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YARA ORTUSU OLARAK HAZIRLANAN PEKTIN ESASLI iILAC
DAGITIM SiISTEMLERINE METAL ORGANIK KAFES YAPILARIN
(MOF) KATKISI

OZET

Meyve suyu yan sanayinin atik iiriinii olan pektin, insan viicudundaki hiicreler arasi
matrisin ana bilesenlerine yapisal benzerligi bulunan anyonik ve dogal bir
polisakkarittir. Toksik degildir, biyouyumludur ve diisiik iiretim maliyetine sahiptir.
Ayrica antioksidan, antitimor ve anti-enflamatuar 6zelliklerine sahiptir.

Koordinasyon polimerleri olarak bilinen metal organik kafes yapilar (MOF), yiiksek
ilag yilikleme kapasiteli ve biyouyumlu hibrit malzemelerdir. MOF iceren pektin
filmlerin ila¢ tastyict sistem olarak kullanilmalar1 son yillarda ilgi ¢eken bir arastirma
konusudur.

Bu ¢alismada, ilag¢ yiikli MOF igeren pektin filmler hazirlanmistir. Metal organik
kafes yapis1 olarak MIL-101(Fe), ilag¢ tasiyici sistem olarak ve pektinin daha iyi
mekanik 0zellik kazanmasimi saglamak i¢in kullanilmistir. Filmler farklh pH, farkh
ilac ve MIL-101(Fe) miktarlarinda sentezlenmistir. Filmler tek yoOntemle
sentezlendi.Digeri karsilastrma 6rnegi olarak hazirlandi. Sistemimizde ila¢ olarak
lokal antezik bir ilag olan prokain kullanilmistir.

Sisteme ila¢ yiikleme ve ilag salim ¢alismalarinda UV-Vis spektrofotometre
kullanilmistir. Sisteme MOF ve ilacin basarili bir sekilde eklendigini incelemek i¢in
Fourier doniisiimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi kullanilmistir. Polimerlerin 1s1l
karakterizasyonu, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) kullanilarak azot
atmosferinde incelenmis ve camsi gegis sicakligi (Tg) ve erime sicakligi (Tp)
belirlenmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak kurutulmus
filmlerin morfolojisi incelenmistir. Polimerlerin  viskoelastik  6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in reolojik analiz yapilmustir. Filmlerin hidrofilik-hidrofobik
karakterleri temas ac1 Olger ile belirlenmistir. Esneklik, birim alan basma ortalama
kiitle (g m?), filmin kalinligi (mm), sivi tasima kapasitesi, dehidrasyon hizi,
dispersiyon Ozelligi ve ¢oOzelti pH’ma etkisi gibi cesitli yara Ortiisii Ozellikleri
incelenmistir.

Calisma sonunda elde edilen verilere gore, ilag yiikli MOF partikiilleri pektin
icerisine basariyla dagitildigi sonucuna varilmistir. Hidrojel filmlerin ani ilag salim1
yapmadig1 ve kontrollii ila¢ salimma uygun davrandigi belirlenmistir. Sentezlenen
filmler arasinda pH 5.8’de 30mg ilag¢ yiiklenmis 30 mg MOF partikiilii igeren
filmlerin, en iyi ilag salimi davranisi gosterdigi belirlenmis, yara oOrtiisii olarak
kullanim i¢in gerekli olan mekanik Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle ve hiicre
canlilig1 tizerindeki olumlu etkileri goz Oniine alindiginda yara Ortiisii olarak
kullanabilecegine karar verilmistir.
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CONTRIBUTION OF METAL ORGANIC FRAMEWORKS (MOFs) ON
PECTIN-BASED DRUG DELIVERY SYSTEMS PREPARED AS WOUND
DRESSING

SUMMARY

The wound dressing material supplies pain relief, exudate absorption, infection and
protection against contamination of contaminants, non-toxic, gas permeability,
moisture, optimum pH and temperature environment.

The natural polymers used as a drug carrier have many advantages, including good
biocompatibility, non-toxicity and adjustable controlled drug release properties.
Pectin is an important polysaccharide commonly worked on as a drug delivery
matrix.

Pectin consists of three polysaccharide regions, Homogalacturonan (HGA),
Ramnogalacturonan-1 (RG-1) and Ramnogalacturonan-11 (RG-I1).HGA is a linear
homopolymer of a-(1 — 4) bound D-galacturonic acid. Pectin is an eco-friendly raw
material, mainly derived from by-products of the juice and cider industry.

According to the degree of esterification (DE), which is the percentage of the
esterified carboxyl groups, the pectins are divided into two classes. High methoxyl
(HM) pectins (with DE>50%) necessitate relatively high soluble solids concentration
and low pH for gel formation. Low methoxy (LM) pectins (with DE<50%) form hard
gels under the influence of calcium or polyvalent cations that crosslinking
galacturonic acid chains. The interaction of carboxyl group of LM pectin structure
with Ca®* induces the formation of the “egg box” structure.

Non-toxicity and low production costs, due to the simple gelling mechanism, the
ability to rapidly form viscous solutions and stable gels in contact with aqueous
solutions have led to the demand for pectin in biomedical applications such as drug
delivery, gene transport, tissue engineering, wound healing and wound dressing.For
application of pectin hydrogels to drug delivery, it is preferred to use a low
molecular weight pectin with a low degree of esterification in the structure of the
desired pectin.

Metal-organic frameworks (MOFs), a fastly growing interdisciplinary area in the last
20 years, have arised as a wide variety of crystal materials associated with very high
porosity and enormous internal surface areas, combined with metal cation and
organic binder. These properties enabled MOFs to be commonly used in gas
storage,catalysis, drug transport and adsorption.

The MIL family is important due to its attractive qualities such as large pores (25-34
A°), outstanding surface area (3100-5900 m?/g) and the ability to associate functional
groups into the frame. MIL (Lavoisier Institute Materials) is the first MOF group
whose family has been underresearched as a potential drug delivery system.
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A less toxic analogue, biocompatible and much more favorable drug carrier MIL-101
(Fe) was synthesized by Taylor-Pashowet. The zeotype crystal structure of MIL-
101(Fe) is consisted of trimer iron (I11) octahedral clusters linked together by 1,4-
benzenedicarboxylate anions.

The use of MOF-containing pectin films as a drug delivery system is a research
topic. It is advantageous that the pectin films containing MOF can be used as
dressings due to their biocompatibility and high mechanical properties.

In this study, pectin film with MOF were synthesized. The drug was loaded into the
MOF particles and the pectin film containing the drug loaded MOF particles was
prepared. MIL-101(Fe) is used as a controlled drug delivery system and to provide
better mechanical properties of pectin film.

There are many factors known to be effective in wound healing and intracellular and
extracellular pH is particularly significant. Schneider and colleagues showed that pH
is an important additive factor in the healing process and different pH ranges are
necessary for the healing stages. Studies have also informed that changes in pH may
influence wound closure, graft uptake, microbial infection rates, bacterial virulence,
and biofilm formation.

The regeneration of the natural acidic environment in the skin can help to efficiently
decrease the microbial load on the body surface, even if they are very resistant to
antibiotics. As the innate plea of the body, the wound pH value shifts to acidic
medium. Chronic wound pH values range from 5.45 to 8.65 with an average pH of
7.42. Low pH and higher wound temperature are suitable for recovery.

pK values vary according to the DE of pectin; the pK value of pectin with a degree of
% 65 esterification was 3.55, whereas the pK value of pectin with 0% esterification
degree was 4.10. The pH 3.5, where approximately 50% chargeable groups are
ionized, which are equal to the pectin pKa value (3.38-4.10), may be connected to
the lower ionized carboxyl group. In fact, a higher charge density is informed when
the pH of a solution is above the apparent pKa of the pectin. Furthermore, the
binding of Ca?* ions increases with pH, with a maximum level of pH 5-7.5. Because
of this, the films were synthesized in different pH (5.8, 8.2, 9.1 and 9.8).

Procaine (2-(diethylamino) ethyl- 4-aminobenzoate) was used as a drug in this study.
Procaine is an anesthetic agent specified for induction of local or regional anesthesia,
especially for oral surgery. It was first suggested in 1909 that local anesthetic drugs
had antibacterial properties and procaine was reported to inhibit 65.8% of the 1279
clinical bacteria isolates at concentrations up to 2.0%. pKa value of procaine is 8.05.

In order to understand the MOF drug carrying capacity, the films containing different
amounts of drugs (30mg and 60mg) and MOF (30mg and 50mg) were synthesized.
The synthesis was performed using matrix diffusion (comparison examples) and
membrane diffusion methods.

Membrane diffusion systems; the drug is placed in a tank surrounded by a swelling
or non-swelling polymeric layer. Membrane systems can be prepared in a variety of
ways such as sheet, film, capsule, microcapsule. In matrix diffusion systems, the
drug is dissolved or dispersed in the solid polymer. Fabrication of matrix systems is
easier and cheaper than membrane systems.

Drug delivery and drug release analysis to the system were determined using UV-Vis
spectrophotometer. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy was used to
examine the successful addition of MOF and drug to the pectin film.
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Crystal structures of MOF particles and synthesized films were investigated by X-ray
diffraction (XRD) method. The thermal characterization of the polymers was
investigated using differential scanning calorimetry (DSC).

Morphological examination of dried films using scanning electron microscopy
(SEM) was performed. The rheological analysis was performed to determine the
viscoelastic properties of the films. The contact angle analysis was performed to
determine the hydrophilic-hydrophobic character of the films.

Modern dressings have many desirable features, including biodegradability,
bioabsorbability and ease of administration, flexibility, comfort and bacterial
resistance. The standard properties required for various dressings such as elasticity,
average mass per unit area (g m?) and thickness (mm) of hydrogel films, fluid
handling capacities, dehydration rate, dispersion properties and pH shift capacity of
wound dressings were tested. Hydrogel films are hydrophilic structures that allow
water to penetrate and swell with water. Therefore, swelling rates of films were
examined.

As a result of FTIR analysis, specific peaks of pectin, MOF and the procaine were
observed in FTIR spectrum. In the SEM images the smooth structure of the pectin
and the MOF particles scattered over the pectin surface were observed.

XRD patterns of MOF were found to be in accordance with the literature. The XRD
patterns of the crystal structure of MOF were seen in the XRD pattern of pectin-
MOF film. According to the SEM, XRD and FTIR results, drug-loaded MOF was
successfully distributed to pectin film. As expected, hydrogels were swollen up to
100 times their weight and controlled drug release.

With the contact angle value of films increased after adding MOF, the hydrophilic
pectin film has gained hydrophobic properties. As a result of the rheological analysis,
all samples showed a typical gel-like behavior.

Burst drug release was observed in a high amount of drug loading. Controlled drug
release was observed in relatively low drug release. Among the synthesized films,
films containing 30 mg of MOF particle (30M30PC5.8), 30 mg drug loaded at pH
5.8, showed the best drug release.

As a result of in vitro dressing tests, 30 mg MOF containing films had the essential
mechanical properties. It was appropriate for the wound dressing material.

As a result of in vitro tests for cytotoxicity and wound healing properties of selected
hydrogels, no negative effect on wound healing and cell viability was observed. It
was observed that it had a positive effect on the cells and increased the number of
cells.

When all properties of MOF-containing pectin films are evaluated together, it can be
said that 30M30PC5.8 coded sample with good drug release and swelling rates has
the potential to be used as a wound dressing.

It is known that the preparation of MOF-pectin hydrogels and the controlled drug
release performance is examined for the first time.
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1. GIRIS

Hidrojeller, bliyliik miktarda su tutabilen ii¢ boyutlu ¢apraz bagli hidrofilik polimer
aglaridir. Yumusak kontakt lensler, yara sargisi, siiper emici maddeler, ilag salim
sistemleri gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in hidrojeller uzun zamandir
kullanilmaktadir. Polisakkaritler, genel olarak toksik olmama, biyouyumluluk,
biyobozunurluk, diisiik maliyet ve memeli dokularnin hiicre dis1 matrisindeki
biyoaktif glikozaminoglikan molekiillerine kimyasal benzerlik gibi bir¢ok avantajlar1
olan glikosidik baglarla bir araya getirilen monosakkaritlerden olusan
biyopolimerlerdir. Polimer liretimi i¢in nisasta, kitin, hyaluronik asit, seliiloz, pektin

ve agaroz gibi ¢esitli dogal polisakkaritler kullanilir.

Pektin, karasal bitki hiicre duvarinda bulunan ve ¢ogunlukla a-(1—4) zincirlerinde
esterlesmis d-galakturonik asit kalntilarindan olusan bir heterosakkarittir. Kalsiyum
ile jellesmesi sonucu, jel yapisinin i¢indeki biyoaktif bilesenlerin veya hiicrelerin
immobilizasyonunu saglayan yumurta kutusu benzeri yapilar olusur. Pektin bazl
biyomalzemeler zayif mekanik 6zellikleri nedeniyle, cogunlukla diger polimerlerle
harmanlanir. Yiyecek igecek endiistrisinde uzun yillardan beri kalinlastirici,
jellestirici ve kolloidal stabilizator olarak basariyla kullanilmakta olan pektin ayrica,
cesitli ilaglarin, proteinlerin ve hiicrelerin yakalanmasi veya salinmasi i¢in bir matris
olarak kullanilmasmi saglayan c¢esitli benzersiz 0Ozelliklere sahiptir. Fakat
polisakkaritlerin suda kolay ¢oziiniirliigii nedeniyle, kararli hidrojel olusturamazlar.
Kararli bir polimer ag1 olusturmak icin polisakkaritleri kimyasal olarak modifiye

etmek gerekmektedir [1-3].

Demir metali ¢evreye zarar vermeyen, bol miktarda bulunan, ucuz ve toksik olmayan
bir bilesendir. MIL-101(Fe), demir(l11) ve 1,4-benzendikarboksilik asidin oktahedral
zincirlerinden olusturulan demir bazli bir metal organik kafes (MOF) yapisidir. MIL-
101(Fe) mikemmel go6zeneklilik, yiiksek yiizey alani ve ¢ok miktarda demir
icermektedir [4].



Bu tez ¢aligmasinda, ilag yiikli MOF igeren pektin filmler sentezlenmistir. Filmler,
5.8, 8.2, 9.1, 9.8 olmak iizere dort farkli pH, 30 mg ve 50 mg MOF, 30 mg ve 60 mg

ilag ile hazirlanmustir.

Filmlerin yapisal analizi i¢in Fourier donistimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi
kullanilmistir. Polimerlerin 1s1l karakterizasyonu, diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC) kullanilarak azot atmosferinde incelenmis, erime sicakligi (Ty) ve camsi gegis
sicaklig1 (Tg) belirlenmistir. Polimerlerin viskoelastik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in
reolojik analiz yapilmistir. MOF igeren filmlerin kristaliniteleri, hem X-1smi1 kirinimi
(XRD) calismalar1 ile hem de diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) verileriyle
incelenmistir. Filmlerin 6.4 tampon ¢6zeltide sisme oranlar1 ve ilag salim 6zellikleri

incelenmistir.

