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OZET

KiTOSAN TUREVLERINI ICEREN HiIiDROJELLERIN VE
COZELTILERIN HEMOSTATIK OZELLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Sitki Doga ELCi

Doktora, Biyoloji Bolumu
Tez Damismani: Prof. Dr. E. Sibel SUMER
Haziran 2019, 132 sayfa

Tez ¢aligmasinin temel amaci, yapilart geregi hemostat aktif olabilecegi 6ngoriilen kitosan
tiirevlerinin siinger ve jel formlarinin sentezlenerek, bu tiirevlerin hemostatik ve antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesidir. Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda, ham kitosan oncelikle
70°C’de, kuvvetli bir baz olan NaOH uygulmasi ile saflastirilmistir. Ham kitosan ve elde edilen
saflagtirnmis kitosan polimerinin FT-IR spektroskopi analiziyle, ham kitosan ve saflastirimis
kitosanin transmitans spektrumlari arasinda belirgin farkliligin olmadigi yani, ham kitosanin
protein kontaminasyonundan ari oldugu belirlenmistir. Saflastirma isleminin ham kitosan
uzerindeki degredatif etkisi Boyut Dislama Kromatografisi (BDK) analiziyle ortaya
konulmustur. Ilgili saflastirma yontemi kapsaminda vakum filtrasyonu kullamlarak
coziinmeyen safsizliklar da bertaraf edildiginden, ¢aligmanin ileri asamalarindaki sentezler,
saflagtiritlmis kitosan kullanilarak yapilmistir. Calisma kapsaminda sentezlenen polikatyonik
kitosan trevlerinden kitosanin asetat (K-Ac) ve kitosan sitrat (K-Ci) tuzlarinin protonasyon
dereceleri potansiyometrik olgiimler kullanilarak hesaplanmigtir. Sentezlenen diger tiirev,
polikatyonik 6zelligi pH’dan bagimsiz olan, kitosanin kuaternize tiirevi; N,N,N trimetil

kitosan (TMK)’ dir. TMK tiirevinin saflig1, Heteroniikleer Tek Kuantum Korelasyonu (*H-13C



HSQC ) ve Heteroniikleer Coklu Bag Korelasyonu (*H-3C HMBC ) spektrumlarindaki
korelasyonlara dayanarak, metilasyon dereceleri ise 1H NMR analiziyle belirlenmistir.
Kuaternizasyon igleminin, kullanilan saf kitosan tizerindeki degredatif etkisi BDK analizyle
ortaya konulmustur. Tirevlendirme yoOntemlerinin, kitosan ana zincirinin ¢ozliniirligi
Uzerindeki etkisini belirlemek (zere; 5 mg/ml kitosan ana zincirini iceren numunelerin sulu
karigimlarimin 25°C ve 500 nm'deki % transmitanslar1 UV/Vis spektrofotometre ile
Olciilmiistiir. Saflastirma islemi sonucunda degrade olan kitosanin sudaki ¢oziiniirliigi
beklendigi gibi artmistir. Asetik asit ve sitrik asit kullanilarak gergeklestirilen protonasyon
sonrasinda, saflastirilmis kitosanin ¢oziiniirliigiiniin daha fazla arttig1 belirlenmistir. TMK
tlrevinin trimetilasyon derecesinin, K-Ac’nin protonasyon derecesinden yiiksek olmasina
ragmen, TMK suda daha diisiikk ¢oziintirlik gostermistir. Molekiiler modelleme ¢alismalari
kapsaminda, kitosanin Glikoprotein IIb/Illa tromosit reseptorii iizerinden agonist etki
gosterebilecegi belirlenmistir. Ayrica, kitosanin hem GPIIb/Illa hem de fibrinojene
baglanabilmesi, kitosanin Von Willebrand faktori (VWF)’nin fonkisyonel analogu olarak islev
gorerek pihtilasmada etkili olabilecegini gostermistir. Molekiler dinamik yontemiyle
belirlendigi lizere, protonlanmis kitosan ve TMK oligomerlerinin eritrosit membraniyla
elektrostatik etkilesime girerek pihtilagmayi arttirabilir. Bu etkinin, TMK tiirevinde daha diisiik
olacag belirlenmistir. In vitro etkinlik testinde ve antimikrobiyal etkinlik testinde kullanilmak
tizere, ayrica, Polivinil Alkol (PVA)/Polivinil Pirolidon (PVP)/gliserin/K-Ci ve
PVA/PVP/gliserin/TMK kompozit jelleri sentezlenmistir. Antimikrobiyal etkinlik testinde,
TMK’nm en yiiksek etkinligi gosterdigi belirlenmistir. In vitro etkinlik testinde belirlendigi
Uzere, bos gruba gore K-Ac, kitosan ve Jel gruplarinda Tam Kan Pihtilagma Zamani1 (WHBCT)
kisalirken, K-Ci grubunda uzamistir (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Hemostat, Kitosan asetat, Kitosan Sitrat, Trimetil Kitosan.



ABSTRACT

ASSESMENT of HEMOSTATIC CHARACTERISTICS of HYDROGELS
and SOLUTIONS CONTAINING CHITOSAN DERIVATIVES

Sitki Doga ELCi

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. E. Sibel SUMER
June 2019, 132 pages

The main aim of this thesis study is to synthesize the sponge and gel forms of chitosan
derivatives which may be hemostatically active due to their structures, and to evaluate the
hemostatic and antimicrobial activities of these derivatives. Within the scope of the presented
thesis, raw chitosan was first purified by applying a strong base NaOH at 70°C. The FT-IR
spectroscopy analysis revealed no significant differences between the transmittance spectra of
the raw and the purified chitosan, i.e., the raw chitosan was free from protein contamination.
The degradative effect of purification on raw chitosan was demonstrated by Size Exclusion
Chromatography (SEC) analysis. Since insoluble impurities were also removed by vacuum
filtration during the respective purification process, syntheses in the further stages of the study
were made using purified chitosan. The protonation degrees of chitosan acetate (K-Ac) and
chitosan citrate (K-Ci) salts of polycationic chitosan derivatives synthesized were calculated
using potentiometric measurements. Another synthesis was a quaternized derivative of
chitosan, N, N, N-trimethyl chitosan (TMK), whose polycationic property is independent of
pH. The purity of TMK derivative was determined based on the correlations in Heteronuclear
Single Quantum Correlation (1H-13C HSQC) and Heteronuclear Multiple Bond Correlation



(1H-13C HMBC) spectra, and methylation degrees were determined by 1H NMR analysis. The
degradative effect of the quaternization process on the pure chitosan used was demonstrated
by SEC analysis. To determine the effect of the derivatization methods on the solubility of the
chitosan main chain; % Transmittance at 25°C and 500 nm of aqueous mixtures of samples
containing 5 mg / ml chitosan main chain were measured by a UV/Vis spectrophotometer. As
a result of the purification process, the solubility of the degraded chitosan in water increased
as expected. It was determined that the solubility of purified chitosan was further increased due
to protonation using acetic acid and citric acid. Although the degree of trimethylation of the
TMK derivative was higher than the degree of protonation of the K-Ac, TMK turned out to be
less soluble. In the context of molecular modeling studies, chitosan exhibited the potential of
demonstrating agonist effects via the Glycoprotein Ilb / Illa thrombocyte receptor.
Furthermore, the ability of chitosan to bind both to GPIlIb / Illa and fibrinogen, showed that
chitosan could be effective in the clotting process by acting as the functional analogue of the
Von Willebrand factor (VWF). As determined by molecular dynamics method, protonated
chitosan and TMK oligomers may reinforce the coagulum via electrostatic interactions with
the erythrocyte membrane. This effect was found to be lower in the TMK derivative. Polyvinyl
Alcohol (PVA) / Polyvinyl Pyrrolidone (PVP) / glycerine / K-Ci and PVA / PVP / glycerine /
TMK composite gels were also prepared. In antimicrobial efficacy test, TMK showed the
highest efficacy. As determined in the in vitro efficacy test, Whole Blood Coagulation Time
(WHBCT) was shortened in K-Ac, Chitosan and Gel groups compared to empty group, but
prolonged in K-Ci group (p < 0.05).

Keywords: Hemostat, Chitosan acetate, Chitosan citrate, Trimethyl chitosan.
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1. GIRIS

Yara; cerrahi islemler, dis asindirma veya istemsiz bir aktivite nedeniyle ciltte olusan bir
hasar ya da kopmadir. Yaralar genellikle doku kaybi olmayan yaralar (6rn., cerrahide) ve
yanik yaralari, travma, asinma veya kronik rahatsizliklarda ikincil olaylar sonucu ortaya
cikan (Orn., vendz yetmezlik, diyabetik Ulserler veya basi yaralari, deri grefti verici
bolgeleri ve deri dlzeltimleri gibi iyatrojenik yaralar) doku kaybi olan yaralar olarak
siniflandirilir. Yaralar ayrica midahil olan katmanlara gore smiflandirtlir: YUlzeysel
yaralar sadece epidermisi igerir, kismi kalinlikta yaralar epidermisle birlikte dermisi igerir,
tam kalinlikta yaralar ise ek olarak subkiitan6z yag veya daha derindeki dokular1 igerir.
(Paul ve ark., 2014)

Kismi ve tam kalinlikta yaralara eslik eden ve kontrol edilemeyen kanamalar, genc
erigkinler, Ornegin, kaza gegiren sivil magdurlar arasindaki onde gelen oliim nedeni
olmanin yaninda, savas alanlarindaki oOlimlerin biiyiikk ¢ogunlugundan sorumludur
(Macfarlane, 1964; Owen, 2001; Champion ve ark., 2003; Pusateri, Modrow ve Harris,
2003; Alam ve ark., 2005; Burnett ve ark., 2014; Khoshmohabat ve ark., 2016). Oyle ki,
kontrol edilemeyen kanamalar, ABD (Amerika Birlesik Devletleri)'ndeki muharip
olimlerin neredeyse %50'sinin ve sivil travma 6ltmlerinin %80'inin nedenidir (Sauaia ve
ark., 1995; Carey, 1996). Bu 6liimlerin yaklasik yarisi hastane dncesi donemde meydana
gelir (Khoshmohabat ve ark., 2016). Kanama, tiim diinyada ameliyathanedeki bir numarali
Olim sebebidir (Irita, 2011). Bu nedenle, s6z konusu yaralanmalar sonucu olusan
kanamay1 durdurabilen topikal hemostatik pansuman malzemeleri hem siviller, hem de

askeri personel i¢in acil bir ihtiyagtir.

Ideal bir hemostatik ajan, sadece arter ve venlerden kaynaklanan aktif kanamayi
durdurmakla kalmamali, ayn1 zamanda 1iyi bir biyolojik uyumluluk, kalic1 etki ve uzun raf
omru sergilemeli, risksiz, hafif ve ucuz olmali (Jayakumar ve ark., 2007; Azuma ve ark.,
2015), kullamimdan oOnce karistirma veya hazirlama gerektirmemelidir (Granville-

Chapman ve ark., 2011).

Fibrin tabanli hemostatik doku yapistiricilar ilk olarak 1940'larda gelistirilmis ve oldukca
etkili olduklar1 kanitlanmistir (Larson ve ark., 1995; Reiss ve Oz, 1996; Whang ve ark.,

2005). Ornegin, bir form, kat1 sarg1 malzemesinin iizerine uygulanmis insan fibrinojen ve



trombininin kuru toz karisimini igerir. Boyle bir bandaj, kanayan bir yara iizerine sikica
bastirildiginda, hizli bir sekilde giiclii bir fibrin mihiir olusur ve kanama durdurulur
(Larson ve ark., 1995). Ancak, diisik arzli insan fibrinojen ve trombininin pahali
molekiiller olmasindan dolayr fibrin bandajlarinin  travma tibbindaki  pratik

uygulanabilirligi sinirlidir (Reiss ve Oz, 1996; Whang ve ark., 2005).

Giliniimiizde de yaygin olarak kullanilan toz ve tabaka formlarindaki mikrolif kolajen
hemostatik toz Avitene™ (Davol Inc., Warwick, RI, ABD) 1967'de gelistirilmistir
(Battista, Erdi ve Ferraro, 1967). Diisiik doku yapiskanligina sahip olmasindan ve
kanamaytr durdurmak igin sadece trombositlerin aktive edilmesine dayandigindan,
kolajenin hemostatik etkinligi smirlidir (Kunio ve ark., 2013). Ayrica, kanamanin
durdurulmasinda hayvansal kaynakli materyallerin kullanimin1 igeren yaklasimlar
kag¢imilmaz olarak alerjik reaksiyon (Kitamura ve ark., 1995) ve enfeksiyon risklerini
beraberinde getirmektedir. Ucuz sterilizasyon metotlarindan 1s1 sterilizasyonunun, protein
icerigi denatiire edebilmesinden dolay1, biyolojik materyaller iizerinde kullanim1 sinirlidir.

S6z konusu sinirlama, iiretim maliyetini arttiran diger faktor olarak degerlendirilebilir.

Kanama durdurma teknolojisinin gelisim siireci igersinde, diger Kolajen bazli iiriinlerin
yanisira, trombinle zenginlestirilmis fibrin kopiigi, jelatin siinger, oksitlenmis seliiloz,
fibrin tutkali ve izobiitil 2-siyanoakrilat tutkali gibi diger hemostatik ajan tiirleri gelistirilip
kullanilmistir (Raccuia ve ark., 1992).

Nano-fibroz yapida bir agin i¢ine yerlestirilen sentetik bir peptidin (Ellis-Behnke ve ark.,
2006a), dogal pihtilagma kaskatindan bagimsiz olarak hemostaz elde etmek igin
kullanildig1 6zgiin yaklasim, Ellis-Behnke ve ark. (2006b) tarafindan ortaya konulmustur.
Bu yontem iimit verici olmakla birlikte, kullanilan peptidlerin sentezlenmesinin pahali ve
zor olmasi, s0z konusu teknolojinin pratik kullantmini smirlandirmaktadir. Benzer
hemostatlarla ilgili dikkate alinmasi gereken ek bir faktér de yaralanma bdlgesinin
periferindeki viicut bolgelerinde gelisebilen istenmeyen jellesme veya pihtilagsma, diger bir

degisle embolizasyon riskidir (Lew ve Weaver, 2008; Kheirabadi ve ark., 2009).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, ince graniiler kalsiyum zeolitin, kanla temas
sonrasinda pihtilagsma siiresini biiylik Olgiide kisaltabilecegi gosterilmistir (Li ve ark.,
2014). Bununla birlikte, zeolit hemostaz sargisi, 100°C'ye varan sicakliklardaki

ekzotermik reaksiyona neden olur, bu da doku hasarina yol acar (McManus ve ark., 2007;



Gerlach ve ark., 2010). S6z konusu {iriin, QuikClot™ (Z-Medica LLC, Wallingford, CT,
ABD), ciddi karaciger travmasi kanamasini durdurmak i¢in kullanildiginda meydana gelen
ekzotermik reaksiyon, hemostazin tamamlanmasindan sonra lokal karaciger dokusunda
yanmaya neden olmustur (McManus ve ark., 2007). Zeolit ayrica siddetli yangi
reaksiyonlarina da neden olabilir ve dokudaki artitk madde apse olusumuna yol agabilir
(Wright ve ark., 2004); bu nedenle s6z konusu kalintinin hemostazin tamamlanmasindan
hemen sonra yaradan ¢ikartilmasi gerekir, bu durum da ikincil kanamaya yol agabilir

(Lingmei ve ark., 2016).

Dogal kaynaklardan, genellikle kabuklularin dis kabuklarindan ve fungus misellerinden
elde edilen glikozaminoglikanlarin biyomedikal kullanimi, Youngken (1969)'un
raporlarindan bu yana arastirilmaktadir. Daha sonra, Whistler ve Kosik (1971) pihtilasma
tedavisinde polisakkarit kullanimmi 6nermis, Herrmann ve Woodward (1972) ise yara
iyilesmesi icin glukozamin igeren polimerleri kullanmistir. Domuz modeli Uzerinde
yapilan c¢alismalarda gosterildigi iizere; heparinize edilmemis hayvanlarda, membran
formundaki poli-N-asetil glukozamin (p-GlcNAc), fibrin yapistirici Bolheal® (KMB Co.
Ltd., Japonya)'dan, absorblanabilen kolajen Actifoam™ (Davol Inc., Warwick, RI,
ABD)'den veya oksitlenmis rejenere seliiloz Surgicel® (Ethicon LLC, CA, ABD) 'den daha
etkili bir topikal hemostatik maddedir (Cole ve ark., 1999; Chan ve ark., 2000). Kullanimi
invazif bir prosediirii gerektirmediginden mekanik damar kapama cihazlarinin
kullanimiyla ilintili yan etkileri bertaraf eden, hemostatik ozellikteki yiiksek molekiil
agirlikli (YMA) p-GIcNAc iceren yama Syvek® (Marine Polymer Technologies Inc.,
Burlington, MA, ABD) 1999°’da gelistirilmistir. S6z konusu yama, kateter ¢ikartildiktan
sonra dis yara bolgesine topikal olarak uygulanir (Hirsch ve ark., 2003).

Beschitin® (Unitika Ltd., Japonya) ve Chitipack® (Eisai Co., Ltd., Japonya) gibi cesitli
kitin bazli yamalar guinumuzde ticari olarak temin edilebilir. Erken granilasyonu uyarma
ve skar dokusunun olusumunu 6nleme kabiliyetine sahip olan s6z konusu {iriinler, esas
olarak travmatik yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir (Szymonowicz ve ark., 2017).
Kitin igeren diger bir iiriin olan Excel Arrest® (LLC Haemostasis Co., Saint Paul, MN,
ABD) ise cerrahi yaralar (ameliyat sonrasi, dondr bolgeler, dermatolojik), kesikler ve
laserasyonlar gibi orta ve ciddi kanamali yaralarin gegici tedavisi igin topikal bir

pansuman malzemesi olarak kullanilmaktadir. Ped formundaki s6z konusu fiiriin ayrica,



derideki perkiitan6z igne girisi, vaskiiler giris ve perkiitan kateter giris yerlerindeki

kanamanin kontrolii i¢in kullanilabilir.

