabilirliklerini belirlemek amaciyla in vitro salim ¢alismalari yurataimagtar.
Karakterizasyon ve in vitro salim c¢alismalarinin sonuglari incelenerek, yapisal

Ozellikleri ve salim karakteristigi bakimindan en uygun sistem tercihi yapilmistir.



2.  TEMEL BIiLGILER

Bu bolumde sunulan tez c¢aligsmasinin temelini olusturan konularla ilgili literatur
bilgisi bes ana baslik altinda sunulmustur. ilk olarak hidrojeller hakkinda genis bilgi
verilmig, sonrasinda supergozenekli hidrojeller tanimlanmig; sentez yontemleri,
sentezi etkileyen faktorler ve temel 6zelliklerine deg@inilmistir. Ikinci bélimde yeni
nesil supergozenekli hidrojeller hakkinda detayl bilgi verilmigtir. Takip eden
bolumde super gozenekli hidrojellerin kullanim alanlarina deginilmistir. Dorduncu
bélimde protein ilaglarin kontrolli salimi agiklanmig; hidrojel yapidaki protein ilag
salim sistemleri ve supergozenekli hidrojellerin oral protein/peptid ilag salimindaki
kullanimlari hakkinda detayli bilgi verilmistir. Son boélimde ise, sisme ve salim

kinetiginin matematiksel analizi hakkinda genel bilgiye yer verilmistir.

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, hidrofilik polimer zincirlerinin kimyasal veya fiziksel olarak capraz
baglanmasi ile olusan U¢ boyutlu agsi yapilardir (Park, 2004). Ana zincirler
arasindaki hidrojen baglar veya van der Waals etkilesimleri gibi baglanmalarin
varligi hidrojelleri ¢ozinmez hale getirir (Gumusderelioglu, 2002). Bir hidrojelin
suyu seven (hidrofilik) karakteri, ana zincir ya da yan dallarinda hidroksil,
karboksil, karbonil, amin ve amid gibi hidrojen bagi olusturabilme yetenegine sahip
hidrofilik gruplarin varli§i sonucudur (Uziim, 2008). Boylelikle bir hidrojel kendi
agirhginin en az %10’'u kadar suyu bunyesine alabilir. Su igerigi toplam agirligin
%95’ini asarsa hidrojel ** stiperabsorbent ”’ (SAP) olarak adlandirilir (Park, 2004).

Hidrojeller, biyotip uygulamalari agisindan sahip olduklari Ustin ozellikler
nedeniyle son 30 vyildir ilgi odagr olmuslardir (Peppas and Langer, 1994).
Hidrojeller diger sentetik biyomalzemelere nazaran canh dokulara daha fazla
benzemektedirler. Bu durum hidrojellerin yliksek su tutma kapasitelerinden ve
yumusak yapisindan kaynaklanmaktadir. Hidrojellerin ylUksek biyouyumluluklari
onlarin; kontakt lens, biyosensoérler icin membran, yapay deri materyali ve ilag

salim sistemlerinde kullanimina olanak saglamaktadir (Meyer et al., 1985).

Camsi yapidaki kuru hidrojel sulu bir ortam ile etkilestiginde, su, hidrojel
yuzeyindeki makromolekul zincirleri arasindaki bos alanlara nifuz etmeye baslar.

Yapiya giren su molekulleri hidrofilik gruplar ile etkilesir, bu sirada ag yapi siser.



Suyun hidrojel tarafindan emilmesi denge sisme seviyesine ulagana kadar devam
eder ve hidrojelin tirine bagli olarak dakikalarca ya da glnlerce surebilir

(Gumusderelioglu, 2010).

2.1.1. Supergozenekli hidrojeller

Hidrojeller kuru haldeyken genellikle seffaftirlar ve su iginde sismeleri uzun zaman
alir. Yavas sisme, yogun polimer zincirleri igerisine suyun yavas bir bigimde
difizlenmesinden kaynaklanmaktadir. Yavas sisme 06zelligine sahip hidrojeller
cesitli uygulamalar igin avantajliyken, bazi uygulamalarda kuru hidrojelin gok hizl
bicimde sismesi istenir (Dorkoosh et al., 2000). Hizh sisme genellikle, kuru
hidrojelleri ¢cok kuguk partikuller haline getirerek basariimaktadir. Ancak boyutlari
ve bigimine ragmen, ¢ok kisa surede sisen genis, kuru hidrojeller yapmak igin

polimerin hazirlanmasinda yeni yaklagimlara ihtiya¢c duyulmustur (Park, 2004).

Kinam Park ve grubu (1998) tarafindan kontrollG ila¢ salimi i¢in geligtirilen vinil
monomer bazli hidrojeller hizli sisme kinetigine ve sUperabsorbent ozelliklerine
sahiptir. Bu hidrojellerin sahip olduklari igsel bagli mikroskobik gozenekler, kapiler
guc¢ ile hizli ve ¢ok miktarda suyu emebilmektedir. Bu sekildeki bir yapinin
hazirlanmasindaki en basit yol ise; gaz kopuklestirme teknigidir (Omidian et al.,
2005). Gaz kopuklestirme teknigi vinil monomerlerinin c¢apraz baglanma
reaksiyonu sirasinda, gaz baloncuklarinin olusturulmasi ve bunlarin yapi igerisinde
hapsedilmesi esasina dayanmaktadir. Olusan gobzeneklerin ¢aplari 100 um’ye
veya daha yuksege cikarilabilmektedir. Makrogozenekli hidrojellerin gozenek
caplarinin 100 nanometre ile 10 mikrometre araliginda oldugu dusunultrse, bu
yeni boyuttaki gézeneklere sahip hidrojellere “stipergdzenekli hidrojeller” (SPH)
adi verilmektedir (Chen et al., 1999). Cizelge 2.1’de hidrojellerin standart gozenek

¢ap araligi verilmektedir.



Cizelge 2.1. Gozenekli hidrojellerin gozenek ¢ap araliklari.

Hidrojel Gozenek Boyutu
Mikrog6zenekli 10 - 100 nm
Mezogozenekli 100 — 1000 nm
Makrog6zenekli 1-10pum
Supergozenekli 10 — 1000 pm

SAP’ler, SPH’lere benzer sekilde yapisal olarak c¢apraz bagh, hidrofilik
polimerlerdir. SAP’ler kisa zaman araliklarinda kendi agirliklarinin  veya
hacimlerinin yaklagik 10-1000 kati suyu ya da sulu akigkani emebilirler. Her iki
hidrojel turl de gozenekli bir yapiya sahiptir ancak, Gretim prosesi ve kullanilan
malzemeye baglh olarak SAP’lerin gsisme hizi dakikadan saatlere kadar
degismektedir. Hizli sisme SAP o6rneklerin kiiglik boyutta olmalarina baglidir. Diger
taraftan SPH’lerin sisme kinetikleri boyuta bagli olmaksizin daima hizhdir. Bu
durum SPH’lerin essiz 6zelliklerinden biri olan birbirine bagli agik gézenek yapisi
ile aciklanabilir (Omidian et al., 2005).

2.1.2. Supergozenekli hidrojellerin sentez yontemleri

Gozenekli hidrojellerin hazirlanmasinda farkli yontemler kullanilabilir. Porojen
teknigi, faz ayrimi teknigi, bagimsiz hidrojel partiktllerinin ¢apraz baglanmasi ve
dondurarak kurutma teknigi bunlardan baglicalandir. Porojen tekniginde;
mikronize sukroz, sodyum klortir (NaCl) ve polietilen glikol (PEG) gibi suda
¢Ozunebilen, gozenek vyapici ajanlarin  varhginda gozenekli hidrojel
sentezlenmektedir. Polimer aginin donmus halde hazirlandigi durumlarda suyun
kendisi de gbzenek olusturucu (porojen) olarak kullanilabilir. Porojen teknigi ile
hazirlanan hidrojellerin gbzenek boyutlari, kullanilan porojenin boyutlarina bagh
olarak degisir. Faz ayrimi tekniginde, polimer uygun ¢ozulcu igerisinde ¢ozuldikten
sonra, polimerce zengin ve polimerce yoksul fazlar (¢dzlcu fazi) olusmaktadir.
Cozuclu fazinin uzaklagmasiyla geriye kalan polimerce zengin fazin katilasmasi
sonucu sungerimsi ve gozenekli bir yapi olusmaktadir. Bu yontemdeki temel
kisittama; c¢ok sinirl gesitte (poli-hidroksietil metakrilat, p(HEMA) ve poli-N-
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izopropil akrilamid, p(NIPAAm)) ve kontrol edilemeyen gozeneklilige sahip
hidrojellerin sentezlenebilmesidir. Gozenekli hidrojellerin hazirlanmasindaki diger
bir yontem ise; hidrojel partikullerinin gapraz baglanmasidir. Bu teknik ile Uretilen
hidrojellerin  partiktller arasi bosluklardan olugan go6zeneklerinin boyutlari,
partiklllerden daha kuguktur ve bu yontem ylzeyde kimyasal olarak aktif
fonksiyonel gruplara sahip adsorban partikiller i¢cin bazi kisitlamalara sahiptir
(Chen et al.,, 1999). Dondurarak kurutma metodu ile hazirlanan hidrojeller ise,
sisme sonrasi gozenek yapilarini koruyamamakta, gozenek kayiplari gozlenmekte
ve kalin duvarlara sahip homojen olmayan gdzenekler olusmaktadir (Gemeinhart
et al., 2000; Annabi et al., 2009).

Mikrogozenekli hidrojeller, gdzeneksiz hidrojellere gore ¢ok daha hizli sismektedir.
Ancak bu sisme, diflizyon mesafesinin fazla oldugu bircok uygulama igin yeterli
degildir. Bu durum, mevcut gbézenek yapisinin, sivi transferini aktarim yolu ile
saglayan igsel bagl yapida olmamasindan kaynaklanmaktadir. Stpergozenekli
hidrojellerin sahip oldugu igsel bagl gbdzenekler, bu vyapilarin geleneksel

hidrojellere gore daha hizli bir sisme kinetigine sahip olmalarini saglamistir.

icsel baglanmis gdzenek yapisina sahip slipergézenekli hidrojelleri hazirlamanin
en uygun yolu; monomerin ¢apraz baglanma reaksiyonu sirasinda gaz
baloncuklarinin olugsmasi ve polimerizasyon boyunca yaplya hapsedilmesi
temeline dayanan “gaz kopuklestirme” teknigidir (Chen et al., 1999). Gaz
kopuklestirme teknigi ile boyutu birkag yiz mikrometre olan ve birbirine i¢sel olarak
bagli gdozeneklere sahip hidrojeller hazirlanabilmektedir. Boylece, boyutu ne olursa
olsun hidrojelin herhangi bir bolgesi suyla temas ettigi anda, ¢ok kisa bir sure
icerisinde orijinal boyutunun ¢ok Ust mertebelerine ulasabilmektedir (Chen et al.,
1999).

2.1.3. SPH’lerin sentezini etkileyen faktorler

Geleneksel hidrojeller ve supergdzenekli hidrojellerin hazirlanma yéntemlerindeki
baslica farklar, gaz baloncuklarinin olusumunu saglayan kopuklestirici ajan ve
olusan gaz baloncuklarini uzun sire stabilize ederek, polimerizasyon suresince
birbirine baglh i¢sel gbzeneklerin olusmasini saglayan ylzey aktif maddenin (kdpuk
stabilizori)) monomer karisimina eklenmesidir. Bu ydntemle hazirlanan

supergozenekli hidrojellerin gdzenek ¢aplari gogunlukla gaz kdopuklesme miktari ile
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belirlenir. Kopuklesme ve polimerizasyon prosesinin es zamanli ve kontrollu
yurutulmesi, supergozenekli hidrojel igerisinde homojen ve acik kapiler kanallarin

olusumu icin en énemli faktérdir (Gemeinhart and Guo, 2004) (Sekil 2.1).

Jel 1 Maksimum
Jellesme Kopiik
miktar yiiksekligi

Zaman

Sekil 2.1. Sudpergdzenekli hidrojellerin  sentezinde koplklesme prosesi ve
harmonize jellesme (Chen et al., 1999).

Supergozenekli hidrojellerin yluzeyindeki gbézeneklerin olusumu, polimerizasyon
kabinin yuzeyinden etkilenmektedir. Polimerizasyon kaplarinin yuazeyi, farkl
polarite ve iyonik bilesime sahip cesitli silan molekilleri ile modifiye edildiginde
olusan hidrofobik ylzeyler “gdzenekli” ylzey yapilari olustururken, hidrofilik
yuzeyler ise “goOzeneksiz’” ylzey vyapilar olusturur. Gaz baloncuklari,
polimerizasyon kabinin hidrofilik yizeyinde kapanma egilimindedir. Ancak, mevcut
yluzey morfoloji farkhliklarina ragmen, farkli polimerizasyon kaplarinda Uretilen
supergozenekli hidrojellerin sisme kinetiklerinde blyutk bir farkhlik gézlenmemistir
(Gemeinhart et al., 2000). Bu durum yapidaki gbézeneklerin, olusan gaz akimi

boyunca birbirlerine i¢gsel baglanmalari ile agiklanabilir.

Supergozenekli hidrojellerin yapisini etkileyen bir diger faktor; kurutma prosesidir.
Kurutma sirasinda kapall ya da pargcalanmis gdézenek olusmadigi zaman SPH’lerin
sisme kinetigi ve orani korunmaktadir. Organik kurutma (6rnegdin, aseton veya
etanol ile kurutma) veya dondurarak kurutma yontemleri, dodrudan hava ile
kurutma yontemlerinden daha iyi sonu¢ vermektedir. Sonugta, kiigik boyutlarda
supergozenekli hidrojeller hazirlanmak istendiginde dahi, uygun kosullar altinda
homojen ve birbirine bagli gézenek yapisi elde edilebilir (Dorkoosh et al., 2000).



Taramali elektron mikroskobu (SEM), gozenekli kuru hidrojel 6rneklerin morfolojik
yapisini incelemek igin uygun bir yontemdir. Cogu arastirmaci hidrojelleri kuru
halde incelemis ve bu hidrojellerin dondurarak kurutma gibi bir kurutma prosesi
sonrasi olugsmusg, uygun gozenek yapisina sahip olduklarini kaydetmistir
(Gemeinhart ve Guo, 2004). Supergdzenekli hidrojeller, yapilarinda su varken
CryoSEM teknigiyle incelendiklerinde de, birbirine bagli acik kapiler kanallarin
varligi tespit edilmistir (Gemeinhart, 1999).

2.2. Siipergézenekli Hidrojellerin Temel Ozellikleri

Su emici polimer sistemlerin farkli ve geligmis bir kategorisi olan stuperg6zenekli
hidrojeller ilk olarak Park ve grubu tarafindan dretilmigtir. Park ve grubunun
kurucusu oldugu Akina Inc. tarafindan gelistirilen ve Aquagel® olarak adlandirilan
bu hidrojeller, pek ¢ok Ustin 06zellige sahiptirler, bu 6zellikler asagida

oOzetlenmektedir.

Hizli-duyarliik: Geleneksel hidrojeller pek ¢ok wuygulama igin c¢evresel
degisikliklere karsi ¢ok yavas bir bicimde yanit (sisme veya buzilme seklinde)
vermektedirler. SUpergdzenekli hidrojel teknolojisi; buyuklikleri ne olursa olsun, bir
dakika gibi kisa bir slrede gevresel degisikliklere karsi boyutlarini degistirebilen

hidrojel sistemlerin hazirlanmasina izin vermektedir.

Yiiksek sisme orani: Slpergdzenekli hidrojeller sadece hizli dedil, ayni zamanda
¢ok buylk boyutlara sismektedirler (Sekil 2.2). Sisme orani (sismis hidrojel
agirhgi/kuru hidrojel agirhgi) birka¢ yuz kadar buyuk olabilir. Tamamen sismis bir
hidrojelin mekanik dayanimini saglamak igin sisme orani, c¢apraz baglanma
yogunlugunun arttinimasiyla 100’den daha kuguk degerlere dusurulebilir.
Arttirllmis mekanik 6zellik, supergozenekli hidrojel kompozitlerin ve/veya elastik

supergozenekli hidrojellerin hazirlanmasiyla da elde edilebilir.



Sekil 2.2. SPH'lerin hizh (~30 saniye) ve ylksek sisme oranlari.

Elastiklik: Supergdzenekli hidrojeller buyukllkleri ne olursa olsun bir dakikadan
daha kisa slUrede su igerisinde siserler. Sismis supergbzenekli bir hidrojelin
agirhginin %90’'indan fazlasi su oldugundan SPH’ler mekanik yonden zayiftirlar.
Akina Inc. tarafindan geligtirilen elastik ozellikteki SPH’ler, sismis formda
kopmadan yaklasik iki katina kadar uzayabilirler. Yuksek elastiklik o6zelligi
supergozenekli hidrojelleri, mekanik ydnden daha direngli materyallere
donugturmektedir. Elastik SPH’ler, oral kontrolli salim formulasyonlarindan doku

muhendisligi uygulamalarina kadar ¢esitli uygulama alanlari igin idealdir.

Sol-jel faz-gegis 6zelligi: Sol-jel faz-gegis sistemlerinin; eczacilik, biyomedikal
ve malzeme gibi pek ¢ok alanda uygulamasi bulunmaktadir. Akina Inc., yaygin
olarak bulunan seluloz polimer bazli yeni sicaklik-duyarli polimerler gelistirmigtir.
Bu sicaklik-duyarl faz-gecisli hidrojeller, ¢evre duyarli ilag salim sistemlerinden

ticari Urunlere kadar genis bir alanda yuksek derecede ilgi ¢ekici materyallerdir.

Cevresel uyaranlara duyarlilik: Pek ¢ok sistemde oldugu gibi SPH’lerin de
cevredeki degisimlere (pH, sicaklik, iyonik kuvvet, manyetik alan gibi) kargi duyarh
formlari hazirlanabilmektedir. Ornegin; pH-duyarli ve hizli sisebilen poli(akrilamid-
ko-akrilik asit), p(AAm-ko-AA), SPH’ler sentezlenmistir (Gemeinhart and Guo,
2004). Bu polimerler, yapisindaki karboksil gruplarinin varligina bagli olarak
cevresel pH degisimlerine karsi siserek ya da buzulerek cevap verirler. pH:1.2
ortaminda sistikten sonra pH:7.5 ortamina transfer edilen p(AAm-ko-AA)
SPH’lerin, benzer boyutlardaki gdzeneksiz hidrojellere gore, yliksek mertebelerde
daha hizh sigtikleri belirlenmistir. Takibinde, sisen bu SPH’lerin pH:7.5 ortamindan
pH:1.2 ortamina alindiklarinda yaklasik bir dakika iginde buzustukleri gdozlenmistir.

10



Cesitli pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltilerde sisen SPH’lerin gézenek ¢aplari,
CryoSEM caligmalariyla tespit edilmis ve pH 2'den 4’e arttiginda gézenek ¢apinin
yaklasik olarak ayni kaldigi, ancak pH 4’ten 7.4’e ylkseldiginde gézenek ¢apinin
onemli derecede arttidi belirlenmistir. Akrilik asitin pKa’si yaklasik 4.5 oldugundan

bu beklenen bir durumdur.

