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OZET
DERMAL ENJEKTE EDILEBILIR STERIL BILESIM

Mevcut bulug, capraz baglama maddesi olarak en az bir etkili miktarda en az bir
endojen poliamin  varhginda hiyaluronik asit veya tuzlarindan birinin ¢apraz
baglanmasindan elde edilen bir gapraz badlanmig hiyalironik asit jel ile ilgilidir, s6z
konusu capraz bhaglanma, s6z konusu hiyallronik asit ve sdz konusu endojen

poliaminin birlestiriimesine yardimci olan kosullar altinda gerceklestirilir.
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iISTEMLER

Capraz badlanma maddesi olarak en az etkili bir miktarda en az bir endojen
poliaminin mevcudiyetinde, hiyalironik asit veya bunun bir tuzunun ¢apraz
baglanmasindan tlretilen gapraz baglanmis hiyalironik asit jeli olup, dzelligi
s6z konusu c¢apraz badlamanin, s6z konusu hiyaliironik asit ve stz konusu
endojen poliamin{ler)in kovalent birlesmesine uygun kosullar altinda
gercgeklestiriimesidir, sdz konusu jelin %1'den daha az veya buna esit bir
modifikasyon derecesi vardir, modifikasyon derecesi, hiyallironik aside yapisan
endojen poliaminin mollerinin sayisi ile s6z konusu c¢apraz baglanmis jeli

olusturan hiyaltronik asidin mol sayisi1 arasindaki orandir.

istem 1'e goére jel olup, dzelligi endojen poliaminin, spermidin, spermin ve

bunlarin bir karisimindan ve tercihen sperminden secgilmesidir.

Yukaridaki istemlerden herhangi birine gore bir jel olup, 6zelligi birlesmenin en
az bir aktivator mevcudiyetinde gerceklestiriimesi ve uygun oldugunda, en az bir
yardimci birlestirme maddesi ile birlestiriimesidir, stz konusu aklivatdr, drnegin
1-etil-3-{3-dimetilaminopropil )karbodiimid (EDC), 1-etil-3-(3-
trimetilaminopropil}karbodiimid (ETC), 1-sikloheksil-3-(2-
morfolinoetil}karbodiimid (CMC) gibi ve aynca bunlarin tuzlan ve bunlarin
kansimlarn gibi tercihen suda ¢ozinir karbondiimidlerden segilir ve 6zellikle
EDC ile temsil edilir ve sbz konusu yardimci birlestirme maddesi, mevcut
oldugunda, tercihen N-hidroksistksinimit (NHS), N-hidroksibenzotriazol (HOBt),
3,4-dihidro-3-hidroksi-4-okso-1,2,3-benzotriazol (HOOBY), 1-hidroksi-7-
azabenzotriazol (HAt) ve N-hidroksisulfosiksinimid (sulfo NHS) ve bunlarnn

karnisimlan arasindan segilir ve 6zellikle HOBt ile temsil edilir.

Yukaridaki istemlerden herhangi birine gdre bir jel olup, 6zelligi s6z konusu
jelin, %0.1 ila %1 arasinda ve tercihen %0.4 ila %0.8 arasinda bir modifikasyon

derecesine sahip olmasidir.

Yukandaki istemlerden herhangi birine gore bir jel olup, 6zelligi s6z konusu
jelin, 45°C'den daha disuk bir faz agisi (8) ile birlegtirilmig, 20 ila 1000 Pa
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arasinda, tercihen 40 Pa ila 400 Pa arasinda bir elastisite modiline (G') sahip

olmasidir.

Yukaridaki istemlerden herhangi birine gére bir jel olup, burada séz konusu jel,

100 Pa'dan daha buy(k bir capraz stres taramaya sahiptir.

istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gére tanimlanan ¢apraz bagdlanmis bir
hiyalironik asit jeli hazirlama prosesi olup, 6zelligi en azindan asagidaki
adimlar icermesidir:

a) capraz baglanmamis durumda bir hiyallironik asit veya bunun bir tuzunun
sulu jelinin saglanmasi,

b) a) adiminda elde edilen jelin etkili bir miktarda en az bir endojen poliamin ile
ve istege bagh olarak ek bir ¢capraz baglanma maddesinin varhiginda temasinin
saglanmas,,

c) b) adiminda olusturulan sdz konusu kansimin gapraz baglanmasi, s6z
konusu gapraz baglanma, séz konusu hiyal(ronik asidin ve sz konusu endojen
poliamin(ler)in kovalent birlesmesi igin elverigli kosullar altinda gergeklestirilir,

d) s6z konusu capraz baglanmis hidrojelin geri kazanilmasi ve istede bagli
olarak

e) c¢apraz baglanmanin, capraz baglanmis jelin, ¢apraz baglanmasinin
durdurulmasina elverisgli kosullara maruz birakilmasi ile durdurulmasi, bu istege
baglhh adim e), geri kazanim adimindan d) dnce, birlikte veya sonrasi

gergeklestirilir.

Istem 7'ye gore bir proses olup, &zelligi endojen poliamin(ler)in, spermidin,

spermin ve bunlarin bir karisimindan ve tercihen sperminden secilmesidir.

istem 7 ve 8den herhangi birine gére bir proses olup, 6zelligi endojen
poliamin(ler)in, b) adimindaki karnsimda mevcut olan hiyalironik asit mol
sayisina gore poliamin(ler) mal sayisi olarak %0.1 ila %3, tercihen %0.5 ila

%1.5 arasinda bir miktarda kullaniimasidir.

istemler 7 ila 9'dan herhangi birine gore bir proses olup, dzelligi hiyaliironik asit
veya bunun bir tuzunun, b) adiminin sonunda elde edilen karngimin toplam
agirhgina gore agirlik olarak %0.5 ila %12, tercihen adirlik olarak %1 ila %4

arasinda bir miktarda kullaniimasidir.
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istemler 7 ila 10’dan herhangi birine gdre bir proses olup, ézelligi (i) sodyum
hiyaluronat, (i) ¢apraz baglama maddesi olarak spermin ve (iii} sirasiyla
aktivatdr ve yardimc birlestirme maddesi olarak EDC ile kombinasyon halinde
HOBt kullanmasidir.

Steril enjekte edilebilir dermatolojik bilesim olup, ézelligi fizyolojik olarak kabul
edilebilir bir ortamda istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gore tanimlanan en az

bir gapraz badlanmis hiyaliironik asit jeli icermesidir.

Kozmetik veya dermatolojik bilesim olup, dzelligi istemler 1 ila 6'dan herhangi
birine goére tanimlanan en az bir capraz baglanmig hiyaluronik asit jeli

icermesidir.

Kit olup &zelligi asadidaki unsurlar icermesidir;

- istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gbre tanimlanan en az bir doz capraz
baglanmig hiyallronik asit jel veya istem 12'de tanimlanan bir bilesim igeren bir
ambalaj; ve

- sbz konusu dozun uygulanmas) amaciyla cildin icine veya cilt boyunca
enjeksiyon yapmaya yonelik bir cihaz veya cildin mikroperforasyonu igin bir

cihaz.

istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gdére tanimlanan bir gapraz baglanmig
hiyaliironik asit jel veya istem 12'de tanimlanan bir bilesimin, cilt hacim

kusurlarini doldurmak ve 6zellikle de kinigikliklari doldurmak igin kullanimmidir.

Bir kozmetik cilt hakim prosesi olup, ézellidi cildin iginde veya cilt boyunca
istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gére tanimlanan bir capraz baglanmis
hiyaliironik asit jel veya istem 12'de tanimlanan bir bilesimin uygulanmasina

ybnelik en az bir adimi igermesidir.
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TARIFNAME
DERMAL ENJEKTE EDILEBILIR STERIL BILESIM

Mevcut bulus, hiyallronik aside veya bunun bir tuzuna dayanan ve cilt kusurlan ve

hatalannin tedavisi i¢in tasarlanan steril enjekte edilebilir bilesimlerin alani ile ilgilidir.

Deride dogal olarak bulunan hiyaliironik asit, viskoelastik ozellikleri ve ayrica su
absobsiyon ediliminin yiiksek olmasi ile bilinmektedir. Ozellikleri cildin esnekligine

biylk dlgude katkida bulunur.

Ozellikleri ve biyouyumluluk, tolerans ve toksisite olmamasi ézellikleri goz 6niine
alindiginda, bu bilegikten tibbi ve kozmetik alanlarindaki birgok uygulamada ve &zellikle

estetik prosedirlerde 10 yildan fazla bir stredir avantaj saglanmistir.

Bu nedenle, hiyaliironik asit, kingikhklar doldurmak ve kinsikhk veya cilt depresyonu
ile temsil edilen dermis yapisinin, genellikle dermise dogrudan hir enjeksiyon voluyla,

s6z konusu alanda lokal zayiflamayi azaltmak, hatta ortadan kaldirmak igin kullanilir.

Modifiye edilmemis hiyalUronik asit mikemmel biyouyumludur ve endojen hiyallronik

asit ile aynidr,

Bununla birlikte, hiyaltronik asit esasen ¢apraz baglanmis hiyallronik asit bazl bir jel
formunda kullanilir ve bu nedenle bu &zel form bozunmaya, 1sinmaya ve dolayisiyla

sterilizasyona kargi artan dirence sahip modifiye edilmig bir formdadir.

Bu capraz baglanmig hiyallironik asit jelleri, ¢esitli preparasyon prosesleriyle elde
edilebilir. Genel olarak, bu prosesler, iki temel adim gerektirir, birincisi, bunu sulu bir
jele donistirmek amaciyla hiyallironik asidin hidratlanmasini igerir ve ikincisi, séz
konusu ¢apraz baglanmayl indikleyebilen bir maddenin varliginda c¢apraz
baglanmasini amaglar (ayrica, "gapraz baglanma maddesi” olarak anilir). Bu madde
genellikle epoksit, aldehit, poliaziridil veya divinilstlfon (DVS) veya bitandiol diglisidil

eterden (BDDE) secilir ve bu nedenle dodada sentetiktir.

