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AKCIGER ARA YUZEY MODELINDE KAN PROTEINLERI — SENTETIK
SURFAKTANT/LIPID KARISIMLARININ DINAMiIK ADSORPSIYON DAVRANISINA
MOLEKUL YAPISI ETKISININ INCELENMESI

Gokge Dilli
0z

Endustride bir cok alanda siklikla kullanilan yuzey aktif maddeler (surfaktantlar),
akcigerlerimizde de dogal olarak bulunmakta ve yagsamin surdurulebilmesi icin kritik
onemi olan solunumu saglamaktadir. Agir yaralanma, siddetli kanama ve travma
sonucu kan proteinlerinin alveol hava bosluguna sizmalar ve alveol ara yuzeyine
akciger surfaktant karisimindan daha hizli ve geri donusimsuz bir sekilde adsorbe
olarak surfaktant karisimini inaktive etmeleri nedeniyle solunum dizgin sekilde
gercgeklestirilememekte ve olumcul olan yetiskin tip solunum zorlugu sendromu
(ARDS) gorulmektedir. Gunumuzde ARDS tedavisi etkili bir sekilde
yapilamamaktadir. Solunumun ¢ok hizli gergeklesen ve surekli devam eden dongusel
bir proses oldugu dusunuldiginde, gelistirilen alternatif ilaclarin dinamik davranisi ve
kan proteinleriyle etkilesimi buylk onem kazanmaktadir. Bu kapsamda yapilan
calismada ara ylUzeyde akciger yuzey aktif madde karisimindaki SP-B proteininin
bazi ozelliklerini gosterebildigi ve karisimin yuzey gerilimini dusurebilmesini saglayan
baslica lipid olan dipalmitolfosfatidilkolin (DPPC) ile karigip sinerjik etkilesime
girebildigi bilinen C43HgeoNO1¢"CgF1703S™ (IPL) molekilinin, RDS’de tedavi amaciyla
kullanilan ve gercek akciger karisimina igerik agisindan yakin olan Infasurf® ilacinin
ve surfaktant inaktivasyonuna yol agan kan proteinleri arasinda en problematik olan
fibrinojen proteininin (FB) gesitli kosullarda dinamik adsorpsiyon 6zellikleri, ara ytzey
Ozellikleri ve birbirleri ile etkilesimi incelenmistir. Dinamik adsorpsiyon olgumleri
askida damla (pendant drop) cihazi ile gergeklestiriimis ve farkh ara yuzeylerde IPL
molekiliiniin diflizyon katsayisinin Infasurf®e oranla cok daha biiyiik oldugu ve
dolayisiyla ara yuzeye daha hizli adsorbe olabildigi belirlenmigtir. Askida damla
metoduyla gercgeklestiriien farkli deney modellerinde Infasurf®e benzer olarak IPL
molekulinin tek basina ya da belirli karisim oranlarinda DPPC ile birlikte
bulundugunda fibrinojenin inaktivasyonuna ugramadigi, tam tersine fibrinojenin ara

ylizeye adsorbe olmasini kismi olarak engelledigi gérilmustir. Ornegin 50 ppm



derisimindeki fibrinojen ¢ozeltisinin yuzey gerilimini dusurebilmesi i¢cin gegcen slrenin
(induksiyon periyodu) 25 saniye surdugu belirlenmigtir. Ayni protein konsantrasyonu
icin ara yuzeyde IPL bulunurken bu sirenin 40 saniye, molce %80 DPPC - %20 IPL
karisimi bulunurken ise 71 saniyeye yuUkselmesi IPL’nin fibrinojenin ara ylzeye
adsorpsiyonunu yavaglattigini ve DPPC ile sinerjik etkilesime girebildigini
gostermektedir. Ayni siire, Infasurf® ara yiizeyde bulunurken 35 saniye olarak
Olcilmastir. Calisma kapsaminda maddelerin hava/sivi ara ylzeyinde gdsterdikleri
Ozellikler, birbirleri ile etkilesimleri ve fibrinojenin ara ylzeyde olusturulan surfaktant
tabakasinin Ozelliklerine etkisi Langmuir — Blodgett (LB) cihazi ile incelenmistir.
Askida damla olgumlerine paralel olarak, surfaktant inaktivasyonu modellendiginde
IPL’nin sisteme katilmasi ile fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonu IPL’nin molekl
yapisi sayesinde kismi olarak engellenmis, DPPC’nin dongusel davranisi iyilestirilmis,
ara yiizeydeki madde kaybi azaltilmistir. Akciger ara yiizey modeli olarak Infasurf®
kullanildiginda ise alt faza IPL enjekte edilmesiyle, fibrinojenin Infasurf®(in ara ylzey
Ozelliklerine yaptigi negatif etkinin giderildigi belirlenmistir. Yapilan FT-IR analizleri ile
IPL’'nin ara yuzeyde bulundugu durumlarda ara ylzeye adsorbe olan fibrinojen

miktarinin %92 oranina kadar azaltilabildigi géruimustur.
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EFFECT OF THE MOLECULE STRUCTURE TO THE DYNAMIC ADSORPTION
BEHAVIOR OF BLOOD PROTEINS — SYNTHETIC SURFACTANT/LIPID
MIXTURES AT THE INTERFACE MODEL OF LUNG

Gokge DILLI
ABSTRACT

In addition to their wide usage in industrial applications, surfactants also naturally
occur in lungs and provide breathing, which is a critical function for sustaining our
lives. Respiration cannot be maintained fluently because of the serum proteins to
inactivate the lung surfactant mixture by adsorbing faster and in an irreversible way to
the alveoli interface, which is caused by severe bleeding, injury, and trauma. This is a
mortal syndrome called as Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS). At the
present time ARDS treatment cannot be achieved effectively. Since respiration is a
rapid and continuously occurring cyclic process; investigation of dynamic behavior of
newly developing surfactant replacements and their interaction with serum proteins is
vital. Within the scope of this study, interfacial properties and interactions of
Ca3HgoNO10"CgF1703S™ (IPL), Infasurf® and fibrinogen, the most problematic serum
protein, are investigated. IPL is a newly designed and synthesized molecule, which
can mimic selected properties of SP-B and shows positive synergistic interaction
when mixed with DPPC. On the other hand, Infasurf® is an effective surfactant
mixture which is used in surfactant replacement therapy in case of Respiratory
Distress Syndrome (RDS). ARDS shares similar symptoms with RDS; however, it
cannot be treated completely as in RDS. Dynamic adsorption measurements have
been performed by pendant drop method and it has been determined that the IPL
molecule has a much higher diffusion coefficient than that of Infasurf® at different
interfaces and so can be adsorbed at the interface more quickly. Furthermore, it is
observed that when presented alone or mixed with DPPC at certain mole ratios;
similar to Infasurf®, IPL not only remains unsubjected to fibrinogen inactivation but
also partially prevents the adsorption of fibrinogen at the interface. For example, the
induction period obtained for 50 ppm fibrinogen after the injection is determined as 25
seconds. For the case, when IPL presents at the interface, the induction period is

determined as long as 40 seconds for the same protein concentration. This period is



increased up to 71 seconds in the presence of %80 DPPC - %20 IPL mixture at the
interface. These results show that IPL can delay the adsorption of fibrinogen when
alone or mixed with DPPC. For the same conditions, in case where Infasurf® presents
at the interface, induction period is measured as 35 seconds. Interfacial properties
and interactions of IPL, DPPC-IPL mixtures and Infasurf®, and effect of fibrinogen on
interfacial properties of preadsorbed surfactant layers are also investigated by using
Langmuir — Blodgett (LB) mini trough. Parallel to results which are obtained from
pendant drop measurements; when IPL is included in the system, fibrinogen
adsorption to interface is partially prevented owing to IPL’s unique molecular
structure. In addition, hysteresis behavior of DPPC in enriched and lipid loss from
interface due to adsorption of fibrinogen is decreased by the inclusion of IPL in the
interface. It is determined that the negative effect of fibrinogen on the interfacial
properties of the natural lung model created by Infasurf® is eliminated when IPL is
injected to the sub phase. This is also confirmed by FT-IR analyses, which indicate
that there is up to 92% decrease in the amount of adsorbed fibrinogen when IPL is

presented at the interface.
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1. GIRIiS

Bulunduklari ortamda ara yuzeye adsorbe olarak ylzey gerilimini diguren yuzey aktif
maddeler, yapica hidrofobik ve hidrofilik gruplardan olugmaktadirlar. Gunlik hayatta
tekstilden temizlik malzemelerine kadar genis bir kullanim alanina sahip olan bu
maddeler, dogal halde vicudumuzda da bulunmakta ve yasamin surdurulebilmesi igin
kritk Oneme sahip olan nefes alig-verigini duzenlemektedir. Gaz transferinin
gerceklestigi alveollerde bulunan akciger yuzey aktif madde karisimi akcigerlerimizde
alveol Tip — Il hicreleri tarafindan sentezlenmekte ve alveol hava/sivi ara ylizeyine bir
film tabakasi halinde yayillmaktadir. Solunumun surduralebilmesi igin, her bir nefes
alis — verig dongusunde alveollerin ylzeyinde olusan basing farkinin disurdimesi
gerekmektedir. Akciger ylzey aktif madde karisimi, her déngide alveol ara yuzeyine
kisa surede adsorbe olarak yuzey gerilimini dugurur ve bdylece solunumun saghkh bir

sekilde gergeklesmesini saglar (Creuwels et al., 1997; Goerke, 1998).

Akciger yuzey aktif madde karisimi %90 oraninda lipid ve %10 oraninda protein
iceren kompleks bir karigsimdir (Lyra et al., 2007). Lipidlerin kitlece yaklasik %40’ini
doymus yag asitleri iceren dipalmitolfosfatidilkolin (DPPC) olusturmaktadir. Karigimda
en ylUksek orana sahip olan DPPC, ylzey geriliminin distrilmesinde bulyutk rol
oynamaktadir. Lipidler, yuzey geriliminin dusurulmesinde gorev alirken, proteinler
karisimda genel olarak yuzey filminin duzenlenmesinde ve geri-yayihminin
iyilegtiriimesinde gorev almaktadirlar (Perez-Gil et al., 2006). Karigimda bulunan
proteinler hidrofilik ve hidrofobik olmak Uzere iki gruba ayriimaktadirlar. Hidrofilik
proteinler olan SP-A ve SP-D genel olarak bagisiklik sisteminde gorev alirken;
hidrofobik 6zellie sahip olan SP-B ve SP-C proteinleri, lipidlerin adsorpsiyonunu ve
yayllimini arttirmaktadir (Wuistneck et al. 2005). Ayrica bu iki proteinin karisgimda
bulunmalari lipidlerin ara yuzeydeki kararlilhklarini korunmasini saglamaktadir
(Whitsett et al., 2002). Ylzey geriliminin yeterince duslrilmesi ve solunum igin
optimum kosullarin saglanmasi, 6zellikle fosfolipidlerin, nétral lipidlerin, SP-B ve SP-C

proteinlerinin bir arada bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Mulugeta et al., 2006).



Akciger yuzey aktif madde karisimindaki butuin bilesenlerin islevlerini sorunsuz olarak
yerine getirmesi sonucunda solunum saglikli bir gekilde surdurilebilmektedir. Ancak
akcigerlerde agir yaralanma, siddetli kanama, sok ya da enfeksiyon olusumu
nedeniyle, yuzey aktif madde karisiminin mekanizmasinda aksakliklar olusabilmekte
ve karisim Ozelliklerini kaybedebilmektedir. Bu durumlarin yani sira, plazma
proteinlerinin alveol bosluguna sizmalari ve alveol ara yuzeyine yuzey aktif madde
karisimindan 6nce geri donlisumsiz olarak yayilmalari sonucu surfaktant karigimi
inaktivasyona ugramaktadir. Yetiskin tip solunum zorlugu sendromu (ARDS) olarak
adlandirilan ve Olum orani yuksek olan bu hastalik igin guiniumuizde hala etkin ve
kesin bir tedavi yontemi geligtirilememistir (Fernsler and Zasadzinski, 2009).
Kullanilan ilaglar hayvanlardan o6zitlenen dogal akciger ylzey aktif madde
karisimlaridir. Ancak bu karisimlar, yiksek uretim ve saflastirma maliyetleri, 6rnekten
ornege degisebilen igerigi ve patojen gecis riski tagimaktadirlar. Gunimuzde etkin
sonu¢ alinamasa da, tedavi amaciyla en ¢ok kullanilan ilag, icerik olarak akciger
ylzey aktif madde karisim bilesenlerini iceren ve sigir akcigerinden 6zitleme yoluyla

elde edilen Infasurf®

tir (Zhang et al., 2011). Ancak dogal karisimlarin tasidiklari
risklerden dolayr gunimuizde gelistiriimesi beklenen tedavi ydntemi, sentetik
karisimlarin kullaniimasidir. Sentetik yapilarin guvenilir, maliyeti dusuk ve hidrofobik
surfaktant proteinleri ile akciger ylzey aktif madde karisimindaki lipidleri taklit edip,
dogal karisimin biyofiziksel islevini yerine getirebilme yetenedine sahip olmasi
beklenmektedir (Seurynck-Servoss et al., 2007). Solunum, alveollerin genisleyip
daralmasiyla ¢ok hizli bir sekilde gerceklesen ve sirekli devam eden dongusel bir
prosestir. Dolayisiyla ARDS igin tedavi amaciyla gelistirilen ilaglarin, akciger ylzey
aktif maddesini olusturan bilesenlerin ve kan proteinlerinin dinamik adsorpsiyon

Ozelliklerinin dikkatle incelenmesi gerekmektedir.

Yapilan tez calismasinda, hava/sivi ara ylzeyinde akciger yuzey aktif madde
karisimindaki SP-B proteinin belirli dzelliklerini taklit edebilen ve DPPC ile sinerjik
etkilesime girebilen Cs3HgoNO19'CgF1703S™ (IPL) molekilinin dinamik adsorpsiyon
Ozelliklerinin  belirlenmesi ve farkh deney sistemleri kullanilarak surfaktant
inaktivasyonuna neden olan fibrinojen proteini ile etkilesimlerinin incelenmesi

hedeflenmigstir. Kullanilan molekulin fibrinojenle yarismali adsorpsiyona girebilmesi
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ve ayrica ara yuzeyde bulunurken kan proteinlerinin ara yluzeye adsorbe olmalarini
engellemesi istenmektedir. IPL’'nin yapisinda bulunan florokarbon ve hidrokarbon
zincirlerinin hidrofobikligi arttirarak adsorpsiyon hizini ylkseltecegi; polioksietilen
zincirinin ise kan proteinlerine karsi sterik bariyer olusturarak ara yuzeye
adsorpsiyonlarini engelleyebilecegi dusunulmektedir. Tez kapsaminda askida damla
metodu kullanilarak yapilacak dinamik adsorpsiyon olgumlerinde iki farkli ara yuzey
modeli olusturulacaktir. Bunlardan ilki, IPL ile DPPC’nin degisik mol oranlarindaki
karisimlari; digeri ise dogal akciger ylzey aktif maddesi olan ve RDS’de etkin olarak
kullanilan Infasurf®tiir. Kullanilan her iki ara yiizey modeli icin de amag, IPL’nin
kullanilmasiyla fibrinojenin ara yuzeye adsorpsiyonunu engelleyen bir sistem elde
edebilmektir. Ara yuzeyde sadece IPL bulunurken elde edilen sonuglarin dogal
akciger yiizey aktif madde karisimi olan Infasurf® ile karsilastirilarak; IPL’nin ara
yuzeye yaptigi katkiy1 belirlemek de tezin dnemli amaglarindandir. Ayrica, IPL ile
Infasurf®iin ayri ayri hava/sivi ve kloroform/sivi ara yiizeylerinde uzun ve kisa
zamanli dinamik davranislarinin incelenip difizyon katsayilarinin belirlenmesiyle
dinamik adsorpsiyon karakterizasyonlarinin yapilmasi planlanmaktadir. Solunumun
surekli devam eden dongusel bir proses oldugu duasunuldiginde ylzey aktif
maddelerin ara yuzey Ozellikleri ve dongusel davraniglari, dinamik adsorpsiyon
Ozellikleri kadar 6nem kazanmaktadir. Olusturulan ara ylzeylerin déngusel
davranislari Langmuir-Blodgett (LB) minitrough cihazi kullanilarak hava/sivi ara
yuzeyinde incelenecektir. ARDS durumunda kan proteinleri ara yuzeye geri
donUsumsuz olarak adsorbe olmaktadir. Dolayisiyla, ara yuzeye adsorbe olan
fibrinojen miktarinin azaltilmasi kritik bir olgudur. IPL’nin surfaktant inaktivasyonuna
karsi DPPC’nin ve Infasurf®iin ara yiizey 6zelliklerini iyilestirmesi ve hava/sivi ara
ylzeyine adsorbe olan fibrinojen miktarini azaltmak tez kapsaminda belirlenen énemli
amaclardandir. Bu kapsamda degisik deney sistemleri kurulacak ve bdylelikle IPL’nin
surfaktant inaktivasyonuna ve ARDS’ye karsi Infasurf®in  6zelliklerinin

iyilestiriimesinde kullanilabilme potansiyeli de belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolloid ve Yuzey Bilimi

Yuzey Bilimi, ¢alismalarinda iki fazin ara yuzeyinde olusan fiziksel ve kimyasal
olaylari konu alan bilim dali olarak tanimlanmaktadir (Prutton, 1994). Kolloid ve YUzey
Bilimi ise daginik durumdaki (kolloidal) maddelerin ara ylzeylerde meydana
getirdikleri olaylari incelemektedir. Peter A. Rehbinder, Kolloid ve Yuzey Bilimi'ni,
“‘daginik sistemlerin kimyasi, fizigi ve fiziko kimyasi ile ara yuzey olaylari” olarak
tanimlamigtir. Ara yuzey olgusu, daginik sistemlerin karakteristik ozelliklerini
belirlediginden ve kontrol edebildiginden, dagdinik faz ile ara ylzey olaylari

birbirlerinden ayri dusunulemez (Shchukin et al., 2001).

Yuzey ya da ara ylzey birbirleriyle karismayan iki faz arasindaki sinir olarak
tanimlanabilir. (Myers, 2006). Ornegin; su ve yag gibi karismayan iki siviyr ayirabilen
alan ‘sivi — sivi ara yuzeyi'dir. Kati — kati ara yuzeyi ise iki kati fazi birbirinden ayirir
(Butt et al., 2003). Matematiksel olarak ara ylzey iki boyutlu olarak kabul edilmekte,
kalinh@! ihmal edilmektedir. Buna gore, ara yuzey iki yigin fazi ayiran ve bir faz ile
digeri arasinda gecisi saglayan sonsuz incelikte bir ¢izgi ya da duzlem olarak
dusundlebilir. Bes basit ara yuzey tanimlamasi vardir: (1) kati — gaz (K/G), (2) kati —
sivi (K/S), (3) kati — kati (K/K), (4) sivi — gaz (S/G), ve (5) sivi — sivi (S/S) ara
yuzeyleri (Sekil 2.1). Geleneksel olarak, bir gaz ve bir yogunlasmis fazdan olusan
sinirlar (6rnegin, K/G ve S/G ara yuzeyleri) sadece “yuzey” olarak tanimlanir. Fazlarin
arasindaki sinirlar, sistemin tumunun davranisini ve karakteristigini belirleyecek
Ozelliklere sahiptir. Dolayisiyla ¢ok fazl sistemlerin bilimsel ve ticari uygulamalarinin
devam edebilmesi, sistemdeki ara ylzey etkilesimlerinin ya da faz sinirlarinin kontrol
edilebilirligine baghidir (Myers, 2006).
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Sekil 2.1 (A) Sivi — Gaz, (B) Sivi — Sivi ara yluzeylerinin sematik gésterimleri

Bir sistemin ara yuzeyinde sahip oldugu kimyasal, fiziksel ve elektriksel 6zellikleri,
yigin fazdakilerden oldukga farkllik gosterir ve bu durumun énemli derecede etkili
oldugu kosullar bulunmaktadir. Ornegin faz sinirinin alani, sistemin toplam hacmine
gbre cok blyuk oldugunda, madde miktarinin blyuk bir kismi faz sinirlarinda
bulunacagindan, bu durumda sistem 6zelliklerini ara yuzeyde bulunan madde belirler.
Emdulsiyonlarda ve kopuklerde gordugumuiz bu kosulda ara ylzeyde ylzey aktif

maddeler bulunmakta ve 6nemli parametreleri kontrol etmektedirler.

Bir diger kosul ise; yigin fazdaki etkilesimlere gore ara yluzeyde meydana gelen
olaylarin etkisinin daha baskin oldugu ve sistemin batundnidn davraniginin ara yuzey
tarafindan kontrol edilmesidir (6rn. deterjanlar). Bu gibi durumlarda da yine yizey aktif
maddelerin davranigi 6nem kazanmaktadir (Rosen, 2004). Dolayisiyla sistemlerin
davraniglarini belirleyebilen ve kontrol eden yuzey aktif maddelerin yapilarini ve

Ozelliklerini anlamak ara yuzey olaylari ¢alismalari i¢in birincil hedeftir.

2.2. Yiizey Aktif Maddeler

Surfaktant (Surface Active Agent) olarak da adlandirilan yuzey aktif maddeler,
karakteristik olarak yapilarinda, bulunduklar kimyasal ¢evreye (¢6zlcu) karsi ilgisi
yuksek liyofilik bir grup ile ayni ortama karsi ilgisi dusuk olan liyofobik gruplari bir
arada bulunduran (amfifilik) ve kimyasal bilesikler arasinda ‘benzersiz’ bir sinifta yer
alan molekullerdir (Sekil 2.2). Sulu ¢ozeltiler icin liyofilik terimi yerine suyu seven
anlamina gelen hidrofilik terimi, liyofobik terimi icin ise suyu sevmeyen anlamina

gelen hidrofobik terimleri kullaniimaktadir (Myers, 1999). Surfaktant molekullerinin



kuyruk grubunu olusturan hidrofobik kisim polar degildir ve genellikle 8 — 18 karbon
atomu igeren duz ya da dallanmis yapidaki hidrokarbon/florokarbon zincirinden
olusurken, hidrofilik olan bas kisim polar yapidadir. Su molekulleri arasinda olusan
hidrojen bagdlari, kuyruk grubunu suyun diginda tutmak istedikleri i¢cin bu kisim
hidrofobik olarak nitelendirilir. Bag grubunun iyonik ya da polar yapisi sayesinde ise
yuzey aktif maddeler su molekulleri ile dipol — dipol etkilesimi gibi guglu etkilesimlerde

bulunmakta ve ¢ozinebilmektedirler (Tadros, 2005).

Hidrofilik Hidrofobik Q ! D
kisim kisim - A . > Q/
Hidrofilik  Hidrofobik \ )

Sekil 2.2 Ylzey aktif maddelerin yapisi ve ¢ozeltideki davraniglari

Yuzey aktif maddeler bulunduklari ortamda hava — sivi ara ylzeyine adsorbe olarak
yuzey gerilimini dusurmekte, ya da cesitli kimelesmeler olusturmaktadirlar. Her iki
durumda da amag, sistemin enerjisini distirmek ve kararl hale getirmektir. Ornegin,
molekullerin ara ylzeye adsorbe olmalarinda itici kuvvet; faz sinirinin, yani ara
yuzeyin, serbest enerjisini duslrmektir. Ara yuzey serbest enerijisi, ylizey olusturmak
icin gereken enerji olarak tanimlanirken, birim alana bolinmus hali ise yuzey gerilimi
olarak adlandirlir ve kisaca ara yuzeyi genigletmek icin gerekli is miktari olarak
tanimlanmaktadir (Esitlik 2.1). Esitlik 2.1°de g ara yuzey serbest enerjisini, a birim

alani, T ve P ise siraslyla sicaklik ve basinci ifade etmektedir.

_ 5_9)
y = (aa p (2.1)



Bir sivida yigin fazda bulunan atom ya da molekullere komgu diger molekdller,
birbirlerine her yone dogru kuvvet uygularlar. Yigin fazdaki molekulin c¢evresi
tamamen diger molekullerle kapl oldugu i¢in o molekulin Uzerinde olugan net kuvvet
sifirdir. Ancak, ylzeydeki molekdller i¢in ayni durum s6z konusu degildir. Bu durumda
molekuller yuzeyde olduklari igin Uzerlerine etkiyen kuvvet yatay yonde ve buna ek
olarak ¢ozelti icerisindeki diger molekuller tarafindan agagr dogru olmaktadir. Yatay
kuvvetlerin toplami yine sifirdir, fakat dikey yonde baska kuvvet olmadigi igin
molekdller sivinin igine ¢gekilmeye caligirlar. Dolayisiyla yuzeyde bulunan molekullerin
Uzerinde olusan net kuvvet, asagi dogru cekme kuvvetidir. Ylzey gerilimi olgusu da
bu durumdan dogmaktadir (Sekil 2.3). Ylzey gerilimi (y) ile gosterilir ve Sl birim

sisteminde birimi mN m™ dir.

Yigin fazdaki atom: net Yiizeydeki atom: yidin faza dogru net
kuvvet=0 bir cekilme kuwvveti

&
Sekil 2.3 Ylzey gerilimini olusturan kuvvetler

Batin bu tanimlamalara bakildiginda, yuzey aktif maddeler dusuk derisimlerde bile
ara yuzeye adsorbe olan ve o ara yuzeyi genisletmek icin gerekli olan igi blyuk bir
Olcide azaltan molekilllerdir (Rosen, 2004). Surfaktantlar yag veya sudaki
¢Ozunebilirlikleri gibi islevsel 6zelliklerine goére ya da hidrofilik grup ile hidrofobik
gruplar arasindaki baglayici grubun vyapisi gibi kimyasal 06zelliklerine goére
siniflandinlabildikleri gibi (Myers, 1999) daha genel olarak hidrofilik bas gruplarinin

sahip oldugu yuke gore 4 ana grupta kategorize edilmektedirler:



¢ Anyonik surfaktantlar: Karboksilat, sulfonat ya da stilfat gruplarinda oldugu gibi

bu gruptaki ylzey aktif maddelerin hidrofilik grubu negatif yuk tasimaktadir.
Ornegin, birgok alanda kullanilan sodyum dodesilsiilfat (SDS), C1,H2s0S03Na,
bu grupta yer almaktadir.

o Katyonik surfaktantlar: Hidrofilik kisimlari pozitif yuklu yuzey aktif maddelerdir.

Altin  nanopartikullerin  sentezlenmesinde, bakteriler ve mantarlara karsi
antiseptik olarak ve sac¢ bakim Urdnleri gibi birgok alanda kullanilan
hekzadesiltrimetilamonyum bromr (CTAB), (C16H33)N(CH3)3Br, katyonik ylzey
aktif maddelere 6rnek olarak verilebilir.

e Jyonik olmayan surfaktantlar: Bu gruptaki ylzey aktif maddeler yikli

degillerdir. Temizlik malzemelerinde ve Kkisisel bakim Urunlerinde sikga
kullanilan Brij serisi, CyH,(OCH2CH,),OH bu gruptaki surfaktantlardandir.
Ayrica kozmetik sanayisinde ve ilag taginim sistemlerinde kullanim alani bulan
polimer yapidaki Pluronikler de bu sinifa dahil edilmektedirler.

o Amfoterik (Ciftkutuplu) surfaktantlar: Amfoterik yapidaki yizey aktif maddeler,

yapilarinda hem pozitif hem de negatif yuku bir arada bulundurmaktadirlar,
ancak sahip olduklari net yik degeri sifirdir. Ornegin kalp ve karaciger
rahatsizliklarina kargi tedavide kullanilan Betain, CsH;3;NO, amfoterik

Ozellikteki yuzey aktif maddeler arasinda yer almaktadir.

Dogada bulunan ve kullanilan ylizey aktif maddelerin blytk bir kismi anyonik yapida
olmakla beraber, iyonik olmayan surfaktantlar da siklikla kullaniimaktadir. Katyonik
yuzey aktif maddeler genellikle toksik 6zellik gostermekte ve ayrica dogada biyolojik
olarak bozunamamaktadir. Bu durum katyonik surfaktantlarin kullanim alanlarini
kisittamaktadir. Amfoterik ylzey aktif maddeler ise goreceli olarak diger gruplara goére

daha pahalidir ve 6zel uygulamalarda kullaniimaktadir (Butt et al., 2003)

Yuzey aktif maddeler gunlik hayatta ve endustriyel alanda birgok kullanim alanina
sahiptirler. En ¢ok deterjan ve temizlik malzemelerinde olmak Uzere surfaktantlarin
uygulama alanlari arasinda kozmetik endustrisi, kisisel bakim Urunleri, tekstil ve elyaf
sanayisi, deri ve kurk Uretimi, boya ve vernik Uretimi, kagit sanayisi, metal isleme

endustrisi, tarim, gida ve ambalaj sanayisi, petrol drlnleri, plastik ve kompozit



malzemeler, ila¢ sanayisi bulunmaktadir (Myers, 2006). Kullanim bulduklar
uygulamalar g6z 6nunde bulunduruldugunda yuzey aktif maddelerin hayatimizin her

alaninda yer aldigi gorulmektedir.

Endulstriyel alanda yer aldiklari birgok uygulama disinda, ylzey aktif maddeler
biyolojik sistemler icinde de ¢ok onemli bir yere sahiptir. Hicre membranlarinin buyuk
bir bélumunu olusturan fosfolipidler ve sindirim sisteminde gorev yapan safra tuzlari,
canh sistemlerde dogal olarak bulunan yuzey aktif maddelere verilebilecek
orneklerdendir (Peetla and Labhasetwar, 2007; Hofmann et al., 1987; Miller et al.,
2008).

Bu érneklerin yani sira, ylzey aktif maddeler vicudumuz igin kritik &neme sahip olan
akcigerlerimizde de Uretilmektedir. ‘Akciger ylzey aktif maddeleri’ alveollerimizde 6zel
bir karisim halinde bulunarak etkin bir sekilde nefes alip — verebilmemizi
saglamaktadirlar. Nefes alis — veriginin yasamin surduarulebilmesi igin kritik basamak
oldugu disunuldigunde, ylzey aktif maddelerin 6zelliklerinin ve davranislarinin dogru

olarak anlasiimasinin dnemi ortaya ¢cikmaktadir.

2.3. Akciger Yuzey Aktif Maddeleri

Akciger, vucut agirligindan bagimsiz olarak vicut hacminin %6’sini1 kaplayan, genis i¢
yuzey alaniyla nefes alis — verigini verimli bir sekilde saglayan ve dolayisiyla gevreyle
surekli temas halinde bulunan buaylk bir organdir. Sicak kanh canlilarin oksijen
ihtiyaci ¢gok yuksek derecededir ve bu ihtiyacin karsilanabilmesi icin buyuk bir yluzey
alani gerekmektedir. Insan akcigeri igin elde edilen bulgulara gére 1 cm® hacmindeki

ciger dokusu, 300 cm? lik bir gaz transfer alanina sahiptir (Creuwels et al., 1997).

Sekil 2.4 Akciger ve alveollerin anatomik yapisi



Akcigerler; iletimi saglayan bronglar, bronscuklar ve brongcuklarin ucunda yer alan
alveol adi verilen Uzerleri kilcal damarlarla kaplanmis hava keseciklerinden
olusmaktadir. Akcigerin ve alveollerin anatomik yapilari Sekil 2.4’'te gdsterilmistir.
Yetiskin bir insanda bulunan alveol sayisi yaklasik 300 milyon kadardir ve bu miktar
neredeyse bir tenis kortunu kaplayabilecek buyukluktedir. Brons ve bronscuklar gaz
alis-verisine katilmamakta, sadece iletim gorevi yapmaktadirlar. Gaz transferi
alveollerde difiizyon ile gergeklesmektedir. Hava ile birlikte alinan oksijen alveollerden
kilcal damarlara difize olurken, karbon dioksit ise kilcal damarlardan alveollere

gecmekte, buradan da vicut digina atilmaktadir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Alveollerde gaz transferi

Alveoller igleri hava ile dolu, egrilikleri yuksek, kuguk baloncuklar (kesecikler) dir.
Nemli yuzeylerindeki molekullerin birbirleri ile etkilesmeleri sonucu belirli bir ylzey
gerilimine sahiptirler. Nefes alma sirasinda alveoller bluyimekte ve dolayisiyla ylzey
alanlar artmaktadir. Artan ylzey alanina karsilik yuzey gerilimi de artmakta ve bu
yluzey gerilimi keseciklerin patlamasina ve cigerin ¢dkmesine neden olabilecek

blayuklige ulagsmaktadir (Creuwels et al., 1997).
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Bu durumun agiklanmasinda buyuk rol oynayan Young - Laplace Yasasi’na gore, iki
akiskan arasindaki ylzey egimli ise, bu iki faz arasinda net bir basing farki vardir.
Klresel geometriler icin kullanilan bu yasa, ince bir sivi filmi ile kaph elastik bir
membran olan alveollere de uygulanmaktadir. Young — Laplace Yasasi, nefes alisg —
verigi sirasinda alveollerin i¢ ve dis yuzeyleri arasinda olusan basing farkini (AP),
alveollerin ylzey gerilimi (y) ve yaricapina (r) baglamaktadir (Esitlik 2.2). AP terimi
ayni zamanda ‘Laplace basinci’ olarak da kullaniimakta ve Esgitlik 2.2, Laplace Yasasi
olarak da bilinmektedir (McCabe et al., 2000, Butt et al., 2010).

AP = (Z—V) (2.2)

r

Alveol vyuzeyinde bulunan sivi tabakasi alveolde belirli bir ylzey gerilimi
yaratmaktadir. Laplace Yasasi’'na gore basing farki; yuzey gerilimi ile dogru,
alveollerin yaricapi ile ise ters orantilidir. Bu durumda Sekil 2.6’da gortlen kiguk
alveoldeki basing, blylk alveoldekinden daha fazla olacaktir. Dolayisiyla kiguk
alveolu sisirmek igin yapiimasi gereken ig, buyuk alveolu sisirmek igin gerekenden

cok daha fazladir.

Laplace Yasasi

Pu2XT
r
¥
/ N
»
v‘ ‘\
Id
»
4 Alveoller
R ‘
* 7 — <—
/ p - /\
N
oo 3 r=1
»
/ N\ Pe2xT | pa2 x T
r=2 P=T | P=2r

Sekil 2.6 Laplace Yasasi’'nin alveollere uygulanigi
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Fiziksel olarak dusunulduginde bu basing farki sonucunda, kuguk alveolden buyuk
alveole hava akisinin olmasi ve alveol daha da kuguldikge basing artacagindan
klguk alveolin yikilmasi beklenmektedir. Ancak gergekte nefes — alis verigi surekli
devam etmekte ve alveollerimiz saglikh bir sekilde buyluyup — kugulebilmektedir.
Esitlik 2.2'ye gobre yuksek basing farkinin azaltilabilmesi icin ylzey geriliminin
dugurilmesi gerekmektedir. Vicudumuzda bu dizen, alveol yuzeyinde olugan ylzey
gerilimini ¢gok dusuk degerlere dusurebilen maddelerin varligiyla saglanmaktadir. Bu
madde butin memeli canlilarin akcigerlerinde bulunan akciger ylzey aktif maddesidir
(Creuwels et al., 1997).

2.3.1. Akciger Yiizey Aktif Maddesi, Bilesenleri ve Ozellikleri

Memeli akcigerlerinde alveolar yuzey ince ve sulu bir tabaka ile kaphdir. Dusuk
sicaklik elektron mikroskopisi ile fare akcigerlerinde yapilan ¢alismalarin sonucunda
bu tabakanin kalinligi ortalama olarak 0.2 um olarak belirlenmigtir (Bastacky et al.,
1995). Akciger yuzey aktif madde karigimini ve sulu bir fazi iceren bu tabaka, akciger
yluzey aktif maddesinin salgilanmasi, morfolojik olarak degismesi, adsorpsiyonu,

desorpsiyonu ve geri donisumu icin gerekli ortami saglamaktadir (Zuo et al., 2008).

Alveol hava — sivi ara ylzeyinde yer alan bu film tabakasinin iginde bulunan ve lipid
ile proteinleri iceren kompleks bir karisim olan akciger yuzey aktif maddesi,
akcigerlerimizde alveol Tip — Il epitelyal hlcreleri tarafindan sentezlenmektedir.
Sentezlenen karisim, Tip — Il hicrelerinde bulunan multivezikiler (¢ok katmanli)
cisimcikler (lamellar body) tarafindan depo edilir ve bu sekilde ortama verilir. Sekil 2.7
(a)’'da eksositoz yapan vezikuler cisimcik goérulmektedir (Rooney et al., 2001). Bu
cisimcik alveolin sulu fazinda hidrasyona ugrar ve 3 boyutlu kafes yapisinda bir

matriks olan tubuler miyelin haline donugur (Sekil 2.7.b).

12



Sekil 2.7 (a) Eksositoz yapan ¢ok katmanli cisimcik, (b) Tubuler miyelin

Tabdller miyelin ylizey aktif madde bilesiminin timudna icermektedir. Bu yapi, alveol
hava — sivi ara yuzeyine adsorbe olarak yayilir ve solunum normal bir sekilde
surduralar. Tubuler miyelin yapisi akciger yuzey aktif maddelerin ara yuzeye
yayilabilmeleri i¢in bir rezervuar gorevi gormektedir ve vyapisi bakimindan
benzersizdir. Yluzey aktif maddelerin sentezi, ylizeye yayilimi ve geri donisimi Sekil
2.8'de 6zetlenmistir (McCabe et al. 2000).

Hava
il Tekli tabaka
SO 1111 T S U R e L
s LI Lﬂ‘m.uuw” + 22 wa e m',{',}{m”
GIARAGNT
OB N
J ] .
RA Hipofaz
LUBSE

Geri doniigiim

Tip — Il Hiicresi

Sekil 2.8 Akciger yuzey aktif maddesinin sentezi, alveol ara ylzeyine yayilimi ve geri
donusumu
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Yasamimizin normal bir sekilde devam ettirilebilmesi igin kritik olan bu karigsimin en
onemli iglevi, solunum sirasinda alveollerdeki hava — sivi yuzey gerilimini
degistirebilmesidir. Bu karisim, nefes verirken ylzey gerilimini yaklasik sifira kadar
indirebilmekte ve bdylece alveollerin ¢okmesini 6nlemekte; nefes alirken ise alveol
yuzeyinin genislemesi i¢in gereken isi minimize etmektedir (Zasadzinski et al., 2001).
Bu kritik gorevin yani sira, akciger yuzey aktif madde karisiminin vicudumuzda
baska fonksiyonlari da bulunmaktadir. Ornegdin akcigerlerde gesitli virlis, bakteri,
mantar ve allerjenlerle etkilesim iginde olarak akciger bagisiklik sistemine bariyer
olarak katkida bulunmaktadir (Wuastneck et al.,, 2005). Akciger yuzey aktif

maddelerinin diger fonksiyonlari Cizelge 2.1’de 6zetlenmigtir (Zuo et al., 2008).

Cizelge 2.1 Akciger yuzey aktif maddesinin fizyolojik fonksiyonlari

Yuzey Gerilimi ile Baglantili Yuzey Gerilimi ile Baglantisiz

) 5 Spesifik ve nonspesifik savunma
Yuksek gaz transfer alani saglamak .
mekanizmasi olusturmak

Nefes alirken cigerin genisleme kapasitesini _ . L
Patojenlere karsi bariyer gorevi gérmek
arttirmak

Nefes verirken alveolu stabilize etmek Antibakteriyel ve antiviral aktivite gostermek

- Kaslarin diizgiin sekilde gevsemesini
Hava yolunu stabilize etmek 5
saglamak

Odem olusumunu énlemek

Ylzeylerin birbirine yapismasini dnlemek
Epitel hicrelerini korumak

Mukosiliyer taginimi saglamak

Sivi yayilimi

Partikll uzaklastiriimasi
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Akciger yuzey aktif maddesinin fonksiyonelligi, ¢esitli yapilari bir arada
bulundurmasindan kaynaklanmaktadir. Yapisi ve fonksiyonu bakimindan benzeri
bulunmayan bu karisimin nasil ¢alistigini anlamak igin bilesenlerinin bilinmesi 6nemli

bir adimdir.

Akciger yuzey aktif madde karisimi protein ve lipidlerin kompleks bir karisimidir ve
bilesimi canli turleri arasinda az da olsa farklilik gostermektedir. Ancak genel olarak
bu karigimin kutlece yaklasik %90’in1 lipidler, %8 - 10'unu ise proteinler
olusturmaktadir (Lyra et al., 2007). Her iki bolim de kendi igcinde heterojen olan
karisimlardir ve her biri 6zellikleri bakimindan akciger ylzey aktif madde karisimini

benzersiz kilan ¢esitli bilesenler icermektedirler.

2.3.1.1. Lipidler

Akciger yuzey aktif madde karisimindaki lipidlerin blytk bir kismini fosfolipidler
olusturmaktadir. Bir fosfolipid olan fosfatidilkolinin (PC) toplam lipid karigiminda
kUtlece orani %70 - %80’e yakindir ve bu oranin yaklasik yarisini doymus bir lipid
olan dipalmitolfosfatidilkolin (DPPC) olusturmaktadir (Perez — Gil et al., 2006). Lipid
karisiminda PC’nin yani sira yaklasik %8 — 10 oraninda anyonik olan fosfatidilgliserol
(PG), %3 — 5 oraninda fosfatidiletanolamin (PE), %2 - 3 oraninda fosfatidillinositol (P1)
ve toplam %2'den daha az miktarda fosfatidilserin (PS), lizofosfatidilkolin ve
sfingomiyelin bulunmaktadir (Sekil 2.9). Ayrica nétral yapida bulunan bir lipid olan
kolestrol, lipid ylzdesinin dnemli bir kismini olusturmakta ve dinamik kosullarda
surfaktant karisiminin yapisi ve fonksiyonu igin dnem tegkil etmektedir (Creuwels et
al., 1997, Frerking et al., 2001).
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Notral Lipidler

Fosfatidilgliserol

Diger
fosfolipidler /

Doymamis
fosfatidilkolinler

Sekil 2.9 Akciger yuzey aktif maddesinin icerigi (Lyra et.al, 2007)

Verilen oranlardan da goruldigu gibi memelilerde akciger surfaktant karisiminin
kitlece neredeyse 2/3’Unu olusturan fosfolipidlerin, en baskin ve 6nemli bileseni
DPPC (C4HgoNOgP) moleklludir. Diger biyolojik membranlarin igerikleriyle
karsilastirildiginda akciger yuzey aktif maddesindeki DPPC orani ¢ok ylksek
kalmaktadir. DPPC, her biri 16 - karbonlu iki adet doygun hidrokarbon zinciri ve
dorduncul amin grubuna bagl bir adet fosfat grubundan olusmaktadir. Hidrokarbon
zincirleri hidrofobik kuyruk gruplarini olustururken, negatif yuklu fosfat grubu ve pozitif
yukli dérduncil amin grubu birlikte hidrofilik bas grubunu olusturmaktadirlar (Sekil
2.10). DPPC bu yapisi ile akciger hava — sivi ara yuzeyine hidrofobik zincirleri gaz
fazina dogru yodnelmis, hidrofilik bas grubu ise sivi fazda olacak sekilde adsorbe
olmaktadir. Bas grubunun ¢ift kutuplu yapisindan dolayr DPPC, amfoterik yapidadir
ve net yikiu O0’dir (Frerking et al., 2001).
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Sekil 2.10 DPPC’nin molekll yapisi

Nefes alis — verisi sirasinda degisen alveol ylzey alanina karsilik ytzey gerilimi de
degismektedir. Nefes verdigimizde alveolin ¢okmemesi igin yuzey geriliminin yaklasik
<2 mN/m’ye dusebilmesi ve alveol stabilitesinin korunmasi igin nefes alirken
maksimum 20 — 25 mN/m degerine cikabilmesi gerekmektedir (Perez — Gil et al.,
2010). DPPC molekilleri doygun hidrokarbon zincirleri sayesinde yuksek derecede
sikigtirilabilmekte ve  bdylece yuzey gerilimini  neredeyse sifira kadar

dusurebilmektedirler.

Ancak, akciger yuzey aktif madde karisiminin iglevini duzgun sekilde yerine getirmesi
sadece yuzey gerilimini dugurmesi ile gerceklesmemektedir. Normal kosullarda
calisan bir akciger surfaktant karisiminin baska fiziksel 6zelliklerinin de bulunmasi

gerekmektedir. Bunlar;

1) Hipofazdan ara ylzeye cok hizli sekilde adsorbe olabilme ve saniyeler
mertebesinde film tabakasi olusturabilmesi,

2) Ara yuzeyin sikismasi durumunda (nefes verme sirasinda) yuzey geriliminin
cok dusik degerlere (<2 mN/m) indiriimesi ve bu sirada ylzeydeki surfaktant
tabakasinin dusuk film sikistirilabilirligi orani (<0.01m/mN) gésterebilmesi

3) Yuzey yeniden geniglediginde (nefes alma sirasinda) surfaktant tabakasinin

etkili bir sekilde yenilenmesidir (Schirch et al., 2001).

Genel olarak yuzey geriliminin digsurtlmesinin, ortamdaki fosfolipidlerin — 6zellikle
DPPC’nin — sayesinde oldugu dusunidlmektedir. Ancak fosfolipid karigiminin higbir
bileseni yukarida belirtilen gorevleri tek basina yerine getiremez. Lipidler genel olarak
akiskan sivi — kristal halinde, ya da kati jel halinde bulunurlar. Jel fazindan — sivi

fazina gecis, ‘faz gecis sicakhginda’ (Tn) gercgeklesir. Doymus palmitat zincirleri
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iceren DPPC’nin faz gecis sicakligi 41°C’dir. Dolayisiyla, vucut sicakliginda (37°C),
DPPC tabakasi jel halinde bulunmakta ve yuzeyde yikihm godstermeden yuksek
basincglara kadar sikistirilabilmekte, bdylece ylzey gerilimini neredeyse sifira kadar
dusurebilmektedirler. Fakat bu fazda bulunmasi nedeniyle DPPC’nin nefes verdikten
sonra tekrar alveol hava — sivi ara ylzeyine adsorpsiyonu ve geri yayilimi ¢ok yavas
olmaktadir (Daniels et al., 2003). DPPC’nin bu durumuna zit olarak; karigimda
bulunan diger fosfolipidler, adsorpsiyon ve yayillim 6zelliklerinin iyi olmasina ragmen,
farkh zincir yapisina sahip olduklari icin yuksek basinglara kadar sikistirlamamakta,
dolayisiyla yuzey gerilimini yeterince dusurememektedirler (Takamato et al., 2001).
Bu durum, aslinda DPPC’nin tek basina yluzey gerilimini yeteri kadar dugsurmesine
ragmen akciger ylzey aktif madde karisiminda neden diger bilesenlerin de yer

aldigini aciklamaktadir (Zasadzinski, 2001).

