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PLURONIK ESASLI ENJEKTE EDILEBILIR HIDROJELLER

OZET

Gegmisten giiniimiize dek ilag kesfi, ilaglarin uygulama yontemleri, ilag salim sistemleri
ve ilacin doz ayarlama stratejileri ile verimini artirmak gibi 6nemli konular sik¢a
calisgilmis olup Ozellikle ‘kontrollii ve hedefli’ bigimde, ilaglarin istenilen bolgeye
ulagmas1 amac¢lanmistir. Bu dogrultuda ¢ok sayida strateji gelistirilmis olsa da birgok
caligmada gerek toksisite, gerekse biyouyumluluk ve biyobozunurluk kriterlerine uyum
konusunda sorun yagsanmistir. Basit bir ilacin viicutta tasinmasmdan gen terapiye kadar
s0z konusu olan tiim siirecler i¢in, onayli, belli kosullar1 saglamis, birbirinden ¢ok farkl
kokenlere sahip yapilar kullanilarak, ¢esitli yontemlerin ve sistemlerin olusturulmasi
hedeflenmistir.

Polimerik jeller, capraz bagh polimer zincirlerinin olusturdugu ag seklinde yapi1 ve bu
agin i¢indeki ¢oziiciiniin bir arada oldugu ikili sistemlerdir. Fiziksel 6zellikleri sicaklik
ve zaman degisimine bagli olarak kati-sivi arasindadir. Jeller, daha yiiksek sicaklikta
ve kisa zaman skalasinda sivi formdadir. Genel olarak, sivi jeller viskoz davranis
sergilerken, kat1 jeller elastik davranis sergilemektedir. Bu durum viskoelalastik
davranis olarak ifade edilmektedir. Eger bir jelin ag yapisi iginde var olan sivi ortam
su ise, bu jeller hidrojel olarak adlandirilmakta olup bu yapilar iistiin ve benzersiz
Ozelliklerinden dolay1 en 6nemli jel sistemlerindendir. Bu durumun temel sebepleri
arasinda hem kendi 6zelliklerinden dolay1 ger¢ek doku ve organlara yiiksek oranda
benzerlikler gostermeleri hem de cogu zaman jeli olusturan temel molekiillerin
istenilen 6zelliklere sahip segilebilme, uyarlanabilme ve yonetilebilme gibi avantajlari
gosterilmektedir. Ozellikle sicakliga ve pH’ya duyarli hidrojeller, ayarlanabilir sisme
ve ilag salim 6zelliklerinden dolay1 ilag tasiyici sistemi olarak en ¢ok tercih edilen
hidrojel yapilarindandir.

Blok kopolimerler bu hidrojel sistemlerinin olusturulmasmda kullanilan 6nemli polimer
gruplarindandir. Bu polimer c¢ozeltilerinin en O6nemli iki 6zelligi sicakliga bagh
misellesmesi ve jel olusumudur. Poloksamerler, diger bir adiyla pluronikler, s6z konusu
blok kopolimer smifinda olup, belli kosullarda jellesme 6zelligine sahip, hidrofilik ve
hidrofobik bdlgeleri sayesinde hem kendi icinde hem de molekiiller arasinda etkilesimler
gosterebilen yapilardir. Pluronik sinifinin igerisinde en c¢ok bilinen tiirlerinden olan
Pluronik F127 (F127) polimeri, sikga calisilan hidrojel yapilarinin temelinde rastlanan
bir polimer grubudur. Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (U.S. FDA) onayli olan F127,
gida katkisi, kozmetik, ila¢ endiistrisi gibi alanlarda ¢ok farkli uygulamalarda
kullanilmasma ragmen fiziksel etkilesimlerle biraraya getirilen bu jellerin mekanik
dayanimlarmin yetersiz olmast ve fizyolojik ¢evrede ¢ok hizli ¢oziiniiyor olmast en
biiyiilk dezavantajlarindandir.  Bu durumu iyilestirmek amaciyla, karisik misel
yapilarinin kullanilmasi, farkli polimer zincirleri ile etkilesimlerin arttirilmasi, sisteme
nanoparg¢aciklarin eklenmesi veya i¢-ice ag yapili sistemlerin olusturulmas: gibi ¢ok
farkli yontemler kullanilmaktadir.
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Bu calisma kapsaminda F127 esasli, biyouyumlu, fiziksel ¢apraz bagli, viicut 1sisinda
jellesebilen, muko-adeziv ve enjekte edilebilir ve en onemlisi mekanik dayanimlari
arttirllmig jel sistemleri olusturulmasi amaglanmigtir. Bu dogrultuda, F127 igeren
cozeltilere sirastyla hiyaliironik asit, siklodekstrinler ve tiirevleri, jelatin ve poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA)/polietilen glikol (PEG) yapilar1 katilarak dort farkli sistem
iizerinde calisilmigtir. Her bir formiilasyon i¢in degisen konsantrasyonlarda yapilarin
akis davranislari, enjekte edilebilirlikleri ve muko-adeziv 6zellikleri detayli bir sekilde
incelenmistir. Hedeflenen ama¢ dogrultusunda elde edilecek jellerin ilerleyen
donemlerde kulak cerrahi operasyonlarinda kullanilmasi planlanmaktadir.

Anahtar Kelime: F127; Pluronik; polimerik jel; enjekte edilebilirlik; muko-adezyon.
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PLURONIC BASED INJECTABLE HYDROGELS

SUMMARY

From past to the present, important discoveries such as drug discovery, drug
administration methods, drug delivery systems and dose adjustment strategies of the
drug and their efficiency have been studied and it has been aimed to reach the desired
area of drugs, especially in a controlled and targeted manner. Although a number of
strategies have been developed in this direction, many studies have experienced
problems in compliance with toxicity, biocompatibility and biodegradability criteria.
It is aimed to create a variety of methods and systems by using structures (such as
polymers, molecules) with very different origins from each other, which have
approved certain conditions, for all processes ranging from transporting of a simple
drug in the body up to gene therapy.

A polymer gel is a network formed by cross-linked polymer chains. This structure
consists of two parts, a cross-linked network structure and a liquid part in the network.
Characteristic properties of gels are between solid and liquid phase depending on
temperature and time scales. Gels are in liquid form at higher temperatures and short
time scales. In general, the liquid gels exhibit viscous behavior, while the solid gels
exhibit elastic behavior. If the liquid phase is water in the gel network structure, these
gels are known as hydrogels. These gels are one of the most important gel systems due
to their superior and unique structure. Other main reason for this situation is that they
show a high degree of similarity to tissues and organs due to their characteristics. In
addition, hydrogel components can be selected and adapted with the desired properties.
Especially, pH and temperature sensitive gels are the most preferred hydrogel
structures as drug carrier systems due to their adjustable swelling and drug release
properties.

Block copolymers are important polymer groups used in the formation of hydrogel
systems. The most important properties of these polymer solutions are temperature-
related micellization and gel formation. Poloxamers, in other words pluronics are in
block copolymer class and they are capable of forming a physical cross-linked gel
under appropriate conditions which have interactions between hydrofobic and
hydrophilic regions and between other pluronic molecules. The pluronic F127
polymer, one of the most well-known species in the pluronic class, is a polymer group
found on the basis of the frequently studied hydrogel structures. F127 is approved by
U.S. Food and Drug Administration (U.S. FDA). This polymer can be used for many
different applicatiob areas such as food additive, cosmetics and pharmaceutical
industries. Disadvantages of using F127 hydrogels as biomarkers is limited due to their
mechanical weakness and their rapid dissolution in the physiological environment. In
order to improve mechanical properties of polymeric materials, many different
methods are used such as using of mixed micelle structures, increasing interactions

Xvii



with different polymer chains, addition of nanoparticles to gel system or to create
interpenetrating polymer networks (IPN).

In this study, F127 based, biocompatible, physically cross-linked, muco-adhesive and
injectable, being a gel at body temperature, and most importantly mechanical strength-
enhanced gel systems are aimed to be created. In this respect, four different systems
were studied by adding hyaluronic acid, cyclodextrins and derivatives, gelatin and

poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) / polyethylene glycol (PEG) structures to the
F127 solutions, respectively. The flow behaviors, injectability and muco-adhesive
properties of gel structures were examined in details at variable concentrations for each
formulation. In next stages, it is planned to use F127 hydrogels in ear surgical
operations.

Keywords: F127; Pluronic; polymeric gel; injectability; muco-adhesion
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1. GIRIS

Hidrojeller; yiiksek oranda su tutma kapasitesine sahip, ag yapili, hidrofilik
homopolimerlerden, kopolimerlerden ya da makromerlerden olusan capraz bagli ve
coziinmeyen tli¢g-boyutlu polimerik yapilardir. Matriks yapilarini, igerdikleri capraz
baglar, kristal ve amorf bdlgeleri, hidrofilik ve hidrofobik boliimlerinin birbirleri ve
molekiiller arasinda etkilesimler olusturmakta ve bu sayede karakteristik 6zellikler

kazandirmaktadir [1].

Kovalent
bag

Fiziksel

| \ baglanti

HIDROJEL

Sekil 1.1 : Genel hidrojel yapisi. Sirastyla, capraz baglanma noktalar1 Mc,
ortalama molekiiler agirliga sahip olan ¢apraz baglanmis bir hidrojelin
gbzenek biiytikligi € [2].
Yarim asirdan fazla bir siireden beri bilinen ve arastirilan yapilar olmakla birlikte,

hidrojeller, birbirinden farkli alanlardaki birgok aragtirmacinin halen yakindan

ilgilendigi, stirekli olarak formiilasyonlar1 ve uygulamalari gelistirilen sistemlerdir.

Bir malzeme sinifi olarak hidrojel sistemleri, molekiillerin ve hiicrelerin difiizyonuna ve

ayni zamanda baglanmalarina izin veren, kendi kendini destekleyen yapilardir. Bununla



birlikte, hidrojeller son zamanlarda hiicre terapétikleri, yara iyilesmesi, kikirdak / kemik
rejenerasyonu ve siirekli ilag salimi gibi ¢ok c¢esitli biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Bu durumun temel sebepleri, biyouyumluluklart ve fiziksel

ozelliklerinden dolay1 dogal dokulara biiyiik oranda benzerlik gostermeleridir [3].

Pluronik molekiilleri, temelde A-B-A iglii blok yapisindadir [4, 5]. Pluronik sinifinda
bulunan ve hem ¢oziiniirliik hem de yapisinda dolay1 hidrofobik etkilesimlere sahip ve
farkli molekiiller ile etkilesime girebilemesinden dolay1 genis kullanim alanina sahip
tiyesi Pluronik® F127 (F127)’dir [6]. F127 molekiillerinin en biiyiikk dezavantaji ise

mekanik dayanimlarinin yetersiz olmasidir [7].

Tez ¢aligmas1 kapsaminda mekanik dayanimi artirmak amaci ile hem biyouyumlu hem
de enejkte edilebilir olan jel sistemleri sentezlenmesi hedeflenmistir. Bu baglamda
hiyaliironik asit, siklodekstrinler, PLGA ve jelatin gibi farkli polimerler ve bu
polimerlerin kombinasyonlar1 kullanilarak formiilasyonlar hazirlanmistir. Oncelikle
en uygun ¢ozelti konsantrasyonlar1 ve jel bilesimindeki miktar tayinlerini belirlemek
amac1 ile optimizasyon c¢aligsmalar1 yapilmistr ve PLGA polimerinin sentezi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda hazirlanan her jel formiilasyonu igin sicaklik profil
testleri, deformasyon ve frekans taramalar1 yapilmstir. Ayrica enjekte edilebilirlik ve

muko-yapiskanlik 6zelliklerini belirlemek adma gesitli yontemler uygulanmustir.



2. TEORIK KISIM

2.1 Hidrojeller

Hidrojeller yiiksek miktarlarda su veya biyolojik materyal yiikleme kapasitesine sahip
ti¢c boyutlu polimerik ag seklinde yapilardir [8]. Hidrojellerin sisme-biiziilme, uyarilara
cevap verme, sivi-jel gecisleri, sekil hafizasi gibi 6zellikleriyle birlikte proteinleri ve
ilaglar1 dis ¢cevreden korumalari, kozmetik, ilag sektorii ve gida endiistrisi gibi pek ¢ok
alanda genis uygulama alania sahip olmalarini saglamistir [3]. Ayrica, biiyiik bir kismi
sudan olusan (>%90) hidrojellerin hem biyouyumlu olmalar1 hem de ¢ok farkli sekilde
uygulanabiliyor olmalar1 da uygulama alanlarmni arttrmustir [9, 10]. Ozellikle sicakliga
ve pH’ya duyarh akilli hidrojeller, ayarlanabilir sisme ve ilag salma 6zelliklerinden

dolay1 ilag tasiyici sistem olarak kullanilmiglardir [11].

Hidrojeller, levhalar, mikropartikiiller, nanopartikiiller, kaplamalar ve filmler dahil
olmak iizere cesitli fiziksel formlarda formiile edilmektedir. Bu jel yapilar1 yaygin olarak
Klinik uygulamalarda ve deneysel tipta, doku miihendisligi, rejeneratif tip, diagnostik,
hiicresel immobilizasyon, biyomolekiillerin veya hiicrelerin ayrilmasini kapsayan ve
biyolojik adezyonu diizenleyen bariyerler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli uygulamalar i¢in

kullanilmaktadir [12].

Sisme Ozellikleri, bu malzeme smifinin ¢oziiclinlin kendisi i¢in sahip oldugu yiiksek
termodinamik afinite ile iligkilidir. Gegtigimiz yillarda, bu 6zellik, ¢cok yonliiliik ve
malzemelerin 6zelliklerinin yiiksek diizeyde ayarlanabilmesiyle birlikte, hidrojellerin
derinlemesine arastirilmasina yol agmustir [13]. Bu aglar, sekil ve mekanik
dayaniklilik i¢in ¢evrelerinin sivi ortamlar1 ve sicakliklari ile baglantili olarak bir
denge kurmaktadir. Bu tiir jellerde kullanilan monomerin ve/veya gapraz baglayicinin
konsantrasyon, yap1 ve/veya islevselligindeki degisiklikler yapiy1
degistirebilmektedir. Buna bagl olarak bir¢ok yeni jel materyali, bir¢ok amag ile

gelistirilmis ve test edilerek belirli uygulamalarda kullanilmaya baslanmistir



Yapisal olarak cesitli duyarl kisimlara sahip akilli hidrojel sistemleri, sicaklik, pH,
iyon konsantrasyonu, 11k, manyetik alanlar, elektrik alanlar1 ve kimyasallar dahil
olmak tizere bir¢ok dis uyarana karsi duyarlilik gosterir. Ayrica iki veya daha fazla
uyarana duyarli mekanizmay1 birlestiren, ¢oklu tepki 6zelliklerine sahip polimerler de
geligtirilmigtir.

