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ONSOZ
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KISALTMALAR

AFM : Atomic Force Microscope (Atomik Kuvvet Mikroskobu)

ASTM : American Society for Testing and Materials (Amerikan Test ve
Malzeme Kurumu)

Arg > Arginine (Arjinin)

Asp . Aspartat

ATR . Attenuated Total Reflectance (Total Yansitma)

BSA : Bovine Serum Albumin (S1gir Serum Albumin)

CarbFF : Carbohydrate Force Field (Karbonhidrat Kuvvet Alani)

CD : Circular Dichroism (Cift yonlii poliarizasyon interferometresi)

CFF - Consistent Force Field (Tutarli Kuvvet Alani)

CG : Coarse Grained (Kaba Taneli)
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: Zaman
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: Isik siddeti

- Aborbsiyon katsayisi

: Bag uzunlugu

: Atom pozisyonu

: Zaman

. Yer degistirme vektorii bilesenleri
- Acisal hiz
: Soniimleme faktorii
. Zeta potansiyel

. Asal gerilme dogrultusundan sapma agisi
- Viskozite

- Dihedral agilar

: Hidrojel kiitlesi
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KONTROLLU AKTIF MOLEKUL SALIMI YAPAN PEKTIN TEMELLI
HIDROJELLERIN GELISTIRILMESI

OZET

Yara tedavisi, bir dizi hiicresel ve biyokimyasal olaylarin, dokuyu tamir etme ve
yenileme amaciyla, i¢ i¢ce geecmis ve diizenli bir sirada gerceklestigi bir prosestir.
Giliniimiizde, diyabet hastalig1 gibi cesitli hastaliklarin neden oldugu kronik yaralar,
hizla yaslanan niifus, trafik kazalar1 ve cerrahi prosediirlerin artis1 ile daha etkili yara
ortiilerine olan gereksinim artmaktadir. Gelismis bir yara Ortiisii, miikemmel
biyouyumluluk ile beraber bakterilere karsi bir koruma saglamali, fazla eksuday1
absorbe edebilmeli, uygun su buhar1 ve oksijen gec¢irgenligi orani ile de iyilesmeyi
hizlandirmalidir. Ayrica, hasta ve hasta yakinlar1 i¢in konforlu bir kullanima sahip
olmasi, mekanik dayaniklilik, uzun raf 6mrii, uygun maliyet ve biyobozunurluk da bir
yara Ortlisii malzemesinde aranan 6nemli 6zelliklerdendir. Ancak, ¢cogu mevcut yara
ortiileri bu ozelliklerden ¢ok azini bir arada icermektedir. Bu nedenle, tiim aranan
ozellikleri bir arada barindiran, diisiik maliyetli, gelismis yara oOrtiilerine ihtiyag
bulunmaktadir. Bu motivasyonla, bu tez ¢alismasinda in silico ve in vitro yontemlerin
beraber kullanildig1 bir yaklasgimla, yara oOrtiisii olarak kullanilmak {izere
antimikrobiyal, kontrollii ila¢/protein salim sistemleri gelistirilmistir. Yara Ortiistiniin
ana matrisi olarak pektin se¢ilmistir. Hidrofilik pektin fazla yara sivisim
absorplayabilir. Gézenekli hidrojel yapisi ile pektin kontrollii ilag salimi yapabilir.
Pektin zincirlerinin {izerindeki fonksiyonel gruplar araciligiyla olusan asidik ortam ise
bakterilere ve viriislere kars1 bir bariyer gorevi gorebilir.

Tez kapsaminda yapilan calismalar béliimler halinde sunulmustur. Oncelikle yara
ortiileri i¢in literatlirde rapor edilen ¢aligsmalar ve pektinin yara ortiisli olarak kullanimi
tartigtlmistir. Bunu, molekiiler modelleme ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari
hakkinda kapsamli bir boliim takip etmektedir. Tez kapsaminda yapilan calismalar ise
bes ayri boliimde tartigslmistir. i1k boliimde, tiim-atom MD simiilasyonlart
kullanilmigtir. Temel olarak galakturonik asit monomerleri igeren pektin zincirleri
kimyasal Ozellikleri farkli karboksil, ester ve amitli gruplari barindirmaktadir.
Calismada, yiiksek metoksili ve diisiik metoksili olarak 21 monomerli pektin
oligomerleri modellenmistir. Ca®* iyonlartyla ¢apraz baglanmis zincirlerin diisiik
enerji seviyelerinde konfigiirasyonlar1 taranmig, diisiik metoksili pektin zincirlerinin
capraz bagl yapilarin1 daha fazla koruduklar: tespit edilmistir. Tezin devaminda
kontrollii ila¢ salim sistemlerinde diisiik metoksili pektinin kullanilmasina karar
verilmistir.
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Caligmalarin ikinci boliimiinde, diisiik metoksili pektinden sentezlenen hidrojeller,
farkli Ca®" iyonu ve ilag¢ yiikleme konsantrasyonlarinda, ve farkli sayida hidrojel
katmanlarda ¢alisilmistir. Sentezlenen hidrojeller karakterize edilmis ve istenilen ilag
salim hizinin katman sayist ve film kalinlig1 ile kontrol edilebilecegi sonucuna
ulasilmistir. Tezin simiilasyon odakli {igiincii ¢alismasinda ise, pektin hidrojellerinin
yiiklenen ilac1 kontrollii salabilecegi ila¢ konsantrasyonu araliginin belirlenmesi i¢in
hesaplamali calismalar gerceklestirilmistir. Bu amagla, Ca®" ile ¢apraz bagh 21
monomer uzunlugundaki a-D-galakturonik asit oligomerleri, artan prokain
konsantrasyonlarinda (6, 30, 60, 90 180 mg ilag.g™ film), her sistem i¢in iiger bagimsiz
200 ns uzunlugunda tiim-atom MD simiilasyonlart ile incelenmistir. Sonuglara gore 30
mg.g? prokain yiiklemenin capraz baglamayr bozmayacagi, bu konsantrasyonun
hidrojeli diisiik seviyede degredasyona ugratacagi ve kontrollii salim yapabilecegi 6n
goriilmiistiir. MD ¢alismalarinda kullanilan konsantrasyonlarda prokain yiiklii pektin
hidrojeller sentezlenmis, karakterize edilmis, analizler ile prokain salimi1 ve hidrojel
degradasyonunun simiilasyonlarla tahmin edilebilecegi ortaya konmustur. Bu
hesaplamal1 yaklasim kontrollii salim i¢in kullanilacak benzer esnek sistemlerin
tasariminda da kullanilabilir.

Tezdeki diger bir calismada, pektin hidrojelin mekanik 6zelliklerini arttirmak icin
kafes yapili alimiinasilikat zeolit-A kullanilmistir. Bu katki ile kontrollii ilag salimi
yapabilen, modern yara ortiisii igin gerekli 6zelllikleri tasiyan, uygun maliyetli 6zgiin
bir yara Ortiisti gelistirilmistir. Membrana difiizyon ve matrise difiizyon olmak iizere
iki farkli hidrojel hazirlama metodu ile hazirlanan hidrojellerde farkli ¢apraz baglayici,
zeolit ve teofilin ilac1 konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. Pektin-zeolit etkilesimlerini
kontrol etmek amaciyla iki farkl1 iyonik formatta (Na* ve Zn?*) zeolit-A kullanilmstir.
Membrana difiizyon yontemi ile hazirlanan hidrojellerin teofilini kontrollii bir sekilde
salabildigi, zeolit-A partikiillerinin teofilin deposu olarak davranirken hidrojel
stabilitesini ve oksijen gecirgenlik hizimi arttirdigi tayin edilmistir. Pektin-zeolit
hidrojellerin ilag salimina etki eden en 6nemli parametrelerin sisme orani ve iyon
konsantrasyonu oldugu belirlenmistir.

Tezin son boliimiinde ise hem yiliksek kanamali ve yanik yaralarinda 6nemli bir
problem olan, hem de kalp krizi, kanser ve COVID-19 nedeniyle gelisebilen serum
alblimin eksikligi yasayan hastalarin cerrahi operasyonlarinda kullanmak amaciyla
serum alblimin yiiklii pektin-zeolit hidrojeller gelistirilmistir. pH 6,4 ortaminda
hazirlanan 100 mg.g? film albiimin yiiklii hidrojelin, yapisinda immobilize olmus
albiimini kontrollii bir sekilde protein yapisini bozmadan dis ortama salabildigi
belirlenmistir. WST-1 yontemi ile dermal fibroblast hiicrelerine karsi1 gergeklestirilen
hiicre canliligi analizlerinde, kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda hazirlanan
hidrojellerin hiicre sayisim1 diisiirmedigini, in vitro yara iyilesmesi analizlerinde ise
hiicrelerin gd¢iline etki etmedigi, fibroblast hiicreleri iizerinde toksik bir etki
gostermedigi belirlenmistir. E.coli ve S.aureus’a karsi yapilan antibakteriyel analiz
testlerinde ise hidrojellerin antibakteriyel 6zellikleri gosterilmistir.

Bu tez kapsaminda, atik {irlin veya yan iiriin olarak degerlendirilen pektini kullanarak
gelistirilen antibakteriyel, aktif ajan yiiklii yara ortiileri ile kisiye Ozel tasarim
(istendiginde kontrollil veya hizli salim, ilag¢/protein salimu, istenilen ebatta esnek yara
ortlisti) yapilabilecegi belirlenmistir. Katma degeri yiiksek olan bu iirliniin ithal yara
ortiilerine olan bagimlilig1 azaltacag: ve iilke ekonomisine katkida bulunacak olmasi
ise tezin bir diger 6nemli ¢iktisidir.
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DEVELOPING PEKTIN-BASED HYDROGELS WITH CONTROLLED
DELIVERY OF ACTIVE MOLECULES

SUMMARY

Wound healing is a dynamic, ordered sequential phenomena that requires numerous
chemical, cellular and biochemical processes to perform tissue repair and regeneration.
Today, increasing prevalence of chronic injuries such as pressure ulcers, diabetic
ulcers, other slow-healing injuries, incidence of accidents such as road accidents,
burns, and traumas across the globe, growth of the aged population, and increasing
number of surgical procedures highly necessitate advanced wound care products. An
ideal advanced wound dressing should exhibit numerous characteristics; these are
excellent biocompatibility and non-toxicity, stopping bleeding, relieving local pain,
keeping the wound moist enough while absorbing the excess exudate, having optimum
water vapor and oxygen permeability, protecting the wound from microorganisms and
infections. It should be also easily implemented to the wounded area, become less
adhesive before peeling to maintain patient comfort and prevent a second injury. An
ideal wound dressing should also have mechanical durability, long shelf life and be
cost effective. However, most of the advanced wound dressings available in the market
have few of these properties. For this reason, there is a high demand for low-cost,
advanced dressings that assemble most of the desired features. The aim of this thesis
is thus designing new antimicrobial drug/protein loaded wound dressing materials
combining in silico and in vitro methods.

The main polymeric matrix of the wound dressing is selected as pektin for numerous
reasons. Pektin is a non-toxic, natural heterogeneous polysaccharide extracted mostly
from citrus peels or apple pomaces. It is a by- or waste product of fruit juice industry,
making pektin easily available and cheap. It is mainly composed of linear chains of
galacturonic acid monomers accommodating —COOH groups, enabling a unique gel
formation in the presence of divalent cations leading to the “egg-box model”. This
unique hydrogel structure makes pektin an ideal carrier for delivering bio/active
agents. Pektin imparts many advantages for wound dressings such as binding bioactive
molecules, retaining an acidic environment, which may act as barrier against bacteria,
having anti-inflammatory and anti-microbial properties. It has dual-responsiveness to
pH, which corresponds to wounded tissue pH. Highly hydrophilic pektin chains can
also absorb the excess exudate, therefore controlling the moisture of the wound
environment.

Studies conducted within the scope of this thesis are discussed in five separate
chapters. In the first chapter, conformational differences that can occur during the
gelation of high-methoxyl (HM) and low-methoxyl (LM) pektin chains are
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investigated at molecular level using all-atom molecular dynamics (MD) simulations
in explicit water. Pektin chains mainly contain galacturonic acid monomers
accommodating carboxyl, ester and amide groups. Pektin oligomers of 21 monomers
are modeled as HM and LM according to the natural ratios of these functional groups.
The conformational rearrangements of the oligomers cross-linked with Ca* ions are
revealed at low energy configurtaions. LM-pektin chains are noted to maintain their
cross-linked structure more when compared to the HM chains, suggesting a more
suitable hydrogel for controlled delivery. Consequently, in the remaining of the thesis,
LM-pektin is used.

In the second chapter, hydrogels are synthesized from LM-pektin at different Ca*
concentrations, with different numbers of hydrogel layers and with different drug
(theophylline) loading methods. The synthesized hydrogels are characterized, and the
most effective drug loading method for drug release is determined. The analyses show
that the desired drug release rate can be controlled by the number of layers and film
thickness. In the third chapter of the thesis, a total of 3.6 us long MD simulations in
explicit water are employed to predict the optimum drug concentration in pektin-based
hydrogels that maintain controlled drug release and delayed hydrogel degradation. The
dynamics of the 21 monomer long polygalacturonic acid chains cross-linked with Ca2*
ions is studied at different drug (procaine) concentrations (6, 30, 60, 90, 180 mg/g
hydrogel) and compared with the dynamics of the chains without drug. Global motions
and local motions of the chains are analyzed. Especially, the deviations of the cross-
links from their initial contacts reveal the optimum procaine concentration as 30 mg/g
hydrogel to maintain the hydrogel network intact. To assess computational results, LM
pektin hydrogels are synthesized, characterized and procaine release experiments are
performed. Results from MD simulations and drug release aggree that 30 mg/g
procaine loading do not disturb the cross-links, therefore leads to low degradation and
controlled release from the hydrogel. On the other hand, 90 mg/g-hydrogel loading
leads to increased chain fluctuations causing burst procaine release. In addition,
procaine molecules are determined to behave as plasticizer promoting polymer
flexibility.

Next, LM-pektin hydrogels are synthesized with the addition of alumina silicate
zeolite-A particles to improve the mechanical properties of the hydrogel. Hydrogel
films are prepared based on diffusion into membrane or diffusion into matrix
preparation methods with different concentrations of cross-linker, zeolite and drug
theophylline. To enlighten the pektin-zeolite interactions, zeolite particles are prepared
in two different ionic forms, Na* and Zn?*. Hydrogels prepared with diffusion into
membrane system release theophylline in a controlled manner. In the system, zeolite-
A particles also adsorb theophylline, which improves controlled release while
enhancing the hydrogel stability and increasing the oxygen permeation rate. Analyses
show that swelling of the hydrogel and ion dynamics in the medium dominate the drug
release behaviors. As a result, a novel and cost effective wound dressing material is
developed with critical features required in a modern wound dressing,

In the last part of the thesis, bovine serum albumin-loaded LM-pektin — zeolite-A
hydrogels are developed to be used in high-bleeding and burn wounds, as well as in
surgical operations of patients with albumin deficiency due to heart attack, cancer or
COVID-19. Hydrogel samples with 100 mg g* film albumin that are immobilized at
pH 6.4, display controlled albumin release while preserving secondary and plausibly
tertiary structure of albumin.
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LM-pektin and LM-pektin — NaA-zeolite hydrogels outperform a similar advanced
wound care product, with desirable oxygen permeability, water (moist) permeability,
swelling, and absorbing excess exudate. Cell viability analysis performed by WST-1
method reveals that LM-pektin and LM-pektin — NaA-zeolite hydrogels have no
cytotoxicity when compared to the control group. In vitro wound healing assays show
that all hydrogels have no toxic effects on the fibroblast cells and promote migration
of the cells. These hydrogels have antibacterial properties as demonstrated with
antibacterial analysis tests against E.coli and S.aureus.

With the wound dressing including pektin and zeolite-A developed during this thesis,
two important outcomes can be achieved. First, an effective wound treatment can be
provided with tailor made (controlled or rapid release according to the treatment of the
disease, drug / protein release, flexible wound dressing in desired size), antibacterial,
active agent loaded pektin-based wound dressings. Second, a high added value product
can be produced from pektin, which is evaluated as a waste by-product.
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya c¢apinda artan kronik hastaliklar ve diyabet, hizla yaslanan niifus, cerrahi
prosediirler ve trafik kazalarindaki artis nedeniyle deri yaralanmalarinin sayis1 gittikce
artmaktadir. Akut ve kronik yaralar, hastalarda ciddi fiziksel travmalara neden olmakta
ve biiyiik bir sosyo-ekonomik yiik getirmektedir. Bu durum gelismis yara ortiilerine
olan ihtiyaci hizla arttirmaktadir. Bununla beraber, deri hastaliklarinda karsilasilacak
¢Oziilmesi en zor problemlerden biri kronik enflamatuvar deri hastaliklarinin
tedavisidir. Egzama ve sedef gibi kronik enflamasyonlu deri hastaliklar1 ise Tiirkiye
ve Diinya niifusunun %1-2’sinde goriilen, hastalarin yasam konforunu olumsuz yonde
etkileyen, kesin tedavisi olmayan bir immiin hastalik grubudur. Bu hastaliklarin
kontrol altina alinmasinda topikal, fototerapi ve agiz yoluyla tedavi yontemleri

kullanilmaktadir.

Topikal tedavinin hastalar tarafindan bilingsiz uygulanmas1 ve ila¢ dozaj asimi
sonucunda, kemik erimesine varan doku kaybi gibi yan etkilerin bulunmasi, bu
hastaliklarin  tedavisinde kontrollii ilag salimmmn Onemini arttrmustir. Ilag
molekiillerinin biyoaktivitesini arttirarak hizli ya da yavas salim veya kontrollii salim,
hedefli salim gibi metotlar1 gelistirmek, giiniimiiz tedavilerinin  6nemli
hedeflerindendir. Bu nedenle biyopolimerik ila¢ salim cihazlari, biyoaktif ajanlarin
salimin1 istenilen bolgeye, istenilen hizda gergeklestirmek {izere tasarlanmaya
calisilmaktadir. Kontrollii ila¢g salim sistemlerinin ila¢ bozunmasini ve kaybini
minimize etmek, ilag biyouyumlulugunu arttirmak, hedeflenen ilag konsantrasyonunu
olabildigince uzun siire tutmak ve en Onemlisi saglikli dokunun toksik etkilerden

etkilenmesini engellemek gibi dnemli fonksiyonlart bulunmaktadir.

Bu motivasyonla bu tez galismasinda in silico ve in vitro yontemlerin beraber
kullanildig1 bir yaklagimla kontrollii ilag salim1 yapabilen bir hidrojel gelistirilmistir.
Ilag tasiyici sistem olarak, insan viicudundaki hiicreler aras1 matrisin (extracellular
matrix, ECM) ana komponentlerine olan yapisal benzerliginden dolay1 anyonik bir
polisakkarit olan pektin polimeri se¢ilmistir. Sistemin 6zellikle mekanik 6zelliklerini

iyilestirmek amaciyla biyouyumlu zeolit-A eklenmistir. Zeolit partikiilleri mekanik



ozellikleri arttirmasmin yanisira, hiicrelere oksijen tasmimini arttirmast [1, 2],
trombositleri aktive ederek kanamay1 durdurmaya yardimci olmast, hiicresel ve biiyiik
protein bilesenlerinin konsantrasyonunu arttirmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 yara

iyilesmesine aktif olarak etki etmektedir [3].

Deneysel ¢alismalardan evvel, ilag salim sisteminin performansini gelistirebilmek i¢in
tim-atom molekiiler dinamik simiilasyonlar1 kullanilarak oncelikle molekiiler
seviyede gerceklesen pektin-capraz baglayici etkilesimleri acikliga kavusturulmaya
calisilmigtir. Bu amag dogrultusunda, diisiik metoksi ve yiiksek metoksi pektin
zincirleri modellenmis ve disiik enerji seviyesindeki zincir-capraz baglayici
etkilesimleri detaylica incelenmistir (Bkz. Boliim 4). Topikal uygulamalar i¢in yara
ortiisit formundaki ilag yiikli antimikrobiyal pektin temelli hidrojellerin tasarim
parametreleri tayin edildikten sonra karakterize edilmis ve in vitro yara ortiisii ile
kontrollii ilag salim performanslar1 belirlenmistir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 Boliim

5’te detaylandirilmistir.

Bunun yaninda hidrojellerin yiiklenen ilac1 kontrollii salabilecegi ve ayrica zincirlerin
degradasyona ugrayip, ilag salimmin kontrollii salim profilinden sapacagi ilag
konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla detaylar1 Boliim 6’da agiklanan bir dizi
molekiiler  dinamik  simiilasyonu c¢alismalar1  gergeklestirilmis ve 1ilag
konsantrasyonunun pektin zincirlerini dekompoze etme mekanizmasi incelenmistir.
Bu amagla modellenen pektin hidrojeli/prokain sistemleri igin hesaplamali bir
metodoloji  gelistirilmistir. Bu gelistirilen metodolojinin aym1 zamanda ¢esitli
geleneksel veya yeni ilag tasiyici esnek yapili polimer sistemlere de uygulanabilecegi

diistiniilmektedir.

Pektin hidrojellerinin mekanik 6zelliklerini artirmak amaciyla Na* veya Zn?* yiiklii
zeolit-A kullanilmistir. Sentezlenen hidrojeller karakterize edilmis ve daha sonra in
vitro testler ile yara Ortiisii olarak kullaniminin uygun oldugu belirlenmistir.

Caligmanin tiim detaylar1 Boliim 7°de ayrintili olarak verilmistir.

Son olarak, o6zellikle asir1 ekzudali yaralar, yanik yaralari ve hipoalbuminemi
hastalarinin cerrahi operasyonlarinda kullanilma potansiyeline sahip olan albiimin
yukli hidrojeller gelistirilmistir. Bu ¢alismanin ayni zamanda protein-karbonhidrat
etkilesimlerine de iyi bir model olacag diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma ise Boliim 8’de

sunulmustur.



Bu tez kronik enflamasyonlu deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilacak ilag yiiklii
hidrojellerin tasarimma odaklanan 6zgiin bir calismadir. ilag ve protein yiiklii

hidrojellere tez boyunca yapilan analiz ve uygulamalar Sekil 1.1°de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 1.1 : Tez sirasinda izlenilen yol haritas1 ve gerceklestirilen ¢caligmalar.

Gelismis yara bakim iiriinleri akut vakalarda da biiyiik 6l¢lide pansuman yapmak ve
kazadan kaynaklanan yaralanmalarmn hizl iyilesmesi i¢in kullanilmaktadir. Ozellikle
diyabet gibi kronik hastaliklarin ve yaslh niifusun artisinin bu segmentin artisindaki
pay1 biiyiiktiir. Cok yiiksek maliyeti olan gelismis yara bakim ortiilerinde, iilkemiz
acisindan bakildiginda ise artan dovize bagmmlilik durumu, maliyetin artarak
yiikselmesine neden olmaktadir. Atik veya bir yan iiriin olan pektin kullanilarak
gelistirilen bu yara oOrtiisii ayn1 zamanda iilkemizin degerlendirilemeyen dogal
kaynaklarindan biri olan pektinin yiiksek katma degerli iriinlerin hazirlanmasinda

kullanilacak olmasi, tezin bir diger 6nemli ¢iktis1 olacaktir.






2. LITERATUR OZETi

Gelismis bir yara Ortiisii tirtinii tasarlayabilmek i¢in saglikli bir derinin kompozisyonu
ve yara iyilesmesinin evreleri hakkinda genel bir bilgi sahibi olmak, yara tedavisini
anlamaya yardimci olmasi bakimindan 6nemlidir. Bu amacla bu boliimde deri yapisi
hakkinda ¢ok kisa bir bilgi verildikten sonra, yara ¢esitleri, yara iyilesme fazlari ve
yara iyilesmesine etki eden gesitli faktorler ile ilgili bilgi verilmistir. Yara tedavisinin
tarithsel gelisimi hakkinda bilgi verilmesinin ardindan ise modern bir yara ortiisiinde
bulunmasi gereken 6zellikler, mevcut yara ortiisii ¢esitleri ve pektin polimeri hakkinda

genis bir literatiir 6zeti verilmistir.

2.1 Deri

Hiicreler arasi organizasyonel bir ortam olusturan organa ‘doku’ adi verilmektedir.
Deri ise, insan viicudundaki en biiyiik organdir ve hayatin siirekliliginin saglanmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Dogumdan itibaren tim yasam boyunca siviy1
dengelemek, enfeksiyon kontrolii ve termojenesis gibi hayati gorevleri tistlenmektedir
[4, 5]. Saglikli deri esas olarak epidermis, dermis ve deri alt1 tabakalarindan

olusmaktadir (Sekil 2.1).

Epidermis -
Meissner nerve
ending
papillary

Dermis

reticular 4
Sebaceous gland
Arrector pili muscle
Hair shaft

Pacini nerve ending

Subcutaneous tissue -

Sekil 2.1 : Deri tabakalari [6].

Epidermis, en distaki bariyer tabakadir. Yiksek sizdirmazligi sayesinde sadece su
kaybin1 6nlemez, ayn1 zamanda alt tabakalar1 zararli dis etkenlerden de korumaktadir.

Dermis tabakasi fibroblast, elastin, glikozaminoglikan iceren ekstra hiicresel
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matriksden (ECM- extracellular matrix) olugsmaktadir. Derinin esnekligini saglayip
cilde fiziksel destek verirken ayni zamanda vaskiiler sistem, sinir yollar1 ve lenfatik
sisteme de destek olmaktadir. Cok damarli olan deri alti tabakasi adipos doku
bakimindan zengindir. Bu nedenle deri sicakligt ve mekanik Ozelliklerin
diizenlemesine yardimci olmaktadir. Normal bir cilt, yagli ve patojenlerin biiylimesini

engellemek i¢in hafifce asidiktir [7].

2.2 Yara

Yara, deri biitiinligliniin cesitli sebeplerle bozularak, canli dokunun yapisal ve
fonksiyonel islevini siirdiirememesidir [8]. Fiziksel, termal, kimyasal bir etki veya
fizyolojik ve medikal kosullar sonucu olusan defektler olarak da agiklanabilir [9].
Wound Healing Society’e gore de yara, herhangi bir dis etken sonucu normal anatomik

dokunun yapisinin ve fonksiyonlarinin bozulmasidir.

Yara iyilesmesi, bir dizi hiicresel ve biyokimyasal olaylarin, dokuyu tamir etme ve
yenileme amaciyla, i¢ ice gegmis ve diizenli bir sirada gerceklestirdigi bir prosestir
[10]. Yara onarim siireci neredeyse viicuttaki tiim farkli dokularda benzer bir sekilde
islemektedir. Bu nedenle miyokard enfaktiisii (kalp krizi), bir omurilik yaralanmasi ya
da yanik yaralanmalarinda viicudun izledigi kendini tamir amagh sekanslar, etkilenen
organlarin farkliligina ragmen Onemli Ol¢lide benzerlik gostermektedir [11].
Yaralanma ile beraber hiicresel, biyokimyasal prosesler ve enzimatik reaksiyonlar
devreye girerek iyilesmeye yardimci olurlar. Bununla beraber, enfekte olmus cerrahi
yaralar, travma veya yanik gibi fiziksel nedenlerden veya diyabet, basing ve enfekte
kronik yaralar gibi ¢esitli fizyolojik bozukluklardan dolay1 olusan bazi yaralarda
iyilesmede onemli gecikmeler goriilmektedir. Iyilesmesi ¢ok zor olan bu kronik
yaralarin tedavisi yillar almakta ve yara, enflamatuvar fazda kalarak bir sonraki faza

gecememektedir [12].

2.2.1 Yaralarm simiflandirilmasi

Yaralar ¢ok farkl sekilde kategorize edilebilmektedir. Sekil 2.2°de yara
siiflandirmasina genel bir bakis verilmistir. En genel sekliyle, (i) siire ve yara
iyilesmesinin dogasi, (ii) yaralanmanin derinligi ve yaranin goriintiisii olarak iki ana
sinifta incelenebilir. Onarim prosesine gore ise (i) akut yaralar, (ii) kronik yaralar, (iii)
yaniklar, (iv) kimyasal yaralanmalar ve (v) mekanik yaralanmalar olarak
siniflandirilabilirler. Yaralar, ayn1 zamanda etkilenen doku alani ve tabakasina gore de
siniflandirilabilirler. Sadece epidermis denilen, viicudun dis yiizeyini koruyan



damarsiz dokuda meydana gelen yaralanmalara ‘yilizeysel yaralanmalar’ ad1
verilmektedir. Hem epidermisde hem de kil folikiillerini de igeren daha alt
tabakalardaki yaralanmalara ‘kismi kalinlikta yaralanmalar’, deri alt1 yaglar1 veya daha
derindeki dokulara da zarar veren yaralara ‘tam kalinlikta’ (full thickness) yaralar
denilmektedir[10].

Yara
1
| ] ]
Yara iyilesmesinin stiresi Yarali bolgenin Yaranin grimtiisiine gore
ve dogasina gore derinligine gore
Akut yaralar Yiizeysel yaralar — Nekrotik
i — Kabuklu
Kronik yaralar Klsnln kalinlikta
yaralat — Graniile
Kompleks yaralar Tam kalinlikta yaralar o
— Epitelize
— Enfekte
— Kotii kokulu

Sekil 2.2 : Yaralarin siniflandirilmasi [10].

Akut yaralar, deri yaralanmasi veya cerrahi bir operasyondan sonra olusan, genellikle
yaranin derinligi ve biiyiikliigline gore 8-12 hafta i¢inde, ¢ok az yara izi ile tamamen
iyilesebilen doku yaralanmalaridir [13, 14] (Sekil 2.3). Klinik olarak kronik yaralar ise
12 hafta i¢inde islevsel biitlinliigiinii kendiliginden eski haline getiremeyen ve iyilesme
egilimi gostermeyen yaralar olarak tanimlanmaktadirlar [15]. Sekil 2.4’te ise kronik
yara asamalar1 goriilmektedir. Kronik yaralar biiyiik cogunlukla enflamasyon fazini
asamamaktadir. BOyle yaralar genelde, diyabet, kanser, uzun stireli enfeksiyon,
albiimin eksikligi gibi bir fizyolojik nedenden kaynaklanmaktadir. Bu fizyolojik
problemler, diizenli bir siireci izleyen yara tedavi proseslerinde bozulma veya

yavaglamaya neden olmaktadir [13].
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Sekil 2.3 : Yara iyilesme asamalarinin giinlere gore gosterimi [16].
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Sekil 2.4 : Akut ve kronik yara stireci [17].

Biiyiik cogunlugu agrili olan kronik yaralar ortaya ¢iktig1 lokasyon ve siddetine bagh
olarak hastanin 6zel ve sosyal hayatini olumsuz etkiler [18]. Hastaligin sebep oldugu
fiziksel deformasyon sonucunda hastada psikolojik sorunlar olusabilir. Bu durumda
hasta kendisini ¢evresinden ve toplumdan izole eder ve sonunda kendisine olan saygiy1
yitirebilir. Kronik yaralar, yasam kalitesini ve fonksiyonlarin1 bozarak organ
kesilmesine hatta 6liime yol acabilir. Hastanin uzun siireli olarak hastanede kalmasina
ve belirsizlige de neden olmaktadir [19]. Giiniimiiz tip diinyasi, ayni zamanda
enfeksiyona ¢ok agik olan kronik yaralarin tedavisine biiylik 6nem vermekte ve bu

konuda ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir [20].



Yaniklar, ¢ok sik rastlanan ve en yliksek tedavi gideri olan, uzun siireli veya kalic1 agir
fiziksel, fizyolojik ve sosyal sonuglari olan enflamatuarli bir yara gesitidir [21].
Tedavide genellikle, yanik yarasi serum fizyolojik ile kapandiktan sonra, bir yara
ortiisii ile kapatilir ya da yanik pomadi kullanilarak her giin degistirilip kapal
pansuman yapilir. Yaniklari enfeksiyona karsi korumak tedavinin en dnemli kriteridir.
Yanik yaralanmalarinda kan kayb1 ve cerrahi stresin birlesimi sonucu 6énemli oranda
alblimin tiikenmesi yasanmaktadir [22]. Bu durum postoperatif komplikasyon riskini
ii¢ kata kadar arttirmaktadir.

Diyabetes mellitus (seker hastaligi) tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin bir
sekilde goriilen bir saglik sorunudur [20]. Diyabetik ayak iilserleri global niifusun
yaklasik % 6.3’linde goriilebilen o6nemli bir kronik komplikasyonudur [23].
Tiirkiye’de 2013 yili verilerine gore yaklasik 7 milyon diyabet hastast bulundugu
dikkate alindiginda, bu hastalar1 bekleyen en biiyiik sorun olan diyabetik ayak
yaralarinin 6nemi daha da ortaya c¢ikmaktadir [24]. Diyabet prevalansi arttikga
diyabetik ayak {ilserlerinin siklig1 artmaktadir. Dolasim bozuklugu ve iyilesmeyen
yaralara neden olmakla birlikte, hayat kalitesinin bozulmasina, yiiksek tedavi
maliyetlerine ve hatta morbidite artisina yol agmaktadir. Progresif doku kaybinin yan1
sira yumusak doku kaybi, kemik enfeksiyonu ve vakalarin yaklasik % 20'si de
hizlandirilmis kardiyovaskiiler hastalik ile iliskili olabilmekte, ampiitasyonlarina
neden olmaktadir [25]. Saglikli bir bireyin yasam boyunca diabetik ayak tilseri
gelisme riski %25 iken, diabetik ayakli hastalar %50 oraninda enfeksiyon ve %20
oraninda amputasyon riski tagimaktadirlar [26]. Diinyada seker hastaligina bagh
olarak her 20 saniyede bir hasta ayagin1 kaybetmekte, iilkemizde ise yaklasik olarak
300 bin civarinda diyabetik ayakli seker hastasi bulunmakta ve her yil bu hastalarin
20-30 bini uzuvlarimi kaybetmektedir.

Bu yaralarin tedavisinde kollajen, biiytime faktorleri, hiperbarik oksijen tedavisi gibi
tedavi segenekleri uygulanmaktadir. Fakat yiiksek maliyetli olan bu tedavi yontemleri
halen rutin tedavi protokollerine girmemistir [27]. Antibiyotik tedavisi enfeksiyon i¢in

temel olmakla birlikte yara bakiminda da ¢ok 6nemlidir [28].



2.2.2 Yara iyilesmesinin fazlar

Yara iyilesmesi, viicuttaki farkli dokularda benzer biyolojik ve kimyasal prensipleri
takip etmektedir [29]. Normal (akut) yara iyilesmesi, kan hiicrelerinin, proteinlerin,
proteazlarin, biiylime faktorleri ve hiicre dist matris bilesenlerinin koordineli
etkilesimi ile ilgili bir dizi dinamik olay1 igermektedir [5]. Bu tarz yaralarda viicut,
doku tabakasina diizenli bir sekilde gerceklesen araliksiz restorasyon prosesi
sonucunda, eski biitliinliigiinii ve fonksiyonunu kazandirmaktadir. Yara tedavisi, bliyiik
bir disiplinle diizenli bir sirada ilerleyen, birbiri ile baglantili ve i¢ ige gegmis farkli
fazlardan olugmaktadir ve birbiri ile etkilesen hiicresel ve matriks elemanlariin kayip
dokuyu tamamlama, dokuya fonksiyonunu ve biitiinliigiinii kazandirma amaciyla
gerceklesmektedir [9] (Sekil 2.3). Bu fazlarin herhangi birinde bozulma veya gecikme
oldugunda yara iyilesmesinde sikintilar yasanmakta, yara kronik yaraya donmektedir.

En genel siniflandirma ile yara iyilesmesinin 4 ana evresi bulunmaktadir [30]. Bunlar;

1 Hemostasis,

2 Inflamasyon,
3. Proliferasyon
5

Yeniden modelleme fazlaridir.

Sekil 2.5’te sematik olarak yara iyilesme kademeleri gosterilmektedir. Yara Ortiisii
formiilasyonlari, bu dogal iyilesme prosesi iizerine odaklanilarak gelistirilmeye

calisilmaktadir.
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Sekil 2.5 : Yara iyilesmesi kademelerinin sematik gosterimi (a) Yaralanma, (b)
Koagiilasyon (c) Erken enflamasyon, (d) Ge¢ enflamasyon, (e) Proliferasyon,
() Yeniden modelleme [1] numarali kaynaktan diizenlenmistir.

2.2.2.1 Hemostasis

(Kanamanin durdurulmasi) yaralanmadan hemen sonra baslamaktadir. Bu sayede
pihtilasma bagslatilmis olur. Bu fazda kan damarlar1 biiziiliir, kolajen trombositlere
yayilir. Kolajenin yayilmasiyla olusan trombin, trombositleri aktive ederek yara
bolgesine toplar ve kan pihtilar1 olusturur. Pihtilasma sonucu olusan fibrin,
iyilesmenin sonraki asamalari i¢in diger hiicrelere doku iskelesi rolii oynamaktadir [7,
31]. Ayni zamanda bu fibrin pihti, yara uglarin1 birbirine yaklastirir ve kuruyarak
yaranin dig ortamla baglantisin1 keser [29]. Trombin, bakterilerin yok edilmesini
saglayan tamamlayici sistemi de devreye sokmaktadir. Trombosit degraniilasyonu ile
hiicreler arasi etkilesimi saglayan sitokinler, biliylime faktorleri ve damar ¢apinin

degisimine yardimci olan vazoaktif maddeler trombosit alfa graniillerinden salinir [31,
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32]. Bu fazda trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), doniistiiriicii biiylime
faktorii (TGFs), fibroblast biiyiime faktorii (FGFs) ve damar endothelial biiyiime
faktorii (VEGF) gorev yapmaktadir [33].

2.2.2.2 inflamasyon fazi

Hemostasis ile beraber yaralanmadan hemen sonra baslar ve yaklasik 6. giine kadar
devam eder. Bu fazin baslamasi ve siirdiiriilmesinde trombositler onemli rol
oynamaktadir [34]. Kapiler gecirgenlik arttiginda inflamasyon baslatilir. inflamasyon
bulgular1 kizariklik, sislik, sicaklik ve agridir. Bagisiklik hiicreleri (6zellikle notrofiller
ve makrofajlar) ve biiyltime faktorleri enflamasyon fazin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica trombositlerle birlikte iltihapli hiicreler fibroblastlarin yara
bolgesine gociinli tesvik etmek ve damarlanmayr aktive etmek amaciyla cesitli
biiytime faktorleri salgilarlar [7]. Trombositlerden salinan biiytime faktorleri, notrofil
ve makrofajlarin kemotaksisi ve proliferasyonunu baslatir [35]. Notrofil ve
makrofajlar, yaradan bakterileri, debriyi ve nekrotik dokuyu uzaklastirirlar. Bu fazda

fibroblast ve endotel hiicreler ¢cogalmaktadir [31, 36].
2.2.2.3 Proliferasyon fazi

3-5. glinde baslar ve 15-21 giin kadar siirer. Bu fazin en 6nemli adimi hiicreler arasi
matriksin (ECM) olusumunun ve damarlanmanin baglamasidir. Bu fazda bulunan en
onemli hiicreler fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerdir [37]. Bu hiicreler, trombosit
veya makrofajlardan salinan ya da fibrin pihtisinin yapisindaki biiylime faktorleri ve
sitokinler sayesinde ¢ogalirlar. Fibroblastlarin kemotaktik olarak yaraya gogmesinin
yanisira, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), fibroblast biiylime faktorii
(FGF) ve endotelyal biliylime faktorii (EGF) de fibroblast aktivasyonunu ve

¢ogalmasini indiikler. Boylece graniilasyon dokusunun {izeri ortiilmeye baglanir [38].
2.2.2.4 Matiirasyon fazi

yeniden sekillenme ve olgunlagsma donemidir. 3. gilinde baslar ve iki yila kadar
stirebilir. Bu fazda hiicresel elemanlar azalir, vaskiiler kanallarin bir kism1 tikanir.
Yaray1 nihayetlendiren bu fazda, kolajen fiberler ve ECM yeniden diizenlenir. Bu
yeniden diizenlemede, kolajen sentezi ve ECM’nin bozulmasi (degradasyonu)
arasinda bir denge, yani yapim-yikim dengesi gerceklesmelidir. ECM’nin bozunmasi

metalloprotenazlar (MMP) araciligr ile olur. Diyabet hastalarinin yara iyilesme
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problemlerinden biri de bu kontrolsiz MMP salimidir. Kolajen cati saglamlik
kazandiktan sonra, yara yiizeyindeki pembelik kaybolarak soluk bir hal alir [29].

Immun sistem patojenleri yok edemedigi zaman normal yara iyilesmesi kesintiye
ugrar, enfeksiyon olustugunda graniilasyon dokusu, biliylime faktorleri ve ECM

bilesenleri (kolajen, elastin ve fibrin) bozulmasina neden olur [39].
2.3 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Bir 6nceki boliimde bahsedildigi gibi yara iyilesmesi sitokinler, biiytime faktorleri, kan

Ve ekstra hiicresel matriks arasinda gegen etkilesimler sonucu olusmaktadir [13].

Biiytime faktorleri, yara iyilesme siireci i¢in hiicresel tepkileri diizenleyen endojen
sinyal molekiilleridir. Bu proteinler, doku hasarina yanit olarak dokunun alt
tabaklarindan yiizeye dogru trombositler, 16kositler, fibroblastlar ve epitel hiicreleri
tarafindan salgilanmaktadirlar. Yara iyilesme prosesinin tiim asamalarinda hiicre
boliinmesi, gogli, ayrismasi, protein ekspresyonu ve enzim {iretiminde gorev
yapmaktadirlar. Enflamasyon ve yara iyilesmesinin, bir dizi biiylime faktorii ve
sitokinler tarafindan yonetildigini ve inflammasyon hiicrelerinin bunlan irettigini
unutmamak gerekir. Yara iyilesme prosesinde damarlanmay1 (anjiojenesis) harekete
gecirip fibroblast aktivitesini modiile edip enflamasyon, proliferasyon ve migrasyon
fazlarina etki ederler [10]. Yapilan arastirmalarda gerekli durumlarda yara yatagina
biiytime faktorii eklenmesinin yara iyilesmesini hizlandirdig tespit edilmistir [40 - 43].
Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ozellikle noropatik diyabetik ayak
iilserlerinde kemotaktik stok, hiicre proliferasyonu ve anjiyojenesis aktivitelerini
desteklemektedir. Augustine v¢a. ¢ok yakin zamanda yaptiklart bir g¢alismada,
epidermal biliylime faktorii (EGF) yiikli jelatin metakrilol (GeIMA) hidrojel,
Jiangyining vea. da EGF yiiklii hyaluronik asit-kitosan hidrojeli hazirlayarak diabetik
ayak tedavisinin Ozelllikle hiicre gogii, proliferasyonu ve damarlanma fazlarini
destekleyerek iyilesmenin hizlandigin1 gostermislerdir [44, 45]. Trombosit
etkinlestirici faktor (Platelet-activating factor, PAF), doniistiiriicii biiyiime faktorii beta
(transforming growth factor beta(TGF-B) ve trombosit kaynakli biiyime faktorii
(platelet-derived growth factor PDGF) inflamasyon fazinda etkili olmakta ve
monositler, notrofiller, yumusak kas hiicreleri ve fibroblastlar i¢in kemotaktik

aktiviteyi onarmaktadirlar [46, 47].
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Vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii (vascular endothelial growth factor VEGF)
damarlanmada gorev yapan bir diger biiylime faktoriidiir. Galiano vega. diabetik
farelerde topikal VEGF uygulamasmin iyilesmeyi onemli 6lglide hizlandirdigin
belirlemislerdir [48]. Bu c¢alisma oOzellikle diyabetik ayak tedavisinde
neovaskiilerizasyon ile karakterize edilmis komplikasyonlarda VEGF terapisinin
potansiyel roliinii géstermistir. Zhang v¢a. da, siganlar iizerine yaptiklari calismalarda
harici VEGF uygulamasinin erken damarlanmay1 arttirdigini ve iskemik yaralarda da
gerilme dayanimini arttirdigini belirlemislerdir [49]. Sitokinler bazal membran
bilesenlerinin {iretimini stimiile etmek, dehidrasyonu engellemek ve graniilasyon
dokusunun olusumunu saglamak gibi g¢esitli metabolik yollarda gérev yaparak yara
tyilesmesine katkida bulunurlar. Bu metabolik yollar c¢esitli lokal (yarali bolgede
olusan) ve sistemik (organizma ile ilgili) faktorlerden etkilenmektedir [13]. Bu lokal
ve sistemik faktorlerin varligi yaray1 kronik bir yara haline getirebilmektedir (Sekil
2.6) [50].

Sistemik
hastaliklar
Beslenme Kl}llanllan
ilaclar
Yara
Iyilesmesi
Yas Yasam
tarzi

Oksijenlenme

Sekil 2.6 : Yara iyilesmesine etki eden en genel faktorler.
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2.3.1 Lokal faktorler

Oksijenlenme: Oksijen, hiicre metabolizmasi, Ozellikle enerji iiretimi i¢in ¢ok
onemlidir. Yara iyilesme prosesinin neredeyse her asamasinda oksijene gereksinim
bulunmaktadir. Yaray1 enfeksiyondan korur ve damarlanmayi baglatir. Keratin
ayrigmasi, yer degistirmesi, fibroblast proliferasyon ve kolajen sentezi igin
kullanilmaktadir. Vaskiiler karmasa ve metabolik olarak aktif hiicrelerin fazla oksijen
harcamasindan dolay1 yara tedavisinin erken fazlarinda oksijen tiikenebilir ve bir
miktar hipoksi olusur [51]. Ileri yas ve diyabet, vaskiiler akis1 geciktirebilir, bu yiizden
doku oksijenlenmesi zayiflar. Bu gecikme hipoksik yara olusturur. Kronik yaralar,
onemli Olgiide hipoksikdir. Eger oksijenlenme gecikirse, yara tedavisi de
gecikmektedir. Yaralanmadan hemen sonra olusan gecici hipoksia yara iyilesmesini
baslatir. Gegici hipoksia, makrofaj, keratinosit ve fibroblastlardan sitokin ve biiylime
faktorlerinin {iretimini baglatir. Dolayistyla optimum oksijen seviyesi, yara tedavisi
icin ¢ok dnemlidir [30].

Enfeksiyon: Yaralanma meydana geldiginde, mikroorganizmalar derinin alt
tabakasiyla baglanti kurarlar. Mikroorganizmamn enfeksiyon veya replikasyon
seviyesi kontaminasyon, kolonizasyon, lokal enfeksiyon/klinik kolonizasyon ve/veya
yayilan saldirgan enfeksiyon olup olmadigini belirler. Enflamasyon, yara tedavisinin
normal bir bolimiidiir ve bu siiregte mikroorganizmalar yok edilir. Eger efektif bir
dekontaminasyon gerceklestirilmezse, enflamasyon fazi gecikir ve mikrobiyal
temizlik saglanmaz. Bu durumda yara kronik hale gelir ve tedavi basarisiz olur. Bu
gecikmis enflamasyon fazi, ayn1 zamanda MMP’lerin artisina neden olur ki bunlar da
ECM’i degrade ederler [52, 53]. Staphylococus auereus, Pseudomonas aeruginosa ve
beta- hemolitik streptococci, enfekte yaralarda en sik rastlanan bakterilerdir. Birgok
kronik iilserler, Pseudomonas aerginosa biyofilmlerden dolay1 iyilesememektedir
[38].

2.3.2 Sistemik faktorler: A, C, K vitamini, protein, Zn ve Fe eksikligi, yas, cinsiyet,
obezite, asir1 alkol kullanimi, sigara, kullanilan bazi ilaglar ve diyabet, anemi gibi
rahatsizliklar yara tedavisini geciktirebilir [50, 53]. Diyabet ¢ok onemli bir faktordiir
ve biitlin asamalarda yaray1 ve yara iyilesmesini bozmaktadir [54, 55]. Vaskiiler
sistemin restorasyonuna miidahele etmekte ve yeni olusacak dokununun yenilenmesini
engellemektedir [55]. Diyabetik ayak iilserleri sitotoksik enzimlerin, ROS gibi serbest

radikallerin ve enflamatuvar mediatorlerin salimini gergeklestirerek enflamasyon
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fazinin uzamasma ve hatta iyilesme siirecinin durmasina neden olmaktadirlar.
Diyabetik ayak iilserleri hiperglisemi nedeniyle mikrobial kolonizasyon ig¢in ¢ok
uygun yaralardir. Bu durum doku enflamasyon ve iyilesme fazinin uzamasinin en
onemli nedenlerinden biridir. Bunun yanisira yaranin iginde biriken makrofaj ve
notrofiller enflamasyon sitokinlerini salarak, MMP iiretimini destekleyip yara
iyilesmesini yikima ugratmaktadirlar [15]. Bu arada, vaskiiler endoteliyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve trombositten liretilen biiytime faktorii (PDGF) salimi da gecikir.
Boylece enflamasyon fazindan proliferasyon fazina gecis Onlenerek, yeni doku
olusumu aksar [56].

Proteinler, yara iyilesmesinde 6nemli rol alirlar. Protein eksikliginde inflamasyon fazi
uzar ve fibroblasya bozulur. Fibroblasya, kolajen iireten fibroblastlarin yara
kenarindan koken alarak yaraya gog¢ edip, yaraya prolifere olmalari, béylece kolajen
tiretilmesi ve kolajenin yara bolgesindeki birikim siirecidir [30]. Yara iyilesmesinde
metionin, sistein ve arjinin gibi aminoasitler hayati nem tasirlar [53]. Karbonhidratlar
ve yaglar hiicrenin enerji kaynagidir. Sodyum, potasyum, kalsiyum, fosfor, ¢inko ve
magnezyum eksikligi, kolajen sentezinde problemlere yol acar. Cinko yetersizliginde
epitel hiicreleri ve fibroblastlar gbo¢ edebilirler ama c¢ogalamazlar. Sonugta
epitelizasyon olusmaz ve kolajen iiretimi yara kenarlarmin bir arada tutacak diizeye

ulagsmaz. Ancak, yiiksek ¢inko konsantrasyonu tedavi i¢in zararli olabilir [53].
2.4 Yara Tedavisinin Tarihsel Gelisimi

Insanoglu, uygarligin basindan beri yaralara cesitli sekilde miidahele etmistir. Yara
bakiminda temel amag; miimkiin olan en kisa slirede doku onarimini saglayarak yarali
dokunun yapisin1 veya fonksiyonel durumunu diizeltmek, enfeksiyona ugramasini
engellemek, 6dem ve agriy1 azaltarak iyi estetik sonuca ulagsmaktir [57]. Tarih 6ncesi
devirlerde, magara resimlerinden yaralarin ve kiriklarin tedavisinin yapildigi
anlasilmaktadir.

Yara tedavisinin kokeni M.O. 5000°li y1llara dayanmaktadir. Gegmiste yara bakiminda
kullanilan yara ortiileriyle sadece yara dudaklarinin birestirilmesi ve yara akintisinin
emilerek bakterilerin tiremesi 6nlenmesi hedeflenmekteydi [58].

Yara bakim prosesi Sushruta (eski Hindistan), Hipokrat (Pericle, tibbin babasi olarak

bilinir) ve Ibn-i Sina' dan (Mezopotamya) itibaren sihirli biiyiiler ve iksirlerden yola
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cikilarak sistematik bir yara bakimi ve prosediiriine ulasana kadar ¢ok ¢esitli kilometre
taslarina sahip olmustur.

Mezopotamya’da M.O. 2000 yilinda Babil Krali Hammurabi’nin kitabelerinde gesitli
tibbi hiikiimler bulunuyordu. Bu tabletlerde ilag regeteleri bulunmaktadir. Eski
Misir’da Eber papiruslarinda, hint yaginin yaralar ve yaniklarda ilag olarak disaridan
kullanildig1 belirtilmektedir. M.O 1500'lerde yazildig: diisiiniilen papiriislerdeki ‘Yara
rahatsiz ediyorsa sakinlestir, sert ise yumusat, sicak ise sogut, sis ise sondiir, agrili ise

rahatlat' s6zili yara bakimindaki genel yaklasimi 6zetler niteliktedir [59].

Misirli cerrahlar yaralara kiiflii ekmek kullanmaktaydilar. Hipokrat, yaralara katran
stirerek, ilk antiseptik malzemeyi kullanmistir. Yine bu devirde yara tedavisinde bal
kullanilmustir. Bal, yaralara antibiyotik etkisi gostermekteydi. EI Zahravi (936-1013,
Cordoba-Endiiliis-Ispanya) cerrahiye iliskin (On surgery and instruments) adl
ansiklopedik kitab1 giinlimiize kadar gelmistir. Bu kitapta ayn1 zamanda ortopedi, goz,
jinekoloji ve farmakoloji bilimine ait boliimler de bulunmaktadir. Bu calisma ilk
rasyonel cerrahinin doniim noktasi olarak kabul edilmektedir. William Hunter (1717-
1783) Al-Zahrawi’nin anevrizma ile ilgili ¢alismasin1 Glasgow Universitesi’ndeki
calismalarinda kullanmistir [60]. Al-Zahrawi’den 300 yil sonra Serafeddin
Sabuncuoglu’nun (1385-1468) 80 yasinda iken yazdigi Imparatorluk Cerrahisi
((Imperial Surgery) adl kitap tarihte Tiirkler tarafindan yazilmis ilk cerrahi kitabidir
[61]. Bu kitabin 1 kopyasi Paris, 2 kopyast da Istanbul’da bulunmaktadir [62].
Avicanna olarak da bilinen Ibn-i Sina’nin iinlii kitabi ‘Kanun’ uzun yillar tip
fakiiltelerinde ders kitab1 olarak okutulmus, bes ciltten olusan bu kitabin iigiinci cildi
deri ve ziihrevi hastaliklar ile ilgili yazilar, ikinci kitapta ise o devirde bilinen 760 basit
ilacin listesi verilmistir. XVII yy.da Salih bin Nasrullah eserinde kantaron otunun hem
Oksiiriige, hem de yaralara iyi geldigini yazmistir [63]. Al-Zahrawi’nin koton kumasi
kanama kontroliinde ve kiriklarda dolgu olarak kullanmasinin ardindan [60] 1460
yilinda Bavyerali Heinrich von Pfolpeunt, yaralarin temiz bezlerle sarilmasi ve yaraya
dokunan kisinin ellerinin temiz olmasi gerektigini belirterek temizligin Snemini

vurgulamistir.

1800’lerde yasamis Louis Pasteur, havada bulunan etmenlerin, agikta biraktigimiz
yiyecekleri bozdugunu fark etmesiyle ilging gelismeler yasanmistir. Pasteur, hava ile
temasda bulunmayan gidalarin bozulmadigini gozlemlemis ve putrifikasyon, yani

kokusma deneyleri ile bu isi baslica bakterilerin yaptigini tespit etmistir [64, 65].
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Duchesne, 1897°de kiif mantarinin koli basili ¢ogalmasini engelledigini tezinde
yazmistir. Askerlik yaparken Arap ¢ocuklarin, atlarin yaralarini iyilestirmek amaciyla,
egerleri kiiflendirdigini gézlemlemistir. O’nun bu gozlemi penisilinin kesfedilmesine
yol agmustir.

Yara oOrtiisii malzemeleri glin gectikce gelisme gostermektedir ve lizerinde en ¢ok
arastirma yapilan konulardandir. Ik genis kapsamli mikroskopik ¢alisma 1930’larda
Hartwell tarafindan gergeklestirilmistir. Hartwell insan yaralarini tavsan, kopek ve
domuz yaralari ile karsilastirmis ve insan epitel ve alt epitel yiizeylerinde gergeklesen
lyilesmenin bu hayvanlarinkinden farkli oldugunu belirlemistir. Yara iyilesmesi
patolojik cizelgesinin en yakin domuz, ardindan da tavsanlarinkine benzedigini
belirlemistir [66]. Nobel odilli (1953) Alman kimyacit Hermann Staudinger
‘makromolekiil” kavramimi ortaya atarak [67] selilloz ve proteinlerin birer
makromolekiil oldugunu ileri siirmesiyle yeni bir ¢igir agilmistir. Boylece yara
tedavisinde 1960’lardan itibaren polimerik yara ortiileri gelistirilmeye baglanmistir.
1962 yilinda, ingiliz kimyac1 George Winter, domuz yaralarini sivi emici bir yara
ortiisii ile kapatarak, yara iyilesmesine nemli iyilesme ‘moist healing’ kavramini kabul
ettirmesi bir diger kilometre tasi1 olmustur [68]. Nemlendirme, biitiin hiicreleri canli
ve fonksiyonel tutabilmek i¢in anahtar bilesendir [69]. George Winter, epitelizasyonun
nemli tedavi ile iki kat daha hizli ilerledigini ispat etmistir. Winter’in sonuglarini
Hinman ve Maibach da 1963 yilinda yaptiklari ¢alisma ile dogrulamislardir [70]. 1990
yilinda ¢ok 6nemli bir gelisme olan yanik tedavisi amaciyla yapay deri iiretilmis ve
ticari olarak kullanilmaya baglanmistir [71]. Polimerik yara Ortiileri sayesinde gazlarin
gecirgenligi ve yara sivisinin adsorbe edilebilmesi saglanmaistir.

