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OZET

Sunulan ¢aligsmada, gesitli bilesimlerde akrilik asit (AA), akrilamit (AAm)
ve kitosan (CS) polimerlerini iceren i¢ ice gecmis ag yapidaki (IPN)
hidrojeller hazirlandi. Baslatici olarak amonyum persilfat /
sodyummetabisulfit (NH;).S;O0s / Na,S;0s redoks cifti segildi ve
hidrojeller serbest radikal polimerlesmesi ile sentezlendi. Capraz
baglayici olarak sabit miktarlarda etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), tam-
IPN hidrojeller icin ayrica degisen miktarlarlarda glutaraldehit (GA)
kullanildi. Uretilen hidrojellerin sisme davraniglari degisen siireye,
sicaklhiga ve pH’a karsi incelendi. Tum hidrojellerin % sisme degerlerinin
zamanla arttigi ve yaklasik 30 saat sonra dengeye ulastigi gozlendi.
Yari-IPN tipi hidrojellere bakildiginda AA iceren hidrojellerin AAm igeren
hidrojellerden daha fazla sistigi saptandi. Ayrica AA igeren
hidrojellerden tam-IPN tipi hidrojellerin yari-IPN hidrojellere gére daha
fazla sistigi saptandi. CS miktarinin degistirilmesiyle % sisme
degerlerinde onemli miktarda degisme goriilmedi. 37 °C ve pH=7,4 de
en ¢ok sisen hidrojelin kitosan-poli(akrilik asit) tam IPN-2 [(CS-PAA)1-2]

oldugu bulundu.



Calismanin ikinci kisminda; Epidermal Biliyume Faktoru (EGF) yuklu
kitosan-poli(akrilik asit) yari IPN-2 [(CS-PAA)y-2], kitosan-poli(akrilamit)
yari IPN-2 [(CS-PAAmM)y-2] ve (CS-PAA)t-2 hidrojellerinin  yara
iyilesmesine etkisi L929 fare fibroblast hiicreleri ile incelendi. EGF’nin
yuklenmesi emdirme yontemiyle gerceklestirildi. Sadece EGF yukli
(CS-PAAmM)y-2 hidrojeli icin tatminkar sonuglar saglandi. Optik
mikroskop incelemelerinden zamanla hiicrelerin artan bir sekilde
fibroblastik morfolojilerini olusturarak ylizeye yapisip yayildiklari

gozlendi.

Calismanin son kisminda ise Piperasilin/Tazobactam (CS-PAA)y-2,
(CS-PAAM)y-2 ve (CS-PAA)t-2 hidrojellerine emdirme ydntemiyle
yuklendi. Piperasilin/Tazobactam yiiklu hidrojellerden salim pH=7,4 ve
37 °C de UV spektrofotometresi ile takip edildi. (CS-PAAmM)y-2
hidrojelinin diger yukliu hidrojellere nazaran Piperasilin/Tazobaktam’
daha uzun siirede saldigi gozlendi. Kinetik verilerden tiim hidrojeller
icin 0. derece salim gergeklestigi gozlendi. En hizh salim yapan
(CS-PAA)-2 hidrojelinin difiizyon katsayisi (D) 3,53x10° cm?/s olarak

hesaplandi.

Bilim Kodu :201.1.117

Anahtar Kelimeler : Hidrojel, IPN, akrilik asit, akrilamid, kitosan, EGF,
Piperasilin/Tazobactam
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ABSTRACT

In this study, interpenetrating network (IPN) type hydrogels at various
compositions of acrylic acid (AA), acrylamid (AAm) and chitosan (CS)
polymers were prepared. Ammonium persulfate / sodium metabisulfide
(NH4)2S20s / NaS,0s5 redox pair was selected as initiator, and the
hydrogels were synthesized by free radical polymerization. A certain
amount of ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) for semi-IPN, and
additionally variable amounts of glutaraldehyde for the full-IPN
hydrogels were used as crosslinking agents. Swelling behaviors of the
hydrogels were investigated by changing time, temperature and pH.
Percentage swelling (S %) of all the hydrogels were increased with time
and constant percentage swelling values were reached near 30 hours.
For semi-IPN-type hydrogels, it was observed that the hydrogels
including AA swollen much more than the hydrogels including AAm. It
is also found that the full-IPN hydrogels had more swellable character
than the semi-IPN-type hydrogels. No significant change in the
percentage swelling values was observed by increasing the amount of
CS. Chitosan-poli(acrylic acid) full IPN-2 [(CS-PAA)t-2] was determined
as the most swollen hydrogel at pH=7.4 and 37 °C.



vii

In the second part of the study, the effect of Epidermal Growth Factor
(EGF) loaded chitosan-poli(acrylic acid) semi IPN-2 [(CS-PAA)y-2],
Chitosan-poli(acrylamide) semi IPN-2 [(CS-PAAmM)y-2] and (CS-PAA)-2
hydrogels on wound healing was investigated, using L929 mouse
fibroblast cells. The loading of EGF was performed by soaking method.
The satisfactory results were obtained only just for the EGF loaded (CS-
PAAmM)y-2. From the optical microscope examinations, it was observed
that the cells adhered to the surface and spread by creating fibroblastic

morphologies in a manner increasing by time.

In the final part of the study, Piperacillin/Tazobactam was loaded to
(CS-PAA)y-2, (CS-PAAM)y-2 and (CS-PAA)r-2 hydrogels by the soaking
method. The release from the Piperacillin/Tazobactam loaded hydrogels
at 37°C and pH=7.4 was monitored with UV spectrophotometer. It was
observed that the hydrogel (CS-PAAm)y-2 has released
Piperacillin/Tazobactam in longer time compared to the other loaded
hydrogels. From the kinetic data, zero order release has been
determined for all hydrogels. The diffusion coefficient (D) of
(CS-PAA)T-2 hydrogel which has faster releasing value, was calculated
to be 3.53x10° cm™/s.

Science Code :201.1.117

Key Words : Hydrogel, IPN, acrylic acid, acrylamide, chitosan,
EGF, Piperacillin/Tazobactam
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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Bu calismada kullaniimis bazi simgeler ve kisaltmalar agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler
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Mo

o s -
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Kisaltmalar

AA

AAmM

APS

BRT

CS
(CS-PAA)y
(CS-PAAM)y
(CS-PAA)T
DMEM

ECM

Aciklama

Ekstakte edilmemis jel kitlesi

Ekstrakte edilmis jel kutlesi

Sismemis jel tabakanin kutlesi

Sismis jel tabakanin kutlesi

t zamanda salinan etken madde miktari
« zamanda salinan etken madde miktari
Salim hiz sabiti
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1.GIRIS ve AMAG

Hidrojeller, suda ¢b6ziUnmeden sisebilen, U¢ boyutlu, capraz bagh polimerik
yapilardir. Doku muhendisligi, yapay organlar, ila¢g salimi gibi biyomalzeme
ve biyoteknoloji alanlarinda Umit verici uygulamalari sayesinde yaygin olarak
calisiimaktadir [1]. Hidrojeller, kimyasal (kovalent veya iyonik) veya fiziksel
capraz baglarin (kristalinite) varligi nedeniyle suda ¢6zlinmezdirler.
Kopolimerlerden olusan hidrojellerin en azindan bir bilesenlerinin hidrofilik
Ozellige sahip olmasi gereklidir. Hidrojellerin U¢ boyutlu yapisi kimyasal
baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der
Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla
gerceklesir [2]. Belirli bir dizene sahip olduklarindan elastik yapidadirlar.

Uzun sure deforme edilmeye caligilsa da eski haline geri donerler [3].

Capraz bagl iki ayri sentetik veya dogal polimerin fiziksel olarak birleserek i¢
ice gecmesiyle olusan ag yapili polimerler i¢c ice gecmis ag yapi (IPN) tipi
hidrojeller olarak tanimlanirlar. Bu yapilardan en az biri digerinin varliginda
sentezlenir vel/veya c¢apraz baglanir [4]. Yari-IPN tipi hidrojellerde ise
polimerlerden biri capraz bag icerirken digeri dogrusal yapidadir [5-7]. Bu tur
hidrojellerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi aj yapinin igcinde kovalent

bagli veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler.

Kitosan (CS); kitinin kismi deasetilasyonu ile turetilmis, biyolojik olarak
parcalanabilen  bir  polisakkarittir. ~CS  genellikle  biyobozunurluk,
biyouyumluluk, ylUksek toksisite, hemostatik, bakteriostatik, fungistatik,
antikanserojen ve antikolesteremik gibi uygun biyolojik 6zelliklerinden dolayi

farmasotik ve medikal alanlarda kullanihir [8].

Akrilik asit (AA); oda sicakliginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su ve birgok
organik ¢odzlcu ile karisabilme o6zelligine sahiptir. Akrilamit (AAm) ise oda
sicakliginda renksiz, kokusuz ve kristal yapidadir. Biyouyumluluklari tesbit
edilmis olan AA ve AAm ila¢ salim sistemlerinde kullaniimaktadir [9].



llaglarin sisteme verilis yolu olarak en dikkat geken yéntem kontrollii salim
sistemleridir. Kontrolli salim sistemlerinde etken maddenin tek bir uygulama
ile uzun sure etkin dlizeyde kalmasi saglanir. Bu sistemlerde hidrojellerin
sisme-blzisme, mekanik, morfolojik, kimyasal vb. gibi pek ¢ok
dzelliklerinden yararlanilmaktadir. Ozellikle ortam pH sinin degisimlerine en
azindan belirli oranlarda cevap verebilen hidrojeller, gesitli vicut bolgelerinde
ilag serbestlestirmek igin 6nem arz etmektedir. Bu &zellikler ¢ok farkl
polimerlerin  bir araya gelerek hidrojel olusturmasi  sayesinde

gerceklesmektedir. lyonik hidrojellerin bu konuda 6zel bir yeri vardir [10].

Epidermal Blyume Faktéri (EGF); 53 aminoasitten olusmus oligopeptittir.
Fare ve insan EGF’si yapisal olarak aynidir. Benzer biyolojik aktiviteye
sahiptirler. EGF epitel hicrelerin butlin tiplerinin  Gremesini ve goégunu

uyararak etkisini gosterir [11].

Sunulan calismada; CS, AA ve AAm temelli yari ve tam-IPN tipi
hidrojellerden yara iyilesmesinde kullanilabilecek preparat tasarimi
hedeflendi. Bu dogrultuda baslatici olarak amonyum persulfat /
sodyummetabistilfit [(NH;).S,0g / Na,S,0s] redoks baslatici cifti ve hidrojel
olusumu igin etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve glutaraldehit (GA) ¢apraz
badlayicilari  kullanilarak, serbest radikal polimerlesmesi ile hidrojel
sentezlenmesine karar verildi. Sentezlenen bu hidrojellerin  sisme
davraniglarinin ve morfolojilerinin incelenmesi planlandi. Sisme degerlerine
ve gozenekliliklerine gore secilen hidrojellerin yara iyilesmesinde etkin olarak
kullanilabilmesi icin EGF ve Piperasilin/Tazobactam i¢germesinin uygun
olacagli  dusunuldu. Bdylece hidrojellere hem EGF hem de
Piperasilin/Tazobactam yuklenmesi ve bunlarin etkinliklerinin incelenmesi

calismanin diger hedefleri olarak belirlendi.



2. GENEL BILGILER

Bu bolumde calisma konumuzla ilgili genel bilgiler alt bagliklar halinde

sunulmustur.

2.1. Hidrojeller

Hidrojeller, su igerisinde ¢o6zunmeden sisebilme o6zelligine sahip, c¢apraz
bagh, U¢ boyutlu ag yapili polimerlerdir [12,13]. Su igerigi kendi kutlesinin
%100 Unden fazla olan hidrojellere de super absorbant denilir [14-15]. Su
disindaki ¢oézicllerde en az % 20 ve daha fazla miktarlarda sisebilen jeller
ise kserojel olarak adlandiriir [16-17]. Hidrojellere ait genel bir sematik

gOsterim Sekil 2.1. de sunulmustur.

QO Monomer
0O Su
® Capraz bad noktas

Sekil 2.1. Hidrojelin sematik olarak gosterilisi

Hidrojellerin G¢ boyutlu yapisi kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen
bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler

gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla gerceklesir. Bu etkilesmeler Sekil 2.2. de



sunulmustur [2]. Hidrofobik etkilesimler, fiziksel c¢apraz bag benzeri
etkilesimler oldugundan jelin sisme davranigini dogrudan etkilemektedir.
Fiziksel capraz bagl jellerin dis ¢evre degisimine fazlaca duyarli olduklari
bilinmektedir [2,18-21].
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Sekil 2.2. Hidrojeller icindeki dort temel molekiler etkilesimin sistematik
olarak gosterilmesi

Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurmalari, yumusak ve
esnek vyapilari gibi tasidiklari bircok fiziksel Ozellikler agisindan canli
dokularla karsilagtirildiklarinda buyuk bir benzerlik gdstermektedirler [22-24].

2.1.1. Hidrojellerin siniflandiriimasi

Polimerik hidrojeller, hazirlama ydntemlerine, iyonik yiklerine, fiziksel
yapilarina ve capraz baglanma durumlarina bagh olarak siniflandirilabilirler
[2,25,26]. Bu siniflandirma Cizelge 2.1. de sematik olarak gosterilmis ve

onemli hidrojel turlerinden bazilari alt basliklar halinde agiklanmistir.



Cizelge 2.1. Hidrojellerin siniflandiriimalari

Hazirlama ydntemine gbre :

Homopolimer hidrojeller
Kopolimer hidrojeller
Coklu polimer hidrojeller

IPN (interpenetrating networks) hidrojeller

Icerdikleri yan gruplara gére :

Nétral_(iyonik olmayan) hidrojeller
iyonik hidrojeller

- Anyonik (negatif yiklu) hidrojeller
- Katyonik (pozitif yukl() hidrojeller

- Poliamfolitik hidrojeller

Fiziksel yapilarina gore :

Amorf hidrojeller

Yari - kristalin hidrojeller
Hidrojen bagli hidrojeller
Fiziksel hidrojeller

Kimyasal hidrojeller

Kaynaklarina gére

Dogal hidrojeller
Sentetik hidrojeller

Su iceriklerine gére

Diigtik sisme dereceli (% 20-50)
Orta sisme dereceli (% 50-90)
Yliksek sisme dereceli (% 90-99,5)
Siiper-absorbant (>% 99,5)

Kimyasal kararliliklarina gére

Biobozunur

Biobozunmayan




Homopolimer hidrojeller tek tur hidrofiik monomerden olusturulan
hidrojellerdir. Poli(2-hidroksi etil metakrilat) (PHEMA), poli(gliseril metakrilat),
poli(3-hidroksi propil metakrilat) iceren poli(hidroksi alkil metakrilat)’lar bu tir
hidrojellere verilebilecek orneklerdendir [26]. Yumusak kontak lens yapimi ve

kontrollU ila¢c salim aparatlari gibi 6nemli uygulama alanlari vardir [27].

Kopolimer hidrojeller iki monomerin c¢apraz baglanmasi ile hazirlanirlar;
ancak monomerlerden en az bir tanesi hidrofilik yapida olmalidir. Kopolimerik
hidrojellerde ¢apraz baglanma kovalent ya da iyonik olarak gergeklesebilir
[5]. En c¢ok arastirnlan kopolimerik hidrojellere poli(HEMA-ko-AA) ve
poli(2-hidroksi etil metakrilat-ko-metilmetakrilat) [poli(HEMA-ko-MMA)] érnek
olarak verilebilir [28,29].

Coklu polimer hidrojeller ¢ veya daha fazla monomerden olusan yapilardir
[30]. Bu tur hidrojellere, hem pH ya hem de sicakliga duyarh olan
poli(N-izo-propilakrilamit-ko-AA-ko-HEMA) [poli(NIPA-ko-AA-ko-HEMA)] ve
poli(sodyum akrilat-ko-NIPA-ko-AAm) hidrojelleri 6rnek olarak verilebilir
[31,32].

Calismamizda ayri bir 6neme sahip olan IPN tipi hidrojeller ile iyonik olan

hidrojeller alt bagliklar halinde ele alinacaktir.

2.1.2. i¢ ice gecmis ag yapili (IPN) hidrojeller

IPN tipi hidrojeller ¢apraz bagl iki polimerik érgunun fiziksel olarak birlesmesi
ile olusur. Bu yapilardan en az biri digerinin varliginda sentezlenir ve/veya
gapraz baglanir [4]. Ornegin polioksietilen ve poli(akrilik asit) PAA den
hazirlanan IPN vyapilar mevcuttur. Oncelikle capraz bagli polioksietilen
hazirlanir, daha sonra bu 6rgu AA, baslatici ve gapraz baglayici iceren
karigimda sigirilirken polimerizasyon da gergeklesir [30]. IPN’yi olusturan iki
polimerik 6rgunun birbiriyle uyumlu olmasi IPN olusumunu artirir, faz ayrimini

engeller.



Ayrica IPN vyi olusturan polimerler arasinda kimyasal bag bulunmadigindan
her iki bilesen de kendi 6zelliklerini korur ve aranan sartlara sahip bir yapi
olusumunu saglayabilir [5,26]. IPN yapisinda hidrofobik ikinci bir polimerin
kullanimi  hidrojelin  mekanik dayanikhligini artirir  [5].  Yar-IPN tipi
hidrojellerde polimerlerden biri ¢capraz bag icerirken digeri icermez [5,7]. Bu
tur hidrojellerde misafir polimer zincirleri, ev sahibi ag yapinin i¢cinde kovalent
bagli veya kovalent bagsiz olarak yer alabilirler. CS ve turevleri gibi
polisakkaritler, PVA, poli(etilen oksit) (PEO), poli(metakrilik asit) (PMAA),
PNIPA gibi polimerlerden IPN ve yari-IPN hidrojelleri elde edilebilir [33].

Sematik bir gosterim Sekil 2.3. te sunulmustur.

