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OZET

Kanser tedavisinin klinik uygulamalari g6z Oniine alindiginda enjekte edilebilir, pH
duyarli, kendi kendini iyilestirebilen hibrit hidrojeller lokalize, kontrollii ve uzun siireli ilag
salim sistemleri i¢in limit vadeden biyomalzeme setleri olarak goriilmektedir. Bu
kapsamda bu calismada jelatin adipik asit dihidrazit (Jel-ADH) polimerindeki hidrazit
fonksiyonel gruplari ile polietilen glikol dibenzaldehit (diBA-PEG2000) polimerindeki
aldehit fonksiyonel gruplarinin hidrazon bagi ile capraz baglanmasi sonucu Jel-
ADH/diBA-PEG2000 enjekte edilebilir bir hidrojel sistemi gelistirilmistir. Bu hidrojelin
kemoterapotik ilag deposu olarak islev gérmesi igin anti kanser ilaci doksorubisin (DOX)
yukli laponit (LAP) nanodisk, jel olusturma esnasinda hidrojele entegre edilerek Jel-
ADH/diBA-PEG/LAP@DOX hibrit hidrojel biyomalzeme seti olusturulmustur.
Sentezlenen hidrojeller ATR-FTIR, SEM-EDX ve reolojik analizler ile karakterize
edilmigtir. Hibrit hidrojelin jellesme siiresi 80 sn iken Jel-ADH/diBA-PEG2000
hidrojelinin jellesme siiresi 137 sn’dir. LAP’in hidrojele entegre edilmesiyle jellesme
stiresi kisalirken mekanik dayanim da artmistir. Ayrica sentezlenen hibrit hidrojel hidrazon
baginin tersinir olmasi nedeniyle kendi kendini iyilestirebilme, pH duyarli olma ve enjekte
edilebilme oOzellikleri gostermektedir. DOX ilacinin hidrojellerden in-vitro salimi ise
37°C’de ti¢ farkl fosfat tamponu ortaminda (pH=5,0; 6,8; 7,4) incelenmistir. DOX ilacinin
hibrit hidrojellerden salimi pH duyarli olup 10 giinden fazla devam ederken Jel-
ADH/diBA-PEG2000@DOX hidrojellerine gore daha yavas ve uzun siireli bir salim
gerceklesmistir. Jel onciil bilesenleri (Jel-ADH, diBA-PEG2000 ve LAP) ve hidrojellerin
sitotoksisiteleri insan meme epiteli hiicre hatti (SVCT) ve endotel hiicre hattt (HUVEC)
kullanilarak belirlenmistir. Jel Onciil bilesenleri ve hidrojeller miikemmel bir
biyouyumluluk gostermelerinin yani sira hiicre ¢ogalmasint da saglamistir. Ayrica DOX
yiiklii hibrit hidrojellerin toksisiteleri insan meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-
MB-231) iizerinde calisilmistir. Sonug olarak, bu tez c¢alismasi kapsaminda lokal kanser
tedavisi i¢in biiylik bir umut vaat eden, uzun stireli ve kontrollii ilag salim yapabilen yeni
nesil pH duyarli, kendi kendini iyilestirebilen, enjekte edilebilir hibrit hidrojel sistemi
gelistirilmistir.
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ABSTRACT

Considering the clinical applications of cancer therapy, injectable, pH sensitive, and self-
healable hybrid hydrogels stand out as promising biomaterial sets for localized, controlled,
and sustained drug release systems. Within this scope, in this study, injectable hydrogel
system was fabricated through the cross-linking of hydrazide functional groups in gelatin
adipic acid dihydrazide (Gel-ADH) polymer and aldehyde functional groups in
polyethylene glycol dibenzaldehyde (diBA-PEG2000) polymer with hydrazone bond. For
this set of materials, to perform as a chemotherapeutic drug depot, laponite (LAP) nanodisc
loaded with the anticancer drug doxorubicin (DOX) was integrated into the hydrogel
during gel formation vyielding to hybrid Gel-ADH/diBA-PEG/LAP@DOX. The
synthesized hydrogels were characterized by ATR-FTIR, SEM-EDX and rheological
analysis. The gelation time of hybrid hydrogel is 80 s while the gelation time of Gel-
ADH/diBA-PEG2000 hydrogel is 137 s. With the integration of LAP into the hydrogel, the
gelation time of hydrogel decreased, and mechanical strength increased. Additionally, the
synthesized hybrid hydrogel exhibits self-healing, pH-sensitive, and injectable properties
due to the reversibility of the hydrazone bond. In-vitro DOX release from hydrogels was
evaluated in three different phosphate buffer environments (pH=5.0; 6.8; 7.4) at 37°C. The
release of DOX from the hybrid hydrogels was found to be pH sensitive and long-term
sustained release continued for over 10 days. Compared to the Gel-ADH/diBA-
PEG@DOX hydrogels, hybrid hydrogels exhibited a slower and longer release behaviour.
The cytotoxicity of the gel precursor components (Gel-ADH, diBA-PEG2000, and LAP)
and the hydrogels was determined using the human breast epithelial cell line (SVCT) and
endothelial cell line (HUVEC). Gel precursors and hydrogels showed excellent
biocompatibility as well as cell proliferation. Moreover, the cytotoxicity of DOX loaded
hybrid hydrogels was investigated on human breast cancer cell lines (MCF-7 and MDA-
MB-231). In conclusion, within the scope of this thesis, a new generation pH sensitive,
self-healable, and injectable hybrid hydrogel system, which is capable of long-term and
controlled drug release, has been developed with great promise for local cancer treatment.
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1. GIRIS

Kanser biyolojisindeki arastirmalar onemli Olg¢lide ilerlemis olmasina ragmen Olim
oranindaki artig, kanserin diinya ¢apinda en yikici hastaliklardan biri olmaya devam ettigini
gostermektedir [1]. Diinya saglik orgiitii verilerine gore 2018’de tahmini olarak 9,6 milyon
Olimiin kanser kaynakli oldugu bilinmektedir. Diinyadaki her alti 6liimden birinin de
kansere bagli oldugu distniilmektedir [2]. Kanser tedavisi i¢in cerrahi operasyon,
radyoterapi ve kemoterapi gibi geleneksel yontemler kullanilmaktadir [3]. Ozellikle
sistematik kemoterapi, kanserli hiicrelerin yok edilmesi amaciyla kanser ilaglarinin damar
veya deri alti yoluyla verilmesini saglayan geleneksel ve en yaygin kullanilan tedavi
yontemleri arasindadir [4]. Ancak damar veya deri alti yoluyla verilen kemoterapdtik
ilaclarin ¢ogu sistematik dolasimdan sonra tiimdérlii bolgeye ulastigindan hem terapotik
etkisi azalmakta hem de saglikli dokulara zarar verebilmektedir. Kemoterapdtik ilaglarin
saglikli dokular ve organlar lizerinde neden oldugu ciddi yan etkiler ise kanser hastalarinin
yiiksek 6liim oranlarmin arkasindaki ana neden olarak goriilmektedir. Ayrica, bu ilaglarin
timor dokularina istenilen diizeyde tasinamamasindan dolay: terapotik konsantrasyonun
saglanabilmesi i¢in daha yiiksek veya tekrarlayan dozlarin uygulanmasi gerekmektedir. Bu
durum ise saglikli hiicrelerde toksisitenin ve c¢oklu ilag direncinin artmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle, kanser hiicrelerini pasif veya aktif olarak hedefleyebilen, boylece
terapotik etkinligin artirilmasini saglarken olumsuz yan etkileri azaltan kemoterapétiklerin
gelistirilmesi arzu edilmektedir [5]. Son zamanlarda terapotik etkinligi artirmak ve yan
etkileri azaltmak icin aktif veya pasif hedefleme ile ilaglarin tiimor dokusunda secici
birikmesini saglayabilen nanomalzeme tabanli c¢ok sayida ilag tagima sistemi
gelistirilmistir [6]. Nanomalzemeler hedefe yonelik ilag tasima sistemleri igin birgok
avantaja sahip olsa da nanopartikiil protein etkilesimi ve kan dolasimi gibi bir dizi
biyolojik siire¢ kaginilmaz olarak nanopartikiillerin tiimdre iletilmesini ve etkinligini
etkilerken nanotibbin klinik gelisimini de simirlamaktadir [7]. Bu nedenle kemoterapdotik
ilaglarin etkinliginin artirilmas1 ve yan etkilerinin azaltilmasi i¢in alternatif ila¢ tasima

sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu noktada, son yillarda kemoterapotik ilaclarin hidrojeller ile lokal olarak verilmesi,
kanser tedavisi i¢cin umut verici bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir [8]. Bilindigi gibi,
hidrojeller, iic boyutlu ag yapisi, yiikksek su tutma kapasitesi, yliksek gozeneklilik,
biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve hiicre dist matrise (ECM) olan



benzerligi gibi pek ¢ok essiz Ozelligi bir arada bulundurabilen sistemlerdir [9, 10]. Bu
ozellikler hidrojellerin ilag tasima sistemlerinde yaygin kullanimini1 saglamaktadir. Bu
sistemin en biiylik avantajlarindan birisi ila¢ saliminin lokalize olmasidir. Boylelikle
sistematik uygulamaya gore daha diisiik dozlar uygulanabilirken, hedef bolgede ilag uzun
sire tutulabilmektedir. Ancak geleneksel Onceden olusturulan hidrojellerin cerrahi
operasyonla lokal bolgeye implante edilmesi ve jellesme i¢in toksik ¢apraz baglayicilarin
kullanilmasi gibi dezavantajlar1 vardir [11]. Enjekte edilebilir hidrojeller ise hidrojellerin
bir alt smifi olup, cerrahi operasyona gerek duyulmaksizin kemoterapi ilaglarmin
enjeksiyon yoluyla lokal olarak hedef bolgeye tasinmasinda énemli bir rol oynamaktadir
[12]. Enjekte edilebilir hidrojeller, hidrojel onciil bilesenlerinin in-vivo lokal
enjeksiyonundan hemen sonra in-situ jellesmesi ve/veya hidrojelin in-vitro
olusturulmasindan sonra kayma incelmesi davranisi ile enjektdrden lokal bdlgeye enjekte

edilmesi seklinde tasarlanabilmektedir [11].