Kitosan, Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan 2001°de “Genellikle
Giivenilir Kabul Edilen” madde olarak onaylanmistir (Kong ve ark., 2010). FDA-onayli
kitosan bazli hemostatik iiriinlerden Celox® (MedTrade Products Ltd., Cheshire, BK),
TraumaStat® (Ore-Medix, LLC Company, Lebanon, OR, ABD) ve HemCon® sarg1 (Tricol
Biomedical Inc., Portland, OR, ABD) ticari olarak temin edilebilir. Ilging bir sekilde,
dogal kitosan katyonik ve antimikrobiyal dogasi nedeniyle hemostatik bir malzeme olarak
degerlendirilmekte (Malette ve ark., 1983; Rao ve Sharma, 1997; Abhay, 1998; Whang ve
ark., 2005), ancak ciddi yaralar s6z konusu oldugunda bu polimerin hemostatik etkinligi
sorgulanmaktadir (Kheirabadi ve ark., 2005). Bir zamanlar ¢i1gir acan teknolojiler olarak
Ovulen kitosan icerikli hemostatik bandajlar, ¢elisen sonuglardan dolayi, etkisiz olarak

damgalanmis ve kullanimlarindan buyik 6lcide vazgecilmistir (Paul ve ark., 2014).

Kitosanin polikatyonik 6zelliginin ve hiicre zarlarina spesifik olmayan baglanmasinin
hemostatik 6zelligiyle iliskili oldugu one siiriilmistiir (Olsen ve ark., 1989). Soz konusu
polimerin polikatyonik tiirevleri kanla temas ettiginde, viicudun dogal pihtilasma
kaskatindan bagimsiz olarak, trombositler ve eritrositlerle etkilesime girebilmektedir.
Koagiilasyon ve hemagliitinasyon testleri, kitosanin hemostatik mekanizmasinin 6zellikle
eritrositlerin hiicre zar1 ile kitosan arasindaki bir etkilesimden kaynaklandigina isaret
etmektedir (Rao ve Sharma, 1997). Eritrosit membranindaki glikoprotein yapidaki integral
proteinlerin igerdikleri karbohidrat zincirlerinin sonundaki seker rezidiisii olan sialik asidin
karboksil gruplarmin net negatif yiikk tasimasi (Karp, 2010), s6z konusu etkilesimin
elektrostatik karakterde oldugunu diisiindiirmektedir.

Kitosan, 2. karbonundaki amino grubunun yaklasik 6,5 olan intrensek pKa’si ile zayif baz
ozelligindedir (Kost, 1999; Taleb, 2008). Bu ozelligi kitosanin asidik ve notral
cozeltilerinde protonlanmasina neden olmaktadir. S6z konusu polimerin yiikk yogunlugu,
cozeltinin pH’sina ve kitosanin sahip oldugu serbest amino gruplarinin miktarini
belirleyen deasetilasyon derecesi (DD)’ye baghdir. Bu g¢alismada, kullanilan YMA ham
kitosan (KH) numunesi saflastirildiktan sonra, DD’si spektroskopik yodntemle
belirlenmistir. Saflastirilmis  kitosan (KS) asetik asit ve sitrik asit kullanilarak

protonlanmustir.



Ek olarak, ¢caligmada kullanilmak {izere polikatyonik karakteri pH bagimli olmayan N,N,N
Trimetil Kitosan (TMK) tirevi sentezlenmistir. Kitosanin primer amino grubunun
intrensek pKa degerinden kaynaklanan kandaki deprotonasyon egiliminin bertaraf
edilmesinin, molekilun sirasiyla kan ve mikroorganizmalarla etkilesiminden kdken alan,

hemostatik ve antimikrobiyal etkinlikleri tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.

Tez caligmasinin temel amaci, yapilart geregi hemostat aktif olabilecegi ongdriilen kitosan
tirevlerinin singer ve jel formlarinin sentezlenerek, bu tiirevlerin hemostatik ve
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesidir. Calisma kapsaminda kullanilan KH
polimerinin ve tirevlerinin ayritili yapisal analizleri, spektroskopik ve kromatografik

yontemler kullanilarak yapilmstir.



1. GENEL BILGI

2.1. Hemostaz ve Kan Pihtilagsmasi

2.1.1. Hemostazdaki Olaylar

Hemostaz, kan kaybinin 6nlenmesi anlamina gelir. Bir damar zedelendiginde ya da
yirtildiginda cesitli mekanizmalarla hemostaz saglanir. Bu mekanizmalar: (1) Damar
spazmi (vazokonstriksiyon), (2) Trombosit tikact olusumu (primer hemostaz), (3) Kanin
koagiilasyonu sonucu kan pihtis1 olusumu (sekonder hemostaz), (4) Fibréz dokunun pihti
icine dogru biiylimesiyle damardaki deligin kalici olarak kapatilmasidir (Guyton ve Hall,
1996; Heemskerk ve ark., 2002; Thornton ve Douglas, 2010).

2.1.1.1. Damar Spazm (Vazokonstriksiyon)

Damar duvarint  Orten  endotelyal hiicreler; negatif yiiklii  heparin-benzeri
glikozaminoglikanlar, notr fosfolipitler, trombosit inhibitdrlerinin sentezi ve sekresyonu,
koagtilasyon inhibitorleri ve fibrinoliz aktivatorleri gibi coklu faktorlere bagli olarak
antitrombotik o©zellikler gosterir. Bunun aksine, subendotelyal tabaka trombojeniktir;
kolajen, VWF (Von Willebrand faktori) ve trombosit yapismada rol oynayan laminin,
trombospondin ve vitronektin gibi proteinleri icerir. Kan damar1 zedelendikten sonra,
travmanin damar {izerine etkisiyle damar duvari kasilir; bu derhal hasarlanan damardan
kan kaybimin azalmasina neden olur. Kasilma; sinirsel refleksler, lokal miyojenik spazm
ve hasarlanan dokulardan salinan lokal humoral duzenleyiciler sonucu gelisir.
Vazokonstriksiyonun biiyiik kismindan, damar duvarma dogrudan hasarla baslayan lokal
miyojenik kasilmalar sorumludur. Daha kicuk damarlardaki vazokonstriksiyonda esas
olarak, vazokonstriktor bir madde olan tromboksan A2 (TxA2)’yi salan trombositler
etkilidir. Ayrica agirlikli olarak, endotel hucrelerinden salinan peptit yapidaki endotelin
(ET) adi verilen faktorler, vaskiler diiz kas hucrelerinde bulunan G-protein-baglh
reseptorler olan ET reseptorlerine baglanarak, intraseluler serbest kalsiyumun
yukseltilmesi yoluyla vazokonstriktif etkiyi artirirlar. Lokal damar spazmi dakikalar ve
hatta saatlerce surebilir. Bu sure icinde trombosit tikact olusumu ve kan pihtilagsmasi
gelisir (Guyton ve Hall, 1996; Cines ve ark., 1998; Triplett, 2000; Davenport, 2002; lkeda
ve ark., 2002; Lasne, Jude ve Susen; 2006; Davenport ve ark., 2016).

2.1.1.1.1. Endotelinler ve Reseptorleri

ET’ler, yapisal olarak benzer 21 amino asitli ti¢ peptidi icerir. ET-1 ve ET-2, iki G-protein
bagl reseptor ETa ve ETg'yi esit afinite ile aktive ederken, ET-3'n ETa alt tipi icin daha



diisiik bir afinitesi vardir. Bu peptidleri kodlayan genler sadece omurgalilarda mevcuttur.
S0z konusu ligand-reseptor sinyal yolu bir omurgali inovasyonudur ve oldukca uzun sureli
etki gosteren ET-1'in insan kardiyovaskiiler sistemindeki en gi¢li vazokonstriktor olarak
evrimini yansitir (Davenport ve ark., 2016). ET-1, buytk nakil arterleri, direncli arterler
(kan basincinin korunmasina katkida bulunan), biiylik venler ve venuller gibi tim damar
tiplerinin endotelyal hiicrelerde tespit edilmistir. ET-1'in muhtemelen vicuttaki her
organda perflizyonun kontrol edilmesinde rol oynamaktadir (Davenport ve ark., 2016).
ET-1, endotelyal hicrelerden surekli olarak sentezlenerek serbest birakilir ve ET-1’in
oncust olan pre-proendotelin-1 (preproET-1)’in seviyesi, agirlikli olarak transkripsiyon
seviyesinde modile edilir. Hem fiziksel hem de kimyasal uyaranlar, fizyolojik ve
patofizyolojik sartlarda [Ornegin, akis gerilimi, hipoksi, trombin, serbest radikaller,
blyume faktorleri, epinefrin, sitokinler ve anjiyotensin 1l (ANGII) gibi vazoaktif faktorler]
preproET-1 mRNA seviyelerindeki degisikliklere katkida bulunurlar (Marasciulo ve ark.,
2006; Stow ve ark., 2011). Endotel hicrelerindeki ET-1 dretiminin en 6nemli
diizenleyicilerinden biri, dontstiiriicii blytme faktorti (TGF)-B’dir (Davenport ve ark.,
2016). Kiiltiirdeki sigir aortik endotelyal hiicrelerinde, aktivin reseptér-benzeri kinaz 5
(ALK5)/Smad 3 yolu uzerinden TGF-B sinyalinin, aktivator protein 1 (AP-1) bolgesi
velveya smad baglama elemani yoluyla preproET-1'de bir artisa neden olarak, olgun bir

hiicre fenotipi ile sonuclandig1 gosterilmistir (Castanares ve ark., 2007).

ET-1, gelen dis uyaranlara yanit olarak regiile edilmis yolak iizerinden endotelyal
hiicrelere  6zgii Weibel-Palade cisimlerinden salmir. Insan vaskiilatiirinde, ET-1,
endotelyal hiicrelerden abliiminal olarak salinir, temel olarak bu hiicrelerin altinda bulunan
diiz kasin tizerindeki ETa reseptorleri ile etkilesir, kiigiik bir ETg reseptorii populasyonu
da, tiimiinde olmamakla birlikte bazi damarlarda daralmaya aracilik eder. Insan aortasini
cevreleyen diiz kas tabakasinda, ETa reseptorlerin %90’ mindan fazlasini olusturmasina
ragmen her iki reseptor alt tipi de ifade edilir. ET-1/ETa kompleksi, reseptorin hicre
yuzeyine geri doniisimiinden 6nce endozom igine alinir ve ETa antagonistinin ET-1
tepkisini tersine c¢evirebilecegi bir mekanizma saglar. ET-1/ETg kompleksi hicre igine
alinir ve lizozoma ayristirilir; sonug¢ olarak, ETg antagonistleri reseptére bagh ligandin

yerine gecemez (Bax ve ve ark., 1993; Davenport ve ark., 2016).



2.1.1.2. Trombosit Tikac1 Olusumu (Primer Hemostaz)
Niikleuslar1 olmamasina ve c¢ogalmamalarina karsin trombositler, hucrenin birgok
fonksiyonel karakteristigini tasirlar. Trombositlerin sitoplazmalarinda ¢esitli aktif faktrler

vardir. Bunlar:

(1) Trombositlerin kasilmasini saglayan ve kas hiicrelerindekine benzeyen aktin ve
miyozin molekiilleri ile diger bir kontraktil protein olan trombostenin; (2) Cesitli enzimleri
sentezleyen ve ¢ok miktarda kalsiyum iyonunu depolayan endoplazmik retikulum ve Golgi
aparatinin kalintilari; (3) Mitokondri, ATP (Adenozin trifosfat) ve ADP (Adenozin
difosfat) olusturabilen enzim sistemleri; (4) Bir ¢ok damarsal ve diger lokal doku
reaksiyonunu saglayan prostoglandinleri sentezleyen enzim sistemleri; (5) Fibrin stabilize
edici faktor; (6) Damar endotel hiicrelerinin, damar diiz kas hiicrelerinin ve fibroblastlarin
cogalma ve biiylimelerini ve boylece hasarli damar duvarlarinin tamiri i¢in gerekli
hiicresel biylimeyi saglayan trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) (Guyton ve Hall,
1996; Palta, Saroa ve Palta, 2014).

Baslangigta zayif olan trombosit tikaci, damar yirtigi kiiciikse kan kaybimi 6nlemede
basarilidir. Fakat delik biiyiikse, pihtilasma siirecinin sonraki asamalarinda fibrin iplikler
olusarak trombositlere baglanir ve bdylece siki ve dayanikli bir tikag olusur; kanamay1
durdurmak i¢in trombosit tikacina ek olarak kan pihtilasmast meydana gelir (Guyton ve

Hall, 1996). Trombosit tikacinin olugsumu bir dizi adim igerir:

(1) Trombosit adezyonu: Yuzeylerini kaplayan glikoprotein ortist, trombositlerin normal
endotele yapismasini 6nler. S6z konusu glikoprotein ortli, damar yaralanmasini takiben,
trombositlerin 6zellikle zedelenen endotel hicrelerine, hatta damar ceperinde daha
derinlerde agiga ¢ikan kolajene yapismalarini saglar. vW{ s6z konusu adezyon surecinde,
endotelyal kolajen ve trombosit yizey reseptorlerinden glikoprotein kompleksi Gplb
(CD42) arasinda bir koprii gorevi goriir. GPIb, VWF icin temel reseptordir. (Guyton ve
Hall, 1996; Heemskerk ve ark., 2002; Palta, Saroa ve Palta, 2014; Paul ve ark., 2014).

(2) Trombosit sekresyonu: Trombositlerin karakteristikleri, adezyondan sonra agik bir
sekilde degisir. Diizensiz bir sekil alarak, yiizeylerinden sayisiz psddopod uzatirlar ve bu
sekilde ylizey alanlarini biiylik olgiide arttirlar. Boylece oldukga adezif bir duruma gelerek
kolajene daha fazla yapisirlar. Daha sonra, kontraktil proteinlerini giiglii bir sekilde
kasarak B-TG (B-tromboglobilin), PF (trombosit faktori)-1V ve kalsiyum gibi ¢ok sayida



aktif faktori iceren graniillerin salinmasini saglarlar (degraniilasyon). Kalsiyum, trombosit
aktivasyonunda sekonder olarak ortaya ¢ikan fosfolipidlere (6rn., fosfotidilserin) baglanir
ve c¢esitli koagiilasyon faktorlerinin birlestirilmesi icin bir yiizey saglar (Guyton ve Hall,
1996; Andrews ve Berndt, 2004; Palta, Saroa ve Palta, 2014).

(3) Trombosit agregasyonu: Aktiflestirilmis trombositler tarafindan iiretilen TxA2, daha
fazla trombosit agregasyonu igin uyaran saglar. TxA2, ADP ile birlikte, bu trombosit
agregatini, vaskiiler hasar1 gegici olarak kapatan trombosit tikacinin olusumuna yol agacak
sekilde genisletir. ADP baglanmasi ayrica, VWF icin fiziyolojik bir reseptdr olarak gérev
yapan glikoprotein kompleksi Gpllb/llla (ounPsa) reseptorlerinde konformasyonel bir
degisiklige yol acarak, fibrinojenin birikmesine neden olur (Guyton ve Hall, 1996;
Heemskerk ve ark., 2002; Palta, Saroa ve Palta, 2014; Periayah ve ark., 2014).

P2Y purinerjik G-protein-bagli reseptor ailesinin iiyesi P2Y12R, ADP ile uyarilmak
suretiyle, trombosit agregasyonu ve graniil saliminda temel bir rol oynayarak pihti

olusumunu destekler (Nylander ve ark., 2004).

Trombosit tika¢c mekanizmasi, giin i¢cinde yiizlercesi goriilen ¢ok kiigiik damarlardaki ve
endotel hiicrelerindeki yirtiklarin kapatilmasi igin son derece 6nemlidir. Trombositler, s6z
konusu durumlarda, endotel hiicreleriyle kaynasarak bir endotel hiicre membrani
olusmasini saglarlar. Trombosit sayisi ¢ok az olan kisilerde, derialti ve tiim internal
dokularda normal kisilerde izlenmeyen yuzlerce kii¢iik hemorojik odak gelisir (Guyton ve
Hall, 1996).

Prostasiklin, trombosit agregasyonunu inhibe eder. TxA?2 ile prostasiklin arasindaki denge,
siirlandirilmis trombosit agregasyonuna yol agar ve bdylece pihtinin genislemesi
onlenerek damar liimeni agikligi korunur (Ashby, Daniel ve Smith, 1990; Cines ve ark.,
1998).

2.1.1.3. Kan Pihtis1 Olusumu (Sekonder Hemostaz)

Hemostazin ii¢lincii asamasi kan pihtis1 olusumudur. Kan ve dokularda kan pihtilagmasini
etkileyen 50°den fazla 6nemli madde bulunmustur. Bunlardan pihtilagmay1 saglayanlara
(trombojenik) prokoagiilan, pihtilasmayr inhibe edenlere (antitrombojenik) ise
antikoagillan denmektedir. Kanin pihtilasmasi veya pihtilasmamasi, bu iki grup madde
arasindaki dengeye baglidir. Normalde antikoagiilanlar baskindir ve kan pihtilagmaz; ama

bir damar zedelendiginde, hasarlanan alandaki prokoagulanlar aktive olarak



antikoagiilanlara baskin hale gelirler ve piht1 olusur. VUcuttaki dogal trombojenik ve
antitrombojenik bilesenlerin bazilar1 Cizelge 2.1 'da listelenmistir (Guyton ve Hall, 1996;
Palta, Saroa ve Palta, 2014).

Cizelge 2.1. Viicuttaki trombojenik ve antitrombojenik bilesenler (Palta, Saroa ve Palta,

2014)
Bolge Trombojenik Antitrombojenik
Damar duvari Maruz kalan endotel Heparin
*TF (FHI) Trombomodulin
Kolajen Doku plazminojen
aktivatori
Dolasim elemanlart  Trombositler Antitrombin
Trombosit aktive edici faktor ~ Protein C ve S
Pihtilasma faktorleri Plazminojen
Protrombin
Fibrinojen
**VWF

* TF, Doku faktori; ** vWF, Von Willebrand faktor

vWEF, kan plazmasinda bulunan, endotel, megakaryositler ve subendotelyal bag dokusunda
ultra-buyuk vWT olarak strekli tretilen bir glikoproteindir. Subendotel yiizeyine trombosit
yapismasina aracilik eder. Aym1 zamanda, Faktor VIII'in pihtilastirici aktivitesi igin bir
tastyic1 protein olarak gérev yapar ve orada VIII: C olarak adlandirilir (Sadler, 1998;
Barash, Cullen ve Stoelting, 2006). Fibrinojen, karaciger tarafindan iiretilen temel
koagiilasyon proteinidir ve pihtinin kuvvetini belirleyen fibrinin 6nciistidiir (Doolittle,

Spraggon ve Everse, 1998; Kamath ve Lip, 2003).

