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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum ‘‘L-Asparaginaz Igeren Biyobozunur Sekil
Hafizali Stent-Enzim Ila¢ Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu’’
baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima
bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin hem metin
icinde hem de kaynakcada yontemine uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu

belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Ahmet ULU



OZET
Doktora Tezi

L-ASPARAGINAZ ICEREN BIYOBOZUNUR SEKIL HAFIZALI STENT-ENZIM ILAC
FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Ahmet ULU

In6énii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Kimya Anabilim Dali

187+xx
2019
Danigsman: Prof. Dr. Burhan ATES

L-asparaginaz (L-ASNaz), Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) hastaliginin tedavisinde
kullanilan birincil kemoterapétik ilagtir. Hastalara immiin yanitin azaltilmasi i¢in, L-ASNaz’in
polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis formu uygulanmaktadir. Ancak, bu enzim ilacin
plazma yar1 6mriiniin kisa ve pahali olmas: yiiziinden kullanim ve erisilebilirligi kisitlidir. Bu
noktada ALL tedavisinde karsilagilan sorunlari ¢6zmek igin yeni yaklagimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Biyobozunur stentler son zamanlarda biyouyumluluklart ve zamanla
bozunarak yok olmalar1 bakimindan gelecek vaat eden uygulamalardir.

Tez kapsaminda oncelikle kitosan (CHI), gliserol (GLY), polietilen glikol (PEG),
polipropilen glikol (PPG) ve polivinil alkol (PVA) monomerlerinden yola g¢ikarak
CHI/GLY/PEG, CHI/GLY/PPG ve CHI/GLY/PVA temelli hidrojeller hazirlanmis ve gapraz
baglayict ajan (sodyum tripolifosfat) ile biyobozunur stent formuna doniistiiriilmistiir.
Stentlerin yapisal ve termal karakterizasyonlar1 FTIR, DTA, TGA ve DSC ile belirlenmistir.
Bunun yani sira hazirlanan stentlerin sisme derecesi, su tutma kapasitesi, gaz gegirgenligi, in
vitro biyobozunurlugu ve sivi temas agilar1 belirlenmistir. Daha sonra hazirlanan hidrojellere
L-ASNaz enzimi in situ olarak immobilize edilmis ve enzim konsantrasyonu, immobilizasyon
siiresi, capraz baglayici orani ve capraz baglama siireleri incelenerek en uygun stent
formiilasyonu belirlenmistir. Secilen en uygun biyobozunur stentlerin in vitro
biyouyumluluklar1i ASTM standartlarima gore L929 hiicreleri iizerinde arastirilmistir. Ayrica,
protein adsorpsiyonu, porozitesi ve mekanik &zellikleri incelenmistir. Hazirlanan bu
stentlerdeki enzimin varhg (FTIR, EDX, XRD) etkinligi ve optimum parametreleri (pH,
sicaklik, termal kararlilik, depo kararliligi, yeniden kullanilabilirlik vb.) ayrmtili olarak
calisilmistir. Son olarak, stent-enzim ilag formiilasyonun in vitro damar akis kosullarinda
uygulanabilirligi mimetik olarak dizayn edilen biyoreaktor sisteminde test edilmistir.

Sonuglarimiza gére, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve
CHI/GLY/PVA-A4@L-ASNaz stent formiilasyonlarinin damar akis kosullarinda baslangig
aktivitelerinin yarisindan fazlasin1 korudugu goriilmiistiir. Ayrica enzim igeren sekil hafizali
polimerik stent formiilasyonlarinin biyouyumluluk, biyobozunurluk ve yeterli mekanik
karaktere sahip olduklari tespit edilmistir. Buna ilaveten formiilasyonlarin pH ve termal
kararliligi, yeniden kullanilabilirligi ve uzun siireli depolama kararliliginin umut verici
diizeyde oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: L-asparaginaz, Biyobozunur stent, Enzim immobilizasyon, Enzim-ilag
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187+xx
2019
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L-asparaginase (L-ASNase) is the primary chemotherapeutic drug used in the
treatment of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL). To reduce the immune response in
patients, the modified form of L-ASNase with polyethylene glycol (PEG) is applied. However,
usage and accessibility of this enzyme has limited due to its short plasma half-life and
expensive. At this point, it is needed novel approaches to solve the problems encountered in
the treatment of ALL. Biodegradable stents are promising applications for their
biocompatibility and degradation over time.

Within the scope of the thesis, firstly, hydrogels with CHI/GLY/PEG, CHI /GLY/PPG
and CHI/GLY/PVA based on chitosan (CHI), glycerol (GLY), polyethylen glychol (PEG),
polypropylene glychol (PPG) and polyvinyl alchol (PVA) were prepared and biodegradable
stents with cross-linking agent (sodium tripolyphosphate) were obtained. Structural and
thermal characterizations of the stents were determined by FTIR, DTA, TGA and DSC. In
addition, the degree of swelling, water uptake capacity, gas permeability, in vitro
biodegradability and water contact angles of the prepared stents were determined. Then, L-
ASNase enzyme was immobilized on the stents as in situ and the optimal stent formulations
were determined by examining enzyme concentration, immobilization time, crosslinker ratio
and crosslinking times. In vitro biocompatibility of the optimal biodegradable stents was
investigated on L929 cells according to ASTM standards. In addition, protein adsorption,
porosity and mechanical properties were investigated in these stents. Presence of enzyme in
these prepared stents (FTIR, EDX, XRD) and optimum parameters (pH, temperature,
thermostability, storage stability, re-usability etc.) were studied in detail. Finally, the
applicability of the stent-enzyme drug formulation in in vitro vessel flow conditions was tested
in a mimetic designed bioreactor system.

According to our results, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNase, CHI/GLY/PPG-4@L-
ASNase and CHI/GLY/PVA-4@L-ASNase stent formulations maintained more than half of
their initial activity under vascular flow conditions. In addition, it has been found that the shape
memory polymeric stent formulations containing enzyme have biocompatibility,
biodegradability and sufficient mechanical character. Additonally, the pH and thermostability,
reusability and long-term storage stability of the formulations were determined to be
promising.

Key Words: L-asparaginase, Biodegradable stent, Enzyme immobilization, Enzyme-drug
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SEKILLER DiZiNi

E. coli L-ASNaz’in sckonder yapi elemanlarmi gosteren
monomerinin bir $erit gOSterimi.........oovvvvriiiniieinieineeennenn,

L-ASNaz enziminin  reaksiyonunun  genel  hidroliz
MEKANIZIMAST. ...\ttt et ettt e e e,

Kanserli hiicrelerde L-ASNaz’in kemoterapétik etkisinin
sematik GOStEITMI. .. ..ottt

L-ASNaz’1in pegilasyon isleminin gésterimi........................
Enzim immobilizasyon metotlari.........................oonll

Klinik veya preklinik kullanimda olan ticari biyobozunur
stentlerin tasariml. . ... ...oouvuiineiniine i

Retina tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilen PCL stenti.....
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1. GIRIS

Bir ilacin taginma ydntemi o ilacin biyolojik etkinligi tlizerinde oldukga
onemlidir. Bir¢ok ilag, maksimum yararin elde edilmesi i¢in optimum konsantrasyon
araliginda uygulanmalidir. Bu araligin tlizerindeki konsantrasyonlarda toksik etki
olusabilir veya altindaki konsantrasyonlarda ise higbir terapotik fayda saglanamaz. Bu
nedenle ilaglardan hastaliklarin tedavisinde optimum yararin saglanmasi ve
uygulamada istenilen doz ayarlamasinin yapilabilmesi olduk¢a onemli olup ilag
tasiyici sistemler bu alanda hayati 6neme sahiptir.

Ilag tastyic1 sistemlerin gelistirilmesi birgok bilimsel altyap1 gerektirmekte olup
multidisipliner yaklasima ihtiyag duymaktadir. flaglarm farmakokinetigini,
farmakodinamigini, toksisitesini, immiinojenikligini, biyobilisimini ve etkinligini
kontrol etmek i¢in polimer bilimi, eczacilik, biyo-konjugat kimyasi ve molekiiler
biyolojiyi birlestiren multidisipliner yaklasimlara dayanan, ilag tasima sistemlerinin
gelistirilmesine yonelik stratejiler iretilmistir. Bu baglamda, ilag bozulmasini ve
kaybini en aza indirgemek, zararli yan etkilerini 6nlemek ve ila¢ biyoyararlanimini ve
istenen bolgede biriken ilacin fraksiyonunu arttirmak igin, ¢esitli ila¢ tagima ve ilag
hedefleme sistemleri su anda gelistirilme asamasindadir. Son zamanlarda, bilim
insanlar1 ve Ozel sirketler bu ila¢ tasima sistemleri alaninda kapsamli ve yogun
arastirmalar yapmaktadir. Ila¢ tasiyicilari arasinda, ¢Oziinebilir polimerler,
¢coziinmeyen veya biyobozunur dogal ve sentetik polimerler, mikrokapsiiller, hiicreler,
lipoproteinler, lipozomlar ve misellerden olusan mikro partikiiller ve bunun yani sira
nanopartikiiller yaygin bir seklide kullanilmaktadir.

Stentler, genellikle medikal alanda damar tikanikliklarmin acilmasi icin
kullanilmaktadir. ilagh stent uygulamalarinda temel amag¢ plak olusumunu
engelleyerek damarin daha uzun siire agik kalmasini saglamaktir. Biyobozunur stentler
ise son zamanlarda biyouyumluluklar1 ve zamanla bozunarak yok olmalar1 bakimindan
gelecek vaat eden uygulamalardir. Bu baglamda tez kapsamindaki temel amacimiz,
stentlerin halihazirdaki rutin uygulamalarinin disina ¢ikarak L-asparaginaz (L-ASNaz,
E.C. 3.5.1.1, L-asparagin amidohidrolaz) igeren biyobozunur stent-enzim ilag
formiilasyonlarin1 olusturmak ve metabolik hastaliklarin tedavisinde yeni ilag tagiyici
sistem olarak kullanilabilirligini ortaya koymaktir. Bu ilaglar arasinda L-ASNaz bu
amag i¢in uygun enzim-ilag olarak secilmistir. Bunun nedeni L-ASNaz’in belli bir

dokuya hedeflendirilmekten ziyade antikanser etkisini dolasim sisteminde



gostermesidir. L-ASNaz, Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) hastaliginin baslangi¢
asamast olan remisyon indiiksiyonu tedavisinde kullanilan birincil kemoterapétik ilag
olup hastaligin tedavisinde olduk¢a Onemlidir. L-ASNaz hastalara genellikle
intravendz (damar yoluyla) yolla haftada 2-3 kez enjeksiyon yapilarak uygulanir.
Uygulama sirasinda olugsan immiin yanitin azaltilmasi i¢in polietilen glikol (PEG) ile
modifiye edilmis L-ASNaz formu kullanilmaktadir. Ancak, enzimin yan etkileri
sonucu olusan organ hasarlari, plazma yari 6mriiniin kisa ve pahali bir enzim-ilag
olmas1 yiiziinden kullanim1 ve erisilebilirligi kisithdir. Buna ilaveten kemoterapi
stirecinde siirekli bir enjeksiyon uygulamasi ve hastaneye bagimlilik, hastalarda
manevi ¢okiintiiye sebep olmaktadir. Bu noktada ¢ocuklarda ve bazi yetiskinlerde son
derece 6nemli olan bu hastaligin tedavisinde karsilagilan sorunlarin ¢éziilmesi ve yeni
yaklagimlarin saglanmasi hayati 6neme sahiptir.

Tez kapsaminda oncelikle L-ASNaz enzimini tastyabilecek, biyouyumlu ve
biyobozunur ko-polimerik stent tasarimlari gergeklestirilmistir. Bu tasarimlarda ko-
polimer yapis1 olarak, farkli monomer ve gozenek yapisina sahip c¢apraz bagh
CHI/GLY/PEG, CHI/GLY/PPG ve CHI/GLY/PVA igeren 15 adet hidrojel
hazirlanmistir. Capraz baglayici ajan olarak ve biyouyumlulugu arttirmak i¢in sodyum
tripolifosfat (TPP) kullanilarak sekil hafiza 06zelligine sahip stent formu
kazandirilmistir. Formiilasyonlarin kimyasal yapist FTIR, termal davranislari TGA,
DTA ve DSC yontemleriyle karakterize edilmistir. Yapisal ve termal karakterizasyonu
tamamlanmis hidrojellerin hidrofilik/hidrofobik karakterini belirlemek i¢in siv1 temas
acist Olgtimleri, sisme testi, su tutma kapasitesi, gaz gecirgenligi ve In vitro
biyobozunurluk dl¢timleri yapilmigtir. Formiilasyonlara L-ASNaz immobilizasyonu
hazirlanma sirasinda in situ olarak gerceklestirilmistir. En uygun immobilizasyon
sartlarini belirlemek i¢in enzim orani, monomer orani, immobilizasyon siiresi, ¢apraz
baglama siiresi ve TPP orani gibi parametreler detayli olarak arastirilmistir. Bu
asamadan sonra segilen 3 formiilasyona protein adsorpsiyonu, mekanik test, porozite
in vitro sitotoksisite testleri yapilmis ve secilen drneklerin morfolojik 6zelligi SEM,
kimyasal bilesimi EDX ve kristal veya amorf yapist XRD ile belirlenmistir. Ayrica
secilen bu 3 formiilasyondaki L-ASNaz enzimi i¢in optimum pH, optimum sicaklik,
yeniden kullanilabilirlik, depolama kararlilig1 gibi 6zellikler ortaya konmus ve serbest
L-ASNaz ile karsilastirilmistir. Son olarak, tez kapsaminda hazirlanan
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve CHI/GLY/PVA-

4@L-ASNaz stent formiilasyonlarinin damar akis kosullarini taklit ettigimiz
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biyoreaktor sisteminde zamana karsi kararliliklar1 ve kullanilabilirlikleri incelenmistir.
Yapilan deney sonucunda her {i¢ stent formiilasyonun da baslangi¢ aktivitelerinin
yarisindan fazlasini korudugu goriilmiistiir. Yapilan tiim ¢alismalar ve elde edilen tiim
sonuglar 15181inda, enzim igeren sekil hafizali polimerik stent formiilasyonlarinin
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve yeterli mekanik karaktere sahip olduklar
goriilmistiir. Bu sonuglar 6zellikle metabolik hastaliklarin tedavisinde sekil hafizali
biyobozunur polimerik stentlerin ila¢ tasiyic1 sistem olarak kullanilabilecekleri

konusunda olduk¢a 6nemlidir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. L-ASNaz

L-ASNaz, ALL ve diger hematopoietik kanser tiirlerinin tedavisi i¢in 6nemli bir
kemoterapotik ajandir. Antilosemik ilag olarak L-ASNaz’in gelisim siireci Tablo
2.1’de gosterilmistir. 1950'li yillarin baslarinda Kidd, kobay (Ginepig) serumunun
murin lenfomanin ilerlemesini durdurdugunu kesfetmistir. Kidd 6nce lenfoma
hiicrelerini farelere transplante etmistir. Sonra, onlara normal kobay serumunu belirli
araliklarla intraperitonal enjeksiyonlar ile uygulamistir. Bu tedavi, lenfoma
gerilemesine ve tedavi edilen farelerin hayatta kalmasma yol agarken, kontrol
farelerinde lenfomada giderek artmis ve 20-30 giin i¢inde 6lmiislerdir [1]. Ancak,
kobay serumunun anti-lenfoma aktivitesinin kesfinden ¢ok daha 6nce, Clementi 1922
yilinda kobay serumunun zengin bir L-ASNaz kaynagi oldugunu rapor etmistir [2].
Altmigl yillarin baslarinda, kobay serum lenfoma hiicreleri, L-Asparajin (L-Asn)
amino asitinden yoksun bir sekilde hiicre kiiltlirii ortaminda biiyiitiilmiistiir. Bu
yoksunluk hiicre popiilasyonunu hizla azaltmis, fakat bazi hiicreler hayatta kalmis ve
hatta ¢ogalmaya baglamistir. Bu nedenle, kobay serumunda bulunan L-ASNaz’in
antikanser aktivitesi gosterdigi sonucuna varilmistir [3]. Bu gozlemler, baska
arastirmacilarin da ilgisini ¢ekmis ve tek kobay serumunun antikanser aktivitesine
sahip oldugu, diger hayvanlardan elde edilen serumlarin (at ve tavsan serumu gibi) bu
etkiyi gostermedigi bulunmustur. Dahasi, ayn1 serum bir¢ok kanser tiiriine karsi test
edilmis ve sadece bazi kanserlere karsi etkili oldugu gdzlemlenmistir. /n vivo
caligmalarda, kobay serumu belirli lenfoma hiicre dizilerini inhibe edebilmistir.
Broome, antikanser aktivitesinde L-ASNaz’in katkisini bulmak i¢in arastirma yapmis
ve L-ASNaz’'in kobay serumunda onemli bir antikanser ajan1 oldugu sonucuna
varmistir. L-ASNaz tizerindeki ilk klinik calisma 1966 yilinda Dolowy tarafindan
yapilmistir [4]. L-Asn’nin L-aspartik asit (L-Asp) ve amonyaga hidroliz edebilmesi
nedeniyle L-ASNaz oOnemli bir kemoterapdtik ajandir. ALL tedavisinde uzun
zamandan beri mevcut L-ASNaz formiilasyonlar1 kullanilir, ancak bu formiilasyonlar
istenmeyen reaksiyonlara sebep olmaktadir. Bu nedenle, bu enzimin yan etkilere sebep
olmayacak alternatif kaynaklarimin arastirilmasi  veya formiilasyonlarinin

gelistirilmesi arastirmacilar i¢in 6nemli bir alandir.



Tablo 2.1. L-ASNaz’in kemoterapétik ilag olarak kullanilmasinin tarihsel gelisimi

Yil Gelisme

1953 Kidd: kobay serumunun antilésemik etkisinin kesfi

1963 Broome: Kobay serumunda L-ASNaz’in antilosemik ajan olarak
tanimlanmasi

1964-1967 E. coli tiirevli L-ASNaz ile tiimor hiicresi bilyliimesinin baskilanmast;

aktif E. coli izoformunun izolasyonu ve saflastiriimasi

1966 Dolowy: L-ASNaz’1n ilk klinik kullanimi1

1968 Wade: Erwinia carotovora'dan (chrysanthemi) L-ASNaz izolasyonu

1978 Dogal E. coli L-ASNaz ALL tedavisinde kullanilmak iizere FDA
tarafindan onaylandi

1981 Kamisaki: PEG-E. coli tiirevli L-ASNaz’n baslangi¢ gelisimi

1985 Erwinia L-ASNaz ALL’yi tedavi etmek icin Ingiltere'de kullanildi

1993 Asselin: L-ASNaz’in farkli farmakokinetik 6zelliklerin belirlenmesi

1994 ALL'in tedavisinde kullanilmak {izere FDA tarafindan PEG-E. coli

L-ASNaz (Oncaspar) onaylandi

2006 ALL'in tedavisinde ilk basamak kullanimi i¢in FDA tarafindan PEG-
E. coli L-ASNaz onayland:

2008 Erwinia chrysanthemi-ASNaz’1 degerlendirmek igin denemeler
baslatildi

2011 E. coli tirevli L-ASNaz’in asir1 yan etkilerinden dolayr FDA

tarafindan Erwinia chrysanthemi-ASNaz onaylandi

2.2. L-ASNaz’in Yapisi

L-ASNaz enziminin yapisini molekiiler diizeyde aydinlatmak i¢in bir¢ok bilim
adami tarafindan arastirma yapilmistir. Genellikle, L-ASNaz tetramer olarak bulunur
fakat farkli kaynaklardan izole edildiginde heksamerik, dimerik ve monomerik
formlar1 da bulunmustur. Cogu bakteriyel L-ASNaz kuaterner ve tliglinciil yapilar
sergiler [5]. Ozellikle E. coli ve Erwinia sp. L-ASNaz ¢ok iyi arastirilmistir ve yapisal
bilgileri kolayca elde edilebilir [6,7]. Hem E. coli hem de Erwinia sp. L-ASNaz benzer
ti¢c boyutlu yapilara sahiptir [8]. E. coli'den klinik olarak kullanilan L-ASNaz enzimi,
her biri X-1s1n1 kristalografik verisine gore 35.6 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip

0zdes alt initelere sahip tetramerik bir proteindir [7]. Her bir alt birim i¢in molekiiler



formiilii C1377H2208N3820442S17'dir. Erwinia carotovora kokenli enzim, her biri dort
6zdes monomerden (A'dan H'ye) olusan iki tetramerden (ABCD ve EFGH) olusur
(Sekil 2.1). 14 a-iplikli, sekiz B-heliksli [9] ve iki alanli, biiyiik bir N-terminal alan1 ve
kiigiik bir C-terminal alan1 olan monomerin her birinde ii¢ yiliz yirmi yedi amino asit
toplanir [8]. Aktif bolge iki bitisik monomer (A ve C: B ve D) arasinda
konumlandirilmistir. Tetramer dort 6zdes alt birimden olusur. Biitiin molekiil
dimerlerin dimeri olarak kabul edilir [10,11]. Her aktif bolge, iki bitisik monomerdeki
amino asitlerin tasinmasiyla sekillendirilir. Aktif merkezde yer alan amino asitler
Thrl5, Tyr29, Ser62, Glu63, Thr95, Asp96, Alal20 ve Lys168’dir ve bitisik
monomerde sadece bir rezidiide Ser254 bulunur [5,10,12-15]. Thrl5 ve Thr95,

enzimin katalitik aktivitesinden sorumlu rezidiilerdir.

Sekil 2.1. E. coli L-ASNaz’in sekonder yapi elemanlarini gésteren monomerinin bir

serit gosterimi [16]



2.3. L-ASNaz’in Etki Mekanizmasi

Hidrolitik katalizleme 6zelligi nedeniyle, L-ASNaz ALL tedavisi i¢in dnemli bir
ilagtir. Hem normal hem de 16semik hiicreler metabolik ihtiyaglarini saglamak i¢in L-
Asn amino asitine ihtiya¢ duyarlar. Saglikli hiicreler asparajin sentetaz enzimi
yardimiyla aspartati asparajine doniistlirtirler. Neoplastik hiicrelerde L-ASNaz
sentetaz enzimi olmadigindan L-Asn amino asitini sentezleyemezler ve dolayisiyla
yasamlarii ve reprodiiksiyonu saglamak i¢in bu amino asiti dis kaynaklardan (kan
dolasimi) almak zorundadirlar. L-ASNaz’in timdr hiicrelerine uygulanmasi, tiim
dolagimdaki L-Asn amino asitini yikar, bu da kanser hiicrelerinin agliklarina yol agar
ve sonugta Oliirler. Hidroliz islemi, bir ara iiriin olan beta-agil-enzimin olusmasiyla iki
adimda gergeklesir (Sekil 2.2). Birinci islem basamaginda, enzimin niikleofilik
kalintis1 giiglii bir baz ile aktive edilir ve L-Asn’nin (substrat) amid karbon atomuna
saldirmasi sonucu beta-acil-enzim ara iiriinii olusur. Ikinci reaksiyon basamagi, bir su
molekiilii tarafindan aktive edilen bir niikleofilin ester karbonuna yapilan bir saldiridir.
Bu mekanizma, aktiviteleri katalitik triadlar olarak siniflandirilan bir amino asit
grubuna bagli olan serin-proteazlarin klasik mekanizmasina benzerdir. Bu katalitik
triadlar, hepsi hidrojen baglari ile baglanmis bir niikleofilik amino asit, serin (Ser), bir
baz, histidin (His) ve asit karakteristigi olan bir amino asit, aspartik asit (Asp)
tarafindan olusturulur [17].

L-ASNaz’in baska katalizledigi reaksiyonlar da vardir. Ornegin, Serratia
marcescens tarafindan iretilen L-ASNaz enzimi, L-Asn hidrolizine kiyasla L-
Glutamin (L-Glu)’nin %5'ini hidrolizleyebilir. Ayni1 etki E. coli ve Erwinia
chrysanthemi tarafindan {iretilen L-ASNazda da goriiliir. Pseudomonas sp. ve
Acinetobacter glutaminasificans gibi diger mikroorganizmalar esit L-ASNaz
aktivitesine sahiptirler. Baz1 durumlarda, L-ASNaz L-Glu hidrolizini ancak L-Asn’nin
L-Asp’ye tamamen doniismesinden sonra baslatir. Aslinda, L-Glu L-Asn’nin
yarigmal1 inhibitoriidiir. Her iki amino asidin yapisal benzerliginden dolay1 hidrolitik
olaymma benzerlik gosterir. Ayrica, L-ASNaz B-aspartil peptid amid bagini da
hidrolizleyebelir, ancak reaksiyon verimi oldukg¢a diisiiktiir [1,18]. L-ASNaz’in ¢ok
yonli katalizleme 6zelliginden dolayr son yirmi yilda yayinlanan klinik veriler, L-

ASNaz’in ALL tedavisi i¢in ¢ok 6nemli bir bileseni oldugunu gostermektedir [19].
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Sekil 2.2. L-ASNaz reaksiyonunun genel hidroliz mekanizmasi [20]

2.4. L-ASNaz Kaynaklar

L-ASNaz insanlar hari¢, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar (bakteri,
mantar, alg, maya ve aktinomisetler) dahil olmak iizere ¢esitli organizmalardan izole
edilebilmektedir. L-ASNaz, ¢esitli hayvan ve bitki gruplarinda mevcut olmasina
ragmen, bakteriler, mantarlar, algler, mayalar ve aktinomisetler arastirmacilar

tarafindan daha cok ilgi gormektedir.

2.4.1. Bakteri kaynaklari

L-ASNaz karasal ve deniz ortamindaki hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakteriyel tiirlerden izole edilmektedir [21]. Gram-pozitif bakteriler Gram-negatif ile
karsilastirildiginda daha az dikkate deger bulunmustur [22]. Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilerden elde edilen L-ASNaz tiirleri Tablo 2.2'de listelenmistir. Gram-
negatif bakterilerden elde edilen L-ASNaz iki ana tipe ayrilir: Tip I ve tip IT L-ASNaz.
Tip I L-ASNaz nicel olarak ifade edilir ve hem L-Glu ve L-Asn amino asitleri {izerinde
enzimatik aktiviteye sahipken, tip Il L-ASNaz L-Asn fizerinde yiiksek spesifik
aktiviteye sahiptir ve sadece anaerobik kosulda indiiklenir [19]. Bakteriler i¢inde, en
Iyl L-ASNaz ireticileri Enterobacteriaceae ailesinin tiyeleridir. 30 yildan fazladir E.
coli ve Erwinia chrysanthemi'den iiretilen Tip II L-ASNaz ALL igin etkili bir tedavi
i¢in antitimor ajan olarak kullanilmaktadir [23]. E. carotovora bakteriyel kaynagindan
elde edilen L-ASNaz ise ALL tedavisi i¢in klinik kullanimdadir [24].



Tablo 2.2. L-ASNaz i¢in bakteri kaynaklar1

Gram-negatif Referans  Gram-pozitif Referans

Acinetobacter calcoaceticus  [25] Bacillus circulans [26,27]

Azotobacter agilis [28] B. coagulans [19]

Brevibacillus brevis [29] Bacillus sp. [30]

Citrobacter sp. [31] B. mesentericus [32]

Escherichia coli [33] B. polymyxa [34]

Enterobacter aerogenes [35] B. subtilus [36]

E. cloacae [37] B. licheniformis [38,39]

Erwinia aroideae [19] B. circulans MTCC 8574  [26]

E. cartovora [40] Corynebacterium [41]
glutamicum

E. chrysanthemi [42] Mycobacterium bovis [28]

Helicobacter pylori [43] M. phlei [44]

Klebsiella pneumoniae [19] Staphylococcus sp. [45]

Pectobacterium carotovorum  [46] S. aureus [47]

Pseudomonas sp. [48] Streptococcus albus [19]

P. fluorescens AG [49]

P. geniculate [19]

P. ovalis [19]

P. stutzeri [50]

Pyrococcus horikoshii [51]

Serratia marcescens [19]

Thermus thermophiles [52]

T. aquaticus [53]

Vibrio succinogenes [54]

Citrobacter freundi [55]

Proteus vulgaris [56]

Zymomonas mobilis [19]

2.4.2.Fungal kaynaklar

Funguslar (mantarlar), bakterilerle birlikte baska bir potansiyel L-ASNaz

kaynagidir. Bakteriyel L-ASNaz’da oldugu gibi cesitli yan etkiler kullanimini

kisitlamaktadir. Ancak, bakterilerle karsilastirildiginda funguslar insanlarla daha
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yakindan iligkilidir. Bu nedenle, fungal L-ASNaz’lara kars1 immiinolojik reaksiyon
olma ihtimali daha azdir [57]. Ayrica, fungal L-ASNaz, hiicre disi olarak iiretildigi i¢in
ekstraseliiler enzimi saflastirmak ¢ok kolaydir. Bundan dolayi, son zamanlarda L-
ASNaz kaynagi olarak 6nem kazanmistir ve birka¢g L-ASNaz iireten fungal kaynaklar
Tablo 2.3’te listelenmistir.

Tablo 2.3. L-ASNaz i¢in fungus kaynaklari

Fungus Referans
Alternaria sp. [58]
Aspergillus nidulans [19]
A. niger [59]
A. oryzae [60]
A. tamarii [61]
A. terreus [62]
Cylidrocapron obtusisporum [63]
Mucor sp. [64]
Fusarium roseum [65]

2.4.3.Maya kaynaklari

Mayalardan elde edilen L-ASNaz’in daha az zararli oldugu bildirilmistir.
Saccharomyces sp., Candida sp., Pichia sp., Rhodotorula sp., Hansenula sp. ve
Spobolomyces sp. gibi mayalardan elde edilen L-ASNaz enzimi antitimér aktivitesi
sergilemektedir [66]. Bunlarin disindaki, L-ASNaz iireten mayalar Tablo 2.4'de
listelenmistir.

Tablo 2.4. L-ASNaz i¢in maya kaynaklari

Maya Referans
Candida utilis [67]
C. guilliermondii [19]
C. bombicola [68]
Pichia polymorpha [69]
Rhodosporidium toruloides [70]
Rhodotorula sp. [68]
Saccharomyces cerevisiae [71]
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2.4.4. Aktinomiset kaynaklari

L-ASNaz iretimi igin kaynak olarak aktinomisetler kullanilmaktadir [19].
Aktinomisetler toprak, su ve dogada diinya ¢apinda bolca bulunur, ancak o6zellikle
baliklarda yasayan tiirlerinden elde edilen enzimin yiiksek aktivite gosterdigi rapor
edilmistir [72]. Dahasi, aktinomisetler bakteriler ve mantarlarla karsilastirildiginda
daha iyi bir L-ASNaz kaynagidir [73]. Tablo 2.5 L-ASNaz iireten aktinomisetleri

gostermektedir.

Tablo 2.5. L-ASNaz i¢in aktinomiset kaynaklari

Aktinomiset Referans
Actinomyces sp. [24]
Streptomyces albidoflavus [74]
S. aurantiacus [74]
S. collinus [75]
S. griseus [76]
S. gulbargensis [77]
S. karnatakensis [78]
S. longsporusflavus [79]
S. tendae [80]
S. venezuelae [81]
Thermoactinomyces vulgaris [82]
Noccardia sp. [83]

2.4.5. Algal kaynaklar
Son zamanlarda Chlamydomonas sp. ve sar1 yesil bir alg olan Vaucheria

uncinata tip alglerden de L-ASNaz iiretimi {izerinde ¢aligsmalar vardir [19].

2.5. L-ASNaz’in ila¢ Uygulamasi

L-ASNaz, vinkristin ve bir glukokortikoid ile (6rnegin deksametazon)
kombinasyon halinde ALL hastaligin1 tedavi etmek igin kullanilmaktadir [84].
Antilosemik 6zelliklerinden dolay1 L-ASNaz terapotik olarak 6nemli bir antitiimor ilag
olarak kabul edilmistir. Ayrica, ALL hastaliginin yan1 sira Hodgkin hastaligi, akut
miyelositik 16semi, akut myelomonositik 16semi, kronik lenfositik I8semi,

lenfosarkom gibi bazi malignitelerin tedavisinde de kullanilmaktadir [3]. L-Asn,
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protein sentezi ve hiicre biiylimesinde tiimdr hiicresi i¢in esansiyel bir amino asittir; L-
ASNaz ise L-Asn’yi L-Asp’ye katalizler. Bu nedenle, L-ASNaz varliginda, malign
hiicreler, asparajin tiikkenmesiyle sonu¢lanan 6énemli bir biiylime faktériinden yoksun
kalir ve sonugta tiimor hiicreleri 6liir (Sekil 2.3) [85]. L-ASNaz hayvanlarda, bitkilerde
ve bazi mikroorganizmalarda bulunur, ancak sadece E. coli ve E. chrysanthemi'den
saflastirilan L-ASNaz’in ALL tedavisinde kemoterapinin bir parcast olarak

kullanilmasi onaylanmistir [19].

Kanserli
hiicre

Kanserli hiicre C\> L-ASNaz
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Sekil 2.3. Kanserli hiicrelerde L-ASNaz’in kemoterapotik etkisinin sematik gosterimi
[86]

2.6. Enzim Ilac Olarak L-ASNaz’n Yan Etkileri

L-ASNaz, potansiyel antilosemik aktivitesine ragmen, bazi yan etkileri de
mevcuttur [19]. L-ASNaz kullanimi sonras1 6dem, deri dokiintiileri, ates, karaciger
fonksiyon bozuklugu, diyabet, 16kopeni, pankreatit, norolojik nobetler ve hemoraji
gibi bir ¢ok semptom goriilebilir [87,88]. Moola vd. L-ASNaz bazli ilaglarin
kullanildiginda bazi hipersensitif reaksiyonlarinin, hafif alerjik reaksiyonlarin ve
anafilaktik sokun goriildiiglini rapor etmislerdir [42]. Pochedly ise ergenlerin,
depresyon, yorgunluk, uyusukluk, bas donmesi ve ajitasyon ile sonuglanan L-

ASNaz’1n neden oldugu norotoksisite risklerinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir
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[89]. L-ASNaz toksisitesinin, glutaminaz etkisiyle ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir
[90].

2.6.1. Asir1 duyarhlik (Hipersensitivite)

Bakteriyel proteinler, enjeksiyon bdlgesinde iirtiker, solunum sikintis1 ve akut
yasami tehdit eden anaflaksiye lokalize, gecici eritem ve dokiintiiye yol agan
immiinolojik reaksiyonlar1 indiikler. Bu hipersensitif yan etkiler; alerjik reaksiyonlar,
anaflaksi (nadir), serum hastaligi, ekstremitelerin kasint1 ve sismesi, ddem, lrtiker,
dokiintii ve bronkospazm, lokalize veya genellestirilmis eritem ve diger klinik olarak
iliskili reaksiyonlar olabilir. Ayrica, L-ASNaz tedavisi organ toksisiteleri, karaciger
fonksiyon bozuklugu, pankreatit ve ilgili hiperglisemi, ketoasidoz, glukoziiri, serebral
disfonksiyon, azalmis protein sentezi, hipofibrinonemi, hiper pihtilagabilir durum-
koagiilopati, hipoalbiiminemiye yol acabilir [91]. E. coli L-ASNaz tedavisi sirasinda
hastalarin yaklasik %60'mnda hipersensitif reaksiyonlar gozlemlenmistir. E. Coli’den
tiretilmis polietilen glikol (PEG)-ASNaz bile, hipersensitif reaksiyonlara neden
oldugu rapor edilmistir [92]. Bu nedenle baska bir L-ASNaz formuna gerek vardir.

2.6.2. Koagiilasyon bozuklugu

L-ASNaz tedavisi ayrica serin proteaz enzim eksikliginden dolay1
anormalliklerle iligkili ¢esitli koagiilasyonlara yol agabilir. Bu proteinler antitrombin
ve aal antitripsin igerir. Bu tlir komplikasyonlarin goriilme orani serbest L-ASNaz i¢in
%2.1-15 iken, PEG-ASNaz i¢in %]1.1-4 olarak rapor edilmistir [93,94]. Arastirmacilar,
L-ASNaz tarafindan indiiklenen antitrombin molekiiliindeki konformasyonel
degisikliklerin, enzimde aktivite kaybina ve endoplazmik retikulum sarni¢larinda
protein agregatlarinin olusumuna yol agabilecegini belirlemislerdir [95]. Ayrica, L-
ASNaz tedavisi trombin diizeyini, kanama ve tromboz riskini arttirdig1 igin protein C
ve S eksikligine yol agabilir [96,97]. Genel olarak, hastalarin %15-65'inde L-ASNaz

tedavisi sonras1 hipofibrinojenemi goriilmektedir.

2.6.3. Pankreatit, Hiperglisemi, Hepatotoksisite

Her ne kadar L-ASNaz enzim ilacinin olumsuz yan etkilerinin arkasindaki sebep
iyl tanimlanmamis olsa da protein sentezindeki bozukluklardan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. L-ASNaz tedavisinin karaciger toksisitesi, oksidatif stres, glutamin
eksikligi, hepatik protein sentezinin azalmasi ve mitokondride beta-oksidasyon

bozuklugunu gibi yan etkileri rapor edilmistir [98-100]. Ayrica, L-ASNaz tedavisi
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pankreatik amilaz ve lipaz diizeyini de arttirabilir. Bu enzimlerin sentez inhibisyonu,
L-Asn tarafindan diizenlenir. L-Asn’nin eksikliginde, bu enzimler pankreasta ciddi
komplikasyonlar olusturur [101,102]. L-ASNaz tedavisinin, bazi hastalarda hem
endokrin (insiilin salgilayan) hem de pankreasin ekzokrin (sindirim enzimi salgilayan)
hiicrelerini etkileyerek azalan insiilin sentezine bagli olarak diyabeti indiikleyebildigi
bildirilmistir [1].

Yukarida anlatilan dezavantajlarin  {istesinden gelmek i¢in  enzim
immobilizasyonu en ¢ok kullanilan stratejilerden biridir. Enzim immobilizasyonu,
enzimin hareketliliginin azalmasi veya kaybiyla sonuglanan farkli kati tastyici
matrikslere dogal enzimlerin eklenmesi olarak kabul edilebilir. L-ASNaz'in
immobilize edilmis versiyonlar1 gelistirilmistir. Immobilizasyon sayesinde,
immobilize L-ASNaz, serbest enzimle karsilastirildiginda, yar1 6mrii artar ve alerjik
reaksiyonlara karsi daha yiiksek stabilite gostermektedir. Simdiye kadar, L-ASNaz
dogal, sentetik ve hibrit birgok tasiyict matrikslere gesitli kimyasal/fiziksel yontemler

kullanilarak immobilize edilmistir.

2.7. Ticari L-ASNaz Formiilasyonlar:

ABD'de, ALL tedavisi i¢in li¢ L-ASNaz formiilasyonu yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tablo 2.6). Bunlar; dogal E. coli ASNase (Elspar®; Merck & Co.,
Inc., West Point, PA, ABD), bunun Pegile edilmis formu Oncaspar® (Enzon, Inc.
Bridgewater, NJ, ABD) ve Erwinia chrysanthemi (Ipsen-Speywood Pharmaceuticals
Ltd, UK) kiiltiirlerinden elde edilen {iriin Erwinase®’d1r [1].

