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OZET

LL-37 Peptidinin Lignin Kaprolakton Polimerine Immobilizasyonu ve

Antimikrobiyal Ozelliginin Incelenmesi

Yara tedavisi ciddi bir saglik problemidir ve sagliga ayrilan kaynaklarin blyuk bir
kismi1 yara tedavisine aktarilmaktadir. Aligilagelmis yara tedavi edici GOrtnler ve
antibiyotikler, antibiyotiklere direngli mikroorganizmalar ile enfekte olmus kronik
ilserlesmis yaralara ve diyabetik ayak yaralarina karsi ¢cok etkin degildir. Biyopolimerler,
sentetik polimerlere gore daha etkili sekilde yara iyilesmesini hizlandirirlar.
Biyopolimerlerin yap1 diizenlenmeleri normal bir cildin yapisina benzer oldugundan
biyopolimerler biyouyumluluklari, biyobozunurluklari, yara iyilestirici 6zelliklerinin yani
sira kolay uygulanabildikleri i¢in ideal materyaller olarak tanimlanirlar. Bu 6zelliklerden
dolay1 gectigimiz yillarda biyopolimerlerin tedavi basarisini arttirdigi igin yara Ortiicli
olarak kullanimlar1 doku miihendisliginde ve biyoteknolojide 6ncelik kazanmustir.

Proteaz inhibitori veya antimikrobiyal maddeler igeren yara iyilestirici 6zellige sahip
yeni biyopolimerlerin gelistirilmesine gereksinim vardir. LL-37 insan cildinde bulunan,
bakterilere, mantarlara ve viral patojenlere karsi genis spektrum sergileyen onemli bir
antimikrobiyal peptiddir. Caligmamizda yeni bir yara ortiicti gelistirmek {izere lignin gibi
dogada yaygin olarak bulunan bir biyopolimeri, kaprolakton ve poliakrilik asit ile
plastiklestirerek film tabakalar1 hazirlanmis ve hazirlanan bu filmler aktiflestirilerek LL-37
peptidi kovalent olarak immobilize edilmistir. Daha sonra bu filmler karakterize edilmis ve
filme baglanan peptid miktar1t ELISA kiti kullanilarak tespit edilmistir. LL-37’nin %97gibi
bir oranda polimere immobilize oldugu saptanmistir. Filmlerden uygun miktarlarda alinan
ornekler ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kantitatif olarak antimikrobiyal
aktivite tayin metodu kullanilmistir. Deneylerden elde ettigimiz sonuglara gore LL-37
immobilize edilmis filmlerin test bakterileri Gram-pozitif Staphylococcus aureus ve Gram-

negatif Escherichia coli Uizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Mart 2015 Deka Abdullahi Farah



ABSTRACT

Covalent Immobilization of LL-37 onto Caprolactone based polymer and

investigation of its antimicrobial activities

Wound healing is a serious health problem, and the management of chronic wounds
places an enormous drain on healthcare resources. Conventional healing products and
antibiotics are not very effective for chronic ulcerative lesions and diabetic foot wounds
infected with antibiotic-resistant organisms. Biopolymers are more effective as a wound-
healing accelerator than synthetic polymers. Because structural arrangement of
biopolymers is similar to that of normal skin, biopolymers are easily applied and
considered ideal materials for their biocompatibility, biodegradability, and wound healing
properties. A lesion treated with biopolymers shows accelerated healing. Therefore, in
recent years the use of biopolymers has gained priority in tissue engineering and
biotechnology, both as dressing material and for enhancing treatment efficiency.

There is a demand for new biopolymers designed with protease inhibitors and
antimicrobials. LL-37 is an important antimicrobial peptide in human skin and exhibits a
broad spectrum of antimicrobial activity against bacteria, fungi, and viral pathogens.
Using lignin which is an abundant carbohydrate polymer in nature and a polyacrylic acid,
we prepared a polymer film by plastifying caprolactone and polyacyrlic acid. Films were
actified to immobilize LL-37. The structure was elucidated in terms of its functional
groups by fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and the morphology of the film
was characterized by scanning electron microscopy (SEM) before and after the
immobilization process. The amount of LL-37 immobilized was determined by ELISA
method. Ninety seven per cent of LL-37 peptide was succesfully immobilized onto the
films. Antimicrobial activity was determined in the film samples by quantitative
antimicrobial activity method. According to the results, LL-37 immobilized film samples
were effective on test organisms such as Gram-positive Staphylococcus aureus and Gram-

negative Escherichia coli.

March 2015 Deka Abdullahi Farah
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1. GIRIS

Biyopolimerler canli organizmalar tarafindan {iretilen polimerlerdir. Seliiloz,
nisasta, kitin, proteinler, peptidler, DNA ve RNA gibi makro molekiiller biyopolimerlere
ornek olarak gosterilebilir. Sayilan bu biyopolimerler sirasiyla seker, amino asit ve
niikleotid adi1 verilen monomerlerden olusmaktadir (Mohanty ve ark., 2005). Dogada
bozunabildikleri i¢in ¢evreyi daha az kirletmekte, atik sorununu azalttifi igin tercih
edilmektedirler. ~ Son yillarda nisasta ve tiirevleri, poli(biitilen siliksinat) (PBS),
poli(hidroksi butirat) (PHB), polikaprolakton (PCL) ve polilaktik asit (PLA) gibi alifatik
poliesterler tip uygulamalarinda olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Malzeme
miihendisligindeki ilerlemeler ve gelisen cerrahi teknikler ile yapay damar, yapay kalp
kapakeiklart ve yapay kalca kemiklerinin ve yara oOrticllerin Uretilmesinde biyo-
malzemelerden oldukga yararlanilmaga baslanmistir (Flieger ve ark.,2003- Chereddy ve
ark., 2014).

Yara tedavisi ve yaranin tibbi komplikasyonlar1 giiniiniizde ciddi bir problemdir ve
saglik harcamalarinda 6nemli bir kalemdir. Ciddi klinik durumlarda yaralar kroniklesir ve
tyilesmeyen yaralara doniigebilir, hastaneye yatan hastalarin yaklasik %10’u yara tedavisi
goren hastalardir. Diinyada yillik yara iyilestirici lirlinlerin pazar1 2012-2021 yillart igin
18.5 milyar $ olarak bildirilmektedir (http://blog.mediligence.com). Kullanilan yara tedavi
edici trlinler 6zellikle de antibiyotikler mikroorganizmalarin direng gelistirmesinden
dolay1 kronik ve iilserlesmis yaralara karsi ¢ok etkin degildir. Bilindigi gibi kroniklesmis
yaralarin 6zellikle iilserlesmis vendz, arteryal ve diyabet yaralarinin iyilestirilmesi oldukca
zordur. Bu yaralarin iyilestirilmesi i¢in ciddi saglik harcamalar1 yapilmaktadir. Yara ortiicti
olarak biyo-polimerlerin kullanilmasiyla yara tedavileri daha kolay hale gelmeye
baslamistir. Proteaz inhibitorii ve/veya antimikrobiyal maddeler igeren yara iyilestirici

Ozellige sahip yeni biyo-polimerlerin gelistirilmesine gereksinim vardir (Fernandes ve
ark., 2013).



Calismamizda yeni bir yara Ortiicli gelistirmek iizere lignin gibi dogada yaygin
olarak bulunan bir biyopolimeri, kaprolakton ve sorbitol ile plastikleserek film tabakalar
hazirlanmis ve hazirlanan bu lignin filmleri karakterize edilmistir. Hazirlanan bu polimere
antimikrobiyal peptit (AMP) olan LL-37 kovalent olarak immobilize edilmis ve LL-37 nin
polimere ne kadar baglandigi ve immobilize olan peptidin antimikrobiyal aktivitesi test

bakterilerine kars1 incelenmistir.
1.1. Biyopolimerler

Biyopolimerler canli organizmalar tarafindan iiretilen polimerlerdir. Seliiloz, nigasta,
kitin, proteinler, peptidler, DNA ve RNA biyopolimerlere 6rnek olarak gosterilebilir.
Sayilan bu biyopolimerler sirasiyla seker, amino asit ve nukleotidlerden olusmaktadir
Sentetik polimerlerin aksine mantar, alg, bakteri gibi mikroorganizmalarla biyolojik
olarak ¢abuk yikima ugrayarak biyokultle, CO, ve su ya daha kisa siirede doniisen,
biyouyumlu ve yenilenebilir 6zelliktedirler (Mohanty ve ark., 2005).

Biyopolimerler 4 kategoriye ayrilabilirler.
1. Nisasta, seltiloz ve lignin gibi agro- polimer kaynakli biyokiitle tirtinleri.
2. Polihidroksi alkonat gibi mikrobiyal olarak ele gecen polimerler.

3. Polilaktik asit gibi, tarimsal kaynakli monomerlerden kimyasal olarak elde

edilen polimerler.

4. Polikaprolakton gibi monomerleri ve polimerleri kimyasal sentez sonucu elde

edilen polimerler.

Yukarida sayilan bu polmerlerden sadece g tanesi yenilenebilen kaynaklardan
elde edilir. Dogada bozunabildikleri i¢in ¢evreyi daha az kirletmekte ve atik sorununu

azalttig1 i¢in tercih edilmektedir (Cascone ve ark., 2001-Flieger ve ark., 2003).



Tablo 1.1 Biyopolimerlerin sinmiflandirlmasi (Calgeris ve ark., 2010).

BIiYOPARCALANIR POLIMERLER

Biyekiitle iriinleri Biyoteknolojiden
(tarim kaynakh Mikroorganizmalardan (biyo-tiirevli
agro-polymer) ( Extraksiyon ile ) monomerlerden
polisakkaritler |protein ve lipitler polikaprolakton (PCL)
nigasta : hayvansal: polihidrolsi allkonat (PHA) polilaktid

bugday, patates ,

misur

kazein , gelatin,
peynir alth suyu

poliesteramid (PEA)

ligno-seliillozik
iiriinler

aga¢ ve saman
tiirii hitkiler

digerleri :
pektin , kitin ,
regine

bitkilerde :
soya , gluten ,

zein

polihidroksi biitirat PHB)

polilaktik asit (PLA)

alifatik co-polyester
dmek : PBSA

aromatik co-polyester
dme «: PBAT

1.1.1 Biyopolimerlerin biyomalzeme olarak kullanim

Biyo malzemeler, insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek ya
da desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler olup, siirekli olarak
veya belli araliklarla viicut akiskanlariyla temas ederler. (Giimiisderelioglu ve ark., 2002).
Biyo uyumlu olan malzemeler biyomalzeme olarak adlandirilmis ve biyo uyumluluk,
uygulama sirasinda malzemenin viicut sistemine uygun cevap verebilme yetenegi olarak

tammlanmustir. (Gupta ve ark., 2007).
1.1.2 Lignin

Bir biyopolimer olan lignin, bitki hiicre duvarinin bir parc¢asidir, seliilozdan sonra
diinyada en yaygin bulunan ikinci polimerdir. Diger hiicre duvar1 polimerlerinden farki
seker icermeyip polifenolik gruplar icermesidir (Boerjan ve ark., 2003). Odunun mekanik
Ozelliklerini blyuk o6lgtde amorf bir polimer olan lignin belirlemektedir. Lignin odunun
kuru agirliginin yaklasik % 20-30’unu meydana getirir. Kimyasal bakimdan polifenolik
olan bu madde odun hiicrelerini birbirinden ayiran orta lamelde ve ayrica sekonder ¢eperde

yer alir. (Northey ve ark., 1992).