Poli(N-izopropilakrilamid-ko-akrilamid) SPH’ler ise, sicakhk duyarh ve hizli sisme
karakteristiklerine sahip polimerlerdir. Bu SPH’ler, 10°C ve 45°C’daki tampon
gOzeltileri arasinda donusumlu olarak yer degistirdiklerinde, hizli sisme ve
buzusme kinetigi gostermislerdir. Bu tip hidrojeller, diger ¢esit hidrojellerden farkh
olarak, ¢evredeki degisimlere karsi hizli bicimde yanit vermektedirler (Gemeinhart
ve Guo,2004) (Sekil 2.3).

AT AT
— - e
ApH ApH

Sekil 2.3. SPH'lerin cevresel degisikliklere (pH ve sicaklik) karsi sisme ve
buzugme davranigi (Peppas, 1997).

2.3. Yeni Nesil Supergozenekli Hidrojeller

Superg6zenekli hidrojellerin benzersiz 6zellikleri, onlari pek ¢ok alanda kullanigh
hale getirse de, tamamen sismis durumda mekanik yonden zayif olmalari pratik

kullanimlarini engelleyen ana nedendir (Qui and Park, 2003).

SPH’ler farkh ozelliklere sahip 3 nesile ayrilirlar. Bunlardan birinci nesil
(geleneksel) SPH’ler; hizli sisme, yuksek sisme orani ve zayif mekanik
dzellikleriyle karakterize edilirler. ikinci nesil SPHler olan SPH kompozitler
(SPHC); hizl sisme, orta derecede sisme orani ve gelismis mekanik 6zellikleriyle
degerlendirilirler. Uglincti nesil SPH hibridler (SPHH) ise; sahip olduklari elastik
Ozellikleriyle pek c¢ok eczacilik ve biyotip uygulamasinda oldukga kullanigh
olabilirler (Omidian et al., 2005). Sekil 2.4'te SPH’lerin farkli nesillerine ait
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hidrojellerin  kimyasal vyapilari, sisme Ozellikleri ve mekanik Ozellikleri

kargilagtiriimistir.

Polimer Sisme Mekanik
yapisi ozellikleri Ozellikler
___|Polimer zinciri
Birinci :
nesil |CGapraz !
baglayici - N
s 5 . el
ikinci gc;r:pozn ~
nesil |¥ —T

Uglicti [Hibrid (e
nesil |3an ~
—

Sekil 2.4. Farkh nesil SPH'lerin yapisal, sisme ve mekanik 6zellikleri.

2.3.1. Birinci nesil SPH’ler: Geleneksel SPH’ler

Geleneksel SPH’lerin sentezi icin en yaygin kullanilan monomerler, ylksek
derecede hidrofilik olan akrilamid, akrilik asit ve stlfopropil akrilat tuzlandir. Kuru
SPH’ler sert ve kirilgandirlar, fakat polimerlerin hidrofilik dodalar sayesinde, bu
sert yapilar yumusak ve esnek yapilara donusurler (Omidian et al., 2005).
Geleneksel stpergozenekli hidrojellerin tretimi ilk olarak 1999 yilinda Chen ve
grubu tarafindan gergeklestirilmistir (Chen et al., 1999). Sonrasinda Chen ve Park
yuksek sisme ozelligine sahip sukroz temelli supergdzenekli hidrojellerin Gretimini

gerceklestirmistir (Chen and Park, 2000a).

Geleneksel SPH’ler, bukme ve ¢cekme streslerine kargi kirilgandirlar. Cok kiuguk
basinglar altinda bile yapilari kolaylikla pargalanir. Birinci nesil SPH’lerin zayif

mekanik 6zellikleri, ikinci nesil SPH’lerin gelistiriimesine neden olmustur.

2.3.2. ikinci nesil SPH’ler: SPH kompozitler

SPH kompozitleri hazirlamak igin kompozit ajanlar kullanilir. Bu ajanlar, sentez
sonucu olusan polimer zincirleri arasinda fiziksel ¢gapraz bagh bolgeler olarak rol
oynamaktadirlar. Kompozit bir ajan, capraz bagli ve su emici hidrofilik bir

polimerdir ve suyu absorplayabilen bu yapisi ile monomer ¢dzeltisini, ¢apraz
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bagslayici ajani, baglaticlyl ve sentez sonucu reaksiyona girmeden kalan bilesenleri

absorplayabilir.

SPH kompozit materyallerde kompozit ajan varlgi, geleneksel SPH’lere gére SPH
kompozitlere gelismis mekanik 6zellikler saglamaktadir, ancak SPH kompozitler
hala kirilgandir ve belirli stres altinda pargalanirlar (Omidian et al., 2005). Son
yillarda, ikinci nesil SPH’ler olan SPH kompozit materyaller, oral yolla alinan
bagirsaga yonelik ila¢g salim uygulamalari igin ilgi ¢ekici bir aragtirma alani
olusturmaktadir. Chen ve Park, midede alikonmak igin mekanik agidan oldukga
zayif olan akrilamid-bazli siipergdzenekli hidrojelleri, Ac-Di-Sol® adli kompozit ajan
ile gelistirerek supergdzenekli kompozit hidrojeller sentezlenmis ve sistemin
midede alikonma sureci iyilestiriimistir (Chen and Park, 2000b). Dorkoosh ve
grubu, akrilamid-bazli slUpergdzenekli hidrojel ve slUpergbézenekli kompozit
hidrojellerin sentezini gergeklestirmistir (Dorkoosh et al., 2000). Kim ve Park
(2004), polietilenimini kompozit ajan olarak kullanmis ve poli(akrilamid-ko-akrilik
asit) temelli sipergozenekli hidrojelleri sentezlemistir (Kim and Park, 2004). Yang
ve grubu (2004), sulfopropil akrilat-ko-akrilik asit stpergdzenekli hidrojellerin
mekanik Ozelliklerini gelistirmek amaci ile kompozit ajan olarak poli(vinil alkol)
kullanmistir (Yang et al., 2004). Grubumuz tarafindan yurutulen bir caligsmada ise
kemik doku muhendisligi icin hidroksiapatit igceren slUpergozenekli kompozit
hidrojel Uretimi gergeklestirilmistir (Demirtas et al., 2008). Chavda ve Patel (2010)
tarafindan ydratilen bir calismada geleneksel SPH’lerin  mekanik acidan
dayaniksiz  olmalart g6z  ©6nunde  bulundurularak, kompozit  ajan
karboksimetilselliloz sodyum (NaCMC) varhiginda poli(akrilamid-ko-akrilik asit),
p(AAm-ko-AA)-bazli slUpergdzenekli hidrojellerin  Uretimi  gergeklestirilmistir.
Uretilen kompozit siipergézenekli hidrojellerin gastrik bolgede kalis sureleri ve

mekanik dayanimlari incelenmistir (Chavda and Patel, 2010).

2.3.3. Uglincii nesil SPH’ler: SPH hibridler

Cok yuksek mekanik ya da elastik 6zelliklere sahip SPH’leri sentezlemek icin, SPH
hibridleri temel alan Gguncu nesil SPH’ler gelistiriimigtir. SPH kompozitlerden farkli
olarak SPH hibridler, SPH olugsumu sirasinda ¢apraz baglanabilen hibrid bir ajanin
eklenmesiyle hazirlanirlar. Bu hibrid ajan, kimyasal veya fiziksel capraz baglanma

suresince ikinci bir capraz baglh yapiyi olusturabilen suda-¢6zinen ya da suda-
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dagilan bir polimerdir. ikinci ag yapi olustugu zaman tiim sistem, i¢ ice gegmis
polimerik ag yapilara (interpenetrating network, IPN) benzer bir yapi olusturur. Bu
cesit bir mekanizma, i¢ ice gecmis ag yap! olusumuna benzer bir durum

sergilemektedir.

SPH hibrid yapilara ornek olarak, sodyum aljinat varhiginda akrilamid-bazli
SPH’lerin sentezi ve sonrasinda aljinat zincirlerinin kalsiyum iyonlari varliginda
capraz baglanmasi verilebilir. SPH hibridlerin egsiz 6zelliklerinden bir tanesi sismis
halde sahip olduklari ylksek elastik 6zelliklerdir. SPH’ler ve SPH kompozitlerle
karsilagtinldiklarinda, SPH hibridler gekme stresi uygulandiginda kolay kiriimazlar.
SPH hibridlerin elastik ve kaugugumsu 6zellikleri onlari, esnek ve dayanikli jellerin

tercih edildigi ¢cesitli uygulamalar igin uygun malzeme haline getirmektedir.

Suda sismis SPH hibrid yapilar; gerilme, sikistirma, bikme ve ¢ekme gibi cesitli
streslere karsi direng gosterebilmektedir. Bu durumun temel etmeni IPN yapilarin

varhigi olup, asagida IPN yapilara ait bilgi sunulmustur.

IPN yapilar

Son vyillarda, hidrojellerin mekanik kuvvet ve dayanimlarini arttirmak amaciyla;
hidrojel agina polimer partikullerinin eklenmesi (Zhang et al., 2005), soguk
muamele (cold-treatment) (Zhang and Zhuo, 1999) veya sogutarak dondurma
(Kato et al., 2003), polimer yapisina kil katilmasi (Haraguchi et al., 2003) ve i¢ ice
gecmis ag yapilarin olusturulmasi (Hou and Siow, 2001) gibi bircok ydntem
denenmigtir. Hidrojelleri mekanik dayanim yonunden iyilestirmek icin en etkin
yontemin i¢ ice gecmis ag yapilarin (interpenetrating network, IPN) olusturulmasi

oldugu diasunulmektedir (Hou and Siow, 2001).

ic ice gecmis ag yapllar ilk olarak Millar (1960) tarafindan ortaya atilimistir. i¢ ice
gecmis polimerik ag yapi (IPN), iki ya da daha fazla polimerden en az bir tanesinin
digerlerinin varliginda sentezlenmesi vel/veya c¢apraz baglanmasi sonucu
olusmaktadir (Sperling, 1981). Aralarinda kovalent baglanmanin gerceklesmedigi
farkli ag yapilarin, yalnizca fiziksel baglanmalar yoluyla kismen ya da tam olarak
birbiri igine girmesi sonucu olusan bu ag yaplilar, ideal agidan homojen bir yapiya
sahip olmahdir (Klempner and Berkowski, 1987). Ancak genellikle, kullanilan

polimerlerin 6zelliklerinden dolayr homojenite saglanamaz. IPN yapiy! olusturan
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polimerler arasinda kimyasal bag bulunmadigindan, ana yapi igerdigi her bir
polimerik ag yapinin ozelliklerini gosterir. Boylelikle, aranan oOzelliklere sahip bir
yap! Uretilebilmektedir. Ornegin, pH-duyarl bir hidrojelin yapisina katilan sicaklik-
duyarli ikinci polimer, bu yapinin pH duyarlihgini koruyarak onu ayni zamanda
sicaklik-duyarli hale de getirebilir (Park et al., 1993).

IPN sistemlerde, polimerlerden biri ¢apraz bagli iken digerinin dogrusal ya da
dallanmis formda oldugu sistemler “yari-IPN” yapi olarak adlandirilmaktadir.
Polimerlerin her ikisinin de ¢apraz baglandigi durumda ise olusan sistemler “tam-
IPN” olarak adlandirilir ve ideal i¢ ice gecmis ag yapiyi olustururlar (Sperling et al.,
1994).

Polimer A

------ PolimerB

° Gapraz baglanma
bolgeleri

(a) Tam IPN (b) Yan IPN

Sekil 2.5. IPN yapinin sematik gosterimi (Lin et al., 2011).

IPN yapilar, temel olarak i) ardisik polimerizasyon ve ii) es-zamanl polimerizasyon
olmak Uzere 2 sekilde sentezlenirler. Sekil 2.6’da bu i¢ ice gegmis ag yapi sentez
yontemleri sematik olarak gosterilmistir. Ardisik polimerizasyonda oOncelikle
monomer 1 ¢apraz baglanarak polimer agi 1 olusturulur. Sonrasinda hazirlanan bu
¢apraz bagh yapi; monomer 2, gapraz baglayici ve baslaticinin bulundugu ¢ozelti
icerisinde siserken monomer 2 polimerlesir ve ikinci ag yap! olugur. Boylelikle
ikinci polimer agi, birinci polimer agi icinde sekillenir. Es zamanl
polimerizasyonda ise her iki bilesenin monomerleri, bu monomerlere 6zgu gapraz
baglayici ve baglatici varliginda ayni anda polimerlegir. Polimerizasyon
reaksiyonlarinin es zamanh olarak gercgeklesebilmesi igin reaksiyonlar birbirini
engellememelidir. Eg zamanl polimerizasyonda birbirini engellemeyen radikal
polimerizasyonu ve kondenzasyon polimerizasyonu birlikte kullanilabilir (Sperling
et al., 1994).
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(a) Ardigik polimerizasyon yontemi

0,0,0,0,0,
Monomer1 Polimerizasyon Polimer agi 1
—_—
o, o,
Capraz baglayici 1 l{jzc]z[jzgz[jz Monomer 2
®, @, Caprazbadlayici2

Monomer 2 ve capraz baglayic
cozeltisinde sismis polimer agi 1

(b) Eg zamanh polimerizasyon yontemi

0,0,0,0,0 Polimerizasyon
it i
Dgozo‘zD?Dz
e 0

Sekil 2.6. Temel IPN sentez metotlari (Sperling et al., 1994).

IPN yapilar diger ¢oklu polimer kombinasyonlarina gore birgok ustun ozellige
sahiptir. IPN yapinin olusturulmasi c¢apraz bagh polimer yapilari birbiri iginde
tamamen karistirabilmek igin tek yoldur. Pek ¢ok polimer termodinamik agidan
birbiriyle uyumsuz oldugundan faz ayrimi olmaksizin homojen bir yapinin
olusumu; c¢apraz bagh polimer yapilarin birbiri igcinde tamamen karigabildigi i¢ ice

gecmis ag yapinin olusmasiyla saglanmaktadir (Frisch et al., 1981).

Birgok galismada IPN formda polimer yapi hazirlamak igin, dodal ve sentetik
polimerler kullaniimistir. 2003 yilinda yapilan bir galismada midede alikonan
sistemlerin gelistirimesi amaci ile Uretilen akrilamid-bazli supergozenekli
hidrojellerin yapisina, ikinci bir polimer olarak poliakrilonitril katilmistir. Elde edilen
IPN yapinin mekanik agindan daha yuksek dayanima sahip oldugu gozlenmistir
(Qui and Park, 2003). Kemik doku muhendisligi icin p(HEMA)-bazli sipergdzenekli

hidrojellerin incelendigi bir diger c¢alismada, hidrojelleri mekanik agidan
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guglendirmek ve biyouyumlulugunu arttirmak icin yapiya jelatin eklenerek yari-IPN
ve IPN yapidaki SPH’lerin Uretimi basariyla gergeklestirilmistir (Cetin et al., 2010).

IPN yapilarin karakteristik 6zellikleri gesitli analitik teknikler ile belirlenebilmektedir.
Bu yontemler; statik ve dinamik mekanik analiz, diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC), kizildtesi spektroskopi (IR), elektron mikroskobu, X-iginlari ve notron
sacilmasi gibi polimerik materyaller igin kullanilan geleneksel metotlardir (Sperling,
1985).

DSC yontemi, IPN’leri olusturan polimer zincirlerinin i¢ ice gegme derecesinin nitel
olarak belirlenmesinde kolaylik saglamaktadir. Ag vyapili polimerlerin DSC
egrisinde birden fazla Ty degerinin gozlenmesi; fazlar arasi ayrilmanin oldugunu,
tek bir Ty degerinin bulunmasi ise; fazlardaki i¢ ice gegmenin daha iyi ve uyumlu

oldugunu gostermektedir (Bischoff and Cray, 1999).

IPN’lerin mikro yapilarinin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan metotlardan
birisi, elektron mikroskobudur (Michaud and Camberlin, 1988). Gegirimli elektron
mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu (TEM ve SEM), ag yapil sistemlerde

coklu-fazin boyut ve sekillerinin belirlenmesinde kullaniimaktadir.

2.4. Supergozenekli Hidrojellerin Kullanim Alanlari

Superg6zenekli hidrojeller; agizdan alinan peptid ilag salim sistemlerinin
geligtiriimesi, midede alikonan cihazlarin gelistiriimesi, anevrizma tedavisi, diyete
yardimci besin maddesi ve diger kullanimlar olmak tzere gesitli uygulamalarda yer

almaktadirlar. Asagida bu uygulamalar kisaca agiklanmistir.

Midede alikonan cihazlarin gelistiriimesi

Supergozenekli hidrojeller ilk olarak, midede alikonulan cihazlari hazirlamak
amaciyla gelistiriimiglerdir. Bu uygulamayla amaclanan, agizdan alinan ila¢ yuklu
hidrojelin hizli bir bicimde sigserek yeterli buyukluge ulagmasi ve midenin on iki
parmak bagirsagina agilan kismindan gegemeyerek, ila¢g saliminin uzun sirede
gerceklesmesinin saglanmasidir. Hizli sismenin baglangigtaki amaci, 20 dakika
icerisinde maksimum sismeye ulagmaktir. Clinkl su mide igerisinde 30 dakika
boyunca kalabilir.
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Polivinilpirolidon (PVP) supergozenekli hidrojeller kullanilarak yapilan hayvan
deneylerinde, hidrojelin midede 24 saatten fazla kalabildigi ve etkin ilag saliminin

saglandigi goértulmastir (Shalaby et al., 1992).

Chen ve grubu 1998 vyilinda yaptiklari calismada, midede alikonan cihaz
hazirlamak amaciyla akrilat-bazli supergdzenekli hidrojelleri gelistirmigtir. Chen ve
grubu tarafindan yapilan bir diger c¢alismada, akrilat-bazli supergézenekli
hidrojellerin yapisina Ac-Di-Sol® eklenerek SPH kompozitler hazirlanmistir. Bu
SPH kompozitler kullanilarak yapilan hayvan deneylerinde, hidrojellerin midede
alikonma ozellikleri incelenmis ve sonug olarak mide igerisinde 24 saatten fazla
kalabildikleri gdzlenmistir. Uretilen SPH kompozitlerin gastrik alilkonma igin Ug
onemli 6zellik olan hizli sisme, yuksek sisme orani ve yuksek mekanik dayanima
sahip olmalari, midede uzun sureli alikonan cihazlar olarak kullanilabileceklerini
gOstermigtir (Chen et al., 2000).

Anevrizma tedavisindeki uygulama

Damarin belli bir bolgesinin genislemesinden olugsan siglik olarak tanimlanan
“anevrizma” tedavisi icin gelistirilen yeni biyomedikal cihazlarda da stiperg6zenekli
hidrojeller kullanilmaktadir. Ozel bir goriintileme yéntemiyle, anevrizmanin sekli
ve buyuklugu saptandiktan sonra, daha ufak boyutlarda, fakat ayni sekilde
supergozenekli  hidrojeller sentezlenebilir.  Anevrizmanin oldugu bdlgeye
supergozenekli hidrojel yerlestirildigi zaman, hizli bir sisme meydana gelerek o
bolgeyi doldurur ve kanin pihtilagsmasini saglar (Ciceri et al., 2002). Seyrek de
olsa, supergbzenekli hidrojel pargaciklari, kanin tumorlere dogru akisini

engellemek i¢in dolagimi bloke edici ajan olarak da kullanilabilir.