Sekil 2.1°de goriildiigii tizere hidrojeller kaynaklarina, hazirlanma yontemine, i¢erdikleri
baglara veya iyonik yiikler gibi ¢cok farkli 6zelliklerine gére siniflandirilmaktadir. En
yaygin smiflandirmada, hidrojeller polimer zincirlerinin kimyasal ve fiziksel ¢apraz
baglar ile bir arada tutulmasina bagli olarak sirasiyla kimyasal jeller ve fiziksel jeller
olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Kovalent baglar kimyasal jelleri hazirlamakta
kullanilirken fiziksel jeller de non-kovalent etkilesimler yani dipol-dipol baglari,
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals baglar1 gibi baglar kullanilarak
hazirlanir. Bu ikincil etkilesimler kendiliginden toplanma (self-assembly) ve sonrasinda
gerceklesen hidrojellesmeden sorumludurlar [12, 14-16]. Fiziksel ¢apraz baglar ile bir
arada duran makromolekiiller, pH, sicaklik, 1s1ik degisimleri, enzimler ve ¢oziicli

polaritesi gibi ortam kosullarinin degisimi ile uyarilirlar [17-20].

Notral Katyonik Anyonik Arr.lfoterik
Hidrojel Hidrojel Hidrojel Hidrojel
l I l I

P [ iyonik Yiikil }

e Kimyasal
Hidrojel Hidrojel
Sentetik l ’ " i | [ capraz “
entetl Kaynak

| [ Fiziksel
Hibrit Hidrojel
Hidrojel Hazirlama
—— Yontemi
et
[HomopolimerlerJ { Kopolimeler } { i¢ ice Gecmis ]
Polimerler

Sekil 2.1 : Hidrojellerin siniflandirilmasi [21].



Iceriklerine gore ise hidrojeller, genel anlamda dogal ve sentetik hidrojeller olmak iizere
iki ayr1 kategoride smiflandirilabilir. Dogal hidrojeller arasinda kollajen, fibrin,
hiyalironik asit, matrijel, kitosan ve aljinat gibi dogal malzemelerin tiirevleri bulunur.
Bu bilesenler, hiicre dis1 matrisin (ECM) in vivo bilesenleri olduklar igin fizyolojik
hidrojeller olarak bilinmektedirler. Bununla birlikte, dogal hidrojellerin iki ana
dezavantaji, mikro yapilarinin ve 6zelliklerinin deneyler arasinda tekrarlanabilir bir
sekilde kontrol edilmesinin zor olmasidir. Mekanik 6zelliklerinin ve detaylarinin ince
ayrintilari, polimerizasyona veya jellesme kosullarina bagli olarak ¢ogu zaman iyi
anlagilamamaktadir. Ayrica kullanilan dogal polimerlerin kkenlerinden kaynakli olarak
tekrar birebir elde edilmeleri pek miimkiin olmadigindan, iriin partileri birbirinden
farklilik gostermektedir. Bu sebeple elde edilen hidrojellerde de farklilik

gozlemlenmektedir.

Buna karsilik, poli(etilen glikol) diakrilat, poli(akril amit), poli(vinil alkol) gibi
sentetik hidrojeller, daha tekrarlanabilir yapilardir. Bu gereklilik sebebiyle
polimerizasyon kosullari, sicaklik ve ¢evre kontrolii de dahil olmak iizere dikkatli bir
sekilde hazirlanmaktadir. Sentetik yapili hidrojeller, jel kompozisyonu ve mekanik
Ozellikler  agisindan  istenilen  malzemeyi  olustururken Onciill  yapilarin
konsantrasyonunu veya molekiiler agirligini degistirebilme veya ¢apraz baglayicilarin
yiizdesini degistirebilme gibi imkanlardan dolay1 daha giivenilir ve kolaylik saglayan
sistemlerdir. Ayrica, degisken zaman araliklarinda hidrolizlenebilir veya biyolojik

olarak ¢ozilinebilir olmasi igin segilebilir veya ayarlanabilirler [22].

Hidrojeller, jel matriksindeki ¢apraz baglarin yogunlugu kontrol edilerek, gdzenekli
yapilar1 ve sisme 6zelligi gosterdikleri sulu ortam i¢in hidrojellerin afiniteleri kolayca
ayarlanabilmektedir. Gozenekli yapilary, ilaglarn jel matrisine yiiklenmesine ve
ardindan ilag saliminin kiigiik bir molekiilin veya bir makromolekiiliin jel matrisi
boyunca diflizyon katsayisina bagli bir oranda uygulanmasina izin vermektedir. Aslinda,
hidrojellerin ilag salimi i¢in yararlar1 biiyiik l¢iide farmakokinetik olmasima ve spesifik
olarak sistemik dagilim i¢in de kullanilabilmelerine ragmen, ¢evre dokularda yiiksek bir
lokal ila¢ konsantrasyonunu koruyarak, ilaglarin yavasca salim yapildigi bir depo
formiilasyonu da olusturulmaktadir. Hidrojeller, peritondaki ve diger canli ortamlardaki

in vivo kullanimlarinda gosterildigi gibi genellikle biyouyumludurlar [23].

Hidrojellerin yiliksek oranda su igermesi ve dogal ekstraseliiler matrikse fizyokimyasal

benzerligi biyoyuyumlu olmalarinin temelini olusturmaktadir. Biyobozunurluk veya



¢oziinme enzimatik, hidrolitik veya cevresel yollar ile olacak bi¢imde tasarlanmaktadir.
Hidrojeller nispeten deforme olmakta ve uygulandiklar1 yiizeyin sekline uyum
saglamaktadirlar. Ikinci baglamda, bazi hidrojellerin muko veya biyo-yapiskan
Ozellikleri, bunlart uygulama bdlgesinde immobilize etmede avantaj olarak

gosterilmektedir [12].

2.1.1 Kimyasal ¢apraz bagh hidrojeller

Kimyasal capraz bagl hidrojeller, a§ yapisinda kovalent baglar iceren ve mekanik
dayanikliliklari, fiziksel hidrojellere gore ¢ok daha fazla olan jel sistemleridir. Fiziksel
jellerin aksine, herhangi bir cevresel faktdrden -etkilenmeksizin, ag yapilari
tersinmezdir. Bu hidrojel sistemlerinde, hidrofilik monomerler capraz baglayici
monomer varliginda, polimerizasyon ve capraz baglanma reaksiyonlari ile {i¢ boyutlu
kimyasal capraz bagli jel yapisi olusmaktadir. Jel sentezlerinde kullanilan ii¢ veya daha
fazla fonksiyonlu monomere capraz baglayici denir. Polimerizasyon sirasindaki
konsantrasyonu jellerin sisme ve elastik Ozelliklerini belirlemektedir. Kullanilan
capraz baglama reaktifinin miktarinin fazla olmasi ¢apraz bag yogunlugunun yiliksek

olmasina yol agar. Bu da sisme degerlerini azaltir [8].

2.1.2 Fiziksel ¢capraz bagh hidrojeller

Polimer zincirlerinin fiziksel capraz baglanmasi, ¢esitli pH, sicaklik, iyonik kuvvet gibi
cevresel tetikleyiciler ve hidrofobik etkilesimler, ylik yogunlagmasi, hidrojen baglari
gibi c¢esitli fizikokimyasal etkilesimler kullanilarak gerceklesmektedir. Fiziksel
hidrojellerdeki ag yapilar tersinirdir ve hem ayn1 zincir iizerindeki molekiil i¢i baglarla
hem de farkli zincirler arasindaki molekiiller arasi baglarin varligiyla olusmaktadir. Bu
yontem ile hazirlanan jeller biyouyumluluk ve toksisite acisindan biiylik bir avantaj

saglamaktadir. Diger yandan mekanik dayanimlar1 zayiftir [12].

2.1.2.1 Hidrofobik etkilesimler

Hidrofobik bolgelere sahip polimerler, sulu ortamlarda sol-jel kimyasi olarak da
bilinen ters termal jellesme ile ¢apraz baglanmaktadir. Bu tiir jellesme 6zelliklerine
sahip polimerler jelatorlar olarak adlandirilir ve tipik olarak orta derecede
hidrofobiktir. Hidrofobiklige dayali jellesme genellikle Sekil 2.2’de gosterilen
mekanizma yoluyla meydana gelir. Hidrofobik boliim, post-polimerizasyon graft veya

amfilik blok kopolimer sentezleme yoluyla dogrudan polimerin hidrofilik boliimiine



baglanir. Bu amfifilik polimerler disiik sicaklikta suda ¢oziiniirdiir. Bununla birlikte,
sicaklik arttik¢a, hidrofobik {initelere, suyla temas eden hidrofobik yilizey alanini en
aza indirgemek, hidrofobik alanlar1 c¢evreleyen su miktarini azaltmak ve ¢oziicii
entropisini en iist seviyeye c¢ikarmak igin bir araya gelirler. Hidrofobik etkilesim,
entalpi ve entropi kaynakli olup sicakliktan oldukca fazla etkilenmektedir. Sicaklik
arttik¢ca hidrofobik gruplarin ¢evresindeki su molekiillerinin kafes yapis1t bozulmakta
ve hidrofobik gruplar birbirini daha c¢ok g¢ekmektedir [24]. Jellesme sicakligi,
polimerin konsantrasyonuna, hidrofobik blogun uzunluguna ve polimerin kimyasal
yapisma baghdir. Hidrofobik blok sayisi ne kadar fazla olursa, hidrofobik kiimelenme

icin itici kuvvet o kadar artmakta ve jellesme diisiik sicakliklarda gerceklesmektedir
[25].

hidrofilik blok
Hidrofobik blok

Hidrofobik
domainler

Sekil 2.2 : Hidrofobik etkilesimlerden kaynaklanan fiziksel jellesme
mekanizmasi [25].

2.1.2.2 Van der Waals etkilesimleri

Van der Waals etkilesimi, herhangi bir anda bir atomun veya molekiiliin ¢cevresinde
bulunan elektronik yiik dagilimindaki degisikliktir. Bu degisiklik ile atomda veya
molekiilde pozitif ve negatif yiikk merkezleri olugsmaktadir. Yiik merkezleri diger
molekiillerde de zayif bir polarizasyona neden olmaktadir. S6z konusu polarizasyonla
meydana gelen dipol yapilar1 birbirlerini gekmekte ve bu kuvvet “dispersiyon kuvveti”
olarak bilinmektedir. Van der Waals etkilesimleri, polimer agyapidaki zincirler
tizerinde bulunan gruplar arasinda da bulunmaktadir. Boylelikle polimer zincileri

arasinda olusan ¢ekim kuvveti, jel yapisinin biiziilme davranigi gostermesinde etkili

olmaktadir [24, 26].



2.1.2.3 Elektrostatik etkilesimler

Elektrostatik etkilesim sonucunda ayni cins yiiklii gruplar birbilerini iterken, farkli cins
gruplar birbirini ¢cekmektedir. Bu durum, yiiklii gruplar iceren polimer zincirleri ve bu
zincirlerden olugsmus polielektrolit jeller i¢in de gegerlidir. Jeli meydana getiren ag
yapidaki polimer zincirlerinin pozitif veya negatif yiiklii gruplar1 arasinda itme

kuvvetleri meydana gelir ve agyap1 genisleyerek jelin sismesine neden olur [27].
2.1.3 Uyan cevap hidrojelleri

Sicaklik, pH, 151k, iyonik kuvvet, elektrik ve manyetik alan gibi ¢evresel faktorlerin
degisimine kars1 sisme Ozelliklerinde, ag yapilarinda, gegirgenliklerinde ve mekanik
dayanimlarinda ani degisimler gostererek cevap veren jeller uyar1 cevap
hidrojelleridir. Ayn1 zamanda “akilli” veya “duyarli” hidrojeller de denmektedir [28,
29]. pH, iyonik faktorler ve kimyasal ajanlar gibi uyaranlar, polimer zincirleri
arasindaki veya polimer zincirleri ile c¢oziicii arasindaki molekiiler seviyede
etkilesimleri degistirirken, sicaklik, elektrik veya manyetik alanlar ve mekanik gerilme
gibi fiziksel uyaranlar ¢esitli enerji kaynaklarmin seviyesini etkileyerek, kritik
baslangic noktalarindaki molekiiler etkilesimleri degistirir. Bazi uyari-cevap
mekanizmalari, ikili yanit veren polimer sistemler olarak adlandirilan tek bir polimer
sisteminde birlestirilmek tizere gelistirilmistir [30]. Bu tarz ikili ve hatta ikiden fazla

uyariya tepki veren agyapilar iceren ¢oklu yanit veren sistemler de miimkiindjir.

Sisteme dahil edilenilag e
+ Buyik/kiligiik

+ Hidrofilik/hidrofobik

+ Stabil/degisken

Hldrofoblk blok ,°, * Proteinler ve peptitler
\\\ﬁ //’} . ]
% Hldroﬁllk blok
Y,
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L,
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Sekil 2.3 : Pluronik polimerlerinin tersinir bir sekilde sicakliga bagl misel ve
sonrasinda hidrojel yapisini olugturmasi [31].



2.1.3.1 Sicakhi@a duyarh hidrojeller

Akalli jeller icerisinde en ¢ok calisilan grup sicakliga duyarl sistemlerdir. Sicaklik
hidrojel yapilarinin faz gegislerini ve fiziksel ozelliklerini etkileyebilen temel
faktorlerdendir. Sicaklik degisimi ile lipofilik denge degismekte olup jel yapisini
olusturan hidrofilik ve hidrofobik gruplarin su ile etkilesimi de degismektedir. Bu
durum hacim-faz degismelerine sebep olmaktadir [32]. Sicakliga duyarl hidrojellerde;
ag yapiy1 olusturan polimerden en az birinin, sicakliga bagli olarak ¢6ziicii ortaminda
coOziiniirlik derecesi farkli olmalidir. Ayn1 zamanda sicakliga duyarli hidrojeller
olusturulurken,  jel bilesenlerinin belli sicakliklarim iizerinde veya altinda
coziinmemeleri gerekmektedir. Bu sicaklikta goriilen hacim degisimi polimer
zincirinin bilesenlerine ve hidrojelin iyonizasyon derecesine bagli olarak geri
dontistimliidiir. Faz degisimi gozlemlenen diisiik sicakliga “alt kritik ¢ozelti sicaklig1
- AKCS (Lower Critical Solution Temperature - LCST)” ve en yiiksek sicakligi ise
“fist kritik ¢ozelti sicakligi - UKCS (Upper Critical Solution Temperature - UCST)”
denir [33].
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Sekil 2.4 : Fizyolojik sicaklikta ters termal jellesmeye maruz kalabilen bazi
yaygin hidrofobik bloklarm kimyasal yapilar1 [12].