Bu nitelendirmeye gore lignin polimerik bir doga tirlinii olup ii¢ p-hidroksitargin
asitin enzimatik dehidrasyonu ile olusmaktadir. Bu onciiller; trans-koniferil alkol,

transinapil alkol, trans p-kumaril alkoldir.

OH OH OH
T T T
B B B
Hy CHyf H,
OH
trans p-kumaril alkel trans-Koniferil alkol tran-sinapil alkol

Sekil 1.1. Ligninde bulunan fenolik bilesikler (Calgaris ve ark., 2010).

Hicre ceperinde lignin daima hemiselilozla birlik i¢indedir. Bu birlik hem fiziksel
hem de kovalent baglarin oldugu kimyasal bir baghliktir. Bir¢ok lignin esterlesmis
durumda aromatik karboksilli asitleri icermektedir (Lapierrea ve ark., 2001).

Lignin ucuz, yenilenebilir, ¢6ziinebilir ve zehirsiz oldugu i¢in biyo-¢Ozunur
malzemelerin hazirlanmasinda dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir. Lignin alifatik
polyesterlere Ornegin; polikaprolakton ve polilaktik aside dolgu olarak katilmakta ve
polimerin direncini arttirmaktadir (Dongkuan ve ark., 2011). Alkali lignin seliilozdan
kuvvetli alkali ile uzun siire kaynatilarak ayrilmaktadir (Vengal ve ark., 2005). Alkali
lignin yapay kemik ve doku miihendisliginde kullanimu ile ilgili yayinlarda ligninin basaril
bir sekilde yara otiicli jellerde kullanildigi goriilmektedir. (Fernandes ve ark., 2013).
Seliilozla ilgili olarak biyomedikal alanda ¢ok ¢alisma bulunmasina karsin lignin ile ilgili

cok calismaya rastlanmamaktadir.

Seliiloz bazli materyallere gore ligninin biyomedikal alanda 6nemi tam olarak
ortaya konulamamigstir. Yenilenebilir kaynaklarda ¢ok yaygin olarak bulunmasindan dolay:
son yillarda lignin Uzerinde arastirmalar artmistir. Bir ¢ok kimyasal modifikasyonlar
yapilmig olmasina ragmen; (Keaveny ve ark., 2003-Heanch ve ark., 2003-Hofmann ve
ark., 2008-Bessa ve ark., 2008-Shankar ve ark., 2012). ¢ok azi biyomedikal alanda
uygulanmistir.  Yapilan az sayidaki c¢aligmalar kemik ve kikirdak protezlerinde
uygulanabirligi ile ilgilidir.  Kraft lignin hidroksi apetit ve beta-trikalsiyum ile

giiclendirildiginde kemik dokusu miihendisliginde kullanilabilecek kompozit yapilar elde
4



edilir (Mansur ve ark., 2005). Olusan bu kompozit 900'C de sinterlendiginde 50 ila 100
um biiytikliigiinde gozenekler olugsmustur. Bu godzeneklerin lignin katilmasiyla olustugu
saptanmustir. Iletken polimerler ile ligninin olusturdugu polimerlerin antioksidan 6zellikte
oldugu ve yara cevresindeki dokularda oksidatif baskiyr hafiflettigi saptanmistir. Lignin
hidrojellere  katildiginda  hidrojellerin  termal kararliligi, biyo-uyumlulugu ve
biyobozunurlugu artar (Raschip ve ark., 2011). Tipki hemiseliiloz gibi lignin bazli
molekiiller yari-niifus eden agli hidrojellerde de kullanilabilir. Yakin zamanlarda yapilan
bir caligmada farkli tiplerde lignin kullanilarak  ksantum gum veya polietilen glikol
diglisidil eter ile giclendirilip epiklorhidrin ile ¢apraz baglanarak sulu ortamda sisebilen
siper emici hidrojeller yapilmistir (Lix ve ark., 2010).  Lignin kimyasal olarak

modifikasyona ugratilip her gegen giin yeni polimer karigimlari yapilmaktadir.

Diinya yara bakim pazarn 2013

Biiyiime faktorii

34%
Sekil 1.2. 2013 yilina ait yara bakim iiriinleri pazan (Lix ve ark., 2010)

Biyomiihendislik cilt

. Geleneksel yapistinic: bantlar
2.9%

26.8%
negatif basmng yara tedavisi
145%

antimikrobiyal 6rtiicii
11%

Hidro kolloidler

6.5%

Kopiik soyunma
1.9%

Geleneksel gazli baz bantlar
10.5%
Yapigmayan bantlar

Film ortiict

1.2 Yaralar

Yaralar fiziksel veya asir1 1s1 nedeniyle veya tibbi ve fizyolojik sartlardan Otlr(
deride olusan kesikler veya hasarlardir. Deride meydana gelen fiziksel hasardan dolayi
yara alan1 oldukca rahatsiz edicidir ve normal viicut islevleri aksayabilir. Dokuda olusan
hasarin, kaybin veya doku devamlilifindaki bozuklugun onarilmasi organizmanin en

onemli iglevlerinden biridir (Boateng ve ark., 2008).



Sekil 1.3. Fiziksel bir yara (Waren ve ark., 2010)

1.2.1. Yaralarin Smiflandirilmasi

Yaralar1 siniflandirmak igin farkli kriterler kullanilir. Ornegin doku tabakalaria
gore ve etkilenen deri alanina g0re yaralar yiizeysel, orta kalinlikta veya kalin olmak (izere
simiflandirhabilir. Yiizeysel yaralar sadece epidermis, orta kalinlikta olanlar daha derin deri
tabakalarini, kalin yaralar ise kan damarlari, ter bezleri ve sag¢ folikiillerini de kapsayan
daha derin deri tabakalarini etkiler. Subkutan yag veya daha derin dokular etkileyen
yaralanmalara kalin yaralar olarak adlandirilir. Diger bir saflagtirma kriteri de iyilesme
stireci ile yapilan bir siniflandirmadir (Bolton ve ark., 1990- Krasner ve ark., 1993). Bu
siniflandirmaya gore, yaralar goriiniimlerine gore de siniflandirilabilirler. Nekrotik yaralar
(dehidrasyondan ve hiicre 6lumtnden o6tiru siyah renkli yaralar), kabuklu yaralar (ince sar1
veya gri renkli bir doku tarafindan sarmalanmistir), graniillii yaralar (koyu pembe veya
kirmiz1 gorlinlimlidiirler) ve tekrar epitellesen yaralar (ylizeyde olan iyilesme siirecinin

sonunda ortaya ¢ikan yaralar) (Moore ve ark.,2006).
1.2.2. Yara lIyilesme Siireci

Normal bir doku yaralanmasinda iyilesme; belirli bir streyi kapsayan anatomik ve
fonksiyonel biitiinliigiin geri kazanilmasina yonelik sirali olaylarin yer aldigi bir siiregtir.
Normal iyilesme siireci art arda gelen pek c¢ok hiicre tiiriiniin birbirleri ile etkilestigi,
¢Oziiniir faktorlerin ve hiicre bilegenlerinin yer aldigi olaylar dizisisidir (Abdelrahman ve
ark., 2011-Schultz ve ark., 2000). Bu sure¢ hipostaz, enflasyon, go¢ etme, prolifrerasyon

ve olgunlasma olmak {izere 5 basamaga ayrilmistir.



Hemostas: Kanama oldugunda gerceklesir. Pihtilasma faktorleri ile baglatilir,
koagulasyon sonucu ortaya ¢ikan salgilar kuruyan bir piht1 olusturur ve bu piht1 da hasar
gormiis dokulara mekanik destek saglar. Enflamasyon fazinda yara bolgesine l6kositleri,

monositleri ve daha sonra da makrofajlar1 takiben enflamasyon hiicreleri de girerler.

GO¢ etme: Epitel hicreler ve fibroblastlar hasar gormiis veya kaybedilmis dokularin

yerini alirlar.

Proliferasyon: Bu fazda ise yaralar, agik yaralarin yiizeyinde beliren hiicreler
tarafindan yavas yavas doldurulurlar. Yeni deri dokusu agik yara bolgesini kaplar. Bu yeni

hiicreler graniilasyon hiicreleri olarak adlandirilirlar ve oldukcga narindirler.

Olgunlasma: En sonununcu fazdir ayn1 zamanda tekrar sekil alma fazi olarak da

adlandirilir. Bu fazda hiicresel yeni bag dokusu olusur ve yeni epitel kuvvetlendirilir
(Schultz ve ark.,2000).