Bu proseslerin gosterimi yoluyla, dzellikle US 2006/0105022, WO 2006/056204 ve US
2007/0036745 sayil belgelerde agiklananlardan s6z edilebilir.
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Hali hazirda piyasada bulunan ve geleneksel capraz badlanma maddeleriyle elde
edilen capraz baglanmis jeller genellikle %4'ten daha buyuk modifikasyon derecelerine

veya hatta %10'a kadar modifikasyon derecelerine sahiptir.

Mevcut bulusun amaglan dogrultusunda, " modifikasyon derecesi” teriminin, hiyaltronik
aside bagli gapraz baglanma maddesinin mol sayisi ile sdz konusu gapraz baglanmig
jeli olusturan hiyallironik asit mol sayisi arasindaki orani beliftmesi amaclanmaktadir.

Bu miktar dzellikle gapraz baglanmis jelin 1D "H NMR analizi ile olgiilebilir.

"Hiyallronik asit mol sayis” ifadesinin, hiyalironik asidin tekrarlayan disakarit
birimlerinin mol sayisini ifade etmesi amaclanmaktadir; disakarit birimi, alternatif olarak
beta-1,4 ve beta-1,3 glikosidik baglanyla birbirine badlanmis D-glukuronik asit ve DN-

asetilglukosaminden olusur.

Bununla birlikte, endojen hiyaliironik aside olabildijince yaklasiimasi amaciyla, daha
disUk bir modifikasyon derecesine sahip ¢apraz baglanmis hiyallironik asit jellerinin

bulunmasi arzu edilecektir.

Kuskusuz, daha dusiuk modifikasyon derecelerine sahip (dider bir deyisle, %1 ile %2
arasinda) capraz baglanmis jeller daha dnce dnerilmistir. Ne yazik ki, yapiskanhklarin
zayif oldugu ve ezilme direnci dislik oldudu kanitlanmistir. Bu eksiklikler kendilerini
Ozellikle sahnimh reolojide stres taramasi ile bir Olgim sirasinda sinirh bir
viskoelastisite araligi (viskoelastisite araliji, G' in sabit kaldidi stres arahgi ile temsil
edilir) ile gdsterir. Bu viskoelastisite araliinin kapsami, dzellikle gapraz gecis stresinin
olculmesi (diger bir deyisle G' degerinin dugsecegdi ve G" degerine esit oldugu stres) ile

degerlendirilebilir.

Bu nedenle, bu davranis, kinsikliklari dolduran uygulamalar igin geligtirilmelidir.

Daha spesifik olarak, mimkiin olan en dusik modifikasyon derecelerine sahip ¢apraz
badlanmis hiyallronik asit jellerine ihtiva¢ duyulmaya devam edilmektedir; bu, ayni

zamanda sergilenen mekanik dzellikler agisindan tatmin edicidir.

Batin beklentilere karsi, bulug sahipleri, capraz badlanma basamaq, spesifik bir bilegik

tipi varliginda gerceklestirildiginde béyle bir jelin elde edilebilece§ini belirtmislerdir.
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Bu nedenle, bulusun bir birinci yéniine gére, bulusun konusu, capraz baglanma
maddesi olarak en az bir etkili bir miktarda en az bir endojen poliamin varhginda,
hiyaluronik asit veya bunun bir tuzunun ¢apraz baglanmasindan tiretilen capraz
baglanmig bir hiyallronik asit jeldir, sz konusu ¢apraz baglanma, sz konusu
hiyaluronik asidin ve sdz konusu endojen poliamin(ler)in kovalent bagdlanmasina

elverigli kosullar altinda gergeklestirilir.

Kuskusuz, yine de, buluga gore duslnilenlerden farklh olan poliaminler, ¢apraz

baglanmis hiyallronik asit hidrojellerinin olugumu i¢in énceden énerilmistir.

Bu nedenle, Xiang Mei Yuan ef al. (Journal of biomaterials Applications 0{0) 1-9; 27
February 2012) ve Junseok Yeom et al. (Bioconjugate Chem., 1991(2) 232-241) ve
ayrica WO 2012/008722 basvurusu, heksametilendiamin (HMDA) varlidinda ¢apraz
badlanmis hiyaliironik asit (HA) hidrojellerini sadlar. Bununla hirlikte, dlsinilen
poliamin, diger bir deyisle heksametilendiamin (HMDA), sentetik bir diamindir ve
dolayisiyla endojen bir diamin degildir. Dahasi, bu 6nceki teknikte kullanilan gapraz
baglanma maddesi (HMDA) miktarlan %25 ile %72 arasinda degismekte ve %5 ile

%35 arasinda ¢ok yUksek derecede modifikasyon ile sonuglanmaktadir.

"Capraz badlanma maddesi miktar™ teriminin, poliamin(ler)in mol sayisi ile jeli
sentezlemek igin kullanilan hiyalironik asit mol sayisi arasindaki orani gdstermesi

amaclanmaktadir.

Son olarak, bundan sonraki drneklerden ortaya c¢iktigi sekilde, HA-HMDA jellerinin,
mekanik ozellikler agisindan bulusa gore elde edilenden énemli élgide daha az etkili

oldugunu kanitlamistir.

Bulusa gbre disinulen endojen poliaminler ile ilgili olarak, bagvuru WO 2008/0152492,
kendi iginde, bunlarin bir yaslanma karsit aktif madde olarak ve bir antioksidan olarak
topikal kullanim amaciyla hiyallironik asit pargaciklariyla birlikte kullanmalarini
Onermektedir. Belirgin nedenlerden o6tlirl, bdyle bir kansim bulusa gore distndlen

jellerden ¢ok farkhdir.

Di Meo et al. (Biomacromolecules, 2006, 7: 1253-60), Ugi reaksiyonu veya baska bir

hiyalironik asit ve spermidinin yogunlagmas! yoluyla hidrojel olusumunu agiklar. Bu
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nedenle, bu bulusta distinidlenden farkh bir mekanizma icerir. Dahasi, bu sekilde elde
edilen ve bulusa uygun bir kullamima tahsis edilmemis hidrojeller, yiksek miktarlarda

¢apraz baglanma maddesi (%5 ile %25 arasinda) kullanan bir prosesden kaynaklanir.

Bulus sahipleri bu nedenle, endojen bir poliaminin, yukanda belirtilen beklentilere
uygun olarak gapraz baglanmis bir hiyaliironik asit jeli elde etmek igin, diger bir deyisle
genellikle géz oniinde bulundurulan gapraz baglanma maddelerine kiyasla azaltilmig
bir modifikasyon derecesine ve Ozellikle tatmin edici olan mekanik ozellikler ve
sterilizasyon direncine sahip olan, tercih edilen bir ¢apraz baglanma maddesi

olusturdugunu belirtmiglerdir.

Aslinda, bulusa gére olan ¢apraz baglanmis jeller, ayni zamanda mekanik ézellikler
agisindan tatmin edici kalirken, ayni zamanda %71'den daha az veya buna esit

derecede 6nemli dlciide azaltilmis bir modifikasyon derecesine sahiptir.

Bulusa gore olan gapraz badlanmis bir jelin ayrica, godu canli organizmada ve Ozellikle
insanda dogal olarak bulunan bilesiklerden olusmasi bakimindan avantajli oldugu da

kanitlanmigtir.

iIgili dogasinin bakis acisina gore, tiiketiciler tarafindan bu konuda artan bir talebi
karsilamaktadir.

Son olarak, bulusa gdre dlslinilen endojen poliaminlere dzgl 6zelliklerin, bulusa gore
elde edilen gapraz baglanmig hiyallironik asit jeli icinde korunmasi muhtemeldir. Bu
sekilde, bu dzelliklerin bir antioksidan etkiye sahip olmasi veya yaslanma karsiti bir

etkiye sahip olmasi nedeniyle, mevcut bulug baglaminda ézellikle uygundur.

Mevcut bulusun baska bir yonine gore, bulusun konusu, fizyolojik olarak kabul
edilebilir bir ortamda, bulusa gbre en az bir ¢capraz baglanmis hiyalironik asit jel igeren

steril enjekte edilebilir bir dermatolojik bilesimdir.

Bu bulusun amaglan dogrultusunda, "cilt" terimi, ylz(in, boynun, boyun hattinin, ellerin,

kafa derisinin, karin ve/veya bacaklarin cildini kapsar, fakat ayrica dudaklar da dahildir.

"Steril” terimi, buluga uygun bilesimde gdz Onine alinan bilesikleri ve/veya bunlan

iceren sdz konusu bilesimi, &zellikle cilt iginde veya boyunca, ézellikle intragpidermal
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velveya intradermal vefveya subkutan uygulama i¢in gereken zarar vermeme garanti
altina alabilen bir ortami nitelemeyi amaglar. Ozellikle, s6z konusu bilesikleri igeren ve
bir enjeksiyon teknigine, drnedin mezoterapi teknigine gore uygulanacak olan bilegimin,
konak¢l organizmada ters bir yan reaksiyon baslatabilen herhangi bir kirletici cisimden

yoksun clmas) esastir.

Mevcut bulusun amaglar dogrultusunda, "enjekte edilebilir" terimi, mekanik &zelliklerin,
kullanim igin uygun bir bilesigin, ozellikle deride burusukluklar doldurma
uygulanmasini, diger bir deyigle cildin i¢ine veya boyunca uygulanmasini ifade etmeyi

amaclar.

Dolayisiyla, buluga gdre olan bir bilesim ince bir hipodermik igne (6zellikle 18 G'den
kUguk veya 27 G'den kuglk bir capa sahip) ile enjekte edilebilir ve avantajli bir sekilde,
20 ve 1000 Pa arasinda, tercihen 40 Pa ve 400 Pa arasinda, faz ac¢isi (9) 45°'den az

bir dedere sahip bir elastisite moduline (G') sahiptir.