Tablo 2.6. Yaygin olarak kullanilan ii¢ L-ASNaz formiilasyonu [1]

Formiilasyon Yari-omiir Doz

E. coli L-ASNaz 26-30saat 6000 IU/m? 3 kez/hafta

Erwinia L-ASNaz 16 saat 6000 1U/m? giinliikx 10 doz, daha sonra haftalik
olarak 3 doz veya indiiksiyonda giinliik 30000
IU/m? giinliik doz

PEG-ASNaz 5.5-7 giin 2000-2500 1U/m? her 2 veya 4 haftada bir

Ikinci formiilasyon, eski iki forma asir1 duyarlilig1 olan hastalarda ikinci sira
tedavi olarak Ingiltere'de onaylanmistir. Bu dogal L-ASNaz formiilasyonlar1 farkli

marka isimleri altinda sunulmaktadir; Avrupa ve Asya'da Medac® (Kyowa Hakko,
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Kogyo, Japonya), Crasnitin® (Bayer AG, Leverkusen, Almanya), Leunase® (Sanofi-
Aventis, Paris, Fransa) Paronal® ve Kidrolase® vb. Ancak bunlarin bazilar1 artik

mevcut degildir ve sadece literatiirde yer almaktadir [1,92] (Tablo 2.7).

Tablo 2.7. Farkli iilkelerde tedavide kullanilan ticari L-ASNaz formiilasyonlari

Bolge Ik asama Ikinci asama
Kuzey Amerika, ingiltere E. coli-ASNaz veya Erwinia L-ASNaz veya
Avustralya, Yeni Zelanda PEG-ASNaz PEG-ASNaz
Avrupa E. coli-ASNaz veya Erwinia L-ASNaz
PEG-ASNaz
Diger iilkeler E. coli-ASNaz Erwinia L-ASNaz veya
PEG-ASNaz

Giliniimiizde, plazma yar1 Omriinii arttirmak ve bircok terapotik ajanin
immiinojenisitesini ve antijenligini azaltmak i¢in en uygun yaklasim, bu ajanlarin
polietilen-glikol (PEG) ile kovalent baglanmasidir Bu islem PEGilasyon olarak bilinir
(Sekil 2.4) [103]. PEG-asparaginaz, E. coli’den izole edilmis L-ASNaz’in
monometoksipolietilen glikol (mPEG) ile kovalent konjiigasyonuyla olusturulan
modifiye edilmis formu olup dogal E. coli formiilasyonlar1 ile karsilastirildiginda
onemli farmakokinetik varyasyonlara yol agmistir [104]. Proteinlerin ve enzimlerin
PEGilasyonu, ylizey alaninin kaplanmasiyla sonuclanir, bdylece molekiiler
biiylikliiglinii arttirir ve sterik engellemeyi arttirir [1]. PEG-ASNaz, dogal E. coli L-
ASNaz ile benzer kimyasal 6zelliklere sahiptir (optimum sicaklik:50 °C, optimum
pH:7.0, izoelektrik nokta:5.0) [105]. Diinya iilkelerinin ¢cogunda mevcut olan PEG-
ASNaz formiilasyonu, E. coli'den tiiretilmis olan Oncaspar®'dir [18]. PEG-ASNaz
triinleri iginde farkli iilkelerden kiiglik farkliliklar bulunabilir. Merck, Sharp ve
Dohme'den elde edilen E. coli L-ASNaz'dan elde edilen PEG-ASNaz, ABD'de Sigma-
Tau tarafindan iiretilmekte ve Avrupa'daki Kyowa Hakko dogal ASNaz proteinden
tiiretilirken, Oncaspar® olarak pazarlanmaktadir [106].

PEG-ASNaz’n eliminasyon yar1 dmri, E. coli formiilasyonlarindan bes kat ve
Erwinia'ninkinden dokuz kat daha uzundur. Bu, hastalarda terapotik etkinlige ulasmak
icin gerekli olan enjeksiyon sayisinin azaltilmasi anlamina gelir ve tedavide 6nemli bir

gelismedir [107].
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Sekil 2.4. L-ASNaz’1n pegilasyon isleminin gdsterimi [103]

2.8. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler ve destek tasiyicilari arasindaki etkilesim modlarina goére, enzim-
immobilizasyon yontemleri fiziksel ve kimyasal yontemlere ayrilmaktadir (Sekil 2.5).
Adsorpsiyon ve yakalama, enzim ve destek tasiyicilart arasinda kovalent
etkilesimlerin olmadig1 fiziksel yontemlere atanabilirken, kovalent baglanma ve
capraz baglama kimyasal yoOntemlere aittir. Bazi durumlarda, enzimlerin

immobilizasyonu i¢in ¢oklu enzim-destek etkilesimleri kullanilir.

metotlar
|

[ Enzim immobilizasyon ]

Fiziksel Kimyasal

metotlar

metotlar

l

. Kovalent Capraz

Jel/f bere ][ Mlkm Metal orgamk Tagiyiciya ] ELE A

|

‘ tutuklama enkapsulasyon framework baglama

fﬁ%@@“‘ﬁ"»

& Enzim

Sekil 2.5. Enzim immobilizasyon metotlar1 [108]
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2.8.1.Fiziksel metotlar

Adsorpsiyon enzim immobilizasyonu i¢in basit ve kullanigh bir yontemdir. Bu
immobilizasyon metodunda, yaygin olarak kullanilan tasiyicilar katyon ve anyon
degistirici regineler, aktif komiir, silika jel, aliimina, gozenekli cam ve seramiklerdir.
H-baglari, van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler veya hidrofobik
etkilesimlerle, enzimler destek tasiyicilarin yiizeylerine tutunur veya mezogozenekli
malzemelerin gozeneklerinde hareketsiz hale getirilir [108]. Enzimlerin destek
tasiyicilan lizerine adsorpsiyonu, belirli bir inkiibasyon siiresi i¢inde karistirilarak
gerceklestirilir. Immobilize olmayan enzim molekiilleri daha sonra tampon ile
yikayarak yiizeyden uzaklastirilir. Bu yontemde, enzim immobilizasyonu igin ilave
baglama ajanlar1 ve modifikasyon asamalar1 gerekli degildir. Ayn1 zamanda, destek
tasiyicilar enzimin uzaklastirilmasiyla yeniden kullanilabilir. Bundan dolay:r diisiik
maliyetlidir ve uygulanmasi kolaydir. Ayrica, immobilizasyon kosullart hafif
oldugundan dolayr enzimler baslangictaki katalitik aktivitelerini korurlar. Ancak,
fiziksel adsorpsiyonda, enzimler ve immobilizasyon destek tasiyicilari arasindaki
etkilesimler zayif ve geri doniisiimliidiir. Baglanma kuvvetleri, pH, sicaklik ve iyonik
mukavemet degisikliklerine duyarlidir, bu da immobilize enzimlerin kararliliklarin
zayif olmasina neden olur. Ozellikle, adsorbe edilen enzime dayanan biyosensdr
uygulamalarinda, enzimin sizmasi (li¢ olmasi), kontaminasyona ve sinyal girisimine
neden olabilir. Fiziksel adsorpsiyon, elektrostatik baglanma ve hidrofobik
adsorpsiyonu olmak iizere ¢esitlenir ancak, bunlar arasinda en yaygin olani fiziksel
adsorpsiyondur [109].

Fiziksel adsorpsiyon stratejisi, enzimatik biyosensorler gelistirmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fiziksel adsorpsiyon, tasiyict matriksin bir enzim
soliisyonuna daldirilmasini ve fiziksel adsorpsiyonun gergeklesmesini saglamak icin
belirli bir siire boyunca inkiibe edilmesini gerektirir. Enzimler, hidrojen bagi, Van der
Waals kuvvetleri veya hidrofobik etkilesimler gibi zayif spesifik olmayan kuvvetler
araciligryla tastyict matriksine immobilize edilir. Ancak, bu nispeten zayif nonspesifik
kuvvetlerin etkilesim kuvvetini (6rnegin, pH, iyonik gii¢, sicaklik veya ¢oziicliniin
polaritesi) etkileyen kosullar degistirilirse tasiyict matriksinden enzim sizmasina yol
acabilir. Genel olarak, bu yontemin basitlik, ylizey yenileme ve maliyet tasarrufu gibi
avantajlart vardir ancak zaman ve reaktif tiiketir. Ayrica, enzim tasiyict matriksine
homojen bir sekilde immobilize edilemediginden substratin enzimin aktif bolgelerine

ulagimi engellenebilir [109].
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Enzim immobilizasyonunda elektrostatik kuvvetleri kullanmak i¢in, reaksiyon
cozeltisinin pH’1 ve enzimin izoelektrik noktasi iki temel parametredir. Enzim
molekiillerinin yiizeyi, enzimin izoelektrik noktasi ile ¢ozeltinin pH degeri arasindaki
karsilagtirmali farka bagl olarak pozitif veya negatif ylik tasiyabilir, boylece enzim
iyonik ve kuvvetli polar etkilesimler vasitasiyla zit yiiklii tasiyict matrikse immobilize
edilebilir. Elektrostatik baglanma immobilizasyonunda katman-katman biriktirme

(layer by layer (LBL)) ve elektrokimyasal doping iki dnemli tekniktir [109].

Diger bir adsorpsiyon immobilizasyon yaklagimi, destek ve enzim molekdilleri
arasinda hidrofobik etkilesimlerin kullanilmasidir. Bu hidrofobik etkilesimler entropi
kazaniminin bir sonucu olarak immobilizasyon sirasinda tasiyict matriks ve enzim
molekiillerinden ¢ikan su molekiillerinin yer degistirmesiyle olusur [110]. Etkilesim
kuvveti hem adsorban ve hem de enzimin hidrofobikligine baglidir. Enzim
immobilizasyonu veya hidrofobik ligand molekiiliiniin boyutu sirasinda pH, sicaklik
ve tuz konsantrasyonu gibi deneysel parametreler enzim ve destek arasindaki
hidrofobik etkilesimleri diizenlemek igin ayarlanabilir [111]. Heksil-agaroz tasiyici
matrikslerine hidrofobik adsorpsiyon ile tersinir immobilizasyonun basarili bir 6rnegi

B-amilaz ve amiloglukozidaz i¢in rapor edilmistir [109,112].

2.8.2. Tutuklama (Entrapment)

Tutuklama immobilizasyonunda, enzim dogrudan tasiyict matriks yiizeyine
bagli degildir. Enzim, ancak sadece substrat ve iiriinlerin ¢ikmasina izin veren, fakat
enzimi tutan ve enzim diflizyonunu kisitlayan bir polimerik ag icinde hapsedilir.
Tutuklama immobilizasyon islemi iki asamada gergeklestirilir: Oncelikle, enzim bir
monomer soliisyonuna karistirilir, ardindan monomer ¢ozeltisi bir kimyasal
reaksiyonla polimerize edilir. Enzim, bir polimer kafes ag1 icinde fiziksel olarak sinirh
oldugundan, polimer ile kimyasal olarak etkilesmez. Bu yontem, enzim stabilitesini
arttirir ve enzimin sizma ve denatlirasyonunu en aza indirebilir. Yontemin bir baska
avantaji, kapsiilleyici malzemenin optimal pH, polarite veya amplitite sahip olacak
sekilde modifiye edilmesiyle enzim i¢in mikro-¢evreyi optimize etme Ozelligidir.
Ancak, yontemin O6nemli bir dezavantaji, polimerizasyon zincirinin asir1 uzamasi
sonucu meydana gelen kiitle aktarim direncidir. Bu direng substratin enzim aktif
bolgesine tamamen ulagsmasini engeller. Ayrica, tutulan enzimlerin, tasiyici

matriksinin gézenek boyutu ¢ok biiyiikk olmasi durumunda sizintiya maruz kalmasi
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muhtemeldir. Bu yontemde immobilizasyon verimi disiiktiir ve tasiyict matriks
polimerizasyonun etkileri sonucu bozulabilir. Elektropolimerizasyon,
fotopolimerizasyon, kafes veya fiber tipi igin Sol-jel islemi ve mikrokapsiil tipi
mikrokapstilleme gibi tliriine bagli olarak tutuklama immobilizasyonunda kullanilan

cesitli prosediirler vardir [109].

2.8.3.Kovalent bag

Enzim molekiillerinin fonksiyonel gruplart ile tasiyict matriksi arasindaki
kovalent baglanmalarla olusan enzim immobilizasyonu en yaygm kullanilan
yontemlerden biridir. Kovalent baglanmada kullanilabilen enzimin fonksiyonel
gruplar1 amino grubu, karboksilik grup, fenolik grup, silfidril grubu, tiyol grubu,
imidazol grubu, indol grubu ve hidroksil grubudur. Enzimin tagiyici destege baglanma
prosediiriinde dncelikle glutaraldehit veya karbodiimid gibi baglayict molekiiller ile
yiizeyin aktivasyonu saglanir daha sonra aktiflestirilmis tasiyict matriksine enzim
kovalent olarak immobilize edilir. Baglayict molekiiller, kovalent baglanma yoluyla
tastyict matriks ve enzim arasinda koprii gorevi goren ¢ok fonksiyonlu reaktifler
(glutaraldehid veya karbodiimid) olmalidir. Farkli ylizeyler (inorganik malzeme, dogal
veya sentetik polimer, membranlar) ve immobilizasyon yontemleri igin
disikloheksilkarbodiimit, diazotizasyon, siyanojen bromiir gibi farkli baglayicilar
kullanilmaktadir [108,109]. Karbodiimid (RN=C=NR), tasiyict matrikslerin karboksil
gruplar1 (-COOH) ile bir enzimin amino gruplar1 (-NH2) arasinda baglanmay1 saglayan
fonksiyonel bir gruptur. Immobilizasyon verimliligini ~arttirmak igin, N-
hidroksisiiksinimit enzimin kovalent baglanma asamasindan 6nce karbodiimit ile
tirevlendirilebilir. Amin fonksiyonellestirilmis tasiyict matriks ve karboksil
fonksiyonellestirilmis enzim arasindaki baglanma, ayn1 zamanda karbodiimidlerle de
yapilabilir. Alternatif olarak, glutaraldehit enzim immobilizasyonu icin aktive edici
ajan olarak kullanilabilir. Ik olarak, amin fonksiyonellestirilmis tasiyict matriks ve
glutaraldehitin aldehit grubu arasinda Schiff-baz reaksiyonu olusur ve daha sonra
glutaraldehitin ikinci aldehit grubu, amin fonksiyonellestirilmis enzime kovalent
olarak baglanir. Bu immobilizasyon yonteminin prensibi tiyol grubu (-SH) ve altin
substratlar (Au) arasinda gii¢lii bir afiniteye ve yari kovalent baga dayanmaktadir. Cift-
katalitik bolge sistein rezidiileri iceren oksidorediiktazlar ve izomerazlar gibi tiyol
igeren enzimler, amino asit rezidiilerinde bulunan tiyol gruplar1 araciligiyla altin

yiizeyinde immobilize edilebilir. Bu tiyol iceren enzimler ya dogal formdadir ya da
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reaktif tiyol gruplarmi saglamak icin kimyasal olarak modifikasyon ya da genetik
miithendisligi teknikleri ile elde edilir. Alternatif olarak, tiyol igeren enzimler distilfiir
baglar1 (S-S) yaparak tiyol fonksiyonel tasiyici matriksler {izerine immobilize
edilebilir [109].

2.8.4.Capraz baglama

Capraz baglama ile immobilizasyon, kovalent baglarla enzim molekiillerini
molekiiller arasi ¢apraz baglarin olusumuyla gerceklestirilen geri doniisiimsiiz bir
yontemdir. Islem, enzim molekiillerini ii¢ boyutlu ¢apraz bagh agregatlara baglamak
icin baglayicilar olarak islev goren bir reaktifin yardimiyla gergeklestirilir. Enzim,
reaksiyon karisiminda bulunur ve herhangi bir tasiyict matrikse immobilize
edilmemistir. Capraz baglayict olarak glutaraldehit kullanilir. Capraz baglanma ile
immobilizasyon, enzim biyomolekiillerinin giiglii kimyasal baglanmasina dayanan ve
bdylece enzim sizintisinin minimum oldugu basit bir yontemdir. Y6ntemin bir baska
avantaji, stabiliteyi arttirmaya yardimci olan yiizey tamamlayiciligi yoluyla uygun
stabilizasyon ajanlar1 kullanilarak enzim i¢in mikro ¢evrenin ayarlanmasidir. Bununla
birlikte, glutaraldehit kullanimi ciddi enzim modifikasyonlar1 ile sonuglanabilir ve
muhtemelen enzim konformasyonel degisikliklerine ve aktivite kaybina yol agabilir.
Bu nedenle enzimlerin bu zorlu modifikasyonunu en aza indirmek igin

immobilizasyon islemi sirasinda jelatin, sigir serum albiimini gibi inert proteinler

eklenebilir [109].

2.9. Enzim immobilizasyon i¢in Kullanilan Tasiyic1 Matriksler
Tasiyict veya destek matriksleri adi verilen enzimlerin immobilizasyonu i¢in
kullanilan malzemeler enzim immobilizasyon basarisini ve sonucunu belirlemede ¢ok
onemlidir. Ideal bir tastyict matriks asagidaki dzellikleri icermelidir.
» Diislik maliyetli ve ¢evre dostu olmalidir.
» Hareketsiz hale getirildikten sonra tamamen inert olmali ve katalitik
reaksiyonu engellememelidir.
» Immobilize enzimin ¢esitli calisma kosullarinda kullanilmasmi saglayan
termal ve mekanik dirence sahip olmalidir.
= Kararli olmalidir.
» Immobilize enzimin yiiksek oranda yeniden kullanilabilirlige sahip olmasini

saglamalidir.
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* Enzim 6zgilliiglini arttirmalidir.

* (Cok miktarda enzimin immobilizasyonuna izin vermelidir. Burada,
gozeneklilik onemli bir rol oynar. Biiylik gozenek boyutu, ylizey alaninda
kayda deger bir diisiise neden olurken, kiiciik gbézenek boyutu proteinin
gecisine izin vermeyecektir. Bundan dolayi, gdzenek capir uygun aralikta
olmalidir [113-115].

» [stenmeyen protein adsorpsiyonunu ve denatiirasyonunu énlemek i¢in, tasiyici
matriksi yiizeyinin hidrofobikligi en aza indirilmelidir [113,116]. Bu nedenle,
immobilize enzim katalitik 6zelliklerini arttirmak i¢in, destek matriksi gerekli
optimum ortama sahip olmalidir [117].

* Tasiyict matriks, enzimin optimum pH degerini istenen degere
kaydirilabilmelidir.

» Antimikrobiyal ve spesifik olmayan adsorpsiyon 6zelliklerine sahip olmalidir.

» Tasiyict matrikslerinin ¢ogu, yukarida belirtilen 6zelliklerin birkagina sahiptir.

Bu nedenle, uygun tasiyict matriks malzemelerini secerken dikkatlerini ve 6zelliklerini
akilda tutarak dikkatli olunmalidir [116].

Immobilize enzimlerin pratik uygulamalari igin arastirmalar artmaya devam
etmektedir. Bu nedenle, istenilen ozelliklere sahip yeni malzemelerin kesfi ve
kullanim1 son zamanlarda son derece dnemli hale gelmistir. Hem organik hem de
inorganik kaynakli malzemeler, olaganiistii termal ve kimyasal kararlilik ve ¢ok iyi
mekanik ozellikler sergilemektedir. Dahasi, bu destek materyalleri, genellikle nano
Olcekte, kontrol edilebilir partikiil boyutlarina sahip c¢esitli morfolojik sekillerde
tiretilebilir, bu da bunlar1 enzimlerle kullanim i¢in uygun hale getirir. Bu materyaller,
enzimlerin baglanmasi ve ylizey modifikasyonunu arttiran ¢esitli fonksiyonel gruplara
sahiptir. Ozellikle son on yilda, birgok avantajli 6zelligi iceren hibrit ve kompozit
materyallere olan bilimsel dikkat artmistir. Bundan dolayr son zamanlarda enzim

immobilizasyonunda kullanilan yeni materyaller agagida anlatilmistir.

2.9.1. Manyetik nanopartikiiller

Katalitik islemden sonra reaksiyon karisimindan enzimlerin ayrilmasi, en 6nemli
problemlerden biridir. Bu sorun, enzim molekiillerinin manyetik demir oksit
nanopartikiillerine (MNP) baglanmasi1 ve bir dis manyetik alanin kullanilmasiyla
coziilmektedir. MNP'ler ayn1 zamanda genis ylizey alani ve ylizeylerinde hidroksil

gruplarinin bollugu ile taninmakta olup, bunlarin modifikasyonu kolaydir ve enzimin
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giiclii (kovalent) baglanmasinit miimkiin kilmaktadir. Bununla birlikte, sterik engelleri
en aza indiren yiiksek mekanik stabilite ve diisiik gozeneklilik, kararli bir enzim-
matriks biyokatalitik sistemin olusturulmasi i¢in de 6nemlidir [118]. Netto vd.
oksidorediiktazlar, hidrolazlar veya transferazlar gibi bir¢ok enzimin, yliksek oranda
tekrar kullanilabilirlik ve reaksiyon karigimindan kolay ayrilma gibi avantajlar sunan
MNP’lere immobilize edildigini rapor etmislerdir [119]. Mehrasbi vd. 3-
glisidoksipropiltrimetoksisilan ~ ile  fonksiyonel hale getirilmis = manyetik
nanopartikiillere lipaz enzimini immobilize etmislerdir. Elde edilen sonuglara gore,
immobilize enzim, alt1 reaksiyon dongilisiinden sonra bile ilk aktivitesinin %100'lini
korumustur [120]. Baska bir ¢alismada, Aber vd. modifiye edilmemis MNP'lere
adsorpsiyon yontemi ile glukoz oksidaz immobilize etmislerdir. 15 katalitik dongiliden
sonra immobilize glukoz oksidaz baslangictaki aktivitesinin %90'imdan fazlasini
korumustur [121]. Atacan vd. tripsin kovalent immobilizasyonu igin, gallik asit ile
modifiye edilmis manyetik nanopartikiilleri kullanmiglardir. Elde edilen sonuglar,
immobilize tripsinin, sigir serumu albiimini yiiksek verimlilik ile katalizledigini

gostermistir [122].

2.9.2. Mezogozenekli malzemeler

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan diger materyallerden mezogozenekli
destekleri ayiran bir Ozellik, sentez kosullarini ayarlayarak ve istenen gozenek
yapistyla tasiyict matriksleri elde ederek destegin Ozelliklerini biyomolekiillere
uyarlama olanagidir [123,124]. Bu tip tasiyicilarin ¢aplar1 genellikle 2 ile 50 nm
arasinda degisir, 1500 m?/g kadar yiiksek yiizey alanlar1 ve 1.5 cm®/g'lik gbzenek
hacimlerine sahiplerdir [113]. Enzimler mezog6zenekli materyallere kovalent
baglanma veya kapsiilleme ile immobilize edilebilirler. Bununla birlikte, her iki
immobilizasyon tekniginde, enzim destegin gézeneklerine yerlestirilir, bu da proteinin
yapisinin ve katalitik 6zelliklerin korunmasi anlamina gelir. Ancak, enzim tagiyicinin
gozeneklerinde oldugundan, substrat ve tirlinlerin taginmasi kisitlanir ve buda yayilma
problemlerine neden olur [125]. Buna ragmen mezogozenekli malzemeler suda
¢ozlinmezler, termal ve kimyasal kararliliga sahiptirler ve enzimlerin baglanmasi igin
fonksiyonel gruplarin varligi, mezogdzenekli materyalleri, enzim immobilizasyonu
icin vazgecilmez yapmaktadir [126].

Mezogozenekli grupta zeolitler, karbonlar ve sol-jel matriksleri gibi

materyallerin yani sira ¢okelmis ve sirali mezogozenekli oksitler bulunur. Candida
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antarctica ve Candida rugosa'dan elde edilen lipazlar, SBA-15 ve MCM-41
mezogozenekli silikaya herhangi bir ara madde olmaksizin spesifik olmayan
etkilesimlerle immobilize edilmis ve organik sentezde katalizorler olarak
kullanilmistir. Boylelikle, immobilize enzimlerin yeniden kullanilabilirligi 6nemli
oOl¢iide iyilesmistir [127]. Baska bir ¢calismada, SBA-15 ve MCM-41 silisleri de alkali
proteazin adsorpsiyon immobilizasyonu igin kullanilmistir [128]. Immobilize
enzimler iyi pH ve sicaklik kararliligi gostermislerdir. Wang ve Caruso, katalaz,
proteaz ve peroksidazin immobilizasyonu i¢in mezogdzenekli silika kiireleri
kullanmislar ve immobilizasyondan sonra test edilen tiim enzimlerin Omiirlerinin

serbest formlarina gore daha iyi oldugunu rapor etmislerdir [129].

2.9.3. Nanopartikiiller

Inorganik ve organik kokenli nanopartikiiller son yillarda, enzim
immobilizasyonu i¢in tasiyict matriks olarak kapsamli bir sekilde g¢alisilmistir.
Nanopartikiille genis bir ylizey alanina sahip olduklarindan dolay1, enzimin daha fazla
yiiklenmesine yol acar ve immobilizasyon verimini arttirir. Ancak, nanopartikiillerin
digerlerine gore en biiyiik avantaji enzimin diifiizyon sinirlarini en aza indirgemesidir.
Altin nanopartikiilleri [130] ve grafen [131] gibi gesitli inorganik nanomateryaller
enzim immobilizasyonu igin tastyic1 matriks olarak kullanilmaktadir. Ornegin, Hou
vd. karbonik anhidraz enziminin immobilizasyonu i¢in titanyum nanopartikiillerini
kullanmiglardir [132]. Basgka bir g¢alismada ise, Rhizomucor miehei lipaz gesitli
fonksiyonel gruplarla modifiye edilen silika nanopartikiillerine kovalent olarak

immobilize edilmistir [133].

2.9.4.Seramik malzemeler

Seramik malzemeler, sicaklik, basin¢ ve kimyasallara (organik coziiciiler,
bazlar, asitler) kars1 son derece yiiksek direnclerinden dolayr immobilize enzimlerin
endiistriyel uygulamalar1 igin tastyict matriks olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Seramik malzemeler ayrica 1yi mekanik kararliliga sahiptirler. Bu
nedenle, enzimler katalitik olarak inaktif hale geldiklerinde, nispeten kolay bir sekilde
yeniden {retilebilirler ve yeni bir biyokatalizoriin immobilizasyonu i¢in
kullanilabilirler. Hidroksil gruplar1 esas olarak bu malzemelerin yiizeyinde bulunur.
Bu, spesifik olmayan etkilesimlere dayanan enzimlerin esas olarak adsorpsiyon

immobilizasyonunu desteklemektedir. Biyomolekiillerin kovalent baglanmasi i¢in ek
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yiizey modifikasyonu gereklidir. Aliimina, zirkonyum, titanyum, silika, demir oksit ve
kalsiyum fosfat gibi seramik malzemeler biyomolekiil tasiyici olarak kullanilmistir
[127]. Ebrahimi vd. B-galaktosidazi fiziksel olarak seramik malzemelere immobilize
etmislerdir ve immobilize enzimin etkinligi optimum parametreler altinda %40'a
ulagsmistir [134]. Wang vd. yabanturpu peroksidaz enzimini kovalent baglanma ile N-
[-amino-etil-y-aminopropil-trimetoksisilan  ile modifiye edilmis bir seramik
malzemeye immobilize etmislerdir. Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi

yiiksek ve verimliligi %92'ye yakin oldugu rapor edilmistir [135].

2.9.5.Karbon nanotiipler

Karbon nanotiipler, son yillarda daha yaygin olarak kullanilan yeni bir destek
malzemesi tiiridiir. Hem tek katmanli hem de c¢ok katmanli karbon nanotiipler,
diizenli, gozeneksiz bir yapi, genis yiizey alanit ve biyouyumluluk gibi 6zelliklere
sahiptirler. Dahasi, iistiin termal, kimyasal ve mekanik diren¢ sergilerler. Karbon
nanotiipleri, enzimlere olan afinitelerini daha da arttirmak ve giiglii enzim-matriks
etkilesimlerinin olusmasin1 desteklemek i¢in fonksiyonellesmeye de uygundurlar.
Diger materyallerden farkli olarak, karbon nanotiipler, substrat ve immobilize enzim
arasindaki elektron transferini arttinr. Bu nedenle bu malzemeler en c¢ok
oksidorediiktazlarin immobilizasyonunda kullanilir ve fenol ve onun mono- ve ¢ok
degiskenli tiirevleri, bisfenoller veya farmasétikler, yani diklofenak veya tetrasiklin
gibi cesitli bilesiklerin saptanmasi i¢in biyosensorlerde uygulanir. Diger enzim
gruplari (transferazlar ve hidrolazlar) da karbon nanotiiplerin kullanimi ile immobilize
edilmistir [127]. Bir ¢alismada, glikoz oksidaz karbon nanotiiplee immobilize edilmis
ve CHI ile ¢apraz baglanmistir. Elde edilen sonuglar elektron transfer oraninin biiyiik
oOl¢giide arttigini dogrulamistir [136]. Bir baska ¢alismada, a-glukosidaz, amin gruplari
tarafindan islevsellestirilmis ¢ok-katmanli karbon nanotiiplere kovalent olarak
immobilize edilmistir. Bu sekilde elde edilen sistem, tibbi bitkilerin antidiyabetik
potansiyelini 6l¢mek i¢in bir biyosensorde kullanilmistir. Her iki biyosensorde
kullanilan immobilize enzimler, biiyiik Ol¢lide gelismis duyarlilik ve tepki siiresi
sergilemislerdir. Biyosensorler ayrica, 30 giin boyunca neredeyse degismeden kalan

aktiviteleri ile nispeten iyi bir depolama stabilitesi sunmuslardir [137].
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2.9.6. Grafen ve grafen oksit

Karbon bazli malzemeler arasinda grafen ve grafen oksit (GO), enzimler i¢in
destek malzemeleri olarak da biiylik ilgi ¢ekmistir. Bu ilgi, biyobozunabilirlik, iki
boyutlu yapi, yiiksek ylizey alani ve gozenek hacminin yani sira iyi termal ve kimyasal
stabilite gibi benzersiz Ozelliklerinden dolayidir. Dahasi, karboksilik (COOH),
hidroksil (-OH) veya epoksi gruplari gibi bir¢cok gesitli fonksiyonel grubun varligi,
baglayic1 maddeler veya grafen yiizeyin modifikasyonu olmaksizin giiclii enzim-
matriks etkilesimlerinin olusturulmasini kolaylastirir. Bu 6zelliklerden dolay1, lipazlar
veya peroksidazlar gibi enzimler, adsorpsiyon, kovalent baglanma veya tutuklama ile
GO yiizeylerine immobilize edilmistir. Grafen bazli materyallerin enzimin
biyokatalitik aktivitesini bile arttirabilecegi de belirtilmelidir. Ayrica, grafen bazl
destekler antioksidan ozellikleri ile bilinir ve serbest radikallerin (diger bir deyisle
hidroksil veya ditiyosiyanat) reaksiyon karisimlarindan siipiiriilmesini arttirabilir
[127]. Ornegin, yabanturpu peroksidaz glutaraldehit ile fonksiyonellestirilmis
indirgenmis grafen oksit nanopartikiillerine kovalent olarak immobilize edilmistir.
Immobilize enzimin kinetik parametreleri (devir sayis1 (kcat) ve katalitik verim
(kcat/Kwm)), baglandiktan sonra artmustir. Bu immobilize enzimin Kkatalitik
ozelliklerinin gelistigini gostermektedir. Ustelik immobilize 10 katalitik devirden
sonra bile ilk aktivitesinin %70'inden fazlasii siirdiirmiistiir [138]. Baska bir
calismada, D-psikoz 3-epimeraz, modifiye olmayan grafen oksit malzemesine
immobilize edilmis ve D-fruktozun bir epimeri olan nadir seker D-psikozun iiretimi
i¢in uygulanmigtir. Immobilizasyondan sonra, D-fruktozun D-psikoza doniisiimiiniin
biyokatalitik déniisiimii iyilestirilmistir. Immobilize enzimin termal stabilitesi de
onemli Olgiide artmistir. Ayrica, yari Omrii 4 dakika olan serbest D-psikoz 3-
epimerazin immobilizasyondan sonra yari dmriiniin 180 kat arttigi (720 dakika)

bildirilmistir [139].

2.9.7.Elektrospun malzemeler

Enzim immobilizasyonunda tasiyict matriks olarak elektrospun materyallerin
kullanilma potansiyeli bir¢cok fonksiyonel ve yapisal avantajindan kaynaklanmaktadir.
Ozellikle yiiksek enzim immobilizasyon verimine yol acan gdzeneklilik ve yiizey
alanlarina sahiptirler. Bu malzemelerin nanometre boyutlari, kiitle transferinin diigiik
engellenmesi ve azaltilmig difiizyon sinirlamalar1 gibi faydalar da saglar. Sonug olarak,

immobilize enzimin etkinligi arttirnlabilir. Elektrospun destek malzemeler
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biyouyumluluk, biyobozunabilirlik, yiiksek mekanik mukavemet ve hidrofiliklik gibi
basgka avantajlara da sahiptir, bu da onlari ¢esitli enzimler i¢in uygun tastyict matriksler
haline getirir. Elektrospun nanomateryalleri, yiizeylerindeki ¢esitli fonksiyonel
gruplarin bulunmasindan dolay1 enzim baglanmasini desteklemek ve enzimin
aktivitesini arttirmak i¢in kolayca modifiye edilebilirler. PVA, polistiren,
poliakrilamid ve poliiiretan gibi ¢ok cesitli sentetik polimerlerin yani sira kitin, CHI,
aljinat ve seliiloz gibi biyopolimerler, elektrospun tastyicilart iiretmek igin
kullanilabilir. Enzimler bu malzemelere adsorpsiyon, kapsiilasyon ve kovalent
baglanma ile immobilize edilebilir [127].

Ormegin, Canbolat vd. enkapsiilasyon yontemini kullanarak katalazi immobilize etmek
icin poli (E-kaprolakton) kullanmislardir. Yazarlar enzimin katalitik aktivitesini
arttirmak igin, polimeri immobilizasyondan once siklodekstrin ile modifiye
etmiglerdir. Elde edilen sonuglar, siklik oligosakkaritlerin ilave edilmesinin, biyo
katalizoriin katalitik 6zellikleri tizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Kapsiilleme ile immobilizasyon prosediirii katalazin kararliligin1 arttirmistir [140].
Weiser vd. bes farkli tipte lipazin immobilizasyonu i¢in PVA nanofiberlerini
kullanmiglardir. Caligma, test edilen tiim lipazlarin aktivitesinin, enzimin aktif
konformasyonunun stabilizasyonu ile arttirildigini kanitlamistir. Dahasi, enzimlerin
immobilizasyonu sonrasinda, polimerik nanofiberlerin yapisal 6zellikleriyle dogrudan
iligkili olan kiitle aktarim kisitlamalarinda azalma nedeniyle reaksiyonun devir siklig1
artmistir [141]. Bir baska ¢alismada, PVA veya polilaktik asit nanofiberler
membranlari, Candida antarctica lipaz B'min adsorpsiyon immobilizasyonu igin
kullanilmistir. Immobilize lipaz iceren PVA membran1 hem organik hem de su
ortaminda kullanilmigtir. Polilaktik asit nanofiberlerine immobilize edilen lipaz daha
yiiksek aktivite gostermis ve daha yiiksek enantiyomer segiciligi sergilemistir.
Bununla birlikte, nanofiberlerin sagladigi korumadan dolayi, her iki immobilize

sistem, 10 reaksiyon dongiisiinde bile mitkemmel stabilite gostermistir [142].

2.9.8. Hibrit ve kompozit malzemeler

Inorganik ve organik matrikslerin avantajli 6zelliklerini bir araya getirip yeni
malzemeler iiretmek amaciyla birgok calisma yapilmistir. Hibrit ve kompozit
malzemeler genellikle bir enzim ve bir tagiyict materyal arasindaki etkilesimlerin
dengelenmesini miimkiin kilar ve reaksiyon kosullarinda biyokatalizorleri mekanik

olarak daha dayanikli ve stabil hale getirir. Ayrica, biyokatalitik sistemi tekrar
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kullanilabilir hale getiren ve depolama sirasinda konformasyonel degisikliklere karsi
koruyan biyomolekiiller i¢in uygun bir ortam saglamasi da bu malzemelerin diger bir
avantajidir. Kompozit desteklerin kullaniminin ek bir yarari ise, bu malzemelerin tiim
katalitik siniflara ait enzimler i¢in uygun olmasidir [127]. Bu nedenle, enzim
immobilizasyonu i¢in destek materyalleri arasinda hibrit veya kompozit materyallere

0zel dikkat gosterilmistir.

Yukarida anlatildig gibi, enzimler i¢in tasiyici malzeme olarak bir¢cok sentetik
ve dogal kokenli polimer tiirli kullanilabilir. Bununla birlikte, kullanilabilirliklerini
arttirmak i¢in, enzime ve teknolojik siirece daha iyi uyan gelismis 6zelliklere sahip
tiriinler elde etmek i¢in birlestirilebilirler.
>  Iki sentetik materyalden (6rnegin polianilin ve poliakrilonitril, polietilenimin,

epoksi ile akrilat kopolimer veya poli (akrilik asit) ve PVA),

»  Poli (akrilik asit) ve selilloz, PVA ve CHI veya polianilin ve CHI gibi
biyopolimer ve sentetik bir polimerden,

»  CHI ve aljinat, kitin ve lignin veya seliiloz ve dekstran gibi iki biyopolimerden
olusabilir.

Ornegin, pH ve termal direng ve sentetik stabiliteye sahip olan bir sentetik
polimerin, biyouyumluluk ve biyo-katalizorlere yiiksek afinitesi ile bilinen bir
biyopolimer ile birlestirilmesi ve elde edilen hibrit malzemenin bir enzim
immobilizasyon tasiyic1 malzemesi olarak kullanilmasi, iy1 katalitik 6zelliklere sahip,
stabil, yeniden kullanilabilir bir biyokatalitik sistemin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.
Ek olarak, uygun prekiirsor se¢imi yoluyla, matriksin hidrofobik/hidrofilik karakteri,
enzim ve destek arasinda olusturulan etkilesimlerin kuvvetini arttirmak ve
biyomolekiiliin katalitik aktivitesini arttirmak i¢in kontrol edilebilir. Bu malzemelerin
en biiyiik avantaji, onlar1 gesitli sekil ve boyutlarda olusturma imkanidir. Malzemeler,
pargaciklar, lifler, tlipler, boncuklar, membranlar veya tabakalar seklinde enzim
destekleri olarak kullanilabilir. Cok ¢esitli dizayn edilebilen organik-organik hibrit
malzemeler, tiim katalitik siniflara ait enzimlerin adsorpsiyon, kovalent baglanma ve
ayrica tuzaklanma veya enkapsiilasyon yoluyla immobilizasyonu i¢in uygun hale
getirir. Ornegin, Kumar vd. polilaktik asit ve polietilen glikol kullanarak,
elektrospinning teknigi ile mikro veya nano lifler iiretmistir. Bu sekilde iiretilen
malzeme, yiiksek gozeneklilige, genis bir yiizey alanina, enzim eklenmesi i¢in bir

matriks olarak miikemmel Ozelliklere sahip olan fonksiyonel bir malzemedir.
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Calismada, alkalin fosfataz enzimi, matriksin yilizeyindeki biotin-Streptavidin
etkilesimleri ile immobilize edilmistir. Immobilize enzim, uzun bir depolama siiresi
boyunca iyi bir stabilite ve yeniden kullanilabilirlik gostermistir. Bu nedenle yazarlar
bu hibrit malzemelerin biyosensorlerin gelisimi i¢in umut verici bir platform
olabilecegini rapor etmislerdir [143].