TAM IPN KOVALENT BAGSIZ KOVALENT BAGLI
YARI-IPN YARI-IPN

1’inci polimerin ¢apraz baglanma
noktalari misafir polimerin ev sahibi polimere

kovalent baglanma noktalari
@® 2’inci polimerin gapraz baglanma
noktalari

Sekil 2.3. IPN tipi hidrojellerin turleri

2.1.3. iyonik hidrojeller

lyonik olmayan hidrojeller yapilarinda yiklii gruplar bulundurmayan
homopolimerik veya kopolimerik ndétr hidrojellerdir. C6ziclnin ozmotik
basinci yan zincirin gerilme enerjisi ile dengelendigi zaman denge degerine
kadar siserler. Bu hidrojellerin sisme ve buzisme durumlari genellikle gevre

sicakhgindaki degisimin bir sonucu olarak meydana gelir [26,34].



Polielektrolitter olarak da bilinen iyonik hidrojeller, iyonik yUklG
monomerlerden hazirlanirlar. Bu hidrojeller monomer yuklerinin pozitif ya da
negatif olmasina gore katyonik ve anyonik hidrojeller olarak adlandirilirlar.
Ayrica pozitif ve negatif yudklerin her ikisinin de bir arada bulundugu

poliamfolitik hidrojeller mevcuttur [35-36].

iyonik hidrojellerin ana zincirinde yUklii gruplarin bulunmasi uyarilara
duyarhlhklarini artirir [37]. Bu iyonik ag yapilar hem asidik hem de bazik
gruplar icerirler. Uygun pH ve iyonik siddetteki sulu ortamda bu gruplar
iyonize olur ve jelde sabit yukler olugur. Bu yuklerin elektrostatik itme
kuvvetlerinin sonucunda ag yap! igerisine daha ¢ok ¢ozucu girebilir ve sisme

dereceleri artar. Bu durum Sekil 2.4. te gosterilmistir [38].

Cams| faz Kaucudumsu faz Sisme ortami

f o T

| SCOOH |+ Na == | -COO Na + H
Hidrojel _ozelt Hidrojel azelti

Sekil 2.4. Tampon igeren sisme ortamindaki ince bir iyonik hidrojel diskin
sisme kinetiginin sematik gosterimi

Anyonik hidrojeller

Anyonik hidrojeller, genellikle negatif yukli asidik veya anyonik monomerlerin

homopolimerlerinden ya da bir anyonik monomerle bir nétr monomerin



kopolimerinden olusur. Bunlar dig ortam pH sina bagl olarak denge sisme

davraniglarinda ani degisimler gosterirler [37,38].

Ortam pH siI iyonlasacak grubun pK, degerinin Uzerinde oldugu zaman,
polimer Ustundeki yukli gruplarin sayisi artar ve buna bagl olarak zincirler
arasindaki elektrostatik itme kuvvetleri gugclenir. Bu da ag yapinin hidrofilik
Ozelligini arttirarak yuksek sisme degerlerine ulasilmasini saglar [25].
Anyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan monomerlere

AA, krotonik asit, itakonik asit 6rnek olarak verilebilir [26].

Katyonik hidrojeller

Katyonik hidrojeller, pozitif yukli bazik veya katyonik monomerlerin
homopolimerlerinden yada bir katyonik monomerle bir ndtr monomerin
kopolimerinden olugurlar. Katyonik hidrojellerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilan monomerlerden bazilari aminoetil metakrilat ve turevleri,
4-vinil piridindir [26]. Bu hidrojellerde ortamin pH si iyonlasacak grubun pKy
degerinin altinda oldugu zaman iyonlasirlar ve zincirler arasindaki
elektrostatik itme kuvveti artar. Bu da ag yapinin artan hidrofilik 6zellige sahip

olmasina ve yuksek sisme degerlerine neden olur [25].

2.1.4. Hidrojellerde suyun konumu

Bir jelin hidrojel olabilmesi i¢in yapisinda —OH, -NH,, -COOH, -COOR, vb.
gibi polar ve su sever fonksiyonel gruplari igermesi gerekir [38,39]. Bu gruplar
su ile etkileserek hidrojen baglarini olustururlar. Bagli durumuna gegen su ile
cevrilen hidrofilik gruplardan jelin hacmi ve kutlesi artar ve jel sismeye baglar.
Bir jeldeki su sever gruplarin fazlahgr sismeyi daha da artirir [40]. Sismis bir
hidrojelde Sekil 2.5 de gosterildigi gibi G¢ tlr su bulunmaktadir [41].
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O Serbest su

‘ Bagli su

4 [ Hidrofobik
gruplar

Sekil 2.5. Sismis bir hidrojeldeki suyun bulunma c¢esitleri

X/

«» Bagli su: Polimerin polar gruplari ile hidrojen baglari yapan sudur.

s Ara yizey suyu: Polimerin hidrofobik grubu ¢evresinde toplanan sudur.
Bagli su gibi sikica bagli degildir.

s Serbest ya da kitle suyu: Polimerin gdzeneklerini dolduran bu su

normal su gibi davranir ve polimerle etkilesmez.

Bir sismis hidrojelin yuzeyi ¢ok farkli davranis gosterir. Bu ylzey boélgesi;
yuksek zincir hareketliligi, derisim gradienti, heterojen zincir uzunluklari,
dipolar 6zellik ve degisik su yapisi ile karakterize edilir. Bu 6zellikler hidrojel

yuzeylerinin analizini ve karakterizasyonunu zorlagtirir.

Bir hidrojel yuzeyinde yuruyebilecek karmagsik olaylar hakkinda sunlar

soylenebilir:

% Suyun konumu ve sistemdeki kimyasal bilesenlerin etkileri gibi gevresel
etkilere karsi yanit veren polimer zincirleri hareketlenir.
% lyonlar, kiclik mol kitleli organik bilesikler ve proteinler, jel icindeki

¢cOzeltide bir derisim gradienti olustururlar.
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X/

s Serbest su, polimer zincirine, polimer molekullerine baglanir ve buz
benzeri bir yapi olugturur. Suyun yapisi sistemdeki polimer zincirleri ya

da diger molekiillerin etkisiyle degisebilir [16,42,43].

2.1.5. Hidrojellerin sismesi

Sisme, polimer yapisindaki belirli bir hacmin ani degisimidir. Sisme, gézenekli
absorbanlar tarafindan sivi veya buharlarin tutulmasinda oldugu gibi,
yalnizca kuguk ¢oztcu molekullerinin polimerin gézenek ve bosluklarina

dolarak polimer fazina girmesi olay! degildir.

Sisme kiguk molekull bir sivinin polimer yapisinda bir degisme ile birlikte bir
polimer tarafindan sogurulmasi prosesidir. Cozucu molekulleri yapisal
bosluklara girerken polimerin siper molekuler yapilarinin arasini zorla agar.
Buna yapilar arasi sisme denir. EQer ¢ozucu molekulleri yapilarin igine
girerse, makromolekiiller zorla acilir. Buna da yapi i¢i sisme denir. Cézlcu
icerigi artarken, polimer yapisi yavas yavas birbirinden ayrilir ve ¢ozeltide

icinde ¢Ozucu bulunan oynak bir polimerik ag yap1 meydana gelir [40].

Sisme, polimer molekillerinin ¢ok buylk olmasindan dolayr tek yonli
karigmadir. Kiguk molekullt bir sivinin polimerdeki bir ¢dzeltisi olan sismis
polimer, saf haldeki kiigik molekulli sivi tabakasi ile belli bir stre igin birlikte
bulunur. Bir sure sonra, polimer zincirleri yeterli miktarda birbirlerinden
uzaklastiklari zaman, ¢o6zucu molekulleri polimer igine yavas yavas
difizlenmeye baslarlar. Burada daha derigik bir ¢dzelti tabakasi ile daha
seyreltik bir ¢ozelti tabakasi bir arada bulunur. Bir stre daha gegtikten sonra,
bu iki tabakanin derisimleri birbirine esit olur ve tek fazli homojen bir sistem
ortaya cikar.

Sisme sinirli veya sinirsiz olabilir. Sinirsiz sisme kendiliginden ¢ozeltiye
donusen sismedir. Boyle bir olaya ¢6zinme denir. Bir polimerin

¢bzunmesinde gozlenen temel Ozellik, polimer ve ¢bzuclu molekullerinin



12

blayUklik bakimindan birbirlerinden binlerce kez farkli olmalari ve bu nedenle
farkh hareketlilige sahip olmalaridir. Kiguk molekulld bir sivinin hareketliligi
¢ok yuksek, makromolekullerin hareketliligi ise tersine c¢ok dusuktur. Bu
yluzden buylk molekuller bir ¢oziclu fazina gegmekte zorlanirlar ve bir

polimer ¢ozinmeden Once igine ¢ok miktarda sivi alarak siger.

Sinirli sisme kiglk molekdlli sivilar ile polimerlerin etkilesmesidir. Sivilarin
polimer tarafindan tutulma asamasi sinirlandigi zaman, polimerin
kendiliginden ¢6zinmesi muimkuin olmaz yani polimer zincirleri tam olarak
ayrilamazlar. Sonugta birisi kiguk molekulli sivinin polimerdeki ¢ozeltisi ve
digeri saf haldeki kiigik molekulli sivi olmak Gzere iki faz bir arada bulunur.

Bu fazlar acikga gozle gorulebilir bir ara ylzey ile ayrilmistir ve dengededir.

Egder polimer kimyasal baglardan meydana gelen bir ag yapiya sahipse,
polimerin 1sisal bozunma sicakliginin altindaki herhangi bir sicaklikta zincirler
birbirinden ayrilamaz. Bu nedenle, capraz bagl polimerler dogal olarak
¢6zunmez ama jel olugturarak sisebilirler. Bir polimerin sismesi ve ¢ézinmesi

arasindaki fark asagidaki Sekil 2.6. de gdsterilmistir.

Sisme, polimerik ag yapilarinin karakteristik bir 6zelligidir. Capraz baglanma
miktarina bagh olarak polimerik aglar cézinmeden ¢ok ylksek miktarda sivi

absorplayabilirler [43].

Bir polimerik jelin sisme yetenegini icerdigi fonksiyonel gruplarin birbiriyle ve
¢Ozucuyle etkilesimi belirlemektedir. Zincirler arasi itme ve ¢ekme, kovalent
olmayan elektrostatik, hidrofobik, Van der Waals ve hidrojen bagindan
etkilenmektedir. Hidrofobik etkilesimler bu tir fiziksel ¢apraz bad benzeri
etkilesimlerdir ve bu da jelin sisme davranigini etkilemektedir [21,41,44].
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Sekil 2.6. Sulu ortamda farkli davranis gosteren polimer zincirlerinin jel ve
hidrojel olusturmasi @ kovalent gapraz baglart (O polimer
zincirleri arasindaki karisiklikla olusan gergcek olmayan capraz
baglar

Cesitli uygulamalarda kullanilacak hidrojellerin, gergek sistemlere benzer
olarak dig ortamdan gelebilecek uyarilara cevap verebilecek 6zelliklere sahip
olmasi gerekmektedir. Bu amagla hazirlanan ve dis ortamdan gelen herhangi
bir uyari sonucunda yapisal degisime ugrayarak tersinir fiziksel veya
kimyasal 6zellikler gosteren polimerlere “uyari-cevap polimerleri ya da akilli

polimerler” adi verilmektedir [45,46].

Polimerlerden uretilen uyari-cevap hidrojelleri uyari tirine gore asagidaki

sekilde siniflandirilabilirler:

% Sicaklik-duyarl hidrojeller

«  pH-duyarl hidrojeller

< Elektrik alana-duyarl hidrojeller
% Isik-duyarl hidrojeller

% Manyetik alana duyarh hidrojeller
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Sicaklik duyarl hidrojeller:

Sicaklik jellerin faz davranisini etkileyen en énemli parametrelerden biridir.
Sicaklik duyarh hidrojeller ilag salimi arastirmalarinda ¢evre duyarli polimer

sistemlerinin en ¢ok c¢aligilan sinifidir [47,48].

Sicaklik duyarli hidrojellerde; polimer sistemini olusturan bilesenlerden en az
biri ¢ézlclu ortaminda (genelde su) sicaklia bagli bir ¢dézunurlige sahip
olmalidir. Sudaki sisme derecesinde belirgin bir degisiklik gosteren sicakliga
duyarl bir hidrojel elde etmek igin, bu jeli olusturan bilesenlerin belli bir
sicakligin altinda veya ustinde ¢ozunmez olmalari gerekir. Bu sicaklikta
go6rilen hacim degisimi polimer zincirinin bilesenlerine ve hidrojelin
iyonizasyon derecesine badli olarak geri donusumltdir. Sicaklik kritik bir
deg@ere ulasinca polimerde faz degisimi olur ve polimeri ¢ézen bu en dusuk
¢Ozucu sicakh@ina “Alt Kritik Cézinme Sicakhgi, AKCS” (Lower Ciritical
Solution Temperature, LCST) ve en yiiksek ¢oziicl sicakhgina ise “Ust Kritik
Cozinme Sicakh@, UKCS” (Upper Critical Solution Temperature, UCST)
denir [49].

lla¢c salimi uygulamalarinda kullanilan polimerler AKCS degerinin altinda
¢bzunurler. AKCS degeri, sicakhda duyarli ve yan zincirlerinde iyonize
gruplar olan polimerlerde pH vya da bagldir. Ayrica polimerin
hidrofilik/hidrofilik dengesi de AKCS degderini etkiler [50]. Birgok polimerin
suda ¢ozunurligu sicaklik artmasiyla artar. AKCS gosteren polimerlerin
sicaklk arttikga suda ¢ozunurltkleri azalir. Bu 6zellige sahip polimerlerden
yapiimis hidrojeller AKCS’ nin Ustlinde sicaklk artmasiyla buzigurler. Bu tar

sisme davranigi karsit sicaklik bagimlihigi olarak bilinir.

Dusuk sicakliklarda, polimer zincirinin hidrofilik halkalari arasindaki hidrojen
bagdi ve su molekulleri suda ¢ézinmeyi iyilestirmeye yardimci olur. Sicaklik

artarken hidrofobik halkalar arasindaki hidrofobik etkilesimler; hidrojen
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baglarn zayiflarken kuvvetlenir. Kesin sonu¢ hidrofobik etkilesimlerle

polimerler arasi zincir ayrismasindan o6turu hidrojellerin buzigmesidir [12].

pH-duyarli hidrojeller:

Eger bir jel iyonlasabilen grup iceriyorsa pH-duyarh jel olarak adlandirilir,
clunklU iyonlasma pH tarafindan belirlenir [51]. pH-duyarli hidrojeller, pH
degisimine karsi iyonlasmayl ve bu sebeple jelin 6zelliklerini degistiren
karboksilik asit ve primer aminler gibi asili (pendant) asidik veya bazik gruplar
veya sulfonik asit ve kuarterner amonyum tuzlari gibi guglu asit ve bazlari
icerirler [12]. Uygun pH ve iyonik siddetli sulu ortamda, asili gruplar iyonlagir
ve polimer aginda sabit yukler ortaya ¢ikmaya baslar. Boylece elektrostatik
itici glg¢ olusturarak, hidrojelin sismesine veya buzismesine neden olur.
Bunun sonucunda da ila¢g salimini kontrol eder [13,52-54]. pH-duyarli
hidrojeller, polielektrolit yapisinda olup, ortam pH sina bagh olarak tersinir
iyonlasma 6zelligi gdsterirler. iyonlasma polimerin polaritesini ve fonsiyonel
gruplar arasindaki etkilesimleri degistirir, dolayisiyla polimer 6zellikleri degisir
[18,55,56].

Bununla birlikte, polielektrolitlerde iyonlagsma diger bitisik iyonlagmig gruplarla
kullanilan elektrostatik etkileri yuzinden daha zordur. Bu egilim gorinen
ayrisma sabitini (Kj); karsilik gelen monoasit veya monobazdan farkh
yapmak igindir [12]. Anyonik hidrojellerin asili gruplari, polimerik agin pK,
sinin altinda iyonlagsmaz (stiinde iyonlasir. lyonlarin varligiyla yiiksek
ozmotik sisme glcu yuzunden polimer pK, sinin Ustindeki pH da hidrojelin
sismesine yol acar. Katyonik hidrojeller igin ise tam tersi olur, polimerik agin

pKa’sindan daha dusik pH da sisme s6z konusudur.

iyonik hidrojellerin; asidik ve bazik tamponlardaki farkli sismeleri Sekil 2.7. de

gOsterilmistir.
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Sekil 2.7. pH-duyarli anyonik ve katyonik hidrojellerin sismesi

En cok calisilmis pH-duyarl hidrojeller poli(akriamid) (PAAmM), PAA, PMAA,

poli(dietilaminoetilmetakrilat) ve poli(dimetilaminoetilmetakrilat) igerir [13].

Cizelge 2.2. de pH ya duyarli hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan

monomerler verilmistir [52,57].

Cizelge 2.2. pH-duyarl hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler

Tur Monomer pH-duyarh grup
AA, Metakrilik asit -COOH

Anyonik Sodyumstirensiilfonat -SO;Na’
Sulfoksietiimetakrilat -SOH"
Aminoetilmetakrilat -NH,
N,N-dimetilaminoetiimetakrilat -N(CHjs),

_ N,N-dietilaminometakrilat -N(CH,CHy3),

Katyonik
Vinilbenziltrimetilamonyumklorur -N(CH3); * CI
Vinilpiridin

" ~Op
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2.1.6. Kimyasal ¢gapraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi

Kimyasal gapraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasi, dogrusal veya dallanmisg
homopolimer ya da kopolimerin az miktarda capraz baglayici kullanilarak
dogrudan gapraz baglanmasi ile gergeklestirilir [6]. Bu tepkime ¢oOzelti icinde
(genellikle biomedikal uygulamalar igin sulu ¢ozelti) suspansiyon
polimerizasyonu ile yaratalir. Capraz baglayici olarak, hidroksil grubu ile
birlikte iki ya da daha fazla fonksiyonel grup iceren maddeler kullanilir. En
¢ok kullanilan gapraz badglayicilara gluteraldehit, formaldehit ve asetaldehit
gibi aldehitler, maleik asit, okzalik asit, dimetilire, poliakrolein,
diizosiyanatlar, divinilstilfat, (EGDMA), etilenbisakrilamid, seryum igeren
redoks sistemler, 1,3-butandiol diakrilat, N,N-metilen bisakrilamid 6rnek

olarak verilebilir.