Gilinlimiizde ise, 0zellikle son yirmi y1lda, hastaya minimum sikint1 vererek, yara izinin
tamamen kapanmasi ile ilgili yiiksek beklentiler, degisik ve cesur uygulamalara adim
atilmasina neden olmustur. Yaray1 tamamen kapatmay1 hedefleyen, fibriz dokulu ve
protein iceren, fazla miktardaki yara sivisini uzaklastirip, yara bolgesine ilag ve gesitli
aktif biyomalzemeleri salabilen yara ortiileri gelistirmek biyomedikal alanda ¢aligan
aragtirmacilarin en biiyiik hedefi olmugstur. Gelisen teknoloji ile yara mekanizmasina
etki eden faktorlerin ortaya cikarilmasi ve bunlar1 stabilize edecek, aktivitelerini
kaybetmeden sentezleyebilecek ve gereginde salimini gergeklestirebilecek cihaz ve
yontemlerin gelistirilmesi ile daha fonksiyonel iiriinler sentezlenmeye baslanmistir.
Kompozit, jel, film, membran, mikro ve nano partikiillii sistemler yara 6rtiisti ve doku

miihendisligi kullanimlar1 i¢in gelistirilmeye devam edilmektedir. Cilt doku
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miihendisligi klinik uygulamalar i¢in cilt yapisim taklit edebilecek yara oOrtiisii ve
sentetik doku gibi malzemeleri gelistirmek amaciyla hizla ¢alismalarina devam eden
bir alandir [72, 73]. Bu malzemelerin i¢ine sitokin ve biiyiime faktorii gibi proteinlerin
sabitlenmesiyle, glinlimiiz modern yara ortiilerine ulasilmistir. Dolayisiyla modern
yara Ortiileri tedavi i¢in yararli bir ortam saglayacak sekilde, giderek daha sofistike

hale gelmektedir.

2.5 Yara Ortiileri

2.5.1 Yara iyilesmesi ve fitoterapi

Fitoterapt (Phytomedicine) onemli oOl¢iide farmakolojik etki gosteren receteleri
icermektedir. Herbal ajanlar hem topikal hem de sistemik olarak yara onariminda
biiyiik oranda kullanilmaktadirlar [33].Yara ortiileri yiizyillar 6nce sifali bitkiler,
hayvansal yaglar ve bal ile kaba uygulamalar seklinde baslayip, giinlimiizde doku
miihendisligine kadar ulasmistir. Ozellikle Afrika kitasinda kullanilan pek cok ilag-
bitki antibakteryal aktivite gostermektedir. Nijerya ve Senegal’de yara tedavisi i¢in
kullanilan ‘Guiera Senegalensis’ yapraklari, antibakteriyal 6zellik gostermektedir.
Fakat birgok bitki direk veya ham ekstrakt olarak uygulandiginda mikroorganizmalar
igerebilirler [74]. Bu durum da enfeksiyon riskine yol agmaktadir. Bu yilizden yara
oOrtiisti uygulamalar1 gelistirilmistir [75]. Yara tedavisinde en ¢ok arjuna bark [76],
karanfil yagi [77], kopek tiziimii [78], tamanu [79], arnica [80], kalendula [81], sar1
kantaron [82, 83] yesil ¢ay [84], mimoza [85] , niaoli [77, 86], aloe vera [85], jojoba
[87], ginseng [88], biberiye [89], tea tre oil [90], limon [91] kullanilmaktadir. Sekil

2.7°de de yara tedavisi i¢in en ¢ok kullanilan herbal ajanlar gosterilmektedir.
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Sekil 2.7 : Yara tedavisinde en ¢ok kullanilan bitkiler.
2.5.2 deal yara ortiisii kriterleri

Yara tedavisi i¢in ¢ok farkli yara ortiileri bulunmaktadir. Uygun Ortiiyli secerken,
uygulanacak yaranin tipi kadar, iyilesme faz1 da dikkate alinmalidir. Ideal bir yara
ortiisii malzemesi i¢in en 6nemli husus kani ¢ok hizli bir sekilde tutmasi ve yara
iyilesmesine olumsuz bir etkide bulunmamasidir [92]. Uygulamada en &nemli
problem, yaranin Staphyloccous aureus veya Escherichia coli gibi mikroorganizmalar
tarafindan kolonize edilmesidir [93]. Nemli ortamin hizli yara iyilesmesi sagladigi
daha 6nce de bahsedildigi lizere iyi bilinen bir gercektir. Yara Ortiisii tasarlarken bu

faktorler dikkate alinmalidir. Ideal bir yara ortiisiiniin genel dzellikleri su sekilde

siralanabilir [71, 94]:

1) Kolay uygulanabilmeli,

2) Biyoadhezif olmali,

3) Yeterli su buhar1 gegirgenligi saglayabilmelsi,
4) Kolaylikla sterilize edilebilmeli,

5) Bakteriyal saldiriy1 baskilayabilmeli,

6) Elastik olmali,

7) Mekanik dayanimi iyi olmali,

8) Tedavi ajanlariyla uyum saglayabilmeli,

9) Optimum oksijen gecirgenligi saglayabilmeli,

10)  Biyobozunur olmali,
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11)  Biyouyumlu olmali,

12)  Toksik olmamali,

13)  Alerjik reaksiyonlara sebebiyet vermemeli,
14)  Seffaf olmalidur.

Saglikli insan derisinden ortalama su kayb1 250 g/m?giin iken yarali deride bu deger
yaranin cinsine gére 5000 g/m? giin degerine kadar ¢ikmaktadir. Iyi bir yara ortiisii
bakteri gelisimini engellemek amaciyla bu yiiksek eksuday1 absorbe edip, uygun su
buhar1 gegirgenligi orani ile de yarayr kurutmadan, asir1 sividan kurtulabilmelidir.
Yara ortiisii ayn1 zamanda kullanimi kolay olmali, uygun bir elastisiteye sahip
olmalidir. Yeterli oksijenlenme yara iyilesmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu nedenle Ortii
malzemesi yaranin oksijen ile temasini saglayabilmelidir [66]. Yara ortiileri
miikemmel biyouyumluluk ile beraber antibakteriyel gereksinimleri karsilamali, ayni
zamanda debriyi absorbe edebilmeli ve iyilesmeyi hizlandirmalidir. Bunlarin yanisira
raf omrili, mekanik dayaniklilik, etkin maliyet, hasta i¢in konforlu kullanima sahip
olmasit ve biyobozunurluk da bir yara Ortiisii malzemesi i¢in en ¢ok aranan
ozelliklerdendir [94-96].

Ancak, cogu mevcut yara ortiileri bu 6zelliklerden azin1 igerebilmektedir. Bu nedenle,
cok islevli biyoaktif akilli yara Ortiisii ¢calismalarina biiyiik gereksinim vardir [94].
Biyomalzeme temelli yara ortiilerinin klinik uygulamalari toksisite problemi ve klinik
caligmalarin eksikligi nedeniyle kisitlanmaktadir. Bu nedenle tamamen biyoaktif,
biyobozunur ve siirdiiriilebilir yara tedavi sistemleri, gereken pozitif yara iyilestirme
ozelliklerinin gosterdiklerine emin olunmasi ve ayni anda hem toksisiteyi hem de

iltihaplanmay1 minimize etmek i¢in ¢ok dnemlidir.
2.5.3 Yara ortiilerinin simiflandirilmasi

Literatiirde ¢ok ¢esitli yara ortlisii siniflandirmalart mevcuttur (Sekil 2.8); yaradaki
fonksiyonuna gore (antibakteriyel, kapatici, absorben, yapiskan vb.); yara ortiisii
hazirlarken kullanilan malzeme cinsine gore (hidrokolloid, aljinat, kolajen vb.); ve
yara Ortiisliniin fiziksel formuna gore (filmler/membranlar, jeller, sprey ve kopiikler,
kompozitler vb.) [97, 98] diinyada yara Ortiisii pazar1 genellikle geleneksel ve gelismis
yara Ortiileri olarak iki ana segment altinda kategorize edilmektedir [99]. Gelismis yara
ortilleri kopiikler, hidrokolloidler, hidrofiberler, filmler, kolajen, hidrojeller,

superadsorbanlar ve diger gelismis yara Ortiileri olarak alt siniflara boliinebilir. Ayrica
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kendi kendine kapanamayacak biiylik yaralar i¢cin biyomalzeme temelli deri greftleri

yara Ortiisii olarak gelismis yara Ortiisii segmenti iginde incelenebilir.

Yara Ortiileri
I
| | | |
Geleneksel veya pasif Deri tiirevi maddeler: Interaktif malzemeler: Biyoaktif yara rtiileri:
yara ortiileri: Kitosan, pektin, kolajen,
Derinin fonksiyonlarini Yaranin hizli iyilesmesini hyaluronik asit gibi
Nemli bir ortam saglamazlar. gorerek yara kapanmasint saglayarak, yaray1 bakteriyel malzemelerle hazirlanan
zlandirirlar. enfeksiyondan korurlar. biyomalzemelerdir.
Bu malzemeler genellikle
Orn. Gazli bez, Om. Allograft, Orn. Jeller, kpikler, spreyler. albiimin, bityiime faktorii, RGD
plaster ve bandajlar. doku mithendisligi tiriinleri. peptit ile inkorpere edilerek yar3
iyilesmesini hizlandirirlar.

Sekil 2.8 : Yara ortiilerinin siiflandirilmasi.
2.5.3.1 Geleneksel yara ortiileri

Pamuklu bez, dogal ya da sentetik bandajlar ve gazli bez hala en ¢ok kullanilan yara
ve yanik ortiilerindendir [97, 98]. Ancak, kuru olduklar1 i¢in nemli bir iyilesme ortami
saglamazlar. Gliniimiizde genellikle yara tedavisinde ilk miidahele aninda kullanilirlar.
Yaray1 dis ortamdan korurlar ve hizli1 dehidrasyon saglarlar. Ancak, yara yiizeyinden
ayrilirken kanamaya neden olup, yeni olugsmus epitelyuma zarar verebilirler.
Geleneksel yara ortiilerinden sizan yara sivisinin enfeksiyon riskini arttirmasi bu tarz
yara Ortiilerinin en biiyiik problemidir. Ayrica bu yara ortiilerinde, sik sik koton fiberler
nedeniyle olusan ‘yabanci cisim reaksiyonu’ problemiyle karsilasilmaktadir. En biiyiik

avantajlari ise diisiik fiyatli olmalaridir [100].

2.5.3.2 Biyomalzeme temelli yara ortiileri

Biyolojik yara ortiileri genellikle elastin ve lipit iceren kolajen yapili dogal ortiilerdir.
Bu ortiiler; (1) allograflar, (i1) doku tiirevleri, (iii) ksenogreft (yabanci doku asis1)

seklinde 3 farkli grupta kategorize edilebilirler [98, 101].

Bir yaray1 tamamen tedavi edebilmek icin en iyi yontem otograftingdir. Ama biiyiik
yaralar i¢in gerekli olan yetersiz donor alanlari, yeni doku alanlari aramaya sevk
etmistir. Allograf, doku tiirevleri ve yabanci doku nakli ‘ksenogreft’ seklinde {i¢
sinifda incelenebilirler. En 6nemli problem, immiin reaksiyon sonucu viicudun dokuyu

reddedebilecek olmasidir. Enfeksiyon riski yoktur. Hazirlanmalari zordur, raf dmiirleri

kisadir ve pahalidirlar [102].

22



2.5.3.3 Gelismis yara ortiileri

Geleneksel ve biyomalzeme temelli yara Ortiileri, stabilite ve enfeksiyon riski
problemlerinden dolay1 kisitli kullanima sahiptir. Bu durum, yara ve yanik tedavisinde
uzun raf omrii olan, daha etkili ve ucuz polimer tabanli ortiilerin gelistirilmesini
gerektirmistir. Yara oOrtiisiinde en ¢ok kullanilan sentetik polimerler poliiiretan [103 -
106] polikaprolakton [107], polietilen glikol, proplast, metil metakrilat [108] ve
silikondur [110]. Yara ortiisii olarak en sik kullanilan dogal polimerler, bag dokuda
yaygin olarak bulunan kolajen [111] ve ECM’in bir elemani olan karbonhidratlardir.
Cizelge 2.1°de diinya marketlerindeki gelismis polimerik yara ortiilerinin bulundugu
bir liste verilmistir. Yara oOrtiisii ve doku miihendisligi c¢alismalarinda ¢ok yol

alinmasina ragmen iirlinlerin raf 6mriinii uzatmak ve maliyeti azaltmak gerekmektedir.

Cizelge 2.1 : Polimerik yara ortiileri [112].
Marka adi

Yara ortiisii cinsi

Polimerik filmler Tegaderm
Blister
Poly-skin Il
Opsite, Aluderm

Polimerik kopiikler Flexzan
Biopatch
Crafoams
Biatain
Cutinova
Restron
Lyofoam

lvalon

Polimerik hidrokolloidler lodosorb
Debrisan
Sorbex

Duoderm
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Kronik yaralar1 tedavi edebilmek i¢in film, gazli bez, hidrojel, hidrokolloid ve kopiik
pansuman gibi gelismis yapay ortiilerine gereksinim bulunmaktadir. Yara tedavisinde
fazla siviyr uzaklastirip yarayi bakteri istilasindan koruyabilmek ¢ok onemlidir.
Ayrica, gelismis yara Ortiilerine bliytime faktori, albiimin gibi protein ilavesi de viicut
hiicrelerinin biiyiimesini tesvik eder ve iyilesmeyi hizlandirir. Yara iyilesme fazlari
iizerinde en etkili olabilecek proteinler belirlenmeli, yara ortiilerinin jellesme
kinetikleri ve termodinamik Ozellikleri ile ¢alisilarak en optimum protein

immobilizasyon ve salim kosullar1 belirlenmelidir.

Filmler: Filmler en ideal yara ortiilerindendir ve ticari olarak da bulunurlar.
Mikrometre kalinligindan milimetre kalinligina kadar, farkli kalinliklarda bir ya da
daha fazla polimer ile farkli metotlarla hazirlanabilirler. Polimerik ag yapisiyla yarayi

dis etkenlerden korurlar [98].

Spreyler: Spreyler, solvent ve polimer igeren, uygulandiginda yaranin yiizeyinde bir
film tabakasi olusturan farmokolojik formlardir. Spreylere en 1iyi Ornek,
polihidroksimetil metakrilat toz ve sivi polietilen glikol ile hazirlanan ‘Hydron ®’dur.
Calismalarda [113 - 115] spreylerin agriy1 azalttigi gozlemlenmistir. Alt membran
stvist birikimine sebep olmalar1 ve zamanla biitiinliigliniin bozulmasi1 ise 6nemli

dezavantajlaridir [115].

Kopiikler: Kopiik yara ortiileri yaraya nemli bir ortam saglar ve fazla sivi kaybini ve
bakteriyel kontaminasyonu engellerler. Agik gozenek yapisi yiiksek su transfer hizi
saglar. Bilhassa, porlu yapilar1 nedeniyle yiliksek miktarda adsorban olduklarindan,
cok miktarda yara sivisi tutabilirler. Bu nedenle kismi ve derin yaralar igin
uygundurlar. Fakat kuru epitelize olan yaralar ve kuru yara izli yaralar igin uygun
degillerdir [100]. Ozellikle yanik yiizeylerde fibrinojen aktivitesini yiikseltirler.
Ayrica, EGF enkapsiile edilmis lipozom sistemlerde, yanik ve yara tedavilerinde

partikiil tastyici sistem olarak kullanilirlar.

Kompozitler: Yara tedavisi i¢in gelistirilen kompozitler, hem elastiktirler hem de
yiiksek mekanik dayanima sahiptirler. Ornegin, Telfa© poliyester filmin koton ile

sartlmasindan elde edilmis bir kompozitdir [98].

Tanecikli Sistemler: Tanecikli sistemlerin en biiylik avantaji, agik yaralara bolgesel

olarak uygulandiklarinda, kolaylikla su buhar1 ve oksijen gegirgenligini
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saglamalaridir. Cok partikiillii yapilarindan dolay1 genis temas ylizeyleri ve yiiksek

biyoyapigkanliklart vardir.

Hidrojeller: Hidrojeller ¢ok farkli biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadirlar.
Ozellikle yara iyilesmesi icin en etkili malzemelerden biridir [116 - 119]. Hidrojel ve
yara yatagl arasinda olusan uyum nedeniyle hidrojeller biyouyumludur ve optimum
nemli bir platform saglar. Ayrica, uygun modifikasyonlarda bakterileri izole edebilir
[120, 121] Geleneksel yara ortiileri ile kiyaslandiginda hidrojellerin en &nemli
avantaji, ayarlanabilir yapisma Ozelliklerinden dolay1 yara yiizeyinden kolaylikla
ayrilabilmeleridir. Bu sayede hem iyilesen doku ikinci bir travmaya ugramayacak,

hem de hastaya ek bir ac1 olmayacaktir [122].

Hidrojeller biyouyumluluklari, genis bir yap1 skalasina sahip olmalari, sentezlenme
kolayliklar1 ve iistiin fiziksel 6zellikleri sayesinde biyomedikal uygulamalar i¢in en
cok tercih edilen malzemelerdendir [92]. Ug-boyutlu capraz bagl porlu bir ag yap:
olusturmakta ve kendi kuru agirliklarinin onlarca kati siv1 absorblayabilmektedirler
[123, 124]. Termodinamik kuvvetler vasitasiyla sivilarin iginde sisebilmekte ancak
coztinmemektedirler [125 - 128]. Bu ii¢-boyutlu malzemeler, sivi dengesini iyi
ayarlayabilir ve gogunlukla hastaya sikinti vermeden yaray1r gozlemlemeye imkan
saglayacak sekilde seffaf olurlar. Yaraya uygulandiklarinda genelde gazli bez gibi
ikinci bir kapama malzemesi gerektirebilirler. Genellikle hidrojel filmlerin yara tistiine
uygulanmalarindaki amag; yaray1 bakteriyel enfeksiyondan korumak, otokatalitik

debridementi 6nlemek ve nemli ortam saglayabilmektir.

Bir yara ortiisii olarak hidrojeller, yara yatagi ile dis ortam arasinda bir bariyer gorevi
gorerek yara bolgesine mikrobiyel istilay1r engelleyebilmektedirler. Bunun yanisira
antimikrobiyel ajanlar ve yara iyilesmesine yardimci olacak veya agriy1r azaltacak
ilaglar da hidrojelin i¢ine fiziksel veya kovalen bagli olarak yiiklenip bakteriyel
kontaminasyon ve enfeksiyon riski azaltilarak iyilesme prosesini hizlandirirlar [129,
130]. Optimum oksijen gegirgenligi olusturmakta, serin bir ortam saglayarak agriyi
azaltmaktadirlar. Biitiin bu 6zellikleri hidrojelleri yara tedavisinde iistlin kilmaktadir

[94, 122, 131].

Hidrojellerin, bolgesel ilag veya biiylime faktorii salim sistemleri ig¢in uygunlugu ve
doku olusumu i¢in matriks olusturabilmeleri de kullanimlarini artirmistir. Bu sebeple

hidrojeller, yara tedavisinde sadece pasif olarak degil, ayn1 zamanda aktif bir ajan
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olarak yer alabilirler [115]. En 6nemlisi de ECM yapisina benzeyen hidrojel bazli
polimerik ag yapili yara ortiileri antibakteriyel ajanlar ve biiyiime faktorleri gibi
iyilesme prosesine aktif olarak miidahele edebilmektedirler [132]. Bu nedenle,
hidrojeller bu yiiksek ilag¢ ylikleme kapasiteleri ile biyomolekiillerin lokal ve siirekli

salimi i¢in etkili malzemelerdir [94].

Hidrojellerin farkli siniflandirilmalar1 vardir. Baglanma modlaria gore fiziksel ve
kimyasal, malzemenin kaynagia gore ise sentetik ve dogal hidrojeller olarak
siniflandirilmaktadirlar. Sentetik hidrojeller en kaba bir ayirim ile poli(hydroksi alkil
metakrilatlar), poli(akrilamid), poli(N-vinil pirolidon), poli(akrilik asit) ve poli(vinil
alkol) olarak 5 ayr1 grup altinda incelenebilir. En ¢ok calisilan dogal hidrojeller ise
polisakkaritler ve peptit temelli hidrojellerdir [133-135]. Sekil 2.9°da polisakkarit
temelli hidrojeller, genel ozellikleri ve yara iyilesmesi etkilerine genel bir bakis

verilmistir.
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Fiziksel ¢apraz baqh Kimyasal ¢apraz bagl
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Sekil 2.9 : Hidrojel temelli yara ortiileri.

Bu tez c¢aligmasinda bir polisakkarit temelli hidrojel olan pektin hidrojeller
tasarlanmistir. Bu nedenle Bolim 2.6’da detayli olarak polisakkarit temelli hidrojeler

hakkinda bilgi verilmistir.
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2.6 Polisakkarit Temelli Yara Ortiileri

Polisakkaritler yenilenebilir kaynaklardan elde edilirler ve dogada ¢ok bol
bulunmaktadirlar. Uretimleri kolay ve diisiik maliyetlidir. Yiiksek oranda hidrofilik
olan polisakkaritlerin yakin zamanlarda ila¢ [136], protein [137] ve gen salimi [138]
amaciyla ve yara ortiisii [139-141] formunda kullanimlar1 igin ¢ok {iistiin 6zellikler
tasidiklarinin farkina varilmistir. Biyouyumluluk, biyobozunurluk ve immiin sistemi
uyarmamalari gibi 6zellikleri biyomedikal uygulamalarda 6ne ¢ikmalarini saglayan en
onemli oOzelliklerindendir. Cok sayidaki pendant fonksiyonel gruplar cesitli
molekiillerle etkilesime girebilecek bolgeleri bulunmaktadir. Ayarlanabilir tig-boyutlu
yapilar1 ve ag yapili morfolojileri sayesinde polisakkarit temelli hidrojelleri ilag¢ salimi,
biyosensor [142] ve yara iyilesmesi alanlarinda kullanimi oldukga elverislidir. Ancak,
hidrojelleri uygulanacak alanin ihtiyaglarina gore hazirlamak 6nemlidir [92].

Cesitli monosakkaritlerin hidroliz formu olan polisakkaritler yiiksek molekiil agirlikli
karbonhidratlardir. Hayvan, bitki ve mikrobiyel ortamlarda dogal olarak
bulunmaktadirlar ve ¢esitli yapisal fonksiyonlar1 vardir. Basit sekerlerin polimerik
anhidridi olarak da bilinirler. D-glukoz polisakkaritlerde bulunan en genel
monosakkarittir. Bunun yanisira D- ve L-galaktoz, d-xyloz, I-arabinoz, d-mannos, d-
glukuronik, d-mannuronik asitler, d-glukosamin, d-galaktosamin, d-galakturonik ve
amino lironik asitler de polisakkaritlerin biinyesinde bulunmaktadir.

Polisakkaritler, hiicrelerin baglanmasina, yayilmasina ve ayrismasina yardimci olan
fonksiyonel gruplar tasidiklari i¢in yara Ortiilerinin topikal ila¢ salimi uygulamalarinda
basarili bir seklide kullanilmaktadirlar [143]. Hiicreler arasi matrikse benzerlikleri,
yiiksek biyolojik performanslar1 ve diisiik maliyetleri dolayisiyla {izerlerinde en ¢ok
calisilan ve umut vaad eden polisakkaritlerin baslicalar1 nisasta, aljinat, kitosan,
seliiloz ve pektin polimeridir. Ticari yara Ortiisii olarak kullanilan Algisite©,
Kaltostat©, Sorbsan©, Tegagen© yaray1r nemlendirme ve kolaylikla ¢ikarilabilme
ozelligine sahiptirler. Cizelge 2.2°de bazi aljinat temellli ticari yara Ortiileri, ticari
isimleri ve kompozisyonlar1 verilmistir. Bunlarin en 6nemli problemi maserasyona

varan agirl nemlendirmedir.
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Cizelge 2.2 : Aljinat temelli ticari yara ortiileri [144].

Ticari Aljinat temelli Kompozisyon

yara ortiileri

Algicell ™
AlgiSite M ™

Comfeel Plus ™

Kaltostat ™
Sorbsan ™
Tegagen ™
Gurdix-SG ®

Algivon ®
Fibracol ™ Plus

Hyalogran ®

Tromboguard ®

Sodyum aljinat, % 1,4 giimiis

Kalsiyum aljinat

Sodyum karboksi metil seliiloz ve

kalsiyum aljinat

Sodyum aljinat

Kalsiyum aljinat

Sodyum aljinat

Sodyum aljinat ve polaksomer

Kalsiyum aljinat ve Manuka bali

Kalsiyum aljinat ve kolajen

Hyaluronik asit esteri ve sodyum

aljinat

Sodyum aljinat, kalsiyum aljinat,
kitosan, politiretan ve glimiis

katyonlar1

Polisakkarit temelli hidrojellerin yara Ortiilerinin tasariminda dikkat edilmesi gereken

hususlar:

(1) Biyouyumluluk
Biitiin biyomedikal uygulamalarda oldugu gibi biyouyumluluk ilk dikkat edilmesi

gereken ozelliktir. Polisakkaritler tistiin biyouyumluluga sahiptirler ancak yara ortiisii
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sentezlenirken sistemde kullanilan diger komponentlerin de biyouyumlu olmasina
dikkat edilmelidir. Ornegin bircok biyopolimerik doku iskelesi, hidrojel ve kompozitin
capraz baglanmasinda kii¢lik bir molekiil olan gluderaldehit ¢ok sik kullanilmaktadir
[92]. Gluderaldehitin aldehid gruplari hiicreler igin toksiktir ve viicut i¢inde gesitli
enflamasyonlara yol agabilir. Bu nedenle zararli kimyasallar1 ya kullanmamak ya da
dikkatli bir sekilde uzaklastirmak gerekmektedir. Bu noktada, kendiliginden jellesme
teknigi ¢ok avantajlidir.

(2) Degredasyon

Deri yiizeyindeki yaralanmalar i¢in kullanilan yara ortiilerinde degredasyon 6zelligi
gerekli degildir. Bazi durumlarda ise degredasyon o6zelliginin bulunmasi tercih
edilmektedir. Ozellikle kronik yaralar, i¢ organlarda kanama olma durumu ve derin
catlakli yaralanmalarda biyodegredasyon son derece gerekli bir ozelliktir [92].
Degrade olabilen polimer yavas yavas fonksiyonunu elimine edecek, degredasyon ile
yerini yeni dokuya birakacaktir. Hidrojelin yaradan ¢ikarilmasi adimini ortadan
kaldiran bu strateji hasta dostu bir uygulamadir. Bu uygulamada polisakkaritin degrade
olma hizinin kontrol edilebilmesi de 6nemli bir parametredir. Federico ve ark. yaptilari
bir galismada Poli(amido-amin) temelli hidrojelin mekanik 6zellikleri ve degredasyon
hizin1 molekiil agirlig1 ve akrilik ko-monomer konsantrasyonunu degistirerek [145],
Qian Xu ve ark. ise farkli alkil uzunluklarinda diaminler ve polietilen glikol diakrilatlar
[146] kullanarak ayarlayabildiklerini gostermislerdir.

(3) Dayamim, esneklik ve yapisma

Hidrojelin mekanik 06zellikleri yaranin cinsi ve uygulama bdolgesine gore
belirlenmelidir. Ozellikle bilek, diz ve dirsek gibi baglant1 yerlerindeki yaralanmalarda
yara Ortlisii el ve ayaga sarilmalidir. Ayrica bu bolgelerin hareketli oldugu da
diistiniiliirse, yara bolgesi ve yara oOrtiisli arasinda uygun bir yapisma da olmalidir.
Hidrojellerin mekanik 0Ozellikleri c¢apraz baglayict cinsi ve konsantrasyonu
degistirilerek ayarlanabilmektedir. Yara ortiilerinde malzemenin sertligi ve esnekligi
arasinda bir denge kurulmasi gerekmektedir. Bu 6zellikler ¢apraz baglayici cinsi ve
konsantrasyonu ile ayarlanabildigi gibi baska bir polimer veya inorganik malzeme ile
etkilesime girerek de arttirllabilmektedir. Sixuan ve ark. farkli rijiditedeki
poli(amidoamin)—poli(n-isopropil ~acrilamid) hidrojellerle yaptiklart in  vivo
caligmalarda hidrojelin rijiditesinin yara iyilesmesi prosesinde biiylime faktorleri GF-
Bl ve bFGF’in yara ortamina salimi ve Ozellikle proliferasyon evresinde hiicre

aktivitelerini regiilasyonunda etki ettigini, asir1 yiiksek veya diisiik sertligin bu etkileri
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azalttigini belirlemislerdir [147]. Xiaomeng ve ark. kullandiklar1 jelatin metakriol
(GeIMA) makromerinin  konsantrasyonunu degistirmeden sadece metakriol
fonksiyonalitesini degistirerek jelatin hidrojellerin Young modiiliinii 3,8 kPa’dan 29,9
kPa’a kadar ¢ikarmislardir [148].

Yarayz siitiir ile yapistirmak yerine bu gorevi goren hidrojeller de kullanilabilir. Boyle
durumlarda hidrojelin dokuya iyi yapisabilme 6zelligi gosterebilmesi gerekmektedir.
Ancak bazi yaralanmalarda, yara ortiisliniin kolaylikla ¢ikarilabilmesi i¢in sinirli bir
seviyede yapiskanlik 6zelligi gostermesi ya da ilk kullanilmaya basladiginda yarayi iyi
bir sekilde sarabilmesi icin yapiskanhik o6zelligi yiiksek iken yavas yavas bu
yapiskanliginin azalmasi istenmektedir.

(4) Terapotik ajan enkapsiilasyonu

Ozellikle kronik yaralar icin tedavi edici ajan enkapsiilasyonu tedaviyi
hizlandiracaktir. Bunun yanisira agr1 dindirici ilaglar da hastanin acisini azaltmasi
bakimindan 6zellikle yanik yaralanmalar1 ve kanser nedeniyle olusan yaralarda ¢ok
onemlidir.

(5) Antibakteriyel aktivite

Asir1 enflamasyon sistemik enfeksiyon olugmasina neden olacaktir. Bakteriler i¢in
enfekte olmus yaraya yerlesip ¢ogalmak son derece kolaydir. Hidrojeller
mikroorganizmalarin yayilimi ve istilasi i¢in bir bariyer olmalarina ragmen,
antibakteriyel bir ajanla birlestirilerek bu 06zellikleri daha da gelistirilebilir.
Antioksidatif ve antibakteriyel 6zelliklere sahip hidrojeller yara iyilesmesini 6nemli

oranda hizlandirmaktadirlar.
2.7 Pektin

Pektin polimeri yiiksek molekiil agirlikli (50000-150000 Dalton), sulu ortamda siserek
coziinmeyen ag yapili hidrojellere doniisebilen, esnek, dallanmis lineer bir
polisakkarittir. Diger bir¢ok bitki polisakkaritleri gibi hem polidispers hem de
polimolekiilerdir. Kimyasal veya enzimatik olarak ekstrakte -edilebilmektedir.
Bitkilerin ana hiicre duvarlarinin % 30’unu olusturmasina ragmen ($ekil 2.10), ¢cok az
bitki pektin kaynagi olarak islenebilir. Uzun yillardir gida endiistrisinde ozellikle
kalinlastirici ajan olarak kullanilmaktadir. Son yillarda da biyomedikal uygulamalarda
umut vadeden dogal malzemelerden biri haline gelmistir. Ticari pektinler, meyve suyu

(cogunlukla narenciye ve elma) sanayinin atik yan {iriinii olarak iiretilmektedir (Sekil
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2.10, 2.11). Bu tez ¢alismasinda gelistirilecek yara Ortiisiiniin ana matrisi olarak pektin
polimeri kullanilarak, iiretilecek yara Ortiisiiniin maliyeti azaltilacagi gibi atiklar da

degerlendirilecektir.

Seliiloz

D-limone
Pektin

Terpineol

Sekil 2.10 : Pektin kaynag1 olarak meyve ana hiicre duvari.

Ekstraksiyon

~

N

N | Esansiyel yag
s 0
; \ Ho-| ;-

A S O\(o%

HO Pektin

Sekil 2.11 : Pektin polimerinin meyve suyu sanayii yan/atik tiriinii olarak
iiretimi sematik gdsterimi.

Pektinin kaynagi ve izolasyon sirasindaki kosullara gére kompozisyonu degisiklik
gostermektedir. Yaklagik 200 y1l kadar 6nce kesfedilmistir [149]. Galakturonik asitten
(GalA) zengin homogalakturonan (HGA), rhamnogalaktutronan-1 (RG-1),
rhamnogalactrunnan-11 (RG-I1), xylogalacturonan, arabinogalactan gibi farkli pektin
komponentleri bulunmaktadir. Homogalakturonan, ¢ogunlukla metil esterlenmis alfa-
(1-4) bagl galakturonik asit (GalA) zincirlerinden olusmaktadir. Pektin zincirlerinin
ana bileseni olan poligalakturonik asit metoksile edilmis ve/veya amitli kisimlar

icerebilir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 : Pektin zincirlerindeki fonksiyonel gruplar. a) Karboksil
b) Ester c) Amit [150].

Poligalakturonik asit zincirlerinin esterlenmis karboksil gruplarinin esterlenmemis
olanlarina oranina esterlenme derecesi (DE) denilmektedir (Sekil 2.13). DE degerine
bagl olarak pektinler, diisiik metoksi (LM i¢in DE < % 50) ve yiiksek metoksi (HM
icin DE >9%50) olarak siniflandirilirlar ve farkli ozellikler gosterirler. DE aym

zamanda ¢apraz baglanma mekanizmasini da belirlemektedir [151].

b

Metoksi | Esterlesme
igerigi derecesi

HM-
Pektin

Y Pektinik asit

LM-
Pektin

$ Pektik asit
4

Sekil 2.13 : Pektin zincirlerinin esterlesme derecesi.

HM pektin zincirlerinde diisiik pH degerlerinde her bir zincir birbirleriyle hidrojen
baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerle veya yiiksek konsantrasyonda ko-soliit (sukroz >
% 65 ag/ag gibi) varliginda ¢apraz baglanmaktadirlar [152, 153]. DE arttik¢a metil
ester gruplar1 arasindaki hidrofobik etkilesim de artacagindan jel olusumu daha hizl

olacaktir [153].
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LM petkin zincirlerinin ¢apraz baglanarak hidrojel olusturmasina ise genis bir pH
skalasinda ¢ok valansh (6zellikle Ca®* iyonu) katyonlar aracilik etmektedirler. Bu
konuda detayl1 bilgi Boliim IV ve V’de verilecektir. Ca** iyonuna bagl jellesme pektin
polimerinin gida ve biyomedikal uygulamalarda kullanilmasini saglayan en 6nemli
fonksiyonel oOzelliklerinden birisidir [151]. Jel olusumuna (i) pektinin molekiil
agirhgi, (ii) Ca?* ile baglanan bloklarm dagilimi, (iii) metilasyon derecesi gibi ic
faktorler ile (i) poligalakturonik asit konsantrasyonu, (ii) pH, (iii) sicaklik ve (iv)
iyonik kuvvet gibi dis faktorler 6nemli 6lgiide etki etmektedir. Pektin zincirinde
yiiksek oranda GalA bulunmasi Ca?" iyonu bagl hidrojellerin daha yiiksek stabilite,
mekanik dayanim ve su tutma kapasitesine sahip olmalarini saglamaktadir [151].

LM pektin zincirlerindeki karboksil gruplarmin Ca?* iyonlar: ile etkilesimi sonucu,
Sekil 2.14°te gorildiigi gibi ‘yumurta kutusu’ adi verilen yap1 olusmaktadir. LM
pektin zincirleri i¢in varsayilan bu modele gore birbirlerine paralel bakan zincirlerin
Ca?* iyonlar1 ile kooperatif bir iyon kopriisii olusturmasi sonucu zincirler dimerize

olurlar [154].
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Sekil 2.14 : Pektin zincirlerinin Ca?* iyonlariyla olusturdugu ‘yumurta kutusu’ adi
verilen modelin sematik gosterimi [155].

Ik Ca%* iyonunun iki pektin zinciriyle birden baglanmasi, zincirlerin birbirlerine gore
hizalanmasma yardimc1 olacagl igin sonraki Ca?* iyonlarmin baglanmasimi
kolaylastiracaktir [156]. iki komsu pektin zinciri Ca®* iyonu varliginda elektrostatik
etkilesim ile iyon kopriilerinin yanisira van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglari
ile de yumurta kutusu modelinin stabilizasyonuna katkida bulunmaktadir [157, 158].
Ca** iyonlarinin yani sira baska ii¢ veya daha fazla valansli katyonlar da LM pektin ile
jel olusturmada kullanilmaktadir. Ayrica kitosan gibi pozitif yiiklii polisakkaritler veya
proteinlerle de ¢apraz bag yaparak, anyonik polisakkaritler ile jel olusturabilirler [159

- 161]. Pektin ve kitosan ile polielektrolit kompleks olusumu, her ikisinin de iyonize
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formda oldugu pH 3-6 araliginda gerceklesebilmektedir. Ayrica elektrostatik yiiklerin
bastirildigt pH<2 kosulunda hidrojen baglarinin olusumu ile de jellesme
gerceklesebilmektedir [162]. Yumurta kutusu modeli ilk olarak pektin ile kiral yapida
olan aljinat polisakkariti i¢in Onerilmis, ardindan uzaysal benzerlikleri nedeniyle

pektinin Ca?* iyonu ile jellesmesini agiklamak amaciyla modifiye edilmistir [163].

Pektin polimeri ve Ca?" iyonu gibi iki valansli katyonlarla etkilesim sonucu elde edilen
mikropartikiillii sistem, gelecek vadeden ve kullanim alan1 ¢ok genis olan tekniklerden
birisidir. Iyonotropik jellesme peptitten probiyotiklere kadar cesitli aktif molekiillerin
hedefe ve/veya kontrollii salim amaciyla enkapsiilasyonu i¢in kullanilmaktadir. Pektin
ag yapisimin porozite, esneklik ve biyoaktif ajan arasindaki etkilesimini kontrol
edebilmek amaciyla tig-boyutlu yapinin modifikasyonu da saglanmaktadir. Bu amagla
pektinin kimyasal modifikasyonu, organik veya inorganik katkilarin sisteme
eklenmesi, ¢apraz baglayici cinsi veya konsantrasyonunu degistirmek gibi cesitli

stratejiler uygulanmaktadir [164].

2.7.1 Biyomedikal uygulamalarda pektin temelli jeller

Uzun yillardir gida sanayinde kalinlastiric1 ve stabilize edici ajan olarak kullanilan
pektin jeller, basit jel olusturma mekanizmasi, kolaylikla ayarlanabilen fiziksel
ozellikleri, yiiksek oranda su tutma kapasitesi, mukotik dokuya yapisabilmesi,
biyouyumlu ve biyobozunur dogal bir polimer olmasi nedeniyle ilag [164]. Bu
ozellikleriyle pektin, hiicre [165], gen, protein [166, 167], biiyiime faktorii [168] ve
ilaglarn  [169] homojen bir sekilde yiiklenebilmesi sayesinde biyomedikal
uygulamalarda umut vadeden malzemelerin basinda gelmektedir. Pektin jeller uygun
form, konsantrasyon ve ¢apraz baglayicilar kullanilarak mikro ve nano partikiil, film,
kaplama malzemesi, enjekte edilebilir jeller [161, 166], nazal salim veya kati doku
iskelesi [161] gibi cok cesitli fiziksel formlarda olusturulabilirler. Ug-boyutlu
yazicilarda basilabilmekte, yara Ortiisii, kemik doku rejenerasyonu [166, 168, 170]
enkapsiilasyon, kontrollii [2, 171-173] ve hedefli sahm [169, 174] sistemlerinde
basartyla kullanilmaktadir.
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2.7.1.1 Nazal ilag salminda pektin

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda 6zellikle enjeksiyon ile uygulanamayan ve diisiik
molekiil agirlikli ilaglar, peptit ve proteinlerin hizli salimlarini gerektiren durumlarda
biliyiik Ol¢iide vaskiilarize olmus nazal yol (burun yolu) ile sistemik salima
gonderilebilecekleri belirtilmistir [175]. Burun boslugu araciligiyla sistemik dolasima
katilan ilag molekiilleri karacigerde metabolize olmadiklari i¢in biyoyararhiliklart da
azalmamaktadir. Nazal uygulama ayrica tabletleri yutmakta zorluk ¢eken hastalar i¢in
de uygundur. Hidrojen baglar1 sayesinde musin ile etkilesime gecerek mukotik dokuya
yapisabilen pektin, nazal ilag salimi igin olduk¢a uygun bir polimerdir [176 - 178].
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, uygun konsantrasyonda pektin ve aljinat
nanopartikiilleri ile deksametason [179], pektin ve hidroksipropil metilseliiloz
karisiminin melatoninin nazal salimin1 [180] basar ile gergeklestirdigi, fentanil sitrat
ile pektinin etkilesimi sonucu hazirlanan nazal spreyin kanser hastalarinda 6zellikle
radyoterapi uygulamasi sonrasi baslayan oniine gegilemeyen agrilar1 azaltmada [181]

etkili oldugu belirlenmistir.

2.7.1.2 Kanser hedefli ila¢ saliminda pektin

Literatiirde 6zellikle diisiik metoksi ve diisiik molekiil agirlikli pektin fragmentlerinin
basta kolon ve barsak olmak tizere kanser metastazini engelledigi [182] ve ¢esitli
kanser tiplerinde birincil tiimor biliylimesini 6nledigine dair ¢alismalar bulunmaktadir
[174- 183, 184]. Bu engelleyici etkinin pektinin galaktan komponentlerinin galektin-3
tarafindan tanmnmasi vasitasiyla olustugu diistiniilmektedir. Galektin-3 kanserin
ilerlemesi ve metastazi, anjiojenesis ve sitotoksik ilaglara neoplastik hiicre yanit1 gibi
cesitli kanser kademelerinde rol almaktadir [185]. Ozellikle limon ve portakaldan elde
edilen kanser tedavisi icin kullanilan sitotoksik ilaclarla yiiklii pektin polimerinin
neoplastik hiicre apopotosisini baglatacagi ve geleneksel kemoterapi tedavisinin

verimliligini arttiracagi diisiiniilmektedir [182].

2.7.1.3 Doku miihendisliginde pektin jeller

Dogal polimerler, doku rejenerasyonunu saglamak amaciyla cesitli hiicre
fonksiyonlarini uyarmak ve hiicre-hiicre etkilesimlerini yonlendirmek i¢in, gogunlukla
biiyiime faktorleri ile yiiklenerek yapr iskelesi olarak kullanilmaktadirlar [186]. Pektin
hidrojeli hiicrelere karst ¢cok yapiskan olmadigr icin doku rejenerasyonu i¢in yaygin

olarak  kullanilmamaktadir. ~ Ancak  Ozellikle  kemik-doku  miihendisligi
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uygulamalarinda uygun fizyolojik kosullar saglandiginda mineral fazin
¢ekirdeklenmesini sagladigi i¢in umut vaadetmektedir [166]. Yakin zamanda yapilan
bir caligmada, biyoaktif seramik-pektin hidrojel nano boyutta kemik dokusuna
benzerligi nedeniyle kullanilmig ve hiicre yapismasi ve yaymimini destekledigi

belirlenmistir [170].

2.7.1.4 Uc- boyutlu baski tekniginde pektin jeller

Ug-boyutlu bask: teknigi sekil ve porozite gibi spesifik yapisal dzellikler saglamasi
kabiliyeti nedeniyle koklii atilim yapacak bir teknoloji olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
teknoloji, ekstriizyon (dogrudan miirekkeple yazma), miirekkep piiskiirtmeli ve istege
bagli birakma sistemleri gibi ¢esitli teknikleri igermektedir. Burada en 6nemli faktor
biyomiirekkebin basilabilme ayarlarinin gelistirilebilmesidir [187]. Biyomiirekkepler,
iic-boyutlu baskr kullanarak tasarlanmis/ yapay canli doku iiretmek i¢in kullanilan
malzemelerdir. Ug-boyutlu biyobaski teknigi son zamanlarda doku miihendisligi ve
rejeneratif tip alaninda, in vitro doku iskelesi tiretmek igin en umut vadedici
tekniklerden biri olarak kabul edilmektedir [188]. Alexandra ve ark. ¢ok yakin
zamanda yaptiklar1 bir ¢alismada ii¢-boyutlu baski teknigi ile pektin-seliiloz temelli
bir biyomiirekkep gelistirmislerdir. Bu hidrojellerin reolojik 6zelliklerini siringa
igneleri ile enjekte edilebilecek sekilde ayarlamislardir. Pektin konsantrasyonu arttik¢a
sertlikte artis belirlenmistir [187]. Jingjunjiao Long ve ark. termosensitif yara ortiisii
olarak kullanilmak amagcli lidokain hidroklorid yiiklii kitosan-pektin karisim1 bagarili
bir sekilde tig-boyutlu baski teknigi ile hazirlayip, liyofilize etmislerdir. Elde edilen
malzeme ilac1 hizli ancak kontrollii bir sekilde salmistir [189]. Lapomarda ve ark. (3-
glicidiloksiproil) trimetoksisilan (GPTMS) kullanarak pektin zincirlerini g¢apraz
baglamis ve tig-boyutlu baski teknigini kullanarak biyomalzeme tiretmislerdir [190].
GPTMS kullanilmasi1 sayesinde herhangi bir destek kullanmadan farkli anatomik
sekillerde tig-boyutlu baski ile doku iskeleleri iiretebilmislerdir. Gao ve ark. [191]
jelatin ve Tallia ve ark. [192] politetrahidrofuron/polikaprolaktam karisimina GPTMS
eklenmesinin  malzemenin i¢-boyutlu basilabilme yetenegini Onemli oranda

arttirdigini belirlemislerdir [190].

2.7.1.5 Yara ortiisiinde pektin jeller

Pektin ve pektin tiirevi malzemeler yara iyilesmesi uygulamalari i¢in son derece

uygundur [193]. Pektin gibi ¢esitli dogal ve biyouyumlu hidrofilik polisakkaritler
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giinimiizde dogal yapiskanlik, nemli ortam saglama ve iyilesme prosesini uyarma
kabiliyetleri nedeniyle yara ortiisii olarak kullanilmaktadir [194 - 196]. Yiiksek su
icerigi deri ile uyumlu olmasini saglamaktadir. Pektin jel yara sivisi ile temas ettiginde
havaya kars1 gegirgen olurken, ¢éziinmesi ile olusan asidik ortam bakteri ve viriislere
kars1 gecirimsiz bir bariyer saglayarak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir [194]. Bir
yara iyilesirken, etraftaki hiicreler, yarada yayilmak (prolifere olmak) ve biiylimek i¢in
bliylime faktorleri tarafindan stimiile edilirler. Pektin yaraya eklendiginde, bir
baglanma ajani gibi davranir ve biiylime faktorlerini pargalanmaktan korur [197].
Hidrofilik pektin partikiilleri yara sivisi ile temas ettiginde yara tistiine yumusak bir jel
olusturarak fazla eksudayi adsorblamaktadir. Pektin zincirlerindeki esterlenmis
galakturonik asit kalintilari, inflamasyon prosesindeki en 6nemli iki enzim olan iNOS
ve COX-2 gibi enzimlerin salgilanmasini bastirarak kuvvetli bir anti-enflamasyon etki
saglamaktadirlar [198 - 200]. Bu yiiksek anti-enflamasyon etki 6zellikle yanik ve
diyabet yaralar1 i¢in ¢ok 6nemli bir 6zelliktir. Pektin tiirevleri, pozitif amin ve/veya
negatif karboksil gruplari olmak {izere yiiksek yiik yogunluguna sahiptir ve derinin
derinliklerine niifuz edebilir, boylece ilacin deride kalis siliresini uzatarak,
penetrasyonu zenginlestirir [30]. Pektin zincirleri 6zellikle geg iyilesen yaralarda etkili

olan oksidatif stresi diisiiren anti-glikoliz ajan1 olarak da davranmaktadir.

LM-pektinin pH 3,5 civarindaki pKa degeri, ilag molekiillerinin bu pH degerinin
istiinde kolaylikla salinabilmesini saglamaktadir [201]. Yarali eksuda pH degeri
yaklasik pH 7,15-8,90 [202] araliginda oldugundan, yarali dokuda kullanimi 6zellikle
bu pH degerlerinde yiik yogunlugu az olan Kitosan gibi katyonik polimerlere gére ¢ok
daha avantajlidir. Bunun yani sira, bakterilere karsi bariyer olusturabilecek asidik bir
ortam olusturma, yliksek mukoadhezyon ve aym1 zamanda eksudadaki biyoaktif
ajanlarla baglanarak yara sivisini kontrol edebilme [162] gibi 6zellikleri, pektini yara

tedavisinde 6ne ¢ikaran diger 6zellikleridir.

Pektin-kolajen [203], okside pektin —jelatin [193], pektin-kitosan [159, 199, 204, 205],
pektin-aljinat [196] jelleri ile yapilmis yara ortiisii ¢alismalarindan basarili sonuglar
elde edilmistir. Bunun yanisira pektin hidrojellerin antibiyotik, agr1 kesici [172, 189,
206] biiytime faktorii [207, 208] gibi yara iyilesmesi ve doku onarimi i¢in gerekli
ajanlar1 basarili bir sekilde tasidigi rapor edilmistir. Pektin filmler diisiik termal
stabilite ve mekanik oOzellik gostermeleri nedeniyle, genellikle bu &zelliklerini

gelistirmek icin baska bir polimer ile karistirilirlar.
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2.8 Kontrollii Salim

Kontrollii salim sistemlerinin amaci ilact, viicutta istenilen bolgeye, tedavi i¢in gerekli
hiz ve miktarda verilmesini saglamaktir. Kontrollii ilag salim sistemleri oncelikli
olarak ilacin biyoyararliligini ve hastanin konforunu arttirmay1 hedeflemektedir. Bu
sistemler vasitasiyla ilag bir polimer ya da lipit sistem icine hapsedilerek, ilag
bozunmasi ve kaybi azaltilmakta, hedef bolgedeki ilag birikimi istenilen dozda
tutulabilmekte, 6te yandan hasta olmayan dokulardaki toksik etkiler azaltilmaktadir
[209, 210]. Biitiin bu avantajlarina karsin kontrollii ilag salim ile ile ilgili yara ortiisii
caligmalar1 heniiz gelisme asamasindadir. Bu alandaki ilk ticari {iriin Spansules® adli

urundiir.

Kontrollii salim sistemleri membrana diflizyon ve matrise difiizyon olmak iizere iki
farkli metot ile gerceklestirilebilmektedir. Membran sistemlerde ilag¢ toz halde veya
bir s1vida disperse olmus sekilde gekirdek/ membran béliime hapsedilmistir. Ilacin
salimi bu membran tarafindan yonetilmektedir [211]. Matriks sistemlerde ise ilag,
polimer bir yap1 i¢cinde dagitilmistir. Bu sistemlerde ilacin salim hizin1 polimer matriks
denetlemektedir [212]. Tlacin polimer sistemden salimi temelde 4 farkli mekanizma
ile gergeklesmektedir: (i) Ilacin sistemden difiizyonu, (ii) sistemin sismesi veya 0zmoz
yoluyla ilacin salimi, (ii1) kimyasal ya da enzimatik bir reaksiyon sonucunda sistemin
bozunarak ilacin salimi, (iv) fizyolojik bir gereksinime cevap olarak salim. Bazi

durumlarda bu mekanizmalarin kombinasyonu gerceklesmektedir.

2.9 Diinyada ve Tiirkiye’de Yara Ortiisii Pazan

Yara Ortiisii pazari, geleneksel ortiiler ve gelismis ortiiler olmak tizere iki ayr1 segment
altinda incelenmektedir [213]. Yara ortiilerine artan ihtiyag, trafik kazalarindaki artis,
ayaktan cerrahi merkezleri sayisindaki artis, hastanede kalis siliresine olan ihtiyacin
azalmasi, cerrahi prosediirlerin artist ve kronik hastaliklarin artist nedeniyle
olusmaktadir. Kronik yaralarin Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki ortalama yillik
ekonomik yiikii 50 milyar $ olarak rapor edilmistir [214 - 216]. Sekil 2.15’te ABD
temel alinarak hazirlanan geleneksel ve gelismis yara bakim iiriinleri egilim grafikleri
goriilmektedir. Kiiresel 6l¢ekte geleneksel yara tedavisi pazar biiytikliigii 2018'de 5,43
milyar ABD dolar1 olarak degerlendirilmis ve 2019'dan 2026'ya bilesik yillik biiyiime
oraninda %3,6 oraninda biiyiime beklenmektedir. Ozellikle diinya ¢apinda artan trafik

kazalarinin pazar biiyiimesini artirmasi beklenmektedir. Ornegin, Diinya Saglik
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Orgiitii’niin (WHO) 2018 Yol Giivenligi Kiiresel Durum Raporu'na gore, karayolu
kazalari, 5-29 yas arasi cocuklar ve geng¢ yetiskinler arasinda onde gelen Olim
nedenlerinden biridir. Modern, gelismis yara ortiileri pazari 2019 yilinda 6,24 milyar
dolara yiikselmistir ve % 5,2 yillik biiylime hiz1 beklenmektedir. ABD Ulusal Saglik
Enstitiileri'me (NIH) gore, kronik yaralar ABD'de her yil yaklasik 6,5 milyon kisiyi
etkilemekte, bu hastalarin tedavileri icin yilda 25 milyar ABD dolarindan fazla

harcanmaktadir.

l (a)
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Source: W NGRS SAICH COM
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Sekil 2.15 : ABD geleneksel yara iyilesmesi pazar biiytikliigli yan tirtinler
(a) geleneksel yara ortiileri (b) gelismis yara Ortiileri.
Gelismis yara bakim triinlerinin, kronik yaralarin yanisira akut vakalarda da biiyiik
6l¢iide pansuman yapmak ve kazadan kaynaklanan yaralanmalarin hizli iyilesmesi i¢in
kullanilmaya baglanmasi beklenmektedir. Bu nedenle, Oniimiizdeki yillarda bu
rtinlerin pazar paymin artacagi diisiiniilmektedir. Akut yara segmenti 2019 yilinda
yanik yaralari, travma ve cerrahi operasyonlarin artig1 sonucu en yiiksek pazar payina
sahip olmustur. DSO’ye gore her yil yaklasik 180,000 o6liim vakasi yanik
yaralanmalarindan dolay1 olusmaktadir. Ozellikle diyabet gibi kronik hastaliklarin ve

yasli niifusun artiginin bu segmentin artisindaki pay1 biiyiiktiir.

Yara ortiisii pazarinda faaliyet gosteren kilit firmalar arasinda Smith & Nephew PLC

acquired Osiris Therapeutics, Inc., Kinetic Concepts, 3M, BSN medical, Covidien,
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ConvaTech, Derma Sciences, Integra LifeSciences, Baxter International ve Coloplast

sayilabilir.

Yara Ortiisli pazarinin biiylimesine etki eden faktorler asagidaki gibi listelenebilir;

1) Artan kronik yaralar ve diyabet, hizla yaslanan niifus ve malzeme bilimindeki
gelismeler pazardaki biliylimeyi yonlendirmektedir. Arteriyel ve diyabetik ayak
iilserleri gibi bacak iilserlerinin baslica nedeni olan diyabetin artan prevalansi, Diinya
capinda yara pansuman pazarini besleyen baslica faktordiir.

2) Hemsireler, doktorlar ve hastalar arasinda gelismis yara pansumanina iligkin artan
farkindalik pazardaki biiyiimeyi desteklemektedir.

3) Yataga bagimli olan ve uzun siireli hareketsizliklerinden dolay1 basing iilseri
gelistirmeye yiiksek derecede duyarli olan hastalarinin pazar biiylimesine en biiyiik
katki saglayanlardan biri olmas1 beklenmektedir.

Yara Ortlisii pazar biiylimesini sinirlayan faktorler ise su sekildedir:

1) Gelismis yara bakim ortiilerinin ¢ok yiiksek maliyetli olmasi. Ulkemiz agisindan
bakildiginda ise, artan doviz kuruna bagimlilik maliyetin artarak yiikselmesine neden

olmaktadir.
2) Yeni teknolojiler i¢in yiiksek geri 6deme, pazar biliylimesini sinirlayan bir faktordiir.

T.C. Kalkinma Bakanlig1 Onuncu Kalkinma Plan1 (2014-2018) tarafindan hazirlanan
‘T1bbi Cihaz ve Tibbi Malzeme’ ¢alisma grubu raporuna gore, gelismis yara Ortiileri

tilkemizde iiretim sans1 oldugu diisiiniilen tibbi cihazlardan kabul edilmistir [217].
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3. MOLEKULER MODELLEME VE SIMULASYON YONTEMLERI

Hesaplamali kimya temel olarak Molekiiler Dinamik (MD) ve Kuantum Mekanigi
(QM) olarak iki ana yaklasima dayanmaktadir. Molekiiler modelleme ile MD veya
QM yaklagimlart araciligi ile termokimyasal ve kinetik hesaplamalar, adsorban-
adsorbent sistemleri, ilag tasarimi ve malzeme tasarimi yapilabilmektedir [218]. Bu
yaklagimlar en genel ifade ile “bir molekiiliin davranisi atomlarinin davranisi ile
aciklanabilir ve bu da atomik bilesenlerinin davranisina karsilik gelmektedir” seklinde

tasvir edilebilir.

MD simiilasyonu ¢alismalar1 1950’ lerin sonlarindan itibaren gelismeye baslamstir. 1k
MD protein simiillasyonu 1977 yilinda McCammon ve ark. tarafindan
gerceklestirilmistir [219]. Biyolojik makromolekiillerin incelenmesi igin ¢ok yonlii ve
yaygin olarak kullanilan tekniklerinden en oOnemlisi olan MD simiilasyonlari,
giintimiizde farmasotik ¢alismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [220, 221]. Bir
sistemdeki farkli zaman araliklarindaki konformasyonel degisimler gibi dinamik
davraniglar1 anlamak igin ¢ok degerlidir. Bu in silico simiilasyon sonuglari, in vitro
deneyler ile 6l¢iimii zor olan bazi mikroyapisal degisimleri acikliga kavusturmaktadir.
Yapilan simiilasyon ¢alismalarinin uygun modeller kullanildig1 takdirde gergek
deneylere yakin sonuglar verdigi gorilmistiir. Boylece in vitro deneylerde uygun
olmayan kosullar elenerek yeni ilag/malzeme adaylar1 klasik yoOntemlerle
kiyaslandiginda ¢ok daha hizli ve diisiik maliyetli bir sekilde elde edilebilmektedir
[219]. Biiyiik makromolekiiler sistemlerin modellenmesinde atomistik yontemlerin
uzun bir basar1 gegmisi bulunmaktadir. Ab-initio yontemlerin daha basitlestirilerek
biiyiikk sistemler i¢in kullanilir hale getirildigi yari-amprik molekiiler mekanik
yontemler ile tayin edildigi protein ve karbonhidratlar gibi binlerce atomu olan biiyiik
sistemlerde, atomlarin pozisyon ve hizlarinin kullanilarak sistem dinamigi milisaniye

seviyelerine dek incelenebilmektedir.