Enjekte edilebilir hidrojeller, dogal ve sentetik polimerlerin veya bu polimerlerin
kombinasyonlarinin, disiilfiir, Schiff bazi (hidrazon, imin, oksim) ve fenilboronik ester
bagi gibi cesitli dinamik kovalent baglarla ¢apraz baglanmasiyla hazirlanabilmektedir [13,
14]. Bu dinamik ve tersinir kovalent baglar hidrojele; uyaran duyarli olma, kendi kendini
iyilestirebilme ve enjekte edilebilir olma gibi ilag tasima sistemlerinde onemli olan
ozellikler kazandirabilmektedir [15]. Ancak hidrojellerin hidrofilik dogasi; zayif mekanik
dayanima, ilacin depolanma kararsizlifina, hizli ve kisa siireli salimina neden olmaktadir
[16, 17]. Ilag yiikli nanopartikiillerin hidrojeller ile entegrasyonu ile olusturulan
nanokompozit (hibrit) hidrojeller ise, her iki sistemin de ila¢ tasima sistemlerindeki
dezavantajlarin1 ortadan kaldirabilmektedir [18]. Hibrit sistemlerde, hidrojel sisteme hem
biyouyumluluk hem biyobozunur ozellik saglarken hem de nanopartikiiliin lokal
enjeksiyonunu saglamaktadir. Nanopartikiil ise yiiklenmis ila¢ salimini diizenlemektedir
[19]. Nanokompozit enjekte edilebilir hidrojeller ile uzun siireli kontrollii salim sistemleri
hazirlanabilmektedir. Nanopartikiil sistemleri arasinda nanokiller yiiksek ilag ylikleme
kapasitesi ve uzun siireli kontrollii salim saglayabilen ila¢ tasima sistemleridir [20].
Ozellikle laponit nanodiskler iki boyutlu sentetik silikatlar olup ilag tasima sistemlerinde
kullanilabilmektedir. Laponitin negatif yiizey yiikii ve genis yiizey alani etkin bir sekilde
ilacin yiiklenmesini saglamaktadir [21]. Ideal bir hibrit hidrojel sisteminin ise lokal olarak

uygulanabilme, yiiksek ila¢ yilikleme kapasitesine sahip olma, ilacin stabilitesini saglama,



mekanik dayaniklilik, uzun siireli ve kontrollii bir ila¢ salim1 saglama gibi 6zelliklere sahip

olmasi1 gerekmektedir [16].

Bu kapsamda bu tez caligmasinda ise, lokal meme kanseri tedavisinde uzun siireli ilag
salimi i¢in pH duyarli ve kendi kendini iyilestirebilme 6zelliklerine sahip enjekte edilebilir
bir hibrit hidrojel sistemi gelistirilmistir. Enjekte edilebilir hidrojel sistemi (Jel-
ADH/dIBA-PEG), jelatin adipik asit dihidrazit (Jel-ADH) polimerindeki hidrazit
fonksiyonel gruplar1 ile polictilen glikol dibenzaldehit (diBA-PEG200) polimerindeki
aldehit fonksiyonel gruplarmin hidrazon bag ile c¢apraz baglanmasi sonucu
sentezlenmistir. Antikanser ilact DOX, LAP nanodisklere yiiklenerek jel olusturma
esnasinda hidrojele entegre edilmis ve pH duyarli, kendi kendini iyilestirebilen ve enjekte
edilebillir bir hibrit hidrojel (Jel-ADH/diBA-PEG/LAP) elde edilmistir. Bu ¢ok
fonksiyonlu hibrit hidrojel sisteminin pH kontrollii salim etkinligi in-vitro kosullarda
incelenmis ve hazirlanan sistemin kanser tedavisinde kullanilabilirligi MCF-7 ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde yapilan sitotoksiSite ¢aligmalar1 ile

incelenmistir.

Jel-ADH + LAP@DOX

diBA-PEG2000

................................................. :'::" ; W .
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Resim 1.1. Enjekte edilebilir hibrit hidrojel sisteminin hazirlanmasinin sematik gosterimi






2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Tedavi Yontemleri

Her yi1l diinyada milyonlarca insanin 6liimiine sebep olan kanser ciddi saglik sorunlarinin
basinda gelmektedir. Ulusal Kanser Enstitiisii verilerine gore diinya g¢apinda kanser
vakalarmin 2012 yilindan 2030 yilina kadar %50 artarak 14 milyondan 21 milyona artmasi
tahmin edilirken, kansere bagli 6liimlerin ise %60 artarak 8 milyondan 13 milyona artmasi
tahmin edilmektedir [22]. Kanser, hiicre ¢ogalmasini ve olimiinii diizenleyen genlerin
(proto-onkogenler ve timdr baskilayici genler) ¢oklu genetik ve somatik mutasyonlarinin
artmasi nedeniyle hiicrelerin kontrolsiizce boliinmesidir [23]. Kanser hastaliginin gelisimi
ise ¢ok asamali kompleks bir siire¢ olup hem genetik hem de epigenetik degisimler sonucu
hiicrelerin belirli ayirt edici niteliklere sahip olmasidir. Kanserin gelisimi 6ncelikle genetik
kod ve gen ifadesinin degisimi sonucu olusmaktadir. Gen ifadesindeki degisiklikler
sirastyla hiicrelerin ¢ogalma sinyallerini korumasina, biiylimeyi baskilayici sinyallerden
ka¢masina, hiicre 6liimiine direnmesine, yayillma ve metastazin tesvik edilmesine, hiicresel
enerjinin diizensizlesmesine, immiin tahribati ve kan damarlarinin olusumuna sebep
olmaktadir [24]. Timor hiicreleri tek basma kanserin ilerleyisinden sorumlu olmayip
kanserli olmayan stromal hiicreler de bu durumda aktif rol almaktadir. Bu hiicreler endotel
hiicreleri, perisitler, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve kanser kok hiicreleri vb. ¢esitli
saglikli hiicrelerden olusup tiimor mikro ¢evresini olusturmaktadir. Tiimdrle birlesmis
normal hiicrelerin olusturdugu ¢evre (metabolik tekrar diizenlenme, oksijeni az olan ortam,
daha diisiik pH ortami) tiimor hiicrelerinin biiyiimesini saglarken yikim mekanizmasini da
zorlastirmaktadir. Yani tiimor mikro ¢evresi olarak da bilinen stroma ve immiin sistemin
timorle etkilesimi kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini ve metastazini saglamaktadir [25].
Ayrica epigenetik faktorlerde (deoksiriboniikleik asit DNA, histon modifikasyonu)

herhangi bir genotipik farklilik vermeden kanser olusumuna sebep olmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kanser olusum mekanizmasinin sematik gosterimi [26]

Kanser hastaliginin gelisiminin arastirilmast hastaligin tedavisinde daha etkin terapilerin
gelistirilmesine imkan tanimaktadir. Su anda kanser tedavisinde kullanilan cerrahi
operasyon, radyoterapi ve kemoterapi gibi mevcut tedavi yontemlerinin etkinligi hala
istenilen diizeyde degildir [24]. Tiimoriin heterojen yapisi, timor hiicrelerinin gdstermis
oldugu genetik cesitlilik ve ila¢ direnci etkin tedavi sistemlerinin gelistirilmesini gerekli
kilmaktadir. Bir¢ok kanser i¢in en dnemli tedavi yontemlerinden olan kemoterapi, DNA
sentezi ve mitozuna engel olarak hizli biiyiiyiip, boliinebilen kanser hiicrelerinin 6liimiinii
saglamaktadir [5]. Klinik olarak yogun kullanilmasina ragmen geleneksel kemoterapotik
ilaclarin c¢esitli dezavantajlar1 vardir. Kemoterapoétik ilaglarin secici olmamasi ve kanser
hiicreleri yaninda saglikli hiicrelere de zarar vermesi istenmeyen yan etkilere sebep
olabilmektedir [27, 28]. Ayrica kanser hiicreleri mutasyona ugrayabilmeleri nedeni ile
kemoterapotik ilaglara karsi direng olusturabilmektedir [29]. Bu nedenlerden dolay1 kanser
tedavisinde kullanilabilecek etkin ila¢ sistemlerinin gelistirilmesi diinyada biyiik ilgi
goérmektedir. Ilag tasima sistemlerinin temel amaci, terapdtik ajanlarin farmokinetik ve
farmodinamik olarak gelistirilip terapdtiklerin tiimorde konsantrasyonunun ve siiresinin
artirllmasidir. Bununla birlikte saglikli hiicrelerde ila¢ konsantrasyonunun miimkiin
oldugunca azaltilarak terapotik etkinliginin minimal toksik yan etkilerle artirilmasiin
basarilabilmesidir [30]. Minimal yan etkilere ulasmanin yani sira terapotik etkinligin
artirtlmas1 i¢in ise kanser nanoilaclar kemoterapide biiyiik ilgi gormektedir. Kanser
tedavisi i¢in nanoteknoloji uygulamasi olan nanoilag sistemleri de son yillarda biiyiik

ilerleme kaydetmektedir [31].



Dendrimer Polimerik Hidrojel

Sekil 2.2. Tlag tasima sistemlerinin sematik gsterimi [5]
2.2. Nanoteknoloji Tabanh Yeni ila¢ Sistemleri

Geleneksel kemoterapi ilaclar1 ile timore yeterli ila¢ tasinamamasi tiimoriin basarili bir
sekilde yok edilememesinin en 6nemli sorunlar1 baginda gelmektedir [32]. Modern terapi
yontemleri ise ileri kanser tedavisi i¢in hedefe yonelik, yiiksek verimlilik gosteren ve
minumum yan etkilere sahip 6zellestirilmis tedavilere egilim gostermektedir [33]. Son
zamanlarda, nanoteknolojideki hizli ilerlemelerle birlikte, her yil ¢ok sayida yeni kanser
ilaci tasima sistemi rapor edilmektedir (Sekil 2.2) [30]. Nanotasiyict sistemlerin
ayarlanabilir boyutlar1 ve yiizey kimyasi, farkli biyolojik 0Ozellikte sistemlerin
tasarlanmasina imkan saglarken kargo molekiillerin yiiksek etkinlikle yiiklenmelerini de

saglamaktadir. [5, 34]. Kii¢iikk boyutlar1 (10 nm’den birkag¢ yiiz nanometreye kadar) ve



ayarlanabilir 6zellikleri sayesinde, terapdtik nanoajanlar kanserle iliskili saglik sorunlarinin

ele alinmasinda biiyiik umut vaat etmektedir [35].