Calismada in vitro yara oOrtiisii testleri yapilarak filmlerin yara Ortiisii olarak
uygunlugu incelenmistir. Segilen hidrojellerin sitotoksisite ve yara iyilesme
ozellikleri i¢in yapilan in vitro testler sonucunda, yara iyilesmesi ve hiicre canliligi

iizerinde olumsuz bir etki yaratmadigi, hiicre sayisimi arttirdigr gorilmiistiir.



2. TEORI

2.1 Yara lIyilesmesi ve Yara Ortiisii

Kronik yaralar, genellikle tekrar eden ve 12 hafta icinde iyilesmeyen doku
yaralanmalar1 olarak tanimlanmaktadir. Biiyiime faktorleri ve yiiksek eksiida
seviyesini diisiiren, kronik yara iyilesmesini geciktiren bir¢cok faktor vardir. Normal
olarak, eksiida nemi koruyarak ve yara dokusuna besin saglayarak yaranin
lyilesmesinin tiim asamalarinda onemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte,
kronik dokudaki eksiida, yara dokusunda daha fazla korozyona neden olabilen
goreceli olarak daha yiiksek seviyede proteinaz bulundugu i¢in akut yaradan
farklidir. Bu nedenle, doku rejenerasyonu uyarilmasinda ve yara eksiida yonetiminde

kronik yara i¢in terapotik yaklasim vurgulanmalidir [5].

Kronik yaralarda doku bozulmasi ve doku birlestirme arasindaki fizyolojik denge
kaybolmustur ve katabolik siirecler baskindir. Bu, kronik yara ortaminda bulunan
proteolitik enzimlerin fazla miktarda olmasini agiklar. Yara iltihapli faz olarak
kaldig siirece, katabolik enzimler dokuda aktif kalir. Iyilesme sonuna gelindiginde

ve iltihap azaldiginda, fizyolojik denge yavasca geri doner ve proteaz aktivitesi azalir
[6].

Yara iyilesmesi “normal” biyolojik olaylar dizisi boyunca devam ederse, etkili
iyilesme meydana gelir ve homeostaz geri yiiklenir. Normal biyolojik olaylar serisi,
hemostaz, iltihaplanma, proliferasyon ve olgunlasma olmak tiizere dort asamayi
kapsayan ¢ok yonlii rejeneratif bir siiregtir [7]. Hemostaz sirasinda kan damarlari
biiziilmekte ve piht1 olugmaktadir. Vazodilatasyon, antikorlarn, 16kositlerin, biiyiime
faktorlerinin ve enzimlerin, bakteri ve dokiintiileri i¢ine almak icin yaralanma
bolgesine gog ettigi iltihaplanma asamasinda meydana gelir. Yara, proliferasyon fazi
sirasinda esas olarak kolajen ve ekstraseliiler matriks iceren yeni graniilasyon dokusu
ile yeniden olusturulur. Olgunlasma, kollajen III-I’in yeniden diizenlenmesinin,

hiicresel bag dokularmin olusumu ile birlikte ortaya ¢iktigi son asamadir [8].



Pek ¢ok faktoriin yaranin iyilesmesi lizerinde etkili oldugu bilinmektedir ve 6zel
Oonem tagiyan alanlardan biri hiicre i¢i ve hiicre dist pH'dir. Enzim aktivitesi,
makromolekiiler sentez, metabolitlerin tagimmmasi ve hiicre dongiisii ilerlemesini
iceren hiicresel islemler, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1t pH'a baghdir. Normal
kosullar altinda normal cildin pH degeri, cilt yiizeyinde asidik bir ortam bulundugu,
1892 yilinda Hesus ve arkadaglar1 tarafindan belirlenmisve daha sonra 1928 yilinda
Schade ve Marchionini tarafindan tekrar onaylanmistir. Kiginin anatomik konumuna
ve yasina bagl olarak pH 4 ile 6 arasinda degismekte olan bu asidik ortam, her
zaman cildin bariyer fonksiyonunun 6nemli bir yonii olarak goériilmiistir. Bu pH

ortami, dis kimyasallara kars1 direng i¢in de dnemlidir.

Schneider ve arkadaglari, pH'm iyilesme siirecinde 6nemli bir katki faktorii oldugunu
ve Ozellikle iyilesmenin ¢esitli asamalar1 i¢in farkli pH araliklarinin gerekli oldugunu
gostermiglerdir. Pek c¢ok iyilesme siireci, anjiyogenez, kollajen olusumu ve makrofaj
aktivitesi dahil olmak tlizere pH'daki degisikliklerden etkilenmektedir. Caligmalar
ayrica pH'daki degisikliklerin yaranmn kapanmasini, greft alimimni, mikrobiyal
enfeksiyon oranlarini, bakteriyel viriilans1 ve biyofilm olusumunu etkileyebilecegini
bildirmistir.

Derideki dogal asidik ortamin yenilenmesi, antibiyotiklere ¢ok direncgli olsalar bile,
viicut yiizeyindeki mikrobiyal yiikii azaltmada yardimci olabilir. Viicudun dogustan

gelen savunmasi olarak, yara pH degeri asidik ortama dogru kaymaktadir.

Kronik yara pH degeri ortalama 7.42 iken 5.45 ile 8.65 arasinda de§ismektedir.
Diisiik pH ve daha yiiksek yara sicakligi iyilesmeye elverislidir. Genel olarak,
baslangicta incelenen yaralarin ¢ogunlugunun pH'inin 8,5'ten biiyiik oldugunu, ancak
yaralarin iyilesme belirtileri gosterdiginde pH'm 8'den daha diisik oldugu
gorilmiistiir. Kronik yaralarda modern yara Ortiileri kullanildiginda, yara

ortamindaki pH degerleri ¢esitli sekillerde degistirilebilmektedir [6,7].

1980'lerin ortalarinda, nem ve sivilar1 emen 6nemli 6zellikler sunan ilk modern yara
Ortiisii piyasaya siiriilmiistiir. 19901 yillarin ortalarinda, sentetik yara Ortiileri
hidrojeller, hidrokolloidler, aljinatlar, sentetik kopiik ortii, silikon orgiiler, doku
yapistiricilar, buhar gecirgen yapiskan filmler ve giimiis/kollajen igeren Ortii olarak
cesitli Tirlin grubuna yayilmistir [9]. Yara ortiisii agriy1 hafifletme, eksiidayr emme,

enfeksiyona ve kontaminantlarin baglanmasina kars1 koruma, toksik olmama, gaz



gecirebilme, nemli, uygun pH ve sicaklikta bir ortam saglamalidir. Ayrica, modern
yara Ortiileri biyolojik olarak parcalanabilirlik, biyolojik olarak emilebilirlik,
uygulama kolayligi, esneklik, rahatlik ve bakteri ge¢cirmezlik olmak iizere ¢ok sayida

istenen Ozellik igermektedir.

Hidrokolloid yara ortiileri, en yaygin sekilde kullanilan modern yara oOrtiileri
arasindadir ve sodyum karboksimetilseliiloz (NaKMS), jelatin, pektin ve aljinat gibi
jel olusturucu maddeler igeren Ortiilerdir. Yara eksiidasi ile temas ettiklerinde bu
polimerler eksiiday1 emer ve siser. Hidrokolloid yara oOrtiileri, bakteriye karsi iy1 bir
performans dahil olmak iizere yara Ortiisii uygulamalar1 i¢in birgok temel 6zellige
sahiptir. Tikayict olduklarindan hidrokolloid yara ortiileri su, oksijen veya
bakterilerin yaraya girmesine izin vermez. Bu, anjiyogenez ve graniilasyonun
kolaylastirilmasina yardimci olabilir. Hidrokolloidler ayrica yara yiizeyinin pH'min
diismesine neden olur; asidik ortam bakteri iiremesini engelleyebilir. Ayrica,
hidrokolloid yara ortiilerinin 6nemli bir yarar1 hastanimn viicuduna uyumludur ve

topuklar gibi yiiksek siirtiinme alanlarina iy1 yapisir.

Hidrojeller, biyolojik siv1 i¢inde sisen capraz bagl polimerik aglardir. ila¢ dagitimi
ve doku/organ onarimlarinda yaygin olarak kullanilirlar. Hidrojel yara ortiileri su
veya gliserin bazli iirlinlerdir. Hidrojel yara sargis1 liretiminde karboksimetilseliiloz
(KMS), agar, gliserol ve pektin kullanilabilir. Bir hidrojel kiitlesinin %30-90'm1 veya
daha fazla miktarda suyu emebilir. Hidrojeller, temiz, saglikli, graniile edici bir yara

tizerinde nemli yara ¢evresini korur [10].

2.2 ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Giinlimiizde ila¢ kullaniminda ortaya ¢ikan problemleri en aza indirmek igin spesifik
ilag tasiyici sistemler gelistirilmistir. Bu sistemler, kimyasal reaksiyonda biyoaktif
ajanlarin belli hizda belli bir yapiya 6zgii olacak sekilde serbestlenmesi sonucu
ortaya ¢ikmustir [11].
Ideal bir ilag dagitim1 veya biyomedikal vektoriin 6zellikleri asagidaki gibidir:

(1) Ilacin biiyiikliigii ve sekli iizerinde yapisal kontrol,

(2) Biyouyumlu, toksik olmayan, biyobozunur bir polimer,

(3) Yiiksek ilag veya goriintiileme maddesi kapasitesine sahip hassas, nano

Olcekli yap1 6zellikleri,



(4) Hiicreye 0zgl hedefleme gruplari i¢in iyi tamimlanmis iskele veya ylizey
degistirilebilirlik,

(5) Sitoplazma da veya cekirdekte terapdtik dagitim veya goriintillemeye izin
vermek i¢in uygun hiicresel yapisma, endositoz ve hiicre i¢i ge¢is islemleri,

(6) Kontrollii veya tetiklenebilir ilag salimi,

(7) Molekiiler seviye izolasyonu ve ilacin hedef hiicrelere gegiste etkisizlesmeye
kars1 korunmasi,

(8) Tutarl, tekrarlanabilir, klinik dereceli sentez kolaylig1 [12].

Ilag tastyict sistemlerden bazilar1 lipozomlar, mikropartikiiller, nano-birlesimler,
nanopartikiiller, etkin madde-polimer konjugatlari ve polimerik misellerdir. Son
yillarda, polimerik miseller artan bilimsel ilginin hedefi olmustur. Polimerik miseller
suda ¢oziilemeyen ilaglar1 i¢ ¢ekirdeginde ¢6zebildikleri i¢in potansiyel bir tasiyici
olarak ortaya ¢ikmiglardir. Genellikle kiigiik bir boyuta (<100 nm) sahip olma ve
mononiikleer fagosit sistemi tarafindan atilma egiliminden kagmma gibi ¢ekici
ozellikler sunarlar. Polimerik miseller bir ¢ekirdek kabugu yapisi ile karakterize
edilir. Genellikle biyobozunur bir polimerden olusan hidrofobik ¢ekirdek,
¢oziinmeyen bir ilacin rezervuar olarak islev gérerek sulu ortamla temas etmesini
onlemektedir [13]. Miseller ve vezikiiller, en ¢ok galisilan nanoboyutlu ilag tasiyici

smifidir.

Biyobozunur nanopartikiiller, suda ¢oziinebilir/¢oziinmeyen tibbi ilaglarin ve
biyoaktif molekiillerin terapdtik degerini, biyoyararlanimmi, ¢oziinlirligiini ve
alikonma siiresini iyilestirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu nanoparcacik-ilag
formiilasyonu alikonma siiresini arttirarak hasta masraflarini ve toksisite risklerini
azaltmaktadir. Nanopartikiiller; nanokiireler ve nanokapsiiller olarak iki formda
bulunur. Nanokapsiiller tibbi ilaglarn ilag etkinligini, 06zgilliiglini, tolere
edilebilirligini ve karsilik gelen ilaglarin terap6tik indeksini arttirir. Bu nanokapsiiller,
erken bozunma ve biyolojik gevre ile etkilesimin korunmasinda, secilen bir dokuya
emilimin arttirilmasinda, biyoyararlanimda, alikonma siiresinde ve hiicre igi
penetrasyonun  gelistirilmesinde  birgok  avantaja  sahiptir.  Nanokapsiiliin
formiilasyonu, maksimum kapsiilleme, biyoyararlanimin iyilestirilmesi ve alikonma
sliresinin arttirilmastyla uygun polimerik sistemin secimine baghdir. Polimerik

nanopargaciklarla kapsiilleme islemi, diger nanopargacik sistemlerine kiyasla daha



ileri durumdadir. Nanokapsiillerin hedefleme yetenekleri partikiil biyiikliigi, yiizey
yiikii, yiizey modifikasyonu ve hidrofobik 6zellikten etkilenir [14].

Lipozomlar, amfipatik fosfolipidlerden yapilan es merkezli iki katmanl yapilardir ve
cift tabakanm sayisma bagl olarak, ¢oklameller, kiigiik teklameller veya biiyiik
teklameller olarak siniflandirilir. Boyutlart 0,025-10p arasinda degismektedir.
Lipozomlarin biyiikliigii ve morfolojisi, hazirlama ve kompozisyon ydntemiyle
diizenlenir. Lipozomlar, g¢esitli rahatsizliklar i¢in ilaglarin, asilarm ve genlerin
verilmesinde kullanilir. Suya eklenen suda ¢oziniir ilaglar, hidrofobik uglarin
olusturdugu kiime igerisinde tutulur; yagda ¢oziinen ilaglar oldugu gibi fosfolipid
tabakasma dahil edilmistir. Baz1 durumlarda lipozomlar hiicresel zarlara baglanir ve
bu zarlarla kaynasip, ilaglar1 hiicreye salgilar. Fagositik hiicrelerde lipozomlar alinir,
fosfolipid duvarlar lizozom adi verilen organeller tarafindan etkilenir ve ilag salinir
[15].

Pektin, ila¢ dagitim matrisi olarak genis ¢apta arastirilan 6nemli bir polisakkarittir
[16].

2.2.1 Pektin

Pektin, yiiksek bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan ve seliillozik ag i¢in
nemlendirici bir madde olarak islev goren kompleks bir polisakkarit smifidir [17].
Bitkilerden izolasyonu, bitki materyallerinin depolanmasi ve iglenmesi sirasinda

pektin yapis1 degisebileceginden dolay1 pektin yapisini belirlemek ¢ok zordur.

Pektinin esas olarak D-galakturonik asit (GalA) birimleri, a-(1—4) glikosidik
baglant1 zincirleriyle birlestirilmesiyle olugsmustur. Bu iironik asitlerin, bazilar1 dogal
olarak metil esterler olarak mevcut olan karboksil gruplariyla, digerleri de
karboksiamid gruplar1 tiretmek i¢in ticari olarak amonyakla muamele edilmistir [2].
Pektin, en az {li¢ polisakkarit alanindan olugmaktadir: Homogalakturonan (HGA),
Ramnogalakturonan-1 (RG-I) ve Ramnogalakturonan-11 (RG-II). HGA a-(1—4)
bagli-D-galakturonik asidin dogrusal bir homopolimeridir ve 100-200 GalA tortusu
icerdigi diisiiniilmektedir [18]. Pektinin temsili yapist Sekil 2.1°de gosterlmistir.
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Sekil 2.1: Pektin yapisindaki polisakkaritlerin gosterimi [19].