Diyete yardimci besin maddesi olarak kullanimi

Kilo kontrolu saglamada, supergozenekli hidrojeller kullanilarak, karin boglugunda
anlamli bir alan kaplanir ve bdylece diger besinler icin yer azaltiimis olur. Bu
sekilde istah bastiriimig olur (Park, 2004).

Diger uygulamalar

SlUpergozenekli hidrojeller ilag ve biyomedikal Urlnler disinda farkli uygulama

alanlarinda da kullaniimiglardir. Sekil 2.2°de goéruldugu gibi supergdzenekli
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hidrojelin degisik sekillerde hazirlanabilmesi ve hizli sisme 06zelliginden dolayi

cocuklar igin ilgi gekici bir oyuncak olabilecegi dugunulmustar.

Bir SPH, kuru agirhginin birka¢ kati kadar suyu emme 0&zelligine sahiptir. Bu
ozelligi kullanarak, cevrede istenmeyen sivilarin herhangi bir yere rastlantisal
olarak dokulmesine engel olunabilmektedir. Sivi solusyonlar, pargacik formunda
veya uygun bicim ve boyutta hazirlanabilen siperg6zenekli hidrojeller tarafindan
cevrelenerek muhafaza edilebilirler. Siperg6zenekli hidrojeller, neme hassasiyeti
olan malzemelerin igerisine su girisine engel olmak i¢in de kullaniimaktadir. Bu tur
malzemeler, supergdzenekli hidrojellerle kaplanir ve bdylece herhangi bir neme
maruz kaldiginda su, Hidrojel tabakasi tarafindan tutulur. Hizli ve ylksek sisme
Ozellikleri supergozenekli hidrojellere ¢ok onemli bir yetenek kazandirmaktadir.
Suyu emerek sistiklerinde, sisme boyunca dis tarafa dogru anlamli bir kuvvet
uygulamaktadirlar. Yarim gram agirhginda bir SPH, sistigi zaman 100 gram
agirhgindaki bir maddeyi bir dakika gibi kisa bir zamanda yukari kaldirabilmektedir.
Bu Ozellik SHP’ler icin oldukga etkileyicidir ve birgok uygulamada
kullanilabilmektedirler. Hidrojenin uyguladigi bu kuvvet, bir alarm sisteminin

tetikleyicisi olarak kullanildiginda su baskinlari tespit edilebilmektedir (Park, 2004).

Oral peptid salim sistemlerinin gelistirilmesi

Hemofili, diyabet, kanser, kistik fibroz, sedef hastaliyi ve kalitsal hastaliklar gibi
bircok hastaligin tedavisinde kullanilan peptid ve proteinler gibi hidrofilik ve
makromolekuler yapidaki ilaglarin, oral yollu kontrolli salimi klinik agidan hastaya
ila¢c verme yollari arasinda da en guvenilir ve en uygun olanidir (Torres-Lugo and

Peppas, 1999). SPH’lerin bu amagla kullanimi klinik agidan arastiriimaktadir.

Sunulan tez calismasinda sentezlenen SPH’lerin protein bazli ilaglarin kontrolll
salimi amaciyla kullanimi hedeflendiginden, asagida 6ncelikle “protein ilaglarin
kontrolli salimi” konusunda bilgi verilecek ve daha sonra SPH’lerin oral peptid

salim sistemlerinde kullanimina yonelik ¢alismalar 6zetlenecektir.

2.5. Protein ilaglarin Kontrollii Salimi

Molekuler biyoloji alanindaki son gelismeler, blyuk molekul agirhdina sahip
protein ve peptid bazl ilaglarin gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanimina imkan
vermistir (Peppas et al., 2000). Cogdu protein yliksek molekul agirhdinin yani sira,
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sinirl karahliga sahiptir. Ayrica, proteinlerin kan dolagiminda kisa yari dmre sahip
olmalari nedeniyle tedavi edici etki bu ilaglarin sik tekrarlanan enjeksiyonu yoluyla

saglanmaktadir (Manning et al., 1989).

Peptid ve protein yapidaki ilaglarin enjeksiyon yoluyla uygulandidi klasik tedavi
yonteminde, ilacin plazma konsantrasyon degerinin sirasiyla maksimum ve
minimum yonde ani degisimi, tutarl ve yararh bir tedavinin saglanabilmesi igin
yeterli olmamaktadir. Etkin maddenin optimum plazma konsantrasyon degeri, sik
araliklarla yuksek dozda ilag alimiyla saglanabilmektedir. Bu nedenle protein
ilaglar icin en uygun uygulama yontemi; verilecek doz sayisini azaltan ve ilacin
kararlihgini koruyarak istenen slre boyunca salimini saglayabilecek bir kontrolll

salim sistemidir.

Geleneksel kigluk molekdllh ilaglarin salimi igin; oral (Knuth et al., 1993),
parenteral, bukal (Nagai and Machida, 1992), transdermal, okller (Lallemand et
al., 2003), intravajinal (Knuth et al., 1993), rahim ig¢i, pulmoner ve nazal yollu
kontrolli salim sistemleri gelistiriimistir. Bu salim yéntemlerinden her birisi, hedef
bdlgelerinin fizyolojik yapisina bagh olarak, 6zgin avantajlara ve zorluklara
sahiptir. Farkh olarak buyuk molekul agirhigr ve dusuk kararliliga sahip proteinlerin
bahsedilen ydntemlerden herhangi birisi ile kontrolli salimi 6zel formulasyon
yontemlerini gerektirmektedir. Bu kategorideki ilaglarin kontrolli salimi icin klinik
acidan en uygun yontem oral yolla kontrolli salim olsa da, mide-bagirsak
ortaminin asidik 6zelligi ve igerdigi proteolitik enzimler, protein ilaglarin hizli bir
sekilde bozunmasina neden olmaktadir. Ayrica, hidrofilik yapidaki protein
molekullerinin biyoyararlanimi, bagirsak duvarinin disiuk membran gecirgenligi
nedeniyle oldukg¢a duguktlr. Bu durum protein ilaglarin, oral yolla uygulanmasini

biylk dlglide kisitlamaktadir (Manning et al., 1989; imren et al., 2010).

Protein temelli hidrofilik ve makromolekuler ilaglarin agiz yoluyla alindigi
uygulamalarda arttiriilmis biyoyararlanimin hedeflendigi ¢ok sayida c¢alisma
yuratalmustir (Dorkoosh et al., 2001; 2002a; 2002b). Tedavi-edici dozlarda tahmin
edilebilir ve tekrarlanabilir absorpsiyon elde edebilmek igin ilaglarin bolgeye 6zgu
salimi, istenilen tedavi edici etkinin saglanmasi icin ise zayif biyoyararlanimin
gelistiriimesi ile mukozadan gecisin ve metabolik engellerin asiimasi etkin ilag

dagitimini saglayacak sistem tasariminda énemli noktalardir (Bai et al., 1995; Fix,
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1996). Sistem tasariminda bir diger onemli nokta ise mide-bagirsak (Gl)
bdlgesinde ¢ok kisa yari dmre sahip olan peptid ve protein ilaglarin bagirsak
epitelinden hizli ve etkili emilimine imkan vererek, etkin plazma degerine
ulasilmasini saglayan ani salim (burst release) profilinin yaratilmasidir (Dorkoosh
et al., 2001).

2.5.1. Hidrojel yapidaki protein ilag salim sistemleri

Hidrojellerin ag yapilari ve termodinamik 6zellikleri; difiuzyonal davraniglari ve
yapilarina katilan biyoaktif ajanlarin molekuler stabiliteleri agisindan onemli rol
oynamaktadir (Peppas, 1997). Hidrofilik polimerlerden protein salimini etkileyen
onemli degiskenler, dusuk molekal agirlikli ilaglardaki gibi, salim mekanizmasina
ve cihazin 6zelliklerine baglidir. Ayrica ¢ézinenin molekiler boyutu; difizyonu ve
hidrofilik polimerlerden salimi istenmeyen sekilde engellemektedir (Ende, 1993).
Protein ve peptid ilaglarin yapisinin bozunmaya ugramamasi igin, uygun sicaklik,
pH ve karistirma kosullarinda kontrolli salim cihazi tasarlanmalidir (Lewis et al.,
1990). Proteinlerin farmakokinetiklerinin ve salim kinetiklerinin degerlendiriimesi,

uygun salim mekanizmasinin segilmesine yardimci olur (Tracy, 1998).

Hidrojel sistemlerden protein salimini etkileyen bir diger unsur da; cihazda
proteinin dogal yapisinin korunamamasidir. Suyun baslica tasima ortami oldugu
difizyon-kontrolli tagsima sistemlerinde, protein ¢dzeltisinin kararlih@i cihazin tipini
tayin eder. Rezervuar tipi sistemlerle (Sekil 2.7,a), yuksek kararlliga sahip
proteinler i¢in salim sudresi arttinlabilir (Langer, 1990). Alternatif olarak, protein ve
hidrofilik polimerin toz karisiminin  bir matris tablet seklinde dogrudan

sikistiriimasiyla, susuz tasima sistemleri yaratilabilir (Sekil 2.7,b).

Protein ile biyolojik akiskanin temasini 6nlemek veya geciktirmek icin, hidrofilik
polimer/protein ¢ekirdek etrafina hidrofobik tabakalarin kaplanmasi gibi ek
onlemlerin alinmasi gerekir (Langer and Folkman, 1976). Bdyle bir cihaz, difizyon
baglayana kadar biyolojik sivi ile proteinin temasini onler, uygun zaman, pH ve

durumda salim gerceklesir. Bu sayede depolama ve raf dmri uzar.

21



Hidrojel

membran
® o
L ]
a (=]
(a) : ..
o
Protein
cozeltisi J. Dalifier .
A o 2n® o
(b) AL o’ 0
° A [ ~ PP
e o [} o0
Protein o °

Sekil 2.7. Protein salan hidrojel sistemler (a) Sulu durumda protein iceren
rezervuar sistem (b) Protein ve hidrofilik polimerin toz karisiminin sikistirilmasiyla
olusturulan susuz salim cihazi (matris sistem) (Fu and Kao, 2010).

2.5.1.1. Protein saliminda kullanilan hidrojellerin yapisi

Hidrojelden protein salimi, ¢evresel etkenlere bagli olarak komplekstir. Kontroll
salim uygulamalarinda kullanilan hidrofilik polimerler; gézeneksiz, mikrogézenekli
ve makrogdzenekli hidrojeller olarak 3 ana sinifta toplanabilir (Peppas and
Meadows, 1983).

Gozeneksiz hidrojeller; 3-boyutlu ag seklindeki kovalent ya da iyonik ¢apraz-bagli
makromolekuler zincirler igerirler ve gozenek boyutlari ile karakterize edilirler.
Gozenek boyutu makromolekiler baglanti uzunluguna esdeger olup, 10 ile 100 A°
arasindadir. Genelde, bu tip hidrojellerden protein salimi polimer zincirlerinin
yogun olarak bloklastigi aglarindan gergeklesir. Bu durumda, salim prosesi
polimer zincirinin hareketliligine baglidir ve aslinda protein difizyonu bir katidan
gerceklesir. Gozeneksiz bir hidrojel hazirlamak icin kullanilan metotlardan biri,
denge degeri altindaki ¢ozlcu seviyesi ile polimerlestirmedir. Gdézeneksiz
membranlar bir bariyer gibi ¢alisirlar, bu nedenle protein salimi cihazin baska bir

kisminda gergeklesir.

Mikrogbzenenekli hidrojeller; makromolekuler baglanti uzunlugundan daha buyuk
gozenekler icermektedir. Gézenekler genellikle su ile doludur ve karakteristik
boyutlari ortalama gbzenek vyarigapi (rp) ile tanimlanir. Protein salimi, suyun

gbzeneklerden gecerek beraberinde ¢o6zinenin de tasindigi difuzyon ve
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konveksiyonun Dbirlesimiyle gerceklesir. Mikrogozenekli jeller 0.01-0.10 pm

arasinda gozenek boyutuna sahiptir.

Makrogozenekli hidrojeller ise genellikle 0.1 pym'den buyUk caplarda, buyuk
gbzeneklere sahiptirler. Kutle aktarim mekanizmasi, su dolu gozeneklerden
difuzyon ve konveksiyon seklindedir. Gozenekli sistemlerde, protein difuzyonunu
tanimlayan salim modelleri klasik hidrodinamik temeline dayanir (Satterfield et al.,
1973). Makrogdzenekli hidrojeller; denge degerinden fazla miktardaki ¢oztcu ile
sentezlenebilir. Bu durumda faz ayrimi ¢ézlicu havuzlarini yaratir ve dolayisiyla
buyuk gbzenekler ve kanallar olusur. Buylik gozenek boyutlarini elde etmek icin

kullanilan yollardan bir tanesi de polimerizasyonu ¢dzicusuz gergeklestirmektir.

Polimerizasyon kosullarinin  degistiriimesiyle kontrolli salim sistemlerinde
kullanilabilecek ¢ok sayida hidrofilik polimer sentezlenmistir. Bunlardan baslicalari;
poli(2-hidroksietil metakrilat), poli(metil metakrilat), poli(akrilik asit), poliakrilamid,
poli(vinil alkol), poli(N-vinil pirolidon), poli(etilen glikol), poli(metakrilik asit),
poli(etilen-ko-vinil asetat), polilaktidler, poliglikolidler, poliortoesterler, polianhidritler

ve polisakkaritlerdir (Korsmeyer, 1991).

pH-duyarh hidrojellerin gevresel etkilere cevap verebilme 6zellikleri, onlarin protein
ve peptidlerin oral salimi i¢in kullanimlarina olanak saglamaktadir (Torres and
Peppas, 1999). Protein yapidaki ilaglarin oral yollu saliminda, ilaci mide-bagirsak
kanalindan gecisi sirasinda kargilastigi pH degisimlerinden korumak igin
geligtirilen  pH-duyarli sistemler araciigr ile kolona 06zglu ilag salimi
saglanabilmektedir (Gumusderelioglu and Kesgin, 2005). Kalin bagirsak, dusuk
enzim aktivasyonu ve uzun gegis suresi nedeniyle protein ilaclarin absorpsiyonu
icin uygun bdlge olarak degerlendiriimektedir. Ancak ilag formulasyonlarini iceren
tasiyici sistemlerinin yalnizca pH-duyarli hidrojellerden hazirlanmasi yeterli
degildir, ¢unkl ince bagirsak ve kolonun pH degeri yaklasik aynidir. Ancak
kolondaki mikroorganizma konsantrasyonu ince bagirsak ve midedekinden 5 kat
daha yuksektir ve kolonda salim mikrobiyal enzim aktivitesinin etkisiyle
gerceklesir. Onerilen yontem; yalnizca kolonda mevcut mikrobiyal enzimler
yardimiyla parcalanarak ilaci salabilecek polimerik tasiyicilarin hazirlanmasidir.
Kisacasi hem pH-duyarli ve hem de biyobozunur hidrojellerin sentezi gereklidir
(Kesgin, 2002).
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Bolgeye-6zgl peptid ilag dagitimi i¢in; manyetik sistemler, genisleyebilen
sistemler, mukoadeziv sistemler ve yakin zamanda gelistirilen bagirsak duvarina
mekaniksel olarak tutunabilen sistemler gibi ¢esitli yaklagimlar da kullaniimigtir
(Dorkoosh et al.,, 2001). Mukozal emilimin arttinilmasi igin gelistirilen enzim
inhibitorleri, mukoadeziv polimerler ve hulcreler arasi baglanti bolgelerini
acgabilecek bilesimler genel adiyla “absorpsiyon arttirici” olarak kabul edilmektedir
(Luessen et al., 1996). Mukoadeziv sistemler, absorpsiyonun yapildigi bagirsak
epiteli ile yakin temas saglayabilmesi ve badirsak kanalinda alikonma suresini
arttirmasi nedeniyle tercih edilmektedir (Junginger, 1990; Lehr, 1994; Bai et al,
1995). Mukoadeziv 6zellige sahip hidrojel salim sistemlerinin gelistiriimesinin
ardindan, bu sistemlerin in vitro/in vivo mukoadeziv kuvvetlerinin ve etken
maddenin biyoyararlanimi Uzerindeki etkilerinin incelendigi in vitro ve in vivo
calismalar yurutilmuastir (Tang et al., 2005; Goto et al., 2006, Yin et al., 2007).
Ancak mukoadezyonun tek basina kullanimi, alikonma suresi ve etken madde

emilimini yeterince saglayamamaktadir (Goto et al., 2006).

Dorkoosh ve grubu tarafindan (2002) yapilan ¢alismada, mukoadezyondan farkli
olarak, bagirsak duvarina mekanik olarak tutunabilen ve tutunma sonrasi ani salim
yapabilen sistemler gelistiriimis ve bu sistemlerin birka¢ protein temelli ilacin
(buserelin, octreotid, insllin ve desmopressin) intestinal emilimini arttirdidi

g6zlenmistir (Dorkoosh et al., 2002b).

2.5.1.2. Hidrojellere protein ylikleme metotlari

Vilcut igerisine implante ya da enjekte edilebilen, vucut ile biyouyumlu protein
yukli hidrojel tasima sistemlerinin hazirlanmasi igin c¢esitli yontemler mevcuttur.
Bu metotlardan herhangi biri ile yukleme yapilirken; protein yapisinin
denaturasyona ugramamasi, homojen bir dagihmin elde edilmesi, protein ylukleme
etkinliginin yuksek olmasi, yukleme kosullarinin ve proses parametrelerinin kontrol
edilebilmesi gibi faktdrler gz 6ninde bulundurulmalidir (Al-Musa et al., 1999).
Hidrojellere protein yuklemek igin kullanilan yontemler; elektroforetik ylkleme
(Shalaby et al., 1993), protein tutuklama (Jeffery et al., 1993), “coacervation”
yukleme (Donbrow, 1992), c¢ozelti yukleme (Carelli, 1989) ve ekstriuzyon ve

spreyleme yukleme ana basliklar altinda toplanabilir. Bunlardan en yaygin
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kullanilani ve sunulan g¢alismada da kullanilan yontem olmasi nedeniyle asagida

¢Ozelti yikleme, diger adiyla “emdirme” yontemine deginilmigtir.