2.1.3.2 pH’ya duyarh hidrojeller

pH duyarli hidrojeller, ¢cevresel pH degisimlerine, yapilarinda bulunan karboksilik asit
veya birincil amin gibi zayif asidik veya bazik gruplar, veya siilfonik asit ya da
kuaterner amonyum tuzlar1 gibi kuvvetli asit veya bazlar sayesinde yanit
olusturmaktadir. Bu gruplar sayesinde verdigi tepki sonucu jelin iyonizasyonu da
degismektedir. Bu ani degisim ozmotik sisme kuvveti yaratan iyonize gruplar
arasindaki elektrostatik itme kuvvetlerini olusturarak ani hacim gegisine neden
olmaktadir [34]. Katyonik uyariya duyarl polimerler ile olusturulan jeller diisiik pH
degerlerinde sismis, ylksek pH degerlerinde ise biiziilmiis halde bulunmaktadir.
Anyonik uyartya duyarli polimerlerle olusan yapilar ise bazik pH degerlerinde
siserken, asidik pH’larda biiziilmiis halde bulunmaktadir. Yapilarinda hem pozitif hem
de negatif yiiklii gruplar bulunduran poliamfolit yapili jeller ise, hem diisiik hem de
yiiksek pH degerlerinde fazla miktarda ¢6ziicii (su) absorplarken, yapidaki anyonik ve
katyonik yiik miktarlarmin esit oldugu bir pH degerinde minimum miktarda su
absorplamaktadir [35, 36].

2.1.4 Enjekte edilebilir ve muko-adeziv hidrojeller

Enjekte edilebilir polimerik jel sistemleri, oda sicakliginda sivi halde bulunan ve viicut
sicakliginda jelleserek katilagsma 6zelligine sahip sistemlerdir. Bu ag yapilar, hiicre ve
ilag tagima, hiicre immobilizasyonu ve doku rejenerasyonu gibi alanlarda kullanilmak
iizere arastirmacilarm ilgisini ¢ekmektedir [37]. In-situ olusturulmus hidrojeller,
kontrollii ve hedefli tasima i¢in depo gorevi goriir. Basit formiilasyonlari, yiiksek
yiikkleme kapasiteleri, uygulama kolaylig1 ve toksik etkiden uzak olmalari baslica
avantajlaridir. Enjekte edilebilir hidrojeller, cesitli fiziksel ve kimyasal capraz
baglanma yontemleri kullanilarak Sekil 2.5’teki gibi hazirlanmaktadir [38]. Bununla
birlikte, kimyasal yontrmler ile elde edilen jel sistemleri daha 6nce belirtildigi tizere

geri dontisimlii degildir ve jel-sol durumuna gegememektedir [39].
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Sekil 2.5 : Farkli hidrojel hazirlama teknikleri [22]

Kimyasal yontemlerin aksine, stereo komplekslesme, iyonik etkilesimler, hidrojen
bagi ve hidrofobik etkilesimler gibi fizikokimyasal etkilesimler ile elde edilebilen,
fiziksel gapraz bagli, tersinir 6zellige sahip jel sistemleri olusturulmaktadir [40, 41].
Bu fiziksel jeller mekanik olarak zayif oldugu i¢in geri doniisiimliidiir. Fiziksel
birlesme, agda herhangi bir bozulma meydana gelirse, jellerin kendiliginden
lyilesmesini veya yeniden birlestirilmesini saglar. Bu geri doniisiimlii, kendiliginden
iyilesen ve uyaranlara duyarli jeller, sol-jel veya jel-sol gecislerinden dolay1 dis

uyaranlara tepki gosterebilmektedirler [15, 42].

Son yillarda 6zellikle geleneksel agik ameliyatlar1 en aza indirme istegi ve ihtiyaci,
intravendz kemoterapdtik uygulamasi gibi olumsuz ve zorluklari olan tedavi ve
uygulamalar yerine, enjekte edilebilir, invaziv olmayan, hedefli ve kontrollii salim
yapabilen hidrojel-ilag sistemleri olusturulmasi amaglanmustir. Enjekte edilebilir jeller
uygulanma kolayligi, defektli bolgeyi tamamen doldurulmasi ve gegirgenlikleri gibi
sahip olduklar1 6nemli 6zellikler sayesinde oldukca kullanigh biyomalzemeler olarak
ortaya ¢ikmustir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 : Enjekte edilebilir hidrojellerin genel yapilara kiyasla avantajlari
[22].
Enjekte edilebilir hidrojellerin hazirlanmasinda biyolojik olarak ¢oziinebilen dogal
kokenli ve sentetik olmak tizere farkli kokenlerde polimerler kullanilmaktadir.
Kitosan, hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, dekstran siilfat, aljinat, pektin, kolajen,
jelatin, heparin ve fibrin gibi yapilar dogal olarak tiiretilmis polimerler grubunu
olustururken sentetik polimerler grubu polipeptitler, poliesterler, polifosfazenler gibi
polimer yapilarindan olusmaktadir. Sentetik polimerlere kiyasla genellikle dogal
olarak tiiretilmis polimerler, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasmi indiiklemekte ve
hiicrelerle daha 1iyi etkilesime girmektedir. Diger yandan, sentetik polimerler

ayarlanabilir mekanik 6zelliklere ve bozulma profillerine sahiptir [22].

Yapilarm enjekte edilebilirliklerini 6lgmek amaciyla ¢esitli yontemler mevcut olmakla
birlikte Tekstiir Analiz cihazinda standart bir siringa testi uygulanmaktadir. Bu teste
gore, 10 mm’lik bir yer degistirme ve 1mm/s’lik enjeksiyon hizi, hastaya el ile siringa
salimina karsilik gelmektedir. Pistonu yerinden ¢ikarmak icin gereken enjeksiyon
kuvveti, 50 Hz'lik bir frekansta pistonun yer degistirmesinin (mm) bir fonksiyonu
olarak olgiilmektedir [43]. Kuvvet-yer degistirme sistemine dair elde edilecek olan

sonuglar1 etkileyen parametreler,

e Baslangi¢c kayma kuvveti: Pistonun hareketini baslatmak i¢in gereken kuvvet;

e Maksimum kuvvet (Fmax): Pistonun siringanin 6n ucundaki rotasini

bitirmesinden 6nce Olgiilen en yiiksek kuvvet;

e Dinamik kayma kuvveti: Sirmganin igerigini disar1 atmak {izere pistonun

hareketini siirdiirmek icin gereken kuvvet seklindedir.
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Ayrica Tablo 2.1°de gosterildigi iizere uygulanan enjeksiyon kuvvetinin enjekte

edilebilirlik ile korelasyonu gosterilmistir [43].

Tablo 2.1 : Enjeksiyon kuvvetinin in vitro ve in vivo korelasyonu [43].

Enjeksiyon Enjekte Edilebilirlik
kuvveti, N (in vivo)
(in vitro)

Cok kolay enjekte edilebilir, igne boyutunu kiigiiltmek

0-10 miumkiindir

11-25 Enjekte edilmesi kolay

26-50 Enjekte edilebilir
51-100 Bazi zorluklarla enjekte edilebilir
100-130  Enjekte edilmesi zor, daha biiyiik igne boyutu onerilir

>130 Enjekte edilmesi ¢ok zor, daha biiyiik igne boyutu gereklidir

Biyo-yapiskanlik sentetik ya da biyolojik kokenli makromolekiillerin ve
hidrokoloidlerin biyolojik dokulara adezyonu olarak tanimlanmaktadir. Biyo-adezyon
kuvveti, yapiskan 6zellikteki materyal ile dokularin bir arada tutulmasi i¢in gereken
kuvveti ifade eden ylizeyler arast kuvvet olarak bilinmektedir. Bu 6zelligin
belirlenmesi i¢in ¢ok farkl sistemler mevcut olmakla birlikte temelde ¢ekme-yapisma
ve kayma dayanimui gibi yapilarmn tahribatina dayanmaktadir [44].

Muko-yapiskan polimerler, farkli farmasotik sistemlerde kullanilan materyaller
grubudur. Mukozal membranlarla etkilesimi saglayabilen ¢ok sayida fonksiyonel
organik grup (yani karboksilik, hidroksil, amid ve amin gruplar1) iceren hidrofilik
makromolekiiller olarak tanimlanmaktadir [45, 46]. Bu polimerler mukoza ile
etkilesimlerine gore smiflandirilabilir (kovalent baglar veya kovalent olmayan
molekiiller arasi etkilesimler). Muko-yapiskanlig1 arttirdigina inanilan kovalent
olmayan baglar arasinda hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve elektrostatik
etkilesimler bulunmaktadir. Iyonik olmayan muko-yapiskan polimerler olabildigi gibi
katyonik veya anyonikte olabilmektedir [47-49]. Anyonik polimerler olan akrilik asit
tiirevlerinin, mukus glikoproteinin karboksil ve hidroksil gruplar1 arasinda, pKa'larinin
altinda hidrojen baglar1 olusturduklarma inanilmaktadir. Ayrica karboksilat

formundayken iyon-dipol etkilesimlerinin olabilecegi de One siiriilmiistiir [48].
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Dahasi, poli(akrilik asit) tiirevlerinin, yapiskanligi arttirmak igin poloksamer 407
(F127) gibi 1s1tya duyarli polimerler ile ¢ozeltileri hazilanmaktadir [50]. Isiya duyarli
polimerler, kritik jel sicakliginda ¢6zelti formunda jel formuna gegis yapmadan dnce

malzemenin viicuda verildigi esnada aplikatorden gecisine olanak saglamaktadir [50-
52].

2.1.5 Hidrojel sistemlerinde kullamlan baz polimerler

Polimerik jellerin agyapilarmi olusturmak iizere kullanilan sentetik ve dogal polimer
sistemleri oldukga fazla olmakla birlikte bu tez kapsaminda ¢alisilan hiyaliironik asit,

jelatin ve sonrasinda pluronik yapilarindan detayl bir sekilde bahsedilecektir.
2.1.5.1 Hiyaliironik asit

Hiyaliironik asit (HA), dogal ekstraselliiler matriste (ECM) bulunan, ¢ekirdegi suya
kars1 yiiksek afinite gosteren polisakkarit yapidan olusan, glikozaminoglikandir (Sekil
2.7). Genellikle, bu biyomateryalin mekanik Ozelliklerini arttirmak i¢in zincirleri
arasinda kovalent capraz baglanma saglanir. Ancak ¢ok fazla degisiklik yapilmasi ve
capraz baglanma yonteminin kullanilmasi malzemenin biyouyumluluk o6zelligini
etkileyebilmektedir. HA, farkli molekiiler agirliklara sahip olabilir. Diisiik ve yiiksek

molekiiler agirlikli HA, birbirine zit hiicre davranislarina sebep olmaktadir [53].

o p Na‘ OH
& ;
OH NH 1-
o:( "

Sekil 2.7 : Hiyaliironik asitin kimyasal yapis1 [31].

HA makromolekiilleri anti-enflamatuar etki, immiinostipresif ve anjiyojenezi bloke
etme Ozelligi gostermektedir. Daha kiiciik HA molekiilleri ise endotel hiicrelerinin
gOcii ve anjiyojenezi saglayarak zit davranisi tetiklemektedir [54, 55]. HA, dogada
1stya duyarli degildir, ancak, biyolojik olarak pargalanabilir, biyolojik olarak uyumlu
ve 1s1ya duyarli olan modifiye bir hidrojel olusturmak i¢in 1s1ya duyarl polimerler ile
konjiige edilmektedir [56]. Bir maddenin parcalanmasi sirasinda molekiiliin
anjiyojenik giiciinden yararlanmak i¢in HA hidrojelleri elde edilebilmektedir. Kisiel

ve ark., hiicre yapigsma ligandlarmin da var oldugu, proteazlar ile yikilabilen peptidlerle
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HA molekiillerini ¢apraz baglayarak hiicre yayilimimi gelistirmek iizere ag yapiy1
olugturmustur [57]. Diger yandan, Shu ve ark. ECM'yi kopolimerize eden HA ve
jelatine benzeyen yapilar1 olusturmayi denemislerdir. Hyaluronan'a bir tiyol grubu
eklenmesi ve bu sekilde disiilfit baglar1 sayesinde fonksiyon kazandirilmis hyaluronan

ve jelatini capraz baglayarak ag yapiy1 olusturmuslardir [58].