Pektin, zincir benzeri bir konfigiirasyonda birka¢ yiiz ile yaklagik 1000 arasinda
degisen sakkarit birimi icerir; bu, yaklasik 50.000 ile 150.000 dalton arasindaki
ortalama molekiiler agirliga karsilik gelir [2]. Pektin, ¢ogunlukla meyve suyu ve
elma sarabi endiistrisinin yan iirlinlerinden elde edilir, bu nedenle hidrojel
biyomalzemelerinin iiretimi i¢in kullanilabilecek ¢evre dostu bir hammaddedir [20].
Ayrica, pektinlerin antioksidan, antitiimdér ve anti-enflamatuar ozellikler gibi ¢ok

cesitli biyolojik aktiviteler gosterdigi belirlenmistir [21].

2.2.1.1 Pektin kaynaklar

Karboksil gruplarma sahip galakturonik asitten olusan pektin, narenciye ve elma
kabuklarinda dogal olarak bulunmaktadir [22]. Turunggil meyvelerinden limon en
onemli pektin kaynagidir ancak portakal ve greyfurt da kullanilmaktadir. Tat yaginin
ekstraksiyonu, meyve kabugu ve meyve suyu iiretimi i¢in meyvenin kullanilmasinin

ardindan pektin tiretilmektedir.

Elmanin igindeki pektin igerigi kuru madde bazinda yaklasik olarak %10-15'tir, oysa
narenciye kabugunda %20-30 oraninda bulunmaktadir. Narenciye ve elmadan elde
edilen pektinler uygulamada esasen es degerdedir [23]. Pancar sekeri iiretiminden
elde edilen kati maddeler, yani sekerin ¢ikarilmasindan sonraki kalintilar, pektin
bakimindan zengindir. Seker pancari pektini asetil esterin varlig1 nedeniyle diisiik
kalitededir ve bu nedenle bati iilkelerinde iiretilmemektedir. Onerilen diger kaynaklar
arasinda yemeklik yag iiretiminden elde edilen aygicegi artiklar1 ve mango yer
almaktadir. Aygigegi pektini ayrica seker pancari pektinine benzer asetil gruplar

icermektedir [24].



Pektin ¢ozeltilerinin molekiiler agirhgi, dagilimi ve stabilitesi, pektini izole etmek
icin kullanilan ekstraktantin dogasina, tiiriine ve hazirlamak i¢in kullanilan 1s1l

islemin derecesine 6nemli 6l¢iide baghdir [25].

2.2.1.2 Pektin esterifikasyon derecesi

Esterlesmis karboksil gruplarmin yilizdesi olarak ifade edilen esterlesme derecesi
(ED), pektinlerin smiflandirilmasinda onemli bir aractir. Yiiksek metoksi (YM)
pektinleri (ED>%50) nispeten yiiksek ¢oziiniir katt madde konsantrasyonu ve jel
olusumu i¢in diisiik bir pH gerektirir. Diisiik metoksi (DM) pektinler (ED<%50)
galakturonik asit zincirlerini ¢apraz baglayan kalsiyum veya c¢ok degerlikli

katyonlarin etkisiyle sert jeller olusturur [26].

DM pektin omurgasinin karboksil gruplarinin Ca iyonlar1 ile etkilesimleri,
baslangicta aljinatlar i¢in tanimlanan “yumurta kutusu” modelinden biraz farkli olsa
da “yumurta kutusu” yapisinin (Sekil 2.2) olusumunu indiikler [27,28]. DM pektinler
icin hipotezlenen “yumurta kutusu” modeline gore, katyon jelasyonu iki agsamali bir
islemde gerceklesir; ilk olarak, kuvvetli bir sekilde baglanmis dimer kiimelerinin bir
olusumu, ardindan esas olarak elektrostatik etkilesimler tarafindan yonetilen daha
zayif bir dimer toplanmasi olusumu vardir. Paralel homojen zincirlerin Ca iyonlar1
ile birbirine paralel kopriilenmesiyle ilk dimerizasyon asamasi gergeklesir.
Homogalakturonik zincirler nispeten kati oldugu i¢in kooperatiflik miimkiindiir ve
birinci kalsiyum katyonunun iki pektin zinciri ile baglanmasi, sirayla bir sonraki
kalsiyum iyonunun bir digerine daha kolay baglanmasimni izin verir ve boylece sira
boyunca birbirine baglanmasini kolaylastirir. Iki zincirin antiparalel oryantasyonu en
uygun diizenleme gibi goriinmektedir ve bu ilk dimer birlesimi, elektrostatik

etkilesimlere ek olarak hidrojen bagi ile kuvvetli bir sekilde dengelenmistir [19,29].



a) b)

Ca*? 0000000

[oleTe} o 0 coo COO_ e /t)o N
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Sekil 2.2: Ca "™nin neden oldugu pektinin jellesmesini gdsteren sematik. (a) Pektin
molekiilleri, (b) Ca *2 jlavesinin ardindan yumurta kutusu jellesme modeli iyonlar1
[30].

Kalsiyum iyonlarmin yani sira, DM pektin jellerinin olusumu i¢in diger iki degerli
veya li¢ degerlikli katyonlar da kullanilabilir. Cizelge 2.1°de jellesmede kullanilan

iyonun tiirline gore jelin glicli gosterilmistir.

Cizelge 2.1: Pektin jelleri olusturmak i¢in incelenen polikatyonlar [19].

Katyon Jel Giicti
Ca® 4+
Cu*? ++
- Srt? 4+
Iki degerli iyonlar
Ni*? ++
Zn*? ++
Cd* ++
Pb*? ++
Mg" i
Al ++
Ug degerli iyonlar L g3 +
Fe* +
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2.2.1.3 Pektinin genel ozellikleri

Pektin saf suda ¢oziiniir. Tek degerli katyon pektin tuzlar1 ve pektik asitler genellikle
suda ¢oziiniir; iki ve ii¢ degerlikli katyon tuzlar1 zayif bigimde ¢Oziiniir veya
¢ozlinmezdir. Kuru toz halinde pektin, suya eklendiginde, ¢ok hizli bir sekilde
hidratlagsma ve kiimelenmeler olusturma egilimindedir. Kiimelenme olusumu, pektin
tozunun suda ¢oziiniir tastyict malzeme ile karistirilmasi veya iiretim sirasinda 6zel

islemle gelistirilmis dagitilabilirlige sahip pektin kullanimi ile dnlenebilir.

Seyreltik pektin ¢o6zeltileri Newton tipi akis davranig1 gosterirlerken, orta
konsantrasyonda Newtonian olmayan pseudoplastik davranis 6zellikleri sergilerler.
Coziiniirliikte oldugu gibi, bir pektin ¢dzeltisinin viskozitesi; molekiil agirligi,
esterifikasyon derecesi, konsantrasyonu ve ¢ozeltideki iyonlarm pH' ile ilgilidir.
Viskozite, ¢ozilinilirlik ve jelasyon genel olarak birbiriyle iliskilidir. Pektinlerin bu

ozellikleri, lineer bir polianyonun (polikarboksilat) yapisinin bir fonksiyonudur.

pH distiriildiigii zaman, karboksilat gruplarmin iyonlasmasi baskilanir ve bu
karboksilik asit gruplarinin hidrasyonunda bir azalmaya neden olur. Diislik
iyonizasyonun bir sonucu olarak, polisakkarit molekiilleri tlim uzunluklar1 boyunca

birbirlerini iterler ve sonug olarak, birlestirilip ve bir jeli olusturabilirler.

pK degerleri, pektinin ED'sine gore degisir; esterifikasyon derecesi %65 olan
pektinin pK degeri 3.55 iken, esterifikasyon derecesi %0 olan pektinin pK degeri
4.10'dur. Pektin pKa degerine (3.38-4.10) esit olan, yaklasik %350 oraninda
yiiklenebilir gruplarm iyonize oldugu pH 3.5, daha diisiik iyonize karboksil grubuna
baglanabilir. Pektinin pKa degerinin iizerinde olan pH 6.2’de capraz-baglamanin
arttirilmasiyla, metil olmayan esterlenmis karboksil gruplarinin iyonizasyonu hemen
hemen tamamlanir. Aslinda, bir ¢ozeltinin pH'y, pektinin goriiniir pKa degerinin
iistiinde oldugunda daha biiyiik bir yiik yogunlugu bulunur. Sekil 2.3’de pH’1n pektin
pKa degerinin iizerinde veya altinda olmasi durumunda yiikk yogunlugu ve pektin-
protein etkilesimleri gosterilmektedir. Ayrica, Caiyonlariin baglanmasi pH ile artar,

pH 5-7.5'te maksimum seviyededir [31].

(Coziinmiis pektinler, kendiliginden deesterifikasyon ve depolimerizasyon ile ayrisir;
bunun orani ayrisma pH’1, su aktivitesi ve sicakliga baghdir. Genel olarak, pH 4'te
maksimum stabilitede bulunurlar. Pektin ¢ozeltisindeki sekerin varligi belirli bir

koruyucu etkiye sahip iken, yiiksek sicakliklar bozunma oranmni arttirir. Diisiik pH
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degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda glikosidik baglantilarin hidrolizi nedeniyle
bozulma gozlenir. Deesterifikasyon da diisiik pH ile desteklenmektedir [23].

Pektin COO~ coo” COOCH3 00
€Qo™ coo™ coQ” cog~  Coo~
ti) pH> P! protein i _ S Q\ QEOD
CO0™ NHp €00™ Ny,  coo™ -WH2 NH2
Protein
coo~ co 0~
{ii) pH = PI protein ? +;;n

cO0 NH3 o - NHscoo ""3coo‘""3 ¢

oo~ €00~  COOCH3COO™

coo” » coo 09
(iii) pKo, pektin<pH<PI, "N"foo"i e €

c
o N NHY
protein COOH NH3 coom 3(:0:1EJHNH CoOoH

COOH COOH

/\W

COOH COOH  cooH coou COOH
tiv) pH <pKa:, pektin - NH"_-, TUNHY

Sekil 2.3: Domates iiriiniinde pektin-protein etkilesiminin sematik modeli [17].

2.2.1.4 Pektin kullanim alanlan

Pektin, yiyecek ve icecek endiistrisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Baslica
uygulamalari, jellestirici ve kivam arttirici, dengeleyici, emiilgator madde ayrica
terapotik ozelliklere sahip olabilecek onemli diyet lifi kaynagidir. Pektin, yenilebilir
ve biyobozunur filmler, yapistiricilar, kagit ikame maddeleri, kopiikler ve
plastiklestiriciler, tibbi cihazlar icin yiizey degistiriciler, biyomedikal implantasyon
ve ila¢ dagitim malzemeleri dahil olmak {izere cesitli 6zel iirlinlerin iiretiminde de
kullanilir. Gida endiistrisindeki Oneminin yani swra, kontrolli ilag salimi veya
biyoaktif salinim i¢in bir tasiyic1 olarak yara iyilesmesi icin kullanilmaktadir.
Farmasotik alaninda; prebiyotik etkisi, glukoz seviyesine etkisi, kolestrol seviyesine
etkisi, metal iyonlarmin giderilmesi, kanser onleme, kontrollii ila¢ salim matrisi

olarak kullanilmistir [32,33].

Son zamanlarda, hidrojel matrislerine dayanan bircok kontrollii ila¢ salim
formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Pektinler kontrollii ila¢ salim sistemi i¢in basarilt bir
se¢im olmustur [20]. Toksik olmama ve diisiik iiretim maliyetleri, kontrollii ilag

salim dozaj formlarinin formiilasyonu icin pektinlere biiyiik ilgi olmasini saglamistir
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[34]. Ayrica sulu ¢ozeltiler ile temas halinde hizla viskoz ¢ozeltiler ve stabil jeller
olusturma kapasitesi, basit jellesme mekanizmasindan dolayr biyomedikal

uygulamalarda pektine bilyiik ilgi gosterilmesini saglamistir [35].

Bazi pektin hidrojellerinin ila¢ tasmimina yonelik uygulamalari igin, yiiksek
esterifikasyon derecesine sahip pektin kullanilmistir. Ancak sudaki yiiksek molekiiler
agirlik ve zayif ¢oziinirlik gibi degiskenler, kapsiillenen ilaglart dnemli Olgilide
etkileyebilmektedir. Bu durum ila¢ gociine, ilacin erken salinmasina veya kapsiiliin
asinmasma neden olabilir. Dolayisiyla, istenen pektinin yapist agisindan, diisiik
molekiiler agirhiga sahip olan, diisik oranda esterifikasyon dereceli pektinin

kullanilmasi tercih edilir [32].

Yeni gelistirilen pektin kompozitleri, mevcut pektin bazli formiilasyonlara kiyasla

bircok gelismis 6zellige sahiptir. Bunlar:

e daha yiiksek ilag yiikleme etkinligi;

e daha az erken ilag salima,

e peptit ve protein ilaglarinin kontrollii salimi1 i¢in daha yiiksek verimlilik;

e Dbiyouyumlulukta artig, ¢ilinkii kompozit iiretimi i¢in sadece biyopolimerler
kullanilmaktadir;

e sisme ve bozunma davranislari, dahil edilen ilaglarin ve hedeflenen doku

bolgelerinin gereksinimlerini karsilamak i¢in kolayca uyarlanabilir.

Kontrol edilebilir sisme ve bozunabilirlik, esas olarak, gdzeneklilik ve ¢eper kalinligi

gibi bilesimlerin veya fiziksel 6zelliklerin degistirilmesiyle gergeklestirilir [36].