PVA-hipromelloz, bir sentetik polimer ve inert bir metilseliiloz tiirevi olan bir
yar1 sentetik biyopolimerle birlestirerek iiretilen organik bir hibrit malzeme 6rnegidir.
Bu materyal, Burkholderia cepacia'dan izole edilen lipazin immobilizasyonu ig¢in
herhangi bir ¢apraz baglayict olmadan kullanilmistir. Elde edilen biyokatalitik sistem,
polar olmayan ortamda fenetil butiratin sentezi i¢in kullanilmig ve substrat olarak
kullanilan fenetil alkol ve vinil biitiratin dontistimiinii %99 oraninda katalizlemistir.
Polimerik hibrit destegin koruyucu etkisi, immobilize edilmis lipaz tarafindan yiiksek
katalitik aktivitenin tutulmasiyla sonug¢lanmis ve immobilize edilmis enzim
kullanildiginda reaksiyonun aktivasyon enerjisinin daha diisiik oldugu bulunmustur
[144].

Matto ve Husain, peroksidazin adsorpsiyon ve hapsetme yontemiyle
immobilizasyonu i¢in tasiyici olarak kalsiyum aljinat nigasta hibrit jeli kullanmiglardir.
Nisasta yapisindaki bir¢ok hidroksil grubunun varligi, enzimin ylizey yapismasini
arttirirken, jelasyon ig¢in aljinat kapasitesi, peroksidazin immobilizasyonunu
desteklemistir. Hapsedilen enzimin, ylizeyde immobilize edilmis enzime kiyasla pH,
sicaklik, ¢oziiciiler ve lire veya agir metaller gibi inhibitorlere kars: 6nemli 6l¢iide daha
kararl1 oldugu bulunmustur. Ustelik bu immobilize peroksidazin, yedi kez tekrarlanan
reaksiyon dongiisiinden sonra bile orijinal aktivitesinin %70'inden fazlasini korudugu
rapor edilmistir [145].

Abdulla ve Ravindra tarafindan yapilan bir ¢alismada, hapsetme yontemiyle
lipaz immobilizasyonu i¢in yeni bir biyopolimerik hibrit iiretmek i¢in esit oranlarda
aljinat ve k-karrajenan kullanilmistir. Elde edilen biyo katalizor, Jatropha yagi ve
etanolden biyodizel {retiminde kullanilmigtir. Optimum kosullar altinda,
trigliseritlerin yag asidi etil esterlerine toplam transesterifikasyonu saglanmistir. Bu
biyokatalitik sistem, alt1 dongiiden sonra baglangi¢ aktivitesinin %75'inden fazlasini
korudugundan iyi bir yeniden kullanilabilirlik gostermistir. Sonuglar, bir aljinat-k-
karrajenan hibrit tizerinde immobilize edilmis lipazin, biyodizel iiretimi i¢in etkili ve

cevre dostu bir biyokatalizor olabilecegini gostermektedir [146].
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iki biyopolimerden yapilmis bir kompozitin baska bir uygulamasi olarak CHI ve
kalsiyum aljinatin birlestirilmesiyle olusan hibrit malzeme penisilin G amidazin
immobilizasyonu i¢in kullanilmas1 gosterilebilir. Immobilize enzim, yiiksek termal ve
depolama kararliligi ve iyi tekrar kullanilabilirlik gostermistir. Aljinat-CHI hibrit
boncuklarinda immobilize olan enzimin birkag avantaja sahip oldugu ve 6-
aminoopenikillanik asidin organik sentezinde yiiksek verimde kullanilabilecegi

bulunmustur [147].

Enzimlerin immobilizasyonu i¢in hibrit veya kompozit destekler olusturmada
hem organik hem de inorganik koékenli ¢cok ¢esitli malzemeler birlestirilebilir. En sik
kullanilan inorganik malzemeler arasinda silika, ¢inko ve titanyum oksitler gibi
inorganik oksitler, ayrica mineraller, karbon malzemeler ve manyetik nanopartikiiller
bulunur. Bu malzemeler ayrica sentetik kokenli polimerlerle (6rnegin poliakrilonitril,
polietilenimin ve PVA) veya CHI, lignin ve aljinat gibi biyopolimerlerle
birlestirilebilirler. Bu malzemeler esas olarak hidrolazlarin, oksidorediiktazlarin ve
transferazlarin adsorpsiyonu veya kovalent immobilizasyonu icin kullanilmaktadir.
Organik-inorganik hibritler, enzimler i¢in destek malzemeleri olarak biiyiik potansiyel
gosterir; ¢linkli bu tiir malzemeler, iyi bir stabilite ve mekanik diren¢ ve ayrica
biyolojik molekiillere ¢ok yiiksek afinite saglarlar. Yiiksek stabilite ve kimyasal
inertlik, inorganik monomer malzemenin 6zellikleriyle ilgilidir. Sentetik polimerler ve
biyopolimerler yapilarinda biyokatalizorlerin kimyasal gruplariyla etkilesime
girebilen birgok fonksiyonel parcaya sahip olduklarindan enzimleri baglama
kabiliyetinin iyi olmasi organik bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Enzim
immobilizasyonu i¢in fonksiyonel organik-inorganik kompozitler ve hibritler iretmek
tizere bircok farkli organik ve inorganik madde kombinasyonu kullanilmigtir [127].
Ornegin, Zhao vd. silisin stabilitesini ve mekanik direncini, CHI'nin biyouyumluluk
ve jellesme Ozellikleri ile birlestirmis ve basit in situ kapsiilleme yoluyla glikoz
izomerazin silika CHI hibrit mikro-kiirecikleri {izerinde immobilizasyonunu
saglamistir. Immobilize enzim, glikozun fruktoza doniisiimiinde katalizér olarak da
kullanilmistir. Enzimin bagil aktivitesinin 6 ila 8'lik genis bir pH araliginda, 40 ila 80
°C'lik bir sicaklik araliginda, 3 aylik bir depolama siiresinde ve 15 tekrarlanan katalitik
dongiiden sonra bile %90'n tizerinde oldugu belirtilmistir [148].

Miranda vd. gevre dostu bir malzeme olan poli L-16sin hidrotalsit nano hibrit

malzemenin sentezini ve bifonksiyonel baglayici olmadan tirozinaz immobilizasyonu
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icin etkin kullanimini bildirmistir. Elde edilen biyokatalitik sistem, kalkonun asimetrik
epoksidasyon reaksiyonunda kullanilmigtir. Nano hibrit bazli biyokatalizor,
miikemmel aktivite ve enantioselektivite sergilemistir. Uriin ayrica art arda bes
calismadan sonra degistirilmemis aktivite ile iyi tekrar kullanilabilirlik gostermistir.
Boylece, bu biyokatalitik sistemin, protein miithendisligi, biyomedikal ve katalizde
potansiyel uygulamalari bulunabilecegi rapor edilmistir [149].

Chang vd. montmorillonit ve tabakali silikatlardan olusan dogal kili, iyi jellesme
yetenekleri sergileyen CHI ile birlestirmistir. inorganik-organik hibrit malzeme,
glutaraldehit ile capraz baglanmis ve son olarak, B-glukosidazin immobilizasyonu i¢in
kullanilmistir. Kovalent olarak bagli enzim, genis pH ve sicaklik araliklarinda yiiksek
stabilite gostermistir [150].

Bagka bir caligmada ise, karbon nanosferlerin iletken o6zellikleri, glukoz
oksidazin immobilizasyonu ve bunun glikozun Sl¢iilmesinde kullanimi i¢in sodyum
aljinatin jellesme kabiliyeti ile birlestirilmistir. Optimum O6l¢iim kosullart altinda,
biyosensor, 0.5 M saptama sinirina sahip, genis bir lineer konsantrasyon araliginda
glikoz igin ¢ok iyi bir performans elde etmistir [151].

Yukarida tartisilan malzemelerin yani sira, inorganik-inorganik hibrit ve
kompozit malzemeler, enzim immobilizasyonu yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Genel olarak bu malzemeler, iyi pH ve termal stabilite, mekanik direng sergilerler.
Dahasi, kolayca temin edilebilir ve bir¢ok durumda bunlarin sentezi basittir ve
dolayisiyla nispeten ucuzdur. Inorganik-inorganik tiirevli malzemelerin yiizeyinde
karbonil (C = O), karboksil (COOH), amin (-NH>) ve epoksi gibi gesitli fonksiyonel
gruplar mevcuttur, ancak en sik gozlenen hidroksil (-OH) gruplaridir. Bu gruplar
inorganik kompozit tasiyict malzemelerin hidrofilik karakterini belirler ve
biyomolekiillere afinitelerini arttirir. Ek olarak, bir¢ok fonksiyonel grubun varligi,
immobilizasyon verimini arttirir ve yiizeyin kolay islevsellestirilmesine izin verir.
Basit modifikasyonun yani sira, c¢esitli kimyasal gruplarin varligi, istenen teknolojik
ozelliklere sahip birlesik malzemelerin iiretilmesine ve enzimlerin yiiksek afinitesine
izin verir; bu da bu malzemeleri pratik uygulamalar i¢in umut verici kilar [127].

Ornegin, sol-jel tiirevli silika ¢ok duvarli karbon nanotiiplerle birlestirilmis ve
Candida rugosa lipazin spesifik olmayan immobilizasyonu i¢in kullanilmistir. Bu
sekilde elde edilen biyokatalitik sistem organik ortamda esterifikasyon
reaksiyonlarinda yiiksek verimde uygulanmistir. immobilize edilmis lipaz ayrica, ¢ok

duvarl karbon nanotiiplerin koruyucu etkisinden dolay1 bes katalitik dongiiden sonra
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neredeyse baslangic aktivitesinin tamamini korumustur [152]. Bagka bir ¢alismada,
Zhu vd. domuz pankreas lipazinin kovalent immobilizasyonu i¢in bir tastyici olarak
karboksil fonksiyonlu silika kapli manyetik nanopartikiilleri kullanmistir. Manyetik
nanopartikiillerin kompozite eklenmesi, biyokatalitik sistemin bir manyetik alan
kullanarak reaksiyon karistmindan kolayca ayrilmasmi saglamistir. immobilize
edilmis lipaz, serbest enzime gore 70 °C'de yiiksek katalitik verimle iyi bir termal
direng sergilemistir [153]. Bu fonksiyonel gruplarin varligi, hidrolazlar ve
oksidorediiktazlar dahil olmak iizere bir¢ok katalitik sinifa ait enzimlerin baglanmasini
ve bilinen tiim immobilizasyon tekniklerinin potansiyel kullanimmi miimkiin
kilmaktadir. Ornegin, glikoz oksidaz, manyetik nanopartikiiller ve ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerle birlestirilmis nanozeolitlere immobilize edilmistir. Baska bir ¢alismada,
Candida antarktika kaynakli B-glukosidaz, a-kimotripsin ve lipaz B, N,N-
disiiksinimidil karbonat tarafindan aktive edilen manyetik nanopartikiillerin ytizeyi
tizerinde basariyla kovalent olarak immobilize edilmistir [154]. Genel olarak, silika
inorganik hibrit malzemeler i¢in en yaygin kullanilan 6nciilerden biridir. Bununla
birlikte, inorganik oksitler, mineraller, Killer, asil metal nanopartikiiller ve karbon bazli
malzemeler gibi diger inorganik bilesenler de inorganik-inorganik enzim destekleri
icin Onciiler olarak gorev yapabilir. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan inorganik
inorganik kompozitin ilging bir 6rnegi, kalsiyum karbonat ve altin nanopartikiillerinin
(CaCOs3-AuNPs) bir kombinasyonudur. Bu tasiyict materyal Li vd. yaban turpu
peroksidazin adsorpsiyon immobilizasyonu i¢in ve ayrica aract madde icermeyen bir
hidrojen peroksit biyosensorii iiretmek icin kullanilmistir. CaCO3z-AuNP'lerin
inorganik hibritlerin elektrik iletkenliginin iyi olmasi nedeniyle, enzim molekiillerinin
matriksin ylizeyi {izerindeki elverisli yoneliminin yani sira, biyosensér H20>

azalmasina yonelik giiclii bir aktivite sergilemistir [155].

2.10. L-ASNaz’in immobilizasyonu

L-ASNaz’in immobilizasyonundan kullanilan tagtyic1 formiilasyonlar genellikle
biyouyumlu ve biyobozunur olan polimerik malzemeler olmakla beraber farkli tastyici
matriksler literatiirde mevcuttur. Bu baglamda L-ASNaz, PMMA, PHEMA, PMAA-
ko-PMMA ve bunlarin degisik oranlarda nisasta igeren kompozitlerine immobilize
edilerek enzim kinetik parametreleri, yar1 ve depo Omriine etkisi aragtirilmistir.
Immobilize enzimin hem kinetik parametreleri hem yar1 émrii hem de depolama

stiresinde 6nemli iyilestirmelerin gergeklestigi saptanmistir [156—158].
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Bahreini vd., L-ASNaz enzimini iiretmis, saflastirmis ve immobilize etmislerdir.
Calisma ekibi Escherichia coli BL21 pLysS (DE3) bakterisinden L-ASNaz’1 modifiye
alkalin lizis metoduna gore iiretmislerdir. Daha sonra iirettikleri enzimi SDS-PAGE
yontemiyle saflastirmiglardir. Saflastirdiklar1 enzimleri CHI-TPP nanopartikiillerine
immobilize edip serbest enzim ile karsilastirmislardir. L-ASNaz’in yar1 Omriine
yaptig1 etki bakimindan incelendiginde, uygun tampon ortaminda serbest enzimin 26
saat olan yar1 06mriiniin CHI nanopartikiillerine immobilize edilerek 23 giine uzatildig
ifade edilmektedir [159].

Monajati vd., grafen oksit (GO)’in , genis spesifik ylizey alan1 nedeniyle L-
ASNaz immobilizasyonu i¢in umut verici bir tasiyict materyal oldugunu
onermislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, calisma ekibi 6ncelikle GO malzemesini L-
aspartik asit ile fonksiyonel hale getirmis (GO-Asp) ve sonra L-ASNaz enzimini,
fiziksel olarak veya kimyasal konjugasyon yoluyla GO-Asp iizerinde immobilize
etmiglerdir. Onlar, kovalent immobilizasyon veriminin %100 oldugunu rapor
etmislerdir. Serbest ve immobilize edilmis L-ASNaz’1n stabilitesi ¢esitli sicakliklarda
(20-60 °C) ve pH'da (5-9) enzim aktivitesini incelenmistir. Kovalent olarak
immobilize edilmis L-ASNaz, pH 8'de serbest enzimden daha yiiksek aktivite
gostermis ve 20 °C, 40 °C ve 60 °C’de sirasiyla %100, %90.5 ve %40.6 oraninda
aktivite sergilemistir. Ayrica bu enzim 60 °C’de 8 kez pes pese kullanildiktan sonra
%42 oraninda aktivite gdsterdigini ve kinetik parametrelerin immobilizasyondan sonra
onemli oranda degismedigini belirtmislerdir. Sonug olarak ¢alisma ekibi hazirlanan
GO-Asp nanomalzemelerin L-ASNaz’in endistriyel alanda kullanilabilecegini
ongormiiglerdir [160].

Bagka bir ¢alismada, E. coli ATCC 11303’den izole edilen L-ASNaz kalsiyum
aljinat tanecikleri iizerine mikrokapsiilleme teknigi ile immobilize edilmistir.
Optimum parametrelerin elde edilmesi i¢in enzim aktivitesi iizerine sodyum aljinat
konsantrasyonu, kalsiyum kloriir konsantrasyonu ve enzim yiikleme konsantrasyonu
etkisi incelenmistir. Sonuglar, sodyum aljinat konsantrasyonundaki artis, herhangi bir
kalsiyum kloriir konsantrasyonunda L-ASNazin aktivitesini arttirdigini ve orta
degerde yiiklenen enzim miktarinin, enzimin kalan aktivitenin ylizdesini arttirdigini
ortaya koydugu goriilmiistiir. En uygun immobilizasyon kosullarinin sodyum aljinat
oraninin %1.98 (w/v), kalsiyum kloriir konsantrasyonunun %3.70 (w/v) ve enzim
miktarinin  %46.91 (v/v) olarak bulunurken, elde edilen en yiiksek L-ASNaz
aktivitesinin %34.49 oldugu rapor edilmistir [161].
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2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, E. coli'den izole edilen L-ASNaz, ¢apraz
baglama maddesi olan glutaraldehit kullanilarak aliiminyum oksit peletleri iizerine
kovalent olarak immobilize edilmistir. Maksimum immobilizasyon verimi %85.0
olarak rapor edilmistir. Hem serbest hem de immobilize edilmis L-ASNaz, 37 °C'de
ve pH 7.5'te optimal olarak aktif oldugu belirtilmistir. Immobilize enzimin daha
yiiksek afiniteye (diisiik Km) sahip oldugu ve bazi ¢oziiciiler (etil asetat, aseton,
asetonitril), metal iyonlar1 (Ag *, Zn 2*) ve B-merkaptoetanol varliginda nispeten daha
kararli oldugu gériilmiistiir. Immobilize enzim, bir cam kolon reaktdriinde, aktivitede
bir kayip olmadan art arda dokuz g¢evrim kadar substrat hidrolizi i¢in tekrar
kullanilmistir.  Ayrica, immobilize enzimin raf Omriiniin 30 gin oldugu ve
beyazlatilmis patates cipsi icindeki L-Asn seviyesini diisiirmede etkili oldugu yazarlar
tarafindan rapor edilmistir [162].

Varshosaz ve Anvari yaptiklar: bir calismada L-ASNaz’in farmakokinetigini
gelistirmek, yart Omriinii artirmak ve enzimin stabilitesini arttirmak i¢in yeni bir
polimer biyo-konjiigat hazirlamislardir. Amid bagi olusturmak igin polimerik
nanopartikiillerin ~ karboksilik asit gruplari1  aktive eden 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) karbodiimidin ¢apraz baglama maddesi kullanilmistir. L-ASNaz"
Ecoflex® ve poli (stiren-ko-maleik asit) (PSMA) nanopartikiillerine immobilize
etmislerdir. Optimal parametreleri elde etmek igin her bir polimerin ve capraz
baglayicinin miktarlar1 optimize edilmis ve nanopartikiillerin pargacik biiytikliigi, zeta
potansiyeli ol¢iilmiistiir. Sonuclar, konjuge enzimin pH degisikliklerine ve proteolize
kars1 daha fazla kararli oldugunu géstermistir. Immobilize enzimin daha diisiik Km
degeri (substrata daha fazla afinite oldugunu gdosterir), plazmada ve PBS’de serbest
enzime kiyasla daha yiliksek yar1 dmre sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica, PSMA'ye
konjuge edilen enzim, Ecoflex® nanopartikiillerine immobilize edilen enzimden daha
iyi sonuglar gostermistir [163].

Uygun vd., Au/Ni/Au/PEDOT-PPy-COOH segmentlerinden olusan ultrasonik
uyarimli nanoteller hazirlamiglar ve L-ASNaz immobilizasyonu i¢in kullanmislardir.
L-ASNaz’in nanotel motorlarin yiizeyine immobilizasyonundan sonra, immobilize
enzimin termal ve pH’ya kars1 olan stabiliteleri artmis, tripsin enzimine kars1 direnci
gelismis ve substrati i¢in daha yiiksek afinite (diisiik Km) gostermistir. Ayni zamanda
hazirlanan nanoteller ultrasonik etkiyle daha hizli hareket ederek substratin biyotalitik
titkenmesini biiylik 6l¢iide hizlandirmistir. Caligma sonucunda elde edilen bulgularda

serbest L-ASNaz EL4 lenfoma hiicrelerinin biiylimesini %17.3 inhibe ederken,

33



ultrasonik uyarimli (5 V, 2.83 MHz) serbest L-ASNaz ayni hiicrelerin biiyiimesini
%22.9 oraninda inhibe etmistir. Immobilize enzimin ise lenfoma hiicrelerinin
biiylimesini %28 inhibe ederken, ultrasonik uyarimli immobilize enzimin kanserli
hiicrelerin biiylimesini %92 gibi yiiksek bir oranda inhibe ettigi rapor edilmistir [164].

Ayrica, 2018 yilinda yayimlanan bir yiiksek lisans tezinde, E. coli kaynakli L-
ASNaz manyetik poli(HEMA-GMA) nanopartikiillerine (117.5 nm) kovalent
baglanma yontemiyle immobilize edilmistir. Serbest enzimin optimum pH®1 7.5,
optimum sicakligi 45 °C bulunurken, immobilize enzimin pH*1 6.5, optimum sicaklig
55 °C olarak bulunmustur. Serbest enzimin kcat degeri (47356 dk), immobilize
enziminkinden (497 dk!) daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, immobilize enzimin
serbest formuna kiyasla daha termostabil ve depo kararliligina sahip oldugu rapor
edilmistir. Immobilize enzimin yapay insan serumundaki etkinligini belirlenmis ve
elde edilen sonuglarda immobilize enzimin %74.74 aktivite gosterdigi gozlenmistir

[165].

2.11. Stentler

Stentler, damar veya kanal ¢apindaki azalmalart 6nlemek ve kan damarlarinda
lokalize akis1 saglamak i¢in kullanilan tiiplerdir. Stentler ayrica safra kanali, 6zofagus
gibi diger kanallarda da uygulanir. Bu nedenle genislemeleri i¢in esneklik ve
dilatasyonun siirdiiriilmesi i¢in ise sertlik ve elastik geri tepmeye karsi direngli
olmalar1 gerekmektedir. Geleneksel metaller bu Ozelliklere sahiptir. Diger yapay
organlar ve tibbi cihazlar sadece metallerden degil ayni zamanda seramiklerden,
polimerlerden, bunlarin kompozitlerinden ve dogal biyomateryallerden yapilmistir.
Cesitli malzemelerin mekanik oOzellikleri Tablo 2.8'de karsilagtirmali olarak
listelenmistir. Stentler icin seramigin kullanilmasi zor olmaktadir. Tablo 2.8’de
gosterildigi gibi, gliclii olmalarina ragmen, seramikler esneklikten yoksundur. Dahast,
seramiklerin kirilma dayanikliligr diisiiktiir ve seramikler hafif plastik deformasyonla
aniden kirilir. Polimerler ise, mukavemet ve saglamliktan yoksun ama yiiksek
esneklige sahiptirler. Ancak hem ortam hem de viicut sicakliginda yiiksek esneklik ve
mukavemete sahip olan polimerler elde etmek zordur. Ayrica, tedavilerde stent olarak
kullanilan bir materyalin X-151m1 tarafindan goriintiilemesi gerekir. Hafif
elementlerden olusan polimerler malzemenin herhangi bir gelismesi olmaksizin
kullanilamaz. Bu 6zellikler, stentlerdeki polimerlerin kullanimini sinirlamaktadir. Bu

nedenle, mekanik Ozellikler acisindan, stentler cogunlukla metallerden yapilir.

34



Stentlerde, metallerin hayat kurtaran ozellikleri, polimerlerin daha uzun vadeli

toksisite Ozelliklerine gore daha dnceliklidir, bu nedenle, mekanik 6zelliklere sahip

metaller, polimerlerinkinden daha iyi olanlardir. Stentlerde metallere alternatif olarak

polimerlerin  kullanilmasi

hakkinda caligmalar su anda yogun bir sekilde

yapilmaktadir; bununla birlikte, polimerlerin mekanik ve goriintiileme 6zelliklerinin

tyilestirilmesi de bu amag i¢in gereklidir.

Tablo 2.8. Cesitli malzemelerin gerilme direnci, basing dayanimi, elastik modiilii ve

kirilma dayanimi [166]

Gerilme Basing Elastik Kirilma

Materyal direnci  dayanim modiilii dayanim
(MPa) (MPa) (GPa) (MPa m'?)

Metal
Paslanmaz ¢elik (316 L) 600-1000 - 200 -
Maraging celik - - - 76~110
Co-Cr alasim 480-1030 - 200 -
Ti (ticari saf) 560-620 - 100 -
Ti-6Al-4V alasim 950 - 105 40-70
Saf Ta 340-760 - 190 -
Seramik
Alumina — 980 364 3.1-55
Zirkonyum — 206 151 -
Zirkonyum (kararlr) — 900-1200 ~ -
Kuvars cami — 2000 67 0.7-0.8
Hidroksiapatit - - - 0.69-1.06
Polimer
PE (UHMW) 20-40 - 0.50 2-5
PMMA 70 - 3.0 1.6
Silikon lastik 5.0 - 0.01 -
Naylon 66 85 - 2.8 3-5
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2.12. Biyobozunur Polimerik Stentler

Biyouyumlu polimer materyallerin se¢imi, biyobozunur bir polimerik stentin
tiretimi i¢in ¢ok Onemlidir. Biyobozunur dikis ipligi ile ilgili ilk calismalarda,
polimerlerin yiiksek mekanik mukavemet gosterdikleri ve biyobozunur olduklarindan
dolay1 cerrahi durumlarda kullanilabilecegini gostermistir [167]. Hiicreler implante
edilen malzemenin doldurdugu alan1 geri almaya basladik¢a, polimer pargalanir ve son
olarak tamamen ¢oziinerek yerini yeni olusmus hiicreler birakir[168,169]. Bu kavram,
biyobozunur stentin tasarimi i¢in de benimsenmistir.
Giliniimiizde biyoimplantlar i¢in arastirilan birgok biyobozunur polimer vardir
ve bunlar ayrica stent uygulamasi i¢in de kullanilabilir. Ancak bazi dezavantajlar
nedeniyle, polimerler stent uygulamalari i¢in 6zel olarak iretilmektedir. Polilaktit
(PLA) ve kopolimerleri son yillarda biyobozunur stent implantlar1 olarak genis capta
calisilmaktadir. Ayrica, bazi kopolimerler de stent uygulamalar1 i¢in tasarlanip
calistimakta ve ticari pazarlar1 diinya capinda hizla biiyiimektedir [170]. implant
olarak, klasik metalik malzemelerin yerine biyobozunur polimerlerin kullanilmasinin
avantajlari arasinda;
< Onceki stentlerin takildigi hastalarda damarlarin yeniden tikanmasi ve
pihtilagsma riski ortadan kalkiyor.

s Geride metal bir iskelet birakmadiklar1 i¢in ayni noktaya daha sonra yapilacak
yeni bir stent veya bypass ameliyati i¢in engel olusturmazlar.

¢ Hem hastalarin yasam Kkalitesi artacak hem de Omiir boyu ilag
kullanilmayacagindan maddi agidan da 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

* Yaklasik alt1 ay i¢inde yok oluyor.

¢ Tomografi ve MR cihazlariyla goriintiilenebilir.

¢ Stent takildiktan sonraki ilk haftalarda gogiiste duyulan batma hissi ortadan
kalkiyor.

yer almaktadir.

Hem akademik hem de ticari olarak polimerik stent malzemelerinin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan biyobozunur polimerlerin bazi fiziksel ve

kimyasal 6zellikleri Tablo 2.9°da sunulmustur.
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Tablo 2.9. En yaygin kullanilan biyobozunur polimerlerin baz1 6zellikleri [171]

Tg (°C) Gerilme Gerilme ta (ay) Bozunma
Polimer Kristallik direnci modiilii uriini
(MPa) (GPa)

PGA-ko-TMC  Yar kristalin - 60 2.4 12-15 GA

PDLLA Amorf 55-60 40-50 2.0 12-15 -

PCL Yar kristalin ~ —69-60 20-25 0.4 36 CA

75/25 PDLGA Amorf 50-55 2.0 4-5 LA & GA

Poliortoesterler - 4-16 yiizey -
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— 2-30 2-3 >24 fumarik

PPF Amorf asit &
PEG
Tirozin-tirevli 53-81 50-70 1-2 Cok yavag amid &
; Amorf -
polikarbonat (in vitro) karbonat

Not: GA = glikolik asit; LA = laktik asit; CA = kaproik asit; Tg = camsi ge¢is sicakligi; td = bozunma zamani
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2.12.1. Doymus alifatik poliesterler

Doymus alifatik polimerik malzemeler, doku miihendisligi alaninda yaygin
olarak kullanilan malzeme gruplarindan biridir. Biyobozunur stentlerin hazirlanmasi
igin poli L-laktit (L-PLA), poli glikolid (PGA), poli-kaprolakton (PCL) ve poli-D, L-
laktik asit (DL-PLA) en sik kullanilan alifatik poli (a-hidroksi asit)lerdir [172]. Ayrica,
poli laktik asit (PLA), poli glikolik asit (PGA), poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
and bunlarin kopolimerler de kullanilmaktadir. PLA'min iig tiirevi (L-PLA, D-PLA ve
PLGA) vardir. DL-PLA, PGA ve PLA, biyomedikal uygulamalarda en yaygin
kullanilan malzemelerdir [173].

Doymus alifatik poliesterlerin cogu kondenzasyon homo polimerizasyonu veya
kopolimerizasyonu ile iiretilir. L-PLA, PCL ve PLA, Sb (antimon), Zn (¢inko) veya
Pb (kursun) gibi katalizor kullanilarak siklik monomerlerin halka acilma
polimerizasyonu ile sentezlenir. Alifatik poliesterlerin temel iskeleti benzerdir ancak
asili gruplar degisir. Bu asili gruplar molekiiler agirlikta ve kristallikte degisimlere
katkida bulunur ve bu da bozunma hizimi etkiler [174]. Son zamanlarda alifatik
poliester ve ko-polimerler avantajlari sayesinde ilag salim, kardiyovaskiiler ve doku
mihendisligi uygulamalar1 alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. En 6nemli
faktorler, yliksek biyouyumluk, iyi mekanik ozellikler, diisiik bozunma siiresi ve
bozunma iiriinlerinin toksik olmamasidir. On klinik calismalarda incelenen tiim

alifatik poliester stentler Tablo 2.10'da listelenmistir.

Tablo 2.10. Alifatik poliester stentler

Stent tipi Genisleme Malzeme Uygulama Referans

Orme Balon PGA Kopek  koroner [175]
arter

Orme Balon PGA Domuz koroner [176,177]
arter

Elmas orgiilii = Kendiliginden PLLA Kopek femoral [178]

Film - PCL/(D, L)PLA Domuz karotis [179]
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Tiibiiler bobin  Balon PLLA/PCL Tavsan  karotis [180]

arterleri
Bobin stent Kendiliginden PLLA Insan koroner [177]
Ilag salan Termal PLLA Domuz koroner [178]

2.12.2. Poli glikolik asit (PGA)

PGA, biyomedikal uygulamalar i¢in incelenen biyobozunur sentetik
polimerlerden biridir. PGA yiiksek derecede kristalin hidrofilik, lineer alifatik yapidir
[172]. Cogu organik ¢oziiciide yiiksek bir erime noktasina ve nispeten diisiik
¢oOziiniirliige sahiptir. PGA, yiiksek derecede toksik ¢oOziicii olan hekzafloro
izopropanol i¢inde oda sicakliginda ¢oziinlir. PGA'nin giicii ve geng modiilii ¢cok
yiiksektir ve bu yiizden dikis ipligi olarak kullanilir [181]. PGA’nin sertligini azaltmak
icin diger monomerlerle kopolimerlestirilmistir. PGA bozunmast yigin (bulk)
seklindedir. Bu, iki adimda baglanmus esterinin rasgele hidrolizi ile gerceklesir. ilk
asamada su, matriksin amorf bolgesine yayilir ve ester grubunun hidrolitik zincir
kesilmesi baslar. Bozunmanin ikinci asamasinda, amorf bdlgenin yikima
ugramasindan sonra polimerin kristal bolgeleri ortaya ¢ikar [182,183] Kiitle kaybi,
PGA icin 4-12 hafta araliginda gerceklesir. Hidroliz in vitro orani, pH degerini
koruyarak kontrol edilebilir. Bozunma tiriinii dogal bir metabolit olan glikolik asittir.
PGA kaplama ve doku miihendisligi uygulamasinda iskelet olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. PGA stenti, Kyoto Universitesi'nde calisilmis ve gelistirilmistir ve
bu stent, 15 kdpege basarili bir sekilde implante edilmistir. Implantasyondan 3 saat
sonra tromboz goriilmistiir. PLA-ko-PGA ko-polimeri, preklinik testte basarili bir
sekilde calisilmistir [184]. PGA tek basina, dikisler, ila¢ salim sistemleri ve

biyobozunur implantlar i¢in kapsamli olarak ¢aligilmaktadir.

2.12.3. Poli Laktik Asit (PLA)

PLA, mekanik 6zellik profili, termoplastik islenebilirligi ve biyouyumluluk ve
biyobozunabilirlik gibi biyolojik 6zellikleri sayesinde en limit verici biyobozunur
polimerlerden biridir [185]. PLA lineer alifatik bir poliesterdir, ancak ekstra bir metil
grubunun varligi onu PGA'dan daha hidrofobik hale getirir [186]. Metil yan
gruplarinin sterik kalkan etkisinden dolayi hidrolize kars1 PGA'dan daha dayaniklidir.
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Ince PLA filmlerinin su absorblama kapasitesi yaklasik %2'dir. Asili metil grubu bu
polimeri daha amorf hale getirir ve ¢oziinlirliigl arttirir. Ayrica, asilt metil grubu, ii¢
farkli PLA formunun olusumuna katkida bulunan bir kiral merkez olusturur. Bunlar
(D) PLA, (L) PLA ve (D, L) PLA olarak adlandirilir. PLA genellikle D- veya L-laktik
asitin polikondensasyonundan veya laktik asitin siklik bir dimeri olan laktidinin halka
acma polimerizasyonu elde edilir [187]. Homopolimer L-laktit (PLLA) bir yar1
kristalin polimerdir. Bu malzeme, yiiksek mukavemet, uzama ve modiile sahip
oldugundan dolay1 yiik tasima uygulamalari i¢in daha uygun bir malzemedir. PLA ve
tirevleri, dioksan, asetonitril, kloroform, metilen kloriir, 1,1,2-trikloroetan ve
dikloroasetik asit gibi ¢ozgenlerde iyi ¢ozlinmesine ragmen, suda, alkollerde (6rnegin,
metanol, etanol), propilen glikolde ve siibstitiie edilmemis hidrokarbonlarda (6rnegin
hekzan ve heptan) zayif ¢ozliniirliige sahip oldugu bildirilmistir [188,189].

Yaygin olarak kullanilan tiir PLLA’dir. PLLA, homojen hidroliz ile bozunur
bozunma iirtinii laktik asittir. Bozunma sirasinda karboksilik asit monomeri salinir
buda pH degerini diisiirdiigii i¢cin bozunmasini arttirir. Bu olaya otokataliz denir. PLLA
12 ayda bozunur. (D, L) PLA'nin bozunma siiresi PLLA'dan daha azdir. PLA'nin
degradasyon orani da pH degerine gore degisir [190]. PLA, homopolimerden daha iyi
mekanik ve fiziksel 6zellikler elde etmek i¢in diger polimerler ile kopolimerize edilir.
Bu polimerlerin amorftur; bu nedenle, bozunma oranlari, her bir ko-monomerin
miktarina gore degisir [191]. PLA kardiyovaskiiler uygulamalar ve ila¢ salinimi i¢in
kapsamli bir sekilde aragtirilmaktadir. Biyobozunur stentler tizerindeki ilk ¢alismalar
poli (L-laktik asit) (PLLA) {iizerinedir. PLLA biyobozunur stentin ilk polimerik
stentleri Stack vd. tarafindan dizayn edilmis ve uygulanmistir [192]. Bu stent, 9 ay
boyunca minimum tromboz, orta derecede neointimal biiyiime ve domuz
atardamarlarinda ¢ok daha az inflamatuar yanit ile tamamen bozulmustur. PLLA iyi
bir biyouyumluluga sahiptir, ancak stentin kirilganli§i onu yerlestirme islemini
zorlastirmistir [193]. PLLA radyoliisendir yani X-1ginlarin1 gegirir. Bu nedenle tasarim
sirasinda ve liretim sirasinda onu gorsellestirmeye yardimei olabilecek ve daha sonraki
taniya yonelik indikatorler eklenmistir [194]. Inflamasyon yaniti PLA stentinin
molekiiler agirliginda azalmayla artar [195]. Biyobozunur koroner stentin ilk insan
klinigi denemeleri 2000 yilinda Igaki-Tamai tarafindan arastirilmistir. PLLA stenti,
stentin kendi kendine genislemesine izin veren 1sitilmis balon kateter kullanilarak
yerlestirilmistir. Sonuglarda tromboz gozlemlenmemistir ve restenoz oranm1 % 10.5

olarak rapor edilmistir [196]. Abbott vaskiiler tarafindan gelistirilen BVS bir PLLA
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ilac salan stenttir. BVS stent, everolimus ve antiproliferatif ajan igeren bir (D, L) PLA
tabakasi ile kaplanmistir. Bu stent koroner damar icin yeterli mekanige sahiptir ve
tromboz olay1 gostermemistir [197]. BRS (Lepu Tip Teknolojisi (Beijing) Co., Ltd.
Cin) tarafindan gelistirilen NeoVas rapamisin salan stent, PLLA'dan olusur ve poli-D,
L-laktit (PDLLA) katmant ile kaplanmistir. 2015'in sonlarina dogru NeoVas stentleri,
560 stent implantasyonu i¢in 6n klinik hazirliklarini tamamlamistir [170]. Shanghai
MicroPort Medical tarafindan bagimsiz olarak arastirilan ve gelistirilen Firesorb,
biyobozunur stentin ikinci neslidir ve duvar kalligi sadece 100-125 um'dir. ince
duvar tasarimi, iskele implantasyonundan sonra postoperatif tromboz riskini azaltan
hizli endotelizasyon saglar. iskelet yapiminda daha az malzeme kullamldigindan,
bozunma siiresi daha da kisalmaktadir. Ayrica, iskelet hedeflenmis ilag salim
fonksiyonuna sahiptir. Boylelikle, ila¢ sadece kan damarlarina temas edecek, ilag
dozunu azaltan, tedavinin etkinligini arttiran ve uzun siire viicutta kalan ¢ok miktarda
ilag kalintisin1 Onleyebilecektir [170]. Sekil 2.6, PLA temelli bir sekil hafizali

polimerik stentin farkli durumlardaki sekil hafiza karakterini gostermektedir.

Wy

meme

Recovered shape (c1) (c2

Sekil 2.6. Sekil hafizali PLA stentinin farkli goriintiileri. (a) Orijinal sekil; (b1) gegici
sekil (programlamadan sonra); (b2) tiipten (kateter) disar1 itme; (b3) tamamen

konuslandirilmis; (c1) sekil kazanimi i¢in 1sitmadan sonra; ve (c2) tiipe geri dondiikten

sonra [198].
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2.12.4. Poli (g-kaprolakton) (PCL)

PCL, yar kristalin, alifatik poliesterdir. PCL'nin kristallenmesi, malzemenin
molekiiler agirliginin azalmasiyla artar. PCL, katalizor varhiginda siklik alifatik
monomer e-kaprolaktonun halka agma polimerizasyonu ile sentezlenir.
Polimerizasyon sirasinda, baslatici ve sonlandirict olarak diisiik molekiillii alkol
kullanilir. PCL, tetrahidrofuran, kloroform, metilen kloriir, karbon tetrakloriir, benzen
ve toluen gibi organik coziicliler icinde tamamen, aseton, 2-biitanon, etil asetat,
asetonitril ve dimetil fumarat i¢inde ise kismen ¢oziniir. PCL bozunmasi, belirli
kosullar altinda ester gruplarinin rastgele hidrolitik olarak kirilmasi ile enzimatik
olarak gergeklesir. PCL’nin bozunmasi PDLA'ya benzer, ancak DPLA'dan ii¢ kat daha
yavas bozunur. PCL, bir otokatalitik bozunma mekanizmasi ile asidik kosullardan
etkilenir ve ayrica etanol, pentanol, oleik asit, desilamin ve tribiitilamin gibi kii¢iik
molekiillerin eklenmesiyle de etkilenir. PCL ayn1 zamanda bir¢ok polimer ile faydali
kopolimerler ve blendler de olusturabilir [199]. Bu kopolimer ve blendler, mekanik,
fiziksel, biyouyumluluk ve bozunma siiresi gibi istenilen ozelliklere goére farkli
oranlarda dizayn edilebilir. PCL ayrica (D, L) PLA ile kopolimer yapabilir.