2.1.5.2 Jelatin

Jelatin, ECM'nin ana bilesenlerinden biri olan kollajenin denatiirasyonu ile olusan,
istya duyarli bir proteindir [59]. Kolajen orijinal dokudaki antijenlerin varhgi
nedeniyle immiinojeniklik problemleri tagimaktadir. Jelatin, glisin igerigi yiiksek
(=25%), uzun a heliks yapisinda bir protein maddesidir [60]. Proses yontemine gore
jelatin genelde, tip A (asit proses) ve tip B (alkalin proses) jelatin olmak {izere iki
tiirdiir. Farkli yontem ile elde edilen jelatinlerin, izoelektrik noktalar1 ve pH’lar1
farkhidir. Ayrica jelatin, milkemmel biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyoadeziv
ozellik gosteren, immiin sistemi uyarmayan, hiicreye baglanma ve ¢cogalma kapasitesi
yiiksek polimerlerdendir [61-63]. Ancak insan viicut isisinda jelatinin sivi formda
olmasi, mekanik saglamligimin ve stabilizasyonun zayif olmasi, jelatin igceren
hidrojellerin kullanim alanlarin1 smirlamaktadir [64]. Bu problemleri ortadan
kaldirmak iizere kullanilan yontemlerden bazilar1 kimyasal ¢apraz baglayici ya da foto
capraz  baglayic1 ajanlar varliginda jelatinin  kimyasal — modifikasyonun
gerceklestirilmesidir [65]. Bu konuda literatiirde birgok ¢alisma olmasina ragmen
kullanilan ¢apraz baglayicilarin varligi hem biyouyumluluk hem de hiicresel toksisite
gibi sorunlarin ortaya ¢ikmasma neden olmustur [66]. Dogal ECM ile olan
benzerliginden dolayi, jelatin ile kaplanan veya jelatin iceren yapilar olusturulmak
hedeflenmistir. Kitosan-jelatin, fibroin-jelatin, aljinat-jelatin, dekstran-gelatin en
bilinen yapilardandir [22]. Das ve ark., li¢ boyutlu doku yapilarinda kullanilmak iizere
basilabilen, bir fibroin-jelatin biyomateryali olusturmay1 hedeflemislerdir ve buna
bagli olarak iki ¢esit hidrojel gelistirmislerdir. Ag yapilar olusturulurken sonikasyon
ile capraz baglanma ve tirozinaz enzimi ile ¢apraz baglanma yontemleri kullanilmistir.
Sonuglara gore sonikasyon ile elde edilen jelatin-fibroin hidrojelleri, osteojenik
farklilasmay1 daha iyi desteklerken, diger yontem ile hazirlanmis jelatin-fibroin daha
iyi kondrojenik ve adipogenik farklilasmay1 destekledigi belirtilmistir [67]. Baska bir
calisma da ise jelatin farkli konsantrasyonlarda hiyaliironik asit ile bir araya getirilerek

jelatinin mekanik dayanamini artirmay1 hedeflemislerdir [68].
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Pluronik igeren sistemlerde oldugu gibi deri, kemik ve bag dokularindan ekstraktre
edilen kolajenin kismi hidrolizi sonucu olusan jelatin biyopolimeri de bir jel-sol gegisi
gostermektedir. Jelatin i¢in gegis sicakligr 30°C dolaylarinda olup viicut sicakliginda
¢ozelti formuna gegmesi uygulama alanlarini sinirlandirmaktadir. Diistik sicakliklarda
sol formunda olan F127 zincirlerinin tam tersi davranisa sahip jelatin {initeleriyle
birlikte kullanimina dair ¢ok az sayida ¢aligma mevcuttur. Zhao ve ark. ¢alismasinda,
hem jelatin tiirii hem de konsantrasyonlar géz oniinde bulundurularak, F127-jelatin
kompozitleri olusturulmus ve mekanik dayanim artirilmasinda jelatin konsatrasyonun
yanisira tiiriiniin oldukga etkili oldugu gosterilmistir [69]. Ayrica Tatini ve ark.’da
jelatin/F127 kompozitleri hazirlayarak, tekli polimer jellerine kiyasla, fiziksel
etkilesimler ile bir araya getirilmis daha stabil yapilar sayesinde hidrofobik ve

hidrofilik ilaglar i¢in tagima sistemi olusturmay1 hedeflemislerdir [70].
2.1.5.3 PLGA

Poliester PLGA, poli(laktik asit) (PLA) ve poli(glikolik asit) (PGA) yapilarmin bir
kopolimeridir. FDA onayli olmakla birlikte tasarim ve performans bakimindan ilag
teslimi i¢in mevcut en iyi tanimlanmis biyomateryaldir. Poli(laktik asit), tipik olarak
klasik stereokimyasal terimlerde sirasiyla D veya L formunda ve bazen R ve S
formunda tarif edilen bir asimetrik a-karbon igerir. Polimer PLA'nin enantiyomerik
formlar1 poli(D-laktik asit) (PDLA) ve poli(L-laktik) asittir (PLLA). PLGA genellikle
D ve L-laktik asit formlarinin esit oranda oldugu poli(D, L-laktik-ko-glikolik asit) i¢in
bir kisaltmadir [71].

H,
‘o
| | Il
O-CH,- 0- LH C H oH ———= HO-CH,- : —G]-[-I-HO CH-C - OH

PLf_r_-'L Glikolik asit Laktik asit

Sekil 2.8 : PLGA polimerinin hidrolizi [72].

Bu kopolimeri olusturan monomerlerin oranlar1 ve farkli molekiil agirliklarmdaki
monomerler kullanilmasi, farkl fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklerde
PLGA polimerleri sentezlenmesini saglamaktadir. Polimer 6zelliklerine bagl olarak
ilag tastyict sistemlerde ila¢ salimmnin zaman ve kontroli belirlenerek

ayarlanabilmektedir [73]. PLGA’nin kristal yapist kopolimer zincirindeki iki
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monomer bileseninin molar oranmma baghdir. %70’den az PGA igceren PLGA
kopolimerleri amorf yapida olup, diklorometan, etil asetat gibi organik ¢oziiciilerde
kolaylikla ¢oziinlirler. Ayrica PGA hidrofilik 6zellikte oldugundan hiicre igi
kosullarda kolaylikla ¢oziinmektedir. PLA ise yan zincirinde PGA’ya gore fazladan
bir metil grubu tasidigindan daha hidrofobik ozelliktedir. Bu o6zellik PLA’nin
fizyolojik kosullarda PGA’ya gore ¢ok daha uzun silirede bozunmasma neden
olmaktadir. Dolayist ile PLGA’nm viicut ortaminda bozunma 6zelligi kopolimerin
molekiil agirligina ve laktik:glikolik oranma baglidir. Yiiksek glikolik asit igerigi ve
diisiik molekiil agirligi, biyobozunma oranmi artirrken laktid icerigi yiiksek olan
PLGA, daha az hidrofiliktir, daha az su absorplar ve daha yavas bir sekilde hidrolize
olur [74, 75]. Literatiirde PLGA polimerinin PEG ile bir araya getirilerek olusturulan
polimer karigimmin Ty degerinin 37°C oldugu belirtilmistir. Bu polimer karigimin
F127 kopolimeri ile bir araya getirelerek enjekte edilebilir, biyouyumlu bir kompozit

yap1 olusturarak doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmas1 amaglanmistir [76].

2.2 Pluronik

Pluronik® blok kopolimerleri diger bir adiyla poloksamerler, hidrofilik poli(etilen
oksit) (PEO) ve hidrofobik poli(propilen oksit) (PPO) bloklardan olusmaktadir. FDA
onayli, iyonik olmayan yiizey aktif madde 6zelligi gésteren bu polimerlerin toksisitesi
tolere edilmektedir. Sicakliga duyarli ve viicut 1sisinda jellesebilen pluronik
molekiilleri, temelde A-B-A (EOx-POy-EOX) tiglii blok yapis1 géstermektedir [4, 5].
Temel sistemi olusturan hidrofilik EO (x) ve hidrofobik PO (y) birimlerinin sayisinin
degismesi ile farkli amfifilik blok kopolimerler olugsmaktadir. Cesitli x ve y degerlerine
sahip kopolimerler, farkli hidrofilik-lipofilik denge (HLB) ile karakterize edilmektedir
(Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 : Pluronik molekiillerinin genel gésterimi ve farkli pluronik
molekiillerinin EO ve PO degerleri [4].

Pluronik, genellikle sodyum veya potasyum hidroksit gibi bir alkalin katalizor
varhiginda alkil oksidin anyonik polimerizasyonuyla sentezlenmektedir [77].
Polimerizasyonda 6nce, propilen oksit gruplar1 yapiya eklenip ardindan diisiik molekiil
agirhikli propilen glikole (750'den az molekiil agirligi) etilen oksit molekiilleri
eklenerek devam edilmektedir. Reaksiyondan sonra, notrlestirme islemi yapilarak
katalizor uzaklastirilmaktadir [78]. Bu tglii blok kopolimer ¢6zeltilerinin en 6nemli
iki 6zelligi sicakliga bagl misellesmesi ve jel olusumudur. Hidrofilik ve hidrofobik
bloklara sahip poloksamerler, PPO blok uzunluguna bagli olarak sulu ¢ozeltide misel
olusturmaktadir. Kritik misel sicakligi (KMS) altinda ve iizerindeki sulu ortamda
unimer birimler halinde bulunurlar ve bu birimler belirli bir konsantrasyon araliginda
miseller olusturmak i¢in toplanirken birlesmemis unimerler ile de dengededirler [79].
Poloksamerlerin tek bir kritik misel konsantrasyon (KMK) ve kritik misel sicaklik
(KMS) degeri yoktur. PEO-PPO-PPO blok kopolimerleri, oda sicakliginda KMK
degerinin lizerinde veya oda sicakligindan KMS degeri iizerine 1sitildiginda sulu
¢ozeltilerinde misel olusturmaktadir (Sekil 2.10) [80]. Pluronik kopolimerler, diisiik
molekiil agirlikli yiizey aktif mollekiillere kiyasla ¢ok daha diisiik konsantrasyonda
misel olusturmaktadir. Polimer konsantrasyonu arttik¢a jellesme daha diisiik
sicakliklarda gerceklesmektedir [80]. Miseller PPO bloklar1 ile olusan hidrofobik
cekirdekten ve PEO bloklari ile olusan hidrofilik dis yiizey yapisindan meydana
gelmektedir. Pluroniklerin miselizasyonu, KMS, KMK degerleri, miselin molekiiler
agirlig1 ve birlesme numarasi yani blok kopolimer sayisi ile karakterize edilmektedir
[79].
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Sekil 2.10 : PEO-PPO-PEO triblok kopolimerlerinin sulu ¢ozeltideki faz
davranisi [81].

Miseller ayrica donme yarigcap1 (Rg), c¢ekirdek yarigapt (Rc), koronun kalinligr (L),

hidrodinamik yaricap (Rn) ve Rgq / Rn

oranini igeren boyut ve sekillerine gore de

karakterize edilebilmektedir. Misellerin yapisi, istenen 6zelliklere bagl olarak cesitli

karakterizasyon teknikleri kullanilarak da belirlenebilmektedir. Tablo 2.2 farkli misel

ozellikleri i¢in kullanilan farkl tekniklerin listesini gostermektedir [82].

Tablo 2.2 : Misel 6zelliklerine gore kullanilan yontemler [82].

Teknikler

Misel Ozellikleri

TEM (gegcirmeli elektron mikroskobu

SANS ve SAXS (dar a¢ili nétron
sacilimi ve X-15mi sacilim yontemi)

SLS (static 151k agilimi)
DLS (dinamik 151k sagilimi)
SEC (boyut diglama kromatografisi)

Ultrasantriifikasyon

Floresans Teknikler

NMR (niikleer maneyik rezonans

) Sekil ve boyut
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Rn
Rn

Rn, misellerin denge dinamikleri

Zincir dinamikleri, misel
hibridizasyonu
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2.2.1 Pluronik® F127

Pluronik ailesi igerisinde, sudaki ¢ozliniirliigiiniin yiiksek olmasi ve relatif olarak uzun
hidrofobik {iiniteleri sayesinde yiiksek hidrofobik etkilesimlere sahip olmasi gibi
nedenlerden dolay1 medikal ve farmasotik uygulamalarda en ¢ok tercih edilen {iyesi
Pluronik® F127 (F127)’dir. Pluronik F127 molekiilin molekiiler agirligi, Sekil
2.11°da gosterildigi izere 100 tekrar iinitesinden olusan iki PEO blogu ve 65 tekrar
tinitesinde olusan bir PPO blogu olacak sekilde ile yaklasik 12.6 kDa'dir [6].

oA oA

100 65 100

Pluronik F127

Sekil 2.11 : Pluronik F127 molekiiliiniin kimyasal yapis1 [83].

Literatiirde, %20 (ag/hac) F127 ¢6zeltisinin 25 °C’de, %30 (ag/hac) F127 ¢6zeltisinin
ise 15 °C<de jellestigi belirtilmistir [7]. Pluronik kopolimerlerinin sulu ¢ozeltileri,
sicakliga ve pH’ya duyarlidir ve bu sayede biyomedikal uygulamalarda kullanim
alanina sahiptir. Pluronik kopolimerleri belirli bir sicaklikta ¢ok hizli bir sekilde ¢6zelti
formundan jel formuna gecse de, olusan hidrojeller mekanik dayanimlarinin yetersiz
olmasindan dolayi, fizyolojik kosullarda uzun siire dayanmamakta ve boylelikle
tasidig1 ilaci ani bir sekilde salmaktadir (burst drug release). Pluronik esasl jellerin
mekanik dayanimini arttirmak amaciyla literatiirde ¢esitli yontemler kullanilmistir.
Jellerin mekanik ozelliklerini iyilestirmek amaciyla uygulanan yontemlerden biri
cift/tiglii agyapili jellerin (double/triple network gels) hazirlanmasidir [84, 85]. Bu
diisiinceyle sentezlenen, aljinat, sentetik kil (Laponite®) ve F127 nanokompozit ALP
jellerinin elastik ve viskoz modiil degerlerinin tekli ag yapilara kiyasla ¢ok daha iyi

oldugu ortaya konmustur (Sekil 2.10) [86].
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Sekil 2.12 : Sentezlenen kompozit yapilarin tekli ag yapilar ile kiyaslanmasi
[86].
F127 varliginda poliakrilik asit ¢capraz baglanmasiyla hazirlanan icice agyapili jellerde
de (interpenetrating polymer network, IPN) malzemenin daha tok oldugu
gbézlemlenmis, %78 deformasyonda parcalanan tekli agyapinm, IPN olarak

tasarlanmasiyla %98 deformasyonlara kadar dayandigi belirtilmistir (Sekil 2.13) [87].

Sekil 2.13 : IPN yap1 tasarlanmasinin sematik gosterimi [87].

Sekil 2.14°de goriildiigii iizere, F127 zincirlerinin jelatin ile birlikte kullanimiyla elde
edilen kompozit yapilarin sertliginin jelatin igeriginin arttirilmasiyla lineer bir sekilde

arttig1 gozlemlenmistir [69].
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Sekil 2.14 : Jelatin/F127 kompoziti olusturulmasi [69].

Baska bir calismada, akrilat ile fonksiyonlandirilmis F127 ve PEG kullanilarak
kimyasal ¢apraz bagl hidrojel nanopartikiilleri hazirlanmistir [88]. Olusturulan F127
jellerinin fizyolojik sivilarda dagilma hizin1 disiirmek amaciyla, amin ile
sonlandirilmis pluronik niteleri iizerinde lineer polisakkarit hiyaliironik asit

asilanarak jeller olusturulmustur (Sekil 2.15) [89].

N’
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Sekil 2.15 : F127 molekiillerinin fonksiyonlandirilmasi [89].