Kompozit matrisler, ¢ogunlukla, sulu film-kaplama dispersiyonu veya harmanlanmig
toz formunda tablet kaplama icin veya koakservat formunda ila¢ yiikleme i¢in
kullanilir. Diflizyon metodu ile ilag kompozit matrise yiiklenebilir veya
koaservasyondan Once bilesenlerden biriyle karistirilabilir [37]. Biyomedikal
uygulamalarda yeni pektin kullanimlari, aminoasitlerin spesifik dizilerinin, iltihap
onleyici maddelerin, pihtilagsma Onleyicilerin ve yara iyilestirici maddelerin doku
bolgelerine verilmesini kolaylastirir. Bu sekilde kullanilmak iizere, pektin bazli
kompozitler membranlara, mikro kiirelere, iskelelere veya enjekte edilebilir jellere

doniistiiriilebilir [38].
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2.2.2 Metal organik kafes (MOF) yapilar

Son zamanlarda, molekiiler inorganik-organik hibrit bilesikler alaninda dikkate deger
bir ilerleme kaydedilmistir. Sonsuz yapilara sahip olan koordinasyon bilesikleri
ozellikle, metal iyonlarindan baglayict olarak olusturulmus omurgalara sahip
bilesikler ve baglayici olarak ligandlar, koordinasyon polimerleri olarak yogun bir
sekilde incelenmistir. “Koordinasyon polimerleri” ifadesi 1960'larin baginda ortaya
¢ikmis ve bu alan ilk kez 1964'te incelenmistir [39]. Koordinasyon polimerleri veya
MOF olarak bilinen metal-organik kafes yapilari, son yirmi yilda hizla genisleyen
disiplinler arasi bir alan olusturmaktadir [40]. Metal organik kafes yapilar1 metal
katyon ve organik baglayici ile birlestirilen, ultra yliksek gézeneklilige (%90 serbest
hacme kadar) ve 6.000 m?/g'm 6tesine uzanan muazzam i¢ yiizey alanina sahip genis
kristal malzeme sinifi olarak ortaya ¢ikmistir [41]. Bu ozellikler, MOF'larmn ig
kisimlarinin gaz depolamada, ila¢ tasmiminda, adsorpsiyon ve katalizde yaygin

olarak kullanilmasini saglamistir [4,42].

[lag dagitimi icin MOF'larm gelistirilmesinde amag, hem metal hem de koprii
ligandinin biyouyumlulugunu dikkate alarak viicutta cok az toksisite gosteren
tastyicilar tasarlamaktir. Krom ve diger metaller oldukca zehirli olsa da, baz1 metaller
viicutta kayda deger miktarlarda bulunur. Omegin, demir hemoglobinde bir
bilesendir ve kan plazmasinda yaklasik 22 mM'dir. Doku ayrica bakir (68 mM),
manganez (180 mM), nikel (2 mM) ve ¢inko (180 mM) gibi ¢esitli metaller igerir.
Yeni ortaya ¢ikan bir ilag tasiyici sinifi oldugundan, bu sistemlerin biyolojik etkisi
hakkinda sinirli veri bulunmaktadir. Demir oksit nanopargaciklar1 klinik olarak MRI
kontrast ajanlar1 olarak onaylanmistir ve in vitro analizler bu parcaciklarin toksisite

gostermedigini belirtmistir.

Potansiyel bir ila¢ dagitim sistemi olarak arastirilan ilk MOF grubu, Fe'rey ve
arkadaglar1 tarafindan onciiliik edilen MIL (Lavoisier Enstitii Materyalleri) ailesidir.
MOF'larm MIL ailesi, ti¢ degerlikli metal merkezlerinden ve karboksilik asit koprii
ligandlarindan {iretilir. MIL ailesi, biiylik gdzenekler (25-34 °A), olaganiistii yiizey
alan1 (3100-5900 m?/g) ve fonksiyonel gruplari gergeveye dahil etme yetenegi gibi
cekici oOzellikleri nedeniyle ila¢ taginim sisteminde kullanmada biiylik umut vaat
etmektedir. Daha az toksik bir analog olan MIL-101(Fe) biyouyumlu bir alternatif
olarak gelistirilmis ve ¢ok daha uygun bir ilag tastyicisi olmustur [43].
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2.2.2.1 MIL-101(Fe)

MOF'lar iki ana bilesenden olusmustur: inorganik ikincil bir yap: birimi (IYB) ve
organik baglayici. IYB’ler genellikle gecis iyonlar1 veya kiigiik metal kiimelerinden
olusur. Organik baglayicilar, en yaygin olarak kullanilan ligandlar arasinda 1,4-
benzen dikarboksilik asit (H,BDC) olan dikarboksilatlar gibi genis bir molekiil
yelpazesini igerir [44].

Fc(‘l:.(»ll.-()’\ : : oH A

/ _““(,\ - Tereftalik asit \

wlb»
110°C solvotermal - "

MIL-101(Fe)

Sekil 2.4: MIL-101(Fe)'in sentez gosterimi [45].

Taylor-Pashowet ve arkadaslari demir iceren bir analog olan MIL-101(Fe)'i
sentezledi. MIL-101(Fe)'in zeotip kristal yapis1 1,4-benzendikarboksilat anyonlari ile
birbirine baglanmis trimer demir(III) oktahedral kiimelerden olusur (Sekil 2.4) [46].
Terminal su molekiillerinin MIL-101 c¢ercevesinden vakumla 1sitilarak
¢ikarilmasmdan sonra, olusturulan aktif koordineli doymamis bolgeler, Lewis asit
bolgeleri veya katalitik olarak aktif bolgeler olarak rol oynayan, konuk molekiiller
icin erisilebilir alanlar saglayabilir. MIL-101, 5500 m?%/g yiiksek Langmuir yiizey
alanimna, 34 ve 29 °A capmdaki kafeslere, pentagonal ve altigen pencereler i¢in

sirastyla 16 ve 12 °A biiyiik pencere agikliklara sahiptir (Sekil 2.5) [47,48].

MIL-101(Fe), yalnizca inanilmaz derecede biiylik gozenek biiyiikliigli ve yiiksek
spesifik yiizey alani nedeniyle degil, ayn1 zamanda su ve hava ortamlarindaki uzun
stireli kararlilig1 nedeniyle konak¢1 matris olarak tercih edilmektedir. Ayrica, agikta

kalan metal alanlar ve ligandlar, MOF'larin islevsellesmesini saglamak i¢in

elveriglidir [49].
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Sekil 2.5: MIL-101(Fe)'in yapisi. (a) IYB (mavi Fe; kirmiz1 O; cubuk C; yesil Cl; H

netlik i¢cin ihmal edilmistir). (b) MIL-101(Fe) 'in kafes yapis1 (Cl ve O atomlarma
sahip pencereleri ve gozenekleri netlik i¢in ihmal edilmistir) [44].

~29A

2.3 Prokain

1905 yilindan kisa siire sonra Einhorn, Novokain'i, yani prokaini, kesfetti. 1906
yilindan 1925 yilina kadar birgok arastirmaci, saf anestezi bolgesi disinda yerel
olarak uygulanan prokainin faydasi hakkinda bilgi verdi. 1906'da Speiss, bolgesel
prokain infiltrasyonu ile gelismis yara iyilesmesini rapor etti. 1906'da Vichnevski,
prokainin anti-enflamatuar etkilerini rapor etti. Modern sinir terapisinin babasi
Ferdinand Huneke, ilk olarak kronik migren agrilar1 tedavisinde IV prokain

kullandigin1 bildirdi [50].

Prokain (2- (dietilamino) etil-4-aminobenzoat) (Sekil 2.6), 6zellikle oral cerrahi,
lokal veya bolgesel anestezi indiiksiyonu icin belirtilen bir anestezik maddedir.
Farmasotik uygulama formlar1 infiltrasyon anestezisinde genellikle %0.25 ile 0.5,
periferik sinir blogu i¢in %0.5 ile 2.0 ve spinal blok i¢in %10 prokain igerir [51].
Prokain, lidokain gibi diger lokal anesteziklerin aksine kanamay1 azaltan, kan
damarlarin1 daraltma avantajina sahiptir. Prokainin bir bagka kullanimi, anestezik

rolii hari¢, yaslanmay1 geciktirici rol oynayarak pazarlanan Romen {irlinlerine dahil
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edilmesidir [52]. Lokal anestezik ilaglarin antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu ilk
olarak 1909'da belirtilmistir. Prokain, %?2.0'a kadar konsantrasyonlarmda 1.279
klinik bakteri izolatmin %65.8'ini inhibe etmistir. P.aeruginosa‘nin ilag
gecirgenliginin olmamasi ya da hiicre duvarmm bazi benzersiz biyokimyasal
ozelliklere bagl sitotoksik etkiyi yok etmesinden dolay1 prokaine direngli olan tek
gram-negatif bakteridir. Ayrica prokain, Eschericha Coli’nin canlilik kaybina neden
oldugu literatiirde bildirilmistir [53].

CH;
0 (
/@Aj\ /\\/N\/CH3
O
H,N HCI

Sekil 2.6: Prokain hidrokloriiriin molekiiler yapisi. Hidrokloriir formu, tersiyer amin
grubunun protonlanmasiyla olusturulur [54] .

Antiromatizmal ve agr1 kesici ilaglar, akut ve kronik agrmin tedavisi i¢in en cok
recete edilen ilaglardir. Bu ajanlarin sik sik uygulanmasi, genellikle olumsuz etkilere
neden olmaktadir. Bu nedenle, yan etkilerin gériilmemesi igin lokal agr1 kesiciler,
lokalize kas agrilar1 igin tercih edilen tedavi yontemidir. Lokal agr1 kesiciler, oral
agr1 kesiciler tarafindan saglanan agr1 kesici etkiyi saglar, ancak minimum yan
sistemik etkileye neden olmaktadir. Prokain HCI1 lokal agr1 kesici bir ajandir [55].
Prokainin insan 16semi hiicrelerinin biiyiimesini durdurdugunu ve ’all-trans retinoik
asit’” (ATRA) ile kombinasyon halinde kanser hiicresi farklilasmasina neden oldugu
gosterilmistir. Prokain, DNA metiltransferaz ekspresyonunun da azalmasina neden
olmustur. Insan 16semi hiicrelerinin prokainle tedavisi, farklilasma ve apoptoz ile

iliskili molekiillerin ekspresyonunu arttirmistir [56].

Prokainde oldugu gibi, bazik ilaglar genellikle suda ¢Oziiniir tuzlari halinde
kullanilmaktadir. Aminler azot atomundaki yalniz elektron ¢ifti nedeniyle bazik
ozellik gostermektedir. Yalniz elektron ¢ifti molekiiliin baska bir yerindeki
etkilesimlere karisirsa, o zaman amin bazik olmayacaktir. Bu durum, lokal anestezik
prokainin bazlig1 dikkate alinarak Sekil 2.7 gdsterilmektedir. Dietilamino grubundaki

azot lizerinde yalniz elektron cifti yogunlagmistir ve bu elektron ¢ifti bir protonu
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kabul edebilir. Yani, prokain insan plazmasmin pH'inda (pH 7.4) iyonize

olabilmektedir.

0 Mg
Hal ( _//—Nth + M0
[ CoHs

pk; of N =25 pKz;of N=0.0

C3Hs
H

= w4

Sekil 2.7: Prokainin iyonlagmasi [57].
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

%31 oraninda esterlesme oranina sahip diisiik metoksil narenciye pektini Herbstrith
& Fox sirketinden (Almanya) temin edilmistir. Plastiklestirici olarak kullanilan
gliserin ve ¢apraz baglayici olarak CaCl,.2H,0 Labkim, model ilag¢ olarak kullanilan
prokain Sigma Aldrich firmasindan saglandi. Deneyler boyunca ultra deiyonize su
kullanilda.

3.2 Sentezde Kullanilan Karisimlarin Hazirlanmasi

DM pektin tozu, agirhkea %2 (ag ag™) olacak sekilde ultra deiyonize su ile 24 saat
boyunca manyetik karistirici ile karistirilarak DM pektin ¢dzeltisi hazirlanmistir. Sivi
haldeki gliserin, ultra deiyonize su ile 10 dakika manyetik karistiricida karistirilarak
%>5 (ag ag™) olacak sekilde gliserin ¢ozeltisi hazirlanmustir. %0.7 (ag ag™) olacak
sekilde etlivde kurutulmus olan CaCl,.2H,0, ultra deiyonize su ile karistirilip CaCl,

¢Ozeltisi hazirlanmustir.

Ilag ¢ozeltisi, 30 mg prokain 10 ml tampon ¢ozeltide karistirilacak sekilde hazirlandi.
Tampon ¢6zeltisinin pH’1 5.8, 8.2, 9.1 ve 9.8 olarak ayarland1.

3.3 Film Hazirlama

3.3.1 llac yiiklii MOF igeren pektin film
[lac yiiklii MOF iceren pektin film hazirlanmas 4 asamada gergeklestirildi. Bunlar;

1. MOF’a ilag yiiklenmesi,

2. Pektin-gliserin karigiminin hazirlanmast,

3. [llag yiiklii MOF ile pektin-gliserin ¢dzeltisinin karistiriimast,

4. Tlag yiiklii MOF-pektin-gliserin ¢ozeltisinin CaCl, ile ¢apraz baglanmasi.
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3.3.1.1 MOF’a ila¢ yiiklenmesi

Ila¢ yiiklenmeden once, MOF partikiilleri bir gece boyunca 150°C’de etiivde
kurutuldu. Hazirlanmig olan prokain ¢dzeltisinden 10 ml (30 mg prokain) alinarak,
30 mg MOF ile karistirild1 ve daha sonra karisimin tizerine 5 ml etanol eklendi. Bu
karigim 5 saat boyunca +5°C'de ve 100 rpm'de orbital calkalayici tizerinde karanlik
ortamda karistirildi

Ilag yiikleme kinetigini belirlemek amaciyla, tek kullanimlik kiivetler iceren bir
LAMBDA 1050 UV/vis spektrofotometre kullanilarak MOF-prokain ¢ozeltisinden
diizenli olarak Ornek alinarak pH 6.4 TRIS tampon ¢ozeltisinde ve 289.9 nm'de

Olciim almip ¢ozeltideki ilag konsantrasyonu belirlendi.

3.3.1.2 Pektin-gliserin ¢ozeltisinin hazirlanmasi
%2 (ag ag™) olacak sekilde hazirlanmis DM pektin ¢ozeltisi ile agirlik¢a %5 (ag ag™)
gliserin ¢ozeltisi hazirlandi. 30 g pektin ¢ozeltisi ile 6 ml gliserin ¢ozeltisi oda

sicakliginda manyetik karistiricida 2 saat boyunca karistirildi.

3.3.1.3 Kanistirma
2 saat karigmis olan pektin-gliserin karisimi iizerine ila¢ yiiklenmis olan MOF
partikiilleri eklendi ve oda sicakliginda karanlik ortamda manyetik karistiricida 24

saat boyunca karistirild.

3.3.1.4 Capraz baglama
24 saat karismis olan pektin-gliserin-ilag yiikliit MOF karisimi, 10 ml agirlik¢a %0.7
(ag ag™) CaCl, ¢ozeltisi ile karistirildi ve orbital calkalayicida 100 rpm’de 25°C'de

kuruyuncaya kadar tutuldu.

Ornekler XMYPCZ olarak kodlandi. X MOF miktarmi, Y prokain miktarmi, Z ilag
yiikleme pH degerini gostermektedir.

3.3.2 Karsilastirma ornekleri

v" Pektin film:MOF’un pektin film yapisma katkisin1 gosterebilmek i¢in ilag ve
MOF igermeyen pektin film hazirlandi.

v' MOF katkili pektin film: MOF’un yara ortiisii Ozelliklerine katkisini
gostermek icin ilag yliklenmemis MOF katkili pektin film hazirlanda.

v’ llag yiiklii pektin film:MOF’a ilag yiiklemenin katkismi gdstermek igin

pektin-gliserin ¢ozeltisine ilag eklenerek pektin film hazirland.
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v MOF katkili ilag yiikli pektin film: MOF’a ilag yiiklemenin katkisini
gostermek i¢in pektin-gliserin ¢ozeltisine MOF ve ilag ayni anda eklenerek

pektin film hazirlandi.