MD simiilasyonlar1 davranislari kovalent olmayan etkilesimlere bagl olan sistemler
icin son derece uygundur. Ozellikle sicaklik, basing, ve konsantrasyona bagl

kosullardaki polimer zincir konformasyonun incelendigi sistemler igin deneysel
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caligmalardan Once atomistik simiilasyonlar ile sistemi incelemek hem deneyleri
onceden tasarlamak hem de deney sonuglarin1 dogru yorumlamak i¢in 6nemli bilgiler

saglar. Atomistik model ile gerceklestirilen simiilasyonlar;
(i) bilinen bir morfolojideki spesifik atom seviyesindeki etkilesimler,

(i) zincir igindeki molekiiller arasi etkilesimler veya zincir ve solvent/katki/iyon

arasindaki etkilesimler,

(iii) birbiri ile baglanan veya kompleks olusturan iki polimer arasindaki etkilesimlerin

calisildigr sistemler i¢in oldukga uygundur.

Atomistik MD simiilasyonlar1 aracili8i ile bir sistem i¢indeki monomer seviyesindeki
dalgalanmalar veya monomer-monomer etkilesimleri incelenebilmektedir [222, 223].
Bunun yanisira bir polimer kompozit i¢indeki spesifik bir nanopartikiil yakininda
monomerlerin ve segmentlerin nasil diizenlendigini gosterebilmektedir [224, 225].
Atomistik model, polimer membranlarin porlarina gaz veya kiiciik molekiillerin
¢oziliniirliik, adsorbsiyon, difiizyon ¢alismalar1 i¢in de kullanilmaktadir [226]. Yiikli
makromolekiiler sistemlerde elektrostatik etkilesimler ve/veya entropi itici giic
olmaktadir. Bu gibi durumlarda atomistik yaklasim, karsit iyonlarin neden ve nasil
yuklii polimerle etkilesime girdigini ve yiikli parcaciklarin konformasyonel
degisimlerini irdeleyebildigi i¢in kullamishdir [226, 227]. Polimer malzemelerle
atomistik yaklasim metotlar1 kullanilarak baslica makromolekiiler dinamik [228],
polimer/kil nanokompozitleri [229], ara yiizey kimyasi, polimer membranlar [230],
kristal yapilar, diflizyon olaylari, ayirma prosesleri, tribolojik 6zellikler ve catlak
(crack) gelisimi [231], ince filmler ve yiizeyler, likit kristalin polimerler, polimerik
sistemlerin reolojisi [232], polimer degradasyonu [233], hidrojel yapilar [234], peptit
ve proteinler [235], kontrollii ila¢ salimi [173, 235, 236], viriisii tanima, ilag ve as1

gelistirme [237, 238] {izerinde ¢alisilmaktadir.

Atomik Olcekte yapilan polimer sistemleri simiilasyonlar temelde iki ana yaklagim ile

gerceklestirilmektedir:
1. Olasilik yaklagimi (Monte Carlo - MC)
2. Deterministik yaklasim (Molekiiler Dinamik - MD)

Diger yontemlerin ¢ogu, bu yaklagimlar iizerinden olusturulmus melez metotlardir

[239].
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3.1 Monte Carlo Simiilasyonlar:

Monte Carlo (MC) yontemleri belirli dagilim fonksiyonlarini degerlendirmek veya
Newton hareket esitligini ilgili integral formunda ¢6zmek i¢in kullanilmaktadir. MC
yontemi, 1950°’1i yillarin baslarinda rastgele gelisen durumlari incelemek {iizerine
yapilan ¢alismalar sonucu Nicholas Constantine Metropolis ve ark. tarafindan ortaya
atilmistir [240]. Temelinde yatan rastgelelik nedeniyle sistemlere ait konfigiirasyonel

uzay cok etkili bir sekilde taranabilmektedir.

3.2 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlar:

Deterministik yaklagim kullanilan MD yonteminin dogusu MC ydnteminden daha
sonra olmasina ragmen, dayandig1 temel prensip ¢cok daha eski olan Newton hareket
kanunudur [218]. Fransiz Matematikgi Laplace 1814 yilinda yayinladigi makalesinde
“Evrendeki en biiyiik varliklardan en kiiclik atomlara kadar her seyi hesaba katarak bir
hesap yapilirsa, hi¢bir sey belirsiz degildir.” seklindeki “Laplace’in seytani” olarak
bilinen yorumu deterministik yaklasimlarin amacim 6zetlemektedir. MD yontemleri
1950’1erin sonunda ilk 6nce asil gaz molekiillerinin simiilasyonlari i¢in kullanilmstir.
Daha sonra teknolojinin gelismesiyle daha biiylik sistemler daha genis zaman
dilimlerinde c¢alisilmaya baglanmistir. Giiniimiizde, malzeme ve biyomolekiil

modellenmesi i¢in MD simiilasyonlari olduk¢a yogun olarak kullanilmaktadir [241].

MD simiilasyonlar1 karbonhidratlar, protein ve niikleik asit gibi makromolekiillerin
zamana bagli dalgalanmalar1 ve konformasyonel degisikliklerini hesaplayan en 6nemli
araglardan birisidir [242]. Biyolojik sistemlerde 6zellikle protein stabilitesi, dinamik
prosesler, protein katlanmasi ve iyon transportu gibi karmasik mekanizmalar
arastirilmaktadir [243]. Bu yontem ayni zamanda farmasotik teknolojilerde akademik

ve endiistriyel sahada yeni ilag sistemlerinin gelistirilmesinde rutin yontemlerden biri

olarak kabul edilmektedir [244].

MD simiilasyonlar1 sistemdeki pargaciklarin mikro seviyedeki pozisyon ve hizlarim

inceleyerek makro seviyedeki yap1 ve davraniglari hakkinda veri tiretmektedir [242].
Sistemin mikroskobik seviyede incelenmesinin en 6nemli katkilari;
(1) deneysel verileri anlama ve yorumlama,

(if) deneysel verileri yar1 kantitatif metotlar ile tahmin etme,
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(i) deneysel verileri labaratuvar ortaminda {iretilemeyecek olan durumlar igin

interpolasyon veya ekstrapolasyon yapabilme olanagi saglamasidir.

Mikroskobik davranis ile makroskobik oOzellikler arasindaki baglanti istatistik
mekanigi yaklagimiyla topluluk ortalamasi kullanilarak yapilmaktadir[245]. Bir
sistemin termodinamik durumu, o sistemin sicaklik (T), basing (P), pargacik sayisi (N)
gibi Ozellikleri yardimiyla belirlenmektedir. Sistemin durumu hakkinda bilgi ise
atomik konum (q) ve momentum (p) yardimiyla belirlenmektedir.MD
simiilasyonlarinda makroskobik ve termodinamik 6zellikleri esit olup, mikroskobik
ozellikleri farkli olan sistemler topluluk (ensemble) olarak adlandirilmaktadir. Bu

topluluklar sistemin bulundugu kosullara gore degisiklik gostermektedir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 : Simiilasyonlarda en ¢ok kullanilan topluluklar [246].

Topluluk ad1 Sabit tutulan Ayirma fonksiyonu Pi
termodinamik (2)
ozellikler
Mikrokanonik N, V, E 25(}5; —E) O(E —E)
' Lz
Kanonik N,V, T Z o PENT) o BT
, -
Z_.'mr
Grand kanonik vV, T SN —B(E;—u N)
o Z e " Lyyr e e
I Zi’?—.n
Izotermal-isobarik N, P, T Ze!”i’l’f Zor o PE+PY)
!_ -
Zypr

Atomik seviyedeki N-cisim problemini klasik fizik yaklasimi altinda niimerik olarak
cozmektedir [247, 248]. Bu yaklasimda sistemin atomlarinin hareketlerinin atom

cekirdeklerinin hareketi ile aciklandigi, atom ve molekiillerin hareketleri ve

44



etkilesimlerinin Newton fizigine gore ¢alistigi yaklasim referans alinmaktadir [244,
248].

m 5D _pey =12 N)

dr '

(3.1)

Burada mij, i. atomun kiitlesi, rj, i. atomun uzaysal koordinatlar1 (genellikle Kartezyen

koordinatlar alinir), Fi i. atoma uygulanan net kuvvettir. Net kuvvet potansiyel enerji

U(r) ‘nin koordinatlara gore birinci tiirevinin tersi olarak da hesaplanabilir.

Sistemde birbiri ile kovalent ya da kovalent bag yapmayan atomlar i¢in Newton
hareket esitliligi sayisal yontemle entegre edilir, atomlarin ve molekiillerin gezingeleri
olusturulur [249]. Niimerik entegrasyon i¢in en yaygin olarak Verlet (velocity Verlet)
algoritmasi kullanilmaktadir. Burada temel fikir, birim siiredeki konumlara ticiincii
dereceden Taylor ag¢ilimlarim r(t) uygulamaktir. Newton hareket denkleminde ivme
a(t), kuvvetin kiitleye orani, kuvvet ise konumlarm r(t) bir fonksiyonudur. Buna goére

hizlar1 v, ivmeleri a olarak ve r’ nin ¢’ ye gore tigiincii tiirevlerini;

dr 1d*%
i+ A =r(f)+—A+———ANf" +
( )=r@® dt 21 d¢’

dr 1d%
=AY =r(t)———At+——— A + .
= AD =r() = A+ 525

(3.2)

Denklem 3.2°deki iki esitlik toplanip diizenlendiginde asagidaki esitlik olusacaktir:

1 (IT_J" ﬁf:

it + AN =2r() = r(t = A + - o
%]

i

(3.3)

Olusan bu denklem (Denklem 3.3) Verlet algoritmasinin temel ifadesidir. Bu denklem
yardimiyla molekiillerin hizlarmi hesaplamadan pozisyonlar1 belirlenebilir [250].
Kolaylikla uygulanabilen Verlet algoritmasi ayni zamanda uzun zaman adimlari

boyunca enerjiyi koruyabilmektedir.

MD simiilasyonlarinda algoritmay1 baglatmak i¢in daima konum ve hizlara ihtiyag¢
duyulmaktadir. Atomlarin konumlar1 bir koordinat sisteminde belirtildikten sonra,

baslangic hizlar1 belirlenen belli bir sicaklik degeri i¢in genellikle Maxwell-Boltzmann
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hiz dagilimi yardimiyla hesaplanmaktadir. Segilen bu baglangi¢ konfigiirasyonlar1 ¢ok
biiyiik olasilikla denge durumuna karsilik gelmemektedir. Bu nedenle uygun zaman
araliklar1 segilerek sistem dengeye getirilmeye calisilir. Zaman adimi simiilasyonun
gercek zamanini belirlemektedir. Zaman araligi hareket esitliginin hesaplanmasinda
kullanildig1 igin, yanlis zaman araligi se¢imi Ozellikle momentum esitliginin
korunmasinda problem olusturacaktir. Atomik seviye igin 1 veya 2 femtosaniye zaman

aralig1 en basarili sonuglar1 vermektedir.

Atomistik detaylarin gerekli oldugu ancak hidrojen atomlarinin agik bir sekilde
gosterilmesine gerek olmayan durumlarda, hidrojenin ¢ok yiiksek frekanstaki
hareketinden dolay1 kii¢lik alinmasi1 gereken zaman adimui siiresini arttirabilmek i¢in
birlesik atom modeli siklikla tercih edilmektedir. Bu durumda hidrojen atomlar1 agik
sekilde gosterilmez ancak kiitle ve sahip olduklar1 pozisyon bagli oldugu daha agir bir
atom ustiinden temsil edilir [218]. Bu sekilde hesaplamali verimlilik artirilir. Bir bagka
yaklagim olan SHAKE algoritmasi ile ise hidrojenlerin bag uzunluklar1 sabit tutulur

ve zaman adimi1 bu sekilde 2 fs olarak alinir.

Hesaplamalar esnasinda atomlara diger atomlar tarafindan uygulanan kuvvetlerin
tanimlandigi, kuvvet alam1 olarak adlandirilan atomlar arasi mekanik kuvvetlere

gereksinim vardir.

3.3 Kuvvet Alani

Molekiiler mekanikte kullanilan kuvvet alanlar1 sistemdeki pargaciklarin potansiyel
enerjilerini tamimlamak amaciyla kullanilan bir dizi parametredir. Atomik
etkilesimlerin temelini olusturan fiziksel etkiler kuvvet alan1 ya da potansiyel enerji
fonksiyonu olarak adlandirilan bu parametrelestirilmis skaler enerji fonksiyonu
yardimiyla tanimlanmaktadir [251, 252]. Kuvvet alani kullanmanin en biiylik avantaji
QM’e gore atomlarin ve molekiillerin davranislarini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan

hesaplamalar1 biiyiik oranda hizlandirmaktir.
Kuvvet alanlar1 genellikle;

(i) kiitle,

(i1) kismi yiikler,

(iii) bag titresimleri, a¢1 biikiilmesi ve dihedral agilarin degisimi gibi bagl etkilesimler,
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(iv) elektrostatik ve van der Waals etkilesimler olarak hesaplanan, molekiil i¢i ve
molekiiller arasi uzun mesafeli, bagli olmayan etkilesimleri dikkate almaktadir (Esitlik

3.4) [251].

Molekiiller arasi elektrostatik etkilesimler, c¢ekirdeklerin etrafindaki elektronik
dagilimin heterojen olmasindan kaynaklanmaktadir ve her etkilesim bolgesine nokta
yiikleri atayarak hesaplanmaktadir. van der Waals etkilesimler ise g¢ekici ve itici
giiclerden olusmaktadir. van der Waals etkilesimleri 6/12 Lennard Jones potansiyeli,
elektrostatik etkilesimler ise Coulomb potansiyeli ile tasvir edilir [253]. Kuvvet
alanlar1 genellikle Denklem 3.4’te belirtildigi gibi bagli ve bagl olmayan enerjilerin

katkilarini igermektedir.

Etotale bag icermeyen etkilesimler +E bagli etkilesimler (34)

Burada E bag icermeyen etkilesimler bag i(}ermeyen, E bagh etkilesimler ise kovalent baf;’ll
etkilesimleri ifade etmektedir. Bag igermeyen etkilesimler elektrostatik ve van der

Waals etklesimleri olarak iki alt boliime (esitlik 3.5),

E bag icermeyen etkilesimler =E elektrostatik + E vdw (35)
bagl etkilesimler ise bag, biikiilme, dihedral ve ¢apraz (bag-bag ve bag-agi-bag)
etkilesimlerini igermektedir.

E bagl etkilesimler = E bag+ E piikiiime + E dinedral + E capraz (3.6)

iizerinden enerjetik terimler hesaplanmaktadir. Sekil 3.1°’de atomlarin arasindaki
kovalent olan Epas, Epiikiiime, Edinedral, Ecapra= (Sekil 3.1 (a)-(d)) ve kovalent olmayan
baglar Evaw Ve Eelektrostatik (Sekil 3.1 (e) ve (f)) etkilesimleri kiiresel olarak tasvir edilen

atomlar arasinda sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.1 : Bag iceren ve icermeyen etkilesimler (a) kovalent bag, (b) bagh
acl, (c) dihedral ag1 (d) ¢apraz terim (e) uzun mesafe van der Waals (f)
elektrostatik etkilesimlerin sematik gdsterimi.

Molekiiler simiilasyonlarin 6ngdrii giliciinii gelistirmek amaciyla 6zellikle kirk yili
askin siiredir biyomolekiiler kuvvet alan1 gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.
Literatiirde hem genel kullanimlar i¢in hem de niikleik asitler, lipid membranlar ve
karbonhidratlar gibi farkli kategorideki molekiiller i¢in uyarlanmis kuvvet alanlari
mevcuttur. Hesaplamalardan elde edilen sonuglarin giivenilirligi biiytik 6l¢tide kuvvet
alaninin parametrelestirilmesine ve dogruluguna bagl oldugundan, kullanilan sisteme
en uygun kuvvet alaninin se¢imi esastir. Glinlimiizde, biyomolekiiler simiilasyonlarda
AMBER [254], OPLS [255], GROMOCS [256], CFF [257] ve CHARMM [258] gibi
kuvvet alanlar1 siklikla kullanilmaktadir. Biiylik yapilarin yani sira kiigiik organik
molekiiller i¢in ise spesifik parametrizasyonlar ayrica tedarik edilmelidir. Kii¢iik
molekiiller i¢in son derece zahmetli ugraslar ve hataya acik prosediir sonucu AMBER
kuvvet alami i¢in GAFF [259], CHARMM i¢in CGenFF [260] gibi spesifik

parametrizasyon setleri gelistirilmistir.

3.3.1 Karbonhidratlar icin en yaygin kullanilan kuvvet alanlari

Polisakkarit karbonhidratlar, birbiri ile glikoliz bagi ile baglanmis monosakarit
birimlerinden olusmaktadir. Enerji depolama, molekiiler tasinim, yap: iskelesi ve
molekiiler tanimlamada Onemli rolleri bulunmaktadir. Polisakkarit igeren
biyomolekiillerin molekiiler mekanik kuvvet alanlarinin en dogru sekilde
tamimlanmasi i¢in yapilmis ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir [261]. Yakin
zamanlarda yiiksek kaliteli deney verileri elde edilebilmesi, niikleer manyetik

rezonans (NMR) ve X-1sin1 alanindaki gelismeler ve ayn1 zamanda model sistemlerde
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cok cesitli konformasyonel enerji dagiliminin olusturulmasinin karbonhidrat kuvvet
alanlarinin (CarbFF) gelistirilmesinde biiyiik katkilar1 olmustur [261, 262]. Bilgi islem
kaynaklarmin artan kullanilabilirligi ile de c¢ogunlukla glikoz ve onun
diastereomerlerine odaklanilarak karbonhidratlarin yapisal enerjisi yakalanmaya
calisiimistir. Boylece karbonhidratlarin protein ve lipidler gibi diger biyomolekiiller
ile etkilesiminin fiziksel temelinin anlasilmasina da izin verecek olan atomik seviyede

detayli incelemesi yapilabilmektedir [263].

Karbonhidratlar i¢in kuvvet alan1 gelistirirken baglarinin kuvvetli sekilde polar olmasi,
anomerik etki, bircogunun hem lineer hem de farkli yonlerden dallanmis
oligosakkaritlerden olusmus olmalari, baglanti bolgelerinin ¢oklugu gibi bir dizi

zorlukla karsilagilmaktadir [264].

Karbonhidrat kuvvet alanlar1 en genel sekilde tasarim felsefelerine gore kategorize
edilebilirler. CHARMM, GLYCAM, GROMOS, OPLS gibi bir¢ok kuvvet alan1 biiyiik
biyolojik sistemleri modellemek ve simiile etmek igin gelistirilmislerdir. TRIPOS,
MM3, MM4 gibi diger bir grup ise genis bir grup organik molekiilleri temsil etmekte
ve karbonhidratlarin {i¢ boyutlu modellemesi i¢in kullanilabilmektedir [264, 265].
CHARMM36, GLYCAMO06, GROMOS ve OPLS-AA-SEI kuvvet alanlar
karbonhidrat ve gliko-konjuge molekiiller i¢in en yaygin kullanilan kuvvet
alanlarindandir [266].

Bu tez calismasimin 4. béliimiinde yapilan MD c¢alismalarinda PCFF [267], 6.
boliimiinde ise CHARMMS36 kuvvet alami kullanilmistir. Her iki kuvvet alami da
biyolojik molekiiller i¢in gelistirilmis kuvvet alanlarindandir. CFF (Consistent Force
Field) ailesinin temeli Warshel ve Lifson’un 1968 ve 1970 yillarindaki ¢alismalarina
dayanmaktadir. CFF kuvvet alanlarindan birisi olan PCFF (Polimer CFF) en ¢ok
kullanilan polimerlerin fonksiyonel gruplarini igermektedir. CFF ailesinin en son
gelistirilmis kuvvet alan1 ise COMPASS (Condensed Phase Optimized Molecular
Potentials for Atomistic Simulation Studies) kuvvet alani 6zellikle yogunluk ve

kohezyon enerji yogunlugu tahminleri i¢in gelistirilmistir.

CHARMMS36 kuvvet alani, modern karbonhidrat parametreleri ile [265] CHARMM
(Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics) tiim-atom biyomolekiiler kuvvet
alant lzerinden gelistirilmistir [268]. CHARMM36 parametrizasyonu sulu

cozeltilerindeki karbonhidratlarin modellenmesi [269] i¢in oldugu kadar ayn1 zamanda
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da ¢ok sayida monosakkarit 1—1, 152, 153, 1-4 ve 1—6 glikosidik baglari,
bunlarin hem alfa hem de beta anomerleri [263] kompleks karbonhidratlar ve
glikoproteinler arasindaki glikosidik baglar, monosakkaritlerle baglh siilfat ve fosfat
gruplari, asiklik karbonhidratlar ve alditoller [270] i¢in de gerekli parametreleri

icermektedir.

CHARMM kuvvet alan1 potansiyel enerji fonksiyonu (E), protein, niikleik asit, lipit,
karbonhidrat ve ila¢ gibi kii¢iik molekiiller i¢in ayr1 parametre ve topoloji dosyalari
icermektedir [261, 271]. CHARMM 36 Denklem 3.7’de gosterildigi gibi kovalent bag
iceren ve icermeyen terimlerden olusan bir potansiyel enerji fonksiyonu

kullanmaktadir.

Ebaglz = ZkovalentK b(b - bo)z + Za(,‘l Ke (9 - 90)2 +
bag

Zimp.dihedral K(p (QO . §00)2 + Zdihedral 1 2161=1 K(D(l + cos(n@ - Sn)

E, . = Yhasts ot _aiaj
bagli olmayan Clg Lo m'ay'cm 4nD||ri-1j]|
iyon gifti
.. [( rmin,ij12 Rmin,ij®
Zbagllolmayan EYNW T - ( - )
> o llri=rjll lri—jll
iyon gifti
— 2
Eyp = ZUrey—Bradley Kyg(ri3 — T1,350) (3.7)

CHARMM kuvvet alami diger kuvvet alanlarindan farkli olarak, valans acgisim
tanimlayan terminal (1,3) atomlar1 arasindaki harmonik potensiyel Urey-Bradley
terimini kullanmaktadir. Denklem 3.7’deki ilk 4 terim ve Urey-Bradley terimi
kovalent bag igeren etkilesimlere aittir. Bunlar Ky, Ky, Ky, K4 ve Kyp sirasiyla bag,
valans ag1, improper dihedral agi1, dihedral agis1 ve Urey-Badley agis1 kuvvet sabiti
parametreleridir. b, 0, 9, ve r ise sirasiyla bag mesafesi, valans agisi, hatali agiy1
diizelten terim, dihedral acis1 ve Ural Bradler a¢1 1,3 mesafesi ve degerleridir. 0 alt
imgesi dengedeki degeri ifade etmektedir. Bunlara ilave olarak, dihedral ag1 igin n
cokluk (multiplicity) ve ¢ kosiniis serisinin faz agisidir. Biitiin bagl olmayan ij atom

ciftleri Lennard Jones (LJ) 6-12 van der Waals etkilesim ve Coulomb terimi ise
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elektrostatik etkilesimleri ifade etmektedir. &j LJ kuyu derinligi, Rmin,ij LJ enerji
minimumda iken atomlar aras1 mesafe, ¢ ve gj kismi atom ytikleri ve rjj i ve j atomlar1
arasindaki mesafedir. Lorentz-Berthelot birlestirme kurali farkli atom tipleri igin LJ
parametrelerini  belirlemek amaciyla kullanilmaktadir [261]. Hidrojen bagi
etkilesimleri i¢in ayri bir terim bulunmamaktadir. Bu etkilesimler LJ ve Coulomb

enerjilerinin i¢inde hesaba katilmaktadir.

Su molekiillerini tanimlamak amaciyla rijid tig-tarafli TIP3P modelinin modifiye
edilmig bir versiyonu [272] ve su molekiillerini rijid tutarak hidrojen atomlari
arasindaki baglar1 ve kovalent olarak baglandiklar1 daha agir atomlar1 denge
degerlerinde sabit tutmak amaciyla SHAKE algoritmasi [273] kullanilmaktadir. Uzun
mesafeli Coulomb etkilesimleri ger¢ek kesme mesafesi degeri ¢ kullanilarak partikiil
mesh Ewald yontemi ile hesaba katilmaktadir [274]. Molekiiler dinamik
simiilasyonlarinda, izotermal-izobarik toplulugu i¢in Nose-Hoover termostat1 [276,
277], basing diizenlemesi igin ise Langevin piston barostat [278] kullanilmaktadir.
Sulu simiilasyonlarda periyodik sistem olarak kesilmis oktehedron acik ¢dziicii olan
su molekiillerinin sayisin1 azaltmak i¢in uygundur. Sulu simiilasyonlarda, hiicre
boyutlar1 hedef basinci korumak amaciyla izotropik olarak degismektedir. Buna karsin
kristal simiilasyonlarda hiicre kenar uzunluklari bir kurala bagli olmadan
degisebilmektedir. Bu simiilasyonlarda agisal hiicre parametreleri 90° olarak

alinmaktadir.

Molekiiler modelleme ile g¢alisilacak olan sistemlerde ilk dikkat edilmesi gereken
husus, calisilacak olan modelin yapisina en uygun, en iyi simiilasyon yaklasimini
belirlemektir (Sekil 3.2). Burada ‘en iyi model’, cevaplanmasi istenilen sorulara
baghidir. Genel olarak polimer sistemlerde klasik simiilasyonlar i¢in ¢ogunlukla
atomistik veya kaba-taneli (CG, coarse-grained) modeller kullanilmaktadir. Eger
amag genis bir uzay ve zamanda polimer sistemlerin tasarim parametrelerini, genel
yap1 ve morfolojisini tahmin etmek ise CG model kullanarak ¢alismaya baglamak en
iyi ¢Oziim olacaktir. CG model, se¢ilen atomlar1 bir monomer/biitiin bir monomerde
gruplayarak/bir grup monomer/Kuhn segment olarak bir tanecik icine alarak

serbestlesme derecesini azaltmaktadir.

51



" # Length mesoscale

2 IH:L?Q ERSe li
-/'j._v\.?' —
coarse-graine

LOCAL MOTIONS

um - . |
quantu/m\ i l o l I—;%;;'%
@ 9,

nm

pm PROTEINFOLDING  GLOBAL MOTIONS Time
fs ps ns us ms s year

Sekil 3.2 : Farkli siire ve vibrasyonal hareket mesafelerinde tavsiye edilen
molekiiler modelleme uygulama araliklari: kuantum (quantum) , tiim atom
(all-atom), kaba taneli (coarse-grained) ve orta 6l¢ek (mesoscale) [279].
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4. DUSUK METOKSI- VE YUKSEK METOKSIi-PEKTIN CAPRAZ BAGLI
ZINCIRLERININ MOLEKULER DINAMIK SIMULASYONLARI

4.1 Giris

Polisakkaritlerin jellesme mekanizmalari iizerinde uzun siiredir ¢ok sayida ¢alisma
yapilmaktadir. Ozellikle pektin ve aljinat zincirlerinin Ca%*, Zn**, Ba** ve Mg?* gibi
iki degerlikli katyonlarla olusturdugu g¢apraz baglanma mekanizmasi ve ‘yumurta
kutusu’ modeli, tizerinde ¢ok ¢alisilan konulardandir [280]. Braccini ve Perez MM3
kuvvet alanin1 kullanarak, dimerlerin konformasyonel degisikliklerini incelemisler,
zincirlerin kalicilik uzunlugu ve (@,y) dihedral a¢1 ¢iftlerinin olusturdugu haritay1
incelemisler, kalsiyum etkilesimlerinin polisakkaritlerin molekiiler dayaniklilik ve
stereokimyasini etkiledigini belirlemislerdir [281]. Daha sonra, iironat zincirlerinin
Ca?* ile dimerler olusturdugu bir model iizerinden, ii¢-boyutlu yapinin meydana
gelmesinde 6nemli olan dimer-dimer etkilesimlerini ve dimerlerin agregasyonunu
incelemislerdir [282]. Ardindan Plazinski bu ¢alismalardan hareketle, GROMOS 53a6
kuvvet alanini kullanarak hem molekiiler dinamik (MD) hem de yar1 amprik ZINDO-
1/Monte Carlo metotlar1 ile Ca?* ve poliiironat zincirlerinin sulu ¢dzeltilerindeki dogal
etkilesimlerini incelemistir [283]. Elde edilen sonuglara gére, Ca?* - poliguluronat
komplekslerinin polimer zincirlerinin birbirlerine gére hem paralel hem de antiparalel
sekilde diizenlendigi; klasik yumurta kutusu modelinin aksine, iki farkli poliguluronat
zinciri iizerindeki dort adet karboksil grubuna ait oksijeni koordine eden Ca?* modelini
Onermistir. Bu ¢alismadan kisa bir siire sonra ise Plazinski ve Darch, tek bir a-L-
guluronat anyonu ve oligo a-L-guluronat zincirini modellemis, sistemin bir bolgesine
kuantum mekanigi yaklagiminin (Gaussian 09, DFT, B3LYP/6-311++G) ve molekiiler
mekanik yaklasiminin (GROMACS 4.55 yazilimi) beraber uygulandigi melez bir MD
teknigi ile calismistir [284]. Bu sekilde, a-L-guluronat anyonu ve oligo a-L-guluronat
zincirleri arasindaki etkilesimlerin serbest enerji profilleri ¢ikartilmis, Ca?* iyonlarinin
negatif yiiklii karboksil gruplari ile su molekiilleri arasindaki oncelikli etkilesimleri
belirlenmistir. ~ Hidroksil — gruplarindaki ve halkadaki oksijenlerin  Ca®*

koordinasyonunda bir etkisi olmadigini soylemislerdir.
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Assifaoui ve ¢alisma arkadaslar diisiik metoksi (LM) pektin ¢ozeltisinde Ca?* ve Zn?
iyonlariin polimerik zincirleri ¢apraz baglama mekanizmalar1 arasindaki farki MD
simiilasyonlari ile incelemistir [285]. Pektin zincirlerini galakturonat monomerleri ile
modellemisler, CHARMM kuvvet alan1 altinda semsiye Ornekleme/MD
simiilasyonlari ile iki valansli katyonlarin karboksilik asit gruplari ve su molekiilleri
ile yaptiklar1 etkilesimlerin kuvvetini arastirmislardir. Elde ettikleri bulgular Ca?*
iyonlarinin Zn?* iyonlarina gore daha homojen ¢agraz bagli bir yapi1 olusturdugunu;
Zn?* iyonunun galakturonik asit iistiindeki karboksilik ve hidroksil gruplari ile
etkilesirken, Ca®* iyonlarmin sadece karboksilik asit gruplar ile etkilesime girdigi
sonucuna varmiglardir. Bu grubun bir sonraki c¢aligmasinda ise suya ilgileri ve
biiyiikliikleri farkli olan dort farkli iki valansli katyon (Ba?*, Ca%*, Mg?*, Zn?") ile yine
CHARMM kuvvet alami kullanilarak poligalakturonik aist zincirlerinin MD
simiilasyonlar1 yapilmistir. Mg?* katyonunun suya ilgisinin ¢ok fazla olmasi nedeniyle
galakturonik asit birimine ¢ok zayif baglandigi, Ca®" iyonunun Zn?* ve Ba?*
katyonlarina gore suya ilgisinin daha orta diizeyde olmasi nedeniyle daha esnek bir
capraz bagl agyapi olusturdugunu belirlemislerdir [286]. Yakin zamanda yapilan bir
calismada da Fe?* iyonlarinin poligalakturonik asit birimleriyle etkilesimi
CHARMM36 karbonhidrat kuvvet alam1 kullanilarak gergeklestirilen MD

simiilasyonlari ile incelenmistir [280].

Yapilan bu caligmalardan da goriildiigii gibi literatiirde pektin zincirleri i¢in yapilan
jellesme mekanizmasina yonelik MD calismalari, sadece karboksilik asit igeren
galakturonik asit monomeri iizerine yogunlasarak gerceklestirilmistir [282, 285, 287,
288]. Halbuki, gergekte pektin zincirleri tizerinde amitli ve esterli fonksiyonel gruplar
da bulunmaktadir. Dolayisiyla, zincirdeki farkli yiik yogunluguna ve boyuta sahip bu
monomerlerin zincir i¢indeki dagilimlar1 ve miktarlari, zincir tizerinde birbirlerine
gore olan uzakliklart ve zincirin stereo-kimyasi, yumurta kutusu olusumuna ve
dolayisiyla ilag difiizyonuna etki etme olasiligi oldukga yiiksektir. Pektin hidrojel
matrikse ila¢ immobilizasyonu ve salim calismalarinda, hidrojel olusmadan hemen
once pektin, ilag ve ¢apraz baglayici bir ¢ozeltide karisim halinde olup, bu asamadaki
molekiiler etkilesimlerin dogas1 kontrollii ila¢ salim performansini biiyiik olglide

etkilemektedir.

Bu nedenle literatiirdeki onemli bir boslugu doldurmak amaciyla, tezin bu ilk

boliimiinde, LM ve yliksek metoksi (HM) pektin zincirlerinin kontrollii ilag saliminda
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onemli rol oynayan capraz bag Ca®" ile etkilesimleri tiim-atom MD calismalari ile
incelenmistir. Pektin zincirleri karboksil, ester ve amitli gruplar i¢eren ii¢ farkli
monomer kullanilarak modellenmistir. Simiilasyonlar en diisiik enerji seviyelerinde
olan zincir — Ca?" etkilesimlerini &rneklemis, HM- ve LM-pektin zincirlerinin
kontrollii ilag salimi i¢in kritik olan ‘yumurta kutusu’ yapisini sulu bir ¢dzelti i¢inde
olusturabilme/koruyabilme yeterliklerini ortaya ¢ikarmaya odaklanmistir. Ayrica, elde
edilen bulgularin deneysel ortamdaki iyon dinamigi hakkinda molekiiler seviyede bilgi

saglayacagi disliniilmistiir.

4.2 Baslangic Modellerinin Olusturulmasi

Pektin zincirlerini olusturan 1-4 o D- Galakturonik asit (GA), 1-4 a esterli D-
Galakturonik asit (GE) ve 1-4 o amitli D- Galakturonik asit (GE) rezidiilerinin 3-
boyutlu yapilart PubChem veri bankasindan [289] indirilmistir (Sekil 4.1). Materials
Studio v8.0 yazilimi1 (MS) kullanilarak bu monomerlerle LM-pektin ve HM-pektin

zincirleri modellenmistir.

(a) (b)

u (9

£z

2
Sekil 4.1 : (a) 1-4 alfa D-galakturonik asit (GA), (b) 1-4 alfa esterlenmis D-

galakturonik asit (GE) ve (c) 1-4 alfa amitlenmis D-galakturonik asit (GN)

monomerleri. Monomerlerin ugtan uca uzunluklari (yesil kesikli ¢izgiler, A)

Materials Studio arayiiziinde hesaplanmuistir.

21 adet GN, GE and GA monomerinden olusan iki farkli oligomer pektin zinciri
modellenmistir. HM-pektin 3 adet GA, 6 adet GN ve 12 adet GE; LM-pektin 12 adet
GA, 3 adet GN and 6 adet GE kullanilarak MS programimnm Build modiiliinde
olusturulmustur. Zincirlerde monomerler birbirlerine O1/ O4 oksijenlerinden
baglanmistir. GA monomerinin atom numaralandirmasi Sekil 4.2°de verilmistir. LM-
pektin icin iiretilen polimer zinciri konfigiirasyonu, GN GA GA GA GE GE GN GA
GA GA GE GE GN GA GA GA GE GE; HM-pektin i¢in ise GN GA GA GE GE GE
GE GN GA GA GE GE GE GE GN GA GA GE GE GE GE seklindedir. LM-pektin
zincirlerinde amitli ve esterli gruplar oligomerin uglarinda olacak sekilde, HM-pektin

modelinde ise yiiksiiz boliimler deprotonlanmis galakturonik asit rezidiiler1 arasina
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gelisi giizel serpilmistir. LM-pektin modeli, bu tez kapsaminda deneysel ¢alismalarda
kullanilan LM-pektin ile denk oranlarda karboksil asit, ester ve amit gruplar
icermektedir. Zincirin esnek boliimiinde bulunan ve glikoliz baglarini olusturan C(2)
ve C(4) karbon atomlari, fiziksel jel modellerine uyacak sekilde sabitlenmistir. Diger
karbon atomlar1 daha rijit olan halka bdoliime baglidir. Bu nedenle, zincir
konformasyonunda 6nemli bir parametre olan glikoliz bagindaki dehidral agist ¢

baslangi¢ yapisinda 160° olacak sekilde ayarlanmuistir.

Sekil 4.2 : Galakturonik asit atomlarinin numaralandirilmasi. Karboksilli grup
iizerindeki oksijenler biiyiik gosterilmistir.

Yapilarin geometri optimizasyonlart Forcite modiiliinde pcff kuvvet alani [290]
altinda gerceklestirilmistir. Minimizasyon i¢in smart algoritmasi (ardisik steepest
descent ve quasi-Newton yontemleri) kullanilmistir. Elektrostatik etkilesimler ve bag
icermeyen Lennard-Jones mesafesi 12,5 A olarak ayarlanmistir. Elektrostatik
etkilesimler Ewald yontemi [291] ile hesaplanmistir. Enerji toleransi olarak 0,001

kkal/mol alinmuistir.

Her bir sistemde, MD simiilasyonlarinin baslangi¢c konformasyonu olarak iki oligomer
zinciri birbirlerine paralel olacak sekilde el ile programin ara yiiziinde hizalanmistir.
Simiilasyon kutusuna, pektin oligomeri zincirlerinden ¢apraz bagl bir yap1 olugturmak
ve zincirlerin yiik notralizasyonunu saglamak amaciyla LM-pektin zincirine 12 adet
Ca?*, HM-pektin zincirlerine ise 12 adet Ca®* ve 12 adet CI" eklenmis, ve baslangic
konformasyonunda Ca?* iyonlar1 zincirler boyunca dagitilmistir (Sekil 4.3).
Simiilasyon kutusunun net yiikiiniin sifir olmasina dikkat edilmistir. Olusturulan bu

sistemlere Amorphous cell modiiliinde su molekiilleri eklenmistir.
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Sekil 4.3 : 21 monomer uzunluktaki pektin zincirleri ve Ca?* iyonlar1 (turuncu)
baslangi¢ konfigiirasyonu. (a) LM model (b) HM model. -COO" iizerindeki
oksijenler biiyiik gdsterilmistir. Su molekiilleri saklanmistir.

Sulu sistemin enerjisi yukarida agiklandigi gibi minimize edildikten sonra, arka arkaya
enerji minimizasyonu — MD simiilasyonu protokolii MS yaziliminin Forcite/Quench
meniisiinden uygulanmistir. Bu yaklagim ile sistemin diisiik enerjili konfiglirasyonlari
orneklenmis, baslangic konfigiirasyonun c¢evresi klasik MD simiilasyonlarina kiyasla
daha etkili bir sekilde taranmistir. Toplamda 500 ps siiren MD simiilasyonlar1 pcff
kuvvet alani altinda periyodik sinir sartlarinda, NVE toplulugunda gergeklestirilmistir.
Zaman adimi olarak 1 fs alinmistir. Hacim Berendsen barostati [292] ile sabit
tutulmustur. Elektrostatik etkilesimler Ewald yontemi ile hesaplanmistir. Enerji
minimizasyonlar1 10 ps’lik bir frekansla, yukarida detaylandirildig: sekilde yapilmis
ve sistemin koordinatlar1 kaydedilmistir. Tiim analizler kaydedilen koordinatlar

iizerinden gercgeklestirilmistir.

57



4.3 Gezinge Analizi

MD simiilasyonlarinda yapisal hareketliligin analizi veri yorumlamada anahtar bir rol
oynamaktadir. Modellerin Ca?* ile etkilesme seviyeleri, COO™ gruplar ile Ca®*
arasinda olusan etkilesimlerin neticesindeki konumlanma radyal dagilim fonksiyonu
(RDF, g(r)) ile hesaplanmustir. Pektin jellerinin yapilar1 ayrica biikiilme acilar1 (o, )
dagilimi, donme yarigap1t (Rg), ugtan uca mesafe (Rn), karsilikli ¢apraz bagh
monomerler aras1 mesafelere odaklanilarak detayli bir sekilde incelenmistir. Bu yolla
karboksil asit, ester ve amit igeren rezidiileri biinyesinde barindiran LM ve HM
modellerinin jellesme seviyeleri ve stabilitelerindeki degisimi aydinlatmak iizere bilgi

elde edilmistir.

4.3.1 Radyal dagilm fonksiyonu (RDF)

RDF g(r), bir korelasyon fonksiyonudur ve yapisal ve termodinamik 6zelliklerin statik
olarak tanimlanmasini ve karakterize edilmesini saglayan bir fiziksel niceliktir. Belirli
mesafelerin olusabilme sikligi ile ilgili bilgi vermekte, sistem i¢indeki herhangi bir
atomun etrafindaki atomlarin ortalama dagilimini temsil etmektedir. RDF, belirli bir
atom merkezli kiiresel bir kabukta, birbirlerinden dr mesafedeki atomik merkezlerin
say1sinin, kabuk hacmi ve kiitle say1 yogunluguna boliinmesiyle asagidaki sekilde elde

edilir [292].

Pr ()
9(r) = 4mtrip
Pr(r) = (Xnzm 6(r — Tinn) (4.1)

Burada, r uzaklik ve rmn (M,n) cifti arasindaki uzaklik (A), g(r) ise birimsiz (m,n) ¢ifti
dagilim fonksiyonudur. RDF gezinge boyunca se¢ilen atom ¢iftleri veya gruplarinin
mesafe dagilimlarimi vermektedir. Bu sekilde hidrojen bagi, katyon-dipol bagi gibi
kovalent bag igermeyen etkilesimlerin yogunlugu kantitatif olarak etkilesimde
bulunan atom gruplar igin ortaya cikarilir. Ornegin, hidrojen bagi yapan gruplarin
arasindaki (-O --- H- gibi) uzaklik 2.0 A civarinda stabildir ve g(r) fonksiyonu r’ye
gore ¢izildiginde bu degerde bir pik verir.
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4.3.2 Uctan uca uzakhk (Rn) ve donme yaricapi (Rg)

Konformasyon, bir molekiilin atomlar1 arasindaki baglar etrafindaki donme
hareketiyle alabilecegi her tiirlii geometrik diizenlemeyi kapsar. Dogrusal polimer
zincirleri en uzun ve tam biizlilmiis halleri arasinda sonsuz sayida rastgele biikiilmiis
geometrilerde bulunabilirler. Ugtan uca uzunluk (Rn; end to end distance) polimer
zincirinin iki u¢ atomunun arasindaki mesafedir. Polimer zincirinin ¢6ziicii i¢indeki
biiyiikligiinii belirleyen 6nemli bir parametredir. Coziiciiniin cinsine, net etkilesim

kuvvetlerinin biytikliigline ve zincirdeki yinelenen birim sayisina bagli olarak

— 1 j—
JRZ = /; n L R: (4.2)

esitligi ile monomerlerin ugtan uca uzunluklarinin kareleri ortalamasinin karekoki

degismektedir.

olarak hesaplanmaktadir.

Donme yarigap1 (Rg; radius of gyration), bir kiitlenin kiitle merkezinden bir eksen
etrafinda donme atalet momentini degistirmeden, tiim kiitlenin konsantre olabilecegi
bir kiitle merkezinden olan mesafedir. Bir cismin kendisi ile ayni kiitleye sahip sanal
halkanin yarigapma denilmektedir. Polimerin yapisal ve gerinim 6zelligi hakkinda
bilgi vermektedir. Ry degeri biiylidilk¢e polimerin uzun, azaldik¢a biikiilmiis
geometriye gectigi anlasilmaktadir. Genellikle 151k sag¢ilmasi gibi yontemlerle
deneysel olarak dlgiilmektedir. Herhangi bir mjkiitleli atom veya grup ile kiitle merkezi
arasindaki mesafe r; olarak alinirsa, donme yaricapinin karesi Denklem 4.3 ile
hesaplanmaktadir:

N 2
_ Zizgmidj

9= SN m, (4.3)

4.4 Sonuclar ve Tartisma

HM-pektin ve LM-pektin zincirlerinin Ca?* iyonlar ile etkileserek olusturduklari
kompleks yapilarin ¢esitli zaman adimlarindaki goriintiileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°te

verilmistir.
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ekil 4.4 : LM-pektin zincirleri yumurta kutusu sisteminin anlik goriintiileri; (a) t =
Sekil 4.4 - LM-pektin zincirleri K . in anlik ebriintiiler; t=0
ps, (b) t =250 ps, ve (c) t = 500 ps. -COO" gruplari tizerindeki oksijenler (kirmizi)
biiyiik gdsterilmistir, Ca?" iyonlar1 turuncu renktedir.

Sekil 4.5 : HM-pektin zincirleri yumurta kutusu sisteminin anlik
gortintiileri; (a) t = 0 ps, (b) t = 250 ps, ve (c) t = 500 ps. Gosterim ve
renklendirme Sekil 4.4’teki gibidir.
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Her iki yapidaki zincir i¢i ve zincirler arasi molekiiler etkilesimlerin kapsamini
anlamak amaciyla radyal dagilim fonksiyonu (RDF) kullanilmistir. Ca?* iyonlarmin
baslica karboksil atomlar1 ile olmak iizere, ayn1 zamanda halka oksijenleri ve su
molekiilleri ile etkilestigi tespit edilmistir (Sekil 4.6 - 4.10). Her iki yapida da Ca?*
iyonlarinin halka oksijenleri ile 2.73 A -2.95 A uzakliginda, su molekiilleri ile ~2.8 A
mesafesinde etkilestigi hesaplanmigtir. Ca?* iyonunun yaptigi bu koordinasyonlar
vektorlerin yoniine ve monomerlerin zincir i¢indeki konumuna gore de degisiklik
gostermektedir. Braccini ve Perez de [2001] benzer bulgular 6ne stirmiislerdir. Yapilar
yakindan incelendiginde (Sekil 4.4 ve 4.5) her iki metoksi yapida da Ca?* iyonlarinin
genellikle -COO" ve -OH" gruplar1 yakininda olmayi, -CHs ve —NH2 gruplarindan
(ester karbonil oksijenlerinden) uzakta kalmay1 tercih ettigi belirlenmistir (Sekil 4.6 -
4.10). Esterli ve amidli rezidiilerde Ca?* iyonlar1 -OH (02 ve O7) ve O4 atomlar1
yakiminda bulunmaktadir. Braccini ve Perez’e [296] gore de Ca®* iyonlar1 -COO" veya
-OH" gruplar1 yakininda durma egilimindedir. Bu koordinasyonlarda stereokimya
kendini agik bir sekilde belli etmektedir. Ozellikle karboksil gruplarmnin dis yéne
baktig1 bolgelerde Ca?* koordinasyonu cogunlukla diger halka atomlar: iizerinden

gerceklesmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Sekil 4.6 : LM-Pektin yapis1 Ca?* iyonu ile halka atomlar arasindaki RDF analizi
(a) Ca** - COO, (b) Ca?" - 04- (ester&amit), (c) Ca* - OH gruplari, (d) Ca®* - O1,

(d) Ca?* - 06.
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Sekil 4.7 : HM-Pektin yapis1 Ca iyonu ile halka atomlar1
arasindaki RDF analizi: (a) Ca®" - COO', (b) Ca®* - O4-
(ester&amit), (c) Ca®* - oh gruplari, (d) Ca®* - O1, (d) Ca®* - O6.

63



—04 —05 —O05 —oh —ester_ 04 —oh oh 4
—_
4
< <
g 2
| U WP 8
@ 8
2 %
A2 A
0 T T T
0 10 20 30
Frame Frame
05 —04 —oh —oh —oh —05 ——04 —01 —06 —O05
44 8 1
= 3 —~ 6 -
SRR N S W VS <
g 2
g 24 ERE
.2 2
a a
14 2
0 0 -
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30
Frame Frame
—04 —oh —ester_ 04 oh —O06 —ohi=—=04: —0% 05
61 6
,‘2 4 1 2 4 4
by by
g g
z 2z 2
A 21 a
0
0 T T T T " 0
Frame
6 4 7—06 —oh —oh oh —oh —06 —O05
24 =
P o
v 3
| g
8 %
A2 a
0

—oh —OI —oh

Distance (A)
Distance (A)

0 T T
0 10 20 30

Frame

] 10 20 30 40 50
Frame

Sekil 4.8 : LM-pektin yapisinda Ca?* iyonlarinin gezinge
boyunca zincir atomlartyla yaptig: etkilesim.
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Sekil 4.9 : HM-pektin yapisinda Ca?* iyonlarmin gezinge
boyunca zincir atomlariyla yaptig: etkilesim.
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Sekil 4.10 : Halka oksijenleri ile Ca iyonlar1t RDF analizi.
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Sekil 4.11 : (a) LM-pektin, ve (b) HM-pektin sisteminde Ca?* iyonlar ile su
molekiilleri i¢in RDF analizi.
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Elde edilen RDF verilerine gére HM-pektin ve LM-pektin yapilarmin Ca?* ile
baglanmasinda 6nemli farklar gdzlenmistir. LM-pektin yapisinda Ca®* iyonlarinin
zincir ile etkilesimlerinin HM yapisina gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Hem LM
hem de HM yapilarinda Ca?" iyonlari, zincir atomlarindan baslica karboksil oksijenleri
(04, O5) olmak tlizere diger halka oksijeni atomlar1 ile de (02, O3, O7) etkilesime
girmigtir. Bu durum literatiirde de rapor edilmistir [284]. Esterli ve amitli
monomerlerde Ca®* iyonu ¢ogunlukla hidroksil gruplarma bagli O2 ve O7 atomlarimin
yani sira O4 atomu ile de 6nemli miktarda koordinasyon olusturmustur (Sekil 4.6 -
4.10). Halka iistiindeki O6 oksijeni ve glikosidik kopriisiiniin O1 oksijeni sadece LM-
pektin yapisinda ¢apraz baglanmaya katkida bulunmustur. Bu atomlar HM-pektin
yapisinda Ca?* iyonlar ile etkilesime girmemistir. Bu farkliliga yapilar iizerindeki
atomlarin kismi yik yogunlugu farkinin etki ettigi disiiniilmektedir (Cizelge 4.1).
Glikosidik kopriisiindeki O6 oksijeninin kismi yiikii LM-pektin zincirinde -0.557 iken,
HM pektin zincirinde bu deger -0.266’ya diismiistiir. Bunun yani sira C3, C6 ve OS5
atomlarinin da kismi yiikleri bagli bulunduklart monomerin karboksilik, ester (Cizelge
4.1). LM- ve HM-pektin yapilarinda bu fonksiyonel gruplarin oranlar1 da farkli oldugu
icin bu kismi yiik degisikliginin etkisi belirgin olacaktir. Halka eter ve hidroksil
oksijeni atomlar1 Ca?* iyonlar1 ile ¢ogunlukla amitli ve esterli rezidiilerde etkilesime
girmistir (Sekil 4.6 - 4.10). RDF verilerine gore, LM-pektin yapisindaki zincir atomlari
ile Ca?" koordinasyonlar1 simiilasyon boyunca stabil kaldigi halde, HM-pektin
yapisinda Ca?*-zincir etkilesiminin stabilitesinin sik sik kesintiye ugradigi, bazi

durumlarda tamamen kayboldugu belirlenmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Cizelge 4.1 : Zincir atomlarinin LM ve HM modelindeki yiik dagilimlari.

Atom adi LM- HM- LM-ester HM-ester LM-amit HM-amit
karbok karbok.

C1,C2,C5 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
C3 -0.15 -0.15 0.08 0.08 0.08 0.08

C4 0.027 0.021 0.027 0.021 0.027 0.021

C6 0.297 0.297 0.702 0.702 0.534 0.534
H9,H6 0.424 0.424 0.424 0.424 0.424 0.424
H1,H2,H3,H4  0.053 0.053 0.053 0.053 0.053 0.053
o1 -0.266 -0.266 -0.266 -0.266 -0.266 -0.266
02,07 -0.557 -0.557 -0.557 -0.557 -0.557 -0.557
o4 -0.53 -0.53 -0.53 -0.53 -0.53 -0.53

05 -0.533 -0.533 -0.396 -0.396 -0.0284 -0.0284

06 -0.557 -0.266 -0.557 -0.266 -0.557 -0.266

Grant ve arkadaslarinin poligalakturonik asit i¢in 6nerdigi yumurta kutusu modeline
gore [297], molekiiler seviyede Ca?* iyonlarinin iki adet hidroksil oksijenleri (O2 ve
07), iki eter oksijeni (O1 ve O6) ve bir adet karboksil oksijeni (O5) ile etkilesime
gecebilir. Braccini ve Perez ise Ca?' iyonlarinin karbonhidrat komplekslerinde
genellikle 7 veya 9 adet oksijen atomu ile koordine olabilecegini belirtmislerdir [298].
Bu tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismadan elde edilen sonuglara gore ise, Ca®*
iyonlar1 LM-pektin zincirlerinde ortalama 5 adet pektin zinciri oksijeni, HM-pektin

zincirlerinde yaklagik 1,4 adet zincir oksijeni ile etkilesime girdigi tespit edilmistir.

LM-pektin yapisinda, Ca®* iyonlariin galakturonik asit zincirlerinin karboksilat
gruplar ile yaptig1 etkilesimler, guluronat zincirlerinde oldugu gibi cogunlukla poli-
dentate yapidadir (Sekil 4.12). Ote yandan HM-pektin yapisinda zincir iyonu ile
etkilesime girmeyen 5 adet Ca®* iyon bulunmaktadir (Sekil 4.13, Cizelge 4.2). LM-
pektin yapisindaki 12 adet Ca®" iyonunun 11 adeti aym anda her iki zincirle de
etkilesime girerken, HM-pektin yapisinda sadece 1 adet Ca?* iyonu iki zincirle de
etkilesime girebilmistir. Bu durum esasen nokta benzeri ¢apraz baglanma ile mono-

kompleks olusumuna neden olmasi gerekirken [299], HM modelinin gezinge ekran
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goriintiileri

goriilmiistiir.

Cizelge 4.2 : Ca iyonunun HM ve LM yapilarinda, simiilasyon sonunda etkilesime
girdigi monomer ve zincir adetleri.

incelendiginde,

polikondenzasyon benzeri

bir yap1

sergiledigi

Ca numarasi 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
Monomer adeti - 3 2 - 1 1 - 1 - 2 - 2
HM
Zincir adeti - 2 2 - 1 1 - 1 - 2 - 1
Monomer adeti 3 3 3 3 4 2 3 3 3 2 3 3
M Zincir adeti 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2
8 - ELM mHM

Ca iyonu ile koordinasyon sayisi
e
|

Etkilesim Monodantate Bidentate

yapmanus

Sekil 4.12 : Simiilasyon sonundaki pozisyonlarma gére Ca®* iyonlarmin zincir

0] I I I L

Tridantate Tetradantate

atomlar1 ile ortalama koordinasyon sayilari.
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Sekil 4.13 : (a) LM ve (b) HM-pektin sistemleri t=500 ps zamaninda Ca?* iyonu ile

etkilesimleri. Ca?* iyonunun zincirler ile yaptig: etkilesimler pembe kesikli ¢izgiler

ile gosterilmistir. HM yapisindaki siyah renkli Ca?* iyonlari, simiilasyon sonunda,
zincirler ile koordine olmayan Ca?* iyonlaridir.

Her iki model de su molekiillerinin Ca?* iyonlari ile baglanmasima (Sekil 4.11) olanak
tanimaktadir ki bu durum kalsiyum selatlanmasimin genellikle su molekiillerinin
oksijen atomlari ile etkileserek gergeklestigi bilgisi ile uyumludur [300]. Plazinskinin
poligalakturonik asit i¢in 6nerdigi modele gore de [283], buradaki ¢alismada oldugu
gibi, Ca?" iyonlar1 sadece zincir oksijen atomlari ile degil ayn1 zamanda su molekiilleri
ile de etkilesime girmektedir. g(r) egrilerine gore LM-pektin modelindeki Ca?*
iyonlarmin su molekiilleri ile koordinasyonun, HM-pektin modeline gore fazla oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.7). Su molekiiller1 komsu zincir veya monomerlerdeki
atomlari ile hidrojen bagi yaparak ekstra ¢apraz baglanma saglar. Bu ¢alismada da,
LM-pektin yapisinda Onemli miktarda intra ve intermolekiiler ortak su
koordinasyonlari olusmustur (Sekil 4.14). Su koordinasyonlar1 en ¢ok, O5 (O4) ve O1,
06 ve O1, O4 ve O7 (09) atomlar1 arasinda olusmustur. Ortak su koordinasyonlari
sayesinde, her iki ugtaki atomlar ayni su molekiilii ile baglanarak zincir stabilitesine

arttirmislardir.
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Sekil 4.14 : (a) O5---01, 01---06, (b) 04---07, O1---O6 atomlari
arasindaki ortak su koordinasyonlari.

Sistemlerdeki hidrojen baglar1 ve zincirlerin (,y) burulma agilar1 incelenmis, donme
yarigapt (Rg), ugtan uca mesafe (Rn) zamana karsi hesaplanmistir. Capraz bagh
zincirlerin sulu ortamda acilmasi monomerler arasindaki ilk andaki mesafenin

degisiminin analizi ile incelenmistir.