1.2.3. Yara Orticu drtunler
1.2.3.1 Yara ortiiciilerin fonksiyonlari

Yara ortlcunln asil gorevi iyilestirmeye yardimci olmak ve iyilestirme siirecini
hizlandirmaktir. Hayati onemi olan sivilarin kaybini Onlerler, kan, serum ve cerrahi
akimntilarin toplanmasini dolayisi ile de bakterilerin buyimesini ve mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan enfeksiyonu da oOnlerler. Bazi durumlarda yara ortiiciilerin asil
gorevi semptomlarin kontroliine yardimci olmak ve estetigi saglamaktir. (Bolton ve
ark.,1990). Gegmiste, bandajlar, pamuk, yiin, pamuklu bez, gazli bez v.b gibi geleneksel
yara Ortiiciiler yarayr kuru tutmak ve akintilarin buharlasmasini saglamak ve
mikroorganizmalarin girmesini 6nlemek ic¢in kullanilirlardi. Daha sonraki yillarda yapilan
calismalarda hafif nemli yara ortamlarinda iyilesmenin daha c¢abuk oldugu saptandi.
Aulton’a gore yara ortiiciiler 16kositlerin yara bolgesine go¢ etmesine engel olmamali,
nemli bir yara ¢evresi olusturmali, kan ve yara akintilarin1 ortamdan uzaklastirmali ve gaz
gecisini (su bahar1 ve hava) arttirmalidir (Aulton ve ark., 2007). Termal bir instilasyon
olusturmali, enfeksiyonu 6nlemeli ve yarayi ¢arpmalardan korumalidir. TUm bu 6zellikler
tek bir yara Ortiicii tarafindan karsilanamaz. Pek ¢ok durumda farkli yara iyilesme
fazlarinda degisik ozellikte olan yara oriiciiler kullanilir. Ornegin gazli bez yarann ilk
evrelerinde kan ve akintilar1 ¢ekmek igin ise yararken diger yara Ortiiciiler farkli yara
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iyilesme evrelerde etkindirler. Nemli ortam olusturarak kurumayi durdurarak hiicre

Oliimiinii dnlerler, epidermal gocii arttirir, anjiyojenesisi ve bag dokusu sentezini arttirirlar.
1.2.3.2. Yara Ortiiciilerin Simflandiriimasi

Yara oOrtucllerin simiflandirilmasi ile ilgili olarak literatiirde birgok siniflandirma
vardir. Yara Ortiiclileri yara iizerindeki fonksiyonlarina gore; 6li dokuyu sokiici,
antibakteriyel, ortiici, emici ve yapistirict olmak iizere g¢esitli  sekillerde
smiflandirmislardir.  Purna  ve ark. ise yara Ortiiciileri fonksiyonlarina gore
smiflandirmislardir merhem, film, képuk ve jel olmak tzere gruplandirmiglardir (Purna ve
ark.,2000). Queen ve ark. ise yapimlarinda kullanilan materyallere goére hidrokolloid,
aljinat ve kollagen olmak {izere siniflandirmiglardir (Queen ve ark., 2004). Arastiricilar
tarafindan yapilan smiflandirma Tablo 1.2 de gosterilmistir (Abdelrahman ve ark., 2011-
Falabella ve ark., 2006).

Tablo 1.2. Yara ortiicii cesitleri (Abdelrahman ve ark., 2011).

Ortiici tipi Ornek

Yari gegirgen film 6rtici Tutunma tabakasi ile kaplermis poliiiretan tip film

) o Yara iizerine dogrudan uygulanarak, ikinci ortlcti veya yara
Yapismayan yiizeyi olan Ortlcu _
pedi arasinda ara yiizey olustururler

Karboksimetil seliiloz, jelatin, pektin gibi maddeler
Hidrokolloid 6rtuculer hidrokolloid bazi olusturlar ve daha sonra poli uretan film

veya kopuk icersine hapsolunerler

bir deniz oysunundan dretilen kalsiyum veya sodyum aljinat
Aljinat orttculer igerirler, yara icerigi ile karsilagtiginda hidrofilik bir jel

olustutrler.

Sodyum karboksi metil seltiloz icerirler. tekstil fiberleri ile
birlikte

Hidrofiber ortlicller

o Poliureten veya silikonden yapilirler. Cok miktarda yara
Koplk ortuculer
stvist tiitabililer.




S Su miktar1 fazla olan ¢6ztinmeyan polimerlerdir. Nekroz ve
Hidrojel ortiicler T )
yara s1visi artiklernin giderilmesinde ideadirler.

. o Yarada bulunan mikroorganizmalarin blytimesini en az
Antimikrobiyal orttculer o
indirgerler

o ] Liyofilze, oksitlermis, rejenere seliiloz ve sigir kollajeni
Proteaz diizenleyici matriks o
icerir

1.2.3.3 Yara ortuculerin yapiminda kullanilan materyaller

Bandajlar gibi klasik yara Ortliculer pamuklu, yun ve seliloz gibi dogal
maddelerden veya sentetik maddelerden yapilirlar. Ornegin gazli bezler dokunmus veya
dokunmamis koton iplik veya rayon polyesterden yapilmislardir. Daha modern ortiiciiler
ise hidrokolloidlerden, hidrojellerden, kopiiklerden ve biyolojik materyallerden yapilir.
Hidrokolloid ortiiciiler jel olusturucu ajanlardir 6rnegin karboksimetil seliiloz (CMC),
jelatin ve pektindir. Ince filmler veya tabakalar olarak hazirlanirlar. Ticari olarak piyasada
satilan bir ¢cok hidrokolloid 6tiictiler bulunmaktadir. Hidrojel ortiiciiler genellikle sentetik
polimerlerden 6rnegin polimetakrilatlar ve polivinil pirolidinlerden yapilirlar. Hidrojeller
amorf jel veya kat1 jel olarak uygulanirlar. Bu jeller yaklasik % 70-90 gibi yiksek oranda
su igerirler ve bundan dolay da ¢ok fazla yara akintis1 ememezler. Bazi hidrojeller, aljinat,
kollagen veya nisasta kopolimerleri igerir ve bir kisim yara akintisin1 emebilirler. Koplk
ortiiciiler genellikle poliiiretan kopiik veya poliiiretan filmden yapilir. Bu ortiiciiler, yaranin
etrafinda nemli bir ortam saglarlar, termal yaliim olustururlar ve giyilebilmeye
elveriglidirler. Biyolojik temelli oOrtiiciiler yara iyilesme siirecinde aktif rol oynayan
biyomateryallerden yapilirlar. Bunlar dogal dokulardan veya nisasta, ¢itosan, kollagen,
hiyaluronik asit ve aljinatlar gibi yapay kaynaklardan iiretilen doku miihendisligi

urtinleridir (Torres ve ark., 2013).
1.3. Antimikrobiyal peptidler

Pek cok organizma ilk savunma mekanizmalarinin bir pargasi olarak AMP’leri
sentezler. Antimikrobiyal peptidler olduk¢a kisa (12-100 amino asit) ve  pozitif
yukludurler. Gunimize kadar yuzlerce bu tip peptidden tanimlanmig olmasi bu

peptidlerin dogal savunma sisteminde ne kadar onemli oldugunu gostermektedir. Bu
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peptidlerin ifade edilmesi kendiliginden olabildigi gibi enfeksiyon veya enflamasyon
oncesi sitokinler, bakteriler veya dogal bagisikligi uyaran liposakkaritler gibi bakteriden
kaynaklanan molekiillerle de enflamasyon uyarisi olabilir (Cunliffe ve ark., 2004- Hancock
ve ark., 2001). Bu peptidlerin bazilar1 gii¢lii antimikrobiyal ajanlardir, antimikrobiyal etki
gostermeyenlerin antimikrobiyal etkisi seyreltilmis ortamlarda olduk¢a belirgin olmasina
ragmen mikrop Oldiirme etkileri tek degerlikli veya ¢ift degerlikli katyonlarin
konsantrasyonlarindan, proteazlarin etkilerinden ve ¢ok degerlikli anyonlardan 6rnegin
heparin sulfat gibi glikozaminoglikanlardan ve diisiik lokal peptid konsantrasyonlarindan
etkilenir. Bu peptidler dogal bagisikligin 6nemli efektor molekiilleri olup (Bowdish ve ark.,
2005- Brown ve ark., 2006) fagositozu arttirirlar, prostoglandin salinimini uyarirlar, LPS
lerin septik etkilerini nétralize ederler, bagisiklik hiicrelerinin enflamasyon alaninda
toplanmasini saglarlar (Elsbach ve ark., 2003- Yang ve ark., 2002) ve anjiyojenezi

uyarirlar ve yara iyilesme siirecini baslatirlar.

Memeli kaynakli peptidler monositler ve T lenfositleri (Territo ve ark.,1989)
kemotaktik olarak uyarirlar ve immun cevabin olusmasinda aktif rol oynarlar. Adjuvan ve
polarlastirict etki gostererek dendritik hiicre gelisimini saglarlar (Davidson ve ark., 2004).
Bu peptidler bakteri, viriis veya mantarlarin membranlarint veya diger hedefleri dogal
yapilarin1 bozarak veya kararsiz hale getirerek dogrudan etki gostermekle kalmayip, dogal
bagisikligin ve enflamasyon cevabmin diizenlenmesini de saglarlar (Hancock ve ark.,
2000). Bu yizden AMP ler icin savunma peptidleri terimi daha sik kullanilmaya
baslanmistir. Ornegin bakteriyesit etki gosterin “defensin” olarak adlandirilan savunma
peptidleri noétrofil grandllerinde mg/ml diizeyinde gibi yiksek derisimde bulunmakta ve
muhtemelen immin dizenleyici olarak gorev almaktadirlar. Benzer genel fiziksel
ozellikler gostermelerine ragmen, katyonik peptidlerin amino asit dizilimleri cok az
birbirine benzerdir ve ikincil yapilar1 birbirlerinden farklidir. 4 tip ikincil yapilar1 vardir,
bunlar sirasi ile iki veya dort B-tabakali, amfipatik (hem hidrofilik ve hem de hidrofilik
yapilarin bir arada olmasi) sarmalli, ¢ember ve uzamis yapilar olarak adlandirilirlar

(Boman ve ark.,1995- Hancock ve ark., 1997).
1.3.1. AMP’lerin dogal dagilim ve aktiviteleri

AMP’ler her gesit hayat formunda savunma sisteminde bulunurlar. Ik yayinlanan ve
karakterize edilen AMP’ler bakteriyel kaynakli olanlardir (Mattick ve ark., 1947). Klasik

anlamda enfeksiyona karsi korumazlar ancak bakterinin etrafinda bulunan ve besin
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kaynaklarimi tiiketen diger bakterileri oldiirerek kendilerinin hayatta kalmasini saglarlar.
Bakteriosin olarak da adlandirilan bakteriyel antimikrobial peptidlerin ¢ogu bakteriler
tarafindan sentezlenir (Klaenhammer ve ark.,1988-Riley ve ark.,1998) ve Okaryatlara gore
cok daha fazla etkindirler. Lactococcus lactis tarafindan iiretilen bir lantionin smifi
antimikrobiyal peptid olan “nisin” 50 yildan beri gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir
ve bu peptide kars1 bakterilerde kayda deger bir direng gelismemistir. Nanomolar diizeyde

bile gram-pozitif bakterilere karsi ¢ok etkin antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Bitkilerde AMP’lerin bakteri ve mantar enfeksiyonlarina karsi ¢ok etkin bir rol
oynadigma inanilmaktadir. Bu tiir peptidleri kodlayan ¢ok sayida genin bitkilerde
bulunmasi, ¢ok sayida bitki tiirlerinin in vitro da bakteriyesit ve fungusit etkilerinin
gosterilmesi ve bir patojen verildiginde gen seviyesinde peptidlerin ifade edilmelerinin
artmasi bu goriisii dogrulayan bulgulardir. Bitkilerde bulunan bu peptidler tioninler ve
defensinler olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Tioninin fizyolojik olarak yeterli
konsantrasyonlarinin bakteri ve mantarlara karsi etkin oldugu ve transjenik bitkilere
katildiginda bakterilere karsi savunma giicii verdigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
(Carmona ve ark., 1993- Epple ve ark., 1997).