3.3.2.1 Pektin film

Filmler, iyonotropik jellesme metodu kullanilarak hazirlandi. Tartilan 30 g pektin
¢ozeltisi ilizerine nazik bir sekilde 6 ml gliserin ¢ozeltisi eklendi ve manyetik
karigtiricidda oda sicakliginda 2 saat boyunca karistirildi. Capraz bagli hidrojel
olusturmak i¢in, petri kabina konulan 10 ml CaCl, ¢ozeltisi tlizerine DM pektin-
gliserin karisimi eklendi, orbital galkalayicida 25°C'de 100 rpm’de kuruyuncaya
kadar tutuldu.

3.3.2.2 MOF katkih pektin film

30 mg MOF, 5 ml ultra deiyonize su ve 5 ml etanol (veya 50 mg MOF, 7.5 ml ultra
deiyonize su ve 7.5 ml etanol) ile ultrasonik su banyosunda 10 dakika karistirilda.
MOF partikiilleri stiziilmeden 2 saat karismis olan DM pektin-gliserin karisimina
eklendi ve manyetik karistiricida 100 rpm'de 24 saat karistirildi. 10 ml CacCl;
eklenerek DM pektin-gliserin-MOF karisimi1 orbital calkalayicida 25°C'de 100
rpm’de kurutuldu.

Ornekler XM-K olarak kodlandi. X MOF miktarm1 ve K karsilastirma grubu

oldugunu gostermektedir.

3.3.2.3 ilac yiiklii pektin film

30 mg prokain ile 10 ml tampon ¢ozelti veya ultra deiyonize su karistirilarak ilag
¢ozeltisi hazirlandi. Bu ilag ¢Ozeltisi, 2 saat karismis olan DM pektin-gliserin
karigim1 {lizerine eklendi ve manyetik karistiricidda 24 saat boyunca 100 rpm’de
karanlik ortamda karistirildi. 24 saat sonra, 10 ml CaCl, ¢6zeltisi ve DM pektin-
gliserin-prokain karigimi petri kabina ilave edildi ve orbital bir ¢alkalayicida 100 rpm
25°C'de karanlik ortamda kurutuldu.

Ornekler XPCY-K olarak kodlandi. X prokain miktarini, Y ilag yiikleme pH

degerinive K karsilagtirma grubu oldugunu gostermektedir.

3.3.2.4 MOF Kkatkih ilag yiiklii film

2 saat karigmis olan DM pektin-gliserin karigimi iizerine hazirlanmis olan prokain

cozeltisi ile MOF ¢ozeltisi ayn1 anda eklendi. 24 saat boyunca oda sicakliginda
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karanlik ortamda karistirilmis olan MOF-ilag-pektin-gliserin  ¢6zeltisi, CaCl;
cozeltisi ile capraz baglandi ve manyetik karistiricida 100 rpm’de 25°C'de karanlik
ortamda kuruyana kadar tutuldu.

Ornekler XMYPCZ-K olarak kodland1. X MOF miktarmi, Y prokain miktarmi, Z ilag
yikleme pH degerini, K karsilagtrma grubu oldugunu gostermektedir. Cizelge

3.1’de hazirlanan filmlerin kodlari, igerikleri ve ilag yiikleme pH’lar1 verildi.

Cizelge 3.1: Hidrojel hazirlarken kullanilan formiilasyonlar.

Kod MOF miktar1  Prokain miktar1  Ilag yiikleme

(mg) (mg) pH’1
Pektin film - - -
30M5.8-K 30 - -
30M8.2-K 30 - ;
30M9.1-K 30 - -
30M9.8-K 30 - -
50M5.8-K 50 i e
30PC5.8-K - 30 5.8
30PC8.2-K - 30 8.2
30PC9.1-K - 30 9.1
30PC9.8-K - 30 9.8
30M30PC5.8 30 30 5.8
30M30PC8.2 30 30 8.2
30M30PC9.1 30 30 9.1
30M30PC9.8 30 30 9.8
30M60PC9.1 30 60 9.1
50M30PC9.1 50 30 9.1
30M30PC5.8-K 30 30 5.8
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3.4 Karakterizasyon Yontemleri

3.4.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi

MOF, pektin toz ve filmler KBr pellet hazirlanarak 4000-400 cm-' dalga boyu
araliginda ya da ATR modunda 4000-650 cm-* dalga boyu araliginda Perkin-Elmer
marka Spectrum One model FTIR spektroskopisi kullanilarak oda sicakliginda analiz
edildi.

3.4.2 X-151m kirinimi (XRD)

MOF’un atomik ve molekiiler yapisi, her kristal fazin spesifik atom dizilerine bagh
olarak, X 1smnlarmin karakteristik bir swrada kirilmasina dayanan X-isin1 kirmimi
yontemi (XRD) ile arastirildi. XRD desenleri, PANalytical Marka X'pert Pro marka

cihaz ile alind1.

3.4.3 Diferansiyel taramal kalorimetre (DSC)

Filmlerin 1s1l 6zelliklerini belirlemek i¢in Perkin-Elmer 4000 DSC cihazi kullanildi.
Analizler -50 ila 300 °C arasinda, azot atmosferi altinda 10°C dk™ tarama hizinda
gerceklestirildi. Azot, 50 ml dk™ akis hizinda temizleme gazi olarak kullamldi. DSC

analizi her bir 6rnek i¢in en az 2 kez tekrarlanda.

3.4.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Filmlerin morfolojik 6zellikleri, bir Jeol (JSM-6390) marka taramali elektron
mikroskobu kullanilarak farkli biiylitme oranlarinda incelendi.Film 5 dakika azot

icerisine daldirilarak donduruldu ve soguk cimbiz kullanarak elle ¢capraz kirildi.

3.4.5 Temas agisi

Filmin yiizeyindeki suyun statik temas agisi, film yiizeyine 5 pl distile su konularak
KSV CAM 200 markali temas acis1 l¢iim cihazi ile oda sicakliginda 6lgtildii. Her

filmin iki farkli bélgesinden numune alinarak, 3 tekrarh 6l¢iim yapild.

3.4.6 Reolojik analiz

Reolojik analizler Anton Paarphysica MCR 301 markali cihazda PP25 6l¢iim plakas1
kullanilarak yapildi. Numune sicakligi viskoterm VT2 ile kontrol edildi. Filmleresit

siirede sisirildikten sonra reometreye yerlestirilerek Olgiimler alindi. Reometrede
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plakalar arasi bosluk yaklasik 2,7+0,3 mm idi. ilk olarak, dogrusal viskoelastik
bolgeyi belirlemek i¢in her bir numune i¢in 10 rad s™ acisal frekansinda bir gerilme
taramasi yapildi. Daha sonra, depolama modiiliinii (G") ve kayip modiiliini (G")

olusturmak icin 10 - 0.1 rad s * arahginda frekans tarama testi yapildi.

3.4.7 Su buhan iletim hiz1

Su buhari iletim hiz1 (SBIH), ASTM E96-02 standartlarma uygun olarak 25°C'de
Olgtildi [58]. Filmler, kiigiik cam siselerin dairesel girisine alimiinyum folyo ile
sabitlendi. Cam siseler, sise agzinin 0.5 cm altinda bir ylikseklige kadar silikat
parcaciklari ile dolduruldu. ilk olarak her bir sisenin agirhgi (W1) kaydedildi, daha
sonra siseler 25 °C sicaklikta doymus sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilarak %75 bagil
nemde tutulan bir kurutucuda tutuldu. Sise bir giiniin sonunda tartild1 (W3). Su buhar1

gecis hizi esitlik 3.1°e uygun olarak hesaplandi.

Su buhar1 gecis hiz1 = %

1

(3.1)

3.4.8 Filmlerin su tutma kapasitesi

Su tutma kapasitesini belirlemek igin, filmler Iecm x 1cm boyutunda kesilip, 25°C’de
vakum etiiviinde bir gece boyunca kurutuldu. Numunelerin kuru agirliklar: tartilip,
bir Petri kabinda oda sicakliginda 15 ml pH 6.4 TRIS tampon ¢6zeltisine daldirildi.
Belirli zaman araliklarinda, numuneler tampondan ¢ikarildi, tartildi ve sonra tampon
cozeltisine geri konuldu. Her tartimdan once film iki filtre kagidi yapragi arasina
hafifce yerlestirilerek, yiizeyindeki fazla nem giderildi. Filmlerin su tutma kapasitesi
esitlik 3.2 kullanilarak hesaplandi.
W, =W,

Su tutma kapasitesi = ——— (3.2)
Wi

Burada;
W = Kuru film agirligi (g),

W,= Su tutmus filmin agirligi (g)’dur.
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3.5 Filmlerin In Vitro Tla¢c Salim

Filmlerin in vitro ilag salim profilleri, pH 6.4 TRIS tampon ¢zeltide belirlendi. ilag
yiiklii kuru hidrojel film diskleri, tampon ¢6zelti igeren siselere konuldu ve bir orbital
calkalayicida 25+1 °C'de karistirildi. flag salim1 289.9 nm’de UV / Vis spektrometre
(LAMBDA 1050) ile belirlendi. Cozeltiden, diizenli araliklarla 850 pl pipet
kullanilarak, tek kullanimlik kiivetlere 6rnekler alind1 ve absorbanslari dl¢iildiikten
hemen sonra siseye geri konuldu. Cozeltideki ilag konsantrasyonu, bilinen
konsantrasyonlarda ilag ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon dogrusu (Sekil
3.1) yardimiyla hesaplandi.

y=6335x+ 0,079
2 4 R*=0.994

Absorbans

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Konsantrasyon (mg ml-')

Sekil 3.1: pH 6.4’de prokain kalibrasyon dogrusu.
3.6 Filmlerin In Vitro Yara Ortiisii Karakterizasyonu

Film kalinligi (mm), birim alan basma ortalama kiitle (g m'®), esneklik, sertlik, siv1
tasima kapasitesi, dehidrasyon hizi, dispersiyon 6zellikleri ve yara oOrtiilerinin pH
kayma kapasitesi gibi cesitli 6zellikleri belirlendi ve ticari bir iiriin olan Kaltostat™
aljinat kalsiyum sodyum sargisi ile sonuglar karsilastirildi. Kaltostat®™ kimyasal yapisi
DM pektin bazli hidrojellere ¢cok benzedigi i¢in karsilagtrma 6rnegi olarak secildi

[59].

3.6.1 Birim alan basina ortalama kiitle ve kalinhk

Birim alan basina ortalama kiitle (g m®) ve filmlerin kalinligi (mm), BS EN 12127:
1998 [60] ve BS EN ISO 9073-2: 1997 standartlarina [61] gore belirlendi. Kuru

filmler S5cm x 5 cm kare kesildi, tartildi ve agirlig1 kiitle tayini iginalana boliindii.
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Kalilik elektronikbir kumpas ile 6l¢iildii. Tiim dlglimler en az ii¢ kez tekrarlandi ve

her analiz i¢in bir ortalama hesaplandi.

3.6.2 Filmlerin sertligi ve esnekligi

Filmlerin Shore A sertligi, ASTM D2240'a [62] gére bir durometre ile tespit edildi.
Numunelerin esnekligi, 2 ile 32 mm capindaki 14 paslanmaz celik mandrele sahip
Erichsen Model 2668 silindirik mandrel biikkme test cihazi ile 6lgiildii [63]. Test, bir
numunenin biikiilmeden sonra kirilma veya dokiilme gostermedigi en kii¢tik silindir
capmni belirleme prensibine dayanwr. Yiizey kaplayicilar igin uygulanan bu test
calismamiza uyarlandi. DM pektin-MOF hidrojel numuneleri once bir teneke
levhaya sabitlendi. Daha sonra plaka test cihazinda ters ¢evrildi ve catlaklar gozlendi.

Filmde catlamaya neden olmayan en kiiciik silindirin ¢ap1 rapor edildi.

3.6.3 Yara ortiilerinin s1ivi tasima kapasiteleri

Numunelerin sivi tagima kapasiteleri BS EN 13726-1: 2002 [64] test yontemleriyle
belirlendi. 11k olarak filmler 5 cm x 5 cm boyutlarinda kesilip, tartildi (Wpy) ve Petri
kabina yerlestirildi. 2.298 g NaCl ve 0.368 g CaCl,.2H,0, 1 litre deiyonize suya
ilave edilerek test ¢ozeltisi A hazirlandi. Numunenin agirligma gore test ¢cozeltisi A
1:40 oraninda Petri kabima ilave edilip inkiibatorde 30 dakika 37+1 °C'ye 1sitildi.
Daha sonra inkiibatérden filmler ¢ikarilip tartildi. Film, tizerindeki asir1 ¢6zeltinin 30
saniye boyunca damlamasini saglamak i¢in bir cimbiz kullanarak bir kdésesinden
askiya alindi. Absorbe edilen ¢ozelti kiitlesini hesaplamak i¢in film yeniden tartildi
(Ww). Kiitle kayb1 hesaplamasinda esitlik 3.3 kullanildi.

Kurutma sonrast kiitle kayb1 (%) = WD‘jvﬂ x 100 (3.3)
w

3.6.4 Yara ortiisiiniin su kayb1 hiza

Film numuneleri 5 cm x 5 cm boyutunda kesilerek 24 saat 37+1 °C'de inkiibatorde
kurutuldu. Kuru numunelerin kiitlesi, 30 dakika boyunca 37+1 °C'de asir1 bir A
¢ozeltisi hacmine batirilmadan dnce belirlendi. Ornekler sividan alind1 ve fazla suyu
uzaklastirmak i¢in 30 saniye boyunca bir kdsesinden askiya alindi. Petri kaplarina
kondu ve 24 saat boyunca 37+1 °C'de bir etiivde tutuldu. Su kayb1 oran1 esitlik 3.4

kullanilarak hesaplanmgtur.
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WW - WDZ (3 4)

Su kayb1 hiz1 (g dk™1) = T

W,, orneklerin 1slak kiitlesi, Wp, Orneklerin kuru kiitlesi, T dakika cinsinden test

suresidir.

3.6.5 Yara ortiisiiniin sivi ortamda dagilma 6zelligi

Yara Ortiistiniin s1vi ortamda dagilma ozelligi, BS EN 13726-2: 2001 [65] primer
yara Ortiileri test yontemlerine gore belirlendi. 5 cm x 5 cm kesilen film, 250 ml'lik
bir behere yerlestirildi ve 50 ml'lik test A ¢ozeltisi ilave edildi. Sise, bir girdaba
neden olmadan 60 saniye boyunca yavas¢a dondiiriiliip, filmin biitinligi goérsel
olarak incelendi. Sonugclar, standartlara uygun bir dagilma (biitlinliigiin bozulmasi)

olup olmadig1 seklinde ifade edildi. Biitiin 6l¢iimler en az ii¢ kez yapildi.