Nanoteknoloji tabanli ila¢ tasima sistemleri kullanilarak ilacin in-vivo stabilitesi,
¢cOziinlrliigli, kan dolasim siireci, biyouyumlulugu artirilmakla beraber pasif ve aktif
hedefleme ile tiimor dokularinda ilaglarin segici birikmesi de saglanabilmektedir [36-38].
Tiimorlii dokularda kan damarlarinin bozuk yapisi ve zayif lenfatik siiziilmeden dolayi
endotel hiicreleri arasinda daha biiyiik bosluklarin mevcut olmasi nanotagiyici sistemlerin
bu bosluklardan sizarak tiimorlii dokularda birikebilmesini saglamaktadir. Bu olay
artirllmig gecirgenlik ve tutma olarak da bilinen pasif hedefleme olarak tanimlanmaktadir
[39]. Kanser hiicrelerinde asir1 iiretilen hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanabilecek antikor,
peptid gibi ligandlarin nanotasiyici sisteme baglanarak hedefe yonlendirilmesi ise aktif
hedeflemedir (Sekil 2.3) [23]. Nanotasiyici sistemler ile kanserli hiicrelerin bu iki
yaklagimla belirlenmesinin ardindan ilaglarin belirlenen yerde ve belli bir zamanda
kontrollii bir sekilde salim1 ise nanotastyici sistemlerin tiirtine akilliliklarina bagl olarak i¢
veya dis uyaranla saglanabilmektedir [40]. I¢ uyaranlara bagli kontrollii salim yapan
nanotastyicl sistemler tlimor mikro cevresi ve patolojik durumdaki degisiklikleri
kullanmaktadir. Ornegin, normal hiicrelerin fizyolojik cevresi ile tiimér mikro cevresi
karsilastirildiginda tiimor ¢evresinde glikolize bagh olarak laktik asit miktarindaki artis pH
azalmasina sebep olmaktadir. Bu 6zellikten yaralanilarak pH duyarli salim yapan sistemler
gelistirilmigtir [41]. Sicaklik, 151k, manyetik alan gibi dis uyaranlara bagl olarak
tasarlanmis sistemler de ise bu uyarilarin varliginda ilag salimi gergeklestirilebilmektedir

[42].
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Ancak geleneksel ilaglarin sistematik verilmesinde oldugu gibi, nanoilag tasiyici
sistemlerde tiimdre ulagsmadan 6nce biyolojik olarak ilag¢ tasimasini etkileyebilecek cesitli
biyolojik engeller yasamaktadir. Bu etkilesimler nanopartikiil-protein etkilesimi, kan
dolasim1 bariyeri ve tiimér mikro cevresi ile olan etkilesimlerdir [32]. Ornegin,
nanopartikiiller aktif hedefleme olarak tasarlanmis olsa bile nanopartikiil iizerindeki
ligandlar nanopartikiil-protein etkilesmesi sonucu etkinligini yitirebilmektedir [31]. Chan
ve arkadaglari, 2005-2015 yillar1 arasinda tiimorlere pasif veya aktif hedeflendirilmis
nanopatikiillerle yapilan ¢aligmalar1 incelediklerinde uygulanan nanopartikiillerin sadece
%0,7 gibi az bir oraninin kati timor dokularina tagindigini rapor etmislerdir [44]. Bu sorun
belirli hiicresel reseptorleri hedefleyerek tasarlanmis nanoilag tasiyict sistemlerde bile
gecerlidir. Ciinkii farklh hiicre tipleri ayn1 ligand1 kullanabilmekte veya ligandin yogunlugu
baglanma i¢in yetersiz olabilmektedir [45]. Bir¢ok klinik formiilasyonun da mevcudiyetine
ragmen, mevcut ilaglarin etkinligi tiimor bolgelerinde etkili bir sekilde birikememelerinden
dolayr smirhdir. Ilacin sistematik verilmesinden sonra diisiik terapatik indeks siirekli
terapotik doz saglayamamaktadir. Kanserli bolgede terapdtik dozu saglayabilmek icin
ilacin diizenli araliklarla uygulanmasi gerekmektedir. Bu nedenle kanserli bolgede
kemoterapdétiklerin siirekli terapdtik konsantrasyonunu koruyabilen ve yan etkileri en aza
indirgeyebilen yeni alternatif ilag tasiyici teknolojilere ihtiyag duyulmaktadir. Timdrli
bolgeye kemoterapotik ajanlarin  lokal olarak implantasyonu veya enjeksiyonun

yapilabildigi hidrojel gibi sistemler kanser tedavisinde biiyiik ilgi gormektedir [8, 46].
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2.3. Hidrojeller

Hidrojeller, hidrofilik polimerlerin ¢apraz baglanmasi sonucu olusan {i¢ boyutlu ag
yapidaki biyomalzemeler olup biyomedikal uygulamalar i¢in essiz 6zelliklere sahip 6nemli
bir malzeme smifidir [47]. Ayrica polimerik hidrojeller, ayarlanabilir fizikokimyasal
ozelliklerinin yan1 sira yumusak insan dokularina ve hiicre dis1 matrikse olan benzerlikleri
nedeniyle en ¢ok ilgi géren biyomalzemeler olarak ortaya ¢ikmistir. Hidrojelin polimerik
omurgasi, hidrojelin suyu tutmasini saglayan hidroksil (—OH), karboksil (—COOH), amin
(—NH32) ve siilfonik asit (—SOsH) gruplar1 gibi bir¢ok hidrofilik fonksiyonel gruba sahip
olabilmektedir. Polimerler arasindaki c¢apraz baglar ise hidrojelin suda c¢oziinmesini
engelleyerek geometrik bir yapida olmasini saglamaktadir [48]. Capraz baglanma
ozelliklerine gore ‘kimyasal’ veya ‘fiziksel’ c¢apraz bagli hidrojeller olarak
siiflandirilmaktadir [49]. Yiiksek su tutma kapasitesi ve gozenekli yapist hidrojele
milkemmel bir biyouyumluluk saglarken, hiicre veya ilag, gen gibi biyoaktif bilesenleri
kapsiilleme yetenegi de kazandirmaktadir. Bu nedenle son yillarda ila¢ tasima sistemleri,
rejeneratif tip ve doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in genis ¢apta arastirilmaktadir [50,
51]. Hidrojellerin ilag tasima sistemlerinden doku miihendisligine kadar g¢esitli
biyomedikal uygulamalar i¢in tasarlanmasinda  biyouyumluluk, gozeneklilik,
biyobozunurluk mekanik dayanim ve biyoyapiskanlik gibi baz1 parametrelerin goz oniinde

bulundurulmasi gerekmektedir.

» Biyouyumluluk: Hidrojellerin implante edildikten sonra viicutta hiicresel veya
sistemik toksisiteye neden olmamasi ve immiin sistemi uyarict aktiviteyi
indiikklememesi uygulamalar i¢in 6nemli bir ozelliktir [6]. Hidrojellerin hidrofilik
karakterleri ve hiicre dis1 matrise (ECM) benzerlikleri biyouyumluluk i¢in uygun bir
zemin hazirlamaktadir. Uygun bir biyouyumluluk hidrojelin fiziksel ve kimyasal
yapist diizenlenerek elde edilebilmektedir. Ornegin, literatiirde, sentetik polimerlere
kiyasla dogal polimerlerin ECM’e daha 1yi benzerlik gostermesinden dolay:
biyouyumlulugu artirdigi raporlanmistir [52].

» Biyobozunurluk: Hidrojel sisteminden ilag salimi, temel olarak, polimerik aglarin
ayrismasinin bir sonucu olan bozunma hiz1 ile diizenlenmektedir. Polimerik igerik,
capraz baglanma yontemi ve ¢apraz baglanma derecesi, hidrojellerin bozunma oranini
belirleyen birincil faktorlerdir [52]. Hidrojellerin biyobozunurluklari enzimatik,

hidrolitik ve c¢evresel (pH, sicaklik) olarak ayarlanabilmektedir [53]. Bu amagcla
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biyolojik olarak parcalanabilen kitosan, aljinat gibi bir¢ok dogal polimer veya
poliester gibi sentetik polimerler biyobozunur hidrojellerin tasarlanmasinda
kullanilabilmektedir [6].

» Gozeneklilik: Biyoaktif bilesenlerin yiiklenmesi ve salimlarinda Onemli olan
hidrojellerin gozenekli yapisi hidrojeldeki ¢apraz bag yogunlugu kontrol edilerek
ayarlanabilmektedir [53].

» Mekanik Dayanim: Biyolojik dokular igin mekanik ozellikler, fizyolojik
performanslarinda énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin kaslarm ve derinin kemik
hareketlerine uyabilecek sekilde yumusak ve esnek oldugu tespit edilmistir [54].
Hidrojellerin biyolojik dokularin mekanik 6zelliklerine uyum saglamasi ise fiziksel
veya kimyasal etkilesimlerin degistirilmesi, ¢apraz bag yogunlugu optimizasyonu ve
nanokompozit hidrojellerin sentezi ile ayarlanabilmektedir [55, 56].

» Biyoyapiskanlik: Bazi hidrojellerin muko- veya biyo-yapigkan 6zellikleri, hidrojellerin
uygulama vyerinde sabit olmasi gerektiginde veya diizgiin olmayan yiizeylere
uygulanmasinda avantajli olabilmektedir [53].

Ancak klasik implante edilebilir hidrojeller cerrahi operasyon ve implantasyon
gerektirdiginden enfeksiyon riskini artirabilmekte ve lokal olarak uygulanan bolgede
diizgiin olmayan implantasyon sonrasi doku iskelesi zarar gorebilmektedir. Son
yillarda klasik hidrojellere kiyasla enjekte edilebilir hidrojeller cerrahi operasyona ve
implantasyona gerek duyulmamasi, lokal olarak uygulanan bolgeyi tam

doldurabilmesi gibi birgok avantaj sunmasindan dolay1 daha ¢ok ilgi ¢ekmektedir [41].