TF, subendotelyal dokuda ve fibroblastlarda bulunan, damar duvariin bozulmasina kadar
kanla temas etmeyen membrana bagl prokoagiilan bir glikoproteindir (Monroe, Hoffman
ve Roberts, 2010). /n vivo’da pihtilasmanin birincil baglaticisidir. TF, agirlikli olarak kan
damarlarinin tunika medya ve tunika adventisyasinda, az bir miktarda ise dolagsan TF’ler
seklinde monositler iizerinde bulunur. TF, fiziksel yaralanma (damar duvari TF'nin
aktivasyonu), dogrudan vaskiiler yaralanma veya fonksiyonel yaralanma (dolasimdaki
TF'nin aktivasyonu), hipoksi, sepsis, malinit, inflamasyon, vb. ile aktive olabilir
(Mackman, Tilley ve Key, 2007; Manly, Boles ve Mackman, 2011).
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Hipoksi, endoteldeki trombositlerin a graniillerinde bulunan P selektinin ekspresyonunu
arttirir, bu da, TF igeren monositlerin toplanmasina yol agar, boylece pihtilasmay1 baglatir

(Closse ve ark., 1997; Myers ve ark., 2003).

Hasarlanan damar duvari ve trombositlerden kaynaklanan trombojenik maddeler ile
birlikte hasarlanan damar duvarina yapisan kan proteinleri pihtilasma siirecini baslatir.
Damar duvari agir bigimde hasarlanmissa, 15-20 saniye ig¢inde piht1 gelismeye baslar;
hasarlanma hafifse, pihtilasma 1-2 dakika i¢inde sekillenir. Damarin yirtilmasindan 3-6
dakika sonra, eger damardaki delik ¢ok genis degilse, aciklifin tiimii ya da damarin
yirtilan ucu piht1 ile dolar. 20 dakika ila 1 saat i¢inde, piht1 biiziisiir (retrakte olur) ve
damar daha da fazla kapanir. Trombositler pithti retraksiyonunda onemli rol oynarlar
(Guyton ve Hall, 1996).

Koagiilasyon konusunda calisgan tiim arastirmacilar pihtilagmanin 3 ana basamakta
meydana geldigi konusunda birlesirler: (1) Damarin yirtilmasi ya da kanin kendisinin
hasarlanmasina cevap olarak kanda bir diizineden fazla pihtilasma faktoriiniin rol oynadigi
bir dizi kimyasal reaksiyon, protrombin aktivatori denen kompleksi meydana getirir. Kan
pihtilagmasinda hiz sinirlayici faktor genellikle protrombin aktivatoriiniin olusumudur,
¢iinkii bu noktadan sonraki reaksiyonlar pihti olusturmak i¢in hizl bir sekilde gelisir. (2)
Protrombin (koagiilasyon faktorii II), pihtilasma yolundaki trombinin 6nciistidiir; diger K
vitaminine bagimli proteinler gibi karacigerde sentezlenir ve molekiiler agirligi 68.700
Da'dir. Protrombin aktivatori, ortamda yeterli miktarda Ca*™ varhiginda protrombinin,
molekiiler agirlig1 33.700 Da olan trombine doniigiimiinii katalizler. (3) Trombin bir enzim
gorevi yaparak fibrinojen molekullerinin fibrin iplikciklerine polimerizasyonuna sebep
olur. Trombin, kan pihtilasma kaskadinda 6nemli bir rol oynayan oldukga spesifik bir serin
proteazdir. Trombosit yiizeyindeki G protein-bagli proteazca-aktive edilen reseptorler
vasitasiyla trombosit aktivasyonunu ve agregasyonunu indiikler ve hemostazi
hizlandirmak igin fibrinojenin fibrine doniismesini tesvik eder. Polimerizasyonun ilk
asamasinda fibrin monomerleri zayif hidrojen baglariyla bir arada tutulur ve yeni olusan
iplikgikler de digerleriyle ¢apraz baglar yapmaz. Bu ylizden olusan piht1 zayiftir ve
kolayca c¢Ozulebilir. Sonraki bir ka¢ dakika iginde fibrin retikulumunu oldukca
giiclendirecek bir islem gelisir. Normalde plazma globulinlerinde az miktarda bulunan,
fakat piht1 i¢inde tutulan trombositlerden de salinan, fibrin stabilize edici faktor adi verilen

bu madde s6z konusu islemi saglar. Fibrin stabilize edici faktorinin, fibrin iplikgikleri
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Uzerinde etki gosterebilmesi icin 6ncelikle kendisinin aktive edilmesi gerekir. Fibrin
olusumuna sebep olan trombin ayni zamanda fibrin stabilize edici faktorii de aktive eder.
Bu aktif madde daha sonra, fibrin monomer molekiilleri arasinda kovalent etkilesimler ile
komsu fibrin iplik¢ikleri arasinda ¢ok sayida capraz bag kurulmasini saglayan bir enzim
gorevi yapar. Boylece fibrin iplikgikleri trombositler, kan hiicreleri ve plazmay: da igine
alarak kuvvetli pihtiyr olusturur (Sekil 2.1). Fibrin iplik¢ikleri kan damarlarinin hasarlanan
yiizeylerine de yapisir, boylece pithti herhangi bir damar yirtigin1 kapatir ve kan kaybii
onler (Guyton ve Hall, 1996; Coughlin, 2000; Heemskerk ve ark., 2002; Brass, 2003; Hall,
2010; Monroe ve ark., 2010; Lingmei ve ark., 2016).

Protrombin

Protrombin aktivatorl——— | Ca

Trombin

Fibrinojen = Fibrinojen monomeri

++
Ca

Fibrin iplkgikleri

aktif fibrin
Trombin —= stabilize edici faktér =
(X&)

Capraz bagh fibrin iplikgikleri

Sekil 2.1. Protrombinin trombine gevrilmesi ve fibrinojenin fibrin iplikciklerini

olusturmak iizere polimerizasyonu (Guyton ve Hall, 1996).

Piht1 olustuktan bir kag dakika sonra kasilmaya baslar ve genellikle 20-60 dakika iginde
pihtt icindeki sivinin ¢ogu ayrilir. Agiga c¢ikan siviya serum denir. Serumun iginde
fibrinojen ve pihtilasma faktorleri bulunmaz; serum plazmadan bu nedenle farklidir. Bu

faktorlerin yoklugu nedeniyle serum pihtilasmaz (Guyton ve Hall, 1996).
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Pihtinin retraksiyonunda trombositler énemli rol oynar. Bu nedenle pihtinin retrakte
olmamasi dolasimdaki trombosit sayisinin azaldiginin bir gostergesidir. Kan pihtis
icindeki trombositlerin elektron mikrografileri, trombositlerin farkli iplik¢ikleri birbirine
baglayacak sekilde fibrin iplik¢ikleriyle etkilesim igine girdiklerini gostermektedir. Bunun
yanisira, pihtinin ic¢inde tutulan trombositler fibrin stabilize edici faktor gibi bazi
prokoagiilan maddeleri salmaya devam ederek komsu fibrin iplik¢ikleri arasinda daha
fazla c¢apraz bagin olusmasini saglarlar. Ayrica trombositler, yapilarinda bulunan
kontraktil proteinler olan trombostenin, aktin ve miyozin molekillerini aktive ederek
fibrine bagl trombositlerin giiglii kasilmalarina yol agarlar ve bu sekilde piht1 kasilmasina
dogrudan katilirlar. Kasilma trombin ile ve trombositlerin mitokondri, endoplazmik
retikulum, Golgi aparati gibi organellerinde bulunan kalsiyum depolarindan salinan
kalsiyum iyonlar1 ile aktive olur veya hizlandirilir. Piht1 retrakte oldugunda, yirtilan kan

damarinin uglar birbirine dogru ¢ekilir (Guyton ve Hall, 1996).

2.1.1.3.1. Pihtilasmanin Baslamasi: Protrombin Aktivatorii Olusumu
Kan pihtilasmasinda temel hiz sinirlayict faktdriin protrombin aktivatoriiniin sekillenmesi
olmasindan (Guyton ve Hall, 1996) Oturl s6z konusu basamagmn ayrintili olarak

incelenmesi 6nemlidir.

Pihtilagmay1 baslatan mekanizmalar, damar duvarinin, komsu dokularin veya kanin
travmaya ugramasi ya da kanin hasarlanmis endotel hiicreleriyle veya kan damar1 endoteli
disindaki kolajen ve diger doku elemanlariyla temasi sonucu aktive olur. Her durumda da,
soz konusu olaylar protrombin aktivatérii olusumuna yol agar ve bu da protrombinin
trombine doniislimesine yol acarak pihtilasma asamalarinin gelismesine neden olur

(Guyton ve Hall, 1996).

Protrombin aktivatori, birbirleriyle siirekli etkilesim halinde olan iki yolla olusturulur: (1)
Damar duvart ve cevresindeki dokularin travmaya ugramasiyla baslatilan ekstrensek
(dissal) yol ve (2) Kanin kendi iginde baslayan intrensek (igsel) yol (Guyton ve Hall,
1996).

Hem ekstrensek hem de intrensek yolda bir seri farkli plazma proteini ve 0zellikle beta
globiilinler 6nemli rol oynar. Bunlara kan pihtilagsma faktorleri (F) adi verilir. Pihtilasma
faktorlerinin biiyiik bir kismi, aktif olmayan bigimde kanda dolasan, zimojenler olarak

bilinen proteolitik enzimlerin dnculeridir. Zimojenlerin aktivasyonu, belirli bir zimojeni
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tamimlayan Romen rakamia "a" harfi eklenmesi ile belirtilir. Ancak, orijinal olarak
tamimlanan 12 faktoriin ilk 4'; yani fibrinojen, protrombin, TF ve kalsiyum yaygin
isimleri ile belirtilir ve bunlara herhangi bir Romen rakami atanmaz. FV ve FVIII ayni
zamanda labil (karasiz) faktorler olarak da adlandirilmaktadir, ¢linkli bunlarin koagulan
aktiviteleri depolanmis kanda dayanikli degildir (Guyton ve Hall, 1996; Monroe, Hoffman
ve Roberts, 2010; Palta, Saroa ve Palta, 2014).

Prokoagulanlar ve antikoagulanlar — TF, IV ve VIII hari¢ - karaciger tarafindan tiretilir. Bu
proteinler, kalsiyum ve diger iki degerlikli katyonlari baglayip pihtilasma zincirine
katilmalarin1 saglayan post translasyonal modifikasyonlara ugrarlar (glutamik asit
rezidiilerinin K vitaminine bagimli Y karboksilasyonu). K vitamini eksikligi veya K
vitamini antagonistleri (6rn., varfarin) uygulamasi antikoagulasyona yol agar (Guyton ve
Hall, 1996; Ansell ve ark., 2008; Palta, Saroa ve Palta, 2014).

2.1.1.3.1.1. Pihtilasmanin Baslamasinda Ekstrensek Mekanizma
Protrombin aktivatdrii olusumunu baslatan ekstrensek mekanizma, damar duvari veya
ekstravaskiiler dokularin travmaya ugramasi ile aktive olur ve Sekil 2.2’de gosterilen

asamalar dogrultusunda gelisir (Guyton ve Hall, 1996);

(1) TF salimi: Doku tromboplastini olarak adlandirilan ¢esitli faktorler kompleksi,
travmatize subendotelyal dokudan salinir. Bu kompleks baglica doku membranlarindan

gelen fosfolipidler ve TF’den olusur (Guyton ve Hall, 1996; Lasne, Jude ve Susen; 2006).

(2) FX’un aktivasyonu —FVII ve TF’nin rolii: TF’nin lipoprotein kompleksi, FVII ile
kompleks olusturur ve kalsiyum iyonlar1 varliginda FX iizerine enzimatik etki gostererek

FXa’y1 olusturur (Guyton ve Hall, 1996; Owens ve Mackman, 2010).

(3) FXa’nin prothrombin olugumu {iizerine etkisi — FV’in rolii. FXa, TF’nin parcasi olan
doku fosfolipidleriyle ya da trombositlerden salinan fosfolipidlerle birlikte FV ile
birleserek protrombin aktivatori denen kompleksi olusturur. Birka¢ saniye iginde bu
kompleks, protrombini trombine pargalar. Baslangigta, protrombin aktivatori kompleksi
icindeki FV inaktiftir; fakat pithtilagsma islemi ve trombin olusumu basladiginda, trombinin
proteolitik etkisiyle FV aktive olur. Boylece, son protrombin aktivatér kompleksinde,
FXa, protrombini trombine ceviren gercek bir proteaz gorevi yapar, FVa bu proteaz
aktivitesini blyuk 6lgide guclendirir ve fosfolipidler ise olay1r daha da hizlandirir (Guyton
ve Hall, 1996).
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Sekil 2.2. Pihtilasma mekanizmasini baglatan ekstrensek yol (Guyton ve Hall, 1996).

2.1.1.3.1.2. Pihtilasmanin Baslamasinda Intrensek Mekanizma

GPIb-1X-V adli reseptér kompleksi intrensek mekanizmada Onemli rol oynar.
Megakaryositlerden kdken alan s6z konusu yaygin membran reseptor kompleksi, sadece
trombositlerin yizeyi Gzerinde fonksiyoneldir (Li ve Emsley, 2013). GPIb-V-1X reseptori
icin birincil ligand VWF olmasina ragmen, trombin, P-selektin, faktor XI, faktor XIlI,
YMA kininojen ve ayni zamanda bakteriler gibi dolasimdaki bir dizi bagka liganda da
baglanabilir (McEwan, Andrews ve Emsley, 2009; Li ve Emsley, 2013).

Protrombin olusumunu ve dolayisiyla pihtilagmayr baglatan ikinci mekanizma olan
intrensek yol, kanin kendisinin travmaya ugramasi veya kanin travmatize bir damar
duvarindaki kolajenle temasi sonucu baglar ve Sekil 2.3’de gosterilen reaksiyonlar zinciri

ile devam eder (Guyton ve Hall, 1996):
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Kanda travma veya
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Xl — Xlla
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Trombin=—" [
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Viila Ca
l v
X T = Xa
- Trombaosit -
fosfolipidleri
Protrombin
aktivatori
Trombosit
fosfolipidleri

Protrombin ————= Trombin

++
Ca

Sekil 2.3. Pihtilasma mekanizmasini baslatan intrensek yol (Guyton ve Hall, 1996).

(1) Kanin travmaya ugramasi ya da damar duvarindaki kolajenle temasi, kanda iki 6nemli
pihtilasma faktoriinii degistirir: FXII ve trombositler. FXII, kolajenle veya cam gibi
1islanabilir bir yiizeyle temas ettiginde yeni bir konfigiirasyon alarak “FXIla” denen
proteolitik bir enzime doniisiir. Ayn1 zamanda, kanin travmaya ugramasi, trombositlerin de
kolajene veya 1slanabilir bir yiizeye yapisarak hasarlanmasina neden olur ve bunun
sonucunda, daha sonraki pihtilagsma reaksiyonlarinda rol oynayan lipoprotein yapidaki

TF’yi igeren trombosit fosfolipidleri ortama salinir (Guyton ve Hall, 1996).

(2) FXlla, FXT’i enzimatik olarak aktive eder. Bu reaksiyon i¢in ayrica YMA Kininojene

gereksinim vardir ve s6z konusu reaksiyon prekallikrein ile hizlandirilir (Hall, 2010).
(3) FXla, enzimatik etki ile faktor IX u aktive eder (Guyton ve Hall, 1996).

(4) FIXa ve kofaktori (FVIII), trombosit fosfolipidleri ile birlikte etki gostererek [tenaz
kompleksi (FXaz)] FX’u aktive ederler (Palta, Saroa ve Palta; 2014).
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(5) Intrensek yolun son asamasi, ekstrensek yolun son asamasinin aynisidir. Yani, aktif
faktor X, faktor V ve trombosit veya doku fosfolipidleriyle birleserek protrombin
aktivatori kompleksini olusturur. Bunu takiben, protrombin aktivatorii saniyeler i¢inde
protrombinin trombine par¢calanmasini baslatir ve bu sekilde daha 6nce bahsedildigi gibi

pihtilagsma isleminin son basamagi harekete ge¢mis olur. (Guyton ve Hall, 1996)

2.1.1.3.1.3. Ekstrensek ve Intrensek Yollar Arasindaki Etkilesim — Pihtilasmanin
Baslamasi

Geleneksel kaskat teorisine gore; kan damarinin yirtilmasindan sonra pihtilasma
ekstrensek ve intrensek sistemlerin ayn1 anda aktivasyonu ile baslatilir. TF ekstrensek yolu
basglatirken, FXII ve trombositlerin damar duvarindaki kolajenle temas: intrensek yolu

aktive eder (Guyton ve Hall, 1996; Palta, Saroa ve Palta; 2014).

Ekstrensek ve intrensek yollar arasindaki en Onemli farklardan biri ekstrensek yolun
patlayict dogasidir; bir kez baslatildiktan sonra gelisme hizi yalnizca travmatize
dokulardan salinan TF ile kanda bulunan FX, FVII ve FV miktar ile sinirlandirilabilir.
Ciddi doku travmasinda pihtilagsma 15 saniye gibi kisa bir siirede olusabilir. Intrensek yol
ise daha yavas gelisir; pihtilasmanin olusmasi i¢in 1-6 dakikaya gereksinimi vardir
(Guyton ve Hall, 1996).

2.1.1.3.1.4. Pihtilasmanin Giincel Konsepti

Pihtilagsma kaskati geleneksel olarak, her ikisi de FX aktivasyonu iizerinde birlesen
intrensek ve ekstrensek yollar olarak siiflandirilmistir. Klasik kan pihtilasma teorisi, in
vitro koagiilasyon testlerini anlamak i¢in 6zellikle yararlidir, ancak in vivo koagulasyon
prosesindeki hiicre-temelli yuzeylerin merkezi rolini mekanizmaya dahil edememektedir
(Bombeli ve Spahn, 2004). Ek olarak, in vivo hemostaz igin kritik olan temas aktivasyonu,
asagidaki gozlemlerden destek almaz. FXII, prekallikrein veya yiiksek molekiil agirlikli
kininojeni olmayan kisiler anormal sekilde kanamazlar. Ikincisi, sadece eser miktarda FXI
bulunduran hastalar, olagandis1 bir kanama olmaksizin biiyiik travmaya dayanabilir ve
FXI'den tamamen yoksun olanlar (hemofili C) sadece hafif hemorajik bozukluk
gosterirler. FVIII ve FIX (her ikisi de intrensek yol faktorleri) eksiklikleri, sirasiyla
hemofili A ve B'ye yol agmaktadir, ancak iki pihtilasma yolunun klasik tanimi, her iki
tipte hemofili hastasinin neden etkilenmemis yoldan kani pihtilagtiramadigi konusuna

aciklik getiremez (Palta, Saroa ve Palta, 2014).
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Ilgili konulara cevap vermek igin, kan pihtilasmasinin modern agiklamasi, pihtilasma
stirecinin daha 6zgiin bir tanimin1 saglar. Giiniimiizde, klasik teorilerin ancak in vitro
koagulasyon testlerinin [Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani (APTT), Protrombin
Zamani (PT)] makul bir modelini saglayabildigi takdir edilmektedir (Palta, Saroa ve Palta,
2014).