3.6.6 Yara sargisi ortaminin pH'inin belirlenmesi

Filmler 1:100 (ag hacim™) oraninda deiyonize suda askiya alindi, 24 saat oda
sicakhiginda tutuldu [59]. WTW-Portable pH metre kullanilarak, filmin suya
atilmadan 6nce ve atildiktan sonra suyun pH’1 belirlendi. Olgiimler en az ii¢ kez

tekrarlandi ve 6l¢timlerin ortalamasi rapor edildi.

3.7 In Vitro Hiicre Canhihig Deneyi

Numunelerin hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri, {ireticinin talimatlara gére WST-1
hiicre ¢ogalma tahlili (Roche, Mannheim, Almanya) ile degerlendirildi. PCS-201-
012'de insan dermal fibroblast hiicreleri (IDFH), 5 x 10° hiicre/oyuk yogunlugunda
96 oyuklu plakalara ekilip ve hiicrelerin baglanmasi i¢in 24 saat boyunca %5 CO, ile
nemlendirilmis bir atmosferde 37°C'de kiiltiirlendirildi. Daha sonra, ortam
uzaklastirildi ve 350 pl taze ortam ile dolduruldu. Her bir oyuga 2 mg Ornek
yerlestirildi. 24 saat inkiibasyondan sonra, ortam ve numuneler ¢ikarilip, 100 pL taze
kiiltlir ortam1 ve 10 pL WST-1 reaktifi ile degistirildi. Formazan kristallerinin
absorbansi bir mikroplaka okuyucu (Molecular Devices, CA, US”111A) kullanilarak
440 nm'de 6l¢iildii. Numunelerin absorbans degerleri kontrol grubuna gore absorbans
yiizdesi olarak sunuldu. Her bir deneyde orneklerin ii¢ kopyalar1 kullanilip ve ii¢

bagimsiz deney yapildi. Sonuglar, tek yonlii varyans analizi (TYVA) ve ardindan

27



SPSS versiyon 13.0 (SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilarak Bonferroni post hoc testi

ile analiz edildi.

3.8 In Vitro Hiicre Kiiltiirii Ve Yara Iyilesme Deneyi

Filmlerin yara iyilesmesi iizerindeki etkisi, in vitro yara iyilesme deneyi ile
degerlendirildi. PCS-201-012 insan dermal fibroblast hiicreleri (American Tissue
Culture Collection, VA, ABD), %10 fetal sigir serumu (Biochrom, Berlin, Almanya)
ve penisilin/streptomisin  (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Almanya) ile
desteklenmis DMEM'e (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Almanya) yetistirildi.
Hiicreler, 24 oyuklu doku kiiltiirii plakalarma ekildi. Hiicreler birlestiginde,
hiicrelerin tek tabakasi bir mikropipet ucu ile ¢izildi. Daha sonra, 23 mg hidrojel
parcalari, kuyucuklardaki 1500 pl ortam icerisine yerlestirildi ve 48 saat siireyle
kulugkalandirildi. Serbest hiicre alan1 resimleri(Carl Zeiss, Jena, Almanya),

mikroskop ile inkiibasyondan 6nce ve sonra c¢ekildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismada, karsilastirma gruplar1 da dahil olmak tlizere 5 farkli grupta hidrojel film

hazirland1. Bunlar;

e Ilac yiiklii MOF igeren filmler,
e  MOF katkili filmler,

e [la¢ ve MOF katkili filmler,

e Illag yiiklii pektin filmler,

e Pektin film.

Hazirlanmis bu filmlerin karakterizasyonu, yara Ortiisii testleri ve ilag salim
Ozellikleri incelendi. Sonuglar karsilastirilarak, MOF’un filmin yapisina, ilag

salimma ve yara ortiisii 6zelliklerine katkis1 incelendi.

4.1 Sentez Etkilesmeleri Analizi

Tez galigmasi kapsaminda hazirlanan filmler pektin, gliserin, CaCl,, MOF ve prokain
icermektedir. Bu nedenle oncelikle bilesenlerin birbirleriyle etkilesimleri incelendi.
Reaktanlar film hazirlama sartlarinda birbirleriyle karsilastirilip, belirli siire sonunda

UV/Vis spektrofotometre kullanilarak ¢ozeltide degisim olup olmadigi belirlendi.

Sekil 4.1°de; MOF ¢ozeltisinin, pektin-gliserin karisiminin hazirlanmasmdan 10
dakika sonraki, bu karisima MOF eklendikten sonraki 10.dakika ve 24. saat
Olgiimleri goriilmektedir. Pektin-gliserin ve MOF’un 24 saat boyunca etkilesmesi
sonucu ¢ozeltiden alinan 6rneklerdeki dlgtimlerde farkl bir pik belirlenmedi. Bu da
yapida bir bozunma olmadigmi gostermektedir. Sadece 216 nm’de pik goriildi,
ancak absorbans degeri azaldi. Absorbans degerindeki azalmanin nedeni ortamdaki

iyonlarn etkilesmesi olabilir.
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MOF

Pektin-Gliserin

Absorbans (A)

Pektin-Gliserin-MOF(10 dk)

Pektin-Gliserin-MOF({24 saat)

200 250 300
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1: Pektin-gliserin ve MOF etkilesimleri.

Sekil 4.2(a) gliserin-MOF ve Sekil 4.2(b)’de MOF-CaCl, arasindaki etkilesim
incelendi. iki sistemde de dalga boyu degerinin ayni kaldig1 ve etkilesim olmadig:
belirlendi. ~ Gliserin-MOF  etkilesiminde absorbans artarken, MOF-CaCl,

etkilesiminde absorbans azaldi1 bu azalma iyonlarin etkilestigini gosterebilir.

1,8 (a)
1,6
1,4
1,2
l |
0,8
0,6 | S
04 | e
02
0 T
200 250 300
Dalga Boyu(um)

—— MOF

Absorbans(A)

——— Gliserin-MOF(10 dk)

Gliserin-MOF(24 saat)

1,4

r

2] A (b)

08 - |

Absorbans (A)
v

CaCI2-MOF(10 dk)
WARERN CaC12-MOF(24 saat)
0,2 -

200 250 300

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.2: (a) MOF-gliserin etkilesimleri; (b) MOF-CaCl; etkilesimleri.
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Sekil 4.3(a)’da ilach film sentez asamasindaki etkilesimleri veSekil 4.3(b)’de DMF
iceren MOF ile yapilan ilagh film sentezi etkilesmelerinin sonuglar1 verildi. Sekil
4.3(a)’da goriildiigii gibi ilacin spesifik piki olan 289.9 nm’de goriilen absorbans
degeri etkilesim siiresi arttikga azaldi. Absorbansdaki azalma c¢ozeltideki ilag

konsantrasyonunun azaldigini, sistemimize ilacin yiiklendigini gostermektedir.

MOF  diretimi asamasinda DMF  kullanilmaktadr. DMF’in  tamamen
uzaklastirilmamasi1 ihtimaline karsi DMF’in sentez bilesenleriyle etkilesimi
incelendi. Sekil 4.3(a) ve (b) karsilagtirildiginda, MOF-DMF karisimi pektin ile
karistirildiktan sonra, dalga boyunun bir dereceye kadar kaydig1 ve belirli bir siire
sonra tepenin tekrar ilag dalga boyuna geri dondiigii goriildii, sonug¢ olarak DMF
sisteme etki etmedi. Hem DMF iceren hemde igermeyen ¢ozeltilerde, MOF ve
prokainin 5 saat karigsmasi sonucu yaklasik %99 oranminda ilag yiiklenmesi

gerceklesti. Bu da sistemimize ilacin basarili bir sekilde yiiklendigini gostermektedir.

1,6
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14 | —
1,2 -
% 14 y ——— MOF-Prokain(1 saat)
7 ) _
£ 0,8 P ——— MOF-Prokain(5 saat)
206 | [\
W /7 MOF -Prokain-pektin-gliserin(10 dk)
04+ o~ N\ P
RN —— MOF-Prokain-pektin-gliserin(24 saat)
0,2 ’r', —
o+ : |
200 250 300
Dalga Boyu (nm)
2 (b)
1,8 -
1,6
14 MOF-DMF -Prokain(1 saat)
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E [\ —— MOF-DMF-Prokain(5 saat)
£ 1 |J"
é’ 0,8 - J T —— MOF-DMF-Prokain-pektin-
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Sekil 4.3: (a) ilagh film sentez etkilesmeleri; (b) DMF iceren MOF ile ilagh film
sentezi etkilesmeleri.
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Sekil 4.4’de pektin-gliserin-DMF etkilesimi ¢alismasinin sonucu goriilmektedir.
DMF, pektin-gliserin ve pektin-gliserin-DMF’in 6lgtimleri alindi. Pektin-gliserin
cozeltisine DMF’in eklenmesi ¢ozeltiden elde edilen pikin dalga boyunu degistirdi
ve absorbansimni arttirdi. 10. dakikadaki absorbansa gore, 24 saat sonunda alinan
Olciimde etkilesimlerden dolay1 pikin absorbansmin azaldigt ve DMF miktarinin
pektin-gliserin miktarina gore ¢ok az olmasina ragmen ¢6zelti pikine etki ettigi ancak
¢ozeltinin pektin-gliserin pikine daha yakin bir dalga boyunda pik verdigi goriildi.

2,2 -
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1,8 -
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1,4 -

1.2 4 Pektin-gliserin
1| .
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06 4 |
04 | |

0,2 +f
0 ’
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Dalga Boyu (nm)

DMF

Absorbans [A)

pektin-gliserin-DMFE(10 dk)

Pektin-gliserin-DMF (24 saat)

Sekil 4.4: Pektin-gliserin-DMF etkilesimleri.

Sekil 4.5(a)’da MOF-ilag ve Sekil 4.5(b)’de MOF-DMF-ilag pektin-gliserin
icerigindeki su miktar1 kadar su igeren ortamdaki etkilesiminden elde edilen veriler
goriilmektedir. Genel olarak, DMF sistem pikinin en yiikksek oldugu absorbans
degerini ve tepe genisligini degistirdi. Ancak sistem 24 saat sonra baslangi¢ dalga
boyu degerine geldi. Sonug¢ olarak, DMF, ila¢ yiiklenmesini ve sistemin dalga
boyunu degistirmedi.

Pektin-gliserin ¢ozeltisi ile MOF-ilag etkilesimini incelemek i¢in Sekil 4.3(a) ve
Sekil 4.5(a) karsilastirildi.  Sekil 4.3(a)’da pektin-gliserin-MOF-ilag  karisimi
etkilesimi, 4.5(a)’da MOF-ilacin pektin-gliserin igerigindeki su miktar1 kadar su ile
karistirildigt  durumdaki  etkilesimi  gosterildi. Iki sistemin kargilastirilmasi
sonucunda, pik kaymasi goézlenmedi. Yani, pektin-gliserin yapist MOF-ilag

karigiminda herhangi bir bozunmaya neden olmadi.
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Sekil 4.5: (a) MOF-ilag karisimi; (b) MOF-ilag-DMF karisimi etkilesimleri.
4.2 Filmlerin Karakterizasyonu

421 FTIR analizi

Sekil 4.6’da verilen FTIR spektrumlari, pektin, MOF ve ilag etkilesimlerini
incelemek i¢in analiz edildi. Saf pektine ait spektrumda 3383 cm™, 2928 cm™ ve
1748cm™ de pik goriilmektedir. Literatiirde, pektin yapisindaki O-H baglarinin gerilme
titresimlerinden dolay1 3366 cm™ civarinda genis bir absorblama bandi, 2931 cm™'de
karakteristik -CH alifatik gerilme bandi ve 1734 cm™ asimetrik karboksilat iyonlar

titresimlerine ait pikler verilmektedir [1].

MOF’a ait spektrumda 1394cm™, 1505 cm™ ve 1602cm™, 748 cm™de pik
goriilmektedir. 1394 cm™de ki simetrik gerilme bandu ile 1506 cm™ ve 1681 cm™'de
asimetrik gerilme bantlari, MOF yapisinda bulunan karboksil gruplarmin
karakteristik tepe noktalarimi gostermektedir. 748 cm™’deki tepe noktasi, benzen

halkasindaki C-H gruplarinin diizlem dis1 egilme titresimine atanmaktadir [66].
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Sekil 4.6: Filmlerin FTIR spektrumlari.

Prokain yapisinda bulunan aromatik amindeki C-N gerilme titresimleri nedeniyle
1360-1250 cm™ bolgesinde piklerin ortaya ¢iktigi goriillmektedir. 1604 cm™’de -NH,
makaslama bandi ve 850-750 Cm'lspektral aralikta NH> sallanma ve burulma bantlar1
gdzlenmektedir. Esterlerdeki C=O ve C-O bantlar;, 1700 cm™ ve 1200 cm™
civarinda goriilmektedir. Aromatik bir ester olarak, aromatik C=0O gerilmesinin
alifatik olanlarin degerlerinden daha diisiik dalga boylarinda 1692 cm™'de goriinmesi
beklenmektedir. Ote yandan, C-O germe bandi, 1250 cm™ civarindaki yogun banda
baglanabilir [52].

Sekil 4.6’da goriildiigii gibi sentezlenen tiim ilag yiikli filmlerde prokainin spesifik
piki 1330-1230 cm “de gozlemlendi. FTIR analizleri ilag molekiillerinin
kompozitlere basartyla yiiklendigini gostermistir. FTIR spektrumunda dalga
boylarinda kayma goriilemedigi icin, sentez de kullanilan bilesenler arasinda

etkilesim olmadig1 sdylenebilir.

Ek-A‘da ilag yiikli MOF igeren ve ilag/MOF katkili filmlerinin FTIR sonuglari
verilmigtir. Pektin, MOF ve ilaca ait spesifik pikler goriilmektedir.
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4.2.2 XRD analizi

Sekil 4.7°de,pektin film, MOF, MOF katkili pektin film ve ila¢ yiiklii MOF igeren
hidrojelin XRD deseni gosterilmektedir. Pektin film, yaklasik 9°, 15°ve 40°'de pik
verirken amorf yapida oldugu belirlendi. Literatiirde belirtildigi gibi, MIL-101(Fe)'in
10° ve 20°'de karakteristik pikleri goriilmektedir [45]. MIL-101(Fe) XRD desenleri,
MOF’Iu pektin filminin XRD spektrumunda goézlendi. Bu, MOF partikiillerinin
pektin matrisine gOmiilmiis olsalar bile kristallik 06zelliklerini korudugunu
kanitlamaktadir. MOF’un ve ilacin spesifik XRD desenleri filme ait XRD
desenlerinde goriildii. Filmin i¢erdigi MOF miktar1 arttikca kristalinite artti.