Cozelti Yiikleme (Emdirme): Hidrojel-bazh ilag salim  sistemlerinin
hazirlanmasinda en yaygin kullanilan metottur. Polimerizasyon islemi
tamamlandiktan sonra uygun ¢oézucunun kullanimi ile hidrojel igerisine proteinler
yuklenebilir. Cozlucu segiminde dnemli olan, protein igin bir ¢ozUnurlik ajani ve
hidrojel i¢in bir sisme ajani gibi davranabilme vyetenegidir. Hidrojel protein
¢Ozeltisine daldirilir, proteinin hidrojel icine girmesi ve ayrismasi i¢in gerekli zaman
verilir. Denge saglandiktan sonra, protein yuklu hidrojeller ¢ozeltiden c¢ikarilir ve
yavasca kurutulur. Bu teknik Carelli (1989) tarafindan da belirtildigi gibi ¢ézunarlik
limitleri altinda yUkleme degerleri elde etmek igcin genis bir kullanima sahiptir.
Polimer oOrguye giris icin gozeneklerin boyutu protein boyutlarindan buyuk
olmalidir. Diger bir ifadeyle, baskin proses “adsorpsiyon” olmalidir. $ekil 2.8’de bu

metodun basamaklari sematize edilmigtir.

Kimyasal, fiziksel veya
radyasyon yoluyla
capraz baglanma

o Cozuch [ | Capraz-bagl
Y Polimer Sentez e 3 polimer

Saflagstrma

Hava ile/ dondurarak

_ kurutma s Sigmis hidrojel
- &

= Kuru Kurutma > Atik bilsenler
hidrojel
llacylkleme
Filtrasyon ve su ile lag yukli

v
E. == Sismis hidrojel ylkama €= nidrojel
- = : -

S Y

j llac cozeltisi

/A sizinti
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»

o Hidrojel bazliilac sahim
4 sistemi

Sekil 2.8. Hidrojel-bazli ilag salim sisteminin hazirlanma basamaklarinin sematik
gosterimi (Gupta et al., 2002).
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2.5.1.3. Hidrojellerden protein saliminin mekanizmasi

Kontrolli salim sistemleri salim mekanizmalarina gore diflizyon kontrolll sistemler,
biyoasinir veya biyobozunur sistemler, ¢cozucunun harekete gegirdigi sistemler ve
ayarlanabilen sistemler seklinde siniflandinimigtir (Langer, 1990; Langer and
Peppas, 1983; Bajpai et al., 2008).

Yuzey asinabilir sistemlerde, bir polimer zincirine ya da cihazin igine tutuklanan
protein, hidrolitk ya da enzimatik bozunmanin polimer yuzeyini asindirmasi
sonucu sistemden salinir. Salinan protein, daha sonra biyolojik akiskanda
¢6zunur. Biyobozunma yuzeyde olabilecegi gibi (yuzey erozyonu), yigin (kati)
erozyonu seklinde de olabilir. Biyobozunur sistemlerin avantajlari; implantasyon
sonrasi cerrahi islemle uzaklagtirimalarina gerek olmamasi, boyutlarinin kiguk
olmasi ve daha ucuz olmalaridir. Ancak pargalanma Urlnleri toksik ve kanserojen
olmamalidir (Bajpai et al., 2008). Poli(glikolik asit-ko-D,L-laktik asit) (PGLA)
biyobozunur, hidrofilik bir polimerdir ve kontrolli salim uygulamalarinda oldukga
yaygin bir kullanima sahiptir (Jeffery et al., 1993). Bu sistemlerde bozunma, ester
baglarinin hidrolize ugramasiyla gergeklesir. Franssen ve grubu tarafindan yapilan
bir calismada ise, polisakkarit bazli hidrojellerden, uzun sureli protein salimi

enzimatik bozunma yoluyla gerceklestiriimistir (Franssen et al., 1999).

Cozucunin harekete gecirdigi sistemlerde ilag salimi, “sisme” ve “0zmoz” olmak
uzere iki mekanizmayla gerceklesmektedir. Sisme kontrolll sistemler, ¢ézicunun
baglangigta camsi olan polimerin igine difizyonu sirasinda etken maddenin
polimerden disari dogru diflizyonu esasina dayanmaktadir (Basbag, 2010).
Baslangicta susuz olan hidrojeller, biyolojik akigkanla temas ettigi zaman polimer
zincirleri gevseyerek bu tur salim davranigi gosterirler. Ozmotik kontrollt sistemler
ise, ilag¢ iceren bir cekirdek ile gekirdegi saran ve ilacin digari dogru gikmasina
imkan veren bir deligi olan yari gegirgen bir polimer membrandan olugsmaktadir. Bu
sistem su veya biyolojik sivi ile temas ettiginde, su yari—gegirgen membranin
gbzeneklerinden igeri girer ve ilaci ¢ézmeye baslar. ilag bu membrandan
difuzlenemeyeceginden, olugan basing farki sonucu polimerde bulunan delikten
salinir. Bu sistemlerde salim genellikle sifirinci derecedendir ve ozmoz olayi ile
kontrol edilmektedir (Bajpai et al., 2008).
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Ayarlanmis sistemlerde ila¢ salimi, sicaklik, pH, iyonik gug, elektriksel alan ve UV
1S191 gibi dis uyaricilar tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sistemlerde dig uyarilara
cevap verebilen hidrojeller diger bir deyisle “akilli polimerler” kullaniimaktadir
(Bajpai et al., 2008; Lin and Metters, 2006). Ozelikle pH’ya duyarli hidrojeller oral
uygulanan kontrolli salim formulasyonlarinda en sik kullanilan polimerlerdir (Qui
ve Park., 2003).

DifGzyon kontrolli sistemler protein saliminda en yaygin olarak kullanilan
sistemlerdir. Bu sistemlerde protein salimi, sulu polimerden konsantrasyon
degisiminin neden oldugu difizyon yoluyla gerceklesir. Bdyle bir tagima sistemi,

konsantrasyon farkinin surtct gug oldugu Fick yasasina gore modellenebilir.

2.5.2. Supergozenekli hidrojellerin oral protein/peptid ilag salimindaki
kullanimlari

Protein ve peptid ilaglarin agiz yoluyla alimi icin tasarlanan yeni ilag salim
sistemleri ile arttirilmis biyoyararlanim hedeflenmektedir. Bu kategorideki ilaclarin
etkin dagitimi igin uygun salim sistemlerinin tasariminda dikkat edilecek birkag
onemli konu vardir. Bunlar; bodlgeye 6zgu ilag salimi ile tedavi edici dozlarda
tahmin  edilebilir ve tekrarlanabilir absorpsiyonun  saglanmasi, zayif
biyoyararlanimin gelistiriimesi ve istenilen tedavi edici etkinin saglanabilmesi igin
mukozadan gegisin ve metabolik bariyerlerin asilmasidir (Dorkoosh, 2001). Protein
ve peptid gibi molekuller gastro-intestinal yolla uygulandiklarinda, buyuk molekdl
agirliklar epitel dokudan gegislerini zorlastirir. Bu nedenle, protein ve peptid
yapisindaki molekullerin mukozadan gegisi (emilimi) epitel dokunun hicre arasi
baglanti bolgelerinden (paracelluler pathways) saglanmaktadir (Bai et al., 1995).
Peptid ve protein molekullerin ¢odu, gastro-intestinal bolgedeki enzim aktivitesi
nedeniyle yuksek kararsizlik gostermektedir (Fix, 1996). Oral yolla uygulanacak
peptid ve protein salim sistemlerinin gelistiriimesinde; enzim inhibisyonu, hiicresel
siki baglanti bdlgeleri’nin (tight junction) agilmasi ve ilacin bagdirsak absorpsiyon
bdlgelerine hedeflenmesinde dikkate alinmasi gereken diger konulardir (Dorkoosh
et al., 2001).

Cesitli peptid ve protein ilaglarin agiz yolluyla aliminda, salim sistemi olarak
supergdzenekli hidrojeller (SPH) kullanilabilir. Yakin zamana kadar protein

yapidaki ilaglar, cabuk denatlre olan yapilari nedeniyle damar, kas ve deri alti
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enjeksiyonu gibi klasik yontemlerle vicuda verilmekteydi ve supergozenekli
hidrojel uygulamalarina dek, adiz yoluyla verilememekteydi. ilk defa Prof. Hans E.
Junginger (2001), superg6zenekli hidrojelleri kullanarak oral peptid salim
sistemleri gelistirmeye calismistir (Park,2004). Kendi yaklasimiyla, siperg6zenekli
hidrojelleri (SPH) ve supergozenekli hidrojel kompozitleri (SPHC) kullanmigtir.
Supergozenekli hidrojeller ve kompozitleri, yuksek gozeneklilik ve degistirilebilir
sisme orani, kolay ve yuksek miktarda ila¢ yukleme kapasiteleri ve mekanik
acgidan yuksek dayaniklilik gibi 6zellikleri nedeniyle, peptid ve proteinlerin oral yollu
aliminda uygun tasiyici sistem olarak dusunulmustir. Tasarlanan salim sistemi
uygun formulasyondaki model ilaci igeren bir ¢ekirdek kismi (partikll ya da tablet
formulasyon) ve bu cekirdegi tasiyan stperg6zenekli hidrojel ve stpergdzenekli
kompozit hidrojel bilesenlerinden olusmaktadir (Sekil 2.9). ila¢ iceren gekirdek
(partikl ya da tablet formulasyonu), tasiyici gévdenin (SPHC) merkezine (A) veya
yuzeyine (B) vyerlegtirilerek iki farkli formulasyon hazirlanmigtir. Cekirdek
formulasyonunun tasiyici gdvde icerisine yerlestirildigi sistemde, tasiyici gdvde
olarak mekanik agidan daha dayanikh olan SPH kompozit secilmistir. Gévde
uygun sekilde oyularak, bu parga ¢ikartilmis ve ilag iceren mikropartikiller agilan
merkeze yerlestiriimigtir. Govdede agilan bu delik, daha yuksek sisme oranina
sahip olan SPH kapak ile kapatilarak ilacin merkezde kalmasi saglanmistir. SPH
kompozite gore daha yuksek sisme hizi ve oranina sahip olan SPH kapak, salim
ortaminda daha hizli ve yuksek oranda siserek govdeden ayrilacak ve bdylelikle

peptid ilaglarin saliminda istenilen “patlayan salim profili” elde edilebilecektir.

Cekirdek formulasyonunun tasiyici goévde Uzerine yerlestirildigi sistemde, tasiyici
govdenin (SPHC) her iki ylzeyine ila¢g tasiyan mini tabletlerin yerlestirilecegi
delikler aciimis ve mini tabletler biyobozunur bir zamk yardimiyla bu deliklere
yerlestirilmistir. Biyozunur zamk yardimi ile mini tabletler govde sistikten sonra
delikler icerisinde tutulmusg ve boylece tabletlerin absorpsiyonun yapildigi bagirsak

epiteli ile temasta bulunmasi saglanmigtir.
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Sekil 2.9. SPHC-SPH bazli yeni oral peptid ilag salim sisteminin ¢alisma
mekanizmasinin sematik goésterimi (a) Tasiyici govde igerisine yerlestirilen
cekirdek formuilasyonu (b) Taslyici govde uUzerine vyerlestirilen c¢ekirdek
formulasyonu (Dorkoosh et al., 2001).

SPH ve SPH kompozitten olusan bu yeni oral peptid salim sistemleri, bagirsak
akiskani icerisinde ylksek miktarda sismis ve tasiyici (SPHC) gdévdenin hacmi
yuksek miktarda artmigtir. Bu hacim artisi SPH kompozitin bagirsak duvarina
mekanik olarak yapigsmasina izin vererek ¢ekirdek formulasyonu igerisindeki ilacin
dogrudan bagirsak c¢eperine salinmasini saglamistir (Sekil 2.9). Peptid ilaglari
salinip, bagirsak ceperi tarafindan emildikten sonra, stpergozenekli hidrojeller,
fazladan su alarak bagirsak hareketleriyle parcalanir ve kolayca uzaklastirilirlar
(Dorkoosh et al., 2001; 2002a; 2002b).

Geligtirilmis bu yeni sistemlerde, peptid ve protein ilaclarin emilimi igin gerekli
zaman kontrolli salim profilinin elde edilmesi mumkinddr. Normal bir dozaj

formuna ait salim profilinde salim sifirinci andan itibaren baslamaktadir. Bu durum,
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bagirsak akigkani igerisinde dozaj formundan ila¢ saliminin hemen bagladigina
isaret eder. Peptidler ve proteinler gibi hidrofilik yapidaki makromolekullerin etkin
emilimi icin proteolitik bagirsak enzimlerinin inaktif olmasi ve tight junction’larin
acilmasi igin 20-30 dakikalik bir gecikme suresine ihtiyag vardir. Takibinde ise kisa
bir zaman periyodunda dozaj formundan peptid ya da proteinin tamamen
salinabilmesi igin patlayan salim gereklidir. Bu tip salim profili zaman-kontrollt

salim profili olarak adlandirilir (Sekil 2.10).

A 4

Gecikme
suresi

Konsantrasyon
Konsantrasyon

Patlayan salim

> S (=8 >

Zaman Zaman

(@) Normal Salim Profili (b) Zaman-kontrollii salim profili

Sekil 2.10. Normal (a) ve zaman-kontrolli (b) ilag salim profillerinin sematik
gOsterimi (Dorkoosh et al., 2001).

Gelistirilen peptid tasima sistemlerinin kullanildi§i in vivo domuz deneylerinde,
ostreotid peptidine ait mutlak biyoyarlanimin %8 ile %16 arasinda oldugu
belirlenmistir (Dorkoosh et al., 2002c). Ayrica bu tasima sistemleri ile gonallu
denekler Uzerinde vyapilan vyeni bir y-sintigrafik calisma; SPH ve SPHC
polimerlerden hazirlanan bu sistemlerinin, sahip olduklari kimyasal tutunma
Ozelliklerine bagli olarak bagirsak boélgesindeki alikonma suresini en az bir saat
arttirdiklarini ve kullanimlarinin guvenli oldugunu gostermistir (Dorkoosh et al.,
2004).

Polnok ve grubu (2004) tarafindan yurdtutlen bir ¢calismada, peptid bazl bir ilag
olan desmopressinin, akrilamid bazli SPH ve kompozit ajan varhdinda Uretilen
kompozit SPH sistemler araciligi ile domuz bagirsak epitel dokusundan in vitro
emiliminin arttirilmasi hedeflenmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (Polnok et al.,
2004).
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Ancak superg6zenekli hidrojeller ve superg6zenekli kompozit hidrojeller stres
altinda oldukga kirillgandir, bu nedenle protein ilaglarin oral yollu saliminda tasiyici

sistem olarak kullanilabilmeleri icin mekanik 6zellikleri geligtiriimelidir.

2.6. Sigsme ve Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi

Kontrolli salim sistemlerinde, ¢dzicunun polimerik matrise difuzyonu ve ardindan
ilagc saliminin gerceklesme prosesine ait mekanizmay! agiklayabilmek icin pek ¢ok
matematiksel model gelistiriimigtir.  Modellerin  buyuk ¢ogunlugu, sistem
parametrelerinin (polimer, ilag, ¢dzucu) ozelliklerinden faydalanilarak, karmasik

diferansiyel denklemler yardimiyla turetilmistir (Lustig and Peppas, 1987).

2.6.1. Sisme kinetigi

Polimerik ve kopolimerik yapilarin sisme kinetigi ve difizyon turdndn
acgiklanmasinda kullanilan en temel yasalar Fick yasalaridir (Peppas and Franson,
1983; Ende and Peppas, 1996; Peppas and Ende, 1997). Polimerlerin dinamik
sisme Ozellikleri; ¢cozlcu absorpsiyon hizini, denge sismesine yaklagsim hizini ve
¢bzucu ilerleme hizini kontrol eden transport mekanizmasini icermektedir. Cozucu
absorpsiyon hizi birim zamanda yaplya giren ¢bzucuyu goOsterir ve dogrudan
polimerin denge sisme derecesiyle baglantilidir. Dengeye yaklasim hizi, Fickian
transport mekanizmasi olmasi durumunda, diflizyon katsayisiyla karakterize
edilebilir. igteki sismemis camsi kismi, distaki sismis kaugugumsu kisimdan ayiran
¢bzucu ilerleme hizi (solvent front velocity), ilag salim uygulamalarinda ve

transport mekanizmasinin karakterizasyonunda 6énemlidir (Hennink et al., 1997).

Peppas (1985), bir polimerin sismesini zamana baglihgini en basit anlamda “glc
kanunu modeli” (power law model) ile tanimlamigtir. Difizyon ve gevsemenin
birbirine gbére Onemini belirten transport mekanizmasi, absorpsiyon verilerinin
(M/M.. < 0.6 durumunda veya ¢ok kisa bir sure igin) gu¢ kanunu modeline

uydurulmasiyla Es. 2.1 yardimiyla hesaplanabilir.
M,/M_, =kt" (2.1)

Bu denklemde M,/ M.., polimer icine hareket eden ¢ozucunun dengedeki kosullara
gore normallestiriimis halini ifade eder. M; ve M.. sirasiyla t aninda ve dengede

(t==) absorplanan veya desorplanan kutledir, n ve k ise difuzyon katsayilari ve
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transport mekanizmasi ile iligkilendirilebilen sabitler olup sirasiyla difuzyon Usteli
ve oranti sabiti olarak adlandirilir (Brazel and Peppas, 2000). Es. 2.1 ¢6zicuUnun
polimerdeki genel transport davranigini tanimlamak ic¢in kullanilir ve n degerlerine

bagdli olarak difizyon mekanizmasinin tlrina agiklar.

Film halindeki bir materyal igin; n=0.5 degeri Fickian difuzyonu, n=1.0 degeri Case
Il (gevseme kontrolli) transportu, bu degerler arasindaki n degerleri ise Non-
Fickian (anomali) transportu gosterir. n>1 ise Super Case Il transportu tanimlar.
Farkli maddelerin absorpsiyon ve desorpsiyon hizlarini karsilastirmada kullanilan
bu esitliginin kullanimindaki zorluk; k degerinin n degerine bagli olmasidir. Bundan
dolayi, yalnizca ayni n degerine sahip maddeler icin direkt olarak k degerlerinin
karsilastiriimasi mumkindur. Silindirik sekildeki bir malzeme icin; n=0.45-0.50
degerleri Fickian difizyonu, 0.50<n<1 non-Fickian difizyonu goésterir (Kesgin,
2002).

Bazi arastirmacilar; jelin denge kutlesi veya hacminin belirli yizdesine ulagsmak
icin gerekli olan sure Uzerinde dururlar. Ancak bu yaniltici olabilir, ¢inkl bazi
ornekler baslangicta hizli bir hacim degisimi ve denge dederine giderken yavas bir
ilerleme gosterirken, bazilari uniform bir hizda ilerler. Ayrica denge suresi,
kalinhga cok baghdir. Gergekte difizyon kontrolli bir proses igin denge suresi,

karakteristik diftizyonel uzakligin karesiyle degisir.

Bununla birlikte; kaugugumsu polimerik jellerin ve uyari-cevap polimerik jellerin
sismesi veya buzismesi genelde basit difizyon-kontrolli prosesle olur. Bu
durumda sistemin kinetigi tek bir parametre (difizyon katsayisi) ile karakterize
edilebilir. Dizlemsel geometri icin difiizyon katsayisi D, uygun sinir kosullari Fick

yasasina uygulanarak Es. 2.2’ye gore hesaplanabilir (Kabra et al., 1991).