2.3.1. Enjekte edilebilir hidrojellerin hazirlanmasi, 6zellikleri ve olusumunda yer alan
mekanizmalar

Enjekte edilebilir hidrojeller, lokal ilag tasima sistemleri ve doku miihendisligi
uygulamalari i¢in biyomalzemelerin tasarlanmasinda biiyiik bir ilgi odag: haline gelmistir.
Enjekte edilebilir hidrojeller kateter veya enjektdr ile ilgili hedef bolgeye
uygulanabilmektedir [6]. Hidrojeller enjekte edilebilir ozellikleri sayesinde, cerrahi
operasyonla ulasilmas1 zor ve olanaksiz viicut bolgelerine kolaylikla uygulanabilmektedir
[55]. Ozelikle de ilag tasima sistemlerinde terapétiklerin hidrojel ile lokal enjeksiyonu hem
terapotik etkinligi artirmakta hem de sistematik tedavinin yan etkilerini azaltmaktadir.
Ayrica cerrahi operasyona gerek kalmadan uygulanabildikleri i¢in yiliksek diizeyde hasta
konforu da saglamaktadir. Enjekte edilebilir hidrojeller, in-situ lokal jellesebilen veya

kayma incelmesi davramist  gosterebilen  hidrojeller olarak  farkli  sekilde
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tasarlanabilmektedir. Bazen her iki 6zellikte tek bir hidrojelde birlestirilebilmektedir [8,
57].

In-situ enjekte edilebilir hidrojeller, jeli olusturan onciil polimer ¢6zeltilerinin ve terapotik
ajanlarin sivi formda lokal olarak enjekte edildikten sonra bu bilesenlerin viicut
icerisindeki pH, sicaklik gibi etkenlere bagli olarak veya kimyasal, fiziksel capraz
baglanmasiyla jellesebilen sistemlerdir [58]. Boyle sistemlerde terapotik ajanlar jel olusma
esnasinda jele hapsedilmektedir. Ancak yavas jellesme kinetigi gosteren jellerde terapotik
ajanlarin ¢evre dokulara akarak yan etkilere sebep olma ihtimali de vardir. [59]. ideal
jellesme kinetiginin, jel Onciil bilesenlerinin enjekte edilirken enjektor ignesinde
pihtilasmasini Onleyecek kadar yavas, viicut igerisinde lokal bolgeye enjeksiyonundan
sonra viicut sivilart tarafindan jel onciil bilesenlerinin seyrelmesini 6nleyecek kadar hizli

olmasi gerekmektedir [58].

Kayma incelmesi davranisi gosteren hidrojeller ise lokal bolgeye uygulanmadan 6nce in-
vitro jellestirilerek belli kayma gerilimi altinda enjekte edilebilmekte ve enjekte edildikten
sonra jel yapisini koruyabilmektedir. Bu sistemlerde terapotik ajanlar homojen bir sekilde
jel icine hapsedildikten sonra ilgili hedef bolgeye enjekte edilebilmekte ve enjeksiyondan
sonra jel yapisini koruduklari i¢in terapotiklerin bagka dokulara akmasi engellenmektedir
[60, 61]. Enjekte edilebilir hidrojeller jellesme mekanizmalarina gore kimyasal gapraz

bagl ve fiziksel ¢apraz bagli hidrojeller olmak iizere siniflandirilmaktadir.

2.3.2. Kimyasal capraz bagh enjekte edilebilir hidrojeller

Kimyasal ¢apraz bagl enjekte edilebilir hidrojeller foto-isinlama, disiilfid bagi olusumu,
Schiff bazi, Michael katilmasi ve Diels-Alder vb. reaksiyonlar: ile polimer zincirlerinin
kovalent ¢apraz baglanmasi sonucu elde edilmektedir (Sekil 2.4). Terapotik ajanlar veya
hiicreler jel olusumu esnasinda hidrojele kapsiillendiginde ise sistem ilag tasima sistemi

veya doku iskelesi gorevi gormektedir [62].

Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller fiziksel capraz bagli hidrojellere kiyasla daha iyi
mekanik Ozelliklere ve uzun siireli kararliga sahiptir (Sekil 2.5). Ancak bazi kimyasal
capraz baglama yontemlerinde kullanilan toksik capraz baglayicilar (foto-baslaticilar,

capraz baglayici monomerler, katalizorler vb.) yan etkilere sebep olabilmektedir [48].



13

Dinamik kovalent baglar ile toksik baslaticilara, ¢capraz baglayicilara veya katalizorlere
gerek kalmadan polimer zincirlerinin kendiliginden ¢apraz baglanmasi ile enjekte edilebilir
hidrojel sentezi saglanabilmektedir [63]. Disiilfid, Schiff bazi (hidrazon, imin), boronat
ester gibi dinamik kovalent baglar enjekte edilebilir hidrojellerin sentezinde
kullanilmaktadir [14]. Dinamik kovalent baglarin olusumu ve ayrigsmasi ortamin fiziksel ve
kimyasal kosullarina gore ayarlanabilirken, kovalent baglarin saglamligint ve kovalent
olmayan baglarin tersine cevrilebilirligini tek bir sistemde toplama gibi 6zelliklere sahip
olduklarindan akilli hidrojellerin tasarlanmasinda kullanilan baglardir [64]. Dinamik
kovalent bagin kinetik olarak tersinirligi, pH ve redoks gibi uyaranlarla tetiklenebilirligi
hidrojellere kendi kendini iyilestirebilme, uyarana duyarli olma, enjekte edilebilirlik,

kayma incelmesi davranisi sergileme gibi pek ¢ok 6zellik kazandirabilmektedir [15].

Hidrazon bag

Hidrazon bagi, karbonil ve hidrazin gruplarinin kondenzasyon reaksiyonu ile olusan
dinamik kovalent bir bagdir [14]. Hidrazon baglari, imin baglarindan daha kararli olup
hidrojel stabilitesini artirmak i¢in de kullanilabilmektedir [55]. Bir hidrazon bag: ile ¢apraz
bagli hidrojel olusturabilmesi icin hidrojeli olusturacak oncilil polimerlerin bagi
olusturabilecek karbonil ve hidrazin fonksiyonlu gruplara sahip olmasi gereklidir.
Genellikle bu fonksiyonel gruplari tasiyan polimerler kimyasal modifikasyon sonucu elde
edilebilmektedir [65]. Hidrazon baginin dinamik tersinir dogasi geregi bu bagin
kullanilmas1 ile enjekte edilebilir ve kendi kendini 1iyilestirebilen hidrojeller
tasarlanabilmektedir [61]. Hidrazon bagi fizyolojik kosullarda kararli iken asidik
¢ozeltilerde hidroliz olmaktadir [66]. Dogal pH’a duyarli dinamik yapilari nedeniyle
hidrazon baglar1 lokal tiimor tedavisi i¢in hidrojellerin tasarlanmasinda kullanilmaktadir.
Hidrazon bagi ile olusturulan hidrojellerin pH’a duyarli ve enjekte edilebilirlik 6zellikte
olmasi kati tiimor dokularina lokal olarak kemoterapdtik ajanlarin kontrollii bir sekilde
salimini saglamaktadir [67]. Sharma ve arkadaglar1 okside edilmis ksantan polisakkarit ve
8 kollu PEG hidrazin polimerinin hidrazon bagi ile ¢apraz baglanmasi sonucu pH’a
duyarli, biyolojik olarak pargalanabilen hidrojel sistemi gelistirmislerdir. Bu hidrojel
sisteminin giiclii viskoelastik yapisi, kendi kendi iyilestirme ve tiksotropik o6zellik
gostermesi, hidrojelin enjekte edilebilir bir ila¢ deposu olarak kullanilmasini1 saglamistir.

Ayni calismada kemoterapdtik ajan olan DOX’un hidrojele yiiklenerek salim profili
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incelendiginde 30 giline kadar pH duyarl bir salim sergiledigi ve fizyolojik pH ortamina

gore tiimor pH ortaminda daha hizli bir salim gergeklestirdigi raporlanmistir [13].
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Sekil 2.4. Hidrojel olusum mekanizmalar1 [68]

2.3.3. Fiziksel capraz bagh enjekte edilebilir hidrojeller

Fiziksel capraz bagli hidrojeller hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim, konuk-konak
etkilesimi, iyonik etkilesim gibi kovalent olmayan etkilesimler ile olusturulabilmektedir
(Sekil 2.4) [69]. Toksik c¢apraz baglayicilara gerek kalmadan sicaklik, iyonik

konsantrasyon gibi fiziksel uyaranlarla polimerler ¢apraz baglanabilmektedir [48]. Fiziksel
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capraz bagh hidrojeller kimyasal ¢apraz bagli hidrojellere gore zayif mekaniksel 6zellik
gostermelerine ragmen fiziksel etkilesimlerin dogal tersine gevrilebilirligi hidrojele kayma
incelmesi ve kendi kendini iyilestirebilme 6zellikleri kazandirmaktadir (Sekil 2.5) [55].
Ayrica fiziksel ¢apraz bagl hidrojellerde toksik capraz baglayicilar kullanilmadigindan
reaksiyona girmemis capraz baglayicilarin sebep oldugu sitotoksisite goriilmemekte, bu

durum ise hidrojellerin biyomedikal uygulamalar1 i¢in giiven vermektedirler [70].

Kovalent Dinamik Kovalent
Capraz Baglanma Capraz Baglanma
Kendi kendini Kayma incelmesi
Kararh By e s
iyilestirebilen Davranisi

=& )

Kararhhk Bozunurluk

Sekil 2.5. Capraz baglanma tiirline gore hidrojellerin genel 6zellikleri [55]

2.3.4. Enjekte edilebilir hidrojel hazirlamak icin kullanilan polimerler ve ozellikleri

Enjekte edilebilir bir hidrojel sisteminin tasarlanmasinda kullanilan polimerler hidrojellerin
mekanik dayanimini, biyouyumlulugunu ve biyobozunurlugunu etkilediklerinden
hidrojellerin uygulama alanina bagli olarak polimer secilmesi gerekmektedir. Enjekte

edilebilir hidrojel sistemi hazirlamak icin dogal ve sentetik polimerler kullanilabilmektedir.
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Enjekte edilebilir jel hazirlamak icin kullanilan bu polimerlerin birtakim 6zelliklere sahip

olmasi1 gerekmektedir [71].

i. Polimer ¢ozeltilerinin viskozitesi biyoaktif molekiillerin oda sicakliginda enjekte
edilmesini ve kapsiillenmesini kolaylastiracak kadar diistik olmalidir.

ii. Enjeksiyondan sonra polimerlerin ve biyoaktif molekiillerin dagilmasini 6nlemek igin
jellesme hizli olmalidir.

ili. Hazirlanan jeller biyobozunur olmalidir. Biyobozunurluk, terapétik ilaglarin
tagiabilmesi i¢in gerekli olup biyobozunur 6zellik géstermeyen malzemeler viicutta
birikerek istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir.

iv. Polimerler ve bozunma iirlinleri biyoyumlu olmalidir ve viicutta inflamatuar tepki
olusturmamalidir.

v. Jeller uygulamaya elverisli fiziksel ve mekaniksel 6zellikler gostermelidir. Ornegin

sert jeller kemik dokusu i¢in uygunken, yumusak jeller beyin dokulari i¢in uygundur.