Kimyasal capraz baglanma ile hidrojel hazirlanmasinda baslatici olarak
anyonik ve radikalik baslaticilarin her ikisi de kullanilabilir. En yaygin
kullanilan basglaticilar, azobisizobutironitril (AIBN) ile benzoil ya da kimil
peroksit gibi peroksitlerdir [2]. Kimyasal yolla hidrojel hazirlanmasi dort
basamakta olusur: baslama, zincir bliyumesi ve ¢apraz baglanma, birlesme
veya béliinme ile sonlanma. ilk dnce capraz baglayicilar varliginda birbirine
kimyasal olarak baglanan monomerler polimerleri olusturur ve daha sonra
monomerlerin  bazilarinin ¢apraz baglayici ile yer degistirip polimer

zincirlerinin birbirine baglanmasiyla da hidrojel olusur [40].

2.2. IPN Tipi Hidrojellerin Onemli Kullanim Yerleri

Farkl yapilardaki iki veya daha fazla polimerin fiziksel ve kimyasal bilesimi
spesifik ihtiyaglar igcin gereken 6zelliklerin modifikasyonuna olanak saglar.
Ornegin; malzemelerin islenmesinde kolaylik, esneklik ve darbe direnci, hava
kosullarina dayanikhlik, kimyasal direng, yanma direnci gibi 6zellikler
kazandirabilir. Bu fiziksel 6zellikler, birlestirilen polimerlerin niteliklerine ve

birlestirme yontemine baghidir [58].
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Biyolojik ve biyomedikal alanlarda kullaniimak tzere “akilli jel” formunda IPN
jeller sentezlenebilir. Ornegin; PAAm ve PAA kullanilarak sicaklik duyarli
hidrojeller yapilabilir. Bu IPN yapi1 sicaklik artisina bagl olarak siser. Bunun
nedeni hidrojelin yapisinda bulunan hidrojen baglarinin sicakliktaki degisime
bagli olarak bir fermuar gibi acilip kapanmasidir. Cevresel kosullardaki
degisimlere verdigi cevaplar, guc¢li mekanik 6zelliklere sahip IPN ve yari-
IPN’lerin 6nemini artirmakta ve bu biyobozunur yapilarin farmasoétik ve
biyomedikal alanda birgok uygulamada kullanimini gundeme getirmektedir
[59].

CS ile hazirlanan IPN tipi hidrojeller ¢ogunlukla kontrolli ilag salim
sistemlerinde kullanilmaktadir. Bu amacgla yapilan bir calismada GA ile
cagraz bagh CS ve PEO-g-PAAmM gibi biyouyumlu polimerlerin fiziksel
karigimlari ile matriksler hazirlanmig, dusuk miktarda graft kopolimer ve
dusuUk gaprazbag yogunlugu ile yapilan mikrokurelerden ilag saliminin daha
yuksek oldugu gdézlenmis. Boylece hazirlanan yari-IPN hidrojel matrikslerin

ila¢ salimi i¢in uygunlugu kanitlanmis [60].

CS ile hazirlanan bir diger IPN tipi hidrojelde ise NaCl c¢dzeltisindeki
poli(etilen glikol) makromer (PEGM)/CS hidrojellerinin egilme davranisi ve bir
elektrik alan tarafindan c¢ekimi incelenmis, hidrojellerin egilme hizinin
uygulanan voltaja ve hidrojel bilegsimine bagh oldugu bulunmus. Uygulanan
voltajin hizinin ve uzunlugunun hidrojellerin deformasyonunu artirdigi tespit
edilmis [61].

Bir diger calismada PAAm/poli(vinil prolidon) vyari-IPN hidrojel-Ag
nanokompozitler hazirlanarak bu yapilarin antibakteriyal aktiviteleri
incelenmigtir. Bu nanokompozitlerin Escherichia Coli Gzerindeki antibakteriyal

aktivitesi oldugu belirlenmis [62].

IPN tipi hidrojellerin dolgu bilesikleri, yapay dis yapimi, iyon degistirici
regineler, sert kauguk ve plastik malzeme yapimi, otomotiv sektord,
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boyanabilir araba parcgalari, tabaka kaliplama bilesenleri, segici gecirgen
zarlar, ses ve titresim soOnumlenmesi, basinca duyarli yapistiricilar ve

kaplamalar gibi 6nemli kullanim alanlari bulunmaktadir [63].

2.3. Kontrollii ilag Salimi

Uzun yillar ila¢ alanindaki calismalarin basglica amaci, cesitli hastaliklar
tedavi edici yeni bir molekul gelistirmek olmustur. Ancak arastirmalarin uzun
zaman almasi, ekonomik yukd ve her zaman beklenilen sonucu vermemesi
alternatif arayiglari baslatmistir. Bu arayislardaki amag, hastanin tedavisinin
yani sira yasam kalitesini arttirmaktir. ila¢ dozunu azaltma, dozlama araligini
uzatma, yan ve zararll etkilerden arindirma hatta ilaci hedef bdlgeye
gonderme calismalari bu amaca yoOneliktir ve bu beklentilere en iyi yanit

veren kontrollll salim sistemleridir.

Her ilacin kan serumundaki tedavi edici derigiminin alt ve Ust sinirlari vardir.
Bu iki derigsim degerinin arasindaki deger “terapétik aralik” olarak tanimlanir.
llag maksimum serum derigimi Uzerinde toksik etki gosterirken, minimum

serum derisimi altinda ise etkisiz kalmaktadir.

Geleneksel ilag verme sekilleri, etken maddeyi aniden saliveren sistemlerdir.
Duzenli bir dozlama aralidi ile ilacin uygulanmasi sirasinda surekli olarak
terapOtik aralikta kalmasi saglanmaya calisilir. Ancak geleneksel ilag verme
sekillerinde her doz uygulamasi ile serum derigsiminde dalgalanmalar olur. Bu
dalgalanmalarin  giderilmesi i¢cin etken maddenin salim  hizinin

yavaglatiimasina calisiimistir [55,64].

Biitlin ilag tasiyici sistemleri hazirlarken iki temel amag s6z konusudur. ilag
tasiyici sistem etkin maddeyi vicutta istenen organ veya dokuya tasiyarak en
kisa zamanda istenen kan derisimini saglamali ve bu derisimi 6ngorilen sire
zarfinda devam ettirmelidir. ideal olarak ilag tasiyici sistemleri, etkin maddeyi
istenen doku veya organa istenen hizda tagimahdir. Etkin maddeyi istenen
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doku veya organa tasiyan sistemlere “hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler”
denir [65-69].

Genellikle, membran ve matriks yapili sistemler birka¢ yiz veya daha kuguk
molekdl agirlikh ilaglarin kontrolli salimi igin tasarlanmistir. Proteinler gibi
makromolekillerin  bu sistemlerden serbestlesmesinin, bu molekullerin
kullanilan polimerdeki gecirgenliginin ¢ok disuk olmasi nedeniyle, pratik
dneme sahip olmayacagdi dusinilmistir. Ornegdin normal olarak buylk
molekulleri gecirmeyen etilen —vinil asetat kopolimeri gibi polimerlerden,
metilen klortr gibi ugucu bir ¢ézucu kullanilarak ¢ézicu dokim yontemiyle
hazirlanan, toz halinde makromolekulleride iceren  matrikslerde,
makromolekullerin  serbestlesmesi icin yeterli buyUklikte gobzeneklerin

olustugu bildirilmistir [70].

Hidrojellerin dinamik sisme davranisi polimerik ag yapisi ve polimer-¢dzici
etkilesimleri ile kontrol edilebilir. ilagc camsi ag yapi icine alindigi zaman su
gegisi ilag salimi ile iligkili olarak kontrol edilir. Camsi ve kaugugumsu aglarin

her ikiside karakteristik sisme kinetiklerine sahiptir.

Sisme kontrolli ilac salim aparatlari bu prensip ile olusturulur. ilac
bagslangigcta sisen jel iginde dagimis ya da ¢6zinmis durumdadir.
Gozucunin buharlagtiriimasi ile icinde dagiimig bir sekilde biyolojik ajan
bulunduran camsi polimerik matriks elde edilir. Bu sistem tipik sisebilen
kontrolli salim sistemidir [71,72]. Sisme davranisi salimi  dogrudan

etkilemektedir. Salim mekanizmalar Fick yasalari ile agiklanabilmektedir

2.4. Difuzyon davraniglan ve Fick yasalari

Salim mekanizmalari genel olarak Fick diflizyon yasalari ile ele alinir. Cunku
ilag salimi, sisme olayi gibi temel olarak bir difizyon meselesidir. Genel
olarak, sistemlerin sisme davraniglar Fick tipi (difuzyon kontrollu sisme) ve
Fick olmayan tip (relaksasyon kontrolli sisme) olarak siniflandirilir [25].
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Baslangicgta etken madde camsi polimer iginde dagilmis ve ¢ézinmus olarak
bulunmaktadir. Ancak ¢ozucu matrikse girince, camsi gecis sicakhgdi deney
sicakliginin altina duger ve polimer sgiger. Polimer etken maddenin

difizyonuna izin verir [73].

llag molekill icersn
cams! palimear

Camsk-kaugudumsu faz
arasindaki gecis

Sigsen yvizey kavboluyor

Kaucudumsu hidrojal

Sekil 2.8. Sisme kontrollii sistemden ilag salimi W : flac molekiilii

Camsi bir polimer tabakasindan ¢oziicu difizyonuyla ayni anda fakat ters
yonde olusan etken madde salimi asagidaki esitlik ile ifade edilir [46,74,75].

My/M.=k.t" (2.1)
M;, t aninda serbestlesen etken madde miktarini; M., sonsuz zamanda

serbestlesen madde miktarini; k, ilag-polimer sisteminin yapisal ve geometrik

karekteristiklerini iceren kinetik sabit (salim hiz sabiti); t, serbestlesme
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zamanini ve n etken madde serbestlesme mekanizmasini karakterize eden

ustel sayiy gosterir.

Es. 2.1. camsi polimerlerden Fick yasasina uyan ve uymayan sistemler icin
difizyonla salim mekanizmalarinin birlestiriimis halidir ve In (M/M..) de@erleri
In (t) ye karsi grafige alindiginda, diftizyon kinetigi ile ilgili k ve n buyuklikleri
elde edilmis olur [76].

Difizyon katsayisi, D, polimerik sistemlerdeki bazi kimyasal turler icin dnemli
bir salim parametresidir. n ve k kullanilarak D, Esitlik 2.2. deki sekilde
hesaplanabilir [77-79].

k=4 D/ r?)n (2.2)

D, difizyon katsayisini; r, hidrojelin yaricapini goéstermektedir.

Kaugugumsu ya da camsi polimerlerdeki etkili gecis, sistemin sicakligina ve
termodinamik aktivitesine baglh olarak Fick, Fick olmayan (anormal), Durum I
veya Super Durum |l gegisi olarak siniflandirilabilir. Molektl agirligi, capraz
baglanma derecesi, polimerin dallanma derecesi, ¢ézlcunin termal

genlesme katsayisi gibi parametreler gecis mekanizmasini etkiler [75,76,80].

Polimer sismesinin dinamigine bagl olarak su ve ilacin bagil hareketliligi Fick
ve Fick olmayan ilac gecisine neden olabilir. Gevgeme hizi (Rgevseme)
difuzyondan (Rgf) daha hizli ise Fick difuzyonu gozlenir. Bu hidrojelin
kaugugumsu halde oldugu T4 sicakliginin ustiinde meydana gelir [38]. Yani
Fick difuzyonunda, su molekullerinin hareketliligi polimer zincirlerinin

gevseme hizindan daha yavastir.

Ayrica difizyon hizi (Rgi), duzlemsel geometride slrlcl derisim hizinin

devamli azalmasi yuzunden surekli zaman ile azalir. Fick olmayan difizyon
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ile Durum Il difizyonu ise sirasiyla n uUsteli degerleri Cizelge 2.3. te

verilmigtir.

Cizelge 2.3. Difuzyon ile serbestlesme mekanizmasinin analizi

n degerleri Gegis dM/dt
ince Film Silindir Kiire mekanizmasi
0,5 0,45 0,43 Fick difiizyonu t0°

Fick’e uymayan N
0,5<n<1,0 | 0,45<n<0,89 | 0,43<n<0,85 t"
(anormal) diftizyon

0. derece
1,0 0,89 0,85 Durum I
salim

n>1,0 n>0,89 n>0,85 Siiper Durum II t"!

Co6zinme ortaminin (su, biyolojik sivi vb.) polimer matriks icine nufus
etmesiyle ¢ozucu igcermeyen matriks sismeye baglar ve i¢ kisimda camsi dis
tarafta ise sisen kaugugumsu faz olmak Uzere iki farkli faz meydana gelir.
Eger polimer ¢ézinme ortami ile termodinamik olarak dengede ise matriksin
camsi gecis sicakligi ortam sicakhginin altina duger ve matriks kaugugumsu
duruma gecer. Bu ag yapinin plastiklesmesinden dolayr makromolekuler
hareketliligin dnemli derecede artmasina ve hacim blyumesine neden olur.
Ara yuzeyin her iki tarafida bu sisme davranisi ile karakterize edilir.
Kaugugumsu bdlgeden camsi bolgeyi ayiran bu ylzey “sisme ara yuzeyi”
olarak adlandirilir. ila¢g molekdilleri polimerin kaugugumsu bélgesinden disari
diftizlenebilir. ilag salimi, sisme ara yiizeyinin pozisyonu ve akis hizi ile
kontrol edilir [25].

Fick ve Fick olmayan difizyon Sekil 2.9. da sematize edilmistir.
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(a) (b)

Fick Fick olmayan

Rdif =Rgevseme Rdif = Rgevseme
| |
| Sismis jel - Su molekuala

Sekil 2.9.Fick ve Fick olmayan diflizyon

Fick olmayan ve Durum Il gegigleri difuzyon ve gevseme mekanizmalarinin
arasindaki iligkinin gostergesidir. Gevseme, kaugugumsu durumdan camsi
duruma gecisle iligkilidir. Gevseme mekanizmasi sisme boyunca polimerde
olugan gerilim sonucu olugur. Durum |l gegisinde suyun hareket kabiliyeti,
segmental relaksasyon hizindan daha buyudktiur. Relaksasyon sismis ve
plastiklesmemis olan polimer arasinda keskin bir sinirdadir ve bu da hiz
belirleyen basamaktir. Durum Il gegisi tamamen polimer yapinin
gevsemesine bagldir ve zamanla dogru orantihdir. Esitlik 2.1. de acikga
goéruldugu gibi, n=1 ise ilacin salim hizi zamandan bagimsizdir. Bu durum
sifirinci derece kinetige uygundur. [38]. Birgok uygulamada arzu edilen
mekanizma n Ustelinin 1,0 oldugu sifirinci dereceden serbestlesmedir [76].
ilag salimini kontrol etmek igin Durum Il difizyon mekanizmasini kullanan
arastirmacilarin galismalarinda, ila¢ sismemis matrikste bulunmakta, sisme
siniri ilerledikgce ve polimer sistikge ilag salim hizi artmaktadir. Boylece ilag
salimi matriksin sisme hizina uymakta, polimer yapi sifirinci dereceden salim
gOstermektedir [77,81].
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Cizelge 2.3. de goruldugu gibi “Durum II Difuzyonu”, geometrik faktorler
nedeniyle kure ve silindirlerde gorilmez. Bu nedenle kure ve silindirlerde n=1

olmasi basit olarak Fick yasasina uymayan diflizyonu ifade eder [74,75].

Super Durum Il gegislerine, ¢dzlucu ile polimerin temas etmesi durumunda
suriclu gug olan ozmotik basingta ¢ok buyuk artiglar olmaktadir. Boylece

difizyon hizi zamanla Ustel bir bicimde artmaktadir [28,46,82].
2.5. Biiyiime Faktorleri ve islevleri

Biylime faktorleri serumda cok diisiik derisimlerde (10° - 10™*M) bulunan ve
dokularin buyume gelisiminden sorumlu olan oligopeptit yapisindaki
molekullerdir. Hucre boélinmesini ve farklilasmasini dogrudan uyaran bu
biyosinyal molekulller hicresel aktiviteleri dedistiren mekanizmalarin

anlasiimasi agisindan son derece degerli malzemeler haline gelmiglerdir [83].

Buyume faktorleri hucre yuzeyindeki alicillara baglanarak farklilasma ve
¢ogalmayi aktive ederler. Bazi buylme faktorleri yUksek derecede

Ozellesmisken bazilari daha genis bir etki spektrumuna sahiptir.

Blyume faktorleri, hormonlar gibi hicre aktivitesini kontrol ederler ancak
hormonlarin aksine bu duzenleme hulcre-hicre dizeyinde gergeklesir.
Hormonlarin etki mekanizmasi oldukga genistir. Kisa peptitler olan buyume
faktorleri hicreler arasi sinyal iletimi yaparlar ve hicre aktivitesini
dizenlerler. GuUnumlize kadar yaklasik 130 adet blyume faktoru
tanimlanmistir. Bazi durumlarda hicre digina salgilanmayan hdcre ici olarak
salgilanan buyume faktérlerine de rastlanir. Bunlar Golgi aygiti gibi
organellere direkt olarak etki ederler. Bazi tip blyume faktorleri disari
salgilanabilirler ancak htcrenin membraninda aktive olabilirken digerleri

tamamen hicre disina salinarak hicre disi matriks’de (Extra-celluler matrix,
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ECM) bazal lamina’da’ heparin tiiri molekillere baglanir. Bundan sonra

aktivasyon sinyali alinirsa buradan serbestlesirler.
Fazla sayida blyime faktori tanimlandidi halde nadir bulunan molekuller
olduklari igin ¢gogu hakkinda ayrintili bilgi edinilememistir. Su ana kadar

bilinen belli bagh bayume faktorleri Cizelge 2.4. te sunulmustur.