Omurgasizlar, omurgalilarda bulunan adapte olmus dogal bagisiklik sistemine sahip
degillerdir sadece dogal savunma sistemleri ile patojenlere karsi koyarlar. Omurgasizlarda
cok sayida peptid tanimlanmis ve patojenik organizmalardan korunmada anahtar rol
oynadiklar1 saptanmigtir. Ornegin yengec, midye ve karidesin hemositlerinde peptidlerin
varliklar1 gosterilmistir ve AMP’lerin bu canlilarin dogal bagisiklik sisteminin ¢ok 6nemli
bir pargasi olduklar1 anlagilmistir (Bachere ve ark., 2004-Iwanaga ve ark., 1998). Sirke
sinegi Drosophila melanogaste iizerinde yapilan yogun arastirmalarda patojen tantyici
reseptorlerin bulundugu tespit edilmistir. Memelilerde de bdyle bir sistemin evrimsel
olarak korundugu saptanmistir. Memelilerin, baliklar ve ¢ok sayida omurgalili tiirlerin
adaptif bir bir bagisiklik sistemine sahip olmalarina ragmen AMP ler izole edilmistir. Bu
peptidler 6nemli bir savunma mekanizmasi olustururlar ve savunma mekanizmasinin ilk
basamaginda yer alirlar. Fagosit hiicrelerin graniillerinde veya ince barsaklarda bir hayli
yuksek miktarlarda bulunurlar (Bowdish ve ark.,2005- Scott ve ark.,2000-Yang ve
ark.,2002). Dogrudan antimikrobiyal etkilerinin yan1 sira bu kiicuk katyonik peptidler
onemli bagisiklik sistemi diizenleyicisidirler ve enflamasyonun kontrol altina alinmasinda

gorev aldiklan distiniilmektedir (Yang ve ark., 2004).
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Antimikrobiyal savunma sisteminde dolayli ya da dolaysiz olarak etkileri ile uyumlu
olarak bu peptidler omurgalilarin patojenler ile siirekli karsilastiklart mukozal yiizeyler
veya deride oldugu kadar bagisiklik sistemi hiicrelerinin graniillerinde bulunurlar. Deride
bulunan bezler AMP’lerin yogun olarak bulundugu yerlerdir. Yaklasik 500’¢ yakin
peptidin bu bolgelerden kaynaklandigi bildirilmistir  (Www.bbcm.univ.trieste.it/tossic

/pagl.).

a-sarmal magaininler (Zasloff ve ark.,1987) gram-pozitif ve gram negatif bakteri,
mantar, maya ve virislerin membranlardan gegisi oldukca yiiksek olan amfibiyan
prototip peptidleridir. Maganinlerin yapi-fonksiyon iligkisi ve etki mekanizmasi detayli bir
sekilde arastirilmistir. Bu peptidler denendikleri ilk klinik peptid tedavisinde ¢ok basarisiz
olmuslardir (MacDonald ve ark., 1999-Lamb ve ark., 1998). Gliney Amerikada bulunan bir
kurbaganin derisinden izole edilen “dermaseptinlerin” genis kapsamli antibakteriyel ve
antifungal aktiviteleri olduk¢a detayli bir sekilde galisilmistir. Amfibiyan AMP’lerinin
derinin yant sira mide mukoza sivilarinda da yapilmalari mideye emilmis olan
patojenlerden korunmak amagli olabilir. En iyi karakterize edilen 6rnekler Asya
Kurbagasindan izole edilen, histon 2a’nin kirilmasi ile olusan ve oldukca fazla c¢alisilmig
olan “buforin | and buforin II” peptidleridir (Bulet ve ark., 2004-Rinaldi ve ark.,2002-
Simmaco ve ark., 1998).

Katelisidinler de omurgali AMP’lerini olusturan biiyiikk ve yaygm bir grubu
olustururlar. Iyi korunmus bir N-terminal (cathelin) ile karakterize edilirler N-terminal
proteolitik olarak kirilarak olgun ve aktif bir peptidi verir. Katelisidinler ¢ogunlukla
propeptid olarak genellikle dolasimdaki graniillii bagisiklik hiicrelerinde depolanirlar.
Notrofil salg1 graniilleri katelisidinlerin en dnemli kaynagidir ve herhangi bir enflamasyon
oldugunda agiz, akciger, genital ve idrar yollarinda ve deri keratinositlerinde sentezlenirler.
Insan LL-37 (hCAP18) (Fromm ve ark.,1995) si bu gruba dahildir. Ortak N terminallerinin
yani sira o-sarmal, sag¢ tokasi seklinde, prolin ve arjinince zengin peptidlerdir. Yapisal
farkliliklarinin yan1 sira genis bir spektrumu olan mikrop 6lduricidir ve bagisiklik sistemi
diizenleyicisidir. Katelisidinler 6rnegin, fare, tavsan, koyun, at ve insanlar gibi pek ¢ok pek
cok memeli tiirlinden izole edilmistir. Baz1 memelilerde 6rnegin biiyiik bas hayvanlarda
katelisidinlerin bir¢ok ttrevi bulunur bu da bu peptidlerin savunma sisteminde pek ¢ok roli
oldugunu diisiindiirmektedir. Ineklerde en iyi tanimlanmis peptid, In vitro ortamda az

miktarlarda bile bakterilere ve mantarlara karsi genis spektrumu olan katelisidin “BMAP-
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28” peptididir (Skerlavaj ve ark.,1996). Diger memelilerde ¢ok farkli gesitleri olmasina
ragmen insanlarda tek bir katelisidin ¢esidi olan LL-37 (hCAP18) sentezlenir. Enfeksiyon

olusumunda, erken savunma sisteminin bir pargasi olarak gen ifadesi artar

Ikinci 6nemli memeli AMP leri de defensinlerdir (Selsted ve ark., 2005-Ganz ve ark.,
2003). Bu peptitler alt1 adet korumali sistein kalintilar1 arasinda disiilfit eslesmeleriyle
meydana gelen {i¢ alt aileden olusan siklik yapilardan olusmuslardir. Bu peptidler de tipki
katelisidinler gibi omurgalilarda propeptid olarak sentezlenirler ve aktif olabilmeleri icin
proteolitik yikima ugrarlar. Defensinlerin ekspresyonu bazen ¢ogu dokuda Ornegin
defensin-1 (hBD-1) gibi zaten var olabilirler veya hBD-2 de oldugu gibi bakteri veya LPS
ile karsilagildiginda uyari ile olusabilirler (Fang ve ark., 2003-Duits ve ark., 2002). Toplu
olarak incelendiginde defensinler bakteri, bazi virlis ve mantarlara karst zayif mikrop
oldaracudirler. Vicudun nispeten tuzlu bolgelerinde etkileri azalmakla birlikte fagositik
hicrlerin granillerinde ve barsak tiiblllerinde oldukca yiiksek miktarlarda bulunmasi

bunlarin yeterli derecede dldiiriicii oldugunu gostermektedir.

Transjenik ve knock out farelerde defensinlerin olduk¢a 6nemli rolii oldugu bu
modellerde gosterilmistir. Tiim bu defensinlerin aktiflesebilmesi i¢in gerekli proteazi
(MMP-7) icermeyen farelerde E. coli nin daha yavas ortadan kaldirildigi ve Salmonella
enterica serovar typhimurium’ dan dolayr 6liimlerin daha fazla oldugunun goriilmesi bu

peptidlerin barsak bagisikliginda ¢cok 6nemli bir rol oynadiklarini diislindiirmektedir.
1.3.2 AMP’lerin antiviral aktivitesi

Katyonik peptdilerin viral enfeksiyonlari da engelleyebildigi gosterilmistir. Zarfsiz
adenoviriis diginda zarfli RNA ve DNA viriisleride bu peptidlerden etkilenmektedir.
AMP’lerin antiviral etkisi virlislerin tutunma ve viicuda giris asamasinda etkilidir veya etki
viriisiin dogrudan  zarfina yoneliktir (Bastain ve ark., 2001-Horne ve ark., 2005-
Pietrantoni ve ark., 2006). Kekropinler, klavaninler gibi peptidler Herpes simpleks
virtisine (HSV) kars1 az etkin iken maganinler, dermaseptin ve melittin oldukga gugcli etki
gosterirler. Tabakali yapida olan AMP lerin 6rnegin; defensinlerin, laktoferrisinlerin
oldukca giiclii anti viral etkisi oldugu gosterilmistir. Alt gruplar arasinda bile antiviral

etkileri degismektedir. (Andersen ve ark., 2001-Daher ve ark.,1986).
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1.3.3 AMP’nin immobilizasyon yontemleri