Peng vd. retina tedavisinde biyobozunur genisletilebilir kendinden kilitlemeli
PCL stentleri gelistirmislerdir (Sekil 2.7) [200]. Biyobozunur PCL stentleri
olusturmak i¢in, PCL bilesenleri ilk once laboratuvar 6lgekli bir mikroenjeksiyon
kaliplama makinesi ile iretilmistir. Bilesenler daha sonra, 6 ve 8 mm c¢apinda ag
benzeri stentler i¢gine monte edilmistir. Elde edilen PCL stentleri, silikon siinger ile
karsilastirilabilir mekanik ozellikler gostermistir. /n vivo sonuglar, genisletilebilir
biyobozunur PCL stentlerinin, retina cerrahisinde potansiyel olarak ideal bir biyo

materyal olarak hizmet edebilecegini gostermistir [200].
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Sekil 2.7. Retina tedavisinde kullanilmak tizere glistirilen PCL stenti [200].
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Bir baska caligmada ise Ajili vd. ilk kez, sekil hafizali stentler i¢in poliiiretan
(PU)/PCL karistmimi  kullanmiglardir [201]. Farkli oranlarda monomer igeren
malzemeler hazirlanmis ve sekil hafizas1 davraniglar1 incelenmistir. PU/PCL (80/20)
disindaki tiim karigimlar sekil hafizasi etkileri gostermis ve en ideal malzeme olarak
PU/PCL (70/30) segilmistir (Sekil 2.8). Bu ¢alismada PU/PCL (70/30) karisiminin in
vitro biyouyumlulugu, insan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonuglar, bu malzemenin iyi biyouyumluluk oranina sahip oldugu,

hiicre yapigsmasini ve ¢gogalmasini destekledigini gdstermistir. Yazarlar, bu karisimin

stent implant1 olarak potansiyel bir materyal olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Sekil 2.8. PU/PCL (70/30) 'dan yapilan vida stentinin goriintiileri [201]

2.12.5. Poli (orto esterler) (POE)
POE'ler, hidrolitik olarak kararsiz, asit duyarli hidrofobik amorf polimerlerdir
[202]. POE I, POE II, vb. gibi dort farkli POE tiirii vardir. POE |, bir diol ve dietoksi

tetrahidrofuran arasindaki transesterifikasyon ile sentezlenir [203]. POE II'nin
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bozunma {irlinii y-hidroksibutirik asittir. POE, kloroform, metilen kloriir ve dioksan
gibi hidrofobikliginden dolay1 organik c¢ozgen i¢inde kolaylikla ¢oziilebilir. Bu
polimerler termal bozunmaya duyarlidir ve buna gore islenir. POE'ler yiizey erozyonu
ile heterojen olarak bozunabilir bir polimer sinifidir [204]. Bu polimerler sadece
yiizeyden malzeme kaybeder ve orijinal geometrik seklini korur. POEler ila¢ tasima
uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. POE I’in hidrolizi sirasinda
karboksilik asit iiretilir ve buda aside duyarli bozunmayir daha da katalize eder
[180,205]. Asit tirtiniinii nétralize etmek i¢in genellikle Na,CO3 veya Mg(OH)2 gibi
bazik tuzlar eklenir, fakat buda difiizyonu engelleyerek ila¢ salim oranmi
siirlandirabilir [206]. POE II asidik hidroliz {irlinleri iiretmez ve bozunmasi asidik
veya bazik yardimci maddelerin ilavesiyle kontrol edilebilir. Asit ilavesi durumunda,
suyla beraber asit iyonlasir ve pH'1 azaltir, daha sonra hidrolizi katalize eder, bu da
hidrasyon cephesine ve bozunmaya neden olur. Asidik gruplar ayrica, polimerizasyon
sirasinda, polimerin kendisine de entegre edilebilirler [206]. Bu polimerlerin mekanik
ozellikleri ve termal Ozellikleri, farkli bilesimlere ve molekiiler agirliklara sahip
baslangic malzemelerinin secilmesiyle ayarlanabilir. Bu polimerler ayrica diger
malzemelerle karistirilabilir ve daha iyi fiziksel, mekanik 6zellikler ve bozunma orani

elde etmek i¢in diger monomerlerle polimerize edilir [170].

2.12.6. Poli (3-hidroksibutirat) (PHB)

PHB, bir enerji depolama molekiilii olarak mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen bir kristal, termoplastik alifatik poliesterdir [207]. Bu polimerler, belirli
bakteriler tarafindan enzimatik olarak bozunabilir. Bu polimerler yiiksek
biyouyumluluk gosterir ve biyobozunurdur. Bu 6zellikler de onlar1 doku miithendisligi
ve ilag¢ salim uygulamalarinda iskelet olarak kullanilmasinit saglar [208,209]. Ancak,
PHB homopolimeri ¢ok sert ve kirilgan bir polimerdir. Bundan dolayi, PHB farkh
monomerler ile kopolimerlestirili. PHB’nin  poli  (3-hidroksibutirat-ko-3-
hidroksivalerat) (PHBV), poli 3-hidroksiheksanoat (PHO) gibi birgok farkli
kopolimerleri de kemik plakalari, siitiirler, percinler, zzimba vidalari, ortopedik pimler
ve kemik iligi iskeletlar1 gibi biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. P(HB-HV)'nin kristallik ve mekanik &zellikleri, monomerlerin
oranin1 degistirerek ayarlanabilir. P(HB-HV) nin amorf boélgelerin yiizdesi fazla
oldugundan dolay1 PHB'ye kiyasla daha fazla bozunur. PHB ve kopolimerleri, ester

baglariin hidrolitik béliinmesiyle yiizeyden bozunurlar [210]. PHB'min bozulmasi
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sirasinda D-3-hidroksibutirik asit tiretilir buda insan kaninda bulunur ve diisiik
toksisite gosterir [211]. PHB biyobozunur stentler, 30 haftaya kadar Yeni Zelanda
beyaz tavsanin arterlerine yerlestirilmistir. PHB'in kollajen, tromboz ve stent
liimeninde daralma ile birlikte yogun inflamatuar ve proliferatif reaksiyon baslattig
saptanmistir. Bundan dolayi, PHB stentlerinin klinik kullanimlarda yasaklanmasi

sonucuna varilmistir [212].

2.12.7. Polianhidritler

Polianhidritler hidrolitik olarak kararsizdir. Bu polimerler genellikle alifatik,
aromatik veya her ikisinin bir kombinasyonudur. Polianhidritler, biyobozunur ve
kontrollii salim ozellikleri gibi miikemmel avantajlara sahip, kapsamli olarak
incelenen bir biyobozunan polimer grubudur [213]. Diasit veya diasitlerin
dehidrasyonu ile polikondenzasyon yoluyla sentezlenir. Bu polimerler, kloroform ve
metilen klorit dahil olmak tizere yaygin organik coziiciiler i¢inde ¢oziilebilir ve sulu
ortamlara asir1 derecede duyarhdir. Ayrica, ¢ok reaktiftirler ve kontrollii salim i¢in
ongoriilen ilaglarda bulunan amin veya diger niikleofilik gruplarla reaksiyona
girebilirler [214]. Polianhidritler de diger polimerlerle birlikte polimerize edilir veya
kanistirilir. Poliimid, yiizey bozunma 6zellikleri ile daha iyi mekanik 6zellikler elde
etmek i¢in polianhidrit ile kopolimerlestirilmistir. Poli (anhidrit-ko-359 imidler),
ortopedik uygulama i¢in 6zel olarak tasarlanmigtir [215]. Poli (anhidrid-imitler)
onemli Olgiide gelistirilmis mekanik 6zelliklere sahiptir. Polianhidridlerin bozunmasi,
iskelet yapilarinin se¢imine veya kombinasyonuna bagli olarak giinlerden yillara kadar
degisebilir [170]. Polianhidritler esas olarak yiizey erozyonu ile bozunmaktadir.
Degradasyon hizi da pH'daki degisikliklere duyarlidir, genelde artan pH ile artar [216].
Polianhidridlerin mekanik ozellikleri genellikle zayiftir ve minimum lif olusturma
yetenekleri ile kirllgan olma egilimi gosterir. Bu 0Ozellikleri arttirmaya yonelik
girisimler arasinda, fumarik asidin kopolimeri ile ¢apraz baglamanin yani sira, imit
baglar1 igeren kopolimerlerin  olusturulmas1  bulunmaktadir. Ek olarak,
polianhidritlerin in vivo biyouyumlulugunun miikemmel oldugu gosterilmistir [170].
Su anda poli anhidrit bir stent olan IDEALTM stent (Bioabsorbable Therapeutics Inc.,
Menlo Park, CA, ABD) gelisme asamasindadir. Bu stentte, polianhidrit ester (PAE)
polimerik stentine salisilik asit ilave edilmistir. Salisilik asit ilavesi daha az
inflamasyon saglar. Ciplak metal stentlere kiyasla PAE-salisilik asit polimeri 30 giinii

takiben anjiyografik restenozu azaltmistir. Ayrica, IDEALTM stenti, Cypher
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stentlerine kiyasla gozlenen inflamatuar yanitt ve neointimal biiylimeyi azaltmigtir.
IDEAL stent ilk olarak WISPER c¢aligsmasinda degerlendirilmistir. 11 hastadan olusan
erkek denemelerinde, IDEAL stent yapisal biitiinliikk saglamis ve bariz herhangi bir
akut veya kronik geri tepme (recoil) gostermemistir. Ancak yetersiz ilag dozuna ve
hizli ila¢ salinmasindan dolay1 yetersiz neointimal bastirma nedeniyle, IDEAL
stentinin tasarimi revize edilmistir. IDEAL stentlerin 2. versiyonu (0.155 mm'ye kars1
0.2 mm), daha yiiksek dozda sirolimus, daha yavas ilag salgilama profili, daha diisiik
bir caprazlama profili ve arter duvar kaplamasina daha diisiik stent oran1 (% 57'ye

karsilik % 65) gibi 6zelliklere sahiptir [170].

2.12.8. Poli (propilen fumarat) (PPF)

PPF, ortopedik implantlarda yaygin olarak kullanilan biyobozunur bir
polimerdir. Plazma genlestiricisi olarak kullanilan, kreb dongiisiiniin ve propilen
glikoliin bir bileseni olan fumarik aside doniisen lineer bir poliesterdir [217]. PPF, iKi
asamada sentezlenir ve ilk asamada, dietil fumarat, asit katalizorii olarak ¢inko kloriir
varliginda hidroksipropil fumarat iiretmek i¢in fazla glikol ile reaksiyona girer.
PPF'nin, polimer omurgasi boyunca doymamis bolgeleri vardir, bu da bir vinil
monomeri kullanilarak ek capraz baglanmaya izin verir. PPF, fumarat ikili bag
lizerinden capraz baglanabilir [218]. PPF diizgiin capraz baglandiginda yiiksek
mekanik ozelliklere sahiptir. PPF, aktif karbon zinciri ¢iftiyle giiclii bir polimer ag1
elde etmek icin termal capraz baglama veya foto capraz baglama ile sertlestirilebilir
ve iyilestirilebilir. Capraz baglama maddesinin se¢imi ayrica PPF'nin mekanik
ozelliklerini de etkileyebilir. PPF, ester baglarinin, her ikisi de toksik olmayan ve in
vivo uyumluluga sahip propilen glikol ve fumarik asite hidrolizi yoluyla
bozunmaktadir [219]. Gida endiistrisinde gida katki maddesinde propilen glikol
kullanilmaktadir. Viicut tarafindan metabolize edilebilir veya atilabilir [220]. Capraz
bagli PPF'nin bozunma hizi, PPF polimerinin molekiiler agirligi, capraz baglama
maddeleri, agin ¢apraz baglama yogunlugu, ¢evresel pH ve PPF bazli kompozitlerde

diger bilesenlerin varlig1 gibi bir¢ok faktore baglhdir.

2.12.9. Poli (etilen glikol) (PEG)

PEG olagandis1 ¢oziniirliik davranisini gosteren essiz bir polimerdir. Cok

hidrofilik olmasinin yani sira inorganik c¢oziiciilerde de ¢oziiniir. Ayni zamanda,
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kolayca tiirevlendirilebilecek hidroksil gruplari vardir, buda onu birgok farkl
reaksiyon tiirleri i¢in ¢ekici bir molekiil haline getirir. PEG, asir1 hidrofiliklik
oldugundan dolay1 hiicrelere yapismaz ve trombojenik degildir. Bu avantajlarindan
dolay1, biyomedikal implantlarda kullanilmak {izere bir dizi farkli polimerle kovalent
olarak baglanmistir [102]. Tibbi uygulamalar i¢cin PEG'li birgok farkli kopolimer
Onerilmistir. Tibbi uygulamalar i¢in polieter/kopolimer bazli malzemeler de
calistlmistir. Gilding vd. [103], di (2-hidroksietil) tereftalat monomer ve PEG'den
antimon trioksit katalizorliigiinde transesterifikasyon yoluyla poli (etilen glikol-etilen
tereftalat) sentezlemistir [104]. PLGA/PEG akrilat kopolimerleri restenozu azaltmak
icin kan/doku bariyeri olarak calistlmistir [106]. 1999 yilinda Suggs vd.
kardiyovaskiiler uygulama i¢in P(PF-c0-EG) kullanmistir. PPF, ¢apraz baglanabilir
parcalanabilir bilesen olarak gorev yaparken, PEG ise esneklik, biyouyumluluk ve
trombojenik olmayan Ozellikler kazandirmistir. Bu materyal, balon anjiyoplasti
sonrasi restenoz ve trombozun 6nlenmesi i¢in kullanilmistir [109].

Yang vd. yaptig1 bir caligmada sicaklik indiiklii sekil hafizali ilagli, biyobozunur
PEG-PCL temelli polimerik stentini sentezlemisler ve karakterize etmislerdir (Sekil
2.9). Sentezlenen polimerin sekil hafiza 6zelligi polimerlere sonradan eklenen capraz
baglanmalarla saglanmistir. Polimerleri polikondenzasyon metoduyla sentezledikten
sonra benzoil peroksitle capraz baglama yaparak spiral stent sekline getirmislerdir.
Degradasyon sonuglarina gore akis kosullarinda 4 ayda %50 bozunabilen polimerler
elde etmislerdir. [n vitro sitotoksisite deneylerine gére de yiiksek biyouyumlulukta
polimerler elde etmislerdir. Polimerik olarak biyouyumlulugu olgiilen stentlere
curcumin ve mitomisin C ilaglari tutturulmus ve antromboz ve hSMC proliferasyon
inhibisyonu deneyleri gergeklestirilmistir. En son in vivo damar kosullarini taklit
etmek amaciyla bir biyoreaktdr sistemi tasarlamiglar ve 60 giiniin sonunda stentin

biitiinligiini korudugu ve ani parcalanma gozlenmedigi gosterilmistir [221].
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Sekil 2. 9. (a) PEG-PCL:6040 sekil hafizali stentin yandan ve kesit alaninin goriiniimii
(b) 1 ve (¢) 2 aylik yikamadan sonra PEG-PCL:6040 stenti [221]

2.12.10. Tirozin tiirevli polikarbonatlar

Tirozin bazli polikarbonatlar, ortopedik uygulamalarda kullanilma potansiyeli
olan bozunabilir polimerler olarak rapor edilmistir. Tirozin bazli psédo-peptid
polimerler ilk olarak 1987 yilinda Kohn ve Langer tarafindan tanitilmistir [110].
Desaminotiyosil-tirozinin farkli alkil esterlerinden tiiretilen tirozin polikarbonatlar
kondenzasyon polimerizasyonu ile hazirlanabilir. Aromatik bdlgesinden dolayi, bu
polimerler iyi miithendislik 6zellikleri sergilerler ve bu nedenle stent gibi biyomedikal
uygulamalar i¢in mekanik olarak yeterli ve biyobozunur bir polimer sinifi olarak
hizmet edebilirler. Tirozin tiirevli polikarbonatlar mukavemet 50—70 MPa, sertlik 1-2
GPa ve cam gegis sicakliklar1 50 °C—-90 °C gibi 6zelliklere sahiptir. Bu 6zellikler, asili
alkil zincir gruplar1 [111] degistirilerek kolayca uyarlanabilir. Bu sekilde iiretilen tiim
bu polimerler sekilsizdir [111], hidrofobiktir ve fizyolojik sicaklikta yavas hidrolitik
bozunma gosterirler. Bu polimerler {i¢ potansiyel olarak hidrolize olabilir bag icerir:
amid, karbonat ve ester. Yapilan calismalar, karbonat grubunun, asili zincir ester
bagindan [112] daha hizl1 bir oranda hidrolize oldugunu ve amid bagmnin in vitro olarak
kararsiz oldugunu gostermistir [113]. Karbonat gruplarinin hidroliz iirlinii iki tanedir;

alkoller ve karbon dioksit.
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Asili R grubunun yapisinin degigmesiyle, farkli mekanik, bozunma oranlar1 ve
ayrica hiicresel tepkime 6zelliklere sahip olan polimerler hazirlanabilir. Bir etil ester
grubu ile polikarbonatin, giiclii bir sekilde osteokondiiktif oldugu ve stent uygulamasi
gibi biyomedikal implantlar igin yeterli mekanik o6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir [114]. PLLA ve tirozin tiirevli karbonatlarin sisme 6zelligi onlarin
arasindaki onemli bir farkliliktir. Tirozin tiirevli polimerler, bozunmanin son
asamalarinda bile %5'ten fazla su emmezler. Tirozin tiirevli polimerler, sekillerini
daha uzun bir siire boyunca siirdiirebilmektedir. PLLA'ya kiyasla tirozin tiirevli
karbonatin bozunma iirlinlerinin diisiik asitligi bir bagka 6nemli fayda saglar. Poli
(desaminotiyosil-tirosin etil ester) [115] (nihai gerilme mukavemeti:230 MPa ve
Young modiilii: 3.1 GPa) ile PLLA'dan daha iyi mekanik 6zelliklere sahip olan ytiksek
mukavemetli lifler olusturabilir. Ozel tirozin karbonat karisim sistemleri, her biri
aragtirma ve gelistirme asamasindadir ve doku miihendisligi uygulamalarinin nihai
adaylar1 olarak kullanilmak tizere farkli hiicresel yanitlara sahiptir [116]. REVA
Medical, REVA stentinde kullanilmak iizere gelistirilmis bir tirozin tiirevli poli
karbonat stirlimii gelistirmistir [35]. REVA Medical siirgii ve kilitleme (slide-and-
lock) teknolojisi, stent yapisinin dnemli dl¢lide deformasyonu olmaksizin kullanima
izin veren olduk¢a yeni bir stent tasarimdir. REVA’nin stent tasarimi, stent
ticarilestirmeye agik bir yol sunan, oldukg¢a belirgin bir fikri miilkiyet iirtiniidiir [38].
In vivo ¢aligmalar, siirgii ve kilit tasarrmi olan stentlerin poli (DTE karbonat)
yapilabildigini ve standart balon operasyonu kullanarak femoral ve koroner domuz
arterlerine basarili bir sekilde implante edilebildigini gostermistir. Poli (DTE
karbonat) stentlerin 28 giin boyunca domuz arterlerinde kalmasi, doku/materyal ara
yiizeyinde normal bir iyilesme tepkisi gdstermistir ve akut ve/veya kronik inflamasyon
olmadig1 rapor edilmistir. Ayrica, poli (DTE karbonat) i¢eren anti-restenoz ilag salim
caligmalar1, bu polimerin vaskiiler uygulamalar i¢in 6nemli bir potansiyeli oldugunu
gostermistir. REVA stenti ilk olarak RESORB ¢alismasinda degerlendirilmistir. 27
hastanin katildig bir ilk ¢calismada, REVA stentinin implanttaki lezyonlar1 bagarilt bir
sekilde diizelttigi ve damar daralmasinda azalma saglanmistir. [117]. Ancak, 6 ve 12
aylik izlemde, tirozin tiirevli polimerin klinik yiiklemeye direng gosterememesi
nedeniyle beklenen hedef-lezyon revaskiilarizasyon oranindan (6 ay: %60; 12 ay:
%67) daha yiiksek oldugu bildirilmis ve 6 ayda neointimal hiperplazi goriilmiistiir.
Revaskiilarizasyon prosediirleri sirasinda implante edilen ylizeylerin operasyon

sonrasinda hizli bir sekilde neointimal hiicreler ile kaplanmasi 6nemlidir. Hizh
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cogalma Ozelligi gosteren bu hiicrelerin dikey planda prolifere olmalart “neointimal
hiperplazi” olarak adlandirilir ve uzun donemde stenoza neden olmasi nedeniyle
istenmeyen bir reaksiyondur. RESORB ¢alismasinin sonuglarindan sonra RVEA
stenti, ReZolve stentinin (REVA Medical Inc.) gelismesine yol agan yeni bir stent
tasarlamistir [118].

2.12.11. Kitosan

Bir kitin tiirevi olan CHI, rastgele konumlandirilmis D-glukozamin ve N-
asetilglukozamin birimlerinden olusan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir
polisakkarittir. CHI’nin islenebilirligi ve ¢ok yonliligi nedeniyle, genis bir
biyomedikal uygulama yelpazesinde kullanilmistir. CHI su emici, oksijeni gegirgen ve
hemostatik oldugu i¢in, son 20 yil igerisinde yogun bir sekilde yara Ortiisli materyali
olarak calisilmigtir. Ayrica, CHI yara iyilesmesinin hizlanmasma yol acan
biyobozunur bircok polimerden ¢ok daha biyoaktiftir. CHI’'min kendine ozgii
antibakteriyel 6zelligi ve bozunma firiinii olan N-asetilglukozamin (dermal dokunun
ana bileseni) yaranin hizli bir sekilde iyilesmesine yardimer olur. CHI’nin mekanik
olarak zayif oldugu i¢in, genellikle daha giiclii film, membran, siinger, parcacik, lif ve
jel formunda biyomalzemeler olusturmak i¢in PLA, PLGA, PEG, kollajen ve aljinat
gibi diger pargalanabilir polimerler ile ¢apraz baglanir veya birlestirilir [222].

Ornegin, Chen vd. CHI molekiiline GLY ve PEG katkilayarak biyobozunur
sekil hafizali stent tasarimi yapmislardir. Molekiillere epoksi bilesenlerle capraz
baglama yaparak sekil hafiza 6zelligi saglamiglar ve farkli pH’larin ¢apraz baglama
izerine etkilerini incelemislerdir (Sekil 2. 10). Sentezlenen polimerin sekil hafiza
ozelligi hidratasyonla saglandig1 i¢in esneme oranlar1 6rneklerin PBS ile 1slatiimasi
sonucu ¢apin artmastyla Sl¢lilmiistiir. Lizozim indiiklii degradasyon testinde ornekler
10 hafta sonunda alinmisg, ninhidrin yontemiyle bozunma orani hesaplanmis ve
malzemelerin SEM goriintiileri cekilmistir. Hayvan calismalarini ise tavsanlarin
abdominal aorta bdlgesine stentleri implante ederek gerceklestirmislerdir. Hazirlanan
bu stentlerin metallare alternatif olarak ilag salan stentler olarak kullanilabilecegi rapor
edilmistir [223].
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Sekil 2. 10. CHI-GLY-PEG biyobozunur stentlerinin farkli pH’larda sekil hafiza

karakteri ve sisme goriintiisii [223]

2.13. Ticari Biyobozunur Polimerik Stentler

Biyobozunur stent teknolojisi hem akademi hem de endiistride 6nemli bir hale
gelmistir. Son yillarda kalic1 stentlerin tromboz ve alerjik reaksiyon gibi bazi
olumsuzluklari meydana getirmesinden dolayr biyobozunur stentlere olan ilgi
artmistir. Kalic1 stentler genellikle metal ve polimerik temellidir. Organizmada
zamanla bozunmazlar, dolayisiyla tedavi siireci bittikten sonra bile kalirlar. Bu durum
tromboz riskini ¢ok yiikseltmektedir. Dolayisiyla kalict stentlerde ¢ok uzun siire ek
olarak antirombosit tedavilerinin yapilmalar1 gerekmektedir. Ayrica 7 ila 10 y1l iginde
stentin etrafinda inflamasyon ve damar dokusunda biyouyumsuzluk olusturabilme
riskleri mevcuttur. Biyobozunur stentler zamanla dokudan uzaklastiklar1 i¢in restenoz
olusturma riski oldukga diisiiktiir. Ayrica bazi hastalarla yapilan arastirmaya gore de
kalic1 implantin siirekli olarak organizmada bulunmasinin psikolojik olarak hastalari
etkiledigi belirtilmistir. Kalic1 stentlerin bdyle olumsuzluklarinin 6niine gegebilmek
icin alternatif olarak biyoemilebilir stentler gelistirilmektedir. Biyobozunur stentlerin

gelistirilmesinin arkasindaki fikir kisa siireli tedavilerde damar dokusuna iskele gérevi
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yapmast ve hatta tromboz ve restenoz riskini ortadan kaldirmak ig¢in ilag
salabilmesidir. Boyle stentlerde zamanla stent bozunur ve yeni bir cerrahi miidahaleye
gerek duyulmadan yerini damarin dogal yapisina birakir, dolayisiyla stent ortadan
kalkinca tromboz riski de kalkar ve uzun stireli ek bir antitrombosit tedavisine gerek
kalmaz. ilagli biyobozunur stentler antiproliferatif ajanlar1 da salabildiginden restenoz
riskini de elimine eder ve boylece kalict stentlerin dezavantajlarini da ortadan kaldirir.
Su an, ticari olarak kullanilan biyobozunur polimerik stentler Sekil 2.11.’de sematik

olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.11. Klinik veya preklinik kullanimda olan ticari biyobozunur stentlerin
tasarimi [224]

2.13.1. lgaki-Tamai stent

Igaki-Tamai stenti (Kyoto Medical Planning Co., Ltd., Kyoto, Japonya),
insanlarda kullanilan PLLA bazli, ilagsiz, ve termal olarak kendi kendini
genisletebilen ilk biyobozunur stenttir [181]. /n vivo olarak tamamen bozunmasi 18-
24 ay siirmektedir. Bu stentin etkinligini inceleyen bir pilot ¢alismada (15 hasta, 19
lezyon, 25 stent), 30 giinliik siire icinde dnemli olumsuz kardiak olaylar veya stent

trombozu olmadigint ve 6 aylik takipte sadece bir tane tekrar PCI oldugu
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gdzlemlenmistir. Ozellikle, intravaskiiler ultrasonda belirgin bir neo-intimal hiperplazi
goriilmemistir. Intravaskiiler ultrason ayrica 1. giinde anlamli bir stent geri tepkisi
olmadigini, ancak implantasyondan 3 ay sonra stent genislemesine ait kanit oldugunu

gostermistir.

2.13.2. Poli karbonat stent: REVA

REVA iyodine edilmis desaminotirozintosininden olusan bir poli (iyodine
edilmis desamino tirottirosin etil ester) karbonat stentidir. Bozunduktan sonra, Krebs
dongiisiinlin son iriinleri olan su, karbon dioksit, etanol ve iyodine edilmis
aminotirozintosin olusur ve viicuttan boylelikle atilir. REVA stenti anti-proliferatif
ilag kaplamaya sahip degildir ve biyobozunurluk siiresi yaklasik 36 aydir. Siirgii ve
kilitleme tasarimi, stentin acilmasi sirasinda polimerin deformasyonunu ve
zayiflamasini Onlemistir. REVA iskelesinin radyal direncinin biiyiikk oldugu
bildirilmistir [224]. De novo lezyonlar1 olan 27 hastanin kaydedildigi RESORB
calismasinda, REVA stentinin implantasyonu sonrasinda limen ¢ap1 ve damar
biiziilmesinde tatmin edici sonuglar elde edilmistir. Implantasyon 6ncesi cap darlig
%70 iken implantasyon sonrasinda %5.9 olarak kaydedilmistir. Implantasyon &ncesi
ve implantasyon sonrasi liimen gapi sirasiyla 0.88 = 0.39 mm ve 2.76 + 0.36 mm olarak
kaydedilmistir. Bu sonuglara ragmen, 6 aylik takipte ge¢ liimen kaybi 1.81 mm ve
hedef lezyon revaskiilarizasyonu %66.7 idi. Bu durum, neo-intimal hiperplazi
yanitinin metal stentlere gore benzerdir [224]. Bu bulgulardan sonra, ikinci nesil
ReZolve stenti sert radyoopak bir polimerle spiral siirgii ve kilit mekanizmasina gore
yeniden tasarlandi ve ayrica antiproliferatif bir ila¢ olan sirolimus ile kaplandi.
RESTORE ¢alismasinda, 12 aylik takipte 50 hasta ile akut geri tepme %3.8 + 6.7, gec
limen kaybi ise 0.29 + 0.33 mm olarak belirtilmistir. 6 ayda 12 hastada 2 tane 6nemli

olumsuz kardiyak olaylar gézlemlenmistir [224].

2.13.3. Poli salisilik asit stent: IDEAL BRS

IDEAL BRS, salisilik asit ve sebasik asitin polimeri ile karistirilmis bir polilaktit
anhidritinden olusan bir omurgaya sahiptir. Bu stent, antiproliferatif bir ilag olan
sirolimusun salinmasini kontrol eden salisilat ile kaplanmistir (8.3 p/mm). Boylece
stent hem antiinflamatuar hem de antiproliferatif 6zelliklere sahip olmustur [225].

IDEAL BRS oncelikle 2009'da (11 hasta) insanlarda test edilmistir. Bu ilk deneyde,
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sirolimusun doz salim kinetigi ile ilgili problemlerle iliskili olan ihmal edilebilir
neointimal bastirma ve liimen bolgesinde belirgin bir azalma olmustur. Yeni nesil
IDEAL BioStenti, sirolimusun doz salim kinetiginin optimize edilmesinin yani sira,
sirolimusunun salimina yardimci olmak i¢in daha diisiik bir profille tasarlanmistir.

IDEAL BioStent cihazinin preklinik ¢aligmalart devam etmektedir [224].

2.14. Tez Calismasinin Amaci

PEG-ASNaz’in su anki kullanim sekli ALL hastaliginin kapsamli tedavisinde
yetersiz kalmaktadir. Buna ilaveten L-ASNaz iiretiminde iilkemiz disa bagimli olup
bu enzimin pahali olmasi nedeniyle hem hastalar hem de tilkemiz agisindan ALL
tedavisi biiylik bir maliyet dogurmaktadir. Tiim bu dezavantajlarin 6niine gegebilmek
i¢in yeni bir formiilasyona ihtiya¢ oldugu asikardir. Bu noktada tez ¢alismamiz ALL
hastaliginin tedavisi icin L-ASNaz iceren biyobozunur sekil hafizali stent
formiilasyonunun olusturulmasini hedeflemistir. Halihazirda damar tikanikliginin
giderilmesinde kullanilan biyobozunur polimerik stentlerin, ilk defa bizim
tarafimizdan L-ASNAz enzim tasiyicisi olarak kullanilacak olmasi tezimizin
Ozglinliigiindeki temel noktadir.

Tez kapsaminda oncelikle L-ASNaz enzimini tasiyabilecek, biyouyumlu ve
biyobozunur ko-polimerik stent tasarimlar1 CHI/GLY/PEG, CHI/GLY/PPG ve
CHI/GLY/PVA igerek sekilde farkli kombinasyonlarda hazirlanacaktir. Capraz
baglayict ajan olarak ve biyouyumlulugu arttirmak i¢in sodyum tripolifosfat (TPP)
kullanilarak sekil hafiza 6zelligine sahip stent formu kazandirilacaktir. Yapisal ve
termal olarak karakterize edilen formiilasyonlarin hidrofilik/hidrofobik karakterini
belirlemek igin ise s1vi temas agis1, sisme testi, su tutma kapasitesi, gaz gegirgenligi ve
in vitro biyobozunurluk ol¢timleri gergeklestirilecektir. Formiilasyonlara L-ASNaz
immobilizasyonu hazirlanma sirasinda in situ olarak gergeklestirilecek ve en uygun
immobilizasyon sartlar1 belirlenecektir. Bu asamadan sonra segilen 3 formiilasyona
mekanik testler ve in vitro biyouyumluluk agisindan karakterizasyon islemleri
yapilacaktir. Son olarak segilen bu 3 formiilasyon i¢in damar akis kosullarini taklit
ettigimiz biyoreaktdr sisteminde zamana kars1 kararliliklar1 ve kullanilabilirlikleri test

edilecektir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir saflastirma islemi
uygulanmaksizin kullanilmigtir. Kullanilan bu kimyasallarin {iretici firmasi ve bazi
Ozellikleri Tablo 3.1°de verilmistir. Ayrica, ¢alisma kapsaminda hazirlanan tiim sulu

cozeltiler Tip I denilen ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir.

Tablo 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar

Malzeme Ozellikler Uretici Firma
Asetik asit Glasiyal, >%99.85 Sigma-Aldrich, USA
Civa (II) iyodiir >9%99.0 Sigma, USA
di-potasyum hidrojenfosfat >%99.0 Merck, USA

Gliserol (GLY)

>%99.5, d=1,26 g/cm?

Sigma-Aldrich, USA

Ethanol >%97.0 Sigma-Aldrich, USA

Kitosan (CHI) Orta molekill agirlikli ve Aldrich, USA
%75-85 deasetillenmis

L-Asn >%98 Sigma, USA

L-ASNaz >%96, E. coli ASI.357°den ProSpec
izole edilmis

Poli(etilen glikol) (PEG) Mw=10.000 g/mol Merck, USA

Poli(propilen glikol) (PPG) Mw= ~4.000 g/mol Aldrich, USA

Poli(vinil alkol) (PVA) Mw=9.000-10.000 g/mol, Aldrich, USA
%80 hidrolize edilmis

Potasyum dihidrojenfosfat >%99.0 Merck, USA

Potasyum iyodiir >%99.5 Merck, USA

Sodyum hidroksit >%97.0 Merck, USA

Sodyum kloriir >%99.0 Merck, USA

Sodyum tripolifosfat (TPP) >%99.0 Merck, USA
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Sodyum sitrat
Trikloroasetik asit (TCA)
Tris-HCI

BSA

Fibrinojen

DMEM

MTT

DMSO

SDS

o- fitalaldehit

>99.5%
>%99.0
>%99.0
>%99.0

>%99.0

%98

%2>99.9

%2>99.0

%98

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

PAN-Biotech

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

ACROS Organics

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Tez kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihaz

Bulundugu Kurum/Kurulus

FTIR/ATR Spektrofotometre (Perkin

Elmer)

Termogravimetrik

Shimadzu, Model TGA-50)

Diferansiyel Termal

Shimadzu, Model DTA-50)

Diferansiyel = Taramali

Analiz

Analiz

(TGA,

(DTA,

Kalorimetre

(DSC, Shimadzu, Model DSC-60)
ELISA Plate Okuyucu (BioTek)

Stvi Temas Agisi Olgiim Cihaz1 (SEO

Phoenix 300)
Su Banyosu (WiseBath)

Inénii  Universitesi
Fakiiltesi Kimya Boliimii
Inénii  Universitesi
Fakiiltesi Kimya Bolimii
Inonii  Universitesi
Fakiiltesi Kimya Boliimii
Inénii  Universitesi

Fakiiltesi Kimya Bolimii

Inonii  Universitesi
Fakiiltesi Kimya Bolimii
Inénii  Universitesi

Fakiiltesi Kimya Bolimii
Inonii  Universitesi

Fakiiltesi Kimya Bolimi

Fen-Edebiyat

Fen-Edebiyat

Fen-Edebiyat

Fen-Edebiyat

Fen-Edebiyat

Fen-Edebiyat

Fen-Edebiyat
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Sogutmali Santrifiij Cihazi (Niive, NF
800 R)
Orbital Karistirict (Daihan, SHO-1 d)

Vorteks (Daihan, VM-10)

Vakum Etiivii (Niive, EV 018)

Peristaltik Pompa (ShenChen, LabNG6)

Manyetik Karigtiricili Isitict (Daihan,
HP-LP1)
Elektronik terazi (Shimadzu ATX224)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM,
LEO, EVO 40 XVP)

Enerji Dagilim1 X- Isin1 Spektroskopisi
(EDX)

X-1g1n1 kirmim (XRD, Rigaku, Rad B-
Dmax II)

Millipore Ultrasaf Su Cihazi

CO: Etiiv (Esco)

Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Bolimii

Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii

Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Bolimii

Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii

Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii
Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii
Inénii ~ Universitesi ~ Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii
Bilimsel  ve

Inonii  Universitesi
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3.3. CHI/GLY/PEG Hidrojellerinin Hazirlanmasi

CHI/GLY/PEG hidrojellerini hazirlamak i¢in Chen vd. tarafindan yayimnlanan bir

makalede kullanilan prosediirden yararlanilmistir [223]. Oncelikle, %2’lik (w/v) CHI

¢ozeltisi i¢in, 0.3 g CHI tartilmis ve %1 lik (v/v) asetik asit iceren deiyonize sulu

cozeltide ¢oziilerek hazirlanmistir. CHI ¢ozeltisi, 60 dakika boyunca oda sicakliginda

1500 rpm'de karistirilmistir. Sonra, jole kivamindaki CHI ¢6zeltisinden, fazla asetik

asidi (son pH: 6.0-7.0) uzaklastirmak i¢in birka¢ kez su degisimi ile 12 saat deiyonize

suya kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz sonras1 elde edilen berrak CHI ¢6zeltisine elde
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edilecek filmlerin esnekliklerini saglayabilmek icin, plastiklestirici olarak sabit oranda
GLY (% w/v) eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca 1500 rpm'de
karistirtlmistir. Daha sonra nihai formiilasyonu hazirlamak i¢in sirasiyla 0.2, 0.6, 1.0,
2.0 ve 4.0 (%w/v) oranlarinda PEG 10.000 CHI ¢ozeltilerine eklenmis (Tablo 3.3) ve
oda sicakliginda 24 saat boyunca 1500 rpm'de karistirilmistir. Elde edilen karigimlar
daha sonra teflon plakalar {izerine dokiilmiis ve oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kuruyan filmler plakalardan dikkatlice kaldirilmis ve ileriki analizler

i¢cin saklanmuistir.

Tablo 3.3. CHI/GLY/PEG hidrojellerinin hazirlanmasinda kullanilan monomerlerin
orani ve O6rnek kodlari

Numune Kodu CHI GLY PEG
(Yowl/v) (%viv) (Yowl/v)

CHI 2.0 - -

CHI/GLY 2.0 0.5 -

CHI/GLY/PEG-1 2.0 0.5 0.2
CHI/GLY/PEG-2 2.0 0.5 0.6
CHI/GLY/PEG-3 2.0 0.5 1.0
CHI/GLY/PEG-4 2.0 0.5 2.0
CHI/GLY/PEG-5 2.0 0.5 4.0

3.4. CHI/GLY/PPG Hidrojellerinin Hazirlanmasi
CHI/GLY/PPG hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in 3.3 baslhiginda detaylar1 verilen
yontem kullanilmigtir (Tablo 3.4).