Dogal polimerler

Dogal polimerler dogada olusan malzemeler olup bitkiler, hayvanlar, algler gibi dogal
kaynaklardan elde edilmektedir [49]. Hidrojel hazirlamada kullanilan 2 ana dogal malzeme
smift proteinler ve polisakkaritlerdir. Tekrar eden seker ve peptid birimleri dogal
polimerlerin 6zelliklerini belirlemektedir. Polisakkarit siifin1 olusturan dogal polimerler
kitosan, aljinat, hiyaliironik asit vb. iken, protein sinifin1 olusturan dogal polimerler ise
jelatin, elastin vb. olup hidrojel hazirlamada kullanilan malzeme setleridir [72].
Polisakkaritler ve proteinler yapisma, farklilagma ve ¢ogalma gibi hiicre faaliyetlerini
desteklemek icin kimyasal, fiziksel ve biyolojik sinyaller saglayan ekstraseliiler matrisin
bilesenleri olup ekstraseliiler matrise benzerlikleri, biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte
olmalarindan dolayr biyomedikal uygulamalarda yaygm kullanilmaktadirlar [73-75].
Ancak biyomedikal uygulamalarda onemli bir 6zellik olan mekanik dayanim dogal

polimerler ile elde edilen hidrojellerde zayiftir [68].

Jelatin

Jelatin protein esasli dogal bir polimer olup kollajen polimerinin hidrolizi ile olusmaktadir.

Jelatinin olusumunu saglayan kolajen ise protein esasli bir polimerdir ve molekiiler yapisi
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hidrojen bag1 ve kovalent baglarla bir arada tutulan {i¢ i¢ ice polipeptid sarmal zincirinden
olugmaktadir. Jelatin kolajenin hidrolizi sonucu dogal ii¢lii sarmalin tek zincirli molekiile
dontismesi ile olusmaktadir. Kolajenin amorfu olan jelatin, kolajen ile ayn1 aminoasit
sekansina sahip olup kolajenin birgok biyoaktif 6zelligini korumaktadir [76]. Jelatin balik
derileri, kemikler ve yiizgecler, deniz kestanesi, deniz anast gibi dogal kaynaklardan da
elde edilebilirken ¢ogunlukla sigir ve domuzdan elde edilmektedir. Farkli kaynaklardan
elde edilen jelatin polimerinin amino asit bilesiminde az da olsa farkliliklar mevcuttur.
Genel olarak jelatin, glutamik asit, aspartik asit, arjinin, lizin ve hidrofobik polimer
zincirlerinden (izoldsin, metiyonin, 16sin ve valin) olusmaktadir. Polimer zincirlerinin geri
kalan1 ise genellikle prolin, glisin, ve hidroksiprolin igermektedir (Sekil 2.6) [77]. En
yaygin kullanilan biyomalzemelerden biri olan jelatin, miikemmel bir biyouyumluluk,
biyobozunurluk, hiicre yapigsmasi ve c¢ogalmasini saglama gibi Ozelliklerinden dolay1
giderek artan bir ilgi gdrmektedir. Ustiin 6zellikleri nedeniyle jelatin hem sert hem de
yumusak doku miihendisliginde, ila¢ tasima sistemlerinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Jelatin polimeri 30°C ve altindaki sicakliklarda kendiliginden sicaklik
duyarli olarak jellesebilmektedir. Bununla beraber fiziksel ¢apraz bagli olan bu jelatin
hidrojeli fizyolojik sicaklikta (37°C) kararli degildir ve mekanik ozellikleri zayiftir [78].
Herhangi bir fiziksel ve kimyasal modifikasyon olmaksizin saf dogal polimer bazl
hidrojeller doku miihendisligi ve ilag tasima sistemleri i¢in gerekli olan ihtiyaglari
kargilayamamaktadir [55]. Jelatin hidrojellerin fizyolojik sicaklikta kararli olmamasindan
dolay1 biyomedikal uygulamalarda kimyasal olarak modifiye edilmis jelatin polimerinin
kovalent ¢apraz baglanmasi tercih edilmektedir [79]. Hozumi ve arkadaslari, karbohidrazit
ile modifiye edilmis jelatin (Gel-CDH) ve hiyaliironik asit monoaldehitten (HA-mCHO)
olusan ve yavas bozunma davranisi sergileyen enjekte edilebilir bir hidrojel sistemi
gelistirmiglerdir. Jel-CDH/HA-mCHO hidrojellerinin fosfat tamponunda, dogal jelatin,
adipik asit dihidrazit ile modifiye edilmis jelatin veya hyaluronik asit dialdehitten olusan
diger Schiff baz1 capraz bagl jelatin /hiyaliironik asit hidrojellerinden ¢ok daha yavas
bozundugunu belirlemislerdir. Jel-CDH/HA-mCHO hidrojelinin, yumusak doku iskeleleri
icin uygun olan 10—50 pm’lik bir gozenek boyutuna ve 0,1—1 kPa’lik bir depolama
modiiliine sahip oldugunu ve doku iskelesi uygulamalar1 i¢in uygun olabilecegini

raporlamiglardir [80].
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Sekil 2.6. Jelatin polimerinin kimyasal yapisi [77]

Sentetik polimerler

Sentetik polimerler dogal polimerler ile karsilagtirildiginda, dogal kaynaklardan elde edilen
polimerin ozellikleri elde edilen kaynaga bagli iken, sentetik polimerin kontrol edilebilir
fiziksel ve kimyasal ozellikleri spesifik 6zelliklere sahip malzemelerin hazirlanmasini
saglamaktadir [72]. Ancak sentetik polimerler ile hazirlanan hidrojeller dogal polimerler
ile hazirlanan hidrojellere gore daha diisiik biyouyumluluk ve biyobozunurluk
gostermektedir [68, 81]. Polietilen glikol, poli N-isopropil akrilamit, polivinil alkol,
polihidroksietil metakrilat vb. hidrojel hazirlamada ¢ok kullanilan sentetik polimerlerdir

[73].

Son zamanlarda ise hem sentetik hem de dogal kaynakli polimerleri igeren hibrit
hidrojeller sentezlenmektedir. Hibrit sistemlerden hazirlanan hidrojeller hem dogal hem de

sentetik polimerlerin avantajlarina sahiptir [49].

Polietilen Glikol (PEG)

PEG suda c¢oziinebilen, sitotoksik ve immiinojenik olmayan oOzelliklerinden dolay1
biyomalzeme tasariminda yaygin olarak kullanilan sentetik bir polimerdir (Sekil 2.7) [82].
Ayrica Amerikan Gida ve Ilag Idaresi tarafindan ayarlanabilir &zellikleri ve giivenilir
profili ile birgok klinik uygulama i¢in onaylanmistir [83]. Polietilen glikol reaktif olmayan
bir polimer olmasindan dolayr PEG tabanli hidrojel hazirlanabilmesi i¢in kimyasal
modifikasyon veya kopolimerizasyon gereklidir. Hidroksil sonlu di- ve ¢ok fonksiyonlu
PEG polimerleri aldehit, aminoksi, azid tiyol gibi fonksiyonel gruplar ile modifiye edilerek
PEG hidrojelleri hazirlanabilmektedir. Ayrica hazirlanan PEG hidrojelleri terapotik

ilaglarin kontrollii salimi i¢in sentetik matrisler olusturmaktadir [84]. Li ve arkadaslari,
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dibenzaldehit fonksiyonlu PEG ve a.B-poliaspartilhidrazit polimerlerini kullanarak
acilhidrazon bagi ile capraz bagli pH duyarli enjekte edilebilir bir hidrojel
sentezlemislerdir. Elde edilen hidrojel, karakterize edilerek, hidrojele DOX yiiklenmistir.
DOX vyiiklii hidrojelin insan fibrosarkomlu farelere intratiiméral uygulamasindan sonra
terapotik etkisi degerlendirilmistir. DOX yiiklii hidrojelin, insan fibrosarkomunun lokal

kemoterapi tedavisi i¢in uygun bir biyomalzeme seti olabilecegini raporlamiglardir [85].

oA

Sekil 2.7. Polietilen glikol polimerinin kimyasal yapisi

2.3.5. Enjekte edilebilir hidrojellerin kendi kendini iyilestirme ve kayma incelmesi
ozellikleri

In-situ enjekte edilebilir hidrojeller, yavas jellesme kinetigine bagli olarak ilag ve hiicre
gibi kargo molekiillerin kaybina, hedeflenen bdlgeden kargo molekiillerin ve polimerlerin
difiizyona ugramasmna sebep olabilmektedir Istenmeyen hizli jellesme enjektorii
tikayabilmektedir [86, 87]. Bu problemler ise kayma gerilimi altinda viskoz akis gésteren
(kayma incelmesi) ve uygulanan stres kalktiginda iyilesebilen (kendi kendini iyilestirme)
hidrojellerin sentezlenmesi ile ¢oziilebilmektedir. Kayma incelmesi ozelligi gosteren
hidrojellerde stresin uygulanmasi ile viskozitede bir azalma meydana geldigi ve daha sonra
stres azaldiginda mekanik o6zelliklerin geri kazanildig1 reolojik olarak da gosterilmistir
[61]. Bu nedenle bu hidrojeller enjektérde dnceden hazirlanarak enjekte edilebilmektedir.
Yani 6nceden hazirlanan hidrojel enjektérden enjekte edilirken daha az viskoz hale gelerek
igneyi tikamadan lokal olarak enjekte edilebilmektedir. Lokal olarak enjekte edildikten
sonra ise stresin azalmasiyla beraber kendi kendini 1iyilestirip daha viskoz hale gelerek jel

ozelligini korumaktadir (Sekil 2.8) [88, 89].