Pektin zincirlerinin hidrofilikligi nedeniyle sistemde 6nemli miktarda hidrojen bagi
olusmaktadir (Sekil 4.15). RDF analizine gére LM-pektin modelindeki hidroksil (-
OH) gruplarinin hidrojen atomlar1 (H6 ve H9, adlandirma Sekil 4.2°de verilmistir)
glikosidik kopriisiindeki O6 atomu ile 6nemli oranda hidrojen bagi olusturmaktadir
(Sekil 4.15 ve 4.16). Ozellikle H6 veya H9 --- O6 arasindaki inter-glikosidik hidrojen
baglarinin pektin zincirlerinin kristalin yapisinin stabilizasyonuna 6nemli oranda
katkida bulundugu daha 6nce rapor edilmistir [281]. HM-pektin zinciri modelinde ise
H6 veya H9 --- O6 arasindaki hidrojen baglarinin, LM-pektine kiyasla ¢cok daha az

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.15 : (a) LM-pektin zinciri -OH hidrojenleri H6 ve H9---O1

arasindaki, (b) LM-pektin —OH hidrpjenleri H6 ve H9---O6 arasindaki, (c)
HM-pektin zinciri —OH hidrojenleri H6 ve H9---O1 arasindaki, (d) HM-

pektin zinciri —OH hidrojenleri---O6 arasindaki hidrojen baglarini1 gésteren
RDF grafikleri.
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Sekil 4.16 : (a) karboksil asitli (b) esterli (c) amitli rezidiilere bagl hidroksil
hidrojenlerinin (H6, H9) halka oksijenleri ile etkilesim RDF analizleri.
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Yine -OH gruplari {izerindeki hidrojenlerin zincir iizerindeki O1 ve O6 atomlartyla
yaptig1 hidrojen baglari, bagli bulundugu monomerin fonksiyonel gruplarina gére daha
detayli incelenmistir. Karboksilli asit i¢geren monomerdeki —OH iizerindeki H
atomlarinin hem LM- hem de HM-pektin zincirinde karboksilli asit iceren
monomerdeki O1 atomlart ile etkilestigi goriilmiistiir. Ayni hidrojenlerin (H6 ve H9),
HM-pektin modelinde amitli monomerin O1 atomlari ile hidrojen bagi yaptig1, buna
karsin esterli ve amitli gruplardaki O6 atomlar1 ile bu bagi olusturamadigi
belirlenmistir (Sekil 4.16). Esterli monomer iizerindeki —OH hidrojen atomlarinin ise
her iki zincir modelinde de (HM-pektin modelinde daha fazla olmak iizere) karboksilli
ve esterli monomerlerin O1 atomlar; HM modelinde bunlara ilave olarak amitli
gruptaki Ol atomu ile hidrojen bagi olusturdugu hesaplanmistir. Amitli gruplarin
iizerinde bulunan H6 ve H9 atomlarinin LM modelinde esterli ve HM modelinde ise

sadece amitli monomerin O1 atomlari ile hidrojen bag: olusturabildigi belirlenmistir.

RDF hesaplamalaria gére HM modelinde monomerler aras1 hidrojen baglarinin, LM
modelindeki monomerler arasi hidrojen baglarina gore biraz daha fazla oldugunu
soylenebilir (Sekil 4.16 ve 4.17). HM modelinde sadece zincir i¢i hidrojen baglar
olusurken LM modelinde az sayida da olsa zincirler arasi hidrojen baglar1 kuruldugu

ve zamanla korundugu goriilmistiir (Sekil 4.17).

3 <

=
%21 07
-

T T T T !
0 10 20 30 40 50
Frame

Sekil 4.17 : LM-pektin zincirinde olusan iki zincir arast hidrojen baginin
simiilasyon siiresi boyunca degisimi.

Polisakkaritlerin konformasyonu onemli 6l¢iide gilikosidik (¢,y) burulma agilarina
baghdir (Sekil 4.18). Bu nedenle LM- ve HM-pektin modellerinde Ca?
koordinasyonuna bagli konformasyonal degisimleri takip edebilmek amaciyla

simiilasyon boyunca (@,y) acilart hesaplatilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18 : Galakturonik asit rezidiisii i¢in ¢ = O1°-C4’-06-C2 y =C4’-06’-C2-C3

seklinde tanimlanmustir.
HM-pektin modelinin bir zinciri disinda her iki metoksi modeli icin ¢izdirilen (¢,y)
grafikleri, literatiirde bildirilen digalakturonik asit yapisi i¢in hesaplanan (o,y)
grafikleri ile biiyiik oranda benzerlik gostermektedir [281]. LM-pektin yapisindaki
acilarin daha dar bir alana sikismasi, bu modelde hidrojen baglarinin daha ¢ok olmasi
ve Ca?" iyonu ile daha iyi etkilesim kurmasina baglanabilir. Ancak HM-zinciri

modelinde de biiyiik sapmalar gézlenmemistir.

s * i » « 3
150 . 150 .
’!
- 3 *
100 * 100 Lt ke ‘it 1
¥
.‘.
50 50 + 1
= o
3 5
w -
2 E
-5 -50
1 -10 .
15 151 *
"
15 1 50 0 50 100 150 15! 100 50 0 0 1 154
phi-LM1 phi-LM2
* o+
*
150 160
*y . *
100 * . " 100 *
g aﬁ;
0 *
50
= o
T o £,
w = = ¥
2 a
* 50 -
. 4
180 -150

-150 -100 -50 0 50 100 150

180 100 B0 o 50 100 150
phi-HM1

Sekil 4.19 : Modellerin simiilasyon boyunca (¢,y) agilart.
Simiilasyon boyunca polimer zincirlerinin dinamigi ¢apraz bagl zincirlerin donme
yarigap1 (Radius of gyration; Rg) ve uctan uca mesafe (End-to-end distance; Rn)
profilleri ile de incelenmistir (Sekil 4.20 ve 4.21). Buradan elde edilen sonuglar ¢apraz
bagli zincirlerin jellesme i¢in uygun konformasyonlari, globiiler hareketleri ve toplam

esneklikleri hakkinda bir fikir vermektedir. Zincirlerin ortalama Rq degeri, LM-pektin
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zicirleri igin 26,5 A, HM-pektin icin ise 25,6 A olarak hesaplanmistir. Esterli ve amitli
fonksiyonel grup igeren monomerler karboksilli asit grubu igceren monomerden
yaklasik 1 A daha uzun olduklar1 i¢in (esterli monomer 7,8 A, amitli monomer 7,97
A, karboksillik asitli monomer 6,6 A) (Sekil 4.1), ortalama Ry degerleri 6. Boliimde
detaylart verilen CHARMM kuvvet alan1 kullanilarak modellenen poligalakturonik
asit modeli i¢in hesaplanan 17,4 A degeri ile uyumludur. Ugtan uca mesafe dagilim R
ortalama degeri ise LM-pektin zincirleri i¢in, 80,4 A, HM-pektin zincirleri i¢in 82,8 A
olarak hesaplanmistir. Bu deger, yukarida belirtildigi gibi amidli ve esterli gruplarin
uzunluk farklart (Sekil 4.1) dikkate alindiginda, bu tez ¢alismasinin Bolim 6’da
CHARMM kuvvet alan1 kullanilarak hesaplanan 42,5 A R, medyan degeri, literatiirde
GLYCAM kuvvet alam kullanilarak modellenen 30-40 A arasinda R, dagilimi

gosteren diisitk metoksi pektin dekamerleri [301] sonuglari ile uyumludur.

2879 e LM ----- HM
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Sekil 4.20 : Modellenen ¢apraz-bagli zincirlerin simiilasyon siiresi boyunca
dénme yarigap1 Rg.
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Sekil 4.21 : Modellenen zincirlerin simiilasyon siiresi boyunca ugtan uca
mesafeleri Rn.

Modellerin capraz baglanma seviyeleri ve yap1 esneklikleri ile ilgili daha detayl bir
analiz yapabilmek amaciyla kars1 zincirler arasindaki en yakin monomer ¢iftlerinin
kiitle merkezleri arasindaki mesafenin zamanla degisimi di(t) Sekil 4.22°de gosterildigi

gibi hesaplanmis; 21 adet monomer ¢ifti i¢in sonuglar verilmistir (Sekil 4.23 ve 4.24).

0O GO

Q;O 0.0
53 33
Q.0 O O
O Q d:t}

Sekil 4.22 : Karsilikli monomerler arasindaki mesafe hesaplamalari.

Capraz bagli HM-pektindeki mesafelerdeki dalgalanmanin, ¢apraz baglh LM-pektin
yapisina gore biraz daha fazla oldugu goriilmektedir. LM yapisinda simiilasyon
basinda ortaya ¢ikan mesafe, simiilasyon boyunca ¢ok az degismesine ragmen, HM
pektin yapisinda bir miktar daha fazla mesafe dalgalanmalar1 gézlenmektedir. Bunun,
HM zincir atomlarmin Ca®* iyonu ile koordinasyonu stabilitesinin, LM yapisina gére
daha diisiik olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Buna karsin her iki modelin
de mesafe dalgalanmalari birbirine yakin dagilim vermistir. Bu nedenle bu yapilarin

farkli yapilar olduguna emin olabilmek amaciyla, t-testi uygulanmis ve LM ve HM

77



modellerinin monomerler arasi mesafe dagilimlarinin farklt bir dagilima sahip

olduklar1 p= 0.0262 degeri ile ortaya konulmustur.
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Sekil 4.23 : Karsilikli monomerler arasindaki mesafe hesaplamalari (a) HM
pektin (b) LM pektin.
Mesafe degisimleri fonksiyonel gruplara gore incelendiginde, her iki metoksi yapida
da amitli gruplarin daha biiyiik dalgalanma gosterdigi, mesafe degisimini tiim
simiilasyon boyunca en stabil tutan grubun ise karboksilli asit grubu oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 : Fonksiyonel gruplara gore monomerler arasi mesafe
hesaplamalari. LM-pektin i¢in (a) amitli rezidiiler, (b) esterli rezidiiler, (¢)
karboksil asitli rezidiiler. HM-pektin i¢in (d) amitli rezidiiler, (e) esterli
rezidiiler, (f) karboksil asitli rezidiiler.

HM-pektin modelinde Ca?* ile koordinasyon LM-pektin modeline gore ¢ok daha az
olmasina ragmen, phi-psi dagilimi, Rg, Rn degerleri ve mesafe degisimleri degerlerinin
birbirine yakin ¢ikmasinda HM-pektin yapisindaki monomerler arasi hidrojen
baglarinin ve hidrofobik etkilesimlerin etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Hidrofobik
etkilesimlerin seviyesini incelemek amaciyla her iki yapidaki esterli monomerlere
odaklanarak RDF analizi yapilmistir (Sekil 4.25). LM modelinde 1.79 A mesafesinde
, HM modelinde ise 2.1 A mesafesinde g(r) piki gdzlemlenmistir. Her iki modelde de

hidrofobik etkilesimlerin de 6nemli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.25 : Zincirlerdeki ester ester etkilesimleri RDF analizi.

4.5 Vargilar

Genel bir degerlendirme yapilacak olursa, literatiirde belirtildigi gibi, oligo-
galakturonik asit modellerine benzer sekilde diisiik metoksi (LM) modelinin Ca?*
iyonlar1 ile ¢apraz baglanmaya ¢ok daha uygun oldugu goézlenmistir. HM- ve LM-
pektin modellerin phi-psi agilari, monomerler arasi mesafe, Ry ve Rn dagilim
hesaplamalar1 farkli ancak birbirlerine yakin degerler vermislerdir. Bu nedenle HM
yapisinin da Ca?* iyonu varhiginda bir kompleks yap1 olusturabilecegi soylenebilir.

HM modelinde bu kompleks yapinin olusumu,

0] az sayida da olsa karboksilli gruplarin O4 ve OS5 atomlari,

(i) esterli ve amitli gruplarinin O4 atomlari

(iii)  hidroksil gruplarimm O2 ve O7 atomlarmin Ca?* iyonlar1 ile olusturdugu
etkilesim,

(iv)  hidrojen baglari,

(v) ester-ester gruplari arasindaki hidrofobik etkilesimleri ile ger¢eklesebilecegi

diistiniilmektedir.

Metil ester gruplart kuvvetli antienflamatuvar etkiye sahiptir. Elde edilen bu verilere
gore kuvvetli antienflamatuvar etkiye sahip olan bir pektin film kullanilmasi gerektigi

durumlarda, Ca?* iyonu ve HM yapida pektin hidrojeli kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Yapi stabilitesini arttirmak amaciyla organik veya inorganik bir katki malzemesi ilave
edilmesi tavsiye edilebilir.

Tezin deneysel galismalarinda, Ca?* varliginda daha diizenli bir ¢apraz baglanma
olacagi ongorildiigiinden ve bu yapinin kontrollii ilag salimi i¢in daha iyi sonug

verecegi diislintildiigiinden otilirii LM-pektin kullanilmasina karar verilmistir.
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5. PEKTIN HIDROJELLERININ SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU

5.1 Giris

Pektin polimerinin jellesmesi (i) pektin cinsi, (i1) metilasyon derecesi, (iil) ¢ozelti
konsantrasyonu, (iv) ortamdaki iyon konsantrasyonu, (v) ¢apraz baglayici cinsi ve
konsantrasyonu gibi i¢ etkenler ile (i) pH, (ii) karistirma hiz1 ve (iii) kurutma kosullari
gibi dis etkenlere onemli Ol¢iide baghdir [52, 171,303, 304] Diisiikk metoksili (low
methoxy, LM) pektin zincirlerinin biraraya gelmesi {i¢ tip etkilesim ile

gerceklesmektedir;
(1) Sinirli sayida metil ester gruplarinin diisiik enerjili hidrofobik etkilesimi [302, 305],

(i1) Galakturonik asit rezidiisiinde —-OH ve —COOH gruplari iizerinden olusan ve jel
yapisini kuvvetlendirip, stabilize eden zincir i¢i veya zincirler arasi olusan hidrojen

baglari [302, 305 - 308],

(i11) Jellesme mekanizmasini 6nemli Ol¢iide domine eden capraz baglayict metal

iyonlarmin galakturonik asid rezidiisii ile olusturdugu tuz kopriileri ve iyonik jellesme
[285, 298, 302, 309, 310].

Jellesme prosesinde ¢oziicii, polimer zincirlerinin birlesmesini baslatan baglanti

bolgeleri ile birbirine baglanan ti¢ boyutlu ag yapidaki bosluklara sikismaktadir [309].

LM pektinler gluteraldehid, diiminler veya iki valansli metal iyonlar1 varliginda
jelleserek kontrollii ilag salimi igin uygun yapiya sahip olmaktadirlar. Ila¢ yiikleme
verimliligi ve salim profili, kullanilan ¢apraz baglayict molekiile ve konsantrasyonuna

biiyiik oranda baglidir [285, 311].

Basta Ca?* olmak iizere, iki valansl metal iyonlarmin (Zn?*, Cu?*, Co?*, Ni?*, Mg,
Sr?*, Mn?* | Ba?*) pektin veya aljinat zincirleri ile baglanma mekanizmasi ile ilgili gok
sayida c¢aligma yapilmistir [285, 299, 312]. Galakturonik asit rezidiileriyle
baglanmalarinin biiyiikk oranda metal iyonun iyonik c¢ap, ylk yogunlugu, su
molekiilleri ile koordinasyon sayisi, valans elektron kabugu gibi 6zelliklerine bagh

oldugu belirlenmistir [299]. Yapilan calismalarda Zn?*, Fe** ve Ca?" ile olusturulmus
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hidrojellerin, Mg?* ile olusturulan hidrojellere gore cok daha dolasik bir yapida
oldugu, ancak Mg?" iyonunun su molekiillerine olan yiiksek afinitesinden dolay1
uygun jel olusturamadigi rapor edilmistir (Sekil 5.1) [299, 312]. Mn?* iyonlart
kullanilarak yapilan bir ¢alismalarda ise Mn?* iyonlarmimn yeterli sayida zincir
molekiilleri arasi birlesme olusturamadigr gozlenmistir [314, 315]. Reolojik
incelemelerde Mn?* ile sentezlenen hidrojellerin, Ca®* ile hazirlananlara gore ok daha

daha zayi1f oldugu tespit edilmistir.

<Q_ L’) R < R*
oA X oo
& Mono-kompleks olusumunun ardindan Dimerler olusur

nokta benzeri ¢apraz baglanma olusur

* Divalent katyon

* [MH20)*

/ PoliGal zinciri

¥ Monokompleks

W Nokta benzeri
cagraz bag

Dimer

Sadece poli-kondenzasyon olusur

Sekil 5.1 : Poligalakturonik asit zincirleri ile farkli divalent katyonlarin
(Zn?*, Ca?*, Ba?*, ve Mg?") birlesme adimlarmin sematik gosterimi. R,
([Me?*])/[GalA]) molar orani ve R* mono kompleks olusumu ve nokta
benzeri ¢apraz baglanmadan dimerlerin olusumu sinir molar oranidir. [299]
referansindan adapte edilmistir.

Ca?* konsantrasyonunun pektin hidrojelinin jel olusumuna etkisi ve ilag salim profiline
etkisini belirlemek amaciyla 70, 100 ve 150 mg CaCl./g-hidrojel kullanarak
labotatuvarimizda yakin bir zamanda gerceklestirdigimiz bir ¢alismada kontrollii
salim yapabilen en yiiksek ilag salim performanst 70 mg CaCl./g-film kullanarak
hazirlanan hidrojel ile elde edilmistir [303]. Fraye ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada ise
pektin ¢dzeltisi ve Ca®* iyonu konsantrasyonu arttikga depolama ve kayip modiillerinin

arttigin1 ve daha yogun ve elastik bir ag yap1 olustugunu belirlemislerdir.

LM-pektin zincirlerinin jellesme mekanizmasi, agikta bulunan -COO™ gruplar1 ve
olusan hidrojen bag1 sayist ile dogrudan iliskilidir. Jellesme -COO" ile ¢apraz baglayici
katyon arasindaki kuvvetli iyon kopriileri ile gercekleseceginden, ortalama bir pH

degerinde ortamda belirli miktarda -COQO" bulunmadiginda jellesme olusamamaktadir.
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Buna karsin, pektin konsantrasyonu ¢ok arttirildiginda ise zincirlerin birbirleri ile
etkilesimi ve dolasiklik artacagindan, pektin tamamen ¢oziilemeyecektir. Bu nedenle
6 mg/I’nin alt1 ve 25 g/I’nin istli konsantrasyonlarda c¢alisilmasi onerilmemektedir.
Cozelti konsantrasyonu arttikca zincir dolagikliginin artist ile hareketliligin
kisitlanmas1 sonucu akis Ozellikleri de degismektedir. Pektin polimeri bir
polielektrolitik ¢ozelti oldugu icin polimer konsantrasyonun, dolayisiyla zincir
dolasikliliginin artmasi ve donme ¢apinin azalmasi sonucu artan kuvvetli elektrostatik
etkilesimler ve olusan hidrojen baglarindan dolay1 pektin zincirleri ¢ok daha siki hale
gelmektedir [317]. Yakin zamanda laboratuvarimizda yaptigimiz bir ¢alismada,
pektin ¢ozelti konsantrasyonunun ilag salim diflizyon mekanizmasina etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada % 4 ve % 6’lik pektin ¢ozeltilerinin Newtonian olmayan
bir akis profili sergiledikleri belirlenmistir. Bu nedenle % 4 ve % 6’lik ¢ozeltiler ile
sentezlenen hidrojellerin dolasiklik oranlarinin daha yiiksek olmasinin yani sira elde
edilen jellerin por yapilari daha kiiciik ve diizensiz olacagindan 6zellikle biiyiik
molekiillerin kontrollii saliminda sikintilar yasanacagi Ongoriilebilir. Bu verileri
dikkate alarak, bu tez kapsaminda %2’lik pektin c¢ozeltisi ile calisilmasina karar
verilmistir. Yine bu ¢alismadan elde edilen veriler 1s181nda [171], Ca?* ile hazirlanan
hidrojellerin Zn?* ile hazirlanan hidrojellere gére daha kontrollii ve yiiksek miktarda
ilag salim1 ve sisme orani gergeklestirdigini belirlenmistir. Benzer sonuglar1 Assifaou
ve ark. da elde etmislerdir [285, 318, 319]. Molekiiler dinamik simiilasyonlarindan
elde ettikleri bulgulara gére Zn?* iyonlar1 galakturonik asid rezidiisiiniin hem -COO
hem de -OH  gruplarina baglanirken, Ca?* iyonlar1 sadece -COO" gruplarma
baglanmakta; bdylece Zn?* iyonu ile ¢cok daha siki bir yap1 olusmaktadir [285, 297].
Buna karsin Ca?* iyonu ile ¢apraz baglanan jel cok daha homojen bir yapiya sahip
olmaktadir [285]. Bu nedenle, Ca?* iyonun yara iyilesmesinin, 6zellikle hemeostazis
asamasinda bilinen yararlarim1 da dikkate alarak [320] tez calismasinda pektin

hidrojelinin Ca?* iyonu ile jellestirilmesine karar verilmistir.

Ca** iyonlar1 ile deprotone haldeki karboksil gruplarinin stokiyometrik orani, jel
yapisina 6nemli olciide etki etmektedir. Bu oran R=2[Ca%*']/[[COO] esitligi ile
hesaplanmaktadir. Pektinin Ca®* iyonlari ile ¢apraz baglanmasi karboksil gruplarmin
pektin zinciri listiinde (rastgele ya da bloklar halinde) dagilimina da baglidir. Aljinat
ve LM-pektinin Ca?* iyonu varliginda jellesme mekanizmasini tanimlayan ‘yumurta

kutusu’ adl1 diizenli porlu yapinin olusabilmesi i¢in yaklasik 6 —14 aras1 deprotonate -
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COO" grubunun ard arda gelmesi gerekmektedir [154, 302, 321, 322]. Rastgele
dizilmis karboksil gruplari ile ise daha genis bir porlu yapi olusabilir [282]. Bunun
yan1 sira -COO" gruplarinin zincirin solvent tarafina uzanmasi gibi c¢esitli
sinirlamalardan dolay1 da biitiin -COO™ gruplar1 ¢apraz bag yapmayabilir. Bu durum,
biitiin yapt homojen oldugu halde aralarda kiiciik heterojen bolgeler olusturabilir. Jel
dayanimi capraz baglanma orani yani Ca?* iyonu konsantrasyonu arttik¢a kritik bir
noktaya kadar artacak, bu kritik noktanin 6tesinde ise zayiflamaya baslayacaktir. Bu
zayiflama asir1 capraz baglanma sonucu homojen olmayan bir matriksin ortaya
cikmasi nedeniyle gerceklesmektedir. Bu durum ise daha biiylik ylizey alan1 da

olusturarak ila¢ saliminin asir1 derecede hizlanmasina neden olacaktir [323].

Pektin jellerinde iyonotropik jellesme 1sitma olmadan da gergeklesebilmektedir [302,
324] Ote yandan, LM pektin zincirlerinin jellesme mekanizmasina pH’m kuvvetli bir
etkisi bulunmaktadir [316, 325]. konformasyonel diizen ve (i) elektrostatik itme
kuvvetlerinin baskilanmasi, (i1) karboksil gruplarinin hidrojen bagi donoru olarak
davranmasi gibi iki farkli mekanizmay1 devreye sokmaktadir [326]. 1 Hz kayma
(shear) hizindaki Ca?* iyonu konsantrasyonu ve pH degerinin LM-pektin ¢ozeltileri ve
jellerinin kayma modiilleri {izerine etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara
gore, pH 3,0 kosulunun amitli olmayan pektinin kayma modiilii azalirken, amitli
pektine yiikseltici etki yaptigini belirlemislerdir. LM-pektinin diisiik pH degerlerinde
kendiliginden jel olusturdugu bilinmektedir. pH 2,5 degerinin altinda 3-kathi yapinin
olusmasiyla jellesme gecisi olmaktadir. Bu diisiik pH’da ¢ok sayida molekiiller arasi
birlesme yerleri olusarak biiylik zincir kiimeleri meydana gelmektedir [326].
Sawayama ve ark. [328] pH 2,5 altinda seyreltik ¢ozeltilerde dahi kiimelesme
olustugunu tesbit etmislerdir. Gilsenan ve ark.” nin elde ettikleri sonuglara gére LM-
pektinlerde sicaklik ve pH diisiisti, tersinir bir sekilde daha yogun 3-boyutlu bir yapinin
olusmasina neden olmaktadir. Zincirlerin 6nemli dl¢lide yiiksiiz duruma gegtigi ¢cok
diisiik pH degerlerinde, asir1 kiimelesme ile 3 katli helikal pektin yapisinin antiparalel

dimerler olusturmasiyla gerg¢eklesmektedir [326].

Diger bir 6nemli dig faktor ise kurutma yontemidir. Daha Once yaptigimiz bir
calismada [303], ayn1 kosullarda ve formiilasyonda hazirlanmig 25 ve 50 °C sicaklikta
kurutulan LM-pektin hidrojelerden, 50 °C sicaklikta kurutulan hidrojelin daha yavas
bir salim profili gosterdigi tespit edilmistir. Kurutma kosullar1 hidrojelin por

biiyiikligiine ve nem miktarina etki etmekte, bdylece ilag salim profilini
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etkilemektedir. Kalsiyum pektinat hidrojellerinin liyofilizasyon metodu ile
kurutuldugunda, yiiksek patlama salim profili verdigi, ilag saliminin ¢ok hizlanarak
kontrolli bir salim yapamadigi gozlemlenmistir (yayinlanmamig veri, Banu

Kocaaga.).

Laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz paralel ¢alismalar sonucunda 1 gram LM-
pektin hidrojelin 70 mg CaCl: kullanilarak hazirlanmasina karar verilmistir. Tezin bu
boliimiinde, ilag salim performanslarinin tek katmanli olarak incelendigi [303]
karistirma, ve absorbsiyon veya sisme metotlar1 kullanilarak sentezlenen ¢ok katmanli
(multi layer) LM-pektin hidrojellerin katman sayisinin ilag salim performansina etkisi
incelenmistir. Kullanilan bu farkli metotlarla ilag molekiillerinin sisteme farkl
asamalarda difiize olmasi1 saglanmistir [304]. Katmanlarda farkli konsantrasyonlarda
capraz baglayici kullanilarak, ¢apraz baglayici konsantrasyonunu salimi kontrol etme
ozeliginden yararlanilmasi planlanmistir. Ozellikle ilag salim hizinin diisiiriilmesinin
istendigi veya birden fazla ilag molekiiliiniin salimin yapilmasi gerektigi durumlarda
olduk¢a kullanigsh olacagi disiiniilen bu yonteme pektin hidrojelin uyumlulugu
aragtirtlmistir.  Literatiirde, ¢ok katli polimerler farkli polimerlerin etkisinden
yararlanmak amaciyla farkli polimerler kullanilarak sentezlenmistir [329, 330]. Tez
calismasinin bu boliimiinde, farkli ikinci bir polimer kullanmadan, sadece pektin
hidrojelini farkli hazirlama metotlar1 ile ekonomik bir sekilde ¢ok katli olacak sekilde
hazirlayarak, katman sayisinin kontrollii salima etkilerini incelenmistir. Bu ¢alismada,
i¢ katmandaki ilag yiiklii pektin polimer depo boliim olarak kullanilmais, etrafi pektin
matriks ile sarilmistir. Yapilan bu ¢alisma, tek bir cins polimerin hem membran hem

de matriks olarak kullanildig1 6zgiin bir calismadir.

5.2 Malzeme ve Yontemler

5.2.1 Malzemeler

Diisiik metoksi (LM) amitlenmis (%31) pektin Herbstreith & Fox firmasindan temin
edilmistir. Gliserinin, molekiil agirlig1 92,09 g/mol, Labkim markadir. Teofilin Sigma-
Aldrich (Diisseldorf, Almanya)’ dan alinmistir CaCl, ZAG marka ve 147,02 g/mol

molekiil agirligindadir.
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5.2.2 Hidrojel filmlerin hazirlanmasi

Hidrojel filmler, %2 (ag/ag) LM-pektin kullanilarak iyonik jellesme metoduyla
hazirlanmistir. Bu ¢aligmada plastiklestirici olarak gliserin, ¢apraz baglayici olarak
CaCl,, model ilag olarak teofilin (30 mg/g-film) kullanilmistir (Sekil 5.2). Matrise
difiizyon mekanizmasi géz Oniine alinarak hazirlanan kalsiyum-pektinat hidrojeller,
CaClz'nin pektin zincirlerinin deprotonlanmis karboksil gruplartyla etkileserek ¢apraz
baglamay1 gerceklestirdigi ‘iyonotropik jellesme yontemi‘ kullanilarak hazirlanmastir.
Deneylerde ultra deionize su kullanilmistir. 300 mg/ g-film (% 5 ag/ag) gliserin
cozeltisi, 600 mg / g-film %2’lik pektin ¢ozeltisi {izerine yavas yavas eklenerek iki
saat boyunca oda sicakliginda 150 d/d donme hizindaki bir manyetik karistirici
iizerinde karistirilmistir. Ardindan model ilag teofilin sulu ¢6zeltisi halinde bu pektin-
plastiklestirici karigimlarina eklenerek, ayni kosullarda karanlik bir ortamda
karistirilmaya devam edilmistir. Bu ¢6zelti 24 saat sonunda, petri kaplarindaki 10
ml’lik CaCl, 70 mg/ g-film ¢ozeltileri lizerine dokiilmiis ve 25 + 2 °C' de sabit tutulan
100 d/d hizinda karisan bir orbital karistirici iginde kendiliginden iyonotropik jellesme
ger¢eklesmistir. Capraz baglanma adiminin ardindan Ornekler kurutulmustur.
Iyonotropik jellesmeyi gergeklestiren zincir igi veya zincir arasi ¢apraz baglar, pektin
zincirlerindeki deprotonlanmis karboksil ve hidroksil gruplari ile Ca?* arasindaki

etkilesim sayesinde ¢ok hizli bir sekilde olugsmustur.

(a) (b)

Sekil 5.2 : (a) Galakturonik asit monomeri (b) Teofilin molekiilii.

5.2.3 Cok katmanl filmlerin hazirlanmasi

Hidrojellerin katman sayis1 ve film kalinliginin ilag salim profiline etkisini belirlemek
icin iki katmanli filmler hazirlanmistir. Membran film sisteminin difiizyondaki bilinen
stlinliiglinii kullanabilmek amaciyla birinci katmanda ilag yiiklii kuru pektin film

cekirdek tabaka olarak kullanilmis, bu tabakanin etrafi pektin- gliserin ¢o6zeltisi ile
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kaplanarak ¢apraz baglanmis ve ilag¢ yiiklii iki katmanli hidrojeller hazirlanmistir. Cok
katmanli hidrojel filmler hazirlanirken (i) film kalinligi, (ii) ¢apraz baglayici (30, 50
veya 70 mg CaCl,/ g-film) konsantrasyonu ve (iii) ila¢ yiikleme metodu (sisme,
absorbsiyon veya karigtirma) olmak tizere li¢ farkli tasarim parametresinin ilag salim

profiline etkisi incelenmistir.

Ila¢ yiikleme metodu olarak kullanilan sisme metodunda, kuru hidrojel ilag ¢ozeltisi
icine daldirilmis ve orbital karistirict tizerinde kuruyana kadar karistirilmistir.
Adsorbsiyon yonteminde ilag ¢ozeltisi, 4 saat boyunca CaCl; ¢ozeltisi ile etkilesmis
olan capraz bagli 1slak hidrojele eklenmis ve orbital karistirict {izerinde karistirilarak
kurutulmustur. Karistirma yonteminde ise ilag c¢ozeltisi, pektin-gliserin ¢ozeltisine
eklenerek 24 saat boyunca manyetik karistirici tizerinde karistirilip ardindan ¢apraz
baglanarak kurutulmustur. Biitiin deneyler, ayn1 kosullar altinda en az {i¢ defa

tekrarlanmistir.

5.2.4 Tla¢ sahm performansi

[lag yiiklii filmler, belirli capta kesilmis, tartilmis, 60 ml dinamik yara s1vis1 ortalama
pH degerini taklit edebilen TRIS biyolojik tampon ¢ozelti (pH 6,4) iceren kapakl
viallere konulmus ve orbital galkalayici tizerinde oda sicakliginda 100 d/d’de
karistirilmistir. lag salim ortamindan belli zaman araliginda 700 pl sivi numune
almarak UV-vis spektrofotometre yardimiyla, teofilin molekiiliiniin karakteristik dalga
boyu olan 271 nm dalga boyunda 6lgiim yapilmistir. Kiimiilatif ilag salim miktari, bir
cozeltiden gecen 1s1k miktarinin 1518510 ¢ozelti i¢inde aldigi yol ve c¢ozelti
konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters, absorplanan 1sik miktar1 ise dogru orantili
oldugunu gosteren Lambert-Beers kanunu (Swinehart, 1962) (denklem 5.1) ile,

onceden hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi (E.1, E.2) yardimiyla hesaplanmustir.
I = IO X e_kc (5.1)

Burada I; gegen 15181n siddet, lo; gelen 15181n siddeti k; absorbsiyon katsayisi, C ise

konsantrasyondur. Biitiin deneyler, ayni kosullar altinda en az li¢ defa tekrarlanmistir.
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5.3 Sonuclar ve Tartisma

Hazirlanan hidrojel filmlerin yiizeylerinde gbz ile muayenede por veya catlak
saptanmamugtir. Yara Ortiisti olarak kullanilmasi durumunda, hastaya sikinti vermeden
yaray1 izleyebilecek sekilde homojen ve transparandir. Filmlerin ylizeyinde ilag

kristallerine rastlanmamustir (Sekil 5.3)
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Sekil 5.3 : lagsiz ve ilagli gok katmanli LM-pektin hidrojel filmler.

5.3.1 Katman sayisimin belirlenmesi

Kontrollii ilag saliminda en etkili mekanizmalardan biri olan membrana difiizyon
yontemi kullanilarak, ila¢ ytiklii pektin film ¢ekirdek tabaka olarak kullanilmis ve dort
farkli formiilasyonda iki katmanli ilag yiiklii hidrojeler hazirlanmistir (Cizelge 5.1).
Hazirlanan hidrojellerin ilag salim profilleri Sekil 5.4’te goriilmektedir. Burada film
kalinlig1 en diisiik olan ML1 filmi temel alinmis ve diger filmlerin kalinliklart ML1
filminin kalinligia oranlanarak ‘film kalinlig1 orani’ hesaplanip ayn1 zamanda film
kalinlig1 artisinin ilag salimina etkisi goézlenmeye calisilmistir. Cizelgedaki ilag
yikleme yontemi olarak ilk yazilan metot i¢ katman, ikinci yazilan metot ise dis
katman i¢in kullanilan metottur. Ayni sekilde CaClz konsantrasyonu siitununda verilen

ilk deger i¢ tabaka, ikinci deger ise dis tabakanin ¢apraz baglayici konsantrasyonudur.
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Cizelge 5.1 : Cok katmanli hidrojel tasarim parametreleri. ilag konsantrasyonu 30
mg/g-hidrojeldir.

Kod Tlac CaCl; Film
yiikleme kons.(mg/g kalinhgi
yontemi film) orani
ML1 Sisme & 50 & 50 1,00
Absorbsiyon

ML2 Sisme & 50 & 50 1,73
Absorbsiyon

ML3 Sisme & 70 & 30 1,19
Absorbsiyon

ML4 Karistirma & 50 & 50 1,29
Absorbsiyon

MLI1 ve ML2 filmlerinde her iki tabakanin da ¢apraz baglanma orani ve ilag yiikleme
yontemi sabit tutulmus, film kalliklar1 farkli olacak sekilde hazirlanmustir. Icteki
tabakaya ila¢ molekiilleri sisme, dis tabakaya ise absorbsiyon metodu ile yiiklenmistir.
Sisme metodunda ilag molekiilleri, ¢apraz bagli filmin bilinyesinde bulunan solvent
nedeniyle daha hizli sekilde difiize olacaktir. Bu tabakanin etrafi, absorbsiyon metodu
ile ilag yliklenecek pektin film ile kaplanmistir. ML2 filminde film kalinligt ML1’e
gore 1,73 gf ise 30 mg konsantrasyonuna diigiiriilmiistiir. Bu 6rnekten ilacin 6nemli
miktarinin salinmadigr ve platoya daha cabuk ulasildigi belirlenmistir. Cekirdek
boliimdeki ilacin ¢apraz baglayict engelini agsmakta zorlandigi, sadece diisiik ¢apraz
baglayicili dis katmandaki ilacin hizli bir sekilde salindig1 diistinilmektedir. Cift
katmanli film hazirlanirken, 70 mg CaCl2/g-film konsantrasyonunda ¢apraz baglayici
ile hazirlanmis filmin (¢ekirdek tabaka) iizerine kaplanan pektin tabakasi, ¢apraz
baglama amaciyla 30 mg CaCl: ile karigtirilmaktadir. Bu esnada, CaCl> molekiilleri
birinci tabakaya da difiize olacagindan, c¢ekirdek tabakanin ¢apraz baglama
konsantrasyonunus arttirmasi beklenmektedir. Sekil 5.4’te de goriildigi gibi salim

profili bu hipotezi destekleyecek sekilde gerceklesmistir.
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Sekil 5.4 : Cok katmanli Ca?*-pektinat hidrojellerinden ilag salim profilleri.

Patlama/ani salim gozlenmeyen ML4 filminde ise, numune kalinligi ML1 filmine gore
1,29 kat arttirilip capraz baglama orani ise ML1 ve ML2 ile ayn1 tutularak, ila¢ filme
ilk katmanda karistirma, ikinci katmanda ise adsorbsiyon metodu ile yliklenmistir.
MLA4 filmi patlama salim yapmadan, kontrollii salim profiline en uyan bir salim profili
sergilemistir. Bunun 06zellikle, membran tabaka olarak kullanilan i¢ tabakanin
karistirma metodu ile sentezlenmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Karistirma
metodunda yiiklii gruplar Ca?*iyonu ile kapatilmadan 6nce ilag molekiilleri yiiklendigi
icin zincir-ilag etkilesiminin daha yiiksek oranda gerceklesecegi, dolayisiyla salim
aninda da ila¢ molekiillerinin bulunduklar1 yerden ayrilarak disariya dogru difiize
olmalarinin biraz vakit aldigi tahmin edilmektedir. Kiimiilatif salim miktarindaki

onemli Ol¢iideki azalma, katman kalinliginin artisindan kaynaklanmastir.

Tek katmanli hidrojel ile en ince numune olan MLI1 ¢ift katmanli hidrojeli
kiyaslandiginda (Sekil 5.4), ML1’in salim hizinin daha diisiik oldugu, platoya daha
gee ulastigl, ama yaklasik % 15,0 oraninda daha az ilag¢ saldigi belirlenmistir. Cok
katmanli hidrojellerin ¢ekirdek boliimiine dissoliisyon ortaminin daha yavas penetre
olmasindan dolayi, ilacin ¢oziilerek salinmasi da daha yavas olmaktadir. Ayrica, ilacin
hidrojel matrisden salimi i¢in gerekli olan difiizyon yolunun 6niine ikinci bir ¢apraz
bag engelinin de gelmis olmasinin ve bunun sonucu olarak difiizyon i¢in gerekli olan
itici giiclin 6zellikle baslangigta az olmasinin, gecikme salimini pekistirdigi ve ilag

salim hizin1 azalttig1 sonucuna varilmaktadir.
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5.4 Vargilar

Hazirlanan ¢ok katmanli hidrojellerin kontrolli ila¢ saliminda, film kalinlig1 ve ¢apraz
baglanma miktarinin 6nemli birer parametre oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilere
gore, tedavinin gerekliligi i¢in dngoriilecek ilag salim hizina, katman sayist ve film
kalinlig1 ayarlanarak ulasilabilecektir. Bu o6zellik pektin hidrojelinin en 6nemli
avantajlarindan birisi olarak kabul edilebilir. Tez ¢alismasinin ilerleyen boliimlerinde
teofilin, prokain ve alblimin molekiilleri ile ¢alisilacagindan, bu molekiillerin
salimlarinin tek katman ile kontrollii profil verecegi tahmin edilerek, tek katmanli
hidrojel kullanilarak devam edilmesine karar verilmistir. Ancak kontrollii salim
profilinden saparak yiiksek oranda patlama salim ile ¢ok hizli salinan kiiciik
molekiiller veya polimer zincirleri ile etkilesime giremeyerek ¢ok hizli salinan
molekiillerin salimlarin1 kontrol altina almak amaciyla, i¢ tabakasi karistirma, dis
tabakas1 ise absorbsiyon metodu ile hazirlanan ¢ok katmanli pektin filmleri
onerebiliriz. Cok katmanli pektin hidrojelin art arda salinmasi istenenen farklh

molekiillerin kullanilma durumunda da 1yi sonuglar verecegi diistiniilmektedir.

Farkli cinsteki polimerlerin bir arada sentezlenmesinde kullanilan ¢ok katmanl
hidrojel film, kontrollii ilag salimi i¢in literatiirde ilk defa tek cins polimer ig¢in
kullanilmigtir. Farkli metotlarla her iki tabakaya da ila¢ molekiilii yiiklenerek salim
profilinin yavaglatilmasi saglanmistir. Cok hizli kontrolsiiz sekilde salinan veya ¢ok
diisiik salim hizinin istendigi durumlarda ya da iki farkli molekiiliin arka arkaya hasta
bolgeye gonderilmesi istenene durumlar i¢in oldukga kullanigli bir hazirlama metodu

olacag diistiniilmektedir.
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6. PEKTIN HIDROJELLERDEN KONTROLLU SALIM iCiN OPTIMUM
ILAC KONSANTRASYONUN MOLEKULER DINAMIK
SIMULASYONLARIYLA TAHMIN EDIiLMESI

6.1 Giris

Glinlimiizde 1ilag gelistirme alanindaki degisen paradigmalar ve biyomalzeme
bilimindeki gelismelerin destegiyle ila¢ endiistrisinin odagi, mevcut ilag molekiilleri
ile yeni tasima ve salim sistemleri gelistirmek olmustur. Ilag molekiillerinin
biyoaktivitesini arttirarak hizli ya da yavas salim1 veya kontrollii salim, hedefli salim
gibi metotlar1 gelistirmek giiniimiiz tedavilerinin 6nemli hedeflerindendir [332 - 334].
Bu nedenle biyopolimerik ila¢ salim cihazlari, biyoaktif ajanlarin salimini istenilen

bolgeye, istenilen hizda gerceklestirmek iizere tasarlanmaya ¢alisilmaktadir.

Hidrojel matrislerde ilag yapisi ve konsantrasyonuna bagli olarak, matris ile ilag
arasindaki fizikokimyasal etkilesimler sonucu istenmeyen salim modeli ve/veya
polimer dekompozisyonu olusmaktadir [174, 335]. Pektin hidrojelinin yapisi
molekiiler boyutta 6zel tasarim seklinde gergeklestirilen yapisal degisikliklerle,

hedeflenen ila¢ salim uygulamasina gore tasarlanabilmektedir [2].

Hidrojel matriksden aktif bir molekiiliin salimi, hidrojel homojen bir yapiya sahip
oldugu siirece kontrol edilebilir; yapinin bozunmaya baslamasi ile kontrollii salim
biter. Hidrojel matrisinin kompozisyonundan kaynaklanan fiziksel ve yapisal
ozellikleri [336 - 338], polimerlerin molekiiler agirligi [339], plastiklestirici ilavesi
[340], ¢apraz baglayicilarin konsantrasyonu, gézeneklilik gézenek boyutu [341, 342]
ve kristallenme derecesi [343] bozunma davranisini belirleyen 6nemli etkenlerdir.
Bunun yanisira yiiksek sicaklik [344], pH [345], ¢oziicii, tuz ve enzimler [346, 347]
gibi dig faktorler de hidrojelin homojen yapisinin dekompozisyonuna neden
olabilmektedirler. Hidrojelin aktif molekiiller igin bir kontrollii salim platformu olarak
kullanildig1 durumlarda, aktif molekiil ve hidrojel arasindaki fizikokimyasal
etkilesimler de degredasyonu hizlandirabilir ya da yavaslatabilir [2, 348-350]. Bu

nedenle, hidrojel-temelli bir kontrolli ilag salim sisteminin tasariminda, tim
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komponentlerin optimum konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in bir dizi deney ve

ayrintili analize gerek duyulmaktadir [2, 351, 352].

Capraz baglayict konsantrasyonu, ¢oziinen diifiziivitesi ve salimi arasindaki iligkiyi
belirleyerek veya hidrojel ag yapinin gozenek biiyiikliigiine odaklanarak, hidrojellerin
kontrollii ilag salim davraniglarini tahmin etmek amaciyla matematiksel modelleme
yontemi bir noktaya kadar kullanilabilir. Bu c¢alismalar ile hidrojellerin 6zellikleri
arasinda ¢esitli amprik formiiller gelistirilmistir; boylece cok kiigiik veya biiyiik

solutlerin salim profilleri basarili bir sekilde tahmin edilebilmistir.

Ote yandan, Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonlar1 farkli molekiiler yapidaki
hidrojel yapilarin tasarimi igin ¢ok etkili bir yontemdir. Tiim atom MD c¢aligsmalar1
belirli bir pH ve sicaklik kosulundaki ilag molekiilleri ve polimer zincirleri arasindaki
etkilesimleri ortaya c¢ikartabilir. Bu simiilasyonlar molekiillerin konformasyonel
degisimlerini, 6zellikle ila¢g molekiillerinin difiizyonel hareketlerini gézlemleyerek
makroskopik seviyede hidrojelin ila¢ salim mekanizmasi hakkinda bilgi vermektedir.
Bu baglamda MD simiilasyonlar1 belli kosullar altinda uygun ilag tasiyici sistemin
secilmesinde bir On tarama araci olarak umut vaadetmektedir. Li ve ark. [353]
baicalein ilacinin g6z bebeginden emilimini ve biyoyararliligini arttirmak amaciyla
yaptiklart bir c¢alismada, hazirladiklart baicalein yiikli kitosan kapli lipid
nanopartikiilleri MD simiilasyonlar1 i¢in modellemislerdir. Zamana bagl
konformasyonel degisimleri ve enerji farkim dikkate aldiklarinda baicalein
molekiiliiniin ¢ok zayif bir membran gegirgenligine sahip oldugunu, bu nedenle
biyoyararliliginin diisiik seviyede seyrettigini belirlemislerdir. Shariatinia ve ark. ise
grafen, N-doped grafen ve P-doped grafen dolgulu kitosan polimerik kompozitler
kullanarak anti-kanser ifosafamid molekiiliiniin kontrollii salimin1 MD simiilasyonlari
teknigi ile arastirmiglardir. Calismada farkli sicakliklarda difiize olan molekiiller ve
polimer zincirleri arasindaki etkilesim enerjileri, diflizyon katsayilar1 ve dénme
yarigapt gibi ¢esitli dinamik Ozelliklerin analizi yapilmis ve kontrollii ila¢ salim
mekanizmasini aydinlatmak amaciyla MD simiilasyonlar1 gergeklestirilmistir [354].
Grubumuzda gergeklestirilen bir ¢alismada [173], ¢apraz bagh diisiik metoksi pektin
zincirlerinin, 2-tiobarbitiirik asit ve model ila¢ teofilin arasindaki molekiiler
etkilesimlerin gecikmeli degredayon ve kontrollii ila¢g salim profilini yOnettigi
belirlenmistir.  Grubumuz biinyesinde gergeklestirilen molekiiler baskilama

caligmasinda ise, farkli fonksiyonel monomerler ile molekiiler dinamik calismasi
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yapilarak aday fonksiyonel monomerler belirlenmis ve farkli capraz baglayici

konsantrasyonlarinda molekiiler dinamik ve deneysel ¢alismalar yapilmistir [236].

Tez c¢aligmasinin bu boliimiinde, pektin hidrojellerin yiiklenen ilact kontrolli
salabilecegi ve ayrica zincirlerin degradasyona ugrayip ila¢ saliminin kontrollii salim
profilinden sapacagi ilag konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla, bir dizi MD
simiilasyonu gerceklestirilmis; ilag konsantrasyonunun pektin zincirlerini dekompoze
etme mekanizmas: arastirtlmistir. Bu amagla 21 adet a-D-galakturonik asit
monomerinden olusan pektin oligomeri, sabit konsantrasyonda ¢apraz baglayic1 Ca?
iyonlar1 ve sistematik olarak artan konsantrasyonlarda prokain molekiillerinden olusan
sistemler modellenmistir. Her sistem i¢in 200 ns uzunlugunda {i¢ adet bagimsiz MD
simiilasyonu yapilmistir. Konsantrasyon, viskozite ve kimyasal 6zelliklere bagl olan
hidrojel dayanimi, filmin salim performansi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu amagla pektin
zincirleri ¢apraz baglanmasini en az degistiren ilag konsantrasyonunu 6n gérmek i¢in
pektin zincirlerinin dinamigine ve kovalent olmayan etkilesimlere odaklanilmistir.
Elde edilen sonug¢larin uygunlugunu incelemek amaciyla, MD ¢alismalarma denk
diisen konsantrasyonlarda prokain yiiklii hidrojel filmler sentezlenmis ve bir dizi in
vitro c¢alisma yapilmistir. Pektin/prokain sistemini modellemede kullanilan bu
metodolojinin, sadece bu c¢alismada kullanilan spesifik pektin ve prokain
formiilasyonlar1 ile kisith kalmayip, ayn1 zamanda cesitli geleneksel veya yeni ilag
tasiyici polimer sistemlere de uygulanabilecek sekilde olmasi, bu ¢alismanin en 6nemli

sonuglarindan biridir.

6.2 Gerecler ve Yontemler
6.2.1 Molekiiler dinamik simiilasyonlari

6.2.1.1 Sistemlerin modellenmesi

[lag konsantrasyonunun pektin hidrojelinin degradasyon davranigma etkisini
incelemek amaciyla model ilag olarak prokain kullanilmistir. Prokain ve galakturonik
asit (GAL) molekiillerinin 3-boyutlu yapilar1 Zinc veri bankasindan [355] indirilmistir.
Prokain molekiillerinin kismi yiikleri Gaussian 9.0 programinda B3LYP 6-31+G**
baz seti ile modellenmis [356], CHARMM-GUI arayiizii ile parametrize edilmistir
[337] (Sekil 6.1a). Deney kosulu olan pH 7,4 ile uyumlu olacak sekilde prokain

molekiili protonlanmis, GAL birimleri ise tamami iyonize (-COO") formda

97



olusturulmustur. Baglangi¢ yapisi olarak pektin zincirinin iskeleti olan herbiri 21 adet
GAL rezidiisii (molekiil agirligi 4074 g/mol) Glycan Reader yardimiyla oligomere
cevrilmistir [266] (Sekil 6.1b). Bu uzunluk Ca®* iyonlari ile ¢apraz baglanarak dimer
olusturmak i¢in gereken en kisa uzunluk olan 9 monomer uzunlugundan fazladir [321].
Tamamen ayni yapidaki iki PGAL zinciri, Pymol [357] programi arayiiziiyle,
deprotone haldeki karboksil gruplari birbirine bakacak ve aralarinda 10 A olacak
sekilde paralel konumda yerlestirilmistir. Ardindan, 20 adet Ca?" iyonu karsilikli duran
—COO" gruplart arasma zincir araylizii boyunca yerlestirilmistir. Bu konfigiirasyon

biitlin hidrojel ag yapisinin kiigiik bir bolgesini temsil etmektedir.

?‘MMMM@WW%

Sekil 6.1 : Geometrik olarak minimize edilmis (a) protonlanmis prokain, (b) ¢apraz
bagli PGAL modeli. Yapilar ¢ubuk formatinda ve CPK renklendirmesi ile
gosterilmistir. Ca?* iyonlar1 sar1 kiireler seklindedir.

Ilag igermeyen iki zincirli ¢apraz bagli PGAL (D-0 olarak adlandirilmistir) sistemi
referans sistem olarak hazirlanmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilacak 6, 30, 60, 90
ve 180 mg.g™? film ila¢ konsantrasyonunu temsil eden sirastyla 1, 5, 10, 15 ve 30 adet
ilag molekiilii iceren 5 farkli model olusturulmustur (Cizelge 6.1). Her sistem ayni
prosediir ile Pymol ve VMD kullanilarak hazirlanmistir. Pymol arayiizii yardimiyla
prokain molekiilleri Ca?* iyonlari ile gapraz bagli PGAL zincirlerinden yaklagik 3 — 15
A uzaklikta olacak sekilde rastgele yerlestirilmistir. Ardindan, VMD arayiizii
kullanilarak simiilasyon kutusuna her bir yonde 20 A bosluk birakilarak TIP3P modeli
agik su eklenmistir [359]. Na* ve CI iyonlari fizyolojik tuz konsantrasyonuna (150
mM NacCl) ulasacak sekilde rastgele eklenmis, simiilasyon kutusunun toplam yiikii
notralize edilmistir. Iyon yerlesim islemi simiilasyonu yanli bir sonuca dogru
saptirmayacak sekilde ayarlanmigtir. Herbir sistem i¢in 200 ns uzunlugunda 3 adet

bagimsiz simiilasyon gergeklestirilmistir. Boylece, toplamda 3.6 ps uzunlugunda 18
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adet bagimsiz MD simiilasyonu elde edilmistir. MD simiilasyonlarinin analizi {i¢
bagimsiz gezinge iizerinden yapilmistir. Simiilasyonlar ve deneylerde incelenen

sistemlerin isimleri ve detaylar1 Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1 : Hesaplamali ve deneysel ¢alismalarla incelenen sistemlerin detaylari.

Isim Deneylerde Simiilasyon PGAL Capraz Toplam
kullanilan prokain kutusundaki zincirleri baglayici simiilasyon
konsantrasyonu ilag adeti adeti Ca?* stiresi (ns)
(mg.g* hidrojel ) adeti
D-0 0 0 2 20 200 x 3
D-6 6 1 2 20 200 x 3
D-152 15 - - - -
D-30 30 5 2 20 200 x 3
D-60 60 10 2 20 200 x 3
D-90 90 15 2 20 200 x 3
D-180 180 30 2 20 200 x 3

& Bu formiilasyon sadece deneysel ¢alismalarda kullanilmigtir.

Simiilasyon calismalart CHARMM all36 kuvvet alan1 [271] ve NAMD 2.7 [360]
yazilimi ile gerceklestirilmistir. Baglangic geometrisi olarak kullanilacak yapilar
minimizasyon i¢in 2000 adet konjuge gradyen adimina tabi tutulmustur. Bu sekilde
baslangi¢c konfigiirasyonunda 6zellikle acik sulardan kaynakli sterik c¢arpismalar
elimine edilerek sistemin enerjisi minimize edilmektedir. NPT (sabit partikiil sayisi,
sabit basing, sabit sicaklik) kosullar1 altindaki 10 ps uzunlugundaki dengeleme
simiilasyonunun ardindan 200 ns boyunca NVT (sabit partikiil sayisi, sabit hacim,
sabit sicaklik) simiilasyonlar1 uygulanmistir [361]. Periyodik sinir sartlari uygulanan
sistem i¢in sayisal entegrasyon leap-frog algoritmasi ile gergeklestirilmistir [362].
Zaman adimi, SHAKE algoritmasi (Andersen, 1983) [273] yardimiyla 2 fs alinmistir.
Elektrostatik etkilesimler Particle Mesh Ewald metodu ile tanimlanmis [364] ve
kesme mesafesi 12 A olarak alinmistir. {zotermal ve izobarik sistem i¢in Nosé-Hoover
termostat [277], Langevin barostat [278] ve 12 A dan uzak uzun mesafeli diizenlemeler
i¢in L-J [365] kullanilmistir.
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6.2.1.2 Gezinge analizi

Modellerin jellesme dereceleri, -COO" gruplar1 ile Ca®* iyonlarinin simiilasyon
boyunca birbirine gére mesafelerini ortaya cikaran radyal dagilim fonksiyonu ile
hesaplanmistir. Pektin jellerinin yapilari ayrica donme yarigapi (Rg), ugtan uca mesafe
(Rn), karekok ortalama kare dalgalanma (RMSF), karekok ortalma kare sapma
(RMSD) sonuglarina odaklanilarak detayli olarak incelenmistir. Bu yolla ilag

konsantrasyonu artisi ile hidrojel stabilitisindeki degisim arastirilmistir.

6.2.1.3 Uctan uca uzaklik ve déonme yaricapi

Bir polimerin yapisal rijitligi hakkinda bilgi veren ugtan uca mesafe (Rn) ve donme
yarigapi (Rg) hakkinda detayli bilgi Boliim 4’te verilmistir. Polimer zincirinin ¢oziicli
icindeki biiyiikligiinii belirleyen 6nemli bir gosterge olan R, hesaplamalar1 Denklem
4.2 ile hesaplanmistir. Bir cismin kendisi ile ayni kiitleye sahip sanal halkanin

yaricapini ifade eden Ry degeri ise Denklem 4.3 ile belirlenmistir.

6.2.1.4 Radyal dagilim fonksiyonu

Bir korelasyon fonksiyonu olan RDF analizi ile gesitli gruplar arasindaki, hidrojen
bagi, katyon-dipol bagi gibi kovalent bag igermeyen etkilesimlerin yogunlugu
kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Bu sekilde simiilasyon boyunca hangi gruplarin
hidrojen bagi, iyon koprisi, m-m etkilesimleri yaptigi ortaya ¢ikarilabilir. Bir
korelasyon fonksiyonu olan RDF analizi 4. Boliimde detayli olarak aciklanmistir. RDF

analizi i¢in Denklem (4.1) de verilen formiil kullanilmuistir.

6.2.1.5 Karekok ortalama kare sapma ve karekok ortalama kare dalgalanma

Karekok ortalama kare sapma (RMSD; root mean square deviation) makromolekiiler
yapilarda ve dinamikte siklikla kullamlan bir benzerlik dl¢iimiidiir. iki molekiil
arasindaki veya ayni molekiiliin farkli zaman adimlarindaki yapisal fark: tarif
etmektedir [366]. Molekiiliin (molekiillerin) yaptig1 6telenme ve donme hareketleri
yapilarin belirli bir referans yapiya {ist iiste ¢akistirilmastyla ortadan kaldirilir. Sadece
titresimsel hareketlere odaklanilir. Istatistik hesaplamalarda ¢ok sik kullanilan karekdk

ortalama kare sapma metoduyla hesaplanmaktadir (denklem 6.1):

RMSD = \/%Zﬁ":l(rix — 7)) (6.1)
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Burada N atom sayisi, Ii* I. atom i¢in hedef yap1 ve ri¥ ise referans yapidir.