59



Tablo 3.4. CHI/GLY/PPG hidrojellerinin hazirlanmasinda kullanilan monomerlerin
orani ve 0rnek kodlari

Numune Kodu CHI GLY PPG
(Yowl/v) (%oviv) (Yowl/v)

CHI 2.0 - -
CHI/GLY 2.0 0.5 -
CHI/GLY/PPG-1 2.0 0.5 0.2
CHI/GLY/PPG-2 2.0 0.5 0.6
CHI/GLY/PPG-3 2.0 0.5 1.0
CHI/GLY/PPG-4 2.0 0.5 2.0
CHI/GLY/PPG-5 2.0 0.5 4.0

3.5. CHI/GLY/PVA Hidrojellerinin Hazirlanmasi

CHI/GLY/PVA hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in 3.3 basliginda detaylar1 verilen
yontem kullanilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. CHI/GLY/PVA hidrojellerinin hazirlanmasinda kullanilan monomerlerin
orani ve 6rnek kodlari

Numune Kodu CHI GLY PVA
(Yowl/v) (%viv) (Yowl/v)

CHI 2.0 - -
CHI/GLY 2.0 0.5 -
CHI/GLY/PVA-1 2.0 0.5 0.2
CHI/GLY/PVA-2 2.0 0.5 0.6
CHI/GLY/PVA-3 2.0 0.5 1.0
CHI/GLY/PVA-4 2.0 0.5 2.0
CHI/GLY/PVA-5 2.0 0.5 4.0
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3.6. Sekil Hafizal Stentlerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda hazirlanan CHI temelli hidrojellere sekil hafiza karakterini
kazandirmak i¢in ¢apraz baglayici olarak TPP kullanilmistir. Hazirlanan filmler 1 cm
genisliginde ve 10 cm uzunlugunda kesilerek ¢elik bir ¢ubuga spiral seklinde
sarilmistir. Cubuklar konsantrasyonu belli TPP ¢ozeltisine daldirilmis ve belli bir siire
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu stent goriiniimlii malzemeler ¢ubuktan dikkatli
bir sekilde alinmis ve kurumaya birakilmistir. Kuruma sonucu sekil hafiza 6zelligi
kazandirilmis olan CHI temelli stentler karakterizasyon i¢in oda kosullarinda

depolanmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. CHI temelli sekil hafizali biyobozunur stent formiilasyonlarinin hazirlanma

asamalari

3.7. Hazirlanan Sekil Hafizah Stentlerin Karakterizasyonu

3.7.1. FTIR analizi

Hazirlanan tiim Orneklerin yapisal olarak karakterizasyonunu saglamak igin
Perkin Elmer marka FTIR/ATR kullanilmistir. 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda
FTIR spektrumlar1 alinmstir.
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3.7.2. Termal analiz

Hazirlanan tiim 6rneklerin termal 6zelliklerini incelemek i¢in Termogravimetrik
Analiz (TGA, Shimadzu marka TGA-50), Diferansiyel Termal Analiz (DTA,
Shimadzu marka DTA-50) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC, Shimadzu
marka DSC-60) cihazlar1 kullanilmistir. Orneklerin (~10 mg) TGA ve DTA analizleri,
10 °C dk™ 1s1tma hizryla 25 ile 700 °C araliginda, DSC analizleri ise 10 °C dk 1sitma
hiziyla 25 ile 500 °C arali§inda hava ortaminda gergeklestirilmistir.

3.7.3. Sivi temas acisi olciimleri

Sekil hafizali stentlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin (PEG, PPG ve
PVA) stentlerin hidrofobiklik-hidrofiliklik 6zelligini nasil degistirdigini belirlemek
amaciyla hazirlanan filmlerin sivi temas agilar1 gonyometreyle belirlenmistir. Filmler
tizerine deiyonize distile su damlaciklart koyulduktan hemen sonra oda sicakliginda
s1v1 temas ag1 Olglimleri gergeklestirilmistir. 3 paralel 6rnek kullanilmig ve en az 6

Olciim elde edilmistir. Her 6rnek i¢in ortalama sivi temas ag1 degerleri hesaplanmastir.

3.7.4. Dinamik sisme ve su tutma kapasitesi testleri

Hazirlanan 6rneklerin dinamik sisme ve su tutma kapasitesi deneyleri, 37 °C
sabit sicakliktaki etiiv igerisinde, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH=7.4) kullanilarak,
3 mm ¢apinda ve 10 mm uzunlugundaki 3 paralel 6rnek ile yiiriitilmiistiir. Hidrojeller,
kuru agirliklart kaydedildikten sonra 5 ml PBS igeren beherler igerisine daldirilarak
sisme deneyleri baslatilmistir. Belirli zaman araliklarinda ortamdan alinan hidrojeller,
yiizeyleri hafif bir sekilde kagit havlu ile kurulanarak tartilmis ve tekrar sisme ortamina
konulmustur. Bu isleme hidrojellerin maksimum veya denge sisme oranina ulagincaya
kadar devam edilmistir. Hidrojellerin sisme degerleri Esitlik 3.1, su tutma kapasitesi

ise Esitlik 3.2 yardimiyla hesaplanmistir.

. 3 I(Ws - Wd)l
Sisme orami (%) = W x100 (3.1)
d

W, —W,
Su tutma kapasitesi (%) = l(sw—d)l x100 (3.2)
S

Ws: Sismis Ornegin agirligi

W;: Kuru 6rnegin agirhigi
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3.7.5. Oksijen gecirgenligi

Viicutta kullanilmak {izere tasarlanan biyomalzemelerin yiliksek O2
gecirgenligine sahip olmasi istenir. Bundan dolayr hazirlanan hidrojellerin Oz
gecirgenligi Morgan ve Efron [226] tarafindan rapor edilen esitlige (Esitlik 3.3) gore
hesaplanmistir. Oz hidrojelden ziyade suyla kolaylikla diflize olabilir. Bundan dolay1
su tutma kapasitesi ve O gegirgenligi dogru orantilidir. Oz gegirgenligi Dk degeri ile
belirtilir.

Dk = 1.67xe %0397WC (3 3)

‘D’ ornegin diflizivitesi, ‘k’ ornekteki O2 ¢oziiniirligiidir. WC ise % su tutma

kapasitesi degeridir.

3.7.6. In vitro biyobozunurluk testi

Hazirlanan hidrojellerin in vitro hidrolitik bozunma deneyleri sabit sicaklikta (37
°C) ve fosfat tamponu (pH=7.4) icerisinde yiiriitilmiistiir. Hazirlanan stentlerin kuru
agirliklar (Ao) tartildiktan sonra 5 mL’lik taze fosfat tampon ortamina yerlestirilerek,
37 °C’deki etiive konulmustur. 1., 2., 3., ve 4. haftalarda 6rnekler alinmis filtrasyon
yardimiyla tampon uzaklastirilmis ve Ornekler oda sicakliginda kurutulmustur.
Tamamen kuruyan 6rnekler tekrar tartilmis (A1) ve degerler kaydedilmistir. Boylece
hazirlanan stentlerin bir ay siiresince kiitle kayiplar1 saptanmistir. Kiitle kayiplar

Esitlik 3.4 kullanilarak belirlenmistir.

KK (%) = l%il x100(3.4)
0

KK: Kiitle kayb1
Ao: Ornegin ilk agirhg

A1 Ornegin son agirhig

3.8. L-ASNaz iceren Sekil Hafizah Stent Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

L-ASNaz igeren sekil hafizali stent formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin
CHI/GLY/PEG, CHI/GLY/PPG ve CHI/GLY/PVA hidrojelleri hazirlanmistir.
Hazirlanan bu hidrojellere L-ASNaz enzimi eklenmis ve daha 6nce belirlenen
optimum kosullar kullanilarak (hidrojel orani, immobilizasyon siiresi, ¢apraz baglayici

oran1 ve gapraz baglama siiresi) 4 °C’de 200 rpm’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
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sonra, elde edilen karisim daha sonra teflon plakalar iizerine dokilmiis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. L-ASNaz igeren filmler plakalardan dikkatlice
kaldirilmis ve sekil hafiza karakteri kazandirilarak L-ASNaz i¢eren sekil hafizali stent
formiilasyonlari hazirlanmistir. Bu formiilasyonlar ileriki analizler igin 4 °C’de

saklanmustir.

3.9. L-ASNaz-Stent Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

3.9.1. FTIR analizi

Hazirlanan L-ASNaz-stent formiilasyonlarinin yapisal olarak
karakterizasyonunu saglamak ve enzimin varligimi kanitlamak i¢in Perkin Elmer
marka FTIR/ATR kullanilmistir. 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda FTIR

spektrumlart alinmistir.

3.9.2. XRD analizi
Numunelerin kristal fazlari, XRD cihazi (Rigaku RadBDmax X 1s1m1
difraktometresi) ile 280 ° arasi, saniyede 0.02 ° boyutunda Cu Ko radyasyonu

kullanilarak analiz edilmistir.

3.9.3. SEM ve EDX analizi

Bu ¢aligmada hazirlanan filmlerin yiizey morfolojisi hakkinda bilgi edinebilmek
amacityla SEM goriintiileri ¢ekilmistir. SEM gériintiilerinin ¢ekiminde Indnii
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi (IBTAM)’da bulunan LEO,
EVO 40 XVP cihaz1 kullanilmisgtir. EDX analizi ise SEM cihazina entegre edilen
Ronteck Xflash dedektor analiz cihazi ile yapilmustir.

3.9.4. Protein adsorbsiyonu, porozite ve su buhari iletim hizi

Hazirlanan formiilasyonlarin protein adsorpsiyon testi icin BSA ve fibrinojen
kullanilmistir. Oncelikle hazirlanan formiilasyonlar ¢ap1 2 cm olacak sekilde disk
olarak kesilmistir. Disk seklindeki Ornekler 24 saat boyunca PBS (pH:7.4)
tamponunda bekletilmistir. Daha sonra maksimum sisme derecesine ulasan diskler 1
mg/ml BSA ve 0.05 mg/ml fibrinojen iceren protein ¢ozeltileri ile 48 saat inkiibe
edilmistir. Diskler protein ¢ozeltilerinden c¢ikarilarak PBS tamponu ile iki kez
yikanmis ve %]1’lik SDS ¢ozeltisinde (2 ml) 3 saat karistirmasiyla ile adsorbe olan

proteinlerin ¢ozeltiye gecisi saglanmistir. Cozeltiye alman protein miktart 0-
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ftalaldehid tiirevlendirmesi kullanilarak oOlglilmiistiir. Adsorbe edilen protein
miktarlar1 pg protein/ cm? olarak verilmistir.

Porozite, bir numunedeki bosluk orani olarak tanimlanir ve biyomalzemeden
bagimsiz olan morfolojik bir Ozelliktir. Porozite Olgiimleri, etanol ile sivi yer
degistirme yontemiyle yapilmistir. Etanol, gozenek boyutunda bir degisiklige neden
olmadigindan, yer degistirme ortami olarak kullanilmistir. 3 cm? alanindaki 6rnekler,
belirlenmis bir etanol (V1) hacmini igeren bir kabin igine daldirilmistir. Ornekler
konduktan sonraki etanoliin hacmi V olarak kaydedilmistir. 4 °C’de 24 saat
beklendikten sonra, 6rnekler ¢ikarilip kalan etanoliin hacmi V3 olarak kaydedilmistir.

Orneklerin porozitesi (g), asagidaki formiille hesaplanmustir (Esitlik 3.5).

Porozite (%) = l%} x100(3.5)
2~ V3

Hazirlanan hidrojellerin su buhar1 gegirgenligini o6lgmek icin Ma ve
arkadaslarinin uyguladigi yontem kullanilmistir [227]. Membran 6rnekler (cap: 2.5
cm) 5 mL deiyonize su iceren cam siselerin agzina yerlestirilmistir. Suyun test
membranindan 37 °C'de buharlasmasi sistemin su kaybinin dlclilmesiyle izlenmistir.

Numunelerin su buhari gecirgenligi, su buhart iletim hiz1 (WVTR):

W, — Wo)

WVTR =
5

] (3.6)

W, baslangigtaki sistemin agirligi, Wt, t zamaninda sistemin agirlig, t, 6l¢iim
zamani ve A, cam sisenin agikhginm alanmdir. WVTR’ nin birimi gm2s! olarak

verilmistir.

3.9.5. Mekanik ozellikler

Kuru filmlerin ¢ekme dayanimi (TS) ve kopma (Eb) uzamasi MTS Universal
Tester (MTS Exceed Series 42) kullanilarak ol¢iilmiistiir. Ornekler, 50 mm
uzunlugunda ve 7 mm genisliginde dikdortgen sekillerde kesilmigtir. Gosterge
uzunlugu 50 mm'ye sabitlenmis ve hareketli kelepgenin hiz1 0.1 mm s olarak

ayarlanmistir. Ug paralel numune test edilmis ve ortalama degerler rapor edilmistir.
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3.9.6. In vitro sitotoksisite

Hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisite testi Mus musculus cinsi fare
fibroblast hiicreleri (L-929) kullanilarak indirekt sitotoksisite yontemine (ISO 10993-
5) gore yapilmustir. Baslangigta, tiim 6rnekler 0.1 g olacak sekilde tartilmistir. Daha
sonra, Ornekler bir saat UV 15181 altinda sterilize edilmistir. Sterilazyon islemi bittikten
sonra Ornekler %5 CO2 atmosferinde 37 °C'de Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) ile 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, her bir numune
soliisyonundan 100 pL alinmis ve 96 well-plakasinin oyuklarina ekilmis L-929
hiicrelerine uygulanmigtir. Daha sonra her bir oyuga 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5
difenil tetrazolyum bromiir (MTT) ¢ozeltisi (PBS igerisinde 5 mg/ml) ilave edilmis ve
4 saat karanlkta 37 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuga
100 pL dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmis ve olusan renk doniisiimii bir mikroplate
okuyucu kullanilarak 570 nm'de Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglar % hiicre canliligi

olarak verilmistir. Ayrica, JuliFL hiicre analizorti ile hiicre morfolojileri belirlenmistir.

3.10. L-ASNaz Aktivitesi

Calisma kapsaminda, L-ASNaz enziminin aktivitesi Nesslerizasyon metodu
kullanilarak belirlenmistir [228]. Bu yontem, L-Asn’nin L-ASNaz tarafindan hidrolizi
sonucu olusan amonyagin kolorimetrik olarak dlgiilmesi prensibine dayanmaktadir.
Olgiim metodu kisaca sdyledir: Serbest ve immobilize enzimler bir tiipe yerlestirilmis
ve Tris-HCI (0.05 M) tamponuyla taze hazirlanmis substrat (0.01 M, 1 mL) ¢6zeltisi
eklenmistir. Reaksiyon ¢6zeltisi optimum sicaklikta 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra, enzimatik reaksiyon TCA ¢dzeltisi (1.5 M, 0.1 mL) eklenerek sonlandirilmastir.
Sonrasinda ¢ozeltiden 0.1 mL alinip 96'lik well plate'e eklenmis ve Nessler reaktifi
(K2Hgls, 0.1 mL) ile reaksiyona sokulmus ve sari-turuncu bir renk olustugu
gozlemlenmistir. Elde edilen rengin absorbansi, oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyondan sonra micro-plate reader cihazi ile 480 nm'de spektrofotometrik olarak
Olciilmiistlir. Bir birim enzim aktivitesi (IU), optimum kosullar altinda dakikada 1
umol amonyak ag¢iga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmigtir. Tiim deneyler ii¢
paralel ornek kullanilarak gerceklestirilmis ve elde edilen veriler ortalama+SD
(standart sapma) olarak grafik halinde sunulmustur. Sonuglar en yiiksek aktiviteyi

%100 kabul ederek hesaplanmis ve bagil aktivite olarak verilmistir.
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3.11. immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Enzim immobilizasyonu ¢alismalarinda immobilizasyon sonrasi enzimin
optimum pH, optimum sicaklik, pH kararliligi, termal kararlilifi, tekrar
kullanilabilirligi ve depolama kararliligi arastirilmaktadir. Calisma kapsaminda, bu
faktorlerin her birinin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelenerek sonuglar serbest

enzim ile kiyaslamali olarak verilmistir.

3.11.1. Optimum pH

Serbest enzim ve L-ASNaz-stent formiilasyonlarinin optimum pH degerini
belirlemek i¢in enzim aktiviteleri farkli pH’ya sahip tamponlar ile hazirlanan substrat
cozeltileri kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Tampon olarak, 0.05 M sitrat (pH 4.0, 5.0 ve 6.0),
0.05 M fosfat (7.0, 7.5 ve 8.0) ve 0.05 M Tris-HCI (pH 8.5, 9.0 ve 10.0) kullanilmistur.
Enzim aktivitesinin en fazla oldugu pH degeri optimum pH degeri olarak

kaydedilmistir.

3.11.2. Optimum sicaklik

Serbest enzim ve L-ASNaz-stent formiilasyonlarinin optimum sicaklik
degerlerini belirlemek icin her iki 6rnegin aktivitesi de 5 °C araliklarla 25 °C ile 80 °C
arasindaki sicakliklarda incelenmistir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu sicaklik

optimum sicaklik degeri olarak kaydedilmistir.

3.11.3. Aktivasyon enerfjisi

Serbest ve immobilize enzimin aktivasyon enerjisi hesaplanmistir. Aktivasyon
enerjisi (Ea) bir reaksiyonda reaktanlar ve gecis durumu (veya aktive edilmis
kompleks) arasindaki enerji farkliligini temsil eder. Ea, Arrhenius esitligi kullanilarak
belirlenmistir.

In (V) = InA - Ea/(RT)

Esitlikteki; V, bagil enzim aktivitesi, A, reaksiyon sabiti, T, Kelvin cinsinden sicaklik
ve R, evrensel gaz sabitidir. Aktivitenin sicaklikla arttig1 bolge icin elde edilen grafigin

egiminden serbest ve immobilize enzimin aktivasyon enerjisi hesaplanmistir.
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3.11.4. Termal kararhhk
Termal kararlilik, serbest ve immobilize edilmis enzimin, su banyosunda, 0.5 ile
3 saat arasinda degisen siire boyunca her bir 6rnegin optimum sicakliginin 5 °C iist

sicakliginda inkiibe edilmesi ve kalan aktivitelerin belirlenmesi ile degerlendirilmistir.

3.11.5. Tekrar kullamlabilirlik

L-ASNaz-stent formiilasyonlarinin yeniden kullanilabilirligi arastirmak igin,
Ornegin aktivitesi tekrar tekrar optimum kosullarda Olglilmistiir. Her aktivite
analizinden sonra, 6rnek reaksiyon sisteminden ¢ikarilmis, ultra deiyonize su ile iyice
yikanmis ve kurutulmustur. Daha sonra, taze substrat ¢ozeltisi ayni 6rnege tekrar ilave
edilmis ve kalan aktivite standart enzim prosediiriine gore dlciilmiistiir. Ilk enzim

aktivitesi %100 kabul edilmis ve sonraki aktiviteler goreceli olarak hesaplanmustir.

3.11.6. Depolama kararhhgi

Serbest ve immobilize enzimin depolama kararliligin1 belirlemek i¢in, her iki
enzim 6rnegi +4 °C ve oda sicakliginda (~25 °C) 4 hafta boyunca saklanmigtir. Daha
sonra, belirtilen enzim aktivitesi yontemine gore her iki enzim 6rneginin aktivitesi her
hafta &lciilmiistiir. Ilk enzim aktivitesi %100 kabul edilmis ve sonraki aktiviteler

goreceli olarak hesaplanmistir.

3.11.7. Metal iyon etkisi, inhibitor etkisi ve substrat 6zgiilliigii

Serbest ve immobilize enzimin aktivitesine metal iyonlarmin (Na*, K*, Mg?",
Ca?*, Ba?*, Zn?*, Hg?*, Fe?*, Cu®", Ni%", Cd**, Mg?", Cr¥, Fe*") ve inhibitor
kimyasallarinin (B-merkaptoethanol, lire, sodyum azid, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ve sodyum dodesil siilfat (SDS), Triton X-100) etkisini incelemek i¢in her iki
enzim O0rnegi de hazirlanan metal iyon ve inhibitér (10 mM) cozeltileriyle 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi optimum kosullar altinda enzim aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclar herhangi bir kimyasala maruz birakilmamis enzim
aktivitesi %100 kabul edilerek hesaplanmustir.

Ayni zamanda, enzim 0zgilliiglinii incelemek i¢in her iki enzim Orneginin
aktiviteleri 10 mM farkli substratlar (L-asparagin, L-glutamin, L-aspartik asit, L-
glutamik asit, L-histidin, akrilamid ve iire) kullanilarak dl¢lilmiistiir. Sonuglar, bagil

aktivite cinsinden sunulmustur.
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3.11.8. Tripsin direnci

Hem serbest hem de immobilize enzimin tripsine karsi direncini 6lgmek i¢in her
iki enzim 6rnegine 0.2 mL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8.6) ve daha sonra 10 uL
(1.0 mg/ml) tripsin ¢ozeltisi eklenmis ve karisim inkiibe edilmistir. Belirli araliklarda

enzim hidrolize edildikten sonra 6rnekler alinmis ve kalan aktiviteleri 6l¢lilmiistiir.

3.11.9. In vitro akis kosullarinda stent formiilasyonlarinin uygulanabilirligi

Tez kapsaminda hazirlanan nihai stent formiilasyonlarinin insan damar akisini
taklit ettigimiz in vitro sistemimizde (Sekil 3.2) aktivitelerinin bir aydaki degisimi
incelenmis ve 6rneklerin kalan aktiviteleri belirlenmistir. Her bir 6rnek, 2.0 mm ig¢ ve
4.0 mm dis capinda bir silikon hortum igerisine yerlestirilmis ve 250 ml/dakika akis
oraninda substrat ¢ozeltisi 1 ay boyunca peristaltik pompa yardimiyla sistemde sirkiile
edilmistir. Her hafta sonunda enzimin aktivitesi belirlenmis ve orneklerin kalan

aktiviteleri hesaplanmustir.
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Sekil 3.2. /n vitro biyomimetik reaktdr sisteminin sematik gosterimi
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4.  BULGULAR VE TARTISMA
4.1. CHI/GLY/PEG Hidrojellerinin Karakterizasyonu
4.1.1.FTIR analizi

CHI, CHI/GLY ve PEG orneklerinin FTIR spektrumu Sekil 4.1°de verilmistir.
Saf CHI igin (Sekil 4.1. (a), 3100-3500 cm™'de (O—H ve N-H gerilme titresimleri),
2860-2917 cm™'de (asimetrik C—H ve CH> gerilme titresimleri) ve 1652 cm™'de (N-H
egilme titresimleri, amid I bandi) karakteristik absorpsiyon bantlar1 gortiilmiistiir [229].
Bunun yani sira, 1568 cm?, 1420 cm™, 1375 cm™, 1153 cm'?, 1063 cm™, ve 1025 cm”
b'deki absorpsiyon bantlar1 sirasiyla N-H egilme titresimleri (amid II band1), C-H
biikme, O—H egilme, C—O—-C asimetrik titresimleri ve C—O gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir [230]. Sekil 4.1 (b)’de CHI/GLY ig¢in verilen FTIR spektrumuna
bakildiginda CHI’'nin tiim karakteristik piklerini gostermistir sadece bazi pik
siddetlerinde azalma veya kayma vardir. Saf PEG’in FTIR spektrumu ise Sekil 4.1
(c)’de sunulmustur. FTIR spektrumunda; 3440 cm™’de bulunan bant O-H
gruplarindan, 2880 cm™ de C—H gerilme bandindan, 1467 cm™ ve 1342 cm™ de C- H
egilme titresimleri ve 1094 cm™ de C-O-H gerilim titresiminden kaynaklanmaktadir
[231]. Ayrica, 950 cm™ (C-H diizlem dis1 biikiilme titresimi) ve 840 cm™ (O-H diizlem
dist biikiilme titresimi) de bulunan absorpsiyon bantlari da PEG polimerinin Kristal
bolgedeki karakteristik pikleridir [232].
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Sekil 4. 1. Saf CHI (a), CHI/GLY (b) ve saf PEG (c) 6rneklerine ait FTIR spektrumlari

Kiitlece farkli oranlarda PEG icerecek sekilde hazirlanan CHI/GLY/PEG
hidrojellerinin FTIR spektrumlart Sekil 4.2° de gosterilmistir. FTIR spektrumu
incelendiginde tiim hidrojeller saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG polimerinin
karakteristik piklerini gostermektedir. Ancak, PEG oranmi arttik¢a bazi piklerin pik
siddeti degismekte ve kayma gozlemlenmektedir. Ornegin, 1652 cm™'de bulunan amit
I piki ile karsilastirildiginda, amit II'nin pik siddeti 6nemli 6l¢iide azalmistir. Ortaya
c¢ikan bu spektrum, CHI’'nin -NH2 gruplarinin kismen PEG ile reaksiyona girdigini
gostermektedir [233]. 1120 cm™ ve 2880 cm™’ de bulunan pikler CHI ve PEG’in C-O
ve C—H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir [234]. Ayrica, PEG orani arttikca
1342 cm™, 950 cm™ ve 840 cm™* de bulunan PEG’in karakteristik piklerinin siddetinde
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artma goriilmektedir [235]. Sonu¢ olarak, CHI/GLY/PEG hidrojellerinin FTIR
spektrumlart literatliir ile tamamen uyumlu oldugundan dolayi, bu sonuglar

CHI/GLY/PEG hidrojellerinin basaril1 bir sekilde hazirlandigini kanitlamaktadir.

(a)
(b)

(c)

(d)

Gegirgenlik (%)

(e)

4000 3400 2800 2200 1600 1000 400
Dalga sayisi{cm™")

Sekil 4. 2. Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait FTIR spektrumlari; (a)
CHI/GLY/PEG-1, (b) CHI/GLY/PEG-2, (c) CHI/GLY/PEG-3, (d) CHI/GLY/PEG-4
ve (e) CHI/GLY/PEG-5

4.1.2. Termal analiz

Saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG malzemelerinin TGA termogramlar1 Sekil 4.
3’de gosterilmistir. Saf CHI’nin TGA termograminda 150 °C'nin altinda g6zlenen ilk
kiitle kayb1 (yaklasik %6) nem kaybindan dolayidir. Saf CHI’nin ikinci kiitle kaybi
250 °C'de baglamistir ve yaklasik %40k bir kiitle kayb1 goriilmiistiir. Bu kiitle
kaybinin sebebi CHI'nin eterli gruplarinin bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Saf
CHI’'nin son kiitle kaybi1 350-600 °C arasindadir ve glukozamin kalintilarinin
bozunmasindan kaynaklidir [236]. Termogramlar incelendiginde CHI/GLY ii¢ temel
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kiitle kayb1 vermektedir. Birincisi 50 °C ile 150 °C arasinda yaklasik %5'lik bir kiitle
kaybidir. Bu kiitle kayb1 adsorbe edilen suyun dehidrasyonundan kaynaklanmaktadir.
Ikinci kiitle kayb1 ise GLY nin termal bozunmasidir. Son kiitle kayb1 hidrojellerin
temel maddesi olan CHI’nin termal bozunmasina aittir. CHI/GLY termal bozunmasi
saf CHI ile karsilastirildiginda daha diisiik sicakliklara kaymistir. Bunun sebebi
plastiklestirici olarak kullanilan GLY’dir. Literatiirde de benzer sonuglar rapor
edilmistir. Ornegin, Zhang vd. GLY nin serisin filmlerinin termal bozunmasini
hizlandirdigin1 belirtmislerdir [237]. Saf PEG’in TGA termograminda bir tane temel
kiitle kaybi (yaklasik %80) goriilmektedir. 200-400 °C arasindaki bu bozunma PEG
fonksiyonel gruplarinin pirolizinden dolayidir ve tiim polimerik yapinin bozundugunu

gosterir [238].

80.00-

Kitle (%)
=
—
?

40.00-
—CH|
—CHIGLY
—PEG 10000
20.00-

10000 20000 300,00 00 500,00 50000 700,00
Sicaklik ('C)

Sekil 4. 3. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG malzemelerine ait TGA termogramlari

Saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG orneklerinin DTA termogramlar1 Sekil 4.4’te
verilmistir. Bu termogramlar TGA termogramlari ile uyumludur. DTA termogramlari
incelendiginde {ic bozunma piki mevcuttur. CHI’nin ilk bozunma piki dehidrasyondan
dolayidir ve kiiciik bir piktir. Ikinci ve {i¢lincii bozunma bélgeleri 300-550 °C

arasindadir ve genis bir bant goriiniimiindedir. CHI/GLY i¢in termal bozunma ii¢

73



bolgede goriilmektedir. Ik pik (50-200 °C) ornekte bulunan su kaybma karsilik
gelmektedir, ikinci pik (350-400 °C) biiyiik olasilikla plastiklestirici olarak kullanilan
GLY’ye aittir ve son bozunma piki de (550-600 °C) CHI’nin bozulmasi nedeniyle
ortaya c¢ikmaktadir. Saf PEG’in dehidrasyon piki daha belirgin olup 50-100 °C

arasindadir. Ikinci temel bozunma piki PEG’in tamamen bozundugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 4. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG malzemelerine ait DTA termogramlari

Sekil 4.5’te saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG 10.000 malzemelerine ait DSC
termogramlar1 goriilmektedir. Bu termogramlarda oncelikle saf CHI'min yapisinda
250-350 °C araliginda ekzotermik bir pik goriilmektedir. Bu pik CHI’'nin kismi
degredasyonundan kaynaklanmaktadir [239]. CHI/GLY yapisinda ise yapidaki
GLY’ye bagli olarak 50-100 °C arasinda nemin uzaklagmasina ait bir endotermik pik
goriilmektedir. Yine 230-300 °C civarinda CHI {nitelerinden dolayr kismi
dekompozisyon ekzotermi goriilmektedir. PEG’in DSC termograminda ise biri
ekzotermik digeri endotermik olmak iizere belirgin iki pik goriilmektedir. PEG

termogrami kristal yapisindan dolayr 64.62 °C'de keskin bir pik gostermistir. Bu

74



keskin pik PEG’in endotermik erime pikidir. Yaklasik 200 °C’de baglayip 300 °C’de

sonlanan genis bant goriiniimlii pik ise termooksidatif bant pikidir.
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Sekil 4. 5. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PEG malzemelerine ait DSC termogramlari

Sekil 4.6'da CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait TGA termogramlar1 verilmistir.
Tiim termogramlar incelendiginde, 50-150 °C arasinda goriilen ilk kiitle kayb1 adsorbe
edilen suyun dehidrasyonundan kaynaklanmaktadir. Dehidrasyonun 100 °C'nin
tizerinde olmasinin nedeni CHI’nin fonksiyonel gruplari ve GLY arasinda olusan
hidrojen baglarindan kaynaklanmaktadir. Literatiirde bildirildigi lizere hidrojen bagi
polimerlerin termal kararliliklarim1  arttirmaktadir.  Gergeklestirilen c¢alismada
hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerinin termal bozunmalarinin artan PEG
miktarlartyla dogru orantili olarak degistigi agikca goriilmektedir. Hazirlanan
hidrojellere ait termogramlarda, PEG miktar arttik¢a hidrojellerin termal kararlilig1 da
artmaktadir. Bunun sebebi CHI'nin OH gruplar ile PEG’in terminal OH gruplari
arasinda olusan hidrojen bagidir. PEG gruplan arttikga daha fazla hidrojen bagi
meydana gelir ve bundan dolay: hidrojeller daha rijit bir hal alir. Ikinci kiitle kayba,

hidrojellerin hazirlanmas1 sirasinda etkilesime girmeyen fazla PEG (iinitelerinin
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bozunmasindan ileri gelmektedir. Son kiitle kayb1 ise CHI’nin temel yapisinin termo

degredasyonundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 6. Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait TGA termogramlari

Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerinin DTA  termogramlart TGA
termogramlari (Sekil 4.7) ile uyumludur. PEG oraninin artmasina bagl olarak 66.5 °C
civarindaki PEG’den kaynakli olan gecisler net bir sekilde goriilmektedir. DTA
termogramu iizerinde temel olarak 200-400 °C arasinda genis bir ekzoterm ve 500-600
°C civarinda biiyiik bir ekzotermik bozunma piki goriilmektedir. 200 °C civarinda
baslayan termal bozunma piki yapidaki PEG gruplarindan kaynaklanirken, 500 °C
civarinda baglayan bozunma piki ise CHI iinitelerinden kaynakli termooksidatif piktir.
Yapidaki PEG orani arttikca 200 °C civarinda baslayan bozunma piki alanlar1 da
biiyiimektedir. Bu da yapiya istenilen oranda PEG birimlerinin dahil oldugunu

ispatlamaktadir.
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Sekil 4. 7. Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait DTA termogramlari

Sekil 4.8'de CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait DSC termogramlar1 verilmigtir.
Yapidaki PEG miktar1 artttkca PEG nitelerinden dolayr erime piki
belirginlesmektedir. Yine PEG {initesinden kaynakli 200-300 °C arasindaki PEG
grubu bozunma piki CHI/GLY/PEG-3, CHI/GLY/PEG-4 ve CHI/GLY/PEG-5
orneklerinin termograminda belirginlesirken, CHI/GLY/PEG-1 ve CHI/GLY/PEG-2
orneklerinin spektrumunda ¢ogunlukla CHI yapisindan kaynaklanan 250 °C civarinda
baslayan bozunma piki goriilmektedir. Elde edilen bu termogram sonuglar1 hazirlanan

hidrojellere PEG’in istenilen oranda katkilandigin1 kanitlamaktadir.
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Sekil 4. 8. Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait DSC termogramlar1

4.1.3.S1v1 temas acisi ve sisme derecesi

Hidrofiliklik, biyobozunur hidrojel filmlerin biyomedikal uygulamasi igin en
temel Ozelliklerden biridir. Sekil 4.9 (A)’da gosterildigi gibi film yiizeylerinin
hidrofilisitesini degerlendirmek i¢in sivi temas ag¢isinin degeri Olgiilmiistiir. CHI
filminin s1v1 temas agis1 78.0+1.0° olarak Olclilmiistiir ve bu deger literatiirde rapor
edilen diger ¢alismalar ile uyumludur [240]. CHI/GLY filminin sivi temas agis1 saf
CHI’kinden diistiktiir (70.43°+0.58). GLY nin dogal hidrofilik karakteri sivi temas
acisinda bir azalmaya neden olmustur. Benzer sekilde, hidrojel film yiizeylerinin
hidrofilisitesi yani 1slanabilirligi PEG'in eklenmesiyle arttirilmistir. Cilinkii PEG
slatilabilirligi artiracak hidrofilik polimer zincirlerine sahiptir. Ayrica, bu beklenen
sonug, aynt PEG'in terminal -OH gruplarinin varligina da atfedilebilir, ¢linkii —OH
gruplar1 biyomalzemelerin hidrofilisitesini gelistirme potansiyeline sahiptir. CHI
molekiillerine ¢apraz baglanmig veya asilanmisg bir yapimmin sokulmasinin
hidrofilisiteyi arttirdig1 bilinmektedir [241]. CHI filmlerinde giiglii molekiiller arasi ve
molekiil i¢i hidrojen baglar1 vardir ve PEG gibi kimyasal modifikasyonlarin dahil
edilmesi bu etkilesimleri kirar. Bu nedenlerle, hidrojel filmlerin hidrofilisitesi artar.
Bu nedenle, PEG katkilanmis filmlerin temas acisi, CHI ve CHI/GLY filmlerine
kiyasla kiigiiktiir. Hazirlanmis CHI/GLY/PEG hidrojellerinin siv1 temas agilar1 PEG

78



miktariyla dogru orantili olarak 69.67°+0.26, 62.04°+0.16, 61.65°+0.21, 61.04°£0.54
ve 57.92°+0.07 olarak ol¢lilmiistiir. Ancak, asir1 PEG miktart (CHI/GLY/PEG-4 ve
CHI/GLY/PEG-5 ornekler igin) sivi temas agisinda 6nemli bir degisiklige neden
olmamistir. Bu sonug ta literatiirde rapor edilen bir durumdur [233]. Bu baglamda,
Tamada vd. 60—80 °'lik s1v1 temas acis1 degerinin hiicre biiyiimesi i¢in yeterli bir aralik
oldugunu bildirmistir [242]. Buradaki sonuglara kiyasla, CHI/GLY/PEG
hidrojellerinin doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre biiyiimesinin desteklenmesi
icin kullanilma potansiyelinin olabilecegi ¢ikarilabilir.

Sekil 4.9 (B), farkli PEG igerigine sahip hidrojel filmleri i¢in sisme testlerinin
sonucunu gostermektedir. ilk olarak, her bir 6rnek PBS ¢ozeltisinde hizla sismis, daha
sonra sisme orani yavaslamis ve 24 saat sonunda her bir 6rnek maksimum sigsme
oranina ulagsmistir (Sekil 4. 10). Sisme, hidrojel aglarmin gézenekliligi ile dogrudan
baglidir. Gozenek hacmi fraksiyonunu, gozenek biiyiikliiklerini ve ara baglantilarini
kontrol eden temel faktorler; ag polimer =zincirlerinin ve c¢apraz baglama
yogunlugunun bilesimidir. Polimerin belirli bir hacimde artan konsantrasyonu,
polimer zincirlerinin sayisinda bir artisa neden olur. Bu artis polimer agda
gozenekliligin azalmasina neden olur ki bu da biiyiik olasilikla hidrojellerin su tutma
kapasitesinin azalmasinin sebebidir. Literatiirde hidrojel filmlerinin sisme oranini
CHI’nin amino gruplar1 ve suyun hidroksil gruplar arasindaki iyonik etkilesimlerin
belirledigi rapor edilmistir [243]. Bizim ¢alismamizda, artan PEG miktariyla birlikte
CHI’nin amino gruplart ve suyun hidroksil gruplar1 arasindaki iyonik etkilesimler

kisitlanacagindan hidrojellerin sigsme orani azalmistir.
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Sekil 4. 9. Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerinin (A) sivi temas agilart ve (B)
dinamik sisme testi sonuglari
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Sekil 4. 10. CHI/GLY/PEG hidrojellerinin kuru (A), sismis haldeki (B) ve
karsilastirmali (C) sonuglarinin fotograf goriintiileri

4.1.4.Su tutma kapasitesi ve gaz gecirgenligi

Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerinin su tutma kapasitesi sonuglart Sekil
4.11 (A)’da gosterilmistir. Capraz baglanmamis CHI pH 7.4'te %52-56 oraninda su
tutma oranina sahip olmasina ragmen, ¢apraz baglanmis CHI/GLY/PEG
hidrojellerinin su tutma yiizdesi %65-71dir. Dolayisiyla, PEG miktar1 hazirlanan
hidrojellerin su tutma kapasitesini nemli 6lgiide etkilemistir. Bu artig CHI omurgasina
hidrofilik segmentin (PEG) dahil edilmesinden kaynaklanir. Elde edilen sonuglar
sigsme testi ile paralellik gostermektedir.