Pluronik F127 (F127) jelleri, diisiik toksisiteleri, tersinir termal jellesme gostermeleri,
yiiksek ila¢ ylikleme kapasiteleri ve fizyolojik kosullarda jellesmeleri icin gereken
nispeten diisiik konsanstrasyon seviyeleri gibi 6zellikleri sayesinde literatiirde genis
capta arastirtlmustir [5]. Jung ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, eklem i¢i enjeksiyona
uygun, 1s1ya duyarli ve uzun siireli piroksikam salim1 yapabilecek hidrojel olugturmay1
hedeflemislerdir. Bu sebeple hiyaliironik asit ve F127 ¢ozeltilerini Sekil 2.16’da

gosterildigi gibi fiziksel karigim yontemiyle bir araya getirmislerdir.
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Pluronik F127 hidrojel

T
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A Pluronik F127  —~—~~ Hyaluronik asit (HA)

Sekil 2.16 : F127 misellerinin HA molekiilleri ile bir araya getirilerek fiziksel
hidrojel yapisinin olusturulmasi [90].

Yapilan baska bir ¢calismada, tersinir ve kendiliginden toplanabilen ve konakg¢1 (host)
molekiil olarak kullanilan B-siklodekstrin molekiilleri ve diisiik molekiil agirlikli etilen
glikol tniteleri ile difoksiyonel Pluronik F127 molekiilleri bir araya getirilerek
inkliizyon kompleksleri olusturulmus ve hidrofobik yapiya sahip kurkumin
molekiillerinin taginmasi ve salimi yapilmistir (Sekil 2.17). Kanser hiicreleri iizerinde
uygulanan bu enjekte edilebilir supramolekiiler jellerden ilag saliminin gergeklestigi

ve hiicrelerin 61diigi tespit edilmistir [91].
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Sekil 2.17 : Ilaci, inkliizyon kompleksi icerisinde tasmdig1 hidrojel sistemi
[91].
Sohn ve ark’nin yaptiklari caligmada, doku mihendisligi uygulamalarinda
kullanilmak tiizere Sekil 2.18’de gorildiigii gibi F127 ve HA igeren foto capraz
baglama yontemi ile olusturulmus biyosentetik ve mekanik dayanimi artirilmis jel

yapilari olusturmuslardir [92].

Mekanik
deformasyon
prQ
e e P
Hyaluronik PEO PEO
it

* Pluronik

F127

Sekil 2.18 : F127HA kompozil jel yapisinin gosterilmesi ve HA’nin mekanik
dayanami artimasi [92].

2.3 Siklodekstrin

Kimyasal yontemler ile sentezlenen jeller tersinir 6zellige sahip olmadiklarindan jel-
sol durumuna tekrar gegememektedir [93]. Kimyasal yontemlerin aksine, tersinir
fiziksel gapraz baglar ile olugsmus jeller, stereo komplekslesme, yiik yogunlagsmasi,
hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler gibi fizikokimyasal yap1 degisiklikleri ile elde

edilebilmektedir [40, 41]. Bu fiziksel jeller mekanik olarak zayif olmalarma ragmen
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kazandiklar fiziksel formlarin geri doniisiimlii olmasi, jellerin kendilerini iyilestirme
veya herhangi bir bozulma meydana geldiginde tekrar bir araya gelmelerini
saglamaktadir. Ayni zamanda bolgeye 6zgii ilag verme sistemleri alaninda sol-jel veya
jel-sol gegislerinden ve dis uyaranlara tepki gosterdiklerinden dolay1 s6z konusu
sistemler biiyiik 6neme ve potansiyele sahiptir [42, 94]. Kendiliginden toplanabilen
(self assembled), sicakliga duyarli, enjekte edilebilir bu jeller sicakliga duyarl
polimerlerin, omurgalar1 icerisinde olusan misafir molekiil aracili supramolekiiler
etkilesimler veya hidrojen baglar1 gibi etkilesimler aracilig ile inkliizyon kompleksleri
olusmaktadir [95, 96]. Son zamanlarda, ayarlanabilir ¢ok islevli malzemelerin
tasarimmda, supramolekiiler polimer kimyasinm, 6zellikle konukgu-konuk
etkilesimleri ile olusturulan polimer inkliizyon kompleksleri (PiK'ler) iizerinde genis

olgtide caligilmistir (Sekil 2.19) [97-99].

Konukgu Konuk

Sekil 2.19 : Konuk-konakei iligkisinin sematik gosterimi [100].

PiK'lerden olusan duyarli jeller, kendi kendini iyilestirme ve tiksotropik davranis gibi
istiin 6zellikleri nedeniyle, sik¢a arastirilan fiziksel hidrojeller yapilaridir [101-103].
Ancak benzersiz 6zelliklerine ragmen birden fazla uyanara cevap verebilen jellerin
tasarimi, bu tiir hassas ve kompleks 6zelliklere sahip polimerler iiretme konusundaki

teknik sorunlar nedeniyle zorlasmaktadir [104].

Siklodekstrin (SD) molekiilleri genellikle tiirleri alfa (), beta (5) ve gama (y) olmak
tizere sirasiyla 6, 7 ve 8 glukoz tinitesinden olusan tipik konakg¢1 molekiillerdendir. Bu
yapilar, farkli konuk molekiiller ile bir araya gelerek kendiliginden toplanma 6zelligi
olan kompleksleri olusturmaktadir [105]. Sulu ortamdaki siklodekstrinler, hidrofilik
dis halkalar1 ve hidrofobik i¢ kisimlar1 sayesinde konuk-konukgu etkilesimi yoluyla
vitaminler, deterjanlar ve ilaclar gibi hidrofobik yapilar ile kompleks olusturmaktadir
[105, 106]. Bu mekanizmaya dayanarak, birkag¢ siklodekstrin molekiilii bir polimer
zincirine gecirilebilmekte ve polipsodorotaksan (PPR) adli kolye benzeri bir

supramolekiil elde edilebilmektedir. Sulu ortamda, PPR yapilarinin siklodekstrin
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molekiilleri, aynt PPR iizerindeki komsu siklodekstrinlerle etkilesime girme
egilimindedir. PPR'lerin igerisinde hidrojen bag ile kurulan bu etkilesimler, yapinin
hidrofobikligini artirirak birlesmeyi tetiklemektedir [107]. PPR'leri hazirlamak igin
yeterli molekiiler agirligma sahip polimerler kullanildiginda, ayri1 ayri polimer
zincirlerinden gelen boliimler, PPR'lerin agregasyonu ve kendiliginden toplanma
ozelligi yoluyla fiziksel olarak capraz baglanmaktadir. In-situ jelasyon sonucu,
tiksotropik ve 1siya duyarl tersinir 6zellikler tasiyan ve enjekte edilebilir ve yarigsmaci
olan jeller, ilag tasima sistemi olarak kullanilmaktadir [108]. Uglii blok kopolimer
yapida olan Pluronik molekiilleri, belli sicaklik veya konsantrasyonda blok yapilarina
gore jellesebilen yiizey aktif molekiillerdir. Bu yapilar ile etkilesime girebilen
siklodekstrinler ortama dahil edildiginde, pluronik bloklar1 ile komplekslesme
gostermekte ve zincirleri arasinda c¢apraz baglar1 olusturarak jelasyonu

indiiklemektedir.

(n)

‘2%!. n=1 o-siklodekstrin
g 2 o n=2 PB-siklodekstrin
o

HO
HO OH HO
Vs §~ w /> M=% &-siklodekstrin
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(o} o
OH

Sekil 2.20 : Siklodekstrin molekiillerinin genel yapisi [109].

Siklodekstrinler, poli(etilen glikol), poliizobiitilen, poli(e-lisin), poli(e-kaprolakton) ve
poli(propilen glikol) gibi oligomerler veya polimer ile supramolekiiler hidrojeller
olusturularak incelenmistir [110, 111]. Li ve ark. bir ¢alismada, kontrollii ilag salimi1
icin PEO-PHB-PEQ'lu a-SD'den olusan enjekte edilebilir hidrojel hazirlamigtir [112].
Ayrica poli(propilen glikol), gibi makromolekiiller de SD’ler igin konuk molekiiller
olarak kullanilmistir [113]. Konak¢1 ve konuk molekiiller arasindaki inkliizyon
komplekslesme aktivitelerinin, hidrojen baglarinin dinamik bir sekilde kendiliginden
yeniden yapmin diizelmesini saglayarak gergeklestigi diistiniilmektedir [37].

Jellerin  ozellikleri, polimer yapilart ve kompozisyonlarma [112, 114] bagh

oldugundan kullanilacak olan pluronik molekiiliiniin dogru secilmesi ve siklodekstrin
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dozajinin ayarlanmasi gerekmektedir. 1900 ila 8400 arasinda degisen molekiil
agirhigma sahip pluronikler ve agirlik olarak % 25 ile 80 arasinda degisen EO miktar1
ve o-siklodekstrin ile ag yapiyr olusturmak igin kullanilmistir. g-SD miktarmin
artmasiyla jellesme sicakligi araliginin daha da arttigi ve model ilacin jelden ortama
serbest birakilma oraninin, pluronik molekiiliiniin sahip oldugu bloklarin orani ile
ayarlanabildigi ortaya konmustur [114, 115]. Diger calismalarda, jel yapilarmda
nanoparcaciklar [116] veya kimyasal ¢apraz bag kullanilarak [117, 118] molekiiller
eklenmis ve ag yapmin mekanik 6zelliklerinin iyilestigi ortaya konmustur. Ayica
siklodekstrinler ve pluronik molekiilleri arasindaki etkilesim, misel ve trombosit
benzeri yapilarinin olusumu [119, 120] ve siitun formunda g6zenekli silika yapilari
gibi diger {irtin formlarmi degistirmek veya olusturmak i¢in de kullanilmaktadir [121].
Her iki ucunda da toplu sekilde pluroniklerin iizerine hapsedilen siklodekstrin
gruplarina sahip olan jel yapilarda olusturulmustur. Bununla birlikte, bu komplekslerle
iligkili en biliyiikk dezavantaj, biiyiik molekiiler agirliklarindan 6tiirli, in vivo

uygulamalarinda viicuttan uzaklastiriimalaridir (Sekil 2.21) [91].
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Sekil 2.21 : @, S ve y-SD’lerin ¢oziiniirliikleri [109].

Calismalar arasinda f-SD’ler, ¢oziiniirligii (25°C'de 1,85 g/ 100 mL su) ¢ok diisiik
oldugundan g¢ogunlukla PPR'nin jellesmeyen {riinlerini  hazirlamak icin
kullanilmaktadir. Sonug olarak, SD-bazli PPR jelleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda,

daha iyi ¢6ziinen ¢ ve y-SD’ler kullanilmaktadir [105].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Malzemeler

Pluronik® F127 (Sigma Aldrich), jelatin (Merck) , a-siklodekstrin (Ashland), S-
siklodekstrin (Ashland), y-siklodekstrin (Ashland), poli (etilen glikol) (PEG400,
(Sigma Aldrich), domuz mide musini (tip Il, Sigma Aldrich), hiyaliironik asit (Sigma
Aldrich), glikolit (Sigma Aldrich),fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS, Sigma Aldrich),
laktit (Sigma Aldrich), tin(ll) 2-etilhekzanoat (Sn(Oct)2, Sigma Aldrich), 2-
bromoetanol (Sigma Aldrich), toluen (Sigma Aldrich), pentaeritritol (Sigma Aldrich).

3.2 Cihazlar

Cozeltiler ve jel sistemlerinin sicaklik profilleri, frekans ve deformasyon taramalar1 ve
muko-yapiskanlik 6zellikleri Anton Paar MCR 102 Reometre cihazi kullanilarak
belirlenmistir. Sistemlerin enjekte edilebilirlikleri Tekstiir Analiz Cihazi (Stable Micro
Systems, Texture Analyzer TA.XT.Plus) ile dl¢iilmiistiir. Sentezlenen polimerlerin
varligin1 dogrulamak i¢in Fourier donilistimli infrared (FT-IR) spektrumlar1 platin-
ATR aksesuari ile (ZnSe kristali) ALPHA Bruker spektrometresinde 6l¢tilmiistiir. H
NMR o6lgiimleri, 500 MHz’lik Bruker NMR cihazinda CDClz ¢oziiciisii kullanilarak
alimmigtir. Sentelenen polimerin ortalama molekiil agirligini belirlemek igin jel
gecirgenlik kromatografisi (GPC) dl¢limleri, bir pompa ve Viscotek VE 3580 refraktif
indeks (RI) dedektoriinden olusan Viscotek GPCmax VE 2001 Autosampler sistemi
kullanilarak yapilmistir. Seri olarak baglanmis ii¢ Viscotek GPC kolonu (T3000,
LT4000L ve LT5000L) (ic cap 7.8 mm, 300 mm uzunluk) ve bir Viscotek guard
kolonu (CLM3008, ic cap 4.6 mm, 10 mm uzunluk) kullanilmistir. Ol¢iimler 35 °C'de
1.0 mL/dakika akis hizinda yapilmistir ve ¢oziicii olarak THF kullanilmistir. Dedektor,
dar molekiil agirligi dagilimma sahip PS standartlariyla kalibre edilmis ve veriler

Viscotek OmniSEC 4.7.0 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
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3.3 Deneysel Kisim
3.3.1 Jel sistemlerinin hazirlanmasi

3.3.1.1 F127 jelleri

Kat1 formdaki pluronik F127 polimeri, ¢dzeltilerin son konsanstrasyonu %20 - 33
arasinda olacak sekilde tartilarak distile su (dH20) igerisine eklendi. Manyetik balik
yardimi ile ~1400 rpm’de, buz banyosunda 24 saat karistirilarak ve ultrasonik su
banyosunda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra kullanilmak {izere +4 °C’ de
muhafaza edildi. F127 ¢ozeltileri daha sonraki asamalar i¢in kullanilmak tizere PBS

icerisinde de ayni kosullarda hazirlandi.

3.3.1.2 F127 jelatin jelleri

Kati1 formdaki sigir jelatini, ¢dzeltinin son konsantrasyonu %20 olacak sekilde
tartilarak (20 g) soguk distile su (dH20) igerisine (100 mL) eklendi. Manyetik balik
yardimu ile ~1400 rpm’de, 30 dk ve 50 °C’de karistirilarak ¢6ziildii. dH2O igerisinde
coziinerek hazirlanmis %20°lik F127 c¢ozeltisi ile belirlenen konsanstrasyonlarda
karistirildi ve jellesmenin gerceklesmesi i¢in gece boyu 37°C’de inkiibatorde
bekletildi.