Yuzey geriliminin dusurtlmesi DPPC molekill sayesinde gerceklesirken, yapida
bulunan daha akigkan yapidaki doymamis fosfatidilkolin ya da nétral lipidler,
DPPC’nin faz gegis sicakhgini disurerek karisimin daha akiskan halde davranmasini
saglamaktadirlar (Daniels et al., 2003). Boylece DPPC’nin ara yuzeye adsorpsiyonu
ve geri yayihm ozellikleri iyilestiriimektedir. Ancak yine de karisimda sadece lipidlerin
bulunmasi, yukarida belirtilen U¢ dnemli iglevi yerine getirmeye yetmemektedir. Diger
lipidlerin yani sira, asidik PG ve PI lipidlerinin ve proteinlerin eksikliginde yuzey aktif
madde karisimi fizyolojik olarak yetersiz kalmaktadir. Sonug¢ olarak, akciger yuzey
aktif maddesinin goérevlerinin tam olarak yerine getirilmesi igin karisimdaki tim
bilesenlerin es zamanli olarak ¢aligsmasi gerekmektedir (McCabe et al., 2000). PG ve
PI lipidlerinin hidrofobik proteinlerle etkilestigi ve ylzeydeki tabakayi stabilize etme
Ozelligine sahip olduklari bilinmektedir. Optimal ylzey aktiflik 6zellikle fosfolipidler,
noétral lipidler, ve ylzey aktif proteinlerin varliginda gorilmektedir. Nétral lipidlerden
Ozellikle kolesteroliin DPPC ya da DPPC — PG tabakasina dahil edilmesi adsorpsiyon
hizinin artmasini saglamakta ve yine bu sayede film tabakasi daha akiskanlasirken,
geri — yayihmi duzenlenmektedir (Glasser et al., 2012). Deneysel verilere gore
lipidler, yuzeyin sikismasi sirasinda yluzey geriliminin maksimum derecede

dugurilmesinde gorev alirken, proteinler karisimda genel olarak yuzey filminin
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adsorpsiyonunda, dizenlenmesinde ve geri — yayiliminin iyilestiriimesi gibi kritik

basamaklarda gorev almaktadirlar (Perez — Gil et al., 2006).

2.3.1.2. Proteinler

Akciger yuzey aktif madde karisiminda bulunan proteinlerin Ustlendikleri gorev
bakimindan 6zelliklerinin irdelenmesi cok 6nemlidir. Surfaktant karisiminda iki spesifik
tip protein vardir: hidrofilik SP (Surfaktant Protein) -A ve SP-D; hidrofobik SP-B ve
SP-C proteinleri (Haagsman, et al., 2001). Boyut olarak daha buyuk olan SP-A ve SP-
D proteinleri suda ¢6zunebilen glikoproteinlerdir ve bagdisiklik sisteminde gorev
almaktadirlar. SP-B ve SP-C proteinleri ise, daha kiglk boyutta polipeptitlerdir. Bu iki
protein ylksek derecede hidrofobiktir ve alveollerin gdkmemesi icin ylzey geriliminin
dusurulmesine yardimci olmak, fosfolipidlerin ara ylzeye adsorpsiyonunu ve geri —
yayllimini iyilestirmek, ayrica yuzey aktif madde Uretimini dizenlemek gibi alveollerin
stabilitesini saglayici énemli gorevleri Ustlenmektedirler. Bu dort dnemli proteinin
yaninda, yeni kesfedilen ve vicutta Gst hava yolunda bulunan ylzey aktif madde
benzeri bir protein olan PLUNC (Palate, Lung, Nasal Epithelial Clone) bulunmaktadir.
Bu protein ylzey geriliminin dugurulmesi bakimindan SP-B ve SP-C proteinlerine
benzemektedir ancak ayni zamanda, bagisiklik sistemindeki rolu ile SP-A ve SP-D

proteinlerini andirmaktadir (Glasser et al., 2012).

Surfaktant proteinleri olan SP-A, B, C ve D; akciger ylzey aktif maddesinin yapisinda,
fonksiyonunda ve metabolizmasinda 6nemli goérevler Ustlenmektedirler. Bu dort
onemli protein de Tip — |l epitelyal hicreleri tarafindan sentezlenmekte ve
salgilanmaktadirlar. Toplam konsantrasyonlari lipid konsantrasyonundan o6nemli
Olcude az olsa da, karisimin temel Ozelliklerinin saglanmasinda ve alveollerin
¢cokmesinin dnlenmesinde bu proteinlerin her birinin ayri énemi bulunmaktadir ve

dolayisiyla, temel 6zelliklerinin incelenmesi gerekmektedir (Lyra et al., 2007).

2.3.1.2.1. Hidrofilik Proteinler

Hidrofilik proteinler olan SP-A ve SP-D, memeli lektinlerinin altgrubu olan kolektin
grubuna aittir. Kolektinler suda ¢dzinebilen proteinlerden olusan ve karbonhidrat

baglayici karboksilik asit terminalli oligomerler ile NH;, terminalli kolajen benzeri
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kimelesmeleri (domain) bir arada igeren yapilardir. Sekil 2.11'de goéruldugu gibi
kolektin grubuna bagli proteinler, sekilsel olarak buket formu (SP-A) ile hag formu
(SP-D) olarak iki gruba ayrilirlar (Creuwels et al., 1997). Hidrofilik proteinlerin yapisal
Ozellikleri, onlara kalsiyum, seker ya da lipid molekullerini ¢ok guglu bir sekilde
baglama yetenegini kazandirir ve bu proteinlerin dogal bagisiklik sisteminde gorev
almasini saglar (Crouch and Wright, 2001). SP-A ve SP-D proteinleri bakteri, viris ve
fungi ve daha bircok patojeni yapilarina baglama 6zelligine sahiptir. insan akcigeri
yaklasik 70 m?lik yiizey alani ile dis ortamla siirekli temas halindedir ve bu durum
akcigerlerin surekli olarak mikroorganizmalara maruz kalmasi anlamina gelmektedir.
Dolayisiyla, alveolar hava bosluklarinda hidrofilik proteinlerin aktif oldugu bagisiklik
sistemi, solunum icin hayati olan steril kosullari saglamakla yikimltdur (Perez — Gil
et al., 2006).

Yuzey aktif madde karisiminin %5’ini olusturan SP-A, karisimda miktarca en ¢ok
bulunan proteindir. 18 adet polipeptid zincirinin bir araya gelmesiyle olusan, buyuk ve
kompleks yapidaki SP-A, 248 tane amino asitten olusmaktadir ve molekuiler agirhgi
28 — 36 kDa'dur. SP-A’nin yapisi 4 ana bdlgeye ayrilabilir: aminotermal a — heliks
segmenti, Ugll — heliksli kangal kolajen segmenti, boyun bdlgesi ve lektin igeren, C —

tipi karbonhidrat taniyici segment (Curley et al., 2001).

SP-A: Oktadekamer SP-D: Dodekamer

Sekil 2.11 SP-A ve SP-D proteinleri

SP-A proteini, yuzey geriliminin digsurtilmesinde direk rol almasa da, film olusumunun

ve yluzey aktivitesinin dlizenlenmesinde goérev almaktadir (Schirch et al., 1992).
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Yapilan calismalara gore, SP-A, SP-B proteini varliginda alveol ara yuzeyine lipid
adsorpsiyonunu, Ozellikle DPPC adsorpsiyonunu arttirmaktadir (van Golde, 1995).
Ancak SP-A proteininin en 6nemli goérevi yapisinda akciger yuzey aktif madde
karisimini igeren tubuler miyelin yapisinin olusumuna katkida bulunmaktir. SP-A
eksikligi olan farelerde yapilan g¢alismalarda, alveol sivisinda tubuler miyelin benzeri
yapilarin goruldigu ancak bu yapilarin gecici olduklari ve stabil olmadiklar
belirlenmistir (Korfhagen et al., 1996). SP- A proteininin alveollerdeki varligi, 6zellikle
yluzey aktif madde karisimi miktarinin ¢ok distk oldugu ve prematire bebeklerde
gorulen Solunum Zorlugu Sendromu (RDS) hastaliginda ya da yuzey aktif madde
karisiminin  serum proteinleri varliginda inaktive edilmesi gibi durumlarda ¢ok
onemlidir (Curley et al., 2001). Akciger ylzey aktif madde karisiminda bulunan diger
hidrofilik protein, SP-D proteinidir. Diger proteinlerden farkh olarak SP-D’nin sadece
klguk bir kismi (<%10) yuzey aktif madde karigimindaki fosfolipidlerle baglantilidir ve
SP-D Uretimi sadece akcigerlere 6zgu degildir. Bu nedenlerden dolayr SP-D, tam
olarak surfaktant proteinlerinden sayilmamaktadir (Persson et al., 1989). SP-A ve
diger kolektinler gibi aminoterminal segmenti, kolajen — benzeri domen, boyun bélgesi
ve C — tipi lektin — benzeri karbonhidrat taniyici kisim olmak Uzere 4 ana bdlgeden
olusan SP-D, 335 adet amino asit icermektedir ve molekuler agirhgi 43 kDa’dur. SP-D
proteini surfaktant karisiminda ytzey aktivitesiyle ilgili fonksiyon géstermemekte, SP-
A ile birlikte bagisiklik sisteminde gorev almaktadir. SP-A ve SP-D proteinlerinin ana

gorevleri Cizelge 2.2’de 6zetlenmigtir (Creuwels et al., 1997).

Cizelge 2.2 SP-A ve SP-D proteinlerinin temel fonksiyonlari

SP-A SP-D

Tabduler miyelin olugumunu saglamak Alveolar makrofajlarin aktive edilmesi
Tekli tabakaya fosfolipid adsorpsiyonunu Abakter mikroorganizmalara ve viruslere
saglamak karsi koruma saglamak
Fosfolipidlerin ~ Tip-Il  hucreleri tarafindan L :

) Fosfatifilinositol metabolizmasinda rol almak
salgilanmasini ve alimini diuzenlemek

Alveolar makrofajlarin aktive edilmesi Bakterilerin kimelesmesi

Bakterilerin ve virislerin temizlenmesi

21



2.3.1.2.2. Hidrofobik Proteinler

Hidrofobik surfaktant proteinleri B ve C; akcigerin fonksiyonunu yerine getirebilmesi
ve stabilitesi i¢cin hayati 6nem tasiyan yapilardir. Daha 6nce belirtildigi gibi, 37°C’de
lipidler esnek yapiya sahip degillerdir ve bu durum film olusumunun yavas olmasi ve
yuzey aktif maddenin fonksiyonunu yeterince yerine getirememesi gibi sonuglar
dogurmaktadir. Bu proteinler, yuzey aktif madde karigiminin adsorpsiyonunu ve
yayihmini arttirirken, karigimda bulunan ve yuzey geriliminin dusurulmesini saglayan
lipidlerin kararliliklarini korunmasini saglamaktadir (Whitsett et al., 2002). Ylzey
geriliminin yeterince dusurulmesi ve optimum kosullarin saglanmasi, 06zellikle
fosfolipidlerin, nétral lipidlerin, SP-B ve SP-C proteinlerinin bir arada bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (Mulugeta et al., 2006). Her iki protein de alveol tip — II hicreleri
tarafindan salgilanmakta ve yuksek hidrofobik yapilarindan dolayi olgun hallerinin tam
olarak uretilebilmesi icin 6zel hicre i¢i proseslerinden ge¢gcmektedirler (Beers et al.,
1998; Voorhout et al., 1992). Ayri ayri toplam yuzey aktif madde karisiminin %1 —
1.5’ini olustursalar da bu denli az miktarda olmalarina ragmen kritik gérevlerde rol
almaktadirlar (Weaver and Conkright, 2001). SP-B ve SP-C proteinlerinin ana

gorevleri Cizelge 2.3’de 6zetlenmigtir (Creuwels et al., 1997).

Cizelge 2.3 SP-B ve SP-C proteinlerinin temel fonksiyonlari

SP-B SP-C
Fosfolipidlerin hava — sivi ara yuzeyine hizlh  Fosfolipidlerin hava — sivi ara yuzeyine hizl
bir sekilde girmesini saglamak bir sekilde girmesini saglamak
Tubuler miyelin olusumunu saglamak Fosfolipid siralamasini dizenlemek

Fosfolipid tabakasinin molekiler olarak

duzenlenmesine katki saglamak

Surfaktant proteini B, 18 kDa molekuler agirigina sahip, pozitif yaklu (+7), disalfar
koprileri ile baglanmis 2 adet 6zdes polipeptid zincirinden, her bir polipeptid zinciri ise
bircok amfifilik alfa helikslerinden olusmaktadir (Sekil 2.12a). SP-B, 381 adet amino
asitten olusan bir oncul protein olarak sentezlenmekte, daha sonra trans — golgi ve
lamellar cisimcik arasinda hucre i¢i proseslerden gegerek dimerik yapidaki 79 amino
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asitten olusan aktif halini almaktadir (Haagsman et al., 2001). Yapilan g¢alismalara
gore kromozom 2’de mutasyonlar ya da SP-B miktarinda azalma sonucunda yeni
dogan bebeklerde &limcll sonuglar doguran solunum hastaliklari meydana
gelmektedir (Mingarro et al., 2008; Blanco and Perez — Gil, 2007). Bazi ¢alismalar,
SP-B’nin savunma mekanizmasinda da gorev aldigini ve bakterilerin dlduriimesine
yardim ettigini gostermektedir (Blanco and Perez — Gil, 2007). Dolayisiyla yagsamin

surdurulebilmesi icin SP-B’nin varhg: kritiktir.

SP-B’nin en 6nemli fonksiyonu, yizey aktif madde karisimindaki lipidlerin ylzey
Ozelliklerini zenginlestirmektir. Geri yayilim ve tekli tabaka olusumunun yavas olmasi
alveol duzenini bozmaktadir. SP-B ise fosfolipidlerin ara yuzeydeki tekli tabakaya
yerlesmesini tetiklemekte ve vyuzeyde film olusumuna blyuk olgude katkida
bulunmaktadir. Katyonik yapida olmasi, proteinin aktivitesi icin ve eksi yukli PG’lerle
etkilesime girip ara yluzeye lipid adsorpsiyonunu arttirabilmesi icin gok dnemlidir (Yu
and Possmayer, 1992; Camacho et al., 1996). Sekil 2.12(b)de SP-B’nin ara
yuzeydeki durusu gorulmektedir. SP-B, ara yluzeye paralel durmakta ve ylzeyde
olusan tekli tabakaya destek olarak tabakanin yikihm basincini arttirmaktadir. Butin
bunlarin yani sira, yuzey basinci 40 — 45 mN/m’nin GUzerine ciktiginda, SP-B
sayesinde ara yuzeyden kopan doymus lipid miktari ¢gok az olmakta, kayip lipidler ise
yuzeyin tekrar geniglemesiyle yine SP-B sayesinde ara yuzeye tekrar dahil
olabilmektedirler (Keough et al., 1998). SP-B’nin ortamda bulunmasi, ozellikle jel —
akiskan faz gecis sicakhiginda tekli ya da ikili tabakalarin dizenlenmesini
arttirmaktadir. Bu 0zelligi arti yukli SP-B’nin PG lipidlerinin bas gruplariyla
etkilesiminin bir sonucudur. 1 monomerik SP-B molekulid, 50-70 adet fosfolipid
molekulinu etkileyebilmektedir. Ayrica SP-A ile birlikte tibuler miyelin olusturma

Ozelligi SP-B’yi benzersiz kilmaktadir (Creuwels et al., 1997).
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Sekil 2.12 SP-B proteininin yapisi (a), ve ara yuzeyde durusu (b)

Yuzey aktif madde karisiminda bulunan ve karisimin ylzey 6zelliklerini diizenleyen
ve etkileyen hidrofobik proteinlerin ikincisi yapica benzersiz olan SP-C proteinidir
(Sekil 2.13a). SP-C, diger surfaktant proteinleri arasinda sadece akcigere 6zgu olan
tek proteindir ve ~4.2 kDa’lik molekuler agirhdiyla diger surfaktant proteinlerinin en
kgugudur (Curley et al., 2001, Mulugeta et al., 2006). SP-C 6ncul proteini 197 adet
amino asitten olugsmakta ve SP-B 6nclul proteiniyle birlikte ayni asamalardan gegerek
fosfolipidlerle birlikte lamellar cisimcikte saklanmaktadirlar. Olgun SP-C proteini
yuksek derecede hidrofobiktir ve 35 adet amino asit icermektedir (Whitsett et al.,
2002). 35 adet amino asitten yaklasik 23 tanesi a — heliks yapisini olusturan
hidrofobik karboksi-terminal bolimunde bulunurken, yaklasik 12 adet amino asit ise
hidrofilik amino kismini olusturur (Sieber et al., 1998). SP-C proteininin ara ylzeydeki
durusu Sekil 2.13(b)’de verilmigtir. Hidrofobik dizilerden olusan ilk bolimin o — heliks
yapisi, DPPC ikili tabakasi ile baglanti kurma yetenegine sahiptir. Bu kismin uzun
ekseni ara yuzeydeki lipidlerin alkil zincirlerine paralel olarak yerlesmektedir
(Creuwels et al., 1997).
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Sekil 2.13 SP-C proteininin yapisi (a), ve ara yluzeyde durusu (b)

SP-C’nin esas fonksiyonu, lipid tabakasinin biyofiziksel ylizey aktivitesini saglamak ve
nefes alma sirasinda genisleme — daralmadan kaynaklanan ylzey degisimleri
sirasinda yuzey aktivitesini stabilize etmektir (McCabe et al., 2000). Ara yuzeye giren
fosfolipid miktarini arttiran SP-C; SP-B’ye benzer olarak fosfolipid karigimlarina
eklendiginde, karisimin yayilabilme 6zelligini ve kararhligini arttirmaktadir (Whitsett et
al., 2002). SP-C’nin ara ylizeyde bulundugu dusinitlmektedir, ancak 55 mN/m’den
yuksek basinglarda, ylizeyden ayrilmakta ve bir adet SP-C molekuline karsilik 8-10
adet PC'yi beraberinde goturmektedir. Dolayisiyla SP-C, ylzeydeki tekli tabakanin
kompozisyonunu dogrudan etkilemektedir (Taneva et al., 1994). Fosfolipidlerle SP-C
karigsimlarinin 6zellikleri incelendiginde, 1 SP-C molekulintin 20-35 lipid molekuline
baglanabildigi ve bu sayede SP-C’nin lipid tabakalarinin dizilimini ve sikisabilirligini
dizenledigi bulunmustur (Shiffer et al., 1993; Simatos et al., 1990). Canh disi
calismalarda SP-C’nin yuzey gerilimini sifira kadar dusurebilme yetenegine sahip
olmasina ek olarak plazma proteinlerinin inhibe edici 6zelliklerine kargi koyabildigi de
saptanmistir (lkegami et al., 1998).

Hidrofobik proteinler, nefes alig-verig dongusl sirasinda ylzeyin viskoelastik
Ozelliklerini de duzenlemektedirler. SP-B yuzey tabakasinin yanal kararhligini
arttirarak yuzey gerilimini dusururken, SP-C, yogunlasmigs DPPC tabakasinin
esnekligini arttirmakta ve boylece DPPC’nin  kotu histeresis davranisini
duzeltmektedir. Floresans 0Ozelligi tasiyan boyayla yapilan ¢alismalarda proteinlerin

varliginda yogunlasmis fazlarin daha homojen yayildiklari ve bu sayede ylksek
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basinglarda tekli tabakanin dinamik ve esneklik Ozelliklerinin gelistigi gozlenmigtir.
SP-B ve C’nin surfaktant lipidleriyle olan etkilesimleri, daha 6nce de belirtildigi gibi bu
proteinlerin  hidrofobik yapilarindan kaynaklanmaktadir. Yuzey aktif madde
karisimindaki PG ile proteinler arasinda, proteinlerin katyonik yapilari sayesinde
elektrostatik etkilesim olusmaktadir (Keough et al., 1998). DPPC ve PG’den
olusturulan lipozomlar ile yapilan hicre digi galismalarda her iki proteinin de lipidlerin
yuzeye yayilma Ozelliklerini ve tekli tabaka olusturma yeteneklerini arttirdigi; ancak
SP-B’nin bu 6zellikleri yerine getirmede, SP-C’den daha etkili oldugu bulunmustur. Bu
Ozelliklerin disinda hidrofobik proteinlerin sisteme yaptigi 6nemli bir diger katki,
surfaktant karisiminda bulunan lipidlerin kan proteinleri tarafindan inaktive edilmesini
onlemektir (McCabe et al., 2000). Sekil 2.14, akciger ylzey aktif madde karisiminda

bulunan proteinlerin ara yuzeye yerlesimlerini bir arada gostermektedir.

Sekil 2.14 Akciger yuzey aktif madde karisiminda bulunan proteinlerin yerlesimleri

icerdigi bilesenlere ve bu bilesenlerin sagladigi 6zelliklerine bakildiginda oldukga
kompleks bir yapiya sahip oldugu goérulen akciger ylzey aktif maddesinin 6zelliklerini
koruyabilmesi ve gorevini eksiksiz olarak yerine getirebilmesi, nefes alig veriginin ve
dolayisiyla yasamin saglikli bir bigimde surdurulebilmesi igin blyuk dneme sahiptir
(Perez-Gil et al., 2006).
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2.3.2. Akciger Yiizey Aktif Madde Karigimi ile Baglantili Solunum Sendromlari

Akciger yuzey aktif madde karisiminin eksikliginde, ya da karigim cesitli etmenler
tarafindan geri donusimsuz olarak zarar gordugu durumlarda cesitli solunum
sendromlari ortaya ¢ikmaktadir. Birgok c¢esidi olan solunum sendromlari, surfaktant
karisiminin ¢alisma mekanizmasinda aksakliklara yol agmakta ve karigimin islevini
kaybetmesi yani inaktive olmasi nedeniyle 6lumle sonuglanabilmektedir (Haitsma et
al., 2001). Yuzey aktif madde karisimi ile birincil derecede baglantisi bulunan ve
tedavi acisindan en sorunlu hastaliklar Yeni Dogan Solunum Zorlugu Sendromu
(NRDS ya da RDS) ve Yetigkin Solunum Zorlugu Sendromudur (ARDS).

RDS, prematire dogan bebeklerde akcigerlerin tam olarak gelisememesi ve
alveollerde yluzey aktif madde karisiminin sentezlenememesi sonucu olusan ve
olumcul nitelikte bir hastaliktir (Robertson et al., 2000). Yuzey aktif madde sentezi
bebeklerde anne karninda 24. haftada baslar ve hamileligin 32. haftasinda sona erer.
Dolayisiyla 32 haftadan erken dodan bebeklerde goértlen RDS, surfaktant karisiminin
tam olarak sentezlenememesi sonucunda 6zellikle toplam fosfolipid, DPPC, PG ve
SP-A konsantrasyonlarindaki dusuklik ve alveollerde yuksek yuzey gerilimi ile
karakterize edilmektedir (McCabe et al., 2000). Saglikli dogan bebeklerin cigerlerinde
yaklasik 100 mg/kg yuzey aktif madde karisimi bulunurken, prematire bebeklerde bu
miktar 5 mg/kg’dan daha dusuktir (Zuo et al, 2008). RDS nedeniyle 6len bebeklerin
akcigerlerinde tubuler miyelin disindaki batin bilegenler bulunmaktadir. Tubuler
miyelin 6zellikle SP-A ve SP-B Uretimi igin kritiktir ve erken dogum durumunda, bu
proteinler ya fonksiyon gdstermezler, ya da sentezlenememislerdir (deMello et al.,
1993). Son yillarda RDS’den kaynaklanan o6lim orani, akcigerlere dogrudan
uygulanan ylzey aktif madde karisimlari sayesinde dusuk seviyelere indirilmis ve
tedavide yuksek oranda basar saglanmigtir (Zasadzinski et al., 2001). Ancak
kullanilan surfaktant karigimlari  genellikle inek/buzagi ya da domuzlarin
akcigerlerinden oOzutlenmektedir ve dolayisiyla hayvansal kaynakhdir. Bu durumda
Ozutlenen karisim; kontaminasyon igerme ve virus tasima riski, elde edilen her 6zitin
birbiriyle ayni olmamasi, igeriginde farklilik gdstermesi ve dogal ylzey aktif madde

bilesenlerinin karisimdan izole edilmesinin pahaliligi gibi negatif yonlere sahiptir
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(Aydogan et al., 2011). Belirtilen tim bu sebeplerden dolayl gunimuzde tedavi igin
sentetik yuzey aktif madde Uretimi ve kullanimi siklikla arastirilan ve gelistiriimesi

beklenen bir konudur.

Yetigkin solunum zorlugu sendromu, RDS ile kiyaslandiginda sadece yuzey aktif
madde karisimi eksikliginden degil, daha kompleks nedenlere dayanan ve RDS’ye
gore daha yuksek olum riski tasiyan bir hastaliktir (Zasadzinski et al., 2001). Sepsis,
zatlree, akut pankreatit, travma, agir yaralanma, akcigerde 6dem, sok ya da sigara
dumanina maruz kalma gibi durumlarda ortaya c¢ikan ARDS, her yas grubunda
gorilme riski tasimaktadir (Gregory et al.,, 1991). ARDS sonucunda, Tip — |l
hicrelerinin yluzey aktif madde uUretme yetenegi dismekte ve akcigerlerde toplam PC,
DPPC ve PG miktarinda azalmanin yani sira, SP-A, SP-B ve SP-C miktarlarinda da
onemli seviyede dusme gorulmektedir. Bu durum da saglikli cigerlere kiyasla
hastalikli akcigerde yuzey geriliminin yiksek olmasina neden olmaktadir. (McCabe et
al., 2000). ARDS sonucunda, kisinin akciger ve alveolleri bir zaman sonra oksijensiz
kalmakta ve hasta hayatini kaybetmektedir. Sekil 2.15’te saglikh ciger filmi ve
alveoller ile ARDS’ye sahip hastanin ciger filmi ile alveolleri gorulmektedir. ARDS
nedeniyle goértlen 6lim orani %36 ile %60 arasinda degismekte ve bu oran,
hastaligin ne kadar tehlikeli oldugunu acik¢ca gostermektedir (Garber et al., 1996).
Gunumuzde ARDS igin spesifik ve kesin bir tedavi hala gelistirlememis; RDS ile
bircok semptomu yakin olsa da kullanilan surfaktant tamamlayici ilaglar beklenilen
etkiyi yerine getirememislerdir. RDS icin kullanilan en etkili ilaglarla yapilan
calismalarin sonucunda gorulen iyilesme miktari hem ¢ok az, hem de gegici olmustur
ve bu durum da ARDS'’nin sadece surfaktant eksikliginden degil; hem vicuttaki yizey
aktif madde karisimini, hem de disaridan tedavi amaciyla verilen surfaktanti islemez
hale getiren bir mekanizma sonucu oldugunu gostermektedir (Mcintyre et al., 2000).
Akciger yuzey aktif maddesinin iglevini yitirerek ylzey gerilimini dlisirme goérevini
yerine getirememesi durumu ‘surfaktant inaktivasyonu’ olarak adlandiriimaktadir (Lu,

Taeusch and Robertson et al., 2000).
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Saghkli Akciger ARDS hastasi

Sekil 2.15 Saglkli bir insanin ve ARDS hastasinin akciger filmi ve alveolleri (Halter et
al., 2007).

2.3.2.1. Surfaktant inaktivasyonu ve Serum Proteinleri

ARDS hastalari arasinda yapilan arastirmalarda, hastalarda akciger yuzey aktif
maddesinin eksikligi ve oOzelliklerini yitirmesinin yani sira, alveol sivilarindaki serum
protein miktarinin yukselmis oldugu belirlenmigtir. Plazma proteinlerinin alveol
bosluguna sizmalari ARDS’de siklikla goértlen bir durumdur. Akut yaralanmalar
sonucunda dokularda endotel ve epitelyum membranlarinin gegirgenligi artmakta ve
plazma proteinleri alveollere yuksek konsantrasyonda dolmaktadir (Holter et al.,
1986). Ornegin, serum proteinlerinden olan albumin miktari bir referansta saglikli bir
insanda 5 mg/mL iken, ARDS’li hastada bu miktar yaklagik 25 mg/mL’ye ylkselmistir
(Ishizaka et al., 2004). Serum proteinlerinin alveol bogluguna sizmalari ve hava-sivi
ara ylzeyine adsorbe olmalari sonucu yuzey aktif madde karigiminin adsorpsiyonuna
karg! sterik ve elektrostatik enerji bariyerleri olusturmakta; olugsan bariyerler karigimin
ara ylzeye tasinimini inhibe etmekte ve adsorbe olan surfaktant miktarini

azaltmaktadir. Ara ylzeyde yeterli miktarda surfaktant bulunmamasi sonucunda ise
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normal nefes alig-verisi icin gereken kosullar olusturulamamakta ve solunum
zorlagsmaktadir (Stenger et al., 2008). Serum proteinleri alveole sizdiginda, ara yuzey
sistemde sadece akciger yuzey aktif maddesi bulundugunda ulastigi maksimum
basinca gelebilmek igin daha fazla sikismaya ihtiya¢g duyar. Bunun nedeni ylzeyden
ayrilan proteinlerle birlikte yuzeyde varolan yuzey aktif maddenin de kaybolmasidir.
Ancak, ne kadar sikigssa da ylUzey hi¢cbir zaman normal alveolln ulastigi dusuk yuzey
gerilimi degerine ulasamaz ve nefes almak zorlasir. inhibitér olarak adlandirilan
ortamdaki serum proteinleri, ara yuzeye surfaktant karisimindan ¢ok daha hizli
adsorbe olmakta ve yuzeyi kaplamakta ve surfaktant karigsiminin adsorpsiyonunu
durdurmakta ya da yavaslatmaktadirlar. Serum proteinleri ile akciger yuzey aktif
madde karisimindaki PG, PS ve yag asitleri negatif yuklidir. Negatif ylkten dodan
elektrostatik tabaka surfaktant kimelerini ylzeyden uzak tutan ekstra bir kuvvet
olusturmaktadir. Normalde, anyonik yuzey aktif lipidler, katyonik SP-B ve SP-C ile bir
arada bulunmaktadirlar. Ylzeyde sadece surfaktant tabakasi bulundugunda, alt
fazdaki kimelerle ara ylzey arasindaki etkilesim cekme seklinde olurken, ara
yuzeyde serum proteinleri bulunurken bu etkilesim itme haline donmektedir. BOylece
yuzey aktif madde karigimi ylzeye adsorbe olamamaktadir (Zasadzinski et al., 2005;
Kim and Franses, 2006).

Yuzey aktif serum proteinlerinin yarattigi surfaktant inaktivasyonu, yuzey aktif madde
karisiminin iglevini yitirmesine ve ARDS’nin ciddi boyutlarda ilerlemesine neden
olmaktadir (Gupta et al.,, 2000). Dolayisiyla, proteinlerin adsorpsiyon
karakteristiklerinin ve Ozelliklerinin bilinmesi, onlarin ara yluzeye adsorpsiyonlarinin
engellenmesi ya da minimize edilebilmesi igin énemlidir. Protein adsorpsiyonunun 3
ayri asamadan olustugu duisinilmektedir (Sekil 2.16). ik asama, proteinlerin
difizyonla ara yuzeyin hemen altindaki alt-ylizeye gelmeleridir. Daha sonra ara
yuzeye adsorbe olabilmek i¢in ortamda olugan enerji bariyerlerini yenerek uguncu
asamada belirli konformasyonlarda ara ylzeye yerlesmektedirler (Hernandez and
Franses et al., 2003).
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Sekil 2.16 Proteinlerin ara yuzeye adsorpsiyon basamaklari

Surfaktant inaktivasyonunda serum proteinlerinden en gugli etkiyi sirasiyla fibrin
monomerleri > fibrinojen > hemoglobin > albumin yapmaktadir (Gupta et al., 2000).
Bu siralamaya bakildiginda, kandaki en problematik proteinin fibrin olusumunun da
yapitagl olan fibrinojen oldugu goérilmektedir. Fibrinojen, molekul agirhgr 340 kDa
olan, 2 kollu buylk bir glikoprotiendir. Her bir kolunda o, p ve y olmak Uzere ve

birbirlerine disulfit baglari ile bagli 3 adet polipeptid zinciri bulunmaktadir (Sekil 2.17).

Sekil 2.17 Fibrinojen proteini

Esnek bir molekll olan fibrinojen, Ug-dugumli (trinodular) bir yapiya sahiptir ve
boyutlari 47 x 5 x 5 nm olarak belirlenmistir. Plazmada 2.6 -3 mg/mllik
konsantrasyonu ile en ¢ok bulunan 3. protein olmasina karsin, daha o6nce de
belirtildigi gibi surfaktant inaktivasyonunda en ©6nemli inhibitér fibrinojendir
(Wasilewska et al., 2009). Net yuku negatif olan ve oldukga yuksek yuzey aktivitesi
goOsteren fibrinojen ylizey gerilimini hava — su ara yuzeyinde hizl bir sekilde ~50
mN/m’ye kadar dusurebilmektedir (Kim et al., 2007). Fibrinojenin ara yluzeyde

alabilecegi konformasyonlar Sekil 2.18’de gdsterilmigtir.
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Sekil 2.18 Fibrinojen proteininin ara ylizeyde aldigi konformasyonlar

Birgok yuzey aktif madde, ortamdaki protein konsantrasyonu 500 ppm’den daha
dusUk olsa bile protein varlhgindan etkilenmektedirler. Dolayisiyla serum
proteinlerinin, 6zellikle fibrinojen ve albuminin, inhibe edici 6zelligine karsi direng
gOsterebilecek oOzelliklere sahip bir sentetik surfaktant, ARDS tedavisi igin Kkritik

Oneme sahip olacaktir (Hernandez et al., 2002).

2.3.2.2. Tedavide Kullanilan ilaglar ve Gelistirilen Karisimlar

Klinik surfaktant tedavisi yaklagik 30 yil 6nce, Fujiwara ve arkadaslarinin prematire
bebeklere, buzagi akcigerlerinden 6zutlenerek modifiye edilmis surfaktant terapisini
basariyla uygulamasiyla baslamistir ve ginimuzde RDS tedavisi igin standart bir
tedavi olarak uygulanmaktadir. Bu tedavinin basarili olmasiyla birlikte birgok klinik
surfaktant gelistiriimistir. Bu karisimlar, sahip oldugu protein miktarlarina gére ‘birinci
nesil protein icermeyen sentetik surfaktantlar’, ‘basit yapida peptid ya da rekombine
protein analodu iceren yeni nesil sentetik surfaktantlar, ve ‘hayvansal kaynakl
modifiye edilmis dogal surfaktantlar’ olarak 3 gruba ayrilmaktadir. Ancak, protein
icermeyen grup dusuk performansi ve zayif biyofiziksel o6zellikleri ylzinden
kullanilmazken, peptid iceren sentetik surfaktantlar gelistiriimeyi beklemektedir. Bu
gruplar icerisinden gunumuzde tedavi amaciyla kullanilani, hayvanlardan 6zutlenen

karigimlardir (Zhang et al., 2011).

Giiniimiizde en cok kullanilan hayvansal kaynakli surfaktantlar; Survanta®, Curosurf®

f®s

ve Infasurf®tir. Bu karisimlardan Survanta® inek akcigerinden, Curosurf® domuz

akcigerinden ve Infasurf® ise buzadi akcigerler lavajlarindan organik coziiclyle
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Ozutlenmektedir. Her birinin lipid bilesiminde ana madde DPPC olsa da bilesimleri
birbirinden farkhdir. Dolayisiyla ara yuzey oOzelliklerinde de farkhliklar bulunmaktadir.
Bu ilaglar kullaniliyor olsa da, hala lavajdan dogrudan alinan dogal akciger yuzey aktif
madde karisim kadar etkili isleyen bir surfaktant bulunamamistir (Zasadzinski et al.,
2010). Kullaniimakta olan surfaktant karigimlarinin detayli bilesimi ve sentetik

karigimlarla karsilastiriimasi Cizelge 2.4’te verilmigtir.

Cizelge 2.4 Dogal, modifiye edilmis ve sentetik surfaktantlarin icerikleri

DPPC:
Genel Adi DPPC  POPG Beractant o™ Calfactant BLES  BNS
{7:3)
Ticari Adi - - SURVANTA® CUROSURF® INFASURF® BLES® -
Domuz Buzag Sigir Sigir
Kaynak Sentetik  Sentetik  Sigir akcigeri “kcigen akciger akciger  akciger
g lavaj lavaj lavajl
Fosfolipidler 100 100 84 ] 91 96 85
PCIDPPC 100/100  70/70 71750 69/47 79743 7741 69/36
PG 0 30 24 1.2 45 13 10
PE 0 0 34 4574 28 26 3.0
PI+PS 0 0 13 4584 40 10 20
LPC 0 0 15 1.0-7.0 =1.0 09 0.2
SM 0 0 34 1879 08 14 20
Notral Lipidler
Kolesterol 0 0 =02 0 5-8 2-3 3-8
Sefjﬁgiag 0 0 5.8-14 bilinmiyor ~ 0.64 bilinmiyor 0.25
Hidrofilik
Proteinler (SP-A) 0 0 0 0 0 5.0
Hidrofobik
Proteinler 0 0 0.94 1622 20 20
SPB 0 0 0.04 04 0.9 0.5 1.0
SPC 0 0 09 07 0.7-13 15 1.0

Hayvanlardan elde edilen dis kaynakli surfaktant karigimlar, ylksek Uuretim ve
saflastirma maliyetleri, drnekten 6rnege degisebilen icerigi ve patojen gecis riski ile
yerlerini sentetik karisimlara birakmaya baslamislardir. Ancak, gelistirilen daha ucuz
maliyetli sentetik karigimlar beklenen etkiyi gosterememislerdir. Bunun nedeninin
karisimlardaki hidrofobik surfaktant protein eksikliginin oldugu dusunulmektedir.
Dolayisiyla, guinumuzde ihtiya¢ duyulan sentetik karisimlarin gtvenilir, maliyeti disuk
ve hidrofobik surfaktant proteinleri ile akciger ylzey aktif madde karisimindaki lipidleri
taklit edip, dogal karisimin biyofiziksel islevini yerine getirebilme yetenegine sahip
karisimlar olmasi beklenmektedir (Seurynck-Servoss et al., 2007).
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Klinik olarak onay almis ilk sentetik surfaktant, DPPC, hekzadekanol ve iyonik
olmayan bir surfaktant olan tyloxapol'in karigimindan olusan Exosurf®tiir. Ancak
Exosurf® yapisinda herhangi bir akciger ylzey aktif madde karisimina 6zgu protein
icermemektedir (Zasadzinski et al., 2010). Survanta® ile Exosurf®un karsilastirildig
bir calismada, Exosurf®in ancak ortama SP-B ve SP-C apoproteinleri eklendikten
sonra adsorpsiyon Ozelliklerini geligtirebildigi, yuzey ve fizyolojik aktivitenin
iyilestiriimesinde SP-B ve C’nin hekzadekanol ve tyloxapol'den ¢ok daha etkin oldugu
kanitlanmistir (Hall et al., 1992). Gelistirilen bir diger sentetik surfaktant —Surfaxin-
DPPC, palmitoyl-oleoyl fosfatidil gliserol (POPG), palmitik asit ve Sinapultide’'nin
birlesiminden olugsmaktadir. Sinapultide, molekul yapisi sayesinde SP-B nin amfifilik
kisimlarindan birini taklit edebilen sentetik bir peptiddir. KL4 olarak da adlandirilan bu
yapi, fosfolipidlerle hidrofobik ve elektrostatik olarak etkilesime girmekte ve bdylece
SP-B gibi davranarak ara yuzeydeki fosfolipid dizilimini dizenleyebilmektedir. Yapilan
calismalara gore Surfaxin; surfaktant inaktivasyonuna karsi hayvansal kaynakli olan
Survanta® ve Curosurf®ten daha etkili sonug vermektedir (Lacaze-Masmonteil, 2003).
Yapilan baska bir calismada, Exosurf®, Survanta®, Curosurf® ve Alveofact®
surfaktantlarinin ara yuzey 6zellikleri incelenmis ve igeriginde hidrofobik SP-B ve SP-
C'yi iceren Curosurf® ve Alveofact®in digerlerine kiyasla ylizeye daha hizli adsorbe

oldugu ve yuzey gerilimini daha fazla dusitrdagu kanitlanmistir (Lalchev et al., 2004).

Yeni dogan buzadi akciger lavajindan elde edilen Infasurf® ise Curosurf®ten farkli
olarak yuksek oranda kolesterol icermektedir. Kolesterol, membran ve fosfolipid
tabakalarinin faz davraniglari iizerinde etkilidir. Yapilan calismalar Infasurf®iin
yuksek kolesterol orani sayesinde diger hicbir karisimda bulunmayan sekilde birden
fazla fazi bir arada bulundurdugunu gdstermistir (domain-in-domain). Ayrica, Cizelge
2.4'te goriildiigl gibi SP-B orani en yiiksek olan karisim Infasurf®tiir (Zhang et al.,
2011). SP-B’nin ara yuzey oOzelliklerini duzenlemede, geri yayilimin saglanmasinda ve
yuksek basinglarda film tabakasinin kararhliginin korunmasinda buydk rold oldugu
dusundldugunde, Infasurf®le elde edilen sonuglarin daha etkili olmasi beklenmektedir
(Zuo et al., 2011). Bebekler uzerinde yapilan bir galismada, Infasurf® kullanilan grup
icin dozlar arasindaki siirenin Survanta®ya gére daha uzun oldugu yani, tedavi

etkisinin daha uzun slrdligu belirlenmis ve Infasurf®le tedavi edilmeye c¢alisan
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hastalarin Survanta®ya gére tedaviden daha fazla yararlanabildigi bildirilmistir (Bloom
et al., 1997). 42 ARDS hastasi ¢ocukla yapilan bagka bir arastirmada ise Infasurf®
kullanimi ile oksijen aliniminda hizli bir gelisme, mekanik solunum suresinde kisalma
gibi pozitif etkiler gériimustir (Gunther et al., 2001). Kullanimi en yaygin karisimlarin

biyofiziksel 6zellikleri Cizelge 2.5'te listelenmisgtir.

Cizelge 2.5 Infasurf®, Curosurf® ve Survanta®nin biyofiziksel dzellikleri

Biyofiziksel Infasurf® Curosurf® Survanta®

Ozellikleri (calfactant) (poractant alfa) (beractant)

Minimum ylizey

gerilimine : : :

2 dakika 10 dakika 15 dakika
ulagmak igin
gereken siire
Minimum dinamik

0 mN/m 0 mN/m 4 mN/m
yuzey gerilimi
Gereken minimum

1 mg/mi 2 mg/ml 2 mg/ml

konsantrasyon

Surfaktant tedavisinde umut verici birgok gelisme gorulse de ARDS igin hala net bir
¢6zum bulunamamistir. ARDS, RDS ile bircok ortak belirti gosterse de, RDS igin
kullanilan ilaglar, ARDS icin denendiginde kesin tedaviye ulasilamamistir. Clnki

ARDS’nin mekanizmasi RDS’ye gore ¢ok daha komplekstir (Stenger et al., 2008).

Surfaktant inaktivasyonu, fibrinojen ya da diger ylzey aktif serum proteinlerinin
ortamda bulunmasi ve ara yuzeyi isgal etmelerinin sonucunda olugsmaktadir. Etkin bir
yuzey aktif madde, ara yuzeye hizli adsorbe olabilmeli ve ylzey gerilimini istenen
degerlere dusurebilmelidir. Alveol bosluguna sizan kan proteinlerinin adsorpsiyon
hizi, akciger ylzey aktif madde karisimindan daha fazla oldugu igin, proteinler ara
yuzeye daha cabuk ulasir ve yerlesir. Bu durum, ortamda bulunan molekullerin
protein inaktivasyonuna ugramamalari i¢in adsorpsiyon kinetiklerinin ve dinamik
adsorpsiyon konseptinin ne kadar kritik oldugunun bir gostergesidir (Stenger et al.,
2009).
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2.4. Dinamik Adsorpsiyon ve Diflizyon Katsayisinin Hesaplanmasi

icinde ylizey aktif madde igeren bir ¢dzeltide yeni olusmus ara ylizeyin baglangigtaki
yuzey gerilimi, yo, saf ¢ozucunun yluzey gerilimine neredeyse esittir. Surfaktant
molekulleri zamanla ylzeye adsorbe oldukga, yuzey geriliminde azalma gorulir ve en
sonunda y denge degerine ulasir (yeq). Ancak denge degeri, surfaktantin tipi ve
konsantrasyonuyla birebir iligkilidir ve bu degere hemen ulasilamaz. Dinamik
adsorpsiyon yani yuzey geriliminin zamanla iligkisi, birgok proseste kullanilan énemli
bir parametredir ve kontrolinin en kritik oldugu sistemlerden biri de dinamik bir
sistem olan solunumun gercgeklestigi alveollerdir. Aslinda, icinde ylizey aktif madde
bulunan herhangi bir proses icin dinamik adsorpsiyon énemli bir 6zellik haline gelir.
Adsorpsiyon suresince surfaktant molekulleri ilk olarak yigin fazdan alt faza difuze
olurlar ve daha sonra ara yluzeye transfer olup, kendileri igin en uygun olan
oryantasyonu alirlar (Eastoe and Dalton, 2000). Surfaktant monomerlerinin ara

yuzeye tasinimi ve adsorpsiyonu igin 2 ana model 6nerilmistir (Sekil 2.19):

1) Diftzyon kontrolli model; monomerlerin yigin fazdan alt faza difize oldugunu
ve alt faza geldigi zaman dogrudan ara yutizeye adsorbe olduklarini varsayar.
Bu modelde kisitlayici, yani prosesi kontrol eden basamak, yigin fazdan alt
faza diflzyon basamagidir ve altfazdan ara yuzeye adsorpsiyon ¢ok kisa
surede gercgeklesir.

2) Kinetik — Diflizyon karisik kontrolli model; monomerlerin yigin fazdan alt faza
difiize oldugunu ancak hiz — belirleyici, kisitlayici basamagin monomerlerin ara
yluzeye tasinmasi oldugunu varsayar. Bu modele goére, monomer alt faza
difize oldugunda, ortamda monomerin ara ylzeye adsorpsiyonunu engelleyici
bir adsorpsiyon bariyeri (6rnegin sterik etki) bulunmaktadir. Bu durumda
molekul ara ylzeye adsorbe olmak yerine, yigin faza geri ddnmeyi tercih eder

ve adsorpsiyon surecini uzatir.
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Sekil 2.19 Dinamik adsorpsiyonda surfaktant monomerlerinin ara yluzeye tasinim
modelleri: Difizyon kontrolli model (a), Kinetik - difuzyon karigik kontrolli model (b).

Ward ve Tordai, yuzey geriliminin ilk andaki degeri (yo) ve dengeye yaklastig
zamanki (Yeq) limitleri kullanarak difizyon kontrolll sistemde adsorpsiyon prosesini ve

yuzey geriliminin zamanla degisimini tanimlayabilmek icgin bir takim yaklagimlarla,
yuzey geriliminin kisa zamanda ve uzun zamanda olmak Uzere degisimini

matematiksel olarak incelemislerdir.