-' Moy
!
\‘N S0M-K
W}UM}UFC&S

’l/)i ™ JOM-K
7 \w'{Uu -

L Aan M iontosde MOF
Pektin film

0 20 40 60
26 (°)

Siddet

Sekil 4.7: Pektin, MOF,30M-K ve 50M-K (pH 5.8), 30M30PC5.8'in XRD desenleri.
4.2.3 DSC analizi

Sentezlenen pektin, MOF katkili pektin ve ilag yiikli MOF igeren filmlerin DSC
verilerinden elde edilen camsi gecis sicakligi (Tg) ve erime sicakligl (Tm) Cizelge
4.1°de gosterilmektedir. Pektinin Ty degeri 45.1°C'dir. MOF'uneklenmesi, filmin Tg
degerini arttirdig1 belirlendi. Ilag yiikli MOF igeren pektin film ise en yiiksek Tg

degerine sahiptir. ilag eklenmesi T, degerini diisiirdii, en diisiik erime sicakligmin
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30M30PC5.8%¢ ait oldugu belirlendi. En yiiksek T degeri 30M-K’da goriilmiistiir.

Bu numunenin farki diger boliimlerde incelenecektir.

Cizelge 4.1: Hidrojel filmlerin T4 ve T degerleri.

T,(°C) T (°0)

Pektin 45.1 219.8
30M-K 69.4 221.3
50M-K 69.9 220.1

30M30PC5.8  85.9 212.1

Ek-B’de sentezlenen tiim filmlerin DSC egrileri ayr1 ayr1 verilmistir.
4.2.4 SEM analizi

Film kesitlerinin SEM goruntiileri Sekil 4.8'de goriilmektedir. Sekil 4.8(a), pektin
filmin piiriizstiz yapisin1 gostermektedir. Bu 6rnekte ~4 um ¢apinda elips seklinde
gozenekler belirlendi. Sekil 4.8(b)’de MOF oktohedral yapisi gosterilmektedir.
Pektin matrisine MOF partikiillerinin eklenmesiyle, MOF partikiilleri ve genislemis
gozenekler Sekil 4.8(c) ve (d)’de goriilmektedir. Bu karakterizasyon verilerinden
MIL-101(Fe)'in pektin matrisine basariyla dahil oldugu gosterildi. Sekil 4.8(d) sag
ist kisimda verilen ufak goriintide MOF’ un spesifik oktohedral yapisi agikca
goriilmektedir. Sekil 4.8(e)’de ilag yiikli MOF iceren pektin filmin SEM goriintiisii

ve genislemis yumurta kutusu modeli gosterilmektedir.

MOF'un pektin filme eklenmesi, sivi birikimini ve ila¢ salimmi destekleyebilecek
daha gozenekli bir yapi olusturdu. Sivi birikimini saglamasi, yara Ortiisiiniin yara
eksiidasin1 emmesini ve yara iyilesmesi i¢in daha uygun sartlarm olusmasini

saglayabilir.
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Sekil 4.8: SEM goriintiileri: (a) Pektin film; (b) MOF; (c) 30M-K: (d) 50M-K; (e)
30M30PC5.8.

4.2.5 Temas acis1 analizi

Pektin film ve pektin-MOF filmlerin su ile islanma 0&zellikleri, temas agilari
Olglilerek dogrudan goriintii analizi ile belirlendi (Sekil 4.9) ve pektin-MOF hidrojel
filmlerindeki MOF  konsantrasyonunun temas agilar1 tizerindeki  etkisi
degerlendirildi. Hazirlanmis olan pektin film ile MOF katkili (pH 5.8) filmler
karsilastirildi.

Beklenildigi gibi, MOF partikiilleri pektin filminin temas agis1 degerini 6nemli
olciide arttird1. Pektin filmin su ile temas acis1 55° iken MOF eklenmesi filmin su ile
temas agismi 90-92%ye yiikseltti. MOF miktarmin arttirilmasi filmin temas agisini

onemli derecede arttirmadi. Sekil 4.9°da goriildiigii iizere hidrofilik pektin filme,
MOF ilave edilmesi sonucu hidrofobik filmler elde edildi.

' (@) ' ®) ' ©

55 Q20 90°

Sekil 4.9: Filmlerin temas agis1 dlgtimleri: (a) Pektin film, (b) 30M-K, (c) 50M-K.
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4.2.6 Reolojik analiz

Sekil 4.10°da DM pektin-MOF 1slak hidrojellerinin kiigiik deformasyon osilator
Olclimiiniin  sonuglarint goriilmektedir. n* kompleks vizkoziteyi, G’ depolama
modiiliinii ve G’ kayip modiiliinii géstermektedir. pH 5.8’de hazirlanan 30 mg MOF
ve 50 mg MOF katkili DM pektin hidrojelleri ve pektin hidrojelinin kompleks
viskozitesi frekansin bir fonksiyonu olarak gosterilmektedir. Sekil 4.10’da 30 mg
MOF igeren DM pektin hidrojel ve 50 mg MOF igceren DM pektin hidrojelinin
kompleks viskozitenin, frekansla dogrusal olarak azaldig: goriilmektedir. Bu nedenle,
DM pektin ve MOF igeren DM pektin hidrojellerin elastik davranisi baglica DM
pektin, MOF ve CaCl; arasindaki elektrostatik etkilesimlerden etkilenir [67].
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0 . n*-Pektin film
« 100000
& E n*-30M-K
&«
s i 07 T 1,00E404 = n*-50M-K
= 10000 <+ ] = o
- E ] EE‘, #—G'-Pektin film
; ;—H _________ ‘/“—*ﬁ:[ ;oa +G"30.\11'K
g 1000 FA—a, ) o
G E 1,00£403 G-50M-K
[ —&—G"-Pektin film
100 +
; G"-30M-K
I ——G"-50M-K
10 1 L1 111 ; 1 L1 |||||; 1 L1 1 1: 1,00E+02 G ~0Nlh
0,1 1 10 100

Frekans (rad s)
Sekil 4.10: DM pektin-MOF 1slak hidrojellerinin osilasyon analizi.

Tiim ¢apraz baglanmis hidrojel 6rneklerinin G’ ve G’ degerlerinin frekans artis ile
arttigr ve G’ degerlerinin, G’ degerlerinden 6nemli 6lgiide yiiksek oldugu tespit

edildi. Bu bulgu jel benzeri bir yapinin olusumunu gostermektedir [68].

Kayip modiiliiniin depolama modiiliine orani olan tan delta degeri hesaplanmistur.
50M-K filminin tan delta degeri 30M-K filminden daha diisiiktiir. Bunun nedeni, esit
stire sonunda 50M-K filmi 30M-K filmine gore daha ¢ok sismis ve zincirler arasina
daha ¢ok su molekiilii girip mukavemeti azaltmistir. Bu nedenle SOM-K daha elastik

bir davranis gostermistir.
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Diisiik G” degerine sahip DM pektin hidrojeli [67], MOF katkili filmlerden daha
zayiftir. Test edilen Ornekler arasinda gozlenen farkliliklar, MOF ilavesinin DM

pektin hidrojelinin mekanik 6zelliklerini arttirdigini kanitlamigtir.

4.2.7 Filmlerin su tutma analizi

Hidrojeller, suyun niifuz etmesine izin veren ve suyla sisen hidrofilik yapilardir [10].

Sekil 4.11°de MOF’lu pektin filmin sigsmis hali gosterilmektedir.

Sekil 4.11: Su tutmus MOF iceren pektin film.

Sekil 4.12 (a)’da farkli pH’da ilag yiiklenmis MOF igeren pektin filmlerin, Sekil 4.12
(b)’de karsilastrma Ornegi olarak farkli pH’da hazirlanmis MOF iceren pektin
filmlerin ve Sekil 4.12 (c)’de karsilastirma 6rnegi olarak farkli pH’da ilag yiiklenmis
pektin filmlerin su tutma kapasiteleri gdsterilmektedir. Ilag¢ yiiklii MOF igeren pektin
filmlerde en yiiksek su tutma kapasitesi diisiik pH’da goriiliirken, sadece MOF igeren
pektin filmlerde diisiik pH’da en diisiik su tutma kapasitesi goriildii. 30M30PC5.8
filmi yaklasik %50 su tutarken, 30M5.8-K filmi yaklasik %15 su tuttu. ilag

eklenmesi sistemin pH’a kars1 farkli su tutma 6zelligi gostermesine neden oldu.

MOF igermeyen ila¢ yiiklii pektin filmler ¢ok kisa siirede bozundu. Bu nedenle su
tutabilme davraniglar1 ancak 30 dakikaya kadar incelenebildi. pH 9.8’de hazirlanan
ila¢ ytiklii pektin film ise cok daha kisa bir siirede parcalandi. Sekil 4.12(a)’da ilag
yiklenmis MOF igeren pektin filmlerin daha uzun siirede bozunmadan kaldig1 ve
daha c¢ok su tuttugu gozlenirken, Sekil 4.12(c)’de MOF icermeyen ila¢ yiikli pektin
filmlerin daha kisa siirede bozundugu ve daha az su tuttugu goriildii. Bu sonuglara
gore, genis ylizey alanlarma sahip MOF partikiillerinin filme eklenmesiyle filmlerin
su tutma kapasitesinin arttigi ve MOF’un pektinin mekanik 6zelliklerini arttirdigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.12: (a) Farkli pH’da ilag yliklenmis MOF igeren pektin filmlerin su tutma
kapasitesi; (b) Farkli pH’da hazirlanmig MOF igeren pektin filmlerin su tutma
kapasitesi; (c) Farkli pH’da ilag yliklenmis pektin filmlerin su tutma kapasitesi.

Sekil 4.13°de farkli miktarlarda ila¢ yiiklii MOF iceren pektin filmlerin su tutma
kapasiteleri gosterilmektedir. MOF miktarinin artirilmasinin - filmin su tutma
davranisina etkisini belirlemek icin pH 9.1°de, 30 mg prokain yiliklenmis MOF’dan,
30 mg g™ film ve 50 mg g™ film olmak iizere eklendi. Sekil 4.13’de goriildiigii gibi
50 mg MOF igeren film, 30mg MOF igeren filme gore daha ¢ok su tuttu, ancak
yaklasik 100 dakika daha erken pargalandi. Daha hizli su tutan filmlerde bozunma
daha erken goriilmektedir. Bu nedenle 30 mg ila¢ yiiklenmis filme gére 50 mg MOF
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iceren pektin film daha ¢ok su tuttu ancak daha ¢abuk bozundu.
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Sekil 4.13: Farkli miktarlarda MOF igeren pektin filmlerin su tutma kapasitesi.

Sekil 4.14°de ilag¢ yiikli MOF ve MOF katkili ilag yiikli filmlerin sisme oranlari
verilmektedir. Ilag¢ yiiklii MOF igeren film ile MOF katkil ilag yiiklii karsilastirma
filminin standart sapmalar1 dikkate alindiginda; sisme miktarlar1 ayni seviyededir.
Yani MOF’a ila¢ yiikleme ile MOF ve ilacin ayni anda sisteme katilmasi arasinda
filmin sismesi agisindan farklilik goriilmedi.
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Sekil 4.14: Tlac yiikli MOF (30M30PC5.8) ve MOF katkili ilag yiiklii karsilastirma
(30M30PC5.8-K) filmlerinin su tutma kapasitesi.

4.3 Filmlerden In Vitro fla¢ Yiikleme ve Salim

30 mg ilacin pH 5.8’de 30 mg MOF partikiiliine 24 saat boyunca yiiklenmesi ve
ilacm MOF’a 5 saat yiiklendikten sonra pektin-gliserin ile birlestirilmesi
sonucundaki ilag¢ yiiklenme yiizdeleri Sekil 4.15°de goriilmektedir. 1 saatin sonunda
cozeltideki ilacin %99.7'si MOF partikiillerine yiiklendi ve 24 saat i¢inde ilag MOF

yapisindan ayrilmadi.

Sentez sirasinda MOF-ilag-pektin-gliserin karigimi 24 saat boyunca karistirildigindan
dolay1, bu siire icerisinde yiiklenen ilag miktarmdaki farkliligi incelemek igin pektin-
gliserin-MOF-ila¢ karisimmin 10. dakika ve 24. saat dlgtimleri alind1 ve sisteme %99

oraninda ilag¢ yiiklendigi belirlendi.
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Sekil 4.15: Filmlere ilag yiikleme.

Filmler, farkli pH degerlerinde ilac yiiklenerek sentezlendi. Ilag salimmda MOF’un
etkisinin belirlenebilmesi i¢in MOF iceremeyen ilagh pektin filmler karsilagtirma
ornegi olarak hazirlandi. Her verinin standart sapmalari, grafiklerde hata ¢ubuklar1
kullanilarak verildi. Sekil 4.16(a) ilag yiiklii pektin filmlerin ve Sekil 4.16(b) ilag
yiiklii MOF igeren pektin filmlerinilag salimi miktarin1 gdstermektedir. Ilag yiiklii
pektin filmlerde, ilag¢ yiiklii MOF igeren pektin filmlere gore daha yiiksek ila¢ salimi
gozlendi. Iki grup, degisen pH'a gore ters ilag salim egilimi gosterdi. Ilag yiiklii
pektin filmi, yiiksek pH’da daha yiiksek ilag salimi gosterse de, MOF iceren filmler
ters bir profil gostermektedir. Bu fark, asidik ortamda MOF'ta bulunan demir

iyonlarinim ayrilmasiyla yapidaki bozunmayla agiklanabilir [49].

Bu yorumu desteklemek i¢cin MOF partikiilleri 24 saat pH 5.8 ortaminda karistirildi
ve XRD analizi yapild1 (Sekil 4.17). Asidik ortamda bekletilen MOF’larm XRD
desenlerinde 8° ve 12%de pik belirdigi goriildii. XRD analizi sonucunda MOF’un
yapisindaki bozunma goriilmektedir. Bu bozunma nedeniyle, ilag yiiklii MOF igeren

filmlerde diisiik pH'da daha fazla ilag salimi gdzlemlendi.
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Sekil 4.16: (a) Farkli pH’da ila¢ yiiklenmis pektin filmlerin ila¢ salim miktarsi,

(b) farkli pH’da ilag¢ yiiklenmis MOF iceren pektin filmlerin ilag salim miktar.
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Sekil 4.17: (a) Sentez sonrast MOF’un XRD deseni; (b) 24 saat pH 5.8 ortaminda

karistirilmis MOF un XRD deseni.
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Karsilastirma 6rnegi olarak sentezlenen ilag¢ yiiklii pektin filmlerinde en diisiik salim
pH 5.8’de oldugu goriildii. Bunun nedeni, artan pH ile pektin pKa degerinin iizerine
cikilmasi ve bdylece capraz baglanmayi1 kolaylastirarak metil ester olmayan
karboksil gruplarinin tamamen iyonlagmasinin saglanmasidir. Ralet ve arkadaslari bir
¢ozeltinin pH’inin pektinin pKa degerinin iizerinde oldugu durumlarda daha fazla
yiik oldugunu bildirmistir [31]. MOF igermeyen pektin matrislerinin daha hizli ilag
salimi yapmasimnin nedeni MOF partikiillerinin kafes yapisindan ilacin ¢ikmasinin

daha zor olmasidir.