3.3.1.3 F127- HA-SD jelleri

Yapilan optimizasyon c¢alismalarindan sonra belirlenen konsanstrasyonlar
dogrultusunda PBS igerisinde hazirlanan %33’liik F127 ¢ozeltisi kullanildi. F127
¢ozeltisi i¢erisinde son konsasntrasyonlar1 %0.5-2 olacak sekilde HA eklenerek, buz
banyosunda, manyetik karistirict ve vorteks yardimi ile 24 saatte ¢oziildi. a-, f- ve y-
siklodekstrin (SD) tiirlerinden her biri i¢in ¢6zeltilerin son konsanstrasyonu %15
olacak sekilde PBS igerisinde, 50 °C’de ~2 saat boyunca manyetik balik ile
karistirilarak hazirlandi. Daha sonrasinda F127-HA-SD jellerini olusturmak amaci ile
F127-HA ¢ozeltileri tizerine farkh tiirlerde hazirlanan SD ¢o6zeltileri, belirlenen
konsantrasyonlarda ve sistem siirekli karisacak sekilde yavas yavas eklendi. 24 saat
boyunca, buz banyosunda ve karistiricida bekletilen 6rnekler, +4 °C’de muhafaza
edildi.
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3.3.1.4 F127- PEG/PLGA jelleri
Lineer PLGA polimerinin sentezi

Laktit (10.87 g, 0.065 mol), glikolit (2.5 g, 0.215 mol), toluen (10 mL), Sn(Oct)2 (70
pL, 1.72 x 10°° mol) ve baslatic1 olarak 2-bromoetanol (20.5 pL, 1.87 x 10 mol) siras1
ile Schlenk tiip igerisine aktarildi. Tiip, sivi azota daldirildiktan sonra ii¢ kez
dondurma-¢6zme-vakum islemi uygulandi ve reaksiyon karisimi yag banyosunda, 130
°C’de, ~90 saat karistirildi. Siire sonunda elde edilen polimer diklorometan icerisinde
¢Oziindiiriildii ve ~20 kat1 kadar metanol (400 mL) icerisinde ¢oktiiriildii. Siiziildiikten

sonra vakum etiiviinde 40 °C’de kurutuldu.
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Sekil 3.1 : Lineer PLGA polimerizasyonu.
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Yildiz PLGA polimerinin sentezi

Laktit (12 g, 0.01728 mol), glikolit (0.669 g, 5x107 mol), Sn(Oct)2 (70 uL, 1.72x10°
mol) ve baslatic1 olarak pentaeritritol (21 mg, 1.53 x 10 mol), siras1 ile Schlenk tiip
icerisine aktarildi. Tiip, siv1 azota daldirildiktan sonra ti¢ kez dondurma-¢6zme-vakum
islemi uyguland1 ve reaksiyon yag banyosunda, 160 °C’de, ~66 saat karistirildi. Stire
sonunda elde edilen polimer diklorometan igerisinde ¢oziindiiriildii ve ~20 kat1 kadar
metanol (400 mL) igerisinde ¢oktiiriildii. Siiziildiikten sonra vakum etiiviinde 40 °C’de

kurutuldu.
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Sekil 3.2 : Yildiz PLGA polimerizasyonu.
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F127-PEG/PLGA Jellerinin Sentezi

Sentezlenen lineer ve yildiz PLGA polimerleri hazirlanacak olan c¢ozelti
konsantrasyonu (PLGA:PEG, %93.5:%6.5, m/V) ve miktarina gore tartilarak, 85 °C’
de eritildi. Daha sonra tizerine PEG polimeri damlatilarak kuru olan PLGA polimeri
islatildt ve ~15 dk boyunca isitildi. Birbirine karigan ve katilasan polimer karigimi
sogutulduktan sonra cam vial igerisinden teflon ¢ubuk yardimi ile kazinarak havan
kabina aktarildi. Havandaki polimer karigimi iyice ezildikten ve partikiiller toz haline
geldikten sonra tartildi. Elde edilen polimer karisimi dogrultusunda %20’lik F127
cozeltisiile 0.6:1 (F127:PLGA-PEG) oraninda karistirildi. Hazirlanan formiilasyonlar
jellesmenin gergeklesmesi ve polimerler arasi etkilesimlerin olugmasi i¢in 37 °C’ de

karistirict balik yardimai ile karistirilarak inkiibe edildi.
3.3.2 Jel sistemlerinin karakterizasyonu

3.3.2.1 Sicaklik profili olusturulmasi

Reometre cihazinda ¢ozeltiler igin sicaklik profilleri, frekans-deformasyon taramalari
ve muko-yapiskanlik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla bir¢ok farkli test protokolii
uygulanmistir. Hazirlanacak jellerin enjekte edilebilir olmasi ve enjeksiyon sonrasi
gonderilen bolgede viicut sicakliginin farkli olmasina bagl olarak kisa stire igerisinde
jellesmesi gerekmektedir. Cozelti halinden jel haline gecen bu yapilarin sabit bir
sekilde tutulmasi gerektiginden enjekte edilen bdlgedeki jellerin bu siire boyunca
stabil bir sekilde kalmasi istenmektedir. Tiim bu gereksinimleri karsilamak adina
hazirlanan jel formiilasyonlarinin akis davranislarinin izlenmesi ve reolojik
profillerinin olusturularak modiil degerlerinin belirlenmesi saglanmistur.

Bu amag¢ dogrultusunda, hazirlanan ¢dzelti ve jellerin reolojik 6zelliklerini incelemek

amaciyla Reometre cihazi (Anton Paar MCR 102) kullanilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 : Kullanilan reometre cihazi.

Formiilasyonlarin sicakliga bagh modiil ve viskozite degerleri Sekil 3.4’teki

protokoller uygulanarak incelenmistir.
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Sekil 3.4 : Reometrede isitma-sogutma test prokolleri.

3.3.2.2 Frekans ve deformasyon taramalari

Hazirlanan sistemlere Sekil 3.5’te sematik olarak gosterilen zaman, deformasyon ve
frekans taramalar1 ve viskozite testleri de yapilmistir. Jellerin depo modiil (G’) ve
kayip modiil (G”) degerleri osilasyon testleri ve %0.1 sabit deformasyon altinda ve
0.1-100 Hz frekans aralifinda incelenmistir. Jellerin saglamliklarini test etmek
amaciyla, kayma kuvvet (shear stress) degeri 0.1-1500 Pa araliginda degistirilerek
genlik taramasi yapilmistir. Ayrica, malzemelerin kayma viskozite degerleri 0.1-1000

s kayma hizma (shear rate) baglh olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.5 : Reometre yapilan zaman, frekans, deformasyon ve viskozite test
protokolleri.

3.3.2.3 Muko-adezyon

Bu c¢alismada musin polimeri ile biyo-yapiskanlik testi uygulanmistir. Literatiirde
belirtildigi tizere musin-polimer etkilesimi ile biyo-adhezyon kuvvetini reometrede
Olemek i¢in basit bir viskometrik yontem kullanilmistir. 0.1 N HC1 (pH 1) igerisinde
% 15 (ag/hac) mide musin dispersiyonlarinin viskoziteleri, segilen polimerlerin
yoklugunda (nm) ve varhiginda (nt) % 0.1-2.5, ag/hac konsantrasyonunda da olacak
sekilde Olclilmiistiir. Biyo-yapiskanligin  viskozite Dbilesenleri, denklem 3.1
denkleminden hesaplanmistir. Bu denkleme gore np, Olgiilen saf polimer ¢ozeltisinin
viskozitesidir. Biyo yapisma kuvvetleri (F), ¢ kayma/ sn olmak iizere F = nbo

denkleminden hesaplanmustir.

nt=mm+ np +nb (3.1)
3.3.2.4 Enjekte edilebilirlik testleri

Enjekte edilebilirlik testleri Tekstiir Analiz cihazinda (Stable Micra Sytems, Texture
Analyzer TA.XT.Plus) 50 kg’lik yiik hiicresi kullanilarak, siringa probu ile 40 mm/sn
yer degistirme yapacak sekilde ayarlanan test protokolii ile yapilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 : Teksktiir Analiz Cihazinda enjekte edilebilirlik testinin siringa probu ile
uygulanmasi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 F127 Jelleri
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Sekil 4.1 : F127 ¢ozeltisinin (%20 ag/hac) farkli 1sitma hizlarinda 24-37 °C arasinda
elastik (G, i¢i dolu semboller) ve viskoz (G i¢i bos semboller) modiillerinin
degisimi (A). Orneklerin sabit sicaklikta (37 °C) zamana bagh G’ ve G’
modiillerinin degisimi (B).

%20 F127 ¢ozeltisi reometre cihazinin plakalar1 arasinda Sekil 4.1°de goriildigi
iizere, 5 °C’den 37 °C’ ye kontrollii bir sekilde 1sitilmig ve daha sonra 37 °C’de belirli
bir siire bekletilmistir. Diistik sicaklik degerlerinde sistem ¢6zelti halinde olup G’
degerleri G’”’den daha kiigtliktiir. Isitma ile birlikte ¢ozeltiden jele (sol-jel) gegisi
vurgulamak adina grafikte stabil olan 5-24 °C araligir gosterilmemistir. Sicakligin
arttirilmasiyla elastik ve viskoz modiil degerleri kademeli olarak artarken, isitma
hizinin artmasiyla elastik modiiliin viskoz modiiliin tizerine ¢iktig1 ve dolayisi ile sol-
jel gecis sicakliginin daha yiiksek degerlere kaydigi goriilmiistiir (Sekil 4.1A). Isitma
hiz1 0.5 °C/dk olarak belirlenen Ornegin sol-jel gecis sicakligt 28 °C olarak
kaydedilirken, 2 °C/dk seklinde 1sitildiginda sistemin gegis sicakliginin 34 °C oldugu
gbézlemlenmistir. Bu davranisin diisiik 1sitma hizlarinda misel etkilesimlerinin ¢ok
daha hizli olmasi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Sekil 4.1B’ye bakildiginda denge

modiil degerlerinin 1sitma hizindan bagimsiz olarak ayni oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.2 : F127 ¢ozeltilerinin (%20 ag/hac) ¢ozeltilerinin 37 °C’de elastik (G, i¢i

dolu semboller) ve viskoz (G, i¢i bos semboller) modiillerinin zamana bagli (A),
frekansa bagli (B) ve deformasyon yiizdesine bagli (C) degisimleri.

Sicakliga bagl akis davraniglar1 incelenen F127 (%20) ¢6zeltilerinin sabit sicaklikta
(37 °C) frekans ve deformasyon taramalar1 yapilmistir. Ilk olarak, sabit deformasyon
(%1) ve frekans (Hz) degerlerinde F127 jel sisteminin yaklagik 8-9 kPa G’ ve 2-3 kPa
G’ modiil degerlerine sahip oldugu gdzlemlenmistir (Sekil 4.2A). Ol¢iim 7 kez tekrar
edilmis olup benzer sonuglar elde edilmistir. Frekans degisimine (0.1-100 Hz) bagh
olarak cozeltiler incelendiginde Sekil 4.2B’de goriildiigii lizere frekans degisimine
bagli bir davranis gdzlemlenmistir. F127 jellerine farkli deformasyon oranlarmda (%0-
100) uygulanan osilasyon testlerinde, artan deformasyon ile birlikte elastik modiil
degerlerinin azaldig1 ve %5 deformasyon degerinde viskoz modiil degerlerinin elastik
modiil degerleri iizerine ¢iktig1 g6zlemlenmistir ki bu da bilindigi tizere sistemin jelden

¢ozelti formuna gegtigini géstermektedir (Sekil 4.2C).
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Sekil 4.3 : F127 ve F127+i1la¢ formiilasyonlarmin siringa testi uygulanarak
incelenmesi.

Pluronik ¢6zeltilerinin enjekte edilebilirliklerini gdstermek amaciyla, Tekstiir Analiz
cihazinda siringa probu ile birlikte 25G’luk igneler kullanilmistir. G (gauge) olarak
ifade edilen 6l¢ii birimi igne ucunun c¢apini ifade etmektedir. F127 ¢ozeltilerinin
enjeksiyonu igin 6lgiilen maksimum kuvvet degerleri (Fmax) 29.8 = 2.2 N iken sisteme
ilag dahil edilmesiyle birlikte bu degerler diiserek 22.3 + 1.6 N seklinde 6l¢iilmiistiir
(Sekil 4.3). Hem ila¢ iceren hem de ila¢ igermeyen F127 ¢ozeltilerinin enjeksiyonu
icin gerekli kuvvetlerin Tablo 2.1°de verildigi lizere enjekte edilebilir aralikta oldugu

goriilmektedir [43].

Sekil 4.4 : F127 ¢ozeltisinin enjeksiyon testi sirasinda (sol) ve sonrasinda (sag)
37°C’de goriintiist.
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Siringa testi uygulanan c¢ozeltiler i¢in 3 farkli 6lgiim alinmak {izere, Tekstiir Analiz
cihazinda enjekte edilebilirlik test protokolii uygulanmistir. Enjeksiyon yapilan
¢ozeltiler ~37 °C’ye 1sitilmis cam plaka tizerine damlatilmis ve Sekil 4.4°te goruldigii

iizere plaka lizerinde akmayacak sekilde jellesmistir.
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Sekil 4.5 : F127, F127-ilag ve F127-HA-ila¢ formiilasyonlarinin reometrede sicaklik
profilleri (A,C). G' (i¢i dolu semboller), G" (i¢i bos semboller) modiillerinin 37
°C’de zamana baglh degisimi (B).