MM, =1->"[8/(2n+1)*n*]x exp[—(2n+1)*n*(DY/L?)] (2.2)
n=0

Burada; L, tabakanin baslangigtaki kalinhigidir. Diflzyon katsayisinin, jel igindeki

pozisyondan ve konsantrasyondan bagimsiz oldugu, ylzey konsantrasyonunun

anlik olarak denge degerine ulastigi ve difuzif olmayan akiskanlarin (konveksiyon

gibi) ve hiz sinirlayici basamaklarin (1s1 transferi gibi) olmadigi kabul edilir. Bu

formalin gelistiriimesinde kullanilan kabullerin gegersizligi durumunda esitlikten
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sapmalar olabilir. Bununla birlikte; Ozellikle sapmalar ¢ok buyuk degilse, en iyi
yaklagimla bulunmug D, c¢ok farkli jel orneklerin hacim degisim kinetiginin
karsilastiriimasinda kullanilabilir. Net karsilastirma yapabilmek igin en iyi yontem
kinetik veri elde etmektir, ancak pratikte bu mumkin olmaz. Kisa zaman yaklagimi

yapilarak (2.2) no’lu esitlik duzlemsel geometri igin, Es. 2.3 ile ifade edilebilir.
M, /M, =4[Dt/r1?]” (2.3)

Difuzyon katsayisi D, uygun sinir kogullari Fick yasasina uygulanarak, Es. 2.4’e

gore silindirik geometri icin de hesaplanabilir (Polishchuck et al., 1993).
M, /M_ = 4[Dt/al*]** — a[Dt/nr®]— n/3[Dt/mr’ T +..... (2.4)

Bu denklemde, D diflizyon katsayisi (m?/s), t zaman (s) ve r silindirik polimer
ornegin yarigapidir (m). Es. 2.1 ile Es. 2.4 grafiksel olarak karsilastirildiginda,
n=0.50 ve k= 4[D/mrr?]*? oldugu (2.1) no’lu yari ampirik esitligi gosterir.

t1/2

Mi/M.. degerleri degerlerine karsi grafige gegcirilerek, egimden (k) D degeri

hesaplanabilir.

SPH’lerin sisme kinetikleri, geleneksel (gbzeneksiz, mikrogdzenekli ve
makrogozenekli) hidrojellere gore c¢ok hizhidir. Geleneksel hidrojellerin sisme
sonrasi dengeye gelmesi icin saatler hatta gunler gerekirken, SPH’ler, kapiler
g6zenek yapilari saniyeler icerisinde dengeye gelmektedir. Sismedeki bu fark, iki
tip hidrojelin morfolojik yapisiyla agiklanmaktadir. Geleneksel hidrojellerin kiguk
(~10 nm) ve ¢ogunlukla kapal ag yapilar kutle transferini kisittamaktadir. SPH’ler
ise, ¢cok buyuk ¢apta gdozeneklere ve yuzeyini kapiler etkilerle suyun girisine uygun
hale getiren birbiriyle baglantili kapiler kanallara sahiptir. Egitlik 2.5’te sivinin
hidrojel igerisine alim hizi dl/at, kapilerin ¢api d, sivinin ylzey gerilimi yl, hidrojel ve
sivi arasindaki temas agisi 8 ve ¢ozeltinin viskozitesi n ile iligkilidir.

gl _ dv,cosb (2.5)
ot 8nl

Kapiler yukselme difizyondan ¢ok daha hizlidir. Dar bir kapiler (~100 pm)
icerisinde 1 cm’lik sivi yukselisi i¢cin gereken sure milisaniyeler mertebesindedir.

Kapiler ylkselisten sonra gézeneklerden polimer agi icerisine difizyon gergeklesir.
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Akiskanin difizyonu geleneksel hidrojellerdeki gibi gerceklesmektedir fakat toplam
hidrojel hacmi igerisinde polimer agr hacmi goreceli olarak kiguk oldugundan,
difizyon mesafesi geleneksel hidrojellere gére daha kisadir (Gemeinhart et al.,
2000; Gemeinhart and Guo, 2004).

2.6.2. Salim kinetigi

ilag saliminin, hidrojel matrise ¢dziicli molekillerinin girisi ve ardindan matrisin
sismesiyle kontrol edildigi sistemlere “sisme kontrolli sistemler” denir. Bu
sistemlerde, ilag baslangicta camsi polimerde c¢ozunur veya dagitilir. Biyolojik
akiskanla temas haline geldiginde ise, polimer matris sismeye baslar ve polimerde
iki ayn faz gozlenir. ilac molekilleri polimerin kaucugumsu fazindan disari
difizlenebilirler, polimerin camsi kismindan ise disari ilag difizlenmez. Bu
nedenle; ila¢g salimi camsi-kaugugumsu ara yuzeyin hizi ve pozisyonuyla kontrol
edilir. Camsi-kaugugumsu ara ylUzeyde ila¢g salimini 6nemli Ol¢ude etkileyen
makromolekiler gevseme olayl meydana gelir. Deneysel verilerin (2.1) no’lu gug
kanunun esitligine uydurulmasiyla, makromolekller gevsemenin ilag salim
mekanizmasi Uzerindeki bagil etkisi kolayca tayin edilebilir (Peppas et al., 2000).
Ancak bu esitlik, salinan toplam ila¢g miktarinin ilk %601 igin uygulanabilir. Burada
M;ve M., sirasiyla t aninda ve dengede salinan ila¢ miktarini, k bir oran sabitini ve
n difGzyonel Usteli gosterir (Peppas et al., 2000). Ritger ve Peppas, n katsayisina
dayanarak, Fickian ve non-Fickian davranigini incelemisler ve farkli geometrik
sekillerdeki polimerik sistemlerden salim igin modeller gelistirmislerdir (Ritger ve
Peppas, 1987).

Sisme kontrolll ilag salim sistemlerinde ¢6zinenin salim davranigi, Case | (Fick
yasasina uyan difuzyon) ve Case Il transport i¢in sirasiyla “difzyon katsayisi” ve
“karakteristik gevseme sabiti” gibi tek bir parametre ile tanimlanabilir. Fick
yasasina uymayan davranigi tanimlamak igin ise diflizyon ve gevseme olaylarini

iceren bir veya daha fazla parametre gerekebilir (imren, 2003).

ince Polimerik Filmden Fick Yasasina Uyan ilac Salimi:

Orta derecede sisen ince polimerik filmlerden salim igcin daha dnce de bahsedilen

Es. 2.2 ve kisa zaman yaklasimi uygulanmis Es. 2.3 kullanilabilir. Burada, M{/M.,
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salinan ilag kesrini, D difuzyon katsayisini, L baslangigtaki film kalinhgini ve t

salim zamanini gosterir.

ince Polimerik Filmden Case Il ilag Salimi:

Case Il transportunun analizini yapmak i¢in A kesit alanina sahip ve L kalinliginda
bir fiimden Case Il transport salim oldugunu disginelim. llerleyen kismin
(advancing front) pozisyonu X oldugunda, X < x <L/2 ile tanimlanan sismis
bolgede, ilag konsantrasyonunda dogrusal bir degisim vardir. 0 < x < X ile
tanimlanan camsi bolgede ise ila¢ difuzyonu olmaz. Salim kinetiginin, ilerleyen
kisimda gerceklesen hiz sinirlayici gevseme olayiyla kontrol edildigi kabul edilir.
ko, Case Il gevseme sabiti olarak dugunulirse, salimi tanimlayan birinci derece

kinetik ifadesi (2.6) no’lu esitlikle tanimlanir.
dM,/dt = k,A (2.6)

Herhangi bir t aninda V hacmindeki (V=A(L/2 - X)) sismis bdlgeden salinan ilag
miktari (M) (2.7) no’lu esitlikten bulunur.

M, = C,A[L/2-X] (2.7)
M:; esitligi kinetik ifade de yerine konulursa, Es. 2.8 elde edilir.

dX/dt= -k, /C, (2.8)
Es. 2.8, X igin ¢dzUlup Es. 2.7°'da yerine konulursa (2.9) no’lu esitlik elde edilir.
M,/M_ =1-[1—(k,t/Ca)" (2.9)
Es. 2.9 asagidaki sekilde yazilabilir:

M, = [2C,AILT*[2K,UC,L] (2.10)

2CoA/L, uzun slUrede salimi gosterir. Es. 2.10 sadece t=CoL/2ko degerinin
ustindeki degerlere uygulanir; bu surede M. dederinde keskin bir degisim

g6zlenir. Bu ylzden (2.10) no’lu esitlik asagidaki gibi yazilabilir:
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M,/M_ =2k,t/C,L (2.11)
(2.11) no’lu esitlikten de anlasilacagi gibi, ince bir polimerik flimden Case Il ilag
salimi, ilag¢ saliminin zamana dogrusal bagimlihgiyla karakterize edilebilir.
Duzlemsel geometri icin Case Il ¢ézimiu, M¢{M.'un boyutsuz zaman, t'ya
(t=2kot/CoL) karsi grafige geciriimesiyle elde edilir. Bu model diger geometriler igin
genellestirilirse Es. 2.12 ifadesi elde edilir.
M,/M_ =1-[1-(k,t/Ca)" (2.12)
Burada; a’, 6rnegin difizyonel uzunlugu olup, kiresel ve silindirik érnekler icin
yarigapa, dizlemsel geometriler icin filmin yari kalinhdina esgittir. N UGsteli, 6rnek
geometrisine gore belirlenir. Film, silindirik ve kiresel ornekler i¢in sirasiyla 1, 2 ve

3 degerini alir (imren, 2003).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolumde tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel galismalar ile ilgili detayli
bilgi sunulmustur. ilk olarak, calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler
Ozetlenmigtir.  Sonrasinda, p(HEMA)-bazli SPH’lerin sentez yontemleri
anlatilmistir. Takip eden bolimde, dinamik sisme deneyleri ve hidrojellerin yapisal
karakterizasyonu amaciyla yudratiulen (SEM, FTIR, TGA, mekanik dayanim ve
yogunluk analizi) ¢alismalar agiklanmistir. Son olarak, p(HEMA)-bazli SPH’lere
sigir serum albumin (BSA) ve fibrinojen (FG) proteinlerinin yuklenmesi ve salimi ile

ilgili in vitro galismalar detayl olarak anlatiimigtir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda gelistirilen hidrojellerin sentezinde monomer olarak, Sigma
(Almanya) firmasindan temin edilen 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve Acros
Organics Firmasindan temin edilen akrilik asit (AA, %99) kullaniimistir. Capraz
badlayici ajan olarak kullanilan N,N’-metilenbisakrilamid (Bis), koplUk stabilizatori
olarak kullanilan Pluronik F127 (PF127), polimerizasyon baslaticisi amonyum
persulfat (APS), baslatici katalizleyici N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) ve
kopuklestirici ajan sodyum bikarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Gézenek olusturucu ajan olarak kullanilan polietilen glikol (PEG 600)

Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Hazirlanan homopolimerleri IPN formuna getirmek amaciyla kullanilan domuz
derisinden elde edilen jelatin (tip A) ve capraz baglayici ajan gliserol fosfat

disodyum hidrat tuzu (GP) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Sisme calismalarinda kullanilan yapay mide ortaminin (SIF, pH:2) bilesenleri
olarak sodyum klorir (NaCl) ve hidroklorik asit (HCL, %37) Merck (Almanya)
firmasindan, yapay bagirsak ortamini (SGF, pH:7) hazirlamak icin kullanilan
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Riedel (Almanya) firmasindan, sodyum
hidroksit (NaOH) pelletleri ise Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin
edilmistir.  Yogunluk tayininde kullanilan n-hekzan ise Merck (Almanya)

firmasindan satin alinmistir.
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Model protein ilaglar olarak, Sigir Serum Albimin (BSA; MA=65 000, Fraction V,
Sigma) ve Fibrinojen (FG; MA: 340 000, Type I-S, Sigma) kullaniimistir. SIF
igerisinde yurutulen protein salim deneyleri sirasinda mikrobiyal kontaminasyonu
Onlemek amaciyla salim ortamina, Sigma firmasindan temin edilen sodyum azid
(NaN3, %0.09 w/v) eklenmigtir. HPLC analizinde kullanilan asetonitril (HPLC
saflikta) Sigma (Almanya), triflora asetik asit Merck (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. p(HEMA)-bazli SPH ve SPH-IPN’lerin sentezinde kullanilan bazi

maddelerin kimyasal yapilari Sekil 3.1’de verilmigtir.

O

Hzc%o/\/OH O
CHs OH
2-hidroksietil metakrilat (HEMA) Akrilik asit (AA)
0 o CI:H3
e ] ] s 3
NH,-0-S-0-0-S-0-NH, ,N ,CH
[ HaC™ >~ "N"°
I
CHs
Amonyumpersuffat (APS) N,N,N’.N'-tetrametilendiamin (TEMED)
NN 0
HCZ Y CH: OH
@) @) n
N,N'-metilenbisakrilamid (Bis) Polietilen glikol (PEG)

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bazi maddelerin kimyasal yapilari.

3.2. p(HEMA)-bazli SPH’lerin Uretimi

Sunulan tez calismasi kapsaminda gaz kopuklestirme prosesi ile es zamanl
olarak yurutulen serbest radikalik polimerizasyon sonucunda p(HEMA)-bazli SPH
ve SPH-IPN vyapilarin sentezi gergeklestiriimistir. Sekil 3.2’de, 6rnek olarak
p(HEMA) SPH’inin gaz képuklestirme yontemi ile sentezi sematize edilmigtir.
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1. Monomer 4. Baslatici
2. Capraz baglayici ——— 5. Baslatici katalizori
| l l

3. Kopik stabilizéri 3 5 6. Kopuklestirici ajan
1 L 2 .
Polimerizasyon/

Isitma, 63 °C Kopiiklesme

— ——

10 dakika, 63°C

6

[ )
A -— ‘ B C
I Kurutma
g;d - -80°C, 1giin
-
D

J

Sekil 3.2. p(HEMA) SPH'ine ait sentez basamaklari: Monomer karisimi (A)
hazirlandiktan sonra polimerizasyonun baglamasi ve karbondioksit baloncuklari
olusturmak Uzere NaHCOj; eklenir (B). Kopuk kararli oldugunda polimerizasyon
tamamlanir (C). Uygun islem basamaklarindan sonra (Bolim 3.2.1) disk

seklindeki, stipergdzenekli hidrojel elde edilir (D).

Hidrojellerin sentezi i¢in, monomer, c¢apraz baglayici (Bis) ve kopuk
stabilizatérinden (PF 127) olusan karisim su banyosu igerisinde 63°C’ye
ulastiktan sonra, baslatici (APS) ve baslatici katalizérli (TEMED) bu karisima
eklenmistir. Sonrasinda, karbondioksit baloncuklari olusturmak Uzere reaksiyon
ortamina kopuklestirici ajan olan NaHCO3; eklenmistir. Kopuk kararli hale
geldiginde polimerizasyon tamamlanmis ve sentezlenen polimer deney tupunden

cikarilmistir. Bu yontemle;

p(HEMA) SPH,
p(HEMA)-jelatin SPH,
p(HEMA)-jelatin SPH-IPN,
p(HEMA)-PEG SPH,
p(HEMA-ko-AA) SPH,
p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH
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yapilari sentezlenmistir. Hazirlanan bu 6 farkh hidrojel yapinin sentezi asagida

ayrintili olarak anlatiimigtir.

3.2.1. p(HEMA) SPH’lerin uiretimi

p(HEMA) SPH sentezi i¢in; sirasiyla 750 uyL monomer (HEMA), 50, 100 ve 200 pL
olmak Uzere Ug¢ farkli miktarda %2.5’luk Bis ve 100 yL %10’luk PF 127°den olusan
karigsim Pyrex® cam deney tiplne (12x100 mm boyutlarinda) eklenerek, olusan
karisim tlp karistiricida (Heidolph REAX top, Almanya) iyice karistiriimistir.
Taplerin agzi Parafilm ile kapatilarak 63°C’deki su banyosuna konmustur. Karigim
su banyosu igerisinde 63°C’ye (~10 dk.) ulastiktan sonra sirasiyla 50 uL % 10’luk
APS ve 50 pL %10’luk TEMED, polimerizasyon ortamina eklenmistir. Son olarak
20 s icerisinde belirli miktarda kopuklestirici ajan NaHCOg3; eklenmis ve yapi
icerisinde homojen olarak dagiimasini saglamak amaciyla tup karistiricida iyice
karigtinildiktan sonra agizlari kapatilarak tekrar 63°C’deki su banyosuna
konulmustur. Boylece, polimerizasyon gergeklesirken, bir yandan da gaz
kopuklestirme yontemi ile yapi igerisinde gozeneklerin olugsmasi saglanmis ve
yaklasik 10 dk. igerisinde SPH’lerin Uretimi tamamlanmistir. istenilen 6zelliklere
sahip en uygun hidrojelin sentezlenmesi igin ayrica, NaHCO3'Un monomer
karisimina eklenme zamaninin da (20 s igerisinde veya 80.s) hidrojel yapisina
olan etkisi incelenmistir. Polimerizasyon sonrasinda silindir formundaki hidrojeller,
deney tupunden c¢ikarilmis ve saf suda sisirilerek yapilarindaki reaksiyona
girmemis monomerin ve diger safsizliklarin uzaklagmasi saglanmistir. Saf sudan
alinan ornekler, kurutulmadan Once bir bisturi yardimiyla dilimlenerek, ayni
boyutlara sahip SPH diskler elde edilmistir (¢ap:12 mm, kalinlik:4 mm). Son
olarak, gézeneklerinin vakum altinda ¢okmesini dnlemek igin dncelikle -20°C’de 2-
3 saat bekletilerek dondurulan disk formundaki hidrojeller dondurarak-kurutma
cihazinda (Christ, Almanya) -80°C’de tamamen kurumalari i¢in 1 gin boyunca
liyofilize edilmigstir (Sekil 3.2).

3.2.2. p(HEMA)-jelatin SPH’lerin uretimi

Yart IPN vyapidaki p(HEMA)-jelatin SPH’lerin sentezi igin uygun degerleri
belirlemek amaciyla jelatin ve ¢apraz baglayici miktarlar degistirilmistir. Sirasiyla
750 uL HEMA, 50,100 ve 200 pL olmak tzere Ug farkh miktarda %?2.5’luk Bis, 100
ML %10’luk PF 127 ile 450 ve 750 uL olmak tzere iki farkh miktarda %10’luk jelatin
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deney tupune eklenmigtir. Olusan bu karisim iyice karistirildiktan sonra agzi kapal
bir sekilde 63°C’deki su banyosuna konmustur. Karisim bu sicakliga ulastiktan
sonra polimerizasyon ortamina 50 yL %20’lik APS ve 50 pL %20’lik TEMED
eklenmistir. Son olarak, 20 sn. igerisinde NaHCO3; eklenmis ve yapi icerisinde
homojen dagiimasi igin deney tupu iyice karistirilmistir. Sonraki iglemler p(HEMA)

SPH’lerin sentezinde anlatildigi sekilde yuratalmustur.