Karekok ortalama kare dalgalanma (RMSF; root mean square fluctuation)
hesaplamalar1 makromolekiillerin yapisindaki hareketliligin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Bolgesel olarak yapidaki esneklik, stabilite ve yapidaki heterojenite
bu analiz ile tayin edilebilir [367]. Bir atomun ortalama pozisyonu ile o andaki

pozisyonu arasindaki karekok ortalama kare mesafesini 6lgmektedir.
1 Ng —_— - 2
RMSF, = - %2y T — (7 |l (6.2)
Burada <r>, k atomunun ortalama pozisyonudur.

6.2.1.6 Karakteristik oran Cn

Polimer zincirini ve yapisinin esnekligini tanimlayan en temel fiziksel o6zellikler
olarak, ortalama kare uctan uca mesafe (Rn?), ortalama kare donme yaricap: (Rq%) ve
Flory'nin karakteristik orani olan Cy kullanilmaktadir [368]. Bu konformasyona bagli
fiziksel  Ozellikler  toplulugun  biitiin ~ konformasyonlarinin  ortalamasini
betimlemektedir. Belirli bir ¢oziicii ve teta sicakliinda polimer zincirinin Gaussian
zinciri veya ideal zincir modelindeki gibi davrandigi kosula teta kosulu ismi
verilmektedir. Teta sicakliginda polimer zincirindeki segmentlerin arasindaki itici ve
cekici harici hacim kuvvetleri denge halinde bulundugu i¢in polimer zinciri ideal bir
polimer gibi davranir. Teta kosulundaki polimerler topolojik olarak sadece bolgesel
etkilesimleri icerdigi, birbirinden uzak segmentlerin etkilesmedikleri kabul edilir
[369]. Teta sicakliginin altinda ise polimer zinciri ideal zincirden gok daha kisa hale

gelip, belli bir noktada iizerine katlanip biikliim halinden globiil haline gecis yapar.

Polimer fiziginin mihenk taslarindan olan Flory’nin (1940) ‘random coil’ hipotezine
gore amorf polimerlerde konformasyon sakin olarak diisiiniilmektedir [370]. Herbir
bagin | uzunlugunda sabit oldugu ve dolayisiyla zinciri olusturan birimlerin
uzunlugunun degismedigi kabul edilir. Modelde monomerlerin arasindaki kovalent
baglarin serbestge donmesine izin verilir. Yeterince uzun, lineer sakin zincirler i¢in
ortalama kare ugtan uca mesafe <Rn?> bag sayisi n ile lineer olarak degismektedir.
Flory karakteristik oran1 ise Cn Denklem 6.3 ile tanimlamistir. Burada I ortalama kare
bag uzunlugudur. Bu boélimde sunulan Cn hesaplamalarinda da PGAL zincirini
tizerindeki sakkarit halkalarinin rijit oldugu ve zincir esnekliginin glikoliz baglarinin

degisiminden kaynaklandig1 varsayilmistir [371].
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6.2.2 Deneysel yontemler

6.2.2.1 Malzemeler

Diisilk metoksi (LM) (%31) amitlenmis pektin Herbstreith & Fox firmasindan
(Neuenbiirg, Almanya) temin edilmistir. Gliserol (%99 saflik), CaCl..2H20, TRIS (2-
amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol) ve prokain-HCI Sigma-Aldrich (Diisseldorf,
Almanya)’dan alinmistir. Biitiin kimyasallar analitik safliktadir, ayrica saflastirma
islemi yapilmamistir. Deneylerde laboratuvarda iiretilen saflikta ultra deiyonize su

kullanilmastir.

6.2.2.2 Hidrojel filmlerin hazirlanmasi

Hidrojel filmler, detaylar1 Boliim 5°te verildigi gibi %2 (ag/ag) LM pektin kullanilarak
iyonik jellesme metoduyla hazirlanmistir [2, 124]. Filmler, MD simiilasyonlarinda
modellenen yapilar1 temsil edecek sekilde ¢apraz baglayic1 CaCl, (70 mg g film) ve
6, 15, 30, 60, 90 ve 180 mg g'1 film konsantrasyonlarindaki model ilag prokain ile
matrise diflizyon mekanizmasi goz Oniine alinarak hazirlanmistir. Bunun igin ilk
olarak, pektin ¢ozeltisi ile pH 6,4 ortaminda ¢oziilmiis prokain g¢ozeltileri 24 saat
boyunca manyetik karistirict tizerinde 100 d/d donme hizinda karistirildiktan sonra,
petri kaplarindaki 10 ml’lik CaCl, 70 mg.g* film ¢ozeltileri iizerine dokiilmiis ve
kendiliginden iyonotropik jellesme ile capraz baglanma gerceklesmistir. Iyonotropik
jellesmeyi gergeklestiren intermolekiiler veya intramolekiiler c¢apraz baglarin
olusumu, pektin zincirlerindeki deprotonlanmis karboksil ve hidroksil gruplari ile Ca®*
arasindaki etkilesim nedeniyle ¢cok hizl bir sekilde gergeklesmektedir. Karisim, kuru
hidrojel film elde etmek i¢in 25 + 1 °C' de orbital ¢alkalayicida kurutulmustur.

6.2.2.3 ila¢ salim performansi

[lag yiiklii kuru filmler, 7 mm g¢apinda kesilerek tartilip, 60 ml dinamik yara sivist
ortalama pH degerini taklit eden TRIS biyolojik tampon ¢ozelti (pH 6,4 TRIS) iceren
kapakl1 viallere konulmus ve orbital ¢alkalayici tizerinde oda sicakliginda 100 d/d’da

karistirilmigtir. ilag salim ortamindan belli zaman araliginda 800 pl s1vi numune
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alinarak UV-vis spektrofotometre yardimiyla, prokain molekiiliiniin karakteristik
dalga boyu olan 289,9 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Olgiilen absorbans, daha
onceden hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi (Sekil E.3, E.4) yardimiyla, Lambert-
Beers kanunu (denklem 5.1) kullanilarak konsantrasyon degerine gevrilip, ilacin yiizde
salimi hesaplanmistir. Biitiin deneyler, ayni kosullar altinda en az ii¢ defa

tekrarlanmugtir.

6.2.2.4 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC)

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi, Perkin-Elmer DSC4000 cihaz: ile
gergeklestirilmistir. Numeneler, kapali Al-pan’lar icinde —75°C ile 300 °C araliinda,

10 °C min ! hizinda 1sitilmislardir. Azot gaz1 50 mL min ! akis hizinda kullanilmistir.

6.2.2.5 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Kuru hidrojel filmlerin ara kesit morfolojik incelemesi Jeol (JSM-6390) marka
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Hidrojel parcalar1 azot gazina 5
dakika batirilmis ve donmus parcaciklar bir spatiil yardimiyla ortadan kirilmistir.
Ardindan Quorum marka kaplama cihaziyla platin ile kaplanarak analize hazir hale

getirilmistir.

6.2.2.6 Reolojik analiz

Hidrojellerin reolojik analizi Anton Paar physica MCR 301 reometre kullanilarak
ol¢iilmiistiir. Numune sicaklign VT2 viskotermi ile kontrol edilmistir. Ilagsiz pektin
(D-0) ve 6 farkl konsantrasyonda ilag igeren pektin hidrojelleri (D-6, D-15, D-30, D-
60, D-90 veya D-180) (Cizelge 6.1) hidrojelleri, ¢capraz baglandiktan 2 saat sonra
agizlar1 parafilm ile dikkatlice sarilmis ve 1 gece boyunca +4 °C’de bekletildikten
sonra numunelerin viskoelastik davraniglar1 arastirilmistir. Bu deneyler osilasyon
modunda, oda sicakliginda 25 mm c¢apli konik paralel plaka (PP25) geometrisi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Olciimlerde GAP 2.9 mm olarak alimmistir. 10 rad s~
! sabit frekansta gerinim taramas: yapilarak lineer viskoelastik bdlge belirlendikten
sonra 10 — 0.1 rad s™ araliginda depolama (G') ve kayip modiiliinii (G") belirlemek
amaciyla frekans taramasi testi uygulanmustir. Biitiin deneyler, ayn1 kosullar altinda en

az li¢ defa tekrarlanmustir.
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6.2.2.7 Sisme orani

Hidrojel filmler, sablon kullanilarak 7 mm ¢apta parcalara kesilmis, bir gece boyunca,
30° C’de vakum etiiviine konularak nemi giderilmis, ardindan biyolojik ortami taklit
eden pH 6,4 TRIS tampon i¢inde bekletilerek, sabit agirliga ulasana kadar belli zaman
araliginda tarttim yapilmistir. Biitiin deneyler, ayni1 kosullar altinda en az ii¢ defa

tekrarlanmugtir.

6.2.2.8 Hidrojellerden kalsiyum salimi

Cozeltilerdeki Ca®* konsantrasyonlar: ICP (Indiiksiyonla birlesmis plazma kiitle
spektrometrisi) (ICP-OES Optima 2100 DV) ile 6l¢iilmiistiir. Belli ¢apta kesilmis
hidrojel numuneleri, icinde 60 ml pH 6,4 TRIS tampon ¢o6zelti bulunan viallere
konulmus ve bir orbital karistirici lizerinde dengeye ulasana kadar 5 saat boyunca 100
d/d hizinda karigtirilmistir. Biitiin deneyler aymi kosullar altinda en az ii¢ defa

tekrarlanmistir.

6.3 Sonuclar ve Tartisma

6.3.1 Molekiiler dinamik simiilasyonlar:

Ilags1iz PGAL hidrojeli ve 5 farkli PGAL-prokain sistemi igin, acik su modeli
kullanilarak  tiim-atom MD simiilasyonlar1 uygulanmistir.  Simiilasyonlarin
yakinsamalar1 enerji ve karekok ortalama kare sapmalari (RMSD) profilleri
incelenerek kontrol edilmistir. Her bir sistem i¢in 3 adet bagimsiz 200 ns simiilasyon
yapilmig, ardindan analizler icin bu veriler birlestirilmistir. Bu yolla hidrojel ag
yapmin stabil oldugu kritik prokain konsantrasyonu tahmin edilmis ve bdylece
kontrollii ila¢ salim davranislart 6ngoriilmiistiir. Hesaplamali sonuglarin dogrulugunu
test etmek amaciyla prokain yiiklii pektin hidrojeller sentezlenerek klasik protokolle
karakterize edilmis, sisme, ilag ve iyon salim, en sonunda da reoloji deneyleri

yapilmustir. Elde edilen deneysel veriler simiilasyon sonuclari 15181nda tartigilmistir.

6.3.1.1 PGAL ve prokain sistemlerinin molekiiler dinamik simiilasyonlari

RMSD, c¢apraz bagli hidrojellerin t=0 ns’deki baslangic yapilarindan yapisal
sapmalarin1 6lgmektedir. Daha kiiciik yapisal sapma, kompleksin iki halinin (baslangi¢

ve o andaki) uzaysal olarak benzer oldugunu gostermektedir. Bu boliimde, zincirlerin
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dinamik davranisini daha gercekei bir sekilde yansitacak her sistem i¢in (toplamda 600

ns) li¢ bagimsiz simiilasyona dayali bulgular tartistimistir.

Sekil 6.2a’da her bir bagimsiz simiilasyon, Sekil 6.2b’de ise bagimsiz simiilasyon
verilerinin bir arada oldugu toplam 6rnekleme icin RMSD verilerinin viyolin dagilimi
goriilmektedir. Bu verilerin zamana bagli degisimleri ise Sekil 6.3’te verilmistir.
Yiksek RMSD degerlerine sahip formiilasyonlarda, simiilasyon siiresi boyunca
zincirler ilk konfigiirasyonlarindan sapmis, zincir boyunca birka¢ monomer ¢ifti
capraz baglanmasim1 kaybetmistir. Kimi zincir ¢iftleri simiilasyon boyunca
kaybettikleri baglarin bir kismimi yeniden kazanmistir (Sekil 6.3). D-0 (¢apraz bagl
prokainsiz yapi), D-6 ve D-60 formiilasyonlar1 zincirleri benzer RMSD dagilimi
vermislerdir (Sekil 6.2b). D-30 ise diisiikk medyan ve geyrekler agiklig: (inter-quartile
range- IQR) degeri ile yapisal deformasyonunun istikrarli oldugunu gostermektedir
(Cizelge 6.2). D-90 sistemindeki ¢apraz bagli zincirlerin RMSD dagilimi biitiin
bagimsiz simiilasyonlarda dnemli oranda degismekte ve yiiksek RMSD degerlerine
ulagmaktadir. En yiiksek prokain konsantrasyonuna sahip D-180 formiilasyonunun
RMSD sonuglar1 hem bagimsiz simiilasyonlar i¢in ayr1 ayri hem de toplu olarak
incelendiginde, capraz bagh zincirlerin, baslangic konformasyonlarina gore fazla bir

yapisal deformasyona ugramadigi goriilmektedir.

Capraz bagh zincirlerin donme yarigap1 (Rg) hesaplamalar1 (Sekil 6.2¢, 6.2d ve Sekil
6.4) RMSD dagilimlar1 ile uyumlu sonuglar vermistir. En kompakt konformasyondaki
D-90 zincirleri en diisiikk Rg degerine sahip zincirlerdir. Prokainsiz PGAL zincirlerinin
ortalama Ry degeri 17,4 A olarak hesaplanmistir (Cizelge 6.2). Bu deger PGAL
jellerinin farkli konsantrasyonlarda Ca?* iyonu varliginda 1sik sacilimi deneyleri ile
elde edilen ve Rg < My (0.= 0.32) orani ile hesaplanan 17,8 A Rq degeri ile uyumludur
[372]. D-90 zincirleri en kompakt, D-180 zincirleri ise en yiiksek Rq degeri ile en uzun

konformasyonda bulunan yapidadir.
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Sekil 6.2 : Capraz bagli PGAL zincirlerinin dinamik 6zellikleri violin grafikleri
(a) RMSD, (c)Rg, (e)Rn her bir bagimsiz simiilasyon i¢in ayri ayri
gosterilmistir. D-0 (kirmizi), D-6 (turuncu), D-30 (siyah), D-60 (mavi), D-90
(yesil) and D-180 (sar1). 3 bagimsiz simiilasyon gezingeleri birlestirilerek (b)
RMSD, (d) Rq ve (f) Rn ¢izilmistir.
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Sekil 6.3 : Zincirlerin zamana bagli RMSD degerleri.
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Sekil 6.4 : Zincirlerin zamana bagl donme yarigap1 degerleri.

Cizelge 6.2 : Modellenen yapilarin medyan ve ¢eyrekler acikligi hesaplamalari.

Ry (A) Rn(&) RMSD (A) RMSF (A) [(d(t)-d(0))|
A)
Median IQR Median IQR Median IQR Median IQR Median IQR
Do 17.4 4.4 42.5 32.9 115 6.4 4.3 4.1 2.3 3.9
D6 17.7 3.8 49.2 25.8 12.7 6.5 5.1 3.7 2.0 4.7
D30 17.8 3.1 40.5 15.8 10.9 2.7 3.6 3.1 1.5 2.4
D60 17.9 3.3 53.4 10.2 114 5.6 4.3 3.5 1.9 3.2
D90 154 3.4 31.1 8.1 18.3 2.7 7.8 4.5 54 9.8
D180 19.0 2.5 51.3 11.6 8.9 3.0 3.5 2.2 14 2.6

Polimer zincirlerinin dinamigi, capraz bagl zincirlerin zamana bagli uctan uca mesafe

(Rn) profilleri ile de incelenmistir (Sekil 6.2, 6.5). Bu hesaplamalar ¢apraz bagl

......

sirastyla bagimsiz simiilasyonlardaki ayri ayri ve biitiin simiilasyonlar beraber Rn

dagilimlar1 verilmektedir. Prokain igermeyen gapraz bagli zincirlerin Rndegeri 42.5 A
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medyan ile 10-70 A arasinda bir dagilim vermistir. Bu deger literatiirde yayinlanmis
olan pH 7 ortaminda 30-40 A arasinda R, dagilimi gosteren diisiik metoksi pektin
dekamerleri Ry degerleri ile uyumlu bir degerdir [301]. Rn dagilimlarinda D-60 ve D-
180’ in zincirlerinin rijitligini korudugu, D-90’1n ise oldukca esnek bir yap1 oldugu

acik bir sekilde ortaya konulmaktadir.
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Sekil 6.5 : Zincirlerin zamana bagli ugtan uca mesafe degerleri.

RMSD, Ry ve Ry analizleri polimer zincirlerinin globular hareketleri ve toplam
esneklikleri hakkinda bir fikir vermektedir. Atomlarin hareketliligi hakkinda bir
yorum yapabilmek i¢in ise RMSF (karekok kare ortalama dalgalanma - root mean
squared fluctuation) analizi yapilmistir. RMSF hesaplamasi i¢in, konformasyonlarin
baslangi¢ yapilarinin yapisal hizalamasi yapilarak zincirlerin kati1 cisim hareketleri
elimine edilmistir. RMSF degerleri dagilimi Sekil 6.6’da her bir sistem igin verilmis,
Sekil 6.7’de ise her bir atom i¢in ayr1 ayr ¢izilmistir. D-90 zincirleri, diger sistemler
ile karsilagtirildiginda yiiksek bir medyan ve IQR ile genis bir dalgalanma
gostermektedir (Cizelge 6.2). Zincirlerin ¢ozelti i¢indeki yiiksek hareketliligin sonucu
ortaya c¢ikan bu yiiksek RMSF degerleri, zincirlerin daha esnek oldugunu ortaya
cikaran diisiik Rn degerleri ile uyumludur. D-180 zincirlerindeki atom hareketliliginin
diisiik olmasi, Rn verilerinden c¢ikartilan zincirlerin daha rijit bir yapida oldugu

sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 6.6 : Zincir atomlarinin RMSF viyolin dagilimlari (a) her bir bagimsiz
simiilasyon i¢in ayr1 ayr1 ve (b) 3 bagimsiz simiilasyon gezingeleri
birlestirilerek ¢izdirilmistir.
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Sekil 6.7 : Zincir atomlarinin RMSF degerleri.

Ardindan, komplekslerdeki Ca?* iyonlarinin gapraz baglanma pozisyonlar1 kontrol
edilmistir. Sekil 6.8’de goriildiigii gibi zincirler 6nemli dl¢iide yapisal sapmalara
ugradiklar1 durumda dahi capraz baglayicilar zincirlerin yakininda kalmustir. Iki
PGAL zinciri arasindaki zincirler arast molekiiler etkilesimlerin kapsamini anlamak
amaciyla, radyal dagilim fonksiyonu (RDF) kullanilmistir. Modellenen yapilardaki
zincirler arasinda az sayida hidrojen bagi olustugu belirlenmistir. Sekil 6.9 da halka
oksijenlerinin hidrojen atomlar1 ile yaptig1 etkilesimler goriilmektedir. Ancak Ca?*
iyonlarmin GAL birimlerinin karboksilat gruplari ile 6nemli derecede ~2.0 A
mesafesinde etkilestigi hesaplanmistir (Sekil 6.10). GAL halkasindaki hidroksil veya
eter oksijenleri Ca?* iyonu ile etkilesime ¢ok az girmektedir. Bu noktada capraz

baglanmay1 -COO" - Ca?* etkilesiminin domine ettigi sdylenebilir.
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Sekil 6.8 : Modellenen yapilarin simiilasyon baglangi¢ ve bitimindeki anlik gériintiileri.
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Sekil 6.10 : Ca?* iyonlarmin galakturonik asit monomerlerinin karboksilik asit
gruplariyla yaptigi etkilesimler icin RDF analizi.
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Sekil 6.8 incelendiginde, zincirler bilyiik oranda yapisal sapmalara ugradiklarinda bile
capraz baglayici1 Ca®* iyonlarinin zincir ara yiizlerinden ayrilmadiklar1 goriilmektedir.
Zincirler yapisal deformasyona ugradiginda, zincirler arasindaki mesafe de
acilacagindan bu durum kuvvetli ¢apraz baglanmayi zayiflamaya ugratacaktir. Sekil
6.8°de goriildiigii gibi bazi Ca?" iyonlar1 iki PGAL zinciri arasindaki capraz
baglanmay1 korurken, bir cogunda Ca?* iyonlarinin sadece bir tek karboksilat grubu ile

etkilesmektedir.

Capraz baglanma seviyesi ile ilgili daha detayl bir analiz yapabilmek amaciyla kars1
zincirler arasindaki en yakin iki GAL biriminin kiitle merkezleri arasindaki mesafe
di(t) hesaplanmis ve ilk t=0 ns’deki mesafeden sapmalar1 abs(di(t) - di(0)) ile
hesaplanmistir (Sekil 6.11 ve 6.12). Burada di(0), t=0 ns’deki baslangi¢ mesafesidir.
Ilagsiz D-0 formiilasyonu icin mesafe dalgalanmalari iki PGAL zinciri arasindaki
capraz baglanmadaki durumu ifade etmektedir; bu nedenle bu hesaplamalar ilacin
capraz baglara olan etkisini ortaya gikarmaktadir. ilagsiz sisteme (D-0) cok diisiik
konsantrasyonda prokain ilavesi (D-6) zincirlerin dinamik davranisini degistirmemis
gibi goriinmektedir. Prokain konsantrasyonunu bir miktar daha arttirildiginda ise (D-
30), mesafe dalgalanmalarinin hem medyan hem de IQR degerleri diisiik
hesaplanmistir ((Tablo 6.2 ve Sekil 6.11). Bu formiilasyonda GAL giftleri arasindaki
capraz baglanmanin Onemli oranda korundugunu goérilmistir. D-60 mesafe
dalgalanmalarinin D-30’a yakin bir dagilim verip vermedigini 6lgmek i¢in Wilcoxson
testi (Wilcoxson rank sum) uygulanmistir. D-30 ile D-60 dagilimlarinin farkli dagilima
sahip olduklar1 p =1.6 x 1072 degeri ile ortaya konulmustur. Capraz bagli D-180

zincirleri yiiksek oranda prokain varliginda birbirlerinden ayrilmamaktadirlar.
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Sekil 6.11 : Farkli zincirlerdeki birbirlerine bakan en yakin GAL monomerleri
arasindaki mesafe dalgalanmalar1 violin grafikleri. Her bir formiilasyon i¢in
(a) 3 bagimsiz simiilasyon ayr1 ayr1 (b) 3 bagimsiz simiilasyon gezingeleri
birlestirilerek cizdirilmistir.
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Sekil 6.12 : Farkli zincirlerdeki birbirlerine bakan en yakin GAL

monomerleri arasindaki mesafelerin zamana bagli degisimi. Her bir
simiilasyon i¢in ayr1 ayr1 ¢izdirilmistir.

Zincirler arasindaki stabilizasyon veya ¢apraz baglanmanin bozulmasinin temel
nedeni prokain ve PGAL zincirleri arasinda sik sik tekrarlanan bag igermeyen

etkilesimlerdir. Artan ila¢ konsantrasyonu ile van der Waals ve elektrostatik
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etkilesimlerin siddeti de artis gostermektedir (Sekil 6.13). Bu etkilesimler ayni
zamanda PGAL zincirlerinin -COO" gruplart ile prokain iizerindeki ester gruplarinin

arasindaki —NH ile hidrojen baglarin1 da icermektedir (Sekil 6.12).
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Sekil 6.13 : Polimer zincirleri ile ila¢ molekiilleri arasindaki (a) kovalent bag
icermeyen etkilesimler, (b) RDF analizi sonuglari.

6.3.1.2 Karakteristik oran hesaplamalari

Ideal zincirlerin mekanik &zelliklerini tahmin i¢in kullanilan karakteristik oran (Cp)
hesaplamalar1 MD simiilasyonu ile elde edilen 3 x 200 ns boyunca elde edilen
konformasyonlarin ortalama kare uctan uca mesafeleri iizerinden hesaplanmistir (Sekil
6.2). Bu hesaplamalarda zincir halkalarinin rijit oldugu, zincir esnekliginin sadece
burulma agilarinin degisiminden kaynaklandigi kabul edilmistir. Zincir uzunlugunun
bir parametresi olan karakteristik oran degerleri literatiir ile uyumludur [371]. Sekil
6.14°te modellerin karakteristik oran degerlerine gore D-90 formiilasyonu en esnek
formiilasyon olarak hesaplanmistir. Bu formiilasyon mesafe dalgalanmalar1 (Sekil

6.11, 6.12) hesaplamalarinda en fazla dalgalanma gdsteren formiilasyondur.
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Sekil 6.14 : Modellenen yapilarin () her bir simiilasyon ve zincir i¢in ayri
ayr1 (b) ortalama karakteristik oran hesaplamalari.
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PGAL ve prokain sistemlerinin MD simiilasyonlar1, kritik 30 mg prokain / g-hidrojel
prokain konsantrasyonunu gostermektedir; bu konsantrasyonun otesinde, PGAL
zincirleri arasindaki capraz baglarin, D-180 disinda, 6nemli 6l¢iide bozuldugu
belirlenmistir. Capraz baglanma bozulmasindan kaynaklanan esneklik artisi,
hidrojeldeki polimer zincirlerinin hareketliliginin artmasina neden olmaktadir. Bu
durumda, Ca®" iyonlar tarafindan korunan yumurta kutusu yapisinin zayiflatarak

bozulmasina neden olmaktadir.

Bunun yanisira, ilaglar ¢apraz bagl zincirler arasina girip bir plastiklestirici etkisi
gostererek polimer zincirlerinin esnekliginin artisina neden olabilir [348, 373, 374].
Bu calismada da ila¢ molekiillerinin plastiklestirici etkisi gostererek zincirleri
birbirinden uzaklastirip, zincirlerin rijitliginin azalmasi1 ve ayni zamanda esnekligin
arttirmasina, dolayisiyla yapida bozunmaya yol agmasmma neden oldugu
diisiiniilmektedir. ila¢ molekiilleri polimerik sistemler igin plastiklestirici gorevi
gorebilmekte ve polimerlerin termomekanik 6zelliklerinde 6nemli degisikliklere
neden olabilmektedir [348, 373 - 376]. Plastiklestirici teorisine gore, plastiklestirciler
polimer kiitlesinin i¢ine difiize olarak zincirler arasinda bos alanlar olusturmakta ve bu
sekilde aralarindaki molekiiller arasi etkilesimi azaltarak, molekiillerin serbest hacim
ve hareketliligini arttirarak molekiiler organizasyonu degistirmektedirler (Sekil 6.15)
[374]. Pektin zincirleri arasindaki mesafenin artmasi Ca* iyonlari ile olusmus yumurta
kutusu benzeri yapmin bozunmasina neden olacaktir. Bu nedenle plastiklestirici
malzemeler degradasyon fenomeninin ana nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedirler. Bununla beraber plastiklestirici konsantrasyonun degredasyon
mekanizmasi lizerine etkisi ve bunun molekiiler hareket ve mekanik 6zellikler lizerine

etkisi heniiz tam olarak netlestirilememistir [377].
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Polimer zincirlerleri birbirlerine gore
hareket etmezler. Plastiklestiriciler polimer
zincirlerinin birbirlerinin

Plastiklestirici
yanindan kaymasini saglarlar.

Sekil 6.15 : Polimer zincirlerinin plastiklestrici etkisi ile birbirleri tizerinden
kaymalari.

6.3.2 Deneysel ¢alisma

Hesaplamali calismalardan elde edilen sonuglar1 degerlendirmek amaciyla, MD
caligmalar1 ile benzer oranlarda olacak sekilde hazirlanan farkli konsantrasyonda ilag
iceren 6 farkli pektin hidrojel ile ilag salim, sisme, iyon salim, taramali elektron
mikroskobu (SEM), diferansiyel tarama kalorimetre (DSC) ve reolojik analiz

caligmalar1 yapilmistir.

6.3.2.1 Pektin hidrojellerin ila¢ salim performanslari

Ilag salim kinetigi hidrojel tabakasindaki ilag¢ konsantrasyonu gradyenine baglidir. Bu
nedenle, ila¢ konsantrasyonu ve hidrojel kalinligi ila¢g akisini domine etmektedir.
Coziicli penetrasyonu, zincir dolasikligi ve ¢ozelti igindeki toplam kiitle (polimer ve

ilag) transportu hidrojel tabakasinin kalinligina etki etmektedir [378].

Farkl1 prokain konsantrasyonlarindaki hidrojel 6rneklerinin (Cizelge 6.1) ilag salim
performanslar1 Sekil 6.16’de goriilmektedir. Simiilasyonlarda diisiik miktarda ¢apraz
bag bozulmasina ugradig: tesbit edilen ve diisiik RMSD degerine sahip D-30 6rnegi,
yapisindaki biitiin ilac1 kontrollii bir sekilde salmistir. Diisiik ila¢ konsantrasyonuna
sahip D-6 ve D-15 hidrojelleri de ilag molekiillerini kontrollii bir sekilde
salabilmiglerdir. Ancak bu hidrojeller biiylik olasilikla diisiik itici giic nedeniyle,
baslangi¢ ila¢ miktarinin sadece % 40 kadarmi salabilmislerdir. D-6, D-15 ve D-30
hidrojel 6rneklerinin ilag salim hizlar1 (dakikada 0.06, 0.08 and 0.09 %), D-60, D-90
ve D-180 orneklerinkinden (dakikada 0.18, 0.19 and 0.23 %) daha diisiik olarak

hesaplanmugtir.

MD sonuglar1 ve ilag salim sonuglari birbiriyle ortiismektedir. Molekiiler seviyede
prokain konsantrasyonunun degisimi ile olusan atomik dalgalanmalar ve zincir

esnekligi, makroskobik seviyede sistem davranislarinin degisimini domine etmektedir.
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MD simiilasyonlarindan goriildiigii iizere ¢apraz bagli D-90 sisteminde, zincirlerdeki
atom hareketliligi yiiksektir; bu nedenle zincirler esnektir (disiik Cn degeri) ve bu
nedenle patlama salim1 yapmustir. Patlama salim yapan bir diger hidrojel olan D-180
formiilasyonunda ise yiiksek prokain kosantrasyonundan dolay1 zincirler rijit ve
olduk¢a acgik bir konformasyonda kalmistir. Burada, patlama salim yiiksek ilag
konsantrasyonu nedeniyle olugsmustur. MD ¢alismalarindaki sonuglar g6z Oniine
alindiginda ilag¢ molekiillerinin  plastiklestirici  etkisi  gostererek  hidrojel
degradasyonunu katalizlemesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Literatiire gore,
polimere fazla miktarda plastiklestirici eklendiginde (bu durumda ilag) kristalinitede

artis olmakta ancak ayni1 zamanda amorf bolgerek siserek daha yumusak bir malzeme

olusmaktadir [379].
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Sekil 6.16 : Hidrojellerden ilag salim profilleri.

6.3.2.2 SEM ve DSC analizi

D-0, D-30 ve D-180 pektin hidrojellerinin ara kesit SEM goriintiileri Sekil 6.17°de
goriilmektedir. Burada D-0 ilagsiz referans yapi, D-30 kontrollii salim profiline sahip,
D-180 ise patlama salim profiline sahip yapidir. D-0 6rneginde 6nemli oranda ¢atlak
ve kiigiik porlar bulunmaktadir (Sekil 6.17a and 6.17b). Bunun hidrojellerin - MD
caligmasiyla uyumlu olmasi amaciyla -plastiklestirici kullanilmadan hazirlanmasindan
kaynaklandigr  diisiiniilmektedir.  Plastiklestirici  ile  hazirlanmig  Onceki
caligmalarimizdaki hidrojellerde bu catlaklar gorilmemistir [2, 172, 173]. SEM
goriintiileri incelendiginde hem D-0, hem de D-30 hidrojellerinin zincir biitiinliiklerini

koruduklart goriilmiistiir. Hidrojel filme 30 mg/ g-film prokain eklendiginde, yap1
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daha homojen ve piiriizsiiz bir hale gelmistir (Sekil 6.17¢c ve 6.17d). Bu noktada
prokain molekiillerinin bir plastiklestirici gibi davrandigi diistiniilmektedir [348, 373].
D-180 hidrojelinin SEM goriintiisiinde ise porlu ve diizensiz yap1 goze ¢arpmaktadir.
180 mg/g-hidrojel prokain konsantrasyonunda ise hidrojelde asir1 prokain
konsantrasyonu nedeniyle diizensiz bir yap1 olusmakta ve genis ¢atlaklar olugsmaktadir

(Sekil 6.17e and 6.17f).

X3,000 5pm 14 30 SEI 5kV 14 30 SEI

14 30 SEI

Sekil 6.17 : Hidrojellerin SEM goriintiileri; a,b: D-0, ¢,d:D-30, e,f: D-180.

Ardindan, kristallenme sicaklig1 ve entalpisini ortaya ¢ikarmak amaciyla D-0, D-30 ve
D-180 hidrojellerine DSC analizi yapilmustir (Sekil 6.18, Cizelge 6.3,). D-0 6rneginin
erime entalpisi (EE) 135.5+3.9 J/g olarak hesaplanmustir. Hidrojele ilag molekiillerinin
ilave edilmesi, erime sicakliginda artisa neden olmustur. Hidrojele az miktarda (D-30:
30 mg ilag /g hidrojel; EE=130.3%15.3 J/g) ila¢ eklendiginde EE degeri az miktarda
diislis gostermistir. Buna karsin yiiksek miktarda ilag sisteme yiiklendiginde (D-180:
180 mg ilag /g hidrojel; EE=38.7+14.0 J/g) ise erime entalpisinde 6nemli oranda diisiis
oldugu belirlenmistir. Bu durumun yiiksek miktarda ilag molekiiliiniin gosterdigi
yiiksek orandaki plastiklestirici etkisinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Polimere

fazla plastiklestirici malzeme eklendiginde erime entalpisinin artmasi beklenmektedir.
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Ancak, D-180 6rneginde, amorf boliimler siserek daha yumusak bir malzeme olustugu
diistiniilmektedir. Erime emtalpisindeki diislis, kristallenme oranindaki diisiisten
kaynaklanmaktadir [379]. Diisiik orandaki kristallenme yiiksek konsantrasyondaki
prokain molekiillerinin elektrostatik ve hidrojen bagi etkilesimleri ile pektin
zincirlerinin diizenini bozarak ¢apraz baglanmay1 zayiflattigina isaret etmektedir. MD
caligmalariyla da tutarli olarak, yiiksek miktardaki ilag molekiillerinin bu
plastiklestirici davranisi pektin zincirlerinin molekiiller arasi etkilesimlerini bozup,

filmlerin mekanik 6zelliklerinde 6nemli degisikliklere meyilli hale getirmistir.
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Sekil 6.18 : D-0, D-30 ve D-180 hidrojellerinin DSC termogramlari.

Cizelge 6.3 : DSC analizi ile hesaplanan erime entalpileri.

Kod D-0 D-30 D-180

Erime 135.5+4 130+15 38.7+14
Entalpisi (J/g)

Erime 205+2 22242.2 220+0.6
Sicakhigi (°C)
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6.3.2.3 Reolojik analiz

Hidrojellerin yapi-fonksiyon iligkisi hakkinda yorum yapabilmek amaciyla reolojik
davraniglar izlenerek kimyasal yapi ile iliskisi arastirilmistir. Polisakkaritlerin su
molekiilleri ile molekiiller aras1 veya molekiil i¢i baglanmasi, 6zellikle polisakkarit
zincirinde yiiklii fonksiyonel gruplarin bulunmasi durumunda, olusan yapinin dinamik
ozelliklerine etki etmektedir. Konsantrasyon, viskozite, kimyasal dzellikler ve matriks
bilesenleri ile kontrol edilebilen jel dayanimi, hidrojel filmin performansi i¢in oldukga

Onemlidir.

Hidrojel mikroyapilart osilasyon analizi ile degerlendirilmistir. Sekil 6.19a’ da farkl
ilag konsantrasyonlarinda hazirlanmis nemli hidrojellerin osilasyon analizi sonuglar
goriilmektedir. Pektin, CaCl, ve prokain molekiilleri arasinda kimyasal bir reaksiyon
gerceklesmemesine ragmen formiilasyonlarda kullanilan tek parametre olan ilag
konsantrasyonu degisimine bagli olarak, viskozite ve elastisite degerlerinde degisiklik
oldugu belirlenmigtir. Frekans artis1 ile kompleks viskozitedeki lineer diisiis, kesme
incelmesi yapisina sahip olduklarmi gostermektedir [381]. Frekans tarama analizi
yapilan biitiin formiilasyonlarin depolama modiilii (G") kayip modiiliine (G") gore
daha yiiksektir; tipik jel benzeri davranis gostermislerdir. Literatiirde de belirtildigi
gibi [382] ilag miktarinin artis1 ile G' degerinin diistiigii belirlenmistir (Sekil 6.19).
Hidrojellerde ila¢ miktarinin artig1 ile G”’nin diismesi, fazla ilacin plastiklestrici etki
gostererek zincirler arasi etkilesimi zayiflatip jel dayanmimini diisiirmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Buna drnek olarak ilag konsantrasyonunun 30 mg g™

gosterilebilir.

D-0 ve D-30 orneklerinin diger yapilara gore ¢cok daha yiiksek bir depolama modiiliine
sahip olmasi bu yapilarin yiiksek oranda birbiri ile benzer bir jel yapisina sahip
oldugunu gostermektedir. Cok diisiik konsantrayonlarda ilag ilavesi (D-6 ve D-15) bu
egilime uymamustir. Diislik ilag konsantrasyonlu filmlerde yapisal bir zayiflik
belirlenmistir. ICP analizi sonuglarina gore bu formiilasyonlardan yiiksek oranda
Ca**salim1 gerceklesmektedir. Bu nedenle bu yiiksek Ca?* salimi hidrojel ag yapinin

homojenligini bozmus olabilir (Sekil 6.19b).
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Sekil 6.19 : Hidrojellerin (a) Frekans tarama analizleri, (b) Ca?* salimi (c)
farkli kayma hizlarindaki sontimleme faktor (d) 10 /s kayma hizindaki
soniimleme faktorii analizi grafikleri.

Frekans tarama testi yapilabilen hidrojellerden en diisiik depolama modiiliine sahip
ornek D-90 olarak belirlenmistir. MD simiilasyonlarinda da ¢apraz bagli hidrojeller
icinde D-90 sisteminin diger sistemlerden daha farkli bir dinamik davranis sergiledigi
not edilmistir. Bu sistemdeki zincirler yiiksek esneklik ve yiiksek RMSF degerlerine
sahiptir; bu hareketliligin neticesinde de ¢apraz baglanma bozulmaktadir. D-180 filmi
gerinim tarama testinde viskoelastik bdlge veremedigi i¢in, bu formiilasyona frekans
tarama analizi yapilamamigtir. Bu durum biiyiik olasilikla 180 mg/g-film
konsantrasyonu ile asir1 miktardaki ilacin literatiirde belirtildigi gibi hidrojelin
degredasyonunu arttirmasindan kaynaklanmaktadir [380]. Bu verilerden pektin
hidrojel matrikse yiiklenen ila¢ konsantrasyonun artisiyla hidrojelin mekanik

ozelliklerini diistiigli yani degradasyon oldugu sdylenebilir.
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Hidrojellerin mekanik dayanimlart ile ilgili daha hassas bir kiyaslama yapabilmek
amaciyla, biitiin ornekleri viskoelastisitelerine gore siniflandirmak igin kullanilan
soniimleme faktorii (tan 6 = G" / G’) degerleri 1-100 1/s kesme hizi araliginda
hesaplanmistir (Sekil 6.19¢, 6.19d). Daha diisiik tan & degerine sahip hidrojelin
mekanik dayanimi daha yiiksek olacaktir. Cilinkii kayip modiiliin elastik modiile oran1
olan tan 6 degerinin azalmasi, elastik modiiliin artig1 ya da kayip modiiliin azalmasi
anlamina gelmektedir. Prokain icermeyen filmin (D-0) soniimleme faktor degeri biitiin
formiilasyonlar i¢inde en yiiksek olarak hesaplanmistir. D-6 ve D-15 filmlerinin
yapisal zayifligiin  yiiksek miktardaki Ca?* salimindan dolayr oldugu
diistinilmektedir (Sekil 6.19b). Soniimleme faktorii tan & D-30 formiilasyonu i¢in en
diisiik degeri vermistir. Hidrojele daha fazla prokain molekiilii eklendiginde bu deger
tekrar artisa gegmektedir. Bu drneklerde, Ca?* iyonu salimi diisiik olmasina ragmen,
MD simiilasyonlarinda da goriildiigi gibi filmlerdeki prokain konsantrasyonu
yiksekligi nedeniyle ¢apraz baglanma bozulmaya ugramistir. Diistik ¢apraz baglayici
salimi biiyiik olasilikla prokain molekiillerinin sterik olarak Ca®" iyonunun ¢ozeltiye
salimini1 engellemesinden kaynaklaniyor olabilir. Elde edilen bu sonuglara gore D-30
hidrojeli en diisiik tan & degeri ile en dayanikli, dolayisiyla en az degredasyona ugrayan
hidrojeldir. Reolojik analiz sonuglar1 ila¢ salim sonuglarmi desteklemektedir. Ilag
salim deneylerine gore de D-30 6rnegi biinyesinde yiiklii olan biitiin prokaini kontrollii

bir sekilde salabilmistir (Sekil 6.16).

6.3.2.4 Sisme davranisi

Hidrojel filmlerde ila¢ salimi temelde su, polimer ve ila¢ arasindaki etkilesim ile
kontrol edilmektedir. Sigsme profilini polimer zincirlerinin gevsemesi, dis ortam iyonik
konsantrasyonu ve ozmotik basing etkilemektedir [378]. Ilag salimi sirasinda, su
molekiilleri ile temas ederek sisen ve su penetrasyonu ile ilag difiizyonunu kontrol
eden bir hidrofilik bariyer olan pektin jel tabakasi sisme, ila¢ molekiilleri ve iyon
hareketliligi nedeniyle siirekli olarak yapisal bir degisiklige ugramaktadir [381]. Ote
yandan, ilag salim kinetigi hidrojel tabakasindaki ilag konsantrasyon gradyenine
baglidir. Bu nedenle, ila¢ konsantrasyonu ve hidrojel film kalinlig, ila¢ akisin1 domine
etmektedir. Hidrojel tabakasi kalinligina ise solvent penetrasyonu, zincir dolagiklig
ve solventteki toplam kiitle (polimer ve ilag) aktarimi etki etmektedir [381].
Hidrojellerin sisme analizi sonuglart Sekil 6.20a’da goriilmektedir. Sisme orant

zamanla artarak bir pik degerine ulastiktan sonra diisiise gecmektedir. Filmler, ag
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yapilarindaki su, iyon ve ila¢ tasiniminin molekiiler seviyedeki etkilesimlerine bagh
olarak, pik degerine farkl: siirelerde ulasmistir. 120. dakika itibariyle en yiiksek sisme
oranina sahip D-30 formiilasyonunun en az degredasyona ugrayan hidrojel oldugu
anlagilmaktadir. Ayn1 dakikada, ¢apraz baglanmanin bozunmasi nedeniyle en diigiik
depolama modiiliine sahip D-6 ve D-15 hidrojellerinin (Sekil 6.19a) sisme oranlarinin
da diisiik oldugu hesaplanmistir. D-90 ve D-180 filmlerinin ila¢ miktarlar1 diger
formiilasyonlara gore oldukga fazla olmasina ragmen en az sisen ornekler olmustur.
Bunun hem ilacin filmin ylizeyini bir bariyer gibi kaplamasi hem de fazla ilag
miktariin polimer zincirlerini yiiksek oranda degrade etmesinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Degradasyon ile ayn1 zamanda solvent diflizyon yollar1 da kesintiye
ugratacaktir. En yiiksek sisme orant D-90 formiilasyonunda hesaplanmistir. D-60
formiilasyonunun yiiksek degredasyon hizina sahip oldugu hesaplanmistir. Bununla
uyumlu olarak, D-60 6rneginin depolama modiillerinin 6zellikle D-0 ve D-30
orneklerine gore onemli oranda disiiktiir. Sisme oranindaki bu yiiksekligin ag

yapisindaki yiiksek ila¢ konsantrasyonundan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Degradasyon hizi diisikk olan D-180 formiilasyonu ise olduk¢a diisiik bir oranda
sigsmistir. Hidrojellerin sisme ve degredasyon davraniglari zincirlerin dinamigi ile
kontrol edilmektedir. Bu degisiklikler, MD simiilasyonlar1 ile belirlendigi gibi
sistemin bilesenlerinin arasindaki molekiiller arasi etkilesimlerin bir uzantis1 olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Yiiksek miktarda ilag molekiilii igeren ¢apraz baglhh D-180
sistemindeki yiiksek Rn ve Rq degerleri, bu sistemdeki zincirlerin rijit bir yapiya sahip
sismesine neden olmus olabilir. Buna ilave olarak, GAL ciftleri arasindaki mesafe
sapmalar1 ve dalgalanmalar1 (Sekil 6.11, 6.12) numunelerin degredasyon hizlar1 ile

kuvvetli bir derecede uyumludur.
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Sekil 6.20 : Hidrojellerin (a) sisme profili (b) degredasyon hizi
hesaplamalari.

6.4 Vargilar

Tez calismasmin bu boliimiinde, MD simiilasyonlar1 yontemi ile esnek yapilardan
kontrollii salim yapilabilecek ila¢ konsantrasyonlar1 tahmin edilmistir. Yapilan
tahminlerin dogrulugunu test etmek amaciyla ila¢ yuklii pektin hidrojellere in vitro
standart karakterizasyon protokolleri uygulanmistir. Bu dogrultuda, farkh

konsantrasyonlarda ilag igeren 6 farkli sistem incelenmistir.

Farkli ilag konsantrasyonlardaki sistemlerde, 6zellikle gapraz baghh GAL giftlerine
odaklanilmis, zincirlerin global ve lokal dinamik davranislari incelenmistir. PGAL
zincirlerinin genel dinamigi ve yap1 esnekligi RMSD, Ry ve R, hesaplamalar ile
aciklanmistir. Atomlarin RMSF degerleri ve capraz bagli birimlerin baslangi¢
noktasina gore mesafelerinin degisimleri, biitiin hidrojel ag yapmin degredasyon
davranisint aciklamaktadir. Bu sekilde molekiiler diizeyde degisen prokain
Konsantrasyonuna duyarli atomik dalgalanmalar ve zincir esneklikleri, makroskopik

diizeyde sistem davranisina etki ettigi ortaya cikarimistir.

MD simiilasyonlar1 ve ilag salim profilleri biiyiik oranda birbirleri ile uyumlu sonug
vermistir. Simiilasyon verilerine gore 30 mg/g prokain yiiklemenin ¢apraz baglamay1
bozmayacagi, bu nedenle bu formiilasyonun diisiik seviyede degredasyona ugrayarak
kontrollii salim yapabilecegi 6n goriilmiistiir. Buna karsin, 90 mg/ g ilag¢ yiikleminin
capraz baglanmay: yliksek seviyede bozacagi ve patlama prokain salimma neden
olacagi tahmin edilmistir. Capraz baglanmanin kaybedilmesinden kaynaklanan
esneklik kazanimi, hidrojeldeki polimer zincirlerinin hareketliliginin artmasina yol

acabilir. Bu durum, Ca®* iyonlari ile olusturulan yumurta kutusu yapisini zayiflatarak
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bozulmasina neden olacaktir. Bunun yani sira ilag molekiilleri ¢apraz baglh zincirlerin
arasina penetre olarak bir plastiklestirici gibi davranip zincirlerin hareketliligini daha
da arttirabilir. MD simiilasyonlari aynt zamanda 180 mg / g-film'lik en yiiksek prokain

......

ise diisiik sismeye, ancak diisiik degredasyona ve hizli ilag salima neden olmaktadir.

Tez caligmasmin bu boliimiinde uygulanan hesaplamali yaklagim benzer esnek
sistemlere de uygulanabilir. Buna gore, kontrollii salim1 koruyan ilag konsantrasyonu
aralig1 veya patlama salimina yol agan kritik konsantrasyon tahmin edilerek, kontrollii

verime sahip sistemlerin tasariminda kullanilabilir.
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7. KONTROLLU ILAC SALIMI YAPAN ZEOLIiT KATKILI PEKTIN
HIiDROJELLERIN GELISTIRILMESI

7.1 Giris

Diisiik metoksili (LM)-pektin, yapisindaki karboksi metil ester gruplari sayesinde
kuvvetli antienflamatuar [199], karboksilik asit gruplari yardimiyla antimikrobiyal
[193], siilfathi gruplar1 sayesinde ise antitrombojenik [383] 6zellikler gostermektedir.
Buna ragmen, diisiik mekanik 6zellikler gosterdigi icin baska polimer veya inorganik
malzemelerle karistirilmasi gerekmektedir [30]. Kompozit hidrojeller daha diisiik
mekanik 6zellikler gésteren hidrojellerin bu 6zelliklerini gelistirmek i¢in tasarlanmis

yeni sayilabilecek biyomalzemelerdendir.

Laboratuvarlarimizda yapilan bir ¢alismada [173],  LM-pektin hidrojele 2-
tiobarbitiirik asit eklenerek pektin hidrojelinin yapisal dayamikliliginin arttirildig:
belirlenmistir. Polimerik sistemlere inorganik malzemelerin eklenmesi, organik
malzemelerin eklenmesiyle elde edilecek malzemelere goére daha iyi termal ve
mekanik 6zellik kazandirmaktadir [384, 385]. Bu baglamda organik/inorganik dolgu
malzemeleri (silika, Kil, kalsiyum fosfat, metal nanopartikiiler, kitin kristalleri, seliiloz
nanokristalleri, grafen, grafen oksit, grafit oksit, karbon nanotiip, nanodiamond,

hidroksiapatit veya zeolitler) hidrojel ag yapisina kovalent veya fiziksel etkilesim ile

eklenmektedir [1, 384 - 386].

Kompozit hidrojeller hem hidrojellerin hem de bu dolgu malzemelerin iistiin
avantajlarina sahip olmaktadir. Kompozit hidrojellerin 6zelliklerinin gelismesi,

hidrojel agyapist ile dolgu malzemesi arasindaki ara yiiz etkilesimleri vasitasiyla

gerceklesmektedir [387 - 392].

Bu tez kapsaminda pektin polimerine, yara tedavisi bakimindan da iistiin
ozellikleri olan zeolit partikiilleri eklenerek elde edilen hidrojellerin mekanik

ozellikleri ve ilag salim performansi incelenmistir.

Zeolitler kafes seklindeki yapilari, kdse paylagimli oksijen atomlart ile birbirine

baglanmis tetrehedral AlO4 ve SiO4 birimlerinden olusmaktadir. Zeolit iskeletindeki
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her bir AlO4 birimi net bir negatif yiik tasimakta ve bu yiik iskelet disinda bulunan
katyonlarla dengelenmektedir. Cesitli biiyiikliikkte (mikro ve mezoporlu) olabilen
porlar1 katyonlar ve hidrofiliklikleri nedeniyle su molekiilleri ile doludur. Yiiksek
kristaliniteleri, diisiik yogunluklari, uniform yapilar1 ve ¢esitli inorganik ve organik
yapilari segici adsorblayabilme 6zelligi [393] vasitasiyla biyosensorler i¢in enzimlerin
immobilizasyonu [394], ila¢ salimi1 [2, 395], yara tedavisi [2, 396 - 398], ve teshisten
tedaviye (teranostik) [399] ¢ok gesitli biyomedikal uygulamalarda [400, 401]
kullanilmaktadirlar. Biyoaktivite ve biyouyumluluk gosterdikleri bilinmektedir [2].
Bu aktif biyomalzemeler ayn1 zamanda diisiik maliyetlidir ve kolay elde edilebilirler

[402].

Biyopolimerik filmlerle karistirilarak kullanildiginda yanik yaralarimin tedavisini
hizlandirmaktadir [403]. Zeolit partikiillerinin in vitro yara iyilesmesi ile ilgili ¢ok az
saylida calisma bulunmaktadir. Ninan ve ark. yaptiklari in vitro ve in vivo bir
calismada, jelatin/ hyaliironik asit/zeolit karisiminin yara iyilesmesi i¢in iyi bir aday
oldugu belirlenmistir [404]. Bu c¢alismada aymi zamanda zeolit partikiillerinin,
numunelerin porluluk oranini 6nemli 6l¢iide arttirdig belirlenmistir. Por miktarindaki
bu artig dermal fibroblastlarin biiyiimesi ve hiicresel yapisma i¢in ¢ok onemli bir
ozelliktir. Zeolitlerin yapilarindaki silanol gruplar1 dolayisiyla da hiicre yapismasi ve
bliyiimesi i¢in uygun yapilar olduklar1 diisiiniilmektedir [405]. Bu nedenle doku

iskelesi olarak da umut vadettikleri sGylenebilir.

Si/Al orani zeolitlerin 6zelliklerini belirleyen 6nemli bir parametredir. Bu oran
genellikle 1-5 arasinda degismektedir. Diisiik Si/Al oranli zeolitlerin yiiksek katyon
degisim yetenegi bulunmaktadir ve cogunlukla antibakteriyel terapi icin
kullanilmaktadirlar. Genellikle Ag, Cu, Zn gibi antibakteriyel metaller zeolitlerin
porlarina inkorpore edilmektedir. Bu zeolitler bir ortama inkiibe edildiklerinde, katyon
degisimi ile bu antibakteriyel iyonlar ortama difiize olarak bakterilerin negatif yiikli

hiicre zar1 ile etkilesmekte ve bakteri i¢ine niifuz ederek zarar vermektedirler [1, 406].

Iyon veya molekiillerin, porlu yapilarmin i¢ine ve disina dogru kolaylikla hareket
etmesine izin verirler. Nitrik oksit, metalik katyonlar ve antibakteriyel ajanlar gibi

cesitli molekiillerle birlestirilerek yara iyilesmesini hizlandirmaktadirlar.

Adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle, zeolitler giiglii bir hemostatik ajandirlar [407].

Biiyiik oranda su adsorblayarak pihtilasma faktdrlerini ve trombositleri daha konsantre
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hale getirirler [408, 409]. Trombositleri aktive ederek kanamay1 durdurmaya yardimci
olurlar [1]. Kandan su absorblayarak hiicresel ve biiyiikk protein bilesenlerin
konsantrasyonunu arttirip yara iyilesmesini hizlandirirlar [3]. Ayni zamanda kan
akisina karsi fiziksel bir bariyer olusturarak da kan durdurmaya yardimci olurlar [405,
408, 410]. Yapilan in vitro ¢alismalarda zeolit temelli ticari kan durdurucu ZSM-5 ve
LTA zeolit temelli QuickClot® {iriiniiniin kan pihtilagmasin1 hizlandirdig1 ve pihti
olusum siiresini azalttig1 belirlenmistir [411]. Bu ticari iiriin uzun yillar Irak ve
Afganistan’da Amerikan ordusu tarafindan kullanilmisgtir. Yunlong Li ve ark. [412]
tavsanlar {izerinde yaptiklar1 in vivo ¢alismada dogal zeolitlerin de 6liim oranini
disiirerek yara iyilesmesini hizlandirdiklarini belirlemislerdir. Bir bagska zeolit ticari
kan pihtilastirict ise gazli bezin i¢ine daha genis tanecikli zeolit partikiillerinin igine
konulmasiyla hazirlanan ACS markasidir [408]. Alam ve ark. yaray1 %1 zeolit katkili
ortiilerle kapladiklarinda kanamanin 3 dakika i¢inde durdugunu ve kan kaybinda
onemli oranda azalma oldugunu belirlemislerdir [413]. Zeolit uygulanmis yaralarda
inflamasyon ve proliferasyon fazlari daha verimli isleyerek uygun yara kapanmasi

saglanmaktadir [414].

Doku rejenerasyonunda oksijen temini en 6nemli parametredir. Yarali dokulara yeterli
oksijen saglanmasi, dermal doku miihendisliginde biiylik bir zorluktur. Zeolitlerin
polimerik iskelet yapilarina eklendiginde, hiicrelere oksijen salimini arttirdigi
gosterilmistir [2, 405] ki bu 6zellik yara Ortiilerinin en énemli gereksinimlerinden
birisidir. Yine baska bir calismada, zeolit partikiilleri yara ortiisiinde kullanildiklarinda
hem oksijen gegirgenligi hem de su buhar1 gegirgenligi degerlerini arttirdigi rapor
edilmistir [2, 405]. Seifu ve ark. florlu zeolit yiiklii poliliretan polimerlerin etkili
oksijen gecirgenligine sahip olduklarini belirlemislerdir [416]. Ayni ¢alismada zeolit
eklenmemis poliiiretan film ile karsilastirildiginda, politiretan-zeolit filmlerin insan
koroner arter diiz kas hiicrelerinin proliferasyon aktivitesi ve doku iskelesine
penetrasyon derinligininin arttigini belirlemislerdir. Bu durumun zeolit partikiillerinin
bir oksijen rezervuari gibi davranip, hiicrelere oksijen taginimini arttirmasindan

kaynaklandig1 yorumunda bulunmuslardir.

Tezin bu bolimde, LM-pektin ve zeolitin {istiin 6zelliklerini biraraya getirilerek
kontrollii ilag salim1 yapabilen, modern yara ortiisii i¢in gerekli 6zelllikleri tasiyan
uygun maliyetli 6zgilin bir yara ortiisii tasarlanmistir (Sekil 7.1). Deneylerde Zeolit A
(Linde tip A-LTA) yapist kullanilmistir. Zeolit-A Si/Al orani 1 olan en basit sentetik
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zeolitlerdendir  (Sekil 7.2). Zeolit partikiillerinin LM-pektin maktriks ile
inkorperasyonu sonucu olusan hidrojel filmin yara iyilesmesi 6zellikleri ile beraber

mekanik ve ilag salim 6zelliklerini de arttirmasi hedeflenmistir.
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Sekil 7.1 : Tez ¢alismasinda tasarlanan yara Ortiistiniin sematik gosterimi.
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Sekil 7.2 : Aliiminosilikat zeolit A ag yapisinin sematik gosterimi. Ag yapi1 LTA-tip
yapiya sahiptir. Boyal1 daire Si, i¢i bos daire O ve i¢inde nokta bulunan daire Al
atomunu temsil etmektedir. Alkali katyonlar gosterilmemistir [417].