Sekil 4.11 (B), ayrica hidrojel filmlerin O2 gecirgenligini gostermektedir. O
ornegin i¢indeki su faziyla difiize olabileceginden dolayr Orneklerin su tutma
kapasiteleri ile dogru orantilidir [244]. Yani bir hidrojel 6rnegi ne kadar su absorbe
edebilirse o 6rnek i¢in Oz gazinin gecirgenligi de lineer olarak artar. Bu korelasyon

bizim ¢alismamizda da gézlenmistir.
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Sekil 4. 11. Hazirlanan CHI/GLY/PEG hidrojellerinin (A) su tutma kapasitesi ve (B)
O2 gecirgenlik testi sonuglart

4.1.5. In vitro biyobozunurluk testi

CHI/GLY/PEG hidrojellerine ait in vitro biyobozunurluk sonuglari Sekil 4.12°de
verilmistir. Saf CHI dort hafta sonunda %33.58+1.11 oraninda bozunma gostermistir.
CHI/GLY 4. haftanin sonunda %35.01+0.64 oraninda bozunma sergilemis olup bu
bozunma oran1 CHI’'ninkinden yiiksektir. Bozunma siirecinin ilk haftalarinda bu artis
daha belirgin olarak goriilmektedir. GLY nin biyobozunurlulugu arttirdigina dair
literatiirde ¢alismalar mevcuttur. Bunun nedeni olarak GLY ’nin hidrofilik karakteri
gosterilmektedir. Farkli oranda PEG igeren hidrojellerin ise 4. haftanin sonunda %
36.58+2.09, 37.95+0.64, 38.01+0.94, 38.00+2.77 ve 42.43+2.24 oraninda bozunma
sergilemis olup haftalara gore baktifimizda bozunma orani lineere yakindir. Elde
edilen bu sonuclar gostermektedir ki PEG orami arttik¢a hidrojellerin bozunurlugu
buna paralel olarak artiyor. PEG oraninin en yiiksek oldugu CHI/GLY/PEG-5
orneginde hazirlanan hidrojellerin bozunurlulugu maksimum diizeydedir. PEG ytiksek
hidrofilik 06zelliginden dolayr hidrofobik ilaglarin ¢oziiniirliglinii artirmak icin
kullanilan suda ¢oziinen biyobozunur Sentetik bir polimerdir. Literatirde PEG’in
yiiksek hidrofilik 6zelligi ve lineer yapisindan dolayr malzemenin in vitro hidrolitik

degredasyonunu arttirdigi rapor edilmistir [245].
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Sekil 4. 12. CHI/GLY/PEG hidrojellerinin in vitro biyobozunurluk test sonuglari
4.1.6.L-ASNaz iceren CHI/GLY/PEG formiilasyonlarinin hazirlanmasi

L-ASNaz iceren CHI/GLY/PEG formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
enzim aktivitesi iizerine bazi parametrelerin (CHI/PEG orani, enzim miktari, TPP
orani, capraz baglama siiresi ve immobilizasyon siiresi) etkisi incelenmis Ve
maksimum bagil aktivite gosteren en ideal kosullar belirlenmistir. Hazirlanan
CHI/GLY/PEG hidrojelleri arasinda se¢im yapmak icin her bir 6rnege belli miktarda
enzim eklenmis ve enzimin bagil aktivitesi hesaplanmistir. Sekil 4.13 (A)’da
goriildiigii tizere PEG oranmin artmasiyla beraber enzimin bagil aktivitesinde
CHILI:PEG oraninin 1:0.3 oldugu formiilasyonda maksimum bagil aktivite elde
edilmistir. PEG oraninin artmasiyla malzemedeki hidroksil gruplart artacaktir buda
enzimin bu gruplarla daha fazla etkilesim halinde olacagi anlamina gelmektedir. Bu
etkilesimler enzimin immobilizasyonunu arttirmig ve paralel olarak enzimin
aktivitesinde bir artisa neden olmustur. Ancak, bu formiilasyondan sonraki 6rneklerde
enzim aktivitesinde bariz bir azalis goriilmiistiir. Bu azalmanin nedeni PEG miktarinin
artmastyla beraber enzimin etkilesecegi fonksiyonel gruplarin sayis1 artacagindan bu
asir1 baglanma enzimin aktif merkezini gizleyebilir veya substratin aktif merkezine
girigini engellemis olabilir. Bu fiziksel veya kimyasal baglanmalar sonucu enzim
aktivitesi azalmig olabilir. Bundan dolay1 en uygun formiilasyonun CHI/GLY/PEG-3
oldugu belirlenmistir. Sekil 4.13 (B) 'de gosterildigi gibi, bagil aktivite, enzim
konsantrasyonunun 10-50 U arasinda artmis ve 50 U’de maksimum aktiviteye
ulagmistir. Daha sonra, enzim konsantrasyonunun arttirilmasiyla bagil aktivite

azalmistir. Enzim aktivitesindeki bu azalma, enzimin, aktif bdlgeyi gizleyecek ve
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enzim aktivitesinde bir azalmaya neden olacak sekilde daha yiiksek bir enzim
konsantrasyonu ile formiilasyon igerisine asir1 yliiklenmesi ger¢egiyle agiklanabilir. Bu
nedenle, immobilizasyon i¢in enzim miktar1 olarak 50 U konsantrasyonu seg¢ilmistir.
Immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek igin, 1
ile 48 saat arasinda degisen immobilizasyon siiresi incelenmistir. immobilizasyon
sliresi, enzim immobilizasyon islemi sirasinda baska bir anahtar degiskendir. Cok kisa
bir immobilizasyon siiresi, enzim molekiillerinin ¢ogunun tasiyict malzemenin
yapisina niifuz etmek igin yeterli zamana sahip olmadigi anlamina gelmektedir. Cok
uzun bir immobilizasyon siiresi ise, tasiyict malzeme {izerinde bulunan enzim
molekiillerinin, substratlar1 ile temas saglanmasi zorlastirir ve buda enzim
aktivitesinde diigiise neden olur [246]. Sekil 4.13 (C)'den goriilebilecegi gibi, bir saat
immobilizasyondan sonra, enzimin bagil aktivitesindeki belirgin bir artis vardir.
Bunun nedeni, immobilizasyon siiresi arttik¢a, hazirlanan formiilasyonlarla enzim
arasindaki kimyasal etkilesimlerden dolay1 immobilize edilen enzim miktar1 artmistir
ve dolayisiyla bagil aktivite artmustir. Immobilizasyon siiresinin artmasiyla
immobilize hale getirilmis enzimin aktivitesi tekrar kademeli olarak artmistir. 12
saatlik immobilizasyondan sonra hazirlanan formiilasyon ile enzimin aktif
merkezindeki arasinda olusan kovalent etkilesimlerden dolayr immobilize enzimin
bagil aktivitesi onemli 6l¢iide azalmistir. Bu sonuglara dayanarak immobilizasyon
stiresi olarak en ideal olan 12 saat siiresi optimum deger olarak alinmigtir.

Capraz baglayic1 ajanin orani ve ¢apraz baglama siiresi de immobilizasyon
stirecini Onemli Olctlide etkiler. Sekil 4.13 (D) ve (E)'de gosterildigi gibi, TPP orani %3
ve capraz baglama siiresi 30 dakika oldugunda bagil aktivite maksimuma ulagmistir.
TPP oraninin ve ¢apraz baglanma siiresinin daha da arttirilmasinda, formiilasyon ve
enzimin aktif merkezi arasinda fiziksel ve kimyasal etkilesimler gercekleseceginden,
bagil aktivite azalmistir. Ayrica, asir1 c¢apraz baglanmadan dolayr sterik engel
olusacagindan substratin enzimin aktif merkeze ulagsmasi engellenecektir. Bundan

dolay1 TPP oran1 %3 ve 30 dakikalik capraz baglama siiresi secilmistir.
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Sekil 4. 13. L-ASNaz iceren CHI/GLY/PEG formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin
optimum parametrelerin belirlenmesi: A) CHI/PEG orani, B) Enzim miktari, C)
Immobilizasyon siiresi, D) Capraz baglama siiresi ve E) TPP oran1

4.1.7.CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz formiilasyonunun karakterizasyonu

Enzim aktivitesi testi sonucunda secilen 6rneklerde enzimin varligini kanitlamak
ve immobilizasyon prosediiriiniin 6rnekte olusturdugu degisiklikleri incelemek icin
enzim immobilize edilmis 6rnekler FTIR, XRD, SEM ve EDX cihazlar ile yapisal ve

morfolojik olarak incelenmistir.

4.1.7.1. FTIR analizi
L-ASNaz’in varligin1 yapisal olarak kanitlamak i¢cin CHI/GLY/PEG-3 ve
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz orneklerinin FTIR spektrumlart kaydedilmistir (Sekil
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4.14). Her iki spektrum da incelendiginde, L-ASNaz enziminin basarili bir sekilde
formiilasyona dahil edildigine dair absorpsiyon bantlar1 agik¢a goriilmektedir.
CHI/GLY/PEG-3 6rneginin spektrumundan farkli olarak, 3000-3600 cm™ araliginda
pik siddetinin immobilizasyondan sonra arttig1 goriilmiistiir. Bu artisin nedeni enzimde
bulunan —OH ve —NH gruplarindan kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde, 2881-2926
cm'de araliginda bulunan piklerin siddetindeki artma enzimdeki hidrokarbonlarin
asimetrik ve simetrik titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1643 cm™ (amid I biikme)
ve 1342 cm™'de (amid II biikme), iki pikin yogunlugunun artmasi L-ASNaz'in basarili
bir sekilde immobilizasyonuna dair kanittir. Ayrica, 850 ve 1260 cm™Y'de bulunan
pikler ise, enzimin aminoasit kalintisinda bulunan histidin gibi amino asit kalintilarinin

aril yapisindaki C-H ve C-N gerilmesine karsilik gelmektedir [247].

(a)

(b)

Gegirgenlik (%)

4000 3400 2800 2200 1600 1000 400

Dalga sayisi(cm™")

Sekil 4. 14. (a) CHI/GLY/PEG-3 ve (b) CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz orneklerinin
FTIR spektrumlari

4.1.7.2. XRD analizi

Sekil 4. 15 CHI, CHI/GLY, PEG10.000, CH/GLY/PEG-3 ve CHI/GLY/PEG-
3@L-ASNaz 6rneklerinin XRD analizi sonuglarint géstermektedir. Saf CHI 26=10.1°

ve 20=20.1%de iki adet karakteristik difraksiyon piki gostermistir. Bu sonuca gore
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CHI'nin diisiik yogunluklu ve yari-kristalin oldugu sdylenebilir [248]. CHI/GLY
filmlerinin XRD spektrumuna bakildiginda birkag¢ pikin kayboldugu, sadece 20.1 °'de
CHI'nkine gore genis bir pike sahip oldugu goriilmektedir. Buda, GLY igeren
filmlerde kristallesme derecesinin azaldiginin kanitidir [249]. Saf PEG 19.6° ve
23.4°°de iki adet giiclii ve keskin difraksiyon piki, 15.0°, 26.1°, 26.8°, 36.29° ve
39.74°°de bes adet zayif difraksiyon piki gostermistir. Bu sonuglar daha 6nce rapor
edilen XRD sonuglart ile tamamen uyumludur ve kullanilan PEG'in iyi kristalin
Ozelliklerine sahip oldugunu dogrular [238]. PEG eklendikten sonra ise XRD
spektrumunda pikler daha genis bir bantta gériindii, bu da kristalin bdlgesinin amorf
hale geldiginin gostergesidir [223]. CHI/GLY/PEG-3 6rnegi igin, 18-26° arasinda hem
CHI hem de PEG’den dolay1r genis bir pik goriilmektedir. Buda CHI/GLY/PEG
hidrojellerinin basarili bir sekilde hazirlandiginin kanitidir. CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz 6rneginin XRD spektrumu incelendiginde, L-ASNaz immobilizasyonundan
sonra dnemli bir faz degisimi olmadig1 goriilmiistiir. Ancak, pik siddetlerinin hafif

azaldig goriilmiistir.
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Sekil 4. 15. CHI, CHI/GLY, PEG10.000, CHI/GLY/PEG-3 ve CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz orneklerinin XRD spektrumlari
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4.1.7.3. SEM analizi

Hazirlanan hidrojel filmlerin morfolojisi Sekil 4.16'da sunulan SEM
gorlntiilerine  dayanilarak  degerlendirilmistir. CHI’nin SEM  goriintiisii
incelendiginde, CHI filmlerin yiizeyinin diizgiin, siirekli ve kompakt bir yap1 oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.16 a, b). GLY igeren filmin mikroyapisi, CHI filmlerinin
goriintlilerinden farklidir (Sekil 4.16 ¢, d). Bu film ylizeyinde catlama
gozlemlenmistir. Bunun nedeni GLY 'nin plastiklestirme etkisinden oldugu sonucuna
varilabilir. GLY konsantrasyonu diisiik oldugunda, GLY nin tipik plastiklestirme
etkisi olusur ve kurutma sirasinda yiizeyde mikro ¢atlamaya neden olur. Buda, yapinin
icinde daha siki polimerik ag olusmasina neden olur. Mikroyapinin ve morfolojinin
PEG igeriginden ciddi sekilde etkilendigi agikca goriilmektedir. PEG’in yapiya dahil
edilmesiyle birlikte, CHI/GLY ’nin gozenek yapisi artmustir (Sekil 4.16 e, f). Sekil 4.16
g, h ise hidrojel formiilasyonuna L-ASNaz enzimi yiiklendikten sonra olusan
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz oOrneginin morfolojik goriintiisiinii  yansitmaktadir.
Enzimin hidrojel formiilasyonuna eklenmesinden sonra érnegin morfolojisinde biiytik
Olciide bir degisiklik olusmamistir. Ancak, hidrojel 6rnegi TPP ile capraz baglandiktan
sonra film ylizeyi bariz bir sekilde degismistir (Sekil 4.16 1, j). Film ylizeyinin diizenli
gozenekliligi ¢capraz baglama isleminden sonra artmistir. Bu CHI ve PEG arasindaki
etkilesimin varligim1 kanitlamaktadir ve elde edilen sonuglar literatiir ile tamamen

paraleldir [223].
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Sekil 4. 16. CHI (a, b), CHI/GLY (c, d), CHI/GLY/PEG-3 (e, f), CHI/GLY/PEG-
3@L-ASNaz (g, h) ve gapraz baglanmis polimerik stent 6rneklerinin (i, j) SEM
goriintiileri
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4.1.7.4. EDX analizi

Hazirlanmig hidrojel formiilasyonlarin EDX spektrumlart  Sekil 4.17'de
sunulmaktadir. Saf CHI i¢in karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) elementlerine ait
pikler goriilmektedir (Sekil 4.17a). CHI/GLY/PEG o6rnegine ait EDX spektrumu
incelendiginde benzer elementlere ait pikler goriilmektedir (Sekil 4.17b). Ancak, PEG
polimerinden dolay1 bu piklerin siddeti artmistir. Sekil 4.17¢, CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz oOrnegine ait EDX spektrumunu gostermektedir. Bu spektrum dikkatlice
incelendiginde, enzimden kaynakli ekstra kiikiirt (S) piki goriilmektedir. Ayrica, C, O
ve N piklerinin siddeti de artmistir. Son olarak, TPP ile capraz baglanmis stent
formiilasyonlarina ait EDX spektrumunda TPP’den dolay1 sodyum (Na) ve fosfor (P)
elementlerinin varlig1 bariz bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.17d).
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Sekil 4. 17. CHI (a), CHI/GLY, CHI/GLY/PEG-3 (b), CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz
(c) ve capraz baglanmis polimerik stent 6rneklerinin (d) EDX spektrumlari
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4.2. CHI/GLY/PPG Hidrojellerinin Karakterizasyonu
4.2.1.FTIR analizi

CHI, CHI/GLY ve PPG orneklerinin FTIR spektrumu Sekil 4.18’de verilmistir.
CHI ve CHI/GLY orneklerinin FTIR analiz sonuclart 4.1.1 baghig altinda detayl1 bir
sekilde verilmistir. Saf PPG’nin FTIR spektrumunda 3457 cm™'de O-H gerilme
titresimleri, 2883 ve 2977 cm™Y'de, CH3’iin simetrik ve asimetrik C-H gerilmesine ait
bantlar vardir. 1242, 1298 ve 1375 cm™de gériilen pikler (alkil CH) PPG'nin
karakteristik pikleridir [250]. Ayrica, PPG’nin tekrarlanan -OCH2CH>- birimlerinin

karakteristik C-O-C gerilme titresimi 1100 cm™'de gdzlenmistir.

(a)

(b)

Gegirgenlik (%)

(c)

U
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Sekil 4. 18. Saf CHI (a), CHI/GLY (b) ve saf PPG (c) oOrneklerine ait FTIR
spektrumlari
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Kiitlece farkli oranlarda PPG icerecek sekilde hazirlanan CHI/GLY/PPG
hidrojellerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.19’da gosterilmistir. FTIR spektrumu
incelendiginde tiim hidrojeller saf CHI, CHI/GLY ve saf PPG polimerinin
karakteristik  piklerini  gostermektedir. CHI/GLY/PPG hidrojellerinin ~ FTIR
spektrumlar1 karsilastirildiginda 2868-2971 cm™'de bulunan -CHz'nin gerilme pikinin
onemli dl¢iide arttig1 goriilmektedir. Benzer sekilde, 1373 ve 1560 cm™'de goriilen

piklerin pik siddeti yapiya PPG’nin girmesinden dolay1 artmistir.
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Sekil 4. 19. Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait FTIR spektrumlari; (a)
CHI/GLY/PPG-1, (b) CHI/GLY/PPG-2, (c) CHI/GLY/PPG-3, (d) CHI/GLY/PPG-4
ve (e) CHI/GLY/PPG-5
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4.2.2. Termal analiz

CHI, GLY ve PPG orneklerine ait TGA termogramlart Sekil 4.20°de
sunulmustur. CHI ve CHI/GLY yapilarinda ise kademeli bir bozunma s6z konusudur.
CHI yapisina ait termogramda Oncelikle 100 °C civarinda nemden kaynaklanan bir
kiitle kaybi, daha sonra ise 250-350 °C arasinda CHI yapisindaki asetil gruplarinin
uzaklastig1, 350-600 °C arasinda ise CHI'nin termal bozunmasina ait kiitle kayiplar
goriilmektedir. CHI/GLY termogrami incelendiginde ek olarak GLY yapisindan
dolay1 120-200 °C araliginda bir kiitle kayb1 daha goriilmektedir. Saf PPG polimerinin
TGA termograminda bir tane temel kiitle kayb1 goriilmektedir. 180-260 °C arasindaki
yaklastk  %90’lik  kiitle kaybi1 PPG’nin termooksidatif degredasyonundan
kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 20. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PPG malzemelerine ait TGA termogramlari

Sekil 4.21°de Saf CHI, CHI/GLY ve saf PPG malzemelerine ait DTA
termogramlar1 verilmistir. CHI’ya ait termogram yapisinda 90-100 °C araliginda CHI
yapisindaki nemin uzaklagsmasini1 endotermik genis bir pik olarak goriilmektedir. 220-
370 °C araliginda CHI’'nin genis bir deasetilasyon piki goriinmektedir. 370-560 °C
araliginda ise CHI’'nin yapisal bozunma piki goriilmektedir. CHI/GLY yapisinda ise
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90-220 °C araliginda GLY yapisinin bozunmasindan kaynakli genis bir ekzotermik
pik goriilmektedir. Diger ekzotermik pik ise CHI yapisindan kaynaklanmaktadir. PPG
yapisinda ise 150-340 °C araliginda genis olarak PPG’nin termooksidatif olarak

bozundugu goriilmektedir.

DTA
w

—CH
——CHIIGLY
—PPG
0,00 100.00 200,00 300.00 400,00 500.00 500.00 700.00

Sicaklik (°C)
Sekil 4. 21. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PPG malzemelerine ait DTA termogramlari

Sekil 4.22° de CHI, CHI/GLY ve saf PPG malzemelerine ait DSC termogramlari
verilmektedir. Bu termogramlarda 6zellikle PPG’ye ait DSC termograminda 100
°C’den baglayip 300 °C’ye kadar genis bir bozunma piki goriinmektedir. Bu sonuclar
TGA ve DTA termogram sonuglari ile tamamen uyumludur. CHI ve CHI/GLY
yapilarina ait DSC termogramlarinda ise bir benzerlik goriilmektedir. 90-200 °C
arasinda yapidaki GLY nin bozunmasindan kaynakli genis bir bant ve 200 °C’den

sonra CHI yapisindaki deasetilasyon pikleri goriilmektedir.
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Sekil 4. 22. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PPG malzemelerine ait DSC termogramlari

Sekil 4.23’te hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait TGA termogramlari
sunulmustur. PPG orani arttik¢a yapisal olarak spektrumda o6zellikle PPG termal
bozunmasina bagli olarak 200 °C civarinda kiitle kaybinin miktar1 artmakta ve
termogramin yapisal goriiniimii degismektedir. Diger kiitle kayiplari CHI/GLY
yapilarinin TGA termogramlariyla uyumludur. Hemen hemen tiim termogramlar 100
°C civarinda nemin uzaklagmasina ait kiitle kaybi, 200 °C civarinda GLY ve PPG
yapilarinin  bozunmasindan kaynakli kiitle kaybi, 250-350 °C araliginda
deasetilasyona bagli kiitle kayb1 ve 350 °C’den sonra ise yapisal bozunmadan kaynakli

kiitle kayb1 goriilmektedir.
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Sekil 4. 23. Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait TGA termogramlari

Sekil 4.24°te hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait DTA termogramlari
sunulmustur. Bu termogramlarda diisiik PPG oranlarinda termogram yapis1 CHI’ya
benzer sekilde iki temel kiitle kaybim1 gostermektedir. PPG orani arttikga 200 °C
civarindaki PPG yapisinin bozunmasindan kaynakli pik genislemektedir.

Sekil 4.25’te hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait DSC termogramlari
sunulmustur. Termogramlar yapisal olarak birbirine benzemektedir. Ancak, PPG
oranindaki artigla birlikte 200 °C’deki PPG bozunma piki belirginlesmektedir. Sonug
olarak, CHI/GLY/PPG hidrojellerinin tiim termal analizleri degerlendirildiginde

istenilen yapilarin elde edildigi acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 4. 24. Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait DTA termogramlari
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Sekil 4. 25. Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait DSC termogramlari
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4.2.3.S1v1 temas acisi ve sisme derecesi

Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait sivi temas agilart Sekil 4.26 (A)’da
gosterilmistir. CHI ve CHI/GLY igin elde edilen sonuglar 4.1.3. bashigi altinda
bildirilmis ve detaylica agiklanmistir. Artan PPG miktariyla birlikte elde edilen sivi
temas Ol¢clim degerleri sirasiyla 59.91+£2.4, 49.544+0.82, 46.20+1.58, 41.62+2.34 ve
31.04+1.27 olarak oOlgiilmiistiir. CHI/GLY/PPG filmlerin temas agis1 artan PPG
miktariyla dogru orantili olarak azaldig1 goriilmektedir. PPG tipki PEG gibi hidrofilik
karakterdedir. Bundan dolay1 hidrojellerdeki oraninin artmasiyla hidrojel filmlerin
yiizeyi daha hidrofiliklesir ve boylece filmlerin 1slanabilirligi artmaktadir. Bu sonug
literatiir ile paraleldir [251].

Sisme derecesi hidrojel filmlerinin su emmesi ile ilgilidir. Hazirlanan hidrojel
filmlerinin % sisme degerleri Sekil 4.26 (B)’de gosterilmistir. CHI/GLY/PPG
orneklerinin, CHI ve CHI/GLY ornekleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir sisme
derecesi gosterdigi gézlenmistir. Bu artis PPG’nin su emme kapasitesi ile iligkilidir.
PPG hidrofilik 6zellik gosterir, bu da CHI/GLY/PPG orneklerinin daha fazla sismesine
neden olmustur [252].
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Sekil 4. 26. Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerinin (A) s1vi temas agis1 ve (B) sisme
orani sonuglari

4.2.4.Su tutma kapasitesi ve gaz gecirgenligi

Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerinin su tutma kapasitesi sonuglart Sekil
4.27 (A)’da gosterilmistir. Capraz baglanmamig CHI pH 7.4'te %52-56 arasinda bir su
tutma oranina sahip olmasma ragmen, c¢apraz baglanmis CHI/GLY/PPG

hidrojellerinin su tutma yiizdesi %60-65 arasindadir. Dolayisiyla, PPG miktar
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hazirlanan hidrojellerin su tutma kapasitesini arttirmistir. Elde edilen sonuglar sisme
testi ile paralellik gostermektedir.

Sekil 4.27 (B) ayrica hidrojel filmlerin O2 gecirgenligini gostermektedir. O>
ornegin icindeki su faziyla difiize olabileceginden dolayr orneklerin su tutma
kapasiteleri ile dogru orantilidir [244]. Yani bir hidrojel 6rnegi ne kadar su absorbe
edebilirse o ornek i¢in Oz gazinin gegirgenligi de lineer olarak artar. Bu korelasyon

bizim ¢aligmamizda da goézlenmistir.
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Sekil 4. 27. Hazirlanan CHI/GLY/PPG hidrojellerinin (A) su tutma kapasitesi ve (B)
O2 gegirgenlik testi sonuglari

4.2.5. In vitro biyobozunurluk testi

CHI/GLY/PPG hidrojellerine ait in vitro biyobozunurluk sonuglar1 Sekil 4.28°de
verilmistir. Saf CHI dort hafta sonunda 9%33.58+1.11 oraninda bozunma gdstermistir.
CHI/GLY 4. haftanin sonunda %35.01+0.64 oraninda bozunma sergilemis olup bu
bozunma oran1 CHI’ninkinden ytiksektir. Bozunma stirecinin ilk haftalarinda bu artis
daha belirgin olarak goriilmektedir. GLY nin biyobozunurlulugu arttirdigina dair
literatiirde ¢alismalar mevcuttur. Bunun nedeni olarak GLY ’nin hidrofilik karakteri
gosterilmektedir. Farkli oranda PPG igeren hidrojellerin ise 4. haftanin sonunda
%36.36+1.98, 36.70+1.54, 40.99+1.01, 32.42+1.03, ve 23.52+1.29 oraninda bozunma
sergilemistir. Elde edilen bu sonuglar gostermektedir ki belli bir orana kadar PPG
arttikca hidrojellerin bozunurlugu artmistir. Ancak, PPG PEG’e gore daha hidrofobik
oldugundan yiiksek oranda PPG iceren hidrojel orneklerinin biyobozunurlugu

diismiistiir. Literatiirde, PEG ve PPG’nin biyolojik bozunma mekanizmalarinin farkli
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oldugu, PEG'lerin kisa homologlar olusturarak bozunurken, PPG’nin molekiiler

agirliklarin dagilimimin bozunma sirasinda daha sabit kaldigi rapor edilmistir [371].
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Sekil 4. 28. CHI/GLY/PPG hidrojellerinin in vitro biyobozunurluk test sonuglari

4.2.6.L-ASNaz iceren CHI/GLY/PPG formiilasyonlarinin hazirlanmasi

L-ASNaz iceren CHI/GLY/PPG formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
enzim aktivitesi lizerine bazi1 parametrelerin (CHI/PPG orani, enzim miktari,
immobilizasyon siiresi, ¢apraz baglama siiresi ve TPP orani) etkisi incelenmis ve
maksimum bagil aktivite gosteren en ideal kosullar belirlenmistir.

PPG oranmin artmasiyla enzimin bagil aktivitesinde bariz bir artis goriilmiistiir
(Sekil 4.29 (A)). Enzim ile PPG arasindaki fiziksel veya kimyasal etkilesimler sonucu
enzim aktivitesi artmis ve CHI/GLY/PPG-4 formiilasyonu i¢in maksimum degere
ulagmistir. Bundan dolayr en uygun formilasyonun CHI/GLY/PPG-4 oldugu
belirlenmistir. Enzim konsantrasyonu, immobilizasyon islemi sirasinda enzim geri
kazanim oranin etkileyen onemli bir faktordiir. Bu ¢aligmada, enzim ¢ozeltileri (25-
200 U), enzim konsantrasyonunun CHI/GLY/PPG formiilasyonlarinin tizerindeki
etkisini analiz etmek i¢in hazirlanmistir. Sekil 4.29 (B), stent-L-ASNaz
formiilasyonunun aktivitesinin, artan baslangi¢c enzim konsantrasyonu ile kademeli
olarak arttigin1 gostermektedir. 50 U enzim kullanildiginda, L-ASNaz aktivitesi en
yiiksek bagil aktiviteye ulasmistir. Ancak, enzim konsantrasyonunun artmasiyla,
enzimin aktivitesi hizla azalmig ve 150 U’den sonra stabil kalmigtir. L-ASNaz geri
kazanimimi saglamak amaciyla, enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu 50 U

konsantrasyonu secilmistir. Immobilizasyon siiresi de enzim aktivitesini belirleyen
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onemli bir faktordiir. Sekil 4.29 (C), enzim aktivitesinin kademeli olarak arttigini ve
ilk 6 saatte maksimum bagil aktiviteye ylikseldigini gostermektedir. Enzim aktivitesi,
6 saat immobilizasyondan sonra, denatiirasyon etkisinden dolay1 azalmistir. Capraz
baglanma zamaninin immobilize enzimin aktivitesi lizerindeki etkisi Sekil 4.29 (D)'da
gosterilmektedir. En yliksek enzim aktivitesi, capraz baglama siiresinin 30 dakika
oldugunda goriilmiistiir. 30 dakikadan sonra, enzim aktivitesinde 6nemli bir azalma
gorilmektedir. Bunun nedeni, uzun siireli ¢capraz baglama siiresi, enzim molekiilleri
arasinda sterik bir engellemeye yol agabilir, buda enzimin aktif bolgelerini bloke
edebilir ve substrat icin baglanma bolgelerini enzime dogru kullanilamaz hale
getirebilir [253]. Bu nedenle gapraz baglama siiresi maksimum oldugu 30 dakika
secilmistir. Capraz baglayici bir ajan olan TPP inter- ve intra-molekiiler ¢apraz
baglama reaksiyonlarinda kullanilir. Ancak, asir1 ¢apraz baglama, agregasyona,
cokelmeye, aktivite kaybma ve enzimin ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasima neden
olabilir [254]. Bu nedenle TPP konsantrasyonu enzim immobilizasyonu igin 6nemli
bir faktordiir. TPP konsantrasyonunun L-ASNaz aktivitesi {izerindeki etkisini
incelemek i¢in TPP oran1 %1-%10 araliginda kullanilmistir (Sekil 4.29 (E)). CHI’'nin
amin gruplart arasindaki baglanma sonucunda, TPP konsantrasyonu % 3'e
ulasildiginda en yiiksek enzim aktivitesi elde edilmistir. TPP oran1 %5 oldugunda
enzim aktivitesinde hafif bir azalma goriilmiis ve %10 oldugunda sabit kalmistir. Bu
azalma, muhtemelen, kaginilmaz kimyasal modifikasyon ve denatiirasyon etkilerine
neden olabilecek asir1 TPP’den kaynaklanmaktadir. Bu bulgunun bir bagka olasi

nedeni ise, enzimin aktif bolgelerinin bloke edilmesidir.
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Sekil 4. 29. L-ASNaz iceren CHI/GLY/PPG formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in
optimum parametrelerin belirlenmesi: A) CHI/PPG orani, B) Enzim miktari, C)
Immobilizasyon siiresi, D) Capraz baglama siiresi ve E) TPP orani

4.2.7.CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz formiilasyonunun karakterizasyonu

4.2.7.1. FTIR analizi

CHI/GLY/PPG-4 ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz oOrneklerinin  FTIR
spektrumlar1 Sekil 4.30°da gosterilmektedir. immobilizasyondan sonra, 3000-3600
cm™ araliginda pik siddetinin immobilizasyondan sonra arttig1 goriilmiistiir. Bu artisin

nedeni enzimde bulunan —OH ve —NH gruplarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 30. (a) CHI/GLY/PPG-4 ve (b) CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz 6rneklerinin
FTIR spektrumlari

4.2.7.2. XRD Analizi

Hazirlanan CHI, CHI/GLY, CHI/GLY/PPG-4 ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz
orneklerinin XRD ile karakterize edilmis ve elde edilen XRD piki Sekil 4.31°de
gosterilmistir. Saf CHI 206=10.1° ve 206=20.1°de iki adet karakteristik difraksiyon piki
gostermistir. Bu sonuca gore CHI’'nin diisiik yogunluklu ve yari-kristalin oldugu
sOylenebilir [248]. CHI/GLY filmlerinin XRD spektrumuna bakildiginda birkag pikin
kayboldugu, sadece 20.1°°de CHI’'nkine go6re genis bir pike sahip oldugu
gorilmektedir. Buda, GLY igeren filmlerde kristallesme derecesinin azaldiginin
kanitidir [249]. PPG eklendikten sonra ise XRD spektrumunda pikler daha genis bir
bantta goriindii, bu da kristalin bolgesinin amorf hale geldiginin gostergesidir. CHI
pikleri nispeten giiclii goriiniirken, PPG pikleri goriinmemektedir. Bu CHI ve PPG
segmentleri arasindaki karsilikli etkilesimden kaynaklanmaktadir. CHI/GLY/PPG-
4@L-ASNaz  oOrneginin  XRD  spektrumu  incelendiginde, = L-ASNaz
immobilizasyonundan sonra énemli bir faz degisimi olmadig1 goriilmiistiir. Ancak, pik

siddetlerinin hafif azaldig1 gorilmiistiir.
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Sekil 4. 31. CHI, CHI/GLY, CHI/GLY/PPG-4 ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz
orneklerinin XRD spektrumlari

4.2.7.3. SEM analizi

Hazirlanan hidrojel filmlerin morfolojisi, Sekil 4.31'de sunulan SEM
goriintiilerine  dayanilarak  degerlendirilmistir. ~CHI’'nin SEM  goriintiisi
incelendiginde, CHI filmlerin yiizeyinin diizgiin, siirekli ve kompakt bir yap1 oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.32 a, b). GLY igeren filmin mikroyapisi, CHI filmlerinin
goriintlilerinden farkhidir (Sekil 4.32 ¢, d). Bu film ylizeyinde catlama
gbzlemlenmistir. Bunun nedeni GLY ’nin plastiklestirme etkisinden oldugu sonucuna
varilabilir. GLY konsantrasyonu diisiik oldugunda, GLY nin tipik plastiklestirme
etkisi olusur ve kurutma sirasinda yiizeyde mikro ¢atlamaya neden olur. Buda, yapinin
icinde daha siki polimerik ag olusmasina neden olur. Mikroyapinin ve morfolojinin
PPG igeriginden ciddi sekilde etkilendigi agikca goriilmektedir. PPG’nin yapiya dahil
edilmesiyle birlikte, CHI/GLY 'nin gozenek yapisi artmistir (Sekil 4.32 e, ). Sekil 4.32
g, h ise hidrojel formiilasyonuna L-ASNaz enzimi yiiklendikten sonra olusan
CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz orneginin morfolojik goriintiisiinii yansitmaktadir.
Acgikea enzimin hidrojel formiilasyonuna eklenmesinden sonra 6rnegin morfolojisinde
bliyiik 6l¢iide bir etki olusmamistir. Yiizey goriintimiinden (Sekil 4.32 1, j), capraz
baglanmamis ve ¢apraz baglanmis 6rneklerin mikro yapilar1 oldukga farklidir. Capraz

bagli 6rneklerin yiizeylerinin daha gozenekli oldugu acikca goriilmektedir.
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Sekil 4. 32. CHI (a, b), CHI/GLY (c, d), CHI/GLY/PPG-4 (e, f), CHI/GLY/PPG-4@L-
ASNaz (g, h) ve ¢apraz baglanmis polimerik stent 6rneklerinin (i, j) SEM goriintiileri
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4.2.7.4. EDX analizi

Hazirlanmig hidrojel formiilasyonlarn EDX spektrumlart  Sekil 4.33'de
sunulmaktadir. Saf CHI igin karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) elementlerine ait
pikler goriilmektedir (Sekil 4.33 (a)). CHI/GLY/PPG o6rnegine ait EDX spektrumu
incelendiginde benzer elementlere ait pikler goriilmektedir (Sekil 4.33 (b)). Ancak,
PPG polimerinden dolay1 bu piklerin siddeti artmistir. Sekil 4.33 (¢), CHI/GLY/PPG-
4@L-ASNaz 6rnegine ait EDX spektrumunu gostermektedir. Bu spektrum dikkatlice
incelendiginde, enzimden kaynakli ekstra kiikiirt (S) piki goriilmektedir. Ayrica, C, O
ve N piklerinin siddeti de artmistir. Son olarak, TPP ile capraz baglanmis stent
formiilasyonlarina ait EDX spektrumunda TPP’den dolay1 sodyum (Na) ve fosfor (P)
elementlerinin varlig1 bariz bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.33 (d)).
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Sekil 4. 33. CHI (a), CHI/GLY/PPG-4 (b), CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz (¢) ve gapraz
baglanmis polimerik stent 6rneklerinin (d) EDX spektrumlari
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4.3. CHI/GLY/PVA Hidrojellerinin Karakterizasyonu

4.3.1.FTIR analizi

CHI, CHI/GLY ve PVA orneklerinin FTIR spektrumu Sekil 4.34’de verilmistir.
CHI ve CHI/GLY orneklerinin FTIR analiz sonuclart 4.1.1 baghig altinda detayl1 bir
sekilde verilmistir. Saf PVA’nin spektrumu (Sekil 4.34(c)) ile ilgili olarak, 3200-3600
cm™'deki karakteristik genis absorpsiyon bandi, molekiiler aras1 ve molekiiller arasi
hidrojen baglarindan kaynakli O-H gerilmesi ile iligkilidir. PV A, poli(vinil asetat)’nin
hidrolizi sonucu elde edildiginden dolay1 1430 cm™'deki band asetil (>C=0) grubuna
ait C-O-C simetrik gerilme bandidir. 2925 cm™'deki band, asimetrik CH2 gruplarmin
gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1732 cm™'de gézlemlenen bant, PVA'nin
karakteristik karbonil grubunun bandidir. Bunlarin yani sira, 1090, 842, 1560 ve 1238
cm'de gozlemlenen bandlar sirasiyla C-O gerilme, C-C gerilme, C=C gerilme ve C-
H gerilme titresimlerine aittir [255,256].
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Sekil 4. 34. Saf CHI (a), CHI/GLY (b) ve saf PVA (c) orneklerine ait FTIR
spektrumlari
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Kiitlece farkli oranlarda PVA igerecek sekilde hazirlanan CHI/GLY/PVA
hidrojellerinin FTIR spektrumlart Sekil 4.35’te gosterilmistir. FTIR spektrumu
incelendiginde tiim hidrojeller saf CHI, CH/GLY ve saf PV A polimerinin karakteristik
piklerini gostermektedir. Hidrojellerdeki PVA orani arttikca bazi pikler degisiklik
gostermektedir. Ornegin, 2923 cm™'deki C-H gerilme titresim piki PVA oram1 arttik¢a
artmaktadir. Benzer sekilde, pik siddeti artan diger pik 1732 cm™'de ortaya ¢ikan
PV A’nin karakteristik C=0 pikidir. Ayrica kiitlece PVA orani arttik¢a 1238 cm™'deki
C-H germe titresimlerine ait pikin siddeti de artmaktadir. Diger yandan, 842 cm'deki
C-C gerilme pikinin siddeti is PVA orani arttikca azalmaktadir. Pik siddetlerindeki bu
artis veya azaligin en olast sebebi CHI'nin -OH ve -NH gruplar1 ile PVA’nin -OH
gruplar1 arasinda molekiiller aras1 hidrojen baglarmnin olusmasidir [29]. Elde edilen
FTIR sonuglarina dayanarak CHI ve PVA polimerlerinin homojen bir sekilde
karigtirlldigt ve CHI/GLY/PVA hidrojellerinin basarili bir sekilde hazirlandigi

soylenebilir.
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Sekil 4. 35. Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait FTIR spektrumlari; (a)
CHI/GLY/PVA-1, (b) CHI/GLY/PVA-2, (c) CHI/GLY/PVA-3, (d) CHI/GLY/PVA-4
ve (e) CHI/GLY/PVA-5
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4.3.2. Termal analiz

Saf CHI, CHI/GLY ve saf PVA malzemelerine ait TGA termogramlar1 Sekil
4.36°da gosterilmistir. Saf CHI’ya ait TGA termograminda ii¢ kademeli bir termogram
goriilmektedir. Oncelikle 30-100 °C arasinda yaklasik %7 civarinda yapidaki nemin
uzaklagmasindan kaynakli bir kiitle kayb1 goriilmektedir. 250 °C’den baslayarak 313
°C’ye kadar siiren %35 civarinda ikinci bir kiitle kaybr goriilmektedir. 313 °C’den
baslayarak 600 °C’ye kadar siirmekte olan ikinci kiitle kaybi1 deasetilasyon pikidir. Bu
pik CHI gruplarmin yapisindaki asetil gruplarinin degredasyonudur [258]. Ugiincii
kiitle kayb1 ise %45 civarinda olup tiim CHI yapisinin termal degredasyonundan
kaynaklanir. CHI/GLY yapisin CHI’ninkine benzer bir termogram sergilemektedir.
Ancak, termal stabilitesi diisiik olan GLY yapilarinin yapiya katilmasiyla yapinin
termal kararliig1 da diigsmiistiir. Ozellikle bu yap1 iizerinde dort farkli kiitle kaybi
goriilmektedir. Bu kiitle kayiplart birincisi %7 civarinda goriilen yapisal nemden
kaynaklanmaktadir. Ikinci kiitle kayb1 yapidaki GLY yapilarinin bozunmasindan
kaynaklanmaktadir. Ugiincii kiitle kayb1 yap1 {izerindeki CHI gruplarmin
deasetilasyonudur. 350 ve 650 °C arasinda goriilen son kiitle kaybi ise tiim yapinin
oksidatif bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Saf PVA ii¢ asamali bir bozunma profili
gostermistir. Ilk kiitle kaybi, fiziksel ve kimyasal olarak adsorbe edilen suyun
uzaklastirllmasina bagl olarak 150 °C'nin altinda ortaya ¢ikmistir. 300 °C civarinda
baslayan ikinci kiitle kaybi, PVA omurgasinin bozulmasi ile iligkilidir. Ayrigsmanin
ticlincii fazi, PVA'nin vinil asetat gruplarinin bozunmasinin bir sonucu olarak 400-500

°C'de meydana gelmistir [259].