Bu elastisite moduli {G') ve faz agisi (&), bundan sonra tanimlanan protokol ile dlgiliir.

Mevcut bulusun baska bir ydnine gére, bunun konusu, bulugsa gore en az bir ¢gapraz

baglanmis hiyalironik asit jeli iceren bir dermatolojik veya kozmetik bilesimdir,

Uygulama vyolu ile sinirl olmayan bu uygulama, sonug¢ olarak adi gegen bilesimin

topikal olarak uygulanmasina izin verir.

Mevcut bulusun bagka bir ydnune goére, bulusun konusu, asagidakilerden olugsan bir
kittir:
* bulusa gore olan en az bir doz ¢apraz hiyalironik asit jeli veya bulusa gore olan
bir bilesim igeren bir ambalaj; ve
» s0z konusu dozun uygulanmasi igin ayrilan cildin igine veya boyunca enjekte

etmek igin bir cihaz veya cildin mikro perforasyonu igin bir cihaz.

Bulusun yine baska bir yéniine gére, bunun konusu, cilt hacmi kusurlarini doldurmak
ve dzellikle de kingikhiklar doldurmak icin ¢apraz baglanmig bir jelin veya bulusa gore

bir bilesimin kullanilmasidir.
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Bulusun yine bagka bir yénine gére, bunun konusu, kronolojik yaslanmanin cilt
isaretlerini ve/veya stres, atmosfer kirliligi, titdn veya ultraviyole {UV) radyasyona uzun
sure maruz kalma gibi dig faktorler tarafindan indiklenen cilt igaretlerini dnlemek
velveya tedavi etmek icin buluga gbére capraz baglanmis bir jelin veya bilegimin

kullaniimasidir.

Bulusun yine bagka bir yoniine gore, bunun konusu, cildin ylzey gorindsinin bir
modifikasyonunu dnlemek ve/veya tedavi etmek icin gapraz haglanmis bir jelin veya

buluga gdre bir bilesimin kullaniimasidir.

Bulusun yine bagka bir ydnune gore, bunun konusu, cildin viskoelastik veya
biyomekanik &zelliklerinde bir madifikasyonun énlenmesi velveya tedavisi igin ¢apraz

baglanmis bir jelin veya bulusa gére bir bilesimin kullaniimasidir.

Mevcut bulusun amaglar dogrultusunda, “"6nleme" teriminin bir fenomenin ortaya

glkma riskini azaltmasi anlamina gelir.

Bulugun bagka bir yénine gdre, bunun konusu, cilde ¢apraz baglanmis bir jeli veya
bulusa gdre bir bilesimi uygulamada cildin i¢ine veya boyunca en az bir adim igeren

kozmetik bir cilt bakim prosesidir,

Mevcut bulusun bir baska ydniine gdre, ikincisi, en azindan asagidakileri igeren
adimlardan olusan, bulusa gére ¢apraz baglanmis bir jelin hazirlanmasina yonelik bir

proses ile ilgilidir:

a) capraz badlanmamig durumda sulu bir hiyaluronik asit veya bunun bir
tuzunun jelinin saglanmasi,

b) a) adiminda elde edilen jelin etkili bir miktarda en az bir endojen poliamin ile
temas ettirilmesi,

c) b) adiminda olusturulan sdz konusu kansimin gapraz baglanmasi, sbz
konusu gapraz baglanma, s6z konusu hiyaluronik asit ve s6z konusu endojen
poliamin{ler)in kovalent birlestiriimesine uygun kosullar altinda gergeklestirilir ve

d) s6z konusu ¢apraz baglanmis hidrojelin geri kazaniimasi.
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Ozel bir uygulamaya gqoére, capraz baglanmis jelin, c¢apraz baglanmanin
durdurulmasina elverisli kosullara maruz birakimasindan olugan ¢apraz baglanmanin
durdurulmasi bir €) adimini da igcermektedir, bu adimin geri kazanma adimi dyden

daha 6nce, birlikte veya daha sonra gergeklestirimesi mimkin olmaktadir.

Capraz baglanmis hivaliironik asit jeli

Daha dnce belirtildigi gibi, bulusa gore olan ¢apraz baglanmig bir hiyallronik asit jeli,
¢apraz baglanma maddesi olarak en az bir hiyallronik asit veya bunun bir tuzunun en
az bir endojen poliaminin ile capraz badlanmasindan toretilir, s6z konusu capraz
baglanma hiyallironik asit ve sz konusu endojen poliamin{ler)in birlestirimesinin

uygun kosullar altinda gerceklestirimesiyle elde edilir.

Hiyaluronik asitler, alternatif D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin birimlerine

sahip dogrusal polisakaritlerdir.

Dogal olarak gesitli dokularda bulunurlar ve viicutta bulunan hiyaluronidazlar veya

oksidasyon mekanizmalariyla bozunurlar.

Mevcut bulugsun amacglan  dogrultusunda, “"endojen poliamin" terimi, canh
organizmalarda ve daha dzel olarak insan vicudunda dodal olarak bulunan bir

poliamini ifade etmeyi amaglar.

Sonug olarak, bulugsa goére bir poliamin, sentetik kdkenli hir poliamin olan
heksametilendiaminden (HMDA) farkhdir.

Endojen poliaminlerin temsili yoluyla, hayvansal &karyotlarda, putresin (veya 1,4-
diaminobitan), spermidin (veya 1,8-diamino-5-azaoktan) ve spermin (1,12-diamino-

5,9-diazadodekane)'den s6z edilebilir.
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Spermin bir tetraamindir ve spermidinden sentezlenir.
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Avantajli bir sekilde, bulusa gdre gapraz baglanmis bir jeli elde etmek igin kullanilan
endojen poliamin, spermidin, spermin ve bunlarin bir karigimindan ve daha iyi spermin

arasindan secilebilir.

Spermin ve spermidin, DNA sentezi ve gen ekspresyonu gibi sayisiz temel hucre
mekanizmasinda vyer aldiindan, bu se¢im daha avantajidir. Topikal olarak
kullanildiginda, cildin durumunu iyilestirme ve yaslanma belirtilerini azaltma lzerindeki
faydali etkileri daha dénce tarif edilmistir (bakiniz 6zel uygulama WO 2006/048671). Bu
bilesiklerin ayni zamanda, tercih edilen antioksidanlar ve yaslanma karsiti aktif

maddeler oldugu disunulmektedir.

Mevcut bulusta dikkate alinan, hiyaltronik asit ve endojen poliamin(ler) arasinda
capraz baglanma reaksiyonu elde etmek igin birlegtirme reaksiyonu, bir amin
fonksiyonu ile karboksilik asit arasindaki reaksiyon ile gergeklestirilir, béylece bir amid

fonksiyonunun olugsumuna neden olur.

Baska bir deyisle, bu bulusta disinilen ¢apraz badlanma reaksiyonu, endojen
poliamin(ler) ile kovalent olarak baglanmis c¢apraz baglanmis hiyaluronik asit

molekillerinin olugsumuna yol agar. Elektrostatik etkilesimler yoktur.

Tam beklentilere kars), sonugta ortaya c¢ikan ¢apraz baglannus jeller, ¢ok indirgenmis
kabul edilen modifikasyon derecelerinin i1siginda, daha dnce belirtildigi gibi geleneksel
prosesler vasitasiyla ¢ok tatmin edici olan veya haita elde edilemeyen mekanik

Ozellikler gostermektedir.
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Dolayisiyla, bulusa gére capraz badlanmis bir jel avantajli bir sekilde %1'den daha az
veya ona esit, tercihen %0.1 ile %1 arasinda ve daha da iyisi %0.4 ile %0.8 arasinda

bir modifikasyon derecesine sahiptir.

Daha o6nce belirtildigi gibi, "modifikasyon derecesi”, hiyaluronik aside bagh endojen
poliaminin mol sayisi ile sdz konusu g¢apraz baglanmis jeli olusturan hiyalironik asit
mol sayisi arasindaki orana karsilik gelir. Bu miktar 6zellikle gapraz baglanmis jelin 1D

H NMR analizi ile dlgilebilir.

"Hiyalironik asidin mol sayisi" ifadesinin, hiyaliironik asidin tekrar eden disakarit
birimlerinin mol sayisini ifade ettigi kastedilmektedir, disakarit birim, beta-1,4 ve beta-
1,3 glikozidik baglar aracihdiyla birbiferiyle alternatif olarak baglanan D-glukuronik asit

ve D-N-asetilglukozaminden olusur.

Ozel bir uygulamaya gobre, bulusa gdre olan capraz baglanmis bir jel, toplam
hiyaltronik asit miktarina gore gapraz baglanma reaksiyonuna tabi olmayan agirlik

olarak %0.5 ila %40 oraninda hiyalUronik asit icerebilecegi sekildedir.

Baska bir dzel uygulamaya gore, bulusa gdre olan ¢apraz badlanmis bir jel 5 ile 30

mg/g arasinda bir hiyallironik asit konsantrasyonuna sahip olabilir.

Yine bir baska 6zel uygulamaya gére, bulusa gére olan gapraz baglanmis bir jel 20 ile

1000 Pa, tercihen 40 Pa ile 400 Pa arasinda bir elastisite moduiline {G') sahip olabilir.

Ozel bir uygulamaya gére, bulusa gére capraz baglanmis bir jel, 45 >den daha disik

bir faz agisina {d) sahip agirhkh olarak elastik, viskoelastik bir hidrojel formunda olabilir.

Tercih edilen bir uygulamaya goére, bulusa gdre olan ¢apraz badlanmis bir jel, 20 ile
1000 Pa arasinda, tercihen 40 Pa ile 400 Pa arasinda, 45 “’den daha az bir faz agisiyla

(0) birlestirilmis elastisite modiiliine (G') sahip olabilir.