Kulak cerrahilerinde, yeni kulak zar1 ve var olan kulak zar1 arasindaki epitelizasyonu
ve damarlanmay1 saglamak ic¢in zarlarin stabil halde tutulmasi gerekmektedir. Bu
amagla glinlimiizde farkli singer yapili sistemler hazirlanarak, zarin hem alt kismi olan
orta kulaga hem de st kismi, dis kulak yoluna yerlestirilmektedir. Ancak bu
uygulama sirasinda sistem stabilitesi bozulmakta ve islem uzun zaman almaktadir. Bu
problemin, enjekte edilebilir, 1s1ya duyarl ve gerekli ilaglar1 igeren akilli bir jel sistemi
kullanilmasi ile ¢oziilebilecegi diisiiniilmiis olup, bu calismanin ¢ikis noktasi s6z
konusu jel sisteminin hazirlanmasidir. Bu dogrultuda, hem pluronik hem de HA igeren
pluronik jel sistemlerine ilag ilave edilmesinin, reolojik davranislari iizerine etkilerini
incelenmistir (Sekil 4.5). Literatiirde yapilan F127 ve hiyaliironik asit (HA) igceren

calismalar dikkate alinarak, bu ¢alismada F127 c¢ozeltileri {izerine ilag ile birlikte
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hiyaliironik asit (HA) de eklenerek akis davraniglari tizerine etkileri gdzlemlenmistir
[1, 2]. F127 ¢ozeltisine ek olarak F127+ilag ve F127+HA+ilag formiilasyonlarinin G’
ve G’ modiil degerleri, 5-37 °C arasinda sicaklik degisimi ile belirlenmistir (Sekil
4.5A). Zamana bagli, 37 °C’ de s6z konusu sistemlerin stabil durumlar1 incelenmistir
(Sekil 4.5B). Tersinir oldugu bilinen ve 1sitilan jel sistemlerinin sogutulmasi ile olusan
sicaklik profilleri gosterilmistir (Sekil 4.5C). Isitma profillerine bakildiginda, sadece
F127 ¢ozeltisi 31 °C’de sol-jel gecisi gosterirken ilag eklendiginde bu sicaklik degeri
32 °C’ye kaymustir. Sogutma profillerinde ise herhangi bir degisim
gbzlemlenmemistir. 37 °C’deki F127 ve F127+ila¢ formiilasyonlarmin denge modiil
degerlerine bakildiginda, sistem dengeye geldiginde benzer degerler gozlemlenirken,
HA igeren sistemin modiil degerlerinin denge aninda daha diisiik degerlere kaydig:
belirlenmistir. Dolayisiyla, sadece F127 ile c¢alisilan bir formiilasyon igin ilag
katkisinin sisteme belirgin bir etkisi olmazken F127 ve HA iceren bir formiilasyon
hazirlandiginda akis profillerinin degisebilecegi dikkate alinmaldir. Ila¢ katkismnim
yaninda sisteme HA dahil edilmesinin modiil degerlerini beklenenin aksine oldukg¢a
diisiirdiigii ortaya konmustur. Bu etkinin nedenlerini aragtirmak amaciyla F127 ve HA

iceren sistemler bir sonraki boliimde detayli bir sekilde incelenmistir.

4.2 F127 - Hiyaliironik Asit (HA) Jelleri

F127 iceren jellerin reolojik 6zellikleri incelendikten sonra, ¢ozeltiler iizerine % 0.5-
2.0 ag/hac oranlarinda HA eklenmistir. HA ilavesiyle birlikte sistemin elastik ve
viskoz modilleri 1sitma-sogutma profilleri izlenerek reometre cihazinda takip
edilmistir. Formiilasyonlarin akis davraniglar1 ve bunlara HA nin etkisi belirlenmis
olup sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir. 5 °C’den 37 °C’ye sitilan ¢ozeltilerin sol-jel
gecis sicakliklarinin artan HA ile birlikte daha diisiik sicakliklara (31 °C’den 27 °C’ye)
kaydig1 gozlemlenmistir. Sol-jel gegis sicakliklarinm viicut 1sismin altinda olmasi
enjekte edilme kosullarimni etkileyeceginden %1’in lizerinde HA katkili sistemleri oda
sicakliginda daha hizli jellesme gostereceginden, uygulama esnasinda zorluk

cikaracagi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.6 : Farkli konsantrasyonda HA igeren F127+HA jellerinin reometrede
sicaklik ve zamana bagli analizi. Orneklerin G' (i¢i dolu semboller), G" (ici bos
semboller) modiillerinin sicakliga bagl degisimi (A,C). Orneklerin G', G"
modiillerinin sabit sicaklikta zamana bagh degisimi (B). Jellerin HA
konsantrasyonuna bagli olarak modiil grafikleri (D).

Ayrica % 1 konsantrasyonun tizerinde HA igeren jellerin denge modiil degerlerinin
cok diisiik olmasi bu sistemin istenilen fiziksel 6zelliklerde de olmadigini géstermistir
(Sekil 4.6B). % 0.5 ve 1 konsantrasyonda eklenen HA’nin, sadece F127 igeren jel
sistemine benzer ¢ikmasi ve % 1 HA igeren sistemin jellesmeye basladigi sicakligin
viicut 1s1sia en yakin olan sistem olmasi nedeniyle bu konsantrasyonun bundan

sonraki ¢aligmalarda uygulanmasina karar verilmistir.
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4.3 F127 - HA - Siklodekstrin (SD) Jelleri
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Sekil 4.7 : F127 ve F127+SD jellerinin reometre de sicaklik profilleri (A,C). Elastik
modiil (G', i¢i dolu semboller) ve viskoz modiil (G", i¢ci bos semboller) degerlerinin

37 °C’de zamana bagli degisimi (B).

F127 kopolimerlerinin farkli polimerler ya da molekiiller ile birlestirilerek
Ozelliklerinin iyilestirilmesindeki temel sebeplerin basinda mekanik dayanimlarinin
yetersiz olmasi gelmektedir. Bunun yanisira, fiziksel capraz bag yolu ile hazirlanan
jeller hem diistik toksisite hem de tersinir olma 6zelliklerinden dolay1 bu ¢aligmada
tercih edilmistir. Sistem igerisindeki fiziksel etkilesimleri giiglendirmek adina ¢6zelti
icerisine mekanik karigtirma yontemi ile farkli boyutlara sahip siklodekstrinler dahil
edilmistir. Olusturulan ¢ézeltilerde SD yapilarinin etkisini gérmek amaciyla daha 6nce
uygulanan parametreler dogrultusunda 1sitma-sogutma profilleri incelenmistir. Sol-jel
gecis sicakligr incelendiginde F127 yapilarindan farkli bir egilim gozlemlenmistir
(Sekil 4.7A). % 26 F127 igeren ¢ozeltinin 24 °C dolaylarinda bir sol-jel gegisi
gosterdigi gozlemlenirken SD igeren yapilarin baglangic noktasi olan 5 °C’den
itibaren jel formunda oldugu belirlenmistir. Ancak, 19 °C civarinda tiim SD iceren
yapilarin modiil degerlerinde 1sitmaya bagh olarak artan hidrofobik etkilesimlerle

birlikte bir artis oldugu goriilmiistiir.
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37 °C’de 30 dk bekletilerek dengeye ulasan jel sistemlerinin modiil degerleri
incelendiginde ise, a-, - ve y-SD iceren jellerin elastik modiillerinin sirastyla 160, 56
ve 30 kPa dolaylarinda oldugu gozlemlenirken ayni konsantrasyonda hazirlanan F127
¢ozeltisinin G’ degeri 25 kPa olarak 6l¢iilmiistiir. Ozellikle a-SD eklenmesiyle, modiil
degerlerinde gézlemlenen bu artisin sebebinin a-SD finitelerinin PEO zincirleriyle
inkliizyon kompleksleri olusturmasi ve boylelikle mevcut yapinmn saglamlasmasi
oldugu diisiilmektedir. - ve y-SD tinitelerinde benzer etki goriilmemesinin nedeni ise
daha biliyiik capa sahip olan bu molekiillerin hem PEO hem de PPO (initeleriyle
inkliizyon kompleksleri olusturabilmesi ve boylece var olan hidrofobik etkilesimleri
perdelemesi olarak diistiniilmektedir. f-SD’nin ¢oziiniirligl diger SD tiirlerine kiyasla
oldukea distiktiir [105]. f-SD ve y-SD igeren jel formiilasyonlar1 kiyaslandiginda, S-
SD igeren jel yapilariin daha diisiik modiil degerlerine sahip olmasi diisiik ¢oziiniirliik
nedeni ile baslangicta eklenen SD miktarinin yapiya tam olarak dahil edilememesine

baglanmustir.
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Sekil 4.8 : F127 ve F127+siklodekstrin jellerinin 37 °C’de elastik (G, i¢i dolu

semboller) ve viskoz (G, i¢i bos semboller) modiillerinin frekansa bagl (A) ve
deformasyon yiizdesine bagl (C) degisimleri.
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Isitma profilleri izlenen sol-jel sistemleri Sekil 4.8°de gorildigii iizere frekans ve
deformasyon taramalarma da tabi tutulmustur. Siklodekstrin iceren jel yapilarinin
sadece F127 igeren sistemlerde oldugu gibi kullanilan SD tiiriinden bagimsiz bir
sekilde frekansa bagl bir davranis sergiledigi gozlemlenmistir (Sekil 4.8A). Bu
durumun fiziksel c¢apraz bagli yapilarin dinamik karakterinden kaynaklandigi
diistinilmistiir. Deformasyon testi sonucunda ise F127 ¢ozeltisi % 4 deformasyonda
parcalanirken a-, - ve y-SD igeren jeller sirasi ile % 2, 8 ve 6 deformasyon
degerlerinde parcalanmaktadir. Oncesinde yapilan sicaklik profilleri sonucuna
bakildiginda her ne kadar modiil degerleri yiiksek olsa da beklenenin aksine diisiik
deformasyon yiizdelerinde yapilarin bozulmasi SD ilavesi ile sisteme dahil edilen yeni

etkilesimlerin yeteri kadar kuvvetli ve kalict olmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.9 : F127 ve F127-HA-SD jellerinin reometre de sicaklik profilleri (A,C).
Elastik modiil (G', i¢i dolu semboller) ve viskoz modiil (G", i¢i bos semboller)
degerlerinin 37 °C’de zamana bagli degisimi (B).
Calismanm bu asamasinda, F127-SD ikili sistemine HA zincirleri dahil edilerek
yapidaki degisim, hem 1sitma-sogutma profillerinin takibi, hem osilasyon testleri hem
de enjekte edilebilirliklerinin ve muko-yapigkanliklarinin izlenmesiyle belirlenmistir.
Isitma protokolii uygulandiktan sonra {iglii formiilasyonlarin sol-jel gecisleri

incelendiginde, ortama HA molekiillerinin dahil edilmesiyle ikili sistemler (F127-SD)
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icin ~5°C olan gegis sicakliklarinin artarak viicut 1sisina olduk¢a yaklastigi
gorilmistiir (Seki 4.9A). a-, p- ve y-SD igeren jellerin swrasi ile sol-jel gecis
sicakliklart 27, 21 ve 25 °C olarak oOlglilmiistiir. Isitma protokolii esnasinda sadece
F127 igeren jellerin viskoz ve elasik modiil degerleri her ne kadar daha yiiksek olsa
da, 37°C’de bekletilerek 1sisal dengeye ulasmis HA ve SD igeren yapilarin modiil
degerlerinde bu durumun tersine dondigi anlasilmistir (Sekil 4.9B). HA ilavesiyle,
hem sol-jel gecis sicakliklarinin yiiksek degerlere kaymasi hem de modiil degerlerinin
daha uzun silirede dengeye geliyor olmasi tiglii yapilarda molekiiller arasi
etkilesimlerin (HA ve SD molekiilleri arasinda hidrojen baglar1 kurulmasi ve SD
iiniteleri ile olusturulan inkliizyon kompleksleri icerisindeki hibrofobik etkilesimler)

artmasia bagli oldugu distiniilmiistiir.
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Sekil 4.10 : F127 ve F127-HA-SD jellerinin 37 °C’de elastik (G, i¢i dolu semboller)
ve Viskoz (G, i¢i bos semboller) modiillerinin frekans (A) ve deformasyon
yiizdesine bagli (B) degisimleri

F127-HA-SD igeren iiclii sistemlerin frekans taramalar1 incelendiginde Sekil 4.10A’da

verildigi izere F127-SD yapilaria benzer bir davranis gézlemlenmistir. Relatif olarak
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stabil etkilesimlere sahip F127 ¢ozeltileri diger bilesenler varliginda ¢ok daha dinamik
olarak bir yapiya sahip olup frekansa bagli bir davranis sergilemektedir. Calismanin
temel amaci dogrultusunda sentezlenen jel sistemlerinin enjeksiyon esnasinda
uygulanan kuvvete dayanikliliklarimi 6lgmek ve bozulma ya da zarar gérme
ihtimallerini saptayabilmek amaci ile tiim yapilar % 0.1-100 araliginda deformasyon
taramalarma tabi tutulmustur (Sekil 4.10B). ikili sistemler ile kiyaslandiginda F127-
HA-SD yapilarinin % deformasyon dayanimlarinin ¢ok az bir oranda arttig1 ve F127

iceren ¢ozeltilerden daha yiiksek degerlere kaydigi goriilmiistiir.

o5 | —+— F127+ HA+ a-CD A
|- F127+HA +p-CD
—+—F127+ HA +y-CD

20

15

10

Kuvvet / N

0 5 10 15 20
Uzaklik / mm

Sekil 4.11 : F127 - HA - SD jellerinin enjekte edilebilirlik testi.