Kisa zamanlarda;
‘Dt
im0 =y0—2nRTC,/ — (2.3)

Uzun zamanlarda;

nRTT? ;.F_ T
C V4Dt (2.4)

Yt—o00 = Yeq T+

Ward ve Tordai Denkligi olarak adlandirilan Esitlik 2.3 ve 2.4’te C, I" ve D sirasiyla
yigin faz konsantrasyonunu, ylzey artik konsantrasyonu ve ylzey aktif madde
monomerinin difliizyon katsayisini gdstermektedir. Iyonik surfaktantlar icin n = 2,
iyonik olmayan surfaktantlar icin ise n = 1 olarak alinmaktadir. Yapilan deneysel
caligmalar, uretilen bu modelin kisa zamanlar igin gegerli oldugu ancak uzun

zamanlarda egitlikten sapmalar olustugunu gostermigtir. Bu durumda difizyon
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kontrolli modelde esitliklere uymayan sistemlerde monomerlerin alt faza geldikten
hemen sonra degdil de, ancak belirli bir enerji bariyerini astiktan sonra ara yuzeye
adsorbe oldugu anlasiimistir. Ara ylzeye adsorbe olabilmek icin surfaktant
monomerinin artan ylzey basincina karsi bir is yapmasi gerekmektedir. CuUnku
basing arttikga alt fazdaki her monomer degil, sisteme 6zgl olan aktivasyon
enerjisinden daha buyuk enerjisi olan monomerler adsorbe olabileceklerdir. Bu enerji
bariyeri, &,, icinde elektrostatik itme kuvvetlerini yenmek icin gerekli enerji, ve daha
Once ara yluzeye adsorbe olmus surfaktantlarin bas gruplarindan kaynaklanan etkiyi
de barindirmaktadir (Jiang et al., 2006). Liggieri ve Ravera, ara ylzeydeki bu kinetik
bariyerine Ward ve Tordai Denkligini baz alarak yeni bir yaklasim getirmislerdir.
Renormalize edilmis diflizyon katsayisini tanimlayarak monomerlerin hem alt faza
difizyonunu hem de enerji bariyerini asmalarini hesaba katmiglardir ve ayrica
gorunur difzyon katsayisini (D) tanimlayarak da onu D’ye Arrhenius tipi bir

denklemle baglamiglardir (Ravera et al., 1993).

D*Z
D, = - = Dexp(—ey/RT) (2.5)

Bu tanimlamayla birlikte Ward ve Tordai Denkliginin yeniden dizenlenmis hali kisa ve

uzun zamanlar igin sirasiyla Esitlikler 2.6 ve 2.7’deki gibi olmaktadir:

s

N nRTI? T
00 :‘}f )
Yt—o0 eq C 4D, 1 (2.7)

Esitlik 2.5 ve 2.7 beraber kullanildiginda, €, uzun zamanlar i¢in elde edilebilir (Jiang et
al., 2006).

(2.6)

Vi—0 =0 —2nRTC

Ornegin, literatiirde yapilan bir calismada, anyonik bir surfaktant olan CopPHCNa ile

ticari olarak kullanilan katyonik Ci1oTABr’in farkh oranlardaki ikili karigimlari igin
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dinamik adsorpsiyon olgumleri yapiimis ve ikili karigimlarin difizyon katsayisi kisa ve
uzun zaman denklikleri kullanilarak hesaplanmistir. Ayni galismada adsorpsiyon
bariyeri de Esitlik 2.5 kullanilarak elde edilmistir. Hesaplamalar icin dncelikle farkh
konsantrasyonlarda zamana bagl olarak yuzey gerilimi dlgumleri alinmig, daha sonra
kisa zamanli davranigin incelenebilmesi igin ylzey geriliminin zamanin karekokune
karsi degisimi grafige gegirilmistir. Grafigin egimi Esgitlik 2.6'da yerine yerlegtiriimis ve
boylece D, hesaplanmistir. Uzun zamanlardaki dinamik adsorpsiyon davranisinin
incelenebilmesi igin ise Esitlik 2.7'ye goére, ylzey gerilimi zamanin karekoku ile ters
orantili olarak grafige gegirilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen D, degerleri 10™°
m?/s mertebesindedir. Grafik egiminden uzun zamanlar icin de D, hesaplanmis ve
uzun zamanlarda elde edilen D, degerinin kisa zamanlardakine oranla ¢ok daha
kiguldugu sonucuna varilmistir. Bunun nedeninin adsorpsiyon bariyeri oldugu
dusundlmektedir. Adsorpsiyon bariyeri Esitlik 2.5’e gore sicaklikla ters orantili olarak
degismektedir. Dolayisiyla, farkh sicakliklar icin difuzyon katsayisi bulunmus ve bu
degerler 1/T degerlerine karsilik grafige gecirilerek, grafigin egiminden adsorpsiyon

bariyeri ortalama 15 kJ/mol olarak hesaplanmistir (Jiang et al., 2006).

Eastoe ve arkadaslari ise iyonik olmayan C,0E4 molekull igin adsorpsiyon bariyerini
5-12 kJ/mol olarak hesaplamiglardir. Ayrica n-alkil poliglikol eterler (CiE;) i¢in i = 10 ve
12, ) =4, 5, 6, 7 ve 8 olarak degistiriimis ve bu molekuller i¢in elde edilen dinamik
adsorpsiyon katsayilari 3.5 — 4.6 x 10 m?s aralifinda olmustur (Eastoe et al.,
1997). Elde edilen bulgulara gore, bir sistem i¢in adsorpsiyon bariyeri ile adsorpsiyon
hizi ters orantili olarak degismektedir. Bagka bir deyisle, bariyer ne kadar buyukse,

adsorpsiyon hizi o kadar dusuktar.

Proteinlerin alveol bosluguna sizmalari sonucu alveol ara yuzeyi hava — sivi yerine
sivli — sivl ara yuzeyi haline donlUsur. Proteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
kontrol edilebilmesi igin ara yuzey o6zellikleri ve protein adsorpsiyon kinetiklerinin
incelenmesi 6nemli bir konudur. Dinamik yuzey gerilimi olgumleri ile incelenen
adsorpsiyon kinetigi galismalarinda, kloroform/su ara yuzeyinde yapilan ¢alismalarda
serum albumin (HSA), B-laktoglobulin (B-LG), B-kazein (B-CA) proteinlerinin dugsuk
konsantrasyonlarinda yltzey gerilimi zaman grafiklerinde bir plato bdlgesi
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olusmaktadir (Sekil 2.20). Bu plato bolgesi ‘induksiyon periyodu’ olarak
adlandirilmakta ve bu surecte proteinler yuzeye adsorbe olsa bile ylzey geriliminde
bir degisiklige sebep olamamaktadirlar. Belirli bir sireden sonra yuzeye adsorbe
olmus protein miktari, ylzey gerilimini degistirebilecek seviyeye ulagsmakta ve v,
denge degerine ulasana kadar dismektedir. indlksiyon periyodu, protein
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte kisalmakta ve belirli bir deger Uzerinde

tamamiyla yok olmaktadir.
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Sekil 2.20 Serum albumin (HSA), pB-laktoglobulin (B-LG), B-kazein (B-CA)
proteinlerinin dinamik adsorpsiyon olgimleri (He et al., 2008).

Protein konsantrasyonunun artisi, ylzey gerilimi degerini her protein igin spesifik olan
ve proteinin ara yuzey aktivitesinin olgutl olan minimum ylzey gerilimine
yaklagstirmaktadir ve ayni zamanda minimum degere ulasmak i¢in gereken zamani

azaltmaktadir. Proteinlerin difizyon katsayisi, Hansen — Joos Denklidi ile bulunabilir:

&l r’#4Dcﬂ' (28)

Jy 2V
— = RTI™ ————
sl

Esitlik 2.8’deki parametreler D¢ parametresi disinda Esgitlik 2.4’teki parametrelerle
aynidir. Deg, efektif difizyon katsayisi, Esitlik 2.4, 2.5 ve 2.6'da kullanilan ‘gérandr

adsorpsiyon katsayisi’, D,, ile ayni fiziksel anlami tagimaktadir. ki parametre de
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sadece yigin fazda farkh konformasyonlardaki molekullerin ara ylzeye taginimini
degil, ara yuzeydeki yuzey gerilimine bagl olarak molekullerin olasi konformasyon
degisimlerini de icermektedir. Literatiirde p — kazein icin difiizyon katsayisi 1.5 x 10
cm?/s, HSA igin ise 6.4 x 10 cm?/s olarak bulunmustur (Miller et al., 1998). Akciger
yuzey aktif maddesinin inaktive olmasi agisindan en problematik kan proteini olan
fibrinojenin difiizyon katsayisi ise 2.0 x 10”7 cm?/s olarak hesaplanmistir (Aptel et al.,
1988; Wasilewska et al., 2009).

Fosfolipidlerin ve proteinlerin bir arada bulundugu canli sistemlerde sivi — sivi ara
yuzeyinde ara yuzey olaylarinin ve adsorpsiyon kinetiginin yorumlanabilmesi, ara
yuzeydeki olgularin anlasilabilmesi ve kontrolin saglanabilmesi adina buyuk dnem
tasimaktadir. DPPC ile B- laktoglobulin proteininin bir arada bulundugu bir sistemde,
farkli DPPC ve protein konsantrasyonlari i¢in kloroform/su ara yluzeyinde dinamik
adsorpsiyon caligmalari yapilmig ve ara yuzey davraniglari yorumlanmigtir. Yorumlar
yluzey gerilimi — zaman Olgimlerine gore yapilmistir. Calismaya goére, protein
konsantrasyonu 0.1 mg/L iken, kullanilan DPPC konsantrasyonu 0.005 mM’dan
dusuk ise adsorpsiyonu protein kontrol etmektedir. Ancak DPPC i¢in 0.001 mM — 0.1
mM konsantrasyon araliyinda, ara yuzeyde homojen olmayan bir adsorpsiyon
tabakasi olusmakta ve adsorpsiyon davranisi her ki madde tarafindan
belirlemektedir. Ancak, protein konsantrasyonu 0.8 mg/L’'ye yukseltildiginde, ara
yuzey davraniginda protein tamamen baskin hale gelmektedir (He et al., 2008).
Akciger ara yuzeyinde proteinlerin alveol bosluguna sizmasi sonucu yuzey aktif
madde karisimi iglevini yerine getirememektedir. Bu kapsamda dusunuldugunde,
ortamdaki protein ve lipid karigiminin birbirlerinin adsorpsiyon 6zelliklerini ne derece

etkiledikleri Gnemli bir konu haline gelmektedir.

Sivi — sivi ara yuzeyindeki adsorpsiyon ¢alismalarinda sistemin dinamik adsorpsiyon
Ozellikleri ve adsorpsiyon kinetigi diginda, bir diger onemli parametre ayrisma
(dagilim) katsayisidir. Eger kullanilan ylzey aktif madde, her iki sivi fazda da
¢bzunebiliyorsa bu olay ayrisma (dagdilim) olarak adlandiriimaktadir. Elde edilen
bulgulara goére, yluzey aktif maddelerin sivi — sivi ara ylzeyine adsorpsiyonu,
molekullerin ara yuzeyden diger faza gecmeleri ile beraber gergeklesebilmektedir.
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Dolayisiyla, adsorpsiyon hizi ve miktari;; ortamda bulunan her iki fazin hacimce
oranlari, fazlar arasindaki ayrisma katsayisi ve termodinamik ara ylzey
parametrelerine baghdir (Ferrari et al., 1997). Molekllerin adsorpsiyon dinamiklerinin
dogru sekilde incelenebilmesi igin ayrisma katsayisinin hesaplanmasi zorunludur.
Genelde su ve yag fazlari arasinda incelenen dagilm katsayisi, k,, ylzey aktif
maddenin iki fazdaki denge konsantrasyonlarinin orani olarak tanimlanmaktadir ve

basitlestiriimis olan Esitlik 2.9 kullanilarak hesaplanabilir:

Cyad Vsu (Csu,ﬂ - Cm)
V. C

vagd

(2.9)

FlU

Esitlik 2.9'daki c,.g ve cs, sirasiyla denge kosullarinda surfaktantin yag fazindaki
konsantrasyonunu ve su fazindaki konsantrasyonunu, Vs, ve Vg ise iki fazin
hacimlerini gostermektedir (Catanoiu et al., 2011). Dagilim katsayisinin elde edilmesi
prensip olarak ¢ok kolaydir: iki karigmayan fazin birbirleriyle dengeye geldikten sonra
yigin konsantrasyonlarinin dlguimesi yeterlidir. Ancak, ¢ok disuk konsantrasyonlarda
bu durum zorlagsmaktadir. Dagilim katsayisinin hesaplanmasi i¢in Ravera ve
arkadaglar tarafindan bir method geligtirilmistir. Bir yuzey aktif maddenin birbiriyle

karismayan iki sivi (6rnedin su ve yag) arasindaki dagilim katsayisi bu metoda gore;

1) Yag ile doyurulmus su kullanilarak hazirlanan c¢ozeltilerin denge ylzey
gerilimleri élgulur ve referans bir ¢ — y izotermi olusturulur.

2) Vsu hacminde cs,0 basglangic konsantrasyonundaki sulu ¢ozelti, Vg
hacmindeki saf yag fazi ile yeterli stire (giin) temas ettirilir ve bdylece dagiima
dengesi saglanir.

3) Dengeye gelen sulu fazin denge yuzey gerilimi, yeq, OlgUllr ve daha Once
referans olarak hazirlanan izoterm kullanilarak konsantrasyon, cs, bulunur.

4) Son olarak kp, yuzey aktif maddenin kutle denkligi kullanilarak hesaplanir:

Ve (Csup 2.10
() =

vag U
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Bu yontem izlenirken guvenilir sonuglar alabilmek igin dikkat edilmesi gereken kritik
noktalardan ilki, tam dengenin elde edilmesidir. Konsantrasyon olgimlerinin saglkli
yapilabilmesi i¢in fazlar arasinda emilsiyon olusmamali ve sistem ylksek hizda
karistinimamalidir. Cogu surfaktant igin karistiriilmadan birkag gin bekletme, denge

kosullarinin olusturulmasi igin yeterlidir.

Ozellikle surfaktantlarin amfifilik karakterleri dikkate alindiginda, dagilma etkisi sivi —
sIvl ara yuzeylerinde higbir zaman yok sayilmamalidir. Yapilan ¢alismalarda, dagiima
katsayisinin degisik ara yuzeylerde ayni molekdl igin birbirinden farkli olabilecegi

gOrulmustur (Ravera et al., 2000).

Dinamik adsorpsiyon Ozelliklerinin 6nemli oldugu kadar, proteinlerin ara yuzeye
adsorpsiyonunun engellenmesinde, segilecek ve kullanilacak molekul yapisi ve onun
Ozellikleri de 6nemlidir. Literatlirde polioksietilen (PEQ) zinciri iceren molekillerin
proteinlere karsi sterik bariyer olusturarak adsorpsiyonlarini kismi olarak engelledigi
belirlenmistir. Polietilen glikol ya da PEO molekulleri hidrofilik yapida ve hucrelerle
uyumludur. Bu ozellikleri, onlari doku muhendisliginde ya da yapay organlarda
kullanilabilmelerini saglamaktadir. Liu ve arkadaslari 10 adet tekrarlanan birimden
olusan PEO zinciri igeren Brij 56 ticari surfaktanti ile yaptiklari galismada; Langmuir
teknigi ile ara yuzeyde degisik yogunlukta PEO tekli tabakalarina fibrinojen
adsorpsiyonunu incelemisler ve ylizeyde PEO sikisma yodunlugu arttikga, proteinin
ara yuzeye adsorpsiyonu 6nlenmektedir (Liu et al., 2007). Ylzeydeki PEO yogunlugu
kadar, kullanilan molekulin molekul agdirligi da kritiktir. Polimer zincir uzunlugu ne
kadar uzunsa, protein adsorpsiyonuna kargi olusturulan bariyer de o kadar buyuktir
ancak bu durumda adsorpsiyon slresi de uzamaktadir. Szleifer ve arkadaslarina goére
ise polimerin yuzey ile etkilesimi de protein adsorpsiyonuna kargi net bir etki
saglamaktadir (Sekil 2.21). Ornegin, yizeye baglanmis bir PEO zinciri, sterik etkiden
¢ok, proteinlere karsi uzun surede direng gostermekte, protein yuzeyde bos yer
bulamamaktadir. Ancak yuzeyle etkilesimi daha az olan polimer zincirleri, protein
adsorpsiyonuna kargi kisa surede guglu sterik etki gosterirken uzun vadedeki
engellemeleri daha kisitlidir (Satulovsky et al., 2000).
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Sekil 2.21 PEO zincirlerinin  ylzeyle etkilesimlerinin  farkhliginda protein
adsorpsiyonuna karsi gosterdikleri etkiler: ara yluzeyde yuksek etkilesime sahip PEO
zinciri (a), etkilesimi daha az olan PEO zinciri (b)

Yapilan bir baska calismada, ylzey aktif proteinlerin ara ylzeye adsorbe olarak
olusturduklari enerji bariyerinin, polimerlerin etkisiyle ortamda ylksek miktarda protein
bulunmasi durumunda bile yenilebilecegi onerilmistir. Bu teoriye gore yuzey aktif
madde kumelesmelerinin ara yuzeye adsorbe olmasiyla birlikte azalan “digarilanmis
hacim” (excluded volume)‘e badli olarak artan polimer entropisi sayesinde polimerler,
yuzey aktif madde kUmelesmelerini ara ylzeye ittirmektedir. Diger bir deyisle ara
yluzeye adsorpsiyonu arttirmaktadirlar. Bu etki, serum proteinleri tarafindan yaratilan
elektrostatik ve sterik itme etkisini yenebilecek buyukliktedir ve PEO zinciri iceren

molekuller tarafindan baslatilmaktadir (Stenger and Zasadzinski, 2007).

PEO gibi suda ¢oézunebilen polimerlerin partikillere ya da biyomalzeme ylzeylerine
asllanmasi biyouyumlulugun artmasina katkida bulunurken, proteinlere karsi sterik
itme etkisi yapmaktadir. Plazma proteinlerinin adsorpsiyonunun engellenmesi igin
yapilan calismada, PEO - asilanmis lipid tabakalarina protein adsorpsiyonu
incelenmigtir. Kuartz ylzey Gzerine distearoylfosfatidilkolin (DSPC) ve PEO asilanmis
distearoylfosfatidiletanolamin (PEO2000-DSPE) karisimlari alinmis ve dis katmandaki
PEO’nun mol kesri degistirilerek bu tabaka Uzerine protein adsorpsiyonundaki
degisimler arastirilmistir. Alinan sonuglara gore, plazma proteinleri bos kuartz
yuzeyine oranla, DSPC / PEO-DSPE karisik kapl yluzeye daha az adsorbe oldugu
bulunmustur (Xu and Marchant, 2000).
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Bu arastirmalarin 1siginda, her bir segmenti 6zel olarak tasarlanmis, yapisinda
anyonik ve katyonik yapili iyon — cifti bas gruplarini, florokarbon ve hidrokarbon
kuyruk gruplarini ve kan proteinlerinin ara yuzeye adsorpsiyonunu engelleyebilmesi

icin PEO grubunu igeren bir ylzey aktif madde sentezlenmistir (Uslu, 2009).
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda yapilan deneylerde; IPL (lon Pair Lipid);
[CH3(CH2)15(OCH,CH2)10N*(C2Hs)3S03 (CF2);CF3] C42HggNO10 CgF1703S
molekulinin sentezi igin Brij 56 (C16H33(OCH2CH2)100H) (Sigma, H20 < 3.0%),
trietilamin (Sigma-Aldrich, 99.5%) ve perfloro-1-oktansulfonil florar (Aldrich, 98%)
maddeleri  kullaniimig,  reaksiyon  dietileterde (J.T. Baker, anhydrous)
gerceklestiriimistir. Saflastirma islemleri icin ise dietileter, etanol (Riedel — de Haen),
hekzan (Sigma - Aldrich) ve asetonitril (Riedel — de Haen) kullaniimistir. IPL’nin
fosfolipid varliginda dinamik adsorpsiyon ve ara ylzeyle etkilesim ozelliklerinin
incelenebilmesi igin akciger yuzey aktif madde karisiminda miktarca en ¢ok bulunan
fosfolipid; DPPC’den (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospohocholine, >99%, Sigma)
yararlaniimig, akciger ara yuzey modelini simule etmek ve molekull yapisinin etkisinin
incelenebilmesi icin kullanilan Infasurf® (CALFACTANT) ise ONY firmasindan
tarafimiza hediye edilmistir. 35 mg/mL’lik, 6 mL hacminde olan Infasurf®, stoktan 1.5
ML ¢ekilerek kullaniimistir. Serum proteinleri ile adsorpsiyon ve etkilesim deneyleri igin

| — S Tip si1gir plazmasindan elde edilen Fibrinojen (Sigma, 65-85%) kullaniimistir.

Askida damla cihazinda yapilan dinamik adsorpsiyon deneyleri igin organik faz olarak
kloroform (Sigma - Aldrich) tercih edilmis ve kloroformun sudaki kisitli ¢ézunarlugu
sebebiyle, su ile ayni ortamda tutularak iki faz birbirlerine doyurulduktan sonra
(yaklasik 24 saat) ¢ozeltiler hazirlanmistir (Li et al., 1999). LB — minitrough ve askida
damla cihazinda élgimler igin kullanilacak olan tampon ¢oézeltisi pH’1I 7.4 olan fosfat
tampon olarak secilmistir. Fosfat tamponun hazirlanmasi i¢in ise sodyum Kklorur
(NaCl), sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.H,O) (Sigma - Aldrich) ve disodyum
hidrojen fosfat dodekahidrat (Na;HPO4.12H,0) (Merck) tuzlari kullaniimis ve tuz
molaritesi deneysel sisteme gore 150 mM veya 200 mM olarak tercih edilmigtir.
Deneylerin timunde ultra saf su (Millipore) kullaniimig (18.2 mQ.cm) ve deneyler oda

sicakhginda gergeklestirilmistir (22 °C).
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Kloroformun su ile doyurulmasi disinda kullanilan diger ¢dzici ve kimyasallar

herhangi bir ek islem uygulanmadan, temin edildikleri halleri ile kullaniimigtir.

3.2. IPL (Ion Pair Llpld), C42H38N010+C8F1703S- Molekuliiniin Sentezi

8 karbonlu florokarbon ile 16 karbonlu hidrokarbon zincir gruplari kuyruk gruplarini
olusturmak Uzere, katyonik amonyum ve anyonik sulfit bas gruplarini bir arada
bulunduran iyon — Giftli hibrit bir yuzey aktif madde olarak tasarlanan
C42HggNO19 CgF1703S (IPL)'nin sentezi tek basamaktan olusmaktadir. Sentez semasi
Sekil 3.1°de gorllmektedir.

(@) (b) (© (d) (€)

Sekil 3.1 IPL molekllinin sentezi (a): Brij 56, (b): trietilamin, (c): perfloro-1-
oktansulfonil florir, (d): C42HgsNO19"CgF1703S (IPL), (€): tuz

Sentez, prosedird daha oOnce belirlenen sekilde gergeklestiriimis ve gerekli
saflastirmalarin tamamlanmasi sonucunda elde edilen Urlnin ylksek saflikta oldugu
'H-NMR analizi ile belirlenmistir (Unsal and Aydogan, 2009; Uslu, 2009).

3.3. Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Solunum, alveollerin genigleyip daralmasiyla ¢ok hizli bir sekilde gerceklesen ve
surekli devam eden dongusel bir prosestir. Dolayisiyla ARDS igin tedavi amaciyla
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gelistirilen ilaglarin, akciger ylzey aktif maddesini olugturan bilesenlerin ve kan
proteinlerinin dinamik adsorpsiyon Ozelliklerinin dikkatle incelenmesi gerekmektedir.
Bu kapsamda ilk olarak, adsorpsiyon hizi yliksek ve kan proteinleri ile yarismal
adsorpsiyona girerek onlarin yuzeye adsorbe olmalarini 6nlemesi amaciyla
tasarlanan IPL molekulunun, akciger ylzey aktif madde karigsiminda lipidlerin buyuk
bir kismini olusturan DPPC’nin ve kan proteinleri arasinda en ¢ok soruna yol actigi
bilinen fibrinojen proteininin, fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde dinamik
adsorpsiyon 0zellikleri belirlenmistir. Daha sonra bu molekullerin birbirleriyle
etkilesimleri arastirilmis, kisa ve uzun zamanda gosterdikleri dinamik adsorpsiyon
Ozellikleri incelenmigtir. Dinamik adsorpsiyon ¢alismalarinin ikinci kisminda ise, RDS
tedavisinde etkin olarak kullanilan ve buzagi akciger lavajindan elde edilen
Infasurf®in adsorpsiyon Ozellikleri tespit edilmis ve daha sonra fibrinojen varligindaki

davranisi karakterize edilmigtir.

Dinamik adsorpsiyon Olgumleri ‘Askida Damla Teknigi’ ile gergeklestiriimis ve bu
teknik icin Askida Damla (Pendant Drop) Cihazi (Kriss DSA 10 - MK2, Almanya)
kullaniimistir. Bu metod, olusturulan damlanin profiline bagl olarak ytzey geriliminin,
ylzey agisinin, yuzey alaninin ve hacminin belirlenmesini ve ayrica bu parametrelerin
zamana, sicakliga ve basinca gore degisiminin incelenmesini saglamaktadir. Askida
damla tekniginin en 6nemli avantaji, sistemin 3 boyutlu olmasidir. Yani, olusturulan
damla ile alveoller modellenebilmekte ve hatta alinacak dlgume gore damlanin belirli
bir periyotta hacmi arttinlip — azaltilarak solunum taklit edilebilmektedir. Dolayisiyla
deneysel olarak gergek sisteme yakin bir sistem elde edilebilmektedir. Ayrica, bu
cihaz ile hava — sivi ara yuzeyinde olgum alinabildigi gibi sivi — sivi ara yuzeyinde de
Olgum alinabilmektedir (del Rio and Neumann, 1997). Askida damla cihazi temel
olarak oOrnek haznesi, kamera sistemi ve olusturulan damlanin bilgisayara
aktariimasiyla, askidaki damla profilinden yuzey gerilimini hesaplayan ve alinan
verilerin  kaydedilmesini saglayan bilgisayardan olugsmaktadir. Sekil 3.2, tez
calismasinda dinamik adsorpsiyon Olgumlerinin yapilmasi igin kurulan ve kullanilan

deney duzenegini gostermektedir (He et al., 2008).
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Sekil 3.2 Dinamik adsorpsiyon deneyleri i¢in olusturulan deney sisteminin (a) sematik
gOsterimi, (b) Askida damla cihazi

Olusturulan damlanin profili kullanilarak ylzey gerilimi, Young — Laplace denklemine

dayanarak askida damla igin gelistirilen Esitlik 3.1’den hesaplanmaktadir.

2 1 [Ap g (3.1)
TApex T1

Esitlik 3.1’de y ylzey gerilimini, Ap dlgim alinan ara yuzeyler arasindaki yogunluk
farkini, z olusturulan damlanin yuksekligini gosterirken rapex z'nin sifir oldugu
durumdaki vyarigap; rp ve r, ise damla yuzeyindeki egimlilik yarigcaplarini

gOstermektedir (Yeow et al., 2008).
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Sekil 3.3 Askida damla profilinin geometrisi ve hesaplamada kullanilan simgeler

Dinamik adsorpsiyon 6zelliklerinin incelenmesinde tum deneyler, tampon/kloroform
ara ylzeyinde vyapilmis ve kloroformun sudaki kismi ¢o6zundrligl dolayisiyla,
kullanilacak kloroform, su ile yaklasik 24 saat doyurulmustur. Sistem, her deney
oncesinde ultra saf su (18.2 mQ.cm) ile kalibre edilmis, dogru 6lgiim alinabilmesi igin
gerekli kamera ayarlari optimize edilmistir. Cihazin temizlenmesi i¢in her dlgimden
once, deney duzeneginden saf su gegcirilerek sistemde Kkirlilik kalmadigindan emin
olunmustur. Ucunda damla olusturulan igne ise yine her dlgimden Once ve sonra
olmak uUzere, etanol ve saf su ile temizlenmistir. Kalibrasyon asamasindan sonra,
cihaza kloroform iginde hazirlanmis ¢ozelti c¢ektirilmis; sivi-sivi ara yuzeyinin
olusturulabilmesi igin kuartz kivet, tampon ¢ozelti ile doldurulmus ve kuvetin icine
daldiriimig olan ignenin ucunda belirli hacimde damla olugturularak yuzey geriliminin
zamanla degisimi kaydedilmig, olgumler ara yluzey dengeye gelinceye kadar devam
ettirilmigtir. Tum deneyler oda sicakliginda (22°C) gergeklestiriimigtir. Alinan zaman

Olcimleri +1 saniye hassasiyetindedir.

Tez kapsaminda dinamik adsorpsiyon calismalari Sekil 3.4'te akis semasi ile
gosterilen sistematik sira izlenerek gergeklestiriimigtir. Bu siralamanin takip
edilmesiyle veri takibi kolaylasirken, elde edilen sonuglarin birbirine gore daha saglikli

bir sekilde yorumlanmasi saglanmisgtir.
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Dinamik
Adsorpsiyon
Ozelliklerinin
Incelenmesi

Akciger Ara Yiizey T Dogal Akciger
Modellerinin Fibrinojenin Yiizey Aktif Madde
Dlnam]k Adsorpsiyon Karisiminin I_)mamlk
Jdeorpatyon Gesliorinin scrpalyon
Incelenmesi ncelenmesi ) Incelenmesi
|
[ ]
DPPC IPL INFASURF®

Organik Fazda IPL

Tampon Fazinda IPL

DPPC/IPL
Kansimlarn

Olusturulan Ara
Yiizey Modellerine
Fibrinojen Etkisinin
incelenmesi

Infasurf® ve

DPPC ve Fibrinojen Fibrinojen

IPL ve Fibrinojen

Organik Fazda IPL
ve Fibrinojen

Tampon Fazinda
IPL ve Fibrinojen

DPPC/IPL
Karisimlan ve
Fibrinojen

Sekil 3.4 Dinamik adsorpsiyon 6zelliklerinin belirlenmesi igin olusturulan akis semasi
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3.3.1. Akciger Ara Yiizey Modellerinin Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin

incelenmesi

3.3.1.1. DPPC’nin Dinamik Davraniginin Belirlenmesi

DPPC’nin istenilen derisimdeki c¢ozeltileri yaklasik 24 saat su ile doyurulmus
kloroformda hazirlanmistir. DPPC c¢ozeltisi sistemde kloroformdan olusan damla
fazinda bulunmaktadir. Dis faz igin ise kuartz kivet 150 mM’lik fosfat tampon ile
doldurulmustur. DPPC’nin dinamik davranisinin belirlenmesi igin kurulan deney
sisteminin sematik gosterimi Sekil 3.5’teki gibidir. Olugturulan damlanin yuzey
gerilimindeki degisim zamanla kaydedilmis ve bdylece DPPC igin bir ylzey gerilimi —
zaman izotermi olusturulmustur. Olgimler 0.5, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01, 0.005, 0.002 ve
0.0004 mM DPPC derisimleri icin tekrar edilmis ve elde edilen veriler literatlr ile

kargilastirilarak alinan dlgimlerin dogrulugundan emin olunmustur.

*’

0———__ -, Klorofarm

tazdalipid
~_ P

e
~# Fosfat
tampon

Sekil 3.5 DPPC’nin dinamik adsorpsiyon 6zelliginin incelenmesi igin kurulan deney
sistemi

3.3.1.2. IPL Molekiliniin Dinamik Davraniginin Belirlenmesi

Tez kapsaminda dinamik adsorpsiyon deneyleri askida damla metodu ile fosfat
tampon/kloroform ara ylzeyinde gerceklestiriimistir. IPL yapisindaki gruplar
sayesinde hem kloroform gibi organik bir ¢dzlicude, hem de tampon ¢ozelti gibi sulu
cOzeltilerde ¢dzunebilmektedir. IPL'nin bu 6zelligi kullanilarak adsorpsiyon davranigi
iki ayri fazdan da belirlenebilmistir. ilk olarak DPPC ile karigim olusturabilmesi ve
DPPC’nin adsorpsiyon ozellikleri ile karsilastirilabilmesi agisindan IPL kloroformda
¢ozdurulmus ve ara yuzeye bu fazdan adsorbe olmustur. IPL i¢in kurulan diger
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deney sisteminde ise, IPL sulu fazdan (fosfat tampon fazindan) ara yuzeye adsorbe
olmus ve boylece IPL'nin fosfat tampon/kloroform ara yuzeyine adsorpsiyon
davranisi, deney sistemine tampon fazindan dahil olan Infasurf® ile

karsilastirilabilmigtir.

3.3.1.2.1. IPL Molekiiliiniin Organik Fazdan Fosfat Tampon/Kloroform Ara

Yiizeyine Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

IPL molekulunun organik fazdan fosfat tampon/kloroform ara ylzeyine dinamik
adsorpsiyon ozelliklerinin incelemesi igin degisik konsantrasyonlarda IPL ¢ozeltileri
hazirlanmis ve DPPC ile ayni kosulda deneyler gerceklestiriimistir (Sekil 3.6a). Ancak
bu deney kosulunda, molekulin fosfat tampon fazindaki kismi ¢ézunarliginden ve bu
fazin hacminin kloroformdan olusan damla hacmine gore daha fazla olmasindan
dolayr tampon c¢ozeltisine gectigi tespit edilmistir. Dagilma (ayrisma) olarak
adlandirilan bu durumda, IPL’nin dagilim katsayisi hesaplanmistir (Ferrari et al.,
1997; Ravera et al., 2000; Catanoiu et al., 2011).

Dagilma etkisinin gorulmedigi durumda IPL’nin dinamik davraniginin belirlenmesi icin
deney sistemi ters cgevrilmis; yeni deney dizeneginde damla tampon ¢dzeltiden
olusurken, IPL’nin ¢dzuldugu kloroform fazi, kuartz kiivete doldurulmustur. Boylece iki
fazin hacim oranlari degismis ve molekul literatlirdeki Orneklere uygun olarak
kloroform/tampon ara yuzeyinde kalmistir. Elde edilen ylzey gerilimi — zaman
izotermlerinden IPL’nin dinamik davranigi karakterize edilmigtir. Bu inceleme igin
kullanilan IPL konsantrasyonlari sirasiyla 0.05, 0.01, 0.005, 0.002, 0.0012, 0.0004 ve

0.0008 mM olarak belirlenmis ve kurulan deney sistemi Sekil 3.6(b)'de gdsterilmigtir.
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Sekil 3.6 (a) IPL molekulinin kloroform fazindan ara yizeye dinamik adsorpsiyon
Ozelliginin incelenmesi igin kurulan deney sistemi, (b) IPL’'nin dagiima etkisinin
giderilmesi i¢in kurulan deney sistemi

3.3.1.2.2. IPL Molekuliinin Tampon Fazindan Fosfat Tampon/Kloroform Ara

Yiizeyine Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

IPL suda c¢ozlnebilen bir ylizey aktif maddedir. Bu 6zelligi kullanilarak dis fazda
tampon c¢ozelti varken IPL’nin adsorpsiyon oOzellikleri tampon c¢ozelti icinde de
belirlenmistir. Boylece ayni molekilun iki farkh fazda davranigi incelenmigtir. Ayrica,
bu deney sistemi Infasurf® ile IPL’'nin karsilastirilabilmesi adina kritiktir. IPL, yliksek
ylzey aktivitesine sahip bir molekuldir ve ayrica kan proteinlerinden fibrinojenin ara
ylzeye adsorbe olmasini kismi olarak engelledigi diusuntlmektedir. Gergeklestirilen
bu basamak, ortamda fibrinojen ve IPL’'nin birlikte oldugu sistem igin bir 6n
calismadir. Bu amagclarla kurulan sistem Sekil 3.7'deki gibidir. IPL kUvetteki son
konsantrasyonlari 0.18 mM ve 0.09 mM olacak sekilde iki farkli konsantrasyon degeri
icin suda ¢ozdurilmus ve fosfat tampon c¢ozelti ile dolu kuartz kivete enjekte
edilmistir. Cihaza ise su ile doyurulmus kloroform cektiriimis ve iginde fosfat
tamponda IPL c¢ozeltisi olan klvette bir damla olusturulmustur. Zamanla yuzey
gerilimi olgumleri alinmis ve sonuglar Infasurf® izotermleri ve ayrica fosfat tampon

fazinda fibrinojenin de oldugu durumdaki izotermlerle karsilastiriimigtir.
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Sekil 3.7 IPL molekillinun fosfat tampon fazindan ara ytizeye dinamik adsorpsiyon
ozelliginin incelenmesi igin kurulan deney sistemi

3.3.1.3. DPPC/IPL Karigimlarinin Organik Fazdan Fosfat Tampon/Kloroform Ara

Yiizeyine Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

DPPC ile IPL’nin nasil etkilestigini anlamak, ve IPL’'nin DPPC’nin dinamik davranisi
Uzerindeki etkisini incelemek tez kapsamindaki énemli hedeflerden birisidir. Bunun
icin molce %90 DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL, %70 DPPC - %30 IPL
oranlarinda karigsimlarin istenilen derisimdeki ¢ozeltileri yaklasik 24 saat su ile
doyurulmus kloroformda hazirlanmig, ve cihaza cektirilmigtir. Dis faz olarak yine
kuartz kivet tampon ¢ozelti ile doldurulmus ve ikili karisimdan olusan bu sistem igin
yluzey gerilimi — zaman O&l¢gimleri alinmistir. DPPC — IPL karigimlarinin dinamik
adsorpsiyon davraniglarinin incelenmesi icin kurulan deney sistemi saf DPPC’nin ve
kloroform fazindaki IPL’nin dinamik adsorpsiyon davraniginin incelenmesi igin kurulan

deney sistemi ile aynidir (Sekil 3.5, Sekil 3.6a).

3.3.1.4.Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karigiminin (Infasurf®) Dinamik

Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Dogal akciger yluzey aktif madde karisimi olan Infasurf®(in dinamik adsorpsiyon
davraniginin incelenmesi tez kapsaminda yapilan temel deneylerden biridir. Bu
sekilde RDS igin tedavi amacli kullanilan bir karisim ile etkin bir surfaktant oldugu
dusundlen IPL'nin ozellikleri kargilastirilacaktir. Bu deney sistemi igin diger sistemlerle
kargilastirabilmek adina, 24 saat su ile doyurulmus kloroform askida damla cihazina
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cektilirmis ve icinde 200 mM’lik fosfat tampon bulunan kuartz kiivete Infasurf® enjekte
edilerek, ¢ozeltinin icinde bir damla olusturulmustur (Sekil 3.8). Olusturulan damlanin
yuzey gerilimindeki degisim zamanla kaydedilmis ve elde edilen izotermler
yorumlanmistir. Bu deney 0.013, 0.026 ve 0.032 mg/mL olmak lizere 3 farkli Infasurf®
konsantrasyonu ile gerceklestiriimis ve calismanin diger kisimlari i¢in kullanilacak
optimum Infasurf® konsantrasyonu 0.026 mg/mL olarak belirlenmistir. Bu sekilde elde
edilen uzun ve kisa zamanli dinamik davranisi, IPL ile kargilastirilmis ve boylece iki

maddenin adsorpsiyon ozellikleri kiyaslanmistir.

*
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i \' Fosfattampon

fazinda
INFASURF®

Sekil 3.8 Infasurf®un fosfat tampon fazindan ara ylzeye dinamik adsorpsiyon
ozelliginin incelenmesi igin kurulan deney sistemi

3.3.1.5. Fibrinojenin Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Yuzey aktif oldugu bilinen serum proteinlerinden, en problematik olan protein
surfaktant inaktivasyonuna yol acan ve ara yuzeye yerleserek pihti olusturan
fibrinojendir. Dolayisiyla, fibrinojenin tek bagina dinamik adsorpsiyon o6zelliklerinin
bilinmesi, daha sonra sisteme eklendiginde elde edilecek verilere yorum yapilabilmesi
icin kritiktir. Fibrinojenin adsorpsiyon oOzelliklerinin incelenmesi igin kurulan deney
sistemi Sekil 3.9’daki gibidir.
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Sekil 3.9 Fibrinojen proteininin dinamik adsorpsiyon 6zelliginin incelenmesi igin
kurulan deney sistemi

Fibrinojen, gercek sistemi taklit edebilmek adina pH1 7.4 olan 150 mM’lik fosfat
tamponda c¢ozdurulmastur. Diger deneyler ile tam olarak kargilastirilabilmesi igin
cihaza su ile doyurulmus kloroform c¢ektirilmis ve fibrinojenin 1, 5, 10, 25, 50, 100 ve
500 ppm derisimlerindeki c¢ozeltilerinin  fosfat tampon/kloroform ara ylzeyine
adsorpsiyonu kloroform damlasinin olugturuldugu andan itibaren zamanla yuzey
geriliminin degisimi Olgulerek incelenmigtir. Bu bolimde alinan tum veriler, daha sonra

fibrinojenin etkisinin incelendigi bolimler igin temel niteligi olusturmaktadir.

3.3.2. Olusturulan Ara Yiizey Modellerine Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Tez kapsaminda kullanilan molekdillerin her birinin tek basina fosfat tampon/kloroform
ara yuzeyindeki davraniglari belirlendikten sonra, dinamik kosullarda fibrinojen
etkisinin anlagiimasi amaciyla DPPC ile fibrinojen, IPL ile fibrinojen, DPPC-IPL
karisimlari ile fibrinojen ve Infasurf® ile fibrinojenin bir arada bulundugu deney

sistemleri kurularak, fibrinojenin ara ylzeydeki etkisi incelenmigtir.

3.3.2.1. DPPC’nin Dinamik Davranisina Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Bu kisim igin oncelikle kloroform fazdaki damlada DPPC ¢ozeltisi varken, ara yuzeyin
dengeye gelmesi beklenmis ve ylzey gerilimi inebilecedi en dusuk degere inip,
zamanla degisim gostermezken, tampon faza degisik konsantrasyonlarda fibrinojen
cOzeltisi enjekte edilmistir. Kurulan bu sistemle, iki madde ara ylizeye farkl fazlardan
adsorbe olmakta ve dolayisiyla yuzey geriliminde olusan degisim birbirleriyle yigin

fazdaki etkilesimlerinden degil, sadece ara yuzeydeki etkilesimlerinden kaynakli
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olmaktadir. Lipid ve proteinlerin bir arada bulundugu ara yuzeyler ¢ahgilirken, kurulan
bu deney sistemi literatirde de sikga kullaniimaktadir (He et al., 2008) DPPC igin
kullanilacak lipid konsantrasyonu, literatlirle de uyumlu olacak sekilde 0.005 mM

olarak secilmigtir.

(}\\ﬁ Kloroform

fazda lipid

Fosfattampon
fazinda
Fibrinojen

Sekil 3.10 DPPC ve IPL’nin dinamik davranigina fibrinojen etkisinin incelenmesi icin
kurulan deney sistemi

Belirlenen konsantrasyondaki ¢ozelti kullanilarak i¢i fosfat tampon ¢dzeltisi ile dolu
olan kuartz kuvette bir damla olusturulmustur. Olugturulan damlanin yuzey gerilimi
sabitlendikten sonra, disaridan damlanin durusu etkilenmeyecek sekilde Hamilton
mikro siringa ile son konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde fibrinojen c¢ozeltisi
enjekte edilerek yuzey gerilimindeki degisim incelenmigtir. Kurulan deney sisteminin
modeli Sekil 3.10’da gdsterilmektedir. Bu deneyler kivette son konsantrasyonlari 50
ve 100 ppm olacak sekilde, fibrinojen ¢ozeltileri tekrarlanmis ve degisen fibrinojen

konsantrasyonu igin ara yluzeydeki davranis karakterize edilmistir.

3.3.2.2. IPL Molekiiliiniin Dinamik Davranigina Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

3.3.2.2.1. Organik Fazdaki IPL Molekuliiniin Dinamik Davranigina Fibrinojen
Etkisinin incelenmesi

Bu deney sistemi igin bir onceki sistemde organik fazdaki IPL igin elde edilmis
sonuglardan, kullanilacak olan lipid konsantrasyonu segcilmigtir. IPL i¢cin de DPPC’de
oldugu gibi konsantrasyon 0.005 mM olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyondaki
¢Ozelti damla fazinda olacak sekilde fosfat tampon ¢ozeltisi ile dolu olan kuartz
kUvette bir damla olusturulmustur. Olusturulan damlanin ylzey gerilimi sabitlendikten
sonra, kuvetteki son konsantrasyonu ayri ayri 10, 50 ve 100 ppm olacak sekilde

fibrinojen ¢oOzeltisi mikro siringa yardimiyla fosfat tampon fazina enjekte edilerek
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yuzey gerilimindeki degisim incelenmistir. Kurulan deney sistemi Sekil 3.10'daki
gibidir. Bu deneyler birkag farkli fibrinojen konsantrasyonu ile tekrarlanmis ve degisen

fibrinojen konsantrasyonu igin ara ylzeydeki davranis belirlenmigtir.

Elde edilen veriler, sistemde sadece fibrinojen oldugunda elde edilen verilerle
karsilastirilip, ara ylizeyde bulunan lipidlerin, dis fazdan enjekte edilen fibrinojenin ara

yuzeye adsorbe olmasini ne derecede engelledikleri belirlenmistir.

3.3.2.2.2. Fosfat Tampon Fazindaki IPL Molekiliinin Dinamik Davranisina

Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

0\> Kloroform

\ Fosfattampon
fazinda

Fibrinojen IPL

Sekil 3.11 Fosfat tampon fazindaki IPL’nin dinamik davranisina fibrinojen etkisinin
incelenmesi i¢in kurulan deney sistemi

Bu kisimda IPL’'nin organik faz yerine fosfat tampon fazindan ara yuzeye
adsorpsiyonuna fibrinojenin etkisi arastiniimistir. IPL’nin fosfat tampon fazinda da
kullanilabilmesi, ara ylzey 6zelliklerine fibrinojen etkisinin tam olarak anlasilabilmesi
icin degisik deney kosullari olusturulabilmesini saglamistir. Kullanilan fibrinojen
¢Ozeltilerinin derisimi diger kisimlarla ayni olacak sekilde 10, 50 ve 100 ppm’dir. IPL
cozeltisinin derisimi ise 0.09 mM olarak belirlenmistir. ilk deney kosulunda IPL suda
¢bzlUndukten sonra tampon faza enjekte edilmis ve bu ¢o6zelti icinde kloroform
damlasi olusturulmustur. IPL'nin damlaya adsorbe olmasi ve ara ylzeyin dengeye
gelmesi beklenmis; yuzey gerilimi sabit kaldiktan sonra hazirlanan fibrinojen ¢ozeltisi
fosfat tampon fazina enjekte edilmistir (Sekil 3.11). Fibrinojenin enjekte edilmesinden
sonra yuzey gerilimindeki degisim incelenmis, izotermin profili ve ulastigi degerlerden

fibrinojenin ara yuzeye etkisi belirlenmisgtir.
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Kurulan diger sistemde ise, IPL ve fibrinojenin kiivete ayni anda enjekte edilmesiyle
iki maddenin birbirlerine kargi yarigmali adsorpsiyon 06zelliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Kloroform damlasi fosfat tampon c¢ozeltisi iginde olusturulmus, ve
damlanin ylzey gerilimi sabit iken, tampon fazina IPL ile fibrinojen ayni anda enjekte
edilmigtir. Bu sekilde iki maddenin ayni fazdan ara yuzeye adsorpsiyonu incelenmis,
yuzey geriliminin zamanla degisimi olgulerek elde edilen sonugtan ara yluzeyde hangi
maddenin baskin oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar IPL’nin ve fibrinojenin ara
yluzeyde tek baslarina bulunduklari sonuglar ile karsilastiriimistir. Kurulan deney
sistemi Sekil 3.12’deki gibidir.