Cizelge 2.4. Belli basli buyume faktorlerinin kdkenleri ve etkileri

Biiyiime Faktorii

Kaynagi

Aktivitesi

Yorumlar

PDGF
(Platelet Kokenli

Blyime Faktor()

Plateletler, endotel

hicreler, plasenta

Bag dokusu, gliyal ve
yumusak kas hicresi

¢ogalmasi

3 farkli dimer formunda
bulunur; AA, AB ve BB.
A zinciri 125 aa

B zinciri 160 aa

EGF Sub-Maksiler Mezensimal, glial ve
(Epidermal Blyime bezler, Brunner epitelyumial hiicre gogalmasi
Faktori) bezi
TGF-a Transforme EGF baglantil yara
(Transforming hicreler iyilesmesinde rol oynadigi
Blyume Faktorleri-a) dusUnilmektedir
FGF Pek c¢ok farkli Pek cok hicre tipinin En az 19 farkh tyeye sahiptir.
(Fibroblast Bliyime hicre gesidi ¢ogalmasi, erken embriyo 4 farkli reseptori bulunur
Faktori) safhasinda mezoderm
olusumu
NGF Sub-mandibuler Norit'lerin gelisimi, noral TrkA, trkB ve trkC proto-
(Sinir Buyime tukutik bezlerinden hicrelerin yagamini onkogenlerinin transkribe
Faktori) izole edilirler. surdirmesi ettigi benzerleri bulunur.
Eritropoitein Bébrek Eritrositlerin gogalmasi ve

farklilagsmasi

TGF-B T-helper ve NK Yara iyilesmesi, anti- En az 100 farkh familya
(Transforming (dogal katil) enflamatuar 6zellik, makrofaj Unitesine sahiptir
Blyume Faktorleri-B) hicreler ve lemfosit cogalmasi
inhibisyonu
IGF-I Karaciger Pek ¢ok hticre ¢esidinin Somatomedin-C olarak da
(Instilin Bezleri ¢ogalmasi bilinir. IGF-I ve proinsiilin’e
Blyume Faktorleri-1) benzerlik gosterir
IGF-II Karaciger Pek ¢ok htcre gesidinin, IGF-1 ve proinsiilin’e benzerlik

(Insiilin Bezleri

Buyime Faktorleri-11)

ozellikle fetal donemde

gogalmasi

gOsterir

! Biitiin epitelyum hicre tabakalarinin altinda uzanan esnek, ince, 8zellesmis hicre digi yapi
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Blyume faktorleri, hiucreleri birkag mekanizma ile etkiler. Bu mekanizmalar
ayni anda islev gosterebilirler ve farkli dokularda farkl etkiler yaratirlar. Bu

etkiler asagidaki alt basliklarda ayrintili agiklanmistir [84].

Mitojenik Aktivite:

Bu aktivite en erken kesfedilmis mekanizmalarindan biridir. Belirli derisimdeki
blylime faktorleri hiicre bélinmesini oldukga ylksek oranda artirirlar. Mitoz
bdlinme pek ¢ok bliyume faktoru tarafindan sekonder hicre igi tasiyicilarla
uyarilir. Bu tasiyicilara o6rnek olarak fosfodiesteraz, diagliserol ve c-kinaz
verilebilir. Tastyicilar hicre ici kalsiyum iyonlarini ve pH’I artirarak DNA
sentezini artirirlar; sonugta mitoz gergeklesir. PDGF ve EGF, kalsiyum iyonu

ve pH duzenlemesi ile mitozu artiran iki tipik buylume faktoradar.

Hucre Farklilasmasi:

Diger buyume faktorleri hucre farkhlagmasini indukler ve mitoz bolunmeyi
yavaglatir. Buna klasik bir érnek olarak TGF-B verilebilir. TGF-B buyume
faktorl ailesinden en az bir tanesinin énemli bir hicre i¢i haberci olan tirozin
kinaz aktivitesini yavaslattigi disunidlmektedir. Bunun yani sira pek ¢ok
degisik yoldan farklilasma induklenebilir. TGF-B’'nin  bazi hucreleri
farklilagtirarak ECM sentezlemelerini sagladigi dusunilmektedir. TGF-, ayni
zamanda yine ECM bilesenleri olan kollajen, fibronektin, elastin ve

glikozaminoglikanlarin sentezini de artirmaktadir.

Hucre Gdcu:

Hlcre gégl son derece karmasik bir hiicresel aktivitedir. Gergeklesmesi igin
hicre disi madde, bliyume faktorleri ve hlcre igin olaylar hassas bir uyum
icinde olmalidir. Pek ¢ok biiyiime faktérii hiicre géciinii etkiler. Ornegin
PDGF’'nun BB dimeri vaskuler yumusak kas hucreleri igin kemo-atraktan
olarak gorev gériir. ilgingtir ki transgenik tavuk embriyolari ile yapilan
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calismalarda FGF’nin de ayni aktiviteyi gosterdigi tespit edilmigtir. NGF hicre
bélinmesini uyarmaz ancak noronlarin yalanci ayak olusturmasini ve gog¢

etmelerini saglar.

Gen Regulasyonu:

Mitoz ve farklilagsmayi etkileyen biuylime faktorleri genetik aktiviteyi de etkiler.
Blyume faktorleri son derece karmasik hicre ici yollar vasitasi ile hicre igi
pH’1 ve kalsiyum miktarini dolayisiyla genetik aktiviteyi ayarlarlar. IGF-2, NGF
ve PDGF genetik regulasyon yapabilen buyume faktorlerine ornek olarak

verilebilir.

Reseptdrler:

Bir reseptorin buyume faktori tarafindan aktive edilmesi, pek ¢ok
biyokimyasal degisimi beraberinde getirir. Ancak nasil meydana geldigi hala
tam olarak anlasilamamistir. Ikincil haberci molekillerin biiyime faktori
aktivasyonundaki rolleri tartisilmazdir. Sistemin karmasikligina oérnek olarak
G proteinlerinden® bahsedilebilir. Tipki reseptérler gibi, G proteinleri de
mambrana baghdir. Bliyime faktori reseptére baglandiyi zaman olusan
yapida konformasyonel degisimler meydana gelir ve kompleksin G proteinine
ilgisi artar. G proteini reseptor-blyume faktori kompleksinin yapisal olarak
Ozellesmis bir bdlgesine baglanir ve G proteininden GDP (Guanozin difosfat)
salgilanmasina yol agar. Hemen sonrasinda GTP (Guanozin trifosfat) G
proteinine baglanir. G proteini GTP baglh alfa alt Gnitesi ve beta alt Unitesine
ayrilir. Aktive edilmis G proteininin iki alt Gnitesi hicre aktivitesini direkt olarak
etkileyen pek cok hilicre ici emzimi etkiler. Alfa alt Unitesi siklik AMP
seviyesini duzenleyen ve mitoz agisindan kilit bir enzim olan adenilat siklaz’'in
aktivitesini artirir. Beta alt Unitesinin ise iyon aktivitesini ayarladigi

dusundlmektedir. G proteinleri hicre igi aktivitenin bliylime faktorlerince

! reseptorlerden hiicre ici hedef enzimlere bilginin iletiminden sorumlu molekdller.
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dizenlenmesine tek ornek degildir. Enzim kullanilan diger sekonder haberci
sistemleri de -ki buna buyime faktoru tarafindan uyarilan tirozin kinaz
verilebilir- hucre ici faaliyeti dizenlerler. Ancak tim mekanizma henlz

tamami ile anlasiimaktan uzaktir.

2.6. Epidermal Buyiime Faktoru

EGF ilk kez Dr. Stanley Cohen tarafindan 1962 yilinda erkek fare
Submandibuler tukrik bezinden izole edilmistir. Arastirmaci erkek fare
Submandibiler tukrik bezlerinde Sinir Buylme Faktorini (NGF) izole
etmeye calisirken, bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere
enjekte edildiginde erken g6z kapagi agilisina ve erken dis ¢ikisina neden
oldugunu gozleyerek etken maddeyi izole etmis ve epidermis gelisimini
hizlandirici etkisi nedeni ile bu maddeye “Epidermal Bluyume Faktord” adini
vermigstir [85]. EGF molekulinin aminoasit dizilimi Sekil 2.10. da sunulmustur
[86].
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Sekil 2.10. EGF molekulinin aminoasit dizilimi

EGF, 53 amino asitten olusan Ug¢ disulfit bagina sahip bir oligopeptittir [84].
Genellikle tukiruk bezlerinde bir arjinin esteraz ile kombine olmus bir

durumda bulunur. Bagka bir buyume faktori olan NGF ile biyosentezi ve
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aktivasyonu acisindan benzerlik gdsterir, ayni genetik lokusun® kontroliinde
olduklari dusunulmektedir. Bu hipotez her iki peptidin de androjen bagimli
oldugunun anlasilmasindan sonra daha da guglenmistir. Dokularda EGF
salimi sinir sistemi kontrolindedir. EGF’nin embriyonik ve neonatal (yeni
doganla ilgili) asamada dislerin ¢ikmasi, gozlerin aciimasi ve deri olusumu
gibi 6zelliklerinin yanisira normal, Ozellikle de epitel hucreler Uzerinde pek
cok etki gosterdigi bilinmektedir. Epitel dokuda EGF son derece hizli bir
bicimde  hucrelere  molekul taginimint  hizlandirir, bunu  RNA
sentezlenmesinde bir yukselis ve ribozomlarin polizomlara donisum
oraninda bir artis izler. EGF reseptortiinde de intrinsik tirozin kinaz aktivitesi
vardir. Reseptére EGF baglanir baglanmaz reseptérdeki kinaz domaini
reseptorin tamamini ve cesitli sinyal transdiksiyonu gruplarini fosforile
ederek aktivasyonu gerceklestirir [87]. Memelilerde bilinen biyolojik

aktivitelerinden bazilari sunlardir [88].

. Epidermis’in olusumunu, farklilagsmasini artirir ve keratince zengin
tabaka olugsmasini saglar.

. Cenin akciger dokusunun blyume ve olgunlasmasini hizlandirir.

. Sindirim sistemi mukozasinda ornitin dekarboksilaz aktivitesini ve DNA
sentezini artirir.

. Korneal epitelyumda yara iyilesmesini, membran ve nukleer proteinlerin
fosforilasyonunu hizlandirir.

. Mezodermal (orta deri ile ilgili) ve ekdodermal (Ust deri ile ilgili) kokenli
pek ¢ok hucre tipi igin gogaltici etkilere sahiptir.

. Bazi kétl huylu hicre tipleri igin negatif buyume etkilerine sahiptir.

Hucre kaltard ¢alismalarinda insan sutunun pek ¢ok hucre tipi igin mitojenik
oldugu goézlemlenmistir. Deneysel c¢alismalarla EGF’nin insan sutiundeki
blyUmeyi arttirici temel molekul oldugu tespit edilmistir [89]. Sindirim

esnasinda tamamen yok olmadigindan sindirim kanalindaki dokulari direkt

! Bir genin RNA, DNA ya da kromozomdaki yeri
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olarak etkiledigi dusunulmektedir. EGF’nin bir diger ilgi cekici ozelligi ise
bitkilerde gelismeyi ve kok olusumunu induklemesidir. EGF ve EGF benzeri

maddelerin bitki Uretkenligini artirdigi distnutlmektedir [90].

EGF’nin korneal endotelyal hucreler, fibroblastlar, sinir sistemi destek dokusu
hdcreleri Uzerinde mitojenik aktiviteye sahip olmasi, gastrik asit
salgilanmasini yavaslatmasi, embriyonun gelismesi ve yeni kan damarlarinin
olusmasi Uzerinde etkili bulunmasi sonucu Uzerinde yogun calismalar
yapilmistir. EGF’nin yara iyilesmesi sirasinda epidermisin farklilasmasi ve
kontrolli hicre ¢gogalmasinda etkili oldugu gorulmustar [91]. Yara bdlgesine
topikal olarak da uygulandi§i zaman iyilesmeyi hizlandirir. Siganlarda sub-
mandibuler bezlerin cerrahi mudahale ile alinmasiyla meydana gelen gastrik
ulser vakalarinin EGF’nin intragastrik olarak uygulanmasi sonucu iyilestigi
tespit edilmistir [92]. Ayni zamanda mezodermal kokenli hicreler igin

mitojenik olmasindan 6tlrl anjiyogenezde de rol alir [93].

Tum bunlara ek olarak, bir gastrik asit inhibitoru olan Grogastron ile buyuk
oranda benzerlik gostermektedir. EGF’nin 53 amino asidinden sadece 16’si
urogastrondan farkli oldugu gibi, neonatal farelerde gdzlerin acilmasi gibi
etkilere sahip olan Urogastron fonksiyonel olarak da EGF’ye benzerlik
g6sterir. Urogastron tiikriik bezleri tarafindan salgilanan, polipeptid yapida
idrar ekstresi; midenin hidroklorik asit salgisinin inhibitéradar. Bu bulgulara
dayanarak, Urogastronun EGF’nin hormonal benzeri oldugu sdylenebilir.
Fibroblast hicrelerinde de ayni reseptoru paylastiklari belirlenmistir.

2.7. Biiyume Faktorlerinin Kontrolli Salimi

BlUyuk bir doku hasarinin in vivo onarimi igin uygulanacak cesitli stratejiler
vardir [85]. Eger yenilenecek doku ylksek bir rejenerasyon etkisine sahipse,
yerlestirilen biyo-absorplanabilir bir polimer iskeleye c¢evredeki saglikli
dokudan gelecek olgunlagsmamis hucreler ile yeni doku olugsumu baglayabilir.

Ancak, eger rejenerasyon kapasitesi azsa, oOrneQin hicre ve buyume
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faktoranun derisimi dusikse dokuda beklenen iyilesme gorilmeyecektir. Bu
durumda en basit yontem bdlgeye hicre ¢ogalmasini ve farklilagsmasini
baglatacak buylme faktorlerinin saglanmasidir. Ancak, genellikle bir blyume
faktorinin vyaklasik bir gln icerisinde hasarli bdlgeden yok olmasiyla
sonuglanmaktadir. Buyume faktorunin biyolojik etkilerini tam olarak
gosterebilmesi igin kontrolli salim sistemlerinin kullanilmasi gerekmektedir.
Bu konuda Umit vadeden bir teknik, blyime faktérinin uygun bir tasiyiciya
yuklenmesi ve bu tasilyicidan uzun bir sure boyunca salinarak etki
gostermesidir. Boylelikle biiyiime faktorii proteolizden® de korunmus olarak

aktivitesini in vivo kosullarda uzun sire surdurebilir.

Yapilan bir galismada deri bozukluklarinin iyilesmesi icin EGF iceren cift
tabakali bir yara oOrticu hazirlamak amaglanmistir. Bu amagla toksik
olmayan, yuksek vucut sivisi absorplama kapasitesine sahip, igerisinden
makromolekillerin ve buylme faktérlerin salim oranlari kontrol edilebilir,
yumusak materyaller kullaniimigtir. Histolojik incelemeler sonucunda, EGF
yukll, biyobozunur materyallerin biyouyumlu oldugu gorulmustar [94]. Bir
diger calismada korneal epitelyum bozukluk Uzerine yerlestiriimis katyonik
jelatin hidrojelden EGF’nin kontrolli salimi ile okuler ylzeydeki yara

iyilesmesinin hizlandidi tespit edilmistir [95].

2.8. Hiucre Cogalmasinin Takibinde Kullanilan MTT Yontemi

Sitotoksisite c¢alismalarinda en sik kullanilan in vitro enzimatik test MTT dir.
Bu test mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesini dlger. MTT nin ana
komponenti 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difenil tetrazoliumbromiddir. Fosfat
tamponu ile ¢dzindartlen MTT sari renklidir. Canli hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri MTT nin tetrazolyum halkasini parcalayarak suda
¢b6zunmeyen mor-mavi renkli formazan kristallerini olustururlar. Bu kristaller

asitlendirilmis isopropanol icinde ¢ozunurler. Sonugcta elde edilen mor ¢dzelti

! Albuminoid ya da proteinik maddelerin erimesi ve sindirilmesi
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spektrofotometrik olarak olgullr. Hlcre sayisindaki artma veya azalma, hicre
sayisiyla baglantili olarak olusan formazan miktarinda degismeye neden olur.
Spektrofotometrik 6lgim sonucu elde edilen deger test edilen materyalin
toksisitesini belirler. Sekil 2.11. de MTT testinden elde edilebilecek genel bir

goruntu sunuldu [96].

(b)

Sekil 2.11. (a) Fibroblast hicreler (b) Olusan formazan kristalleri
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2.9. Calismada Kullanilan Bazi Onemli Maddeler

2.9.1. Fibroblast Huicre

Embriyonal bag dokudan olusur. Henuz farklilagmamis ve embriyoda
bulunan bir bag doku tipidir. Hucreleri yildiz seklinde uzantili ve buyuktur. Bu
hicrelere fibroblast denir. Fibroblast uzantilari komsu hlcre uzantilan ile
baglantihdir. Hucreler arasi, jelatinimsi bir madde ile doludur. Matriks veya
esas madde adi verilen bu ara madde tek tuk kollajen lifler icerir. Bu liflerin

miktari fetlislin yasina paralel olarak artar [97].

Fibroblastlar hicre disi matriks salgilanmasindan, doku formuna gére olusan
hiacre  disi  matriksin  baglanmasindan ve yara iyilesmesinin
kolaylastiriimasindan sorumludur. Deri kesildiginde fibroblastlar cogalirlar ve
yaraya dogru go¢ ederek yarigi doldururlar. Cogalma sirasinda genis olgtde
hicre digi matriks salgilarlar. Hicre kultirinde ¢ogalan fibroblastlar tek sira

halindedir ve ¢ogalmalari kontakt inhibisyon ile kontrol altindadir [98].