Sekil 4.18, farklh MOF ve ilag miktarlarinda sentezlenen filmlerin ila¢ salim
davranislarin1 gostermektedir. 60 mg ilag yiiklii filmde ani ilag salinimi gézlemlendi.
Ani salinnmin nedeni MOF'un ilag¢ yiikleme kapasitesi ile ilgili olabilir. Ilag
miktarlar1 ayn1 farklh MOF miktariyla sentezlenen 50M30PC9.1 ve 30M30PC9.1

kodlu filmlerin ila¢ salim davranig1 aynidir.
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Sekil 4.18: Farkli MOF ve ila¢ miktarlarinda sentezlenen filmlerin ilag salim miktari.

Sekil 4.19, pH 5.8'de ila¢ yiikkli MOF iceren ve karsilastirma Ornegi olarak
hazirlanan MOF/ilag yiiklii filmlerin ila¢ salimi gdsterilmektedir. ila¢ ve MOF un
ayni anda pektin-gliserin karisimina eklendigi karsilagtirma filmleri daha az miktarda
ilag salimi gosterirken, MOF’a ilag yiiklenerek hazilanmig olan filmlerde daha
kontrollii ila¢ salmimi olmaktadir. Bu sonuca gore, MOF’a ilag¢ yiiklenerek
hazirlanmis filmlerin ilag salimi i¢in daha uygun oldugu belirlendi. 30M30PC5.8-K
filmleri, 30M30PC5.8 filmlerinden daha fazla sisti ancak daha az ilag salimi
gerceklestirdi.
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Sekil 4.19: MOF katkal ilag yiiklii (30M30PC5.8-K) ve ilag yiikli MOF iceren
(30M30PC5.8) filmlerin ilag salimi.

Sekil 4.20°de pH 5.8’de DMF iceren MOF a ila¢ yiiklenerek sentezlenmis filmler ile
MOF’lu filmlerin ila¢ salimi verildi. DMF ile Kkaristirilmis MOF’lar ile
gerceklestirilen sentezde elde edilen filmlerin, DMF igermeyen MOF ile sentezlenen
filmlerle esit miktarda ila¢ salinimi yaptig1 soylenebilir. Bu sonuca gére DMF'in ilag
saliimai lizerinde bir etkisinin olmadig1 sdéylenebilmektedir .
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Sekil 4.20: DMF iceren MOF ile sentezlenmis filmler ile DMF igermeyen MOF’lu
filmlerin ila¢ salimi.

4.4 Filmlerin In Vitro Yara Ortiisii Karakterizasyonu

Filmlerin in vitro karakterizasyonlari, MOF’un yara Ortiisii 6zelliklerine katkisini
gostermek i¢in 30 mg MOF katkili pektin film (30M-K) ve 50 mg MOF katkili
pektin film (50M-K) pH 5.8’de ilagsiz olarak hazirlandi. Bu hidrojel filmlerin

ozellikleri, ticari bir {irlin olan Kaltostat aljinat kalsiyum sodyum sargisi ile
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karsilastirildi. Kaltostat, kimyasal yapist DM pektin bazli hidrojellere ¢ok benzer

oldugu i¢in karsilagtirma 6rnegi olarak secildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de

goriilmektedir.

30M-Kve 50M-K filmlerinin, en kii¢lik ¢apli (2 mm) silindir ile biikiildiikten sonra

catlamadiklar1 goriildii. Bu sonuca gore bu orneklerin yara iyilesmesi uygulamasi

icin olduk¢a esnek oldugu sonucuna ulagild.

Cizelge 4.2: Filmlerin, yara sargi malzemeleri olarak in vitro karakterizasyonu.

30M-K 50M-K Kaltostat®
Shore A sertlik 73 b Veri yok
Esneklik® (mm) 2 2 Veri yok
Su tutma (g g™) 8.61+0.45 b 18.44+1.30
Dehidrasyon hiz1 x 10* (g dak™) 13.543 & 3501
Dispersiyon karakteri Dagilma yok  Dagilma yok Dagilma var
Cozelti pH’1:
3 saat sonra 5.73 6.06 6.00°
24 saat sonra 5.7 5.77 6.08 ¢
Birim alandaki agirlik (g m?) 198+7 b 148+4.2
Kalinlik (mm) 0.125+0.03  0.159+0.013 2.00
% Kaynak 59

b Ol¢iilmedi.

® filmde kirilma olusturmayan silindirin ¢ap1

¢ Veriler ilgili grafiklerden elde edilmistir.

Optimum bir film sargisi 2.3 g g™ su emilimine sahiptir [69]. 30M-Kfilmlerin su

tutma kapasitelerinin Kaltostat®a gore daha diisiik oldugu ancak optimum bir film

sargisindan daha yiliksek oldugu belirlendi. Ayrica, filmlerin yara iyilesmesinde
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uygulanabilirligini desteklemek icin dehidrasyon hizi incelendi. Orneklerimizin
dehidrasyon hizi ve sivi tutma kapasitesi birlikte degerlendirildiginde, sentezlenen
pektin-MOF filmler, Kaltostat*a gore daha az su tutarken, filmden suyun
dehidrasyon hizi da diisiik olmaktadir. Bu sonu¢ pektin-MOF filmin daha nemli

ortam saglayacagini gostermektedir. Bu da yara iyilesmesi i¢in bir avantajdir.

Yara ortaminda yara sivistyla etkilesime girdiklerinde mekanik davranislarini
belirlemek i¢in filmler tuzlu su ortaminda bekletildi ve pargalanma G&zelligi
incelendi.Kaltostat® seklini koruyamazken, Sekil 4.21°de goriildiigii gibi pektin
temelli film deforme olmadan biitiinliigiinii korudu. Bu sonug, yara tedavisi sirasinda
filmlerin  agrisiz  bir sokme islemi gerceklesebilmesi igin biitlinliiklerini

koruyabileceklerini gostermektedir.

Sekil 4.21: (a) 30M-K kuru film; (b) 30M-K 1slak film dispersiyon karakteri.

Yara ortami baslangigta baziktir. Yara iyilesmeye basladikca, pH degeri 6nce notr ve
daha sonra asidik hale gelir [59]. Cizelge 4.2°de goriilecegi gibi 30M-Kve 50M-K
ornekleri, ticari iiriin Kaltostat® ile karsilastirildiginda, yara bolgesi i¢in bakterilere

kars1 bir engel gorevi gorebilecek daha asidik bir ortam sagladi.

Sekil 4.22°de gosterildigi gibi hazirlanilan su buhar1 gegirgenligi testi sonucunda
filmlerin su buhar1 gegirgenligi 3290483 g m? giin™ olarak elde edilmistir. ideal bir
yara Ortlisii, su buharini optimum seviyede tutmalidir. Ayn1 zamanda, yara Ortiileri,
eksiidadan asir1 su buhari ¢ikmasmi onlemelidir. Filmlerin yara iyilesmesi i¢in

gerekli olan nemli ortamu sagladig: sdylenebilir.
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Sekil 4.22: Su buhar1 gecirgenligi testi.

Cizelge 4.2°de goriildiigh gibifilmlerin kalinliginin, rahat yara ortiisii materyali olan
ticari sargininkinden ~16 kat daha diisiik oldugu belirlendi. Seffaf ve ince olan pektin
temelli filmler, yara iyilesmesinin yara Ortiisii altindan rahatga gozlemlenebilmesini

saglayacaktir.

4.5 In Vitro Hiicre Canlihgi Sonuclarn

Pektin ve pektin-MOF filmlerinin hiicre uyumlulugu, insan dermal fibroblast
hiicreleri kullanilarak WST-1 hiicre ¢ogalmasi deneyi ile degerlendirildi. WST-1
testinin sonuglar1 Sekil 4.23’de goriilmektedir. DM-pektin film ve DM-pektin-MOF
filmi, kontrol grubuna kiyasla daha az sitotoksisite gosterdi. WST-1 testi (fibroblast
hiicreleri) ile yapilan hiicre canlilig1 analizinde, pektin filmi hiicre sayisin1 110'a
yiikseltirken, MIL-101(Fe) igeren pektin film hiicre sayisini 118'e yiikseltti. Bu sonug

MOF un hiicre sayisini arttirdigini gostermektedir.

140 ~
118

110
120 4 ]

100 -

Hiicre Canhhgi (%)
g g

B
o

L
o
L

o

Kontrol Pektin film 30M-K

Sekil 4.23: WST-1 testi.
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4.6 In Vitro Yara Iyilesme Modeli Analizi

30M-K ve 50M-K filmlerin fibroblast hiicreleri iizerindeki yara iyilesme etkisini
aragtirmak i¢in in vitro yara iyilesmesi ¢alismasi yapildi, sonuglar Sekil 4.24’de
goriilmektedir.24 saat sonra yapilan incelemede, filmlerdeki geri kazanilmis alanlarin
genisliklerinin kontrol grubuyla ayni oldugu goézlendi. Bu da, filmlerin toksik
olmadigint ve fibroblast hiicrelerinin gd¢ kabiliyetini  degistirmedigini

gostermektedir.

0 saat 24 saat

Kontrol

30M-K

S0M-K

Sekil 4.24: 30M-K ve 50M-K yara iyilesme deneyi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, ilag yiikli MOF igeren pektin filmleri ilag salim sistemi olarak
hazirlandi, karakterize edildi ve performansi belirlendi. Prokain, model ila¢ olarak
secildi. Film sentezi, ilacin farkli pH’larda (5.8, 8.2, 9.1 ve 9.8) MOF’a yiiklenmesi ve
MOF-ila¢ karisgimmin pektin-gliserin ile karistirilmasiyla sentezlendi. MOF’un ilag
salimina, filmin yapismma ve yara Ortiisi Ozelliklerine etkisini belirlemek igin

karsilagtirma filmleri hazirlandi.

Sentezlenen ilag yiiklii MOF-pektin filmlerin FTIR spektrumlar: incelendiginde, pektin,
MOF ve prokaine ait spesifik pikler goézlendi. Ancak malzemeler arasindaki

etkilesmelere ait kayma pikleri goriilmedi.

XRD sonuglarindan, MOF partikiillerinin pektin matrisine gdmiilmiis olsalar bile
kristallik 6zelliklerini korudugu belirlendi. MOF miktari arttikga kristalinite orani arttigi

goriildil.

DSC sonuglarindan, MOF eklenmesi sonucunda pektin filmlerin Ty degerlerini arttig:
belirlendi. Genel olarak, sentezlenen filmlerin Ty, degerleri viicut sicakligmin tstiinde
olmasi, yara iyilesmesi uygun ortami saglamaktadir. Cilinkii yara ortammin iyilesmesi
icin disik pH ve yiiksek yara sicakligi en etkili sonucu vermektedir. Bu durum

biyomedikal uygulamalar agisindan bu polimerlere avantaj saglamaktadir.

SEM goriintiilerinde pektin filmin piiriizsiiz yapis1 ve yapisindaki elips seklindeki
yariklar, MOF partikiillerinin oktahedral yapisi1 goriilmektedir. Pektinin olusturdugu

yumurta kutusu modelinin ilag yiikli filmlerde genisledigi belirlendi.

Temas agis1 6lgimleriyle, pektin filme MOF partikiillerinin eklenmesi sonucu filmlerin

temas acis1 degerinin arttig1 ve filmlerin hidrofobik 6zellik kazandig: belirlendi.

Yapilan reolojik c¢aligmalarda tiim numunelerin tipik jel benzeri davranig gosterdigi
belirlendi. Kompleks viskozitenin frekansla dogrusal olarak azaldig: goriildii. Hidrojelin
icerdigi MOF miktar1 arttik¢a viskozite, depolama modulii ve kayip moduliinde azalma
goriildii. Ancak pektin filmin, MOF igeren pektin filme gore daha diisiik G* degerine
sahip oldugu belirlendi. MOF ilavesinin DM pektin hidrojelinin kompleks vizkozite,
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kayip modiilii ve depolama modiiliinii arttirdig1 yani mekanik 6zelliklerini artirdigi
kanitlandi. 50M-K filmi 30M-K filmine gore daha ¢ok sistigi i¢in daha elastik 6zellik

gosterdi.

Filmlerin su tutma kapasitesi sonuglarindan, MOF eklenmesinin pektin filmlerinin su
tutma oranlarini ve bozunma siiresini arttirdig1 gozlemlendi. Yiiksek ylizey alanma
sahip olan MOF’lar daha fazla sivi tutulmasini ve daha yiikksek mekanik dayanimi
sagladi. Tlag eklenmesi MOF igeren pektin filmlerin pH’a kars1 farkli su tutma 6zelligi
gostermesine neden oldu. Ayni miktar ilag yiiklenmis farkli miktarda MOF iceren
pektin filmlerde, yiiksek miktarda MOF igeren filmin daha ¢ok su tutabildigiancak daha

kisa siirede bozundugu goriildii.

Ilag yiiklii MOF iceren pektin filmler pH 5.8°de yiiksek su tutma kapasitesi ve yiiksek
ilag salimi1 gosterdi. pH 5.8°’de MOF yapismin bozuldugu yapilan XRD analizleriyle
gosterildi. Ayrica pH 5.8 tampon c¢ozeltide bekletilen MOF’larin ¢ozeltide degisime
neden oldugu da belirlendi. Bu sonuglara gére pH 5.8’de daha fazla ila¢ salimi1 ve su
tutma meydana gelmesinin nedeni MOF yapisindaki degisim oldugu soylenebilir.
Karsilastirma ornekleri ile kiyaslandiginda MOF’un kontrollii ilag salimi sagladig1 ve

ilag tasiyici sistem olarak avantaj yarattigi gosterilmektedir.

Filmlerin yara ortiisii olarak uygunlugu incelendiginde, MOF igeren pektin filmlerin
agrisiz bir sokme islemi saglayacagi, esnek oldugu, hava geciren, nemli ve bakterilere
kars1 engel gorevi gorebilecek daha asidik bir ortam saglayacagi belirlendi. Pektin film
ve pektin-MOF film kompozitlerinin, yara iyilesmesinde hiicre canliligini arttirdig1 ve

fibroblast hiicrelerinin hiicre gogii tizerinde zararli bir etkisi olmadig: gosterildi.

Sonug olarak, MOF igeren pektin filmlerin tiim 6zellikleri birlikte degerlendirildiginde,
ilag salim1 ve su tutma kapasitesi iyi olan 30M30PC5.8 kodlu numunenin, yara Ortiisii
performansinin da 6ne ¢ikmasi nedeniyle yara ortiisii olrak kullanilma potansiyelinin
oldugu soylenebilir. Ancak 6ncelikle 30M30PC5.8 filminin in vivo ¢aligmalar1 ve yara

ortiisii testleri yapilmalidir.
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EKLER

EK A: FTIR spektrumlari
EK B: DSC egrileri.
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