Enjekte edilebilir hidrojellerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan hidrojen bagi, hidrofobik,
konuk konak gibi kovalent olmayan etkilesimler veya disiilfid, Schiff bazi, hidrazon bag1
gibi dinamik kovalent etkilesimlerin tersinir olmas1 elde edilen hidrojellerin kendi kendini

iyilestirebilme ve kayma incelmesi gibi 6zelliklere sahip olmasini saglamaktadir [54].
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Sekil 2.8. Kayma incelmesi ve kendi kendini iyilestirme 6zelligi gosteren hidrojellerde
polimerler arasindaki dinamik ve tersinir etkilesimlerin sematik gosterimi [61]

2.3.6. Kayma incelmesi davrams1 gosteren enjekte edilebilir hidrojellerin reolojik
karakterizasyonu

Kayma incelmesi davranisi gosteren malzemeler, Newton’a uymayan davranig sergileyen
polimerik malzemeler olup Newton’a uymayan akigkanlarin viskozitesi uygulanan kayma
hizina baghdir. Bu tlir malzemelerde belirli kayma hiz1 uygulandiginda artan kayma hizi
ile viskozite azalmaktadir ve boylece katt malzeme akmaya baslamaktadir. Bu tiir
malzemelerin diger bir 6nemli 6zelligi ise kayma incelmesi etkisinin tersinir olmasidir.
Kayma kuvveti kaldirildiginda malzeme kati haline geri donebilmektedir. Kayma
incelmesi gosteren hidrojeller, kayma gerilimi altinda viskoz akigkanlar gibi davranan ve
gerilimin ortadan kaldirilmasiyla kat1 benzeri 6zellikleri geri kazanan Newton’a uymayan
malzemelerdir. Reoloji ise kontrollii test parametreleri altinda malzemelerin deforme olma
ve akma seklini nicel olarak belirleyebilen bir bilim dalidir [90]. Reoloji, 6zellikle de
hidrojellerin enjekte edilebilirliginin dnemli belirleyicileri olan viskozite, depo modiilii ve

kaylp modiilii gibi parametrelerin nicel olarak belirlenmesini saglayabilmektedir.
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Viskozite, bir malzemenin strese tepki olarak deformasyona direnme yeteneginin veya
hidrojel formiilasyonlarinin enjeksiyon sirasinda kayma stresindeki degisikliklere bagli
olarak tepki verme yeteneginin dogrudan 6l¢iimii olarak agiklanabilmektedir. Depolama ve
kayip modiilleri, dinamik osilasyon testlerinde salinimli kaymaya yanit olarak sirasiyla bir
hidrojelin elastik ve viskoz tepki davranislari hakkinda bilgi saglamaktadir. Ozellikle, bir
hidrojelin strese ne kadar tepki verebildigi ve enerjiyi ne kadar absorpladigi (depolama
modiilii) veya enerjiyi dagitmak i¢in stres gevsemesine (kayip modiilii) ne 6l¢iide maruz
kaldig1 olgiilebilmektedir [89]. Salinimsal kayma reolojisi gibi testler, hidrojellerin enjekte
edildikten sonra mekanik o6zelliklerini koruma kabiliyetini ve tasidiklart kargo

molekiillerinin bu akistan nasil etkilendigini agiklamaya yardimei olabilmektedir [90].
2.4. ila¢ Tasima Sistemleri ve Enjekte Edilebilir Hidrojel Sistemleri

Tip, hastaliklar1 yonetmek ve tedavi etmek i¢in farmakolojik olarak aktif terapétiklerin
(ilaglar) kullanimina dayanmaktadir. Bununla birlikte bir ilacin etkisi nasil uygulandigina
ve tasindigma baghdir. ilacin tasinmasi ise ilacin farmakinetigini, emilimini, dagilimin,
metabolizmasini, terapotik etki siiresini, atilimini ve toksisitesini etkileyebilmektedir.
Geleneksel ilag tasima sistemleri viicutta ilaglarin terapdtik seviyesini korumak igin
ilaclarin tekrar tekrar uygulanmasini gerektirmektedir. Bu durum hastanin tedavi siirecine
uyumunu, ilacin etkinligini azaltmakta ve uygulanan yiiksek dozlar yan etkilere sebep
olmaktadir. Yeni terapotiklerin gelistirilmesiyle bunlarin viicuttaki hedef bolgeye, terapotik
bir konsantrasyonda ve gereken siirede taginmasi i¢in daha gelismis malzeme setlerine
ihtiyag duyulmaktadir. [45, 91]. Bu nedenle, ilacin dokulara ve hiicrelere tasinabilirligini
onemli bir siire boyunca kontrol edebildikleri i¢in kontrollii ilag tasima sistemleri
uygulanmaya baslanmistir. Kontrollii ilag salim sistemleri ilacin terapdtik etkinligini
artirmasi, gerekli doz saglamasi ve yan etkileri azaltma gibi 6zelliklere sahip olmasindan
dolayr 6nem kazanmaktadir. Son yillarda ise polimerik malzeme esasli kontrollii ilag
tasima sistemleri arasinda hidrojeller biyouyumlu olmalari, yan etkilerinin olmamas1 ve
ayarlanabilir salim kinetiklerinden dolay1 biiyiik ilgi gérmektedir [92]. Ozellikle enjekte
edilebilir hidrojeller ilaglarin istenilen bolgede yiiksek terapétik etkinlikle lokal olarak
uygulanabilmesini saglarken sistematik olarak uygulanan ila¢ konsantrasyonunu ve buna
baglh yan etkileri en aza indirmektedir. Ayrica cerrahi operasyonla ulasilmasi zor veya
mimkiin olmayan bolgelerde kolaylikla uygulanabilmektedir. Bu malzemeler tek bir

uygulama ile uzun siireli etki saglamak iizere tasarlanabilmektedir [93]. Polimerik
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hidrojeller yiiksek oranda su absorplama kapasitesi, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
gozenekli yapida olma ozellikleri sayesinde ilaglarin farmasotik aktivetisini korurken ilag

saliminin ger¢eklesmesini de saglamaktadir [94].

Hidrojeller, tasidiklar1 ila¢g gibi kargo molekiillerin lokal bolgedeki terapotik
konsantrasyonlarini gisme, difiizyon, kimyasal ve c¢evresel uyaranlara bagli salim

mekanizmalari ile kontrol edebilmektedir.

Difiizyon kontrollii salim mekanizmasi: Bu salim mekanizmasi polimer agindan olusan
hidrojel matrisi i¢ine dagilan ilacin makromolekiiler ag yapisindan veya gozeneklerden
diftizyon bazli salimina dayanmaktadir [95]. Bu salim mekanizmasi Fick yasasi ile

aciklanabilmektedir [69].

Sisme kontrollii salim mekanizmasi: Hidrojellerden sisme ile kontrolli ilag salimu,
biyolojik sivilar ile temas eden hidrojelin sismeye baslamasiyla serbest polimer hacminin
ve ¢Oziicli miktarinin artmasi sonucu ilacin difiizyona ugramasi temeline dayanmaktadir
[96]. ilag difiizyonu hidrojelin sismesinden daha hizli oldugu durumlarda sisme kontrollii
salim gergeklesmektedir [97].

Kimyasal kontrollii salim: Bu mekanizma, tasiyict matriks icinde meydana gelen
reaksiyonlar ile ilag¢ saliminin gerceklesmesini saglamaktadir. Hidrojel tasima
sistemlerinde meydana gelen en yaygin reaksiyonlar polimer zincirlerinin enzimatik veya
hidrolitik degradasyona ugramasi veya polimer agi ile ilag arasinda tersinir veya tersinmez
reaksiyonlarin meydana gelmesidir. Belli kosullar altinda hidrojellerin ylizey ve yigin
erozyonu ilag¢ salim hizim1 kontrol etmektedir. Genel olarak kapsiillenmis veya kimyasal
olarak baglanmis ilaglarin salimi; polimer zincirlerinin degradasyonu, polimer omurgasinin

yiizey erozyonu veya yigin bozulmasi ile meydana gelebilmektedir [97].

Cevresel uyaranlara duyarli kontrollii salim mekanizmasi: Sicaklik, pH, manyetik alan vb.
cevresel uyaranlara duyarli mekanizmalar ile salim yapabilen akilli hidrojel sistemlerinde
salim bu mekanizmalar ile kontrol edilebilmektedir. Cevresel uyaranlara duyarh
hidrojellerde, pH, sicaklik, 1s1k ve analit konsantrasyonu gibi dis uyaranlara bagl olarak
fizikokimyasal bir degisim meydana gelmektedir Uyaranlara bagl tepki genellikle jelin

yiizey yiikiinde, jelin faz hacminde bir degisiklik, degredasyon sonucu baglarin kirilmasi,



23

jel-sol gecisi seklinde olabilmektedir [98]. Ornegin insan viicudundaki tiimér dokularinda
farklilik gosteren pH bir i¢ uyaran olarak islev gorebilmekte ve ilaglarin salimini
gergeklestirmek icin kullanilmaktadir [15]. Timor dokusundaki pH normal saglikli
hiicrelere gore farklilik géstermektedir ve bu bolgedeki pH, pH’a duyarh bir ilag sistemini
uyararak terapotiklerin hedef bolgeye salimimi saglamaktadir [49]. Hidrojel sistemini
olusturan polimer bilesimleri de c¢evreye duyarli bir salim profili gelistirmek igin

tasarlanabilmektedir [95].
2.4.1. Kontrollii ila¢c salim mekanizmalari

Geleneksel ilag¢ tasima sistemlerinin en biiyiik dezavantaji hem kontrolsiiz hem de hedefe
yonelik olmamalaridir. Ilacin hedef bdlgeye kan dolasimi yoluyla iletilmesinden dolayi
hedef bolgenin disindaki bolgelerde toksik seviyelerin olusmasi kaginilmaz olmaktadir.
[lacin bu sekilde uygulanmasi ise Sekil 2.9°da gosterildigi gibi baslangigta ilag
konsantrasyonunun artarak toksik etkiye neden olmasina ve sonra metobolizma yoluyla
atilim ile azalarak terapotik etkinin azalmasina sebep olmaktadir. Terapdtik dozu saglamak
icin ise tekrarlayan dozlarin uygulanmasi gerekmektedir. Bu durum ilacin toksisitesine
bagli olarak yan etkileri artirmakla beraber tedaviyi verimsizlestirmektedir. Her ilacin
toksik oldugu ve etkisiz oldugu bir konsantrasyon araligi mevcut olup bu ikisi arasindaki
konsantrasyon ise ilacin terapdtik dozudur. Kontrollii ilag tasima sistemlerinde ise kandaki
ilag seviyesi sabit bir sekilde terapotik doz etkinligini gerekli oldugu siirece koruyabilirken

tek bir uygulama ile tedavi saglanabilmektedir (Bkz. Sekil 2.9) [96, 99].
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Sekil 2.9. Efektif konsantrasyon ve toksik konsantrasyona gore ani salim, aralikli salim ve
kontrollii salim profili sergileyen sistemlerde terapotik etkinligin gésterimi [100]