Mevcut kanitlar, intrensek yolun paralel bir yol olmadigi, esas olarak ekstrensek yol
tarafindan baslatilan trombin olusumunu arttirdig1 anlayisini desteklemektedir (Triplett,

2000). Yeni model, koagiilasyonu asagidaki adimlar ¢er¢evesinde tanimlar:

(1) Baslangig: FIX ve FX'u aktive etmek igin FVIla'y1 baglayan, hasarli damardaki TF'nin
ifadesi ile meydana gelir. FIX'un TF-VIla kompleksi tarafindan bu aktivasyonu, klasik
ekstrensek ve intrensek yollar arasinda koprii gorevi goriir. FXa daha sonra trombin (FIla)
olusturmak igin protrombin (FII)'ye baglanir. Bu reaksiyon yoluyla trombin olusumu
saglam degildir ve TF yolu inhibitorii ile etkin bir sekilde sonlandirilabilir (Sekil 2.4)
(Palta, Saroa ve Palta, 2014).

TF—Vlla—TCa* S
|7\x
VIl W >‘ Baglangic
| Xa Xa Faz
Protrombhin ————— >  Eser trombin ———

Villa, Vg)

Sekil 2.4. Giincel pihtilagsma konsepti (baslangi¢ fazi) (Palta, Saroa ve Palta, 2014).

(2) Amplifikasyon: Olusan trombin miktar1 yeterli olmadigindan, trombini trombositlerle
baglayan ¢ok sayida pozitif geri bildirim dongiisii vardir. Baglangi¢ asamasinda iiretilen
trombin, protrombinaz kompleksinde (FXa, FV, doku ve trombosit fosfolipidleri, Ca?*)
kofaktor olarak gorev yapan FV’i aktiflestirir. Ayrica, FVIII'i aktiflestirerek FXa
vasitasiyla FII (protrombin)’in ve FIXa vasitasityla FXa’nin aktivasyonu hizlandirir (Palta,

Saroa ve Palta, 2014).
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(3) Propagasyon: Trombosit yiizeyinde biriken enzim kompleksleri (FXaz ve
protrombinaz kompleksi) giiglii miktarlarda trombin olusumu ve trombosit aktivasyonunu
destekler. Bu durum, biiyiik bir piht1 olusturmak i¢in siirekli olarak trombin ve sonrasinda

fibrin {iretimini teminat altina alir (Sekil 2.5) (Palta, Saroa ve Palta, 2014).

Vllla & 1Xa

PROPAGASYON Xa & Va
FAZI '<

\_ Protrombin Trombin

L
>

Sekil 2.5. Giincel pihtilagsma konsepti (propagasyon fazi) (Palta, Saroa ve Palta, 2014).

(4) Stabilizasyon: Trombin olusumu, fibrin polimerlerini kovalent olarak baglayan ve
trombosit tikacina dahil edilen fibrine gii¢ ve stabilite saglayan FXIII'iin (fibrin stabilize
edici faktor) aktivasyonuna yol acar. Ek olarak, trombin, pihtiyr fibrinolizden koruyan
trombin tarafindan aktive edilebilir fibrinoliz inhibitorinu (TAFI) aktive eder (Bombeli ve
Spahn, 2004; Lasne, Jude ve Susen, 2006).

2.1.1.3.1.5. Pihtilasmada Kalsiyum Iyonlarimin Rolii
Intrensek yolun ilk iki basamag diginda, biitiin reaksiyonlarin baslatilabilmesi veya
hizlandirilabilmesi i¢in kalsiyum iyonlarmma gereksinim vardir. Bu nedenle kalsiyum

iyonlarmin yoklugunda kan pihtilagmaz (Guyton ve Hall, 1996; Owen, 2001).

Canlilarda kalsiyum iyon konstantrasyonu hi¢ bir zaman kanmn pihtilasma kinetigini
etkileyecek diizeylere diismez. Diger yandan, bir kisiden kan alindiginda kalsiyum iyon
konsantrasyonu pihtilagsma i¢in gereken esik diizeyin altina diisiiriilerek kanin pihtilagsmasi
engellenebilir. Bu amagcla kan, ya sitrat iyonlar1 gibi maddelerle reaksiyona sokularak
icerdigi kalsiyum deiyonize edilir ya da oksalat iyonlar: ile kalsiyumun presipitasyonu
saglanir (Pekelharing, 1892; Sabbatani, 1901a, 1901b; Guyton ve Hall, 1996).
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Ekstrensek pihtilasma sistemini degerlendirmek igin yapilan PT (Quick, 1953; Bakan,
2011) ve intrensek pihtilasma sistemini degerlendirmek i¢in yapilan APTT (Langdell,
Wagner ve Brinkhous, 1953; Bakan, 2011) 6lctimlerinde sitratli plazma, Ca™ kaynagi ve
doku tromboplastini veya kontak aktivasyonu kullanir. S6z konusu testlerde, kan % 3,2
veya % 3,8 sodyum sitrat i¢ine alinir ve plazma diferansiyel santrifiijleme ile hazirlanir
(Hemker ve ark., 2003; Luddington; 2005). Sitrati uzaklastirabilmek icin gereken

miktardaki Ca** ¢ozeltisinin eklenmesiyle reaksiyonlar baslatilir (Mann ve ark., 2007).

Sitratla muamele edilen tam kanda, trombositten zengin plazma (PRP) veya trombositten
fakir plazma (PPP) icine Ca™" ilavesiyle baslatilan reaksiyonlarin evrilmesi sirasinda, Ca™"
homeostasisinin yeniden yapilandirilmast ile baglantili birgok zaman-bagimli reaksiyon
olusur (Nelsestuen, 1976; Schiodt ve ark., 1992; Phillips ve ark., 1997; Pauls ve ark.,
2000). Dolayisiyla, Ca*™ ile baslatilan testlerin baslangici, Ca ™" homeostasisini yeniden
olusturan coklu siireclerin meydana geldigi, belirsiz 'sifir zaman' degerine karsilik gelir

(Mann ve ark., 2007).

Kanin, daha sonraki hicresel fraksiyonasyonu s6z konusu oldugunda veya olmadiginda,
sitratin i¢inde toplanmasinin, Ca*™" takviyesi ile tersine ¢evrilemeyen degisikliklerle
sonuglandigi trombografi kullanilarak ortaya konulmustur. Sadece, FXlla’y1 inhibe eden
CTI (Misir Tripsin Inhibitérii) iceren plazmayla karsilastirildiginda, CTl-sitrath plazmada
daha uzun bir gecikme siresinden sonra, maksimum trombin seviyesi olusumunda kayda
deger bir azalma gerceklesmistir. Dahasi, selasyondan bagimsiz olarak kalsiyum sitratin,
Tf-PCPS reaktifinin (rekombinant doku faktorl, fosfolipid vezikiller ve Ca™) ilavesini
takiben, trombin olusumunun dinamikleri iizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu veriler, temas yolu katkisinin yoklugunda, sitrat-selatli plazma
kullanilarak ve CaCl ilavesi ile baslatilan TF (rekombinant doku faktori)-bagimli
reaksiyon ¢alismalariin, reaksiyon dinamiklerinin yorumlanmasi agisindan kusurlu

oldugunu gostermektedir (Mann ve ark., 2007).

Rekalsifiye sitrat plazmasindaki trombin olusumu dinamikleri agisindan gozlenen zorluk
tam kanda de gozlenmistir. Tromboelastogram (TEG) deneylerinde, CTI'ya toplanan kan,
sitrat ve CTlI'ya toplanan ayni seri kanla karsilagtirilmistir. Sitratin yoklugunda, CTI ve
anti-Xla antikoru (a-XI-2) antikoagiilasyonu i¢in daha kisa bir fibrin pihtist zaman1 (R-

zamani) gozlenmistir (Mann ve ark., 2007). CTI veya a-XI-2 ile temas yolunun blokaji,

20



trombogram ve TEG metodolojilerinde TF ile baslatilan islemleri incelemek igin
kullanilabilecek minimal degismis tam kan ve plazmay1 verirken, Ca™ selasyonu
tarafindan indiiklenen degisiklikleri 6nler (Rand ve ark., 1996; Mann ve ark., 2007).
CTT’l, CTl-sitrath veya sadece sitratli kandan elde edilen PRP’lerde test edilen dort farkl
trombosit agonisti (epinefrin, ristosetin, ADP, kolajen) ile induklenen trombosit
agregasyon profillerinde ise dnemli farkliliklar oldugu ortaya konulmustur (Mann ve ark.,
2007). Veriler, kalsiyum sitratin hem intrensek hem de ekstrensek FXaz komplekslerini
inhibe ettigine, ancak protrombinaz kompleksi Uzerinde diisiik bir etkiye sahip olduguna
isaret etmektedir. (Mann ve ark., 2007)

2.1.1.4. Fibroéz Organizasyon

Trombositlerde bulunan alfa ve dens (delta) granullerin icerikleri, trombositlerin temel
fonksiyonlar1 yaninda, gilinimiizde yeni tanmimlanmig inflamasyon, anjiyogenez,
ateroskleroz ve yara iyilesmesi gibi farkli siiregleri gerceklestirebilmek agisindan ¢ok
onemlidir (Yildiz ve Ozgiirtas, 2017). o graniiller biinyelerinde; P-selektin, fibrinojen,
fibronektin, FV, FVIII, PF-1V, PDGF ve TGF-a’y1 igerir (Heemskerk ve ark., 2002). a
graniillerle yapilan bir ¢alismada, 200’den fazla protein tanimlanmistir (Maynard ve ark.,
2007). 6 graniiller biinyelerinde; ATP, ADP, kalsiyum, seratonin, histamin ve epinefrini
icerir (Heemskerk ve ark., 2002). & graniillerle yapilan bir ¢alismada ise, 40’tan fazla

proteinin varlig1 ortaya konulmustur (Rendu ve Brohard-Bohn, 2001).

Damar duvarindaki kiigiik bir delikte olusan pihti genellikle bir ka¢ saat iginde
fibroblastlarca istilaya ugrar. Bu olay, trombositlerden salgilanan PDGF’yle kismen
hizlandirilir. Ayrica, protrombinden iiretilen trombinin; monositler, lenfositler, endotel
hicreleri ve dendritik hucreler (izerinde mevcut olan proteaz aktive edici reseptorlerin
aktivasyonu ile ortaya konulan pro-enflamatuar etkileri vardir. S6z konusu faaliyet,

pihtinin timiiyle fibroz dokuya déntismesi icin 1-2 hafta kadar surer (Hall, 2010).

2.2. Olumcul Ucli ve Hasar Kontrol Ameliyati

Agir yarali hastalara yapilan miidahaledeki hiz gereksinimi “6liimciil {iglii” travmasini
bertaraf etme ihtiyacindan kaynaklanmaktadir (Blackbourne, 2008). Olimcul GglG;
hipotermi, asidoz ve koagiilopati dongiisiinii kapsamaktadir (Parr ve Alabdi, 2004).
Asidoz, hipovolemik sok ve uygun olmayan doku perfiizyonundan kaynaklanir (De Waele
ve Vermassen, 2002). Hipotermi, kan kaybi ve termoregiilasyonun saglanamamasindan
koken alir (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000). Koagilopatinin nedenleri; hipotermi,

asidoz, pihtilasma faktorleri/trombositlerin harcanmasi ve kan kaybidir (Ferrara ve ark.,
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1990; Cosgriff ve ark., 1997; Armand ve Hess, 2003; Martini ve ark., 2005). Koagulopati
daha fazla kanamaya neden olarak asidoz ve hipotermiyi siddetlendirir (Sekil 2.6)
(Blackbourne, 2008). Dongu tam olarak etkinken neredeyse kesin olarak olimculdar
(Blackbourne, 2008).

HIPOTERMI

/\

KOAGULO PATi_.E = ASIDOZ

Sekil 2.6. “Oliimciil ii¢lii” kisir dongiisii (Blackbourne, 2008).

2.2.1. Hipotermi
Insanlarda hipotermi, 35°C’nin altindaki viicut sicakhig1 olarak tammmlanmistir. Diisen
viicut sicakligi fizyolojik anomalilere neden olur (Cizelge 2.2.) (Eddy, Morris ve
Cullinane, 2000).

Cizelge 2.2. Hipoterminin etkileri (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000)

Hafif (32,2°C — 35,0°C) Orta (28°C-32,2°C) Siddetli (<28°C)
Genel Titreme, O2 tiiketimi 1 Asidoz
Ndorolojik Konfiizyon Koma
Kardiyovaskuler | Kalp debisi 1, periferal Osborn dalgalari, Ventrikular irritabilite veya
vazokonstriksuyon bradikardi, atrial fibrilasyon
fibrilasyon
Pulmoner Tasipne, bronkore, Bradipne Apne
bronkospazm
Renal Soguk diiirez
Pihtilasma Trombositopeni, trombosit
disfonksiyonu, bozulmusg
pihtilasma enzim aktivitesi
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Hipotermi, travma hastalarinda oldukga ciddi bir problemdir (Eddy, Morris ve Cullinane,
2000). Soguk hemoglobin, oksijeni dokulara normatermik hemoglobin kadar kolay
salamaz, dolayisiyla bu durum c¢oklu yaralanmaya sahip olan ve hipoksi gozlenen
hastalarda 6zellikle onemlidir (Eddy, Motris ve Cullinane, 2000). Ayrica hipotermi, daha
fazla kanamay1 destekleyerek koagiilopatiyi indukler (Cosgriff ve ark., 1997; Watts, Trask
ve Soeken, 1998).

2.2.2. Koagulapati

Fizyolojik rahatsizliklar, primer hemostazdaki bozukluklar, kan/plazmadaki anormallikler
veya yayilmis intravaskiiler koagiilasyon (DIC) nedeniyle yogun bakim uzmani
koagtilopatiyi gozlemleyebilir (Meybohm, Zacharowski ve Weber, 2013). Aslen dort olay
travma sonras1 koagiilopatiye katkida bulunur: Hemodiliisyon, pihtilasma faktorlerinin
harcanmasi, hipotermi ve metabolik bozukluklar (6rn., asidoz) (Eddy, Morris ve
Cullinane, 2000).

Dilusyonel trombositopeni travma hastalarinda en sik goriilen pihtilasma bozuklugudur.
Hemorajik sokun idaresinin bir pargasi olarak uygulanan masif kristaloid inflizyonu,
¢Oziiniir pihtilagsma faktorlerini ve trombositleri seyreltir. Bir kan hacmi kadar degisim
yapildiginda, kanda trombositlerin sadece %35-40 kadari kalir. Trombositopeni ayrica
trombositlerin yara bolgesindeki kullanimiyla da siddetlenmektedir (Eddy, Morris ve
Cullinane, 2000).

Asidozun varligindan veya takviye edilen sivinin miktarindan bagimsiz olarak hipotermi,
koagiilopatiye onemli derecede katkida bulunur (Watts, Trask ve Soeken, 1998).
Hipotermi, enzimatik pihtilasma kaskadi da dahil olmak iizere, neredeyse tim kimyasal
reaksiyonlarin hizinin diismesine neden olur (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000). PT ve
APTT, orta derecede hipotermik hastalarda (35°C) kayda deger sekilde uzamaktadir (Reed
ve ark., 1986; Johnston, Chen ve Reed, 1989). Hipotermik hastalardaki koagilasyon
fonksiyonunun laboratuvar calismalart degerlendirilirken dikkat edilmelidir, ¢Unku
numuneler ¢cogu hastane laboratuvarinda 37°C’ye 1sitilmaktadir ve bu da hipotermiden
koken alan koagulopatiyi gizleyebilmektedir (Reed ve ark., 1986; Rohrer ve Natale, 1992;
Weigelt ve Lewis, 1996). Hipotermide, TXA2’nin trombositlerce iiretimi diiserek hasarl
damarlardaki vazokonstriktif tepki sekteye ugramaktadir (Valeri ve ark., 1987). Uzayan
PT ve APTT, trombosit disfonksiyonu ve seyrelme degisimlerinin toplu etkisi, hizla geri

dontlistimsiliz koagiilopatiye neden olabilir. Normatermi saglandiginda pihtilasma ve
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trombosit anomalileri hizla diizelir (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000). Ancak, kan kayb1
ve buna bagli metabolik bozukluklar viicut sicaklig1 normale yaklasmadan 6nce meydana

gelmistir (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000).

2.2.3. Asidoz

Asidoz, 7,36'dan daha diisiik arteriyel pH olarak tanimlanir (Eddy, Morris ve Cullinane,
2000). pH, 7'nin altina diiserse kisi zihin karisiklig1 yasayabilir, komaya girebilir ve hatta
Olebilir (Tortora ve Derrickson, 2009). Kritik travma hastalarinda solunum asidozuna
siklikla rastlanmasina karsin, s6z konusu hastalardaki en 6nemli asidoz g¢esidi metabolik
asidozun laktik tipidir (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000).

Arteriyel pH, arteriyel karbon dioksit basinci baglaminda yorumlanmalidir. Arteriyel Pco2
analizi, metabolik asidozu, solunum asidozundan veya karisik asidozdan ayirt etmede
yardimer olur. Kronik asit/baz anomalilerinin (6rn., kronik obstriiktif akciger hastaligi
veya kronik bobrek yetmezligi) sz konusu olmadigi durumlarda, 40 mm Hg Pco2’deki her
10 mm Hg’lik degisim, arterial pH’da ters yonde 0,08 U’luk sapmaya neden olur (Eddy,
Morris ve Cullinane, 2000).

Henderson-Hasselbalch esitliginden hesaplanan baz agigi, 38°C ve 40 mm Hg Pcoz'de
7,40’11ik bir pH elde etmek i¢in tam olarak oksijenlenmis kana eklenmesi gereken veya s6z
konusu kandan c¢ikartilmasi gereken baz miktarini verir. Bu say1 otomatik arteriyel kan
gazi analiz raporunun pargasidir ve 2,0 mmol/L’yi asan bir baz agigi, nedenin

arastirilmasini gerektirir (Rutherford ve ark., 1992).

Metabolik asidoz veya kdtiilesen baz agig1 goriilen travma hastalarina serum laktat tayini
yapilmalidir. Serum laktatindaki yiikselme, doku oksijen ihtiyaci ve tiiketimi arasindaki bir

dengesizlige isaret eder (Eddy, Morris ve Cullinane, 2000).