0'/7 Kloroform
Fosfat tampon /. o Fosfattampon

fazinda IPL fazinda
Fibrinojen

Sekil 3.12 IPL ile fibrinojenin yarismali adsorpsiyonu icin kurulan deney sistemi

3.3.2.3. DPPC/IPL Kansimlarinin Dinamik Davranigina Fibrinojen Etkisinin

incelenmesi

DPPC ve IPL igin yuzey geriliminde yeterli derecede fark goriulen konsantrasyon
0.005 mM olarak belirlenmigtir. Dolayisiyla, bu iki maddeden olusan karisimlar da net
konsantrasyonlari 0.005 mM olacak sekilde hazirlanmigtir. Calismanin bu kismi igin
cOzeltideki yuzey aktif madde konsantrasyonu 0.005 mM olacak sekilde molce %90
DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL, %70 DPPC - %30 IPL oranlarinda
karigimlari 24 saat su ile doyurulmus kloroformda hazirlanmig, ve cihaza gektirilmistir.
Her bir karisim orani i¢in ayri ayri olmak Uzere, ignenin ucunda olusturulan damlanin
dengeye gelmesi beklenmis ve ylzey gerilimi sabitlendikten sonra, fosfat tampon faza
belirli hacimlerde fibrinojen ¢Ozeltisi enjekte edilerek yuzey gerilimindeki degisim
incelenmigtir. Bu kisim i¢cin sematik deney sistemi damla fazinda DPPC vyerine
DPPC/IPL karigimi olacak sekilde, Bolum 3.3.2.1 ile aynidir (Sekil 3.10). Bu deneyler
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10, 50 ve 100 ppm fibrinojen konsantrasyonlari ile tekrarlanmis ve degisen fibrinojen
konsantrasyonu igin ara yuzeydeki davranig karakterize edilmistir. Elde edilen
sonuglar saf DPPC ve saf IPL icin elde edilen sonuglarla karsilastirimis ve

karisimlardaki DPPC — IPL miktarina gére degisen sonuglar yorumlanmistir.

3.3.2.4. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®) Dinamik

Davranigina Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Bu béliimde, Infasurf®iin 6zelliklerine fibrinojen etkisinin tam olarak anlasilabilmesi
icin IPL’nin tampona fazindan sisteme verildigi deney kosullari ile ayni deney kosullari
olusturulmustur. Bu kosullarin ilkinde, fosfat tampon fazinda bulunan Infasurf®iin
fosfat tampon/kloroform ara yuzeyine adsorbe olmasi beklenmis ve yuzey gerilimi
dengeye geldikten sonra, tampon fazina kuvetteki son konsantrasyonu 10, 50 ve 100
ppm olacak sekilde fibrinojen enjekte edilmistir. Elde edilen ylzey gerilimi — zaman
izoterminden Infasurf® yiizeye adsorbe olduktan sonra fibrinojenin ara ylizeye girip
giremedigi kismi olarak belirlenmis ve fibrinojenin ylzey gerilimine ne derecede etki
edebildigi incelenmistir. Bdylece Infasurf® dogal yiizey aktif madde karisimi gibi

kullaniimis ve bu deney duzenegi ile surfaktant inaktivasyonu modellenmisgtir.

(")/2 Kloroform
Fosfat tampon/ Fosfattampon

fazinda Infasurf® .-" fazinda

Fibrinojen

Sekil 3.13 Infasurf® ile fibrinojenin yarismali adsorpsiyonu icin kurulan deney sistemi

ikinci sistem ise Infasurf® ile fibrinojenin yarismali adsorpsiyon kosulundaki
davraniglarinin incelenmesi amaciyla kurulmustur. Bu deney sistemi Sekil 3.13te
gOsterilmistir. Tampon ¢ozelti ile dolu kuartz kivetin icinde kloroform damlasi
olusturulmus ve 0.026 mg/mL derisimindeki Infasurf® ile fibrinojen ayni anda kiivete

enjekte edilmistir. Elde edilen ylzey gerilimi — zaman izotermlerinden sistemin
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dinamik davranisi Uzerinde hangi maddenin daha baskin oldugu incelenmis ve elde
edilen sonuglar her birinin ara ylUzeyde tek baglarina bulunduklari sonuglar ile

f®; -

kargilastiriimistir. Béylece Infasurf~ Un ile fibrinojenin etkilesimi daha iyi anlasilirken

IPL ile de etkin bir kiyaslama yapilmistir.

3.4. Model Akciger Yiizey Aktif Maddesinin Ara Yiizey Ozelliklerinin iki Boyutlu

Sistem ile incelenmesi

Solunumun surekli devam eden dongusel bir proses oldugu dusunuldiginde yuzey
aktif maddelerin ara yuzey 6zellikleri ve dénglsel davranislari, dinamik adsorpsiyon
Ozellikleri kadar dnem kazanmaktadir. Dinamik adsorpsiyon olgumleri, 3 boyutta
analiz yapilabilen askida damla teknigi ile yapilirken, maddelerin olusturduklari tekli
tabakalarin ylzey davraniglarinin karakterize edilmesinde Langmuir — Blodgett (LB)
minitrough (Kibron, Finlandiya) cihazi kullaniimigtir. Ylzey basinci ya da ylzey
gerilimi olgumleri igin kullanilan LB cihazi, i¢i siviyla doldurulan bir tank, olusturulan
film tabakasinin yiizeyinde istenilen hizda hareket edebilen Teflon® bariyerler ve

elektrobalans sistemine bagl bir platin igneden olugmaktadir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 Langmuir — Blodgett Cihazi

LB cihazinin galisma prensibi oldukga basittir: platin ignenin, hava/sivi ara ylzeyine
degdiriimesiyle sivi tarafindan igneye uygulanan ¢ekme kuvveti ol¢ilir ve bu kuvvet
Esitlik 3.2 kullanilarak ylzey gerilimine donuasturtlir. Yuzey gerilimi ise yluzey
basincina Esitlik 3.3’teki gibi baghdir.
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Bu cihaz dzellikle ylizeye yayillmis film tabakalari (akciger ylzey aktif maddesi gibi) ile
calismak igin uygundur. Yuzey alanindaki degisim ile degisen yuzey geriliminin
Olcllmesi, nefes alis-veris donglusunud taklit edebilmek igin ¢ok uygundur ancak bu
sistemle dinamik degil, daha ¢ok statik ozellikler incelenebilmektedir (Serrano and
Perez-Gil, 2006).

Ara yluzey etkilesimlerinin incelenmesinde tim deneyler hava/sivi ara ylzeyinde
gerceklestiriimis ve sivi faz olarak fosfat tampon c¢ozeltisi kullanilmigtir. Kullanilan
tampon, Infasurf® iceren deneyler i¢in igeriginde 200 mM NaCl, 32 mM NaH,PO4.H,O
ve 93 mM Na,HPO,4.12H,0 olacak sekilde hazirlanmig, diger deneylerde ise 150 mM
NaCl, 32 mM NaH,PO,4.H,0 ve 93 mM Na,HPO,4.12H,0 igeren tampon kullaniimistir.
pH’I 7.4 olan bu iki tampon ¢ozeltisinin kullanilma amaci, akciger ortaminin taklit
edilebilmesidir (Kim and Franses, 2006). Her deney oncesinde cihaz ultra saf su (18
mQ.cm) kullanilarak kalibre edilmigtir. Platin igne her dlgimden 6nce ve sonra su,
etanol, saf su ile temizlenmis ve sterilize etmek igin kizgin alevde yakilmistir.
Kullanilacak Teflon® tank ve bariyerler de ayni sekilde deney éncesinde su, etanol ve
saf su ile temizlenmig ve kurutulmustur. Tum deneyler oda sicakhdinda

gerceklestiriimigtir (22°C). Elde edilen sonuglar £0.01 mN/m hassasiyetindedir.

3.4.1. IPL’nin Kritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Yuzey aktif maddenin hidrofobikliginin ve ylzey aktivitesinin bir gostergesi olan Kritik
Misel Konsantrasyonu (KMK), surfaktantlar i¢cin énemli bir parametredir. Calismada
sentezlenen IPL molekllinin kritik misel konsantrasyonunun belirlenmesi igin 7 farkh
derisimde hazirlanan IPL’nin sulu ¢odzeltilerinin hava/su ara ylzeyinde ylzey
gerilimleri zamana kargi 6lgulmus ve her bir ¢dzeltinin dengeye geldigi denge yuzey

gerilimi kaydedilmigtir. Daha sonra konsantrasyon degerlerinin logaritmasi alinarak
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yuzey gerilimi - logC grafigi elde edilmistir. Bu grafikteki keskin kiriima noktasi, IPL’nin

KMK degerini vermektedir.

Kritik misel konsantrasyonunun belirlenmesi disinda, LB cihazi ile yapilan deneyler
zamanla basing degisimi ve degistirilen yuzey alanina kargi basing degisimi olarak
ikiye ayrilmaktadir. Her deney icin kullanilacak yigin faz 58 mL hacmindeki tanka
doldurulmus ve hava/sivi ara yuzeyine enjekte edilecek maddeler uygun
¢bzuculerinde ¢ozduruldukten sonra mikro siringa ile ylzeye yayilmistir. DPPC, IPL
ve DPPC-IPL karigimlan igin hidrofobik ¢6zlici olarak hacimce 90/10 oraninda
hekzan/etanol kullaniimig ve karisim ylzeye enjekte edildikten sonra belirli bir sure
(~10 dakika) ¢ozucunin uzaklagsmasi beklenmistir. Fibrinojen igin ise ¢dzlcu olarak
150 mM’'lik fosfat tampon kullaniimistir. Bir serum proteini olan fibrinojenin ytzey
aktivitesi ¢ozelti haline getirildikten 4 saat sonra azalmaktadir (Hernandez et al.,
2002). Dolayisiyla yapilan deneyler bu durum dikkate alinarak gergeklestirilmistir.
Yapilan deneylerde yuzey basincinin zamanla degisimi kaydedilmis ve sistemde
daha fazla degisim goértlmedigi noktada (basincin dengeye gelmesinden sonra)
Teflon® bariyerlerin 140.250 mm/dakika hizinda sikistiriip — agilmasiyla degisen
yuzey alanina kargl basing degisimi kaydedilmistir. Elde edilen izotermler ile ara

yuzeyde bulunan maddeler ile ilgili yorum yapilmigtir.

3.4.2. Akciger Ara Yiizey Modellerinin Ara Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi

Tez kapsaminda ara yluzey oOzelliklerinin 2 boyutta incelenmesi calismalari Sekil
3.15'te akis semasi ile gosterilen sistematik sira izlenerek gergeklestiriimistir. Bu

siralamanin takip edilmesiyle veri takibi kolaylasirken, elde edilen sonuglarin birbirine

goOre daha sagdlikh bir sekilde yorumlanmasi saglanmistir.
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Sekil 3.15 Ara yluzey ozelliklerinin iki boyutlu system ile belirlenmesi i¢in olusturulan
akis semasi
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3.4.2.1. DPPC’nin, IPL’nin ve DPPC — IPL Karigimlarinin Ara Yiizey Ozelliklerinin

Belirlenmesi

DPPC, IPL ve molce %90 DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL, %70 DPPC - %30
IPL oranlarindaki DPPC — IPL karnisimlari 90/10 (v/v) hekzan/etanol karisim ile
¢cozdurulmus ve tekli tabakanin olusumu igin tampon yigin fazinin yuzeyine mikro

siringa ile yayllmiglardir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16 LB cihazinda hava/sivi ara yuzeyine mikro siringa ile 6érnek yayilmasi

Cozucunuin ugmasi beklendikten sonra sabit hizda sikistiriip — genisletiimis ve
bdylece ylzeyin dongusel davranigi incelenmistir. Sekil 3.17°de sikistirma izoterminin
elde edilisi sematik olarak gosterilmigtir. LB tanki ylzeyinde olusan film tabakasi 2
boyutlu olarak kabul edilmektedir. Nefes alis — verisi dongusel bir prosestir,
dolayisiyla tasarlanan bu deney sistemi ile solunum 2 boyutta modellenmistir. DPPC
icin elde edilen karakteristik izoterm, literattrle karsilastiriimis ve sistem ile dogru
Olcim alinabildigi belirlenmistir. Bariyerlerin sikistirihip — genigletiimesiyle elde edilen
izotermler, her bir sistemin karakteristik histeresiz davranisini vermis ve her bir

cevrimde ara yuzey davranisi incelenmistir.

66



Teklitabaka

Hava

b_l Sivi I I Bariyerler Ylzey

basinci
artar

\ \ ¢

Alan (nm3¥molekil)

Sekil 3.17 LB cihazi kullanilarak sikistirma izoterminin elde ediligi

3.4.2.2. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®iin) Ara Yiizey

Ozelliklerinin incelenmesi

RDS tedavisinde etkin olarak kullanilan Infasurf®in hava/fosfat tampon ara yiizeyine
adsorpsiyon kinetiginin ve dongusel davranisinin incelenmesi, calismanin diger
basamaklar igin kritik bir adimdir. Bu kisim igin, 200 mM’lik tampon ¢ozelti ile
doldurulmus LB tankina, 35 mg/mL’lik stok Infasurf® sisesinden 1.5 pL enjekte edilmis
ve enjekte edilme ani ile birlikte zamanla yuzey basinci degisimi kaydedilmigtir.
Basing sabitlendikten, yani ara yuzey dengeye ulastiktan sonra, bariyerler sabit bir
hizda sikistirilip — genisletiimis ve bdylece Infasurf® icin déngiisel davranis
belirlenmistir. Alinan veriler literatur ile karsilastirilarak igerisinde protein ve lipidler
bulunan ve dogal bir karisim olan Infasurf®un yilizey aktivitesinin ve davranisinin
dizgun oldugundan emin olunmustur. Bu kisim i¢in kurulan deney sistemi bir dnceki

bolim ile aynidir.

3.4.3. Olusturulan Ara Yiizey Modellerine Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

3.4.3.1. DPPC’nin, IPL’nin ve DPPC/IPL Karigimlarinin Ara Yiizey Ozelliklerine

Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Daha 6nce bahsedildigi gibi surfaktant inaktivasyonu, alveollerde akciger ylzey aktif

maddesi varken, kan proteinlerinin alveol bosluguna sizmasi sonucunda

67



gerceklesmektedir. Tez calismasinin bu bdolimidnde, amaglanan da inaktivasyon
olayini modellemek ve sentezlenen IPL molekulinin bu duruma ne gibi bir etki
yapacagini incelemektir. Bu amag¢ dogrultusunda kurulan deney seti Sekil 3.18'de

gOsterilmigtir.

I Fibrinojen
= Lipid l

TYYYYY Yy Ve

Sekil 3.18 DPPC, IPL ve DPPC - IPL karisimlarinin ara yuzey oOzelliklerine
fibrinojenin etkisinin incelenmesi i¢in kurulan deney sistemi

DPPC, IPL ve degisik mol oranlarindaki DPPC/IPL karisimlarinin hava/fosfat tampon
ara yuzeyinde tekli tabakalarn olusturulduktan sonra, yigin faza, ara ylzey
bozulmadan tanktaki son konsantrasyonu 550 ppm olacak sekilde fibrinojen
enjeksiyonu yapilmistir. Her farkli madde igin tanka fibrinojenin enjekte edilmesiyle
birlikte basincin zamanla degdisimi Olgilmis ve elde edilen veriler, ara yuzeyde
fibrinojen yokken elde edilen verilerle karsilastiriimistir. Ara ylzey dengeye ulasip,
yuzey basinci sabit bir degere ulastiktan sonra ise bariyerler sabit hizda sikistirilip —
genisletilerek ara yuzeyin dongusel davranisi incelenmistir. Elde edilen basing — alan
izotermleri, ara yuzeyde sadece DPPC, IPL ya da farkli mol oranlarindaki DPPC/IPL
karisimlarinin bulundugu sikistirma izotermleri ile karsilastirilmis ve fibrinojenin ara
yuzeye adsorbe olarak yuzeyi bozup bozmadigi, ara yuzeyden madde kaybina neden
olup olmadigi arastirlmigtir. Ayrica bu deney sonuglar ile, IPL’nin DPPC ile

karistiginda fibrinojenin DPPC Uzerindeki etkisinin ne yonde degistigi de incelenmistir.

3.4.3.2. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®) Ara Yiizey

Ozelliklerine Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Bu bolimde kan proteinlerinin ara yluzeye adsorpsiyonunu belirli miktar engelleyen
Infasurf®iin ortamda fibrinojen varliginda gosterdigi ara yuzey ozellikleri incelenmistir.
Bu iki maddenin birbirleri ile etkilegsimlerinin detayl olarak incelenebilmesi i¢in kurulan

deney setleri 4 alt bdlimden olugsmaktadir.
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3.4.3.2.1. Infasurf® Tabakasina Fibrinojen Adsorpsiyonunun incelenmesi

Ara yiizeyde sadece Infasurf® bulundugunda elde edilen sonuclarla karsilastirma
yapilabilmesi igin, bu kisimda kullanilan Infasurf® miktari, saf Infasurf®(in ara yiizey
Ozelliklerinin incelendigi kisim ile ayni olacak sekilde ayarlanmistir. 200 mM’lik fosfat
tampon yigin fazina 1.5 pL Infasurf® enjekte edilmis ve enjeksiyon anindan itibaren
kaydedilmeye baslayan basin¢g degeri sabitlenene kadar beklenmigtir. Daha sonra
fosfat tamponda hazirlanan fibrinojen ¢dzeltisi, tanktaki son konsantrasyonu 550 ppm
olacak sekilde, Onceden olusturuimus Infasurf® tabakasinin alt fazina enjekte
edilmigtir (Sekil 3.19). Zamanla yuzey basincindaki degisim kaydedilmis ve elde
edilen izoterm, saf Infasurf® icin elde edilen izotermle karsilastiriimistir. Basing
sabitlendikten sonra ise, diger bolimlerde yapildidi gibi ara ylzeydeki tabakanin
sikistirilip — genisletiimesiyle basing — alan izotermleri elde edilmig ve alinan sonuglar

Infasurf®{in déngiisel davranisi ile karsilastiriimistir.

I Fibrinojen
= Lipid l
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Sekil 3.19 Infasurf®iin ara yiizey ozelliklerine fibrinojenin etkisinin incelenmesi igin
kurulan deney sistemi

Kurulan bu sistem ile aslinda Infasurf®, dogal akciger yuzey aktif madde karisimi
olarak kullaniimis yani, gercek sistem taklit edilmistir. Ara ylzeyde protein ve
lipidlerden olusan bu karisim varken, fibrinojenin sistem Uzerindeki etkisi incelenmis
ve ara yuzeyin negatif yonde etkilenmesini Onleyecek alternatif ¢6zim yollari

geligtirilmigtir.
3.4.3.2.2. Fibrinojen Tabakasina Infasurf® Adsorpsiyonunun incelenmesi

Infasurf® ve fibrinojenin etkilesimlerinin daha iyi anlasilmasi icin bir énceki bolimde
kurulan sistem degistiriimis ve bu bolimde daha oOnceden olusturulan fibrinojen

tabakasina Infasurf®iin adsorpsiyon ézelligi incelenmistir.
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550 ppm net konsantrasyonda olacak sekilde 200 mM’lik fosfat tampon fazina yayilan
fibrinojen ¢ozeltisi icin yayllma anindan itibaren zamanla basing olgimleri alinmis ve
basingta daha fazla degisim olmadigi tespit edildikten sonra, alt faza Infasurf® enjekte
edilmistir (Sekil 3.20). Elde edilen basing — zaman izotermi iki madde icin elde edilen

izotermler ile karsilastirilmistir.

Infasurf®

DA R .{:1
— | ———

Sekil 3.20 Fibrinojen tabakasina Infasurf® adsorpsiyonunun incelenmesi icin kurulan
deney sisteminin sematik gésterimi

Ara yuzeydeki basincin dengeye gelmesiyle birlikte, bariyerlerin sikistirilip —
genigletiimesiyle basincin yuzey alani ile degisimi dlgulmus ve alinan sonuglar yine

Infasurf® ve fibrinojenin karakteristik dongusel davraniglari ile karsilastiriimistir.

3.4.3.2.3. HavalFosfat Tampon Ara Yiizeyine Infasurf® ve Fibrinojenin Yarigsmali

Adsorpsiyonunun incelenmesi

Bu kisimda ise iki madde 200 mM’lik fosfat tampon yigin fazina ayni anda enjekte
edilerek hava/tampon ara ylzeyine yarismali adsorpsiyon sistemi olusturulmustur
(Sekil 3.21).

Infasflirra F_E
1N /n
N/
e

Sekil 3.21 Infasurf® ve Fibrinojenin yarismall adsorpsiyonunun incelenmesi igin
kurulan deney sistemi
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Bu deney sistemi ile ayni alt faza enjekte edilen maddeler orada etkilesebilmekte ve
alinan olgumler hem etkilesimin sonucunu, hem de maddelerin birbirlerine goére
adsorpsiyon hizlari hakkinda yorum yapilabilmektedir. Diger sistemlerde oldugu gibi
bu deney sistemi i¢in de enjeksiyon anindan itibaren yuzey basinci kaydediimeye
baslanmig ve basin¢ dengeye ulastiktan sonra da ara yuzeydeki maddelerin dongusel
davranisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar diger sistemlerle karsilastirilarak ara

yuzeye fibrinojenin adsorbe olup olmadigi incelenmistir.

3.4.3.2.4. Haval Fosfat Tampon Ara Yiizeyine Onceden Etkilestirilmis Infasurf® -

Fibrinojen Cozeltisinin Adsorpsiyonunun incelenmesi

Fibrinojenin Infasurf®{in adsorpsiyon Ozelliklerini ve ylUzey aktivitesini ne kadar ve
nasil etkilediginin anlasilabilmesi icin hazirlanan bu deney setinde, Infasurf® ve
fibrinojen, diger boélimlerde kullanilan miktarlari ile ayni olacak sekilde bir siseye
alinip 1 saat kadar etkilestirilmistir. Daha sonra bu karisim hava/tampon ara ylzeyine
yayilarak, yayillim anindan itibaren zamanla basin¢g degisimi kaydedilmis ve elde
edilen veriler her bir maddenin karakteristik basing — zaman izotermleri ile
kargilastiriimis ve etkilesimin hangi yonde oldugu konusunda incelemeler yapiimigtir.
Daha sonra ise dongusel davranis ara yuzeyin sikistirilip — genisletimesi ile
incelenmis ve bu sistem icin alinan basing — alan izotermi diger sistemlerle

karsilastirmali olarak yorumlanmistir.

3.4.4. Uglii Sistemlerde Ara Yiizey Ozelliklerinin ve Etkilesiminin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan her bir maddenin birbiri Gzerindeki etkisinin
incelenmesi ve karsilastirilmasindan sonra, Infasurf®, IPL ve fibrinojen bu bélumde bir
arada kullaniimisgtir. Bu kisimda amag, IPL molekulinin sistem Gzerindeki etkisinin

tam olarak anlagilabilmesidir.

3.4.4.1. Infasurf® Tabakasina Fibrinojen ve IPL’nin Yarigmali Adsorpsiyonunun

incelenmesi

IPL’nin fibrinojen ile ©6nceden olusturulmus Infasurf® tabakasina yarigsmall

adsorpsiyonunun incelenmesi, tez kapsamindaki kritik deney setlerinden biridir.
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Akciger ara yluzey modeli olarak kullanilan Infasurf®, hava/tampon ara yuzeyine
yayllmis ve yuzey basincinin dengeye gelmesinden sonra, alt faza IPL ve fibrinojen

ayni anda enjekte edilmistir. Kurulan deney sistemi Sekil 3.22’de gosterilmigtir.

FB
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Sekil 3.22 Infasurf® tabakasina fibrinojen ve IPL’nin yarismali adsorpsiyonunun
incelenmesi icin kurulan deney sistemi

Zamana kars! basing verileri alindiktan sonra ise ara yuzeydeki tabakanin déngusel
davranigi incelenmistir. Kurulan bu sistem ile ara yuzeyin geldigi denge basincindan
ve dongusel davranistan, hem IPL ile fibrinojenin adsorpsiyon kinetikleri
karsgilastiriimig, hem de Infasurf® tabakasina adsorpsiyonun saglanip saglanmadigi
alinan verilerle saf Infasurf®, saf fibrinojen ve saf IPL izotermleri ile karsilastirilarak

arastinimistir.

3.4.4.2. Onceden Etkilestirilmis Infasurf®/Fibrinojen Tabakasina IPL

Adsorpsiyonunun incelenmesi

Bu kisimda Infasurf® ile fibrinojenin disarida etkilestirilip ara yluzeye yayildiktan sonra
karisimin olusturdugu tabakaya IPL molekulinun adsorpsiyonu ve olusan tabakanin
ara yuzey oOzellikleri incelenmigtir. IPL’nin etkisinin arastinldigi deney, aslinda
inaktivasyona ugramis ve ozellikleri bozulmus bir dogal akciger yuzey aktif madde
karisiminin Ozelliklerinin IPL tarafindan nasil dizeltilebilecedi hakkinda yol gosterici
olmustur. Dolayisiyla ARDS hastaligi sonucu alveollerde olusan ara ylzey bu sistem
ile modellenmistir. Onceden etkilestirilmis karisim, hava/tampon ara yiizeyine
yayllmis ve basing dengeye geldikten sonra suda ¢ozulmuas IPL, alt faza enjekte
edilmigtir. Olglilmeye devam eden basing degeri dengeye geldikten sonra, bariyerler
sabit hizda sikistirilip — genigletiimis ve boylece dongusel davranigin incelenmesi igin
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basing — alan degerleri elde edilmigtir. Bu bolumden elde edilen sonuglar dnceden
etkilestirilmis Infasurf®/Fibrinojen karigsiminin sonuglari ile kiyaslanmis ve IPL’nin ara

yuzey oOzelliklerine sagladigi katki incelenmisgtir.

3.4.5. Ara Yiizeye Adsorbe Olan Fibrinojen Miktarindaki Degisimin Belirlenmesi

IPL molekulli yapisinda PEO grubu iceren ve kan proteinlerinin ara ylzeye
adsorpsiyonunu engelleme, ara yuzeydeki dogal karisim ile karisabilme ve karigimin
adsorpsiyon Ozelliklerini zenginlestirebilme 06zelliklerine sahip bir yapi olusturma
amaciyla sentezlenen bir molekuldar. Calismanin bu bélumunde IPL molekulinun ara
yuzeyde bulundugu durumlarda, fibrinojenin adsorpsiyonu Uzerindeki etkisi
arastinimis ve IPL’nin fibrinojen proteininin ara ylzeye adsorpsiyonunu ne kadar

azalttigr incelenmistir.

Bu kisimda, LB cihazinda olusturulan ara ytzeyler kati bir ylzeye transfer edilmis ve
kaplanan yuzey FT-IR analizi ile incelenmistir. LB cihazinda ara yuzeyin transfer
edilecegi madde kagit olarak segcilmigtir. Bos kagidin FT-IR cihazi (Nicolet 6700
Thermo Scientific) ile analizi sonucunda spektrumda proteinlerin varh@ini belirten
Amid | ve Amid Il piklerinin olugmadigi goruldukten ve bu sonucun literatlre de uygun
oldugu anlasildiktan sonra (Feustel et al., 2009), LB cihazina tanktaki son
konsantrasyonu 550 ppm olacak sekilde fibrinojen ¢ozeltisi konulmustur. Ylzey
basincinin dengeye gelmesi beklenmis ve olusan tabaka kagida transfer edilmistir.
Kaplanan kagit 24 saat 37°C’de kurutulduktan sonra 5 farkli noktadan alinan FT — IR
dlctimleri ile analiz edilmistir. Elde edilen spektrumda 1650 cm™ dalga boyundaki %
gegirgenlik degeri olgllmUs ve ara yuzeyde sadece fibrinojen bulundugu durumdaki
% gecirgenlik degeri icin fibrinojen miktari %100 olarak kabul edilerek bu deger
referans alinmistir. Bu yéntem kullanilarak, ara ylzeye adsorbe olmus fibrinojen
miktarindaki degisimin bulunmasi icin fibrinojenin ara ylzeye etkisinin incelendigi
sistemler olusturulmus ve bu ara ylzeyler, kagitlara transfer edilmistir. Calisma
kapsaminda ara ylUzeydeki fibrinojen miktarindaki degisimin incelendigi ara yuzeyler
Cizelge 3.1’de listelenmistir.
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LB ara yuzeyinde olusturulan tabaka ile kaplanmis kagitlar 24 saat 37°C’de
kurutulmustur. Kaplanan kagit yuzeyleri, FT-IR ile analiz edilmis, elde edilen
spektrumdan 1650 cm™ dalga boyundaki % gegcirgenlik degeri dlglilmiistiir. Olgiilen %
gecirgenlik degerindeki degdisim kullanilarak, saf fibrinojen ara ylzeyde iken %100
olarak kabul edilen miktarin ne kadar azaltildigi goreceli olarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar ile fibrinojenin ara yuzeye adsorpsiyonunun engellenmesinde IPL ve

Infasurf®in etkinlikleri kiyaslanmistir.

Cizelge 3.1 Ara ylzeyde bulunan fibrinojen miktarinin belirlendigi ara ytzeyler

Saf fibrinojen

Saf DPPC

Molce %90 DPPC - %10 IPL tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonu

Molce %80 DPPC - %20 IPL tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonu

Molce %70 DPPC - %30 IPL tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonu

Saf IPL

Fibrinojen tabakasinin alt fazina Infasurf® enjeksiyonu

Infasurf® tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonu

Infasurf® tabakasinin alt fazina 0.005 mM IPL ile fibrinojenin ayni anda enjeksiyonu

Infasurf® tabakasinin alt fazina 0.0002 mM IPL ile fibrinojenin ayn1 anda enjeksiyonu
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISILMASI

4.1. Molekul Yapisinin Tasarimi

Calisma kapsaminda 6zel tasarlanmis florokarbon-hidrokarbon zincirleri iceren iyon
cifti hibrit ylzey aktif madde, IPL, kullaniimistir (Sekil 4.1). Sentezlenen molekilin
kullanim amaci, akciger yuzey aktif madde karisiminin ortamdaki kan proteinleri
tarafindan inaktivasyona ugradigi durumdaki etkilerini giderebilecek ve serum
proteinlerinin dinamik kosullarda ara yuzeye adsorpsiyonunu engelleyebilecek bir
sistem elde edebilmektir. IPL molekulindeki her bir segment belirli bir amaca yonelik

olarak tasarlanmistir.
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Sekil 4.1 IPL yuzey aktif maddesinin molekul yapisi

Molekil formilli CsHgsNO1o CgF1703S™ olan IPL molekill, degisik kisimlardan
olugsmaktadir. Molekdl, lipid sistemleri ile birlikte kullanilacagi igin lipid tabakasiyla
karisabilen ve bu tabakayla pozitif etkilesime girebilen bir yapida olmalidir. lyon — gifti
olarak tasarlanan IPL’nin akciger yuzey aktif maddesinde miktarca en ¢ok bulunan
lipid olan DPPC ile karisabildigi ve sinerjik etkilesim olusturdugu daha once yapilan
calismalarla goésterilmistir. IPL molekild DPPC ile birlikte kullanildigi sistemlerde

akciger ylzey aktif madde karisiminda ara ylzeyden madde kaybini dnleyen, ara
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yuzeyin sikistirilabilirliligini ve dayanim basincini arttiran SP-B proteinin gorevini
ustlenebilmektedir (Uslu, 2009). Bu o6nemli iglevinin yaninda, sentezlenen IPL
molekllinun ara yuzey ile uygun etkilesime girebilmesi, ve dinamik kosullarda kan
proteinleri ile yarigmali adsorpsiyona girerek hizli bir sekilde ara yuzeye adsorbe
olabilmesi beklenmektedir. IPL'nin yapisindaki hidrokarbon ve florokarbon kuyruk
gruplari molekule yuksek hidrofobik oOzellik katmakta, yuksek hidrofobikligin de
adsorpsiyon hizini arttiracagi dusunulmektedir. Florokarbonlar ayrica, dahil olduklari
yaplya gaz gecirgenligi, akiskanlik, mekanik ve termal dayanikhlik gibi pozitif
Ozellikler katmaktadirlar. Literatirden elde edilen bilgilere gore yapida bulunan
florokarbon zinciri, 8 karbondan daha uzun zincir uzunlugunda ise, vicut tarafindan
etkisiz olarak algilanmakta ve bdylece molekil vicutta toksik etki géstermemektedir.
Maddenin yapisindaki PEO grubunun, tezin asil amaci dogrultusunda surfaktant
inaktivasyonuna neden olan kan proteinlerinin ara ylzeye adsorpsiyonunu
Onleyebilecek bir sistem olusturmada etkin olacagdi dusunulmektedir. Yapilan literatir
arastirmalari sonucunda PEO grubunun, proteinlerin ara yuzeye adsorpsiyonunu
kismi olarak 6nleyebildigi goérilmastir (Liu et al., 2007). Ayrica bu 6zel tasarlanmig
molekul, sadece sahip oldugu PEO grubu ile degil, yapisindaki her segmentin birbirini
pozitif ydonde etkilemesi sonucu bir butiin olarak gosterdigi hidrofobik 6zellik, dinamik
adsorpsiyon 06zelligi, difizyon hizi ve ara yuzeyde aldi§i konformasyon ile kan

proteinlerinin ara yuzeye adsorbe olmalarini engellemek amaciyla kullanilacaktir.

Yuzey aktif maddelerin hidrofobiklik derecesi, ara yluzeye adsorpsiyon hizlarini dogru
orantili olarak etkilemektedir. Dolayisiyla, tez kapsaminda Oncelikte yuksek saflikta
sentezlenen IPL moleklllu igin Kritik Misel Konsantrasyonu (KMK) belirlenmigtir.
Yapisal olarak ylzey aktif maddeler bulunduklari ortamlarda ara ylzeye adsorbe
olma egilimi tasimaktadirlar. Ancak, ortamda belirli bir konsantrasyonun uzerinde
bulunduklari durumda, sistemin entropisine ve serbest enerjisine bagl olarak
kimelesmeler olusturabilmektedir. Misel adi verilen bu kimelesmelerin olusumu ara
ylzey enerjisinin azaltilabilmesi nedeniyle adsorpsiyona alternatif bir mekanizmadir.
Misel olusumunun basladigi ilk konsantrasyon degeri o madde igin kritik misel
konsantrasyonu olarak belirlenmektedir. IPL igin kritik misel konsantrasyonu

maddenin sulu ¢dzeltisinin degisik konsantrasyonlari igin yuzey gerilimi dlgtimleri ile
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bulunmustur. Elde edilen verilerden kritik misel konsantrasyonunun belirlenebilmesi
icin her bir derisim degerine karsilik o derisimde ara yuzeyin sahip oldugu denge
yuzey gerilimi degerleri grafige gecirilmis (Sekil 4.2) ve grafikteki kirilma noktasindan,
IPL molekulunin KMK degeri 0.008 mM olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.2 IPL molekull igin sulu ¢ozeltideki yuzey gerilimi (mN/m) — logC (mmol/L)
grafigi

Literatlrle yapilan karsilastirmalara goére, 0.008 mM olarak elde edilen kritik misel
konsantrasyonu, yapisindaki hidrofilik gruplara ragmen, IPL molekulinin oldukca
hidrofobik oldugunu gdstermektedir. Ornegin ticari olarak kullanilan ve molekil
yapisindaki florokarbon zincir uzunlugu ve sulfonat gruplari IPL’nin yapisindaki
gruplar ile ayni olan perflorooktansulfonat (PFOS) yizey aktif maddesinin KMK degeri
1.05 mM’'dir (Gente et al., 2000). Ayrica, IPL ile hava/su ara ylzeyinde ulagilabilen
minimum yuzey gerilimi 30 mN/m’dir ve bu deger de, IPL’nin oldukga yuzey aktif bir
molekul oldugunu godstermektedir. Surfaktant inaktivasyonunun giderilebilmesi igin
molekulin yuksek hidrofobikliJe sahip olmasi en 6nemli 6n kosullardan birisidir
(Robertson and Halliday, 1998).
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Tez kapsamindaki birincil amag¢ IPL’'nin degisik kosullarda ve sistemlerde dinamik
adsorpsiyon Ozelliklerinin belirlenmesidir. Etkili bir yuzey aktif maddenin yuzey
gerilimini kisa surede istenilen degerlere dusurebilmesi ¢cok 6nemlidir. Molekullerin bu
ozellikleri, ancak dinamik davraniglarinin belirlenmesi ile anlasiimaktadir. Molekulun
dinamik davranigini belirlemek i¢in ¢alismanin devaminda cgesitli yontemler ve

sistemler kullanilarak dinamik adsorpsiyon olgumleri alinmig ve yorumlanmigtir.
4.2. Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Calismanin bu kisminda IPL molekulinin tek basina ve DPPC ile birlikte degisik
oranlardaki karisimlari icin farkh sistemlerde ve farkh ara yuzeylerde dinamik
adsorpsiyon Olcumleri alinmis ve molekulin ara yuzeyde meydana getirdigi
degisiklikler yorumlanmistir. Surfaktant inaktivasyonuna neden olan baslica serum
proteini fibrinojenin de degdisik konsantrasyonlari igin dinamik davranigi belirlenmis ve
son olarak ARDS durumundaki bir akciger ara ylzeyi modellenerek ortamda
fibrinojen ve DPPC bir arada, fibrinojen ve IPL bir arada ve fibrinojen ve IPL/DPPC
karigimlari bir arada bulundurularak, IPL'nin sistem Uzerine etkisi arastiriimistir.
Dinamik adsorpsiyon calismalari kapsaminda ayrica, RDS tedavisinde etkin olarak
kullanilan ve buzagi akciger lavajindan elde edilen Infasurf®iin adsorpsiyon ozellikleri
de tespit edilmis ve daha sonra fibrinojen varligindaki davranisi karakterize edilmistir.
Dinamik adsorpsiyon 6zelliklerinin incelenmesi icin Askida Damla Cihazi kullaniimis
ve farkll sistemlerde yiizey geriliminin zamanla degisim izotermleri elde edilmistir. ilk
olarak kurulan ¢alisma sistemi ile alinan verilerin guvenilirliginin tespit edilmesi adina,
calismanin devaminda kullanilacak olan ve akciger yuzey aktif madde karisiminda
miktarca en ¢ok bulunan DPPC lipidinin dinamik adsorpsiyon 6zellikleri belirlenmis ve
literatir caligmalariyla kiyaslanmigtir.

4.2.1. Akciger Ara Yiizey Modellerinin Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin

incelenmesi

4.2.1.1. DPPC’nin Dinamik Davraniginin Belirlenmesi

Literatlirde fosfolipidlerin ve proteinlerin sivi — sivi ara yuzeylerindeki dinamik

davraniglari incelenirken genel olarak, birbiriyle karigmayan sulu ¢ozelti / organik
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¢ozuclu fazlan arasindaki yuzey gerilimi degigsimleri incelenmigtir. Proteinler sulu
fazda, fosfolipidler ise yag fazinda yani organik fazda ¢bzunecedi igin bu sistemde
¢alismak dinamik adsorpsiyon Ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢cin ¢ok uygundur. Bu
sekilde yuzey aktif madde ve protein, farkl fazlardan ara ylizeye adsorbe olacak ve
birbirleriyle etkilesime girmeden ara yuzeye tasinabileceklerdir. Dolayisiyla
molekullerin birbirleri ile temas edecekleri ve etkilesime girecekleri tek yer ara ylzey
olacak ve bdylece elde edilecek adsorpsiyon karakteristii dogruca lipid/protein
etkilesimini yansitacaktir (Li et al., 1999; He et al., 2008). Bu dogrultuda literatir
calismalarinin da 1s1ginda lipidlerin ¢éztnecegi faz kloroform olarak segilmis; sulu faz
olarak ise pH’1 7.4 olan fosfat tampon ¢ozeltisi kullaniimistir. Boylece hem akciger
sistemine uygun bir ortam vyaratilacak, hem de calismanin ileriki kisimlarinda
surfaktant inaktivasyonunun taklit edildigi sistemlerde ortama fibrinojen proteini

eklenecegdinden fibrinojenin ¢dzunebilecegdi bir ¢ozucu kullaniimis olacaktir.

Yiizey Gerilimi (mN/m)

0 100 200 300 400 500 600 700
Zaman (s)
¢ 0.5mM H0.1 mM A 0.05mM X 0.02 mM
X 0.01 mM ® 0.005 mM 0.002 mM 0.0004 mM

Sekil 4.3 Degisik konsantrasyon degerleri icin DPPC’nin fosfat tampon/kloroform ara
yuzeyinde dinamik yuzey gerilimi élgimleri
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Sekil 4.3'te DPPC lipidi i¢in genis bir derisim araliginda fosfat tampon/kloroform ara
yuzeyinde elde edilen dinamik yuzey gerilimi izotermleri bulunmaktadir. Elde edilen
profil literatiirden elde edilen verilerle uyumludur. Olgiimler 32 mN/m degerinden
baglamaktadir, ¢inkli ortamda hi¢ ylzey aktif madde yokken olgulen fosfat
tampon/kloroform fazlarinin ara yuzey gerilimi literatirde de oldugu gibi 32.8 mN/m
olarak elde edilmistir (Zeppieri et al., 2001). He ve arkadaslarn tarafindan da elde
edilen DPPC’nin ylzey gerilimi — zaman izotermleri, daha iyi yorum yapabilmek adina
yuksek konsantrasyon bdlgesi ve orta/dislk konsantrasyon bdlgesi olmak Uzere iki
bdlgeye ayrilarak incelenmigtir. Bu bolgeler igin literatir &rnekleri ve bizim

tarafimizdan alinan dlgumler Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te verilmigtir.
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Sekil 4.4 Yuksek konsantrasyon araliginda DPPC igin y (mN/m) — zaman (S)
izotermleri: (a) literatirde kloroform/su ara yuzeyinde verilen (He et al., 2008), (b)
calisma kapsaminda kloroform/fosfat tampon ara ytzeyinde elde edilmis

Yuksek konsantrasyon degerlerinde beklenildigi gibi DPPC, ylzey gerilimini ¢ok kisa
surede cok dusik degerlere indirmektedir. Gergek sistemde akciger ylzey aktif
madde karisiminin ylizey gerilimini distirmesinde en dnemli rolin DPPC’nin oldugu
dusundldugunde, bu sonug beklenen bir sonugtur (von Nahmen et al., 1997). 0.02
mM’in Uzerindeki konsantrasyonlardaki ¢oOzeltiler neredeyse askida damlanin

olusturuldugu anda dogruca denge yuzey gerilimlerine ulagmislardir. Konsantrasyon
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arttikca denge yuzey gerilimine ulagsma suresi kisalmaktadir. 0.4 mM ve Uzeri
konsantrasyonlar igin ise yuzey gerilimi zamandan bagimsiz hale gelmistir. Baska bir
deyigle, damla olusturulur olusturulmaz sistem denge haline ulamistir (He et al.,
2008).

b
a b
3 & B A8 “ —_
LD & n D & ﬁaﬂ & e o @ E
x aa >
8w, oo, E
= P
E 1T, Tk, 7P%%e e £
i 4 “o ® =
= < * oww H
— - W
- o O
- < >
M - 2 & Q
v Sl ::_
o
16 R - T v o ]
12 ] 1 1 1 1 1 1 1 J
12 T T T g 0 150 300 450 600 750 900 10501200
LU 150 EoLl] v e TEa i TS0 204
Zaman (s) Zaman (s)
[f): 0.0004 mM, [O): 0.001mM, [O): 0.002 mh, [%):0.003mM
(00,005 mM, [):0.01mM = 0.01mM = 0.005mM ¢ 0.002mM = 0.00004 mM

Sekil 4.5 Orta ve dusik konsantrasyon araliginda DPPC igin y (mN/m) — zaman (S)
izotermleri: (a) literatlirde kloroform/su ara yuzeyinde verilen (He et al., 2008), (b)
calisma kapsaminda kloroform/fosfat tampon ara ylzeyinde elde edilen

Orta ve dusuk dereceli konsantrasyonlar igin alinan veriler yiksek konsantrasyonlarla
karsilastirildiginda, izotermlerdeki farklilasmayla beraber denge ara yiuzey geriliminde
dikkate deger bir artis oldugu gorulmektedir. Yuzey gerilimindeki duasus hizi
yavaglamisg, sistem bu konsantrasyon araliginda daha ge¢ dengeye ulagsmistir. 0.01
mM ve daha dusuk konsantrasyonlar icin denge durumuna 700 saniye sonra
ulasilirken, 0.02 — 0.1 mM arasinda bu sure maksimum 100 saniye olarak
bulunmustur. Sureler arasindaki bu farklihk, secilecek konsantrasyon degerinin

sistemi dengeye getirme suresi bakimindan ne kadar kritik oldugunu gostermektedir.

DPPC igin literattrle uyumlu verilerin elde edilmesinden sonra, ayni sistem ile IPL

molekulinun dinamik adsorpsiyon Ozellikleri karakterize edilmigtir.
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4.2.1.2. IPL Molekulinin Dinamik Davraniginin Belirlenmesi

IPL yapisindaki farkl gruplar sayesinde, degisik fazlarda ¢ozunebilme 06zelligine
sahiptir. Bu kisimda, kloroform gibi hidrofobik bir ¢ézlclde ¢dzinebilirken, suda da
¢6zunebilme 6zelligi olan IPL’nin iki farkli yigin fazdan kloroform/fosfat tampon ara
yuzeyine adsorpsiyon davranigl incelenmistir. Kloroform fazindan ara yuzeye
adsorpsiyon deneyleri |IPL’'nin  DPPC ile farkli mol oranlarinda karigimlar
olusturulabilmesi ve ara yuzey Ozelliklerinin kargilastirilabilmesi amaciyla
gerceklestiriimistir. Farkh bir secenek olan sulu fazdan ara ylzeye adsorpsiyon
deneyleri ise, vicut ortamini yansitan fosfat tampon ¢ozeltisinde IPL’nin davranisinin
belirlenerek, ilag sistemlerinde kullanim olasiliginin incelenmesi agisindan yol

gOsterici olmustur.

4.2.1.2.1. IPL Molekulinin Organik Fazdan Fosfat Tampon/Kloroform Ara

Yiizeyine Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Bu kisimda DPPC icin olusturulan 6lgcim sistemi ile ayni deneysel kosullarda, IPL
molekulinun degisik konsantrasyonlari icin yuzey gerilimi - zaman OJl¢cumleri
alinmigtir. DPPC icin elde edilen verilere bakildiginda, yuksek konsantrasyon
araliginda 0.05 mM ve Uzeri konsantrasyonlar icin elde edilen denge yuzey gerilimi
deg@eri ayni olmustur. Bunun nedeni, belirli bir konsantrasyondan sonra, surfaktant
monomerlerinin  yuzeyi doygun hale getirmeleridir. Bu durum g6z onunde
bulundurularak IPL'nin dinamik adsorpsiyon 0zelliklerinin incelenece@i en yuksek

konsantrasyon 0.1 mM olarak segcilmigtir.
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Sekil 4.6 IPL molekull icin fosfat tampon/kloroform ara yuzeyinde elde edilmis y
(mN/m) — zaman (s) izotermleri

IPL icin elde edilen yuzey gerilimi — zaman izotermleri Jekil 4.6’daki gibidir. Bu
izotermlere bakildiginda, yuksek konsantrasyon degerlerinde elde edilen veriler,
ylizey aktif maddeler icin beklenmeyen bir profili yansitmaktadir. Ozellikle 0.1 mM,
0.05 mM ve 0.02 mM’lik derigsimlerin edrilerindeki egilim beklenenden ¢ok farkhidir:
grafikte dncelikle minimum degere dogru keskin bir disls gorulmekte ve daha sonra
yuzey gerilimi belirli bir miktar arttiktan sonra sabit kalmaktadir. Bu etki,
konsantrasyon arttikga daha net bir sekilde gorulmektedir. Yapilan aragtirmalar
dogrultusunda sivi — sivi ara yuzeylerindeki dinamik adsorpsiyon calismalarinda,
Ozellikle sulu ¢ozelti'yag fazlarn arasinda lipidlerin benzer davranig goOsterdigi
anlasilmigtir. Yuzey geriliminde olusan bu degisimin sebebi “dagilim (ayrisma)
etkisidir’. Calisilan yizey aktif madde, her iki fazda da kismi olarak ¢6zuinebiliyorsa;
kullanilan fazlarin hacimsel oranlarina ve molekulin ayrisma katsayisina bagl olarak
yuzey gerilimindeki ani dusls ve daha sonraki artis, maddenin kiguk hacimli fazdan
baylk hacimli faza ge¢cmesi seklinde agiklanabilmektedir (Javadi, et al., 2010).