3.2.3. p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’lerin liretimi

Tam IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’lerin sentezi i¢in optimum degerleri
belirlemek amaciyla jelatin miktari farkli iki sentez gergeklestirilmistir. Sirasiyla,
750 yL HEMA, 100 pL %2.5’luk Bis, 100 puL %10’luk PF 127 ile 450 ve 750 pL
olmak uzere iki farkli miktarda %10’luk jelatin deney tlplne eklenmigtir.
Hazirlanan karisim iyice karistirildiktan sonra agzi kapatillarak 63°C’deki su
banyosuna konmustur. Karisim bu sicakliga ulastiktan sonra, reaksiyon ortamina
sirasiyla 78.8 pL %50’lik GP, 50 pL %20lik APS ve 50 uL %20’lik TEMED
eklenmistir. Son olarak, 20 sn. icerisinde NaHCO3; eklenmis ve yapi igerisinde
homojen bir sekilde dagiimasi icin iyice karistirilmistir. Sonrasinda, p(HEMA) SPH

sentezinde anlatilan islemler uygulanmistir.

3.2.4. p(HEMA)-PEG SPH’lerin uretimi

p(HEMA)-PEG SPH’lerin sentezi i¢in optimum dederleri belirlemek amaciyla kdpuk
olusturucu PEG miktarlar farkli iki SPH Uretilmistir. Sirasiyla, 750 yL HEMA, 100
ML %2.5'luk Bis, 100 yL %10’luk PF 127 ile 500 ve 750 pL olmak Uzere iki farkli
miktarda PEG deney tlpune eklenmistir. Hazirlanan karisim iyice karistirildiktan
sonra agzi kapatilarak 63°C’deki su banyosuna konmustur. Karisim su banyosu
icerisinde bu sicakliga ulastiktan sonra, reaksiyon ortamina sirasiyla 50 uL %20’lik
APS ve 50 upL %20’lik TEMED eklenmistir. Son olarak, 80.sn.’de NaHCOj3
eklenmis ve yapl igerisinde homojen bir sekilde dagiimasi igin iyice karigtiriimigtir.
Polimerizasyon sonrasinda deney tipuinden c¢ikarilan hidrojeller yapidaki PEG’ln
uzaklagsmasi igin 4 gin boyunca saf suda bekletiimistir. Sonrasinda, p(HEMA)

SPH sentezinde anlatilan islemler uygulanmistir.
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3.2.5. p(HEMA-ko-AA) SPH’lerin tretimi

p(HEMA-ko-AA) SPH’lerin sentezi icin uygun degerleri belirlemek amaciyla
kopuklestirici ajan NaHCO3; miktarlari degistirilerek G¢ sentez gerceklestiriimistir.
Sirasiyla, 750 yL HEMA, 500 pyL AA, 250 pL %2.5’'luk Bis ve 75 uL %10’luk PF
127 deney tupune eklenmistir. Hazirlanan karigim iyice karistirildiktan sonra agzi
kapatilarak 63°C’deki su banyosuna konmustur. Karisim su banyosu igerisinde bu
sicakliga ulastiktan sonra, reaksiyon ortamina sirasiyla 50 pL %20’lik APS ve 50
ML %20’lik TEMED eklenmistir. Son olarak 80. sn.’de 100, 120 ve 160 mg olmak
uzere Ug farkh miktarda NaHCO3; deney tupune eklenmis ve yapi iginde homojen
bir sekilde dagilmasi igin iyice karistiriimistir. Sonrasinda, p(HEMA) SPH

sentezinde anlatilan islemler uygulanmistir.

3.2.6. p(HEMA-ko-AA)-PEG 600 SPH’lerin tretimi

p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH sentezi icin optimum degerleri belilemek amaciyla
kopuklestirici ajan NaHCO3; miktarlari degistirilerek hidrojeller sentezlenmistir.
Sirasiyla, 750 yL HEMA, 250 pL AA, 250 pL %2.5’luk Bis, 75 pL %10’luk PF 127
ile 750 yL PEG deney tupune (12x200 mm) eklenmistir. Hazirlanan karigsim iyice
karistinildiktan sonra agzi kapatilarak 63°C’deki su banyosuna konmustur. Karisim
su banyosu icgerisinde bu sicakliga ulastiktan sonra, reaksiyon ortamina sirasiyla
50 uL %20’lik APS ve 50 pL %20’lik TEMED eklenmistir. Son olarak 80. sn.’de 120
ve 160 mg olmak Uzere iki farkli miktarda NaHCO3 deney tlipune eklenmis ve yapi
icinde homojen bir sekilde dagilimasi igin iyice karigtirimistir. Polimerizasyon
sonrasinda deney tlpunden cikarilan hidrojeller yapidaki PEG’lUn uzaklagsmasi igin
4 gun boyunca saf suda bekletilmigtir. Sonrasinda, p(HEMA) SPH sentezinde

anlatilan iglemler uygulanmigtir.

3.3. p(HEMA)-Bazh Supergozenekli Hidrojellerin Yapisal Karakterizasyonu

Tez kapsaminda hazirlanan p(HEMA)-bazli SPH ve SPH-IPN’lerin yapisal

Ozellikleri asagida 6zetlenen analiz yontemleri ile karakterize edilmigtir.

3.3.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Liyofilize edilmis kuru hidrojel disklerden bir bisturi yardimiyla uygun kesitler

alinarak, disklerin ytzey ve yigin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss
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Evo 50, Almanya) ile incelenmigtir. Analiz 6ncesi Ornekler altin-paladyum ile

kaplanarak iletken hale getirilmigtir.

3.3.2. FTIR-ATR analizi

Jelatinin yapiya katilip/katilmadigi, capraz baglanip/baglanmadiginin belirlenmesi,
akrilik asitin yapiya katilmasi ile elde edilen kopolimer yapilarda HEMA ve AA
etkilesiminin incelenmesi, model proteinler BSA ve FG’in yapisinda yer alan
atomik gruplarin incelenmesi ve protein-polimer etkilesimlerinin belirlenmesi
amaciyla FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflection)
spektrometresi (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) kullaniimigtir. Toz haline
getirilen kuru orneklerin spektrumlari 500-4000 cm™ dalga boyu arali§inda

alinarak degerlendirilmigtir.

3.3.3. Termal analiz

Calismada kullanilan hidrojellerin termal davraniglari termogravimetrik analizor
(TG/DTA 6300 SII EXSTAR 6000, Seiko Instruments Inc., ABD) ile incelenmistir.
TGA calismasi; 25-600°C sicakhk arahidinda, 10°C/dk. isitma hizi ile azot

ortaminda yuaruttlmastar.

3.3.4. Sisme deneyleri

Calisma kapsaminda hazirlanan SPH’lere ve SPH-IPN’lere ait dinamik sisme
deneyleri kuru halde 12 mm cap ve 4 mm kalinhiga sahip disk formunda
hidrojellerle yurGtalmastir. Sisme deneyleri 37°C’ deki sabit sicaklik ortaminda
(NUve EN 500, Tarkiye), 25 mL yapay mide ortami (SGF, pH:2) ve 25 mL yapay
bagirsak ortami (SIF, pH:7) icerisinde 3 paralel 06rnek kullanilarak
gerceklestiriimistir. Ortam bilesimleri Cizelge 3.1’de verilmistir. Belirli zaman
araliklarinda sisme ortamindan uzaklastirilan orneklerin ylzey nemi alinmis ve
hassas terazide tartildiktan sonra tekrar sisme ortamina konulmustur. Bu iglem,
hidrojeller her iki pH'da dengeye ulasana kadar surdurulmustar. Her bir hidrojele
ait denge sisme oranlar (Q), gravimetrik tayin yontemi (Esitlik 3.1) kullanilarak

kuru temelde hesaplanmig ve * standart sapma degerleriyle verilmistir.

Sisme orani= (sismis agirlik — kuru agirlik) / kuru agirhk (3.1)
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Cizelge 3.1. Yapay mide ortami ve yapay bagirsak ortami bilesimleri.

Ortam Bilesim
Yapay Mide Ortami Modeli, 2g NacCl
pH:2, (Sarkar et al., 2010) 7mL HCI (%37)

1L deiyonize su (HCL, %37 ile pH ayarlanir)

Yapay Bagirsak Ortami Modeli, 6.805g KH,PO,4
pH:7, (Stippler et al., 2004) 0.896 g NaOH

1L deiyonize su (1M NaOH ile pH ayarlanir)

3.3.5. Mekanik dayanim testi

Hazirlanan SPH ve SPH-IPN’lerin mekanik dayanim testleri 12 mm ¢apa ve 4 mm
kalinhga sahip disk formundaki hidrojeller ile gergeklestiriimistir. Analizden 6nce
fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, pH:7.4) icerisinde sismis forma getirilen érneklerin
sikigtirma testleri 2 mm/dk. sabit c¢apraz baslik hizinda, 20 N yik ile
gerceklestiriimistir (Zwick, Almanya). Test sonucu sismis formdaki hidrojel disklerin
gerilim-gerinim egrileri elde edilmistir. Gerilim-gerinim iligskisinin dogrusal olmaya
basladigi noktadan alinan egim ile hidrojellerin elastik modul degeri (E)

hesaplanmigtir.

3.3.6. Yogunluk analizi

Yogunluk tayini icin 12 mm ¢apa ve 4 mm kalinhiga sahip disk formundaki kuru
hidrojeller kullanilmistir. Analitik terazi ile tartimlarn yapilarak kutleleri (Wy)
belirlenen jellerin hacmi (V4) ise ¢dzlcu yer degistirme metoduyla bulunmustur. Bu
amacla hidrofobik bir organik ¢ézlcu olan ve SPH’ler tarafindan absorplanmayan
n-hekzan kullanilmigtir.  Hidrojel disk, pens yardimiyla n-hekzana daldirimis,
daldirimadan dnce ve sonra okunan hacim degerleri arasindaki fark alinarak kuru
hidrojel diskin hacmi belirlenmistir. Ug paralel érnek ile yiritilen calismada,
hidrojellerin yogunlugu asagidaki esitlik (Esitlik 3.2) kullanilarak hesaplanmigtir
(Chen et al., 1999).

Yogunluk= Wy / Vy4 (3.2)
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3.4. In vitro Protein Salim Caligmalari

Hazirlanan SPH ve SPH-IPN yapilarin protein salim karakteristiklerini incelemek
amaci ile hazirlanan hidrojel disklere oncelikle model protein ilag olarak secilen
sigir serum albumin (BSA) yuklenmis ve yuklu hidrojellerden protein salimi in vitro
kosullarda gergeklestiriimistir. BSA’e ait salim galismalari sonrasi uygun ozellikleri
tasiyan SPH ve SPH-IPN’ler secilmistir. Secilen bu hidrojellere BSA’e gore daha
yuksek molekll agirligina sahip bir protein olan fibrinojen (FG) yuklenmis ve ayni

sekilde yuklu hidrojellerden protein salimi in vitro kosullarda incelenmisgtir.

3.4.1. Jellere protein yluiklenmesi

Yukleme ortami olusturmak igin sigir serum albimin (BSA) ve fibrinojen (FG)
fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, pH:7.4) ve yapay bagirsak ortami (SIF, pH:7)
¢Ozeltisi icerisinde ¢ozulerek, 10 mg/mL derisime sahip stok protein g¢ozeltileri
hazirlanmistir. On iki mm c¢cap ve 4 mm kalinhiga sahip hidrojel disklere, ¢ozelti
emdirme yontemi (embedding) kullanilarak mikro pipet yardimi ile geleneksel
hidrojellere gore hizli ve yiksek kapasitelerde protein ylklenmistir. On yikleme
¢alismalari dogrultusunda, proteinin hidrojele difuzyonu, hidrojel sismeye devam
ederken gercgekleseceginden, hidrojellerin denge sisme oranlari ve sureleri goz
onunde bulundurulmustur. Yukleme oda sicakliginda gercgeklestiriimigstir. Jellere
yuklenen ilag miktarlari, yuklenen ¢ozelti hacmi (V, mL) ve konsantrasyonundan
(C, mg/mL) vyararlanilarak (W=C.V) hesaplanmistir. Son olarak, bu diskler
-80°C’de dondurarak-kurutma cihazinda 3 guin boyunca liyofilize edilmis ve protein
yukli SPH ve SPH-IPN diskler elde edilmigtir.

3.4.2. Salim galigmalari

SPH ve SPH-IPN’lerin protein salim karakteristiklerinin belilenmesi amaciyla
yurUtilen in vitro salim galismalari, termostath calkalayicida (Memmert, Almanya)
37°C sabit sicakhkta ve 50 rpm hizda yuratilmuastir. BSA ve fibrinojen yakli kuru
hidrojel diskler, 25 mL’lik yapay bagirsak ortami (pH:7) iceren rodajli erlenlere
yerlestiriimis ve salim c¢alismalari baglatilmistir. BSA ve fibrinojenin ortamdaki
kiimiilatif salimi, Yilksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC, Ultimate® 3000,
Dionex, USA), C4 kolon ile 280 nm’de (UV) tayin edilmistir. HPLC analiz methodu;
%0.15 (w/v) trifloroasetik asit (TFA) iceren asetonitril:distile su (95:5, v/v) karisimi
(A) ve %0.15 (w/v) TFA iceren distile su (B) olmak uzere iki hareketli faz varhiginda
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gradient sistem ile yurutulmuastur. Baglangigta 30/70 olan A/B orani, dogrusal bir
artis ile 15 dk. igerisinde 60/40 degerine ulasmig ve analiz tamamlanmigtir.
Analizler 0.5mL/dk. akis hizinda, oda sicakhginda (~25°C) gerceklestiriimistir.
Proteinlere ait kromatogramlar ise Sekil 3.3.a ve b’de verilmistir. BSA ve FG’ye ait

alikonma sureleri ise ~10.7 dk. olarak tespit edilmigtir (Sekil 3.3.a ve b).

Trrghrh 1 Sees

geg

(b)

Sekil 3.3. Proteinlere ait HPLC kromatogramlari (280 nm); (a) BSA’e ait
kromatogram, (b) FG’e ait kromatogram.

Salinan protein miktarinin dlgulebilmesi igin oncelikle, SIF icerisinde farkli
konsantrasyonlarda (0.01 mg/mL — 0.50 mg/mL ve 0.25 mg/mL — 1.00 mg/mL) bir
grup BSA ve FG ¢ozeltisi hazirlanmig ve elde edilen piklerin altinda kalan alan
degerleri derisim degerlerine kargi grafige gecirilerek kalibrasyon grafikleri
olusturulmustur. Ardindan bu grafikler kullanilarak, salinan BSA ve FG'e ait
derisim degerleri belirlenmistir. BSA’e ve FG’e ait kalibrasyon grafikleri (0.01-
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1.00mg/mL) sirasiyla Sekil 3.4.a ve b’de verilmistir. BSA ve fibrinojene ait

kumulatif salim deg@erleri ile ilgili drnek hesaplama Ek 3’te sunulmustur.

25 - 30 -
y = 23,49x - 0,2857 25 - y =25,891x - 0,6623
20 1 R?=0,9959 R?=0,9924
—_ 20
> 15 5
< <15
c
< 210
> 5
0 T T 1 O T 1
0 02 04 06 08 1 12 0O 02 04 06 08 1 12

Konsantrasyon (mg/mL) Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.4. Proteinlere ait kalibrasyon grafikleri (0.01-1 mg/mL); (a) BSA’e ait
kalibrasyon grafigi, (b) FG’e ait kalibrasyon grafigi.

Salim suresince belirli araliklarla uzaklastirilan numuneye esit miktarda (2.5 mL)
taze tampon ¢ozeltisi (SIF) ile ortam yenilenerek suricu gug olan konsantrasyon
farki  sabit tutulmaya (perfect sink condition) calisiimistir.  Mikrobiyal
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla, salim ortamina sodyum azid (%0.09 w/v)

eklenmistir.

Salim calismalari her bir hidrojel icin 3 paralel 6rnek Uzerinden yuratalmustar.
Salinan protein miktari, ilk 6 saat boyunca birer saat araliklarla izlenmis ve salim

24 saat sonunda tamamlanmisgtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISILMASI

Bu bolimde, cesitli protein ilaglarin oral yolla saliminda kullanilmak Uzere
p(HEMA)-bazli SPH ve SPH-IPN’lerin hazirlanmasi, yapisal karakterizasyonu ve
model protein ilaglarin in vitro salimina yonelik olarak gergeklestirilen deneysel
calismalarin sonuglari sunulmus ve elde edilen bulgular Gzerine gerekli tartismalar

yapimigtir.

4.1. p(HEMA)-Bazli SPH’lerin Uretimi

Sunulan c¢alismada protein ilaglarin oral kullaniminda model ila¢ salim cihazi
olarak kullanilacak, p(HEMA)-bazli hidrojel yapilar hazirlanmistir. Protein ilaclarin
makromolekuler boyutta olmalarindan dolayr tagiyici  sistem  olarak
makromolekller gdézenek boyut araliginin Uzerinde gdzenek boyutlarina sahip
supergozenekli hidrojel sistemler tercih edilmigtir. Gelistirilen supergdzenekli
hidrojellerin hizli sisme o6zellikleri, hizh ytkleme prosesine (< 1 dk.) elverigli
olmalarini saglamis, bdylece kolay denatlre olabilen peptid ve protein gibi buylk
molekul agirigina sahip ilaglarin ylUkleme basamagindaki aktivite kaybi
Onlenebilmistir. Ayrica, sUperg6zenekli hidrojellerin yliksek derecede sisebilme
Ozellikleri sonucu protein ve peptid yapidaki ilaglarin yikleme verimi arttiriimis ve
geleneksel hidrojellere goére cok daha ylksek kapasitelerde ilag yUklenmesi

saglanmistir.

Supergozenekli hidrojeller, gozeneksiz ve 100 nm’den daha kuglik gbzenek
boyutuna sahip olan geleneksel hidrojellerin aksine, 100 pym ve yukarisinda
gb6zenek boyutu araligina sahip yeni nesil hidrojellerdir. Gozeneksiz olarak
adlandirilan hidrojeller, camsi yapida olup, kitle transferi yalnizca polimer zincirleri
arasindaki bosluklarin olusturdugu molekuler boyuttaki (birka¢g nanometre ya da
daha az) bosluklardan (free volumes) difizyon araciligiyla saglanmaktadir Bu
durum absorpsiyon hizini ve absorplanabilen veya salinabilen maddelerin
boyutlarini  kisittamaktadir. Bu tir homojen hidrojeller c¢esitli uygulamalarda
kullaniimakla birlikte, 6zellikle kisith difizyon 6zelliklerinin gerektigi kontrolll ilag
salimi alaninda kullaniimaktadir (Chen et al.,1999). Yapilan c¢alismalarda
hidrojellerden hizli bir tasinimin saglanmasi amaciyla c¢esitle tekniklerle
(dondurarak-kurutma ve porojen) gézenekliligin arttirilmasi saglanmistir (Serizawa
et al., 2002). Mikro (10-100 nm) ve makro (0.1-10 ym) gobzenekli hidrojellerin
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gelistiriimesiyle, ¢ozucu boyutlarina yakin (mikro) veya daha buyuk (makro)
boyuttaki bu gozeneklerin varhgi, kutle aktariminin, difizyon mekanizmasina ek
olarak, c¢o6zicunun aktarim yoluyla gbézeneklerin iglerine kadar girmesi ile
gerceklesmesini saglamaktadir (Ganji et el., 2010). Ancak mikro ve
makrogozenekli malzemeler, esdeger bilesime sahip gbzeneksiz malzemelere
gore ¢ok daha hizli sismelerine ragmen, gozeneklerin birbirine bagli olmadigi ve
bu nedenle difizyon yolunun uzun oldugu pek ¢ok kullanim igin yeterince hizh bir
sisme saglayamazlar. Bu olumsuz durumu ortadan kaldirmak amaciyla yakin
zamanda gelistirilen supergozenekli hidrojeller (SPH) 100 ym ve yukarisinda
g6zenek boyut araligina sahip olup, kiresel yapidaki gozeneklerin cogu kapiler bir
kanal sistem olusturacak sekilde birbirine baglantihdir. Stpergozenekii
hidrojellerin, boyutlarindan bagimsiz olarak sn.ler mertebesinde ¢ok miktarda
suyu absorplayarak sisebilmeleri, birbirine bagh agik gbézenek yapisina bagli
olarak, ¢bzucunun basit absorpsiyon yerine kapiler kuvvet ile absorplanmasi

sonucudur (Gemeinhart et al., 2000).