Ozellikle, bulusa gore olan capraz baglanmis bir hiyaltronik asit jeli 34 G ve 18 G

arasinda bir ¢capa sahip olan bir hipodermik igne vasitasiyla enjekte edilebilir.
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Yine bir baska &dzel uygulamaya gore, bulusa gbre olan capraz baglanmis bir jel
olduk¢a yapiskandir. Bu ozellik, dzellikle 100 Pa'dan biyuk yuksek bir stres tarama

¢apraz stres ile kendini gosterir.

Elastisite modulu (G', Pa olarak) ve faz agisi (8, ° olarak) asadidaki protokole gore

Slgiilebilir:

Olglimler, 1°/35 mm g¢apinda bir koni-plaka geometrisine sahip bir Thermo Haake
RS3000 reometre kullanilarak bir stres taramasi ile 1 Hz'lik bir frekansta 25 °C'de
gerceklestirilir. G' ve &, 5 Pa'nin uygulandi§i bir deformasyon stresinde, di§er bir
deyigle G' ve &'nin sabit kaldidi viskoelastisite araliginda kaydedilir. Capraz stres

degeri (G’ viskoz modiilli G" ye esit oldugunda azalir) daha sonra kaydedilir.

Bulusa gore yapiskan bir jel icin bu capraz stres bu nedenle 100 Pa'dan daha buylktir,

Son olarak, belidi bir uygulamaya gore, bulusa gbre gapraz badlanmis bir jel
sterilizasyona kargi ylksek direng gésterebilir (sterilizasyonun neden oldugu G' kaybi
%50'den azdir).

Sterilizasyon, bir FO>15 (sterilizasyon dederi) elde etmek Uzere T° = 121°C'de bir

otoklavda (1slak i1s1) gerceklestirilebilir.

Daha dnce belirtildigi gibi, buluga gore bir capraz baglanmis jelin elde edilmesi icin
¢apraz baglanma reaksiyonu, stz konusu hiyalironik asidin ve sdz konusu endojen

poliamin (ler)in kovalent baglanmasina elverigli kogullar altinda gerceklestirilir.

Mevcut bulusun amaglar dogrultusunda, "uygun kosullar” terimi, s6z konusu baglantiy

baslatan bir eleman anlamina gelir.

Bu baslangi¢ elemaninin se¢imi agikga teknikte uzman kigilerin becerileri arasindadir.
Genel olarak, bu birlesme en az bir "yardimci birlesme maddesi” ile birlestirildiginde

uygun olan en az bir "aktivatdr" bilesik vasitasiyla gerceklestirilir.
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Ornegin, bu tir bir aktivator, hiyaliironik asidin karboksil grubunun karbonunu daha
elektrofilik yapma ve bu nedenle endojen poliamininin amin gruplarindan birine gore

reaklivitesini uyarma fonksiyonuna sahip olabilir.

Aktivator Avantajli bir sekilde bir yogusma maddesi, drnedin bir piridinyum tuzu,
omedin Magnani, A. et al. (Advanced Technologies 1 1, 488495 (2000) 'e ait
polimerler), Bulpitt, P. ve Aeschlimann (Biomed. J., Res. 47, 152-169 (1999)'da tarif
edildidi gibi 2-kloro-1-metilpiridinyum, Bulpitt, P. & Aeschlimann (J. of Biomed.
Materials Res. 47, 152-169 (1999)) bir karbodiimit veya a. Bergman ef al
(Biomacromolecules 8, 2190 - 2195 (2007)) belgelerinde tarif edildidi gibi triazin tlrevi

olabilir.

Tercihen, boyle bir aktivator, 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC), 1-etil-3-
(3-trimetilaminopropil)karbodiimid (ETC), 1-sikloheksil-3- (2-morfolinoetil) karbodiimid
(CMC) ve aynica bunlarin tuzlart ve bunlarnn kansimlan gibi suda ¢dzindr

karbodiimidlerden secilebilir ve tercihen EDC ile temsil edilir.

Tercihen, mevcut oldugunda yardimci bir birlestirme maddesi, N-hidroksistksinimid
(NHS), N-hidroksibenzotriazol (HOBt), 3.4-dihidro-3-hidroksi-4-okso-1,2,3-benzotriazol
(HOOBt), 1-hidroksi-7-azabenzotriazol {(HAt) ve N-hidroksisiilfosiksinimid (sllfo NHS)

ve bunlarin karigimlan arasindan segilebilir ve tercihen HOBt ile temsil edilir.

Daha da tercihen, bu tir bir aktivatdr, yardimei birlestirme maddesi olarak HOBt ile

kombinasyon halinde uygun oldugunda EDC'den secilebilir.
EDC, karboksilat ile bir ara madde olugturarak karboksilik asidi aktiflegtirmeyi mimkun
kilar. HOBt'nin reaksiyon ortamina eklenmesi, 6zellikle herhangi bir epimerizasyondan

kaginmay! ve reaksiyonu tesvik etmeyi mimkin kilar.

Gapraz baglanmis bir jel hazirlama prosesi

Yukarida belirtildigi gibi, meveut bulug ayrica, en azindan asa§idakileri iceren adimlar
iceren, bulusa gore capraz baglanmig bir jelin hazirlanmasina yonelik bir prosesle de

ilgilidir:
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a) capraz badlanmamis durumda sulu bir hiyallronik asit veya bunun bir
tuzunun jelinin saglanmasi,

b) a) adiminda elde edilen jelin etkili bir miktarda en az hir endojen poliamin ile
temas ettirilmesi,

¢) b) adiminda olusturulan sz konusu kanigimi ¢apraz baglanmas), séz konusu
gapraz baglanma, sdz konusu hiyaliironik asit ve sdz konusu endojen poliamin
(ler) in kovalent birestiriimesi uygun kosullar altinda gergeklestirilir ve

d) s6z konusu gapraz baglanmig hidrojelin geri kazanilmasi.

Ozel bir uygulamaya gére, c¢apraz badlanmis jelin, capraz baglanmanin
durdurulmasina elverigli kosullara maruz birakimasindan olugan ¢apraz baglanmanin
durdurulmasi bir ) adimini da igermektedir, bu adimin geri kazanma adimi d)den

daha 6énce, birlikte veya daha sonra gergeklestirimesi mUmkin olmaktadir.

Ozel bir uygulamaya gore, capraz baglanma adimi c) istege bagh olarak en az bir
yardimci birlestirme maddesiyle, diger bir deyisle tercihnen daha once belirtilenler
arasindan secilen birlestirilecek olan bilesiklerin ikisinin en az birinin reaktivitesini

uyaran bilesikler ile birlegtirilen en az bir aktivatdr variginda gerceklestirilebilir.

Aktivatdriin ve istege bagli olarak yardimec birlestirme maddesinin ilave edilmesinin bu
adimi, bu nedenle avantajli bir sekilde, c) gapraz baglanma adimi ile birlikte

gerceklestirilebilir.

Ozel bir uygulamaya gére, bulusa gére bir jel elde etmek igin kullanilan hiyaliironik asit,

tuz formunda olabilir.

Tercihen, bir hiyalUronik asit tuzu, sodyum tuzu, potasyum tuzu, ginko tuzu, gumis

tuzu ve bunlarin bir karisimindan, tercihen de sodyum tuzu arasindan segilebilir.

Avantajli bir sekilde, bulusa goére bir jel elde etmek igin kullanilan hiyallronik asit, 50
000 ila 10 000 000 dalton, tercihen 500 000 ila 4 000 000 dalton arasinda degisen

ortalama bir molekiller agirhga sahip olabilir.

Capraz baglanma reaksiyonunun gerceklestirimesi icin hiyalironik asit miktarnnin

ayarlanmasi, agik¢a teknikte uzman kisilerin becerileri arasindadir.
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Avantajli bir sekilde, hiyaltronik asit veya bunun bir tuzu, buluga gdre capraz
baglanmig bir jeli hazirlamak igin bir proseste, b) adiminin sonunda, dider bir deyigle
¢apraz baglanma adimi ¢)nin gergeklestirmeden dnce elde edilen karisimin toplam
agirhgina gore, agirhk olarak %0.5 ile %12, tercihen %1 ile %4 arasinda bir igerikte

kullanilabilir.

Capraz baglanma reaksiyonunu gergeklestirmek igin endojen poliamin{ler)in miktarinin

ayarlanmasi, acikca teknikte uzman kisilerin becerileri arasindadir.

Capraz baglanma maddesinin miktar, poliamin(ler)in mol sayisi ile jelin sentezlenmesi

icin kullanilan hiyalliironik asit maol sayisi arasindaki orana tekabll eder.

Avantajli bir sekilde, bir veya daha fazla endojen poliamin{ler), bulusa gbdre capraz
badlanmis bir hiyaliironik asit jelinin hazirlanmasinda bir proseste, reaksiyon ortaminda
mevcut olan hiyallronik asit mol sayisina gore, diger bir deyisle b) adiminin karisimina
goére poliamin(ler)in mol sayisi olarak %0.1 ile %3'U, tercihen %0.5 ile %1.5' arasindaki

bir miktarda kullanilabilir.

Avantajli bir sekilde, bir veya daha fazla yardimci birlesme maddesi(maddeleri} ile bir
araya getirildiginde uygun olan aktivator{ler), bulusa gore bir capraz baglanmis
hiyaluronik asit jeli hazirlamak igin bir proseste kullanilabilir, sdyle ki reaksiyon
ortaminin {n aktivatori/n HA) hiyallronik asit mol sayisina gore aktivator{ler)in ve
uygun olan hallerde yardimci birlegtirme maddesi(leri)nin mol sayisi 0.1 ile 2 arasinda,

tercihen 0.5 ve 1.5 arasindadir.

Capraz baglanmis hiyallronik asit jeli, en az bir endojen poliaminin mevcudiyeti goz

dnine alinarak elde edilir.