Ornegin, literatiirde iyonik olmayan C13DMPO molekiilii ile su/n-hekzan ara yiizeyinde

83



yapilan adsorpsiyon kinetigi calismalarinda hekzan ile doldurulmus quartz kivete,
C13DMPO’nun sulu ¢ozeltisinden olusan bir damla olusturulmus ve bu iki fazin hacim
oranlari (hekzan/su), Q, 1000 olacak sekilde ayarlanmigtir. Alinan 6lgim sonuglari
Sekil 4.7 (a)da gosterilmigtir. Ayni Olgumler, ikinci bir deney seti ile sistem ters
cevrilerek tekrarlanmig, yani bu sefer sulu ¢ozelti kivete doldurulmus ve ¢ozeltinin
icinde hekzan damlasi olusturulmustur. Fazlarin hacimsel oraninin 0.001 oldugu bu
ikinci deney seti ile elde edilen veriler ise Sekil 4.7 (b)'de gdsterilmistir (Ferrari et al.,
1997). Sekil 4.7°de goruldigu gibi, ayni maddeleri iceren iki sistem igin elde edilen
profiller birbirlerinden oldukg¢a farkhdir. Bunun nedeni kullanilan molekulin su
fazindan hekzan fazina ge¢mesidir. Bu gecis miktari, maddenin dagilim katsayisiyla
dogru orantihdir. Sistem ters cgevrildiginde, hacim oranlarinin degismesi sebebiyle
molekul dagilmamis ve beklenilen yuzey gerilimi — zaman izotermi elde edilmistir
(Sekil 4.7b). Ayni calismada C;13DMPO moleklll icin Ravera ve arkadaslari

tarafindan gelistirilen prosedur ile dagilim katsayisi hesaplanmistir.
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Sekil 4.7 C13DMPO’nun su/hekzan ara ylzeyinde Q = 1000 (A), Q = 0.001 (B)
oranlari i¢in dinamik ylizey gerilimi dlciimleri: (a) 1.0 x 10°® mol/cm?, (b) 2.0 x 107
mol/cm?, (c) 3.0 x 10 mol/cm?, (d) 5.0 x 10® mol/cm? (Ferrari et al., 1997).



Yuzey aktif maddelerin dinamik adsorpsiyon Ozelliklerinin karakterize edilmesinde
kullanilan parametrelerden biri olan maddenin dagilim 6zelligi ve katsayisi, IPL igin de
arastinlmistir. Yukarida anlatilan sistem, kendi sistemimize de uyarlanmis ve deney
sistemi ters cevrilerek [PL molekuliunun adsorpsiyon oOzellikleri genig bir

konsantrasyon araliginda tekrar incelenmigtir.

IPL, fosfat tampon fazinda kismi ¢6zinurligu olan bir molekuldir ve olusturulan ilk
sistemde tampon/kloroform hacim orani 1000°dir. Dolayisiyla, ylzey aktif madde
hacimce az olan fazdan c¢ok olan faza gecmeyi tercih etmistir. Adsorpsiyon
davranisinda gorulen ilk duasls, moleklllerin ara ylzeye adsorbe oldugunu
gOstermekte ancak daha sonraki artig, diger faza tasindiklarini gdstermektedir.
Sistem ters cevrildiginde yani, kuartz kivet kloroform c¢oézeltisi ile doldurulup bu
¢ozeltinin icinde fosfat tampondan olusan bir damla olusturuldugunda elde edilen

yuzey gerilimi — zaman izotermi, beklenilen izoterme uygun olmustur (Sekil 4.8).

YiizeyGerilimi (mMN/m)
P
L

a 100 200 300 400 500 600 700 BOO

Zaman (s)

#005mM = 001 mM 0005 mM = 0.002 mM ¢+ 0.0004 mM * 0.0008 mM 0.0012 mm

Sekil 4.8 IPL molekull icin Q = 0.001 olacak sekilde ayarlanmig sistemde elde edilen
vy (MN/m) — zaman (s) izotermleri
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IPL icin Bolim 2.4’te anlatilan yontem izlenerek, referans ylzey gerilimi —
konsantrasyon egrisi (Sekil 4.9) olusturulmustur. Olusturulan bu referans grafigi ve
Esitlik 2.10 kullanilarak cesitli konsantrasyonlarda IPL’'nin dagilim katsayist (kp)
hesaplanmigstir (Cizelge 4.1).

I

y = 16,51x°0.06>
25 R2=0,9376
2

0,0001 0,001 0,01 0,1

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.9 IPL molekulinin kloroform/fosfat tampon ara yuzeyinde elde edilen referans
vy (MN/m) — konsantrasyon (mM) egrisi

Cizelge 4.1 Hesaplanan dagihm katsayisi (k) degerleri

Konsantrasyon (mM) 0.0004 0.0008 0.0012 0.002 0.003 0.005

Dagihm katsayisi, k, 2.585 3.350 4.980 4.248 5.817 5.895

IPL igin tampon c¢dzelti/kloroform ara ylzeyi i¢in hesaplanan dagiim katsayisi
degerlerinin ortalamasi 4.48 olarak bulunmustur. Farkli konsantrasyon degerleri icin
dagihm katsayisinin ortalamasinin kullaniimasi, literatlirde de rastlanan bir durumdur.
Ornegin, Ferrari ve arkadaslarinin C;3DMPO igin yaptiklari calismada 4 farkli
konsantrasyon degeri igin ortalama bir deger alarak dagihm katsayisi 34 olarak
kullaniimistir. Miller ve arkadaslarinin yaptiklari baska bir ¢calismada ise, su — hekzan
sisteminde yapisinda degisik uzunlukta polioksietilen zinciri igceren ylzey aktif

maddelerin dagilim katsayilari C;0EOs maddesi igin 1.65, C,0EOg maddesi i¢in 0.85
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olarak hesaplanmistir (Fainerman, Mobius and Miller, 2001). Yapisinda hidrokarbon
zinciri iceren C1,.DMPO molekull igin yapilan bir ¢alismada ise yine su-hekzan
sisteminde elde edilen katsayr 7.7’dir. C13DMPO igin bu degerin 34 oldugu
disundldiuginde, maddenin molekul yapisinin bu degeri ¢ok fazla degistirdigi aciktir.
Ayrica calisilan ara ylzey de dagihm katsayisini dogrudan etkileyebilmektedir.
Ornegin yine C1,DMPO igin su/n-oktan ara ylizeyindeki dagilim katsayisi 10.8 olarak
bulunmusken, n-dekan igin bu deger 8.3, n-dodekan i¢in ise 6.6 olarak hesaplanmistir
(Catanoiu et al, 2011). Batin bu veriler géz 6niinde bulunduruldugunda, yapisinda
hem PEO, hem florokarbon zinciri hem de hidrokarbon zinciri bulunduran IPL’nin
kloroform — tampon ¢o6zelti ara ylzeyi igin hesaplanan dagilim katsayisi literatur
ornekleriyle kiyaslandiginda mertebe olarak mantikh  bulunmustur. Dagilm
katsayisinin hidrokarbon zincirine sahip C,DMPO bilesiklerine gore daha kuglk olma
nedeni PEO zinciri icermesidir. Daha oOnce deginildigi gibi PEO zinciri iceren
molekullerin dagilim katsayilari digerlerine gore daha kuguktur. Sekil 4.10'da 0.005
mM derisimdeki IPL ¢ozeltisi i¢in, dagilma etkisi gortulen durumda ve sistem ters

cevrildiginde elde edilen adsorpsiyon grafikleri gortilmektedir.
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Sekil 4.10 0.005 mM IPL ¢ozeltisi icin dagiima etkisi gorilen durumda ve sistem ters
cevrildiginde elde edilen y (mN/m) — zaman (s) izotermleri
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Iki sistemde de elde edilen yiizey gerilimi — zaman izotermlerine bakildiginda goriilen
sonug oldukga carpicidir. Kloroform fazindaki IPL sistemde damla fazindayken ylzey
gerilimi ancak 29 mN/m’ye dusebilmektedir. Ancak sistem ters gevrildiginde elde
edilen adsorpsiyon izotermi, IPL’nin adsorpsiyon hizi yuksek ve ylzey gerilimini etkin
olarak dusurebilen bir molekul oldugunu godstermektedir. Bu sistemin profiline
bakildiginda, ytzey geriliminin ilk 100 saniye i¢cinde 32 mN/m’den 25 mN/m’ye hizl bir
sekilde dustugu gorulmektedir.

4.2.1.2.2. IPL Molekulinin Tampon Fazindan Fosfat Tampon/Kloroform Ara

Yiizeyine Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

IPL, yapisinda icerdigi segmentlerle 6zel tasarlanmis bir molekuldir ve her bir
segment, belirli bir amag dogrultusunda yapiya eklenmistir. Yuksek ylzey aktivitesine
sahip olmasi, igerdigi PEO zinciri ve dinamik &zellikleri ile birlikte fibrinojenin ara
ylzeye adsorpsiyonunu kismi olarak engelledigi gorulmustir (Uslu, 2009). Bitin
Ozelliklerinin yani sira, suda ¢ozunebilme Ozelligi sayesinde, ilag sistemlerinde

kullanilabilme potansiyeli tagimaktadir.

Calismanin bu kisminda, IPL’nin sulu fazdan fosfat tampon/kloroform ara yuzeyine
adsorpsiyon davranigi karakterize edilmistir. Elde edilen verilerle birlikte, sulu fazdan
sisteme verildiginde, IPL’nin oldukga hizli bir sekilde ara ylzeye adsorbe oldugu
tespit edilmigtir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 IPL molekill i¢in kloroform / fosfat tampon ara ylzeyinde elde edilmis y
(mN/m) — zaman (s) izotermleri

0.09 mM ve 0.18 mM konsantrasyonlarinda elde edilen izotermlere bakildiginda, iki
izotermin birbirine yakin sonu¢ verdigi tespit edilmigtir. 0.18 mM’lik IPL ¢ozeltisi
beklenildigi gibi yuzey gerilimini daha hizli dusurmekte ve sistemi daha c¢abuk
dengeye getirmektedir ancak iki izoterm arasindaki farkhlik ¢ok buyuk degildir. Bu
durum da IPL’nin belirli bir konsantrasyonun uzerinde yuzey gerilimini derisimden

bagimsiz hale getirdiginin bir gostergesidir.

4.2.1.3. DPPC/IPL Karigimlarinin Organik Fazdan Fosfat Tampon/Kloroform Ara

Yiizeyine Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Calismanin bu kisminda, IPL molekulinin DPPC ile nasil etkilestigini anlamak ve
DPPC’nin dinamik adsorpsiyon 6zelliklerine etkisini incelemek igin iki madde belirli
mol oranlarinda karigtiriimistir. Karisimlarin net konsantrasyonu 0.005 mM olacak
sekilde secilmistir. Bunun nedeni, her iki madde i¢in de bu konsantrasyon degerinde
yuzey geriliminde dikkate deger bir fark olmasidir. Literatirde de bu konsantrasyon
degerinde DPPC’nin ara yuzey gerilimini dnemli dl¢ide dusurduigu ve proteinler ile
etkilesiminin net olarak incelenebildigi gorulmektedir (He et al., 2008). Molce %90
DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL, %70 DPPC - 30 IPL oranlarindaki DPPC —
IPL karigimlari hazirlanmig ve her birinin fosfat tampon/kloroform ara ylzeyine
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adsorpsiyon davranigi incelenmistir. Her karigim igin ylzey gerilimi zamana bagh

olarak 6l¢ulmus ve sonuglar Sekil 4.12°de gosterilmigtir.
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4 molce %70 DPPC- %30 IPL karigimi x saf IPL

saf DPPC

Sekil 4.12 Saf DPPC, saf IPL ve molce %90 DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL,
%70 DPPC - %30 IPL oranlarindaki DPPC — IPL karisimlarinin kloroform/fosfat
tampon ara yluzeyinde elde edilen y (mN/m) — zaman (s) izotermleri

Elde edilen izotermler incelendiginde, ortamda sadece DPPC bulundugu durumda,
yuzey geriliminin literatire uygun olarak yaklagsik 400 saniyede minimum degerine
ulastigi ve bu noktadan sonra dengeye geldigi gorulmektedir. IPL'nin ise, ¢alisilan
konsantrasyonda fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde ytzey gerilimini DPPC kadar
disurmedigi belirlenmistir. Ancak, IPL’nin sentezlenmesindeki asil amag, yuzey
gerilimini ¢cok fazla degistirmek degil, kullanilan sistemde tek basina bulundugunda
ya da ortamdaki lipidlerle karisabilme o0zelligi kullanilarak kan proteinlerinin ara
yuzeye adsorbe olmasini engellemektir. Ayrica, yuksek adsorpsiyon hizi sayesinde
kan proteinlerinden 6nce ara ylzeye adsorbe olabilmesi ya da ortamdaki diger
lipidlerle, 6rnegin dogal akciger ylzey aktif maddesi ile etkileserek lipidlerin
adsorpsiyon hizinin yukseltiimesi bir diger hedeftir. IPL ile DPPC’nin her oranda
karigabildigi daha 6nce yapilan galismayla belirlenmistir (Uslu, 2009).
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Sekil 4.12’ye bakildiginda karigimdaki IPL mol orani arttikga, ara ylzeyin ulasabildigi
minimum yuzey gerilimi degerinin de arttigi gorulmektedir. IPL tek basina fosfat
tampon/kloroform ara ylzeyinde yuzey gerilimini ¢ok distrmedigi icin bu durum
beklenilen davranisa uygundur. Ancak IPL’nin miktari arttirildikga yizey geriliminin
denge durumuna ulagsmasi icin gereken surenin énemli derecede kisalmasi dikkat
cekici bir noktadir. IPL, DPPC ile sinerjik olarak etkilesmekte ve karisimin ara yuzeye
hizli sekilde adsorbe olmasini saglamanin yani sira, molekullerin optimum
konformasyonlarini alma surelerini de kisaltarak daha ¢abuk dengeye ulasiimasini
saglamaktadir. Bu sekilde, adsorpsiyon hizinin kan proteinlerine gore yavas oldugu
bilinen akciger yuzey aktif madde karisiminin hizlandiriimasinda, ya da surfaktant
inaktivasyonuna karsi hala yeterince etkili olmayan tedavi amacgl karigimlara ek

olarak IPL’nin kullanilabilirligi incelenmeye deder konu basliklarindandir.

Calismanin amaci dogrultusunda DPPC ve IPL’nin degisik oranlardaki karigimlari igin
kritik olan, fosfat tampon fazina fibrinojen eklendiginde ulasilan yuzey gerilimi degeri
ve ara yuzeyin davranisidir. Dolayisiyla, ara yuzeyde sadece karisimlar bulunurken

elde edilen veriler, diger bolumler icin temel niteligi olusturmaktadir.

4.2.1.4. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®) Dinamik

Adsorpsiyon Ozelliklerinin incelenmesi

Calisma kapsaminda RDS tedavisinde etkin olarak kullanilan dogal akciger ylzey
aktif madde karisimi olan Infasurf®{in de dinamik adsorpsiyon davranigi incelenmigtir.
Bu asama, gercek karisima benzer bir ara ylzey modeli elde edilebilmesi, Infasurf®
ile fibrinojenin bir arada bulundugu durumdaki sonuglarin degerlendirilebilmesi ve

f&Un kargilastirilabilmesi adina 6nem tasimaktadir. Bu

daha sonra IPL ile Infasur
amagclar dogrultusunda, oncelikle c¢alismanin diger asamalarinda kullanilacak
optimum derisimin bulunabilmesi i¢in G¢ farkh konsantrasyonda ylzey gerilimi -

zaman izotermleri olusturulmus ve alinan sonuclar Sekil 4.13’te sunulmustur.
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Sekil 4.13 Infasurf® igin kloroform/fosfat tampon ara yiizeyinde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s) izotermleri

Fosfat tampon/kloroform ara yiizeyinde, Infasurf® icin yapilan denemeler sonucunda,
yuzey geriliminde net olarak farklihk yaratabilen ilk konsantrasyon 0.013 mg/mL
olarak belirlenmistir. Daha sonra bu degerden daha derigik konsantrasyonlarla da
calisiimis; 0.026 mg/mL ve Uzerindeki derisimlerde alinan sonuglarin ayni oldugu
gOrulmustur. Fibrinojen icin karsilagsilan durum burada da gegerlidir; elde edilen
izoterm ve minimum yuzey gerilimi, belirli bir konsantrasyon degerinin Uzerinde ayni
kalmaktadir. Infasurf® icin daha yuksek derisimlerde dlgiim almak teknik sebeplerden
dolayi mumkin olamamaktadir. Dolayisiyla, c¢alisilacak optimum Infasurf®
konsantrasyonu 0.026 mg/mL olarak belirlenmis ve ¢alismanin diger basamaklarinda
bu konsantrasyon kullaniimistir. Literatiirde Infasurf® ile fosfat tampon/kloroform ara
yuzeyinde yapilan bir c¢alisma bulunamamis, dolayisiyla alinan veriler igin
karsilastirma yapilamamigtir. Ancak, hava — su ara yuzeyinde yapilan calismalarda,
0.075 mg/mL konsantrasyonunda 30 dakika sonunda yuizey gerilimini ancak 45
mN/m’ye disirmistir (Alexandrov et al., 2009). Infasurf® konsantrasyonu 1
mg/mL’ye c¢ikartildiginda ise, elde edilen denge ylzey gerilimi 20 mN/m olmustur
(Seurynck et al., 2005).
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42.15.IPL ve Infasurf®iin Dinamik Davranislarinin Kisa ve Uzun Zaman

Araliginda incelenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan malzemelerin dinamik adsorpsiyon &zelliklerini
belirlemek, yapilan ¢alismanin hedeflerinden biridir. Bu amagla IPL ve Infasurf®{in
ylizey gerilimi dlglimleri degerlendiriimistir. Sekil 4.14’te IPL ve Infasurf® icin elde
edilen ylizey gerilimi — zaman izotermleri bulunmaktadir. izotermlere bakildiginda, IPL
daha kisa surede dengeye gelirken, Infasurf®{in daha uzun siirede dengeye geldigi
gorulmektedir. Baska bir deyisle, sistem kisa sire bazinda incelendiginde IPL’nin

yuzey gerilimini dagtrme hizi, Infasurf®inkinden daha fazladir.
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Sekil 4.14 IPL ve Infasurf®lin fosfat tampon/kloroform ara yilzeyine dinamik
adsorpsiyonlarinin karsilastiriimasi

Infasurf®uin vezikiler yapida bir karisim oldugu duastnuldigunde, gorulen bu durum
normaldir (Fan et al.,, 2011). Kan proteinlerinin ara yuzeye adsorpsiyonunu
engellemek icin kullanilan ilacin kisa zamanda iglevini yerine getirmesi, hayati bir
durumdur. RDS tedavisi icin kullanilan Infasurf®, yeterli bir zaman diliminde aktifligini
gOsterebilmektedir. Ancak kan proteinleri ile yarismal olarak ara ylzeye adsorbe
olacak molekullerin daha kisa surede, 6zellikle proteinler arasinda en ¢ok problem
yaratan fibrinojenden daha hizli olarak, etkinligini gostermesi gerekmektedir.

Infasurf®in, ilk 50 saniyede yiizey gerilimini disiirme hizi, IPL'ye gére oldukgca
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yavastir. Elde edilen izotermden Infasurf®iin indiiksiyon periyodunun yaklasik 5
saniye siirdiigi goriilmektedir. IPL ve Infasurf® igin elde edilen yiizey gerilimi — zaman
izotermlerinde, kisa sureli davranisin daha iyi anlasiimasi ve difizyon katsayilarinin
hesaplanabilmesi amaciyla Ward ve Tordai’nin o6nerdigi modele goére, zaman

parametresinin karekokune karsi yuzey gerilimi grafigi cizilmigtir (Sekil 4.15).

35 -
g9
2 e
f— 25 -
£ :
8 20 -
>
()]
.N b
2 15 -

10 ] 1 1 1 J

0 5 10 15 20
Zaman?/2 (s1/2)
0.026 mg/mL Infasurf @ 0.09 mM IPL

Sekil 4.15 IPL ve Infasurf® igin kloroform/fosfat tampon ara ylizeyinde elde edilen y
(mN/m) — zaman (s*?) izotermleri

Bu yonteme kisa sureli dinamik adsorpsiyon calismalari igin literaturde de sikca
rastlanmaktadir (Teipel and Aksel, 2001; Fainerman et al., 1997; Wu et al., 2000).
Nefes alis — veriginin dinamik bir davranis oldugu ve bu prosesin ¢ok kisa zamanda
gergeklestigi dustnuldiginde, aslinda sistemin uzun sureli davraniginin degil, kisa
sureli davraniginin incelenmesinin  daha kritik oldugu sonucuna variimigtir.
Infasurf®in sahip oldugu yaklasik 5 saniyelik plato bolgesine karsin IPL, yuzey
gerilimini kiivette damlanin olusturuldugu ilk andan itibaren diigtirmektedir. indiiksiyon
periyodu olarak 5 saniye kisa bir slre olarak gézikse de, Uzerinde ¢aligilan solunum
sistemi igin 5 saniye yaklasik 2 kere nefes — alip verme suresine esittir (Wustneck et
al., 2002).

94



IPL’nin sulu tampon fazindan kloroform damlaya adsorpsiyonu icin kisa zamanlardaki
difizyon katsayisi Esitlik 2.6 ve Sekil 4.15°de IPL’'nin kisa zaman araliginda grafigin
egimi (dy/dvt) kullanilarak 6.45 x 10° m?/s olarak hesaplanmistir. Ayni durumda
Infasurf® i¢in hesaplanan deger 8.10 x 10" m?%s'dir. Bu deger, literatiirde, ylizey aktif
maddeler igin elde edilen degerlere ile uyumludur. Ornegin, ticari olarak bulunan
Tween 85 ylzey aktif maddesi ile yapilan dinamik adsorpsiyon c¢alismasinda,
su/parafin ara ytzeyinde 0.05 mM’dan 100 mM’a kadar degisik konsantrasyonlar igin
difiizyon katsayilari hesaplanmis ve elde edilen degerlerin 1.80 x 10™? m?/s ile 8.40 x
10 m?%s arasinda degistigi bildirilmistir (Teipel and-Aksel, 2001). Yapilan baska bir
calismada ise, PEO zinciri igeren CioEg icin difiizyon katsayisi 4.30 x 10%° m%s,
CioEs icin 4.80 x 10'° m?%s olarak hesaplanmistir (Ferri and Stebe, 2000).
Hesaplanan deger, Infasurf®(in diflizyon katsayisi ile karsilastirildiginda ise IPL’nin
¢ok daha hizli bir molekll oldugu belirlenmistir. ki maddenin difiizyon katsayilari
arasinda ~80 katlik bir fark vardir ve bu durum, kisa zaman araligi icin molekullerin
adsorpsiyon davraniglari arasindaki farklligi aciklamaktadir. Infasurf® ile IPL'nin kisa
zamanlardaki difizyon katsayisi ayrica hava/sivi ara yuzeyi igin de ayni yontemler
kullanilarak hesaplanmigtir. Hava/sivi ara yuzeyinde, IPL’nin difizyon katsayisi 1.10 x
10® m?%s olarak belirlenirken, Infasurf® icin bu deger 1.48 x 10° m%s olarak
bulunmustur (Ek 1). Bu degerlerden, iki maddenin dinamik adsorpsiyon katsayilari
arasinda ~85 kathk bir fark oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilerden, Ayni
maddenin iki farkli ara ylzeye adsorpsiyonu icin elde edilen difizyon katsayilari
birbirine oldukga yakin oldugu goérilmektedir. Maddelerin dinamik adsorpsiyon
davraniglari incelenirken, eger adsorpsiyon difuzyon kontrolli degil ise, uzun zamanh
dinamik davranisinin da belirlenmesi gerekmektedir. Cunklu bu eger sistem difizyon
kontrolli degilse kisa ve uzun zamanlardaki difiizyon katsayilari arasinda fark olmasi
beklenmektedir. Bu farkin, ylzey aktif bir maddenin ara yizeyin hemen alt fazina
yerlestikten sonra ara ylzeye adsorbe olabilmek igin yenmesi gereken enerji
bariyerinin varligindan kaynaklandigi ileri surulmektedir. Enerji bariyeri diflzyon
kontrolli sistemler igin sifira yakinken, diflizyon — kinetik kontrolli modeller i¢in g6z
onunde bulundurulmasi gereken bir parametredir. Calisma kapsaminda kullanilan

molekullerin uzun zamanli dinamik adsorpsiyon davraniglari da incelenmigtir.

95



Hava/sivi ara yuzeyinde alinan veriler Esitlik 2.7’ye gore yluzey gerilimine karsi
grafige gecirilmis ve grafigin egiminden (dy/d(l/\/t_)) IPL icin D, degeri 3.30 x 10
m?%s olarak bulunmustur. Ayni yéntem kullanilarak Infasurf® icin elde edilen deger,
4.23 x 10 m%s’dir. Elde edilen grafikler Ek 2'de gosterilmistir. Bu degerlere gére, iki
maddenin uzun ve kisa zamanl difizyon katsayilarinda IPL igin yaklasik 3.3 katlk bir
fark goralurken, Infasurf® icin bu fark 3.5 kat olarak hesaplanmistir. Diflzyon
katsayilari arasinda ¢ok buyuk bir fark gérulmemesi, adsorpsiyon bariyerinin kliguk
olacagi anlamina gelmektedir. Bu iki madde igin Esgitlik 2.5 ve Esgitlik 2.7 kullanilarak
hava/sivi ara ylzeyine adsorbe olabilmeleri i¢in harcamalari gereken eneriji
hesaplanmis ve (g2) IPL icin 0.04 kJ/mol, Infasurf® icin 0.06 kJ/mol olarak

belirlenmistir. Bu degerler literattirle karsilastirildiginda, difizyon — kinetik kontrolli bir
sistem igin oldukca dusuk degerler olarak gorulmektedir (Eastoe et al., 1997; Jiang et
al., 2006). Adsorpsiyonunun difuzyon kontrolli oldugu bilinen fibrinojen igin de

hesaplanan &, degerinin 0.054 kJ/mol olmasi, IPL ve Infasurf®iin de difiizyon

kontrolll adsorpsiyon modeline uyduklarini gostermektedir.

4.2.1.6. Fibrinojenin Dinamik Adsorpsiyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Serum proteinleri arasinda, alveol ara ylzeyine adsorbe olarak yuzey aktif madde
karisiminin adsorpsiyonunu engelleyen ve alveolun islevini kaybetmesine yol agan
fibrinojen proteininin, incelenecek ara ylzeylere yapacadi etkinin belirlenebilmesi igin,
oncelikle kendisinin dinamik adsorpsiyon ozelliklerinin bilinmesi gerekmektedir.
Fibrinojen tampon ¢ozeltide ¢ézundugu ve vicutta (pH 7) da bu sekilde bulundugu
icin, kurulan deney sisteminde fosfat tampon fazina enjekte edilmistir. Yapilan
deneyler sonucu elde edilen adsorpsiyon izotermleri genis bir konsantrasyon
araliginda Sekil 4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16 Fibrinojen icin kloroform/fosfat tampon ara yuzeyinde elde edilen y (mN/m)
— zaman (s) izotermleri

1, 5, 10, 25, 50, 100, ve 500 ppm konsantrasyonlarinda elde edilen yuzey gerilimi —
zaman izotermleri incelendiginde fibrinojenin disuk konsantrasyonlu ¢ozeltilerinde (1
— 10 ppm) Oonce bir plato bdlgesi goézlemlenmistir. Yluzey gerilimi — zaman
izotermlerinde plato bolgesi olarak gorulen ve literatlirde indiksiyon periyodu olarak
tanimlanan bu surecgte, proteinler aslinda ara yuzeye adsorbe olmuslar ancak
adsorbe olan miktar yluzey geriliminin dusurulebilmesi igin yeterli olamamistir. Belirli
bir sireden sonra yeterli miktarda protein yuzeye yerlesmis ve bdylece yuzey gerilimi
dusmastur. Ayrica, duisuk konsantrasyon degerleri igin ara yuzeyin ulastigi denge
yuzey gerilimi, diger konsantrasyonlara gore daha yuksektir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda, fibrinojenin olduk¢a ylzey aktif bir protein oldugu anlasiimaktadir.
Ozellikle 25 ppm’den daha derisik fibrinojen c¢ozeltileri, ylizey gerilimi ¢ok kisa siirede
neredeyse 10 mN/m’ye kadar dusurmektedir. Derisim arttikga, indUksiyon
periyodunun da kisaldigini ve hatta 100 ppm’den daha yuksek derigimler igin
tamamen kayboldugu gorulmektedir. Bu da proteinler igin literatirde yer alan
sonuglara uymaktadir (Yampolskaya and Platikanov, 2006). indiiksiyon periyodu,
sistemin karakterize edilebilmesi icin kritik bir parametredir ¢iinku, her konsantrasyon
degeri i¢in spesifiktir. Yapilan deneyler sonucunda bulunan induksiyon periyotlari
Cizelge 4.2’deki gibidir.
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Cizelge 4.2 Fibrinojenin fosfat tampon/kloroform ara yluzeyinde konsantrasyona bagli
olarak induksiyon periyotlari

Konsantrasyon (ppm) indiiksiyon Periyodu, saniye
1ppm >800+1s

5Sppm ~250+1s

10 ppm 100+ 1s

25 ppm 60+1s

50 ppm 25+1s

100 ppm 441 s

indiiksiyon periyodu belirli bir degerden sonra tamamen kaybolsa da, belirli bir esik
degerinden daha ylUksek konsantrasyonlarda ulagilan denge yuzey gerilimi daha fazla
dismemektedir. Fibrinojen igin fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde bu esik degeri
25 ppm olarak belirlenmigtir. 25 ppm ve Uzerindeki konsantrasyonlarda, adsorpsiyon
suresi degisse de sistemin geldigi denge ytzey gerilimi aynidir. Bu durum, fibrinojen
adsorpsiyonunun  artik konsantrasyondan bagimsiz hale gelmesi olarak
aciklanmaktadir. Literatirde de bu durumun o&rnekleri verilmigtir. Hernandez ve
Franses’in yaptigi bir calismada, hava/sivi ara ylzeyine degisik kosullarda fibrinojenin
adsorpsiyonu incelenmis ve 7.5 ppm derisimindeki fibrinojen’in adsorpsiyonunun 75
ve 750 ppm derisimindekilerden daha yavas oldugu, ancak konsantrasyon artsa da
75 ve 750 ppm’lik ¢ozeltilerin ulastigi minimum yuzey gerilimi degerinin degismedigi

g6zlemlenmistir (Hernandez and Franses, 2003).

Elde edilen adsorpsiyon izotermlerinden dinamik adsorpsiyon g¢alismalarinda
kullanilacak derigsimler 10 — 50 ve 100 ppm olarak belirlenmistir. Bu derigimlerin
karakteristik induksiyon periyotlari sayesinde, fibrinojen ile ayni ortamda bulunacak
maddelerin, fibrinojen adsorpsiyonuna ne gibi bir etki saglayacagi indiksiyon
periyodundaki artigstan ve yuzey gerilimi — zaman profilinden incelenecektir. 100

ppm’in Uzerindeki derisimlerde, adsorpsiyon Ozelliklerinin neredeyse ayni olmasi
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nedeniyle, daha ylksek bir deger secilmemistir. 10 ve 50 ppm’lik derisimler ise, diger
derisimlere oranla daha net sonuglar vermistir. Sekil 4.16’daki izoterm, daha sonra

kurulacak sistemler icin temel niteligi olugturmustur.
4.2.2. Olusturulan Ara Yiizey Modellerine Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Yapilan tez ¢calismasinin amaci, fibrinojen proteininin dinamik kosullarda ara yuzeye
etkisinin incelenmesi ve bu etkinin belirli bir molekul yapisi ve sistemle minimize
edilmesidir. Bolum 4.2.1°de elde edilen veriler, bu kisimda yorumlanacak veriler igin
on calisma niteliginde olmus ve her bir maddenin spesifik davranisi belirlenmistir. Bu
kisimda ise, DPPC ile fibrinojen, IPL ile fibrinojen ve DPPC — IPL karisimlari ile
fibrinojenin bir arada bulundugu sistemler kurulmus ve bu kosullarda fibrinojenin ara
yuzeydeki etkisi incelenmigtir. Daha sonraki kisimda ise, IPL suda ¢ozulerek fosfat
tampon fazina enjekte edilmis ve alternatif bir sistem olarak suda ¢6zinmis IPL
kullanilarak fibrinojenin bu durumdaki davranigi belirlenmigtir. Son olarak ise akciger
ara yuzey modeli olarak Infasurf® kullaniimis ve Infasurf® icin de fibrinojenin davranisi

arastinimistir.

4.2.2.1. DPPC’nin Dinamik Davranigina Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Gergek sistemde, surfaktant inaktivasyonu, ara yuzeyde akciger yuzey aktif maddesi
bulunurken gerceklesmektedir. Bu durumun basit bir modellemesi olarak bu kisimda,
akciger ylzey aktif maddesinin kitlece buylk bir kismini olusturan DPPC ara
yuzeyde bulunurken, ortama disaridan fibrinojen ¢ozeltisi eklenmistir. 1 ve 5 ppm
konsantrasyonlarinda fibrinojen yuzey gerilimini degistirmedigi icin calismalara 10

ppm derigsiminden baglanmistir.
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Sekil 4.17 Fosfat tampon/kloroform ara yuzeyinde DPPC bulunurken alt faza
kivetteki son konsantrasyonu 10 ppm olan fibrinojen ¢dzeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen y (mN/m) — zaman (s) grafigi

Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde sadece fibrinojen oldugu durumda alinan
sonuglara goére, 10 ppm fibrinojen ¢dzeltisinin indiksiyon periyodu yaklasik 100
saniye olarak belirlenmistir. Kurulan bu sistem igin, saf DPPC’nin ara yluzeye adsorbe
olmasi beklenmis ve denge yuzey gerilimine ulasildiktan sonra, tampon faza yaklasik
560. saniyede klvetteki son konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde fibrinojen enjekte
edilmistir. (Enjeksiyon ani, Sekil 4.17°de ok ile gosterilmistir). Enjeksiyondan yaklasik
110 saniye sonra (675. saniyede) yluzey geriliminde disme goértlmeye baslanmis ve
ara yuzeyde fibrinojenin baskin oldugu belirlenmigtir. Bagka bir deyisle, ara ylzeyde
bulunan DPPC, fibrinojen dig faza eklendikten 110 saniye sonra, yerini fibrinojene
birakmaktadir. Fibrinojen bos ara ylzeyde optimum konformasyonunu 100 saniyede
alirken, bu sistemde ara yluzeyde DPPC bulundugu icin bu sire 110 saniyeye
cikmigtir. Gergek sistemde, net yuku eksi olan fibrinojen, bulundugu ortamda ¢ok hizli
bir sekilde ara yuzeyin hemen alt fazina difize olmakta ve ara ylzeyde bulunan
amfoterik yapidaki DPPC ile etkilesmektedir (Miller et al., 2000). Literatirde, benzer
deneysel sistemlerde 0.001 mM — 0.1 mM konsantrasyon araligindaki DPPC’nin ve
saf protein ¢ozeltilerinin kloroform/su ara ylzeyinde homojen olmayan bir tabaka

olusturduklari belirtiimektedir. Bu bilgi her iki maddenin de ara ylzeyde bulundugunu
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gostermektedir. Ancak protein konsantrasyonunun artmasiyla birlikte ortamdaki
DPPC’nin etkisi azalmakta ve yuzey, protein varligi bakimindan homojen hale
gelmektedir (Li et al., 1999). Benzer baska bir calismada ise protein konsantrasyonu
0.1 ppm iken ve DPPC konsantrasyonu 0.005 mM’dan kiguk iken sistemin
adsorpsiyon davraniginin protein tarafindan kontrol edildigi bildiriimektedir. Protein
konsantrasyonu 0.8 ppm’e c¢ikartildiginda ise ara ylzey davranisi DPPC
konsantrasyonundan bagimsiz hale gelmektedir (He et al. 2008). 10 ppm’lik fibrinojen
derisimi DPPC’ye gore ylksek gelmis ve ara yuzeyde DPPC tabakasi varken bile

fibrinojenin adsorpsiyon davranisinin ara yluzeyde baskin oldugu tespit edilmigtir.

DPPC’nin fibrinojen varliginda ara ylzeyde kalmadigi belilenmis ancak bu
davraniginin daha iyi anlagilmasi amaciyla, ayni ¢alisma kiuvetteki son konsantrasyon
50 ppm olacak sekilde tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglar beklenilen sekilde
olmustur ve tampon faza son konsantrasyonu 50 ppm olan fibrinojenin enjekte
edilmesinden yaklasik 5 saniye sonra yuzey geriliminde hizli bir dusts goralmustar.
Fosfat tampon/kloroform ara yuzeyine 50 ppm konsantrasyonundaki saf fibrinojenin
adsorpsiyon izotermine bakildiginda goérulen profil ile, DPPC'li sistemde, ylzey
geriliminin dusme anindan sonra gorulen profilin ayni olmasi, DPPC’nin fibrinojen

varliginda yuzey aktivitesini gosteremedigini belirtmektedir.

Bu deney sisteminde 10 ve 50 ppm fibrinojen ¢ozeltileri ara ylzey davranisi lzerinde
baskin olmalari sebebi ile daha ylksek konsantrasyonda fibrinojen ile calisma

yapiimamistir.

4.2.2.2. IPL Molekiiliin Dinamik Davranigina Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

4.2.2.2.1. Organik Fazdaki IPL Molekulinun Dinamik Davranigina Fibrinojen

Etkisinin incelenmesi

DPPC ile yapilan calismalara egslenik olarak, bu kisimda, ayni g¢alismalar IPL
molekulu ile tekrarlanmigtir. Kan proteinlerinin ara ylzeye adsorpsiyonunu 6nlemek

ya da kismi olarak engellemek amaciyla sentezlenen IPL ile 10 ppm son
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konsantrasyondaki fibrinojen ¢ozeltisi icin elde edilen sonuglar Sekil 4.18'de

sunulmustur.
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Sekil 4.18 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde kloroform fazda IPL bulunurken alt
faza kulvetteki son konsantrasyonu 10 ppm olan fibrinojen ¢ozeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen y (MN/m) — zaman (s) grafigi

Oncelikle kloroform fazindaki IPL’'nin ara ylzeye adsorbe olmasi ve ara yiizeyin
dengeye ulasmasi beklenmis; yluzey geriliminin daha fazla degismedidi noktaya
(dengeye) ulasildiktan sonra, 300. saniyede fosfat tampon fazina klvetteki son
konsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde fibrinojen enjekte edilmistir. Sekil 4.18’den de
goruldugu gibi yuzey gerilimi enjeksiyondan sonra yaklasik 300 saniye kadar sabit
kalmig ve daha sonra dusmeye baglamigtir. 10 ppm son konsantrasyonundaki
fibrinojen ¢ozeltisi igin, fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde elde edilen indiksiyon
periyodu 100 saniyedir. Bu 100 saniye, ara yuzeyde sadece protein bulundugu
durumda, fibrinojenin ara ylzeye adsorbe olmasi ve ylzey gerilimini degistirebilecek
yuzey yogunluguna ulagsmasi i¢in gerekli sureye esittir. Ancak, ara yuzeyde 6nceden
olusturuimus IPL tabakasi bulundugu durumda, fibrinojen enjeksiyonundan 300
saniye sonra yuzey gerilimi dismeye baslamis ve dlsus sonrasinda olgtlen minimum
yuzey geriliminin de aslinda, fibrinojen icin elde edilen denge ylzey gerilimi olmadigi
belirlenmistir. Dolayisiyla bu sonugtan, son durumda ara yuzeyde sadece fibrinojenin

degil, IPL’'nin de bulundugu c¢ikartiimistir. IPL, 100 saniyelik indiksiyon periyodunu
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300 saniyeye c¢ikartmig, yani fibrinojenin ara yuzeye adsorbe olmasini 3 kat
geciktirmistir. DPPC icin gorulen durumun tersine, 300 saniye sonra ise yuzeyde iki

molekul beraber bulunmaktadir.
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Sekil 4.19 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde kloroform fazda IPL bulunurken alt
faza kuvetteki son konsantrasyonu 50 ppm olan fibrinojen ¢dzeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen y (MN/m) — zaman (s) grafigi

IPL ile elde edilen sonuglar, ortamda 10 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojenin ve
DPPC’nin beraber bulundugu durumdaki sonuglardan daha olumlu olmustur.
Dolayisiyla protein konsantrasyonu 50 ppm’e c¢ikartilmistir. 50 ppm son
konsantrasyondaki fibrinojen c¢ozeltisi, ylizeyde IPL molekillerinin ylzey gerilimini
dengeye ulastirmasindan sonra 120. saniyede enjekte edilmistir (Sekil 4.19).
Enjeksiyondan yaklasik 40 saniye sonra ise, ylzey geriliminde hizli bir dusus
gorulmektedir. Daha 6nce sadece 50 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojen
¢ozeltisinin induksiyon periyodunun 25 saniye oldugu tespit edilmigtir. Bu sistem igin
ise, fibrinojenin sistemin ylzey geriliminde bir degisiklige neden olabilmesi igin
yaklasik 40 saniye gecmistir. Bu durum, IPL molekillerinin fibrinojenin ara yuzeye
adsorpsiyonunu yavaslattigini gdéstermektedir. 50 ppm’lik fibrinojen ig¢in saglanan
gecikme ~15 saniyedir. Normal kosullarda 15 saniye kisa bir sure gibi dusunulse de,
Uzerinde caligilan sistem; ylzey Ozellikleri strekli dedisen alveoller gibi, dinamik bir

sistemdir. Dinamik sistemler igin ise yuzeyin kisa sureli davranisi kritiktir. Nefes alig
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verisi ¢ok kisa surede gergeklesen bir prosestir ve 15 saniye solunum agisindan epey
uzun bir zaman dilimidir. DPPC ile karsilastirildiginda IPL’nin fibrinojenin ara yuzeye
adsorpsiyonuna karsi engel olusturdugu belirlenmistir. Bu engel, IPL’'nin yapisinda
bulunan PEO zincirlerinin ara ylzeyde aldigi konformasyon sayesinde, yaratti§i sterik
bariyerin etkisiyle olugmaktadir. Adsorpsiyon suresinde saglanan gecikme,
fibrinojenin bu sistemde ara yluzeye sadece difUzyon kontrolli olarak adsorbe
olmadigini, sistemde ara yuzeye adsorpsiyon igin bir enerji bariyeri bulundugunu
kanitlamistir. Kurulan bu sistemde ara ylzeyin hemen alt fazina difiize olan fibrinojen
molekulleri, ara yuzeye adsorbe olabilmek igin bir enerji bariyerini yenmek zorunda
kalmiglardir. Bu enerji bariyerinin ise, IPL’nin molekul yapisi ve ara ylzeydeki
durusundan kaynaklandigi disunitlmektedir. DPPC’den farkli olarak IPL, proteinlerin
ara yuzeye adsorpsiyonunu kismi olarak engellemis ve zorlastirmistir (Li et al., 1999).
Elde edilen bu sonug, proteinlerin adsorpsiyonunun kisa sureli olarak engellenmesi

gereken durumlar igin oldukga énemlidir.
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Sekil 4.20 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde kloroform fazda IPL bulunurken alt
faza kuvetteki son konsantrasyonu 100 ppm olan fibrinojen ¢dzeltisinin eklenmesi
sonucu elde edilen y (mN/m) — zaman (s) grafigi

Dinamik sistemlerin g¢alisildigi durumlar igin 100 ppm, ¢ok yuksek bir konsantrasyon
olsa da, IPL’nin etkisinin tam olarak anlasilabilmesi igin bu derisimde de calisiimistir

(Miller et al., 1998). 100 ppm son konsantrasyondaki fibrinojen igin, 10 ve 50 ppm
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konsantrasyonlarinda oldugu gibi Oncelikle IPL’'nin ylzeyde dengeye gelmesi
beklenmis ve 172. saniyede fosfat tampon fazina enjeksiyon yapilmistir. Ayni
kosullarda, ortamda sadece fibrinojen bulundugu durumda ylzey gerilimindeki net
disus yaklasik 4 saniye sonra olmaktadir. IPL’nin ara ylzeyde bulundugu bu sistem
icin ise, yuzey gerilimi, protein enjeksiyonundan 8 saniye sonra hizla dusmeye
baglamigstir. Oldukca dikkat geken ve nem arz eden bu sonug, IPL’nin ylksek protein
konsantrasyonunda bile, belirli bir stire igin proteinlerin adsorpsiyonunu yavaslattigini

ve sistem Uzerindeki etkilerinin baskilanabildigini gostermistir.

4.2.2.2.2. Fosfat Tampon Fazindaki IPL Molekiliinin Dinamik Davranigina

Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Bu kisimda, IPL molekulinun fosfat tampon fazindan enjekte edilmesi sonucu
fibrinojen ile etkilesimi incelenmistir. Bu amacla 2 farkli deney sistemi olusturulmus ve
bdylece IPL’nin fibrinojen varhgindaki dinamik davranisi sistematik olarak

arastinlmistir.

Deneylerin ilk kisminda IPL molekulu fosfat tampon fazindan enjekte edilmis ve yuzey
geriliminin dengeye gelmesi beklendikten sonra kuvetteki son konsantrasyonu
sirasiyla 10, 50 ve 100 ppm olacak sekilde tampon faza fibrinojen ¢ozeltisi enjekte
edilmistir. 10 ppm icin elde edilen ylzey gerilimi — zaman grafigi Sekil 4.21°'de

sunulmustur.