2.9.2. Kitosan

CS kitinin N-asetillenmis turevidir [99]. Kitin; uzun ve dallanmig yapiya sahip
bir polisakkarittir. Selulozun ikinci karbonunda bulunan —OH grubunun -
NHCOCH; grubu ile yer degistirmis tlrevi olarak dusunulebilir. Genel olarak
bazi deniz kabuklularinin, yumusakgalarin ve bdceklerin kabuklarinda yer
almaktadir [100-102].

Kitin, poli(N-asetil-2-amino—2-deoksi-3-D-glikopiranoz) olarak adlandirilir ve
burada N-asetil-2-amino—2-deoksi-B-D-glikopiranoz  (veya glikozamin)
gruplart (1—4) B baglan ile baglanir [103,104]. CS, kitinin alkalin
deasetilasyon ile elde edilen bir poliamininosakkariddir ve amorf yapidadir.

Kitinden kitosan elde tepkimesi Sekil 2.12. de sunulmustur.
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Molekul agirhgr ve deasetilasyon derecesi kitosanin yuzey yuk yogunlugunu,
kristalinitesini, ¢ozunurligunu, enzimatik degradasyonunu ve hicre
etkilesimlerini etkilemektedir. Deasetilasyon derecesinin ylksek oldugu

yapilarda hicre yapismasinin daha fazla oldugu ve biyodegradasyon hizinin
yuksek oldugu belirlenmistir [105,106].

CHo CHa
I I
C—=—0 C—0
I I
CH,OH HH CH,OH HH
(] ) o )
oOH i oOH .
[} m] (] ] O--—
WH CHaOH TH CHaOH
CI:D l:I:D
L Hg [<Sitin L Ha
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MatCHzC OO
CHaOH MH2 CHaOH M Hz
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oOH e OH i
___D D D D D_-_
MHa L HallH MH2 L HalH
Kitosan

Sekil 2.12. Kitinden Kitosan elde edilis tepkimesi

CS amorf yapida kati bir polimerdir. Pratik olarak suda hemen hemen hig
¢b6zllmez; formik asit ve asetik asit gibi organik asitlerin sulu ¢dzeltilerinde
¢O6zunur. Suda ¢dzmek icin hafif asidik ortamlar olusturulmaktadir [107,108].
CS ve suda ¢dzlnen turevi hidroksipropil CS toksik olmayan ve vicutta
enzimatik olarak parcalanabilen bir polimerdir [109].
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CS nin 6zellikleri N-asetil grubunun substitusyon derecesine, polimerizasyon
derecesine ve uretim prosesi ile kullanilan kitinin 6zelliklerine bagl olarak

olarak degismektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, dogal kaynakli, ucuz ve uretimi gevreye
zarar vermeyen Ozellikleri nedeniyle CS, oldukga fazla ilgi goren bir malzeme
haline gelmistir [110]. Biyouyumlu ve toksik olmayan yapisi ile viicut igerisine
implante edilebilen ya da enjekte edilebilen sistemlerde kullanim alani
bulmaktadir [111]. Bunlara ek olarak, lizozomlar gibi vicut igerisindeki

enzimlerle hidroliz yoluyla parcalanabilen biyobozunur bir yapidir [112].

CS kontrolli salim sistemlerinde c¢ok kullanilir ve bu amagla mikrokire,
implant ve insertleri hazirlanmistir [113]. CS kullanimini cazip kilan bazi
Ozellikleri ve bu ozelliklerle ilgili uygulamalari Cizelge 2.5 de Ozetlenmistir
[114,115].

Cizelge2.5. Kitosanin 6zellikleri ve uygulamalari

Alan Uygulamalar

Fizikokimyasal | Atik su aritimi, Boyalar igin baglayici, Degisik ayirma
membranlari, Ultrafilitrasyon, gaz ve sivi ayirma;

Kromatografik destek materyali; Fiber; Kagit imalati

Biyomedikal Parcalanabilen sutureller; Yapay deri ve bobrek
membranlari; Sert ve yumusak lens; Ameliyet
ambalajlari; Hiicre kiltiirii; immobilize enzim destek
materyali; Yara-yanik 6rti materyali; Spesfik

protein/enzim adsorpsiyonu; Dis kompozitleri

Farmasotik Geciktirilmis salim materyali; Tablet baglayici, stablizer
gibi katki
Besin Besin antistaling ajan; Besin katkilari; Tohum kaplama,

Toprak iyilestirme; Kozmetik Grtnleri
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2.9.3. Akrilik Asit (AA)

AA oda sicaklhiginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su ve birgok organik
cozlcl ile karisabilir. AA ticari agidan iki sinifta incelenir: esterlesme
tepkimeleri icin olan teknik sinif (% 94 IUk) ve suda ¢Ozinen recine Uretimi
icin olan derigik sinif (kutlece % 98,0 - 99,5 ve kutlece maksimum % 0,3 U su)

tir.

AA islya, 131ga veya metallere maruz birakildiginda ¢ok kolay polimerlesir. Bu
yuzden kuvvetli bir ekzotermik polimerlesmeden korunmak igin ticari AA
icerisine polimerlesme inhibitora eklenir [116].

AA nin kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.6 de sunulmustur.

Cizelge 2.6. AA'’in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

Kimyasal yapisi CH, = CHCOOH
Molekdul agirligi (g/mol) 72,0

Donma noktasi ("C) 13,5

Yogunluk (g/mL) 1,045 (25,0 °C)
Normal kaynama noktasi (°C) 141,0

Refraktif indeksi 1,4185 (25,0 °C)
Kinematik viskozitesi (cks) 1,1 (25,0 °'C)

Kolayca polimerlesmesi ve hidrofilik 6zelliklerinden dolayi pek ¢ok uygulama
alanina sahiptir. AA; tekstil materyallerinin modifiye edilmesinde, plastiklerde,
kagit imalatinda, dis cephe boyalarinda, zemin cilalarinda, zemin ve duvar
kaplamalarinda, otomobil, arag-gere¢c ve mobilya verniklemede, eczacilikta
kontrolll ila¢g salim sistemlerinde ¢ok fazla kullanim alanlarina sahiptir bir

maddedir.
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Bioadhesive hidrojel olarak hem mukozaya yapisan hemde viskozite arttiran
polimer olarak PAA jelleri hiyoluronikasit sodyum tuzudur. PAA jelleri genel
olarak insertlerden daha rahat kullanilir ve gézde merhemler gibi bulaniklik

yapmaz [117].

2.9.4. Akrilamit (AAm)

Renksiz ve kokusuz bir madde olan AAm oda sicakliginda kristal yapidadir.
Su, metanol, etanol, dimetil eter ve aseton igerisinde ¢dzunebilirken
benzende ve heptanda ¢ozinmez. Monomeri erime noktasinda veya UV 15131
altinda aninda polimerlesir. Kati AAm oda sicakliginda kararl haldeyken,
eridiginde veya yukseltgen ajanlarla etkilestirildiginde siddetle polimerlesir.
Ayristirmak icin 1sitildigi zaman, zehirli bir gaz, keskin bir duman ve cesitli
NO gazlar yayar. Eger yuksek sicakliklara kadar 1sitilirsa patlayabilir [118].
Akrilonitrilin sulfurik asitle tepkimesinden elde edilen AAm’in kimyasal yapisi

ve bazi 6zellikleri Cizelge 2.7 da sunulmustur.

Cizelge 2.7. AAm’in kimyasal yapisi ve bazi 6zellikleri

H
H”‘1:::1\':/}1
_ H \c.;;‘:'

Kimyasal yapisi IEH-Iz
Molekul agirligr (g/mol) 71,1

Erime noktasi ("C) 85,0

Yogunluk (g/mL)(25 °C) 1,13

Normal kaynama noktasi (°C) 125,0

Sudaki ¢ézunurligu (g/100mL) 216,0

AAm banyo Uretiminde, yapistiricilarda, kagit ve tekstil sanayisinde atik
aritma iglemlerinde, cevher islemede, cesitli reaksiyonlarda gapraz baglayici

olarak kullanilir [119]. Cesitli polimerlerin modifikasyonlarinda asi kopolimer
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olarak yer almaktadir [120,121]. Ayrica kontrollu ila¢g salim sistemlerinde ¢ok

genis bir uygulama alanina sahiptir [122].

2.9.5. Piperasilin/Tazobactam

Piperasilin, Pseudomonas aeruginosa da etkili olan genis spektrumlu bir yari
sentetik Ureidopenisilindir. Molekdl kutlesi 539,5 g/mol dir. Kimyasal formulu

Sekil 2.13 te sunulmustur.

Diger penisilinler gibi piperasilin de kromozomal ve plazmid kaynakh
laktamazlarla hidrolize olabilir. Antibakteriyal etkisi zayif olmakla beraber
karsilastigr cesitli kromozomal ve plazmid kaynakh laktamazlari inhibe
edebilen tazobaktam, sulbaktamdan ve klavulanik asitten daha guglu bir
laktamaz inhibitéradar [123].

Piperasilinin etki spektrumunu kromozomal veya plazmid kaynakli laktamaz
ureten pek c¢ok Enterobacteriaceae ve diger Gram-negatif bakteriyi
kapsayacak sekilde genigletir; ayrica Bacteroides fragilis’i de kapsayan

oldukga genis bir anti-anaerop etkinlik ekler [124].

H._ COONa
(] CHy
= N
i | CHs
seesCoe-CONH====- s
I | |
NHCO H H
(HIG
M o]
|
CaHg

Sekil 2.13. Piperasilinin kimyasal formalu
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Piperasilin tazobactam, piperasilinden elde edilir ve daha etkili bir inhibasyon
saglar. Ticari Urunu Tazocin EF adi altinda satiimaktadir. Steril liyofilize
Tazocin EF tozunu igeren flakonlar 25 “C’nin altindaki oda sicakliginda
saklanmalidir.  Codzeltiler, talimat dogrultusunda sulandiriidiklarinda
buzdolabinda (2 - 8 °C) 48 saat, oda sicakliginda 24 saat dayanikli kalirlar.
Seyreltilmis ¢ozeltiler buzdolabinda (2 - 8 °C), intravendz torba veya

siringalar iginde 48 saat dayanikli kalir. Kullanilmayan ¢ozeltiler atiimalidir.

Tazocin EF nin farmokinetik 6zellikleri su sekilde verilebilir:

Metabolizma: Doruk plazma derigsimlerine, enjektorle kas igine ilag verildikten
sonra 40 ile 50 dakikada; ilag, kan urtinleri veya beslenme Urlnlerinin belli bir
surede toplardamar vyoluyla verilmesi ile ise derhal ulasilir. Saglkl
yetigkinlerde, tek veya coklu dozlar takiben, Tazocin EF kombinasyonunun
plazma eliminasyon yarilanma émrl 0,7 ile 1,2 saat arasinda degisir. Bu

yarilanma omdurleri tek basina doz veya inflizyon suresinden etkilenmezler.

En yaygin uygulama vyolu, toplardamar icinden topluca ve hizli ilag
enjeksiyonudur. Bununla beraber, intramuskuler enjeksiyonu takiben
piperasilin ve tazobaktamin ortalama mutlak biyoyararlanimlari sirasiyla
% 71 ve % 84’dur. 30 dakikalik intravendz infuzyonun ardindan Tazocin EF,
plazma derisiminin genellikle % 50 ila 100’G ortalama doku derisimlerini
olusturacak sekilde dokulara dagilir. Tazocin EF derigimleri safra kesesi,
safra, apendiks, barsak mukozasi, akciger ve kas gibi iyi perfiize edilen

dokularda en yuksektir. Piperasilin insanlarda metabolize olmaz.

Eliminasyon: Piperasilin, dncelikle bdbreklerden, idrarda dozun % 68’i hic
degismemis ila¢ halinde atilir. Safrada % 2’'ye varan oranlarda piperasilin
dozu saptanmistir. Piperasilin atilimi, tazobaktamla birlikte alinmasindan

etkilenmez.
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Tazobaktam, oncelikle bobreklerden, idrarda dozun % 80’i dedismemis ilag
ve kalan doz da metabolit olarak atilir. Her bir bilesigin bayuklugu, bobrek
yoluyla atihmin glomertuler filtrasyon ve net aktif tlibuller sekresyon ile
gergeklestigini dusundurtr. Tazobaktamin idrarla atilimi, tahminen bobrekte
kani suzme ve idrar olugturma gorevi olan salgl bezi tarafindan salgilanan

madde rekabetine bagli olarak piperasilin varliginda azalmaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMA

Bu bolimde surdurulen deneysel galismalar ayrintilari ile agiklanmigtir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Cihazlar

Cs (Aldrich, FW. 161) (%75-85 deasetilasyon derecesi)
AA (Aldrich)

AAm (Aldrich)

EGDMA (Aldrich)

Na,S,0s5 (Merck)

(NH4)2S,05 (BDH)

EGF (Sigma, E4127)

Borik asit (BDH)

H3PO,4 (Merck)

NaH,PO42H,0 (Merck)

NaOH (Merck)

Asetik asit (Merck)

Etanol (Riedel-de Haén, 32221)

Fare fibroblast hiicresi, L929 (No; 92123004, SAP Enstitlisu, Ankara)
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma)

N\ I\ 2\ 2\ 2\ I\ 22\ I\ 2\

N7 YW YW W YW VW72 VW VW7 VW2 VW72 VW7 V7 Vv 7
N\ I\ I\ 2\

\7
I\

Fetal bovine serumdan (FBS) (Sigma)
Tripsin/EDTA (Sigma)
Tripan mavisi ¢ozeltisi (Sigma)

N7 Y7 7
N\ I\ 2\

\7
I\

Piperasilin/Tazobactam (Wheyt)

25 cm? ve 75 cm?lik hiicre kiltiir kaplarina (Nunclon, Danimarka)
inkibatér (Binder)

Etav (Ultralab U-120)

Terazi (Scaltec)

N7 Y7 7
N\ I\ I\ 2\

\7

Su banyosu (Memmert)

Manyetik karistirici (Simsek Laborteknik)

N\ 2\ I\ I\

\YaR YA Y4

pH metre (Cyberscan 500)



N7 VW7 YW VW VW77 VW VW7 VWY 7 7

N\ I\ 2\ 2\ I\ I\ 2\ 2\ 77\ I\
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Mikronmetre (Newman, Carbon Steel Caliper)

Freeze-dryer da (Christ-Alfa 2-4 Model)

Scanning Electon Microscope (SEM)(Jeol, Jsm-6060LV)

CO; etlivi (Heraus Instruments, Almanya)

Laminar Akig Unitesi (Bioair, Typell Laminar Flow Cabinet, italya)
Ependorf tipl (RVS Orange, cat no: 2505007)

Hemositometre (Neubauer)

Optik mikroskop (Olympus 1X71, Japonya)

Dijital kamera (Olympus C-400, Japonya)

UV  spektrofotometresi (Labomed Double Beam  UV-visible

spektrofotometre, ABD)
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3.2. Hidrojellerin Hazirlanmasi

CS-AA-AAm iceren hidrojeller temel olarak radikalik polimerlegtirme yoluyla
uretildi [125-129]. Bunun igin % 1’lik CS/Asetik asit, 6M AA/su ve 6M AAm/su
cOzeltilerinden Cizelge 3.1. de aciklanan mol oranlarina denk gelecek
hacimlerde alinarak karisimlar hazirlandi. Bu karigimlar iclerine c¢apraz
baglayici olarak 0,1 mL EGDMA ve baslatici olarak 0,05g/0,05g
Na,S,0s5 /(NH,4).S,0g redoks baslatici ¢ifti ilave edilerek hizla petri kaplarina
aktarildi. Tam IPN elde etmek igcin ise EGDMA’In yani sira CS'I g¢apraz
baglamak Uzere degisen miktarlarda GA igeren ¢ozelti ilavesi gerceklestirildi.
Oda sartlarinda 30 dakika beklendikten sonra ortamdan alinarak 0,5x1,0 cm
seritler halinde kesilen tabakalar tekrar oda sartlarlarinda bir gece birakildi.
Daha sonra bol saf su iginde defalarca yikanarak polimerlesmeye girmeyen
bilesenlerin uzaklasmasi saglandi ve bu numuneler sabit tartima gelinceye
kadar once havada, daha sonra 37 °C de etlivde 48 saat kurutuldu. Kuru
orneklerin ortalama kalinliklari kompas ile ol¢ildi ve 2,0-3,0 mm araliginda

oldugu belirlendi.

Cizelge 3.1. Hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan bilesenlerin miktarlari

Bilesenler | CS (g) AA AAmM GA Yorum

Hidrojel (mol) | (mol) | (kiitlex10°, g)

(CS-PAA)y -1 0,025 0,03 - - Sert-saglam
(CS-PAA)y -2 0,035 0,03 - - Sert-saglam
(CS-PAAM)y -1 0,025 - 0,03 - Sert-saglam
(CS-PAAM)y -2 0,035 - 0,03 - Sert-saglam
(CS-PAA)r-1 0,025 | 0,03 - 3,125 Yumusak-saglam
(CS-PAA)-2 0,035 | 0,03 - 3,125 Yumusak-saglam
(CS-PAA)-3 0,025 0,03 - 15,625 Yumusak-saglam
(CS-PAA) -4 0,025 | 0,03 - 31,250 Sert, kirligan
(CS-PAA);-5 0,025 | 0,03 - 62,500 Sert kirilgan
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3.3. Hidrojellerin Jellegsme Yiizdelerinin Gravimetrik Olarak Tayini

Bolim 3.2. de belirtilen sekilde hazirlanan hidrojel tabakalar sabit tartima
gelene kadar etivde kurutuldu (m;), sonra 250,0 mL saf su i¢ine konularak ve
su banyosu surekli tazelenerek 48 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi.
Bu sure sonunda sudan cikarilan hidrojel tabakalar tekrar sabit tartima
gelene kadar kurutuldu (mg). Her bir hidrojelin jellesme yuzdeleri Esitlik 3.1.
kullanilarak hesaplandi [130,131].