Sonug olarak, ¢apraz baglanma sadece bu tip ¢capraz baglanma maddesi kullanilarak
gergeklestirilebilir. Bununla birlikte, bu ¢apraz baglanma ayrica en az bir tamamlayici,
ozellikle geleneksel capraz badlanma maddesinin eszamanli mevcudiyeti dikkate

alinarak da gerceklestirilebilir.
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Avantajh bir sekilde, bu ek capraz badlanma maddesi, tek ¢apraz baglanma maddesi
olarak kullanildiginda geleneksel olarak tutulanlara kiyasla énemli dlcude azaltilmig bir

miktarda dikkate alinabilir.

Bu tamamlayicl ¢apraz baglanma maddesi epoksit, aldehit, poliaziridil, endojen
poliaminler, polifosfatlar, divinilsiilfondan (DVS) farkli olan poliaminler ve bunlarin
kansimlarindan, tercihen iki islevli veya ¢ok islevli olan epoksit gapraz baglayici

maddeler arasindan secilebilir.

Tercihen, ilave ¢apraz baglanma maddesi epoksitten, daha 6ézel olarak 1,4-bitandiol
diglisidil eter (BDDE), diepoksioktan veya 1,2-bis (2,3-epoksipropil}-2,3-etilen, 1,4-bis
(2,3-epoksipropoksi)bitan, 1.4-bisglisiloksi-bitan, 1,2-bis(2,3-epoksipropoksi)etilen, 1-
(2,3-epoksipropil)-2,3-epoksisikloheksan ve bunlann kansimlar ve daha iyisi 1,4-
bitandiocl diglisidil eterden (BDDE) segcilebilir.

Ayrica, bir alkali metal halojenir(in inorganik bir tuzunun varlii da gapraz badlanma

reaksiyonu sirasinda dugunulebilir.

Gergekten de, beklenmeyen bir sekilde, bulus sahipleri, c¢apraz baglanma
reaksiyonunu gerceklestirirken bir alkali halojenirin inorganik bir tuzunun varhiginin,
capraz badlanma jelinin ayni gapraz baglanma derecesi igin reolgjik dzelliklerini daha

da iyilestirmeyi mimkin kildigini belitmiglerdir.

Mevcut bulusun amaglarn dogrultusunda, "bir alkali halojendrin tuzu" terimi, bir alkali
katyondan ve mutlaka bir halojen atomunu temsil eden bir anyondan olugan bir bilesigi

ifade etmeyi amaglar.

Avantajli bir sekilde, halojen atomu flor, klor, brom ve iyot arasindan segilebilir ve

tercihen klor ile temsil edilir.
Tercihen, bulusa godre bir alkali halojeniriin inorganik bir tuzu, sodyum tuzlan,
potasyum tuzlar ve sezyum tuzlar arasindan secilebilir ve daha da iyisi bir sodyum

tuzu ile temsil edilir.

Daha da tercihen, bulusa gére bir alkali halojentiriin inorganik bir tuzu NaCl olabilir.
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Aslinda NaCl, fizyolojik olarak kabul edilebilir olma avantajina sahiptir ve capraz
baglanmig hiyaluronik asit jellerinin bilesiminin bir parg¢asi olan hammaddelerden birinin
bilesenlerinden biridir.

Avantajli bir sekilde, bir alkali halojenirin inorganik tuzu(tuzlar) bulusa uygun bir
proseste, b) adiminin sonunda elde edilen kansimin toplam agirhigina goére agirlik

olarak %0.5 ile %20, tercihen %1 ile %10 arasinda bir igerikte kullanilabilir.

Yukarida bahsedilenlerin 1s1ginda, bulusa goére olan gapraz badlanmis bir hiyaltronik
asit jeli hazirlamak igin bir proses, ilk énce, bir capraz badlanma maddesi olarak en
azindan bir endojen poliamin ile birlegtiriimis, ¢capraz baglanmamis bir formda en az

hiyallronik asit iceren sulu bir jel temin edilmesini gerektirir.

Mevcut hulusun amaclan dogrultusunda, "gapraz baglanmanmig" terimi, capraz
baglanmamis veya donistirdlmemis sulu bir hiyaliironik asit jeli, diger hir deyisle
polimer zincirlerinin birbirlerine gigli veya kovalent badlarla bagh olmadigi bir

hiyaluronik asit ¢dzeltisi anlamina gelmektedir.

Daha spesifik olarak, a) adiminda ele alinan sulu jel 6nceden uygun bir kap i¢inde bir
araya getirilerek elde edilebilir;
(i) sulu bir ortam;
(i) en azindan hiyallironik asit veya bunun bir tuzu, ¢apraz badlanmamis bir
formda; ve
(iii) uygun oldugu yerde, en az bir endojen poliamin; ve elde edilen karisimin
homojenlestirimesi, sdz konusu bilesikler (i), (i} ve (iii)nin hazneye

eklenmesinin sirasi dnemsizdir.

Baska bir deyisle, a) adimindaki sulu jelin, bulusa gbre olan prosesin en az bir endojen
poliaminin varligini g6z oniinde bulundurmasi durumunda, a) ve b) adimlan daha sonra

eszamanli olarak gerceklestirilir.

Bir birinci uygulama varyantina gbre, bu sulu jel, sulu ortamin ve hiyallronik asidin
hazneye eklenmesiyle, bu sekilde olusan karisimin eszamanh velveya ardisik
homojenlestirimesiyle ve uygun oldugunda, capraz baglanma maddesinin egszamanh

velveya ardisik homojenlestirme ile eklenmesi ile olusturulabilir.
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Bir ikinci uygulama varyantina gbre, bu sulu jel, bu sekilde olusan karnigimin eszamanl
velveya ardisik homojenlestiriimesiyle, sulu ortamin, hiyalironik asidin ve capraz

baglanma maddesinin hazneye eklenmesiyle elde edilebilir.

Bu ikinci uygulama varyanti, tek bir homojenlestirme adiminin gergeklestiriimesi

bakimindan avantajlidir.

Avantajl bir sekilde, sulu jeli olugturma adimi 35 °C'nin altindaki bir sicaklikta, tercihen
15 ila 25 °C arasindaki bir sicakhkta ve ortam sicakhginda daha iyi bir gekilde
gerceklestirilebilir.

a) adiminda ele alinan sulu jel avantajli bir gekilde homojendir.

Bu kalite, sulu jelin homojenize edildigi bir islemle garanti edilir; s6z konusu iglem,

muhtemelen a) adimina ydnelik bir dncelikli bir adimi teskil eder.

istege badl olarak capraz baglanma maddesinin mevcudiyetinde gerceklestirilen bu
islemin  amaci, sulu ortamdaki hiyallironik asidi hidratlamak ve tamamen
homojenlestirmek ve uygun oldugunda ¢apraz baglanma maddesini homojenize etmek
ve bdylece beklenen gapraz baglanmis jelin niteliklerinin optimizasycnuna katkida

bulunmaktir.

Gergekten de, acgik nedenlerden otart, capraz badlanmig jelin homojenligi, capraz

baglamadan énce jelin homojen yapisina yakindan baghdir.

Elde edilen ¢dzelti, topaksiz homojen bir renklenmeye ve Uniform bir viskoziteye sahip
oldugunda homojenizasyonun tatmin edici oldugu kabul edilir. Hiyalironik asit
zincirlerinin bozulmasini énlemek igin hafif calisma kosullarinda avantajli bir sekilde

gerceklestirilebilir.

Bu adim, hiyallronik asit, ylksek bir molekiler agirhga sahip oldugunda, daha
onemlidir. Bu durumda bédyle bir bilesigin hidratlanmasi, aslinda, aglomeratlarin
goérinimuindn yaygin olarak gozlendigi, yuksek viskoziteli bir ¢dzeltinin olusumunu

uretme egilimindedir.
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Yukarida anilanlardan ortaya ciktigi gibi, b) adiminda olusturulan karigim, veya uygun
oldugu durumlarda, a) adimindaki sulu jel, ¢apraz baglanma maddesinin varhgi goz
oniune aldiginda, daha sonra, ¢capraz baglanma reaksiyonuna tabi tutulur, bulusa gore

¢apraz baglanms bir hiyaliironik asit jeli hazirlama prosesinin ¢) adimi ile gdsterilmistir.

Daha dnce belirtildigi gibi, bu ¢apraz baglanma, s6z konusu hiyal(ironik asit ve séz

konusu endojen poliamin(ler)in birlestiriimesine uygun kosullar altinda gerceklestirilir.

Bu birlesmeyi ve dolayisiyla ¢gapraz baglanma reaksiyonunu induklemek igin tutulmasi
gereken uygun kosullar, hiyaltronik asidin molekiler adirhgina, sulu ortamda ve ¢apraz
baglanma maddesinin yapisina, bu durumda endojen bir poliamin tamamen bagh

olabilir veya kismen bununla olusturulur.

Bu elverisli kosullar 6zellikle yukarida belirtildigi gibi en az bir yardimec) birestirme

maddesiyle birlestirildiginde en az bir aktivatdrin mevcudiyeti ile yansitilabilir.

Daha 6nce belirtildigi gibi, aktivatoriin eklenmesi adimi ve uygun oldugu yerde yardimci

birlestirme maddesi tercihen capraz baglanma adimi c} ile birlikte gerceklestirilebilir.

Bununla birlikte, 6zel bir uygulamaya gore, aktivatdr ve uygun oldugu yerde, yardimci
birlestirme maddesi, ¢) ¢apraz baglanma adimindan dnce ve daha 6zel olarak en az bir

endojen poliamin ilave etme adimindan once eklenir(ler).

Baska bir uygulamaya gdre, aktivatdrin eklenmesi icin bu adim ve uygun oldugunda
yardimc birlesme maddesi, b) adimi ile birlikte gerceklestirilir, bu durumda b) adimi

daha sonra ¢) ¢apraz baglanma adimi ile birlikte gerceklestirilir.