2.5. Enjekte Edilebilir Hidrojellerin Lokal Kanser Kemoterapi Tedavisinde
Uygulamalan

Sistematik olarak uygulanan kemoterapotik ilaglarin az bir dozunun tiimér dokusunda
birikmesi tiimor tedavisini yetersiz kilmakla beraber sistematik toksisiteye sebep
olmaktadir [101, 102]. Kemoterapdtik ilaglar i¢in bir tasima sistemi olarak kullanilan
enjekte edilebilir hidrojeller, ilacin lokalize olarak uygulanabilmesini saglamakla birlikte
hedeflenen bolgede salim ile ilacin etkinligi artirilabilmekte ve sistematik toksisitesini
azaltabilmektedir [48]. Literatiirde rapor edilen ¢alismalar incelendiginde timor
biiylimesinin baskilanmasi, metastazin ve kanserin yeniden niiks etmesinin dnlenmesi igin
kemoterapétik ilaglar enjekte edilebilir hidrojellere kapsiillenebilmekte veya kimyasal
baglanabilmektedir [94, 103-105]. Timor bolgesindeki pH, sicaklik gibi ¢evresel kosullar
hedef bolgede kemoterapdtik ilacin salimi i¢in hidrojele karsi uyaran olarak
kullanilabilmektedir. Bu ¢evresel uyaranlara baglh olarak salim gergeklestirebilecek uyaran
duyarli hidrojel sistemleri tasarlanabilmektedir [106]. ilaglar igin kargo gorevi goren
hidrojellerin lokal bolgede gevresel uyaranlara bagli olarak i¢ yapisi ve fizikokimyasal
ozellikleri kademeli olarak degisirken kontrollii ilag salimi gerceklestirilebilmektedir.

Ancak hidrojeller hidrofilik dogalar1 geregi suda ¢oziinebilen ilaglarin kontrollii salimi i¢in
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uygun olabilse de bazi antikanser ilaclar1 gibi hidrofobik yapidaki ilaglarin salimi igin
uygun degildir [107]. Hidrofobik ilaglarin jel matrisi i¢inde homojen dagilmamasi sonucu
lokal bolgeye ani salimi ger¢eklesmektedir. Ayrica hidrojelden salimi gergeklesen ¢ogu
ilacin kendisi i¢ hiicreye niifuz edemediginden etkinligi azalmaktadir. Uyaran duyarl
hidrojeller ve nanomalzemelerin entegre edilmesi ile olusturulan hibrit hidrojeller ise bu

dezavantajlari ortadan kaldirabilmektedir [108].

2.6. Nanokompozit Hidrojeller

Nanokompozit hidrojeller biyomedikal ve biyoteknolojik alanlarda biiyiik ilgi gérmektedir.
Hibrit hidrojeller olarak da bilinen nanokompozit hidrojeller polimer agina entegre edilmis

nanomalzemelerden olusan biyomalzeme setleridir [109].

Karbon bazli nanomateryaller (karbon nanotiipler, grafen vb.), polimerik nanopartikiiller,
inorganik/seramik nanopartikiiller (hidroksiapatit, silikatlar ve kalsiyum fosfat vb.) ve
metal/metal oksit (altin, giimiis ve demiroksit vb.) nanopartikiiller nanokompozit
hidrojellerin tasariminda kullanilan nanomalzemeler olup fiziksel entegrasyon yontemi
veya kovalent capraz baglanma ile hidrojel agma entegre edilebilmektedir [110].
Nanomalzemelerin  hidrojele entegre edilmesi hidrojelin mekanik &zelliklerini
lyilestirmesinin yani sira hidrojele fonksiyonel 6zellik de (termoduyarlilik, iletkenlik vb.)
kazandirabilmektedir [10, 61]. Son zamanlarda terapdtik nanopartikiillerin hidrojel
sistemine entegre edilmesiyle yeni alternatif ila¢ tasima sistemleri gelistirilmistir. Ilag
yiiklii nanomalzemelerin birlesimi ile olugan kompozit hidrojeller, ilaglarin nanopartikiiller
ile sistematik tasinmasi veya hidrojel sistemleri ile lokal taginmasinin sebep oldugu
sinirlamalarin listesinden gelebilmektedir. Nanokompozit hidrojel sistemlerinin en énemli
avantajlarindan bir tanesi terapétiklerin lokal olarak uygulanabilirligi ve kontrolli ilag
saliminin saglanabilmesidir [111]. Kompozit hidrojeller, kontrollii ilag salim kinetiginde
iki kontrol katman1 saglamaktadir; i) ilag salim kinetigini azaltarak nanopartikiillerin timor
bolgesindeki bulunma siirelerinin  uzatilmasin1  saglarken, i) ilag salimmi da
diizenlemektedirler [18]. Ornegin porozlu silika nanopargaciklar yiiksek ilag yiikleme
kapasitesine sahip olup ila¢ tagima sistemlerinde kullanilabilmelerine ragmen bu sistemler
genel olarak hizli ve kontrol edilemeyen ilag salim profili sergilemektedir [111]. Bu
sorunun ¢6ziimii i¢in Alvarez ve arkadaslar1 antibiyotik yiiklii silika nanopartikiilii kolajen

hidrojeline entegre ederek bir nanokompozit hidrojel sistemi gelistirmislerdir.
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Nanokompozit hidrojelden ilag salimi 7 giin boyunca siirdiiriilerek uzun stireli
antibakteriyel etki gozlemlenmistir [112]. Nanokompozit hidrojeller, kontrollii ilag salim
sistemleri i¢in umut verici olsa da cerrahi operasyona ihtiya¢ duyulmasindan dolay1 enjekte
edilebilir o6zellige sahip cerrahi operasyon gerektirmeyen nanokompozit hidrojellerin
gelistirilmesi ilgi odag1 haline gelmistir. Ozellikle lokal kanser tedavisi igin gelistirilen
enjekte edilebilir nanokompozit hidrojeller tiimor biiylimesini inhibe etme, kanser ¢oklu
ilag direncinin listesinden gelme, tiimor metastazi ve niiksetmesini onleme gibi lokal
kanser tedavilerinde tatmin edici bir terapotik etkinlik gostermektedirler [113]. Enjekte
edilebilir nanokompozit hidrojeller ¢ogunlukla nanopartikiil veya nanopartikiil ¢dzeltisinin
jel onciil bilesenleri ile karistirilmasi sonucu elde edilmektedir [114]. Ono ve arkadaslari
alkin ve azid gruplart ile fonksiyonellestirilmis polikarbonat bazli ABA triblok
kopolimerlerinin alkin azid siklokatilma reaksiyonuyla kimyasal ¢apraz baglanmasi sonucu
enjekte edilebilir bir jel sistemi gelistirmislerdir DOX yiikli miselin hidrojele entegre
edilmesiyle de enjekte edilebilir kompozit bir jel sistemi gelistirmislerdir. DOX ilacinin
miselden salimi 6 saatte tamamlanirken, kompozit hidrojelden salimi1 bir hafta
stirdiiriilebilmistir. Ayrica DOX yiiklii hibrit hidrojelin MD-MB-231 gogiis kanseri hiicre
hatt1 ile 48 saat boyunca etkilestirilmesi sonucu %25 hiicre yasayabilirligi belirlenmistir

[115].
2.6.1. Nanokil tabanh enjekte edilebilir nanokompozit hidrojeller

Son yillarda, polimerik hidrojellerin o6zelliklerini iyilestirmek ve mekanik dayanimi
artirtlmig organik/inorganik hibrit hidrojeller elde etmek i¢in ¢esitli kil nanopartikiillerinin
kullanilmas1 oldukca ilgi gérmektedir. Ozellikle LAP, gelistirilmis mekanik &zelliklere
sahip nanokompozit hidrojelleri sentezlemek icin kullanilan kil nanopartikiillerindendir
[116]. LAP nanosilikatlar (Na*o7[(SisMgssLios) O20(0H)4]%7), yaklasik 25-30 nm ¢apinda
ve 0,92 nm kalinliginda disk seklindeki nanokristallerden olusan iki boyutlu (2D) toksik
olmayan sentetik nanomalzemelerdir. Disk seklindeki nano 6lgekli kristallerin yiizeyleri
negatif yiiklii iken kenarlart ise pozitif yiiklidiir (Sekil 2.10) [117]. LAP’in negatif yiizey
yiikii ve genis yiizey alan1 (330 m%g?) etkili ila¢ yiikleme kapasitesi saglamaktadir [118,
119]. Bu ozellikler LAP’in anyonik, katyonik ve nétral polimerler ile etkilesmesini
saglayarak mekanik ozellikleri iyilestirilmis ve kayma incelmesi 6zelligine sahip enjekte

edilebilir hidrojellerin tasarlanmasina imkan vermektedir [120]. Ayrica ilag¢ tasiyici
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nanokompozit hidrojellerde LAP, ila¢ yiikleme kapasitesini artirabilmekte ve ilag

salimimida daha uzun siireli saglayabilmektedir [121].

Trioktahedral smektit
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Sekil 2.10. (a) Laponit kilinin kimyasal yapisinin (b) laponit nanokristal geometrisinin
sematik gosterimi [122]

Nagahama ve arkadaslar1 kontrolli DOX salimi i¢in poli(D,L-laktid-ko-glikolid)-b-
poli(etilen glikol)-b-poli(D,L-laktid ko-glikolid) kopolimer misellerin, kil nanodisklerin ve
DOX’un kendiliginden diizenlenmesine dayanan in-situ enjekte edilebilir bir
nanokompozit jel sistemi gelistirmislerdir. Gelistirilen nanokompozit hibrit jel sisteminde

ani salim olmaksizin 20 giinden fazla uzun siireli bir DOX salimi gdzlemlenmistir [123].

Bu tez calismasi kapsaminda ise lokal kanser tedavisi i¢in alternatif uzun siireli kontrolli
salim yapabilen yeni nesil bir hibrit hidrojel sistemi gelistirilmigtir. Hidrojel sistemi Jelatin
adipik asit dihidrazit polimerinin polietilen glikol dibenzaldehit polimeri ile hidrazon bagi
ile capraz baglanmasi sonucu sentezlenmistir. Hidrojel sistemine jellesme esnasinda DOX
yiiklii LAP nanodiskin eklenmesi ile de iyilestirilmis 6zelliklere sahip ¢ok fonksiyonlu bir
hibrit biyomalzeme seti elde edilmistir. pH duyarli, kendini kendini iyilestirebilen, enjekte
edilebilir bu hibrit jel sistemi uzun siireli kontrollii salim yetisiyle lokal kanser tedavisi i¢in

umut vaat etmektedir.