AMP'ler kat1 desteklere ya fiziksel olarak (6rne8in adsorpsiyon veya tabaka tabaka
yerlestirme yoluyla) ya da kimyasal olarak (kovalent baglama ile) immobilize edilirler
(Etienne ve ark., 2005-Etienne ve ark.,2004-Shukla ve ark., 2010). Fiziksel adsorpsiyon
islemleri arasinda polimerik filmleri kat1 destek lizerine tabaka tabaka yerlestirme en
yaygin olanidir. AMP'ler iki poli-iyonik polimer arasinda sandviglenmistir ve polimer
tabakalarinin sayisi esnektir.  Bu ozellik peptidin yiuksek ve kontrolli miktarda
yuklenmesine izin verir. Peptidin tabakalar arasinda kalmasi ve yiizeyde bulunmamasindan
Otlrd yara ile dogrudan temasi yoktur ve ortama difiizyon yolu ile salinmasi bu metodun
dezavantajini olusturur. Ayrica bakterilerin yiizeyi tikayarak difiizyona izin vermemesi de
metodun 6nemli diger bir eksikligidir. Tiim bu negatif etkenler olusmamis olsa bile bu

katmanlarin kararliliginin ne kadar olabilecegi deneysel olarak gosterilmemistir. AMP leri
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immobilize etmek i¢in sik kullanilan metodlardan biri de polietilenglikol (PEG) gibi
fonksiyonel polimer recineler veya reaktif gruplart peptidin immobilizasyonu i¢in
yakininda tutan destekler kullanmaktir (Appendini ve ark.,2001). Bakteriler tutunamadigi,
bakterilerin kolonilesmesini onledigi veya minimuma indirdigi i¢cin PEG en ¢ok kullanilan
destektir (Boulmedais ve ark., 2004). PEG gibi esnek polimer kollari, bagli AMP’lerin
implant yiizeylerine hizli ve serbestce yerlesmelerini saglar bu da peptid bakteri
etkilesimini arttirir ve implant yiizeyinde baglanmis olan peptid tabakasinin performansi
yukselir. PEG’in suyla sisme 6zelligi ve diger hidrofilik polimerlerin baglanmis olan
AMP’lerin aktivitesinin korunmasi agisindan onemlidir. PEG gibi polimerik kollarin
kullanilmasiin dezavantajlarindan biri de polimerin bozunmasina bagli olarak zincir
kirtlmas1 ve baglanmis olan AMP’lerin agiga ¢ikmasidir (Cho ve ark., 2007). Kolun
kirilmasi, i¢inde polimerin bozunmasini Onleyen katki maddeleri katilmis kararli
polimerler ile en aza indirilir ve boylelikle antimikrobiyal aktivitenin uzun siire korunmasi
saglanir. AMP’lerin ylizey konsantrasyonu, AMP ile kaplanmig yiizeylerin korunmasi i¢in
cok Onemlidir. Baglanan peptidlerin miktarlarini arttirildiginda bakteri dlumlerinin de
arttigi saptanmistir. Diisik AMP seviyeleri baglandiginda ornegin  akrilik asit ile
fonksiyon kazandirilmis nikel nanopartikiillerine az miktarda LL-37  baglandiginda
antimikrobiyal aktivitenin baskilandig1 saptanmistir (Chen ve ark., 2009-Hilpert ve ark.,
2009).

1.4, LL-37 Peptidi

hCAP-18/LL-37 bilinen tek insan katelisidindir. hCAP-18, LL-37 peptidini
olusturmak igin proteinaz 3 tarafindan pargalanir. IKi l6sinden baslayarak 37 amino asit
dizisine sahiptir ve LL-37 olarak adlandirilir. Bu peptid, 4.5 kDa agirligindadir. Fizyolojik
pH’ta, pozitif bir net yiike sahiptir.

Insan katelisidin hCAP18 geni, kromozom 3 'te yer alan 1963 baz cifti iceren bir
kompakt genidir ve dort eksondan olusur. Eksonlar 1 sinyal sekansi ve katelin etki alani
icin kod 3 iken, antimikrobiyal peptit icin ekson 4 kodlar, Sekil 1.5de gosterildigi gibi.
(Gudmundsson GH ve ark., 1996 )
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Exon 1 Exons 2 and 3 Exon 4 5 and 3' Untransiated
Regions (UTR)

Signal Sequence

. Pro-sequence

M Mature peptide: LL37

Gene |

e {Transkripsiyon |
MRNA | )
i Translasyon hi
Signal Pro Mature i 2
pept'de Protslnase 3l = | SO hamuneneentes

Sekil 1.5. LL37 / hCAP18 gen sematik yapis1i ve LL-37 peptide islemesi
(Gudmundsson GH ve ark., 1996 ).

Katelisidin grubuna ait olan hCAP-18/LL-37 insanlarda tanimlanmis tek
katelisidindir ve noétrofiller, monositler, mast hiicreleri ve epitel hiicreleri tarafindan
sentezlenir. Bu hiicrelerde depolanir ve proteinaz 3 gibi ekstraseliiler enzimler tarafindan
kirtlarak LL-37 ve kahelin kisimlar1 olusur. LL-37 amfipatik, o-sarmal peptitdir, hem
planktonik ve hem de biyofilmler icerisinde kalan bakterilere, HIV gibi virlslere ve
mantarlara karsi etkindir, lipopolisakkaritler (LPS) ve lipoteikoik asidi (LTA) noétrolize
eder. Mikroorganizmalar da LL-37 nin ifade edilmesini diizenlemektedir (Morimoto M ve
ark., 1991). Sinus epitel hicre kultirinde hem gram pozitif ve hem de gram negatif
bakterilerin Grtnlerinin  LL-37 nin iretini arttirdigi gosterilmistir (Murakami T ve ark.,
1991). Barsakta bakteri mikroflorasinin irettigi burirat LL-37 nn iiretimini arttirmaktadir
LL-37, patojenleri ortadan kaldirarak enfeksiyonlara karsi savunma O6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica IL-37, bir seri hucreler ile kemokin Gretimini, sitokinleri
kemogcekicilik ile immune efektor hiicreleri ve mesensiyel kok hiicreleri diizenleyerek
dogal ve adaptif bagisiklifa katilir ve vitamin D ile birlikte otofaji diizenleyerek
anjiyojenezi ve yara iyilesmesini uyarir (Leung T ve ark., 2011). LL-37 sadece bakterileri
oldiirmekle kalmaz ayni zamanda bakteri enfeksiyonlarinda nétrofil apoptozunu baskilar.
Notrofil apotozunun engellenmesiyle yasam Omiirleri artar ve bakteri istilasi sirasinda
savunmaya yardimct olurlar (Gilliet M ve ark., 2008). Diyabet hastalarinda genellikle
ayaklarimin alt kisimlarinda,  biyofilm tabakasi olusturabilecek bakteri jenerasyonlari
tarafindan enfekte edilen iilserlesmis yaralar olusur. Bu biyofilm tabakasimnin giderilmesi
hastalarda yaralarin iyilestirilmesinde O6nemli olmaktadir. Yapilan ¢alismalar AMPlerin
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biyofilm olugsmasini engelleme potansiyeli oldugunu gostermistir ( Nell MJ ve ark., 2004).
insan Kkatelesidin LL-37 peptidinin pek ¢cok gram pozitif ve gram negatif pataojenlere karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi ve biyofilm olusumunu engelledigi ve yara iyilestirme
Ozelligi oldugu gosterilmistir.  Topikal olarak uygulandiginda biyofilm olusumunu
engelleme ve yara iyilestirmesi ozelliklerinin  birlesimi, LL-37’yi coklu
mikroorganizmalar tarafindan enfekte olmus yaralarin iyilestirilmesinde oldukca etkin hale

getirmistir (Perandio ve ark., 2008).

Sekil 1.6. insan katelisidin LL-37 Protein yapis1 ( Hermann Josef ve ark., 2012).
1.5. immobilizasyonda matriks (tasiyic1 destek) materyalleri

Tastyict destek materyalinin sekli, yogunlugu, porlu yapisi, por biiyiikliigiiniin
dagilimi, operasyonel kararlilifi  immobilizasyonun sonucunu etkiler. Ideal destek
materyali ucuz, reaksiyon vermez, fiziksel olarak saglam ve stabil olmali ve mikrobiyal
cogalmay1 ve spesifik olmayan adsorpsiyonu 6nleyebilmelidir. Tasiyict materyaller baslica

organik ve inorganik olmak iizere iki siifa ayrilir:

e Organik tasiyict materyaller: polisakkaritler (seliiloz, Kkitin, dekstran), karbon
polimerleri, proteinler (kollajen, alblmin), vinil ve allil polimerler, polistiren,
poliakrilamit, poliakrilat, polimetakrilat poliamidler (kalsiyum aljinat, agar, K-

carrageenin)

e Inorganikler: Aktif karbon, bentonit, silika, porlu seramikler, metaller, metal

oksitler. Bu materyaller tanecikli, zar ve lifli yapida olabilir.
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1.5.1. immobilizasyon yontemleri

Immobilizasyon yontemleri baslica baglama ve tutuklama olarak iki smifa ayrilr.
Bu iki sinifta bulunan yontemler fiziksel veya kimyasal bir 6zellik gosterir. Bir ligandi

immobilize etmenin 4 farkli yolu vardir.
Immobilizasyon Y&ntemleri genel olarak ikiye ayrilir:

1. Baglama

e (Capraz baglama

e Enzim kopolimarizasyonu

e Tasiyict baglama

v' Fiziksel adsorpsiyon

Adsorpsiyon ve ¢apraz baglama
Iyonik baglama
Selat baglama

Kovalent baglama

AN N NN

Biyospesifik baglama
2. Tutuklama

e Jelde tutuklama

e Mikrokapstlleme

e Lipozom teknigi

Immobilizasyon yontemleri yukaridaki gibi cok degisik sekillerde siniflandirilabilir

fakat genel olarak fiziksel ve kimyasal yontemler olarak siniflandirmak miimkiindiir.

1. Kimyasal yontemler: Kimyasal immobilizasyon yonteminde suda ¢éziinmeyen
polimer ile ligand arasinda kovalent bag olusumu saglanir ya da ¢ok sayida
ligand molekiilii arasinda ¢apraz bag olusumu saglanir. Kimyasal yontemlerde
serbest ligand geri kazanilmaz. Kimyasal yontemler genel olarak ikiye ayrilir:

e Kovalent baglanma: Kovalent baglanma, geri doniisiimsiiz bir
immobilizasyon metodudur. Immobilizasyon yontemleri arasinda en
yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bu metodun yayginligi baglarin
karalilig: ile iligkilidir ve ¢evreye ligand salinimini 6nler. Kovalant

baglanma ligand ile destek materyali arasinda gergeklesir. Yontemin
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kullanilabilirligini belirleyen en 6nemli faktor ligandin dogrudan destek
materyaline baglanmasidir. Matrix tipine ve substrata bagli olarak
tiretilmis bir¢cok yol mevcuttur.

e Capraz baglanma: Kiiclik yapidaki reaktifler herhangi bir katalizore
ya da destek materyaline ihtiyag duymadan kendi aralarinda baglar
yaparak suda c¢Oziinmeyen yapilar olusturabilirler. Bu prensiple
gergeklestirilen immobilizasyon yontemine capraz baglanma metodu

denir. Baglanmalar molekiil i¢i veya molekiiller arasi olabilir.

2. Fiziksel yontemler: Fiziksel yontemlerde ise ligandin belirli bir yere tutunmasi

saglanir. Bu fiziksel tutunma gergeklestirilirken iyonik bag olusumu ve

elektrostatik denge gibi ¢esitli fiziksel etkilesimlerden yararlanilir. Ligandin

tutundugu yerler destek materyalinin igindeki mikro bélmeler veya gozenekli

membranlardir. Fiziksel yontemler genel olarak ikiye ayrilir:

Adsorbsiyon ile immobilizasyon: Bu metot en basit ve en eski olan
immobilizasyon metodudur. Bu metotla kati matriks iizerinde ligandin
fiziksel adsorbsiyonu veya iyonik baglanmasi gergeklesir. Fiziksel
adsorbsiyonu gerceklestiren kuvvetler, hidrojen baglart Van der Waals
kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimlerdir. Iyonik baglanma kisminda ise
ligandin yiiklii gruplari ile destek materyalinin zit yiikleri arasinda bir ¢ekim
gergeklesir.