Rotondo ve Bard (2004), kisaltilmis operasyonun travma hastalarindaki 6liimciil tigliyii
bertaraf etmek {lizere basarili kullanimini bildirmis ve %50 mortalite oranina sahip “hasar
kontrolii” terimini gelisirmislerdir (Rotondo ve Bard, 2004). Bir¢ok travma merkezi, agir
yarali travma hastalarina yonelik hasar kontrol yaklagimlariyla benzer sonuglar
bildirmislerdir ve giiniimiizde bu uygulama standart olarak kullanilmaktadir (Burch ve
ark., 1992; Sharp ve Locicero, 1992; Hirshberg ve Mattox, 1995; Johnson ve ark., 2001;
Kouraklis, Spirakos ve Glinavou, 2002; Loveland ve Boffard, 2004).

24



Hasar kontrol ameliyatindan sonra sekillenen asidoz, hipotermi ve koagulopati mortalite
uyarilaridir (Aoki ve ark., 2000). Kisaltilmis operasyonun temel amact miimkin olan en
kisa siirede kanamay1 ve ikincil olarak da tiim gastrointestinal sizintiyr durdurmaktir

(Blackbourne, 2008). Hemostatlarin kullanimi bu noktada oldukc¢a 6nemlidir.

2.3. Hemostazda Kullanilan Glukozaminoglikanlar

2.3.1. Poli-N-asetil Glukozamin (p-GIcNAc)

2.3.1.1 p-GlcNAc igeren Uriiniin Kaynag, Yapisi ve Reaktivitesi

p-GIcNAc deniz diatomlarinin bir salgisidir (Vournakis ve ark., 1997; lkeda ve ark.,
2002). Tamimlanmis aseptik mikroalgal kiltirlerden (tercihen Thalassiosira fluviatili
olmak Uzere, Thalassiosira spp., Coscinodiscus concinnus, Coscinodiscus radiatus,
Cyclotella caspia, Cyclotella cryptica, Cyclotella meneghiniana,) fermantasyon islemi ile
uretilip izole edilen, uzun (>60 pm) ve ince (0,1-0,5 pm) nano/mikrolifler
glikozaminoglikan yapidadir, igerdigi lineer polimer molekilleri H baglariyla birbirlerine
sikica baglanmistir ve seker rezidiileri tamamen asetillenmistir (\Vournakis ve ark., 1997;
Fischer ve ark., 2004; VVournakis ve ark., 2004; Fischer ve ark., 2007; Muzzarelli ve ark.,
2007; Pietramaggiori ve ark., 2008). Bir homoglikan olan beta-poli-N-asetil glukozaminin
[Poli(1 -> 4) pB-N-asetil-D-glukozamin (N-asetil-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz)]’un

kimyasal yapist Sekil 2.7°de verilmistir.

Sekil 2.7. Beta-poli-N-asetil glukozaminin kimyasal yapis1 (Vournakis ve ark.,
2004).

p-GIcNAc yapili Syvek® materyalinin kizil otesi spektrumundaki belirgin ve keskin
sekilde ayrilmis pikleri, liflerinin kendine 6zgii, diizenli ti¢ boyutlu kristal yapisiyla
tutarlidir (Fischer ve ark., 2004). Her lif, X-1s1n1 sag¢ilim1 ¢aligmalariyla belirlenen 6zgiin
beta tersiyer yapiyr olusturmak iizere, zincir i¢i ve zincirler arasi hidrojen baglariyla
stabilize edilmis yaklasik 50 adet yiiksek molekiil agirlikli, tam asetillenmis polisakkarit
molekiiliinden olusur (Blackwell, Parker ve Rudall, 1967; Blackwell, 1969; Gardner ve
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Blackwell 1975; Vournakis ve ark., 2003; Vournakis ve ark., 2004). Kimyasal analizler,
Syvek® p-GlcNAc'nin yaklasik olarak 2000 N-asetil glukozamin rezidiisiinden olusan
dogrusal bir polimer oldugunu ve molekiil agirligi (MA) yaklasik olarak 3x10° Da
oldugunu gostermistir. Syvek® p-GIcNAc, yilksek MA ve kristal yapisindan dolayr kanda

¢cozlinmez ve yapisini korur (Fischer ve ark., 2004).

B-p-GIcNACc lifler giclu kaotropik (hidrojen-bagi kiran) ¢oziiciilerle ayrik poli-N-asetil
glukozamin polimer bilesenlerine boliinebilir ve a-p-GICNAC partikiler yapisal formunu
olusturmak i¢in anti-paralel yonde tekrar birlestirilebilir (Fischer ve ark., 2007). o-p-
GlcNAc’nin amorfik agregatindan ibaret olan (Fischer ve ark., 2007) s6z konusu kuaterner

yapi, daha fazla pozitif yiikiin ag¢iga ¢ikmasina neden olmaktadir (Thatte ve ark., 20044,
2004b).

2.3.1.2. p-GlcNACc ve p-GlcNAc iceren Uriiniin Hemostatik Etkinligi

p-GIcNAc polimerini iceren yama Syvek®, cok sayida klinik dncesi ve klinik galismada
hemostazi indiklemek igin basartyla kullanilmistir. Domuz, kopek, tavsan ve si¢an
kanama model ¢alismalar1 polimerin kati1 formlariyla gerceklestirilmistir. Birgcok durumda,
bu ¢alismalarda kullanilan hayvanlar antikoagiile edilmistir. Hemofili hayvan modelleri ile
yapilan caligmalar basariyla tamamlanmistir. Kanamanin kontroliiniin problemli oldugu
cesitli endikasyonlar ele alan insan klinik ¢alismalar1 yaymlanmistir. p-GIcNAc formulli
materyallerin, heparin veya varfarin ile antikoagiile edilen, islevsel olmayan trombositli
uremik, GPIIb/llla reseptdr antagonistleri alan ve hemofiliak hastalarda etkili oldugu
gosterilmistir (Cole ve ark., 1999; Kulling ve ark., 1999; Hirsch ve ark., 2003; Jewelewicz
ve ark., 2003; Khuri ve ark., 2003).

p-GlcNAc lif esasli Syvek® yamanin, hemostazin elde edilmesinde fibrin yapistiricidan
yedi kat daha hizli oldugu 0One siiriilmistiir (Muzzarelli ve ark., 2007). Bunula birlikte,
New England Tip Merkezi Cerrahi Arastirma Laboratuvari'nda, p-GIcNAc lif esash
Syvek® yamanin hemostaz olusturmadaki goreli kapasitesini degerlendirmek igin domuz
dalak hemostaz hayvan modeli iizerinde gerceklestirilen calismada, hemostazin basariyla
saglanmasinda Syvek® yamanin gazli bezden 2 kat daha etkili oldugu belirlenmistir.
Ayrica, hemostazin saglanmasi i¢in gereken baski miktarinin karsilastirildigi aym
calismada, Syvek® yamanin gazli bezden daha az baski miktar1 gerektirdigi gosterilmistir

(Fischer ve ark., 2004).
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p-GIcNACc iceren yama, kateter cikartildiginda olusan hat boyunca ve femoral arter
ponksiyon bdlgesinde, hemostaza yol acan normal hiicresel ve biyokimyasal olaylarin
hizlandirilmis oranda gerceklestigi katalitik bir yilizeydir. Yama kullanilmadan tek basina
elle yapilan baski hemostazla sonuglanir, ancak hemostaz igin gereken sure, s6z konusu
yama kullanilarak ulasilan hemostaz siresinden ¢ok daha uzundur. p-GIcNAc iceren
yamanin uygulama protokolii, hemostazi saglamak i¢in diyagnostik vakalarda 10 dakika,
girisimsel vakalarda ise 20 dakika elle bask: siiresini gerektirmektedir (Hirsch ve ark.,
2003).

Girisimsel radyoloji, girisimsel kardiyoloji ve hemodiyaliz uygulamalarinda siklikla
kullanilmis olan, eslik eden kanama ve yalanci-anevrizma komplikasyonlarinin oranini
elle baski uygulamasina gore azaltan ve genel olarak invazif mekanik cihazlarin
kullanimina gore ¢ok daha fazla azaltan p-GIcNAc iceren Syvek® yama teknolojisi;
mekanik kapama ve elle baski konseptleri arasinda dengeli bir yaklagim sunmaktadir
(Carney ve ark., 2001; Resnic ve ark., 2001; Hirsch ve ark., 2003). S6z konusu yamanin
hemostaz kabiliyeti sayesinde, bugiline kadar 500.000’den fazla klinik kardiyak ve
radyolojik kateterizasyon vakasi ¢ok diisiik komplikasyon insidansiyla tedavi edilmistir

(Hirsch ve ark., 2003).

2.3.1.3. p-GIcNAC’nin ve p-GIcNAc I¢eren Uriiniin Hemostatik Mekanizmasi

Yama, yaraya temas ettikten sonra katalitik bir yiizey gibi davranarak, normal fizyolojik
mekanizmalarin ivme kazanmasina yol agar ve yerel hemostazi hizlandirir. Uriin, yaray
kaplar ve arteryel ponksiyon bdlgesinde veya doku yolunda yabanci materyal birakmadan
kanamanin hizla kesilmesine, dolayisiyla enfeksiyon ve lokalize yangili doku yanitlar

potansiyelinin azalmasina neden olur (Hirsch ve ark., 2003).

Sigan aort halka deney sisteminde, p-GICNAc’nin arteryel segmanlarin
vazokonstriksiyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Aort halkalardan endotel katman
cikartildiginda s6z konusu etki kaybolmaktadir. Ayrica, p-GIcNAc'nin %70 deasetile
tirevlerinin laktat tuzunun (kitosan laktat) ve yenge¢ Kkitininin si¢an aort halkalarinin
kasilmasina neden olmamasi, p-GlcNAc i¢in 6zgiinliige isaret etmektedir. p-GICNAC ile
indiikklenen vazokonstriksiyonun endotele bagli mekanizmasinin kismen, endotel
hicrelerinden ET-1 salimmin arttirilmasi yoluyla, vaskiiler yumusak kas hcrelerinde
bulunan ETa reseptorlerinin aktivasyonu sonucu diizenlendigi gosterilmistir (lkeda ve
ark., 2002).
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Trombosit temas aktivasyon yanitlarinin yabanci yiizeylerde en aza indirgenmesi,
biyomedikal cihazlarin gelistirilmesinde ortak bir hedeftir (Woodman ve Harker, 1990;
Atalar ve ark., 2001). Buna karsin, trombositler ile yabanci maddeler arasindaki aktive
edici etkilesimlerin optimizasyonu, topikal hemostatik materyallerin rasyonel tasarimi i¢in
umut vaat etmektedir. Trombosit temas aktivasyon mekanizmalarinin anlagilmasi,

uygulanan hemostatik ajanlarin tasariminda 6zellikle yararlidir (Fischer ve ark., 2005).

PRP’ye test bileseninin eklenerek fibrin pihtinin olusmasi icin gereken siirenin
belirlenmesiyle gergeklestirilen fibrin piht1 olusum zaman analizi, Syvek® p-GIcNAC
liflerinin, kontrol numuneleri (polimeri igermeyen numune veya gazli bez) ile
karsilastirildiginda zamani yar1 yariya azaltarak daha hizli bir fibrin pihtilasma oranina,
dolayisiyla daha hizli hemostaza yol agtigini gostermistir (Fischer ve ark., 2004). p-
GIcNAC/PRP siispansiyonlarinin spektrofotometrik analizinde ise, kalsiyum varliginda -
p-GIcNAc liflerinin ve bu liflerin modifiye edilmis alfa formlarinin trombositlerle
etkilesiminin zaman ve konsantrasyonla orantili olarak jellesmeye, yani fibrin polimer

olusumuna neden oldugu belirlenmistir (Thatte ve ark., 2004a).

Benzer sonuglar, PRP ve PPP’ye p-GlcNAc elyaf bulamacinin ilavesinin, TEG’deki R-
zamanini belirgin olarak disiirdiigliniin gozlemlenmesiyle elde edilmistir. Ek olarak p-
GIcNAc ilavesi, trombosit mikropartikillerini, trombositler tarafindan Gretilen tromboksan
miktarini, trombositlere FX ve Annexin V baglanmasimi (fosfatidilserinin trombosit
zarinin dis yilizeyinde agiga ¢ikmasiin sonucunda) arttirdigi ortaya konulmustur. Ayrica,
p-GIcNACc liflerinin PRP’de tromboksan B2 (TxB2) iiretimini arttirdigi belirlenmistir. Bu
Olcumler, trombositlerin p-GlcNAc elyaf bulamaci tarafindan aktive edildigini agikca

ortaya koymustur (Valeri ve ark., 2004).

PRP’de, p-GIcNACc'nin trombosit morfolojisi tizerindeki etkisinin Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilarak tespit edildigi ¢aligmada, plazma proteinleri yoklugunda
s0z konusu liflerin temasinin trombositlerde sekil degisikligi ve geri dondiiriilemez bir
aktivasyon tepkisine 0zgli olan psddopod uzantilarina neden olurken, plazma
proteinlerinin varliginda ek olarak trombositlerin toplandig1 ve p-GICNAc lifleri tzerinde
kiimeler olusturdugu gorilmiistiir (Thatte ve ark., 2004a). p-GIcNAc liflerinin boyutlar
polimerize fibrine benzerdir ve trombositlerin, trombosit-fibrin aglarina benzer bir sekilde,

liflerle etkilesime girdigi belirlenmistir (Fischer ve ark., 2004).
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Fibrin polimerizasyonunun p-GlcNAc hizlandirmasinin trombosit varligina bagli olup
olmadigint saptamak i¢in p-GIcNAc liflerinin trombositlerden arindirilmis plazma veya
PRP ile etkilesiminin karsilastirildigi ¢alismada, fibrin pihtilasmanin p-GlcNAc’ye baglh
hizlandirilmasinin trombositler araciligiyla saglandigi ortaya konulmustur (Fischer ve ark.,
2005). Plazmadaki proteinlerin toplam karigiminin, kalsiyum varliginda matriste adsorbe
edilen plazma proteinleri ile SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Silfat — Poliakrilamid Jel
Elektroforezi) kullanilarak karsilastirilmasi, kompleks plazma karisimindaki proteinlerin
cogunun matrise adsorbe edildigini gostermistir. Bu sonug, plazma proteinleri ve trombosit
yuzey proteinlerinin p-GlcNAc ile etkilesiminin kismen, siki fakat O6zgiin olmayan
kimyasal ve fiziksel adsorpsiyon siiregleri tarafindan yonlendirildigine isaret etmektedir

(Fischer ve ark., 2005).

p-GlcNAc lif temasinin trombosit aktivasyonuna yol agtigina yonelik diger kanitlar; s6z
konusu temastan sonra floresan mikroskobu kullanilarak yapilan gozlemlerle hiicre i¢i
kalsiyum konsantrasyonunun yiikseldiginin, yiizey zarinin yapiskan ozelliklerinin P
selektinin ve GPIIb/Illa kompleksinin ifadesi ile indiiklendiginin ve fosfatidilserinin
trombosit zarinin dis yiizeyinde agiga ¢ikmasinin arttiginin gosterilmesiyle elde edilmistir.
Buna karsin, integrilin (eptifibatid) uygulanan p-GlcNAc/trombosit karisimlarinda hiicre
ici serbest kalsiyum derisiminin hticrenin dinlenme halindeki seviyesine yakin oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, integrilinin fosfatidilserinin trombosit zarinin dis yiizeyinde
aciga cikmasinmi inhibe ettigi belirlenmistir. Bu sonuglar, integrin sinyalizasyonunun
trombositlerin p-GIcNAc-aktivasyonuna aracilik ettigine dair ek kanitlar saglamistir
(Thatte ve ark., 2004a; Fischer ve ark., 2005).

Hicre ylzeyi integrinlerinin trombositler ve p-GlcNAc lifleri arasindaki etkilesimindeki
roliiniin arastirildig1 ¢alismada ise, trombositten zengin plazmanin ayri ayr ¢esitli anti-
integrin antikorlartyla muamelesinden sonra spektrofotometrik analizleri yapilmistir. Bu
analiz, GPIIb/Illa tim molekiiline, s6z konusu molekiiliin o zincirinin bilesenlerine
(kalsiyuma bagli baglanma alam1 CD4la ve CD41lb) ve GPIb’ye karsi tliretilen
antikorlarm, jel olusumunu yani fibrin polimer tesekkiiliinii onemli olglide azalttigini
gostermistir. Buna karsin, P1 integrin (CD29) bilesenleri ile ilgili karma sonuglar
alinmigtir. Anti-CD49e (veya VLAS5) antikoru ile muamele edilen trombosit
numunesindeki jel olusumu, muamele edilmemis kontrol trombosit numunesinde

gbzlenene benzerdir. Anti-CD49f (anti-VLAG6) antikoru ile trombositlerin 6nceden
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muamele edilmesi ise kismi, fakat dikkate deger olarak jel olusumunu engellemistir. Bu
sonuclar, hiucre yizeyi integrinlerinin p-GIcNAc lifi/trombosit etkilesimlerinde farkli

diizeylerde rol oynadiklarini agikga gostermektedir (Thatte ve ark., 2004a).

p-GIcNAc liflerinin, sitratli plazmaya kalsiyum eklendiginde, integrin b3 alt birimi
(CD61) ve GPIb'yi de iceren trombosit ylizey proteinlerinin spesifik alt kiimesini sikica
bagladigi, western blot analizleriyle gosterilmistir. p-GICNAc/trombosit adsorpsiyon
karisimina integrilin (GPIlIb/I1la kompleks fonksiyonunu inhibe etmek icin), heparin
(trombin inhibisyonu icin) veya CTI (FXIla inhibisyonu ic¢in) dahil edilmesi, integrin b3
alt birimi ve GPIb dahil trombosit yiizey proteinlerinin herhangi birinin p-GIcNAc'ye
baglanmasini 6nemli 6l¢iide etkilememistir. Bu sonug ise, integrin GPIIb/Il1a kompleksi
de dahil olmak {izere trombosit yiizey proteinlerinin séz konusu baglanmasinin, integrin
GPlIIb/111a kompleksinin bir fibrin(ojen) reseptdri olarak fonksiyonuna, trombinin trombin
reseptorleri par-1 ve par-4 gibi yizey proteinleri Uzerindeki etkisine veya FXIla'nin
fonksiyonuna bagimli olmadigina isaret etmektedir. Bununla birlikte, trombosit/p-GIcNAc
aracili fibrin polimerizasyonunda FXIla'nin 6nemi, artan miktarda CTI’nin trombosit-p-
GlcNAc karisgimlarina  eklenmesinden sonra pihtilasma zamanlarmin  6lgiilmesiyle
dogrulanmistir. Sonuglar, CTI'nin da trombosit/p-GIcNAc aracili fibrin polimerizasyonunu

doz bagiml bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir (Fischer ve ark., 2005).