Ayrica, capraz baglamanin derecesi, b) adiminin sonunda elde edilen karigima
uygulanan gapraz baglanma adimiin slresine de baghdir. Siire uzadikga, gapraz
badlanma derecesi yiikselir, bu asllmamasi gereken bir optimumdur, aksi takdirde

hiyalUronik asidin pargalanmasi riski vardir.

Boylece, hiyaluronik asidin capraz baglanmasi EDC ve HOBt mevcudiyetinde
gerceklestirildiginde, capraz baglanma adimi ¢) 30 dakika ila 72 saat, tercihen 3 ila 24

saat arasinda dedisen bir sire boyunca gergeklestirilebilir.
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Daha once tarif edildigi gibi, capraz baglanmanin durdurulmasi (adim e) d) adimi jelin

geri kazaniimasindan dnce, birlikte veya bundan sonra meydana gelebilir.

Bayle bir ) adim), ¢apraz badlanmis jelin veya gapraz bagdlanan jelin veya hatta bunu
iceren kapagin, sbz konusu c¢apraz baglanmayl durdurmaya elverigli kosullara veya
cesitli polisakkarit zincirler arasinda bad olusumunu durdurabilecek kosullara maruz

birakilmasini gerektirebilir.

Bu adim, tim reaktifler ¢) adimi sirasinda tliketilirse veya jeli fizyolojik pH'ye geri
getiren ve reaksiyona girmemis artik reaktifleri elimine eden bir saflastirma adimi ile

tesvik edilirse bu adim dodal olarak baslatilabilir.

Tercih edilen bir uygulamaya gére, dedisken, e) adimi adim d)'den dnce gergeklestirilir.

Ozellikle tercih edilen bir uygulamaya gére, bulusa gdre olan proseste, (i) sodyum
hiyalUronat, (ii) capraz baglanma maddesi olarak spermin ve ({iii) aktivatdr olarak HOBt

ile kombinasyon halinde yardimci birlestirme maddesi olarak EDC kullantlir.

Acik nedenlerden dolayi, bulusun prosesinin sonunda elde edilen capraz baglanmis jel
genel olarak dogrudan enjekte edilemez, ¢lnki karsiik gelen sulu formiilasyon

fizyolojik kosullarla uyumlu olmayabilir veya uygun bir pH'ye sahip clamaz.

Bu nedenle, teknikte uzman Kisilerce bilinen bir veya daha fazla ilave adim

gerceklestirilebilir.

Daha 6zel olarak, bulusa goére jelin saflastinlmasi adimi, ikincisini fizyolojik pH'ye geri

getirmeyi ve reaksiyona girmemis artik reaktifleri elimine etmeyi mimkin kilar.

Bu saflastirma adimi {zellikle bir diyaliz adimi ile temsil edilebilir. Dahasi, miteakip
homojenizasyon, gapraz baglanmis olmayan hiyallironik asit ve istee bagh olarak
fraksiyonlama adimlarinin uygulanmasi, teknikte uzman kisilerin bildigi gibi, implantin
niteliklerini daha da arttirmak icin de gerceklestirilebilir. Jel, enjekie edilen ortaminkine

esdeder miktarlarda tuzlarin mevcudiyeti yoluyla fizyolojik olarak formile edilmelidir.
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Son olarak, ortaya cikan hidrojel, kontrolli atmosfer kosullarn altinda siringalara
paketlenebilir, s6z konusu sinngalarin daha sonra bir sterilizasyon adimina, tercihen 1si

sterilizasyonuna tabi tutulmas mumkinddr.

Bilesim

Mevcut bulusun yukarida belirtildigi gibi baska bir yonline gbre, sonuncusu ayrica,
fizyolojik olarak kabul edilebilir bir ortamda, yukarida tanimlandi§i gibi en az bir ¢capraz
baglanmis hiyallronik asit jeli iceren steril enjekte edilebilir bir dermatolojik bilesim ile

ilgilidir.

Enjekte edilebilir 6zelligi geredi, bulusa goére olan bir bilegimin bu nedenle mutlaka

fizyolojik olarak kabul edilebilir bir ortam icermesi gerekir.
"Fizyolojik olarak kabul edilebilir ortam" terimi, toksisite icermeyen ve bilesimin keratin
malzemelerine veya bunlarnn iginden enjeksiyonu ve/veya uygulamasi ile uyumlu olan

bir ortami ifade eder.

Bilesim, fizyolojik olarak kabul edilebilir bir ¢dzlcU veya fizyolojik olarak kabul edilebilir

¢ozicllerin bir kansimini icerebilir.

Bilesim, fizyolojik olarak kabul edilebilir bir sulu ortam igerebilir.

Bulus icin uygun olan sulu ortam yoluyla, drnedin, sudan yapilabilir.

Bulug i¢in uygun olan bir bilesimin hazirlanmasina uygun olan izotonik maddeler

yoluyla, seker ve sodyum kloriirden sz edilebilir.

Mevcut bulusun yukarnda belirildidi gibi, yine bir bagka &zellie gore, ikincisi, bulusa
gore en az bir gapraz baglanmis hiyallronik asit jeli igeren bir dermatolojik veya

kozmetik bilesime iligkindir.

Uygulama yolu ile simirl olmayan bu uygulama, sonu¢ olarak adi gecen bilesimin

topikal olarak uygulanmasina izin verir.
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Ek aktif maddeler

Buluga gore olan bir bilesim aynca steril enjekte edilebilir hilegimler alaninda kullanima
uygun en az bir ek aktif madde icerebilir.

Bu bulusta kullanilabilen ilave aktif maddeler arasinda, antioksidanlar, amino asitler,
vitaminler, mineraller, niikleik asitler, koenzimler, adrenalin igeren tlirevler ve bunlarin

kansimlarindan sz edilebilir.

Antioksidanlar sayesinde, sdz konusu oOzellikle glutation, ellagik asit, spermin,
resveratrol, retinol, L-karnitin, polioller, polifenoller, flavonoller, teaflavinler, katekinler,

kafein, ubikuinol, ubikinon ve bunlarin bir karigimindan sdz edilebilir.

Amino asitler acisindan, 6zellikle, arginin, izoldsin, 1dsin, lisin, glisin, valin, treonin,
prolin, metiyonin, histidin, fenilalanin, triptofan ve bunlarn bir kansimindan séz

edilebilir.

Vitaminler veya bunlarin tirevleri acisindan, séz konusu dzellikle E, A, C ve B
vitaminlerinden, daha dzel olarak Bs, Bs, B4, Bs, Bg, Br ve B+z'den vitaminlerinden ve

daha iyi piridoksinden sdz edilebilir,

Mineraller agisindan, ozellikle, ¢inko tuzlari, magnezyum tuzlari, kalsiyum tuzlari,
potasyum tuzlarn, manganez tuzlan, sodyum tuzlarn ve bunlarin bir karisimindan stz

edilebilir.

Nikleik asitler acisindan, ozellikle adenosin, sitidin, guanozin, timidin, sitodin ve

bunlarin bir karisiminin tarevlerinden sdz edilebilir.

Koenzimler agisindan, 6zellikle koenzim Q10, CoA, NAD, NADP ve bunlarin bir

kangimindan soz edilebilir.

Adrenalin iceren tirevler agisindan, ozellikle adrenalin ve noradrenalinden soéz

edilebilir.
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Ayrica, bulusa gbére bir bilegsim, fizyolojik olarak uygun igeriklerde érnedin sodyum
dihidrojen fosfat monohidrat ve/veya dihidrat ve sodyum klorir gibi teknik sahada

kullanilan herhangi bir eksipiyani da icerebilir.

Ek aktif maddelerin ve/veya eksipiyanlarin miktarlan, elbette, disunulen bilesigin
dogasina, arzu edilen etkiye ve bulusa gdre bilesimin destinasyonuna baglidir.

Bu parametreler, teknikte uzman kisilerin genel becerileri arasindadir.

Avantajli bir sekilde, bulusa gore bir bilesim, s6z konusu bilesimin toplam agirhgina
gére 2 ppm ila 10 000 ppm, tercihen 5 ila 1000 ppm ve daha da iyisi 50 ila 500 ppm ek

aktif madde ve/veya eksipiyan icerehilir.

Ayrica, kingikliklar doldurma amacl bir bilegsimin enjeksiyonunun siklikla hasta igin aci

verici bir his yarattid) bilinmektedir.

Dolayisiyla, dzel bir uygulamaya gore, bulusa gdre bir bilesim ayrica en az bir

anestezik madde igerebilir.

Bir anestezik madde, bulugsa uygun bir bilesimin uygulanmasinda ve/veya sonrasinda

hastanin hissettigi agnl hissi azaltma veya hatta ortadan kaldirma avantajina sahiptir.

Dahasi, bulus sahipleri, bdyle bir bilesigin varhdinin, bulusa gére bir bilesimde
kullanilan diger bilesiklerle ve 06zellikle de hiyallronik asitle uyumsuzluk riskini

arttirmadigini belirtmiglerdir.

Mevcut bulusta kullanilabilen bir anestezik, ambukain, amolanon, amilokain, artikain,
benoksinat, benzokain, betoksikain, bifenamin, bupivakain, bltakain, buUtamben,
bitanilikain, butetamin, bitoksikain, kartikain, kloroprokain, kokaetilen, kokain,
siklometilasin, dibukain, dimetisokin, dimetokain, diperodon, disiklonin, ekgonidin,
ekgonin, etil kloriir, etidokain, beta-eukain, euprosin, fenalkomin, formokain, heksilkain,
hidroksitetrakain, izobutil p-aminobenzoat, I6sinokain mesilat, levoksadrol, lidokain,
mepivakain, meprilkain, metabutoksikain, metil klorir, mersilin, naepain, oktakain,
ortokain, oksetazain, patoksikain, fenakain, fenol, piperokain, piridokain, polidokanol,

pramoksin, prilokain, prokain, propanockain, proparakain, propipokain, propoksiain,
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pstdokokain, pirokain, ropivakain, salisil alkol, tetrakain, tolikain, trimekaine, zolamin

veya bunlarmn bir tuzu arasindan secilir.