Hapsetme ile immobilizasyon: Polimer maddelerde ya da yar1 gecirgen
membranlarda ligandin hapsolmasi yontemidir. Ligandin sulu bir polimer
cOzeltisinde veya monomer c¢ozeltisinde c¢ozllmesi gerekir. Polimerin
olusturulmasi, UV radyasyonu, gama isinlar1 veya 1siyla baglatilir.
Olusturulan ve hidrofilik olan polimer igerisinde ligand hapsedildiginden
polimerin yeteri kadar siki olmasi1 gerekir. Bu metot kullanilarak, biitiin
hiicreler, farkli blyuklikteki mikroorganizmalar ve diger biyokatalizorler
hapsedilebilir (Yener 2007; Malkog 2011).
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Enzim molekala

‘ Kati ve porlu destek

Sekil 1.7. a. Fiziksel Adsorpsiyon b. Kovalent Baglanma

Bir matrikste Bir membranda
hapsedilmis hapsedilmis

Sekil 1.8. Hapsetme Ydntemi

Sekil 1.9. Capraz Baglama ile Tutuklama

1.6. ELISA

ELISA kompleks bir karisim igerisinde bulunan spesifik bir proteini tanimlamak ve

miktarini belirlemek icin kullanilan gii¢lii bir immiinolojik yontemdir. Spesifik antikor

kullanarak protein 6rneklerinin saptanmasint miimkiin kilar. ELISA teshis amacgl olarak

tipta hastalik belirteclerini, alerjenleri ve hormon miktarlarini saptamak i¢in yaygin bir
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sekilde kullanilmaktadir. Iki farkli ELISA yontemi kullamilir. Birisi antijen belirlerken
(Direk ELISA) digeri ise antikor belirler (Iindirek ELISA). Hormon, biyo-marker gibi
protein yapili maddelerin tayini i¢in Direk ELISA metodu kullanilir. Daha 6nceden
spesifik antikor ile kaplanmis mikro kuyulara serum, idrar viicut sivilari vb. Ornekler
eklenir. Eger Ornegin igerisinde tayin etmek istedigimiz antijen varsa antikora
baglanacaktir. Baglanmamis olan materyal yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Konjuge
enzim igeren 2. Antikor ortama eklenir. 2. Antior da saptamak istedigimiz antijenin
spesifik epitoplarina baglanir. Yikamayr takiben, enzimin substrati eklenir. Enzim
substratinin renkli bir {irline donligmesini saglar. Antijen miktar1 ile olugan rengin siddeti
orantilidir. Calismamizda referans metod olarak kullanilacak olan Direk ELISA

yontemlerinden Sandvi¢ ELISA metodu kullanilacaktir.
1.6.1. Sandvi¢ ELISA metodu

Calismamizda kullanilacak olan Sandvi¢ ELISA metodunda prensip, LL-37’yi taniyacak
olan spesifik antikor, polistiren mikrokuyucuklara kaplanmustir. Ornek veya standart
kuyulara uygulandiktan sonra bir siire beklenilir ve yikama isleminin ardindan Biotin ile
isaretlenmis 2. Antikor kuyucuklara konulur. Bu antikor LL-37’ye baglanmis antikorlari
yakalayacaktir. Yikama islemlerinin ardindan ortama eklenecek olan Streptavidin-
peroksidaz  konjugati biotinlenmis antikorlar1 baglayacaktir. Peroksidaz enzimi
tetrametilbenzidin (TMB) substrat1 ile reaksiyona girerek 450 nm de absorbans veren
renkli drtinler olusturur. Her kuyuda var olan enzimin miktarina bagl olarak renk siddeti
azalir veya artar. ELISA uygulamalarinda en ¢ok kullanilan enzim olan peroksidaz kiiclik
molekiil agirligina sahip olmasi ve daha ¢ok baglanma yiizeyinin olmasi gibi nedenlerden

Oturu cok tercih edilen enzimdir.
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Sekil 1.10. Sandvi¢ ELISA ( Perry ve ark., 2002)

1.6. ilgili Literatiir Isig1 Altinda Calismanin Yeri

AMP’ler ile ilgili ¢alismalar bu epidlerin oldukga guclu bakteriyosit olmalarindan
otiirii son yillarda oldukga artmistir (Narbat ve ark., 2010). AMP’nin polimerik yiizeylere
kovalan baglanarak immobilize edilmesi ile AMP’nin bozulmasinin oniine gegilebilir ve
fiziksel yontemlere gére AMP’nin daha uzun siire saklanabilmesi miimkiin olur (Bagheri
ve ark., 2009-Ferreira ve ark., 2009). Kovalan eslesmede AMP’ler kimyasal olarak yiizeyle
reaksiyona girer ve kararli antimikrobiyal bir kaplama olustururlar (Bagheri ve ark., 2009-
Haynie ve ark., 1995). AMP’lere kars1 reaktif olmayan yiizeyler farkli kollar1 olan reaktif
gruplar ile aktif hale getirilerek peptidlerin ylizeye tutunmasi saglanir (Humblot ve ark.,
2009). Bu reaktif gruplarin uzunlugu bir ila birkag karbon atomundan ibarettir. Baghh AMP
ler uygun kimyasal se¢ici eslesme reaksiyonlar1 kullanilarak kontrol altinda tutulabilirler
(Jonkheijm ve ark., 2008). ilag salinim stratejileri daha uzatilmis bir aktivite potansiyeli
sunmakla birlikte yeterli ve etkin dozaj saglayan bir salinim saglamak her zaman kolay
olmamaktadir. Bu problemi asmak icin terapdtiklerin bir yiizeye Ornegin implantlara veya

yara Ortiicli bir yiizeye kovalant olarak tutturulmasi 6nemli hale gelmistir (Costa ve ark.,
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2011). Salinim sistemlerine gore kovalant immobilizasyon biyomolekillerin daha uzun

stireli kararlilik ve diigiik toksisite gostermelerini saglamaktadir (Bagheri ve ark., 2009).

LL-37 bilinen tek insan katelisinidir (Gudmundsson ve ark., 1996). Yara ekstreleri
incelendiginde LL-37’nin de iglerinde oldugu bircok AMP bulundugu saptanmistir.
Kronik iyilesmeyen yaralarda ¢ok diisiik miktarlarda hCAP18 dolayist ile LL-37’nin
bulundugu saptanmustir. LL-37’nin yaranin epitellesmesi i¢in olduk¢a Onemli oldugu
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Frohm ve ark., 1996). LL-37 nin mikroplarin
membraninda delikler agtig1 ve bu sekilde dldiirdiigii saptanmistir (Gabriel ve ark., 2006).
LL-37’nin titanyum yiizeylere tutturuldugu bir c¢alismada yiizeyin oldukc¢a iyi
antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

LL-37’nin de i¢inde oldugu AMP’ler antibiyotik direncinden 6turu antibiyotiklerin
giiniimiizde etkisiz kalmasindan dolay1 olduk¢a 6nemli tedavi ajanlart haline gelmislerdir.
Yapilarinin ¢ok saglam ve bozunmaya karsi direngli olmalart AMP’lerin gelecekte tasiyict

sistemlerin ve yara tedavisinin vazgegilemez ajanlari olacagini diisiindiirmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Poliakrilik Asit(PAA, karbomer): Beyaz, toz (Sigma-Aldrich; ortalama Ma 450.000)

Os OH

Polikaprolakton triol: Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem

yapilmadan kullanildi.
RO o
HsC OR O
R=" H
OR ]

Karbonildiimidazol (CDI): Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem

yapilmadan kullanildi. Ma:162.15g/mol, beyaz kristal yapili (Sigma-Aldrich).

Tetraetoksisilan (TEOS): Merck firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem
yapilmadan kullanildi.
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Lignin: Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan
kullanildi.

LL-37 peptidi: AnaSpec, Fremont, USA
LL-37 ELISA tayin Kiti: Hycult Biotech Uden, Netherlands
2.2. Arastirma Araclari

Fourier Dontisimli Infrared Spektrometre: Perkin Elmer Spektrum 100ATR-FTIR

Spektrometre

Taramali Elektron Mikroskop (SEM) cihazi: Philips XL30SEM FEG
Santriftj: Sigma, 3K 30 Yiiksek devirli, sogutmali (A.B.D.)
Spektrofotometre: TermoScientific, Helioszeta UV-VIS (A.B.D.)
Hassas Terazi: Sartorious Analytic, A200S +0,0001(Almanya)
-80°C Derin Dondurucu: ThermoElectronCorp., Forma (A.B.D.)
Buzdolabi: Regal (Tiirkiye)

Su Banyosu: Wasserbad WB Serisi (Almanya)

Vorteks Karistirict: Fisons, Whirlimixer (Ingiltere)

Destile Su Cihazi: Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)

Manyetik Karistirict: VelpScientifica, ARE (italya)

Etliv: Genlab, midi/2/AL (0-100)(ingiltere)

pH metre: Hanna, HI 9024 (Romanya)

Orbital Karistirici: IKA-Werke, OS 10 B(Almanya)
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2.3.Deneysel Yontemler
2.3.1. Biyobozunur filmin hazirlanmasi
Film formiilasyonu asagidaki tabloya gore hazirland.

Tablo 2.1 Film formiilasyonu hazirlanmasi

% miktar1 | G
Miktar1
PAA (%10w/w) 30 15
Hidrolize TEOS 40 2
Polikaprolakton triol 30 15
Lignin 1 0.05

TEOS’un Hidrolizi: 2 mL etanol icerisinde 5 g (24 mmol) Tetraetoksisilan (TEOS), 1.3 g
(72,2 mmol) su ve 0.05 g p-toluensiilfonikasit (katalizor) 20 ° C’de tiim gece karistirilda.