Trombosit varliginda trombin olusumunu hizlandiran glukozamin temelli materyaller,
trombosite dayali pithtilasma hizlandirmasinin integrin aracili distan-ige sinyale ve/veya
intrensek pihtilasma kaskadinin devri igin FXIla aktivitesinin yilizey katalizine ne kadar
bagli oldugunu belirlemek icin incelenmistir. Bu iki mekanizmanin nispi katkisi, integrin
fonksiyonlarini inhibe eden integrilin ve FXIla’y1 inhibe eden CTI’nin varliginda trombin
olusumu i¢in lag (gecikme) siirelerinin 6l¢iilmesiyle degerlendirilmistir. Buna gore; o-p-
GIcNAC’nin ve B-p-GIlcNAc’nin kismen/tamamen deasetile edilmis tiirevlerinin (Kitosan)
jel formiilasyonlarinin protrombotik etkileri FXIIa inhibisyonuna duyarli iken, B-p-
GIcNAC aracili trombin olusumu hem FXlla hem de integrin fonksiyonu inhibisyonuna
karst duyarlidir. Bu sonug, incelenen numunelerden sadece f-p-GIcNAc fiber
materyalinin, hemostazin aktive edilmesinde en az iki ayri mekanizma araciliiyla
calistigim gostermektedir. Ek olarak, aymi c¢alisma kapsaminda, diger materyallerle

karsilagtirildiginda fibrin polimerizasyonunun B-p-GlcNAc mevcudiyetinde en hizli olarak
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sekillendigi ve soz konusu pihtinin en kuvvetlisi oldugu tromboelastografi ile

belirlenmistir (Fischer ve ark., 2007).

Ozetlemek gerekirse, bildirilen sonuglar hemostaz olusturmak igin trombositler ile p-
GIcNACc lifleri arasindaki ti¢ adimli bir etkilesim mekanizmasi ile tutarlidir (Thatte ve ark.,
2004a). Ilk olarak, esas itibariyle tim ana plazma proteinleri, kimyasal/fiziksel
adsorpsiyon prosesleri vasitasiyla siki ama 6zgun olmayan bir sekilde p-GICNACc'ye
baglanir (Fischer ve ark., 2005). Trombosit ylzey proteinlerinin kompleks bir alt kiimesi,
hiicrenin p-GIcNAc/plazma protein matrisine yapigsmasina aracilik eder (Fischer ve ark.,
2005). Etkilesim, adsorbe edilen plazma proteinleri ile yuzey reseptorlerinin spesifik
etkilesimlerinin yanisira, trombosit ylzey proteinlerinin p-GIcNAc liflerine direkt
kimyasal adsorpsiyonunu da igerebilir (Fischer ve ark., 2005). ikinci adimda, integrin-
aracili trombosit aktivasyonu, daha sonra trombini ve son olarak fibrin polimerizasyonunu
olusturarak pihtiy1 sabitlestirmek tizere, FXII aktivasyonu ile birlikte (Fischer ve ark.,
2007) intrensek koagiilasyon faktor yolunu baslatir (Thatte ve ark., 2004a). p-
GIcNAc/trombosit esasl fibrin piht1 olusumu siireci, trombositlerin p-GICNAc matrisinin
Uzerine aglitine olarak tromboksan ve serotonin gibi vazokonstriktif maddeleri Gretme
egilimleriyle kuvvetlendirilir (Valeri ve ark.,, 2004). Son olarak, ortaya ¢ikan p-
GIcNAc/fibrin/trombosit ~ yapilari, hizlandirilmis  yara  kapatilmasi  i¢in  lokal
vazokonstriksiyonla birlikte trombosit aracili piht1 retraksiyonuna ugrar (Thatte ve ark.,
2004a).

Kirmizi kan hiicresi agregasyonunu aktive etme kabiliyetinin spektrofotometrik 6lgitimlerle
belirlendigi in vitro calismada, Syvek® p-GlcNAc liflerinin konsantrasyonla orantili olarak
agregasyonu arttirdig belirlenmistir (Fischer ve ark., 2004; Thatte ve ark., 2004b). Alfa-
yapt modifiyeli poli-N-asetil glukozaminin varliginda kirmizi kan hiicrelerinin,
konsantrasyona bagli olarak, beta-yapili poli-N-asetil glukozamin lifleri ile

olusturulanlardan daha giiclii agregatlar olusturdugu bildirilmistir (Thatte ve ark., 2004b).

In vitro veriler, p-GlcNAc liflerinin kirmiz1 kan hiicresilerinin Annexin V baglamasini
arttirdigini ortaya koymustur. /n vivo veriler, p-GIcNAC igeren yamanin (Syvek®) kanayan
yaraya bitisik dokuya sikica baglanarak kanin yamadan veya yamanin ¢evresinden
sizmasini engelledigini gostermektedir. Kati matris, kanayan yara ve yamanin yiizeyi
arasindaki ara ylizde kirmizi kan hiicresi agregasyonunu baslatmaktadir. Veriler, kirmizi

kan hiicresi agregasyonunun yamanin islevinin 6nemli bir dzelligi oldugu ve kanamanin
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hizla kesilmesi agisindan énemli olduguna isaret etmektedir (Hirsch ve ark., 2003; Fischer
ve ark., 2004; Valeri ve ark., 2004).

Kirmizi kan hiicresi membraninin ¢oklu integral ve hicre ylizeyi membran proteinleri
icerdigi bilinmektedir. Bu membran proteinlerinin ¢ogu, bant 3 (anyon degisim proteini)
ve glikoforinler de dahil olmak iizere, glikozile edilmistir. Membran glikolipidleri ile
birlikte bu proteinler, alyuvar hiicresi ylizeyi lizerinde net bir negatif yik olusturur,
reseptor fonksiyonu gosterir ve ylizey antijeni olarak davranirlar. Kirmizi kan hiicresi
integral membran proteinleri arasinda, proteinlerin glikoforin ailesi, alyuvar hiicrelerinin
yuzey yukunun blydk bir kismini olusturur. Glikoforinlerin hiicre dist domeynleri
(bolgeleri), hiicre yiizeyinde bir negatif yiilk katmani olusturan ¢ok miktarda sialik asit
rezidlsu igerir (Thatte ve ark., 2004b). Her bir kirmiz1 kan hiicresinin yiizeyinde yaklagik
100 negatif yik bulunmaktadir (Stryer,1988).

p-GIcNAc ile kaplanmig lamlara tam kan uygulandiktan sonra ¢oklu foton mikroskopisi
kullanilarak yapilan goriintiileme, kirmizi kan hiicrelerinin p-GIcNAc lifleri etrafinda
toplandigini ortaya koymustur. Buna karsin, Sigir Serum Albimini (BSA) kapli kontrol
lamlarinda kirmizi kan hiicreleri bir miktar “Brown hareketi” (bir sivida yiizen veya asili
parcaciklarin rastlantisal hareketi) gostermis ve 60 dakika inkiibasyondan sonra bile
toplanmamuglardir. Kirmizi kan hiicrelerinin p-GIcNAc lifleri ile etkilesimi, sz konusu
hiicrelerin ¢ogunda diskositlerin ekineositlere doniismesine yol agmis; bununla birlikte,
alyuvarlar BSA kapli lamlarda uzun sireli inkilbasyondan sonra bile diskositik olarak
kalmigtir. p-GIcNAc lifleri Uzerinde 1 dakikalik araliklarla 15 dakika boyunca yapilan
gdzlem sonucu, kirmiz1 kan hiicrelerinin % 50'sinin toplanmasi i¢in gereken siirenin 6 + 1
dakika (ortalama = SEM; n = 5) ve maksimum toplanmanin 10 ila 15 dakikalik
inkiibasyon sirasinda oldugu belirlenmistir (Thatte ve ark., 2004b).

Ayni ¢alismada, p-GlcNAc lifleri ve BSA ile kaplanmis lamlara, tripsin ile muamele
edilmis, ndraminidaz ile isleme tabi tutulmus ve kontrol olarak s6z konusu enzimlere tabi
tutulmamis alyuvarlar eklenmistir. Lamlar goriintiilenmis ve toplanan kirmizi kan
hiicreleri gozle sayilmistir. Enzim uygulanan kirmizi kan hiicrelerinde, p-GICNAc
araciligindaki adezyon ve agregasyonda onemli bir azalma gozlemlenmistir. Tripsin ile
muamele edilen numunelerde alyuvar hiicrelerinin toplanmasmin inhibisyonu,
néraminidaz ile muamele edilenlerdekinden biraz daha fazladir. Bu durumun, tripsinin

kirmizi kan hiicresi yiizeyindeki tiim protein reseptorlerini uzaklastirirken, néraminidazin
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sadece siyalik asit iceren glikozillenmis hiicre yiizeyi reseptorlerinden iyonik yikleri

uzaklastirmasi ile agiklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Thatte ve ark., 2004b).

p-GIcNAC aracili kirmizi kan hiicresi toplanmasini gozlemledikten sonra, arastirmacilar bu
etkilesimlerin potansiyel mekanizmalarini daha iyi tanimlamak i¢in, p-GICNAc polimerleri
iizerindeki ylizey yiiklerinin dogasini, zeta potansiyellerini 6l¢erek arastirmiglardir. Zeta
potansiyellerinin 6l¢limii i¢in polimerlerin kiigiik bir 6rnegi ezilmis ve deiyonize distile su
icinde yavasg¢a dispersiyon haline getirilmistir. Dispersiyon, bir vorteks karistiric ile iyice
karistirilmistir. S6z kounsu B-p-GIcNAc polimerlerinin pozitif yuzey yukleri 28.37 = 0.86
mV (zeta-potansiyeli, ortalama + SEM, n = 8), alfa yapis1 modifiyeli p-GIcCNAC’ nin pozitif
yuki ise 16.94 £+ 0.35 mV (ortalama = SEM, n = 8) olarak belirlenmistir. S6z konusu
calismada sunulan veriler, kirmizi kan hiicrelerinin p-GIcNAc lif materyalleri ile in vitro'
daki dogrudan etkilesiminin, kirmizi kan hiicresinin yiikiine ve p-GIcCNAc materyalleri
iizerindeki karsilik gelen yiiklere bagli oldugunu gostermektedir. Modifiye edilmis {i¢
boyutlu alfa-yapiya sahip partikiler p-GIcNAc’nin toplam pozitif ylizey yukleri, modifiye
edilmemis B-p-GIcNACc lifine gore daha diisiik olsa da s6z konusu partikil form kirmizi
kan hucreleri ile kuvvetli bir etkilesim gostermistir. Arastirmacilar bu farkin, p-
GlcNAc’nin alfa yapisal modifikasyonunun, negatif yiikli kirmizi kan hiicrelerinin
baglanabildigi pozitif yiklerinin daha fazla agiga c¢ikmasina neden olmasindan
kaynaklandigin1 6ne siirmislerdir. Bu sonuglardan, yizey pozitif yiklerinin disinda,
polimerlerin ig¢iinciil yapisinin ve fiziksel durumunun, kirmizi kan hiicreleri ile

etkilesimlerinde kritik oldugu anlagilmaktadir (Thatte ve ark., 2004b).

Kan iginde bulunan oldukga fazla sayidaki kirmizi kan hiicresi nedeniyle, ilgili etkilesim,
p-GlcNAc ile saglanan hemostazda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yara boélgesine p-
GlcNAc bandajinin uygulanmasiyla, oldukga yiiksek sayidaki kirmizi kan hiicresi, bandaj
uzerindeki p-GIcNAc liflerinde toplanir. Eszamanli olarak, trombositler p-GIcNAc
liflerine yapismaya baslar ve etkinlesirler. Bu da pihtilasma yolunun, trombojenik kaskatin
ve vazokonstriksiyonun kiimiilatif etkisine bagli olarak hemostatik tikacin hizla
sekillenmesine yol acar (Thatte ve ark., 2004b; Muzzarelli ve ark., 2007).

2.3.2. Kitin

2.3.2.1. Kitinin Kaynag, Yapisi ve Reaktivitesi

Kitin, seltilozdan sonra yerytziindeki ikinci en yaygin dogal polisakkarittir (Dutta, Dultta,
ve Tripathi, 2004; Muzzarelli, 2011; Salaberria, Labidi ve Fernandes, 2015). En cok
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krustase kabuklarinda, boceklerin dis iskeletlerinde, bazi1 funguslarin ve mayalarin hiicre
duvarlarinda mevcuttur (Ravikumar, 1999; Hoven ve ark., 2007; Dash ve ark., 2011;
Azuma ve ark., 2014). Kitin, dogada ¢ok g¢esitli mikrokristal formlarda mineraller ve
protein kontaminantlar1 ile kompleks halinde bulunur (Falini ve Fermani, 2004). Soz
konusu Kitin-mineral-protein komplekslerinin dogal amorf supramolekiiler yapilari,
fizyolojik bariyer fonksiyonlarini yansitmaktadir (Fischer ve ark., 2007). Krustase (6rn.,
Chionoecetes spp.) kabuklarinin islenerek igerdikleri kitinin ayristirilmasi, esas olarak,
proteinlerin uzaklastirilmasini ve yenge¢ kabuklarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
kalsiyum karbonatin ¢6ziilmesini icerir (Ravikumar, 1999; Sugamori ve ark., 2000; Percot,
Viton ve Domard, 2003). Kitin, kolloidal kitin elde edilmek tzere, konsantre hidroklorik
asit (Karrer ve Hofmann, 1929; Muzzarelli, 1977), sulfirik asitin sulu ¢ozeltisi (Jeuniaux,
1966), fosforik asit (Leger, Cooper ve Charnley, 1986) veya metansilfonik asit (MSA)
(Hirano ve Nagao, 1988) muameleleriyle ile daha da saflastirilabilir. Halihazirdaki
endiistriyel kimyasal iglem, kitini etkin bir sekilde izole etse de, 6z konusu iglem sirasinda

kitinin MA’s1 azalmaktadir (Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003).

Kitin ayrica organik asitler, antibiyotikler ve enzimler gibi mayalama yan iiriinlerinden de
elde edilebilir. Kitin yakin donemde siingerlerin iskelet olusumlari i¢inde tespit edilmistir
ve deniz stingerlerinden izole edilebilir (Lingmei ve ark., 2016). izole edilen kitin bazl
iskeletler, yaklasik 40-100 nm ¢apindaki kitin liflerinin ¢apraz baglanmasindan olusan
mikro yapili bir agdir ve bu agin sekli bandajlarla benzerlik gostermektedir (Anitha ve
ark., 2014; Wysokowski ve ark., 2015).

Kitin, B-D (I — 4) glukozidik baglarla baglanmig N-asetil-D-glukozamin (N-asetil-2-
amino-2-deoksi-D-glukopiranoz) birimlerinin (A Unitesi) yiiksek molekiil agirlikli bir
dogrusal polimeridir (Ravikumar, 1999; Sugamori ve ark., 2000). Bazi glukopiranoz
reziduleri deasetiledir ve 2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz (D Unitesi) olarak mevcuttur
(Hudson ve Smith, 1998; Whang ve ark., 2005). Kitinin DD’si, s6z konusu 2-amino-2-
deoksi-D-glukopiranoz yapisal birimlerinin miktarina bagli olarak, %50°nin altindadir.
Kitan olarak adlandirilan tam asetillenmis formdaki kitin dogada mevcuttur.
Deasetilasyonun derecesine gore kitin, ¢ogunlukla birincil alifatik amino gruplari
biciminde olan %5 ila 8 (w/v) arasinda azot igerir (Dutta, Dutta ve Tripathi, 2004).
Krustase kitin nanolifleri (tipik olarak 350 x 18 nm), T. fluviatilis (p-GIcNAC)
mikroliflerinden (60 x 0,1 um) acik¢a daha kisadir (Kulling ve ark., 1999; Chan ve ark.,
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2000). Kitinin ayrica, o Ve y formlar1 da mevcuttur (Somorin ve ark., 1979; Dash ve ark.,

2011). Bir heteroglikan olan kitinin kimyasal yapis1 Sekil 2.8’de verilmistir.

u .
NHE n | .

Sekil 2.8. Kitinin kimyasal yapist. Kitin, m> %50 degeri ile kopolimer yapisindadir
(Whang ve ark., 2005).

Oldukc¢a hidrofobik yapidaki kitin, suda ve organik c¢oziiciilerin ¢ogunda ¢odziinmez.
Cozilinlirliigiiniin  ve kimyasal reaktivitesinin diisiikligliyle seliilloza benzeyen bir
materyaldir. C-2 konumundaki hidroksil grubu bir asetamido grubu ile degismis seliiloz
olarak kabul edilebilir. Seliloz gibi, dogal bir yapisal polisakkarit olarak islev goriir.
Beyaz ve elastik olmayan bir polisakkarittir. Dogal olarak bulunan polisakkaritlerin

cogunlugunun aksine Kitin baziktir (Ravikumar, 1999).

Icerdigi asetamid gruplarinin {ic boyutta hidrojen baglanmasma katkida bulunma
kabiliyetleri nedeniyle oldukc¢a kristalli bir polimerdir (Whang ve ark., 2005). Hidrojen
baglarinin yiiksek yogunlugu nedeniyle suda, organik ¢oziiciilerin ¢ogunda ve seyreltik
asidik/bazik ¢ozeltilerde ¢oziinmez (Qin ve ark., 2010). Kitinin kat1 halini ¢6zebilmek igin,
zincirler arasi itmeyi tetikleyen veya molekiiller arasindaki hidrojen baglanmasini bozan
cozlculere ihtiyagc duyulur (Whang ve ark., 2005). Hekzafloroizopropanol ve
hekzafloroaseton (Capozza, 1975), mineral asitlerin sulu ¢ozeltileri/kloroalkoller (Austin
ve ark., 1981; Dutta, Ravikumar ve Dutta, 2002), kalsiyum Klorir dihidrat/metanol
(Tamura, Nagahama ve Tokura,, 2006), lityum klorir/dimetilasetamid (Rutherford ve
Austin, 1978; Dutta ve ark., 2003; Yilmaz ve Bengisu, 2003; Tsioptsias ve Panayiotou,
2008), lityum klorur/N-metil-2-pirolidon (NMP) (Yilmaz ve Bengisu, 2003; Bouyer ve
ark., 2010) veya N-metil morfolin-N-oksit/H>O (Dutta ve ark., 1997; Ravikumar, Dutta ve
Nakamura, 2000) gibi yiksek derecede polar coziciler ve konvansiyonel c¢ozici

sistemleri kitini ¢ozer. Bu polar ¢oziiciilerin kullanimi, biyopolimerin reaktivitesiyle ilgili
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sorunlar1 kismen azaltmis olsa da, toksisiteleri veya asindiriciliklari, seri liretimi ve ortaya

¢ikan jellerin potansiyel uygulamalarini engelleyebilir (Shen ve ark., 2016).