Ms

Jellesme Yuzdesi= — x 100 (3.1)
m;

3.4. Hidrojellerin Sisme Deneyleri

Bu boélimde hidrojellerin zaman, sicaklik ve pH degisimlerine kargi sisme
davraniglarinin incelenmesi anlatildi. Tum deneyler jellesmeye girmeyen
bilegenlerinden yikanarak arindinilmis Uger oOrnek Uzerinden yaratulda.
(CS-PAA)T -4 ve (CS-PAA) -5 hidrojelleri sert ve kirilgan oldugundan, sisme

deneylerine tabi tutulamadi.

3.4.1. Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisiminin incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin zamanla degisimi 37 °C de 48 saat sureyle
incelendi. Etlvde kurutulup sabit tartima getirilen serit seklindeki kuru
hidrojeller ilk tartimlari alindiktan sonra (wp), 50,0 mL Britton-Robinson (BR)
tamponu (bkz. Ek:1) (pH=7,4) igceren agzi kapali siselere konuldu. Belirli
zaman araliklarinda ortamdan alinan hidrojeller, yuzeyleri hafif bir sekilde
kagitla kurulanarak tartildi (w) ve tekrar sisme ortamina konuldu. Bu isleme
hidrojeller denge sisme degerine ulasincaya kadar devam edildi ve hidrojel
seritlerinin kutlelerindeki degisimler kaydedildi. Her bir hidrojelin yuzde sisme
(%S) degeri Esitlik 3.2. kullanilarak hesaplandi [132].
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% S= ——— x100 (3.2)

w = Sisirilmis hidrojel kitlesi,

Wo = Kuru hidrojel kutlesi

3.4.2. Hidrojellerin  gisme  degerlerinin  sicakhkla degisiminin

incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla degisimi pH=7,4 de denge sisme
degerinin elde edildigi 30 saat sureyle incelendi. Etlvde sabit tartima getirilen
(wo) serit seklindeki kuru hidrojeller, 50,0 mL BR tamponu igeren agzi kapali
siselere konuldu. Hidrojellerin sisme degerlerine sicaklik etkisi 4,0; 10,0;
20,0; 30,0; 37,0; 40,0; 50,0 ve 60,0 °C sicakhklarinda incelendi. Her
sicaklikta, denge sisme suresi olan 30 saat bekletilen 6rnekler bulunduklari
ortamdan uzaklastirildi ve ylzey sularinin fazlasi bir kagitla alindiktan sonra
tartildi (w). % S degerleri Esitlik 3.2. kullanilarak hesaplandi [133].

3.4.3. Hidrojellerin sigme degerlerinin pH ile degisiminin incelenmesi

Hidrojellerin sisme degerlerinin pH ile degisimi 37 °C de 30 saat slreyle
incelendi. Etivde kurutulup sabit tartima (wp) getirilmis olan serit seklindeki
hidrojeller, 50,0 er mL pH=2,0; pH=4,0; pH=6,0; pH=8,0; pH=10,0 ve
pH=12,0 BR tamponu igerisine konuldu. 37 °C sicaklikta 30 saat
bekletildikten sonra ortamdan cikarildi, kurulandi ve tartildi (w). Hidrojellerin

% $ degerleri Esitlik 3.2. kullanilarak hesaplandi.
3.5. Hidrojellerin SEM (Scanning Electon Microscope) incelemeleri
(CS-PAA)y-2, (CS-PAAM)y-2 ve (CS-PAA)-2 hidrojellerinin kuru halleri ve

sismis hallerinin morfolojik 6zellikleri, SEM ile ¢ekilen ylzey fotograflarindan
belirlendi. Sismis hidrojellerin gdzenek yapisinin gézlenebilmesi i¢in 6rnekler
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once —20 °C deki bir derin dondurucuda 24 saat bekletildi ve daha sonra
—85 °C deki bir freeze-dryer da bir hafta tutuldu. Tum 6rnekler yizeylerinin
iletken hale getiriimesi icin 200 A° kalinliginda altin-platin karigimi ile

kaplandi ve SEM incelemeleri gergeklestirildi.

3.6. EGF Caligsmasi

3.6.1 Hidrojellere EGF yiiklenmesi

Yaklasik 175 mm?® hacminde, 10 mg kiitlesinde hazirlanan (CS-PAA)y -2 ve
(CS-PAAmM)y -2 hidrojellerin 1,5 mL; (CS-PAA)+ -2 hidrojelinin ise 2,5 mL PBS
icerisinde siserek dengeye geldigi tespit edildi. 25 mL steril PBS icerisinde 1
mg EGF’nin ¢ozulmesiyle hazirlanan stok ¢ozeltiden (0,04 mg/mL) gerekli
seyreltmeler yapilarak belirlenen miktarlardaki EGF, her ¢ hidrojele de
emdirildi. EGF miktari her bir érnekte 1,0 ; 2,0 ve 4,0 yg olacak sekilde
ayarlandi (Her tur jel 6rnegi icin birim kutle basina diisen EGF miktarlari 0,1

pg/mg, 0,2 pg/mg, 0,4 ug/mg’ dir).
3.6.2 EGF yukli hidrojellerin sterilizasyonu

Yukleme islemi steril PBS igerisinde gergeklestiriien 6rnekler oncelikle
%70’lik etanolde 10 dakika bekletildi. Daha sonra 15 dakika boyunca UV ile

muamele edilerek streilizasyon iglemi tamamlandi.

3.6.3 Hucre kiultur galismalari

Hiicre kiltiri ¢alismalarinda HUKUK hiicre bankasindan temin edilen L929
fare fibroblast hucreleri kullanildi. Ampuller icerisinde -80 °C’ de dondurulmus
olarak saklanan hucreler hizlhi bir sekilde 37 °C’ deki su banyosuna alinarak
¢Ozuldu ve santrifljlendikten sonra (1000 rpm, 4 dakika) besi ortami igerisine
alindi. Besi ortami; DMEM ve %10 FBS dan olusmustur. Hiicreler, 25 cm? ve

daha sonra 75 cm?lik hiicre kiiltir kaplarina ekildi. 2. pasajdaki hiicreler



48

yuzeyde tek tabaka olusturduktan sonra % 0,01 tripsin/10 mM EDTA ¢ozeltisi
kullanilarak tripsinizasyon yontemi ile yUzeyden koparildi ve tekrar
santrifijlendikten sonra besi ortami igceren 24-gdézlu hlcre kiltar kaplarina
ekimleri gercgeklestirildi. Baglangigtaki hucre derigimi 5x10* hiicre/mL olarak
belirlenmistir. Hlcreler her bir géoze 1 mL besi ortami igerisinde suspanse
halde konuldu. Sterilizasyonu gergeklestiriimis hidrojel érnekler her bir goze
yerlestirildi. Ayni zamanda kontrol grubu (TCPS, 1 mL ortam igerisinde hicre
suspansiyonu) ve serbest EGF grubu da kullanildi. 5 gunlik ¢alisma suresi
boyunca hucreler 37 °C’ de % 5 CO, igeren etuvde inkube edildi. Hlucreler ile
yapilan ve steril ortam gerektiren tim islemler Laminar Akis Unitesi'nde

gerceklestirildi.
3.6.4 Huicre sayimi

Ependorf tipune 0,9 mL % 0,4’10k tripan mavisi ¢ozeltisi (Bkz. EK-5) konuldu.
Sayimi yapilacak olan hlicre sispansiyonundan 0,1 er mL alinarak bu tupteki
boya c¢ozeltisi igerisine ilave edildi. Boylece hucreler 1:10 oraninda
seyreltiimis oldu. Suspansiyon kopuk olusturmayacak sekilde dikkatlice
homojenize edildi. Hemositometre lami ve lameli alkol ile temizlendi ve lamel
lam Uzerine yerlestirildi. 0,05 mL kadar boyanmis hlicre suspansiyonu alindi
ve hemositometrenin lami ile lameli arasina yavasgcga akitildi. Isik mikroskobu
yardimiyla, 10X objektif kullanilarak hemositometrenin tim karelerindeki canli
hicreler (boya almayan, parlak sari renkte goérulen hicreler) sayildi. Sayim
sirasinda en sagdaki Uclu cizgiden baglayarak kuguk karelerin igindeki tum
hicreler, sad c¢izgi Uzerindekiler ve en Ust ¢izgi Uzerindekiler sayilarak
yukariya, daha sonra yandaki kuguk kareden ayni prensiple asagiya dogru
inildi ve alt gizgidekiler de sayildiktan sonra yandaki kuguk karelere gegildi.
Boylece tum alan sayilincaya kadar devam edildi. Neubauer laminin
goruntisu Sekil 3.1 de verilmistir. Sayim sirasinda 1, 2, 3 ve 4 numarayla

gOsterilen buylUk karelerdeki hiicrelerin tamami sayilir.
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0.1000mm improved
Neubauer
0.0025mm’ CHINA
Ornek giris noktasi Lamel

0,1 mm ornek
derinligi

" Sayim
hilcresi

|~ Lamel
yerlestirme
destegi

D.ZTnm

1mm

IR L

“1Tmm 02Zmm 0.25mm

0.25mm

Sekil 3.1. Neubauer laminin géruntusu

Oli hiicreler (icine boya almis hiicreler) de ayni sekilde sayildiktan sonra
mililitredeki canli hdcre yogunlugu ve canhlik orani asagidaki formuller
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yardimiyla hesaplandi. Hucre yogunlugunun sayillamayacak kadar fazla
olmasi durumunda PBS ile belli oranda seyreltme gerceklestirilir ve bu yeni

seyreltme faktord Gzerinden hesaplamalar yapilir.

Canli yada 6lu hucre Hiicre sayisi x Seyrelme orani x 10*
yogunlugu (hicre/mL) = (3.3)
4

Sayilan canli hiicre miktari
Canhlik orani (%) = x 100 (3.4)
Sayilan toplam hicre miktari

3.6.5 MTT Testi

1, 2, 3, ve 5. glinlerde hiicre canlihg MTT testi ile kontrol edildi. Oncelikle
hidrojel Ornekleri iceren petrilerdeki hucrelerin Uzerinde bulunan ortam
uzaklastirildi. Daha sonra her bir géze 600 pL serumsuz ortam ve 60 yL MTT
¢Ozeltisi (2,5 mg/mL PBS) ilave edildi. Hucreler bu sekilde 37 °C’'de % 5 CO»
etlvinde 3 saat inkube edildikten sonra Uzerlerindeki ortam g¢ekildi ve 400 pL
isopropanol/ HCI (0,1 M) ¢ozeltisi konuldu. Son olarak her bir drnekten 200
ML alinarak 570 nm’de UV spektrofotometresi ile absorbans degerleri dlguld.
Absorbansi 6lglilen madde, canli hicrelerin mitokondrilerinde MTT den
donlisen formazandir ve formazan kristallerinin asitlendirilmis isopropanolde
¢bzunmesi saglanmistir. Boylece formazan kristallerinin yogunluguna bagli
olarak hucre canlihidi hakkinda bilgi edinildi. MTT testinin yani sira hicrelerin
optik mikroskop altinda incelenmesi ve dijital kamera ile fotograflarinin
cekilmesi suretiyle morfolojik karsilastirmalar da yapildi.

3.7. Piperasilin/Tazobactam Saliminin incelenmesi

Sunulan c¢alismada, (CS-PAA)y-2, (CS-PAAmM)y-2 ve (CS-PAA)r-2
hidrojellerden Piperasilin/Tazobactam salimi incelendi. S6z konusu hidrojeller
birbirlerinden farkli iceriklerde olmalari ve sisme degerlerinin ylksek olmalari

nedeniyle secildi. Deneylerin ayrintilari asagidaki alt bagliklarda verildi.
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3.7.1. Piperasilin/Tazobactam’in UV-Spektrofotometrik Analizi

Piperasilin/Tazobactam ila¢g saliminin takip edilebilmesi i¢in 6ncelikli olarak
0,028 mg/mL’lik su-piperasilin ¢dzeltisinin UV  spektrofotometresinde
190-800 nm dalga boylari arasinda tam spektrumu alindi ve zirve absorbans
verdigi dalga boyu Amax = 209,0 nm olarak belirlendi. Elde edilen spektrum
Sekil 3.2, de sunulmustur. Daha sonra farkh derisimlerdeki
Piperasilin/Tazobactam c¢o6zeltilerinin 209,0 nm de absorbanslari oélgllerek
Piperasilin/Tazobactam igin kalibrasyon dogrusu hazirlandi. Cizilen bu dogru
deney suresince salinan Piperasilin/Tazobactam derisimini belirlemekte
kullanildi. Piperasilin/Tazobactam’in kalibrasyon dogrusu S$Sekil 3.3. de

gOsterilmigtir.

A mm 2090 2860
ABS 1428 0066
3000 [ 1 1 H
1
1500 [~ —
ABS  1.000 \ |
~
'\._\
0.500 S —
0.000 . ) ““le_‘L
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DALGABOYU (M)

Sekil 3.2. Piperasilin/Tazobactam’in tam spektrumu
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Sekil 3.3. Piperasilin/Tazobactam’in kalibrasyon dogrusu (Amax = 209,0 nm)

3.7.2. (CS-PAA)-2,  (CS-PAAmM)-2, (CS-PAA)r-2  hidrojellerine

Piperasilin/Tazobactam yliklenmesi

Bolim 3.2. de anlatildigi gibi hazirlanan (CS-PAA)y-2, (CS-PAAmM)y-2 ve
(CS-PAA)r-2 hidrojellerine Piperasilin/Tazobactam emdirme ydntemiyle
yuklendi. Bunun icin 1,0 mg/mL, 10,0 mg/mL ve 150 mg/mL’lik
Piperasilin/Tazobactam ¢ozeltileri hazirlandi. Hidrojeller 30 saat sure ile bu
¢cOzeltide sisirilerek ylUkleme islemi yapildi. Yikleme islemi sirasinda belirli
saatlerde ¢ozeltilerden numuneler c¢ekilip 209,0 nm de absorbanslar

okunarak ¢ozeltinin derisiminde 6nemli bir degisiklik olmadigi belirlendi.

3.7.3. (CS-PAA)vy-2, (CS-PAAmM)y-2, (CS-PAA)t-2  hidrojellerinden

Piperasilin/Tazobactam saliminin UV-Spektrofotometresi ile tayini

Kapakli cam siselerde bulunan 100 er mL su icerisine
Piperasilin/Tazobactam yuklenmis jeller konuldu. Bu ortamdan belirli
saatlerde alinan 100 er pyL o6rneklerin 209,0 nm deki absorbans degerleri

Olguldu. Alinan 6rnek miktarlari gok az oldugundan galisma suresince “sink”
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kosullarin (etkin maddenin herhangi bir t anindaki derigiminin doygunluk
derigiminin %15’inden daha az olmasi) saglandigi kabul edildi. Calisma oda
kosullarinda ve 37,0 °C de 24 saat slreyle yurGtlldd ve hidrojellerden
Piperasilin/Tazobactam salimi  absorbans-derisim  grafigi yardimiyla

belirlendi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE YORUM

Bu bolimde deneysel kisimda agiklanan yontemlerin uygulamalarindan elde

edilen sonuglar yorumlari ile beraber alt bagliklar halinde sunulmustur.

4.1. Hidrojel Olugumu

Tam ve yari-IPN tipi hidrojel olusumuna bilesenlerin etkilerini incelemek
uzere Cizelge 3.1. de verilen oranlar kullaniimistir. Elde edilen hidrojellerin 7
adedinin kullanima uygun saglamlikta oldugu belirlenmigtir. Ancak GA
arttirlarak  hazirlanan (CS-PAA)r-4 ve (CS-PAA)r-5 hidrojellerinin,
kullanilamayacak kadar sert ve Kkirilgan oldugu gozlenmistir. Bu durum
capraz baglanma oraninin artmasiyla yapinin sikilasmasi ve esnekliginin
azalmasi seklinde aciklanabilir. S6z konusu Ornekler calisma kapsaminin

disinda tutulmustur.

Uretilen yari-IPN tipi hidrojellere ait olasi bir sema Sekil 4.1. de sunulmustur.
Bu semada AA in, amonyum persulfat / sodyummetabisulfit baslaticilar ve
EGDMA capraz baglayicisi esliginde polimerlestigi dnerilmektedir [134]. CS
in yari-IPN tipi hidrojelde misafir polimer olarak yer aldigi dastntlen
orneklerimizde, CS ile ev sahibi polimer ag yapi arasinda olasi H-baglari da
s6z konusu olabilir [135,136]. Benzer tepkimelerin AAm i¢in de s6z konusu

oldugu dusundulebilir.



55

:
N h N
Ay , \\ v
. ! s \ !
\
Molekdller “ : \A
N ' \ 0

arasi AR ! N H Molekdller
: \‘\ | arasi
O—H----_Y \
lf T T =
7°
\/\/V\/—E CH»-CH {'—ECHZ- j—l_llz CHo,- CH j—l‘vvvv
|
T
T
T
7° }
WV\/—E CH2—C|2 AN
CHs;

Sekil 4.1. Uretilen yari-IPN tipi hidrojellerdeki molekiiler ve molekiiller arasi
baglarin sematik gosterimi

CS igeren tam-IPN tipi hidrojellerimizde, GA CS molekullerini c¢apraz
baglamada kullaniimistir. Bu tepkime Sekil 4.2. de sematize edilmistir [137].
Bu sekilde hem c¢apraz bagli PAA ve hem de ¢apraz bagli CS zincirlerinin ig
ice gectigi ag yapilarin kuruldugu duasunutlmektedir. Ayni durum PAAm igeren
IPN yapilar i¢in de 6ngorulmektedir.
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Sekil 4.2. GA ile kitosan arasindaki ¢apraz baglanmanin sematik gosterimi

4.2. Hidrojellerin Jellesme Yiizdeleri Sonuglari

Bolum 3.3. te anlatildigi sekilde yuarutilen ylzde jellesme deneylerinden elde
edilen sonuglar Cizelge 4.1. de sunulmustur. Cizelgede goérilen sonuglar
sunlardir: PAA igeren hidrojellerin jellesme oranlari ¢gok yuksek, PAAm iceren
hidrojellerin jellesme oranlari ise nispeten dusuktur. Capraz baglayici olarak
kullanilan EGDMA in daha ¢ok AA yapisina uygun olmasinin bu duruma yol

actigi dusunulebilir.
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Cizelge 4.1 Hidrojellerin jellesme ytzdeleri.