Poliakrilik asitten (PAA) 1.5 g tartilarak 25 mL lik behere alindi. Uzerine 15 mL deiyonize
su ilave edildi 4 saat oda sicakliginda 500 rpm de manyetik karistiricida karistirildi.
Hazirlanan PAA (%10w/w) ¢dzeltisinden 1.5 g tartilarak 25 mL behere alindi. Uzerine 2 g
hidrolize edilen TEOS, 1.5 g polikaprolakton triol ve 0.05 g lignin ilave edildi. Hazirlanan
¢Ozelti homojen oluncaya kadar 60 dk oda sicakliginda ultrasonik banyoda bekletildi.
Homojenligi saglanan ¢ozelti Teflon kaliba dokiilerek, 1 saat 100 °C ve 1 saat 120 °C’de

vakum etiiviinde ¢apraz baglanmasi saglandi.
2.3.2. PAA/ Polikaprolakton triol’un aktivasyonu

PAA/Polikaprolakton  triol’'un  polimerinin  uglarindaki  OH  gruplan
karbonildiimidazol (CDI) ile aktiflestirildi ve son iriin bir amin reaktif imidazolil-
karbamat grubuna sahiptir. Capraz bagli PAA/ Polikaprolakton triol polimerinden 6.5 g
CDI’den 10 g tartildi ve ii¢ boyunlu balona alindi. Uzerine 50 mLtetrahidrofuran (THF)
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eklendi. Azot atmosferinde 24 saat 40°C’de manyetik karistiricida 500 rpm de karistirildi.
THF evaporatorde uzaklastirildi. Aktive edilmis PAA/ Polikaprolakton triol kullanilana
kadar 4°C’de sakland.

2.3.3 Polimerik destegin karakterizasyonu

Hazirlanan polimerin peptid immobilizasyonu Oncesi ve sonrasi fonksiyonel grup
analizleri Fourier Doniistimli Infrared Spektroskopisi (FT-IR) kullanilarak yapildi.
Spektrumlar  Perkin  Elmer  Spektrum  100ATR-FTIR  Spektrometre  cihaz
ile 400-4000 cm™araliginda kaydedildi. Philips marka XL30SEM FEG model Taramali
Elektron Mikroskop (SEM) cihaz1 kullanilarak polimerin peptid immobilizasyonu 6ncesi

ve sonrasi goriintiileri morfolojik olarak incelendi.
2.3.4. Polimerik destege LL-37 Peptidinin immobilizasyonu

1 mg LL-37 peptidi 1 mL steril distile suda ¢oziildii. 0.25 mg/mL olacak sekilde
sulandirildi. 0.25 mg/mL peptid ¢ozeltisi 0.0149 g polimer ile vorteks karistirict ile
karistirildi ve 24 saat 4°C’de bekletildi. Inkiibasyon slresinin sonunda polimer tiipten
alindi, 100 pL immobilize olmayan peptid miktarin1 tayin etmek i¢in ayrildi. Polimer
distile su ile yikandi ve yikama islemi 5 kez tekrarlandi ve daha sonra kurutulmak lzere
filtre kagidi iizerine alindi ve kullanilana kadar oda sicakliginda bir petri kutusunda

saklandi.
2.3.5. Polimerik destekteki ila¢ miktar: ve baglanma yiizdesi

Cozeltide kalan immobilize olmamis peptid miktar1 Hycult Biotech ELISA Kiti
kullanilarak tayin edildi.

2.3.6. ELISA metoduna gore LL-37 peptidinin tayini

Immobilize olmamis peptid miktarinm tayini Hycult Biotech Sandvig ELISA
kitinin kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde yapildi. Kitin igerisnde bulunan reaktifler
kit kilavuzunda belirtildigi sekilde sulandirld1 ve kitin protokolii uygulandi. Bu protokola

gore;

1- Kullanimdan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.
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2- Gerekli test kuyu sayisin1 belirlendikten sonra yeterli miktarda test seritleri kit ile

verilen gergevenin igine yerlestirildi.

3- 100 pl standart, érnekler ve kontroller kuyucuklara konuldu. Ornekler konulurken pipet

ucunun kuyucuklarin diplerine ve yanlarina degmemesine dikkat edildi.

4

Plakanin tizeri ortiildi, hava kabarcigi kalmis ise plakaya hafifce vurarak hava

kabarciklar1 uzaklastirildi. Kuyucuklardan sivi sigramamasina dikkat edildi.

5

Oda sicakliginda 1 saat boyunca plaka inkiibe edildi.
6- Yikama tamponu ile plakalar 4 kez yikandi.
o Kapak dikkatlice ¢ikarildi.

e Lavabonun {izerinde igerigini plakay1 ters ¢evirerek bosaltildi ve ters olarak
kalin bir havlu kagidin iizerine konuldu ve kuyucuklarda kalmis olabilecek
stvi bu sekilde emdirildi.

e Her bir kuyunun icine 200 ul yikama tamponu eklendi ve tekrar icindekiler
lavaboya bosaltildi ve yukaridaki islem tekrarlandi

e Buislem 3 kez daha uygulandi

e Kuyucuklar havlu kagit tizerinde iyice hafif¢e vurularak kurutuldu.

7- 2. Basamakta izlenen siraya gore 100 pl sulandirilmus izleyici kuyucuklara

konuldu.
8- Plakanin tizeri kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat boyunca inkibe edildi.
9- Asama 5'te tarif edilen yikama iglemi tekrarlandi.

10- 2. Basamakta uygulanan ayni pipetleme sirasi kullanilarak, her bir kuyucuga 100 pl
TMB substrati eklendi.

11- Plaka iyice 6rtuldu ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

12- 100 pl durdurma ¢ozeltisi ilave etmek suretiyle reaksiyonu durduruldu, hafif plakanin
dondurilmesiyle kuyulardaki ¢Ozelti iyice kanistirnldi. Kuyularda sikismis  hava

kabarciklarini ortadan kaldirmak igin plakaya hafifce vuruldu.
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13- Durdurma ¢ozeltisi (okzalik asit) eklendikten sonra 30 dakika icinde plaka,

ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda absorbanslar kaydedildi.

Y Antikorla kaplanmis miloro kuyuculdar
v
& Sulandmlmig standart / Gmelder 100 ul

¥ 60dak20-25°C
vikama 4x
/Q. bivotinlenmis izlevici antikor 100 pi
v 60 dak20-25°C
vikama - 4x
E Streptavidin peroksidaz kornjiigatn 100 pl |
¥ 60dak20-25°C
vikama 4x

!

o TetraMetilBenzidin TMB cézelstesil 00 Ul
v 30 dak20-25°C

@%C @;,ﬁ @: @ g

Durdurma gozeltesi 100 pl

¥

450 nm de dlgiim

Sekil 2.1. Kullanilan ELISA protokoliiniin akis semasi
2.3.7. Standart grafigin hazirlanmasi

Kitin ¢alisma kitap¢iginda verildigi sekilde farkli konsantrasyonlarda LL-37 (25-
250 ng/mL) cozeltileri hazirlandi ve Ornekler ile aymi anda ¢alisildi LL-37
konsantrasyonlarina karsi absorbans grafigi ¢izildi. Bu egrinin yardimiyla orneklerin
igerdigi LL-37 miktarlar1 tespit edildi. immobilize olmamis peptid miktar1 baslangictaki
peptid miktarindan ¢ikartildi ve boylelikle immobilize olmus peptid miktar1 saptandi.
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2.3.8. Antimikrobiyal aktivitenin tayini

Immobilize olmus LL-37 peptidinin antibakteriyel aktivitesi, kantitatif olarak
antimikrobiyal aktivite tayin metodu ile arastirllmistir. Bu deneyde Gram-pozitif bir
bakteri olan Staphylococus aureus ATCC 29213 ve Gram-negatif bir bakteri olan
Escherichia coli ATCC 25922 test bakterileri olarak kullanilmistir. Test bakterileri 6nce
Nutrient Agar (NA) besiyerine ekilerek etiivde 37°C’de 24 saat bekletilmistir. Nutrient
Agar besiyerinde lireyen bakteri kolonilerinden alinarak Nutrient Broth (NB) besiyerine
ekilmis ve etiivde 37°C’de 24 saat bekletilmistir. Hazirlanan kiiltiirlerden, McFarland’in
0.5’lik standardina gore fizyolojik tuzlu su ile 1 ml’ de 10® oraninda canli bakteri icerecek
sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra bu suispensiyonlardan 10%, 107,
10™1lik s dilisyonlar 100 pl alinmis ve ayri ayr1 NA plaga yayma yontemiyle ekilmistir
Ekim yapilan petriler 37°C’ de 24 saat bekletilmistir ve inkiibasyon sonrasi petri kutusunda
{ireyen bakteri kolonileri sayilarak 1 ml’deki bakteri sayis1 hesaplanmustir. iki adet LL-37
ornegi steril kosullar altinda 100 mg olacak sekilde kesilerek ayri1 ayri steril ependorf
icerisine yerlestirilmistir. 1 ml’de 108 oraninda canli bakteri iceren 1iki bakteri
stispansiyonlarindan 1’er ml alinarak ayr1 ayr steril ependorf igerisindeki LL-37 drnekleri
lizerine ayr1 ayrt konulmustur. Ependorf tliplerindeki LL-37 ve bakteri karigimi
vortekslendikten sonra 37°C’ye ayarlanmis etiivde 24 saat bekletilmistir. Inkiibasyondan
sonra 107, 10%, 10%, 10* ve 10™lik diliisyonlar hazirlanarak plaga yayma yontemi ile
ekim yapilmustir. Ekim yapilan petriler 37°C* de 24 saat bekletilmistir. Inkiibasyondan
sonra petrilerdeki bakteri kolonileri sayilarak 1 ml’deki bakteri sayis1 hesaplanmistir ve
immobilize olmus LL-37 peptidinin antibakteriyel aktivitesi belirlenmistir. Calismamizda

aciklanan tiim testler iki tekrarli olarak yapilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Polimerik Destegin Sentezi ve Karakterizasyonu

Polimerik destegin immobilizasyon Oncesi ¢apraz baglanmis PAA/ Polikaprolakton
triol ve sonrast PAA/ Polikaprolakton triol polimerinin FTIR spektrumlart Sekil 3.1 a ve
b’de gosterilmistir. immobilize polimerde 1640 cm™ de bir absorpsiyon bandi gosterdigi
goriilmiistiir, bu amit bagina karsilik gelmektedir. Genel olarak amit bagi C=O baglarinin
gerilme titresimiyle peptidin yapisindaki C-N gerilme ve N-H biikiilme titresimlerinin

kombinasyonundan kaynaklanmaktadir.