Yontem Secgimi

SPH’lerin Uretimi icin en uygun yontem Chen ve grubu (1999) tarafindan
geligtirilen, polimerizasyon ve koépuklesme olmak Uzere iki suregten olusan “gaz

kopuklestirme teknigi"dir. Bu nedenle sunulan calismada da ayni teknigin

kullaniimasina karar verilmistir.

Homojen bir SPH’in hazirlanmasindaki temel sart, polimerizasyon ve kopuklesme
prosesinin es zamanl olusumunun saglanmasidir. Bu nedenle, zamanlama kritik
bir onem tasir. Proses sirasinda olugan gaz baloncuklarini polimer ag igerisine
kalici sekilde hapsetmek icin jellesme, kopuk stabilize oldugunda baglamalidir.
Kopuklesme prosesi ¢ok kisa oldugundan ve olusan kdplik birka¢ dk.’dan fazla
stabilize edilemediginden jellesme, kopuklesme sureci basladiktan sonraki birkag
dk. icerisinde baglamalidir. Homojen bir SHP’in hazirlanmasi igin kopuk kararlihgi
gerekli oldugundan, sentez sirasinda ortama cesitli ylzey aktif ajanlar
eklenmektedir. Albumin, jelatin, Pluronics® (polietilen oksit-polipropilen oksit-
polietilen oksit (PEO-PPO-PEO) triblok kopolimerleri), sodyum dodesil sulfat,
Span® ve Tween® en cok kullanilan yiizey aktif ajanlar olup, bunlar arasinda

Pluronic F127’nin (PF127) uzun slre kopuk kararhligini korudugu ve birgok
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hidrofilik monomer igin en uygun kopuk stabilizatort oldugu belirtildiginden (Chen

et al.,1999) tez galismasinda da PF127 tercih edilmistir.

Gaz kopuklestirme tekniginde, kdpuklestirme ajanlari olarak genellikle sodyum
karbonat (Na,CO3) veya sodyum bikarbonat (NaHCO3) gibi iyonik karbonatlar
kullaniimaktadir. Kopuklestirici ajanlarin asit ile tepkimesi sonucu ya da yuksek
sicaklikta bozunmasi sonucu karbondioksit baloncuklari meydana gelmekte ve
polimerizasyon sirasinda yaplya hapsedilerek  gozeneklerin  olusumu
saglanmaktadir. Ayrica kopuklestirici ajanin eklenmesi, monomer ¢ozeltisinin
pH’sini arttirarak baslatici giftini aktiflestirmekte ve polimerizasyonun baslamasini

saglamaktadir. Bu galismada da NaHCOg3; kdpuklestirici ajan olarak segilmistir.

Daha 6nce grubumuz tarafindan kemik doku muihendisliginde kullaniimak Uzere,
kopuklestirici ajan varliginda radikalik polimerizasyon ile p(HEMA)-bazli SPH ve
SPH-IPN’ler (Cetin et al., 2010) sentezlenmistir. Bu ¢alismanin 1g1ginda yuratulen
tez kapsaminda, protein ilaglarin oral kullanimina yonelik kontrolli salim sistemi
gelistirmek amaciyla, ayni yontem kullanilarak o6nceki calismadan farkli
bilesimlerde p(HEMA)-bazli SPH ve SPH-IPN’ler hazirlanmistir.

Yumusak yapisi, yuksek su igerigi ve sismis halde sahip oldugu yuksek gecirgenlik
gibi o6zellikleri nedeniyle dogal dokulara buyuk benzerlik gosteren p(HEMA) tibbi
uygulamalarda en ¢ok kullanilan hidrojellerden biridir (Eschbach and Huang,
1994). ilk olarak Wichterle ve Lim tarafindan uretilen (Wichterle and Lim, 1960)
p(HEMA)'nin ilk biyolojik uygulamasi kontakt lenstir (Gupta et al., 2002). p(HEMA)
hidrojeller biyolojik proseslerde inerttir, vicut tarafindan absorplanmaz, isiyla steril
edilebilir ve degisik sekil ve formlarda hazirlanabilir (Cetin et al., 2010). Belirtilen
avantajlari 1siginda kontrolli ilag salim formulasyonlarinin hazirlanmasinda sikca
tercih edilen p(HEMA) (Peppas et al., 2000), yapilan ¢alisma kapsaminda da

temel monomer olarak secilmigtir.

Sentez mekanizmasi

Sekil 4.1’de, p(HEMA)ya ait serbest radikalik polimerizasyon mekanizmasi
sematize edilmistir. Sentezin ilk basamaginda APS tarafindan katalizlenen
TEMED (a), ikinci basamakta polimerizasyonu tetikleyerek (initiation), HEMA

monomerinin ve dusik miktarda Bis ¢capraz baglayicisinin yapisindaki ¢ift baglara
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etki eder. Ardindan c¢ift baglar agilir (b), monomerler kovalent olarak birbirine
baglanir (propagation) ve uzun bir alifatik zincir olusur (c) ve son olarak olusan bu

alifatik zincirler gcapraz baglayici ile baglanir (d).

a) Basamak |
HsC H H CHs; Fl' H.C H H
N s N
/N—(|)—C—N\ + H—I‘IJ—H @] —_ N-C-Ce
I 0 o~ S
HsC H H CH- He 11 0-5-0 H* HiC H N
O0-85-0~ lCIJ | RN
5 H—N - H CHs CH;
|
H
Aktiflesmis
TEMED APS TEMED
Baslatici TEMED, APS tarafindan katalizlenerek aktif hale getirilir.
b) Basamak Il (initiation)
HsC HH Aktiflesmis TEMED bir
TN T e H o H .
/N —(|3—(|3. _________ é—ﬁ—o—cl—(::—DH serbest HEMA monomeri
HsC HON H 0 H H ile reaksiyona girer ve
SN aktiflegmis HEMA
CH; CH; HEMA smis
olusumu saglanir.
Aktiflesmis
TEMED

c) Basamak Il (propagation)

Monomerlerin,

H H H

HsC H  CHs H H _ _
E U N 7 = | Lo aktiflesmis HEMA
N-C-C-C- Co———————— E:C—C—O—C—C—OH o .
e N 1 Lo Uzerinden eklenmesiyle
H.C _ H 0 H H

N RO dogrusal polimer zinciri

SN grusal p

Aktiflesmis HEMA
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d) Basamak IV

N A R TN N o
% Olusan dogrusal
0N ET ndogrusal
H_»c"'"'“r NN SCHy —— ——»p ° R o /‘:m R p(HEMA) zincirleri Bis
¢ 9 On NH varliginda gapraz
R R 7/ R 3
. i 1 . baglanir.
Bis /\v’,\//\\%\\

R= OH
Capraz bagh p(HEMA)

Sekil 4.1. p(HEMA) polimerine ait serbest radikal polimerizasyon mekanizmasi
(a,b,c,d).

Calisma kapsaminda gaz kopuklestirme teknigi ile oncelikle p(HEMA) SPH’ler
hazirlanmistir.  Ardindan, p(HEMA) SPH’lerin biyouyumlulugunu ve mekanik
dayanimini arttirmak amaciyla, dogal bir polimer olan jelatinin yapiya katilmasi ile
ic ice gecmis ag yapili (IPN) hidrojeller sentezlenmigtir. Jelatinin diz zincirli
polimer olarak eklenmesiyle yari-IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH’leri, gliserol
fosfat disodyum tuzu ile iyonik olarak gapraz baglanmasiyla ise tam-IPN yapidaki
p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’leri elde edilmistir. Anyonik bir monomer olan akrilik
asitin (AA) yapiya katilmasi ile sentezlenen kopolimer p(HEMA-ko-AA) SPH’inin,
pH-duyarl ve biyoadeziv 6zellik kazanmasi amaclanmistir. Son olarak p(HEMA)
ve p(HEMA-ko-AA) SPH’lerin biyouyumluluklari, gbézeneklilik orani ve gbézenek
boyut araliklarinin arttirlmasi amaciyla goézenek olusturucu polimer, polietilen
glikol (PEG 600, MA:600 Da) varhdinda; p(HEMA)-PEG ve p(HEMA-ko-AA)-PEG

SPH’ler sentezlenmistir.

Uretim parametrelerinin hidrojellerin 6zellikleri Gzerindeki etkisinin incelenebilmesi
ve uygun olan sentez regetesinin belirlenebilmesi amaciyla polimerizasyon
bilesenlerinin  miktarlari  degistirilmistir.  Kopuklestirici ajan  NaHCO3'ln
polimerizasyon ortamina eklenme zamani da, homojen gbézenek yapisina sahip
supergozenekli bir hidrojelin sentezlenmesi igin kontrol edilmesi gereken bir diger
uretim parametresidir. Gézeneklilik orani, gézenek boyutu ve olugan gézeneklerin
birbirine i¢sel bagl olup olmamalari ilag saliminin difizyon mekanizmasi ile kontrol
edildigi sistemler icin o6nemlidir. Bu nedenle, &rneklerin morfolojik (SEM)

incelemeleri yapilmig ve sentez i¢in en uygun bilesen miktarlari belirlenmistir.
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Recetelerde yer alan miktarlar (hacim veya agirlik bazinda belirtilen) 750 pL

HEMA monomeri temel alinarak verilmistir.

4.1.1. p(HEMA) SPH’lerin uretimi

p(HEMA) SPH’lerin Uretimi asamasinda, Sekil 4.1°de 6ngorilen serbest radikalik
polimerizasyonu ile es zamanl yurutilen kopuklesme prosesi gergeklestirilmis ve

gozenekli yapidaki hidrojellerin tretimi saglanmigtir.

4.1.1.1. Gapraz baglayici (Bis) miktarinin ve NaHCO; eklenme zamaninin
etkisi

p(HEMA) SPH’lerin sentezinde éncelikle gcapraz baglayici (Bis) miktarinin hidrojel
yaplya olan etkisi incelenmistir. Bu amacla ug farkli Bis miktari (50, 100 ve 200 uL)
kullanilarak hidrojeller sentezlenmistir. iki yiiz yL Bis kullanildiginda, homojen
yapida bir hidrojel olusumu goézlenmemistir. Bu nedenle SEM gorintlisu
alinmamistir. Sekil 4.2.a ve b’de verilen SEM goérantileri, sirasiyla, 50 pyL ve
100 uL Bis iceren ve NaHCO3'Un polimerizasyonun ilk 20 sn.’si igerisinde
eklenerek hazirlandigi p(HEMA) SPH’lerine ait SEM goéruntuleridir. Elli yL Bis
kullanilarak hazirlanan yapinin i¢gsel bagl gozeneklere sahip olmadigi, 100 pL Bis
kullanilarak hazirlanan yapinin ise daha duzgun gozeneklere sahip oldugu

belirlenmistir. Ancak, bu yapi da tam anlamiyla istenilen 6zelliklere sahip degildir.

Kopuklestirici ajanin  polimerizasyon ortamina eklenme zamanini incelemek
amaciyla; Bis miktarinin 100 pL oldugu ve sodyum bikarbonatin monomer
cOzeltisine polimerizasyonun 80.sn.’sinde eklendigi yapi sentezlenmigstir. Sekil
4.2.c’'deki SEM goruntusu incelendiginde hazirlanan bu yapinin ¢ok daha fazla
saylda ve birbiri ile i¢gsel baglantil gbzeneklere sahip oldugu goézlenmistir. Sonug
olarak p(HEMA) SPH’lerin sentezi igin kullanilmasi gereken capraz baglayici
miktari 100 yL, NaHCOg3'ln eklenme zamani ise polimerizasyonun 80. sn.’si olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.2. p(HEMA) SPH’lerine ait SEM goéruntdleri (x100): (a) 50 uL Bis iceren (b)
100 L Bis iceren (NaHCO3; 20 sn. igerisinde eklendi), (c) 100 yL Bis igeren
ornekler (NaHCO3; 80.s'de eklendi, detay goruntu buyutme orani x1000).

4.1.2. p(HEMA)-jelatin yari-IPN SPH’lerin tiretimi

p(HEMA)-jelatin SPH’ler, Sekil 4.1’de Ongorulen sentez mekanizmasi ile es
zamanli yuratilen kopuklesme prosesi ile ¢apraz baglanan p(HEMA) zincirlerinin
arasinda duz zincir halinde yapiya katilan jelatinin varliginda gercgeklestirilmigtir.

Boylelikle yari-IPN bir yapinin elde edilmesi saglanmistir.
4.1.2.1. Jelatin miktarinin etkisi

Yari IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH, oncelikle jelatin miktarinin yapiya olan
etkisini incelemek igin 100 pL Bis varliginda, tc¢ farkh jelatin miktari (250, 450 ve
750 pL) kullanilarak ve kopuklestirici ajan polimerizasyon ortamina 20 sn.
icerisinde eklenerek sentezlenmistir. NaHCOg3'Un polimerizasyon ortamina
eklenme zamani, jelatin varliginda ortam viskozitesinin hizli artisina bagl olarak
ortaya ¢ikan homojen olmayan gdézenek olusumunu engellemek amaciyla kisa
tutulmustur. Hidrojellere ait SEM goruntlleri incelenmis; monomer karisimina
250 L jelatin eklenerek hazirlanan yapinin SEM fotografi hidrojelin i¢gsel olarak
baglantili gézeneklere sahip oldugunu (Sekil 4.3.a), 450 uL jelatinin kullanildigi
durumda olusan yapinin ¢ok daha dizgin gbdzeneklere sahip oldugunu (Sekil
4.3.b), ancak jelatin miktari 750 pL’ye ylkseltiginde ise yapinin belirgin sekilde
degistigini ve birbiri ile baglantih gdzeneklerin sayisinin azaldigini gostermistir
(Sekil 4.3.c). Bu nedenle, p(HEMA)-jelatin SPH’lerinin sentezi icin gerekli olan

optimum jelatin miktar1 450 pL olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.3. p(HEMA)-jelatin SPH’lerine ait SEM goruntuleri (x100): (a) 250 uL, (b)
450 uL (detay goruntl buytutme orani x1000), (c) 750 uL jelatin iceren érnekler.

4.1.2.1. Gapraz baglayici (Bis) miktarinin etkisi

Capraz baglayici (Bis) miktarinin yari-IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH’leri
Uzerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla 450 uL jelatin varliginda, Gg¢ farkh Bis
miktart (50, 100 ve 200 L) kullanilarak hidrojeller sentezlenmistir. Orneklerin
morfolojik yapilari dikkate alinarak, uygun Bis miktari p(HEMA) SPH’lerinin
sentezinde oldugu gibi 100 uL (Sekil 4.4.b) olarak belirlenmigtir.

Sekil 4.4. p(HEMA)-jelatin SPH’lerine ait SEM goérintaleri (x100): (a) 50 yL, (b)
100 pL, (c) 200 yL Bis iceren ornekler.

4.1.3. p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’lerin liretimi

Dogal, biyouyumlu ve immunojenik etki (badisiklik sistemi tarafindan verilen
cevap) yaratmayan bir polimer olan jelatin (Kuijpers et al., 2000), GP varliginda
iyonik olarak capraz baglanarak tam-IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH’leri
hazirlanmistir. Iyonik ¢apraz baglanma, kitosana benzer sekilde, amin gruplari
iceren katyonik bir polimer olan jelatin ile anyonik bir molekul olan gliserol fosfat
tuzunun etkilesimi sonucunda gerceklesmektedir (Chenite et al., 2000).
p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’lerin hazirlanmasi asamasinda, Sekil 4.1’de 6ngortlen

sentez mekanizmasi ile es zamanl gerceklesen kopuklesme prosesi ile ¢capraz
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bagli p(HEMA) zincirleri elde edilirken, diger yandan GP ile gapraz baglanan jelatin
ag yapinin bu zincirlerin arasina girmesiyle ice ice gecmis ag yapinin olusumu
saglanmistir. Sekil 4.5'de, jelatinin gliserol fosfat disodyum tuzu varliginda ¢apraz

baglanma mekanizmasi sematize edilmigtir.

Jelatin GP

Sekil 4.5. Jelatinin GP varhiginda ¢apraz baglanma mekanizmasi (Moura et al.,
2011).

4.1.3.1. Jelatin miktarinin etkisi

Jelatin miktarinin p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’in yapisi Uzerindeki etkisini gérmek
amaciyla 450 uL ve 750 uL olmak Uzere iki farkli miktarda jelatin iceren hidrojel
sentezlenmistir. p(HEMA)-jelatin SPH’lerin sentezinde ifade edildigi gibi
kopuklestirici ajan 20 sn. igerisinde polimerizasyon ortamina eklenmistir. Her iki
yapinin morfolojik incelemesi dogrultusunda, 750 uL jelatin iceren hidrojelin
blylk gbézeneklerin yani sira, kliclik gézenekleri de igceren siingerimsi yapisi (Sekil
4.6) dikkate alinarak, tam-IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH’leri igin optimum

jelatin miktari 750 pL olarak belirlenmistir.

Sekil 4.6. Tam-IPN yapidaki p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’e ait SEM goruntusu (x100)
(750 uL jelatin, detaya ait buyutme x1000).
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4.1.4. p(HEMA)-PEG SPH’lerin uretimi

p(HEMA) SPH’lerin biyouyumluluklari, gézeneklilik orani ve gbézenek boyut
cesitliliginin arttinlmasi amaciyla goézenek olusturucu polimer, polietilen glikol
eklenerek; p(HEMA)-PEG SPH’ler sentezlenmigtir. Polietilen glikol (PEG 600),
suda ¢ozunebilir, biyouyumlu, toksik olmayan ve immunojenik etki yaratmayan bir
polimerdir. Bu nedenle farmasoétik ve biyomedikal alaninda siklikla tercih edilen bir
malzemedir (Bajpai, 2007). PEG, 0&zellikle gbzenekli hidrojellerin hazirlama
yontemlerinden olan porojen tekniginde suda ¢ozunebilir 6zelligi nedeniyle
kullaniimaktadir (Giirdag and Oz, 2009). p(HEMA)-PEG SPH’lerin sentezi, Sekil
4.1’de o6ngorulen serbest radikalik polimerizasyon ile es zamanli kdpuklesme

prosesi ile gézenek olusturucu polimer PEG varliginda gerceklestiriimistir.