Hidrojel Jellesme Yuzdesi
(CS-PAA)y-1 95,37
(CS-PAA)y-2 95,08
(CS-PAAM)y-1 91,64
(CS-PAAM)y-2 89,75
(CS-PAA)T-1 92,23
(CS-PAA)T-2 93,87
(CS-PAA)T-3 94,19

4.3. Hidrojellerin Sisme Deneyleri Sonugclari

Uretilen hidrojellerin sisme deneyleri Bélim 3.4. de anlatildi§i sekilde

yurutulmuas ve sonuglar alt basliklar halinde sunulmustur.

4.3.1. Hidrojellerin % sigsme degerlerinin zamanla degigimi

Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin zamanla degisim sonuglari Ek-2 de

verilmis ve ayrica Sekil 4.3. deki grafikte sunulmustur.

Sekil 4.3. de goruldiga gibi, tim hidrojellerin % $ degerleri zamanla artmis
ve yaklasik 30 saat civarinda dengeye ulasmistir. Sabit kaldigi bu % $ degeri
daha sonra yapilan deneylerde denge sisme suresi olarak kullaniimistir
[12,138,139].

Sekil 4.3. e genel olarak bakildiginda, CS in fazla kullanildigi (CS-PAA)y-2,
(CS-PAAmM)y-2 ve (CS-PAA)-2 hidrojellerinin sisme dederlerinin, CS 1n az
kullanildigi (CS-PAA)y-1, (CS-PAAmM)y-1 ve (CS-PAA)1-1 hidrojellerinin sisme
degerlerinden pek farkli olmadigi belirlenmistir. Bu durumda kullanilan CS
miktarlari kapsamindaki degisiklilerin sisme olayini fazlaca etkilemedigini
soyleyebiliriz. Sisme degerleri literatir ile mukayese edildiginde, CS

ilavesinin saf PAA ve saf PAAm hidrojellerine gore sisme degerini dnemli
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oranda arttirdi§i sdylenebilir [140]. Ornegin saf PAA den daha 6nceki
calismalarimizda ayni yontemle Uretilen hidrojelin sisme degeri % 2300 ler
civarinda iken, sunulan ¢alismada CS ilaveli PAA hidrojelinin sisme degerinin
% 3000 lere yaklastigi gozlenmektedir [79]. Bu durumda, gerek CS In
hidrofilik yapisi ve gerekse yari-IPN tipinin getirdigi 6zellikler, sisme degerini
arttirmigtir. Ayni yontemle uretilen PAAm hidrojeline ait sisme degeri ise,
literatirde % 700 ler civarinda verilmektedir [134,140]. Bu ¢alismada CS
ilaveli PAAm hidrojelinin sisme dederi % 2000 lere yaklasmigtir. Buradaki
keskin artig, yine CS n hidrofilikligi ve yari-IPN tipi hidrojellerin yapisal

Ozelliklerine baghdir.

AA iceren hidrojellerin AAm iceren hidrojellere gore ¢ok daha fazla sistikleri
diger bir gézlemdir. Bu durum AA in iyoniklesebilen yapisi ile agiklanabilir.
Ayrica AA in AAm e gore daha hidrofilik oldugu da bilinmektedir [79].

Tam ve yari-IPN tipi hidrojellerdeki sisme degerleri kiyaslandiginda, tam-IPN
tipi hidrojellerin daha fazla sistigi gézlenmistir. Bu durum CS igin kullanilan
capraz baglayici GA in islevini yerine getirmis oldugunu dusundurar. Boylece
her iki capraz baglayici da calismis ve yapida su tutabilecek odacik sayisi
artmistir denebilir. Ornegin CS/PAA hidrojelinin yari-IPN tipi olani % 3000 ler
civarinda, tam-IPN tipi olani ise % 5000 ler civarinda sisme gdstermistir. Her
iki hidrojelin jellesme oranlari da yuksek oldugundan, sismeye jellesme
oraninin etkisinin olmadigr dusundlmektedir. (CS-PAA)-2 ve (CS-PAA)t-3
hidrojelleri ele alindiginda, GA miktarinin artmasi ile sisme degerinin distigu
g6zlenmigtir. GA artigl ile gapraz baglanma oraninin artmis oldugunu ve
yapinin daha sikilagsmasina yol actigini sdyleyebiliriz. Bdylece sisme

degerinde goreceli bir dusus gozlenmigtir.
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Sekil 4.3. Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin zamanla degisim grafigi
(T=37 °C; pH=7,4)

4.3.2. Hidrojellerin % sisme degerlerinin sicaklikla degisimi

Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin sicaklikla degisim sonuglari Ek-3 te
verilmig, ayrica sonuclar grafige alinarak Sekil 4.2. de sunulmustur. Bu
sekilden de goruldugu gibi sisme degerleri tum hidrojeller i¢in sicaklikla dnce
bir artma gdstermis ve sonra 30 °C civarinda dengeye ulagsmistir. En fazla
sisme gosteren hidrojel tam-IPN tipi (CS-PAA)-2 dir. Diger hidrojellerin
sisme degerleri Sekil 4.3. de sunulan siralanmaya uymaktadir. CS igeren
yarl-IPN tipi PAAm hidrojellerinin sicakliga fazla dayanikh olmadiklari
belirlenmistir. Bu durum, EGDMA in AAm igin ¢ok uygun bir ¢gapraz baglayici
olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.4. Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin sicaklikla degisim grafigi
(pH =7,4; t= 30 saat)

Hidrojellerin sisme degerlerinin sicaklikla artmasi polimer molekullerinin
termal hareketliliklerinin artisina baglanabilir [141]. Ayrica kullanilan tim
yapilarin sicaklikla buzulme gostermeyen, sisme gosteren 0Ozellige sahip
oldugu bilinmektedir. Boylece elde edilen bu sonucun literatire uygun oldugu
sOylenebilir. Bu durum ayrica PAA-PAAm ile CS arasinda gerceklesme
ihtimali bulunan H-baglari ile de agiklanabilir. H-baglarinin sicaklik artisi ile

Kirildigini ve boylece sisme yuzdelerinin arttigini sdylememiz mumkundur
[142].

4.3.3. Hidrojellerin % sisme degerlerinin pH ile degisimi

Tam hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin pH ile degisim sonuglari Ek-4 de

verilmis, ayrica sonuglar grafige alinarak Sekil 4.5. te sunulmustur.

Sonuglardan gorulecegdi gibi, AA iceren tum hidrojeller dusuk pH larda az,

yuksek pH larda ¢ok sismigstir. Bu iyonik AA iceren hidrojellerde genel olarak
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g6zlenen bir durumdur. PAA polimeri sulu ortamda iyonik ve hidrofilik bir
polimerdir. pKa degerinin (pKa=4,25) Ustundeki ve altindaki degerlerde AA
iceren hidrojellerin sisme oranlari énemli degisiklikler gosterir [143,144].
Cunku AA gibi karboksilli asit grubu iceren hidrojellerdeki bu gruplar, yuksek
pH larda kolaylikla iyonlasirken dusuk pH lar da daha az iyonlasirlar. Boylece
hidrojelde olusan iyonlasmig gruplar birbirlerini iterek yapinin gevsemesini
arttinr ve sismeyi kolaylastirir [145-147]. pH degisimi kargisinda en ¢ok
sisme gosteren (CS-PAA)-2 hidrojeli olmustur. PAA iceren tam ve yari-IPN
tipi hidrojellerin jellesme oranlari birbirine hemen hemen esit ancak sisme
yuzdeleri ¢ok farklidir. Bu durumda sisme degerlerindeki farklilik, hidrojel
yapinin morfolojisi ile aciklanabilir. SEM analizleri bu durumu agiklamakta
yardimci olacaktir. PAAm igeren hidrojellerin sisme davraniglarinin, pH
degisimlerinden etkilenmedigi gézlenmistir. Bu durum iyonik olmayan AAm
icin beklenen bir sonugtur. AAm igeren hidrojellerin pH degisimlerine cevap

vermedigi bilinmektedir [148].
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Sekil 4.5. Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin pH ile dedisim grafigi
(T=37 °C; t= 30 saat)
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4.4. Hidrojellerin SEM Goéruntulerinin Analizi

| ki
Eg A B8 m
i v

Resim 4.1. Hidrojellerin SEM fotograflar (a) kuru (CS-PAAM)y-2,
(b) sismis (CS-PAAmM)y-2, (c) kuru (CS-PAA)y-2, (d) sismis
(CS-PAA)y-2, (e) (CS-PAA)T-2 kuru, (f) (CS-PAA)T-2 sismis
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Resim 4.1. de verilen SEM fotograflari incelendiginde, (a), (c) ve (e) de
gorulen kuru hallerin diger sismis hallere gore farkhhgr acgikga gozlenir.
Sismis haldeki tim hidrojellerin olagantsti gézenekli oldugu, en ¢ok sisen
(CS-PAA)r-2 hidrojelinin, digerlerine gore daha iri gézeneklere sahip oldugu
saptanmigtir. Yari-IPN ler kiyaslandiginda, her iki yapinin da ¢ok gézenekli
oldugu gorulir. Tum yapilarin gézenekli olmasina karsin, sisme degerlerinin
PAA iceren yapilarda daha fazla saptanmis olmasi, AA deki iyonlasma

gucune baglanabilir.

4.5. Hiicre Ureme Sonuglarinin Degerlendirilmesi

EGF iceren hidrojellerin hiicre iremesine etkisi Bolum 3.6. da agiklanan MTT
testi araciligiyla incelendi. AA iceren (CS-PAA)y-2 ve (CS-PAA)r-2
hidrojellerinde hucre Ureme testlerinden bir sonug alinamadi. Bu durum s6z
konusu hidrojellerin ortam pH sini disurmesi ile ilgilidir. Bu iki hidrojel igin
cekilmis optik mikroskop gorintiler Resim 4.2. de verilmigtir. Goéruntuler
incelendiginde her iki hidrojelin bulundugu ortamda da herhangi bir hicre

uremesi gorulmemektedir.

@ )

Resim 4.2. EGF yUkll (a) (CS-PAA)y-2, (b) (CS-PAA)+-2 hidrojelleri igin optik
mikroskop goruntuleri

Serbest EGF’'nin MTT drafigi Sekil 4.6. da sunulmustur. Dogrudan hucre
ureme miktari hakkinda bilgi veren absorbans degerleri kiyaslanirsa, EGF
icermeyen kontrol grubunda, 1 ug ve 2 pg serbest EGF igeren ortamlarda

hicre Uremesinin 5. gin sonunda dustugu; 6te yandan en yuksek miktarda
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EGF iceren ortamda hdcre Uremesinin diger ortamlara gore hep yuksek
kaldigi belirlenmigtir. Bu durum EGF iceren ortamlar i¢in beklenen bir

sonugtur.

,1 E % %_} @ kontrol

01 ug EGF
@2 pug EGF
0,4 B 4 ug EGF

Absorbans
o
o

Zaman (glin)

Sekil 4.6. Serbest EGF igin MTT grafigi

EGF icermeyen kontrol ortami ve serbest EGF ortami ile ilgili calismaya ait
optik mikroskop goéruntuleri Resim 4.3. - Resim 4.4. - Resim 4.5. —Resim 4.6.
da ayrica verilmistir. Resim 4.3. incelendiginde ilk 3 gunde hucrelerin belirgin
bir sekilde ylzeye yapistigi ve yayilarak duz, fibroblastik morfolojilerini
olusturduklari; 5. gunun sonunda ise hucrelerin goruntulerinin yuvarlak
oldugu yani ylzeye yapisan hucrelerin ylizeyden koparak 0Ol faza gectikleri
gorulmektedir. Serbest EGF ortami ile ilgili optik goruntiler incelendiginde
ayni sure igerisinde farkh miktarlarda EGF igeren ortamdaki hucre
yogunlugunun en fazla EGF iceren ortamda en c¢ok oldugu; zamanla
hlcrelerin ylzeye yapisarak yayllmasi incelendiginde ise ilk U¢ gunde
yayllmanin surekli arttig1 ve duz, fibroblastik morfolojilerini olusturduklari, 5.
gun sonunda ise 4 pg EGF iceren ortamdaki hicrelerin ylzeye yapisarak
yayllmasi devam ederken diger ortamlardaki hicrelerin yuvarlak olduklari ve

yapistiklari ortamdan koparak 6lu faza gegtikleri goralmektedir.
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3. gln 5. gun

Resim 4.3. EGF icermeyen kontrol ortamindaki hicrelerin optik mikroskop
goruntaleri

3. gun 5. gun

Resim 4.4. 1 pg hk serbest EGF ortamindaki hicrelerin 1. 2. 3. ve 5.
gunlerdeki optik mikroskop goéruntuleri
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1. glin

3. gln 5. gun

Resim 4.5. 2 pg lhk serbest EGF ortamindaki hucrelerin 1. 2. 3. ve 5.
gunlerdeki optik mikroskop goruntuleri

3.gin 5. gun

Resim 4.6. 4 ug lk serbest EGF ortamindaki hucrelerin 1. 2. 3. ve 5.
gunlerdeki optik mikroskop goéruntuleri
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(CS-PAAmM)y-2 hidrojeli igin yuratilen MTT test sonucu Sekil 4.7. de
sunulmustur. Goruldigu gibi EGF igermeyen kontrol ortaminda hucre
uremesi 5. gin sonunda keskin bir bicimde dusmustir. Oysa EGF yUkli
hidrojeldeki etkinlik gunler igerisinde duzenli olarak artmis ve 5. gun sonunda
en yuksek degerine ulasmistir. Yine en yuksek etkinlik en fazla EGF igeren
hidrojel icin elde edilmigtir. Yani ilk 3 gun kontrol ortami ile benzer degerde
hicre Uremesi gosteren EGF yUklG hidrojellerimiz, 5. ginde dahi etkinligini
devam ettirmektedir. Bu arzu edilen bir durumdur ve (CS-PAAM)y-2
Hidrojeline EGF yuklenmesinin hicre Uremesine uzun sureli ve olumlu etki

yaptigini gostermektedir.

2 _
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Sekil 4.7. EGF yukli (CS-PAAmM)Y-2 hidrojeli icin MTT grafigi

Farkli miktarda EGF yukli (CS-PAAmM)y-2 hidrojel ile ilgili galismaya ait optik
mikroskop goruntuleri Resim 4.8. - Resim 4.9. - Resim 4.10. ve Resim 4.11.
de ayrica verilmigtir. Optik goéruntller incelendiginde ayni slre igerisinde
farkh miktarlarda EGF igeren ortamdaki hucrelerin ylzeye yapisarak
yayllmasinin EGF miktari arttikga arttigi, zamanla hucrelerin  yogunlugu
incelendiginde ise fibroblast hicrelerin 5 gun boyunca surekli arttigi ve

fibroblastik morfolojilerini olusturduklari gériimektedir.
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Resim 4.7. 1 ug EGF igeren (CS-PAAm)y-2 hidrojelinin bulundugu ortamdaki
hacrelerin 1. 2. 3. ve 5. gunlerdeki optik mikroskop goruntuleri

1. |un - : 2. Iun
3. gun 5. gun

Resim 4.8. 2 ug EGF iceren (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin bulundugu ortamdaki
hacrelerin 1. 2. 3. ve 5. gunlerdeki optik mikroskop goruntuleri
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_ 1.Un

3.gun 5. gun

Resim 4.9. 4 ug EGF iceren (CS-PAAm)y-2 hidrojelinin bulundugu ortamdaki
hacrelerin 1. 2. 3. ve 5. gunlerdeki optik mikroskop goruntuleri

Sekil 4.8. - Sekil 4.9. ve Sekil 4.10. da farkh miktarlarda EGF yuklu
(CS-PAAmM)y-2 hidrojenlin hucre uUremesine etkisi gorulmektedir. 1 pg EGF
iceren (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin kontrol ortamina gore hicre Uremesine
etkisi Sekil 4.8. den yorumlanabilir. Goruldigu gibi serbest EGF igeren
ortamda Ureme 5. gunde dususe gecmis buna karsin EGF yUkld
hidrojelimizin hucre Uremesine olumlu etkisi 5. gunde de devam etmistir. En
yuksek EGF iceren ortamin grafigi olan Sekil 4.10. incelendiginde, 5. gunde
kontrol ortamindaki Uremenin fazla dismedigi gozlenir. Bu durum, serbest
EGF’'nin fazla olmasi nedeni ile etkinligin fazla azalmadigi seklinde
aciklanabilir. ilk glinde kontrol ortami ile ayni etkinlige sahip olan EGF yUklii
(CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin olumlu etkisi gunler ilerledikge ortaya ¢gikmaktadir.
Boylece EGF yukli (CS-PAAmM)y-2 hidrojelin uzun sureli malzeme olarak

kullaniimasinin uygun olabileceg@i dugunulebilir.
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Sekil 4.8. 1 ug EGF iceren (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin serbest EGF’ye karsi
yapilan MTT grafigi
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Sekil 4.9. 2 ug EGF igeren (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin serbest EGF’ye karsi
yapilan MTT grafigi
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Sekil 4.10. 4 ug EGF iceren (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin serbest EGF’ye karsi
yapilan MTT analizi

4.6. (CS-PAA)y-2, (CS-PAAM)y-2, (CS-PAA)r-2 Hidrojellerinden

Piperasilin/Tazobactam Salimi

(CS-PAA)y-2, (CS-PAAM)y-2, (CS-PAA)T-2 hidrojellerine
Piperasilin/Tazobactam ylUklemesi Bolum 3.7.2 de anlatildi§i sekilde takip
edilmistir. Bu asamada ¢ farkh derisimde yukleme ¢ozeltisi kullaniimisg,
salim galigsmalarinin 10 mg/mL ylUkleme ortaminda elde edilen hidrojeller ile
yurGtilmesine karar verilmistir. S6z konusu ylkleme ortamindan ¢esitli
surelerde alinan numunelerin derigim tayinlerinden elde edilen sonuglar Ek-7
de tablo halinde ve Sekil 4.11. de grafik halinde sunulmustur. Bu grafik
incelendiginde, yukleme ortamindaki ilag derigsiminin 48 saat sure zarfinda
degismedigi gozlenmistir. Emdirme yonteminde sisen hidrojelin i¢ ve dig
kisminda kalan ¢ézeltilerin derigimlerinde bir farkhlik gézlenmemesi beklenen

bir durumdur.
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Sekil 4.11. (CS-PAA)-2, (CS-PAAmM)y-2, (CS-PAA)T-2 hidrojellerine oda
kosullarinda 1 g/100 mL Piperasilin/Tazobactam yuklenmesinin
takibi

10 mg/mL vyukleme ortaminda Piperasilin/Tazobactam yuklenen

(CS-PAA)y-2, (CS-PAAM)y-2, (CS-PAA)t-2 hidrojellerinden salim incelenmis;

spektrofotometrik calismalardan zamana karsi hesaplanan ortam derigimleri

Ek-8 de tablo halinde ve Sekil 4.12 de grafik halinde sunulmustur.
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Sekil 4.12. (CS-PAA)y-2, (CS-PAAmM)y-2, (CS-PAA)t-2 hidrojellerinden
Piperasilin/Tazobactam’in salimi
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Sekil 4.12. den goruldugu gibi, tum hidrojellerden Piperasilin/Tazobactam
salimi 6nce zamanla artmis ve bir sire sonra sabitlenmigtir. Bu sabitlenme
hizinin (CS-PAA)-2 hidrojeli icin en ylksek, (CS-PAA)y-2 ve (CS-PAAM)y-2
hidrojelleri igin ise daha yavas oldugu gozlenmistir. Resim 4.1 de sunulan
SEM goruntuleri incelenirse, serbestlesme hizlar kolaylikla yorumlanabilir.
En iri gozeneklere sahip olan (CS-PAA)1-2 hidrojeli, icindeki etken maddeyi
yaklagik 6 saatte salmis gozukmektedir. En yavas salim sonucu ise yaklagik
10 saat olarak (CS-PAAmM)y-2 hidrojeli igin elde edilmistir. Bu sonuglara goére
Piperasilin/Tazobactam saliminin en yavasg oldugu (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin

yara iyilesmesi igin uygun oldugu dusunulmektedir.