2610.16

13040.01 |
312252 2933.05)

153377 |
1438.35

2839.42

1326.94
1723.99 1255.93

1158.91

%T 74448 660.03

‘ 1060.50

1978.67

2945.40

1640.88
1563.83

1400.45

3330.18 1715.16

| 547.04 | 399.84
1055.96

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 3800
cm-1

Sekil 3.1. a) PAA/Polikaprolakton triol polimeri b) LL-37 immobilize edilmis polimer

Polimerik destegin kirik yiizey morfolojileri LL-37 ile immobilizasyon 6ncesi ve
sonrast goOriintlileri taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir. Sekil 3.1°de
immobilizasyonu Oncesi c¢apraz baglanmis PAA/Sorbitol polimerinin kirik yilizey
morfolojisi (birinci sekil) 10000 biiyiitme ve (ikinci sekil) 5000 biiyiitme ile verilmistir.
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AccV SpotMagn Det WD |———+— 5um
500KV 3.0 5000x SE 9.2

AceV. SpotMagn’ Det WD
500kV30. 5000~ SE 86

Sekil 3.2. immobilizasyon oncesi (a) ve sonrasi (b) PAA/ Polikaprolakton triol

polimerinin SEM gérintisi
3.2. Immobilize Olan LL-37 Miktarinin Hesaplanmasi

Immobilize olan LL-37 miktar1 LL-37 standart grafigi kullanilarak hesaplanmustir.
Standart LL-37 grafigi asagida Sekil 3.3’te verilmistir. Baslangigta kullanilan peptid
miktarindan immobilizasyon sonunda bulunan peptid miktar1 ¢ikarilarak baglanan peptid
miktar1 bulunmustur. Polimere yiiklenen, baglanmayan ve baglanan peptid miktarlari
Tablo 3.1°de gosterilmistir.
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0
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L L-37 konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 3.3. LL-37 standart grafigi

Tablo 3.1. immobilizasyon Oncesi ve Sonrasi LL-37 Miktarlar

Baslangictaki LL-37 Miktar1 | Baglanmayan LL-37 Miktar1 Baglanan LL-37 Miktar1
(Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)

250 3,575 246.425

Baglanan LL-37 peptidinin konsantrasyonun baslangi¢ konsantrasyonuna oraninin

% 97 oldugu saptanmuistir.
3.3. Immobilize LL-37’nin antimikrobiyal aktivitesi

Kroniklesmis yaralarin 6zellikle iilserlesmis vendz, arteryal ve diyabet yaralarinin
tyilestirilmesi oldukc¢a zordur. Bu yaralarin iyilestirilmesi i¢in ciddi saglik harcamalari
yapilmaktadir. Kullanilan yara tedavi edici {riinler 06zellikle de antibiyotikler
mikroorganizmalarin direng gelistirmesinden dolay1 kronik ve iilserlesmis yaralara karsi
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cok etkin degildir. Biyofilmler mikroorganizmalarin yiiksek yogunluktaki popiilasyonlart
tarafindan meydana getirilen ii¢ boyutlu ve iyi organize olmus polisakkaritler, proteinler ve
niikleik asitlerden olusmus ekzopolimerik matrikslerdir. Bu biyofilm matriksi uv
radyasyonu, pH degisimi, ozmotik sok gibi zorlu ¢evre kosullarina oldukg¢a dayaniklidir ve
antibiyotikler ve bakterisitlerin iceriye girmesini engeller. Biyofilm yapisi sayasinde
direngli ve direngsiz mikrobiyal suslar1 arasinda yatay gen transferini de kolaylastirilir.
Sonugta biyofilmde 10-1000 kat1 daha fazla antibiyotik direnci olusur. Biyofilm olusmasi
ile mikrobiyal tutunma, koloni olusumu ve proliferasyon kolaylasir. Matriks olusumu ve
biyofilmin olgunlagmasi sonucu meydana gelen hiicre bozunmasi ile birlikte enfeksiyon
olusur. Olustuktan sonra biyofilm standart klinik islemler ile kolay kolay ortamdan
uzaklastirllamaz. Bakteri kolonilesmesini Onleyici ve bakteri titrasyonlarini azaltan,
biyofilm olusumunu engelleyecek antimikrobiyal ylizey kaplamalar ile ilgili calismalar her
gecen giin artmaktadir. Boyle maddeler igeren yiizeyler yara ile temas ettirildiginde lokal
olarak etkilestigi icin sistemik asir1 doz seviyesi asilmamis olacaktir. Giiniimiizde
kullanilan antimikrobiyal yiizeyler glimiis, salisik asit, kuaterner amonyum bilesikleri, klor
hekzidin ve nitrik oksit gibi maddeler icermektedir. Bu maddelerin asir1 miktarlari
anafilaksiye ve sitotoksisiteye neden olmakta veya ¢ok fazla etkin olamamaktadirlar. Tiim
bu kisitlayict etmenlerden o6tiirii antibiyotiklerin kullanimi daha ¢ok tercih edilmektedir
ama antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin direng gelistirmesi de antibiyotiklerin
kullantiminda 6nemli bir engel olusturmaktadir. Antibiyotiklerin piyasaya ¢iktig1 gecmis 50
yila baktigimizda arttk son yillarda piyasaya c¢ikan yeni antibiyotiklere karsi
mikroorganizmalar 1-2 yil igerisinde direng gelistirmektedir. Hali hazirdaki tedavilerin
etkinliginin diismesi yliziinden bagka tedavi yollar1 arastirilmaya baslanmistir. Bu
yollardan bir tanesi de dogal immiin sistemin bir par¢asi olan antimikrobiyal peptidlerin de
yer aldigi yeni antimikrobiyallerin gelistirilmesidir. AMP’ler ile ilgili c¢alismalar bu
peptidler oldukea giiclii bakterisit olmalarindan 6tiirii son yillarda olduk¢a artmistir. Daha
onceden yapilan ¢alismalarda AMP lerin negatif yiiklii bakteri membranlarina kars1 ilgisi
oldugu, bakteri membraninin gegirgenligini arttirmak yoluyla veya bakteri membranina
yerleserek sitoplazmadaki materyalleri kendine dogru ¢ekerek AMP’nin pozitif yiikiiyle
bakterinin dis yiizeyindeki eksi yiik ile elektrostatik etkilesim meydana gelir. Bu etkilesim
ile mikroplar kuvvetli bir sekilde yiizeyle etkilesirler ve bu da 6lmelerini kolaylastirir.
Bundan dolay1 AMP’nin yiiksek miktarlardaki konsantrasyonu ile pozitif yiiklii zit

iyonlarin bakteri dig yilizeyindeki iyonlar ile yer degistirmesi gergeklesir ve bakteri
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yuzeyinin bu ani elektrostatik degisimi bakterinin 6liimii ile sonuglanir. AMP lerin immdan
diizenleyici etkilerinden dolayr Ornegin anjiyojenez sitokin/kemokin ifadesini yara
tyilesmesini ve TLP ile diizenlenen proenflamasyon cevabini azaltmak gibi etkilerinden
Oturd dizenleyici aktiviteleri vardir. Bu benzersiz 6zelliklerinden 6tiiri katyonik AMP’ler
antienflamatuar cevaplarin diizenlenmesinde ¢ok &nemli hale gelmislerdir. Ozellikle
implantlarda kullanim1 ile ilgili yapilan calismalarda AMP ile yiliklenen implantlarin
antibiyotik direncine bagli olarak gelisen yiizey kolonilesmelerini 6nledigi bildirilmistir.
Bu ¢alismamizda kullandigimiz LL-37 Peptidi lizince zengin bir peptiddir ve insan deri
yiizeyinde bulunmaktadir. flag tasiyici sistemlerin yeterli miktarda antimikrobiyal aktivite
olusturacak kadar AMP tasimas1 gerekmektedir. ilag salmim stratejileri daha uzatilmis bir
aktivite potansiyeli sunmakla birlikte yeterli ve etkin dozaj saglayan bir salinim saglamak
her zaman kolay olmamaktadir. Bu problemi agmak i¢in terapotiklerin bir yiizeye 6rnegin
implantlara veya yara Ortiicli bir ylizeye kovalent olarak tutturulmasi 6nemli hale gelmistir.
Calismamizda LL-37 peptidi basarili bir sekilde polmerik film tabakasina kovalent olarak
tuturulmustur. Immobilizayonun basarili oldugu FTIR spektrumlarinda goriilmektedir
(Sekil 3.1 a ve b) immobilize polimerde 1640 cm™ de bir absorpsiyon bandi amit bagina
karsilik gelmektedir. Amid bagi polimer ile peptidin etkilestigini gostermektedir. SEM
goriintlileri  (Sekil 3.2) de bu bulgumuzu desteklemektedir. Baslangigtaki LL-37
konsantrasyonunun immobilizasyon siireci sonunda ELISA yontemi ile saptadigimiz
immobilizayon islemi ardindan sivida kalan LL-37 miktarinin ¢ok diisiik ¢ikmasi, peptidin
% 97 sinin baglanmis oldugunu gostermesi de peptidin polimere etkin bir sekilde
baglandiginin isaretidir. Kantitatif antimikrobiyal aktivite tayini de polimerin
antimikrobiyal aktivitesinin diisiik oldugunu gostermektedir. Polimerin yara orttici bir film
olarak {ilseratif yaralarda, antibiyotik direncine gelismis yaralarda kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Tablo 3.2. LL-37’nin Gram-pozitif Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Gram-
negatif Escherichia coli ATCC 25922 (izerine antimikrobiyal etkisi.

Staphylococus aureus ATCC Escherichia coli
29213 ATCC 25922
Deney oncesi toplam say1 6.7x10° kob/ml 1.0x10° kob/ml
(kob/ml)
24 saat inkilbasyondan sonra 3.0x10" kob/ml 1.0x10" kob/ml
toplam say1 (kob/ml)
4, SONUCLAR

Calismamizda katyonik bir AMP olan LL-37 basarli bir sekilde kaprolakton
poliakrilik asit polimer filmine kovalant olarak immobilize edilmistir. Film tabakasi LL-37
cozeltisi igerisine daldirilarak polimerde ve lizin amino asidince zengin olan peptidin NH>
gruplari ile kovalan bag yaparak oldukca gii¢lii bir sekilde polimere tutunmustur. Peptidin
% 97’si polimere yiiklenmistir ve bu deger oldukca iyi bir degerdir. Immobilize olmus
peptidin antimikrobiyal aktivitesinin oldugu, ¢ok kii¢iik miktarlardaki (100 mg) polimerik
filmin bile secilen Gram-pozitif bakteri sayisini 6.7x10° kob/ml den 3.0x10" kob/ml ye ve
Gram-negatif bakteri sayisini 1.0x10° kob/ml den 1.0x10"’ye diisiirdiigii saptanmistir. Bu
calisma sonuglarina gore LL-37 test bakterilerinin sayisini yaklasik 10 kati oraninda
azaltig1 tespit edilmistir. Bu polimerik filmin mekanik 0Ozellikleri daha da iyilestirlerek
antibiyotik direnci kazanmis bakteriler tarafindan enfekte edilmis ciddi iilseratif yaralarin

tedavisinde yara Ortiicli olarak kullanilabilir.
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