IPL molekulinun yluzeyde optimum sekilde yerlesmesiyle yuzey gerilimini dengeye
ulastirmasi beklenmis ve denge durumundan sonra 250. saniyede sisteme fibrinojen
cOzeltisi enjekte edilmistir. Fosfat tampon/kloroform ara yuzeyinde 10 ppm
konsantrasyonundaki fibrinojen ¢ozeltisinin indlksiyon periyodu 100 saniye olarak
bulunmustur. Ara yuzeyde IPL oldugu durumda ise, fibrinojen enjeksiyonundan sonra
100 saniyeden fazla sure geg¢mesine ragmen, ylzey geriliminde bir degisiklik
gorulmemekte ve damlanin yuzey gerilimi IPL igin spesifik olan denge yuzey
geriliminde kalmaktadir. Bu durum, IPL varhdinda fibrinojen molekullerinin ara yuzeye

adsorbe olamadigini géstermektedir.
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Sekil 4.21 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde IPL bulunurken alt faza kivetteki
son konsantrasyonu 10 ppm olan fibrinojen ¢Ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
vy (MN/m) — zaman (s) grafigi

Sekil 4.21°de ayrica ara yuzeyde sadece IPL molekull bulunurken elde edilmis ylzey
gerilimi — zaman izotermi ¢izilmigtir. Bu grafikten de gorulecegi gibi, fibrinojen alt faza
dahil edilse bile IPL’nin adsorpsiyon davranigi, ortamda tek basina bulunurkenki
davranisi ile ayni olmaktadir. Bu da, fibrinojen molekillerinin ylzeye
yerlesemediklerinin bagka bir kanitidir. Eksi ylke sahip olan fibrinojenin, IPL’nin
yapisinda bulunan PEO zincirinin etkisi ve ara yuzeyde aldigi konformasyon
sayesinde ara ylzeye ulasamadigi ve bdylece, yuzey geriliminde herhangi bir

degisiklige sebep olamadigi dusunulmektedir.
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Sekil 4.22 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde IPL bulunurken alt faza kivetteki
son konsantrasyonu 50 ppm olan fibrinojen ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu elde edilen
v (MN/m) — zaman (s) grafigi

10 ppm son konsantrasyondaki fibrinojen varliginda basarih bir sonug¢ elde
edilmesiyle, fibrinojen konsantrasyonu 50 ppm’e gikartilmistir. Sekil 4.22°de gosterilen
bu sistem icin IPL ylzeye adsorbe olduktan sonra yaklasik 550. saniyede fosfat
tampon fazina fibrinojen enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyondan yaklasik 50 saniye
sonra, yuzey geriliminde dusls gorulmeye baslanmigtir. Daha 6nce 50 ppm son
konsantrasyonundaki fibrinojen igin fosfat tampon/kloroform ara ytzeyinde elde edilen
sonuglara bakildiginda, yuzey geriliminin dismeye baglamasindan once yaklasik 25
saniyelik bir indUksiyon periyodu gorulmektedir. Bu durumda, IPL'nin, 50 ppm son
konsantrasyondaki fibrinojenin adsorpsiyonunu yaklasik 25 saniye geciktirdigi
gorulmektedir. Bu da IPL’'nin fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyon suresini 2 kat
yavaslattigi anlamina gelmektedir. Daha sonra yuzey gerilimindeki dusus, fibrinojenin
ara ylzeye adsorbe oldugunu gosterse de, IPL ilk etapta fibrinojenin adsorpsiyon
Ozelliklerini degistirmistir. Fibrinojenin adsorpsiyon suresini yavaslatmak ve ara
yluzeye yerlesmesini zorlastirmak, IPL'nin sentezlenmesindeki hedeflerden birisidir.
Bu hedefin gergeklestirimesinde daha incelenecek ¢ok parametre olsa da bu

basamakta alinan sonuglar umut vericidir.
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Bu kisimda son olarak, 10 ve 50 ppm icin elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak

fibrinojen konsantrasyonu 100 ppm’e ¢ikartiimigtir.
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Sekil 4.23 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde IPL bulunurken alt faza kuvetteki
son konsantrasyonu 100 ppm olan fibrinojen ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu edilen vy
(mN/m) — zaman (s) grafigi

100 ppm, literatirde bu yontemle yapilan calismalara gore bir hayli yuksek bir
konsantrasyon olsa da, IPL'nin etkisinin daha iyi anlasilmasi amaciyla bu
konsantrasyonla incelemeler  tekrarlanmistir. Normal kosullarda  fosfat
tampon/kloroform ara yuzeyinde 100 ppm’lik fibrinojen ¢ozeltisinin indiksiyon
periyodu 3 - 4 saniyedir. Bolim 4.2.1.6’da alinan sonuglara bakildiginda, 3 — 4 saniye
sonra, yuzey gerilimi hizla dismekte ve yaklasik 10 mN/m degerinde dengeye
ulasmaktadir. Ara vyuzeyde IPL bulunurken, tampon faza 100 ppm son
konsantrasyonundaki fibrinojen ¢ozeltisinin enjekte edilmesinden 6 saniye sonra
yuzey geriliminde dusme gorulmeye baslanmigtir. Bu kadar yuksek protein
konsantrasyonunda IPL’'nin 2 — 3 saniye de olsa fibrinojenin adsorpsiyonunu
geciktirmesi oldukga etkileyici bir sonugtur. Ayni konsantrasyonda calisilan diger
maddeler icin tampon faza fibrinojenin enjekte edilmesiyle ayni anda yuzey geriliminin
dugmesi, IPL'nin goreceli olarak fibrinojenin adsorpsiyonunu yavaslattiginin bir
kanitidir.
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IPL ve fibrinojenin etkilesimlerinin dinamik agidan incelenmesi amaciyla kurulan ikinci

sistem ise, yarismali adsorpsiyon kosulunun modellemesidir. Bu sekilde, ayni anda

fosfat tampon fazina verilen iki maddenin birbirine kiyasla adsorpsiyon davraniglari

incelenecek, iki madde arasindaki etkilesim yorumlanabilecektir. Kuvetteki son

konsantrasyonu 10, 50 ve 100 ppm olan fibrinojen ile IPL’nin fosfat tampon/kloroform

ara yuzeyine yarigmall adsorpsiyon sonuglari Sekil 4.24’te sunulmustur.
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Sekil 4.24 0.09 mM IPL ile (a) 10 ppm, (b) 50 ppm ve (c) 100 ppm son
konsantrasyonunda fibrinojenin yarismali adsorpsiyonu sonucu elde edilen y (mN/m)
— zaman (s) grafikleri: (¢ ) yarigsmali adsorpsiyon, (m ) saf IPL, (o) saf fibrinojen
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Yarigmali adsorpsiyon sistemi igin alinan sonuglar Sekil 4.24(a), (b) ve (c) de
gosterilmigtir. 10 ppm fibrinojen ile IPL tampon faza ayni anda verildiginde, yuzey
gerilimi enjeksiyonla birlikte hemen diusmeye baglamis ve elde edilen yuzey gerilimi —
zaman izotermi, ara yuzeyde sadece IPL bulundugu durumla ayni olmustur.
Fibrinojen varhdinda IPL'nin adsorpsiyon Ozelliklerinin incelendigi bu bolumuin ilk
calismasiyla paralel olarak IPL, yarismali adsorpsiyon durumunda da 10 ppm
miktarindaki fibrinojene karsi baskin gelmistir. iki madde ayni anda alt faza
verildiginde, alinan izoterme gore, IPL molekdlleri fibrinojene gore ¢cok hizl bir sekilde
ara yuzeye adsorbe olup, optimum konformasyonlarini almiglardir. Fibrinojen
molekullerinin, yuzeyin hemen altina yerlegseler bile, IPL'nin yarattigi sterik
engelleme sayesinde ara yuzeye c¢ikamadiklari dusunulmektedir. Dolayisiyla bu
miktar fibrinojen icin IPL’nin fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonunu engelledigi

belirlenmistir.

50 ppm son konsantrasyondaki fibrinojen icin elde edilen grafige bakildiginda 6nce
kivette olusturulan kloroform damlasinin dengeye gelmesinden sonra 55. saniyede
iki madde fosfat tampon fazina ayni anda enjekte edilmis ve enjeksiyondan yaklasik
25 saniye sonra yuzey gerilimi hizla dismeye baslamistir. 25 saniyelik plato, 50 ppm
konsantrasyonundaki fibrinojen igin belirlenen indlksiyon periyodu ile ayni
uzunluktadir. Ancak, hizli dugsmeyle birlikte damlanin dengeye ulastigi yuzey gerilimi,
IPL'nin tek basina ulastigi denge degeriyle aynidir. Her ne kadar yuzey geriliminin
dismeye baglamasi i¢in gereken sure fibrinojenin indUksiyon periyodu kadar olsa da,
dusus hizinin ortamda sadece 50 ppm son konsantrasyondaki fibrinojen bulundugu
durumdan c¢ok daha hizli olmasi ortamda bagka bir maddenin de etkisi oldugunu
gostermektedir. 50 ppm’lik fibrinojen ortamda tek basina bulundugunda, ara ylzeyin
dengeye gelmesi 80 saniye almaktadir. Ancak bu sistemde bu sire 25 saniye olarak
belirlenmistir. Ustelik sistemin ulasti§i denge ylizey gerilimi saf IPL’nin denge ylizey
gerilimi ile ayni olmustur. Butin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, 50 ppm
fibrinojen ve IPL’nin yarigmali adsorpsiyonu sonucu IPL'nin ara yuzeye hizli bir

sekilde yerleserek sistemi kontrol edebildigi anlagiimigtir.
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Fibrinojen konsantrasyonu 100 ppm’e c¢ikartildiginda ise alinan sonuglar Sekil
4.24(c)de sunulmustur. iki madde tampon faza 62. saniyede ayni anda enjekte
edilmis ve yuzey gerilimi enjeksiyondan yaklasik 8 saniye sonra dugsmeye baglamistir.
Ara ylzeyde sadece 100 ppm fibrinojen bulundugu durumda goérilen indiksiyon
periyodunun 4 saniye olmasina karsin bu sistemde plato bolgesinin yaklasik 2 katina
¢clkmasi, ara yuzeyde sadece fibrinojenin etkisi olmadigini gostermistir. Ayni fazdan
verilen iki madde, alt fazda etkilesmis ve elde edilen profile gore ne fibrinojen ne de
IPL tek basina baskin gelememis, iki madde de yuzeye adsorbe olabilmigtir. Yuzey
geriliminin dengeye geldigi son degerin iki maddeyle de ayni olmamasi da bu
durumun bagka bir gostergesidir. Bagka bir deyisle, 100 ppm fibrinojen i¢in yarigsmali
adsorpsiyon sisteminde IPL tam olarak fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonunu
engelleyemese de, bu yuksek protein konsantrasyonunda kismi olarak etki

gostermistir.

4.2.2.3. DPPC/IPL Karisimlarinin Dinamik Davranisina Fibrinojen Etkisinin

incelenmesi

Sistemde sadece DPPC ve sadece IPL bulunurken ortama fibrinojen eklendigindeki
degisimler incelendikten sonra, DPPC ve IPL’nin farkli mol oranlarindaki karigimlari
icin ayni deney sistemi kurularak, karisimlarin Bolum 4.2.1.3’te belirlenen ara yuzey
davraniglarina 10, 50 ve 100 ppm son konsantrasyonlarindaki fibrinojenin etkisi

arastinimis ve diger sistemlerle karsilagtiriimigtir.
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Sekil 4.25 Fosfat tampon/kloroform ara yuzeyinde kloroform fazda molce %90 - %10
DPPC — IPL karisimi bulunurken (¢ ) alt faza (a) 10 ppm, (b) 50 ppm ve (c) 100 ppm
son konsantrasyonda fibrinojen ¢ozeltisi (A ) eklendiginde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s) grafikleri

Sekil 4.25(a)da gorllen izoterm, karigim ara ylzeyde denge yulzey gerilimine
ulastiktan sonra, 500. saniyede fosfat tampon fazina 10 ppm son
konsantrasyonundaki fibrinojenin enjekte edilmesi ile elde edilmistir. Damla fazinda
sadece DPPC’nin bulundugu durumda 10 ppm fibrinojen ¢ozeltisinin dis faza
enjeksiyonundan 110 saniye sonra, sistemin denge durumu bozulmus, yuzey gerilimi

hizli bir sekilde dismustur. Ancak IPL’nin molce sadece %10 oraninda bulundugu bu
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karisim icin bu durum degismis; enjeksiyondan sonra ara yuzey davraniginda bir
degisiklik gorulmemistir. 10 ppm derisimindeki fibrinojenin ara ylzeye adsorbe
olamadigi ve yuzey gerilimini degistiremedigi sonucuna variimigtir. Bu durumun
DPPC ile IPL’nin etkilesiminin bir sonucu oldugu dusunutlmektedir. Fibrinojen
konsantrasyonu 50 ppm’e ¢ikartildiginda ise (Sekil 4.25b) enjeksiyondan 25 saniye
sonra ara yuzeyde denge durumu deg@ismis ve yuzey gerilimi hizla dismustar. Elde
edilen sonu¢ sadece DPPC’nin bulundugu durumdan daha basarilidir, ancak
fibrinojen konsantrasyonunun 5 kat arttinimasi, karisimin performansinin yetersiz
kalmasina sebep olmustur. Son olarak protein konsantrasyonu 100 ppm’e
yukseltildiginde (Sekil 4.25c), enjeksiyondan 5 saniye sonra yuzey geriliminde ani
azalma goérulmektedir. Ortamda sadece IPL varken, ayni fibrinojen miktari icin bu
sure 8 saniyeyi bulmustur, ancak karigimda molce %90 oraninda DPPC bulunmasi
nedeniyle bu sure kisalarak 5 saniyeye dusmustir. Daha dénce belirtildigi gibi bu
sonug¢ beklenen bir sonugtur ¢linkd hem fibrinojen miktari ¢ok arttiriimis, hem de

karisimdaki DPPC orani IPL’ye gore ¢ok yuksek kalmistir.

50 ve 100 ppm konsantrasyonlarinda c¢ok basarili sonuglar elde edilemese de,
sistemin gosterdigi 6zellikler, DPPC’nin tek basina gosterdigi 6zelliklere gore net
olarak iyilestirilmistir. Bu iyilestirme IPL’nin sisteme eklenmesi ile saglanmistir. Ara
yuzeyde az miktarda da olsa IPL’nin bulunmasiyla hem elde edilen yuzey gerilimi —
zaman izotermi degismis, hem de tekli tabakanin fibrinojen varligindaki davranigsi
pozitif yonde degismistir. Aralarinda sinerjik bir etkilesim oldugu bilinen bu ki
maddenin karigim oranlari degigtirilerek fibrinojen etkisi incelenmeye devam edilmistir
(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 Fosfat tampon/kloroform ara yuzeyinde kloroform fazda molce %80 - %20
DPPC — IPL karisimi bulunurken ( ¢) alt faza (a) 10 ppm, (b) 50 ppm ve (c) 100 ppm
son konsantrasyonda fibrinojen ¢ozeltisi (A ) eklendiginde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s) grafikleri

IPL’nin mol oraninin %20’ye c¢ikartiimasiyla, DPPC — IPL karigiminin fibrinojen
varligindaki davraniglarinda daha fazla iyilesme gorulmektedir. IPL tek basina
kloroform fazda bulundugunda gdsterdigi yuzey o6zellikleri ¢ok iyi olmasa da, tez
kapsamindaki asil hedefin fibrinojen molekillerinin ara ylzeye adsorpsiyonlarinin
azaltiimasi oldugu dusunuldugunde molce dusuk miktarda IPL’nin karigima katiimasi

ile elde edilen sonuglarin basarili oldugu disunilmektedir.
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10 ppm son konsantrasyondaki fibrinojen ile baslanan calismalarda, ilk karigim
oraninda oldugu gibi, dengeye gelmis %80 DPPC - %20 IPL karigiminin yuzey
geriliminde bir farklilasma goértlmemistir (Sekil 4.26a). Bu durum, IPL’nin varliginin
DPPC’nin ara yuzey 6zelliklerini gelistirdiginin bir belirtisidir. Daha yuksek fibrinojen
konsantrasyonu igin, ara yuzey dengeye geldikten sonra 348. saniyede 50 ppm son
konsantrasyonda fibrinojen enjekte edilmigtir. Yulzey gerilimindeki hizli azalma
enjeksiyondan 71 saniye sonra gergeklesmistir. 50 ppm derisimindeki saf fibrinojenin
yuzey geriliminde bir degisiklik yaratmaya baslamasi 25 saniye almaktadir.
Dolayisiyla aradaki 46 saniyelik fark, ara ylzeyde dengede bulunan maddelerin
davranisi ile alakalidir. DPPC ve IPL, molce sirasiyla %80-%20 oraninda
karistirildiginda elde edilen sonug daha onceki sonuglara kiyasla ¢cok daha basarilidir.
Daha 6nce yapilan galismalarda da bu iki maddenin ikili karigimlari arasinda en etkili
sonuglar bu karisim oraninda alinmig, yine bu karisim oraninda IPL, sisteme yaptigi
pozitif etki ile gergek sistemdeki SP-B molekulini taklit edebilmistir (Uslu, 2009). 50
ppm son konsantrasyonundaki fibrinojenin enjeksiyonu sonucunda, 25 saniye sonra
bozulmasi gereken ara yuzey 71 saniye boyunca kendi yapisini koruyabilmis ve
proteinin adsorpsiyonu net olarak 46 saniye kadar gecikmistir. ki maddenin ara
yuzeyde birbiri ile etkilesiminin yani sira fibrinojene kargi da bir adsorpsiyon bariyeri
olusturulmus ve bdylece, aslinda ara ylzeyin hemen alt fazina ¢ok hizl bir sekilde
difiize olabilen fibrinojen, ara yuzeye adsorbe olmakta gecikmistir. Bu mol oranindaki
karigim, ortamda sadece DPPC ya da sadece IPL’nin bulundugu durumdan ¢ok daha

etkili bir sonug vererek aralarindaki sinerjik etkilesimi bir kere daha kanitlamistir.

Son olarak, fosfat tampon fazina 100 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojen
cOzeltisinin enjekte edilmesiyle ara yuzey davranigi incelenmis ve enjeksiyondan
yaklasik 10 saniye sonra yuzey gerilimi degismistir. Normalde 3-4 saniye olan
fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyon suresi 10 ve 50 ppm derigimlerinde oldugu gibi bu

derigsimde de uzamigtir.

Molce %80 - %20 DPPC — IPL karisimi igin elde edilen parlak sonuglarin, karigimdaki
IPL orani arttirildiginda ne yonde degisecedinin incelenmesi adina, %70-30 DPPC —

IPL karigimi ile ¢alisiimis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.27°de sunulmustur.
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Sekil 4.27 Fosfat tampon/kloroform ara yuzeyinde kloroform fazda molce %70 - %30
DPPC — IPL karisimi bulunurken ( #) alt faza (a) 10 ppm, (b) 50 ppm ve (c) 100 ppm
son konsantrasyonda fibrinojen ¢dzeltisi ( A) eklendiginde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s) grafikleri

Diger karigim oranlarindaki gibi, 10 ppm son konsantrasyondaki fibrinojen alt faza
verildiginde, ara yluzeyde denge bozulmamis ve ara yuzey slregelen davranisini
devam ettirmistir (Sekil 4.27a). Fibrinojen derisimi 50 ppm oldugu durumda ise,
sisteme enjeksiyon 263. saniyede yapilmis ve yuzey geriliminde bir degisikligin
gorulmesine kadar gegen sure 35 saniye olarak olgulmugstur. 50 ppm saf fibrinojen

icin 25 saniye olan adsorpsiyon suresi bu karisim oraninda da geciktiriimis ve
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fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonu, yaratilan bariyer sayesinde 10 saniye daha
uzatilmistir. Bu karisim oraninda %80 - %20’lik karisim kadar basarili sonug elde
edilemese de bulgular, ortamda sadece DPPC’nin bulundugu durumdan ve molce
%90 - %10 oranindaki karigim ile ulasilan sonuglarindan daha iyidir. Kloroform
fazinda sadece IPL’nin bulundugu durumda fibrinojenin adsorpsiyonu 15 saniye
geciktirilmigtir, yani DPPC ve IPL bu karisim oraninda da etkilesmis, IPL’nin 6zellikleri

korunmus ancak bir dnceki durum kadar etkili olamamistir (Sekil 4.27b).

Ancak, alt faza 100 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojen enjekte edildiginde,
enjeksiyondan 5 saniye sonra ara yuzeydeki denge durumu bozulmustur. 100 ppm’lik
fibrinojen, miktar olarak ¢ok baskin gelmis ve ara ylzeydeki karisim, enjeksiyondan
hemen sonra fibrinojenin normal suresinde ara ylzeye adsorbe olmasini
engelleyememistir. Cizelge 4.3’de calisilan sistemlere fibrinojen enjekte edilmesinden

sonra yuzey geriliminin dismesine kadar gegen sureler listelenmistir.

Cizelge 4.3 DPPC, IPL ve DPPC-IPL kangimlar icin surfaktant inaktivasyonu
modellemesi sonucu enjeksiyon anindan itibaren yuzey geriliminin dismeye basladigi
ana kadar gecen surelerin kargilastiriimasi

Enjeksiyon anindan ylizey geriliminin digsmesine kadar gegen

siire, saniye

Madde 10 ppm fibrinojen 50 ppm fibrinojen 100 ppm fibrinojen
DPPC 120+1 s 5+1s -
IPL >100+1 s 40+1s 8+1s

DPPC-IPL karigimi

%90 - %10 >100+£1 s 25t1s 5+1s
%380 - %20 >100+1 s 71+1 s 10+1 s
%70 - %30 >100£1 s 35+1s 5+1s
Fibrinojen 100+1 s 25+1 s 4+1s
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4.2.2.4. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®) Dinamik

Davranigina Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Bu kisimda Infasurf® ve fibrinojenin etkilesiminin daha net anlasilabilmesi adina iki
farkli deney sisteminde inceleme yapilmistir. Infasurf® fosfat tamponda ¢oziinebildigi
icin, fibrinojen ve Infasurf®{ ayni fazdan sisteme vermek miimkiin olmus ve bdylece
daha onceki deneylere paralel olarak surfaktant inaktivasyonunun modellenebilmesi
disinda, iki maddenin birbirine gore yarismali adsorpsiyon davraniglari

belirlenebilmistir.

inceleme yapilan ilk deney kosulu, surfaktant inaktivasyonunun taklit edildigi, ara
yuzeyde ylzey aktif madde bulunurken alt faza fibrinojen enjeksiyonunun yapildigi
durumdur. Bu kosulda, Infasurf® 6nce ara yuzeye adsorbe olacak ve bodylece, ara
yluzeyde dogal akciger ylzey aktif maddesinin olusturdugu ara ylizeye yakin bir ylzey
elde edilebilecektir. Diger kisimlarda oldugu gibi, bu kisimda da g¢alisilan ilk protein

konsantrasyonu 10 ppm’dir.
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Sekil 4.28 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde Infasurf® bulunurken alt faza
klvetteki son konsantrasyonu 10 ppm olan fibrinojen ¢dzeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen y (mN/m) — zaman (s) grafigi

Fosfat tampon igerisinde olugturulan damlanin ylzeyinde Infasurf® tarafindan
olusturuimus ve artik stabil hale gelmis ylzey aktif madde tabakasi bulunurken,
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sisteme 130. saniyede kuvetteki son konsantrasyonu 10 ppm olan fibrinojen ¢ozeltisi
enjekte edilmistir. Sekil 4.28’de sonuglari verilen bu deney sisteminde, protein
¢ozeltisi enjekte edildikten sonra yuzey geriliminde higbir degisme olmadigi
belirlenmistir. Bagka bir deyisle, ara ylzeyde yaylimis ve dengeye gelmis ylzey aktif
madde karigimi, 10 ppm’lik fibrinojen ¢ozeltisinin  ylzeye adsorbe olmasini
engellemisgtir. Infasurf®iin RDS tedavisinde kullanilmasi ve 10 ppm’in ¢ok da yuksek

bir derisim olmamasi sebebiyle, bu sonug beklentilerle uyumludur.

Ayni kosullarda fibrinojen ¢ozeltisi, net konsantrasyonu 50 ppm olacak sekilde
sisteme enjekte edildiginde ise yuzey gerilimi 30 saniye kadar sabit kalmis ancak, 30
saniyenin sonunda dismeye baglamistir. 50 ppm fibrinojen ¢ozeltisinin indtksiyon
periyodu 25 saniye olmasina ragmen, ytzey geriliminin dismesi normalden 5 saniye
daha uzun surmistir (Sekil 4.29). Bu durumda, Infasurf®, kullanilan bu
konsantrasyonu icin fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonunu belirli bir miktar
yavaglatmaktadir. Ancak ara yuzeyde olusturdugu adsorpsiyon bariyeri IPL kadar

etkin olamamistir.
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Sekil 4.29 Fosfat tampon/kloroform ara yiizeyinde Infasurf® bulunurken alt faza
klvetteki son konsantrasyonu 50 ppm olan fibrinojen ¢dzeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen y (mN/m) — zaman (s) grafigi
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Ara yiizeyde dengeye ulasmis Infasurf® bulunurken, 100 ppm son
konsantrasyonunda fibrinojenin fosfat tampona enjekte edilmesiyle birlikte 3-4 saniye
icinde yuzey gerilimi dugmustur. Dustugu nokta ise, diger sistemlerde de oldugu gibi
fibrinojen igin elde edilen denge yuzey gerilimidir (Sekil 4.30). 3-4 saniye, ara yuzeyde
higcbir madde yokken 100 ppm fibrinojen icin spesifik olan indiksiyon periyoduna
esittir. Dolayisiyla hem enjeksiyon sonrasinda gegen surenin 100 ppm’lik fibrinojenin
indUksiyon periyoduna esit olmasi, hem de ulasilan degerin fibrinojenin denge yuzey

gerilimine esit olmasi, ara ylzeyde fibrinojen oldugunun géstergesidir.
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Sekil 4.30 Fosfat tampon/kloroform ara ylzeyinde Infasurf® bulunurken alt faza
kUvetteki son konsantrasyonu 100 ppm olan fibrinojen ¢ozeltisinin eklenmesi sonucu
elde edilen y (mN/m) — zaman (s) grafigi

Cizelge 4.4'te surfaktant inaktivasyonu modellenmesi sonucu, ara yuzeyde yuzey
aktif madde bulunurken, ortama degisik konsantrasyonlarda fibrinojen enjekte
edilmesiyle birlikte ylzey geriliminin dusmeye basladigi nokta arasindaki sureler

listelenmistir.
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Cizelge 4.4 Infasurf® ve fosfat tamponda ¢oziinen IPL icin surfaktant inaktivasyonu
modellemesi sonucu enjeksiyon anindan itibaren yuzey geriliminin dusmeye bagsladigi
ana kadar gecgen surelerin karsilastiriimasi

Enjeksiyon anindan ylizey geriliminin digsmesine kadar gegen

sire, saniye

Madde 10 ppm fibrinojen 50 ppm fibrinojen 100 ppm fibrinojen
Infasurf® >100+1 s 35+1s 441 s
IPL >100+1 s 50+1s 6+1s
Fibrinojen 100+1 s 25+1 s 441 s

Bu cizelgeye gore, IPL ile 50 ve 100 ppm son konsantrasyonlarindaki fibrinojen
¢Ozeltisi icin elde edilen sonuglarin Infasurf®e gbre daha basarili oldugu
goOrulmektedir. Literatirde yapilan c¢alismalar, Infasurf®in ARDS tedavisinde
kullaniimaya g¢alisildigini ancak yuksek protein konsantrasyonlarinda, onun da dogal
akciger yuzey aktif maddesi gibi iglevini kaybettigini gostermistir. Bu durum,
Infasurf®in ~ 6zelliklerinin iyilestirilebilmesi amaciyla, IPL'nin kullanilabilirliginin
arastinimasi fikrini dogurmustur. Ancak daha net yorum yapilabilmesi icin IPL ile
yapilan calismalara paralel olarak yarigmali adsorpsiyon sistemi kurulmug ve ayni

protein konsantrasyonu degerlerinde, fibrinojen ile etkilesimler incelenmistir.
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Sekil 4.31 Infasurf® ile (a) 10 ppm, (b) 50 ppm ve (c) 100 ppm son konsantrasyonunda
fibrinojenin yarismali adsorpsiyonu sonucu elde edilen y (mN/m) — zaman (S)

grafikleri: (¢ ) yarismali adsorpsiyon, (=) saf Infasurf, ( = ) saf fibrinojen

Yarigmali adsorpsiyon kosulunun olugmasi i¢in oncelikle ici fosfat tampon ¢ozeltisi ile
doldurulmus kuartz kuvette kloroform damlasi olusturulmus, daha sonra fosfat
tampon fazina ayni anda Infasurf® ve fibrinojen enjekte edilmigtir. Ylzey gerilimi

degerinin uzun sidre sabit kalmasinin nedeni kloroform damlasinin dengeye
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gelmesinin beklenmesidir. 10 ppm fibrinojen ile yapilan yarigmali adsorpsiyon
deneyinde, iki madde tampon faza 120. saniyede ayni anda enjekte edilmigtir (Sekil
4.31a). Elde edilen grafik incelendiginde, olusturulan damlanin ylzey gerilimi yaklagik
210. saniyeden itibaren dismeye baglamistir. Aradaki yaklasik 100 saniyelik fark,
molekullerin yuzeye yerlesmesi ve optimum konformasyonlarini almalari icin gerekli
sure olarak yorumlanmistir. Bu sureg, aslinda 10 ppm son konsantrasyonundaki
fibrinojen igin elde edilen induksiyon periyodu ile aynidir. Ancak, zamanla degisen
izotermin profiline bakildiginda ytzey geriliminin ulastidi son nokta yesil ile gosterilen
saf Infasurf®iin geldigi nokta ile aynidir ve yaklasik 300. saniyeden sonra izotermin
profili, saf Infasurf® tn profili ile ayni egime sahiptir. Biitiin bunlara ek olarak, yiizey
gerilimi icin 31 mN/m ve 28 mN/m degerleri referans noktalar olarak secilmis ve
yarismall sistemde, yuzey geriliminin dUigsmeye baslamasindan sonra ara yuzeyin 31
mN/m’den 28 mN/m’ye diismesi 17 saniye sirerken, saf Infasurf® icin bu siire 18
saniye olarak bulunmustur. Butun bu veriler géz 6ninde bulunduruldugunda,
enjeksiyondan sonra gorulen 100 saniyelik sabit ylzey gerilimi boyut olarak
Infasurf®ten cok daha kuguk ve adsorpsiyon hizi daha yuksek olan fibrinojene ait olsa
da, 100 saniyeden sonra elde edilen adsorpsiyon izoterminin Infasurf®e ait oldugu
dusundlmektedir. Bu sonuglardan 10 ppm fibrinojene karsi, uzun sure bazinda
bakildiginda Infasurf®in baskin oldugu gorulmektedir. Ancak elde edilen 100
saniyelik periyot, yarismali adsorpsiyonun kisa zamanli incelenmesinde Infasurf®in
cok da etkin olmadigini gdstermektedir. Bu durumun, Infasurf®iin cdzeltide vezikiller
halinde bulunmasindan ve veziklllerin agilmasinin fibrinojenin ara yuzeye adsorbe

olmasindan daha uzun sure almasindan kaynaklandigi dusunulmektedir.

Sekil 4.31(b)'de ise fibrinojen konsantrasyonu arttiriimis ve 50 ppm’e ¢ikartiimistir. 10
ppm son konsantrasyonundaki fibrinojen igin kurulan ayni sistemde, iki madde
tampon faza 120. saniyede enjekte edilmistir. Enjeksiyondan yaklasik 90 saniye
sonra yuzey geriliminde dusus gorulmeye baslanmistir. 50 ppm fibrinojen icin daha
once elde edilen induksiyon periyodu yaklasik 25 saniyedir. Yarismali adsorpsiyon
sonucunda elde edilen izoterm incelendiginde, yuzey geriliminin 31 mN/m’den 15
mN/m’ye yaklasik 70 saniyede distigi gdzlenmektedir. Saf Infasurf® icin bu siire 133

saniye, 50 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojen igin ise 38 saniyedir. Elde edilen
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adsorpsiyon profili egim olarak fibrinojeninkine ¢ok benzese de, ara yuzeyin geldigi
denge yiizey gerilimi saf Infasurf® ve 50 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojen ile
ayni oldugu ig¢in hangi molekulun ara yuzeyde baskin olarak kaldiginin net olarak

belirlenmesi mumkun olamamistir.

Bu sistemdeki son ¢alismada fibrinojen konsantrasyonu 100 ppm’e ¢ikartiimig ve ayni
deney tekrarlanmistir. Elde edilen sonug Sekil 4.31(c)'de gosterilmigtir. Alt faza iki
maddenin de ayni anda verilmesiyle birlikte yuzey gerilimi dugsmeye baglamig ve ¢ok
hizli bir sekilde 100 ppm fibrinojenin tek basina sahip oldugu denge yizey gerilim
degerine saf protein ile ayni profili gizerek ulagsmistir. Bu deney kosulu igin 100 ppm
son konsantrasyondaki fibrinojenin Infasurf®e karsi baskin oldugu net olarak

belirlenmistir.

Fibrinojenin Infasurf®iin adsorpsiyon &zelliklerine etkisi 2 farkli deney sistemi igin
incelenmis ve 50 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojenin bulundugu sistemde, her
iki maddenin de ortak olarak baskin oldugu gézlemlenmis, ancak 100 ppm son
konsantrasyon degeri icin fibrinojenin net olarak ara ylzeyde bulundugu ve
Infasurf®in adsorbe olmasini engelledigi belirlenmistir. Infasurf® ile elde edilen
sonuglar kiyaslandiginda IPL’nin yarigsmali adsorpsiyon sistemde de gosterdigi pozitif
etki dikkat ¢ekicidir.

4.3. Model Akciger Yiizey Aktif Maddesinin Ara Yiizey Ozelliklerinin iki Boyutlu
Sistem ile incelenmesi

Askida damla metodu ile dinamik adsorpsiyon Ozelliklerinin belirlendigi sistemler igin
olusturulan ara ylzeylerin dongusel davranisinin belirlenmesi de 6nemlidir. Nefes alis
verisi sirasinda ylzey alani surekli olarak degisen alveollerde degisen yuzey alanina
karg! yuzeydeki tabakanin davranigi da degismekte, buna karsilik olarak da yuzey
geriliminde de degisim gorulmektedir. Bu sistemin simuile edilebilmesi i¢cin LB
cihazinda ara yluzey 2 boyutta modellenmis ve yuzey sabit hizda sikistirihp —
genigletilerek ara yluzeyde bulunan tabakanin dénglsel davranisi incelenmistir. Bu
bdlimde kullanilacak maddelerin her birinin kendi dénglsel davranigi belirlenmis, ve
elde edilen veriler, ikili sistemler kuruldugunda yorum yapilabilmesi amaciyla temel

niteliginde kullaniimigtir.
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4.3.1. Akciger Ara Yiizey Modellerinin Ara Yiizey Ozelliklerinin incelenmesi

4.3.1.1.DPPC, IPL, DPPC - IPL Karisimlarinin Ara Yiizey Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Calisma kapsaminda akciger yuzey aktif madde karigiminda miktarca en ¢ok bulunan
DPPC model lipid olarak kullaniimis ve IPL ile karigimlarinin, fibrinojen varliginda
gOsterecekleri degisimlerin incelenebilmesi amaciyla dncelikle her maddenin spesifik
ara yuzey oOzellikleri incelenmistir. Calismalara dncelikle alinan verilerin gegerliliginin

kanitlanabilmesi adina literatirde de 6rnegdi bulunan DPPC ile baslanmistir.
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Sekil 4.32 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde DPPC tekli tabakasinin sikigtiriimasi
ile elde edilen = (MN/m) — alan (A%/zincir) izotermi

Sekil 4.32, fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturuimus saf DPPC tekli
tabakasinin sabit hizla sikigtirlmasi ile elde edilen basing — alan izotermini
gOstermektedir. Alt faz olarak fosfat tampon kullaniimasinin nedeni vicut kosullarini
taklit etmektedir. Ara ylzeyin sikistirlmasiyla birlikte farkl fazlara gecen DPPC
molekulleri, baglangi¢ durumunda sivi genlesmis (LE) fazdadir. Azalan yuzey alanina
karsilik belirli bir basing degerine kadar sikisan tekli tabaka, bir noktadan sonra daha
yuzeyin sikistirlmaya devam etmesine ragmen, basinci degistirmemektedir. Bu

basing degeri, tekli tabakanin faz gecis bélgesinin basladigi degerdir. izoterme

125



bakildiginda, DPPC’nin literatirle uyumlu olarak, yaklasik 5 mN/m’de faz gecis
platosu verdigi gorulmektedir. Faz gecisi, ara ylzeyde bulunan molekillerin sivi
genlesmis (LE) fazdan sivi yogunlasmis (LC) faza gegtikleri basing ve alan degerlerini
ifade eder. Ara ylzeyde bulunan DPPC molekulleri birbirlerine daha ¢ok yaklagmakta,
ve hidrofobik kuyruk gruplarinin diklesmesiyle ara yuzey daha siki ve duzenli hale
gelmektedir. Bu bolgede ara yuzeydeki molekullerin bir kismi LE, bir kismi LC
fazindadir, diger bir deyisle ara yuzey iki fazlidir. Ancak sikistirmayla birlikte LE
durumundaki molekullerin hepsinin LC durumuna gecmekte, faz gecisi sona ermekte,
ve yuzey artik LC fazinda bulunmaktadir (Wustneck et al., 2005). Sekil 4.32'de faz
gegisinin bittigi noktadan itibaren basincin ¢ok hizli bir sekilde arttigi gortlmektedir.
Akciger yluzey aktif madde karisiminda ylzey geriliminin diasurilmesinde en buylk
roli oynayan DPPC icin bu durum normaldir. Bu artis yaklasik 63 mN/m’ye kadar
surmekte ve bu noktadan sonra ara yuzeydeki lipid tabakasi yikilmakta, lipidler ara
yuzeyden alt faza gegmektedir. Elde edilen izoterm literatlrle karsilastiriimis ve
uygun oldugu tespit edilmistir (Wustneck et al., 2005). Calismanin devaminda, IPL’nin
ara yuzey davranigi ayni kosullarda belirlenmistir. Fosfat tampon/hava ara yluzeyine

yayllan IPL i¢in elde edilen izoterm Sekil 4.33’te gosterilmistir.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

0 1 1 1 1 J
0 10 20 30 40 50

Alan (A?/zincir)

Yiizey Basinci (mN/m)

Sekil 4.33 Fosfat tampon/hava ara yluzeyinde IPL tekli tabakasinin sikistiriimasi ile
elde edilen basing () — alan (Azlzincir) izotermi
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IPL icin elde edilen sikistirma izotermine bakildiginda, molekulin faz gegisine sahip
olmadigi belirlenmistir. Ara yuzeyde azalan yuzey alanina kargilik sikistigl her basing
degerinde madde sivi genislemis (LE) fazda bulunmaktadir. Bu durum, maddenin her
basingta ara yuzeyde kararl bir tabaka olusturdugunu gostermektedir. Literaturde,
tekli tabakalarin kararhihdginin hidrofobik kuyruk gruplarinin birbirine yakin
durmasindan da kaynaklandigi belirtiimistir (Wang et al., 2006). Bu bilgi ile maddenin
hep sivi genigslemis fazda bulunma nedeni agiklanabilmektedir. IPL’'nin fosfat
tampon/hava ara ylzeyinde, ylzey basincini ¢ok ylkseltemedigi yani, ylzey
gerilimini ¢ok dusuremedidi gorulmektedir. Ara ylzeyde ulasilabilen maksimum
basing yaklasik 45 mN/m’dir. Ayrica dongusel davranigi incelendiginde, maddenin her
dongude ¢ikabildigi maksimum basincin degismedigi ve ara yluzeyden neredeyse hi¢
madde kaybolmadi§i daha 6nce yapilan calismalarla belirlenmistir (Uslu, 2009).
Askida damla yontemi ile elde edilen verilerden de goéruldugu gibi, IPL ara yuzeyde
tek basinayken ¢ok iyi ozellikler tasimamaktadir: Madde, sahip oldugu hidrofilik
Ozellikteki PEO grubu ve hidrofilik bas gruplar ile ylzey gerilimini ¢ok fazla
dusurememektedir. Ancak, IPL’'nin tasarim ve sentezlenme amaci, yuksek yuzey
aktivitesi gostermesi degil, ara ylzeyde birlikte bulundugu lipidlerle pozitif yonde
etkileserek yuzey oOzelliklerini iyilestirmesi ve ayrica kan proteinlerinin ortamda
bulundugu durumlarda onlarin ara yuzeye adsorpsiyonunu azaltmasi ya da

engellemesidir.

IPL’nin ara ytuzeyde DPPC ile karisarak tekli tabaka olusturdugu bilinmektedir. Ancak,
surfaktant inaktivasyonu durumunda, yani ara yluzeyde kararli bir tekli tabaka varken
ortama fibrinojen eklenmesi ile ara yluzeyin dongusel davranisinin incelenebilmesi ve
askida damla metodu ile incelenen sistemlerin iki boyutta ve degisen ylzey alanina
karsilik degisen ara ylzey 6zelliklerinin incelenmesi ¢alisma igin kritiktir. Molce %90
DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL, %70 DPPC - %30 IPL oranlarindaki DPPC —

IPL karisimlarinin sikistirma izotermleri Sekil 4.34’te sunulmustur.
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Sekil 4.34 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde molce %90 DPPC - %10 IPL, %80
DPPC - %20 IPL, %70 DPPC - %30 IPL oranlarindaki DPPC — IPL karisimlari tekli
tabakasinin sikistiriimasi ile elde edilen = (mN/m) — alan (AZ/zincir) izotermi

Sekil 4.34’e gore, DPPC ve IPL karigsimlari igin elde edilen izotermler, beklenildigi gibi
DPPC izotermine benzemektedir. DPPC ile disuk mol oraninda IPL’nin karigmasi ile
birlikte, saf DPPC’nin sahip oldugu karakteristik faz gecis davranisi degismistir. 5
mN/m’de gorilen faz gegisi, IPL'nin karisimdaki mol orani arttikga, azalmaktadir. IPL
faz gecisi olmayan bir molekuldur ve DPPC ile karisimlarinda faz gegisinin azalmasi,
iki maddenin ara yuzeyde Kkarisabildiklerini ve ara ylzeyin genislemis fazda
bulundugunu gdstermektedir (Lehmler and Bummer, 2005). Karisimlar igin elde
edilen alan degerlerinin, yaklasik 45 mN/m’ye kadar ayni basing icin DPPC’ye goére
saga kaymasi ara yuzeyin Ozelliklerinin iyilestirildigini, ayni yuzey basincina
gelebilmek igin gereken sikistirmanin daha az oldugunu goéstermektedir. Karigim
izotermleri, yaklasik 45 mN/m basingtan sonra ise, sikigtirmanin neden oldugu etkiyle
ara yuzeyden bir miktar madde kaybi oldugunu gostermektedir. Ancak, yine de ¢ikilan
maksimum basing sabit kalmistir. Normal kosullarda saf IPL ylzey basincini ¢ok fazla
yukseltemezken, DPPC ile karisimlarinda gikilabilen maksimum basin¢ degeri saf
DPPC kadar yuksek degerlere ulasmis ve artan IPL mol oranina ragmen
degismemigtir. Bu durum, iki madde arasindaki sinerjik etkilesimin bir diger kanitidir.

Taneva ve Keough’'un SP-B ve DPPC’nin degisik oranlarda karistiriimasi ile elde
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edilen izotermlerde de ayni sonuca ulagiimigtir. SP-B oraninin artmasiyla saf
DPPC’nin faz gecisi azalmigtir. Ayrica saf SP-B tabakasinin ¢ikabildigi maksimum
basing sadece 30 mN/m iken, DPPC ile karistiginda belirli bir orana kadar (Xsp.
5=0.57) ulasilan maksimum basing, tipki IPL ile karistiginda oldugu gibi, DPPC tekli
tabakasinin ulastigi maksimum basinca esittir (Taneva and Keough, 1994). Daha
onceki sonuglarla birlikte IPL’nin sentetik bir molekul olarak gergek sistemde bulunan
SP-B proteinini taklit edebildigi ve elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligi bir kere
daha kanitlanmistir (Uslu, 2009). Literatirde, sinerjik etkilesimde bulunan bu
karigimin  Ozelliklerini gosteren baska bir sistem yoktur. Ornegin, yapilan bir
calismada, Infasurf®e 6zelliklerinin gelistirilmesi igin hekzadekanol (HD) eklenmistir.
HD'nin Infasurf®te bulunan DPPC ile etkilestigi belirtimis ve eklenen HD’nin
karisimdaki miktari arttirildikca, saf Infasurf® icin 68 mN/m olarak bulunan yikilim
basincinin %23 oraninda karigtirilan HD ile 56 mN/m’ye distugu bulunmustur. Saf
HD’nin sahip oldugu yikilim basinci ise 55 mN/m’dir (Alonso et al., 2005).
DPPC/hekzadekanol ve DPPC/palmitik asit karisimlari icin de faz gegis davranisinin
degismesine ragmen elde edilen izotermden ayni basinca gelebilmek igin ylzeyin
daha fazla sikistirilmasi gerektigi gorulmekte ve saf DPPC ile ulasilan maksimum
basinca diger sistemler igin ulagilamadigi belirlenmigtir (Lee et al., 2002). Ayni sekilde
Survanta®’ya eklenen palmitik asit ayni sonucu vermis, karisimin 6zellikleri DPPC-IPL
arasindaki sinerjik etkilesim gibi performans arttirici  olmamistir (Bernhard,
Mottaghian, Gebert, et al., 2000).

Bu tez calismasinda hedeflerden biri, fibrinojen proteininin inaktive edici etkisinin
minimize edileceg@i bir sistem yaratmaktir. Bu amacla ileriki bolumlerde ortama
fibrinojen verildiginde DPPC-IPL karigimlari igin elde edilen sonuglarin ne yodnde
degisecedi incelenecek ve Infasurf® icin elde edilen sonuglarla karsilastirma
yapilacaktir.
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4.3.1.2. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®) Ara Yiizey

Ozelliklerinin incelenmesi

Dogal bir akciger yiizey aktif maddesi olan Infasurf® RDS tedavisinde basarili olarak
kullanilsa da ortamda yuksek miktarda kan proteini bulundugunda, inaktive
olmaktadir. Calisma kapsaminda dogal akciger modeli olarak kullanilacak
Infasurf®iin hava — sivi ara yiizeyindeki 6zelliklerinin bilinmesi, daha sonra kan

proteinlerinin varliginda yapilacak yorumlar igin Kritiktir.

Maddenin ylzeye yayildigi andan itibaren adsorpsiyon kinetiginin Olgulebilmesi igin
zamanla yuzey basincinin degisimi incelenmis ve karakterize edilmistir. Literatirde
Infasurf®iin hava — sivi ara yiizeyine adsorpsiyon ozelliklerinin gelistirilmesi igin
yapilan bir calismada, Infasurf®in yuzeye yayildiktan yaklasik 50 saniye i¢inde 40
mN/m civarinda dengeye ulastigi belirlenmistir. Bu veri ile uyumlu olarak, saf Infasurf®
icin elde edilen basing — zaman izotermi $ekil 4.35’teki gibidir (Taeusch, et al., 2005;
Taeusch et al., 2008).
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Sekil 4.35 Saf Infasurf® igin elde edilen = (MN/m) — zaman (s) izotermi

Goriildugi gibi Infasurf®, fosfat tampon — hava ara yiizeyine yayildi§i andan itibaren
¢ok hizli bir sekilde ara ylzeye c¢ikmakta ve ¢ok kisa slrede sistemi dengeye

ulastirmaktadir. Etkili bir ylizey aktif madde, ytzey gerilimini disirmesinin yaninda
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bulundugu ara yiizeye hizli bir sekilde adsorbe olabilmelidir. Ozellikle, akciger sistemi
gibi hayati 6nem tasiyan bir sistemde bulunan yuzey aktif madde karisimi igin bu
Ozellik kritiktir. Ortamda kan proteinleri gibi inhibitérler bulundugunda, akciger ylzey
aktif maddesinin ara ylzeye adsorpsiyonu engellenmektedir. Dolayisiyla, bu
karisimin adsorpsiyon Ozelliklerinin iyilegtiriimesi gerekmektedir (Taeusch et al.,
2008). Normal sartlarda ortamda baska bir madde bulunmazken Infasurf® ara yiizeye
adsorpsiyon hizi yeterli gibi gorinse de ortama eklenecek maddelerin 6zelligine gore
adsorpsiyon ozellikleri ve dongusel davranigi degismektedir. Infasurf®iin ara yuzey
basincinda daha fazla degisiklik yapmadigi durumda yani, ara yuzey dengeye
geldikten sonra ylUzeyin sabit hizla sikistirilip — genigletilmesiyle dongusel davranigi

elde edilmistir.