Calismada model ilag olarak teofilin kullanilmistir. Kullanilan hazirlama prosediirleri
ve malzemelerin konsantrasyonlari iiretilen hidrojellerin ilag salim performanslarina
etki etmektedir. Bu dogrultuda, hem membrana difiizyon hem de matrikse difiizyon
olmak tizere iki farkli hidrojel hazirlama yontemi kullanilmistir. Ayrica, farkl ¢apraz
baglayici, zeolit ve ila¢ konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. Pektin-zeolit etkilesimlerini
arttirmak amaciyla iki farkli iyonik formatta (Na* ve Zn?*) zeolit-A kullamlmistir.
Bunun yanisira, zeolit partikiillerinin oksijen gecirgenligine katkis1 incelenmistir.

Zeolit-A ve pektin hidrojelinin yiiksek oranda hidrofilik yapilar1 goz oniine alinarak,
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katyon dinamiginin ila¢ salim profili iizerine etkisi arastirilmistir. Segilen hidrojellere

in vitro hiicre canlilig1 testi, yara iyilesmesi testi ve antibakteriyel test uygunlanmistir.

7.2 Malzeme ve Yontemler

7.2.1 Malzemeler

Diistik metoksi (LM) (%31) amitlenmis pektin Herbstreith & Fox firmasindan
(Neuenbiirg, Almanya) temin edilmistir. Gliserin (%99 saflik), CaCl2.2H0, TRIS (2-
amino-2-(hidroksimetil) propan-1,3-diol) ve teofilin Sigma-Aldrich (Diisseldorf,
Almanya)’dan alinmistir. Na- ve Zn-zeolit-A ITU Kimya Miihendisligi
laboratuvarlarinda Prof. Dr. Melkon Tather tarafindan sentezlenmistir. Biitiin
kimyasallar analitik safliktadir ve ek saflagtirma yapilmamistir. Deneylerde ultra

deiyonize su kullanilmistir.

7.2.2 Zeolit partikiillerine ilac yiiklenmesi

Deneylerde 10, 30 veya 50 mg g-film* Zn- veya Na- zeolit A kullanilmistir (Cizelge
7.1). Deneylere baglamadan 6nce zeolit partikiilleri bir gece boyunca 120 °C’de vakum
etliviinde tutularak dehidrate edilmistir. Zeolit ve ilag siispansiyonu bir vial i¢inde,
orbital karigtirict tstiinde, 100 d/d, 10 £ 2 °C kosullarinda 24 saat boyunca
karistirilmis, ardindan 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. ilag
konsantrasyonu, LAMBDA 1050 UV/Vis Spektrofotometre ile belli zaman
araliklarinda zeolit-ilag siispansiyonundan alinan numunelerden Lambert-Beers
kanununa gore (denklem 5.1) 6nceden hazirlanmis kalibrasyon egrisi yardimiyla (E1,

E2) hesaplanmustir.

Cizelge 7.1 : Deneylerde kullanilan Zeolit-A partikiilleri 6zellikleri.

Si/Al orani 1
Gozenek acikligl (NaA) 41A
Yiizey alam 400-500 m_ /g
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7.2.3 lag yiiklii LM-pektin-zeolit hidrojellerin hazirlanmasi

ZnA veya NaA zeolit partikiilleri katkili LM-pektin hidrojeller, ¢capraz baglayici olarak
CaCl,, plastiklestirici olarak ise gliserin kullanilarak iyonotropik jellesme metotu ile
hazirlanmustir. Sulu LM-pektin (% 2 ag ag ™), gliserin (%5 ag ag™) ve zeolit partikiilleri
siispansiyonu, bir petri kabindaki 10 ml CaCl, (0,7 ag ag™) ¢ozeltisi iistiine dokiilerek
kendiliginden jellestirilmistir. LM-pektin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, kuru toz LM-
pektin tartilarak tizerine belli miktarda ultra deionize su eklenmistir. Bu ¢ozelti bir giin
dinlendirildikten sonra kullanilmistir. Gliserin ¢ozeltisi LM-pektin ¢ozeltisi iizerine
eklenmis ve elde eidlen ¢ozelti 2 saat boyunca 150 d/d’da bir manyetik karistirict
tizerinde karigtirilmustir. {lag yiiklii zeolit partikiilleri siispansiyon halinde bu karisima
eklenerek 24 saat boyunca karanlik ortamda karistirilmistir. Ardindan bu karisim, bir
petri kabindaki 10 ml CaCl; ¢ozeltisi lizerine dokiilerek ¢apraz baglanmis ve 100 d/d
donme hiz1 ve 27 + 2°C sicakliktaki bir orbital karistirictya kurutularak hidrojel filmler

elde edilmistir. Bahsedilen bu yontem Sekil 7.3’te sematik olarak gosterilmistir.

ZEOLIT A

Zeolit/ ilag
siispansiyonu

iLAG

2l
. % PEKTIN
OH
o N

Pektin / Gliserin GLISERIN

(plastiklestirici)

oL

Hydrogel Hydrogel ~ A7.30Zn0  A7.50Zn0
(NoDrug)  (With Drug)

Sekil 7.3 : Zeolit A katkili LM-pektin hidrojellerini hazirlama semast.

Hidrojel filmler iki farkli kontrollii salim sistemine gdre hazirlanmistir: membrana
diflizyon ve matrikse diflizyon sistemleri. Hidrojeller kompozisyonlarina gére Ma-
BZy seklinde kodlanmiglardir. Burada M hazirlama metotu (A, B veya C), a mg g-
film™ biriminde CaClI2 x 10, p mg g-film™ biriminde zeolit konsantrasyonunu, Z

zeolite bagli katyonu (Zn veya Na) ve y ise mg g-film™ biriminde ilag
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konsantrasyonunu simgelemektedir. Farkli konsantrasyonlardaki CaCl. (50, 70, 90
veya 100 mg g-film™), zeolit (Zn- veya Na-zeolit, 10, 30 veya 50 mg g-film™) ve ilag
teofilin (30 veya 60 mg g-film?) ile calisilmistir. Membrana difiizyon kontrollii
sisteminde (A ve C kodlu hidrojeller), ¢ekirdek kisim olarak kullanilan ilag yiiklii
zeolit partikiilleri, hem suya hem de ilaca kars1 gecirgen olan ve membran kisim olarak
davranan LM-pektin zincirleri igine gomiilmistiir. Burada zeolit partikiilleri ilag
molekiilleri ile doymus bir rezarvuar boliimdir. A kodlu membran hidrojeller
hazirlanirken, ilag-zeolit siispansiyonu LM-pektin-gliserin ¢ozeltisi igine eklenirken,
C kodlu hidrojellerde, ilag yiiklii zeolit siispansiyonu siiziilerek kalint1 kurutulmus ve
kuru zeolit partikiilleri LM-pektin-gliserin ¢ozeltisi ile karistirilmistir. B-kodlu
ornekler matrikse difiizyon kontrollii salim sistemi ile hazirlanmiglardir. Burada ilag

uniform bir sekilde polimerik matriks i¢cinde disperse edilmistir.

Cizelge 7.2 : Farkli yontemlerle hazirlanan hidrojel formiilasyonlar1 ve ilag

salimlari.
Grup Kod CaCl; Zeolit [lag  Maksimum salim
(mg) (mg) (mg) (%)

1 A9.10Zn30 90 10 30 71.6
A7.30Zn30 70 30 30 80.7% (69.8")
A5.50Zn30 50 50 30 58.2

2 A10.10Zn30 100 10 30 13.2

A10.30Zn30 100 30 30 5.1
A10.50Zn30 100 50 30 5.9

3 B10.10Zn30 100 10 30 59.5
B10.30Zn30 100 30 30 66.7
B10.50Zn30 100 50 30 55.6

4 C10.30Zn30 100 30 30 0.004
C10.50Zn30 100 50 30 0.002
C10.50Na30 100 50 30 7.35

5 n-Z - 30 30 0.25

Na-Z - 30 30 0.05

# A730Zn30.2 igin karigtirma hiz1 200 d/d,

b A730Zn30 igin karistirma hiz1 100 d/d’dir.
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7.2.4 Hidrojellerin yapisal, 1s1l ve reolojik karakterizasyonu

7.2.4.1 Fourier transform infrared spektroskopi analizi (FTIR)

Fourier Transform Infrared (FTIR) spektra analizi, 4000-600 cm™ araliginda KBr
pellet veya total yansitma (ATR) teknigi kullanilarak Perkin-Elmer Spectrum One
FTIR Spektrometre ile oda sicakliinda yapilmaistir.

7.2.4.2 Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC)

Diferansiyel tarama kalorimetre (DSC) analizi, Perkin-Elmer DSC4000 cihazi ile
gergeklestirilmistir. Numeneler, kapali1 Al-pan’ lar iginde —75°C ile 300 °C araliginda,
10 °C dak ! hizinda 1sitilmislardir. Azot gazi 50 mL dak * akis hizinda beslenmistir.

7.2.4.3 XRD analizi

Hidrojel ve zeolit partikiillerinin XRD analizleri, CuK o radyasyonu kullanilarak
Pananalytical X Pert Pro difraktometre ile gerceklestirilmistir. Difraktometre X'Pert
Highscore Plus yazilimi ile kontrol edilmistir. X-ray kirilim desenleri 0,0568 derece.s

! tarama hiz ile toplanmustir.

7.2.4.4 Cozeltilerin zeta potansiyel analizi

LM-pektin (% 2), LM-pektin-gliserin ve LM-pektin-gliserin-zeolit soliisyonlar: TRIS
pH 6,4 cozeltisi ile karigtirlmistir. Biitlin ¢dzeltiler, hidrojel film hazirlanirken
kullanilan kosullar altinda hazirlanmustir. Zeta potansiyel dl¢limleri Zeta-sizer Nano
Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) ile kapiler hiicrelerde
gerceklestirilmistir. Ortalama elektroforetik hareketlilik Smoluchowski esitligi
(denklem 7.1) (Sze, Erickson, Ren, & Li, 2003) ile hesaplanarak zeta potansiyel

degerleri hesaplanmustir.

- &
u=- (7.1)

Burada, u ve 5 sirasiyla pargacik mobilitesi ve ortamin viskozitesi, € suyun dielektrik

sabiti, {'ise parcaciklarin zeta potansiyelidir.
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7.2.4.5 Morfolojik analiz

Kuru hidrojel filmlerin ara kesit morfolojik incelemesi Jeol (JSM-6390) marka
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmstir. Hidrojel parcalar1 azot gazina 5

dakika batirilmis ve donmus pargaciklar bir spatiil yardimiyla ortadan kirilmastir.

Hidrojellerin ylizey piirtizlilligii Nanosurf atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile 50 x
50 mm? yiizey alanl ‘tapping mod’ ile arastirilmustir. Olgiimler hava ortaminda kuru
hidrojel numunelerine yapilmistir. Yiizey puriizliligi 12,5 mm X 12,5 mm alani

iizerinden hesaplanmistir.

7.2.4.6 Reolojik analiz

Hidrojellerin reolojik analizi Anton Paar physica MCR 301 cihazi ile CP25 ve PP25
Olclim plakalar1 kullanilarak yapilmistir. Numune sicakligr VT2 viskotermi ile kontrol
edilmistir. CP25 0lgiim plakast kullanilarak hidrojel sentezinde kullanilan
konsantrasyonlarda LM-pektin, LM-pektin-30 mg Na-zeolitA ve LM-pektin-50 mg
Na-zeolitA c¢ozeltilerinin akis 6zellikleri belirlenmistir. Akis ve viskozite egrileri
deneysel verilere dayanarak ¢izilmistir. Bunun yani sira, LM-pektin (A7-30_0), LM-
pektin-30 mg Na-zeolitA (A7-30Na0) ve LM-pektin-50 mg Na-zeolitA (A7-50Na0)
hidrojelleri ¢apraz baglandiktan 6 saat sonra, heniiz kurumamis numunelerin
viskoelastik davraniglar1 arastirilmistir. Bu deneyler osilasyon modunda, oda
sicakliginda PP25 6l¢iim plakasi kullanilarak gerceklestirilmistir. Olciimlerde GAP
2,7 0,1 mm olarak alinmistir. Bu amagla 10 rad.s™ sabit frekansta gerinim taramasi
yapilarak lineer viskoelastik bolge belirlendikten sonra 10 — 0,1 rad s* araliginda
depolama (G") ve kayip modiiliinii (G") belirlemek amaciyla frekans taramasi testi

uygulanmistir.

7.2.4.7 Temas acisi

Filmlerin yiizeyindeki su temas agis1 oda sicakliginda KSV CAM200 marka temas
acis1 cihazi ile ol¢iilmiistiir.

7.2.4.8 Oksijen gecirgenligi tayini

Oksijen gecirgenlik hizt (OTR) American Society for Testing and Materials (ASTM)
1434-82 standard metoduna gore Brugger GDP-C Miinchen cihazi kullanilarak 23 °C

ve % 0 bagil nem kosullarinda yapilmstir.
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7.2.5 Sisme derecesi

Sisme derecesini belirlemek igin, hidrojeller 5 cm X 5 cm boyutunda, birbirine denk
agirliklarda kesilmis ve 27 °C vakum etiiviinde biitiin gece dehidrasyon amaciyla
bekletilmistir. Numuneler, i¢inde 25 ml pH 6,4 TRIS tampon ¢ozeltisi bulunan oda
sicakligindaki bir petri kabma daldirilmis ve belli zaman araliginda alinarak
tartildiktan sonra tampon ¢ozeltisi igine geri konulmustur. Her bir tarttmdan once
numune yiizeylerindeki fazla nem, iki filtre kagidi arasina konularak dikkatlice

alimmistir. Hidrojellerin sisme orani asagidaki denklem ile hesaplanmistir;

Sisme orant = (W, — W,)/W, (7.2)

Burada Ws ve Wy sirasiyla, 1slak ve kuru hidrojellerin agirligidir.

7.2.6 Hidrojellerin iyon salim

Cozeltilerdeki Zn?" ve Ca?* konsantrasyonlar: ICP (ICP-OES Optima 2100 DV) ile
Olcililmiistiir. Hidrojeller, i¢inde 40 ml pH 6,4 TRIS tampon ¢6zelti bulunan vialllere
konulmus ve bir orbital karistirici lizerinde dengeye ulasana kadar 24 saat boyunca

100 d/d hizinda karistirilmistir. Biitiin 6l¢timler ii¢ defa tekrarlanmastir.
7.2.7 Hidrojellerin in vitro ilag¢ salim

Hidrojellerin in vitro ila¢ salim deneyleri pH 6,4 TRIS tampon ¢ozelti i¢inde
yapilmistir. Ilag yiiklii kuru hidrojel diskleri iginde tampon ¢ozelti bulunan viallere
konulmus ve vialler bir orbital karistirici iizerinde 25 + 1 °C’de karistirilmistir.
Cozeltideki teofilin konsantrasyonu 271 nm’de LAMBDA 1050 UV spektrofotometre
ile izlenmigtir. Cozelti 6rnekleri belli zaman araliginda 700 pL’lik bir mikropipet ile
cekilmis ve absorbans &lciildiikten sonra hizlica viale geri konulmustur. Ilag
konsantrasyonu, Lambert—Beers kanununa (denklem 5.1) gore, onceden ¢ikarilmig
olan kalibrasyon egrisi (Sekil E.1, E.2) kullanilarak hesaplanmistir. Deneyler ayni

kosullarda ticer defa tekrarlanmistir.
7.2.8 Su buhar gecirgenligi hizi

Su buhart gecirgenlik hizi (WVTR) ASTM E96-02 standartlarina gore [30] 25 °C’de
dleiilmiistiir. Hidrojel filmler dairesel boyunlar1 olan kiiciik (A = 2,0 + 0,5 cm?) cam

siselerin agzina sabitlenmistir. Cam siseler, sisenin agzinin 0,5 cm asagisina kadar
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silika pargaciklari ile doldurulmustur. Her bir sigsenin agirlig1 deney baslangicinda (Wy)
kay1t edilmistir. Ardindan siseler, doymus NaCl ile 25 °C’de %75 relatif nem kosullar1
saglanmis bir desikator i¢ine konulmustur. Siseler t=1 giiniin sonunda tekrar

tartilmigtir (W2). WVTR asagidaki denklem ile hesaplanmistir;

WVTR = (W, — W) / (AX t) (7.3)

7.2.9 Hidrojellerin in vitro yara ortiisii karakterizasyonu

Hidrojellerin in vitro yara ortiisii karakterizasyonu 30 mg Na-zeolit (A7.30Na0) ve 50
mg Na-zeolit (A7.50Na0) ilagsiz hidrojel filmleri i¢in yapilmistir. Bu yara ortiilerinin
esneklik, su tutma kapasitesi, dehidrasyon hizi, dispersiyon 6zelligi ve pH degistirme
kapasitesi incelenmistir [419, 420] Hidrojel filmlerin bu 6zellikleri ticari Kaltostat®
(aljinat kalsiyum sodyum) yara ortiisii ile kiyaslanmistir [421]. Kaltostat®, kimyasal

yapist bakimindan LM-pektin hidrojellere olan benzerliginden dolay1 se¢ilmistir.

7.2.9.1 Esneklik

Hidrojellerin Shore A sertligi bir durometre ile ASTM D2240 standartlarina gore
belirlenmistir [422]. Hidrojel filmin esnekligi, organik kaplamalar i¢in uygulanan
D522-93a standartlarina gore [423] 2 ile 32 mm arasinda 14 farkli paslanmaz ¢elik
mili bulunan Erichsen Model 266S model silindirik mil biikme testi ile 6l¢tilmiistiir.
Hidrojel filmler ince bir tabakaya sabitlenmis ve asag1 yukar1 biikiilerek, bir kirilma
olup olmadig1 izlenmstir. Filmde kirik olusturmayan en yiiksek capli silindir kayit

edilmistir.

7.2.9.2 Su tutma kapasitesi

Yara Ortiilerinin su tutma kapasiteleri BS EN 137261:200235 test metoduna gore [424]
belirlenmistir. Teste baslamadan 6nce A7.30Na0 ve A7.50Na0 filmleri 5 cm X 5 cm
boyutunda kesilip tartilmistir. Test ¢ozeltisi olarak, 2.298 g NaCl ve 0.368 g
CaCl2.H20O tuzlar1 1 It deiyonize su iginde ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zeltiden hidrojel
filmlerin kendi agirliklarinin 40 kat fazlasi test ¢ozeltisi alinarak 37 + 1 °C’ye
isitilmistir. Ardindan, test ¢ozeltisi filmlerin iizerine disperse edilmis ve 37 + 1 °C’de
bir inkiibator i¢ine konulmustur. 30 dakika sonra, hidrojel filmler inkiibatrden alinmis
ve tartilmistir. Her bir tartimdan 6nce numune yiizeylerindeki fazla sivi, iki filtre

kagid1 arasina konularak dikkatlice alinmistir. Kiitle kayibu,
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Kuruma sonucu agirlik kaybt (%) = ((W1 B WZ)/ W1) (7.4)

denklemi ile hesaplanmigtir. Burada w; ve Wy, sirastyla hidrojel filmlerin testten

onceki ve sonraki kitleleridir.

7.2.9.3 Dehidrasyon iz

Testten once 5 cm x 5 cm boyutunda hidrojel filmler bir inkiibator i¢inde 37 = 1 °C’de
kurutulmustur. In vitro dehidrasyon hizi 6lglimii igin, filmler 30 dakika boyunca 37 +
1 °C’deki deiyonize su igine daldirilmis ve ardindan disar1 ¢ikarilarak ilk tartim (wa)
alinmistir (Parsons & Bowler, 2005). Bu ilk tartimin ardindan 6rnekler 24 saat boyunca
37 £ 1°C’de tekrar kurutulup, tartilmistir (w2). Her bir 6l¢iimden dnce numunelerin
iistiindeki fazla nem, iki filtre kagidi arasinda dikkatlice alinmistir. Dehidrasyon hizi

asagidaki sekilde hesaplanmustir;

Dehidrasyon hiz (ﬁ) = ((W1 - WZ)/T) (7.5)

7.2.9.4 Dispersiyon ozelligi

Yara ortiilerinin dispersiyon 6zelligi standart BS EN 13726-2:2001 test metoduna goére
[37] belirlenmistir. 5 cm x 5 ¢cm boyutunda hidrojel filmler i¢inde 50 ml su tutma
kapasitesini belirlemek i¢in hazirlanan test ¢ozeltisi bulunan 250 ml’lik bir erlen igine
konulmustur. Erlen 60 s boyunca hizlica dondiiriilmiistiir. Sonuglar, test yontemine

gore “‘dispersiyon var’ ya da ‘yok’ seklinde ifade edilmistir (Sekil 7.18).

7.2.9.5 pH degeri

Hidrojel filmler 1:100 (w v!) oraninda deiyonize su igine konulmus ve oda
sicakliginda 24 saat boyunca bekletilmistir [426]. Cozelti pH degeri WTW marka

taginabilir pH metre ile 6l¢lilmiistiir. 3. ve 24. saatlerde belirlenmistir.

7.2.9.6 Birim alan basina ortalama Kiitle ve kalinhk

Hidrojellerin birim alandaki kiitle (g. m?) ve kalinliklar1 (mm) [401] standartlarina
gore belirlenmigstir. Kuru hidrojel filmler 5 cm % 5 cm boyutunda kesilmis, tartilmis ve
agirliklart alanlarina boliinerek ortalama kiitleleri hesaplanmistir. Kalinlik elektronik

bir kalinlik 6lger ile 6l¢tilmiistiir.
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7.2.10 In vitro hiicre canlihg

Numunelerin hiicre canlilii tizerine etkisi WST-1 hiicre yayilim analizi (Roche,
Mannheim, Almanya) ile Dog. Dr. Saime Batirel (Marmara Unversitesi) tarafindan
tayin edilmistir. PCS-201-012 insan dermal fibroblast hiicreleri (ATCC), 96
kuyucuklu petri kaplarina 5 x 103 hiicre / kuyucuk yogunlugunda ekilip, 37 °C’de %
5 CO ile nemlendirilmis bir ortamda 24 saat boyunca tutulmustur. Ardindan ortam
uzaklastirilip, 350 pL taze ortam ile doldurulmustur. 2 + 0.02 mg agirliginda kesilmis
hidrojel numuneleri kuyucuklarin i¢ine konulmustur. 24 saatlik inkiibasyon sonucu
ortam ve numuneler alinmis ve 100 pL taze kiiltiir ortam1 ve 10 uL WST-1 ajan ile
degistirilmistir. Formazan kristallerinin absorbansi1 400 nm’de bir mikroplaka okuyucu
(Molecular Devices, CA, US”111A) ile dl¢iilmiistiir. Uygulama gruplarinin absorbans
degerleri kontrol grubuna karsi absorbans yiizdesi olarak bulunmaktadir. Her bir
deneyde lclii deney seti kullanilmis ve lic bagimsiz deney uygulanmistir. Sonug
ANOVA programi SPSS versiyon 13.0 (SPSS, Chicago, IL) kullanilarak analiz

edilmistir.
7.2.11 Hidrojel filmler i¢in in vitro yara iyilesmesi ¢calismalari

Hazirlanan hidrojel fimlerin, fibroblast hiicreleri tizerindeki yara tedavisi
potansiyellerini gozlemlemek i¢in yara iyilesme analizi Dog¢. Dr. Saime Batirel
(Marmara Unversitesi) tarafindan yapilmistir. PCS-201-012 insan dermal fibroblast
(American Tissue Culture Collection, VA, ABD) hiicreleri, kolajen kaph 24
kuyucuklu deri kiiltiir petri kaplarma ekilmis ve 37 °C ve 5% CO: ortaminda
tutulmustur. Hiicre baglanmasinin ardindan bir pipet ucu ile hiicrelere ¢izik atilmistir.
Hiicreler, 48 saat boyunca farkli tipte hidrojellere ve sadece kiiltliir ortamina
uygulanmistir. Cizik alaninin fotomikrografikleri, bir mikroskop tarafindan (Carl
Zeiss, Jena, Almanya) hiicre kiiltlir ortamin1 degistirmeden 0., 24. ve 48. inkiibasyon

periyodlarinda alinmistir. Deneyler en az iki defa tekrarlanmistir.

7.2.12 Antibakteriyel analiz

Antibakteriyel etkinlik calismast Marmara Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
dali laboratuvarlarinda Dr. Burak Aksu tarafindan gram negatif bakteri Escherichia
coli ATCC 25922 ve gram pozitif bakteri Staphylococcus aureus ATCC 29213 test
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organizmalarina kars1 yapilmistir. Merkezde kontrol amagli STX diski (Trimethoprim-

sulfamethoxazole, 25ug) kullanilmistir.

7.3 Sonuclar ve Tartisma

LM-pektin-zeolit hidrojeller iyonotropik jellesme metoduyla hazirlanmistir. Capraz
baglayic1 olarak CaCly, plastiklestirici olarak gliserin kullanilmistir. ZnA ve NaA
zeolit (Zn?* ve Na* yiiklii zeolit A) partikiilleri membran cekirdek (ilag yiikleme)
birimi olarak kullanilmakta ve ayni zamanda polimer zincirleri ile kisa mesafeli

etkilesimler yaparak filmlerin stabilitesini arttirmaktadir [1].

Optimum ilag salim performansi verebilecek LM-pektin/zeolit/ila¢ hidrojel filmleri
gelistirilmek amaciyla cesitli formiilasyonlar denenmistir (Cizelge 7.1). Kontrollii
salim yapabilen yara Ortiisii formundaki bu hidrojel filmlerin (1) hazirlama metodu, (i1)
capraz baglayici konsantrasyonu, (iii) zeolit konsantrasyonu ve (iv) zeolite bagh
katyon cinsi olmak tizere dort farkli tasarim parametresi lizerinde ¢alisilmis ve her bir

parametrenin malzemenin performansina etkisi ayr1 ayri incelenmistir.

Hazirlanan hidrojel filmlerin yiizeylerinde por veya ¢atlak bulunmamaktadir; hastaya
sikinti vermeden yaray1 izleyebilecek sekilde homojen ve transparandir. Zeolit
partikiilii igermeyen LM-pektin filmler, zeolitli filmlere gore daha transparandir (Sekil

7.4). Filmlerin yiizeyinde ilag kristallerine rastlanmamustir.

POL POL

YA SR
ORI RS

hydrogel hydrogel A7.30Zn0 A7.50Zn0 A7.30Zn30  A7.50Zn30 A7.50Zn60
(no drug) (with drug)

Sekil 7.4 : Kuru hidrojel filmler [2].
7.3.1 llac yiiklii pektin-zeolit hidrojel hazirlama metodu tayini

Yontem boliimiinde agiklandigi gibi, ilag yiiklii pektin-Na-zeolit hidrojel
filmler A (membran), B (matriks) ve C (membran) olmak iizere ii¢ farkh
hazirlama metodu ile hazirlanmistir. A ve C kodlu hidrojellerde ilag,
membran c¢ekirdek boliimii olarak kullanilan zeolit partikiillerine
yiiklenmistir. A kodlu hazirlama metodunda, ilag yiiklii zeolit slispansiyonun
tamam1 pektin-gliserin ¢ozeltisine karigtirilirken, C kodlu hazirlama

metodunda ise, ilag yiiklii zeolit siispansiyonu siiziilerek kurutulmus,
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ardindan pektin-gliserin karisimina ytliklenmistir. Her bir prosediir i¢in ¢apraz
baglayici, ilag ve zeolit konsantrasyonun ilag salim profiline etkisi
incelenmistir. Sekil 7.5 ve Cizelge 7.2°de goriildiigii gibi membran sistemle
hazirlanan A-kodlu hidrojeller yaklasik %70 kimilatif ila¢ salimi ile
digerlerine gore daha kontrollii bir salim profili sergileyerek en yiiksek ilag
salim miktarina ulagmistir. C kodlu membran filmler ise ¢ok az miktarda ilag
salabilmigtir. Bu aradaki salim farkinin, filmin hazirlanmasi sirasinda
kullanilan su miktar1 farkindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. C kodlu

fillmler, A kodlu filmlere gore ¢ok daha az miktarda su ile hazirlanmiglardir.

100 -

|
h
1

50

-
h
1

Salim miktari (%)

-+- A0 107030 <-AT7.307n30 5-AS5.507n30

==B10.10Zn30 B10.30Zn30 B10.50Zn30
(] T T T T T

T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Zaman (dak.)
Sekil 7.5 : Farkli metotlarla hazirlanan hidrojellerin ilag salim profilleri [2].

B-kodlu filmlerde ise, kiimiilatif ila¢ salim miktar1 yiiksek olmasina ragmen
patlama (burst) salim gézlenmistir. Porlu yapidaki hidrojellerde goriilebilen
patlama salim, matriks sistemlerin en biiylik handikaplarindan biridir [350,
427] Mikropartikiilller i¢indeki porlar, salim ortami sivisi (orn. tampon
¢ozelti) filmin i¢cine daha hizli penetrasyonunu saglamakta ve bdylece ilag,
film yiizeyine daha hizli difiize olmaktadir [427]. Patlama salimi, molekiil
biiyiikliigii ve ozmotik basin¢ nedeniyle, 6zelllikle diisiik molekiil agirlikli
ilaglarda daha c¢ok gerceklesmektedir. Bazi durumlarda, ozellikle yara
tedavisinin baglarinda kontrollii salim 6ncesi patlama salim, hizli tedavi i¢in
istenen bir Ozellik olabilir [350]. Ancak patlama salimin kontrol edilmesi
zordur. Elde edilen sonuglara gore bu ¢alismada, patlama salim miktar1 daha

az olup, daha kontrollii ve fazla miktarda kiimiilatif ila¢ salim1 yapabilen A
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metotu hidrojel hazirlama metotu olarak se¢ilmistir. Karakterizasyon, ilag
yikleme ve salim mekanizmalari bu metotla hazirlanan hidrojeller igin

tartisilacaktir.

Salim ortami karigtirma hizini belirlemek amaciyla, A7.30Zn30 hidrojelinin
ilag salim ¢alismalart 100 ve 200 d/d karistirma hizinda gergeklestirilmistir.
[lacin ¢dziinmesinin ardindan salim ancak uygun salim ¢dzeltisi miktar1 ve
karistirma hizi ile saglanabilmektedir. Calkalayicilar ilacin durgun tabakadan
difiize olmasina yardimci olmaktadir. Salim hizi genellikle kullanilan
karigtiricinin cinsi, sistemdeki akisin cinsi (laminar veya tiirbiilansli) ve
hidrojelin fizikokimyasal 6zelliklerine baghdir. Elde edilen sonuglara gore
(Cizelge 7.2) A7.30Zn30 hidrojelinin ilag salimi, karistirma hizi 200 d/d’den
100 d/d degerine distiriildiigiinde sirasiyla % 80.7° den % 69.3’e diismiistiir.
Salim ortaminin karistirma hizi arttikga, jel tabakasinin biitiinliigii azalmakta
ve boylece ilag salimi artmaktadir [429]. Bu nedenle deneylere 100 d/d

karistirma hizi ile devam edilmesine karar verilmistir.
7.3.2 Yapisal, 1s1l ve reolojik karakterizasyon

7.3.2.1 FT-IR ve DSC analizleri

Sekil 6.6'da goriilen Fourier dontisiimii kizilotesi (FT-IR) spektrumu analizi
yardimiyla hidrojel filmlerde pektin, plastiklestirici malzeme, c¢apraz
baglayici CaCly ve ilag teofilin arasindaki fizikokimyasal etkilesimler
incelenmistir. Saf LM-pektin spektrumunda 3395 cm™ civarindaki genis bant,
polisakkarit zincirlerindeki hidrojen baglari, O-H ve N-H gerinim
bantlarindan kaynaklanmaktadir. 2920-2880 cm ™ bolgesindeki pik, C-H
alifatik gerinim bandim temsil etmektedir. Spektrada goriilen 1677 cm™*
(karboksilat iyonlar1 asimetrik titresim), 1615 cm™ (COO" gruplari) ve 1410
cm™ (karboksilat gruplart C-OH gerinim bandi) saf LM-pektinin diger
karakteristik bantlaridir [430]. Gliserin iceren LM pektin hidrojelinin
spektrasi detayli incelendiginde, saf pektin spektrasindaki 1615 cm™ pikinin,
LM-pektin hidrojel spektrasinda daha diisiik dalga boyuna kaydigini ve ayni
zamanda daha belirgin hale geldigini goriilmektedir. Bu durum hidrojel
olusumu ile hidrojen baglarmin arttiginin bir gostergesidir. Saf LM-pektin
spektrasindaki 1677 cm™ pikinin, LM-pektin hidrojeli spektrasinda 1670 cm’
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! dalga boyuna kaymasi, LM-pektin zincirlerinin Ca?" iyonlari ile carpaz
baglanmis oldugunun bir gostergesidir. Metal iyonlari ile ¢arpaz baglanmis
LM-pektin filmlerinin 1670-1700 cm™ bandindaki kayma C-O gruplarinda

bir rezonans ve konjiigasyon oldugunun gostergesidir [404, 431].

NaA ve ZnA zeolit partikiillerinin hidrojel filme eklenmesiyle elde edilen FT-
IR spektrumu Sekil 7.6’da goriilmektedir. LM-pektin zincirlerine zeolit
partikiilleri immobilize edildiginde, Si-O-Si ve Al-O-Al esneme titresimleri
nedeniyle 1150-850 cm™ bolgesinde pikler ortaya ¢ikmis [396] ve pektin ve
zeolitin piklerinde sadece kiiglik kaymalar olusmustur. Bu durum, zeolit

parcaciklarinin polimer matrisine basartyla dahil edildigini gostermektedir.
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Sekil 7.6 : Hidrojellerin FT-IR spektrumu [2].
Teofilin yiikli hidrojellerde, teofilinin heterosiklik gruplarinin C-H titresim
gerilmesine ait ~3120 cm™de yeni bir absorpsiyon bandi olustugu goézlenmistir. Bunun
yanisira, sirastyla amid I ve amid II'nin karbonil gruplarina ait olan ~ 1660-1650 cm™
ve ~ 1560-1550 cm™ araliginda iki giigli pik olusmustur [431]. Ilag yiiklii
hidrojellerde, ~ 1740 cm™'de -COOCHj5 ester piki kaybolmus ve ~ 1675 cm™'de -COO"
piki ortaya ¢ikmustir. Boylece, sistemin daha iyonik hale geldigi gosterilmistir. C-C ve
C = N (1665-1550 cm™ bantlar1) teofilin gerilme modlari, NaA zeolit hidrojel
spektrasinda kiigiik spektral degisiklikler gostermis; buna karsin ZnA zeolit
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hidrojelleri i¢in bu degisiklik gézlenmemistir. Bu spektral kaymanin sonuglar1 sisme
ve ilag saliminda kendini gostermistir (detaylar Boliim 7.3.5°te tartisilacaktir). ilag
yiiklii hidojellerde, karboksilat iyonlariin titresim pikini temsil eden (1675 ve 1563
cm™) pikleri, NaA zeolit hidrojel filmlerinde baslangig ilag konsantasyonunun artisiyla
kaymustir. Bu kayma, Na* ve Ca?* iyonlar1 arasinda bir iyon degisimi olabilecegini
gostermektedir  [431]. Ozellikle, A7.30Na30 ve A7.30Na60 hidrojellerinin
spektrumunda gozlenen 1563 and 1566 cm™ bantlarinin, Ca?* ile teofilin molekiiliiniin
imidazol halkasindaki N7 atomu arasindaki etkilesimden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Bu bulgular, NaA zeolit filmlerinden Ca?" saliminda 6nemli rol

oynayan metal-teofilin kompleksinin olustugunu gostermektedir.

FT-IR spektrumundan ila¢ salim mekanizmasinda énemli rol oynayan iyon degistirme
mekanizmalarii ve hidrojellerin iyonik mukavemetindeki degisiklikleri de gosteren
veriler elde edilmsitir (detaylar 7.3.5 bolimiinde tartisilacaktir). Bu verilerden,
sentezlenen hidrojellerde yeni yapilarin olusmadigini, molekiiler biitiinliglin
bozulmadan ve ilag molekiillerinin hidrojellere basarili bir sekilde dagitildig:

anlagilmaktadir.

DSC analizi verilerine gore (Cizelge 7.3), biitiin hidrojeller yaklasik 48 ve 100 °C
civarinda iki farkli Ty noktast gostermistir. A7.30Zn30 filminin en diisiik
kristalizasyon sicaklig1 ve entalpisine sahip olmasi, bu hidrojelin diger hidrojellerden
farkl1 bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bu filmin farkliligi ilerideki
boliimlerde detayli olarak tartisilacaktir.
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Cizelge 7.3 : Zeolit ve ila¢ miktar1 ile katyon cinsinin film yapisina ve ila¢ salimina

etkisi.

Kod Na- Zn- dla¢  Kristallenme  Kristallenme Sisme Maksimu
zeolit zeolit (mg) Sicakhgi (C) Entalpisi Oram m salim

(mg) (mQ) (J/9) miktari

(%)
A7.30Na30 30 - 30 195 -11 9.1£1.4 34925
A7.50Na30 50 - 30 195 -9.7 8.9+1.2  49.7+2.6
A7.30Zn30 - 30 30 191 -2.8 14.4+0.8  69.8+2.4
A7.50Zn30 - 50 30 194 6.1 7.7£03  43.6£1.3
A7.30Na60 30 - 60 - 12.7£0.5  76.9£1.2
A7.50Na60 50 - 60 - 18.2+0.0  85.9+0.9
7

A7.30Zn60 - 30 60 - 59+0.7  68.3%l1.5
A7.50Zn60 - 50 60 - 10.2£1.7  76.7+1.1

7.3.2.2 XRD spektrofotometre sonuclari

Sekil 7.7 ve 7.8’de zeolit partikiilleri, saf LM-pektin polimeri ile A7.30Zn30 ve
A7.50Zn30 hidrojel filmlerinin X-1s1m1 desenleri goriilmektedir. Saf LM-pektinin
verdigi genis pik, polimerin amorf yapisini temsil etmektedir. Zeolit partikiilleri X-
15101 deseni ise zeolitin kristalin dogasini agikga gostermektedir. Zeolit partikiilleri 20
=6° da yiiksek oranda kristalin yap1 gostermektedir. Diger ayirt edici pikler 206= 23,
26, 29 ve 31 pikleridir. 30Zn30 ve 50 Zn30 hidrojel filmlerin XRD desenleri, zeolit
partikiillerinin polimer igine dagitildigi durumda da kristalinitesini korudugu
gozlenmistir. Filmlerde gesitli CaxZny kompleksleri (A7.30Zn30 filminde CaZns;
A7.50Zn30 filminde ise CaZns ve CasZns3) olustugu belirlenmistir (Sekil 7.7 ve 7.8).
Olusan bu farkin Zn*"’min baslangig konsantrasyonu farkindan kaynaklandig
diisiiniilmektedir [432]. Daha yiiksek miktardaki Zn%*, A7.30Zn30 filmi i¢inde iyonik

formda kalabilmis ve bu durumda daha fazla ¢apraz baglayici davranisi gostermistir.
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A7.50Zn30.
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7.3.2.3 Zeta potansiyel ol¢ciimii

Zeta potansiyel ({) bir partikiiliin bulundugu c¢evredeki elektrokimyasal yiizey
Ozelligini tanimlamaktadir [433]. pH 6,4 ortaminda 6lglimii yapilan biitiin ¢6zeltilerin
zeta potansiyelleri negatif olarak ol¢iilmistiir (Sekil 7.9). Cok diisiik { degerine sahip
dispersiyonlar, partikiiller aras1 van der Waals ¢ekme kuvvetlerinden dolay1
agregasyona ugrayabilirler. LM-pektin, LM-pektin — gliserin ve LM-pektin — gliserin
—Na zeolit ¢ozeltilerinin { degerleri sirastyla —46.0 = 0.3, —49.8 £ 0.7 ve — 61.0 = 0.2
mV olarak 6l¢ililmiistiir. { +25 mV’den biiyiik veya -25 mV’den kii¢iik ise ¢cozelti stabil
bir ¢ozeltidir. Bu degerler, hazirlanan tiim sentez c¢ozeltilerinin stabil bolgede
oldugunu gostermektedir. LM-pektin ¢ozeltisine gliserin ¢ozeltisi eklendiginde zeta
potansiyel degerinde ¢ok az bir degisiklik olmakta; buna karsin zeolit ilavesi bu degeri
onemli derecede degistirmektedir. Bu durum zeolit partikiillerinin ilavesiyle matrise

eklenen yiik yogunlugunu gostermektedir.

-20 A

40 A

Zeta Potansiyel (mV)

-60 -

P = P-Gly mPZ

Sekil 7.9 : LM-pektin (P), LM-pektin-gliserin (P-Gly) ve LM-pektin-
gliserin-NaA zeolit (PZ) ¢6zeltilerinin zeta potansiyel degerleri.

7.3.2.4 Taramal elektron mikroskopu analizi

Kuru filmlerin ara kesitlerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil
7.10°da  gosterilmigtir.  Sekil 7.10a’da  %2’lik saf LM-pektin ¢ozeltisinin
kurutulmasiyla hazirlanan 6rnegin SEM goriintiisiinde yol yol, pliriizsiiz ve gozeneksiz
bir morfoloji goriilmektedir. Sekil 7.10.b’deki pektin hidrojel filmlerin de nisbeten
piirtizsiiz oldugu, buna karsin yapida ~4 um capinda kiiresel gozenekler olustugu not
edilmistir. Pektin filmlere teofilin yiiklendiginde ise film piiriizsiizliigiini korumus

ancak kiiresel gézenekler dar yariklara doniismiistiir (Sekil 7.10c). ilag yiiklii pektin
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filmin daha biiyiik ve dairesel ¢ukurlari olan SEM goriintiisii, ilacin pektin kanallarina

dogru difiize oldugunu ve bu yolla hidrojele yiliklendigini gostermektedir.

DI W ST WK WND

e sy o R a

Sekil 7.10 : Hidrojellerin SEM gériintiileri; (a) saf pektin, (b) pektin
hidrojel, (c) ilag yiiklii pektin hidrojel, (d) A7.30Zn0O, (e) A7.50Zn0O, (f)
A7.30Zn30, (g) A7.50Zn30 [2].

Pektin filme zeolit partikiillerinin eklenmesiyle (A7.30Zn0 ve A7.50Zn0) daha
diizensiz ve biiylik gbézenekler olusmus ve gozeneklerin dagilimi, zeolit icermeyen
pektin hidrojele gore daha diizensiz bir morfoloji sergilemistir (Sekil 7.10 d-e). Yapi
birbiri {istiine gecen tabakalardan olusmus daha piiriizlii bir hale donlismiis ve farkl
fazlarin olusmasiyla yapisal bir diizensizlik belirmistir. Beklendigi gibi daha porlu bir
yap1 olugmus, porlarda kiigiik kiiciik partikiiller bulundugu goriilmiistiir. Bu sayede de
solventin hidrojele difiizyonu artacaktir. Bu yapisal degisim ile hidrojelin oksijen
gecirgenligi, sisme orani ve kiimiilatif ila¢ salim miktarinin artacagi diisiiniilmektedir.
Hidrojellere eklenen zeolit parcaciklarmin  miktariin  arttirilmasi,  filmlerin

morfolojisinde kayda deger bir degisiklige yol agmamustir.

A7.30Zn30 hidrojel filminin topografik yiizeyi ¢ok kalabalik bir goriintii vermistir
(Sekil 7.10.f). Bu numune kiibik zeolit-A morfolojisine benzeyen ¢ok sayida keskin
kenarli kristallerin varligiyla, diger formiilasyonlardan olduk¢a farkli bir yap1
sergilemistir. Ilacin hidrojele yiiklenmesiyle, zeolit partikiilerinin LM-pektin i¢indeki
sik1 yapisinin degisiklige ugradigi ve partikiillerin daha genis bir alana yayildig:
diistiniilmektedir. Bu durum, ileride detayli olarak anlatilacagi gibi, zeolite baglh

Zn?*’nin pektin zincirlerinin galakturonik asit rezidiisiiniin COO™ ve OH" gruplari ile
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etkileserek, ek ¢apraz bag gorevi yapmasi sonucu gerceklesmis olabilir. A7.30Zn30
hidrojel filminin diger filmlerden farkli yapis1 FT-IR, kristalizasyon entalpisi, iyon
salimi, sisme orani ve ilag salim performanslarinda da kendini gostermistir. Buna
karsin daha fazla miktarda zeolit partiliikii iceren A7.50Zn30 (Sekil 7.10.g) filminin
morfolojik yapisi ilagsiz film ile benzerdir. Genel olarak, numunelerin gézenek
yapilarindaki farkliliklar, pektin matriksin kanallarina ilag difiizyonunun bir gostergesi
olabilir. Pektin filme zeolit ilavesi, ¢Oziicii tutulumu ve ilag salimini artiran daha
gozenekli bir yap1 ortaya koymustur. Elde edilen SEM goriintiileri, pektinin ilag salimi

icin ¢cok uygun olan porlu bir matriks olusturdugunu gostermektedir.

7.3.2.5 AFM analizi

Laboratuvalarimizda yapilan oOnceki calismalarda [124, 173], bu c¢alismadaki
formiilasyon kullanilarak hazirlanan pektin hidrojelinin ortalama yiizey piirtizliliigi
(Sa) degeri 20,4 nm, 2-tiobarbitiirik asit eklenmis pektin hidrojelinin Sa degeri ise 21,8
nm olarak dl¢iilmiistiir. A7.30Zn0 ve A7.50Zn0 hidrojellerinin yiizey topolojisi ve Sa
degerleri Sekil 7.11°de goriilmektedir. 30 mg zeolit i¢eren hidrojelin (A7.30Zn0) Sa
degeri 49,6 nm iken, bu deger 50 mg zeolitli hidrojelde (A7.50Zn0) 60,2 nm’ye
cikmustir. Pektin-zeolit hidrojel igindeki zeolit miktar1 arttikga Sa artmistir. Bu
sonuglar, zeolit ilavesiyle porlarin genisledigini gésteren SEM verileriyle (Sekil 7.10)
ile uyumludur. Zeolit ilavesi pektin hidrojellerinin kristalinitesini arttirip, diflizyon
yolu iistiinde bir engel olarak davranmaktadir. Zeolit partikiilleri hidrojel matriks
icinde esas islevi olan ila¢ tasiyici bir malzeme olarak gorev yapmasinin yani sira,
pektin hidrojellerin hem kristalinitesini arttirarak hem de biiyiik olasilikla difiizyon

yolunda bir engel olusmasina neden olarak ilag salimini1 daha kontrollii hale getirmistir.
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30Na0 Sa=49.618

Z-Axis - Scan forward _Line fit

12.1pm
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Z-Axis range

Line fit 581nm

Z-Axis - Scan forward Line fit

Line ft 581nm

50Na0 Sa=60.21

Z-Axis - Scan forward Line fit

12.5um

om

om X+

12.5um

Line fit 758nm

Z-Axis range

Z-Axis - Scan forward Line fit

Line fit 758nm

Sekil 7.11 : 30Na0 ve 50Na0 hidrojel filmlerin AFM goriintiileri.

7.3.2.6 Reolojik analiz

Hidrojellerin yapi-fonksiyon iligkisi hakkinda yorum yapabilmek amaciyla, reolojik
davraniglar izlenerek kimyasal yapi ile iliskilendirilmistir. Polisakkaritlerin su
molekiilleri ile molekiiller arasi1 veya molekiil i¢i baglanmasi, 6zellikle polisakkarit
zincirinde ytiklii fonksiyonel gruplarin bulunmasi durumunda olusan yapinin dinamik
ozelliklerine etki etmektedir [435]. Konsantrasyon, viskozite ve kimyasal 6zellikler ile
kontrol edilebilen jel dayanimi, hidrojel filmin performansi igin ¢ok 6nemlidir [436].
Sekil 7.12°de LM-pektin ve LM-pektin-zeolit hidrojellerinin heniiz tam kurumadan
gerceklestirilen osilasyon analizi sonuglar1 gériilmektedir. LM-pektin, gliserin, zeolit
ve CaCl; arasinda kimyasal bir reaksiyon ger¢eklesmemesine ragmen, bilesenlerdeki

konsantrasyon degisimine bagli olarak, viskozite ve elastisite degerlerinde degisiklik

olmustur.

150




G
(@ 10 1
-
£ 10y
; g :""~-._ .
z 10° e, T
o B
R '-l....,_!
i3 R
,i?’ 1.___.!..-.
2 | = Pectm fibn (no zeolic) > “Ra
£ 1P = A7.30NaD
o AT SONaly
10 ey
10 100 10} 10#
Angular frequency (rad s)
(b) LU‘E
-
P
Rl T T S e b b
E [ —a—
L ¥}
50
g ~+ Pectin film (no weolile)
Z = A7.30Nad
AT 50Maly
107 - f !
1ot Lo 10 10°
Angular frequency (tad s
[¥ 5
(© 10 ~ Pectin film (no zeolile)
= AT 30Nal
o~ A7.50Nal)
i
=
=
£ 10
g
A
<
= ._._.._.-_.—--—--—I—'l—1
10" TS ;
! [ 10t ¥

Angular [requency (rad s™)

Sekil 7.12 : Zeolitsiz, 30 ve 50 mg zeolitli pektin filmlerin frekansa bagli (a) depolama
modiilii, (b) kayip modiilii ve (¢) kompleks viskozite grafikleri [2].

Analizi yapilan biitiin filmler tipik jel benzeri davranis géstermislerdir. Sekil 7.12°de
LM-pektin hidrojel, 30 mg zeolitli (A7.30Na0) ve 50 mg zeolitli (A7.50Na0)
cozeltilerin frekansa bagli olarak kompleks viskozitelerindeki degisim goriilmektedir.
Frekans artis1 ile kompleks viskozitedeki lineer diisiis, kesme incelmesi yapisina sahip
olduklarin1 gostermektedir [381]. LM-pektin ve LM-pektin-zeolit hidrojellerinin
elastik yapisinin biiyiik oranda LM-pektin, CaCl, ve zeolit partikiilleri arasindaki
elektrostatik etkilesimden etkilendigi belirtilmistir [437].

Reolojik analiz verileriyle hidrojel mikroyapilari da irdelenmistir. Biitlin ¢apraz baglh
hidrojellerin depolama modiillerinin (G'), kayip modiillerine (G") gére 6nemli olgiide
yiiksek oldugu hesaplanmistir (Sekil 7.12 b,c). Elde edilen sonuglara gore, pektin ve

pektin-zeolit hidrojellerin G’ ve G" degerlerinin frekansa bagl olarak 6nemli bir
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degisiklik gostermedigi ve birbirine yiliksek oranda bagli jel benzeri yapi
olusturdugunu gostermektedir [381]. Kompleks viskozite grafiginde de goriildigi
gibi LM-pektin filme zeolit ilavesiyle G’ degeri 6nemli dl¢iide artis gostermistir. Daha
yliksek G' degeri, biiyiik olasilikla LM-pektin zincirleri ve zeolit partikiilleri arasindaki
etkilesimden dolayi, daha kuvvetli bir yapiy1 ve bunun sonucu olarak jel rijitliginin
artigin1 gostermektedir. Sekil 7.12.b’de goriildiigi gibi, LM-pektin hidrojelinin G’
degeri, zeolit katkili hidrojelden ¢ok diisiiktiir. Bu verilerden de, LM-pektin hidrojel
matrikse zeolit partikiilleri ilavesinin, hidrojelin mekanik 6zelliklerini arttirdig:
sOylenebilir. Bu artisin ayn1 zamanda LM-pektin ile zeolit partikiilleri arasindaki

ikincil baglardan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

7.3.2.7 Temas acis1 analizi

Pektin-zeolit hidrojel filmlerinin yiizeylerinin suya olan ilgisi temas ag¢is1 6l¢iimii ile
belirlenmis [438] ve bu dzellige zeolit konsantrasyonu, katyon tipi ve ilag varliginin
etkisi incelenmistir. Pektin-gliserin ¢ozeltisine zeolit eklenmesiyle zeta potansiyel
degerinde O6nemli miktarda degisiklik olmustur (Sekil 7.8). Pektin hidrojel filmin
temas agis1 degeri 55° [124] iken, bu deger zeolit ilavesiyle pektin-zeolit hidrojelinde
Na-zeolit A katkili hidrojel i¢in 65°, Zn-zeolit A hidrojel i¢in ise 59° olarak
Olcililmiistiir. Hidrojel iizerindeki yiiksek yiik miktari, su molekiilleri ile etkilesime
girerek hidrojen baglar1 olusturmakta ve boylece yiizey nemliligi artarak temas agisi
degerini diisiirmektedir. Buna karsin temas agisi Olgiimlerinden goriildigi gibi,
elektronegativitedeki azalma daha hidrofobik bir yapi1 olusturmaktadir. Pektin
zincirleri iistindeki COO™ gruplar1 ile Ca®* iyonlar1 arasindaki etkilesim sonrast,
capraz bagli hidrojellerin zeta potansiyel degerlerinin daha diisiik elektronegatif deger
vermesi beklenmektedir. Daha yiiksek negatif zeta potansiyel degerine sahip pektin-

zeolit ¢Ozeltisi i¢in daha yiiksek temas agis1 degeri 6l¢iilmiistiir [439].

Hidrofobik yiizeyler, yilizey piiriizliiliigiiniin arttig1 durumlarda hidrofilik béliimlerden
olusmaktadir. SEM goriintiilerinde (Sekil 7.10) acik bir sekilde goriildiigii gibi
A7.30Zn30 hidrojeli en piiriizlii ara kesite sahiptir. Bunun, asir1 derecedeki ¢apraz
baglanmanin, ila¢g salimma da etki edecek sekilde diizensiz 3-boyutlu bir yap1
olusturmasindan [440] kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Detaylar, Ca®* ve Zn?* iyonu

salim boliimiinde tartigilacaktir.
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7.3.2.8 Oksijen gecirgenligi

A7.30Zn30 ve pektin hidrojelin oksijen iletim hizi1 (OTR) sirastyla 33 ve 0.15 barrer
olarak oOl¢iilmiistiir. A7.30Zn30, zeolitin diizenli gézenekli yapis1t nedeniyle pektin
filmden ¢ok daha yiiksek OTR sergilemistir. Yiiksek oksijen gecirgenlik hiz1 yara
tedavisinde onemli bir parametredir. Yeterli oksijenin yara onarma prosesinde ek
enerji kaynagi olarak gorev yaptigr bilinmektedir. Oksijen, bakterileri oksidatif
oldiirmesi, epitelizasyon, damarlanma ve kolajen sentezi gibi yara tedavisinin farkl
adimlarinda kullanilmaktadir [441]. Hidrojel filmlere zeolit partikiillerinin
eklenmesiyle, zeolit-LM pektin ara yiizeyindeki bosluklar ag yapi kanallarini
olusturmakta ve boylece gaz gegirgenligi artmaktadir. Buna karsin, zeolitten zengin
bolgelerdeki serbest hacimdeki artig, diger bolgelerdeki sikismay1 arttiracak ve gaz
difiizyonunu kisitlayacaktir. A7.30Zn30 filmi, kritik bir noktanin {istiindeki ¢apraz bag
miktarina sahip oldugundan (detaylar ilerideki boliimlerde verilmistir) heterojen 3-

boyutlu bir yapiya sahip olmus ve bu nedenle oksijen gegirgenligi de ¢ok artmustir.

7.3.3 Sisme davranisi

Daha 6nce Boliim 6’da tartisildigi tizere, ilag salim kinetigi hidrojel tabakasindaki ilag
konsantrasyon gradyenine baghdir. Ilag salimi sirasinda, pektin jel tabakasi sisme
nedeniyle hareketlenen zincirlerin etkisiyle siirekli olarak yapisal bir degisiklige
ugramaktadir [54]. Burada, hidrojel tabakasmin kalinligi solventin penetrasyonu,
zincirlerin dolasiklig1r ve solventteki toplam kiitle (polimer ve ilag) aktarimindan
etkilenir [436]. Sonug¢ olarak, ila¢ konsantrasyonu ve hidrojel film kalinligi, ilag

akismi/salimimi domine etmektedir.

A7.30Zn30 ve A7.50Na30 disindaki biitlin hidrojel filmlerin sisme orani ve ilag salim
performanslar1 arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmistir (Cizelge 7.2). Ayni
kompozisyondaki filmler karsilagtirildiginda, Zn-zeolit filmlerin sisme oranlarinin Na-
zeolit filmlere gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum, Zn?"’nin valans
elektron sayisindan kaynaklanmaktadir (asagidaki boliimde detayli olarak
anlatilacaktir). SEM analizinde (Sekil 7.10) goriildiigii gibi morfolojik yapis1 da diger
hidrojellerden farkli olan A7.30Zn30 beklendiginden daha yiiksek bir sisme orani

vermistir.
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7.3.4 Ca?* ve Zn? iyon sahm

[lag molekiillerinin yanisira capraz baglama katyonu Ca?* ve zeolit partikiillerine baglh
katyon Zn?* da sisme esnasinda hidrojelden salinmaktadir. Sekil 7.13’te verilen ICP
sonuglarina gore, Na-zeolit hidrojellerinde baslangi¢ ilag konsantrasyonu artisiyla,
Ca?" salimi da artmistir. A7.30Na60 hidrojelinden Ca?" iyonu salimi, A7.30Na30
hidrojeline gore daha fazla gerceklesmistir. Teofilin molekiiliiniin Ca®*, Zn?* gibi iki
valansli katyonlarla, Na* gibi tek valansh katyonlara gore daha kuvvetli etkilesime
girdigi bilinmektedir [431]. Boliim 7.3.2.1’de FT-IR spektra lizerinden tartisildig: gibi,
Na-zeolit hidrojelinde ila¢ miktarmin artis1 ile teofilin- Ca®* absorbsiyon bandini
temsil eden 1675 cm™ piki 1670 cm™’e kaymistir. Bu kayma Ca?" ile teofilin arasinda
bir etkilesim gergeklestigini gostermektedir [442]. Elde edilen sonuglar, ilag
molekiillerinin ortamdaki katyonlarla, 6zellikle Ca®" ve Zn?* ile etkilesime girerek
tampon ¢ozelti ortamina tasidiglr ve bu ortamin iyon konsantrasyonunu degistirerek
yumurta kutusu yapisini bozdugunu gostermektedir. Zn-zeolit hidrojellerinde ise Ca?*

iyonu salimi ilag miktarina bagli olarak bir degisiklik gdstermemistir.