4.1.4.1. PEG miktarinin etkisi

Go6zenek olusturucu PEG miktarinin, p(HEMA)-PEG SPH’leri Gzerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla 500 uyL ve 750 pyL olmak Uzere iki farkh PEG miktari
kullanilarak hidrojeller sentezlenmistir. Monomer karisimina 500 pL PEG
eklenerek hazirlanan yapinin SEM goéruntusu incelendiginde hidrojelin i¢csel bagh
g6zenek yapisina sahip oldugu goérulmektedir (Sekil 4.7.a). Yediylz elli uyL PEG
kullanildigi durumda olusan yapi igsel baglantii gézeneklerin yanisira ylksek
go6zeneklilik orani ve artan gézenek boyut cesitliligi gostermistir (Sekil 4.7.b). Bu
nedenle, p(HEMA)-PEG SPH’lerin sentezi icin gerekli olan optimum PEG miktari
750 pL olarak belirlenmigtir.

Sekil 4.7. p(HEMA)-PEG SPH’lerine ait SEM goéruntaleri (x100): (a) 500 pL, (b)
750 pL (detaya ait buyitme x1000), PEG varliginda sentezlenen 6rnekler.
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4.1.5. p(HEMA-ko-AA) SPH’lerin uretimi

p(HEMA) SPH’lerine pH duyarlilik ve biyoadeziv 6zellik kazandirmak amaciyla,
yaplya anyonik monomer akrilik asit (AA) eklenmesi sonucu p(HEMA-ko-AA)
SPH’ler hazirlanmigtir. Proteinlerin oral yolla kontrolli salimi amaciyla geligtirilmis
sistemler arasinda bolgeye 6zgu ilag salimina imkan veren biyoadeziv polimerler,
badirsak duvari ile yakin temas saglamakta ve mide-bagirsak sisteminde alikonma
suresini arttirmaktadir (Junginger, 1990; Lehr, 1994). Peptid ve protein yapidaki
ilaglarin kontrolli salimina yonelik yapilan ¢alismalarda, akrilik asit pH-duyarh
yapisi ve biyoadeziv Ozelligi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir

(GumuUsderelioglu and Kesgin, 2005; Gumusderelioglu et al., 2011).

Sekil 4.8de, p(HEMA-ko-AA) SPHe ait serbest radikalik polimerizasyon
mekanizmasi sematize edilmigtir. Sentezin ilk basamaklari $ekil 4.1.a ve b’de
ifade edildigi sekilde gerceklesmektedir. Kisaca APS tarafindan katalizlenen
TEMED (Sekil 4.1.a), ikinci basamakta polimerizasyonu tetikleyerek (initiation),
HEMA monomerindeki ve disuk miktarda Bis ¢apraz baglayicisinin yapisindaki
cift baglara etki eder, ardindan cift baglar acilir (Sekil 4.1.b). Sekil 4.8.c’'de
incelendiginde ortamdaki monomerler (HEMA ya da AA) kovalent olarak birbirine
badlanir (propagation) ve uzun bir alifatik zincir olusur. Son olarak olusan bu
alifatik zincirler gapraz baglayici ile baglanir ve kopolimer yapidaki hidrojel elde
edilir (d).

c)Basamak IIl (Propagation)

HC._ T T T o H Aktiflegmis HEMA
N-C-C-C-Ce + o —C —OH Uzerinden monomer
LE O A S i o eklenmesi ile dogrusal
Akrilik asit
7N\ | kopolimer zinciri
CHs CH: 00— CH,—CH,— OH
olusmaktadir.
Aktiflesmis HEMA l
HH H H _
O | K@ c —6 7O Akrilik asit
/N—T—C—C-?—CHZ— c|;. +
[
HC HN H C=0 OH-C=0 4 CH. .
VAR | | L
CH; CHs 0— CH, —CH,— OH j@ﬁc—ﬁ—o—lc—cl—cm HEMA
H o] H H

Aktiflesmis komonomer

58



d) Basamak IV

E w (_ Olugan p(HEMA-ko-AA)
H H A ":I\ R. zincirleri Bis varhiginda
” N L N N C NH
Hzcgﬁf g W/\CHQ - < capraz baglanir.
0] (@) Q. NH
R Ry R,
Bis B =

Ri=0OH R»=COOH

Capraz bagh p (HEMA-ko-AA)

Sekil 4.8. p(HEMA-ko-AA) kopolimerine ait serbest radikal polimerizasyon
mekanizmasi (Sekil 4.1'in a ve b basamaklarinin devami niteliginde, yukaridaki c
ve d basamaklari ifade edilmistir).

4.1.5.1. Kopiiklestirici ajan sodyum bikarbonat (NaHCO3) miktarinin etkisi

Kopuklestirici ajan sodyum bikarbonat (NaHCO3) miktarinin, p(HEMA-ko-AA)
SPH’leri Uzerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla 100 mg, 120 mg ve 160 mg
olmak uUzere Uu¢ farklh sodyum bikarbonat miktari kullanilarak hidrojeller
sentezlenmistir.  Akrilik asitin  varligi nedeniyle dusen ¢ozelti pH’sinin
yukselmesinde etkili olan sodyum bikarbonat degeri degistirilerek, jellesme ve
kopuklesme prosesinin es zamanl gergeklestigi optimum miktar belirlenmigtir. Yz
mg ve 160 mg sodyum bikarbonat ile hazirlanan 6rneklerde polimerlesme ve
kopuklesme es zamanli olmamis, bu nedenle homojen &rnekler elde
edilememigtir. 120 mg sodyum bikarbonat kullaniimasi ile homojen bir SPH elde
edilmistir. Bu nedenle p(HEMA-ko-AA) SPH’lerin sentezi icin gerekli kdpuklestirici
ajan miktari 120 mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. p(HEMA-ko-AA) SPH’ine ait SEM goéruntasu (x100), (120 mg sodyum
bikarbonat, detaya ait buytutme x1000).
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4.1.6. p(HEMA-ko-AA)-PEG600 SPH’lerin Uretimi

Akrilik asit ve PEG’Un 0Ozelliklerini ayni yapida toplamak amaciyla, p(HEMA-ko-
AA)-PEG SPH’ler hazirlanmigtir. Hazirlanan SPH’ler, AA’in varligi ile pH duyarlilk
ve biyoadeziv 6zellik kazanirken, PEG’Un yapiya katilmasi ile biyouyumluluklari,
gozeneklilik orani ve gézenek boyut cesitliliginin arttirlmasi saglanmistir. p(HEMA-
ko-AA)-PEG SPH’lerin sentezi, Sekil 4.8'de 0Ongorilen serbest radikalik
polimerizasyon ile es zamanlh kopuklesme prosesi ile gozenek olusturucu polimer
PEG varhginda gergeklestiriimistir. Kopuklestirici ajan sodyum bikarbonat
(NaHCO3) miktarinin, p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’leri (zerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla 120 mg ve 160 mg olmak Uzere iki farkl sodyum bikarbonat
miktari kullanilarak hidrojeller sentezlenmistir. 160 mg sodyum bikarbonat
eklendiginde istenilen 6zelliklere sahip homojen bir yapi elde edildiginden optimum

kopuklestirici ajan miktari 160 mg olarak belirlenmigtir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’ine ait SEM goruntisu (x100), (160 mg
sodyum bikarbonat) (detaya ait blytutme x1000).

Sonug olarak, istenen yapida hidrojel sentezinin gergeklestirildigi uygun bilesen
miktarlari belirlenerek, p(HEMA) SPH, p(HEMA)-jelatin SPH, p(HEMA)-jelatin
SPH-IPN, p(HEMA)-PEG, p(HEMA-ko-AA) SPH ve p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH
olmak Uzere 6 adet hidrojel sentezlenmistir. Homojen bir sipergdzenekli hidrojelin
hazirlanabilmesi igin kdpuklestirici ajan sodyum bikarbonatin polimerizasyon
ortamina eklenme zamani incelenmis; p(HEMA) SPH, p(HEMA)-PEG SPH,
p(HEMA-ko-AA) SPH ve p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’leri igin 80. sn. olarak
belirlenmis, p(HEMA)-jelatin SPH ve p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’leri i¢in ise 20 sn.
icerisinde eklenmesi uygun gortlmastir. Hidrojellere ait sentez recgeteleri Cizelge

4.1’de Ozetlenmisgtir.
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Cizelge 4.1. Supergozenekli hidrojellerin sentez recgeteleri.

p(HEMA) p(j'gl'fi':’i'ﬁ)' p(jga’i'ﬁ)' P(HEMA)- | p(HEMA-ko-AA) | p(HEMA-ko-AA)-
SPH SPH SPH.IPN | PEG SPH SPH PEG SPH
Monomer
(HEMA) 750uL 750uL 750 uL 750 pL 750uL 750uL
Monomer
A7) - - - - 500 pL 250 uL
apraz
(}UP 50 uL, 50 uL,
Baglayici 100 L, 100 L, 100 uL 100 uL 250 pL 250 pL
(Bis, %2.5) 200 pL 200 pL
Kopiik
Stabilizatorii | 100 L 100 pL 100 pL 100 pL 75 uL 75 uL
(PF 127, %10)
Jelatin ] 450 L., 450 L, ] ] ]
(%10) 750 pL 750 L
e . . . 500 pL, . 750 pL
600 750 pL H
Gliserol
Fosfat . . 78,8 L _ R R
(%50)
Baslatici
(APS, %20) 50 yL 50 yL 50 uL 50 pL 50 yL 50 uL
Baslatici
Katalizleyici
(TEMED, 50 yL 50 yL 50 uL 50 pL 50 uL 50 uL
%20)
Kopliklestirici
Aian 100mg, 120mg, 120 mg,
J 80 mg 80 mg 80 mg 80 mg 160 mg 160 mg
(NaHCO3)

*Koyu renkle belirtilen degerler, sentez icin belilenen optimum bilesen miktarlarini ifade etmektedir.

SPH ve SPH-IPN oérneklerin ortalama gézenek boyutlari ve gézenek boyut araligi

degerleri SEM fotograflarindan yararlanilarak, “ImageJ” (NIH, USA) programi ile

hesaplanmis ve Cizelge 4.2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.2. p(HEMA)-bazlh SPH ve SPH-IPN’lerin gbzenek boyutlari ve gézenek
boyut araliklari.

Siiveraézenekli Hidroiel Ortalama Go6zenek Gozenek Boyut
perg J Boyutu (um) Arahgi (pm)
p(HEMA) SPH 302.80 £ 63.95 213.90-381.89
p(HEMA)-jelatin SPH 321.25 1 81.41 224.87-434.73
p(HEMA)-jelatin SPH-IPN 338.28 + 114.48 125.29-650.00
p(HEMA)-PEG SPH 219.38 1+ 55.96 10.03-322.50
p(HEMA-ko-AA) SPH 270.85 + 151.41 126.24-470.42
p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH 256.01 + 78.63 10.21-559.10

Hidrojellerin gbzenek boyut araliklarinin, yaklasik 10 ile 600 ym arasinda degistigi
gorulmektedir. Gézenek olusturucu ajan PEG’Un yapiya katildigi p(HEMA)-PEG ve
p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’lerinin gdzenek boyut gesitliginin arttigi gdézlenmistir.

4.2. Yapisal Karakterizasyon Galigmalari
4.2.1. FTIR-ATR analizi

Calisma kapsaminda hazirlanan p(HEMA)-bazli SPH ve SPH-IPN’lere ait FTIR

spektrumlari Sekil 4.11°’de verilmigtir.

Sekil 4.11.a’da verilen spektrum p(HEMA) SPH’lerine aittir ve p(HEMA)In
karakteristik pikleri olan, 3400 cm™ civarindaki genis pik O-H grubuna ait gerilme
titresimi ve 1710 cm™deki C=0 grubuna ait gerilme titresimlerine ek olarak,1150
cm™deki C-O grubuna ait geriime titresimi ve 1075 cm™deki C=O grubuna ait
gerilme titresimi goézlenmistir (Bodas et al.,, 2005; Goncgalves et al., 2009).
p(HEMA)-jelatin SPH’lerinin Sekil 4.11.b’deki spektrumunda, N-H bukilmesine ait
olan 1550 cm™ ve 1500 cm™ arasindaki pikler, jelatinin yapiya basarili bir sekilde
katildigini gostermektedir (Pal et al., 2007). p(HEMA)-jelatin SPH-IPN’lerinin
spektrumunda (Sekil 4.11.c) N-H bikilmesine ait olan 1550 cm™ ve
1500 cm™deki piklerin yani sira, C-O bagdinin titresimine ait olan 1150 cm™deki
pikin siddetinin arttigi gézlemlenmektedir. Pikin siddetindeki bu artis, ¢apraz
baglanmanin gercgeklestigini kanitlamaktadir (Talebian et al., 2007). p(HEMA)-
PEG SPH’lere ait spektrumda (Sekil 4.11.d), suda ¢bztinen hidrofilik bir polimer
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olan PEG’Un yapidan uzaklagmasi ile p(HEMA) SPH’lerine ait pikler gozlenmistir.
p(HEMA-ko-AA) SPH’lerinin spektrumunda (Sekil 4.11.e), 3400 cm™ civarindaki
genis pik kopolimerin yapisindaki p(HEMA)'ya ait alkol gruplarindan ve pAA’e ait
karboksilik asit gruplarindan kaynaklanan O-H gerilme titresimine aittir (Bodas et
al., 2005; Ray et al., 2009). 1710 cm™deki pik ise p(HEMA)'In ester gruplarindan
ve pAA’in karboksilik asit gruplarindan kaynaklanan C=0 gerilme titresimine isaret
etmektedir (Gongalves et al., 2009; Ray et al., 2009). p(HEMA-ko-AA)-PEG
SPH’lerinin  spektrumu (Sekil 4.11.f) incelendiginde ise PEG’Un yapidan
uzaklagmasi ile p(HEMA-ko-AA) SPH’lerine ait pikler gozlenmistir.

100 1 / )
ﬂ/nT | (a) {
65 1 | '
T ——e—— era———
s ., (b) \/—/T\/W
78 -
100 = ) . -
't () '

84 1

7
100 7, > N : \\/\/" \/’ MWy Y T
%7 § (d) \ ) \
88 7

1005 — ~— N ‘
%T < (€) W
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100 =

T 1 (f)
72+

4060. o 35{)0 o 3000 o .25('.\0. o .20:."'0. o .1550' o '1050' T
Wavenumbers (cml)

Sekil 4.11. Supergdzenekli hidrojellere ait FTIR spektrumlari: (a) p(HEMA) SPH,
(b) p(HEMA)-jelatin SPH, (c) p(HEMA)-jelatin SPH-IPN, (d) p(HEMA)-PEG SPH,
(e) p(HEMA-ko-AA) SPH, (f) p(HEMA-ko-AA) SPH.

Hidrojellere ait spektrum verileri, Cizelge 4.3’'te sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Hidrojellere ait IR spektrum verileri ve degerlendiriimesi.

Dalga Boyu (cm™)

€) (b) (c) (d) (e) Q) Aciklama
3400b 3400b 3400b 3400b 3400b 3400b O-H gerilmesi
1710 1710 1710 1710 1710 1710 C=0 gerilmesi
1550- 1550- - .
1500 1500 N-H bukulmesi
1150 1150 i 1150 1150 1150 C-O gerilmesi (ester grubu)

1075 1075 1075 1075 1075 1075 C=0 gerilmesi (alkol grubu)

Kisaltmalar: b: Genis (broad), ii: Siddet artmasi (increased intensity). (a) p(HEMA) SPH, (b) p(HEMA)-jelatin

SPH, (c) p(HEMA)-jelatin SPH-IPN, (d) p(HEMA)-PEG SPH, (€) p(HEMA-ko-AA) SPH, (f) p(HEMA-ko-AA)-
PEG SPH.

4.2.2. Termal analiz

Jellerin artan sicakliga bagli kitle kaybini incelemek amaciyla termal analiz
calismalari, 25-600°C arahginda ve 10°C/dk. isitma hizi ile azot ortaminda

yuratulmastdr. Elde edilen termogramlar Sekil 4.12'da gosterilmistir.
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()
Sekil 4.12. p(HEMA)-bazli supergézenekli hidrojellere ait termogramlar; (a)
p(HEMA) SPH, (b) p(HEMA)-jelatin SPH, (c) p(HEMA)-jelatin SPH-IPN, (d)
P(HEMA)-PEG SPH, (e) p(HEMA-ko-AA) SPH, (f) p(HEMA-ko-AA) SPH.

Termogramlar Uzerinde oncelikle malzemelerin igerdikleri nem miktarlari 25°C ile
100°C sicakhk araligindaki agirlik kaybina bagh olarak saptanmistir. Ardindan
termogramlarin zamana goére birinci tlrevi alinarak agirlikga kaybin basladigi
sicaklik degeri, termal bozunmanin baslangici olarak belirlenmistir. Hidrojellerin
yuzde agirhk¢ca nem icerikleri ve agirlikca kaybin bagladigi sicaklik degerleri

Cizelge 4.4’te verilmigtir.
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Cizelge 4.4. Termal analiz sonuglari.

Siipergozenekli Hidrojel '\(l;r&g’::lrlgl Tegr;zllaBnogzlgln(rI\g)n n
p(HEMA) SPH 4.97 257.5
p(HEMA)-jelatin SPH 4.02 2325
P(HEMA)-jelatin SPH-IPN 3.93 238.5
p(HEMA)-PEG SPH 5.12 258.0
p(HEMA-ko-AA) SPH 2.06 280.0
p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH 3.20 282.5

Cizelge 4.4’'teki degerler incelendiginde, p(HEMA) SPH, ve p(HEMA)-PEG
SPH’lerinin termal bozunmasinin birbirine yakin sicakliklarda basladigi
gorulmektedir. Jelatinin yapiya katilmasi ile hazirlanan p(HEMA)-jelatin SPH ve
p(HEMA)-jelatin SPH-IPN vyapilarinin bozulmasi daha disik sicakliklarda
gerceklesmistir. Akrilik asitin yapiya katilmasi ile sentezlenen p(HEMA-ko-AA)
SPH ve p(HEMA-ko-AA)-PEG SPH’lerinin termal bozunmasi ise daha yuksek
sicaklik degerlerinde baglamaktadir. Elde edilen sonuglar kopolimerizasyon ile
termal stabilitenin arttigini géstermigtir. Yapilan bir calismada akrilik-bazli ag yap!
iceren p(HEMA-ko-AA) supergozenekli hidrojeller Bis varliginda capraz
baglanarak sentezlenmis ve yapilan termal analiz sonucunda, p(HEMA-ko-AA)
SPH’inin termal 6zelliklerinin iyilestigi ve sirasiyla 215°C ve 170°C ‘de bozunmaya
baslayan p(HEMA) ve pAA’dan farkli olarak hidrojelin 245°C’de bozunmaya
ba