Daha o6zel olarak, mevcut bulusta kullanilabilen bir anestezik, artikain, benzokain,
bupivakain, kloroprokain, lidokain, mepivakain, prilokain, prokain, ropivakain ve

tetrakain arasindan segilebilir.

Tercihen, anestezik lidokain ve daha iyisi lidokain hidroklor(ir olabilir.
Buluga gore olan bir bilesim avantajli bir sekilde s6z konusu bilesimin toplam agirhgina
gore agirlik olarak %0.01 ila %1, tercihen agirhik olarak %0.1 ila %0.5 anestetik(ler)

icerebilir.

Ozel bir uygulamaya gére, ¢apraz baglanmis bir formdaki hiyalironik aside ek olarak
buluga gore bir jel veya bir hilesim ¢apraz badlanmis olmayan bir formda hiyalironik

asit de igerebilir.

Serbest ve ¢apraz baglanmig bigimde hiyaltronik asidin boyle bir kombinasyonu derhal
nemlenme ile sonuclanir ve cilt hacminin korunmasina neden olur. Ayrica, esas olarak
serbest hiyallUronik asit varligindan dolayl dermal fibroblastlarin ylikselmesine neden
olur ve ¢apraz baglanmig hiyaluronik asit in vivo olarak bozundukga fibroblastlarin bu
artigi zaman icinde uzar. islevsel bir bakis agisina gére, capraz baglanmamis
hiyaluronik asidin varlidi, jelin bir igneden ekstriizyon kuvvetlerini onemli olglide
geligtirmeyi mimkin kilar, béylece uygulayici tarafindan Grinin enjekte edilmesi igin

uygulanacak kuvveti kolaylastirir.

Steril, enjekte edilebilir capraz baglanmig hiyaliironik asit jel veya dermatolojik

bilesimin uygulanmasi

Bir gapraz baglanmis hiyallronik asit jeli veya bulusa gore bir bilesim, teknikte uzman

kisilerce bilinen modlardan herhangi biri kullanilarak enjekie edilebilir.

Ozellikle, bulusa gére bir jel veya bir bilesim, intraepidermal ve/veya intradermal
velveya subkitandz enjeksiyon igin uygun bir enjeksiyon cihazi vasitasiyla

uygulanabilir.
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Enjeksiyon cihazi bir siringa, bir dizi mikro siringa, bir hidrolik, lazer cihazi, bir
enjeksiyon tabancasi, ignesiz bir enjeksiyon cihazi veya bir mikro igne silindirden

secilebilir.

Tercihen, enjeksiyon cihazi bir sinngadan veya bir dizi mikro sirngadan segilebilir.

Tercihen, boyle bir arag bir hipodermik igne veya bir kanil olabilir.

Buluga gore olan bir igne veya kandl, 18 ila 34 G, tercihen 25 ila 32 G arasinda
degisen bir capa ve 4 ila 70 mm ve tercihen 4 ila 25 mm arasinda degisen bir uzunluga

sahip olabilir.

igne veya kanil avantajli bir sekilde tek kullanimliktir,

Avantajli bir sekilde, igne veya kanll, s6z konusu enjekte edilebilir bilesimin igne veya
kanil iginden iletiimesi igin bir sinnga veya baska bir cihazla birlestirilir. Bir uygulamaya

gore, igne/kanill ve siringa arasina bir kateter yerlestirilebilir.

Bilinen bir sekilde, sinnga pratisyen tarafindan veya bagka bir sekilde tabancalar gibi

bir siringa desteqi ile elle ¢calistinlabilir.

Kit

Mevcut bulusun bagka bir ydniine gére, ikincisi asagidakileri iceren bir kit ile ilgilidir:
* en az bir doz ¢apraz hiyaluronik asit jeli veya buluga gére olan bir bilegim iceren
bir ambalaj; ve
+ s0z konusu dozun uygulanmas i¢in ayrilan cildin igine veya boyunca enjekte

etmek icin bir cihaz veya cildin mikro perforasyonu igin bir cihaz.

Ambalaj, jelin veya bulusa uygun bilesimin en az bir dozunun depolanmasi igin

uygundur.

Ambalaj, ayrica, s6z konusu jelin veya s6z kanusu bilegsimin dreklenebilmesine izin

verecek sekilde duzenlenehilir.
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Boylece, birinci uygulamaya gére, séz konusu ambalaj séz konusu jelin veya sbz

konusu bilesimin érneklenmesine izin verecek sekilde centiklenir.

Ornegin, bir ampul, bir sise veya bir kapsul, ézellikle de yumusak bir kapsul bigiminde

olabilir.

Tercihen, ambalaj tek doz olabilir ve/veya gentiklenmis bir uca sahip olabilir.
Bir ikinci uygulamaya gdre, s0z konusu ambalaj, depolama sirasinda hermetik
sizdirmazlija izin veren ve kullanim sirasinda bir igne veya kandl ile delinebilen bir

baslga sahiptir.

Enjeksiyon cihazi ile ilgili olarak, daha dnce tanimlandidi gibi olabilir ve tercihen tek

kullanimhik olabilir.

Tercihen, enjeksiyon cihazi bir intraepidermal ve/veya intradermal ve/veya subkiitantz

enjeksiyon igin uygundur.

Tercihen, s6z konusu cihaz mezoterapi teknigi icin uygundur.

Kullanim

Mevcut bulusun yine hir baska yoniine gdre, sonuncusu, ¢apraz baglanmis bir
hiyaltronik asit jelinin veya bulusa gore bir bilegimin, kronolojik yaglanmanin ve/veya
kitan6z isaretlerin stres, titiin ve/veya UV radyasyonuna uzun sire maruz kalmak gibi
dis faktorlerin neden oldugu kitandz isaretlerin dnlenmesi vefveya tedavi edilmesi icin

kullaniimasi ile ilgilidir.

Bir ¢apraz baglanmis hiyalUronik asit jeli veya bulugsa goére bir bilesim ayrica, cildin
yluzey gdrunOminin bir modifikasyonunu, cildin viskozelastik veya biyomekanik
Ozelliklerinin  bir modifikasyonunu, hilcre enerji metabolizmasinda veya cildin
dehidrasyonunda azalmayi 6nlemek ve/veya tedavi etmek igin kullanilabilecedi igin

avantajlidir.
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Bir ¢apraz badlanmis hiyalironik asit jeli veya bulusa gdre bir bilesim, cilt hacmi
kusurlarini, dzellikle parlakliklar doldurmak ve/veya cildin isinimimi eski haline getirmek

icin kullanilabileceginden yine avantajhdir.

Tedavi prosesi

Mevcut bulusun bagka bir ydnline gore, ikincisi, deriye gapraz baglanmis bir hiyallronik
asit jeli veya bulusa gore bir bilesimin cildin igine veya cilt boyunca uygulanmasi igin en
az bir adimi igeren kozmetik bir cilt bakim prosesi ile ilgilidir.

Ozel bir uygulamaya gére, uygulama adimi tedavi edilecek yiizeyin tamami veya bir
kismi Uzerinde tekrar edilebilir. Enjeksiyonlann tekrari, bulusa uygun bilegimin, tedavi
edilecek cilt bdlgesinde homojen bir sekilde dagitildidi sekilde bir tabaka olusturmay

mumkin kilar.

Ozel bir uygulamaya gére, bulusun bir prosesiyle avantajli bir sekilde tedavi edilen cilt
bolgeleri cilt ve dudaklar ve ozellikle yiz, boyun, boyun gizgisi, eller, kafa derisi, karin

vefveya bacaklarin derisidir.

Bulusa gdre bir jel veya bir bilesim, avantajli bir sekilde kinsikliklar ve ince gizgiler

seviyesinde enjekte edilebilir,

Birkag enjeksiyon teknigi vardir.

Kullanilabilir teknikler acisindan, ylizeysel dermis icindeki bulusa gdre bolus olarak
adlandirilan bir bilesimin, ortalama 0.05 ml'lik bir bilesiminin enjeksiyonunu iceren
"coklu bolus” tekniginden s6z edilebilir, s6z konusu boluslar yaklagik 1 c¢cm

araliklarladir. Bu teknik &zellikle ylz ve boyun gizgisi igin dnerilir.

Yiizeysel dermiste lineer izleme enjeksiyonlarinin yapilimasini, ignenin cilt depresyonu
boyunca 45° agiyla sokulmasinin ve daha sonra hafifge igneyi ¢gekerken bulusa uygun
bilesimin ylzeysel dermiste depolanmasindan olusan "geri izleme" tekniginden de s6z

edilebilir.

Son olarak, epidermiste buluga gdre az miktarda bilegsim enjeksiyonunun bir artmasinin

gerceklestiriimesinden olusan "¢ok delikli" teknikten sdz edilebilir. Enjeksiyon noktalan
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birbirine cok yakindir, drnegin yaklasik olarak her 3 mm'de birdir ve islenecek ylizeyin
Uzerinde duzgun bir sekilde dagitihr veya kinsikhk boyunca bir cizgi olusturarak

dagitilir. Bu teknik dzellikle cilt rengini esitlemek icin dnerilir.

Bulusa gbre olan tedavi prosesinin, cilt yaslanmasinin veya fotoyaslanma igaretlerinin
Onlenmesi vel/veya tedavi edilmesi igin avantajli oldugu da kanitlanmigtir, 6zellikle
burusuk cilt, viskoelastik veya biyokimyasal 06zelliklerinin bir modifikasyonunu
sergileyen bir cilt, dokusunun uyumunda bir modifikasyon gosteren cilt, incelmis cilt,
yuzey goriniminun bir modifikasyonunu sergileyen bir cilt, cildin gevsemesi arasindan
secilmistir.