3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 3.1’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasalin Ad1 ve Ozellikleri

Yap1 Formiilii

Polietilen glikol (PEG)
Molekiil Kiitlesi: 2000; 4000 g/mol

Jelatin (Jel)
tip: A, Domuz derisinden

4-Formil benzoik asit
Molekiil Kiitlesi: 150,13 g/mol

Adipik Asit Dihidrazit
Molekiil Kiitlesi: 174,20 g/mol

IN,N’-Disikloheksilkarbodiimid (DCC)
Molekiil Kiitlesi: 206,33 g/mol

oW

4-dimetilamino piridin (DMAP)
Molekiil Kiitlesi: 122,17 g/mol
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Cizelge 3.1. (devam) Kullanilan kimyasal malzemeler

Doksorubisin hidrokloriir (DOX. HCI)
Molekiil Kiitlesi:579,98 g/mol

N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid i
hidrokloriir (EDC) o N\/\/N\CH HCI
Molekiil Kiitlesi: 191,70 g/mol e SN :
/OH
1-Hidroksibenzotriazol hidrat (HOBt) X N\
Molekiil Kiitlesi: 135,12 g/mol //N xH,0
TN
Laponit Na'( 7 [(Sig Mgs 5 Lig 3) O9(OH), ]’
NO, O
Lo
2,4,6-Trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) ||
Molekiil Kiitlesi: 293,17 g/mol 0
O,N NO,
0 on 0

B-Alanin
Molekiil Kiitlesi:89,09 g/mol

Tetrahidrofuran (THF)
Molekiil Kiitlesi: 72,11 g/mol

Molekiil Kiitlesi: 40,00 g/mol

0
Dimetil siilfoksit (DMSO) |
Molekiil Kiitlesi: 78,13 g/mol 8
olekiul Kiitlesi g/mo H;C/ \CH3
Dietil eter PN
Molekiil Kiitlesi: 74,12 g/mol H,C O CH,
Hidroklorik asit HC]
Molekiil Kiitlesi: 36,46 g/mol
Sodyum hidroksit NaOH
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3.2. Onciil Polimerlerin Sentezi
3.2.1. Polietilen glikol dibenzaldehit (diBA-PEG) sentezi

Polietilen glikol dibenzaldehit (diBA-PEG) polimeri iki farkli molekiil agirligina sahip
PEG (2000 ve 4000 g/mol) polimerleri kullanilarak sentezlenmistir (Sekil 3.1) [124].

Bu amagla oncelikle polietilen glikol 2000 (0,5 g, 0,25 mmol) veya 4000 (1,0 g, 0,25
mmol) polimerinin 30 mL tetrahidrofurandaki (THF) ¢ozeltisine 4-formilbenzoik asit
(0,751 g, 5 mmol) ve 4-dimetilamino piridin (DMAP) (0,123 g, 1 mmol) eklenerek
¢coziilmiistiir. Bu karisima N,N’—Disikloheksilkarbodiimid’in (DCC) (0,258 g, 1,25 mmol)
5 mL THF’deki ¢oOzeltisi azot atmosferi altinda eklenerek oda sicakliginda 72 saat
karigtirllmistir. Reaksiyon karigimi siiziilerek elde edilen siiziintiiye soguk dietil eter
eklenmis ve beyaz renkli ham iiriin elde edilmistir. Saflastirma iglemi i¢in ham {iiriin tekrar
THF’de coziilerek soguk dietileter de ¢oktiiriilmiistiir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir.
Elde edilen diBA-PEG polimerlerinin kimyasal yapis1 ATR-FTIR ve H-NMR ile
karakterize edilmistir. PEG polimeri Sekil 3.1°de gosterildigi gibi modifiye edilmistir.

0) 0] 0) a H
0y DCC/DMAP

Ml I ot Oy PP Of~o

H OH n H n 0

o0
4-formilbenzoik asit PEG diBA-PEG

Sekil 3.1. diBA-PEG Polimerlerinin sentezinin sematik gdsterimi
3.2.2. Adipik asit dihidrazit modifiye jelatin sentezi (Jel-ADH)

Jel-ADH polimeri sentezi i¢in oncelikle 0,5 g jelatin (Jel) polimeri 50 mL deiyonize suda
37°C’de ¢oziilmiistiir ve 2,09 g adipik asit dihidrazit eklenmistir. Sonra 5 mL dimetil
stilfoksitte (DMSO) ¢oziilen 0,271 g 1-hidroksibenzotriazol (HOBt) ve 5 mL deiyonize
suda ¢oziilen 0.384 g N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC)
sirastyla jelatin polimeri ¢oOzeltisine eklenmistir. Reaksiyon karisimi pH’1 pH=5,0"e
ayarlanarak 24 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Olusan iiriin 6-8 kDa diyaliz membran
ile suya karsi diyaliz edilerek saflastirilmis ve liyafilizatorde kurutulmustur [80]. Elde
edilen Jel-ADH polimerlerinin kimyasal yapist ATR-FTIR ve 'H-NMR ile karakterize
edilmistir. Jelatin polimeri Sekil 3.2°de gosterildigi gibi modifiye edilmistir.
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0
0 H
/an/\/\)j\ ANH;
OH N N

H,N - ]rV\)J\N - 2
0 H

g
EDC/HOBt

NH, NH,
Jelatin (Jel) Jel-ADH

Sekil 3.2. Jel-ADH polimeri sentezinin sematik gosterimi

3.3. Jel-ADH Polimerinin Adipik Asit Dihidrazit ile Modifikasyon Derecesinin
Trinitrobenzensiilfonik Asit (TNBS) Testi ile Belirlenmesi

Jelatin polimerinin sahip oldugu karboksil gruplarinin hidrazit tiirevi bilesik ile modifiye
edilmesi sonucu artan primer amin gruplarmim TNBS reaktifi ile reaksiyon vermesinden
yararlanilarak modifikasyon derecesi hesaplanmistir [125]. Bu amagla 6ncelikle B-alaninin
sodyumbikarbonat (NaHCOs3, 0,1M, pH=8,5) tamponunda farkli derisimlerde hazirlanan
cozeltilerine %0,01 (a/v) 1 mL TNBS c¢ozeltisi eklenmistir ve 37°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra oda sicakligina kadar sogutulan ¢ozeltilere 0,25 mL sodyum dodesil
silfat (%10 a/v) ve 0,125 mL 1 M hidroklorik asit eklenerek UV-—vis
spektrofotometresinde 349 nm’de absorbans degerleri belirlenmis ve kalibrasyon grafigi
cizilmistir. 0,1 mg/ml Jel ve Jel-ADH polimer ¢ozeltilerine de ayni islemler uygulanarak
absorbans degerleri Olclilmiistiir ve adipik asit dihidrazit ile modifiye edilen jelatin

polimerinin modifikayon derecesi esitlik (Es. 3.1) ile hesaplanmigtir [126].

Karboksil Gruplarinin Déntisiim Yiizdesi (%):% x 100 (3.1)
0

Burada Aa, bir Jel-ADH molekiiler zincirindeki amino grubu miktarini; Ao, bir baslangig
jelatin molekiiler zincirindeki amino grubu miktarmi ve Co, ise bir baslangic jelatin

molekiiler zincirindeki karboksil grubu miktarini géstermektedir.
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3.4. Laponit Kiline DOX Yiikleme

Laponit (LAP) kiline DOX yiikleme islemi i¢in dncelikle, deiyonize suda dagitilan 8 mg
LAP ¢6zeltisine DOX’un deiyonize sudaki ¢ozeltisi (2 mg/mL) damla damla ilave edilerek
bir gece oda sicakliginda karistirilmistir. DOX yiikli LAP 12000 rpm’de 30 dk santrifiij

edilerek ¢oktiiriilmiistiir ve li¢ kez saf su ile yikanarak kurutulmustur [127].

LAP’e DOX yiiklemesinin tamamlanmasi isleminden sonra ilag yiikkleme kapasitesi ve
yiikleme etkinliginin hesaplanmasi i¢in dncelikle DOX un 3 mL distile su igerisinde farkli
derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanarak UV spektrumlar1 alinmis ve DOX’un 480 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri i¢in kalibrasyon grafigi cizilmistir. DOX yiikli LAP’in ilk
santrifiijleme ve li¢ yikama sonrasi santrifiijlemeden sonra alinan siipernatantlarinin UV
spektrofotometresinde 480 nm’deki absorbanslar1 oOlgiilerek absorbans—konsantrasyon
kalibrasyon grafigi yardimiyla derisimleri belirlenmistir. Es. 3.2 ve Es. 3.3 kullanilarak
LAP’in DOX yiikleme kapasitesi ve yiikleme etkinligi belirlenmistir [128].

Yiiklenen DOX miktar1

Yiiklenmis Laponit Nanodisk miktar:

DOX Yiikleme Kapasitesi (%)=

3.2)

Yiiklenen DOX miktar1
Ortama beslenen DOX miktari

DOX Yiikleme Etkinligi (%)= (3.3)

3.5. Hidrojel Olusumu

Jel-ADH/dIBA-PEG hidrojel sentezi i¢in iki farkli molekiil agirhgmna sahip capraz
baglayict gorevi goren diBA-PEG4000 ve diBA-PEG2000 polimerleri kullanilmistir. Bu
kapsamda kat1 miktarinin ve molar oranin jellesme siiresine etkisini incelemek i¢in diBA-
PEG ve Jel-ADH jel onciil polimerlerinin ayr1 ayr1 farkli konsantrasyonlarda (%S5, %10,
%15, %20 (a/v)) fosfat tamponu (PBS) pH=7,4’de c¢ozeltileri hazirlanmistir. Ayni
konsantrasyonda (%5, %10, %15, %20 (a/v) ) hazirlanan Jel-ADH ve diBA-PEG
¢ozeltileri 7 farkli hacim oraninda sirasiyla (9/1, 8/2, 7/3, 6/4, 5/5, 4/6, 3/7) 37C’de

karistirilarak jellesme siireleri belirlenmistir.

Hibrit hidrojel sentezi i¢in LAP nanodisk Jel-ADH/diBA-PEG2000 hidrojeline entegre
edilmistir. Bu amagla (0,05 % (a/v), 0,1 % (a/v), 0,2 % (a/v)) konsantrasyonlarinda LAP
¢ozeltisi, PB