108



80.00-
6000
3
o
F=
=
¥
40.00-
2000- — _cwi
CHUGLY
—FPVA
uluq- L i " L " L L 4 il
100.00 200,00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00

Sicaklk (°C)
Sekil 4. 36. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PVA malzemelerine ait TGA termogramlar1

Sekil 4.37°de saf CHI, CHI/GLY ve saf PVA malzemelerine ait DTA
termogramlar1 goriilmektedir. Bu termogramlarda TGA termogramlariyla uyumlu
olarak CHI yapisinda ii¢ temel kiitle kayb1 tespit edilmektedir. 200-300 °C arasinda
deasetilasyon, 300-400 °C arasinda yapisal bozunma ve 500-620 °C arasinda ise
karbonizasyon goriilmektedir. CHI/GLY yapisinda nemin kaybi1 100-200 °C
araliginda GLY yapisinin bozunmas1 200 °C’den sonra ise klasik CHI termogram
yapist gorlinmektedir. Sirasiyla 230-310 °C arasinda deasetilasyona ait termogram,
330-410 °C arasinda yapisal bozunma ve 500-620 °C arasinda yapisal karbonlagma
ekzotermleri goriilmektedir. Saf PV A yapisina ait termogramda ise 90 °C civarinda Tg
gecisi goriilmektedir. Ayrica 190 °C’de erime piki belirgin olarak goriilmektedir.
Yaklagik 290-400 °C arasinda ikili bir pik olarak ylizey neminin uzaklagmasi, 400-500

°C arasinda termooksidatif dekompozisyon goriilmektedir.
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Sekil 4. 37. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PVA malzemelerine ait DTA termogramlari

Sekil 4.38’de CHI, CHI/GLY ve saf PVA o6rneklerine ait DSC termogramlari
gosterilmistir. CHI’ya ait DSC termograminda 250-300 °C arasinda asetil gruplarinin
deasetilasyonu goriilmektedir. CHI/GLY yapisinda ise benzer degisim 220-300 °C
arasinda yaygin bir pik olarak gériilmektedir [260]. Yine bu yapida 50-100 °C arasinda
yapisal nemin uzaklasmast 100 °C civarinda ise GLY yapisinin bozunmasindan
kaynakli pikler goriilmektedir. PVA yapisina ait termogram ise literatiirle uyumludur.
94°C’ de Tg gecisi goriilmektedir. Ayrica, PVA’nin DSC termograminda, PVA
kristallerinin erimesine bagli olarak 190 °C'nin yakininda zayif bir endotermik tepe

bulunur [261].

110



DSC
mW

— CHI
— CHIIGLY
— PVA

50 100 50 200 20 300 30 200 70 500
Sicaklik (°C)

Sekil 4. 38. Saf CHI, CHI/GLY ve saf PVA malzemelerine ait DSC termogramlari

Sekil 4.39°da hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait TGA termogramlari
verilmistir. Bu termogramlar incelendiginde diisiik oranda PV A igeren drneklerde dort
temel kiitle kayb1 goriiliirken yiiksek oranda PVA igeren 6rneklerde ii¢ temel kiitle
kayb1 goriilmektedir. Tiim yapilarda 100 °C civarinda yaklasik %10°luk bir nem kaybi
piki goriilmektedir. Diisiik oranda PVA igeren 6rneklerde stokiyometrik olarak daha
cok GLY yapisi igerdiginden dolay1 150-250 °C arasindaki GLY’ye ait bozunma piki
belirgindir. PVA yapis1 arttik¢a stokiyometrik olarak GLY yapisi diistiiglinden dolay1
bu pikin degeri de azalmaktadir. 300 °C civarindaki kiitle kayb1 ise PVA yapisindan
kaynaklanmakta olup PV A yapisindaki artigla birlikte biiylimektedir. Son kiitle kayb1

ise tiim yapinin bozunmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 39. Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait TGA termogramlari

Sekil 4.40 hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait DTA termogramlarini
gostermektedir. Bu termogramlarda PVA yapisi arttikca 100 ve 200 °C arasindaki
GLY yapisindan kaynakli olan pik kiigiilmektedir. 200-400 °C araligindaki genel CHI
yapisindan kaynakli pikler goriilmektedir. 450-600 °C arasinda ise yapisal
karbonlasma pikleri net bir sekilde goriilmektedir. Sonu¢ olarak PVA yapisinin

artisindan kaynakli olarak anlamli termogram degisimleri goriilmektedir.
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Sekil 4. 40. Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait DTA termogramlari

Sekil 4.41°de farkli oranlarda PVA iceren CHI/GLY/PVA hidrojellerine
orneklerine ait DSC termogramlart gosterilmektedir. Bu termogramlarda,
CHI/GLY/PVA-1 ve CHI/GLY/PVA-2 termogramlart birbirine benzerdir. Ancak,
PVA orani arttik¢a 100 °C ve 200 °C civarindaki genis bantin azaldigi ve 400-500 °C

araligindaki bantin artan PV A oranindan dolay: genisledigi goriilmektedir.
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Sekil 4. 41. Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait DSC termogramlari

4.3.3.S1v1 temas acisi ve sisme derecesi

CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait sivi temas acilart Sekil 4.42(A)’da
gosterilmektedir. Hazirlanan hidrojel filmlerin temas agilar1 PVA oraninin artisiyla
dogru orantili olarak sirasiyla 68.7°+2.6, 63.6°+3.3, 62.8°+1.3, 51.7°+2.7 ve
48.9°+0.8°dir. Siv1 temas1 agisinda artan PVA miktarina bagli olarak bir azalma
goriilmistiir. Bu azalmanin nedeni PVA’nin dogal hidrofilik karakterinden dolayidir.
Dolayisiyla PVA oran1 arttikca hidrojellerin  hidrofilikligi ve 1slanabilirligi
artmaktadir. Ayrica, hazirlanan hidrojel filmlerin s1vi temas agilarinin 90°’den daha az
olmasi bu filmlerin hidrofilik karakterde oldugunun gostergesidir. Elde edilen sonuglar
literatiirde CHI/PVA blendleri i¢in rapor edilen sivi temas agilariyla tamamen
paraleldir [262].

Sekil 4.42B'de, CHI/GLY/PV A hidrojel filmlerinin sisme oranlar1 gosterilmistir.
CHI, CHI/GLY, CHI/GLY/PVA-1, CHI/GLY/PVA-2 ve CHI/GLY/PVA-3 denge
sisme degerleri sirastyla 118.26+£10.70, 122.02+1.76, 171.38+7.07, 180.45+10.09 ve
182.79+2.45°dir. Sekilden de anlasildigi lizere, PVA iceren hidrojel filmlerinin %
sisme degerleri ve hidrofilisitesi saf CHI ve CHI/GLY filmlerine kiyasla daha
yiiksektir. Bu artis, hidrojeldeki PVA igeriginden kaynaklanmaktadir. PVA suda
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¢oziinen bir polimerdir ve PVA ile CHI'nin karistirilmasi ile hidrofilik gruplar (-OH)
artar ve bundan dolay1 % sisme oran1 da artmistir. Bu sonuglar literatiir ile tamamen
paralellik gostermektedir. Ornegin, El-Hefian vd. ile Ramakrishna vd. hazirladiklari
CHI/PVA filmlerinin % sisme oranlarinin PVA igerigi ile dogru orantili olarak
arttigin1 rapor etmislerdir [257,263]. Ancak, PVA konsantrasyonunun agirt artmast
sisme oraninda bir azalmaya sebep olmustur. CHI/GLY/PVA-4 ve CHI/GLY/PVA-5
ornekleri i¢in % sisme degerleri sirasiyla 172.51+£8.49 ve 154.35+11.24 olarak
hesaplanmistir. Sisme, hidrojel aglarinin gozenekliligi ile dogrudan bagli olan bir
parametredir. Gozenek hacmi fraksiyonunu, gézenek boyutlarini ve bunlarin ara
baglantilarini kontrol eden temel faktorler, ag polimer zincirlerinin ve ¢apraz baglama
yogunlugunun bilesimidir. Polimerin belirli bir hacimde artan konsantrasyonu,
polimer zincirlerinin sayisinda bir artisa ve dolayisiyla agda gdzenekliligin azalmasina
neden olur, bu da biiyiik olasilikla hidrojellerin su tutma kapasitesinin azalmasinin
nedenidir. Gupta vd. yayinladiklar1 ¢alismada sisme oranindaki azalmanin yiliksek

PVA oranindan kaynaklandigini belirtmislerdir [264,265].
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Sekil 4. 42. Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerinin (A) sivi temas agis1 ve (B)
sisme sonuglari

4.3.4.Su tutma kapasitesi ve gaz gecirgenligi

Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerinin su tutma kapasitesi sonuglart Sekil
4.43A’da gosterilmistir. Capraz baglanmamis CHI pH 7.4'de %52-56 oraninda bir su
tutma oranma sahip olmasmna ragmen, c¢apraz baglanmis CHI/GLY/PVA
hidrojellerinin su tuma yilizdesi %60-64 arasindadir. Dolayisiyla, PVA miktar

hazirlanan hidrojellerin su tutma kapasitesini arttirmistir. Bu artts CHI omurgasina
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hidrofilik segmentin (PVA) dahil edilmesinden kaynaklanir. Elde edilen sonuglar
sisme testi ile paralellik gostermektedir.

Sekil 4.43 (B) ayrica hidrojel filmlerin Oz gecirgenligini gostermektedir. O>
ornegin icindeki su faziyla difiize olabileceginden dolayr oOrneklerin su tutma
kapasiteleri ile dogru orantilidir [244]. Yani bir hidrojel 6rnegi ne kadar su absorbe
edebilirse o ornek i¢in Oz gazinin gegirgenligi de lineer olarak artar. Bu korelasyon

bizim ¢aligmamizda da goézlenmistir.
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Sekil 4. 43. Hazirlanan CHI/GLY/PVA hidrojellerinin (A) su tutma kapasitesi ve (B)
O2 gegirgenlik testi sonuglari
4.3.5. In vitro biyobozunurluk

CHI/GLY/PVA hidrojellerine ait in vitro biyobozunurluk sonuglari Sekil
4.44°de verilmistir. Saf CHI dort hafta sonunda %33.58+1.11 oraninda bozunma
gostermistir. CHI/GLY 4. haftanin sonunda %35.01+£0.64 oraninda bozunma
sergilemis olup bu bozunma oran1t CHI’ninkinden yiiksektir. Bozunma siirecinin ilk
haftalarinda bu artig daha belirgin olarak goriilmektedir. GLY 'nin biyobozunurlulugu
arttirdigina dair literatiirde ¢alismalar mevcuttur. Bunun nedeni olarak GLY’ nin
hidrofilik karakteri gdsterilmektedir. Farkli oranda PVA iceren hidrojellerin ise 4.
haftanin sonunda %32.97+0.5, 35.52+0.7, 37.04+1.88, 39.37+0.71, ve 39.85+2.51
oraninda bozunma sergilemis olup haftalara gore baktigimizda bozunma orant lineere
yakindir. Elde edilen bu sonuglar gostermektedir ki PVA orami arttik¢a hidrojellerin
bozunurlugunun buna paralel olarak arttig1 da gozlenmistir. PVA suda ¢6ziinebilir,
biyobozunur ve biyouyumlu bir polimerdir. Bundan dolay1 farmasétik ve biyomedikal

uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 4. 44. CHI/GLY/PVA hidrojellerinin in vitro biyobozunurluk test sonuglari

4.3.6.L-ASNaz iceren CHI/GLY/PVA Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Bilindigi gibi, immobilizasyon kosullar1 immobilizasyon etkinligini ve
immobilize enzimin aktivitesini etkiler. Bundan dolayi, Oncelikle en ideal
CHI/GLY/PVA@L-ASNaz formiilasyonu se¢ilmis ve daha sonra ise enzim miktart,
immobilizasyon siiresi, capraz baglama siiresi ve TPP oranmin enzim aktivitesi
tizerine etkileri sirasiyla incelenmistir. Sekil 4.45A°da gorildiigi iizere PVA oraninin
artmastyla beraber enzimin bagil aktivitesinde bariz bir artig goriilmiistiir. Bu artigin
nedeni PVA miktariin artmasiyla beraber enzimin etkilesecegi fonksiyonel gruplarin
sayist artmistir. Bundan dolay1 en uygun formiilasyonun CHI/GLY/PVA-4 oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.45B'de gosterildigi gibi, enzim miktarinin artmasi, aktiviteyi
onemli bir sekilde arttirmistir. 200 U enzim kullanildiginda maksimum aktiviteye
ulasildigindan optimum enzim miktar1 200 U olarak belirlenmistir. Immobilizasyon
stiresinin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi 1 ile 24 saat zaman araliginda incelenmistir
(Sekil 4.45C). i1k 3 saat i¢inde enzim aktivitesi lineer bir sekilde artmis ve maksimum
seviyeye ulasmistir. Ancak, bundan sonra, enzim aktivitesi azalmistir. Sonug olarak,
en uygun immobilizasyon siiresi olarak 3 saat secilmistir. Belirli bir konsantrasyon
araliginda, ¢apraz baglayicinin oram1 enzim aktivitesini artirabilir. Ancak, yiiksek
orandaki capraz baglayici konsantrasyonu, enzim denatiirasyonu, enzimin aktif
bolgelerinin ¢capraz baglanma yapist ile tikanmasi nedeniyle immobilize edilmis enzim
aktivitesinde bir azalmaya yol agabilir. Bagil enzim aktivitesine kars1 capraz baglayici
konsantrasyonu ve siiresine ait veriler, Sekil 4.45D ve Sekil 4.45E'de sunulmaktadir.

Sekil 4.45D, capraz baglama siiresinin enzim aktivitesi tizerindeki etkisini
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gostermektedir. Enzim aktivitesi 15 ile 180 dakika arasinda artan ¢apraz baglama
stiresince Olgiilmiistiir. Capraz baglama siiresi 30 dakikadan sonra enzim aktivitesinde
bir azalmaya yol agmistir ve ¢apraz baglama siiresinin artmasiyla enzim aktivitesinin
stirekli olarak azaldig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, CHI/GLY/PVA formiilasyonu i¢in
optimum ¢apraz baglama siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir. Belli bir
konsantrasyonda, TPP enzim immobilizasyonunu arttirdig: literatiirde rapor edilmistir.
Ancak, TPP konsantrasyonu daha da arttik¢a, asir1 gapraz baglanma ¢ogu zaman enzim
molekiillerinin konformasyonel degisikliklerine neden olmakta, bu da aktif bolgeye
zarar vermekte ve boylece immobilizasyon verimliligini engellemektedir [266]. Sekil
4.45E'deki verilere gore, maksimum enzim aktivitesi %]1.0'lik (w/v) TPP

konsantrasyonunda gériilmiistiir bu nedenle optimum TPP orani olarak se¢ilmistir.
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Sekil 4. 45. L-ASNaz iceren CHI/GLY/PVA formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in
optimum parametrelerin belirlenmesi: A) CHUPVA orani, B) Enzim miktari, C)
Immobilizasyon siiresi, D) Capraz baglama siiresi ve E) TPP oran1
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4.3.7.CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz formiilasyonunun karakterizasyonu
4.3.7.1. FTIR analizi

L-ASNaz’in varligmmi yapisal olarak kanitlamak i¢in CHI/GLY/PVA-4 ve
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz 6rneklerinin FTIR spektrumlari kaydedildi (Sekil 4.46).
L-ASNaz immobilizasyonundan sonra elde edilen FTIR spektrumu incelendiginde
3000-3600 cm? arahiginda pik siddetinin immobilizasyondan sonra arttig
goriilmiistiir. Bu artisin nedeni enzimde bulunan —OH ve —NH gruplarindan
kaynaklanmaktadir. 2881-2926 cm™de araliginda bulunan pik yogunlugu da
enzimdeki hidrokarbonlarin asimetrik ve simetrik titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
Benzer sekilde, 1560 ve 1650 cm™'de, sirasiyla amid I'e (C = O baglarinin titresimi)
ve amid Il'ye (sirasiyla protein omurgasinda C-N germe ve N-H titresiminin bir
kombinasyonu) atfedilebilecek iki pik gostermistir. Bu arada, L-ASNaz
immobilizasyonundan sonra C-H ve C-N baglarin1 temsil eden 925 ve 1100 cm™'de
iki yeni pik ortaya ¢ikmistir. Bu sonuclar L-ASNaz enziminin bagarili bir sekilde

immobilize edildigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4. 46. CHI/GLY/PVA-4 ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz orneklerinin FTIR
spektrumlari
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4.3.7.2. XRD analizi

CHI, CHI/GLY, PVA, CHI/GLY/PVA-4 ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz
orneklerinin XRD sonuglar1 Sekil 4.47‘de verilmistir. CHI ve CHI/GLY Orneklerinin
XRD sonuglar1 4.2.7.2 bashg altinda detaylica anlatilmistir. Saf PVA'nin XRD
spektrumunda, 20.4°de tipik bir kristalin zirvesi vardir [267]. CHI/GLY/PVA-4
orneginin  XRD spektrumu incelendiginde pik siddetlerinde hafif bir azalma
goriilmektedir. Kristallikteki bu diisiis muhtemelen CHI ve PVA makromolekiilleri
arasindaki hidrojen bagindan kaynaklanmaktadir. L-ASNaz immobilizasyonundan
hazirlanan formiilasyonun kristalligini kontrol etmek i¢cin XRD analizi de yapilmustir.
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz 6rneginin XRD spektrumu incelendiginde, L-ASNaz
immobilizasyonundan sonra énemli bir faz degisimi olmadig1 goriilmiistiir. Ancak, pik

siddetlerinin hafif azaldig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4. 47. CHI, CHI/GLY, PVA, CHI/GLY/PVA-4 ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz
orneklerinin XRD spektrumlari

4.3.7.3. SEM analizi

Hazirlanan hidrojel filmlerin morfolojisi, Sekil 4.47'de sunulan SEM
goriintlilerine  dayanilarak  degerlendirilmistir. CHI'nin SEM  g0riintiisii
incelendiginde, CHI filmlerin yiizeyinin diizgiin, siirekli ve kompakt bir yap1 oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.48 a, b). GLY igeren filmin mikroyapisi, CHI filmlerinin
goriintillerinden farkhidir  (Sekil 4.48 ¢, d). Bu film yilizeyinde catlama

gbzlemlenmistir. Bunun nedeni GLY ’nin plastiklestirme etkisinden oldugu sonucuna
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varilabilir. GLY konsantrasyonu diisiik oldugunda, GLY ’nin tipik plastiklesme etkisi
olusur ve kurutma sirasinda ylizeyde mikro ¢atlamaya neden olur. Bu durum, yapinin
icinde daha siki1 polimerik ag olusmasina neden olur. Mikroyapinin ve morfolojinin
PVA igeriginden ciddi sekilde etkilendigi agik¢a goriilmektedir. PVA’nin yapiya dahil
edilmesiyle birlikte, CHI/GLY ’nin gozenek yapisi artmistir (Sekil 4.48 e, ). Sekil 4.48
g, h ise hidrojel formiilasyonuna L-ASNaz enzimi yiiklendikten sonra olusan
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz Orneginin morfolojik goriintiisiinii yansitmaktadir.
Acikea enzimin hidrojel formiilasyonuna eklenmesinden sonra 6rnegin morfolojisinde
biiyiikk 0lciide bir etki olugsmamistir. Ancak, hidrojel 6rnegi TPP ile capraz
baglandiktan sonra film yiizeyi bariz bir sekilde degismistir (Sekil 4.48 1, j). Film
yiizeyinin gozenekliligi capraz baglama isleminden sonra artmistir. Bu CHI ve PVA
arasindaki etkilesimin varligini kanitlamaktadir ve elde edilen sonuglar literatiir ile

tamamen paraleldir [268].
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Sekil 4. 48. CHI (a, b), CHI/GLY (c, d), CHI/GLY/PVA-4 (e, f), CHI/GLY/PVA-
4@L-ASNaz (g, h) ve gapraz baglanmis polimerik stent 6rneklerinin (i, j) SEM
goriintiileri

4.3.7.4. EDX analizi

Hazirlanmig hidrojel formiilasyonlarin EDX spektrumlart  Sekil 4.49'da
sunulmaktadir. Saf CHI i¢in karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) elementlerine ait
pikler goriilmektedir (Sekil 4.49a). CHI/GLY/PVA o6rnegine ait EDX spektrumu
incelendiginde benzer elementlere ait pikler goriilmektedir (Sekil 4.49b). Ancak, PVA
polimerinden dolay1 bu piklerin siddeti artmuistir. Sekil 4.49¢, CHI/GLY/PVA-4@L-
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ASNaz ornegine ait EDX spektrumunu gostermektedir. Bu spektrum dikkatlice
incelendiginde, enzimden kaynakli ekstra kiikiirt (S) piki goriilmektedir. Ayrica, C, O
ve N piklerinin siddeti de artmistir. Son olarak, TPP ile ¢apraz baglanmis stent
formiilasyonlarma ait EDX spektrumunda TPP’den dolay1 sodyum (Na) ve fosfor (P)
elementlerinin varlig1 bariz bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.49d).
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Sekil 4. 49. CHI (a), CHI/GLY/PVA-4 (b), CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz (c) ve capraz
baglanmis polimerik stent drneklerinin (d) EDX spektrumlari

4.3.8. Enzim aktivitesi sonucu se¢ilmis 6rneklerin ileri karakterizasyonlari
Yapilan optimum parametre ¢alismalart sonucu en yiiksek aktiviteye sahip olan

CHI/GLY/PEG-3, CHI/GLY/PPG-4 ve CHI/GLY/PVA-4 o&rnekleri segilmistir.

Secilen 6rnekleri daha detayli karakterize etmek icin protein adsorpsiyonu, porozite,
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su buhar1 gegirgenligi, mekanik Ozellikler ve in vitro sitotoksisite c¢aligmalari

gerceklestirilmis ve asagida sirasiyla elde edilen sonuglar sunulmustur.

4.3.8.1. Protein adsorbsiyonu

Viicuda bir biyomalzeme implante edildiginde, viicudun mikro ortami ile
etkilesir. Fizyolojik sivilarda bulunan farkli proteinler, sadece temasa geg¢mekle
kalmayip ayn1 zamanda biyomalzemelerin yiizeyinde adsorbe olan ana bilesenlerden
biridir. Bu adsorbe edilmis proteinler ¢esitli biyolojik tepkilere aracilik eder ve ayrica
iskelet yiizeyindeki hiicrelerin baglanmasina, biiyiimesine ve ¢ogalmasina yardimci
olur. BSA, yapisal ve fonksiyonel olarak insan serum albiimininkine benzer bir
glikoproteindir [269] ve bu nedenle protein adsorpsiyonunu degerlendirmek igin
kullanilmigtir. ~ Ayrica, in vivo durumu taklit etmek igin fibrinojen protein
adsorpsiyonu ¢alismasini yapmak i¢in kullanilmistir. Hazirlanan hidrojel filmlerinin
yiizeylerinde adsorbe edilen BSA ve fibrinojen miktarlart Sekil 4.50'de
gosterilmektedir. Saf CHI'ya kiyasla CHI/GLY, CHI/GLY/PEG-3 ve
CHI/GLY/PVA-4 6rneklerinde adsorbe olan protein miktari hidrofikligin artmasindan
dolayr azalmigtir. Ancak, PPG PEG ve PVA’ya nazaran daha hidrofobik oldugu i¢in
CHI/GLY/PPG-4 o6rneginde adsorbe olan protein miktari artmistir. Elektrostatik
kuvvet ve hidrofobik etkilesim, CHI/GLY/PPG-4 6rneginde daha fazla protein-yiizey

afinitesine neden olmustur.
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Sekil 4. 50. Hazirlanan hidrojel 6rneklerinin protein (BSA ve fibrinojen) adsorpsiyon

sonuglari
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4.3.8.2. Porozite ve Su Buhari Gegirgenligi

Porozite, doku miihendisliginde kullanilan biyomateryaller i¢in dnemli bir rol
oynar. Ciinkii bu gozenekler hiicreler ve dokular i¢in oksijen ve besin saglar. Bundan
dolay1 biyomedikal uygulamalarda kullanilmak iizere hazirlanan malzemelerin yiiksek
gozeneklilik derecesine sahip olmasi istenir. Doku mihendisliginde toplam
gozenekliligin %85'den bliylik oldugu malzemelerin daha avantajli oldugu rapor
edilmistir. Porozite Ol¢limii sivi yer degistirme yontemiyle gerceklestirilmistir ve
sonuglar Tablo 4.1'de sunulmustur. CHI’nin porozite degeri 76.03+4.45 olarak
bulunurken yapiya PEG, PPG ve PVA katkilanmasi poroziteyi arttirmistir.
CHI/GLY/PEG-3, CHI/GLY/PPG-4 ve CHI/GLY/PVA-4 hidrojelleri i¢in porozite
degerleri sirasiyla 87.25+0.56, 82.37+1.50 ve 81.88+4.45 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler hazirlanan hidrojellerin genel porozitesinin yiiksek ve avantajli bir orana
sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, hazirlanan hidrojel filmlerin porozitesinin
arttigit SEM goriintiileriyle de kanitlandigindan dolay: elde edilen bu sonuglar birbirini
desteklemektedir.

Hazirlanan membranlarin su buhar1 gecirgenligini belirlemek i¢in su buhari
iletim hiz1 6l¢tilmiistiir ve Tablo 4.1°de gosterilmistir. Sonuglar, saf CHI membraninin
su buhari gegirgenligi hizi 34.60+£1.50 iken, CHI/GLY membraninin su buhari
gecirgenligi hizi 70.88+0.07 olarak Olclilmiistiir. Bu artisin nedeni CHI ve GLY
arasindaki etkilesimlere baglanabilir. Bilindigi gibi CHI, hidrojen baglar1 olusturarak
suya afiniteyl arttirma potansiyelini gosteren -NHz ve -OH hidrofilik gruplarim
igcermektedir. Ancak, hidrofilik gruplarin cogu, CHI membranlar i¢in isgal edilmistir,
bu da serbest gruplarin suyla baglanma eksikligine yol acar. GLY mikro molekiiliiniin
matrikse sokulmasiyla, CHI zincirinin mesafesi genislediginden, su ile baglanacak
daha serbest amino gruplari serbest birakilir. Sonug olarak, su buhar gegirgenligi GLY
ilavesiyle biiyiik ol¢iide gelistirilmistir.

Bununla birlikte, Tablo 4.1'de, yapiya yine bir plastiklestirici olarak PEG
eklendigi zaman filmlerin farkli morfolojisine bagli olan WVTR degeri PEG’in GLY
ve CHI arasindaki farkli etkilesimi nedeniyle azalmistir. Bozdemir ve Tutag yaptiklari
bir ¢alismada GLY igeren polisakkarit bazli filmlerin WVTR degeri yliksek iken, PEG
200 igeren filmlerin daha diisiik WVTR degerine sahip oldugunu rapor etmislerdir
[270]. Benzer sonuglar PPG ve PVA iginde kaydedilmistir.
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Tablo 4.1. Hazirlanan hidrojellerin s1vi1 yer degistirme yontemiyle elde edilen porozite

degerleri ve su buhari iletim hiz1 sonuglari

Su Buharn
Ornek Kodu Porozite (%) fletim Hiz1

(g.m2.s7)
CHI 76.03+4.45 34.60+1.50
CHI/GLY 86.52+0.37 70.88+0.07
CHI/GLY/PEG-3 87.25+0.56 51.10+3.71
CHI/GLY/PPG-4 82.37+1.50 52.67+2.57
CHI/GLY/PVA-4 81.88+4.45 52.00+7.68

4.3.8.3. Mekanik ozellikler

Hazirlanan membranlarin mekanik 6zelliklerini incelemek i¢in bir mekanik test
analizorii kullanilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.51°de gosterilmistir. Ayrica,
sonuglar CHI ve CHI/GLY ile kiyaslanmistir. Sekil 4.51A'da gorildiigi tzere,
CHI'nin gerilme direnci 17.47 MPa iken gerinim uzamasit %3.93°dir. GLY
eklenmesiyle, gerinim uzamasi artarken (%36.82), gerilme direnci (7.65 Mpa)
azalmistir. Bu sonuglar, CHI ve GLY arasindaki hidrojen baglanmasindan dolayi film
yapisinin transformasyonu ile agiklanabilir. CHI i¢inde tekrarlanan N-glukozaminin
her bir biriminde sunulan -NH> ve -OH gruplari, CHI molekiilleri arasinda hidrojen
baglar1 olusturabilir ve bdylece nispeten diizenli bir yap1 olusturur. GLY, CHI ile
kolayca karisabilir, bu nedenle GLY ’nin eklenmesi, CHI’nin -NH3* ile GLY ’nin -OH
arasinda hidrojen baglarinin olusumunu destekleyebilir. Bu ilave hidrojen baglarinin,
filmdeki sirali CHI agin1 bozdugunu, dolayisiyla dogal CHI zarlarinin sertligini azaltan
sert zincir esnekligi ile sonuglandigini tahmin ediyoruz. CHI/GLY/PEG-3 malzemesi
icin gerilme direnci 8.4 MPa iken, gerinim uzama degeri %41.18 olarak 6l¢lilmiistiir.
GLY gibi PEG polimeri plastiklestirici etki gostermistir. PEG ilavesinin, CHI/GLY
molekiiler zincirlerinin toklugunu ve mobilitesini arttirmistir.  Benzer sekilde,
CHI/GLY/PPG-4 7.8 MPa gerilme direncine ve %35.78 gerinim uzama degerine sahip
oldugu bulunmustur. PPG ve PEG genellikle benzer etkiler gostermektedir.
CHI/GLY/PVA-4 6rnegi igin, gerinim uzama degeri %3.93'ten % 39.64'e yiikselirken,
gerilme direnci degeri 17.47'den 25 MPa'ya yiikselmistir. Sonug olarak, PVA'nin
malzemenin gerilme direncini diisiirdiigiinii, ancak malzemenin toklugunu ve

esnekligini arttirdigim1 gostermistir. PEG, PPG ve PVA CHI ve GLY arasindaki
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molekiiller aras1 kuvveti azaltir. Molekiiller arasi kuvvetin azaltilmasi, karigim
filminin esnekligini artiracaktir. Elde edilen sonuglar literatiir ile tamamen uyumludur

[271,272].

(A) (B)

CHIGLY/PVA-4- i CHIIGLY/PVA-4- —

CHIIGLY/PPG-4 CHIIGLY/PPG-4

CHIIGLY/PEG-3 CHIIGLY/PEG-3

CHIIGLY CHI/GLY

CHI CHI

0 5 10 15 20 0 10 20 30 40 50

Gerilme direnci (MPa) Uzama (%)
Sekil 4. 51. Hazirlanan hidrojellerin mekanik test sonuclari; (A) gerilme direnci, (B)

% uzama

4.3.8.4. In vitro sitotoksisite

Hazirlanan 6rneklerin in vitro sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak kolorimetrik
olarak test edilmistir ve sonuglar Sekil 4.52'de gosterilmistir. Sitotoksisite
calismalarinda hiicre canliligt <% 50 toksik, % 51 ile 70 hafif sitotoksik, >% 71
sitotoksik olmayan olarak smiflandirtlir [273]. Kontrolle kiyaslandiginda, CHI,
CHI/GLY, PEG 10.000 ve CHI/GLY/PEG-3 orneklerinin hiicre canlilik oranlar
strastyla 100.3, 101.7, 111.6 ve 93.2 olarak bulunmustur. Zaten, CHI, GLY ve PEG
biyouyumluluklar1 bilinen malzemelerdir. Elde edilen MTT testi sonuglar1 da bunu
dogrulamaktadir. CHI/GLY/PEG-3 0Ornegi de yiiksek oranda biyouyumluluk

gostermistir.
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Sekil 4. 52. CHI, CHI/GLY, PEG 10.000 ve CHI/GLY/PEG-3 6rneklerinin 1.929 fare
hiicrelerinde hiicre canlilik testi sonuclari

Ayrica, inkiibasyon sonrasi 6rnek ekstraktlari ile muamele edilen hiicrelerin
morfolojileri Sekil 4.53’de verilmistir. Hiicrelerin morfolojik yapisinda degisme
goriilmemistir. Sonu¢ olarak, hazirlanan CHI/GLY/PEG-3 ekstraktlarinin hiicre

canliligi izerinde in vitro olarak toksik etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4. 53. 1929 fibroblast hiicrelerinin morfolojik goriintiisii, (a) Kontrol, (b) CHI,
(c) CHI/GLY, (d) PEG ve (e) CHI/GLY/PEG-3

Hazirlanan 6rneklerin in vitro sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak kolorimetrik
olarak test edilmis ve sonuglar Sekil 4.54'de gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda,
CHI, CHI/GLY, PPG ve CHI/GLY/PPG-4 oOrneklerinin hiicre canlilik oranlari
sirastyla  100.3, 101.7, 49.0 ve 90.7 olarak bulunmustur. CHI ve GLY
biyouyumluluklar1 bilinen malzemelerdir. PPG’nin ise biyouyumlulugu molekiil
agirhigina baghdir. Literatiirde PPG’nin diisiik molekiil agirliga sahip oldugunda
toksik, yiiksek molekiil agirligina sahip oldugunda ise daha biyouyumlu oldugu
bildirilmistir [274]. Elde edilen MTT testi sonuglar1 da bunu dogrulamaktadir. Ancak,
hazirlanan CHI/GLY/PPG-4 6rnegi yiiksek oranda biyouyumluluk géstermistir.
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Sekil 4. 54. CHI, CHI/GLY, PPG ve CHI/GLY/PPG-4 orneklerinin 1929 fare
hiicrelerinde hiicre canlilik testi sonuglari

Ayrica, inkiibasyon sonrasi 0rnek ekstraktlari ile muamele edilen hiicrelerin
morfolojileri Sekil 4.55’de verilmistir. Hiicrelerin morfolojik yapisinda degisme
goriilmemistir. Sonu¢ olarak, hazirlanan CHI/GLY/PPG-4 ekstraktlarinin hiicre

canlilig1 tizerinde in vitro olarak toksik etkisinin olmadig1 gériilmiistiir.
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Sekil 4. 55. 1.929 fibroblast hiicrelerinin morfolojik goriintiisi, (a) Kontrol, (b) CHI,
(c) CHI/GLY, (d) PPG ve (e) CHI/GLY/PPG-4

Hazirlanan 6rneklerin in vitro sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak kolorimetrik
olarak test edilmis ve sonuglar Sekil 4.56'da gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda,
CHI, CHI/GLY, PVA ve CHI/GLY/PVA-4 orneklerinin hiicre canlilik oranlar
strastyla 100.3, 101.7, 133.1 ve 90.1 olarak bulunmustur. Zaten, CHI, GLY ve PVA
(Mw:9.000-10.000) biyouyumluluklar1 bilinen malzemelerdir. Elde edilen MTT testi

sonuglart da bunu dogrulamaktadir.
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Sekil 4. 56. CHI, CHI/GLY, PVA ve CHI/GLY/PVA-4 orneklerinin 1929 fare
hiicrelerinde hiicre canlilik testi sonuglari

Ayrica, inkiibasyon sonrasi ornek ekstraktlari ile muamele edilen hiicrelerin
morfolojileri Sekil 4.57°de verilmistir. CHI/GLY/PVA-4 6rnegi de yiiksek oranda
biyouyumluluk gostermistir. Hiicrelerin morfolojik yapisinda degisme goriilmemistir.
Sonug olarak, hazirlanan CHI/GLY/PVA-4 ekstraktlarinin hiicre canliligi iizerinde in

vitro olarak toksik etkisinin olmadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4. 57. 1929 fibroblast hiicrelerinin morfolojik goriintiisii, (a) Kontrol, (b) CHI,
(c) CHI/GLY, (d) PVA ve (¢) CHI/GLY/PVA-4

4.3.9.CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz formiilasyonunun immobilizasyon
parametreleri

4.3.9.1. Optimum pH ve optimum sicakhik

pH, enzim aktivitelerini etkileyen baslica parametrelerden biridir. Serbest L-
ASNaz ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun, optimum pH
degerini belirlemek ic¢in aktiviteleri pH:4 ile 10 araliginda Olc¢tlmiistiir. Sekil
4.58(A)'da goriildiigii tizere, serbest L-ASNaz ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz

formiilasyonunun maksimum aktiviteleri sirasiyla pH 8.0 ve 7.5'de elde edilmistir.
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Genellikle, immobilizasyondan sonra enzimlerin konformasyonel degisimlerine bagli
olarak optimum pH’da degisimler olabilir. Optimum pH degerindeki bu degisim,
enzimin aktif bolgesini saran mikro ¢evredeki asidik ve bazik amino asit yan zincir
iyonizasyonundaki degisiklikten kaynaklanabilir. Ayrica, CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz stent formiilasyonunun temel bileseni olan CHI'nin amino gruplarinin
reaktivitesi de pH degisimlerinden etkilenir. L-ASNaz enzimi bazik pH’da daha aktif
bir enzimdir. Sekilden de goriildiigii tizere her iki enzimin de bazik bolgedeki aktivitesi
asidik bolgeye gore daha yiiksekti. CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent
formiilasyonunun bagil aktivitesi serbest enziminkinden ¢ok daha yiiksektir. Bu
immobilizasyon isleminin temel avantajidir. Immobilizasyon sayesinde enzim daha

kararl1 hale gelir ve cevresel faktorlerden serbest enzime kiyasla daha az etkilenir.