Kullanilan Zn-zeolit miktar1 30 mg g-film™®’den (A7.30Zn60 filmi) 50 mg g-film*’e
arttirildiginda (A7.50Zn60 filmi), teofilinin yamsira baslangic Zn?"’nin % 60’1
salinmaktadir (Sekil 7.13.b). Bu durum, A7.50Zn60 hidrojelinin galakturonik asit
zincirlerinin COO" gruplar1 ¢apraz baglayici ile doyduktan sonra, agikta kalan fazla
Zn?* iyonlar1 ve teofilin molekiillerinin etkilesmesi ile aciklanabilir. Bu sonuglar,
sisme ve ilag salim sonuglarini da desteklemektedir (Cizelge 7.3). Ote yandan, Zn®
iyonu, kolajen sentezi ile hiicre canliligini1 desteklemesi ve serbest radikal aktivitesini

diisiiriip bakteri biliylimesini azalttig1 icin yara tedavisinde Onemli bir rol

oynamaktadir.
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Sekil 7.13 : Hidrojellerden (a) Ca?* iyonu (b) Zn?* iyonu salim1 [2].
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7.3.5 llac yiikleme ve salinm

7.3.5.1 Zeolit partikiillerine ila¢ yiikleme ve salimi

Farkli ila¢ (30 ve 60 mg) ve zeolit (10, 30 ve 50 mg) konsantrasyonlarinda bir dizi
deney yapilmistir. Ilag molekiillerinin yaklastk % 99’u 2 saat iginde zeolit
partikiillerine yiiklenmesine ragmen, Zn-zeolit ve Na-zeolit partikiillerinden sirasiyla,
ilacin % 0,25 ve % 0,05’1i pH 6,4 TRIS tampon ¢ozeltisine salinabilmistir (Cizelge
7.2). Bu durumun teofilin molekiilii ile zeolit kafes yapisi arasindaki kuvvetli
molekiiler etkilesimlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. ilag molekiillerinin zeolit
istiine tutundugu ve aralarindaki kuvvetli etkilesimden dolay1 salinamadigi
diistiniilmektedir. Grubumuzda gergeklestirilen Na-zeolitA-teofilin MD simiilasyonu
bulgular1 da bu verileri desteklemektedir. Buna karsin, ilag yiiklii zeolit partikiilleri
LM-pektin zincirleri i¢ine gomiildiigiinde, teofilin molekiillerini olduk¢a uzun siire
boyunca salabilmistir (Sekil 7.14). Bu farkliligin teofilin molekiiliiniin LM-pektin
zincirinin fonksiyonel gruplari ile etkilesme afinitesinden ve/veya hidrojel matriksteki

su miktarindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

LM-pektin-zeolit hidrojel yapisi ve ilag salimi arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla,
(1) capraz baglayici, (ii) ilag konsantrasyonu, (iii) zeolit konsantrasyonu ve (iv) zeolit

partikiillerinin iyonik formu olmak iizere dort farkli tasarim parametresi incelenmistir.

7.3.5.2 LM-pektin-zeolit hidrojellerinin ila¢ salim profili

Capraz baglayici konsantrasyonu etkisi: Ila¢ salimmin en o6nemli tasarim
parametrelerinden biri olan ¢apraz baglayici konsantrasyonunun etkisini belirlemek
amaciyla Cizelge 7.2 ve Cizelge 7.3°te verilen hidrojel formiilasyonlariyla bir dizi
deney yapilmistir. Capraz baglayici miktari, 6zellikle pektin zincirlerinin iyonize olup,
iyon-iyon itmesi sonucu zincirler aras1 mesafenin arttig1 yiiksek pH degerlerinde daha
cok etkili olmaktadir. Bu amagla (30 mg g-film™) konsantrasyonunda ilag yiiklii, (10,
30 veya 50 mg g-film™* Na-zeolit veya Zn-zeolit) konsantrasyonlarinda zeolit ve (50,
70, 90 veya 100 mg g-film™) konsantrasyonlarinda CaCl; iceren filmlerin ila¢ salim

profilleri karsilagtirilmigtir.

Zn-zeolit katkili filmlerde, zeolit ve ilag konsantrasyonu sabit tutulurken, capraz
baglayict konsantrasyonu arttirildik¢a ilag salim miktarinda onemli bir diisiis

gozlenmistir (Cizelge 7.3). Capraz baglayici konsantrasyonu 90 mg g-film™

155



degerinden 100 mg g-film™’a arttirlldiginda, ilag saliminda % 60’a varan bir diisiis
gozlenmistir (A9.10Zn30 ve A10.10Zn30 hidrojelleri; Cizelge7. 3). A7.30Zn30 ve
A10.30Zn30 hidrojelleri i¢in de benzer sonuglara ulasilmigtir. Bu hidrojellerde de
capraz baglayici konsantrasyonu 70 mg g-film™®’den 100 mg g-film™'" e yiikseltilince
ila¢ saliminda 6nemli Ol¢lide diisiis goriilmiistiir (Cizelge 7.4). Bu durum, hidrojel
yapisinda gémiilii bulunan zeolit yiizeyinin yakinindaki Zn?* iyonun bagli bulundugu
yerden ayrilip, pektin zincirlerindeki —COO™ ve -OH" yakinlarma dogru giderek,
Ca?’nin yanisira bu iyonun (Zn?*) da ek ¢apraz baglayici olarak davranmasiyla
aciklanabilir [171, 285]. Buna ilave olarak Zn?* katyonunun Na' katyonuna gore,
galakturonik asit rezidiisiinin -COO™ gruplar1 ile daha kuvvetli etkilestigi de
bilinmektedir [58].

Cizelge 7.4 : Kiimiilatif ila¢ salim miktarina ¢capraz baglayict miktarmin etkisi.

Kod Zeolit (mg) flag CaCl, Salim Yiizdesi
(mg) (mg)
A9.10Zn30 10 30 9 71.6
A10.10Zn30 10 30 100 13.2
Zn-Zeolit  A7.30Zn30 30 30 70 69.8
A10.30Zn30 30 30 100 5.1
A50.50Zn30 50 30 50 50.2
A10.50Zn30 50 30 100 5.9
Na-Zeolit A7.30Na30 10 30 70 34.9
A10.30Na30 10 30 100 84.0
A7.50Na30 30 30 70 49.7
A10.50Na30 30 30 100 81.0

Buna karsin, Na-zeolit hidrojellerinde Na-zeolit, sisme ve ilag salim davraniglarina
pozitif yonde etki etmektedir (Cizelge 7.2 ve Cizelge 7.4). Bu durumda da zeolitten
ayrilan Na* iyonlarinin hidrojel yapisindaki Ca®* ile yer degistirmesi durumunda -
COO" gruplan ile koordinasyonunda valans elektron sayisinin (+1) yetersizligi
nedeniyle yumurta kutusu modeli kismen de olsa bozulacak ve gercek capraz
baglanma oran1 diisecektir. Boylece, pektin hidrojel matrisi igindeki ¢oziiniir bolgeler
artacak ve gecirgenligi daha yiiksek bir hidrojel yapisi olusarak [443] hidrojelin sisme

orani ve kiimiilatif ila¢ salim miktar1 artacaktir.

156



Sonug olarak, laboratuvarimizda pektin hidrojel ile yapilan bir ¢alisma [303] ve 6n
deneylerden (Boliim 7.3.1) elde edilen veriler dikkate alinarak, hem Na-zeolitli hem
de Zn-zeolitli hidrojel film sentezinde ¢apraz baglayici konsantrasyonu i¢in 70 mg g-

film? optimum deger olarak kabul edilmistir.

Ila¢ ve zeolit konsantrasyonu ve zeolite bagh katyonun cinsinin etkisi: Genel
egilim olarak, A7.30Zn30 ve A7.30Zn60 ornekleri harig, ilag miktar:1 30 mg’dan 60
mg’a arttikga, tampon ¢ozelti ile hidrojel film arasindaki itici gii¢ artisindan dolayz,
hem Na-zeolitli hem de Zn-zeolitli filmlerde ilag salim miktar1 yaklasik iki kat
artmistir (Sekil 7.14). Benzer sekilde, zeolit miktarinin artisiyla da, A7-30Zn30 harig,
tim hidrojellerin hem sisme hem de ilag salim miktarlarinda artis gozlenmistir
(Cizelge 7.4, Sekil 7.13, Sekil 7.14). Sekil 7.14’teki sonuglara gore, biitiin hidrojeller
yaklasik 250. dakikada platoya ulasarak kontrollii salim profili gostermislerdir.

A7.30Zn30 hidrojelinin davranisinin genel egilimlere uymadigi gézlenmistir.

Genel olarak, Na-zeolit katkili filmler, Zn-zeolit katkili filmlere gore daha fazla ilag
salmiglardir. Capraz baglayici etkisi ve FT-IR spektrumunin analizindeki egilimlere
benzer olarak, Na-zeolit ile hazirlanan filmler (A7.30Na30 harig), Na* iyonlarinin Ca?*
iyonlar1 ile yer degistirmesi sonucu olusan daha geg¢irgen hidrojel yapisindan dolay1
Zn-zeolit ile hazirlanan filmler ile kiyaslandiginda daha yiiksek sisme orani ve

kiimiilatif ila¢ salim miktar1 gostermislerdir (Cizelge 7. 4, Sekil 7.14).
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Sekil 7.14 : Hidrojellerin ilag salim profilleri [2].
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A7.30Zn30 hidrojelinin davranisi, genel egilimlere uymamaktadir (Cizelge 7.4, Sekil
7.14). A7.30Zn30 hidrojelinin hem sisme hem de ilag salim miktar1 A7.50Zn30
hidrojelinden daha az olmasi ve ayn1 zamanda ila¢ konsantrasyonu daha yiiksek (60
mg g-film™) olan A7.30Zn60 filminin de 30 mg g-film™ ilach filme (A7.30Zn30 ) gore
daha fazla miktarda ila¢ salimi yapmasi beklenmektedir. Fakat bu iki filmin
(A7.30Zn30 ve A7.30Zn60 ) ilag salim sonuglar1 birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir (Cizelge
7.4, Sekil 7.14). Na-zeolit ile hazirlanan hidrojellerde (Na* iyonunun valans elektron
sayisindan dolay1) Ca®* iyonu ile Na* iyonunun yer degistirmesi sonucu (Na* sadece
bir adet COO" ile etkilesime gegebileceginden) capraz baglama oraninda diisiis
olacaktir. Bu dislis dolayisiyla sisme oranmi ve ilag salim miktarlarinin ayni
formiilasyondaki Zn-zeolitli hidrojellere goére daha fazla olmasi beklenmektedir.
Fakat, A7.30Zn30 formiilasyonunda ila¢ salimi %70 olarak gerceklestigi halde,
A7.50Zn30 formiilasyonu igin bu deger, %44 ve A7.30Na30 formiilasyonu igin %35
olarak belirlenmistir. Beklentinin tersine, A7.30Zn30 formiilasyonundan daha yiiksek
ila¢ salim degerine ulasmustir (Cizelge 7.2, Sekil 7.13, Sekil 7.14). Bu hidrojelden iyon
salimi (Sekil 7.13), nisbeten zayif ilag-katyon etkilesimi dolayisiyla olusan kuvvetli
capraz baglanma nedeniyle daha diisiik olmustur. Boliim 7.3.2.1°de detayli olarak
anlatildigr ve FT-IR spektrumundan da goriildigi gibi A7.30Zn30 filminde teofilin
molekiiliiniin ortamdaki katyonlara (Ca?* ve Zn?*) baglanmadig1 diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, ila¢ yardimiyla dis salim ¢ozeltisine katyon difiizyonu az olmustur (Sekil
7.13). Sonug¢ olarak, bu hidrojelin sismesi esnasinda dig ortamdaki iyon
konsantrasyonu artmamistir. A7.30Zn30 hidrojelinde Ca?* iyonlar1 LM-pektin
zincirlerini ¢apraz baglamak amaciyla kendi pozisyonunu korumus ve Zn?* iyonlar1 da
ayrica ek bir ¢apraz baglayici olarak gorev yapmistir. Bu sekilde capraz baglama
seviyesi kritik bir noktanin istiine ¢iktig1 ve diizensiz yapida 3-boyutlu homojen
olmayan bir matriks olustugu distiniilmektedir [323, 440, 444]. Bu farkliliklart
agikliga kavusturmak amactyla A7.30Zn30 filminin SEM goriintiileri (Sekil 7.10)
incelenmigtir. Boliim 7.3.2.4’te tartisildig1 gibi, Na- ve Zn- iceren diger numunelerde
hidrojelin ara kesit morfolojileri biiyiik oranda homojen ve piiriizsiiz bir yapida
olmalarma karsin, A7.30Zn30 filmi, yiizeyinde kiigliik keskin partikiillerin oldugu
kalabalik bir goriintii vermistir. Bunun hidrojeldeki asir1 ¢apraz baglanma sonucu
olusan diizensiz yapidan kaynaklandigi diisliniilmektedir. Katyon konsantrasyonun
film iginde belli bir kritik noktanin iistiinde bulunmasi da, filmin homojen olmayan 3-

boyutlu bir yap1 olusturmasina neden olmustur [445]. Boylece kritik noktanin tistiinde
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asir1 capraz baglanma sonucu 3-boyutlu diizensiz bir yapi olusturan A7.30Zn30
hidrojeli daha fazla sigsmis ve bunun sonucu olarak beklenenden daha fazla ilag
salmigtir. Bu hidrojelin kars1 iyon salim1 zayif ilag —katyon etkilesimi [446] sonucu
olusan kuvvetli capraz baglanmadan dolay1 diger hidrojellere gére daha az olmustur.
FT-IR spektra analizinde gortldigi gibi A7.30Zn30 filminde teofilin katyonlarla
etkilesime girememektedir. Bu nedenle katyon salimi da diisiik olmustur. Bdylece
sisme esnasinda, dig ortamda iyon konsantrasyonu artis1 da diisitk olmustur. Biiyiik
olasilikla Zn?*, teofilin yerine galakturonik asid rezidiisiiniin -COO" veya -OH-
gruplartyla kuvvetli etkilesim yapmistir. 50 mg Zn-zeolit kullanildiginda ise, COO" ve
OH- gruplar1 i¢in doygunlugun iistiinde olan Zn?* iyonu, teofilin ile etkilesmektedir.
Sekil 7.15’te ilag salim miktar1 ve sisme hizina maksimum ila¢ miktari, ilag

konsantrasyonu ve zeolit konsantrasyonu arasindaki iligkiler gosterilmistir.
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Sekil 7.15 : Zn-zeolit ve Na-zeolit filmlerin tasarim parametreleri arasindaki iliski
(a) zeolit konsantrasyonu ile maksimum ila¢ salim miktarinin degisimi, (b) baslangic
ila¢ konsantrasyonu ile maksimumu ila¢ saliminin degisimi, (c) zeolit
konsantrasyonuna bagli olarak sisme oraninin degisimi, (d) sisme oranina bagh
olarak maksimum ila¢ salim1 ve (e) Zn-zeolitli filmlerin ilag salimlarinin sisme
oranina bagli olarak degisimi [2].

FT-IR (Sekil 7.6) ve ICP (Sekil 7.13) sonuglarina gore, A7-30Zn30 formiilasyonunda
Ca?* ve Zn** iyolarmin teofiline daha diisiik oranda baglanmasi, dis salim ortamindaki
iyonik konsantrasyonun daha az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Boylece bu
hidrojel daha fazla siserek daha fazla ila¢ salabilmistir. Teofilin molekiillerinin bir
kismi1 hidrojel matriks i¢inde sikismis ve baslangicta yiiklenen ilacin tamami
salmamamustir. Hidrojellerin XRD desenlerinde goriilen (CaZnis, CasZnz) metal-

metal kompleksleri hidrojel i¢inde bir bariyer olugturmus olabilir.
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[lag salim verilerinde gdzlenen bir baska olay ise, kiimiilatif salim platoya ulastiginda
dahi, baslangigta yiiklenen ilacin tamamen salinamamis olmasidir. Bu
tamamlanmamig salimin, teofilin partikiillerinin hidrojel matriks i¢cinde sikismasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. ila¢ molekiillerinin bir kismi kendi aralarinda
kiimeler olusturarak, hidrojel yiizeyine dogru yeterli difiizyon yolu bulamamakta ve
salim ortamina ulasamayip, hidrojel i¢inde sikisip kalmaktadir. Bu kiimeler, salim
ortami diflizyon yolu istiindeki diger partikiil kiimeleri ile de yeterli baglanti
saglayamamaktadir. Teofilin molekiillerinin salim ortamina difiizyonu sadece film
ylizeyine dogru difiizyon olarak degil, ayn1 zamanda birbiri ile illiskili parcacik
kiimelerinin internal difiizyonu ile de gergeklesmektedir. Ayrica teofilinin difiizyonel
salimi, birbirine bagli parcacik kiimeleri i¢inde hidrojel boyunca diflizyon olarak degil,
i¢ difiizyon olarak da meydana gelmektedir. Baslangicta yiiklenen ilacin tamamen
salinamamasi ilag¢ kiimeleri sikigsmasi ile agiklanirsa, yiiklenen ilacin sikigmis bolimii,
hidrojel degradasyon ile pargalanip difiizyon yolu olusturana kadar salinamayacaktir.
Bu eksik salimin iistesinden gelmek i¢in film sentezlenirken homojenizasyonun
saglanmas1 amaciyla sonikasyona maruz birakmak ve daha uygun kurutma yollar

bulmak gerekebilir.

Asidik ila¢ ¢ozeltisi hazirlama ortaminin ila¢ sahm performansina etkisi : Ilag
¢ozeltisi pH degerinin hidrojelden ilag¢ salim profiline etkisini incelemek amaciyla, 50
mg g-film? konsantrasyonunda zeolit ve 30 mg teofilin g-film™ konsantrasyonunda

ilag igeren A.50Na30 A hidrojeli, ila¢ teofilin 0,1 N HCI ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir.

Teofilinin 0,1 N HCI ortamindaki ¢6ziniirliigii su i¢indeki ¢oziinlirliigiinden daha
yiiksektir [447]. Kuvvetli asidik ¢6zeltiler, filmin yapisini bolerek efektif yiizey alanini
artirmakta, boylece ilag salim performansi da artmaktadir. Sekil 7.16°da goriildiigii
gibi teofilin asidik ortamda ¢oziildiiglinde, daha yiiksek pH degerinde hazirlanan
hidrojele gore patlama salim diismekte ve toplam kiimiilatif ila¢ salim1 artmaktadir.
Asidik ortamda hazirlanan A7.50Na30 A filmi su ortaminda hazirlanan A7.50Na30
filmine gore platoya 3 saat daha ge¢ ulasmis ve kiimiilatif ila¢ salim1 da A7.50Na30
filminin yaklasik 1,5 kati1 kadar olmustur. Bu durum, (i) asidik ortamda daha porlu,
genis ylizey alanli ve daha uzun diflizyon yolu olan hidrojel yapist olusmast; (ii) bu
ortamda hazirlananan pektin hidrojelinin sismesinin gecikmesi ve (iii) teofilinin diisiik

pH’da daha yiiksek ¢oziiniirliigii ile agiklanabilir.
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Sekil 7.16 : Ilag ¢ozeltisi pH degerinin A7.50Na30 hidrojelinden ilag
salimina etkisi.

7.3.6 Su buhari gecirgenligi

Su buhar1 gegirgenligi (Water vapor transmission rate- WVTR) yara Ortiisii
malzemeleri i¢in &nemli bir parametredir [448]. Ideal bir yara ortiisii, asiri
dehidrasyonu engelleyecek sekilde optimum su kaybina izin vermelidir [449 - 451].
Normal saglikli bir deri igin bu deger giinliik 204 g m iken, graniilasyonlu yaralar
veya yanik yaralarmda 5138 g m™ degerine ¢ikmaktadir. Sekil 7.17°de goriildiigii gibi
sentezlenen kuru hidrojel filmlerin WVTR degerleri ~ 3000 g.m.giin ™"’ dir. Sonuglar

literatiir ile uyumludur [441].
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Sekil 7.17 : Hidrojellerin su buhar1 gegirgenligi hiz1 analizi [2].

Hazirlanan hidrojel filmlerin oldukga yiiksek oranda su buhari gegirgenligine sahip
olduklar1 tespit edilmistir. LM-pektin-zeolit hidrojellerinin sundugu en Onemli
avantajlardan biri olan kisiye Ozel tasarim yapilabilmesi sayesinde, hastanin ve
hastaligin durumuna gore, 6zel uygulamalar i¢in, sentezlenen hidrojellerin kalinlik
ve/veya plastiklestirici miktarlarim1 ve/veya cinsi degistirilerek [62-64] WVTR
degerleri daha diisiik veya yliksek seviyeye ¢ikarilabilir.

7.3.7 Filmlerin in vitro yara ortiisii karakterizasyonu

30 mg g-film? ve 50 mg g-film? zeolit iceren hidrojel filmlerin (A7.30Na0 ve
A7.50Na0) in vitro yara Ortiisii karakterizasyonu sonuglari Cizelge 7.5’te

goriilmektedir.
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Cizelge 7.5 : A7.30Na0, A7.50Na0 formiilasyonlar1 Ve ticari tiriiniin in vitro yara
iyilesmesi deneyleri.

Test Kod Kaltostat®
A7.30Na0 A7.50Na0
Shore A sertligi 72 73 Veri yok
Esneklik® (mm) 2 2 Veri yok
Su tutma kapasitesi (g g™) 474+1.33 5.93 +£0.49 18.44 +1.30
Dehidrasyon hiz1 x 10* (g dak™) 28£2 32+3 350
Dispersiyon karakteristigi Disperse Disperse olmadi Disperse oldu
olmadi

De-iyonize su i¢inde pH degeri
3 saat sonra 5.70 5.76 6.00°
24 saat sonra 5.88 5.94 6.80°
Birim alan basina kiitle (g m?) 137+ 6 121 £ 12 148 + 4
Kalmlik (mm) 0.11 £0.06 0.13 £0.00 2.00

ASTM D2240 standartlarina gore bir durometre ile yapilan Destek (Shore) A sertligi

Olciimlerine gore hidrojel filmler, en kiiclik ¢apli silindir (2 mm) ile dahi kirilmayacak

esneklikte (Cizelge 7.5) olduklar1 igin yara tedavisinde biiyiik konfor saglayacaklardir.

Hidrojellerin su tutma kapasiteleri, ticari iirlin Kaltostat’inki ile beraber Cizelge 7.5°te

verilmistir. A7.30Na0 and A7.50Na0 absorbladiklari sivi, kendi agirliklarinin sirastyla
yaklasik bes (4.74 + 1.33 g g-film™) ve alt1 (5.93 + 0.49 g g-film™?) katidir. Onceki

calismalardan belirlendigine gére LM-pektin hidrojelin su tutuma kapasitesi kendi

agirhginin ii¢ katidir (3.08 + g.g-film™) [173]. LM-pektin-zeolit hidrojellerin su tutma

kapasiteleri, Kaltosta’nin su tutma kapasitesinden (18.44 + 1.30 g g-film™ ) yaklasik

3-4 kat daha diisiiktiir. Optimal bir yara Ortiistiniin su tutma kapasitesi ise 2.3 g g-film
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! civarindadir [419]. Bu nedenle, LM-pektin zeolit temelli hidrojellerin su tutma

kapasiteleri, yara tedavisi uygulamalari i¢in uygundur denilebilir.

Filmlerin yara tedavisinde uygulanabilirligini desteklemek amaciyla dehidrasyon
hizlar1 da 6l¢iilmiistiir (Cizelge 7.5). Onceki ¢alismayla karsilastirildiginda [173] zeolit
ilavesinin LM-pektin fimlerin dehidrasyon hizin1 (7.05 £0.25 x 10—4 g dak ?) arttirdig
belirlenmistir. Hidrojellerin dehidrasyon hizi, ticari iirlinden 12 kat daha diisiik
hesaplanmistir. Sonug¢ olarak, dehidrasyon hizi ve su tutma kapasitesini beraber
gbzoniine alindiginda Kaltostat, LM pektin-zeolit hidrojellerinden 3-4 kat daha yiiksek
stvi absorblamasina ragmen, evoporasyon ile daha fazla sivi kaybetmektedir. LM
pektin-zeolit filmler ise Kaltosta’ya gore daha nemli bir ortam saglamaktadirlar; bu da

yara tedavisi i¢in 6nemli bir avantajdir.

Fimlerin siv1 ile etkilestikleri zamandaki mekanik 6zelliklerini belirlemek amaciyla
dispersiyon o6zellikleri incelenmistir. Filmler, deriden uzaklastirilirken hastaya aci
vermemesi i¢in biitlinliiklerini korumalidirlar. Tuz ¢6zeltisi i¢inde Kaltostat tamamen
dagilirken, A7.30Na0 and A7.50Na0 numuneleri biitiinliiklerini korumuslardir
(Cizelge 7.5). Buna ilave olarak, filmlerin test kosullarinda sekil ve seffafliklarinda bir
degisiklik gézlenmemistir (Sekil 7.18).

Sekil 7.18 : Hidrojel filmlerin dagilma karakteristikleri (a) kuru A7.30Na0,
(b) 1slak A7.30Na0, (c) kuru A7.50Na0, (d) 1slak A7.50Na0 [2].

Deiyonize su i¢cinde 24 saat boyunca bekletilen A7.30Na0 ve A7.50Na0, ticari iiriin
Kaltostat’a gore daha fazla asidik ortam olusturmustur. Asidik ortamin, yara ortaminda
bakterilere kars1 iyi bir bariyer olacagi diisiiniilmektedir [162]. Son olarak, hidrojel
filmlerin kalinlig1 ticari numuneden yaklasik 15 kat daha incedir (Cizelge 7.5). Bu

durum hasta i¢in daha konforlu bir ortam saglamaktadir.

7.3.8 Hiicre canhihg deneyleri

PCS-201-012 hiicrelerinin 24 saatlik hiicre canliligi analizi WST-1 metodu takip
edilerek farkli numuneler i¢in Dog. Dr. Saime Batirel tarafindan yapilmistir ve elde

edilen sonuglar Sekil 7.19°da verilmistir.
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Sekil 7.19 : Hidrojellerin hiicre canlilik analizleri [2].

LM-pektin ve Na-zeolit hidrojelleri, kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicrelere karsi
toksik etki gostermemislerdir. 24 saat sonunda LM-pektin (103+6%) ve Na-zeolit
(103+7%) hidrojelleri arasinda canlilik ve yayilmalar1 arasinda bir fark goriillmemistir.
Bu durum, LM-hidrojeline Na-zeolit partikiillerinin eklenmesinin hiicre canliligina
olumsuz bir etkisi olmadigimi gostermektedir. Hiicre canlilig1 ilag yiikli LM-pektin
hidrojelde %88, ila¢ yiiklii Na-zeolit hidrojelde %85 degerine diismesi model ilag
teofilinin toksik etki olusturdugunu gostermektedir. Ayni sekilde hiicre canliligi Zn-
zeolit hidrojelde %86, ilag yiiklii Zn-zeolit hidrojelde ise %75 e kadar diismiistiir. Bu
durumda filmin igindeki Zn-zeolit partikiillerinin de toksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Zn-zeolitin sitotoksik etkisi iyi bilinen anti bakteriyel 6zelliginden

kaynaklanmaktadir [452, 453].

7.3.9 In vitro yara iyilesmesi

48 saatlik uygulama sonucunda, iyilesen alanlarin kontrol grubu ile benzer oldugu
gozlenmistir (Sekil 7.20). Bu, hidrojellerin hiicrelere karsi toksik olmadigim ve

migrasyon (yayinim) &zelliklerini degistiremediklerini gostermektedir.
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Sekil 7.20 : A7.30Zn0 ve A7.50Zn0 hidrojellerinin yara iyilesmesi deneyleri
temsili fotomikrografikleri. Orijinal biiylitme x10 [2].

7.3.10 In vitro antibakteriyel analiz

Antimikromiyal etkinlik ¢alismasi (Cizelge 7.6) Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus’a karst gerceklestirilmistir. Calismada kontrol olarak STX diski
(Trimethoprim-sulfamethoxazole, 25ug) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore
pektin ve pektin-Na zeolit hidrojelin 6nemli 6lglide antimikrobiyel etkinlik gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 7.6 : Pektin ve Pektin-Na zeolit hidrojellerin antibakteriyel etkinlik

sonugclari.
Numune E. coli ATCC S. aureus ATCC
25922 29213
Zon c¢ap1 (mm) Zon c¢ap1 (mm)
Pektin hidrojel 11 12
Pektin-Na-zeolit (A7.30Na0) 10 9
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7.4 Vargilar

Tez ¢alismasmin bu boliimiinde LM-pektin temelli Na-zeolit veya Zn-zeolit igeren
hidrojellerinin topikal ila¢ salimindaki uygunluklar1 arastirilmigtir. Zeolit A
partikiilleri, ila¢ deposu olarak kullanilirken ayni1 zamanda da hidrojel stabilitesi ve

oksijen gegirgenlik hizini arttirmistir.

Membrana difiizyon metotu ile hazirlanan hidrojeller ilaci kontrollii bir sekilde
salabilmislerdir. Morfolojik analiz sonuglarina gore hazirlanan hidrojellerin hepsi ilag
yiuklenmesiyle topolojilerindeki ¢ok az  degisiklikle piirtizsiizliliiklerini
korumuslardir. Pektin-zeolit hidrojellerin ilag salimina etki eden en Onemli
parametrelerinin sisme orani ve matris i¢i ve salim ortami1 iyon konsantrasyonu oldugu
belirlenmistir. ila¢ salimi genellikle hidrojeldeki ilag ve/veya zeolit orani arttik¢a
artmistir.  Aynm1  kompozisyondaki filmler karsilastirildignda, Zn-zeolit filmler
genellikle katyonlarin valans elektron farklarindan dolay1, Na-zeolit filmlerden daha
az sisme orani ve ilag salimi gostermislerdir. Ayrica, ¢alismanin bu kisminda
beklenenden daha yiiksek bir sisme orani ve kiimiilatif ilag salim miktarina sahip bir

hidrojel formiilasyonu (A7.30Zn30) belirlenmistir.

Calismadan elde edilen bir diger énemli bulgu da, Zn-zeolit hidrojellerin Zn?* iyonu
salabildigidir. Literatiirde Zn®" iyonlarmin kolajen sentezi, hiicre biiyiimesi ve
replikasyonu, serbest radikal aktivitesini diisiirme, bakteriyel biiyiimeyi engelleme,
epitelizasyonu stimiile etme gibi etkileri bilinmektedir [454, 455]. LM-pektin ve LM-

pektin-Na-zeolit hidrojellerin hiicre biiylimesini destekledikleri belirlenmistir.

Caligmanin bu boliimiinde, kullanilan yontem ile ekonomik bir sekilde hazirlanabilen
zeolit A katkili LM-pektin hidrojellerin topikal uygulamalar i¢in tedavi edici ajan

saliminda kullanilabilecegi ve kisiye 6zel tasarim yapilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Bir sonraki boliimde ise hem yiiksek kanamali ve yanik yaralarinda 6nemli bir problem
olan serum albiimin kaybina kars1 6nlem alabilmek hem de hidrojellerin biiytime
faktorlerinin yarilanma Omiirlerini arttirma potensiyellerini tahmin edebilmek
amactyla serum albiimin yiikli LM-pektin-NaA-zeolit hidrojellerinin hazirlanmasi,
karakterizasyonu, bu hidrojellerin tasarim parametreleri, ilag salim performanslari ve
protein yapisint koruyup koruyamadiklarini belirlemek i¢in yapilan caligmalarin

sonuglar1 verilmistir.
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8. SERUM ALBUMIN SALIMI YAPAN ZEOLIT KATKILI PEKTIN
HIiDROJELLERIN GELISTIRILMESI

8.1 Giris

Kandaki baslica protein olan serum albiiminin, osmotik basinct korumak,
mikrovaskiiler gecirgenligi saglamak, asit-baz fonksiyonu ve trombosit
agregasyonunu Onlemek gibi hayati islevleri bulunmaktadir [456]. Diisiik albiimin
seviyesi akut miyokardiyal enfarktiisii [457, 458], ve kanser [459, 460] nedeniyle
gelisebilir. Diisiik serum alblimin diizeyi, viicutta sistemik bir enflamasyon varligina
isaret etmektedir [461, 462] ve bu nedenle COVID-19 vakalarinin da beklenen bir
sonucudur [463].

Albiimin, yara tedavisinde doku onarimi ve yeniden sekillenme kademeleri igin gerekli
olan hiicresel aktiviteleri desteklemektedir [456]. Albiimin seviyesi, yara ile ilgili
komplikasyonlarda yaranin akut veya kronik oldugunun en iyi belirtecidir [468].
Hipoalbiiminemi, inflamasyon asamasinin uzamasina, doku 6demine, reaktif oksijen
tiirlerinin artmasina, kas yikimina ve hatta 6liim oraninin artmasina neden oldugu i¢in
[469] yara tedavisinin 6nemli seviyede uzamasina neden olmaktadir [22, 468, 470,
471]. Cerrahi operasyon sonrasi hipoalbiiminemi hastalarmin  hem yara
komplikasyonlarina maruz kalma [472] hem de morbidite ve mortalite olasiliklar1 daha
yiksektir [472, 473].

Eksuda, normal yara tedavisi siirecinin bir parcasi olarak {iretilen ve biiyiik oranda
alblimin, globiilin ve fibrinojen igeren bir viicut sivisidir [474, 475]. Eksuda {iretimi
akut yaralarda zamanla azalmasina ragmen, bazi kronik yaralar, yanik ve ameliyat
yaralarinda yiiksek oranda eksuda iiretimi oldugu i¢in, alblimin kayiplar1 da yiiksek
olmaktadir [22]. Diisiik albiimin seviyeli hastalardaki major yanik yaralamalarinda
morbidite ve mortalitede onemli artislar gozlenmistir [22, 472]. Albiimin ayni
zamanda doku biiyiimesi, immiin sistem fonksiyonlar1 ve kolajen sentezinde dnemli
olan ¢inko-tasiyic1 bir protein oldugu ig¢in, 6zellikle kronik yaralarin tedavisi igin

yiiksek oranda ihtiya¢ duyulmaktadir [476].
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Giintimiizde hipoalbiiminemi tedavisinde albiimin infiizyonu ve normal protein diyeti
uygulamasi gibi yontemler kullanilmaktadir [469]. Yakin zamanlarda yapilan bir
calismada intravendz albiimin uygulamasinin, ilag verimliligini arttirdigi, deri
yapilanmasini hizlandirdigi ve mortalite oranini diisiirdiigii belirlenmistir [470]. Ancak
protein temelli ilaglar mide ortaminda hizla denatiire oldugu ve sindirim barsak
kanalindaki enzimler tarafindan kolaylikla degrade edildikleri i¢in oral yolla
alimamamakta; bu nedenle bu sistemden geg¢meyecek uygun etkili bir topikal
uygulamanin gelistirilmesi gerekmektedir. Hidrojel sistemler, protein ilaglarin
tasiniminda yaygin olarak kullanilan giivenilir bir yoldur [477, 478]. Yapilan
calismalarda petkin hidrojelinin farkl: ilaglar1 (6rnegin prokain ve teofilin) basarili bir
sekilde kontrollii olarak salabilecegi belirlenmistir. Bu tezin 7. Boliimiinde verilen
sonuglara gore pektin-zeolit hidrojelinin in vitro yara ortiisii olarak uygun oldugu,
dermal fibroblast hiicrelerine kars1 toksik etki gostermedigi ve pektin hidrojele zeolit
partikiillerinin  eklenmesiyle oksijen gecirgenliginin Onemli oranda arttigi

kanitlanmustir [2].

Tezin bu boliimiinde, asir1 eksudali yaralardan albiimin adsorblayan ve yarali bolgeye
iki-boyutlu yapisin1 korumus albiimin salim1 yapabilen uygun maliyetli 6zgiin bir yara
oOrtlisti tasarimi gergeklestirilmistir. Ayni zamanda, bu yara Ortiilerinin yara tedavisinde
cok onemli rol oyanayan, ancak yarilanma Omiirleri ¢ok kisa olan biiyiime faktorlerini
adsorblayip salabilme performanslarinin da tahmin edilmesi amaglanmistir. Insan
serum albliminine yiiksek oranda yapisal benzerliginden dolay1 sigir serum albiimin
(BSA) model protein olarak kullanilmistir [479]. BSA 66,4 KDa molekiiler agirhiginda
globiiler kalp seklinde olan bir proteindir. Cok farkli kosullarda molekiiler
diizenlemeler ile ylizeylere baglanabilme 6zelligi vardir [480]. Bu ¢alismada proteinin
yapisal biitiinliigli ve salim profiline etki eden hidrojel hazirlama kosullar1 detayl
olarak ¢alisilmistir. Protein-karbonhidrat etkilesimlerine iyi bir model olacagi
diigiiniilen bu ¢alismanin bulgularinin, asir1 ekzudali yaralar ve yanik yaralarinin yani
sira aynt zamanda hipoalbiiminemi hastalarinin cerrahi operasyonlarna 6nemli

katkilar saglayacag diistiniilmektedir.
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8.2 Malzeme ve Yontemler

8.2.1 Malzemeler

Disiik metoksi (%31) (LM) amitlenmis pektin Herbstreith & Fox firmasindan
(Neuenbiirg, Almanya) temin edilmistir. Gliserin (%99 saflik), CaCl2.2H20, TRIS (2-
amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol) ve sigir serum albimin (BSA) Sigma-
Aldrich (Diisseldorf, Almanya)’dan almnmustir. Na- ve Zn-zeolit-A ITU Kimya
Miihendisligi laboratuvarlarinda Prof. Dr. Melkon Tatlier tarafindan sentezlenmistir
(Cizelge 7.1). Biitiin kimyasallar analitik derecededir ve saflastirma uygulanmamustir.

Deneylerde ultra deiyonize su kullanilmistir.

8.2.2 Zeolit katkili sigir serum albiimin yiiklii hidrojel filmlerin sentezi

Boliim 7.2° de detayli olarak agiklandigi gibi NaA zeolit partikiilleri katkili LM-pektin
hidrojeller, capraz baglayici olarak CaCly, plastiklestirici olarak ise gliserin
kullanilarak iyonotropik jellesme yontemi ile hazirlanmistir. Sulu LM-pektin (% 2 ag
ag 1), gliserin (%5 ag ag™) bir petri kabindaki 10 ml CaCl2 (0.7 ag ag™!) ¢cozeltisi iistiine
dokiilerek kendiliginden jellestirilmistir (Kocaaga vega., 2019). Farkli konsantrasyon
(10, 25, 50, 75 veya 100 mg BSA g film) ve pH (4,3, 4,7 veya 6,4) degerlerinde BSA,
Karistirma ve adsorpsiyon olmak tizere iki farkli hazirlama yontemi ile hidrojellere

eklenmistir.

8.2.2.1 Karistirma metodu

Karistirma metodu ile hazirlanan hidrojel filmler BSA yiklii zeolit partikiilleri
cekirdek kisim olarak kullanilmis ve bu ¢ekirdek, hem BSA hem de su molekiillerinin
rahatlikla difiize olabilecegi pektin zincirleri ile ¢evrelenmistir. Deneylerde, bir gece
boyunca vakum altinda 120 °C’de dehidrate edilmis 30 mg-zeolit g?-film
konsantrasyonunda NaA-zeolit partikiilleri kullanilmistir. Deneyler 3 farkli pH (4,3,
4,7 ve 6,4) ve farkli konsantrasyondaki (10, 25, 50, 75 veya 100 mg BSA g film)
BSA ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilmistir.

BSA yiiklii film hazirlamak amaciyla 6ncelikle NaA-zeolit partikiilleri ile ilag ¢ozeltisi
karanlik bir ortamda 25 °C, 100 d/d donme hizinda bir orbital karistirici tizerinde 24
saat boyunca karistirilmistir. Zeolit partikiillerine yiiklenen albiimin miktarini
bulabilmek i¢in pH 6,4, 4,7 veya 4,3 TRIS tampon ¢ozeltisi i¢inden alinan ¢ozeltilerde
LAMBDA 35 UV/Vis Spektrofotometre kullanilarak 279 nm dalga boyunda kuvars
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kiivetler ile yapilan Olglimlerden elde edilen verilerden, adsorblanmayan albiimin
miktar1 hazirlanmis kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmistir. Cozelti baslangic
miktar1 bilindigine gore fark Na-zeolitA partikiillerine yiiklenen albiimin miktarini

vermektedir. Deneyler ayn1 kosullar altinda tiger defa tekrarlanmustir.

Bolim 7.2 *de detayli agiklandig1 gibi LM-pektin ve ¢capraz baglayici ¢ozeltileri, kuru
toz pektin ve CaCly’iin ultra deiyonize su iginde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Hidrojel
film hazirlamak igin dncelikle, % 5 (ag ag™?) gliserin ¢ozeltisi, % 2’lik (ag ag™) pektin
cozeltisi lizerine yavasca eklenip bir manyetik karistirici iizerine 2 saat boyunca 150
d/d’da karigtinlmistir. Polielektrolitikler ile proteinlerin miimkiin olan en yiiksek
oranda bir kompleks olusturabilmesi uzun siire almaktadir [481]. Bu nedenle, BSA
yiikli zeolit stispansiyonu pektin-gliserin ¢ozeltisine eklenmis ve bu karigim 150 d/d,
27 + 1 °C sicaklhiginda 24 saat boyunca karanlik ortamda karistirilmistir. Burada zeolit
partikiilleri doymus albiimin rezervari olarak kullanilmistir. 24 saatin sonunda bu
siispansiyon bir petri kabindaki 10 ml CaCl, (0,7 % ag ag™) ¢ozeltisinin iizerine
dokiilerek, spontane bir sekilde jellesme saglanmis ve 27 + 1 °C sicakliginda 100 d/d
donme hizindaki orbital karistirict icinde kurutulmustur. Elde edilen kuru BSA yiiklii

filmler desikatore alinmastir.

Albiimin yiiklii pektin hidrojeller (X-Ta-p), pektin-zeolit hidrojeller (Ta-f), alblimin
icermeyen hidrojeller ise (XY-a) olarak kodlanmislardir. Burada X pektin, Y zeolit, T
hazirlama metodu (Adsorbsiyon:A, Karistirma: M), a BSA ¢6ziinme ortam pH degeri,
B mg g-film™? biriminde BSA konsantrasyonudur. Hidrojellerin icerikleri Cizelge 8.1’

de verilmistir.

8.2.2.2 Adsorpsiyon metodu

Adsorpsiyon deneyleri de, karistirma deneyleri gibi 3 farkli pH (4,3, 4,7 ve 6,4) ve
farkli konsantrasyonda (10, 25, 50, 75 veya 100 mg BSA g* film) BSA ¢ozeltileri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ultra deiyonize su igindeki zeolit partikiilleri 15
dakika boyunca ultrasonik banyoda karigtirilip, 2 saat karigmis olan pektin-gliserin
cozeltisi lizerine eklenmis ve bu siispansiyon bir gece boyunca manyetik karistiric
tizerinde karigtirtlmigtir. Orbital galkalayicida kurutularak hazirlanan pektin hidrojel
filmleri elde edildikten sonra, farkli konsantrasyon ve pH degerlerinde hazirlanmis

BSA ¢ozeltileri, bu kuru hidrojel filmlerin iizerine eklenerek 100 d/d dénme hiz1 27 +
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1 °C sicaklik kosullarindaki bir orbital karistirici lizerinde 24 saat boyunca tutularak

adsorbsiyon ve kuruma islemlerinin tamamlanmasi beklenmistir.

Cizelge 8.1 : Farkli yontemlerle hazirlanan hidrojel formiilasyonlari, temas agisi,
sisme orani, BSA adsorblama ve salim miktari.

Baslangig BSA Temas  Sisme Adsorblanan BSA salim

BSA ¢Ozeltisi  Agisi Orani BSA miktari
Kod Metot pH
Mmg/g film)  gegeri  (°) (mg/g film)  (mg /g
film)
PZ-50 - 0 - 77 - - -
PZ-30 - 0 - 76 - - -
A6.4-10  Adsorbsiyon 10 6.4 - - 10 0
A6.4-25  Adsorbsiyon 25 6.4 - 79.15 16 0
A6.4-50  Adsorbsiyon 50 6.4 - 49.20 37 35
A6.4-  Adsorbsiyon 100 6.4 88 24.91 88.5+11 77
100
M6.4-25  Karistirma 10 6.4 10 Salim yok
M6.4-25  Karistirma 25 6.4 105 - 25 Salim yok
M6.4-50  Karistirma 50 6.4 107 29.92 50 5
M6.4-75  Karistirma 75 6.4 - 27.29 75 23
M6.4- Karistirma 100 6.4 100 19.35 100 41
100
A4.7-50  Adsorbsiyon 50 4.7 - 8.17- 20 17
A4.7-  Adsorbsiyon 100 4.7 99 49.82+10.82 -
100
A4.3-50  Adsorbsiyon 50 4.3 - - 0 0
P-A4.3-  Adsorbsiyon 50 4.3 - - 21 5
50
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8.2.3 Hidrojel filmlerin karakterizasyonu ve BSA molekiillerinin immobilizasyon

davranisi

8.2.3.1 BSA molekiillerinin yiik dagilim analizi

Serum albiimin kristal yapisinin elektrostatik yiizey dagilimlart PROPKA Graphical
User Interface (GUI) programi ve Adaptive Poisson-Boltzmann Solver ile
belirlenmistir [482]. BSA’nin {i¢-boyutlu kristal yapisi olarak PDB ID: 3V03
kullanilmistir [479, 483].  Elektrostatik yiizey Ozellikleri deneysel calismalarda
kullanilan pH 4,3, 4,7 ve 6,4 sulu ortamlar1 dikkate alinarak hesaplanmistir. Ug boyutlu
yap1 ve elektrostatik Ozellikler PYMOL Molekiiler Grafik Programi kullanilarak
gorsellestirilmistir [357].

8.2.3.2 Zeta potansiyel ol¢iimii

Zeta potansiyel Ol¢timleri, hidrojel hazirlarken kullanilan oranlardaki pektin, pektin-
gliserin ve pektin-gliserin-zeolit ¢ozeltileri ve farkli pH kosullarinda hazirlanmis (pH
6,4, 4,7 ve 4,3) BSA vyiiklii pektin-gliserin-zeolit ¢ozeltileri igin yapilmistir. Olgiimleri
alman biitiin ¢ozeltilerin karisma siireleri, hidrojel olusumunda kullanilan siirelerle
ayni1 tutulmustur. Olgiimler Laser Doppler Micro-electrophoresis A Zetasizer Nano
Series (Malvern Instruments, Worcestershire, Birlesik Krallik) cihaz ile 6l¢tilmiistiir.
Ortalama elektroforetik hareketlilik, Smoluchowski denklemi (Denklem 7.1)
kulanilarak zeta potansiyel hesaplanarak belirlenmistir Her pH degeri i¢in 5 adet

Ol¢lim alinmustir.

8.2.3.3 Reolojik analiz

Serum albiimin yiiklii hidrojellerin reolojik analiz ¢aligmalari, Anton Paar physica
MCR 301 cihazi ile CP25 ve PP25 6l¢iim plakalar1 kullanilarak yapilmistir. Numune
sicakligt VT2 viskotermi ile kontrol edilmistir. CP25 6l¢iim plakasi kullanilarak,
hidrojel sentezinde kullanilan konsantrasyonlarinda, 100 mg g* film BSA
konsantrasyonu i¢in pH 4,3, 4,7 ve 6,4 kosullarinda LM-pektin-zeolit-BSA
cozeltilerinin akis 6zellikleri belirlenmistir. Akis ve viskozite egrileri deneysel verilere
dayanarak ¢izilmistir. Bunun yani sira, farkli pH’larda hazirlanmis PZ-6.4, PZ-4.7 and
PZ-4.3 (BSA yiiklenmemis) LM-pektin-zeolit hidrojelleri ve karistirma metodu ile
albiimin yiiklenmis M6.4-100, M4.7-100, M4.3-100 hidrojellerin ¢apraz baglandiktan

174



6 saat sonra, heniiz tam olarak kurumamis numunelerinin viskoelastik davranislar
arastirllmistir. Osilasyon modunda oda sicakliginda yapilan bu deneylerde PP25
ol¢iim plakas1 kullanilmistir. Olgiimlerde GAP 2.7 + 0.1 mm olarak almmustir. 10 rad
s sabit frekansta gerinim taramasi yapilarak lineer viskoelastik bélge belirlendikten
sonra 10 — 0.1 rad s araliginda frekans testi uygulanarak, depolama (G') ve kayip

modiilii (G") belirlenmistir.

8.2.3.4 FT-IR analizi

Hidrojel filmlerin FT-IR spektrum analizleri 4000-400 cm™ araliginda KBR pellet ve
toplam yansitma (ATR) teknigi kullanilarak Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR

Spektrometre ile oda sicakliginda yapilmstir.

8.2.3.5 Morfolojik analiz

Kuru filmlerin ara yiizey morfolojik analizi Jeol Marka taramali elektrin mikroskobu
(SEM) yardimziyla yapilmistir. Yiizey 6zellikleri, Nanosurf atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ile 20x20 mm? yiizey alani igin arastirilmistir.

8.2.3.6 Temas acis1 ol¢iimii

Yiizey temas acis1 Olgiimleri KSV CAM-200 goniometre kullanilarak, hidrojel
ylizeyine 5 pL su eklenerek yapilmustir.

8.2.3.7 Sisme oranimin hesaplanmasi

Farkli formiilasyonlarda hazirlanmis hidrojel filmler, sablon kullanilarak esit capta
kiiciik pargalara kesilip bir gece boyunca 30°C’de vakum etiiviine konularak nemi
giderilmis, ardindan biyolojik ortami taklit edebilen pH 6,4 tampon ¢ozelti i¢inde
bekletilerek, sabit agirliga ulasana kadar belli zaman aralifinda tartim yapilmastir.
Tartim yapmadan 6nce hidrojel yiizeyi hafif¢ce kurulanmistir. Biitiin formiilasyonlarin

denge sisme orani1 Denklem 4.1. kullanilarak hesaplanmustir.

8.2.4 In vitro ila¢ salim ¢calismalar:

In vitro ilag salim c¢ahsmalart pH 6,4 TRIS tampon ¢ozelti ortaminda
gerceklestirilmistir. Deney boyunca bir vial i¢indeki 0,8 cm ¢apinda kesilmis protein
yiikli hidrojel numuneleri, orbital karistirici lizerinde 25+1 °C* de 100 d/d donme

hizinda karistirtlmistir. Tampon ¢ozeltiye salinan protein konsantrasyonu 279 nm’de
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UV Spektrofotometre kullanilarak 6nceden ¢ikarilmis kalibrasyon egrisi (A.5, A.6,

A.7) yardimiyla B6liim 3.2.7 de agiklanmis olan metotla hesaplanmustir.

8.2.5 UV-Vis Absorbsiyon spektra dl¢iimleri

Biitiin UV-Vis dl¢timleri Perkin ElImer UV-Vis spektrofotometre ile oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Pektin-protein kompleksi olusumunu ve bu esnada gergeklesen
major degisimleri belirlemek amaciyla, 200-300 nm araliginda, hidrojel hazirlama
esnasinda BSA eklemeden ve ekledikten sonra yapilmistir [484]. Biitiin ¢ozeltiler ultra

deiyonize su ile ve 25 °C’de hazirlanmustir. Biitiin 6lgiimler ti¢ defa tekrarlanmustir.

8.2.6 Circular dichroism (CD) o6lciimleri

Farkli formiilasyonlarda se¢ilmis BSA yikli hidrojel numuneleri, icinde pH 6,4
ortaminda TRIS tampon ¢o6zelti bulunan viallere konulmus ve orbital karistirici
tizerinde 100 d/d donme hizi ve 25+1 °C sicakliginda 24 saat boyunca karistirilmistir.
CD olgiimleri viallerdeki ¢ozeltilere uygulanmistir. CD Olglimleri azot atmosferi
altinda, uzak-UV (190-260 nm) bélgesinde 0,1 cm yol uzunlugundaki kuvartz kiivetler
ile oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Elde edilen biitiin UV-spektralarda referans
hatt1 olan pH 6,4 TRIS tampon ¢6zelti ¢ikarilmis ve sonuglar eliptiklik olarak mdeg

biriminde alinmuistir.

8.2.7 Hidrojel Filmler icin in vitro yara iyilesmesi ¢calismalari

Boliim 7.3.9°da agiklanan ayni ydntemler Marmara Universitesi Tibbi Biyokimya

Anabilimdalinda Dog. Dr. Saime Batirel tarafindan yapilmistir.

8.3 Sonuclar ve Tartisma

Tez g¢aligmasinin bu boliimiinde hem albiimin eksikligi yasayan vakalar, yiiksek
eksudali yaralanmalar ve yanik yaralari i¢in alblimin eksikligini giderme, hem de yara
ortillerinin  biiyiime faktorlerini adsorbe edebilme kapasitelerini incelemek
motivasyonu ile c¢alismalar yapilmistir. Bu amagla karistirma ve adsorbsiyon

yontemleri kullanilarak BSA yiiklii hidrojeller hazirlanmistir.

Pektin-zeolit hidrojeller ¢apraz baglayici olarak CaClyz, plastiklestirici olarak gliserin
kullanilarak iyonotropik jellesme motoduyla hazirlanmistir. Plastiklestirici malzeme

gliserinin kullanilma amact polimer zincirleri arasindaki hidrojen baglarini azaltip
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molekiiler hacmi arttirarak film esnekligini arttirmaktir. NaA-zeolit partikiilleri ise
film stabilitesini arttirmak [396] ve/veya ila¢ deposu olarak kullanilmak amaciyla

hidrojellere eklenmistir.

Sentezlenmis BSA yiikli biitiin hidrojel filmler homojendir; tizerlerinde herhangi bir
yarik, catlak bulunmamaktadir. Hastaya sikint1 vermeden yarayi takip edecek sekilde

seffaftir. Filmlerin yiizeyinde protein kristallerine rastlanmamastir.

8.3.1 Molekiiler seviyedeki etkilesimlerin incelenmesi

8.3.1.1 BSA yiik dagilimi

Farkli pH degerlerindeki serum albiiminin elektrostatik yiizey 6zellikleri, hidrojellere
yiikleme ve salim performansina etki etmesi beklenmektedir. Pektin zincirleri, zeolit
partikiilleri ve BSA molekiilleri arasindaki etkilesimleri daha iyi anlayabilmek
amaciyla oncelikle deney kosullarindaki BSA molekiilii elektrostatik yiizey 6zellikleri
arastirilmistir. Bu amagla albiimin kristal yapis1 (4LB9.pdb) ylizeyindeki yiik dagilima,
APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) yontemi ile deney kosullar1 olan pH 6.4,
4,7 ve 4,3 icin hesaplanmistir ve Sekil 8.1°de yapilar iizerinde gosterilmistir. Buna
gore BSA toplam yiikii pH 6,4 ortaminda -7¢", pH 4,7’de +14¢” ve pH 4,3’te ise +43¢e”
olarak hesaplanmistir. pH 6,4’te alblimin yapis1 homojen olmayan bir yiik dagilimina
sahiptir. (Sekil 8.1 a). pH 6,4’te, kalp sekilli albiimin yapis1 IB ve IIIB boélgeleri
arasinda, genis pozitif yiiklii bir yama (mavi renkli) goriilmiistiir. Yiizeyin geri kalani
genellikle negatif yiiklidiir (kirmizi renkli). pH 4,7°de (albiimin izoelektrik noktasi)
elektrostatik ylizeyin degistigi ve daha dengeli bir yiik dagilim1 oldugu belirlenmistir
(Sekil 8.1 b). Daha diisiik pH degeri olan 4,3 te biitiin protein yiizeyinin pozitif yiiklii
oldugu hesaplanmustir (Sekil 8.1 c).

Sekil 8.1 : Serum albiimin elektrostatik yiizey (a) pH 6,4; (b) pH 4,7; (c) pH
4,3. Renk skalasi -10 kT/e (kirmizi) ve +10 kT/e (mavi) arasindadir.
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8.3.1.2 Sentez cozeltilerinde pektin-BSA etkilesimi tayini

UV-Vis adsorpsiyon 6l¢iimleri ile protein molekiiliindeki yapisal degisiklikler, pektin-
protein kompleks olusumu [485] ve protein yapisinda major bir degisiklik olup
olmadig1 arastirilmistir [484]. Bu caligmanin ayni zamanda protein-karbonhidrat

etkilesimlerine de iyi bir model olacagi diigiiniilmektedir.