Kitini ¢cozmek ve jellestirmek i¢in kullanilan yeni alternatifler arasinda, 2000'li yillardan
beri gelistirilen iyonik sivi (IL)'ler, derin 6tektik cozlcller (DES’ler) ve alkali veya
alkali/(tio)iire sulu sistemler bulunmaktadir (Shen ve ark., 2016). Bu baglamda, 1-btil-3-
metilimidazyolyum klorir ([Csamim]CI) (Xie, Zhang ve Li, 2006), 1-bitil-3-
metilimidazolyum asetat ([Csamim][OAc]) (Wu ve ark., 2008; Silva ve ark., 2011), 1-alil-
3-metilimidazolyum bromir (JAmim]Br) (Prasad ve ark., 2009; Yamazaki ve ark., 2009)
ve 1-etil-3-metilimidazyolyum asetat ([Comim][OAc]) (Qin ve ark., 2010) tipik Kitin

¢oziicli IL lerdir.

Asetat anyonunun alkali 6zelliginin bir sonucu olarak, [Comim][OAc] nin sadece Kitini
degil, ham krustase kabuklarini da kolayca ¢ozebildiginin gosterildigi ¢alismada; bu yolla
elde edilen kitinin, mevcut endustriyel sireclerden elde edilen kitinden daha yuksek
saflikta oldugu ve molekiiler agirliginin daha ylksek oldugu ortaya konulmustur. (Qin ve
ark., 2010)

DES’ler, hidrojen baglamasi yoluyla kendi kendine birlesebilen iyonik ve iyonik olmayan
bilesenlerinin 1sitilmasiyla elde edilip, s6z konusu saf bilesenlerinden ¢ok daha diisiik
erime noktasina (mp) sahip olan sivilardir (Abbott ve ark., 2003; Shen ve ark., 2016).
Daha ucuz ve tamamen iyonik bilesenler icermiyor olmalar1 disinda, IL'lerle hemen hemen
aym fizikokimyasal Ozelliklere sahiptirler (Dominguez de Maria ve Maugeri, 2011;
Sharma ve ark., 2013). Klasik drnekler, sirastyla 12°C veya 69°C'lik mp’ye sahip DES’leri
olusturan, kolin klortrin (mp: 302°C) ureyle (mp: 133°C) veya tiyoureyle (mp: 175°C)
olan kombinasyonlaridir (Abbott ve ark., 2003).

Kitini ¢ozmek ve jellestirmek ic¢in kullanilan diger ¢Ozicl sistemi, alkali/ire (veya
tiyoure) sulu sistemleridir (Cai ve Zhang, 2005; Hu ve ark., 2007). Tipik olarak, alkali/tire
¢Ozicu sistemlerinin ¢ézme giict; NaOH/tiyoire> LiOH/ure> NaOH/ure>> KOH/ire sulu

¢Ozeltisi sirasina sahiptir (Zhang, Ruan ve Gao, 2002; Cai ve Zhang, 2005).

Yukarida siralanan ¢Ozucllerin hepsinin etki mekanizmalar1 tam olarak belirlenememis
olsa da, yaygin olarak kabul edilen goriis; ¢ozlclnun hidrojen bag: alict (N-O, CI', OAC’,

vb.) velveya dondrlerinin (Ure veya tiyolredeki -NH2) karistirma, 1sitma veya diisiik
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sicaklik muamelesi (izerine, biyopolimerdeki zincirler arasi ve zincir i¢i hidrojen baglarini
ayirdiklart seklindedir (Petrus, Gray ve BeMiller, 1995; Cai ve Zhang, 2006; Hu ve ark.,
2007; Wang, Gurau ve Rogers, 2012; Sharma ve ark., 2013;).

Kitin; toksik olmama, diisiik immiinojenite, biyobozunurluk ve anti-mikrobiyal aktivite
gibi bircok yararli 6zellige sahiptir. Bu nedenle biyomedikal alanda ¢ok ¢esitli potansiyel
uygulamalart bulunmaktadir (Robinson ve Stirling, 1968; Sugamori ve ark., 2000;
Lingmei ve ark., 2016; Paul ve ark., 2014). /n vivo’da kitin, hasar gérmiis dokuda
immuno-potansiyelize  etkilere  sahiptir, makrofajlarin  fagositik  kabiliyetinin
aktivasyonunda rol oynar (Nishimura, Ikeuchi ve Tokura, 1985) ve makrofaj-histiyosit
hlicre hatlarin1 indiikleyerek yaralarin restorasyonunu tesvik eder (Schmidt ve ark., 1993).
Ayrica, interferon, doku nekroz faktorii ve interlokin-1 gibi sitokinleri iceren bir yara
iyilesme mekanizmasinin da s6z konusu siirece dahil olabilecegi One sliriilmiistiir

(Muzzarelli., 1992).

Kitosan ile karsilastirildiginda kitin daha fazla kan uyum (antirombojenite) o6zelligi
gosterir; asetilasyon derecesi yaklasik %75 oraninda olan polimer, kitosandan daha hizli
bozunur, ayrica kitin daha az makrofaji aktive eder (Brunner ve ark., 2009). Kitin ve
kitosanin, kitinaz ve lizozim tarafindan N-asetil gruplarinin miktarina ve polimer
omurgasindaki dagilimlarina gore sindirilebildigi bilinmektedir (Sashiwa ve ark., 1990;
Aiba, 1992). Lizozim, A initesindeki 1—f baglar1 hidrolize eder (Imoto ve ark.,1992).
Lizozim spesifitesi, on alt1 olas1 tetrad sekansinin sadece ikisine karsi tercihli bir hidroliz
olarak belirlenmistir, yani, -AA-AA- ve -AA-AD- dizileri tercihen ortalarindaki glikozidik
bagdan kesilir (Varum ve ark., 1996). Kitin ek olarak analjezik etkiye sahiptir ve birgok
hastada yara pansuman malzemesi olarak kullanilmistir (Maeda ve ark.,1995).

2.3.2.2. Kitinin Hemostatik Etkinligi

Brandenberg ve ark. (1984), beyin ameliyat1 geciren kediler igin Kkitinin hemostatik bir
ajan olarak etkinligini bildirmislerdir. Yara sargi malzemesi olarak kitin kullanilan klinik
deneyimler sirasinda, s6z konusu polimerin hemostatik etkisi kaydedilmistir (Sugamori ve
ark., 2000).

Kitin (MA = 300 kD, DD < %10), kitosan (MA = 80 kD, DD > %80 ve seltilozun kan
koagtilasyonu tzerindeki etkisini degerlendirilmek tizere kdpek tam kanmnin kullanildig:

caligmada, modifiye Lee-White metodu ile Kitinin doz bagimli olarak tam kan pihtilagma
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zamani (WHBCT)’yi azalttigi ortaya konulmustur. Kullanilan en yiiksek kitin derisimi
olan 0,Img/ml’nin, 12 dakika olan kontrole ait kan pihtilasma zamanmi 3,7 dakika
azaltirken, ayn1 derisimdeki kitosan siispansiyonunun kan pihtilasma zamanini 4,7 dakika
azalttig1 gozlemlenmistir. Sellilozun da kan pihtilasma zamanini azalttigi, ancak etkisinin
kitinden daha zayif oldugu belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile karsilastirildiginda, tiim orneklerde trombosit agregasyon oranlari

onemli Ol¢iide artmistir. En yiiksek trombosit agregasyon oranmni kitin gostermistir
(Okamoto ve ark., 2003).

Kitin (DD = %36), kitosan (DD = %97) ve kitosan tiirevlerinin pihtilagsma iizerindeki
genel etkilerinin taze insan tam kan: kullanilarak Lee-White metoduyla degerlendirildigi
calismada, kitinin WHBCT’yi en ¢ok diisiiren materyal oldugu belirlenmistir. Ek olarak,
antikoagiile edilmis kandan elde edilen PRP kullanilarak, s6z konusu materyallerin
trombosit aktivasyonu uzerine etkilerinin, plazma rekalsifikasyon zamani (PRT)’nin
Olcilmesi ve SEM’le degerlendirilmesi sonucunda, kitinin test edilen materyallerle
kiyaslandiginda en yiiksek hemostatik kabiliyete sahip oldugu ortaya konulmustur. Bu
farkli g6zlemin, muhtemelen kullanilan kan tiiriindeki ve koagiilasyon test prosediiriiniin

detaylarindaki farkliliklardan kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir (Janvikul ve ark., 2006).

Kitin slispansiyon spreyinin [yiksek derecede kristalli kitin nanolif siispansiyonu (%97,5),
%70’1ik glikolik asit (%0,56), kitosan (%0,97) ve klorhekzidin (%0,40); viskozite < 100
cps), pH 5,5] kanama miktarini 6nemli dlglide azalttig fare yara modelinde gosterilmistir.
Ayrica, krustase kitin nanolifleri, Uretim teknolojisinin daha basit olmasindan dolayi, p-
GIcNAc mikroliflerinden daha ucuzdur (Muzzarelli ve ark., 2007).

2.3.2.3. Kitinin Hemostatik Mekanizmasi

Kitinin sican intakt ve endoteli ¢ikartilmis aort halkalarinda vazorelaksasyona sebep

oldugu gosterilmistir (Ikeda ve ark., 2002).

Kitin, sigir kani proteinleri (Nishimura ve ark., 1984) ve serum albiimini (Ledesma-Osuna
ve ark., 2010; Kaya ve ark., 2016) de dahil olmak iizere viicut sivilarindaki proteinlerle
dogrudan  etkilesime  girebilir, trombositlere  yapisarak, fibrin monomerin
polimerizasyonunu  hizlandiran  bir  kitin/trombosit kompleksi olusturarak  kan

pihtilagsmasina neden olur (Thatte ve ark., 2004a; Fischer ve ark., 2005).
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Cesitli materyallerin slispansiyonlarinin kopek kanindan elde edilen PRP ile karistirilmasi
sonrasinda gerceklesen trombosit agregasyonunun ¢ift agregometre (dual aggregometer)
kullanilarak olgildiigii caligmada, kitin tarafindan uyarilan trombosit agregasyon
diizeyinin, kitosan, seliiloz ve lateksi iceren diger tiim materyallerinkinden daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Yikanmis trombosit kullanildiginda, kitin tarafindan uyarilan
agregasyon diizeyi kitosaninkine benzer olurken, pihtilasma diizeyinin PRP ile edilenden
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Enzim Immunoassay (EIA) ve SEM yontemleri ile
desteklenen, fiziksel kontrol olarak lateksin, kimyasal kontrol olarak ise seliilozun
kullanildig1 s6z konusu g¢alismada boylece, kitinin trombositleri sikica baglama yoluyla
dogrudan etkiledigi ve bu etkinin plazma varliginda arttigi ortaya konulmustur.
Aragtirmacilar, amino rezidiisii bulunduran kitin ve kitosan ile seliilozun kimyasal yapilari
arasindaki tek farkin s6z konusu fonksiyonel grup oldugunu belirterek amino rezidiisiiniin

trombosit agregasyonundaki énemine isaret etmislerdir (Okamoto ve ark., 2003).

B-p-GlcNAc, kismen deasetile B-p-Glc-NAc jel, tamamen deasetile B-p-Glc-NAc jel, a-p-
GIcNAc, kitin ve kitosanin fibrin pihtt olusumu igin intrensek pihtilasma kaskadinin
devrinin hizlandirilmasina etkilerinin florojenik yontemle degerlendirildigi ¢alismada, tuz
kontroliiyle kiyaslandiginda, s6z konusu materyallerin tliimiiniin trombin olusumunu
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirdigi belirlenmistir. Kitinin, Kkarsilagtirilan
materyaller arasinda, [-p-GlcNAc’den sonraki en trombojenik materyal oldugu
belirlenmistir. TEG analizinde fibrin polimerizasyonu i¢in nispi baslangic zamanlarinin,
florojenik deneyle Olculen trombin olusumunun kinetigiyle paralellik gosterdigi ortaya
konulmus, ayrica kitinin indiikledigi fibrin pihtisinin kuvvetinin, p-GIcNAc ile elde elde
edilenden daha zayif nitelikte oldugu gosterilmistir. Calismada ayni zamanda, kitinin
protrombotik etkisinin FXIIa inhibisyonuna duyarli oldugu, ancak integrilin inhibisyonuna

anlamli miktarda duyarli olmadigi belirlenmistir (Fischer ve ark., 2007).

2.3.3. Kitosan

2.3.3.1. Kitosanin Kaynagi, Yapisi ve Reaktivitesi

Kitosana dogada nadiren rastlanir. Mucor rouxii’de bulunan kitosanin (Arcidiaconoand ve
Kaplan, 1992), s6z konusu fungustaki olusumu kitinin enzimatik deasetilasyonu yoluyla
gerceklesir (Hudson ve Smith, 1998). Dogrusal bir polisakkarit olan kitosan, kitinin kismi
N-deasetile tlrevidir (Sekil 2.9) (Malette ve ark., 1983; Lee, Wan ve Park, 1995;
Ravikumar, 1999; Kim ve Venkatesan, 2014). N-deasetilasyon neredeyse hichir zaman

tam degildir (Hudson ve Smith, 1998). Kitosan rastgele dagilmis [B-(1-4)-bagli-D-
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glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden olusan bir dogrusal polisakkarittir (Kim ve
Venkatesan, 2014). Tipik kitosanlar %70-95 arasinda deasetiledir, bu nedenle katyonik
polimerlerdir (Fischer ve ark., 2004).

Kitosan, glcli bir baz ve asit ekstraksiyonu yontemi kullanilarak, krustaselerin
kabuklarindan, bir atik dirlinii olarak tretilmektedir (Klokkevold ve ark., 1999). S6z
konusu iiretim islemi esas olarak, proteinlerin uzaklastirilmasini ve yengec kabuklarinda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunan kalsiyum karbonatin ¢oziinmesini igerir (Ravikumar,
1999; Dutta, Dutta, ve Tripathi, 2004). Olusan kitin %40 sodyum hidroksit icinde 120°C
'de 1-3 saat boyunca deasetile (%70) edilir (Ravikumar, 1999; Dutta, Dutta, ve Tripathi,
2004). Bu muamele, gorece diisiik ve genis degiskenlige sahip molekiil agirlikli (40 - 100

kDa) Urinle sonuglanir (Fischer ve ark., 2004).

Ikinci metot, Aspergillus niger, Mucor rouxii veya Streptomyces'ten sitrik asitin Gretilmesi
icin olana benzer fermantasyon prosesleriyle iligkilidir ve fungus misellerine alkali
uygulamasi sonucu kitosan-glukan komplekslerinin olusumunu igerir (Ravikumar, 1999).
Alkali, proteini bertaraf eder ve ayni1 anda kitini deasetile eder (Ravikumar, 1999). Alkali
derisimine bagli olarak, bazi alkali ¢oziinlir glikanlar da bertaraf edilir (Muzzarelli,

Tanfani ve Scarpini, 1980).
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Sekil 2.9. Kitosanin kimyasal yapisi. Kitosan, n> %50 degeri ile kopolimer

yapisindadir (Whang ve ark., 2005).

Kitosan karisik amorf bir katyonik polimerdir ve ¢0Ozelti halindeyken diizensiz sargi
konfiglirasyonundadir. S0z konusu polimer, diizenli ve sabit ¢ boyutlu bir tersiyer yapiya

sahip olmadigindan, p-GIcNACc liflerinden 6nemli 6l¢iide farklidir (Fischer ve ark., 2004).
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Tamamen kitosandan olusan Clo-Sur P.A.D. (Scion Cardio-Vascular, Miami, FL) ve
plastik bir destek malzemesi olan PET (polietilen tereftalat) iizerine kaplanmis ince bir
kitosan tabakasindan olusan ChitoSeal™ (Abbott Vascular Devices, Redwood City, CA)
hemostatik yamalar piyasaya siiriilmiistiir (Fischer ve ark., 2004). Clo-Sur P.A.D. ve
ChitoSeal™ yama iiriinlerinde bulunan kitosan bilesenlerden yapilmis zarlarin kizil 6tesi
spektrumlar, s6z konusu Griinlerle Syvek® pGlcNAc lifleri arasinda yapisal farkliliklarin
bulundugunu gostermektedir. Kitin, kitosan ve hiyaltronik asit gibi N-asetil glukozamin
iceren polimerlerin, Syvek® p-GIcNAc liflerinde bulunan kristalin ¢ boyutlu beta
formunda degil, diizensiz sargi formunda var oldugu bilinmektedir. Clo-Sur P.A.D. 'deki
kitosanin %DD’si yaklasik olarak 87+ 10’dur (Fischer ve ark., 2004).

Dogal polisakkaritlerin ¢ogu, orn., seliiloz, dekstran, dekstrin, pektin, aljinik asit, agar,
agaroz, karajenanlar nétr veya asidik iken, kitosan da kitin gibi baziktir (Ravikumar, 1999;
Dutta, Dutta, ve Tripathi, 2004). Kitosan; asetik asit, formik asit vb. asitlerin ¢ok seyreltik
sulu ¢ozeltilerinde ¢Ozunur olmasmna ragmen, suda veya organik ¢oziiclilerin ¢ogunda

¢Ozinmez.

Kitosan, normal viicut bilesenlerine biyolojik olarak pargalanabilir olmasi ve toksik
olmamasi nedeniyle biyouyumludur. S6z konusu dogal polimer, memeli hiicrelerine ve
mikroorganizmalara sikica baglanir. Ayrica, kitosan fungistatik, hemostatik ve analjeziktir
(Landes ve Bough, 1976; Rao ve Sharma, 1997; Dutta, Dutta ve Tripathi, 2004; Paul ve
ark., 2014).

2.3.3.2. Kitosanin ve Kitosan iceren Uriinlerin Hemostatik Etkinligi

Kitosanin heparinize edilmis tavsanlarda lingual kanamay1 (Klokkevold ve ark., 1999) ve
beyin dokusunda yaygin kilcal kanamay: inhibe ettigi (Brandenberg ve ark., 1984),
sicanlarda ise siklofosfamid tarafindan tetiklenen hemorajik sistit olusumunu onledigi

(Okamura ve ark., 1995) gosterilmistir.