Tam hidrojeller birlikte degerlendirildiginde, en fazla ilaci (CS-PAA)r-2
hidrojelinin saldigi, dolayisi ile bu hidrojelin digerlerine gore icine daha fazla
etken madde aldigi sdylenebilir. Bu durum sisme testleri ile de uyumludur.
Dolayisi ile s6z konusu hidrojel daha ¢ok ¢ozelti emmis, icine daha fazla
etken madde almis ve sonug olarak da daha ¢cok madde salmigtir. Daha 6nce
tartisildigr gibi bu hidrojelin ¢ok sismesi hem iri gbézenekleri, hem de
hidrofilikligi ile ilgilidir.

Piperasilin/Tazobactam yukli (CS-PAA)y-2, (CS-PAAmM)y-2, (CS-PAA)r-2
hidrojellerden yuzde salim, teorik yukleme miktarlarina dayal olarak
hesaplanmis ve buna gore ¢izilen grafik Sekil 4.13 de ve buna ait veriler Ek-9
da tablo halinde sunulmustur. Bu grafikten elde edilen gozlem, en az sisen
(CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin ilacin  tamamina yakin miktarini  saldigi
seklindedir. Cok sismesine ragmen yuzde olarak daha az salim yapan
hidrojellerin ortak noktasi is AA icermesidir. Bu durumda hidrofilik 6zelligi
daha fazla olan AA |Ii hidrojellerin ilaci salmakta isteksiz davrandigi
dusundlebilir. Bir diger yaklasim ise, (CS-PAAm)y-2 hidrojelinin  kuguk
g6zeneklere sahip olmasi nedeniyle, etken maddenin yapinin i¢ kisimlarina
nifuz etmesinin fazla olamadigi ve bu nedenle de toplam salim konusunda

daha bagarih olabilecegidir.
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Sekil 4.13. (CS-PAA)v-2, (CS-PAAmM)y-2, (CS-PAA)t-2 idrojellerinden
Toplam Piperasilin/Tazobactam salimi

Piperasilin/Tazobactam salimini kinetik olarak inceleyebilmek icin Esitlik 2.1.

ile anlatildigi sekilde cizilen M/M..- t grafigi Sekil 4.14. de sunulmusgtur.
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Sekil 4.14. Piperasilin/Tazobactam yuUkli (CS-PAA)y-2, (CS-PAAmM)y-2,
(CS-PAA)r-2 hidrojelleri igin My/M.. de@erlerinin zamanla degigimi
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Sekil 4.15. (CS-PAA)-2, (CS-PAA)y-2 ve (CS-PAAmM)y-2 hidrojellerinden
Piperasilin/Tazobactam’in zamana karsi salim kinetigi

Cizelge 4.2. Piperasilin/Tazobactam yukli (CS-PAA)r-2, (CS-PAA)y-2 ve
(CS-PAAmM)y-2 hidrojellerine ait kinetik parametreler

Hidrojeller n k D (cm?/s) R?

(PAA-CS)1-2 1,003 4,14x10°3 3,53x10° 0,9736
(PAA-CS)y-2 1,058 2,21x10° 2,77x10° 0,9915
(PAAM-CS)y-2 1,072 1,42x10° 2,03x10°® 0,9989

Kinetik verilere gegcmek icin ayni esitlikten yararlanilarak gizilen In(M¢/M.)—Int
grafikleri Sekil 4.15. de ve bunlara ait veriler Ek-10 da sunulmustur. Bu
grafikten vyararlanilarak tim hidrojeller igin difzyon parametreleri
hesaplanmis ve Cizelge 4.2. de verilmistir. Elde edilen n degerlerinin timu de
1,0 a ¢ok yakindir. Bu durum o6zellikle (CS-PAA)t-2 hidrojeli icin daha da
belirgindir. Bdylece, tim hidrojellerin 0. dereceden salim kinetigine uygun
davranmis olduklari goézlenmektedir. Yani salim hizinin zamandan bagimsiz
oldugu soylenebilir. D degerlerini ele alirsak en hizli salim yapan
(CS-PAA)-2 hidrojelinin 3,53x10° cm?/s difiizyon katsayisi dederine sahip

oldugu gorultr. Bu durum tim salim degerleri ile uyumludur.
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5. SONUGLAR

+ Amonyum perstlfat/'sodyummetabistilfit baslaticisi ve EGDMA ve GA
capraz baglayicisi esliginde, serbest radikal polimerlesme teknigi CS-
AA-AAmM bazh yari-IPN ve tam-IPN tipi 7 tur hidrojel Uretilmigtir.
Hazirlanan hidrojellerin  jellesme ylUzdeleri, gravimetrik yontem
kullanilarak hesaplanmis ve en yulksek jellesme yluzdesi (CS-PAA)y-1
hidrojelinde, en dislk jellesme yuzdesi ise (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinde
gozlenmigtir. AA iceren tum hidrojellerde genel olarak ylksek jellesme

oranlari elde edilmistir.

+ Hidrojellerdeki sisme davraniglarinin zamanla degisimi incelenmis,
sisme degerlerinin yaklasik 30 saat civarinda dengeye ulastiklari
belirlenmistir. En ylksek sisme degeri (CS-PAA)t-2 hidrojeli icin
yaklasik olarak % 4720, en dusuk sisme degeri ise (CS-PAAmM)y-2 igin
yaklasik olarak % 1860 olarak elde edilmigtir.

+ Genel olarak CS ilavesinin gisme degerlerini fazla etkilemedigi
belirlenmistir. Tam ve vyari-IPN tipi hidrojellerdeki sisme degerleri

kiyaslandiginda, tam-IPN tipi hidrojellerin daha fazla sistigi gdézlenmistir.

+ Sisme davraniglarinin sicaklikla degisimi incelenmis, sisme degerleri
tim hidrojeller igin sicaklikla dnce bir artma géstermis ve sonra 30 °C
civarinda dengeye ulagsmistir. 37,0 °C de en ¢ok sisen hidrojelin
(CS-PAA)r-2 oldugu en az sisen jelin ise (CS-PAAmM)y-1 oldugu

gozlenmisgtir.

+ Hazirlanan hidrojellerin sisme davraniglarinin pH ile degisimi incelenmis
ve AA igeren tum hidrojellerin dusik pH larda az, ylksek pH larda ¢ok
sistigi, PAAm iceren hidrojellerin gigsme davraniglarinin, pH

degisimlerinden etkilenmedigi gozlenmistir.
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SEM fotograflari incelendiginde sismis haldeki tum hidrojellerin
olaganustu gozenekli oldugu, en ¢ok sisen (CS-PAA)T-2 hidrojelinin ise,

digerlerine gore daha iri gdozeneklere sahip oldugu saptanmistir.

EGF iceren hidrojellerin hucre uUremesine etkisi MTT testi ve optik
mikroskop goruntuleri araciligiyla incelenmistir. AA iceren (CS-PAA)y-2
ve (CS-PAA)r-2 hidrojellerinde hlicre Ureme testlerinden bir sonug
alinamamig ve bu durumun ortam asitligi ile ilgili olduguna karar

verilmigtir.

(CS-PAAmM)y-2 hidrojeli igin yarttilen MTT test sonucunda EGF
icermeyen kontrol ortaminda hucre dremesinin 5. gin sonunda keskin
bir bicimde dustugu, EGF yuklu hidrojeldeki etkinligin gunler icerisinde
duzenli olarak arttidi ve 5. guin sonunda en ylksek degerine ulastigi
gorulmustidr. Yuksek etkinlik en fazla EGF igeren hidrojel icin elde

edilmigtir.

Sisme davranigl uygun olan (CS-PAA)y-2, (CS-PAAmM)y-2, (CS-PAA)T-2
hidrojellerinden Piperasilin/Tazobactam salimi UV spektrofotometresi ile
takip edilmistir. Toplam salim yuzdesi acgisindan bakildiginda
(CS-PAAM)y-2 hidrojelinin etken maddenin tamamina yakinini saldigi

tesbit edilmigtir.

Kulanilan hidrojellerin k ve n kinetik parametreleri sirasiyla soyle
bulunmustur; (CS-PAA)-2 icin k= 4,14x107, n= 1,003, (CS-PAA)y-2 icin
k= 2,21x103, n= 1,058, (CS-PAAM)y-2 icin k= 1,42x103, n= 1,072 dir.
Buna gore elde edilen n deg@erlerinin tumu 1,0 a ¢ok yakin oldugundan
tum hidrojellerin 0. dereceden salim Kkinetigine uydugu yorumuna

variimigtir.

Hidrojellerin D degerleri incelendiginde (CS-PAA)r-2 hidrojelinin en
yuksek, (CS-PAAm)y-2 hidrojelinin ise en dusik difuzyon katsayisina
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sahip oldugu belirlenmigtir. Bu da (CS-PAAmM)y-2 hidrojelinin saliminin

en yavas oldugunu kanitlamaktadir.

Gerek EGF etkinliginin  incelenmesi c¢alismalarindan gerekse
Piperasilin/Tazobactam salimindan elde edilen sonuglar (CS-PAAM)y-2
hidrojelinin yara iyilesmesinde kullanilabileceginin oOnerilebilecegini

gOstermektedir.
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EK- 1 pH= 2,0; 4,0; 6,0; 7,4; 8,0; 10,0; 12,0; Britton—Robinson Tampon

(BRT) gozeltilerinin hazirlanmasi

2,3 mL asetik asit, 2,7 mL %85 lik fosforik asit ve 2,5 g Borik asit karistirilip
saf su ile 1L ye tamamlandi. Bu iglem ile pH yaklasik 2,5 olan tampon ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltinin pH=2,0 oluncaya kadar ayarlama derisik
HCl ile yapildi.

pH=2,0 ¢ozeltisinden yeterli miktarlarda alinarak ve ayarlama igin 2,0 M
NaOH c¢ozeltisi kullanilarak pH=4,0, pH=6,0, pH=7,4, pH=8,0, pH=10,0 ve

pH=12,0 tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

Tum ayarlamalar pH metre esliginde yarutuldu.
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EK- 2 Hidrojellerin zamana kargi ortalama % $ degerleri
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EK- 2 (Devam) Hidrojellerin zamana karsi ortalama % $ degerleri
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EK- 3 Hidrojelllerin ortalama % $ degerlerinin sicaklikla degisi sonuglari
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EK- 4 Hidrojellerin ortalama % $ degerlerinin pH ile degisim sonuglari
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EK- 5 Hlcre Sayiminda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

%0.4 (w/v) Tripan Mavisi Sollisyonu:

0.4 g tripan mavisi alinir ve fizyolojik tuzlu su ile 100 mL’ye tamamlanir.
Tripan mavisi tamamen ¢dzundukten sonra sirasiyla suzge¢ kagidi, 0.45 ym
ve 0.22 um filtrelerden gegcirilir ve kiglk hacimlerdeki steril siselere

paylastirilir.

Fizyolojik Tuzlu Su:

8.5 g NaCl alinarak bidistile su ile 1 L’ye tamamlanir.



EK- 6 MTT analizi sonuglari

Cizelge 6.1. Serbest EGF icin MTT analizi sonuglari

100

1. gln 2. gln 3. gln 5. gln
kontrol 0,536 1,103 1,181 0,08
1 ug EGF 0,597 0,819 0,899 0,59
2 ug EGF 0,631 0,999 1,258 0,952
4 ug EGF 0,808 0,994 1,374 1,421

Cizelge 6.2. EGF yuklu (PAAmM-CS)y-2 hidrojeli icin MTT analizi sonuglari

1. gun 2.gun 3. gun 5. gln
kontrol 0,536 1,103 1,181 0,08
1 ug EGF 0,605 0,987 1,255 1,351
2 yg EGF 0,644 1,046 1,276 1,445
4 pg EGF 0,606 1,028 1,399 1,619

Cizelge 6.3. 1 pug EGF iceren (PAAM-CS)y-2 hidrojelinin serbest EGF’ye
kargl yapilan MTT analizi sonuglari

1. gun 2.gun 3. gun 5. gln
Serbest EGF 0,597 0,819 0,899 0,59
(PAAM-CS)y-2 | 0,605 0,987 1,255 1,351

Cizelge 6.4. 2 pug EGF igeren (PAAM-CS)y-2 hidrojelinin serbest EGF’ye
kargl yapilan MTT analizi sonuglari

1. gun 2.gun 3. gun 5. gln
Serbest EGF 0,631 0,999 1,258 0,952
(PAAm-CS)-2 0,644 1,046 1,276 1,445

Cizelge 6.5. 4 pg EGF iceren (PAAmM-CS)y-2 hidrojelinin serbest EGF’ye
kargi yapilan MTT analizi sonuglari

1. gun 2.gun 3. gun 5. gln
Serbest EGF 0,808 0,999 1,374 1,421
(PAAM-CS)y-2 | 0,606 1,028 1,399 1,719
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EK- 7 Piperasilin/Tazobactam yukleme ortamina ait derigsim (mg/mL) verileri

Zaman (Saat) | (PAA-CS)r-2 (PAA-CS)y-2 (PAAM-CS)y-2
0 10,35 10,243 10,4

2 10,332 10,3 10,463

4 10,433 10,267 10,48

5 10,473 10,354 10,48

24 10,504 10,42 10,591

27 10,545 10,45 10,62

29 10,574 10,432 10,631

48 10,505 10,463 10,56




EK- 8 Piperasilinin (1g /100 mL yuklli) zamanla salim verileri

102

Zaman (Saat) | (PAA-CS)r-2 (PAA-CS)y-2 (PAAM-CS)y-2
0 0 0 0

0,25 0,0106 0,00486 0,003035
1 0,0635 0,025 0,0125
2 0,1094 0,0548 0,0279
3 0,143 0,079 0,0452
4 0,166 0,0952 0,0606
5 0,1837 0,1106 0,075
6 0,190 0,12 0,0865
7 0,194 0,125 0,0923
8 0,196 0,1288 0,101
9 0,196 0,1308 0,1058
11 0,197 0,1327 0,108
13 0,198 0,1365 0,11
15 0,199 0,138 0,108
16 0,1933 0,1385 0,11
18 0,1891 0,1394 0,108
19 0,1941 0,1394 0,1087
20 0,1924 0,1308 0,1077
21 0,193 0,1356 0,1077
24 0,199 0,1327 0,107




EK-9 Piperasilin/Tazobactam
(CS-PAA)r-2 hidrojellere ait yizde salim

yukli

(CS-PAA)-2,

103

(CS-PAAM)y-2

Zaman (Saat) (PAA-CS)t-2 (PAA-CS)y-2 (PAAM-CS)y-2
0 0 0 0

0,25 3,533 2,859 2,686
1 21,167 14,706 11,062
2 36,467 32,235 24,690
3 47,667 46,470 40

4 55,333 56 53,628
5 61,233 65,059 66,372
6 63,333 70,588 76,549
7 64,667 73,529 81,681
8 64 75,765 89,380
9 65,333 76,941 93,628
11 65,667 78,059 95,575
13 66 80,294 97,345
15 66,333 81,176 95,575
16 64,433 81,470 97,345
18 63,033 82 95,575
19 64,7 82 96,195
20 61,133 76,941 95,310
21 64,333 79,765 95,310
24 66,333 78,059 94,690
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EK- 10 (PAA-CS)y-2 hidrojeline yuklenmig Piperasilinin (1 g/100 mL) zamana

karsi salim kinetik degerleri

(PAA-CS)1-2 | (PAA-CS)y-2 | (PAAM-CS)y-2

Zaman (dakika) | In (t) |In (M/M.) In (M/M.) In (Mi/M-)

15 2,71 -2,92 -3,34 -3,63

60 4,09 -1,127 -1,708 -2,222

120 4,78 |-0,583 -0,923 -1,419

180 5,19 -0,314 -0,557 -0,936

240 5,48 |-0,166 -0,371 -0,643

300 5,7 -0,221 -0,43

360 5,89 -0,287
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