(Pektin), (pektin + gliserin), (pektin + gliserin + BSA) ve (BSA) ¢ozeltileri hidrojel
sentezlenirken kullanilan kosullarda karistirildiktan sonra UV-Vis absorbsiyon
Olgtimleri 200-300 nm araliginda alinmistir. Sekil 8.2°de goriildiigii gibi BSA esas
olarak 200-300 nm araliginda, triptofan, tayrosin ve fenilanilin aromatik rezidiilerine
ait pik vermektedir [486]. Aromatik rezidiilerin absorbsiyon spektrumunda
bulunduklar1 ortama gore dalga boyu ve siddetinde degisiklik olabilmektedir. Dalga
boyundaki degisiklik ¢ogunlukla proteinin katli yapisinin bozulmasiyla olusan yeni bir
yapinin varligimi géstemektedir. Bu ¢alismada, Sekil 8.2°de goriildiigi gibi 279 nm’de
goriilen saf BSA ¢ozeltisi absorpsiyon piki dalga boyu, BSA ¢o6zeltisinin pektin-
gliserin ¢ozeltisi i¢ine karistirilmasiyla bir degisiklige ugramamaistir. Bu sonug, BSA
molekiillerinin pektin-gliserin ¢ozeltisi i¢ine karistirilarak kompleks olusturuldugunda

ciddi bir degisiklige ugramadigini, BSA’nin katli yapisinin  bozulmadiginm

gostermektedir.
pH 6.4 pH 4.7
35 pectin
3is
- | \7‘2\ o W’ﬂ"mﬂv T — petin
hf \ — 1 NN, 3 L5 Y

1 min,

~

— BSA sclution

absorbance

200 225 25 215 300
wawelength {nm)

00 225 250 275 00
wravelength {nm)|

Sekil 8.2 : Pektin, pektin-gliserin ve pektin-gliserin-BSA ¢ozeltilerinin UV-
taramasi.

BSA yapisindaki degisiklikleri daha detayli arastirmak, ikincil yapinin korunup

korunmadigint belirlemek amaciyla amaciyla CD-UV ¢alismalar1 yapilmistir (bkz.

Boliim 8.3.7). Pektin-gliserin ¢ozeltisine BSA ¢ozeltisinin eklenmesiyle, 279 nm dalga

boyundaki pikin siddetinde Onemli Olglide azalma gozlenmistir (Sekil 8.2). Bu

cozeltideki saf BSA miktarinin azaldigini1 yani BSA molekiilleri ile pektin zincirleri

arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir.
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8.3.1.3 Sentez cozeltilerinin zeta potansiyel élgiimleri

Zeta potansiyelin ({ ) biiyiikliigl kolloidal stabilitenin bir 6l¢iisiidiir. Diisiik { degerleri
veren dispersiyonlar, van der Waals partikiiller arasi ¢cekme kuvvetlerinin etkisiyle

agregasyona ugrayabilirler [434].

Sekil 8.3 de sentez c¢ozeltilerinin zeta potansiyel degerleri verilmistir. Biitiin
cozeltilerin € degerleri negatif ¢ikmistir. Bolim 7.3.2.3” de tartisildig1 gibi pektin (P),
pektin-gliserin (P-Gly) ve pektin-gliserin-NaA zeolit (PZ) ¢ozeltilerinin { degerleri
sirastyla -46,0 £ 0,3, -49,8 £ 0,7 ve -61,0 £ 0,2 mV olarak Sl¢iilmiistiir.  degeri +25
mV ile -25 mV disinda olan nanopartikiillerin 6nemli oranda stabil olduklari
bilinmektedir. Dolayisiyla bu degerler, tiim ¢o6zeltilerin stabil bdlgede oldugunu
gostermektedir. Pektin c¢ozeltisine gliserin ilavesi, soliisyonun { degerini ¢ok fazla
degistirmemistir. Buna karsin, zeolit partikiillerinin elektronegatif 6zelliginden dolay1,
zeolit ilavesiyle beraber pektin-gliserin ¢ozeltisinde { degerinde 6nemli Olgiide
degismistir.

Pektin zincirlerindeki COO" gruplari ile capraz baglayict Ca?* arasindaki elektrostatik
etkilesim ile olusan ¢apraz bagh kuru hidrojel filmlerin, pektin-gliserin ¢6zeltisi ile
karsilastirildiklarinda daha az elektronegatif olmasi beklenmektedir. % 0,1 pektin
¢ozeltisinin (LM amitli pektin) pH 4,0’da zeta potansiyel degeri -30 mV iken, bu
¢ozelti ¢cagraz baglandiginda ise bu degerin -10.4 mV’a diistiigii belirlenmistir. Bu tez
caligmasinda elde edilen sonuglara gore, 100 mg BSA igeren PZ-BSA ¢6zeltisinin pH
6,4 ortaminda zeta potansiyel degeri (PZ-6.4-100; - 41.9 mV), pH 4,7 ortamindaki zeta
potansiyel degerine gore (PZ.4.7-100; -56.6 mV) daha diisiiktiir. PZ.6.4-100
cozeltisinin elektronegativitesi ise PZ.6.450 cozeltisininkine gore daha diistiktiir.
Hidrojel filmlere daha fazla BSA molekiilii baglandiginda yiikk nétralizasyonu
olusmasi  beklenmektedir. PZ.4.7-100  formiilasyonunun  daha  diisiik
elektronegativiteye sahip olmasi, bu pH’da BSA molekiillerinin daha fazla total pozitif
yike sahip olmasi (Sekil 8.1) ve pektin zincirleri tizerinde protonlanmig COO
gruplarinin daha az (pH 4,7 pektin polimerinin pKa degerine yakin bir pH oldugu igin)
bulunmasiyla aciklanabilir. Ayrica, pektin polimerinin pKa degeri yaklasik pH 4,5
oldugundan, PZ.4.3-100 formiilasyonunun zeta potansiyelinin PZ.4.7-100
formiilasyonundan daha yiiksek olmasi, pektinin bu pH degerinde daha az

elektronegatif ve ayn1 zamanda BSA molekiiliiniin ise énemli 6l¢giide pozitif yiiklii
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olmasina baglanabilir. Sonuclar Boliim 8.3.4.2°’de tartigilacak olan adsorpsiyon

caligmalari ile uyumludur.
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Sekil 8.3 : Cozelti formundaki formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri.

8.3.2 Hidrojellerin reolojik analizi

Reolojik analiz, hidrojellerin yapi-6zellik iliskisini belirlemek amaciyla heniiz
kurumamus, farkli pH degerlerindeki BSA igermeyen (PZ-6.4, PZ-4.7 ve PZ-4.3) ve
100 mg g film BSA’ln (M6.4-100, M4.7-100, M4.3-100) 1slak hidrojellere
uygulanmustir. Tez ¢alismasmin Boliim 7 kapsaminda yapilan ¢alismalarinda pektin
temelli hidrojellerin reolojik Ozelliklerinin ortam pH degeri ve zeolit miktarindan

etkilendikleri belirlenmistir.

Siispansiyonlarin kompleks viskozite ( I]) ve hidrojellerin depolama (G") ve kayip
modiilleri (G") ile G’/G’ oranindan hesaplanan soniimleme faktorii (tan &) 6l¢tim
sonuclar1 radyal frakansin bir fonksiyonu olarak Sekil 8.4° de verilmistir. Biitiin
formiilasyonlarmm  I]  degerlerinin  frekans artist  ile  birlikte  diigmesi
cozeltilerinin/slispansiyonlarin ~ genel kayma incelmesi yapisinda oldugunu
gostermektedir(Sekil 8.4a). pH 4,3 kosullarinda hazirlanmis  pektin-zeolit
siispansiyonu (PZ-4.3) en yiliksek kompleks viskozite degerini vermistir. PZ-6.4
siipansiyonunun I] degeri PZ-4.7° den daha yiiksek Ol¢lilmiistiir. Bu durum, pektin
zincirlerinin pH 6,4 ortaminda, pH 4,7’ ye gore daha fazla toplam yiike sahip olmasiyla
aciklanabilir. Pektin zincirleri daha fazla yiiklii oldugu zaman, zincir i¢i ve zincirler
arasi itme kuvvetleri artacagindan, hidrodinamik ¢ap da daha diisiik pH kosullarinda
artacaktir. Buna karsin, diisiik pH kosullarinda (PZ-4.7), toplam yiik miktarindaki

diisme zincir esnekligi ve dolagiklilifinin azalmasina neden olacak ve bdylece
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molekiiller daha fazla yer tutacak, zincir esnekligi diiserek ¢ozeltinin viskozitesi
diisecektir. pH 6,4 ve pH 4,3 kosullarinda BSA igermeyen siispansiyonlarin (PZ-6.4
and PZ-4.3) kompleks viskoziteleri, BSA yiiklii siispansiyonlarin BSA (M6.4-100 and
M4.3-100) kompleks viskozitelerinden yiiksek bulunmustur. Buna karsin pH 4,7
ortamindaki BSA yiiklii pektin-zeolit siispansiyonunun (M4.7-100) kompleks
viskozitesinin BSA igermeyen PZ-4.7 siispansiyonundan daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Sekil 8.4.b’de pH 4,3, 4,7 ve 6,4 kosullarinda hazirlanmis hidrojellerin frekans
taramasi sonuclar1 (mekanik spektra) goriilmektedir. G” ve G” degerlerinin frekansa
bagl olarak degistigi ve G” degeri G"‘den 6nemli oranda yiiksek oldugu i¢in pektin-
zeolit ve pektin-zeolit-BSA hidrojellerinin kat1 benzeri elastik davranis gosterdikleri
sOylenebilir. Mekanik spektrada biitiin formiilasyonlarda depolama modiilii frekans ile
artarken, kayip modiilii azalmaktadir. PZ-4.3’in G” degerinin ¢ok yiiksek oldugu ve
bu formiilasyonun soliisyonu da genel egilimlere uymadig: i¢in bu formiilasyonun

reolojik analiz sonuglar1 degerlendirilmeyecektir. Bu farkliligin, zeolit partikiillerinin

asidik kosullarda dekompoze olma egiliminden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

PZ-6.4 hidrojelinin G” degeri PZ-4.7° nin G degerinden daha yiiksek ol¢tilmiistiir. pH
4,7 civarinda, pH 6,4’¢ gore pektin ag yapis1 daha agiktir. pH 4,7’ de, pektin-zeolit
hidrojel, agregasyonun daha az oldugu ve yapmnin lineer zincirlerden olustugu
kompleks viskozite sonuglarindan da goriilmektedir. pH 6,4 ortaminda toplam yiik
miktarinin artistyla, zincirler agregasyona ugamaktadilar. Agregasyon miktar1 attik¢a

hidrojellerin depolama modiilleri de artmaktadir [487].
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Sekil 8.4 : Hidrojellerin reolojik analizi.

Hem pH 4,7 hem de

molekiillerinin eklenmesiyle artmistir. pH 4,7 kosullarinda hidrojele BSA eklenmesi
(M4.7-100) depolama modiiliinii arttirmistir. Buna karsin, pH 6,4 ortaminda, BSA
yiikli hidrojelin (M6.4-100) depolama modiilii, ayn1 pH’daki BSA icermeyen

hidrojele (PZ-6.4) gore

proseslerinde pH, protein/polisakkarit oran1 ve iyonik konsantrasyonuna bagli olarak
ya antagonist (G" degerinde diislise neden olur) ya da sinerjestik etki (G" degerinde

artisa neden olur) olugmaktadir [487 - 489]. Ortam pH veya protein/polisakkarit orani

pH 6,4 ortaminda hidrojellerin kayip modiilii (G”), BSA

diisiis gostermistir. Polisakaritlerin proteinler ile karisma
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kritik bir noktaya ulastiginda, antagonist etki dolayisiyla protein ilavesiyle G’
degerinde diisiis gozlenecektir [488, 490]. Polisakkarit ve protein arasindaki sinerjestik
etki dig hacim etkisi ile olusmaktadir[488]. pH 4,7 kosulunda G” artis1, faz ayirimi
olmadan her bir polimerin sadece toplam hacmin bir boliimiinii kaplamasiyla
aciklanabilir [490]. Bu pH degeri, BSA’nin izolelektrik noktasi oldugu ve pektin
zincirlerinde de az miktarda COO™ bulundugu i¢in, zeta potansiyel analizi (Sekil 8.3)
sonuglarinda da goriildiigii gibi iki polimer diisiik bir oranda etkilesime girmektedir.
Buna karsin PZ-6.4 hidrojeline BSA molekiillerinin ilavesi G” degerini diisiirmektedir.
Bu pH degerinde, her iki polimerin de net yiikii negatif olmasina karsin, polisakkarit
zincirleri protein ylizeyinin pozitif yiikli boliimlerine baglanacagindan, pektin
zincirleri ile BSA arasindaki etkilesim artmaktadir [491]. Ayni1 zamanda yapidaki Ca®*
iyonlarinin, hem pektin hem de BSA ile etkilesime girmesi beklenmektedir. Bu
etkilesimde pektin, BSA ve Ca?* elektrostatik kompleksini olusturacak ve boylece G’

diisecektir.

Ek veriler elde etmek amaciyla, her bir 6rnek i¢cin G" degerinin G"”ne orani olan
sontimleme faktori (tan 8) hesaplanmistir (Sekil 8.4). tan 6 daha hassas bir kiyaslama
olanagi tanidig1 ve yapilar arasindaki farklar1 daha iyi ortaya ¢ikardigi i¢in daha ¢ok
kullanilan bir indikatordiir. Agisal hiz 100 rad/s oldugunda, PZ-6.4’{in tan 6 degeri
0,11 iken, PZ-4.7 hidrojelinde bu deger 0,093’ ¢ diismiistiir (Sekil 8.4). Daha diisiik tan
0, daha sert ve daha kuvvetli molekiil i¢i etkilesimin bulundugu bir yapiy1
gostermektedir. Antagonist etki nedeniyle PZ-6.4’{in G’ degeri, BSA ilavesiyle (M6.4-
100) azalmasina karsin, tan 6 degeri 0,11’ den 0,0768’¢ diismdstiir (1,4 kat azalma).
Bu sonu¢ M6.4-100 yapisinda PZ-6.4 yapisina gore daha kuvvetli fizikokimyasal
etkilesimler oldugunu gostermektedir. Bu durum pH 6,4 ortaminda albiimin
ylizeyindeki pozitif yiiklii bolgelerin, pektin zincirleri ile etkileserek, ek capraz
baglayic1 gibi davranmasiyla agiklanabilir. Literatiirde, pozitif yiikli peptit veya
proteinlerin katyonik bolgelerinin ¢agraz baglayict gibi davranarak anyonik

polisakkaritler ile etkilesimde bulundugu belirtilmektedir [492].

PZ-4.7 hidrojelinde ise albiimin ilavesi (M4.7-100) tan & degerini ¢ok az
degistirmistir.

183



8.3.3 BSA vyiiklii hidrojellerin yapisal ve morfolojik analizi

8.3.3.1 FT-IR Analizi

Pektin-zeolit-BSA etkilesimlerini incelemek amaciyla hidrojel filmler FTIR
spektroskopisi ile analiz edilmistir. Sekil 8.5°te farkli kosullarda hazirlanmis hidrojel
filmlerin FTIR spektralar1 goriilmektedir. Pektin-zeolit hidrojelinin FTIR spektrumu
analizi Sekil 6.6 ’da detayli olarak agiklanmistir. BSA molekiiliiniin ikincil yapisini
temsil eden C=0 gerilme (1656 cm™ -amit I) ve N-H biikiilme ile birlestirilmis C-N
gerilme (1540 cm™- amit I1) karakteristik piklerini vermektedir[493]. A4.7-100 ve
A6.4-100 hidrojellerinde BSA’nin varligi FTIR spektrumunda goriilen amit [ ve amit
11 piki ile konfirme edilmistir. pH 6,4 ve pH 4,7'de (A6.4-100, A4.7-100 ve M6.4-100)
karistirma ve adsorpsiyon Orneklerinin FTIR spektrumu, albiimin molekiiliiniin
karakteristik piklerini (1656 cm™ and 1540 cm™) vermistir. Bu nedenle BSA nin bu
pektin-zeolit hidrojel filmlere basari ile yiiklendigi rahatlikla sdylenebilir. Buna karsin,
pH 4,3 ortaminda hazirlanan A4.3-100 hidrojel filminin spektrasinda amit I (1656 cm”
1 ve amid 11 (1540 cm™) piklerinin goriilmemesi, bu kosullarda pektin-zeolit filmlere
albiimin molekiillerinin adsorplanamadigini  ya da yapmin bozulmadigim
gostermektedir. Bu sonuglar, pektin-zeolit filme albiimin adsorplama deneyinde alinan

(Boliim 8.3.4.2) sonuglar ile uyumludur.
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Sekil 8.5 : BSA yiikli hidrojellerin FTIR spektrumu.
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8.3.3.2 AFM analizi

AFM gorilintiileri alinarak kuru hidrojel filmlerin yiizey pirtzliiliikleri analiz
edilmistir. Her érnek icin 12.5 x 12.5 mm? kuru filmlerin AFM analizleri yapilmis ve
ylizey pirizlilikleri belirlenmistir. Analizi yapilan hidrojel filmlerin yiizey
topolojileri Sekil 8.6, yiizey piirtizliiliikleri ise Sekil 8.7a’da verilmistir. Yiizey topoloji
goriintiilerindeki farklilik, degisik kosullarda sentezlenen filmlerin farkli yapisal
ozellikler tasidigini gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore pH 5,8 ortaminda ultra-
deiyonize su ile hazirlanmis pektin-zeolit hidrojelinde zeolit miktarinin artisi ile
ortalama ylizey pirlzliligi de artmistir. Bu sonug, SEM analizinde zeolit
eklenmesiyle daha genis porlarin elde edildigi yorumu yapilmis olan Onceki

caligmamiz [2] ile uyumludur.

Sekil 8.6: Farkli kosullarda hazirlanmis pektin-zeolit ve BSA yiiklii pektin-zeolit
hidrojellerinin AFM yiizey topoloji goriintiileri: (a) 30 mg zeolitli NaA-zeolit-pektin
(30Na0) (b) 50 mg zeolitli NaA-zeolit-pektin (50Na0) (c) M6.4-100 (d) M6.4-50 (e)

A6.4-100 (f) M4.7-100.
pH 5,8 ortaminda hazirlanmig 30Na0O hidrojeline BSA immobilizasyonu sonrasi
(M6.4-100), hidrojel filmlerin yiizey piriizliliigii artmistir (Sekil 8.7a). Yiizey
plriizliiliigii ayn1 zamanda, baslangic BSA konsantrasyonu artisi ile de yiikselmistir.
30Na0 hidrojelinin yiizey piiriizliiligii 49,6 nm iken, M6.4- 50 hidrojelininki (50 mg
g-film? baslangic BSA konsantrasyonu) 61,9 nm, M6.4-100 hidrojelinin (100 mg g-
film? baslangic BSA konsantrasyonu) yiizey piiriizliiliigii ise 79,8 nm olarak

belirlenmistir. Karistirma metodu i¢in yiizey piiriizliiliigii ile hidrojel filmlerdeki BSA

konsantrasyonu arasinda lineer regresyon katsayis1 R>=0.99 olacak sekilde yiiksek bir
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korelasyon hesaplanmistir (Sekil 8.7a). Yiizey pirizliliigiindeki bu artis ayni
zamanda, protein adsorpsiyonu i¢in genis bir yiizey olusmasini saglayacaktir. Sonuglar

adsorpsiyon ¢alismalari ile (B6lim 8.3.4.2) uyumludur.
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Sekil 8.7 : (a) Farkli kosullarda hazirlanmis hidrojellerin yiizey piiriizliiliikleri, (b)
Yiizey piiriizliliigii ile BSA konsantrasyonu arasindaki iliski.

Ayni kosullarda adsorpsiyon metodu ile hazirlanan hidrojel filmlerin yiizey
purtizliligi (A6.4-100: 59 nm), karistirma metodu (M6.4-100:79.8 nm) ile
hazirlananlara gore daha diisiik bulunmustur. Adsorpsiyon filmlerinde BSA ¢ozeltisi,
pektin-zeolit soliisyonu Ca?* iyonu ile c¢agraz baglandiktan sonra matrikse
eklenmektedir. Bu durumda, pektin zincirlerindeki COO" gruplar1 oncelikli olarak
Ca?" iyonu ile etkilesecektir. Ardindan film kurutulduktan sonra eklenen BSA
¢ozeltisi, agikta kalan COO™ gruplan ile etkilesecek veya (Ca?* - COO - BSA
fonksiyonel gruplarinin) ikili olarak aralarindaki dagilim katsayisinin biiyiikliigiine
gore etkilesime gececektir. Oysa ki karistirma filmlerinde oncelikli olarak pektin
¢ozeltisine BSA yiiklii zeolit soliisyonu eklenecek ve pektin zincirlerinin fonksiyonel
gruplar1 ile BSA molekiiliiniin fonksiyonel gruplari, heniiz ¢6zelti halinde iken,
sisteme daha ¢apraz baglayict Ca®* girmeden etkileseceklerdir. Bu durumda BSA
molekiilii, sanki bir ¢apraz baglayici ajan gibi davranarak [494] albumin ilavesiyle
‘yumurta kutusu’ benzeri bir yapinin olusmasini saglayarak, daha porlu bir yap1 elde

edilmesine sebep olacaktir.

8.3.3.3 SEM analizi

Farkli metot (karistirma ve adsorpsiyon), pH (pH 6,4 ve 4,7) ve baslangic BSA
konsantrasyonu (25, 50 and 100 mg g-film?) ile hazirlanmis olan kuru hidrojel
filmlerin ara kesitlerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 8.8’de

verilmistir.
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) PZ-
M6.4-100; (c) PZ-A6.4-100; (d) PZ-M6.4-50; (€) PZ-M6.4; (f) PZ-O.

Sekil 8.9 fde, pektin-zeolit hidrojelin diizensiz yapidaki kiiresel genis porlardan
olusmus az piiriizlii yapist goriilmektedir. Bu yapi, ¢oziiciliniin hidrojel filmden iceri
penetrasyonu ve filmlerden BSA salimi i¢in ¢ok uygun bir yapidir. Pektin filmlere
BSA molekiilii eklendiginde (Sekil 8.8 a - d) SEM goriintiilerinde kiigiik protein
partikiilleri belirmistir. BSA baslangi¢ konsantrasyonu ve ortam pH degerinin film
morfolojisi lizerine 6nemli etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Daha az BSA
kullanildiginda (M6.4-25, M6.4-50) kii¢iik protein partikiillerinin hidrojel boyunca
yayildig1 (Sekil 8.8 d ve e), buna karsin 100 mg albumin g film formiilasyonunda,
hem adsorpsiyon (A6.4-100) hem de karistirma (M6.4-100) metodunda, yaygin olarak
BSA kristallerinin bulundugu porlu bir yap1 gézlenmistir (Sekil 8.8. b ve c). pH 4,7
ortaminda adsorpsiyon metodu ile hazirlanmis 100 mg BSA/g film albuminli hidrojel
filmlerin (A4.7100) Kesitlerinde catlaklar agikca goriilmiistiir (Sekil 8.8 a). Pektin-
zeolit filmlerin BSA yiiklii olan ve olmayan 6rneklerinin morfolojilerinde gozlenen
farkliliklar, pektin hidrojelinin bosluklarina protein molekiillerinin difiizyonundan
kaynaklaniyor olabilir. Yapilan SEM analizi ile pektin-zeolit fimlere BSA
molekiillerinin basarili bir sekilde yiiklendigi ve elde edilen yapilarin birbirinden farkl

oldugu sonucuna ulasilmaktadir.
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8.3.3.4 Su temas agcisi ol¢iimii

Kuru hidrojel filmlerin hidrofilik yiizey oOzellikleri, durgun damla (sessile drop)
goriintii analizi metodu ile temas agilari dlgiilerek belirlenmistir (Sekil 8.9). Bu sekilde,
hazirlama metodu, baslangic BSA konsantrasyonu ve ortam pH degerinin hidrojel
fimlerin yiizey hidrofilitesi 6zelligi lizerine etkileri incelenmistir. Pektin hidrojelinin
temas agisi degeri 55° iken [124], bu deger zeolit ilavesiyle (PZ hidrojeli) 77°’ye
yukselmistir (Sekil 8.9). BSA immobilizasyonunun filmlerin temas agisi degerini
yaklagik 25° daha arttirdig1 belirlenmistir. Adsorpsiyon 6rneklerinin (A6.4-100: 88°,
A4.7-100: 99.6°) temas ag1 degeri karistirma metoduyla hazirlanan 6rneklerininkine
gore (M6.4-100: 100.4°; M6.4-25:105°; M6.4-50: 107°) daha diisiik Ol¢tilmiistiir.
Adsorpsiyon filmleri hazirlanirken, Ca?* iyonu ile iyonik jellesmenin ardindan
ortamda kalan ¢ok az miktarda karboksilik asit gruplar1 ile BSA molekiili
etkilesebilmekte ve bu nedenle BSA molekiilleri toplam yiikiiniin 6nemli bir kismini
koruyabilmektedir. Hidrojel ylizeyindeki daha yiiksek yiik ise, su molekiilleri ile
kolaylikla hidrojen bagi da olusturarak etkilesebilmektedir. Bu durum yiizey
hidrofilitesinin artmasina neden olmakta ve dolayisiyla temas agist degerini

diistirmektedir.
. " ' R ' ) n

4 A a A A A A

50Na0 30Na0 PZA6.4-100 PZA4.7-100 PZM6.4-100 PZM6.4-25 PZM6.4-50
76.4x1.1  77.4=0.9 88.0=0.5 09.6=0.4 100.4+0.2 105.2+0.1 107.42+0.5

Sekil 8.9 : BSA yiiklii hidrojellerin temas agilari.

pH 6,4 ortaminda pektin zincirlerinde daha fazla miktarda deprotonlanmis karboksilik
asit grup bulundugu, dolayisiyla ortamda daha fazla yiik oldugu icin, beklendigi
sekilde pH 6,4 ortaminda hazirlanan A6.4-100 filminin temas agis1 (88°), pH 4,7
ortaminda hazirlanan A4.7100 (99°) filminin temas agisindan daha kiigiik 6l¢iilmiistiir.
Bu durum hidrojel yapisinda pH 6.4’te daha fazla sayida bulunan polar gruplarin (-
COO-) Ca* ile artan etkilesimi sonucu daha porlu bir hidrojel yap1 olusmastyla
aciklanabilir. Su buhar1 gegirgenliginin yilizey alan1 ve polariteye bagli oldugu
bilinmektedir [495]. Yiizeyin pirizliliiginin ¢ok arttigi durumlarda,hidrofilik

yiizeyler, bu asir1 piiriizliiliik nedeniyle hidrofobik yiizey gidi davranabilirler [496].
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Sonuglar zeta potansiyel (Sekil 8.3.2), reoloji (Sekil 8.3.5) ve asagida tartisilacak olan

sisme sonuglari ile uyumludur.
8.3.4 Pektin-Zeolit hidrojel filmlere BSA yiikleme deneyleri

8.3.4.1 Zeolit partikiillerine BSA adsorpsiyonu

Oncelikli olarak, membrana difiizyon metodu ile hazirlanacak hidrojel filmlerin
cekirdek bolimiinii olusturacak olan zeolit yiizeyine, BSA molekiillerinin
adsorpsiyonu incelenmis ve farkli pH degerlerinde adsorpsiyon verimliligi
incelenmistir (Sekil 8.10). Deneyler farkli pH (6,4, 4,7 veya 4,3) ve
konsantrasyonlardaki BSA ¢ozeltileri (10, 25, 50, 100 mg BSA/ 30 mg NaA-zeolit) ile
yapilmustir.

Sekil 8.10° de goriildiigii gibi diisiik pH’da (pH 4,3) BSA baslangi¢ konsantrasyonu
arttikca, ylikleme verimliligi diigsmiistiir. pH 6,4 ve pH 4,7 kosullarinda BSA baslangi¢
konsantrasyonun yaklasik %100’i zeolit partikiillerine yiliklenmistir. Buna karsin, pH

4,3’te adorpsiyon verimliligi diismiistiir. Sonuglar literatiir ile uyumludur [483].
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Sekil 8.10 : (a) Farkli baslangi¢ konsantrasyonu ve pH degerlerinde, NaA-zeolit yiizeyine
BSA adsorpsiyon verimliligi, (b) pektin-zeolit ve pektin hidrojellere BSA adsorbsiyon
verimliligi.

Protein molekiilleri yiizeylerinde hem pozitif hem de negatif yiik tagiyan amfoterik
yapilardir. Bu nedenle protein ve polisakarit zincirleri arasinda kendiliginden hem
elektrostatik itme hem de ¢ekme olusabilir. Gergekten de BSA yiizey yiikii dagilimi
hesaplari (Sekil 8. 1) pH 6,4 ortaminda net negatif yiiklii albiimin molekiiliiniin, negatif
yiikli zeolit partikiillerine nasil adsorblandig1r hakkinda fikir vermektedir. APBS

hesaplarina gore, BSA’nin ylizeyinde pozitif ve negatif yiiklii genis bdlgeler
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mevcuttur[497]. BSA yiizeyindeki bu heterojen yiik dagilimi, toplam yiizey yiikii
negatif (-7e) (Sekil 8.10) oldugu pH degerinde bile (pH 6,4), BSA molekiillerinin

negatif yiikli zeolit partikiillerine adsorpsiyonun ger¢eklesmesini saglamistir.

8.3.4.2 Pektin-zeolit hidrojel filmlere BSA adsorpsiyonu

Pektin-zeolit hidrojel filmlere farkli pH ve baslangic BSA konsantrasyonlarinda
adsorplanan BSA miktarlar1 Cizelge 8.1 ve Sekil 8.10°da verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore ortam pH degeri ve ¢ozeltideki BSA konsantrasyonu adsorpsiyon
verimliligine 6nemli Olciide etki etmektedir. FTIR ve SEM analizlerinde de
belirlendigi gibi BSA molekiilleri hem pH 6,4 hem de 4,7’de pektin-zeolit matrikse
basarili bir sekilde yiiklenmistir. PZ-A6.4-100 filmi 88 mg BSA g* film (% 88),
PZA6.4-50 filmi 37 mg BSA g film (% 74) BSA adsorplarken, PZ-A4.7-50 filmi
sadece 20 mg BSA g? film (%40) adsorplayabilmistir. PZA4.3-50 formiilasyonu
albiimin molekiillerini adsorblayamamistir. Buna karsilik ayni kosullardaki zeolit
icermeyen pektin hidrojeli (P-A4.3-50) 21 mg BSA g™ film miktarinda adsorplamustir.
PZA-4.3-50 ile P-A4.3-50 arasindaki farkin zeolit partikiillerinin asidik ortamda

dekompoze olma egiliminden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Adsorpsiyon verimliligi pH artisiyla beraber artmistir (Cizelge 8.1). Sonuglar, pH 6,4
degerinde yiikleme oraninin arttigini destekleyen zeta potansiyel ve reolojik analiz
sonuglar ile uyumludur. pH artisiyla beraber pektin zincirlerindeki yiik miktar1 da
artmaktadir. BSA esnek bir protein oldugundan, bir yiizeye adsorplanirken ¢ozelti pH
degerinden 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir [483]. Lokal yiik yogunlugu BSA ve pektin
arasindaki kompleks olusumunda etkilidir [381].

pH 6.4’te negatif yiiklii polimer ylizeyi ile negatif yiiklii protein arasindaki yiiksek
adsorpsiyon verimliligi; (i) BSA yiizeyindeki heterojen yiik dagilimi, (ii) pektin
zincirlerindeki COO™ sayisinin artigl, (iii) ¢apraz baglayict Ca iyonlari ile albiiminin

negatif yiiklii rezidiilerinin olas1 etkilesimi ile aciklanabilir.

Temel makromolekiil etkilesimleri hidrojen bagi veya hidrofobik etkilesimler ile
baglatilmaktadir. Bunun yanisira, farkli yiikli rezidiilerin karigmasiyla olusan
kompleks ¢ozeltilerin etkilesimlerinin tersine, benzer yiiklii ¢ozeltiler itici elektrostatik
kuvvetleri yenen kisa mesafeli kuvvetli katyon-pi etkilesimleri ile de domine
edilebilirler. Molekiiler ve ylizey kuvveti 6l¢iimleri ¢alismalari, sulu ¢ozeltide katyon-

pi etkilesimlerinden kaynaklanan ve kisa mesafeli katyon ve aromatik polimerler
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arasindaki kuvvetli adhezyon kuvvetlerinin, sulu ¢ozeltideki farkli yiiklii polimerler
arasindaki elektrostatik etkilesimlerden daha kuvvetli oldugunu kanitlamistir [498,
499] Her iki makromolekiiliin de net ylizey yiikiiniin 0 oldugu durumlarda zayif
Coulomb kuvvetlerin varligi literatiirde gosterilmistir [500]. Birgok makalede, bu tarz
etkilesimlerin, proteinlerin ylizeyindeki pozitif yiikli yamalarin bulunmasina

baglanmistir[428].

Bunun yani sira proteinler ve kati yiizeyler arasindaki etkilesim, adsorblanan
molekiiliin yiizey heterojenitesi ve molekiiler 6zelliklerinden etkilenmektedir [501].
Bilindigi gibi iyonik jellesme ile olusan hidrojel filmler porludurlar. Pektin, pH 4,7 ve
4,3°te pH 6,4’¢ gore daha az dolasik ve porlu bir yap1 olugturmaktadir. Pozitif ytiklii
proteinler ile anyonik polisakkaritler arasindaki elektrostatik ¢ekme etkilesimleri
jellesme olusturmaktadir. Burada katyonik fragment bir capraz baglayict gibi
davranmaktadir (Sekil 8.11) [494].

®

o~/ Pektin zincii Capraz baglayici Ca iyonu @ BsA molekiili

Sekil 8.11 : Pektin zincirleri ile BSA molekiilleri etkilesiminin sematik gdsterimi.

8.3.5 Hidrojel filmlerin BSA adsorpsiyonu esnasinda sisme analizi

Pektin-zeolit hidrojel filmlerin, pH 6,4 ve pH 4,7 kosularinda BSA adsorpsiyon
¢ozeltisi ve tampon ¢ozeltisi igindeki denge sigsme oranlari sirasiyla Sekil 8.12 ve
8.12b’de verilmistir. pH 6,4’te A6.4-100, A6.4-50 ve A6.4-25 hidrojel filmleri igin
adsorblanan BSA konsantrasyonu sirastyla 88,5, 37,0 ve 16,0 mg g™ film (Sekil 8.11,
Cizelge 8.1) iken, bu filmlerin adsorpsiyon esnasinda sisme oranlar sirasiyla 50, 51
ve 35 olarak hesaplanmistir (Sekil 8.12). PZ hidrojel filminin bu pH degerinde tampon

cozelti icindeki sisme orani ise 68 olarak Olcililmiistiir. Bu oran ayni kosullarda BSA
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cozeltisi i¢indeki sisme oranina gore yiiksektir. Bu durum, BSA molekiiliiniin pozitif
yiiklii amino asitlerinin pektin zincirlerinin karboksil ve/veya hidroksil gruplar ile
etkileserek ek c¢apraz baglayici gibi davranmasiyla agiklanabilir [487, 492]. Boylece,

hidrojel yapida giiclenme, dolayisiyla gegirgenlikte azalma olacak ve ¢oziici

penetrasyonu diisecektir.

g , @ mpH6.4; 100mg BSA 100 -
6.4A25
mpH 6.4; 50 mg BSA
60 75 - m6.4A50
g mpH6.4;25mgBSA £ mG6.4A100
3 5
g 40 5 50 -
g m pH 6.4 in buffer g " 6-4M30
(%8 [
8 6.4M75
20 - ® pH 4.7 in buffer 25 7
m6.4M100
o pH 4.7 ;100 mg BSA 0 4.7A50

Sekil 8.12 : Hidrojellerin sisme oranlari (a) pektin zeolit hidrojellerin adsorbsiyon
cozeltileri ve tampon ¢ozelti iginde (b) BSA yiiklii pektin-zeolit hidrojellerin pH 6,4
tampon ¢Ozelti i¢indeki sisme oranlari.

Buna karsin, adsorpsiyon islemi pH 4,7’deki BSA ¢ozeltisi ile yapildiginda, tampon
cozeltisi i¢indeki hidrojel film (PZ; 40.37), BSA ¢ozeltisi i¢indeki hidrojel filmden
(A4.7-100; 51) daha az sismistir. Bu farklilik pektin zincirlerinin asidik kosullarda pH
6,4 ortamina gore, protein molekiiliiniin pozitif yiiklii amino asitleri ile etkilesebilecek
daha az sayida iyonize -COOH gruplar1 bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Boylelikle, pektin-zeolit filmi ile BSA etkilesmesi daha az olacagi i¢in, BSA
molekiilleri ek capraz baglayic1 gorevini de diisiik bir seviyede gergeklestirebilir. Bu
sekilde BSA ¢ozeltisi igindeki pektin-zeolit hidrojel filmi (bu durumda BSA yapiya
eklenerek toplam agirhi@ arttirdigi igin), tampon ¢ozeltisi i¢indeki pektin-zeolit

hidrojel filminden daha fazla sisebilir.

8.3.6 Zeolit partikiilleri ve hidrojel filmlerden BSA salimi

BSA yiiklii hidrojel fimlerin denge sisme oranlari Cizelge 8.1 ve Sekil 8.12° de
verilmistir. Hazirlama metodu, BSA baslangi¢ konsantrasyonu ve yilikleme pH degeri

hidrojel filmlerin sisme oranina énemli oranda etki etmektedir.

Adsorpsiyon metodu ile hazirlanmis filmlerin (A6.4-50; % 49,2) sisme oraninin,
karistirma metodu ile hazirlananlara gore (M6,4-50; % 29,0) ¢ok daha fazla oldugu

belirlenmistir (Sekil 8.12). Karistirma metodu ile hazirlanan filmlerde, filme eklenen
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BSA’nin tamami pektin-zeolit karisimina ¢ozelti halinde iken eklenmektedir. Halbuki,
adsorpsiyon metodunda kuru pektin-zeolit hidrojel filmleri, baslangi¢ albiimin
miktarimin sadece %74 iinii adsorplayabilmistir. Daha 6nce tartisildig gibi ve literatiir
ile uyumlu olarak, BSA molekiliiniin pektin-zeolit filmleri {izerinde yap1
kuvvetlendirici ve ek capraz baglayici etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bunun sonucu

olarak BSA miktar1 daha fazla olan film daha az sismektedir.

Ayrica, A6.4-50 hidrojel filminin A4.7-50 filminden daha fazla sismesini, pH 6,4’te
daha fazla miktarda albiimin adsorplamasina ve pH 6,4’te pektin zincirlerinin pH 4,7’

ye gore daha fazla sismesine baglanabilir.

Sisme orani, baslangic BSA konsantrasyonunun artisi ile diisiis gostermistir. Bu durum
da BSA molekiillerinin pektin zincirleri iizerinde yap1 kuvvetlendirici ve ilave ¢apraz
baglayic1 davranisi ile agiklanabilir. Daha fazla albiimin baglandiginda yap1 daha az

sisebilmektedir.

pH 6,4 tris TRIS tampon ¢ozelti ortamina segilmis pektin ve pektin-zeolit
hidrojellerinden BSA salim miktar1 Sekil 8.13’te verilmistir. Salim miktarinin
ylikleme metodu (kanistirma veya adsorpsiyon) ve basglangic BSA
konsantrasyonundan 6nemli 6l¢iide etkilendigi belirlenmistir. Adsorpsiyon metoduyla
hazirlananlarda, diisiik baslangic BSA konsantrasyonlarinda ( PZ-A6.4-10; 10 mg g*
film, PZ-A6.4-25; 25 mg g film), BSA molekiillerinin yaklasik tamami yiiklendigi
halde hi¢ salim olmamustir. Bu durumun vyeterli itici giiciin eksikliginden
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Buna karsin yiiksek BSA derisimlerinde hazirlanan
A6.4-50 (50 mg g film* BSA) ve A6.4-100 (100 mg g.film™ BSA) hidrojel fimlerinde
adsorplanan proteinin cogu ¢ozeltiye salinabilmistir. Karistirma metodu ile hazirlanan
hidrojel fimler, adsorpsiyon filmlerine gore daha diisiik ilag salimi yapabilmistir:
M6.4-100 formiilasyonu 41 mg g* film, M6.4-75 filmi ise 23 mg g* film BSA
salabilmigtir. Bu degerler, baslangic BSA konsantrasyonunun sirasiyla yaklasik % 40
ve %30’una denk diismektedir. Ote yandan, adsorpsiyon ile hazirlanan filmler yaklasik

olarak yiiklenen BSA’nin tamamin salabilmiglerdir.
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Sekil 8.13 : Pektin-zeolit hidrojellerinden BSA salimi.

S
%)
G

BSA salim performansi
(mg BSA/ 10 mg zeolite)
BSA salim performansi (%)

Polimerik sistemin sisme orani ve ilag salim performansi arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmaktadir. Adsorpsiyon ve karistirma yontemleriyle hazirlanan
ornekler arasindaki salim miktar1 farki, bu iki metotta BSA’nin adsorplandig:
yizeylerin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Adsorpsiyon metodunda, BSA
difiizyonu oOncelikle hidrojele dogru olmakta; BSA molekiilleri ilk olarak pektin
molekiilleri ile kars1 karsiya kalmaktadir. Buna karsin karistirma metoduyla hazirlanan
filmlerde ise BSA ilk olarak zeolit partikiilleri yiizeyine yiiklenmekte, ardindan BSA
yuklii bu ¢ekirdek kisim pektin ¢ozeltisi ile karistirilmaktadir.

Farkli pH’larda yiiklenen BSA c¢ozeltilerinin ilag salim profilleri benzerlik
sergilemistir (Sekil 8.14). Aralarindaki en belirgin fark gecikme zamanidir. pH 6,4
ortaminda hazirlanmis hidrojel filmler, pH 4,7 ve pH 4,3 ortaminda hazirlananlara gore
daha fazla miktarda BSA salimi gergeklestirmistir. Bu, pH 6,4 ortaminda sisme
oraninin daha diisiik pH’ lara gore daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun
yanisira, BSA yiik dagilim1 dikkate alindiginda, pH 6,4 ortaminda pH 4,7 ve pH 4,3’¢
gore daha fazla notr bolgeler bulunmaktadir. Bu bolgeler sayesinde, kolaylikla hidrojel

filmden ayrilarak disar1 dogru difiize olabilirler.
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Sekil 8.14 : PZ-A6.4-50 ve PZ-A4.7-50 hidrojellerinden BSA salim profili.

8.3.7 CD spektrofotometre analizi

CD (Circular dichroism) analizi, hidrojellere yiikli BSA molekiillerinin dis ortama
salim1 esnasinda, olasi ikincil yap1 bozunmasini belirlemek amaciyla yapilmistir. BSA
molekiiliindeki ikincil yap1 degisiklikleri 250-190 nm araligindaki uzak-UV CD ile
izlenmigtir. CD analizi ile hem adsorpsiyon hem de karistirma metodu ile hazirlanan
hidrojellerden tampon c¢ozeltiye salinan BSA molekiillerinde olusacak yapisal

degisikliklere pH ve konsantrasyon degisikliklerinin de etkisi gdzlenmistir.

BSA molekiilii, uzak-UV bélgesinde 208 nm (igerdigi yiiksek oranda ikincil yapi alfa-
helikslerden dolay1) ve 222 nm (aromatik rezidiilerinden dolay1) civarinda belirgin bir
elips sekline sahip, iki negatif bant ile karakterize edilmektedir (Sekil 8.15) [502]. Bu
yapinin korunmus olmasi, proteinin ikincil yapisinin korundugunu ve biiyiik olasilikla
tciinciil yapida da bozulma olmayarak BSA’nin hidrojel filmlerden dis ortama
salinirken biyolojik aktivitesinin korunmus olacagina isaret etmektedir. Sekil 8.15°te
da goriildiigii gibi, BSA molekiilleri pH 6,4 TRIS tampon ¢6zeltisi ortamima M8.2-100
ve M6.4-75 hidrojel fimlerinden salinirken ikincil yapisin1 koruyamazken, pH 6,4
ortaminda adsorpsiyon ve karistirma metotlari ile hazirlanmis A6.4-100 ve M6.4-100
filmlerinden salinan BSA, karakteristik alfa-heliks bandini vererek, ikincil yapisinda

herhangi bir bozunma olmadigin1 gostermistir.
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Sekil 8.15 : Saf BSA ve hidrojellerden salinan BSA’nin CD-UV spektralari; (a) PZ-
M6.4-100; (b) PZ-M6.4-75; (c) PZ-A6.4-100;(d) PZ-M8.2-100 (e) Saf BSA.

Literatiirde alblimin ve metal komplekslerin ¢ogunlukla proteinin ikincil yapisini
bozabilecegi belirtilmistir. Ca iyonlar1 BSA molekiilii ile pH 6,5 — 8,5 arasinda daha
kuvvetli olarak baglanmaktadir [503]. Elde edilen sonuglara gére hem karistirma hem
de adsorpsiyon ile hazirlanan 100 mg BSA iceren (A6.4-100, M6.4-100)
numunelerdeki BSA, dis ortama (pH 6,4 TRIS tampon c¢ozeltisi) salinirken ikincil
yapisint korudugu belirlenmistir (Sekil 8.16a). Buna karsin, pH 8,2 ortaminda
hazirlanan karistirma numunesi M8.2-100 karakteristik alfa-heliks pikini vermemistir
(Sekil 8.16b). Bunun, pH 8,2 kosulunda pektin zincirlerindeki fazla miktardaki
deprotone olmus COO" gruplarindan dolay1 olusan iyon-iyon itme kuvvetlerinin etkisi

ile olusan yiiksek orandaki hareketlilikten ve olas1 Ca-BSA etkilesiminden

kaynaklandig diistiniilmektedir.

Daha az miktarda BSA igeren pH 6,4 ortaminda karistirma metotu ile hazirlanmis
filmler (75, 50, and 25 mg BSA g film) saf BSA molekiiliiniin kiral pikini vermistir.
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100 mg BSA igeren ayni kosullarda hazirlanmis filmlerdeki BSA molekiilleri ikincil
yapilarin1 koruyarak dis ortama salinacagi halde, daha az BSA iceren filmlerde bu
yapinin korunamamasi, BSA konsantrasyonu disiikliigiinden dolay1, yumusak yapili
BSA’nin tutundugu ylizeyde daha genis bir ortama yayilmasiyla agiklanabilir. Olugan
bozulmanin kiral yapi1 vermesi ve bunun nedenleri daha detayli bir ¢alisma ile

aciklanmalidir.

8.3.8 Invitro yara iyilesme analizi

In vitro yara iyilesmesi analizileri Marmara Universitesi Tibbi Biyokimya
Anabilimdali labaratuvarlarinda Dog. Dr. Saime Batirel tarafindan yapilmistir. Analiz,
ilag salim profilleri kontrollii salim profilen uyan ve CD-UV analizleri ile BSA
molekiiliinii dig ortama katli yapisin1 bozmadan saldigi belirlenen A.6.4-100 ve M6.4-
100 hidrojellerine uygulanmistir. Sekil 8.16°da goriildiigii gibi, 48 ve 72 saat
inkiibasyon periyotlar1 esnasinda biitiin gruplardaki hiicreler yarali bolgeye dogru gog
etmislerdir. Bu, hem karistirma hem de adsorpsiyon metodu ile hazirlanmis 100 mg
BSA igeren hidrojel filmlerin, hiicrelerin migrasyonuna etki etmedigi ve fibroblast

hiicreleri iizerinde toksik bir etki gostermedigini belirtmektedir.

0 saat 24 saat 48 saat

= AL

Kontrol
A6.4-100

M6.4-100

Sekil 8.16 : A6.4-100 ve M6.4-100 filmeleri in vitro yara iyilesmesi analizleri.
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8.4 Vargilar

BSA’nin polimer ylizeyine adsorblanmasina etki eden parametreler listelenmis ve her
bir parametrenin ayirt edici 6zellikleri hesaplamali ¢alisma ve deneyler yardimiyla

aciklanmis, sonuglar literatiir ile de desteklenmistir.

Amfoterik BSA molekiillerinin pozitif ve negatif yiiklerinin heterojen olarak
dagilmasi. Burada ayn1 zamanda BSA ve polimerin zit yiiklii boliimlerinin arasindaki

mesafe de aradaki etkilesime etki etmektedir.

Proteinlerin pH’ a bagli ¢oziintirligii [504].

Pektin zincirlerindeki COO™ gruplarinin pH’ a bagli deprotonasyon sayisi, ve buna
bagl olarak sisme davranisi ve yiizey piiriizliiligiindeki degisim [2].

BSA ve pektin molekiilleri ile etkilesen Ca katyonu sayisi. Bu say1 her iki polimerdeki
negatif yiiklii rezidiilerin sayisi ile degisiklik gostermektedir.

Katyon-pi etkilesimleri [505].

Zeolit partikiillerinin pH’a bagimli dekompozisyonu [506].

Pektin-zeolit hidrojellere pH 6.4 ortaminda adsorbsiyon metoduyla yiiklenen albiimin
molekiilleri, kontrollii bir sekilde, kath yapilarimi bozmadan dis ortama
salinabilmislerdir. Bu sonug, bu kosullarda hazirlanan albiimin yiikli pektin-zeolit
hidrojellerinin alblimini yara ortamina biyoaktivitesini koruyarak salabileceginin bir
gostergesi oldugu gibi ayni zamanda pektin-zeolit hidrojelin yara sivisindan
adsorblayacag biiyliime faktorlerinin de yarilanma Omiirlerini uzatabilecegine isaret

etmektedir.
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9. SONUCLAR

Gliniimiizde, diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin neden oldugu kronik yaralar, hizla
yaslanan niifus, trafik kazalar1 ve cerrahi prosediirlerin artis1 ile etkili gelismis yara
ortiilerine olan gereksinim gittikce artmaktadir. Geligsmis bir yara oOrtiisii, oncelikle
kant hizli bir sekilde tutabilmeli, miikkemmel biyouyumluluk ile beraber bakteri
kolonizasyonunu engellemeli, biyoadezif olmali, fazla eksuday1 absorbe edebilmeli,
uygun su buhar1 ve oksijen gegirgenligi orani ile de iyilesmeyi hizlandirmalidir. Ayni
zamanda, hasta ve hasta yakinlari i¢in konforlu bir kullanima sahip olmasi, mekanik
dayaniklilik, uzun raf 6mrii, uygun maliyet ve biyobozunurluk da bir yara ortiisii
malzemesinde aranan dnemli 6zelliklerdendir. Biitiin bunlarin yam sira tedavi i¢in
gerekli olan aktif ajanlar1 kontrollii bir sekilde salabilmesi modern bir yara Ortiistiniin
aranilan 6zellikleri arasindadir. Ancak, mevcut gelismis yara ortiilerinin ¢ogu oldukca
yliksek maliyetli olup, yukarida sayilan 6zelliklerden ¢ok azini bir arada igermektedir.
Bu nedenle, tiim aranan 6zellikleri bir arada barindiran, diisiik maliyetli gelismis yara
ortiilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu motivasyonla, bu tez ¢alismasi kapsaminda in siliko ve in vitro yontemlerin beraber
kullanildig1 bir yaklasimla bir atik veya yan {iriin olan pektin polimeri temelli yara
ortiisii olarak kullanilabilecek hidrojeller gelistirilmistir. Biyouyumlu ve antibakteriyel
olan yara ortiisii formundaki pektin hidrojellerin yiiklenmis ilag veya proteini kath
yapilarin1 bozmadan dis ortama kontrollii salabildigi gosterilmistir. Zeolit katkili
pektin hidrojellerin piyasadaki muadiline gore yara iyilesmesi i¢in gereken yiiksek
oksijen, su buhart gecirgenligi ve iyi su tutma kapasitesine sahip oldugu, yara
iyilesmesini hizlandiracak daha fazla asidik ortam olusturdugu belirlenmistir. Ayn
zamanda bu calismalar esnasinda malzemelerin in vitro karakterizasyonu, reolojik
analizleri, aktif ajan yiikleme/salim caligmalari, hiicre analizleri ve molekiiler
modelleme ¢alismalar1 ile 6zellikle karbonhidrat sistemlerin etkilesimleri molekiiler
ve sistem seviyesinde incelenmistir.
Bu ¢alisma ile;

Tiim-atom molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlarin1 kullanilarak, diisiik

metoksil (LM)-pektin yapisinin yani sira, daha kuvvetli antienflamatuvar 6zellige
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sahip olan yiiksek metoksil (HM)-pektin yapisinin da hidrojen baglar1 ve

hidrofobik etkilesimlerin destegiyle, Ca?* iyonu varliginda, kontrollii salim igin

stabil bir kompleks olusturabilecegi sonucuna varilmaistir.

Pektin hidrojelin hedeflenen ilag salim hizina gore tek katli veya ¢ok katli olarak
farkli hazirlama metotlar1 ile (adsorbsiyon, sisme ve karigtirma) hazirlanabilecegi

ve ilag salimi yapabilecegi gosterilmistir.

MD simiilasyonlar1 ile pektin hidrojelden kontrollii salim yapilabilen ilag
konsantrasyonlarini tahmin edebilmek i¢in genel bir metodoloji gelistrilmistir. Bu

amagla,

Farkli ila¢ konsantrasyonlarindaki capraz bagli pektin polimerlerin, 6zellikle
capraz bagli GAL ciftlerine odaklanarak, global ve lokal dinamik davranislari

incelenmistir.

PGAL zincirlerinin yap1 esnekliginin belli bir noktaya kadar ilag
konsantrasyonu artisiyla arttigr belirlenmis, rezidiilerin lokal hareketlerinin

hidrojel ag yapinin degredasyona etkisi ongoriilmiistiir.

Hesaplamalardan yapilan ongoriilerin dogrulugu ilag ytklii pektin hidrojellere

in vitro standart karakterizasyon protokolleri ile gosterilmistir.

Artan ila¢ konsantrasyonu ile ila¢ molekiillerinin, ¢apraz bagl zincirlerin arasina
penetre olarak bir plastiklestirici gibi davranip, zincirlerin hareketliligi ve buna
bagli olarak zincirlerin arasindaki mesafeyi arttirarak ¢apraz baglanmanin

bozulmasina neden oldugu 6nerilmektedir.

Tez caligmasinda uygulanan bu hesaplamali yaklasim, benzer polimer sistemlere de

uygulanabilir. Buna gore, kontrollii salim1 koruyan ila¢ konsantrasyonu araligi veya

patlama salimima yol acan kritik konsantrasyon tahmin edilerek, kontrollii verime

sahip sistemlerin tasariminda kullanilabilir.

. Iyonotropik jellesme metodu ile pektin temelli, hemeostatik 6zelligi bilinen Na-zeolit

veya Zn-zeolit katkili hidrojeller hazirlanarak, hidrojel yapis1 ve ilag salimi arasindaki
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iligkiyi belirlemek amaciyla baglica; (i) hazirlama metodu, (ii) capraz baglayici
konsantrasyonu, (iii) zeolit konsantrasyonu ve (iv) zeolite bagli iyon cinsi olmak iizere
dort farkli tasarim parametresi {izerinde c¢alisilmis, ve her bir parametrenin
malzemenin ilag salim performansina etkisi ayr1 ayri incelenmistir. Elde edilen

sonuglara gore;

Zeolit A partikiilleri, hidrojel stabilitesi ve oksijen gecirgenlik hizini arttirmistir.
Zeolit A partikiillerinin ila¢ deposu olarak kullanilmasi salimi daha kontrollii hale
getirmistir.

Pektin-zeolit hidrojellerin ilag salim profilini, hidrojelin sisme davranigi ve matriks igi
ve dis1 iyon dinamigi yonetmektedir.

Zn-zeolit hidrojeller, yara tedavisinde 6nemli etkileri oldugu bilinen Zn iyonlarin dis
ortama salabilmektedir.

Sentezlenen hidrojeller hiicre biiyiimesini desteklemekte ve E.coli ve S.aureus’a karsi

antibakteriyel 6zellik gostermektedir.

Tez caligmasinda ayrica serum alblimin yiiklii pektin-zeolit hidrojeller gelistirilmistir.
Bu hidrojeller, yiiksek kanamali cerrahi operasyon veya yaralanmalar ile yanik
yaralarinda 6nemli bir problem olan, ayn1 zamanda kalp krizi, kanser ve COVID-19
nedeniyle gelisebilen serum albiimin eksikligi yasayan hastalarin cerrahi operasyonlari
ve yaralanmalarinda kullanilabilir. Bu c¢alismalar esnasinda serum albiimin
molekiillerinin polimer ylizeyine adsorblanmasina etki eden parametreler listelenmis
ve her bir parametrenin ayirt edici 6zellikleri hesaplamali ¢alisma ve deneyler
yardimiyla agiklanmistir. Elde edilen sonuglara gore; (i) albiimin molekiillerinin
asimetrik yiik dagilim, (ii) albiiminin pH’a bagli ¢6ziiniirliigi, (iii) alblimin ve pektin
molekiilleri ile etkilesen Ca?* katyonu say1s1 ve (iv) zeolit partikiillerinin pH bagimli
dekompozisyonu, albiimin molekiillerinin pektin-zeolit hidrojeline adsorbsiyon
veriminde etkili olmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda pH 6,4 ortaminda
hazirlanan 100 mg.g? film albiimin yiiklii pektin hidrojelin, yapisinda immobilize
olmus alblimini kontrollii bir sekilde proteinin yapisim1 bozmadan dig ortama
salabildigi belirlenmistir. Bu c¢aligma temel alinarak, pektin hidrojellerin yara
tedavisinin en 6nemli ajanlarindan olan biiyiime faktdrlerinin yiiklenmesi ve salinmasi

icin uygun bir sistem olusturdugu 6n goriilmektedir.
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Gelecek ¢alismalar

Gergeklestirilen in vitro deneyler ile, piyasadaki muadillerinden yara iyilesmesi
bakimindan daha iistiin oldugu belirlenen pektin-zeolit yara oOrtiilerinin, matriks i¢ine
bakteri sensorii tasarimi, ve ardindan in vivo deneylerinin gerceklestirilmesiyle katma
degeri yiliksek ve saglik sektoriinde yara bakim maliyetlerini azaltan {irtinlerin

iiretilmesi i¢in {iriin formiilasyonlar1 gelistirilmesi planlanmaktadir.
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EKLER

EK A : Teofilin, prokain ve BSA molekiilleri kalibrasyon egrileri.
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EK A : Teofilin, prokain ve BSA molekiilleri kalibrasyon egrileri
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