Mevcut buluga gbre olan tedavi prosesinin ayrica hicre enerji metabolizmasinda veya
derinin dehidrasyonunda bir digtsin dnlenmesi ve/veya tedavi edilmesi igin avantajli

oldugu kanitlanmistr.

Mevcut bulusa gdre olan tedavi prosesinin ayrica cilt hacmi kusurlarini, Gzellikle
kinsikhklari doldurmak ve/veya cildin isinimini eski haline getirmek igin avantajli oldugu

kanitlanmistir.

Mevcut bulusa gbre olan tedavi prosesi tercihen bir epidermal, dermo-epidermal

vefveya dermal hatta cilt alti bir bolgede gergeklestirilebilir,

Mevcut basvuru boyunca, "igeren” ifadesi, "en az birini igeren” ve "... ve ... arasinda" ve
n

...ve ... arasinda degisen" ifadesiyle ortalama sinirlar dahilinde oldugu anlagilimahdir.

Asadidaki drnekler, mevcut bulusun sinirlayici olmayan gosterimleri yoluyla verilmistir.

ORNEKLER

Ornek 1: Gapraz baglanma maddesi olarak spermin ile ¢apraz baglanmis bir

hiyalironik asit jeli hazirlamak igin protokol

Hiyaluronik asit, su iginde %3'llk bir konsantrasyonda (agirlik olarak) ¢dzindUrildr.
Homojen bir ¢bzelti elde ettikten sonra, spermin igeren bir ¢ozelti (Sigma-Aldrich
firmasi tarafindan Sigma adi altinda satilan bir 2%986), aktive edici oclarak EDC (Sigma-
Aldrich firmasi tarafindan Fluka adi alinda satilan N-(3-dimetilaminopropil)-N'-

etilkarbodiimid hidroklorir = %98.0) ve HOBt yardimci birlesme maddesi olarak
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(Sigma-Aldrich firmasi tarafindan Aldrich adiyla satilan 1-hidroksibenzotriazol hidrat
=%97) hiyallUronik asit ¢ozeltisine eklenir. Bu ¢dzeltinin hacmi, %2.3 hiyalUronik asit

iceren genel bir karigim elde edecek sekilde tanimlanir.

Bu ¢ozeltinin pH'1, seyreltik bir HCI veya NaOH c¢dzeltisi kullanilarak reaksiyondan énce

toplam 5.5 ile 6.5 arasinda bir kanigimin pH'ini elde edecek sekilde ayarlanir.

Reaktif miktarlar, arzu edilen modifikasyon derecesine gbre ayarlanir.

Poliamin igin 5 x 102 ile 2 x 102 mol/mol hiyallUronik asit tekrar birimi ve birlestirme
reaksiyonunda yer alir aktivatdr ve yardimer birlestirme maddesi icin 0.5 ile 1 mol/mol
hiyalironik asit tekrar birimi icerirler. Kullanilan sitokiyometreler verilen drneklerde

belirtilmistir.

Capraz baglanma igin, sulu jel 25 °C'de 7 ila 24 saat boyunca maruz birakilir.

Capraz baglandiktan sonra elde edilen jel, 2 ila 3 gin boyunca birkag¢ diyaliz banyosu

vasitasiyla saflastinlir ve gerekirse fizyolojik pH'ye ayarlanir.

Yikamadan sonra elde edilen sulu jel, 20 mg/g've yakin bir hiyaliironik asit

konsantrasyonunu icerir.

Jeli bir igneden gegirmek igin ekstrizyon kuvvetlerini kolaylastirmak igin ¢apraz
baglanmis olmayan hiyalironik asit daha sonra yukarida elde edilen jele eklenir ve

homojenlegtirilir.

Sterilizasyon, bir FO> 15 (sterilizasyon degeri) elde etmek tGzere T° = 121 °C'de bir

otoklavda (1slak 1s1) gerceklestirilir.

Ornek 2: Bulusa uygun (spermin ile) ve karsilastirmal (HMDA ile) gapraz

baglanms hiyaliironik asit jellerinin hazirlanmasi

Yukaridaki Omek 1'de tanimlanan protokol temelinde (i¢ ¢apraz baglanmis hiyaltronik

asit jeli hazirlanir.
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Bu g jel igin, n HOBt = n EDC = n HA.

Bu u¢ jel, asagida Tablo 1'de gdsterildigi gibi, g6z dnunde bulundurulan poliaminin
yapisl velveya "poliamin/hiyallronik asit" orani nedeniyle birbirlerinden farklidir. Son

sutun [HA], elde edilen jellerin hiyallronik asit konsantrasyonunu belirtir.
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Tablo 1:
Capraz baglanmis Capraz baglanma Sitokiyometri: n poliamin/n [HA],
jel maddesi HA mg/g
A (kargilagtirmal) HMDA* 0.100 21
B Spermin 0.020 21
C Spermin 0.010 21

* HMDA= hekzametilendiamin
n HOBt =n EDC =n HA

1) A, B ve C jellerinin modifikasyon derecesinin karakterizasyonu

Ornek hazirlama protokolii

A, B ve C jelleri izopropanol ile yikanir/¢okeltilir.

Elde edilen katilar kurutulur ve daha sonra DO icerisinde ¢GzUndurllir ve analiz igin
bir sivi matris elde etmek amaciyla jelin ayristinimasi igin 1 ml D20 iginde hiyalirenidaz
(tip VI-8, Sigma, 3kU) varliginda tedavi edilir.

Elde edilen homojen karisim daha sonra 'H NMR ile analiz edilir.

Modifikasyon derecesinin 6l¢lilmesi

igili modifikasyon derecelerinin A, B ve C jellerinde karakterizasyonu NMR

spektroskopisi ile gerceklestirilir.

Poliaminler igin, HMDA igin 1.34 ppm'de ve spermin icin 1.73 ppm'de 'H proton tepe

noktalar referans olarak tutulur.

0 =134 ppm
H /

H,
HQN/\)Q(\/N 4

H H
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Spermin / &= 1.73 ppm

H_ H

H
H
H‘Nw A
4

H H

Capraz baglanmis 0¢ hiyaluronik asit jelinin her birinin modifikasyon derecesi,
asadidaki referanslara gére bu referans tepe noktalarinin integrali kullanilarak

karakterize edilir:
Integraf 8, weas

X
, Integral d s

3

Modifikasyon derecesi =

)

X: dlgiim igin tutulan tepe noktasi protonlarinin sayisi, diger bir deyigle spermin ve
HMDA igin 4.

O-Asetamid: HA'mnin asetamid pikine karsilk gelen kayma, bu nedenle 3 proton

icermektedir.

NMR analizi, 400 MHz'de ('H) g¢aligan bir Bruker Avance 1 spektrometresi (izerinde
gerceklestirilir.

Cesitli sonuclar ve gozlemler asagidaki Tablo 2'de 6zetlenmistir:

Tablo 2
JEL &H-ref (ppm) X Modifikasyon derecesi (%)
A (HMDA kontrol) 1.34 4 5.0
B 1.73 4 0.7
C 1.73 4 1.0

Yukaridaki Tablo 2'den, bulusa gbre g¢apraz baglanmis jellerin B ve C modifikasyon
derecelerinin, kontrol jel A'ninkilerle karsilastirildiyinda, énemli dicide azaltilmig

oldugu ortaya ¢cikmaktadir.

Bu nedenle, spermin ile gapraz baglanmis hiyaltronik asit, HMDA ile ¢apraz haglanma

sonucunda ortaya cikandan daha az modifiye edilmistir.
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2) Mekanik ozelliklerin karakterizasyonu

a) A, B ve C jellerinin viskoelastik 6zellikleri, elastisite modiilii G’ (Pa cinsinden)

ve 5 Pa bir stres i¢in 1 Hz'de dlgiilen faz agisi1 & (°) dlglimii ile karakterize edilir.

Bundan sonra Tablo 3, dlgilen dederleri géstermektedir.

Tablo 3
Genlik tarama (koni/plaka)
Jel 1= 5 Pa’da digiilen G' 1= 5 Pa'da digiillen  Caprazlamada élciilen t
(Pa) 3 (%) (Pa)
A (HMDA 64 48.2 90
kontrol)

B 318 10.8 510
C 227 18.1 590

Kontrol jel A, bir poliamin (HMDA) ile ¢capraz baglanmis olmasina ragmen, hiyaltronik
asidin modifikasyon derecesi ylksek olmasina ragmen, mekanik 6zellikleri zayif oldugu

icin yeterli degildir.

Disuk bir modifikasyon derecesine ragmen, B ve C jelleri, diger yandan, karsilastirmali

jel Aile karsilastirildiginda dnemli él¢tide gelistiriimis bir reolojik davranis sergilerler.

b} A, B ve C jellerinin sterilizasyonuna kargi direng, T° 2 121 °C 'de bir otoklavda
(1slak 1s1) gergeklegtirilen bir sterilizasyona maruz kaldiktan sonra bu jellerin
elastisite moduli G' (Pa cinsinden) kaybinin karakterizasyonu yoluyla belirlenir,

boylece bir FO> 15 (sterilizasyon degeri) elde edilir.

Asagidaki Tablo 4, dl¢ulen degerleri géstermektedir.

Tablo 4

t = 5 Pa'da olg¢iilen genlik taramasi (koni/plaka)
Jel
Kayip G' (%)

A (HMDA kontrol) %60
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t = 5 Pa'da olg¢iilen genlik taramasi (koni/plaka)

Jel
Kayip G' (%)
B %23
Cc %24

Kontrol jeli A, bir kez daha tatmin edici degildir, ¢unkl jeller B ve C ile

karsilagtirildiginda sterilizasyona zayif direng gosterir.