70 80
a o b
E® : £
2 50 pos = 60
g KA £
= 3 = 50
g £ 40
w "
g 30 & 30
q:, 20 g 20
£ 10 £ 10
0 1 1 J O 1 1 J
0 5 10 15 0 100 200 300
Alan (ﬂZ/zincir) Alan (A2/zincir)
« Infasurf Zhang et al., 2011

Sekil 4.36 Fosfat tampon/hava ara yiizeyinde (a) saf Infasurf® icin elde edilen =
(mN/m) — alan (A%zincir) izotermi, (b) elde edilen sikistirma izoterminin literatiirle
karsilagstirmasi (Zhang et al., 2011)

Sekil 4.36(a)’da Infasurf® icin elde edilen basing — alan grafigi gorllmektedir.
Maksimum basin¢g DPPC gibi 65 mN/m’ye ulagsmaktadir. Basing yaklasik 45 mN/m’ye
ulasana kadar hizli bir sekilde c¢ikmakta, ara yuzeydeki tabaka kolayca
sikisabilmektedir. 40 - 45 mN/m’de literatirle uygun olarak basingtaki artis hizi

yavaglamakta ve ara yuzeydeki tabaka faz degistirmektedir. Faz gecis bolgesi
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yaklasik 50 mN/m basinca kadar devam etmekte ve daha sonra fazi degisen
tabakanin basinci tekrar hizli bir sekilde yilkselebilmektedir. Infasurf® igin elde edilen
izoterm literatirdeki 6rnek ile uygundur (Zhang et al., 2011). Ancak literatlirde ayni
izotermi elde etmek icin kullanilan LB cihazinin yuzey alani, tez kapsaminda
kullanilan cihazin 2 katindan biraz daha fazladir. Dolayisiyla, elde edilen izotermin
alan degerlerinde sapmalar meydana gelmistir. Ornegin, ylizey alani yeterince blyuk
olmadigi igin sisteme verilen madde ara yluzeye yeterince yayllamamig, dolayisiyla
izotermin baslangigtaki yuzey basinci yeterince dusuk bir degerden baslayamamisgtir.
Ayni sekilde faz gecis platosunun uzunluklarinda da 2 katlk bir fark vardir. Ancak,
Sekil 4.36b’den de gorllecegi gibi, faz gegis bdlgesinin baglangi¢ ve bitis basinglari
dahil olmak Uzere izotermlerin profilleri ve daha sonra basing artisindaki hiz literattrle

birebir uyumludur.

4.3.2. Olusturulan Ara Yiizey Modellerine Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Kullanilacak her bir bilesenin sahip oldugu spesifik izoterm elde edildikten sonra bu
bélimde ortama alveoller igin en ¢ok problem yaratan kan proteini fibrinojen
eklendiginde gosterdikleri davranis incelenmigtir. Her bir sistem icin oncelikle ara
yuzeyde bir ylzey aktif madde tabakasi olusturulmus ve olusturulan bu tabakanin alt
fazina fibrinojen enjekte edilerek belirli bir stire beklenmis ve elde edilen yuzey
basinci — zaman izotermlerinden yuzeydeki degisim incelenmistir. Daha sonra
bozulan ara yuzey icin dénglsel davranis incelenmis ve bdylece hangi sistemin en iyi

sonucu verdigi belirlenmistir.

4.3.2.1. DPPC’nin, IPL’nin ve DPPC/IPL Karigimlarinin Ara Yiizey Ozelliklerine

Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonunu azaltabilmek bir¢ok uygulama igin dnemli bir
durumdur. Bu uygulamalara Ozellikle akciger yizey aktif madde karigiminin
inaktivasyonu ve biyomalzeme uygulamalari da dahildir (Phang et al., 2005).
Calismanin bu boéliminde, ilk olarak DPPC ve IPL’'nin tekli tabakalarina fibrinojen

adsorpsiyonu sonucunda izotermdeki farklilasmalar arastiriimistir.
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Organik ¢ozucu ile ¢ozdurulip ara yuzeye yayillan DPPC tabakasinin alt fazina
fibrinojen enjekte edilip, yuzey basincinin dengeye gelmesinden sonra ara ylzeyin
sabit hizla sikistiriimasi ile elde edilen sikistirma izotermi Sekil 4.37’de gdsterilmistir.
Ayni grafikte saf DPPC’nin de izotermi cizilmis ve bdylece sistemdeki farklilasma

daha iyi anlasiimistir.
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Sekil 4.37 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturuimus DPPC tekli tabakasinin alt
fazina fibrinojen enjeksiyonundan sonra elde edilen = (mN/m) — alan (Azlzincir)
izotermi

DPPC tekli tabakasinin altina enjekte edilen fibrinojen, Sekil 4.39’a gére zamanla ara
yiizeye adsorbe olmus ve DPPC’nin izotermini ciddi sekilde degistirmistir. izotermin
saga kaymasi ara yuzeye madde adsorpsiyonu oldugunun bir kanitidir. Ayni alan
degeri i¢in yuzey basincinin saf DPPC’ye gore daha ylksek bir degerde olmasi ara
yluzeyde DPPC disinda baska bir maddenin de bulundugunu géstermektedir. Ayrica
DPPC’ye 6zgu olan faz gegis platosu fibrinojenin ara ylizeye girmesiyle bozulmustur.
Bu durum da ara ylzeydeki molekuler dizilimin degistigini gostermektedir. Ara
yuzeyin sikistirlmaya devam edilmesiyle basing 30 mN/m’ye ulasana kadar ara
yuzeydeki madde miktari ve izoterm profili saf DPPC ile elde edilen izotermden gok
farkhdir. Ancak, ulagilabilen maksimum basincin saf DPPC’ye yakin olmasi ortama

enjekte edilen fibrinojenin tamaminin ara yluzeyde olmadiginin, ya da sikistirmayla
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birlikte yuzeyden ayrildiginin gostergesidir. Cunku saf fibrinojen izoterminde ara
yuzey bu kadar sikisamamakta, tekli tabaka c¢okmektedir (Kuo et al., 2003).
Dolayisiyla, ortamda bulunan DPPC fibrinojen tarafindan kismi olarak inaktive
edilmektedir. Fibrinojen sikistirmayla birlikte ylUzeyden ayrilirken beraberinde ara
yuzeyde bulunan DPPC’nin de bir kismini alt faza tagimaktadir. Bu durum, ardi
ardina alinan sikistirma — genigletme izotermleri ile desteklenmektedir (Sekil 4.38).
Anyonik yapidaki proteinlerin lipidleri alt faza ¢ektigi ve ara ylzeyden lipid kaybina yol
actigi literatlirde de bildiriimektedir (Kuo et al., 2003; Zasadzinski et al., 2005).
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Sekil 4.38 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturuimus DPPC tekli tabakasinin alt
fazina fibrinojen enjeksiyonundan sonra elde edilen dongusel davranig

Her sikistirma — genisletme cevrimi ile birlikte ara yluzeyden madde kayboldugu,
izotermlerin her seferinde biraz daha kiglk alana kaymasindan anlasiimaktadir.
Donguler arasinda alan degerleri arasindaki fark, ara yizeyde bulunan DPPC
tabakasinin ayni basinca ulasmasi igin daha fazla sikistirilmasi gerektigini
gOstermektedir. Alan degerlerindeki kugulmenin sebebi bu durumdur (Kuo et al.,
2003). Fibrinojenin DPPC Uzerindeki negatif etkisinin incelenmesinden sonra, ayni
deney sistemi IPL ile de kurulmustur.
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Sekil 4.39'da saf IPL tabakasinin alt fazina bir 6nceki sistem ile ayni miktar fibrinojen
enjekte edilmis ve yuzey basincinin dengeye gelmesinden sonra ara ylzeyin

dongusel davranigi gosterilmigtir.
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Sekil 4.39 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturulmus IPL tekli tabakasinin alt
fazina fibrinojen enjeksiyonundan sonra elde edilen = (mN/m) — alan izotermi

Ortamda fibrinojen bulundugu durumdaki izoterm ile saf IPL’nin izotermi
karsilastinldiginda, yuzey sikismaya baslamadan 6nce iki sistemin de sahip olduklari
baslangi¢ basincinin neredeyse ayni oldugu gorulmektedir. Bu durum, yuzeyde daha
onceden olusturulmus IPL tabakasi bulunurken, alt faza fibrinojen enjekte edilse bile
ara yuzeyde ayni miktar madde bulundugunu gostermektedir. Bagka bir deyisle,
basincin sabit kalmasi ara ylzeye fibrinojen molekillerinin  giremedigini
gOstermektedir. Ara ylzey sabit hizla sikistirildiginda ise iki sikistirma izotermi de
ayni sonucu vermistir. iki izotermin bu derece benzer olmasi, ara yilizeyde biyik
oranda IPL’nin bulundugunu, fibrinojen molekillerinin ise, alt fazdan ara ylzeye ¢ok
fazla adsorbe olamadigini géstermektedir. Eger ara ylizeyde fibrinojen bulunsaydi,
elde edilen izotermin, DPPC ve fibrinojenin beraber bulunduklari duruma benzer
olarak, saf IPL izotermine oranla saga veya sola kaymasi gerekmekteydi (Sekil 4.38).
Genisletme izoterminde ise, saf IPL’ye gore hafif bir saga kayma g6zlenmektedir. Bu
durum, ara ylzeye ¢ok az miktarda adsorbe olan fibrinojenden kaynaklanabilecegi
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gibi, IPL’nin yuksek sikigtinlabilirlik 6zelligine baglh olarak ara yuzeyin fazla
sikistirlmasindan ve dolayisiyla genisletimeye basglanan alan degerinin saf IPL’ye
gbre daha kuglk olmasindan da kaynaklanabilmektedir. Cunkl, genisletme
izotermleri karsilastirildiginda profil olarak iki izotermin de birbiri ile ayni egilimi
goOsterdigi gorulmektedir. Bu durum, saga kaymanin fibrinojenden kaynakli olarak

degil, 6lcumden kaynakli olabilecegini gostermektedir.

Alveol hava/sivi ara yuzeyinde, buyuk bir kismi DPPC olmak Uzere lipid karigimi
bulunmaktadir. Dolayisiyla hava/sivi ara ylzeyinde IPL ile DPPC’nin beraber
bulunduklari durumlar incelenmig ve dnceden olugsturulmus tekli tabakanin ara yuzey

davranisi Uzerine fibrinojenin etkisi arastiriimigtir.
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Sekil 4.40 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturulmus molce %90 DPPC - %10
IPL tekli tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonundan sonra elde edilen = (mN/m)
— alan (A%zincir) izotermi

Molce %90 DPPC ve %10 IPL iceren tekli tabaka, fosfat tampon/hava ara ylzeyinde
olusturulmus ve ylzey basinci dengeye geldikten sonra, alt faza fibrinojen enjekte
edilmistir. Fibrinojenin ara ylzeye adsorbe olabilmesi igin gerekli stire (~30 dakika)
beklendikten sonra, ara yuzey sabit hizla sikistirilarak basing — alan izotermi elde
edilmistir. Sekil 4.40’ta ortamda fibrinojen bulunan ve bulunmayan durumlar igin elde

edilen sikistirma izotermleri karsilagtirlmigtir. Sadece molce %90 DPPC - %10 IPL
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karisim oraninda alinan izotermde ara yuzey sikigtirimaya baslamadan Onceki
basing beklendigi gibi sifira yakindir. Bu karisim igin ara yuzeydeki DPPC miktarinin
molce %90 oraninda oldugu dusunuldiginde baslangic basincinin saf DPPC
izoterminde oldugu gibi sifira yakin ¢ikmasi, beklenilen bir sonugtur. Ortama fibrinojen
eklendikten sonra ise baslangi¢ basinci 10 mN/m’ye ylukselmistir. Ylzey basincindaki
artis, dengeye ulasmis bir ara ylzeyin kalabaliklagtigini, yani yeni molekullerin ara
yuzeye yerlestigini gostermektedir (Phang et al., 2005). Kurulan bu sistem igin
basinctaki artisin, ara ylzeye adsorbe olan fibrinojen molekillerinden kaynakli oldugu
dusundlmektedir. Alt faza fibrinojen enjekte edilmesinden sonra elde edilen sikistirma
izoterminin, ara ylzeyde sadece karisim bulundugunda elde edilen izoterme gore
belirli bir basinca kadar daha sadja kaymasi da, ara ylzeyde daha fazla madde
bulundugunu gostermektedir. Baska bir deyigle, ayni alan degeri icin elde edilen
basing daha yuksektir, basincin daha ylksek olmasi da ara yuzeydeki madde
miktarinin arttigini belitmektedir. Ara ylzey sikistirimaya devam edildiginde ise,
basing 30 mN/m’ye ulastiktan sonra, izoterm saf karisim izotermine goére sola
kaymistir. izotermde goriilen bu farkllasma su sekilde yorumlanabilir: saf karisim
izotermi ile ayni basing degerine ulasmak icin bu sistemin daha fazla sikistiriimasi
gerekmigtir. Bu durum da ara ylzeyde normalde bulunmasi gerekenden daha az
madde bulundugunu géstermektedir. Alt faza enjekte edilen fibrinojen, ara yluzeye
adsorbe olmus ve ara yuzeydeki lipid tabakasi ile etkilesime girmistir. Saf fibrinojenin
dongusel davranisindan fibrinojenin ara yuzeyi ¢ok ylksek basinca g¢ikartamadigi
bilinmektedir. Ara yuzey sikistirildikga kendisi yuzeyden kopmus ve etkilesime girdigi
lipidlerin de bir kismini yuzeyden koparmistir. Dolayisiyla, ara yuzeyde lipid kaybi
oldukga ara ylzeyde kalan lipidler, basinci ancak daha fazla sikistirildiklarinda
arttirabilmiglerdir. Yani, maksimum basinca ulasmak icin ylzey daha fazla
sikigstirimak zorunda kalinmis ve alan degeri kugulmustir. Sekil 4.41(a)da ara
yluzeyde sadece molce %90 DPPC — %10 IPL'den olusan karisim bulurken ara
yuzeyin arka arkaya sikistirilip genigletiimesiyle elde edilen basing — alan izotermi
gorulurken, Sekil 4.41(b)de ara ylizeyde molce %90 — %10’luk karisimdan olusan
tekli tabakanin alt fazina fibrinojen enjekte edildikten sonra elde edilen izoterm

sunulmustur.
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Sekil 4.41 (a) Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde molce %90 DPPC - %10 IPL
karigimi igin elde edilen = (mN/m) — alan (A2/2|nC|r) izotermleri, (b) molce %90 DPPC

- %10 IPL karisiminin alt fazina 550 ppm son konsantrasyonda fibrinojen enjekte
edildikten sonra elde edilen = (mMN/m) — alan (A2/2|nC|r) izotermleri

iki izoterm arasindaki fark oldukga net olarak goériilmektedir. Sekil 4.40°ta verilen
sikistirma izotermlerine kargilik elde edilen tUum donguler burada sunulmustur. Ara
yuzeye fibrinojen adsorbe olduktan sonra, karigsimin dongusel davranigi degismis,
sikistirma — genigletme egrileri arasindaki fark — histeresiz — artmistir. Bu, normal
solunum fonksiyonunda istenmeyen bir sonuctur (Banerjee and Bellare, 2001).
Ayrica, fibrinojenin adsorbe oldugu sistemde alan degerlerinde de kayma goérulmus,
her ¢gevrim igin ulagilan maksimum basing bir dnceki gevrime goére daha kugulmus ve
yine her ¢evrimin maksimum basinca ulastigi alan, bir dnceki gevrime gore daha sola
kaymistir. Molce %90 DPPC - %10 IPL karisimi DPPC miktarinin fazla olmasi
nedeniyle, fibrinojenin ara yizeyde neden oldugu negatif etki karsisinda ¢ok basarili

sonuglar verememistir.

Karigsimdaki IPL miktari arttirilarak olgim tekrarlanmis ve elde edilen sonug Sekil

4.42’de verilmigtir.
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Sekil 4.42 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturulmus molce %80 DPPC - %20
IPL tekli tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonundan sonra elde edilen = (mN/m)
— alan (A%zincir) izotermi

Molce %80 DPPC - %20 IPL igeren karisim hava/fosfat tampon ara yuzeyine
yayildiktan sonra alt faza fibrinojen enjekte edilmis ve belirli bir sire beklendikten
sonra sikistirma — genigletme izotermleri alinmistir. Sekil 4.42’de gosterilen sonug saf
karisim ve saf karisimin olusturdugu tabakanin altina fibrinojen enjekte edildikten
sonra elde edilen sikistirma izotermleridir. Ara ylizeyde sadece molce %80 DPPC -
%20 IPL’den olusan karisim bulunurken ylzey sikistirlmaya baglamadan o6nce
sistemin basinci sifira ¢cok yakindir. Bu durum alt faza fibrinojen enjekte edilmesiyle
birlikte degismis, baslangi¢ basincinda artis goriimustir. Daha 6nce belirtildigi gibi
ara yuzey sikismamasina ragmen basincin artmasi, ara ylzeye madde adsorpsiyonu
oldugunun bir gostergesidir, dolayisiyla bu sistem ig¢in goérulen artisin nedeni
fibrinojenin ara ylzeye bir miktar girmis olmasidir. Ancak, DPPC - fibrinojen ile molce
%90 DPPC - %10 IPL karnigimi — fibrinojen sitemlerinden farkh olarak; alt faza
fibrinojen enjekte edildikten sonra ara yuzeyin sikistirilmasiyla 6nce saf karisima gore
saga kaymis olan izoterm, belirli bir basingtan sonra neredeyse ara yuzeyde sadece
molce %80-%20’lik karigim varmis gibi davranmigtir. Diger sistemlerdeki kiigik alana
dogru kayis bu sistem igin ¢ok azalmistir. Elde edilen izoterme gore, sikistiriimaya

baslanildigi durumdan 30 mN/m’ye kadar ara ylzeyde saf karisim disinda adsorbe
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olan fibrinojen molekulleri de bulunmaktadir. Ancak ylzey sikigtirimaya devam
ettirilip 30 mN/m basinca ulastiktan sonra izoterm, molce %80-%20’lik karisimin
izotermi ile neredeyse ayni alan degerinde ayni maksimum basinca ulagsmigtir.
Dolayisiyla, baslangicta ara yluzeye adsorbe olan fibrinojen molekdllerinin 30
mN/m’lik ylzey basincindan sonra etkilerini yitirdikleri ve yuzeyden ayrildiklari
sonucuna varilmigtir. Sadece DPPC igeren sistem ile molce %90 DPPC - %10 IPL
iceren sistemlerde fibrinojen ylzeyden ayrilirken beraberinde lipidleri de
gotirmusken, molce %80 DPPC - %20 IPL karisimi igin bu durum gergeklesmemigtir.
Ara yuzey davranigindaki bu iyilesmenin karigimdaki IPL’'nin mol oranindaki artigtan
kaynaklandigi dustunulmektedir. IPL’nin yapisindaki 6zel olarak secilmis gruplar, ara
yluzeyde DPPC ile sinerjik etkilesime girmekte ve bu etkilesim sonucu IPL sahip
oldugu yuzey Ozelliklerini ara ylzeye yansitmazken, DPPC de fibrinojen varliginda
gOsterdigi davranigi gostermemektedir. Askida damla metodu ile dinamik adsorpsiyon
Ozelliklerinin incelendigi bolumde elde edilen sonuglar 6zellikle bu karigim oraninda iki
maddenin birbirleriyle etkilesimlerinin maksimuma c¢iktigini ve en iyi ylzey ozellikleri
gOsteren karisimin bu oranda oldugunu, fibrinojen varliinda en iyi sonucun bu
karisim oraninda alindigini gostermektedir. Alinan sonuglar birbiriyle uyumludur.
Amaclandidi gibi fibrinojen varliginda gorulen ara yuzeyden madde kaybinin IPL
sayesinde azaltildi§i belirlenmistir. IPL, sahip oldugu PEO grubu ve ara ylizeyde
aldigi konformasyon sayesinde fibrinojen molekillerinin belirli bir basingtan sonra
yuzeyden ayrilirken beraberinde lipidleri gétirmesine engel olmustur. Bu karisim
oraninda daha oOnce elde edilen sonuglardan IPL’'nin akciger ylzey aktif madde
karisimindaki SP-B proteinin gosterdigi davranisi gdsterdigi bilinmektedir (Uslu,
2009). Elde edilen bu sonuglar ile daha 6nce yapilmis ¢alismalarla uyumlu olarak
IPL’nin ara ylizeyde DPPC’nin 6zelliklerini zenginlestirdigi gérulmagtir.

Sekil 4.43(a)da ara yuzeyde sadece molce %80 DPPC — %20 IPL’den olusan
karisim bulurken ara yuzeyin arka arkaya sikistirilip genisletiimesiyle elde edilen
basing — alan izotermi, Sekil 4.43(b)’de ara ylizeyde molce %80 — %20’lik karisimdan
olusan tekli tabakanin alt fazina fibrinojen enjekte edildikten sonra elde edilen izoterm

sunulmustur.
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Sekil 4.43 (a) Fosfat tampon/hava ara ylzeyinde molce %80 DPPC - %20 IPL
karisimi igin elde edilen = (mMN/m) — alan (Azlzincir) izotermleri, (b) molce %80 DPPC
- %20 IPL karigiminin alt fazina 550 ppm son konsantrasyonda fibrinojen enjekte
edildikten sonra elde edilen = (MN/m) — alan (A%/zincir) izotermleri

Alt faza fibrinojen enjekte edilen durum icin alinan sonuglar ile ara yuzeyde sadece
karisimin bulundugu durumda alinan sonugclar birbirlerinden farklidir. Ancak bu fark,
molce %90 DPPC - %10 IPL iceren sistemdeki kadar blyUk dedildir. Bu karisim
oraninda da ara yulzeyin histeresiz davranisi kotllesmis, sikistirma — genisleme
egrileri arasindaki fark artmistir. izotermin karakteristigi degisse de ulagilan
maksimum basing degeri, saf karisim icin elde edilen maksimum basinca esittir.
Dolayisiyla, ara ylzeye adsorbe olan fibrinojen miktarinin molce %90 DPPC - %10
IPL karisimi oldugu durumda adsorbe olan fibrinojen miktarindan daha az oldugu
sonucuna varilmistir. iki izoterm arasinda alan degerlerindeki kayma yok denebilecek
kadar azdir. Bagka bir deyisle, ara yuzeyden kaybolan madde miktari dusuktar.
Ayrica her gevrimde ulasilan maksimum basingta, bir énceki ¢evrime gore ¢cok fazla
dusus gorilmemektedir. Ara ylzeye fibrinojen adsorpsiyonu 6nlenebilmistir sonucu

net olarak ¢ikarllamasa da, elde edilen sonug¢ oldukg¢a umut vericidir.

Son olarak karisimdaki IPL miktari %30’a ¢ikartiimis ve ayni incelemeler bu karigim

orani i¢in de yapimistir.
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Sekil 4.44 Fosfat tampon/hava ara yuzeyinde olusturulmus molce %70 DPPC - %30
IPL tekli tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonundan sonra elde edilen = (mN/m)
— alan (A%zincir) izotermi

Sekil 4.44, ara yuzeyde sadece molce %70 DPPC - %30 IPL karisimi bulunurken ve
ayni karisimin alt fazina fibrinojen enjekte edildikten sonra ara yuzeyin sabit hizla
sikistirimasiyla elde edilen yiizey basinci — zaman izotermlerini géstermektedir. Iki
izotermin baslangi¢ basinglari arasindaki fark, saf DPPC’ye ve diger karisim
oranlarina gore azalmistir. Alt faza fibrinojen enjekte edildikten sonra basing diger
sistemlerde 10 mN/m kadar artarken bu karisim orani icin artis 5 mN/m’ye dismustar.
Elde edilen izoterm, ara ylzey sikistirimasiyla birlikte yaklasik 30 mN/m basinca
ulasilana kadar ara yluzeyde sadece karisimin bulundugu izoterme goére biraz daha
saga kaymistir. Saf DPPC ve diger karisim oranlarinda bu durumdaki sada kayis ¢ok
daha fazla olmustur. Butin bu veriler goéz 6nine alindiginda, molce %70 DPPC -%30
IPL karisimi ara ylzeyde iken, adsorbe olan fibrinojen miktarinin diger sistemlere
gbre cok daha az oldugu dusunulmektedir. 30 mN/m basingtan sonra ara ylzey
sikistirlmaya devam edildiginde ise alt faza fibrinojen enjekte edilen durumdaki
izoterm ile saf karisimdan olusan ara ylzeyin izotermlerinin birebir uyustugu
gorulmektedir. Bu durumda elde edilen izoterm ara ylzeyde neredeyse hig fibrinojen
yokmus gibi davranmaktadir. Ulasilan maksimum basing, saf karisimin maksimum

basinci ile aynidir. Maksimum basinglarin esgit olmasinin yani sira, ayni basingta elde
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edilen alan degerleri de esittir. Iki izoterm arasinda basing ve alan degerlerinde bir
farklihk gorilmemesi, ara yluzeyde madde kaybinin olmadigini gostermektedir. 30
mN/m basinca kadar az miktarda da olsa ara ytzeyde bulunan fibrinojen molekdlleri,
bu basin¢ dederinden sonra ara ylzeyden ayrilmistir. Ancak saf DPPC’nin ve molce
%90 DPPC - %10 IPL karisiminin fibrinojen varliginda yuksek basinglarda ara
yuzeyden fibrinojen ile birlikte ayrilmalari durumundan farkli olarak bu sistem icin ara
yuzeyden lipid kaybi neredeyse hi¢ yasanmamigtir. Fibrinojen varliginda ara
yuzeyden madde kaybinin azaltilmasi karigimdaki IPL orani arttirilarak saglanmistir.
ik olarak %80 DPPC - %20 IPL igeren karisim ile madde kaybi azaltiimis; IPL’nin mol
oraninin arttinldig1 %70 DPPC - %30 IPL karisimi ile daha da iyi sonuglar alinmistir.
Sekil 4.45(a)da ara yuzeyde sadece molce %70 DPPC — %30 IPL'den olugan
karisim bulurken ara yuzeyin arka arkaya sikistirilip genigletiimesiyle elde edilen
basing — alan izotermi, Sekil 4.45(b)de ara ylzeyde molce %70 — %30’luk
karisimdan olusan tekli tabakanin alt fazina fibrinojen enjekte edildikten sonra elde

edilen izoterm sunulmustur.
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Sekil 4.45 (a) Fosfat tampon/hava ara ylzeyinde molce %70 DPPC - %30 IPL
karisimi igin elde edilen 1 (mN/m) — alan (Azlzincir) izotermleri, (b) molce %70 DPPC
- %30 IPL kanisiminin alt fazina 550 ppm son konsantrasyonda fibrinojen enjekte
edildikten sonra elde edilen = (mN/m) — alan (Azlzincir) izotermleri
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Cikilabilen maksimum basincin saf DPPC ile ulasilan maksimum basinca esit olmasi,
iki maddenin arasindaki pozitif etkilesim sayesindedir. Karisgimdaki DPPC ylzey
basincini arttirirken, IPL ise ara ylzeyden madde kaybolmasini engellemektedir.
Sekil 4.45(a) ile Sekil 4.45(b) incelendiginde, ulasilan maksimum basingtaki ylzey
alani degerlerinin, saf karisim izotermindeki alan degerleri ile ortustigu gorulmektedir.
Ayrica her bir izotermde ulasilan maksimum basing, bir Onceki izotermle
karsilastirildiginda basing degerlerinde bir farklilik gértlmedigi tespit edilmigstir. Her bir
izoterm icin ayni basing degerine ulasiimasi ara yuzeyden madde kaybolmadiginin
bir belirtecidir. Ayrica, Sekil 4.45(b)’'de ardi ardina alinan izotermlerde sola kaymanin
¢ok az oldugu belirlenmistir. izotermler arasindaki sola kayma ara ylizeyden madde
kayboldugunu gostermektedir. Dolayisiyla ara yuzeyde daha az madde oldugunda,
bir dnceki izotermle ayni basinca ulasabilmek icin sikistirma miktarinin daha fazla
olmasi gerekmektedir. Bu durum saf DPPC — fibrinojen ve molce %90 DPPC - %10
IPL karigimi — fibrinojen sistemleri icin gorulurken, %80 - %20 oranindaki karigim ile

%70 - %30 oranindaki karisim i¢in sola kayma miktarlari net olarak azalmigtir.

4.3.2.2. Dogal Akciger Yiizey Aktif Madde Karisiminin (Infasurf®) Ara Yiizey

Ozelliklerine Fibrinojen Etkisinin incelenmesi

Gunumuzde, hayvan cigerlerinden 6zutlenen Klinik surfaktantlarin hic¢ biri tam olarak
etkin sonu¢ verememektedir. ARDS tedavisinin tam olarak bulunabilmesi, tedavi ve
saflagstirma masraflarinin azaltilabilmesi gibi amaclarla, sentetik akciger yuzey aktif
maddelerini gelistirme calismalari hala devam etmektedir (Zasadzinski et al., 2010).
RDS tedavisinde etkin olarak kullanilan ve 6lim oranini énemli derecede azaltmis

f&Un fibrinojen varliginda gdsterecegi 6zellikler, ARDS’de kullaniminin

olan Infasur
incelenebilmesi adina énem tasimaktadir. Infasurf® ve fibrinojenin etkilesimlerinin net

olarak anlasilabilmesi icin bu boliumde c¢esitli deney kosullari olugturulmustur.

4.3.2.2.1. Infasurf® Tabakasina Fibrinojen Adsorpsiyonunun incelenmesi

Infasurf® ile fibrinojen arasindaki etkilesimlerin net olarak belirlenmesi amaciyla ilk
olarak hava/sivi ara ylizeyinde Infasurf® tekli tabakasi olusturulmus ve daha sonra alt

faza fibrinojen enjeksiyonu yapilmistir. Kurulan bu deney ile Infasurf®, dogal akciger
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ara yUzeyi olarak kullaniimaktadir. Boylece, alt faza fibrinojen enjeksiyonu yapilarak
ARDS’de gorulen surfaktant inaktivasyonu durumu modellenmistir. Ara yuzeyde tekli
tabakanin olusturulabilmesi amaciyla Infasurf®, 35 mg/mL’lik ilag stogundan 1.5 pL
alinarak hava/fosfat tampon ara ylzeyine mikro siringa ile yayilmistir. Yayilmanin

basladigl andan itibaren, zamanla yuzey basinci kaydedilmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46 Saf Infasurf® tabakasinin alt fazina 550 ppm son konsantrasyonda
fibrinojen enjekte edilmesiyle elde edilen = (mN/m) — zaman (s) izotermi

Havalfosfat tampon ara yiizeyinde dengeye ulasmis Infasurf® tabakasina, 6lglimiin
800. saniyesinde LB tankindaki net konsantrasyonu 550 ppm olacak sekilde fibrinojen
enjekte edilmigtir. Sekil 4.46’da fibrinojen enjeksiyonundan itibaren (enjeksiyon ani ok
ile gosterilmigtir), yaklasik 1200 saniyede yuzey basincinin 3 mN/m dustugu ve 41
mN/m degderinde dengeye geldigi gorulmektedir. Daha o6nce vyapilan deney
sonuclarindan, ara yiizeyde sadece Infasurf® varken, denge ylizey basincinin 45
mN/m de sabit kaldidi bilinmektedir (Sekil 4.35). Dolayisiyla, yuzey basincindaki 3
mN/m’lik disUsun alt faza enjekte edilen fibrinojenin etkisiyle oldugu disunilmektedir.
Infasurf®iin serum proteinleri varliginda adsorpsiyon ozelliklerinin azaldigi literaturde
de belirtimektedir. Oregin yapilan bir galismada, saf Infasurf®(in hava/tampon ara
yuzeyinde dengeye geldigi basing yaklasik 40 mN/m olarak o&lgulirken, tampon

fazinda serum proteinleri bulunurken ayni miktar Infasurf®in ylizey basincini ancak
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30 mN/m’ye yukseltebildigi goriimustur (Taeusch et al., 2005; Taeusch et al., 2008).
Bu durumda, kan proteinlerinin Infasurf®iin adsorpsiyon 6zelliklerini degistirdigi
yargisina varilabilmektedir. Infasurf®, lipid ve proteinlerden olugan dogal bir
karnisimdir. icinde katyonik akciger proteinleri bulundugu gibi biiyiik oranda amfoterik
yapidaki DPPC lipidi bulunmaktadir (Alonso et al., 2005). Fibrinojen ise vucut
ortamindaki net yuku negatif olan ve serum proteinleri arasinda en ¢ok soruna yol
agan serum proteini olarak bilinmektedir (Seeger et al., 1985; Fuchimukai et al., 1987;
Hernandez et al., 2002). Fibrinojenin DPPC ile olan etkilesimi daha énce incelenmis
ve ara yuzeyde DPPC tabakasi varken, fibrinojenin ara ylzeyden madde kaybina
sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica akciger yuzey aktif madde karisiminin plazma
proteinlerinin etkisiyle ara ylizeyden ayrildigi belirtimektedir (Keough et al., 1988;
Venkitaraman et al., 1991). Dolayisiyla ara yiizeyde Infasurf® bulunurken de,
fibrinojenin hem DPPC ile hem de pozitif net ylike sahip SP-B ve SP-C proteinleri ile
elektrostatik olarak etkilesime gegip, onlarin ylzeyden ayrilmasina neden oldugu
dusunulmektedir. Bu etkilesimin daha iyi anlasiilmasi amaciyla, ara yuzey sabit bir hiz

ile sikistirlhp — genigletiimis ve ara ylzeyin dongusel davranisi incelenmistir (Sekil
4.47).
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Sekil 4.47 saf Infasurf® tabakasinin alt fazina 550 ppm son konsantrasyonda
fibrinojen enjekte edildikten sonra elde edilen (a) sikistirma izotermleri, (b) dongusel
davranis
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Sekil 4.47(a)yda saf Infasurf® ile dengeye gelmis Infasurf® tabakasinin alt fazina
fibrinojen enjekte edildikten sonra elde edilen sikigtirma izotermleri sunulmustur. iki
izoterm arasinda profil olarak ¢ok fazla fark gérilmese de, fibrinojenli sistem icin elde

edilen izoterm, saf Infasurf®

e gore oldukga farkh alan deg@erlerine sahiptir. Alan
degerlerinin kigulmesi, ara yuzeydeki maddelerin normal durumla kiyaslandiginda
ayni basinca ulasabilmek icin daha fazla sikismalari gerektigini gostermektedir. Bu
durum da ara yuzeyde normalden daha az madde oldugunda ya da yluzeyden madde
kayboldugunda gdézlenmektedir. Basing — zaman izotermlerinde ylzey basincinin
zamanla azalmasi durumuna paralel olarak, sikistirma egrilerinden de fibrinojenin ara
yuzeyden madde kaybina neden oldugu sonucu c¢ikartiimaktadir. Sekil 4.47(b) ise,
ayni ara yuzeyde arka arkaya alinan sikigtirma — genigletme egrilerini gostermektedir.
Bu grafikten de goéruldagu gibi her bir gcevrimde izotermler bir dnceki ¢evrimin geldigi
alan degerinden daha klguk alan degerine kaymigtir. Dolayisiyla, her sikistirma
cevrimiyle birlikte ara ylizeyden belirli bir miktar Infasurf® alt faza gegmektedir. Ara
ylzey genigletildiginde ise, alt faza gecen Infasurf® karisimi tekrar ayni miktarda ara
ylizeye cikamamaktadir. izotermlerdeki alan degerlerindeki kiigiiime bu nedenle
goOrulmektedir. Ayrica, her bir izoterm igin ulasilabilen maksimum basin¢ degeri de
dusmektedir. Bu dusus ilk birkag cevrim igin az gibi goziukse de, daha sonra ciddi
seviyeye ulagsmaktadir. Elde edilen izotermler igin Infasurf®{in geri yayilim 6zelliginin
de azaldigi sdylenebilir. Ara yuzeyden lipid ve protein kaybina neden olan fibrinojen
belirli bir basingtan sonra ylzeyden ayriimaktadir. Fibrinojen ile birlikte yluzeyden
ayrilan lipid ve proteinlerin yerini karisimda kalan lipid ve proteinler tutabilmigse de,
birka¢c c¢evrimin sonunda, ara yuzeydeki madde miktari ylzey basincini yeterince
yukseltemeyecek kadar azalmistir. Bu nedenle de ara yuzeyin ulastigl yuzey basinci
sabit kalamamis ve Infasurf® ara yiizey 6zelliklerini kaybetmistir.

Bu sistem icin elde edilen sonuglardan, dogal akciger ara yizey modelinin ARDS
durumundaki gibi ortama fibrinojen sizdiginda eski performansini gosteremedigi

deneysel olarak belirlenmisgtir.
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4.3.2.2.2. Fibrinojen Tabakasina Infasurf® Adsorpsiyonunun incelenmesi

Bir Onceki bolumde kurulan deney sistemine zit olarak, bu bdlimde, O6nceden
olusturulmus fibrinojen tabakasinin alt fazina Infasurf® enjeksiyonu yapilmistir.
Boylelikle ara yluzeyde serum proteinleri varken, Infasurf®{in ara yuzeye adsorbe olup
olamadidi incelenebilecek; dolayisiyla, teorik olarak olusmus ARDS durumunun ters
cevrilip cevrilemedigi arastirilacaktir. RDS tedavisinde etkin olarak kullanilan
Infasurf®in ARDS durumunda kullanim olasiiginin deneysel ortamda daha iyi
anlasilabilmesi acisindan bu sistem ile elde edilen sonuglar oldukga Onem
tasimaktadir. Giinimiizde ARDS tedavisinde Infasurf® kullaniimaktadir, ancak
Infasurf® diger surfaktant karisimlarina gére daha iyi sonuc verse de hala tedavide

kesin bir ¢6zUm niteliginde dedildir (Lewis and Veldhuizen, 2006).
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Sekil 4.48 Fibrinojen tabakasinin alt fazina Saf Infasurf® enjekte edilmesiyle elde
edilen 7 (mN/m) — zaman (s) izotermi

Sekil 4.48’de goruldugu gibi fibrinojen hava/fosfat tampon ara ylzeyinde yaklasik 12
— 13 mN/m ylzey basincinda dengeye ulasmistir ve bu deger literatlrle uyumludur
(Phang et al.,, 2005; Kim and Franses, 2006). 550 ppm net konsantrasyondaki
fibrinojen dengeye ulastiktan sonra yaklasik 2000. saniyede alt faza Infasurf® enjekte
edilmistir. Enjeksiyonun yapilmasiyla birlikte ylzey basincinda ¢ok hizli bir artig

gorulmus ve 60 saniye gibi kisa bir surede basing 13 mN/m’den 35 mN/m ye
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ulasmigtir. Ara yuzeye saf Infasurf® enjekte edildiginde de basingtaki artis ¢ok hizli
olmustur, yaklasik 40 saniyede yuzey basinci 35 mN/m’ye ulasmistir, ancak ara
ylzeyin dengeye geldigi basing 43 — 45 mN/m olarak ol¢limus ve literattirle uyumlu
oldugu goérulmustir. Ara yuzeyde fibrinojen bulundugunda ise basing en fazla 38
mN/m’ye yukselebilmigtir. Dolayisiyla, elde edilen denge yuzey basincindan ara
ylizeyde enjekte edilen miktardan daha az miktarda Infasurf®iin ara yiizeye adsorbe
oldugu sonucu cikartiimigtir. Ara yuzeyin bilesimi ve davranisinin daha iyi anlagiimasi

amaciyla yuzey basinci dengeye geldikten sonra dongusel davranig incelenmistir.
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Sekil 4.49 Fibrinojen tabakasinin alt fazina saf Infasurf® enjekte edildikten sonra elde
edilen (a) sikistirma izotermleri, (b) déngusel davranis

Sekil 4.49(a)da saf Infasurf® ile dengeye gelmis fibrinojen tabakasinin alt fazina
Infasurf® enjekte edildikten sonra elde edilen sikistirma izotermleri sunulmustur. Ara
ylizeyde fibrinojen varken elde edilen sonucun saf Infasurf®ten farkli oldugu net
olarak gorulmektedir. Sekil 4.48’de elde edilen basing — zaman izotermi ara ylzeye
bir miktar Infasurf®in adsorbe oldugunu gdstermektedir. Sekil 4.49(a)da ise bu
veriye destek olarak, elde edilen sikistirma izoterminde Infasurf®{in karakteristik faz
gegis bdlgesi bu izotermde de goruldugu soylenebilir. Ara ylzeyde fibrinojen varken
enjekte edilen Infasurf® ara yiizeye adsorbe olsa da, sistemin ara ylizey davranisina
neredeyse hi¢ pozitif etkisi olmamistir. Sikistirma izoterminin ulagabildigi maksimum

basing 47 mN/m’yi gecememigtir. Ayrica ara yuzey bu basinca ulagabilmek igin saf
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Infasurf®e gére gok daha fazla sikistirimak zorunda kalmistir. Sekil 4.49(b)ye
bakildiginda elde edilen déngiisel davranisin saf Infasurf®{in déngiisel davranisindan
cok farkl oldugu goérilmastir. Ulasilan maksimum ara ylzey basinci 47 mN/m’yi
gecememis ve her dongude sikisma miktari artarken, ara ylzeyden biraz daha
madde kaybolmustur. Ara yuzeyde fibrinojen bulunurken elde edilen sonug¢ oldukga
carpicidir.  Sistem, akciger yuzey aktif madde karisiminin higbir ozelligini
yansitmamaktadir. Infasurf® ara yiizeye belirli bir miktarda adsorbe olabilmisse bile bu
miktar ylzey Ozelliklerini dizenlemeye yetmemis ve fibrinojenin ara yizey 6zellikleri

sistemde baskin hale gelmistir.

Literatiirde sigir akcigerinden 6ziitlenen ve SP-B igerigi Infasurf®e kiyasla ¢ok daha
az olan Survanta® ile serum proteinlerinden albumin kullanilarak yapilan bir
calismada; ara ylizeyde albumin bulunurken, Survanta® alt faza verilmistir. Ara yiizey
belirli bir hizla sikigtirihp genigletildiginde elde edilen dongusel davranig ortamda
sadece albumin bulundugunda elde edilen izoterm ile neredeyse ayni olmustur. Bu
calismada elde edilen basing — alan izotermleri Sekil 4.50(a) ve Sekil 4.50(b) deki
gibidir (Stenger et al., 2009).
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Sekil 4.50 (a) saf Survanta icin elde edilen dénglsel davranisg, (b) alt fazda albumin
bulunurken saf Survanta igin elde edilen déngusel davranis (Stenger et al., 2009).

Sekil 4.50(a)da saf Survanta®nin dénglsel davranisi hava/tampon ¢ozelti ara
yuzeyinde incelenmigtir. Ulasilan maksimum basing 65 mN/m civarinda olurken,

sistemin histeresizinin ¢ok fazla oldugu goérulmektedir. Sekil 4.50(b)'de ise, ara
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yuzeyde albumin varken elde edilen basing — zaman izotermlerinin saf albumin’in
izotermine ¢ok benzedigi, ara yuzey basincinin 42 mN/m’den daha yuksege
¢cilkamadigl gorulmagtar. Survanta®nin higbir ozelligini yansitmayan bu ara yuzeyde
de albuminin 6zellikleri baskin olmustur. Infasurf®tn SP-B orani Survanta®dan daha
yuksek olsa da, ara yuzeyde olusmus fibrinojen tabakasinin kararli yapisini
bozamadigi ve ara yuzeye bir miktar adsorbe olsa bile ara yuzey sikistirildiginda
yapisindaki lipid ve proteinlerin ara yuzeyden ayrildigi sonucuna varilabilmektedir
(Stenger et al., 2009).