Serbest L-ASNaz ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun
optimum sicakligi da 25-80 °C arasinda arastirilmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.58
(B)'de gosterilmistir. Serbest enzimin maksimum bagil aktivitesi 45 °C'de elde
edilmigtir. Sicaklik 60 °C'ye yiikseltildiginde, serbest enzim tamamen denatiire
olurken, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonu yaklasik %90 bagil
aktiviteye ulagmig ve 65 °C'de maksimum aktivite gostermistir. Ayrica, 80 °C'de bile
bagil aktivitesinin yaklasik %40'im1 korumustur. Bu sonuglar, CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz stent formiilasyonunun ¢ok daha yiiksek termal direncine sahip oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4. 58. Serbest enzim ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun
(A) optimum pH ve (B) sicaklik grafigi

4.3.9.2. Termal kararhlik ve aktivasyon enerjisi

Termal kararlilik, serbest enzime kiyasla immobilize enzimlerin en 6nemli
avantajlarindan biridir. Sekil 4.59 hem serbest hem de CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz
stent formiilasyonunun termal kararlilik sonuglarint géstermektedir. 3 saat sonra 50
°C'de, serbest L-ASNaz baslangi¢ aktivitesinin neredeyse tamamini kaybederken,
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonu baslangi¢ aktivitesinin %6011
korumustur. Sicakliga karst dayanikliliktaki bu iyilesme, hazirlanan formiilasyon
desteklerine  L-ASNaz’in immobilizasyonu nedeniyle, enzimin molekiiler
hareketliligin ve konformasyonel degisikliklerin azalmasindan kaynaklanmis olabilir.

Bu sonuglar immobilizasyonun termal kararliligit 6nemli Olgiide iyilestirdigini,
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enzimin serbest enzimin fazla kararsiz oldugu ytiksek sicakliklarda bile kullanilmas1

icin umut vaat ettigini gostermektedir.

—a— SerbestL-ASNaz -8 CHIGLY/PEG-3@L-ASNaz
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Sekil 4. 59. Serbest enzim ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun
inkiibasyon zamanina bagl termal kararliliklar

Arrhenius denklemi ile hesaplanan Ea degerleri, serbest enzim igim 79.38 J mol
'K ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonu i¢in 11.05 J mol*K™* olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.60). immobilize edilmis enzimler icin Ea degerleri, serbest
enzimdekinden daha kiigiiktiir, bu da immobilize edilmis enzimlerin sicaklifa daha az
duyarli olduklari anlamina gelir. Bir enzim reaksiyonunun aktivasyon enerjisi,
immobilizasyon isleminin bir sonucu olarak degisebilir veya degismeyebilir. Serbest
enziminkinden daha diisiik olan aktivasyon enerjisinin, immobilize edilmis enzim

durumunda tiriin ve substratin diflizyon direncinin bir gostergesi oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 4. 60. Serbest enzim ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun
Arrhenius grafigi

4.3.9.3. Tekrar kullamilabilirlik

Tekrar kullanilabilirlik, immobilizasyon isleminin en 6nemli o6zelliklerden
biridir. Sekil 4.61, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz formiilasyonunun tekrar
kullanilabilirligini ~ gostermektedir. CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz aktivitesi 3
dongiiden sonra azalmaya baslamasina ragmen, baslangi¢ aktivitesinin %60'indan
fazlasin1 20 dongiiden sonra bile hala korumustur. Sonuglardan da goriilecegi iizere,
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz formiilasyonu tekrar kullanim agisindan daha iyidir.
Aktivitenin azalmasi, baglarin zayiflamasina ve sonug olarak enzimin sizmasina sebep
olmus olabilir. Ayrica, substratin tekrarlayan atagi nedeniyle protein

konformasyonunun bozulmasina yol agarak, katalitik etkinligi azaltmis olabilir.
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Sekil 4. 61. CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun tekrar
kullanilabilirligi

4.3.9.4. Depolama kararhhg:

Depolama kararlilig1, bir enzimin ticari dlgekte uygulanmasi i¢in ¢ok dnemli bir
parametredir ve depolama sirasinda ¢ozeltideki enzimin stabil olmadig1 ve aktivitenin
zamanla kendiliginden azaldig1 iyi bilinmektedir. Bundan dolay1r hem serbest hem de
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun depolama kararliligi her hafta
Olctim yapilmak tlizere 4 haftalik siire boyunca 4 ve 25 °C'de arastirilmis ve sonuglar
Sekil 4.62'de verilmistir. Depolama kosullar1 altinda, serbest enzim baslangig
aktivitesinin yaklasik %601 ve %75'ini sirasiyla 4 ve 25 °C'de kaybetmistir.
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonu ise ayni siire zarfinda baglangig
aktivitesinin %40 ve %60'm1 4 ve 25 °C'de kaybetmistir. Bu dénemde enzimatik
aktivitenin kaybi, uzun siireli depolama sirasinda protein denatiirasyonuna ve
bozunmasmma baglanabilir. Bu sonuglar, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent
formiilasyonunun depolama kararliliginin hem 4 hem de 25 °C'de serbest enzim ile
karsilastirildiginda daha iyi oldugunu gostermistir. Bu deney sayesinde,
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz formiilasyonunun uzun siireli depolama kararlilig
sayesinde umut verici ve alternatif bir tasiyict matriks malzemesi olabilecegi

gosterilmistir.
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Sekil 4. 62. Serbest enzim ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz stent formiilasyonunun +4
°C ve oda kosullarinda depolama kararlilig1 grafigi

4.3.9.5. Metal iyon etkisi, inhibitor etkisi ve substrat spesifikligi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesine metal iyonlarmin etkisini
belirlemek i¢in, enzim 6rnekleri farkli metal iyonlartyla inkiibe edilmistir. Daha sonra
kalan aktivite optimum kosullarda dl¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.63a’da
gosterilmistir. Na* ve K* gibi monovalent ve Ca?*, Co?" ve Mg?* divalent katyonlarin
L-ASNaz aktivitesini arttirdig1 literatiirde rapor edilmistir [275]. Ni%*, Cu?*, Fe?*,
Hg?*, Zn%*, Cd®" ve Ba?* gibi divalent katyonlarmin ve Fe3* ve Cr¥" metal iyonlarinin
ise enzim aktivitesini inhibe ettigine dair calismalar vardir [276-278]. Bizim
calismamizda, Na*, K*, Co?* ve Ca?* sirastyla enzim aktivitesini yaklasik olarak %9,
%17, %72 ve %34 oraninda arttirmistir. Mg2+ ise serbest enzim aktivitesini onemli
ol¢iide degistirmemistir. Diger taraftan, Ni%*, Cu®*, Fe?*, Hg?*, Zn?*, Cd** Ba®", Fe%*
ve Cr¥* iyonlar1 ise enzim aktivitesini sirasiyla yaklasik olarak %50, %60, %70, %98,
%20, %20, %5, %80 ve %50 oraninda inhibe etmistir. Immobilize enzimin aktivitesi
ise serbest enzime benzer sekildedir. Ancak, immobilize enzim aktiviteyi inhibe eden
metal iyonlarindan serbest enzim kadar etkilenmemistir. Bu kararhilik, zaten
immobilizasyon yonteminin en Onemli avantaji olan g¢evresel faktdrlerden en az
etkilenme olayidir. Ornegin, Hg?*, Cu?*, Ni?*, Fe%*, Cr® ve Fe?" sirasiyla serbest
enzimin bagil aktivitesini %98, %60, %50, %80, %50 ve %60 oraninda azaltmistir.
Immobilize enzimin bagil aktivitesini Hg?*, Cu®*, Ni** metal ¢ozeltileri yaklasik olarak
%50, %30 ve %20 oraninda azaltirken Fe3*, Cr®* ve Fe?* sirastyla %20, %9 ve %35

oraninda arttirmistir. Sonug olarak, immobilize enzimin aktivitesi serbest enzime
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kiyasla daha fazladir ve elde edilen sonuglar literatiir ile tamamen uyum igerisindedir
[277]. Ayrica, serbest ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz enzim oOrneklerine farkli
reaktiflerin aktiviteleri iizerindeki etkisi incelenmistir (Sekil 4.63b). Ozellikle SDS ve
EDTA serbest enzimi neredeyse tamamen inhibe ederken, CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz’in  aktivitesi serbest enzime kiyasla daha yiiksektir. Sonuglar,
immobilizasyonun enzimi bazi kimyasallarin inhibe edici etkilerine kars1 korudugunu
gostermistir. Serbest ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz dogal substratina, yani L-
asparajine kars1 yliksek bir 6zgiilliik sergilemistir. Bununla birlikte, L-glutamine kars1
strastyla yaklasik %20 ve %8 oraninda bagil aktivite gdzlemlenmistir (Sekil 4.63c).

Her iki enzimle, etkilesime giren bagka bir substrat bulunamamastir.
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Sekil 4. 63. Kimyasal parametrelerin serbest enzim ve CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz’m lizerindeki etkisi a) Metal iyonlarinin (10 mM) enzim aktivitesi {lizerine
etkisi; b) Inhibitorlerin (10 mM) enzim aktivitesi {izerine etkisi; ¢) Substrat (10 mM)
ozgulligi

4.3.9.6. Tripsin direnci

Hem serbest enzimin hem de CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz’in tripsin
sindirimine kars1 direnci Sekil 4.64'te gosterilmistir. Sonuglar, CHI/GLY/PEG-3@L-
ASNaz’m tripsin sindirimine kars1 direncinin, serbest forma kiyasla biiyiik 6lciide

gelistigini gostermistir. Tripsin ilavesiyle 120 dakika hidrolizden sonra, serbest L-
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ASNaz neredeyse tamamen hidroliz olurken, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz orijinal

aktivitesinin %40’ 1n1 korumustur.
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Sekil 4. 64. Serbest ve CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz’in tripsin sindirimine karsi
direnci

4.3.10. CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz formiilasyonunun immobilizasyon
parametreleri

4.3.10.1.Optimum pH ve optimum sicakhk

Serbest enzim igin optimum pH 8.0 iken, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz igin
optimum pH degerinin 9.0'a yiikseldigi gorilmiistiir (Sekil 4.65A). Bu degisimin
nedeni olarak, enzim ile formiilasyon arasindaki fiziksel veya kimyasal
etkilesimlerden kaynaklanan enzimdeki yapisal konformasyonel degisimler
gosterilebilir. Serbest enzim ile karsilastirildiginda, immobilize edilmis enzim, bagil
aktivitenin %40'indan fazlasini, 7.5 ile 10.0 arasinda daha genis bir pH araliginda
gdstermistir. Immobilize edilmis enzimin yiiksek pH direnci, enzim ile formiilasyon
arasindaki gii¢lii baglanmalardan kaynaklanmis olabilir.

Serbest ve immobilize enzimin aktivitesi iizerindeki sicaklik etkisi Sekil
4.65B'de gosterilmistir. Immobilize enzimin bagil aktivitesinin, serbest enzimin
optimum sicaklig hari¢ tiim sicakliklarda serbest enziminkinden daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu sonug, immobilizasyonun enzimin hareketini sinirladigint ve
konformasyonel biitiinliigii arttirdigini gostermektedir. Serbest enzim i¢in optimum

sicaklik 45 °C iken bu deger, immobilize enzim i¢in 50 °C'ye yiikselmistir. Optimum
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sicakligin artmasi, enzim ve hazirlanan CHI/GLY/PPG-4 formiilasyonu arasinda
gerceklesen etkilesimlerden dolayr enzimin substrata olan afinitesi artmis ve enzim

yapisinin konformasyonel biitiinliigiiniin degismesinden kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4. 65. Serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun (A)
optimum pH ve (B) sicaklik grafigi

4.3.10.2. Termal kararhhik ve aktivasyon enerjisi

Termostabilite, pratik uygulamalarda enzim bazli materyaller i¢in en 6nemli
Ozelliklerden biridir. Serbest L-ASNaz ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNazin
termostabilitesi, sirastyla 50 ve 55 °C'de 30 dakika araliklarla 0-180 dakika inkiibe
edilmesiyle arastirilmistir (Sekil 4.66). Serbest enzim 180 dakika i¢inde tamamen

denatiire olurken immobilize enzim baslangi¢c aktivitesinin %60°’dan fazlasinm
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korumay1 basarmistir. Sonug olarak, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz serbest enzimden
cok daha termostabil oldugu bulunmustur. Bu olaganiistii stabilite, enzimlerin amino
asit zincirinin ag¢ilmasini  6nleyen enzim konformasyonunu stabilize eden,

CHI/GLY/PPG-4 formiilasyonuna enzimlerin dahil edilmesine baglanabilir.
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140
120 -
100
80
60

Bagil Aktivite (%)

40 -
20

u | | | | I
30 60 %0 120 150 180

Zaman (dak)

Sekil 4. 66. Serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonlarinin
inkiibasyon zamanina bagh termal kararliliklar

Arrhenius denklemi ile hesaplanan Ea degerleri, serbest enzim i¢im 79.38 J mol
K1 ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonu igin 27.63 J mol™*K™ olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.67). immobilize edilmis enzimler icin Ea degerleri, serbest
enzimdekinden daha kiigiiktiir, bu da immobilize edilmis enzimlerin sicakli§a daha az
duyarli olduklar1 anlamina gelir. Bir enzim reaksiyonunun aktivasyon enerjisi,
immobilizasyon igleminin bir sonucu olarak degisebilir veya degismeyebilir. Serbest
enziminkinden daha diisiik olan aktivasyon enerjisinin, immobilize edilmis enzim

durumunda {iriin ve substratin difiizyon direncinin bir gostergesi oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 4. 67. Serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun
Arrhenius grafigi

4.3.10.3. Tekrar kullamilabilirlik

Enzimatik membranlarin uzun siireli kullanimi istenilen bir ozelliktir. Bu
nedenle, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz formiilasyonunun yeniden kullanilabilirligi test
edilmistir. Baslangig¢ aktivitesinin 6l¢iilmesinden sonra, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz
formiilasyonu 15 dakika siireyle taze substrat ¢ozeltisiyle inkiibe edilmis ve daha sonra
aktivitesi test edilmistir. Bu islem 20 kez tekrarlanmis ve elde edilen sonuglar Sekil
4.68‘de  sunulmustur. CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz  ardistk 20  dongi
gerceklestirdikten sonra bile baslangi¢ aktivitesinin %69.70'ini korumustur. Ayrica,
yikanmig ¢ozeltide higbir aktivite gbzlenmemistir, bu da filmlerden L-ASNaz kaybi
olmadigimi gostermistir. Tekrar kullanilabilirlik test isleminde enzimatik aktivitenin

azalmasi, immobilize enzimin deaktive edilmesine atfedilebilir.
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Sekil 4. 68. CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun yeniden
kullanilabilirligi

4.3.10.4.Depolama kararhhgi

Serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz formiilasyonunun depolama
stabilitelerini arastirmak i¢in, enzimler 4 ve 25 °C'de depolanmis ve kalan aktiviteler
L-ASNaz aktivitesi analizi boliimiinde tarif edildigi gibi 6l¢iilmustiir. Sekil 4.69'da
gosterildigi gibi, 4 haftalik depolamadan sonra, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz 4 ve 25
°C'de baslangigtaki aktivitelerinin sirasiyla %51 ve %33’iinlii korumustur. Serbest
enzim ise ilk aktivitesinin sirastyla %40 ve %25'ini korumustur. Ozellikle, 4 °C'de

immobilize enzim daha yiiksek depolama kararlilig1 gostermistir.
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Sekil 4. 69. Serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun +4
°C ve oda kosullarinda depolama kararlilig1 grafigi
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4.3.10.5.Metal iyon etkisi, inhibitor etkisi ve substrat spesifikligi

Serbest ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz enzimlerinin aktivitesine metal
iyonlarmin etkisini belirlemek i¢in, enzim Ornekleri farkli metal iyonlartyla inkiibe
edilmistir. Daha sonra kalan aktivite optimum kosullarda 6l¢iilmistiir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4. 70a’da gosterilmistir. Na* ve K* gibi monovalent ve Ca?*, Co?* ve
Mg?* divalent katyonlarin L-ASNaz aktivitesini arttirdig literatiirde rapor edilmistir
[275]. Ni?*, Cu?*, Fe?*, Hg?*, Zn?*, Cd?* ve Ba" gibi divalent katyonlarinin ve Fe3* ve
Cr®* metal iyonlarmin ise enzim aktivitesini inhibe ettigine dair ¢alismalar vardir [276—
278]. Bizim ¢alismamizda, Na*, K*, Co?* ve Ca®" sirasiyla serbest enzim aktivitesini
yaklasik olarak %9, %17, %72 ve %34 oraninda arttirmistir. Mg?* ise serbest enzim
aktivitesini onemli olgiide degistirmemistir. Diger taraftan, Ni?*, Cu?*, Fe?*, Hg?*,
Zn?*, Cd?*, Ba?*, Fe** ve Cr¥ iyonlar ise serbest enzim aktivitesini sirasiyla yaklasik
olarak %50, %60, %70, %98, %20, %20, %5, %80 ve %50 oraninda inhibe etmistir.
Immobilize enzimin aktivitesi ise serbest enzime benzer sekildedir. Ancak, immobilize
enzim aktiviteyi inhibe eden metal iyonlarindan serbest enzim kadar etkilenmemistir.
Bu kararlilik, zaten immobilizasyon yonteminin en 6nemli avantaji olan cevresel
faktorlerden en az etkilenme olayidir. Ornegin, Co?" ve Ca?" sirastyla immobilize
enzimin aktivitesini yaklasik olarak %271 oraninda arttirmistir. Ayrica, Ba?*, Mg?* ve
Fe3* iyonlar1 serbest enzimi inhibe ederken immobilize enzimin aktivitesini inhibe
etmemistir. Cu?*, Hg?*, Zn?*, Cd®" iyonlar1 ise immobilize enzimin aktivitesini
stirastyla %24, %83 ve %44 oraninda inhibe etmistir. Sonu¢ olarak, immobilize
enzimin aktivitesi serbest enzime kiyasla daha fazladir ve elde edilen sonuglar literatiir
ile tamamen uyum igerisindedir [277]. Ayrica, serbest ve CHI/GLY/PPG-4@L-
ASNaz enzim 6rneklerine farkli reaktiflerin aktiviteleri izerindeki etkisi incelenmistir
(Sekil 4.70b). Ozellikle SDS ve EDTA serbest enzimi neredeyse tamamen inhibe
ederken, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz’in aktivitesi serbest enzime kiyasla daha
yiiksektir. Sonuglar, immobilizasyonun enzimi bazi kimyasallarin inhibe edici
etkilerine karsi1 korudugunu gostermistir. Serbest ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz
dogal substratina, yani L-asparajine kars1 yiiksek bir 6zgiilliik sergilemistir. Bununla
birlikte, L-glutamine kars1 sirasiyla yaklasik %20 ve %60 oraninda bagil aktivite
gozlemlenmistir (Sekil 4.70c). Her iki enzimle, etkilesime giren baska bir substrat

bulunamamastir.
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Sekil. 4. 70. Kimyasal parametrelerin serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-
ASNaz’1n tizerindeki etkisi a) Metal iyonlarinin (10 mM) enzim aktivitesi lizerine

etkisi; b) Inhibitdrlerin (10 mM) enzim aktivitesi {izerine etkisi; ¢) Substrat (10 mM)
ozgulligi

4.3.10.6.Tripsin direnci

Hem serbest enzimin hem de CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz’in tripsin
sindirimine kars1 direnci Sekil 4.71'de gosterilmektedir. Sonuglar, CHI/GLY/PPG-
4@L-ASNaz’n tripsin sindirimine karsi direncinin, serbest forma kiyasla biiyiik
olgiide gelistigini gostermistir. Tripsin ilavesiyle 120 dakika hidrolizden sonra, serbest
L-ASNaz neredeyse tamamen hidroliz olurken, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz orijinal

aktivitesinin yaklagik %70’ini korumustur.
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Sekil 4. 71. Serbest enzim ve CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun
tripsin direncinin grafigi

4.3.11. CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz formiilasyonunun immobilizasyon
parametreleri

4.3.11.1.Optimum pH ve optimum sicakhk

Serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri lizerindeki pH etkisi Sekil 4.72A'da
gosterildigi gibi, serbest ve immobilize enzim sirasiyla pH 8.0 ve 8.5'de maksimum
aktivite sergilemislerdir. Dahasi, alkali pH’da (8.5-10.0) immobilize enzimin serbest
formuna gore cok daha kararli oldugu goriilmektedir. Zaten, L-ASNaz’in bazik
bolgede daha aktif oldugu bilinmektedir. Bundan dolay1 immobilize enzim serbest
enzime gore ¢ok daha avantajhdir.

Sicakligin serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri lizerindeki etkisi Sekil
4.72B'de gosterilmistir. Serbest enzim i¢in optimum sicaklik 45 °C iken, immobilize
enzim icin bu degerin 55 °C'ye kaydigi bulunmustur. Yani, sicaklik degisiminin

immobilize enzimin katalitik aktivitesi Gizerinde daha az bir etkisi vardir.
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Sekil 4. 72. Serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun
(A) optimum pH ve (B) sicaklik grafigi

4.3.11.2. Termal kararhlik ve aktivasyon enerjisi

Sicakligin serbest ve immobilize enzimin kararliligina etkisi Sekil 4.73’de
gosterilmistir. Hem serbest hem de immobilize enzimin aktiviteleri uzun siireli
inkiibasyondan olumsuz etkilenmislerdir. Kalan aktivite 180 dakikada 6nemli 6lciide
diismiistiir. Ancak, serbest enzimle karsilastirildiginda, immobilize enzim daha az
aktivite kaybetmistir. 180 dakika inkiibasyondan sonra immobilize enzim baslangic
aktivitesinin %56'sin1 korurken, serbest enzim ise tiim aktivitesini kaybetmistir.
Immobilize enzimin bu artan termal kararliligi onun mikro cevresiyle alakalidir.
Polimerik tasiyict matriksle konjuge edilmis enzim molekiilleri i¢in daha sert dis bir
omurga olusturulmustur. Bu koruyucu tabaka sayesinde enzimatik konfiglirasyon

bozukluklarina ve 1s1 degisimiyle olusabilecek hasarlara karsi enzim korunmustur.
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Sekil 4. 73. Serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonlarinin
inkiibasyon zamanina bagl termal kararliliklar

Arrhenius denklemi ile hesaplanan Ea degerleri, serbest enzim i¢im 79.38 J mol
K1 ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonu igin 77.15 J mol™*K* olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.74). CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz icin Ea degeri, serbest
enzimdekine ¢ok yakindir. Yani immobilizasyondan sonra, enzimin Ea degeri
etkilenmemistir.
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Sekil 4. 74. Serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun
Arrhenius grafigi

4.3.11.3. Tekrar kullamilabilirlik

Yeniden kullanilabilirlik, immobilize enzimlerin en 6nemli avantajlarindan

biridir. Sekil 4.75, oda sicakliginda immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligini
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gostermektedir. 5 dongiliden sonra, immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin yaklagik
%85'ini muhafaza etmistir. 10 dongiiden sonra baslangig aktivitesinin yaklagik %60'in1
ve 15 tekrar kullanimdan sonra ise baslangi¢ aktivitesinin %36’sin1 korumustur.
Immobilize enzimdeki aktivitenin kayb1, yeniden kullanim sirasinda konformasyonel

degisikliklerden veya tasiyicit matriksinden sizintidan kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4. 75. CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun yeniden

kullanilabilirligi

4.3.11.4.Depolama kararhhg:

Serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz formiilasyonunun depolama
stabilitelerini arastirmak i¢in, enzimler 4 ve 25 °C'de depolanmis ve kalan aktiviteler
L-ASNaz aktivitesi analizi boliimiinde tarif edildigi gibi ol¢iilmistiir. Sekil 4.76'da
gosterildigi gibi, 4 haftalik depolamadan sonra, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz 4 ve 25
°C'de baslangigtaki aktivitelerinin sirasiyla %51 ve %40’m1 korumustur. Serbest
enzim ise ilk aktivitesinin sirastyla %40 ve %25'ini korumustur. Ozellikle, 4 °C'de

immobilize enzim daha yiiksek depolama kararlilig1 gostermistir.
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Sekil 4. 76. Serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun +4
°C ve oda kosullarinda depolama kararlilig1 grafigi

4.3.11.5.Metal iyon etkisi, inhibitor etkisi ve substrat spesifikligi

Serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesine metal iyonlarmin etkisini
belirlemek i¢in, enzim 6rnekleri farkli metal iyonlariyla inkiibe edilmistir. Daha sonra
kalan aktivite optimum kosullarda dlgiilmistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4. 77a’da
gdsterilmistir. Na* ve K* gibi monovalent ve Ca?*, Co?* ve Mg?* divalent katyonlarin
L-ASNaz aktivitesini arttirdig1 literatiirde rapor edilmistir [275]. Ni?*, Cu?*, Fe?",
Hg?*, Zn?*, Cd?" ve Ba?* gibi divalent katyonlarmin ve Fe3* ve Cr¥* metal iyonlarinin
ise enzim aktivitesini inhibe ettigine dair caligmalar vardir [276-278]. Bizim
calismamizda, Na*, K*, Co?* ve Ca?" sirastyla enzim aktivitesini yaklasik olarak %9,
%17, %72 ve %34 oraninda arttirmigtir. Mg?" ise serbest enzim aktivitesini énemli
olgiide degistirmemistir. Diger taraftan, Ni2*, Cu®*, Fe?*, Hg?*, Zn?*, Cd?*, Ba®*, Fe**
ve Cr¥ iyonlari ise enzim aktivitesini sirastyla yaklasik olarak %50, %60, %70, %98,
%20, %20, %5, %80 ve %50 oraninda inhibe etmistir. Immobilize enzimin aktivitesi
ise serbest enzime benzer sekildedir. Ancak, immobilize enzim aktiviteyi inhibe eden
metal iyonlarindan serbest enzim kadar etkilenmemistir. Bu kararlilik, zaten
immobilizasyon yonteminin en Onemli avantaji olan g¢evresel faktdrlerden en az
etkilenme olayidir. Omegin, Na*, K*, Co?" ve Ca®" sirasiyla immobilize enzimin
aktivitesini yaklasik olarak %5, %21, %153 ve %178 oraninda arttirmigtir. Ayrica,
Ba?*, Mg?*, Fe* ve Cr* iyonlar serbest enzimi inhibe ederken immobilize enzimin
aktivitesini inhibe etmemistir. Ni?*, Cu®", Fe?*, Hg?*, Zn?*, Cd*" iyonlar1 ise

immobilize enzimin aktivitesini sirastyla %20, %30, %55, %65, %16 ve %20 oraninda
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inhibe etmistir. Sonug olarak, immobilize enzimin aktivitesi serbest enzime kiyasla
daha fazladir ve elde edilen sonuglar literatiir ile tamamen uyum igerisindedir [277].
Ayrica, serbest ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz enzim 6rneklerine farkli reaktiflerin
aktiviteleri iizerindeki etkisi incelenmistir (Sekil 4.77b). Ozellikle SDS ve EDTA
serbest enzimi neredeyse tamamen inhibe ederken, CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz’in
aktivitesi serbest enzime kiyasla daha yiiksektir. Sonuglar, immobilizasyonun enzimi
bazi kimyasallarin inhibe edici etkilerine karsi korudugunu gostermistir. Serbest ve
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz dogal substratina, yani L-asparajine karsi yiiksek bir
ozgiilliik sergilemistir. Bununla birlikte, L-glutamine kars1 sirasiyla yaklasik %20 ve
%40 oraninda bagil aktivite gozlemlenmistir (Sekil 4.77¢). Her iki enzimle, etkilesime

giren baska bir substrat bulunamamustir.
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Sekil 4. 77. Kimyasal parametrelerin serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-
ASNaz’m lizerindeki etkisi a) Metal iyonlarinin (10 mM) enzim aktivitesi {lizerine
etkisi; b) Inhibitorlerin (10 mM) enzim aktivitesi {izerine etkisi; ¢) Substrat (10 mM)
ozgulligi

4.3.11.6.Tripsin direnci

Hem serbest enzimin hem de CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz’in tripsin
sindirimine kars1 direnci Sekil 4.78'de gosterilmektedir. Sonuglar, CHI/GLY/PVA-
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4@L-ASNaz’n tripsin sindirimine karsi direncinin, serbest forma kiyasla biiyiik
ol¢iide gelistigini gostermistir. Tripsin ilavesiyle 120 dakika hidrolizden sonra, serbest
L-ASNaz neredeyse tamamen hidroliz olurken, CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz orijinal

aktivitesinin %60’ 1n1 korumustur.
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Sekil 4. 78. Serbest enzim ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonunun
tripsin direncinin grafigi
4.3.12. In vitro akis kosullarinda stent formiilasyonlarimin uygulanabilirligi

Tez calismamizin son kisminda hazirlanan CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz,
CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent
formiilasyonlariin damar akis kosullarimi taklit ettigimiz biyoreaktor sisteminde
zamana kars1 kararliliklart incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.79’da
gosterilmistir. Bu biyoreaktor sisteminde ornekler sabit akis kosullarinda devamli
olarak substrat ¢cozeltisine maruz birakilmistir. Her hafta sonunda olmak {izere toplam
bir aylik bir siire boyunca orneklerin kalan aktiviteleri hesaplanmistir. Yapilan deney
sonucunda her {i¢ stent formiilasyonun da baslangi¢ aktivitelerinin yarisindan fazlasini

korudugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 79. CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonlarmin in vitro akis kosullarinda
uygulanabilirligi
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5. SONUC

L-ASNaz, ozellikle ALL denilen ¢ocuk 16semisi olmak {izere birgok 16semi
hastaliginin tedavisinde kullanilan enzim ilaglardan biridir. Ancak, bu enzim
biyoteknolojik bir iiriin oldugu i¢in hem hastalarda immdiin yanita sebep olur hem de
yar1 6mrii kisadir. Bundan dolay1 immiin yanit1 azaltmak ve yar1 6mriinii uzatmak i¢in
L-ASNaz hastalara pegile formu olan PEG-L-ASNaz formiilasyonunda damar yoluyla
uygulanmaktadir. Ancak, diger taraftan bu formiilasyona alternatif olabilecek veya bu
formiilasyonu  gelistirmek amaciyla bilimsel ¢alismalar yapilmakta ve
yayinlanmaktadir. Simdiye kadar L-ASNaz’in immobilizasyonunda tasiyict malzeme
olarak kullanilmak iizere genis bir yelpazede (dogal ve sentetik polimerler, ko-
polimerler, nanopartikiiller, manyetik nanopartikiiller, kompozitler, kirmiz1 kan
hiicreleri vb.) malzemeler kullanilmistir. Sekil hafizali biyobozunur polimerik stentler
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde tikanan damarlarin mekanik olarak
genisletilmesinde ilagh veya ilagsiz olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak,
bu stentlerin enzim immobilizasyonu igin tasiyict malzemesi olarak kullanilma fikri
daha once Onerilmemistir. L-ASNaz bu amag¢ dogrultusunda kullanilmak i¢in en ideal
enzim ilaglardan birisidir. Clinkii L-ASNaz kan dolasim sisteminde katalitik etkinlik
sergileyen nadir enzimlerden biridir. Bu baglamda, doktora tez ¢alismamda ilk kez
sekil hafizali biyobozunur polimerik stentler rutin kullaniminin diginda L-ASNaz
immobilizasyonunda kullanilmis ve umut verici sonuglar elde edilmistir.

Tez calismamizda sekil hafizali biyobozunur stent hazirlamak i¢in CHI, GLY ve
ti¢ farkli polimer (PEG, PPG ve PVA) formiilasyonu hazirlanmistir. CHI, biyouyumlu,
biyobozunur ve sekil hafiza karakteri kazandirmak i¢in capraz baglama yapabilecek
fonksiyonel gruplara sahiptir. Ancak, CHI ¢ok esnek bir yapiya sahip olmadigi igin
mekanik 6zellikleri zayiftir. Bundan dolay1 yapiya az miktarda plastiklestirici olarak
GLY eklenmistir. Formiilasyonun iiclincii monomeri olarak ise farkli molekiil
agirliklarina sahip PEG, PPG ve PVA polimerleri farkli oranlarda eklenmistir. Bu
polimerler biyouyumlu, hidrofilik karakterde ve fonksiyonel gruplara sahiptir. Ayrica,
hazirlanan malzemelerin mekanik 6zelliklerini de gelistirebilecek potansiyele
sahiptirler. Tez kapsaminda hazirlanan CHI/GLY/PEG, CHI/GLY/PPG ve
CHI/GLY/PVA formiilasyonlari FTIR, TGA-DTA-DSC, sivi temas agis1, sisme testi,
su tutma Kkapasitesi gaz gecirgenligi ve in vitro biyobozunurluk testleri

gerceklestirilerek karakterize edilmistir. Daha sonra farkli oranlarda PEG, PPG ve
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PVA iceren stent formiilasyonlarina L-ASNaz immobilize edilerek en uygun 6rnek
belirlenmigtir.  Sonuglarda maksimum aktivite gosteren CHI/GLY/PEG-3,
CHI/GLY/PPG-4 ve CHI/GLY/PVA-4 formiilasyonlar1 segilmistir. Segilen bu
orneklerin protein adsorpsiyonu, porozite, su buhar1 gegirgenligi, mekanik 6zellikleri
Ve in vitro sitotoksisite ¢aligmalari gergeklestirilmistir. Sonra, her bir formiilasyonun
immobilizasyon prosediir parametrelerini optimize etmek i¢in enzim miktari,
immobilizasyon siiresi, capraz baglanma orani ve ¢apraz baglama siiresi belirlenmistir.
Bu deneyler sonucunda L-ASNaz her bir formiilasyona immobilize edilmis ve bunu
kanitlamak amaciyla CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz ornekleri FTIR, SEM, EDX ve XRD ile karakterize
edilerek immobilizasyonun basarili oldugu goriilmiistiir.
CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz oOrneklerinin immobilizasyon isleminden sonraki
parametreleri (optimum pH, sicaklik, tekrar kullanilabilirlik, depolama kararliligi,
termostabilite vb.) belirlenmis ve serbest formuyla karsilastirilmistir. Serbest enzim
icin optimum pH 8.0 olarak bulunurken, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz,
CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonlari
i¢in sirastyla 7.5, 9.0 ve 8.5 olarak kaydedilmistir. Benzer sekilde, serbest enzim i¢in
optimum sicaklik 45 °C olarak bulunurken, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz,
CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonlari
i¢in sirastyla 65 °C, 50 °C ve 55 °C olarak kaydedilmistir. Immobilizasyondan sonra
enzimlerin konformasyonel degisimlerine bagli olarak optimum pH’da ve sicaklikta
degisimler olabilir. Optimum pH degerindeki bu degisim, enzimin aktif bolgesini
saran mikro c¢evredeki asidik ve bazik amino asit yan zincir iyonizasyonundaki
degisiklikten kaynaklanabilir. Ama enzim igeren stent formiilasyonlarinin bagil
aktivitesi serbest enziminkinden ¢ok daha yiiksektir. immobilizasyon sayesinde enzim
daha kararli hale gelir ve ¢cevresel faktorlerden serbest enzime kiyasla daha az etkilenir.
Benzer sekilde, enzim igeren stent formiilasyonlarinin optimum sicaklik degeri serbest
formuna gore kiyasla daha yiiksektir ki buda immobilize enzimlerin daha ytiksek
termal direncine sahip oldugunu gdstermistir. Immobilize enzimlerin en biiyiik
avantajlarindan birisi tekrar tekrar kullanilabilme imkanina sahip olmalaridir. Serbest
enzim reaksiyon ortamindan geri alinamazken immobilize enzimler reaksiyon
ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilirler. CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz,
CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonlari
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20 kez tekrar kullanildiktan sonra sirasiyla baslangi¢ aktivitelerinin %60, %70 ve
%36’s11 korumuslardir. Enzimler protein yapida olduklarindan dolay: tripsin gibi
proteazlara kars1 direncli degildirler. Tasiyic1 malzemeler sayesinde enzimler tripsine
kars1 kararlilik kazanirlar. Ornegin ¢alismamizda serbest L-ASNaz 120 dk tripsine
maruz kaldiktan sonra aktivitesini neredeyse tamamen kaybederken CHI/GLY/PEG-
3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent
formiilasyonlar1 sirasiyla %40, %70 ve %60 oraninda baslangic aktivitelerini
korumay1 basarmiglardir. Bu sonug, L-ASNaz igeren stent formiilasyonlarinin kan
dolasiminda kullanilma fikri igin ¢ok onemlidir. Insan kan dolasim sisteminde de
proteazlar vardir ve bunlar L-ASNaz’in yar1 dmriinii kisitlamaktadir. Hazirlanan bu
stent formiilasyonlar1 sayesinde L-ASNaz’1n yar1 dmrii uzatilmig yani bir nevi katalitik
etkinligi arttirilmistir. Ayrica, stent formiilasyonlarinin depolama kararlilig1 4 haftalik
stire boyunca 4 ve 25 °C'de arastirilmistir. Depolama kosullari altinda, serbest enzim
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %60'mm1 ve %75'ini sirasiyla 4 ve 25 °C'de
kaybederken, CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-ASNaz ve
CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonu ise aymi siire zarfinda baglangig
aktivitelerini serbest formuna gore daha fazla korumuslardir. Bu sonuglar, enzim
igeren stent formiilasyonunun depolama kararliliginin hem 4 hem de 25 °C'de serbest
enzim ile karsilastirildiginda daha 1yi oldugunu goéstermistir. Serbest ve immobilize
enzimlerin aktivitesine metal iyonlariin ve bazi inhibitérlerin etkisini belirlemek i¢in,
enzim Ornekleri farkli metal iyonlarinin tuzlar1 ve inhibitorlerle inkiibe edilmistir.
Deney sonucunda, immobilize enzim formiilasyonlar1 metal iyonlarindan ve enzim
aktivitesini inhibe edici baz1 kimyasallara karg1 serbest enzim kadar etkilenmemistir.
Tez kapsaminda hazirlanan CHI/GLY/PEG-3@L-ASNaz, CHI/GLY/PPG-4@L-
ASNaz ve CHI/GLY/PVA-4@L-ASNaz stent formiilasyonlarinin damar akis
kosullarin1 taklit ettigimiz biyoreaktdr sisteminde zamana kars1 kararliliklar
incelenmistir. Yapilan deney sonucunda her ii¢ stent formiilasyonun da baslangi¢
aktivitelerinin yarisindan fazlasini korudugu goriilmiistiir.

Yapilan tiim ¢aligmalar ve elde edilen tiim sonuglar 1s1¢inda, L-ASNaz i¢eren
sekil hafizali polimerik stent formiilasyonlarinin biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
yeterli mekanik karaktere sahip olduklar1 goriilmiigtiir. Bunun yani sira, pH ve
termostabilitesi, yeniden kullanilabilirligi, uzun siireli depolama kararliligi ve in vitro

akis kosullarinda umut verici sonuglar elde edilmistir.
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