Pluronik ¢ozeltilerine benzer sekilde formiilasyonlarin enjekte edilebilirlik testleri
25G’luk igneler kullanilarak yapilmaya g¢alisilmis ancak igne boyutlar1 bu sistemler
icin yetersiz kalmistir. Dolayisiyla bu ti¢lii formiilasyonlarda 21 G’luk igne uglar1
kullanilmistir (yesil). Tiim sistemler i¢in Sekil 4.3’den farkli olarak, yaklasik 7 mm’ye
kadar enjeksiyon ic¢in gerekli kuvvet degerlerinin artmadigi bu durumun da
formiilasyonlarin yliksek viskozitesinden dolayi siringa igerisinde olusan bosluklarin
bulunmasina bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Siringa pistonunun asag1 inmesiyle beraber
bosluklar dolmakta ve yaklagik 7 mm sonrasinda kuvvet degerleri artarak maksium
noktaya (Fmax) ulagsmaktadir. a-SD igeren ii¢lii sistemde Fmax degeri ~17 N civarinda
oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.11). Ancak yine malzemenin viskozitesinden kaynakli
olarak enjektor icerisine alinirken hava bosluklar1 olustugundan goriildiigii tizere elde

edilen grafikte dalgalanmalar olusmustur. S- ve y-SD igeren ticlii sistemlerde ise Fmax
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degerleri sirast ile ~6 ve 7 N civarinda ol¢iilmiistiir. Sekil 4.12°de a-SD igeren sisteme
ait enjekte edilebilirlik testi sirasinda ve sonrasinda alinmig goriintiiler mevcuttur.
Enjeksiyon sonrasinda ~37°C’de olusan jellerin plakadan akmadigi ve hatta F127’ye

kiyasla formunun daha stabil oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.12 : F127-HA-a-SD ¢06zeltisinin enjeksiyon testi sirasinda (sol) ve sonrasinda
(sag) 37°C’de goriintiisii.
F127-HA-SD ficlii sistemine ait ¢dzeltilerin muko-adhezyon davranigsa sahip olup
olmadigini1 ortaya koymak amaciyla literatiirde rapor edilen metot dogrultusunda
musin proteini igeren ¢ozeltiler hazirlanmis ve Reometre cihazinda degisen kayma hizi
degerlerinde viskoziteleri kaydedilmistir (Sekil 4.13). Sadece musin ¢dzeltisi ve musin
icermeyen F127-HA- a-SD sistemine ait viskozite degerlerinin kayma hizindan
bagimsiz oldukea diisiik viskozite degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Farkl tiirde
SD iceren formiilasyonlara final konsantrasyonlari ayni olacak sekilde musin
eklendiginde, ¢ozeltilerin viskozite degerlerinin oldukga yiikseldigi belirlenmistir.
Yapisi geregi muko-adeziv yapilar ile fiziksel etkilesime giren protein yapili musin
molekiilleri, Sekil 4.13°de goriildiigi tizere, a, f- ve y-SD igeren sistemlerin farkli
viskoz davraniglar sergilemesine sebep olmustur. Ornegin, tek basma 45 ve 58 mPa.s
(10 st kayma hiz1) viskozite degerine sahip F127-HA- «-SD sistemi ve musin
¢Ozeltisinin biraraya getirilmesiyle olusan yapinin viskozite degeri 344 olarak

Olgtilmiis olup boliim Denklem 3.1°e gbre bu deger igin muko-adezyon kuvveti (F) 2.4
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Pa olarak hesaplanmistir.  SD tiirline bagli olarak muko-adhezyon verileri
kiyaslandiginda, yapiskanligi en fazla olandan az olana dogru sirasiyla y, f ve o

seklinde olup yiiksek kayma hiz1 degerlerinde aradaki farklar azalmaktadir.
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Sekil 4.13 : F127+HA+siklodekstrin formiilasyonu ile hazirlanan jellerin musin
protein ¢ozeltisi ile karistirildiktan sonra reometre de kayma hizina bagli olarak
muko-adezyon o6zelliklerinin incelenmesi.

4.4 F127 - Jelatin Jelleri

F127 jellerini daha saglam yapabilmek adina yiiriitiilen bu tez kapsaminda F127 ve
jelatin yapilar1 arasinda kimyasal bag olmaksizin sadece fiziksel etkilesimler sayesinde
olusturulan yapilar incelenmistir. Boliim 2.1.5°te belirtildigi tizere enjekte edilebilir
F127-jelatin yapilari ile ilgili mevcut az sayida ¢alisma dikkate alinarak, hem jelatin
cozeltileri lizerine F127 katkis1 hem de F127 yapilarma jelatin katkisi ayri ayri
incelenmistir. Sekil 4.14’te gorildiigi tizere ¢ozeltiler ilk olarak oda sicakligindan 5
°C’ye sogutulmus ve burada bekletildikten sonra tekrar viicut sicakligina kontrollii bir
sekilde sitilmistir. Isitma-sogutma profilleri incelendiginde sadece jelatin (%20
ag/hac) igin 20 °C civarmda jellesme baglarken 5 °C’de G’ ve G’ degerleri sirasiyla
23 ve 0.3 kPa olarak ol¢iilmiistiir ve sicakligin arttirilmasiyla elastik modiil degerleri
azalirken 37 °C’de neredeyse sifira ulasarak ¢ozelti formuna gegmistir. Sisteme F127
eklenmesiyle 5 °C’deki G’ degeri artan konsantrasyonla birlikte kademeli olarak
azalirken, F127 polimerinin jel formunda oldugu 37 °C’de ¢ok az da olsa artmugstir.
Uygulamaya yonelik kullanim noktasinda 37 °C’de Jelatin-F127 sistemine ait modiil

degerlerinin oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.14 : Jelatin-F127 ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan jellerin, reometre
cihazi ile 5°C ve 37 °C olmak lizere sicakliga ve zamana bagli davraniglarinin
incelenmesi. Orneklerin G' (i¢i dolu semboller), G" (i¢i bos semboller) modiillerinin
sicakliga bagl degisimi (A,C). Orneklerin G', G" modiillerinin zamana bagl
degisimi (B,D).

Bu calismanin ikinci basamagida ise F127 (%20 ag/hac) c¢ozeltileri lizerine jelatin
eklenerek 1sitma-sogutma profilleri incelenmistir. Sekil 4.15°de goriildiigii {izere
F127-jelatin yapis1 artan jelatin ile birlikte diisiik sicakliklarda zayif bir jel formunda
iken viicut sicakliginda jelatin katkis1 modiil degerlerini diisiirmektedir. Cozeltilerin
hazirlama prosesinde yapilan; bilesenlerin konsantrasyonlari, CMC katkisi, manyetik
karistiric1 yerine ultrasonik homojenizator kullanilmasi gibi degisikliklere ragmen
F127 sistemine eklenen jelatinin jellerin yapisini zayiflattigi goriilmiistiir. Tezin ana
amaci dogrultusunda, bu ¢aligmalarin devaminin getirilmemesine karar verilmistir.
Literatiir verilerinden beklenenin tersi bu davramigin neden kaynaklandig:

belirlenmemistir.
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Sekil 4.15 : Jelatin-F127 ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan jellerin, reometre

cihazi ile 5 °C ve 37 °C olmak lizere sicakliga ve zamana bagli davramslarmin
incelenmesi. Orneklerin G' (i¢i dolu semboller), G" (i¢ci bos semboller) modiillerinin

sicakliga bagli degisimi (A,C). Orneklerin G', G" modiillerinin zamana bagli
degisimi (B,D).

4.5 F127 - PLGA/PEG Jelleri

F127 c¢ozeltileri lineer PLGA ve PEG zincirleri ile belirli bir prosediire gore
karistirildiginda enjekte edilebilen jellerin mekanik olarak iyilestigi gosterilmistir[76].
Bu bilgiye dayanarak, tezin son asamasinda lineer ve yildiz PLGA zincirleri yine PEG
tiniteleri ile birlikte F127 ¢6zeltilerine karistirilmis ve ilk defa bu tez kapsaminda her iki
sistem karsilastirilmistir. Yildiz seklinde olan PLGA zincirlerinin F127 miselleri
arasinda bir c¢apraz baglayicit gorevi yapacagi ve boylelikle etkilesimleri daha da
gliclendirecegi diistiniilerek bu ¢alisma tasarlanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak
lineer ve yildiz PLGA zincirleri deneysel kisimda belirtildigi iizere sentezlenmis, *H

NMR ve FT-IR ile yap1 tayini yapilmig, GPC ile molekiil agirliklar1 belirlenmistir.

Sekil 4.16°da lineer PLGA kopolimerine ait *H NMR spektrumunu gdsterilmektedir.
Laktik asitin tekrarlayan metil gruplar1 1.5 ppm’de ve -CH protonlar1 5.2 ppm’de
gozlenmistir. Glikolik asitin -CH2- protonlar1 ise 4.8 ppm’de goriilmektedir. 3.4 ppm’de
gozlenen -CH2-Br protonlar1 ve 4.2 ppm’de goézlenen -CH2-O- protonlar:

polimerizasyonun baglatict molekiil iizerinden gittigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.16 : Lineer PLGA polimerinin CDCls iginde ¢ekilmis NMR spektrumu

Yildiz PLGA kopolimerinin *H NMR spektrumu Sekil 4.16’da goriilmektedir. Lineer
PLGA polimerine benzer sekilde laktik asitin metil gruplar1 1.5 ppm’de ve -CH
protonlar1 5.2 ppm’de gozlenmistir. 4.8 ppm’de gozlenen protonlar glikolik asitin -
CH2- protonlar1 olup, pentaeritritolden gelen -CH»- protonlar1 4.3 ppm’de
goriilmektedir.
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Sekil 4.17 : Star PLGA polimerinin CDCls iginde ¢ekilmis NMR spektrumu.

NMR ile kopolimerlerin varligi dogrulanirken FT-IR 6lgimleri alinarak fonksiyonel

gruplar gosterilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 : Lineer ve yildiz PLGA polimerlerine ait FT-IR spektrumlari.

Yapilara ait FT-IR spektrumunlarina bakildiginda PLGA zincirlerine ait CH, CH3 ve
CH: fonsiyonel gruplarmimn gerilme titresim bantlarma karsilik gelen karakteristik
pikler 2948 ve 2998 cm™’de goriilmektedir. 1397, 1426 ve 1454 cm™ ‘deki pikler ise

C=0 gruplarinin biikiilme titresimine ait oldugu diistiniilmektedir [122].
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Sekil 4.19 : Lineer ve yildiz PLGA polimerlerinin GPC kromatogramlar1

Sentezlenen lineer ve yildiz PLGA polimerleri jel gecirgenlik kromatografisinde
(GPC) incelenerek Sekil 4.19°da gosterildigi gibi ortalama molekiil agirliklar:
belirlenmistir. Buna gore lineer PLGA’nin molekiil agirligi 6640 g/mol olarak
kaydedilirken, yildiz PLGA’ nin molekiil agirligi 7038 g/mol olarak o6lgiilmiistiir.
NMR, FT-IR ve GPC ile sentezlenen lineer ve y1ldiz PLGA zincirlerinin yap1 tayinleri

yapilarak bir sonraki asamada kullanilmak iizere hazirlanmistir.

Sentezi gerseklestirilen yapilar daha 6nce hazirlanan F127 ¢ozeltileriyle Rahman ve
ark. yaptig1 ¢aligmada verilen yontemde oldugu gibi karistirilmis ancak literatiirde
gosterildigi sekilde jel yapilarinin elde edilemedigi gortilmiistiir [76]. Belirtilen F127
konsantrasyonlar1 PLGA/PEG karisimini 1slatacak miktarda olmadigmmdan F127
konsantrasyonu 2 katina ¢ikarilmistir. Ayni metot hem lineer hem de yildiz PLGA igin

uygulanmigtir. Sekil 4.20°de her iki sisteme ait 1sitma-sogutma profilleri verilmistir.
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Sekil 4.20 : F127- PLGA/PEG ve F127 formiilasyonu ile sentezlenen jellerin
reometrede sicaklik ve zamana bagh analizi. Orneklerin G' (i¢i dolu semboller), G"
(ici bos semboller) modiillerinin sicakliga bagl degisimi (A,C). Orneklerin G', G"
modiillerinin sabit sicaklikta zamana bagh degisimi (B).
F127- PLGA/PEG jelleri fiziksel karistirma yontemi ile hazirlandigindan her
defasinda hazirlanan PLGA/PEG polimer karisimimnim partikiil boyutlarinin gozle
goriiliir farkliliklara sahip oldugu deney esnasinda gézlemlenmistir. Tiim kosullara
ragmen reolojik Ol¢limleri alman jel sisteminin tekrar1 yapilmis ve bu reolojik
Olciimlerde ayni icerik ve kosullarda hazirlanan lineer PLGA sistemi ig¢in
gosterilmistir. Ilk yapilan karsilastirmada beklendigi iizere yapiya yildiz PLGA sistemi
eklenmesindeki fark ortaya konsa da lineer PLGA igeren sistemin ikinci tekrar ile

karsilastirma yapildiginda sistemler arasindaki denge degismistir.
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5. SONUC

Pluronik esasli, mekanik dayanimlari iyilestirilimis enjekte edilebilir bir formiilasyon
hazirlamak amaciyla yola ¢ikilan bu tez ¢alismasinda ilk olarak F127 ¢ozeltilerinin
akis dinamikleri incelenerek bundan sonraki asamalarda kullanilmak {izere optimum
konsantrasyonlar belirlenmistir. Bu noktadan itibaren F127 ¢izeltilerine sirasiyla HA,
HA-SD, jelatin ve PLGA/PEG yapilarmin dahil edilmesiyle dort farkli sistem tizerinde
calisilmastir.

F127-HA sistemi icin kritik bir konsantrasyon (%]1) tlizerinde HA kullanildiginda
jellerin modiil degerleri diiserken bu konsantrasyonun altinda c¢alisildiginda ise
herhangi bir degisim gézlemlenmemistir. Bunun yanisira, artan HA katkisinin sol-jel
gecis sicakligimi diistik sicakliklara cektiginden %1 konsantrasyonun bir sonraki
asamada kullanilmasina karar verilmistir. Ikinci asamada sisteme SD fiiniteleri dahil
edildiginde yapiya eklenen SD’lerin kismen mekanik dayanimi arttirsa da,
gosterdikleri etkinin yeteri kadar kalict ve gii¢lii olmadigi anlasilmistir. Tiim bu
bilgiler 1s13mmda F127-HA-SD jelleri hazirlanmis ve tgli sistemler i¢in analizler
sonucunda ti¢ farkli yapinin bir arada bulunmalarinin hem sol-jel gegis sicakligmi
viicut 1s1s1na yaklastirdigi hem de az miktar da olsa mekanik dayanimi arttirdigi ortaya
konmustur. Ayrica t¢lii sistemlerin amaglandig1 gibi encjekte edilebilir ve muko-
adeziv 6zellikte oldugu gosterilmistir. Tez kapsaminda sentezlenen diger bir sistem
olan F127-jelatin jelleri belirlenen protokol dogrultusunda sentezlenmis ancak
incelemeler yapildiginda viicut 1sisinda istenilen Ozelliklere sahip olmadigir ve
mekanik olarak zayif Ozellikte olduklar1 anlasilmistir. Son sistem olan F127-
PLGA/PEG jelleri igin lineer ve yildiz PLGA polimerleri basar1 ile sentezlenmis olup
iki farkli polimer i¢in ayn1 protokol uygulanarak jeller olusturulmustur. Literatiirdeki
protokol sonucu F127-PLGA/PEG jel sistemleri elde edilememis olup, deneysel
kisimda degisiklikler yapilmistir. Ancak fiziksel karigim yontemine dayanan bu sistem
icin kat1 formdaki PLGA ve PEG polimer karisimini hazirlarken her defasinda farkl
partikiil boyutuna sahip yapilar olusmus ve her ne kadar yapi jel 6zelligi gostersede

sistemin enjekte edilemedigi goriilmiistiir. Tiim bu ¢alismalar sonucunda, F127-HA-
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SD jellerinin amaglandigi dogrultuda istenilen dzelliklere sahip oldugu goriilmiis olup
bu TUgli sistemin hiicre kiiltliri ¢alismalar1 yapilarak literatiire birgok farkli

uygulamada kullanilabilecegi diistilmektedir.
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