4.3.2.2.3. HavalFosfat Tampon Ara Yiizeyine Infasurf® ve Fibrinojenin Yarigsmali

Adsorpsiyonunun incelenmesi

Bu kisimda, Infasurf® ve fibrinojenin ayni anda fosfat tampon fazina enjekte
edilmesiyle iki maddenin adsorpsiyon 0Ozelliklerinin birbirine gore kiyaslamasi
yapilabilecektir. Ara ylzeyin ulastigi spesifik basing degerinden, alt faza simultane
olarak verilen iki maddeden ara ylzeye hangi maddenin baskin olarak adsorbe

olabildigi yorumu yapilabilmektedir (Uslu, 2009).
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Sekil 4.51 Fosfat tampon fazina Saf Infasurf® ile 550 ppm fibrinojenin ayni anda
enjekte edilmesiyle elde edilen = (mMN/m) — zaman (s) izotermi
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Sekil 4.51’de enjeksiyon anindan itibaren elde edilen basing — zaman izotermi
gorulmektedir. YUzey basinci ¢ok kisa surede 30 mN/m’ye ulagsmis ve daha sonra
basincin artis hizi diserek 38 mN/m degerinde dengeye gelmistir. Ara ylzeyde saf
Infasurf® varken, bu deger 43 — 45 mN/m olmaktadir. Dolayisiyla, elde edilen bu
degerden ara yiizeyde sadece Infasurf® bulunmadigi sonucu cikartiimaktadir. Ayni
anda enjeksiyon sonucunda, gelinen denge yuzey basincindan ara yuzeye baskin
olarak Infasurf®un adsorbe oldugu gériilmektedir ancak, kurulan bu sistemde ara
yuzeye herhangi bir basin¢g uygulanmamaktadir. Ara yuzeye basing uygulandiginda,
Infasurf® ve fibrinojenin etkilesimi hakkinda daha net bir yorum yapilabilecektir. Ara
ylizeyde bulundugu diistinilen Infasurf®un, diger sistemlerde oldugu gibi ara yiizey
sikistirilip — genigletildiginde ara yuzeyde kalip kalmayacagi dongusel davranigin
incelenmesiyle anlasilacaktir. Solunum dongusel bir prosestir ve bu sebeple déngusel

davranis g6z 6nunde bulundurularak yorum yapilmasi daha dogru olacaktir.
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Sekil 4.52 Saf Infasurf® ile fibrinojen fosfat tampon fazina ayni anda enjekte edildikten
sonra elde edilen (a) sikistirma izotermleri, (b) déngusel davranig

Ayni alt faza ayni anda enjekte edilmeleri sonucu, Infasurf® ve fibrinojen ara yiizeye
adsorbe olmadan 6nce alt fazda etkilesebilmektedir. Dolayisiyla ylzey basinci
dengeye geldikten sonra ara yuzeyin dongusel davranigi daha once kurulan
sistemlerden farkli olmustur (Sekil 4.52). Yarismali adsorpsiyon sonucu elde edilen

basing — zaman izotermlerinden ara yiizeyde Infasurf®in miktar olarak baskin oldugu
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ancak fibrinojen molekullerinin de ara yuzeye adsorbe oldugu sonucuna varilmistir.
Sekil 4.52(a)da saf Infasurf® ve yarigmall adsorpsiyon sistemi igin elde edilmis
sikistirma izotermleri sunulmustur. iki izoterm karsilastirildiginda, izotermlerin
baslangig basinclarinin cok yakin oldugu gorilmektedir. Saf Infasurf® igin gériilen faz
gegis platosu, bu sistemde de goérulmuis ancak faz gegisinin basladigi ve bittigi basing
degerleri esit olsa da, bu basinglardaki ylizey alani degerleri kugulmustir. Bu
kigulmenin nedeni ara ylzeyde Infasurf® disinda baska maddelerin de bulunmasidir.
Fibrinojen, ara ylzeye belirli bir miktarda adsorbe olmus ve bunun sonucunda,
Infasurf® karakteristik izoterminin elde edilebilmesi igin yuzey daha fazla sikistiriimak
durumunda kalmigtir. Yaklagsik 40 mN/m basinca kadar yuzeyde kalabildigi bilinen
fibrinojen bu basingtan sonra ylizeyden ayrilmis ancak sahip oldugu negatif net yik
ile, diger sistemlerde de goruldugu gibi Infasurf® ile etkileserek ara yuzeyden belirli bir

f¥iin de kaybolmasina yol acmistir. Alan degerlerinde goriilen

miktar Infasur
kaymanin sebebi bu durumdan kaynaklanmaktadir. Yarigmali adsorpsiyon deneyi
sonucunda ulaslilabilen maksimum basin¢ saf Infasurf®{in maksimum basincindan
daha dusuktir. Ara yizey 56 mN/m’lik maksimum basincina, daha kiguk alanda yani,
daha fazla sikistirilarak ulasabilmistir. Butin bu sonuclar toplu olarak
degerlendirildiginde, ara yiizeyde Infasurf® disinda fibrinojen de bulundugu sonucuna
varilmistir. Sekil 4.52(b), arka arkaya alinan dlgimler sonucu elde edilen basing —
alan izotermlerini gostermektedir. Ara ylizeyin dongusel davranisi bu grafik Gzerinden
incelendiginde, Infasurf® ve fibrinojenin beraber bulundugu diger sistemlere benzer
olarak, her bir cevrimde alan degerlerinin sola kaydigini, yani ayni basinca ulasmak
icin ara yuzeyin hep daha fazla sikistirlmasi gerektigi gértilmektedir. Bu durum, ara
yuzeyden madde kaybi oldugunu gostermektedir. Ara ylzeyin sikistiriimasi sonucu
ulasilabilen maksimum basing, ara yluzeyden madde kaybi olsa bile her ¢evrimde
ayni kalmigtir. Ara yuzey sikistirildiginda ara ylzeyin hemen altina yerlesen lipid ve
protein karisimi, ara yuzey genigletildikten sonra ayni miktarda olmasa da geri
yaylilabilmig ve yuzey gerilimini dusurebilmigtir. Elde edilen dongusel davranigin her
dongude ayni sonucu verebilmesi kararlilik adina onemli bir parametredir. Ancak,
ulasilan maksimum ve minimum ylzey basinci de@erleri ve izotermin karakteristigi

acisindan Infasurf®iin bu sistemdeki davranisi yeterli degildir.
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4.3.2.2.4. HavalFosfat Tampon Ara Yiizeyine Onceden Etkilestirilmis Infasurf® -

Fibrinojen Gézeltisinin Adsorpsiyonunun incelenmesi

Infasurf® ile fibrinojen ara vyiizeye farkli kosullarda verildikleri her durumda,
Infasurf®ln yiizey 6zelliklerinin negatif yonde etkilendigi tespit edilmistir. Fibrinojenin
Infasurf®i ara yuzeyden uzaklagtirmasinin yani sira, yapisinda bir bozukluga yol
actigi dusunulmektedir. Bu durumun anlagilabilmesi amaciyla, Infasurf® ve fibrinojen
baska bir ortamda 1 saat etkilestiriimis ve karisim daha sonra yuzeye yayilmistir.
Yayllma anindan itibaren elde edilen ylzey basinci — zaman izotermi Sekil 4.53’te

verilmigtir.
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Sekil 4.53 Fosfat tampon fazina 1 saat etkilestiriimis Saf Infasurf® ile 550 ppm
fibrinojen karisiminin enjekte edilmesiyle elde edilen = (mN/m) — zaman (s) izotermi

Infasurf® ve fibrinojenin etkilesimlerinin incelendigi sistemlerde denge yiizey basinci

f®lin spesifik basincina yakin olarak elde edilmistir. Ancak iki

genel olarak saf Infasur
maddenin bir arada bulundurulup ara yuzeye yayllmasi sonucu, Sekil 4.53’ten
goruldugu gibi yuzey basinci, karigim yluzeye verildigi andan itibaren ¢ok hizli bir
sekilde yaklasik 15 mN/m’ye ulagsmis ve dengeye gelmistir. 15 mN/m, saf fibrinojen
icin elde edilen ylzey basincina ¢ok yakindir (Phang et al., 2005; Kim and Franses,
2006). Sistem geldigi denge basinci dolayisiyla ara ylzeyde sadece fibrinojen varmig

gibi davranmaktadir. Infasurf® ara yiizeydeyken alt faza fibrinojen enjeksiyonu
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yapildiginda, ya da fibrinojen ara yiizeydeyken alt faza Infasurf® enjekte edildiginde

ara ylizeyin denge basinci saf Infasurf®

e yakin olmaktadir. Ancak bu sistem igin
durum farklilasmistir. Infasurf®, vezikiiler bir karisimdir. Fibrinojen alt fazina enjekte
edildiginde, ya da ara ylzey bogsken yuzeye yayildidinda fibrinojen ile vezikdllerinin
acllmig halleri etkilesmektedir. Denge yuzey basincinin fibrinojen denge yuzey
basincina yakin ¢ikmasi  fibrinojenin  Infasurf®in  yapisini  bozmasindan

kaynaklanabilir. Ara ylzeye yayilan karigsimin dongusel davranigi da incelenmistir.
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Sekil 4.54 1 saat etkilesmis Saf Infasurf® ile 550 ppm fibrinojen karigiminin fosfat
tampon fazina enjekte edildikten sonra elde edilen (a) sikistirma izotermleri, (b)
dongusel davranis

Sekil 4.54(a)da saf Infasurf® ile 1 saat etkilestirilmis fibrinojen ve Infasurf® karisimi
icin elde edilen sikistirma izotermi sunulmustur. iki izoterm arasinda oldukga buyuk
bir fark gorilmektedir. Etkilesmis karisim igin basing maksimum 40 mN/m’ye
cikabilmistir. Saf fibrinojen icin elde edilen déngisel davranista, ara ylzeydeki
fibrinojen tabakasinin 40 mN/m’den daha ylksek basinca g¢ikamadigi bilinmektedir
(Kuo et al., 2003). Literaturle de yapilan karsilastirmalar sonucunda, sikistirma
izoterminin sadece fibrinojenin 6zelliklerini tagidigi belirlenmistir. Bu sonug, basing —
zaman izoterminden elde edilen sonu¢la da uyumludur. Hem sikigtirma izotermi, hem
de basing — zaman izotermi, ara yluzeyde sadece fibrinojen tabakasi bulunuyormus

gibi sonug¢ vermiglerdir. Sekil 4.54(b)de ara ylzeyin arka arkaya sikistirilip
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genisletimesiyle elde edilen dongusel davranis gorulmektedir. Basing — alan
izotermlerinde de ulasilan maksimum basincin ¢ok ylksek olmadigi, elde edilen
dongulerin diger sistemlerden farkli olarak hi¢ faz gegisi géstermedigi tespit edilmistir.
Bu tespitlerden yola cikilarak, fibrinojenin Infasurf® ile ¢ozelti halinde 1 saat
etkilesmesi sonucu Infasurf®{in yapisinin kesin olarak bozuldugu ve dolayisiyla yiizey
Ozelliklerinin degistigi; ara yuzeyde fibrinojenin davraniginin baskin oldugu sonucuna
variimistir. Sekil 4.55'te fibrinojen varhiginda Infasurf®in ara yilizey ozelliklerinin
incelenmesi amaciyla kurulan sistemlerden elde edilen sikigtirma izotermleri bir arada

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4.55 Infasurf®in ara ylizey ozelliklerine fibrinojen etkisinin incelenmesi
amaciyla kurulan sistemlerde elde edilen = (mN/m) — alan (A?/zincir) izotermleri

Batun sikistirma izotermleri bir arada degerlendirildiginde; ara ytizey davranigi saf
Infasurf®e en cok yaklagsan sistemler; ara yuzeyde Infasurf® tabakasi varken alt faza
fibrinojen enjekte edilen sistem ile iki maddenin alt faza ayni anda verildigi sistem
olmustur. Bu iki deney duzeneginde de elde edilen sonuglar neredeyse aynidir.
Yarigmali adsorpsiyon sonucunda ara yuzeyin sikigtirlmasiyla ulasilan maksimum
basing diger sistemden biraz daha kuglk olsa da faz gegis platosunun baslangi¢ ve
bitis alan ve basing degerleri iki sistem i¢in de aynidir ancak, faz platosunun saf

Infasurf®e gore biraz daha uzadi§i goérllmustir. iki maddenin baska bir ortamda
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etkilestirilip ara yiizeye yayilmasi sonucu elde edilen sonuglardan Infasurf®iin
yapisinin bozuldugu ve ara yuzeyde higbir etkinlik gostermedigi belirlenmistir. Ara
ylizeyde fibrinojen tabakasi bulunurken alt fazdan Infasurf® enjekte edilen sistem igin
ise goreceli olarak disarida etkilestirilen sistemden daha iyi ancak diger sistemlerden
daha kotu bir izoterm elde edilmistir. Yuzey basinci sikistirma sonucunda yeterince
yukselememis ve alan degerinde ¢ok fazla kayma olusmustur. Bu izotermden de ara
yuzeye adsorbe olmus Infasurf® miktarinin duzgun yuzey ozellikleri elde edebilmek
icin yetersiz kaldigi sonucuna varilmistir. Fibrinojen ile birlikte bulundugunda, IPL’nin
ara yuzey ozelliklerinin nasil degistigi benzer ara yuzeyler olusturularak daha once
yapilan ¢aligmada incelenmis (Sekil 4.56) ve fibrinojenin IPL’nin ara yuzey davranigi

Uzerinde neredeyse hig etkisi olmadigi belirlenmistir (Uslu, 2009).
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Sekil 4.56 (a) Fosfat tampon/hava ara yuzeyindeki fibrinojen tabakasinin alt fazina
IPL enjekte edilmesiyle, (b) fosfat tampon/hava ara yuzeyindeki IPL tabakasinin alt
fazina fibrinojen enjekte edilmesiyle elde edilen, (c) 0.005 mM IPL ile 550 ppm
fibrinojenin fosfat tampon fazina ayni anda enjekte edilmesiyle elde edilen = (mMN/m) —
zaman (s) izotermleri (Uslu, 2009).
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Sekil 4.56(a), (b) ve (c)de goruldugu uzere, IPL her kosulda ara yuzeye adsorbe
olmakta ve ara yuzey basincini net olarak kendisi i¢in spesifik olan 45 mN/m degerine
ulastirmaktadir. Infasurf® icin elde edilen sonuglarda ise fibrinojen ile birlikte
bulundugunda, denge ylizey basinci higbir sistemde tam olarak Infasurf®iin spesifik
denge ylizey basincina ulasmamistir. Infasurf®, giinimiizde ARDS tedavisinde
kullanilmakta ancak hala verimli sonuclar elde edilememektedir. Calisma kapsaminda
elde edilen sonuclardan Infasurf®in fibrinojen varliginda o&zelliklerini yitirdigi
g6zlenmistir. Diger yandan, fibrinojen ile etkilesimler incelenirken, IPL ara ylzeye saf
olarak verildiginde suda ¢ozdurtilmekte ve tampon fazina enjekte edilmektedir. IPL
suda ¢ozunebilmesi, etkin adsorpsiyon hizi, ara yuzey oOzellikleri ve fibrinojen
varliginda elde edilen etkileyici sonuglar ile surfaktant inaktivasyonunu 6nlemek
acisindan umut vadeden bir molekuldur. Dolayisiyla, Infasurf®tin akciger ara
yuzeyinde kan proteinleri varliginda gosterecegdi 6zelliklerin iyilestiriimesi amaciyla

IPL’nin kullanilabilirligi bir takim 6n galismalar yapilarak incelenmisgtir.

Bu amagla ilk olarak IPL ile fibrinojenin ara ylizey disinda bir karisim olarak 1 saat
etkilestiriimis ¢ozeltisinin yuzey 6zelligi belirlenmigtir. Bu deney sisteminin oncelikli
olarak kurulma nedeni Infasurf®iin fibrinojen ile disarida etkilesimi sonucu ara yiizey
Ozelliklerini kaybetmesidir. IPL ile fibrinojen c¢ozeltileri kanstirllip 1 saat kadar
beklendikten sonra karisim hava/fosfat tampon ylzeyine yayiimistir. Yayilma anindan

itibaren zamanla 6lgllen basing degisimi Sekil 4.57°deki gibidir.
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Sekil 4.57 Fosfat tampon fazina 1 saat etkilestiriimis IPL ile 550 ppm fibrinojen
karisiminin enjekte edilmesiyle elde edilen = (mN/m) — zaman (s) izotermi

IPL ve fibrinojenden olusan karisimin fosfat tampon fazina yayilmasiyla birlikte ytizey
basinci ¢ok hizli bir sekilde artmis ve yaklasik 150 saniyede 30 mN/m’ye, 300
saniyede ise 35 mN/m degerine ulasmistir. Daha 6nce elde edilen verilerden IPL igin
spesifik yuzey basincinin ~45 mN/m oldugu belirlenmistir. Ara yuzeyin geldigi denge
ylizey basinci 45 mN/m’ye ulasamasa da elde edilen sonug, Infasurf® ile fibrinojenin
etkilestirildigi durumda elde edilen sonugtan ¢ok daha iyidir. Infasurf®li sistemde
Infasurf®{in ara ylizeyde bulunduguna dair bir sonug elde edilememis; yilizey basinci
— zaman izoterminde ara yuzey basinci 15 mN/m degerinden daha yuksege
cikamamistir. Bu sonug dikkate alindiginda fibrinojenin IPL’nin yapisini bozmadigi
disunilmektedir. ki madde etkilestirilip ara yilizeye karisim olarak verildiginde
ulasilan basing de@eri ara yuzeyde buyuk oranda IPL bulundugunu gdstermektedir.
Negatif yukli fibrinojen ile katyonik ve anyonik karakterli iki bas grubuna ve
proteinlerin ara yuzeye adsorpsiyonunu olusturdugu enerji bariyeri ile engelleyebilen
PEO zincirine sahip olan IPL’'nin etkilesimi, fibrinojenin Infasurf® ile etkilesimi kadar

negatif yonde olmamigtir.
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4.3.3. Uglii Sistemlerde Ara Yiizey Ozelliklerinin ve Etkilesiminin Belirlenmesi

4.3.3.1. Infasurf® Tabakasina Fibrinojen ve IPL’nin Yarigsmali Adsorpsiyonunun

incelenmesi

Bu kisimda 6nceden olusturulmus Infasurf® tabakasinin alt fazina 550 ppm net
konsantrasyonundaki fibrinojen ile iki farkli konsantrasyonda IPL ayni anda enjekte
edilmistir. IPL’nin fibrinojen varliginda Infasurf®iin ylzey 6zelliklerinin diizenlenmesi
ve gelistiriimesinde kullanilabilirliginin arastirildigi bu kisimda ilk olarak Infasurf®in
icerdigi SP-B proteini miktari arastiriimis ve 0.0002 mM olarak hesaplanmistir (Zhang
et al., 2011). SP-B akciger yuzey aktif madde karisiminin ara yuzey o6zelliklerinin
dizenlenebilmesi igin kritik rol oynayan ylzey aktif bir proteindir. IPL, sahip oldugu
yuksek adsorpsiyon hizi, DPPC ile karistiginda kan proteinleri varhiginda DPPC’nin
ara yuzey oOzelliklerini iyilestirme gibi o6zellikleri ile SP-B proteininin bir takim
ozelliklerini taklit edebilmektedir. Yapilan ilk deneyde, Infasurf® icerigindeki SP-B

miktari ile esit konsantrasyonda IPL ¢ozeltisinin etkisi incelenmistir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58 Saf Infasurf tabakasinin alt fazina 0.0002 mM IPL ve 550 ppm fibrinojenin
ayni anda enjekte edilmesiyle elde edilen 7 (mN/m) — zaman (s) izotermi

Ara ylizeye yayilan Infasurf® denge basincina ulastiktan sonra fosfat tampon fazina
0.0002 mM IPL ile 550 ppm net konsantrasyondaki fibrinojen yaklagik 1050. saniyede
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ayni anda enjekte edilmistir. Sekil 4.58’de goruldugu gibi, enjeksiyon anindan itibaren
yuzey basinci artmis ve sistemin dengeye geldigi yluzey basinci 45 mN/m olarak
belirlenmistir. Bu deger IPL icin elde edilen spesifik denge ylzey basincina esittir.

f{n etkilesimi incelenirken elde edilen yuzey basinci — zaman

Fibrinojen ile Infasur
izotermlerinde fibrinojenin negatif etkisi gozlenirken, bu sistem icin elde edilen ylzey
basincinin saf IPL’nin yuzey basinci ile ayni olmasi; ara yuzeye fibrinojenin dedgil,
IPL’'nin entegre oldugunu gostermektedir. Ayni c¢alisma IPL konsantrasyonu
arttinlarak tekrarlanmis ve beklenilene uygun olarak 0.0002 mM IPL derisimi ile ayni

sonug elde edilmigtir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59 Saf Infasurf tabakasinin alt fazina 0.005 mM IPL ve 550 ppm fibrinojenin
ayni anda enjekte edilmesiyle elde edilen = (MN/m) — zaman (S) izotermi

IPL ile fibrinojenin ayni anda Infasurf® tabakasinin alt fazina verilmesi sonucu IPL
molekulinin baskin olarak ara ylzeye adsorbe oldugu belirlenmigtir. Bir sonraki
asamada ise Infasurf®{in yapisinin bozuldugu tespit edilen durumda, bagka bir
deyisle Infasurf® ile fibrinojenin disarida etkilestirilip hava/fosfat tampon ylizeyine
yaylldigi durumda alt faza IPL enjekte edilmis ve IPL'nin ara ylzeye etkisi

incelenmigtir.
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4.3.3.2. Onceden Etkilestirilmis Infasurf®/Fibrinojen Tabakasina IPL

Adsorpsiyonunun incelenmesi

Calismanin bu kisminda, fibrinojenin ara yuzeyi bozdugu durumda IPL kullanilarak
sistemin ara yuzey ozelliklerinin duzenlenebilirligi arastiriimistir. Bu amacla Infasurf®
ile fibrinojen 1 saat etkilestiriimis ve ara yuzeye yayilmistir (Sekil 4.60). Denge yluzey
basinci daha dnce de elde edildigi gibi ara yiizeyin proteinle kaplandigini, Infasurf®in
inaktive oldugunu gostermektedir. Sistem dengeye ulastiginda yaklasik 1200.

saniyede alt faza IPL enjekte edilmistir.
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Sekil 4.60 1 saat etkilestirilmis Infasurf® - fibrinojen karisiminin alt fazina IPL enjekte
edilmesiyle elde edilen = (mN/m) — zaman (s) izotermi

IPL’'nin sisteme enjekte edilmesiyle neredeyse ayni anda ara ylzey basinci 45
mN/m’ye yukselmis ve bu degerde sabit kalmistir. IPL ¢ok hidrofobik bir molekuldir
ve ara yluzeye adsorbe olma hizi yapisindaki hidrokarbon ve florokarbon gruplari
sayesinde yuksektir. IPL bulundugu ortamda yuzeye ¢ok hizli bir sekilde adsorbe
olabilirken, yapisindaki PEO grubu ve bas gruplarinin ara yuzeyde elektrostatik
etkilesim ile bir arada bulunmak istemeleri sayesinde fibrinojenin ara ylzeye

adsorpsiyonunu onlemektedir.

162



Elde edilen sonuglar, IPL'nin Infasurf® ile birlikte kullanilabilirligi agisindan 6nem
tasimaktadir. Daha 6nce elde edilen verilerden, Infasurf®in fibrinojen varliginda
gosterdigi ara ylizey davranisinin, ara yiizeyde Infasurf®in saf halde bulundugu
durumdaki gibi olamadigi bilinmektedir. IPL ise fibrinojen varliginda inaktive olmamis
ve tam tersine IPL eklendigi ara yuzeylerin yuzey Ozelliklerini iyilestirmigtir.
Tasarlanma ve sentezlenme amacina uygun olarak IPL, ara yuzeyde lipidlerle
karigabilmekte, karisma oranina goére yuzey Ozelliklerini zenginlestirmekte ve
fibrinojenin negatif etkilerini gidermektedir. Dolayisiyla IPL’nin ARDS durumunda
oldugu gibi kan proteinlerinin yuzey aktif madde karigiminin 6zelliklerini bozdugu

sistemlerde kullaniima potansiyelinin yuksek oldugu dusunulmektedir.

4.4. Ara Yiizeye Adsorbe Olan Fibrinojen Miktarindaki Degisimin Belirlenmesi

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar incelendiginde, IPL’nin bulundugu durumlarda
fibrinojenin ara ylizeye adsorpsiyonunun ortamda Infasurf® ve DPPC’nin bulundugu
durumlara gore belirli oOlgude engellendigi sonucuna variimigtir. Bu sonucun
desteklenebilmesi icin LB cihazinda olusturulan ara ylzeyler kati bir yuzeye transfer
edilmis ve kaplanan yluzey FT-IR analizi ile incelenmistir. LB cihazinda ara yuzeyin
transfer edilecegi madde kagit olarak secilmistir. Bu yontemle ara ylzeydeki protein
varligi belirlenecegi icin secim yapilirken c¢alisilan yuzeyin yapisinda proteinler igin
spesifik olan Amid | ve Amid Il piklerinin bulunmamasina dikkat edilmistir. Literatlrde
bu yénde arastirma yapilmis ve kagit yapisinda 1650 cm'lve 1550 cm™dalga
boylarinda gorulen Amid | ve Amid Il piklerinin bulunmadigi tespit edilmistir. FT-IR
analizinde kagit kaplama yontemi murekkep vyapilarinin incelenmesinde de
kullaniimaktadir (Feustel et al., 2009). Amid | piki proteinlerin yapisindaki C=0
esneme titregsimlerinin varhidini gosterirken, Amid Il piki ise N-H bagininin bukulme
titresimleri ile ortaya ¢ikmaktadir. Kaplanacak kagidin FT-IR analizi yapilmis, Amid |
ve Il bantlarinin gorulmedigi belirlenmig ve literatirle uyumlulugu kontrol edildikten
sonra olusturulan ara yuzeylerde kullanilmistir. Sekil 4.61(a)’da bos kagit icin elde
edilen FT-IR spektrumu gorulmekte, Sekil 4.61(b)de ise literatir Ornegi
gosterilmektedir.
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Sekil 4.61 (a) Bos kagit icin ¢calisma kapsaminda elde edilen spektrum, (b) literatirde
bos kagit icin elde edilen spektrum (Feustel et al., 2009).

Bos kagit icin elde edilen spektrumun, literatirdeki 6rnegi ile uyumlu oldugu
gOrulmektedir. Ara yuzeyde protein varliginin belirleyicisi olan Amid | ve Amid Il
bantlarinin bulundugu kisimda ise herhangi bir pik gorulmemektedir. Fibrinojen
miktarindaki degisimlerin incelenebilmesi igcin 6ncelikle LB cihazinda hava/fosfat
tampon ara ylUzeyine fibrinojen ¢ozeltisi yayllmis ve ara yuzey kagida transfer
edilmistir. FT-IR analizi sonucunda fibrinojen igin elde edilen spektrum Sekil 4.62’teki
gibidir.

1010+

1005 -

1000 -

995 -

99.0-

985 -

%T

2400 2200 2000 1800 1600 1400
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.62 Fibrinojen igin elde edilen FT-IR spektrumu

164



Elde edilen spektrumda 1650 cm™ dalga boyundaki % gecirgenlik degeri dlgiilmiis ve
ara yuzeyde sadece fibrinojen bulundugu durumdaki % gecirgenlik degeri igin
fibrinojen miktari %100 olarak kabul edilmis ve bu deger referans alinmigtir. Bolum
3.4.5’te anlatilan yontem kullanilarak saf fibrinojen ara ylzeyde iken %100 olarak

kabul edilen miktarin ne kadar azaltildigi goreceli olarak hesaplanmistir.

llk olarak DPPC’nin ara yiizey 6zelliklerini iyilestirdigi ve ortamda fibrinojen varken ara
yuzeyden DPPC’nin kaybini azalttigr belirlenen IPL’'nin DPPC ile karisimlari
incelenmigtir. Molce %90 DPPC - %10 IPL, %80 DPPC - %20 IPL ve %70 DPPC -
%30 IPL karigimlari ara yuzeyde bulunurken, alt faza fibrinojen enjeksiyonu yapilmis
ve sistem dengeye ulastiktan sonra ara ylzey kagida transfer edilmistir. Kaplanan
kagitlar icin elde edilen FT-IR spektrumu Sekil 4.63'te gosterilmistir. Sekil 4.63’te
ayrica ara yuzeyde sadece fibrinojen bulunurken elde edilen spektrum sunulmus,

bdylece ara yuzeydeki fibrinojen miktarlari daha verimli bir sekilde karsilastiriimistir.
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Sekil 4.63 Ara yuzeyde sadece fibrinojen (---), molce %90 DPPC - %10 IPL (---), %80
DPPC - %20 IPL (--) ve %70 DPPC - %30 IPL (---) karnigimlari bulunurken, alt faza
fibrinojen enjeksiyonu sonucunda elde edilen FT-IR spektrumlari
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Bu ara yuzeyler igin elde edilen spektrumlardan Amid | ve Amid Il bantlarinin
gecirgenlik yuzdesinin karigimdaki IPL orani arttikga kuguldugu gorulmektedir. Bu
sonug, daha dénceki bolimlerde elde edilen sonuglarla uyumludur. Cizelge 4.5'te ara
yuzeyde saf IPL, saf DPPC, ve farkh mol oranlarindaki DPPC — IPL karigimlari
bulunurken ara yuzeyde bulunan fibrinojen miktarinda, ara yuzeyde sadece fibrinojen

bulundugu duruma gore % azalma oranlari verilmektedir.

Cizelge 4.5 DPPC, IPL ve farkli mol oranlarinda DPPC — IPL karisimlari ara yluzeyde
bulunurken, ara ylizeye adsorbe olan fibrinojen miktarindaki degisim

Madde Fibrinojen miktarinda
% azalma

DPPC 7

Molce %90 DPPC - %10 IPL karigimi 19

Molce %80 DPPC - %20 IPL karigimi 73

Molce %70 DPPC - %30 IPL karigimi 79

IPL 86

Bolim 4.4.1’de elde edilen izotermlerden de tespit edildigi gibi, IPL'nin ara yuzeyde
bulunmasi sonucu ara ylzeye adsorbe olan fibrinojen miktarinda 6énemli Olgude
azalma gorulmektedir. Bu sonu¢ hem deney sistemlerinin birbirini desteklemesi
acgisindan, hem de kan proteinlerinden fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonun

azaltilmasi agisindan énemli bir sonugtur.

Infasurf® ara yuzeyde bulunurken alt faza fibrinojen enjekte edildigi durumda ve bu
duruma ters olarak ara yuzeyde fibrinojen bulunurken alt faza Infasurf® enjeksiyonu
yapildigi durum icin de kaplama yapiimis ve elde edilen FT-IR spektrumlari Sekil

4.64’te sunulmustur.
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Sekil 4.64 Ara yuzeyde sadece fibrinojen bulunurken (---), fibrinojen alt fazina
Infasurf® enjeksiyonu (---), Infasurf® alt fazina fibrinojen enjeksiyonu (---) sonucunda
elde edilen FT-IR spektrumlari

Sekil 4.64’te gorildiigli gibi ara yiizeyde fibrinojen bulunurken alt faza Infasurf®
enjekte edildiginde ara yiizeydeki fibrinojen miktari, ara yiizeyde Infasurf® bulunurken
alt faza fibrinojen enjekte edildigi durumdan daha fazladir. Bu sonug LB cihazi ile elde
edilen izotermlerle uyum gostermekte ve beklentilere uymaktadir. Ara yuzeyde
énceden olusturulmus fibrinojen tabakasi varken, Infasurf® vezikiillerinin acilarak ara
yluzeye adsorbe olmasi ve ara yuzeydeki fibrinojen miktarini azaltmasi daha zordur.
Ancak ara yiizeyde Infasurf® tabakasi bulunurken alt faza fibrinojen enjekte
edildiginde ara ylizeye adsorbe olabilen fibrinojen miktari %74 oraninda azalmistir.
Bu azalma orani, ara yuzeyde molce %80 DPPC - %20 IPL ve %70 DPPC - %30 IPL
karisimlari  bulunurken alt faza fibrinojen enjekte edildiginde gorulen azalma
oranlarina c¢ok vyakindir. Bu durum, IPL'nin kan proteinleri Uzerindeki etkisini
desteklemektedir. Ayrica ara yuzeyde Infasurf®{in icerdigi SP-B miktari kadar (0.0002
mM) IPL bulundugu durumda ara yuzeyde sadece fibrinojen oldugu duruma gore
adsorbe olabilen fibrinojen miktarinda yaklasik % 78 oraninda azalma oldugu tespit
edilmistir. Bu azalma orani, Infasurf® tabakasinin alt fazina fibrinojen enjekte

edildiginde ara yuzeye adsorbe olan fibrinojen miktarindaki azalmadan daha fazladir.
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Dolayisiyla, ortamda fibrinojen bulunurken Infasurf®iin 6zelliklerinin iyilestiriimesinde

IPL’nin kullanim olasihdr bulunmaktadir.

Bu amagla Bolim 4.3.3.1’de 6nceden olusturulmus Infasurf® tabakasinin alt fazina
fibrinojen ve IPL’nin yarismali adsorpsiyon davranisi incelenmis ve elde edilen
sonuglar, IPL'nin ara yuzeye adsorbe olabilirken fibrinojenin ise olamadigi yonunde
degerlendirilmistir. IPL'nin bu 6zelligine zit olarak, ara yiizeyde sadece Infasurf®
bulunurken alt faza fibrinojen enjekte edildiginde ylzey basincinda azalma goriimus
ve dongusel davranista da Infasurf®{n ara yuzey oOzelliklerinin bozuldugu tespit
edilmistir. Calismanin bu kisminda da IPL’'nin ara yuzeye pozitif etkisi oldugu
sonucunun desteklenmesi amaciyla ayni deney sistemi olusturulmus ve ara yuzeye
adsorbe olan fibrinojen miktarlarindaki azalma belirlenmistir. 2 farkli IPL
konsantrasyonunda tekrarlanan ve kurulan ara yuzeylerin kagida transfer edilmesi

sonucunda elde edilen spektrumlar Sekil 4.65'te sunulmustur.

1010+

1005 -

1000~

%T
©
~
o

2400 2200 2000 1800 1600 1400

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.65 Ara ylzeyde sadece fibrinojen bulunurken (---), énceden olusturulmus
Infasurf® tabakasinin alt fazina yarismal olarak 0.005 mM IPL ve fibrinojen enjekte
edilmesi sonucunda (---), 6nceden olusturulmus Infasurf® tabakasinin alt fazina
yarismali olarak 0.0002 mM IPL ve fibrinojen enjekte edilmesi sonucunda (---) elde
edilen FT-IR spektrumlari
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Elde edilen % gecirgenlik degerlerinin  0.005 mM ve 0.0002 mM
konsantrasyonlarindaki IPL igin ¢cok az degistigi gorilmektedir. Bu durum, IPL’nin
dusuk konsantrasyonda bile ara yluzeyde baskin oldugunun gdstergesidir. Cizelge

4.6’da kurulan bu deney sistemi igin elde edilen sonuglar listelenmistir.

Cizelge 4.6 Ara ylUzeyde Infasurf® bulunurken alt faza IPL ve fibrinojenin ayni anda
enjekte edilmesiyle ara yuzeye adsorbe olan fibrinojen miktarindaki degisim

Madde Fibrinojen miktarindaki
% azalma
Infasurf® tabakasinin alt fazina fibrinojen enjeksiyonu 74

Infasurf® tabakasinin alt fazina 0.0002 mM IPL ile

fibrinojenin ayni anda enjeksiyonu

90

Infasurf® tabakasinin alt fazina 0.005 mM IPL ile

fibrinojenin ayni anda enjeksiyonu

92

Cizelge 4.6’dan, ara yiizeyde saf Infasurf® bulundugunda ara yiizeye adsorbe olan
fibrinojen miktarinda %74 oraninda bir azalma oldugu ancak, IPL ile fibrinojenin alt
faza ayni anda enjekte edilmesi durumunda ara ylzeye adsorbe olan fibrinojen
miktarinin dnemli derecede azaltildigi gorulmektedir. IPL konsantrasyonunun 0.0002
mM oldugu durumda ara yuzeydeki protein miktari, ara ylzeyde sadece fibrinojen
bulundugu duruma goére yaklasik %90 oraninda azaltilabilmisken, konsantrasyonun
0.005 mM oldugu durumda bu oran %92’ye ulasmistir. Diger bolimlerde alinan
sonuglara uygun olarak bu bélimde de IPL’nin, fibrinojen proteininin ara ylzeye ara
yluzeye adsorbe olmasini kismi olarak engelledigi sonucuna varilmistir. Sekil 4.66’da
calisma kapsaminda ara yuzeyde bulunan fibrinojen miktarindaki degisimin
belirlenmesi i¢in olusturulan budtin deney sistemleri ve sonuglari bir arada

gOrulmektedir.
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Sekil 4.66 FT-IR analizi ile incelenen deney sistemleri ve ara ylizeydeki % fibrinojen
miktarlari

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, IPL’nin kullanildigi her durumda, %
fibrinojen miktarinin IPL’siz duruma gore azaldigi sonucu ortaya cikmaktadir. Elde
edilen sonuglar, IPL’nin fibrinojenin ara ylzeye adsorpsiyonunu engellemek amaciyla
kullanilabilecek nitelikte bir molekul oldugunu bir kere daha gostermektedir. Ayrica
ara yiizeyde saf Infasurf® bulunurken alt fazdan fibrinojen enjekte edildigi durumda
ara yuzeydeki fibrinojen miktari, ara ylzeyde sadece dusik konsantrasyonda IPL’nin
(0.0002 mM) bulundugu duruma goére daha yuksektir. IPL’nin bu konsantrasyonu,
daha dnce belirtildigi gibi Infasurf®in icerigindeki SP-B proteini ile ayni miktardadir ve
bu miktarda bile ara yuzeye hizlica adsorbe olarak ara yuzeyde baskin hale gelmekte
ve adsorbe oldugu ara yuzeyin ozelliklerinin gelistirmektedir. Dolayisiyla yapilan bu
calisma ile IPL’nin kan proteinlerinin ara ylzeye adsorpsiyonunun engellenmesi
amaciyla tek basina ya da Infasurf® ile birlikte kullaniima potansiyelinin bulundugu

belirlenmistir.
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5. SONUGLAR

Gunumuzde kesin bir tedavisi bulunmayan ve 6lum oraninin ~ %40 oldugu ARDS
hastalijina karsi beklenen tedavi sentetik surfaktantlarin kullaniimasidir. Yapilan
calisma kapsaminda Ozel tasarlanmis hibrit yuzey aktif maddesi, IPL, yapisindaki
florokarbon — hidrokarbon kuyruk gruplari, katyonik ve anyonik bas gruplari ve PEO
zinciri ile kan proteinleri arasinda en gugcld inhibitér olan fibrinojen ile yarismali
adsorpsiyona girebilmesi ve fibrinojenin ara ylizeye adsorpsiyonunu engellemesi
amaciyla kullanilmigtir.  Ayrica ARDS nedenlerinden biri olan surfaktant
inaktivasyonuna karsi IPL’nin gosterdigi ara yuzey 6zelliklerinin belirlenmesinin yani
sira, onun tek basina ya da dogal akciger yiizey aktif maddesi olan Infasurf® ile
kullanilabilme olasiligi da incelenmistir. Bu amaglarla yapilan g¢alisma kapsaminda

elde edilen dnemli sonuclar listelenmisgtir:

e Calismada kullanilan IPL molekilinun sulu fazda ve organik fazda dagilma
Ozelligi incelenmis ve kloroform fazindan fosfat tampon fazina dagilim
katsayisi 4.48 olarak belirlenmigtir. Bu 6zellikten yararlanilarak IPL’'nin fosfat
tampon fazindaki fibrinojenin ara yuzeye adsorpsiyonunun onlenebilecedi
tespit edilmigtir. Dagilim etkisinin gorulmedigi deney sistemi icin IPL’nin
adsorpsiyon hizinin yuksek oldugu ve yuzey gerilimini etkin bir bi¢cimde
dugurebildigi belirlenmigtir. IPL’nin suda ¢Ozunebilme Ozelligi sayesinde
dinamik adsorpsiyon davranisi sulu fazdan da belirlenmis ve IPL’nin ara
yuzeye hizli bir sekilde adsorbe olarak yuzey gerilimini kisa surede dengeye
getirdigi gorulmustar.

e DPPC — IPL karisimlarinin dinamik adsorpsiyon sonuglarina gore, karisimdaki
IPL miktari arttinldik¢ca yuzey geriliminin duigus hizi artmakta ve ara ylzeyin
dengeye ulasma suresi kisalmaktadir. Bu o6zelligi ile IPL’nin adsorpsiyon
hizinin kan proteinlerine gore yavas oldugu bilinen akciger yuzey aktif madde

karisiminin hizlandiriimasinda kullanilabilecegi dugtunulmektedir.

e RDS tedavisinde etkin olarak kullanilan dogal akciger yuzey aktif madde

karisimi Infasurf®un calisma kapsaminda kullanilacak konsantrasyonu 0.026
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mg/mL olarak belirlenmig ve bu konsantrasyonda IPL ile kargilastirildiginda
IPL’nin Infasurf®ten daha kisa siirede dengeye geldigi gérilmiistiir. Hem fosfat
tampon/kloroform ara yuzeyinde, hem de hava/sivi ara ylzeyinde kisa ve uzun
zamanli dinamik adsorpsiyon davraniglari incelenmigtir. IPL'nin fosfat
tampon/kloroform ara yiizeyindeki difiizyon katsayisi 6.45 x 10° m%s olarak
hesaplanirken, Infasurf® icin bu deger 8.10 x 10 m?%s’dir. iki madde arasinda
yaklasik 80 katlik bir fark bulunmakta ve bu fark kisa zaman arahdi icin

molekillerin adsorpsiyon davraniglari arasindaki farklihgr agciklamaktadir.

Hava/sivi ara yuzeyinde kisa zamanlar igin IPL’nin difizyon katsayisi 1.10 x
10® m%s olarak belirlenirken, Infasurf® icin bu deger 1.48 x 10™*° m%s olarak
bulunmustur. Bu ara yuzeyde de iki maddenin difuzyon katsayilari arasinda 85
katlik bir fark tespit edilmistir. Maddelerin uzun zamanli dinamik adsorpsiyon
davranislari da incelenmis, ve iki madde i¢in de uzun ve kisa zamanl diflizyon
katsayilarinda ¢ok buyuk bir fark goérdimemistir. Bu durum adsorpsiyon
bariyerinin de kuguk oldugu anlamina gelmektedir. Adsorpsiyon bariyeri IPL
icin 0.04 kJ/mol, Infasurf® icin 0.06 kJ/mol olarak belirlenmis ve bu degerlerle

f®’ ..

IPL ve Infasurf~’Un difizyon Kkontrolli adsorpsiyon modeline uyduklari

gOrulmustar.

Fibrinojenin etkisinin anlagilabilmesi amaciyla fibrinojen proteini igin dinamik
davranis incelenmistir. DUsuk konsantrasyonlu cozeltilerde (1 — 10 ppm)
indUksiyon periyodu gozlenirken, konsantrasyon 25 ppm ile 100 ppm
arasindayken induksiyon periyodunun kisaldigi; 100 ppm’den sonra ise
tamamen kaybolarak ylzey geriliminin ayni degerde dengeye geldigi tespit

edilmistir.

Askida damla teknigi ile DPPC ve fibrinojenin etkilesimi incelenmis ve ara
yluzeyde dengeye gelmis DPPC tabakasi bulunurken fosfat tampon fazina
fibrinojen enjekte edildiginde fibrinojenin ara yuzey davranisinin DPPC’ye gore

baskin oldugu gorulmustar.
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Kloroform fazindan fosfat tampon/kloroform ara ylzeyine adsorbe olan ve
dengeye gelen IPL molekulu igin, kivette son konsantrasyonu 10, 50 ve 100
ppm olacak sekilde fibrinojen enjekte edildiginde her konsantrasyon igin

IPL’nin fibrinojenin ara yuzeye adsorpsiyonunu geciktirdigi belirlenmigtir.

DPPC — IPL karigimlari icin, en etkili sonu¢ molce %80 DPPC - %20 IPL
oraninda elde edilmigtir. Bu karigim orani igin, 50 ppm son
konsantrasyonundaki fibrinojen c¢o6zeltisinin ara ylzeye adsorpsiyonu ~46

saniye geciktiriimisken, 100 ppm i¢in ~6 saniyelik bir gecikme tespit edilmigtir.

IPL’'nin fosfat tampon fazindan ara ylizeye adsorbe oldugu sistem igin
kullanilan her fibrinojen konsantrasyonu igin IPL’'nin fibrinojen adsorpsiyonunu
yavaglattigini goralmustir. Yarismali adsorpsiyonun modellenmesi sonucunda
IPL’nin 10 ve 50 ppm son konsantrasyonundaki fibrinojene gore ara yuzeyde
baskin oldugu belirlenmis, 100 ppm’lik derisim icin ise kismi olarak etki

gOstermisgtir.

f©in dinamik adsorpsiyon dzellikleri lizerindeki etkisi IPL’de

Fibrinojenin Infasur
oldugu gibi iki farkl sistem kurularak incelenmis ve elde edilen sonuglar IPL’nin
50 ve 100 ppm fibrinojen konsantrasyonunda surfaktant inaktivasyonuna karsi

Infasurf®ten ¢cok daha etkili sonug verdigi goralmagtur.

Akciger ara ylzey modellerinin ara ytzey 6zellikleri Langmuir — Blodgett cihazi
ile incelenmistir. DPPC tabakasinin alt fazina 550 ppm son
konsantrasyonundaki fibrinojen enjekte edildiginde fibrinojenin DPPC’nin ara
yuzey Ozelliklerini bozarak, yuzeyden lipid kaybina yol agtigi tespit edilmistir.
Saf IPL tabakasi icin elde edilen sonuglar IPL’'nin ara yizeyde bulunurken
adsorbe olan fibrinojen miktarini azalttigini gostermektedir. DPPC — IPL
karigimlari igin, askida damla ile elde edilen deney sonuglarina paralel olarak
en iyi sonuca molce %80 DPPC - %20 IPL karigimi ile ulasildigi goérulmus, bu
karisim oraninda ortamdaki fibrinojenin, karisimin dongusel davranisini

etkileyemedigi anlagiimigtir.
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Infasurf® ile fibrinojenin hava/sivi ara yiizeyindeki etkilesimleri farkli sistemler
olusturularak incelenmistir. Bu sistemlerin hepsinde Infasurf®in ara yuzey
Ozelliklerinin ve dongusel davranisinin ortamdaki fibrinojen varligindan negatif
olarak etkilendigi belirlenmigtir. Ayrica Infasurf® ile fibrinojenin 1 saat
etkilestirilip bu karisimin ara ylzeye enjekte edilmesiyle elde edilen
izotermlerden, fibrinojenin Infasurf®iin yapisini bozarak onu inaktive ettigi

tespit edilmigtir.

IPL ile fibrinojen disarida etkilestirilip ara ylzeye yayildiginda elde edilen
sonugc Infasurf® ile fibrinojenin etkilestirildigi durumda elde edilen sonugtan cok
daha iyidir. IPL ile fibrinojen etkilestirilip ara ylzeye karisim olarak verildiginde
ulasilan basing degeri ara yuzeyde buyuk oranda IPL bulundugunu
gOstermektedir. IPL’'nin  bulundugu durumlarda fibrinojenin ara yuzeye
adsorpsiyonunun ortamda Infasurf® ve DPPC’nin bulundugu durumlara gére

belirli 6lcude engellendigi sonucuna varilmistir.

IPL tabakasinin alt fazina fibrinojen enjekte edilmesi sonucunda fibrinojen
miktari, normal kosullarda bos ara yilzeye adsorbe olan fibrinojen miktarina
gore yaklasik %86 oraninda azaltilmigtir. DPPC-IPL karigimlari igin ara

yuzeydeki % fibrinojen miktari IPL orani arttikga azalmaktadir.

Ara ylizeyde 6nceden olusturulmus Infasurf® tabakasi bulunurken alt faza
fibrinojen enjekte edildiginde, ara yluzeye adsorbe olan fibrinojen miktarinda
%74 oraninda bir azalma belirlenmis iken, IPL’nin fibrinojen ile beraber alt faza
enjekte edildigi durumda, 0.0002 mM IPL konsantrasyonu igin, bos ara yluzeye
adsorbe olan fibrinojen miktarina gére %90, 0.005 mM IPL igin ise bu oran
%92’ye ulasmistir. Olusturulan ara yuzeylerin FT-IR ile analiz edilmesi
sonucunda IPL’nin kullanildidi her ara ylzeyde, % fibrinojen miktarinin IPL’siz
duruma gore azaldig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan bu c¢alisma ile IPL’nin kan proteinlerinin ara yuzeye dinamik
adsorpsiyonunun engellenmesi amaciyla tek basina ya da Infasurf® ile birlikte

kullaniima potansiyelinin bulundugu belirlenmistir.
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Sekil Ek 1.A. IPL icin hava/fosfat tampon ara yuzeyinde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s*?) izotermi
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Sekil Ek 1.B. Infasurf® igin hava/fosfat tampon ara yiizeyinde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s'?) izotermi
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EK 2. IPL ve Infasurf®lin havalfosfat tampon ara yiizeyinde uzun zamanlarda
difuzyon katsayisinin hesaplanmasi igin kullanilan grafikler
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Sekil Ek 2.B. Infasurf® igin hava/fosfat tampon ara yiizeyinde elde edilen y (mN/m) —
zaman (s™?) izotermi

188



OZGEGMIS

Adi Soyadi : Gokge DILLI
Dogum Yeri : Ankara
Dogum Yili : 1988
Medeni Hali : Bekar

Egitim ve Akademik Durumu:
Lise: 2002 — 2005, Ankara Ataturk Anadolu Lisesi

Lisans: 2005 — 2009, Hacettepe Universitesi Kimya Muihendisligi Balumd,
Ankara, Turkiye

Yabanci Dil : ingilizce

Almanca

Is Tecriibesi: 2009 — 2010 Proje Asistani, Hacettepe Universitesi, Kimya
Muhendisligi Béluma

2011 — 2012 Arastirma Gorevlisi, Hacettepe Universitesi, Kimya
Muhendisligi Bolumu

189