Kitosanin, ¢esitli tiirlerden alinan tam kanla temas halinde bir piht1 olusturdugu ve
WHBCT’yi normalin yaklagik %40 kadar diisiirdiigli gosterilmistir (Rao ve Sharma,
1997). Farkli materyallerin kan koagiilasyonu iizerindeki etkisini degerlendirilmek iizere
tam kanin kullanildigi benzer bir ¢alismada, kitosanin (DD> %80) doz bagimli olarak

WHBCT’yi azalttigi ortaya konulmustur. Calisma kapsaminda kullanilan en Yyiksek
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kitosan derisimi olan 0,1 mg/ml’nin, 12 dakika olan kontrole ait kan pihtilasma zamanini

4,7 dakika azalttig1 gézlemlenmistir (Okamoto ve ark., 2003).

[k raporlar, kitosan iceren Clo-Sur P.A.D’nin etkin kullaniminin, teshis hastalar1 igin
%?3,7 ve girisimsel hastalar i¢in %5 komplikasyon orani ile 10 ila 15 dakika elle baski

sliresini gerektirdigine isaret etmektedir (Hirsch ve ark., 2003).

Bununla birlikte, kitosan igeren yamalarin hemostaz olusturmadaki goéreceli kapasitesini
degerlendirmek {izere domuz modeli {izerinde gergeklestirilen hayvan deneyinde,
hemostazin basariyla saglanmasinda Clo-Sur P.A.D.’nin basarisiz oldugu, ChitoSeal ™’nin
ise gazli bezin yaris1 kadar etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, hemostazin saglanmasi i¢in
gereken baski miktarinin karsilastirilmasinda, gazli bezin her iki yamadan da daha az baski

miktart gerektirdigi sonucuna varilmigtir (Fischer ve ark., 2004).

2.3.4. Belirli Kitosan Turevleri

2.3.4.1. Belirli Kitosan Tiirevlerinin Yapilari, Sentez ve Reaktiviteleri

Kitosanin en basit tirevi olan kitosan asetat tuzu, primer amin gruplariin protonlanmasi
yoluyla yiiksek katyonik ozellik gostermekte ve suda ¢oziinebilmektedir. HemCon® sarg;,
kitosan asetat iceren hemostatik bir pansumandir (Burkatovskaya ve ark., 2008). S6z
konusu pansumanin matrisi olusturulurken, kitosan tercihen glutamik asit, laktik asit,
formik asit, hidroklorik asit ve/veya asetik gibi asitlerin ¢ozeltilerine eklenir (McCarthy,
Kenton ve Morgan, 2005).

Kitosan laktat gibi suda c¢oziinen kitosan turevlerinin bakterisidal ve fungusidal aktivite
gosterdikleri ortaya konulmustur (Papineau ve ark., 1991; Sudharshan ve ark., 1992).
HemCon® sarginin, farelerde patojenik bakterilerle enfekte edilen tam kalinlikta kesik
yaralarma ve 0¢lncl derece yanik yaralarina uygulandiginda, bakterilerin gelisimini
onleyerek 6liimciil enfeksiyonlart engelledigi gosterilmistir (Burkatovskaya ve ark., 2006;
Dai ve ark., 2009).

Kitosanin pH>6,5 degerlerindeki diisiik ¢oziintrligi, s6z konusu polimerlerin diger
tlrevlerinin sentezi ve karakterizasyonu {izerine yapilan ¢aligmalardaki temel motivasyon
kaynagi olmustur. Kitosanin gorece komplike tiirevleri, iliml kosullar altinda kolayca elde
edilebilir (Lee, Wan ve Park, 1995) ve substitiie edilmis glukanlar olarak diisiiniilebilirler
(Ravikumar, 1999). Kitosanin, N,O-karboksimetil (Marguerite, Pham ve Claude, 1992), N-
stlfat (Holme ve Perlin, 1997), hidroksipropil (Wenming, Peixin ve Qin, 2002); N-(2-
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hidroksi) propil-3-trimetil (Seong, Whang ve Ko, 2000) ve N,N,N-trimetil (Sieval ve ark.,
1998; Zhishen, Dongfen ve Weiliang, 2001; Verheul ve ark., 2008) gibi suda ¢6ziiniirliige
sahip turevleri kimyasal modifikasyonlarla hazirlanmstir.

Kitosanin azot igerigi c¢ogunlukla birincil alifatik amino gruplar1 bi¢imindedir. C-2
pozisyonlarindaki s6z konusu amino gruplarimin miktarina bagli olarak kitin ile
kiyaslandiginda, kitosan tiirevlendirmeye daha agiktir. Bu nedenle kitosan, N-alkilasyonun
(Paul ve ark., 2014) yanisira, aminlere 6zgl olan Schiff reaksiyonuna kolaylikla girer
(Lee, Wan ve Park, 1995; Ravikumar, 1999).

Kitosan oda sicakliginda aldehit ve ketonlarla, sirasiyla aldiminleri ve ketiminleri
olusturur. Sodyum borohidrit veya sodyum siyanoborohidrit ile hidrojenasyon sonrasi N-
alkil kitosan olusur (Masri, Randall ve Stanley, 1977; Ravikumar, 1999; Sashiwa ve
Shigemasa; 1999; Dutta, Dutta, ve Tripathi, 2004). Kitosanin s6z konusu indirgeyici N-
alkilasyonu ve N,N-dialkilasyonu ¢esitli aldehitler ile gergeklestirilmistir (Muzzarelli ve
ark., 1982a, 1982b; Muzzarelli ve Tanfani, 1985; Tong ve ark., 1991; Kim ve ark., 1997;
Sashiwa ve Shigemasa; 1999). N,N-dialkilasyon alternatif olarak formik asit ve
formaldehit kullanilarak saglanabilir (Verheul ve ark., 2008). N,N-dialkil kitosan ise, metil
iyodir kullanilarak kuaternize edilebilir (Kim ve ark., 1997; Jia et al., 2001; Kim ve Choi,
2002; Verheul ve ark., 2008).

Kitosanin amino grubunun direkt kuaternizasyonu, alkil halojentrlerin bazik ortamdaki
kullanimiyla gergeklestirilebilir (Domard ve ark., 1987; Curti, de Britto ve Campana,
2003). S6z konusu yaklasimla, TMK’y1 da igeren (Sieval ve ark., 1998; Thanou ve ark.,
2000; Runarsson ve ark., 2008), cesitli kuaternize trialkil tiirevleri elde edilmistir. Kitosan
ayrica, 2,3-epoksipropil-trimetil amnonyum klorir ile reaksiyona sokularak kuaternize
edilebilir (Zhao ve ark., 2010).

Az ya da c¢ok hacimli siibstitiient varligi, kitosanin hidrojen baglarimi zayiflatir; bu
nedenle, N-alkil kitosanlar, alkil zincirlerinin hidrofobikligine ragmen su iginde ¢Ozunur
veya siserler (Ravikumar, 1999; Sashiwa ve Shigemasa; 1999; Dutta, Dutta, ve Tripathi,
2004) ve kitosanin film olusturma 6zelligini korurlar (Muzzarelli, 1977; Dutta, Ravikumar
ve Dutta, 2002).
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2.3.4.2. Belirli Kitosan Turevlerinin Hemostatik Etkinlikleri

Hayvanlar izerinde elde edilen veriler, etken madde olarak Kitosan asetat iceren HemCon®
sargisinin kanamay1 azaltma ve hayatta kalma oranm iyilestirdigini gostermistir. S6z
konusu sarginin; 25’1 gogiis, kasik, kalga ve abdomen; 35’1 uzuvlar; 4’ii boyun ve yiiz
bolgesi lizerinde olmak {izere; toplamda 64 askeri vakadaki kullanimi raporlanmistir.
Vakalarin %66’sinda HemCon® sargi, gazli bezle basar1 saglanamadiginda kullanilmis ve
%100°liik basar1 oran1 yakalanmustir. Vakalarin %97’sinde HemCon® sargimn kullanimi,
kanamanin kesilmesi veya hemostazin 1iyilestirilmesiyle sonu¢lanmistir. Sarginin
kullaniminin, turnikelerin kanamay1 kontrol altina alamadigi alanlarda en ¢ok faydayi
sagladigi, yara bolgelerine kolaylikla yerlestirilemeyen uzuv yaralanmalarinda ise
kullaniminin zor oldugu bildirilmistir. S6z konusu sarginin uygulamasi sonrasinda higbir
komplikasyon veya yan etki bildirilmemistir (Wedmore ve ark., 2006). Saha kullanimiyla
ilgili sikayetlerden biri, 5 mm kalinhiginda liyofilize edilmis kitosan asetat pedinin
kurudugunda parcalara ayrilmasi, nemlendiginde ise asirt miktarda jellesmesi olmustur
(Muzzarelli ve ark., 2007). Bununla birlikte, iirlinlin hemodiyaliz sonrasi ponksiyon alani
kanamasini azaltmak i¢in glivenilir ve etkili oldugu bildirilmistir (Bachtell ve ark., 2006;

Burkatovskaya ve ark., 2006; Wedmore ve ark., 2006).

Oriilmiis DeBakey greftlerinin, kitosan asetat ile muamele edildiklerinde, kani
gecirmedikleri gozlemlenmistir. 24 saat sonunda incelenen greftler, tekrar kanamanin
olmadigini ortaya koymustur (Malette ve ark., 1983). Wistar siganlar1 iizerinde yapilan in
Vivo calisma, kitosan asetatin atardamar kaynakli kanamanin durdurulmasinda yiiksek

etkinlige sahip oldugunu gostermistir (Pogorielov ve ark., 2015).

Sodyum hidroksit muamelesi ile deasetilasyonunun akabinde hidroklorik asit uygulamast,
kitinin suyu emme kabiliyetini arttirarak jellesmesine olanak saglar. Mikrokristalin
yapidaki s0z konusu Kkitosan hidroklortrin (%DD: 58 ve 67) kani emip tutma yetisinin,
kolajen hidrokloriiriinkinden (Avitene™) ve medikal absorban pamugunkinden anlamli
sekilde fazla oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ayni ¢alismanin in vivo kisminda, ortopedik
cerrahi sirasinda kontrol edilmesi zor olan stingerimsi kemikten kaynaklanan kanamanin
kopek modeli kullanilmistir. S6z konusu modelde, kitosan hidroklorirtin medikal
absorban pamuktan anlamli olarak daha ylksek (p<0.05), kolajen hidroklorirle ise
karsilastirilabilir diizeyde hemostatik etki sergiledigi ortaya konulmustur. (Sugamori ve
ark., 2000).
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Kitin, kitosan ve tilirevlerinin pihtilasma iizerindeki genel etkilerinin, taze tam kan
kullanilarak Lee-White metoduyla degerlendirildigi ¢alismada; kitin (DD: %36), kitosan
(DD: %97), N,O-karboksimetil kitosan (NOCC) ve etken madde olarak jelatin igeren
pozitif kontrol SPONGOSTAN®m (Johnson & Johnson Medical N.V., Belgika) bos
kontrole gore WHBCT’yi anlamli olarak (p<0.05) distirdiigli gézlemlenmistir. Buna
karsin; PNAC (kimsen N-asetillenmis kitosan, DD: %56), N-siilfatlanmis kitosan veya N-
(2-hidroksi)propil-3-trimetil amonyum kitosan Klorir (HTAAC) nin WHBCT (zerinde
belirgin bir etkisi olmamigtir. Sonuglar, kitinin en yuksek hemostatik kabiliyete sahip
oldugunu gostermektedir. Kitinin deasetilasyonuyla elde edilen kitosanin, pihtilastirma
yetisinde azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Suda ¢o6ziinen tiirevleri elde etmek iizere
kitosan tizerinde yapilan ek modifikasyonlarin ise, pithtilagtirma yetisini tedricen azalttig1
ortaya konulmustur. Buna karsin, s6z konusu egilime NOCC’nin uymadigi ve bu tlrevin

pihtilasmay1 hizlandirdig: belirlenmistir.
2.4. Hidrojeller

Hidrojeller, U¢-boyutlu ag yapist nedeniyle suda ¢ozinmeyen hidrofilik bir polimeri ve
suyu iceren iki bilesenli sistemler olarak tanimlanirlar (Park ve Nho, 2003). Polimer jelleri
oldukga diisiik elastisite moduline sahiptirler, dolayisiyla minimal mekanik iritasyona
sebep olurlar. Kanla, viicut sivilariyla veya dokularla temas halindeyken yliksek biyo-

uyumluluk gosterirler (Rosiak, 1994).
2.4.1. Fiziksel Hidrojeller

Fiziksel hidrojeller, zincir dolanmalari, van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglari,
hidrofobik veya elektronlar araciligiyla etkilesimler gibi fiziksel etkilesimlerle capraz
baglhidirlar (Shen ve ark., 2016). Fiziksel birliktelikler genellikle, 1si1-geri doniisiimlii ve
“yesil” (¢apraz baglayict icermeyen) sol-jel gecis siirecine yol agarlar (Rwei ve ark., 2009;
Hu ve ark., 2011).

Kitinin en yaygin olarak kullanilan biyo-uyumlu turevi olan kitosandan hidrojel uretilmesi
gorece kolaydir ¢ilinkii s6z konusu tiirev, asetik asit gibi asitlerin seyreltik sulu
cozeltilerinde c¢ozilebilir. Bu tlrevin sulu cozeltilerinden, hidrofobik veya elektrostatik
birlesimleri meydana getiren fiziksel bir capraz baglayici ilavesiyle, pH'ye duyarli 6zgiin
hidrojeller olusturulabilir (Lee ve ark., 2001; Shu, Zhu ve Song, 2001). Anyon (-COO™
veya P3010°) ve katyon (—-NHs*) arasindaki elektrostatik etkilesimi saglayip pH-duyarli
kitosan hidrojellerin olusumuna yol acan fiziksel iyonik ¢apraz baglayicilardan sodyum
sitrat (Shu, Zhu ve Song, 2001) ve tripolifosfat (TPP) (Lee ve ark., 2001; Hu ve ark., 2008;
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Csaba, Koping-Hoggard ve Alonso, 2009; Ngah ve Fatinathan, 2010; Sureshkumar ve
ark., 2010) kullanilmistir. Bu tiir pH duyarli kitosan hidrojellerinde, ¢apraz baglama
yogunlugu, iyonik c¢apraz baglayict ¢ozeltinin konsantrasyonun ve pH degerinin
ayarlanmasiyla kontrol edilmistir; 6rnegin, sitrat ¢dzeltisinin diisiik konsantrasyonu ve
yiksek pH’1, yiiksek sisme orani, yani diisiik c¢apraz baglanma yogunluguyla
sonuglanmustir (Shu, Zhu ve Song, 2001).

2.4.2. Kimyasal Hidrojeller

Kitin bazli hidrojellerin kalict yapisini ve etkin sismesini garanti altina almak igin,
kovalent olarak bagli bir 3D hidrofilik ag, genellikle jelasyon sirasinda kimyasal ¢apraz
baglayicilarin, yani 1,2,3,4-bitantetrakarboksilik dianhidrit (BTCA) (Kono ve Fujita,
2012; Kono ve Zakimi, 2013), siksinik anhidrit (SA) (Yoshimura ve ark., 2005;
Yoshimura, Matsuo ve Fujioka, 2006), sitrik asit (CA) (Bodnar, Hartmann ve Borbely,
2005; Demitri ve ark., 2008), epiklorohidrin (ECH) (Zhou ve ark., 2007), etilen glikol
diglisidil eter (EGDE) (Rodriguez, Alvarez-Lorenzo ve Concheiro, 2003; Kamari, Wan
Saime ve Lai Ken, 2009) ve divinil stlfon (DVS) (Anbergen ve Oppermann, 1990; Kabra,
Gehrke ve Spontak, 1998; Lu, Hu ve Gao, 2000) gibi bifonksiyonel veya ¢ok fonksiyonlu
kiglk molekiillerin kullanilmasiyla elde edilmektedir. Kimyasal ¢apraz baglayicilar, bir
polimer =zincirini digerine baglayan kovalent baglar olusturur. Capraz baglama
reaksiyonlarinin mekanizmasia gore, kitin i¢in kimyasal capraz baglayicilar iki tipte
smiflandirilabilir: (a) karboksilik asitler ve karboksilik anhidritleri igeren esterlestirici
maddeler; ve (b) organoklor, epoksit ve vinil bilesikleri iceren eterlestirici ajanlar. ilk tip
capraz baglayicilar, kitin jellerinde —COOR baglarinin ve muhtemelen birkag peptit
baginin (-CONH-) olusmasina neden olurken, ikinci tip ¢apraz baglayicilarin kitin igin
kullanimi R—O-R baglarmin ve muhtemelen bazi sekonder amin baglarinin (R-NH-R)

olusmasiyla sonuglanir (Shen ve ark., 2016).

Karboksilik asit (6rn., CA) ve biyopolimer arasindaki kondensasyonu i¢in, suda-
¢ozlnebilir karbodiimidin (6rn., 1-[3-(dimetilamino) propil]-3-etilkarbodiimid metiyodir
ve N, N'-disikloheksil-karbodiimid) araci olarak kullanildigi bir yol vardir (Bodnar,
Hartmann ve Borbely, 2005). Mekanizma potansiyel olarak biyopolimer ile reaksiyona
girebilen ve kendisini toksik olmayan bir iire tiirevine doniistiirebilen kararsiz bir agil-ara

madde olusmasini igerir (Sekil 2.10 ) (Shen ve ark., 2016).
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Sekil 2.10. Karbodiimid-aracili ¢gapraz-baglama (karbodiimid olarak N,N’-disiklohekzil
karbodiimid kullanilmistir) (Shen ve ark., 2016).

2.4.3. Isinla Capraz Baglama

Radyasyon reaksiyonlar1 ¢apraz bagli bir yap1 olusturmak tizere polimeri uyarmak icin
elektron 1sinlarini, gama 1silarini, X-1silarmi veya ultraviyole 15181 kullanir (Park ve
Nho, 2003). Isinlama, polimer zincirleri arasinda kovalent baglanmanin olusturulmasi igin
kullanislt bir yontemdir. Bu yontem; kolay ve tekrarlanabilir sire¢ kontroli, jellestirme ve
sterilizasyonu bir teknolojik basamakta birlestirme, kimyasal jellestirme i¢in s6z konusu
olan muhtemelen zararli ve bertaraf edilmesi zor olan baglatici ve ¢apraz baglayicilarin
eklenmesini gerektirmemesi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Bu avantajlar, ozellikle gida
ve farmasotik endistrilerinde, 1sinlamanin jellestirme igin tercih edilen yéntem olmasinin

nedenleridir (Rosiak ve Ulanski, 1999; Park ve Nho, 2003; Shen ve ark., 2016).

20 kGy dozunda vy-151n radyasyonu kullanildiginda, agirlik¢a %?20’lik biyopolimer
cozeltilerinden [Orn., seliloz/IL/su, karboksimetil selliloz ve karboksimetil kitosan sulu
cozeltileri], hidroksil radikallerinin yardimiyla sadece kuguk bir miktar (%17-30) jel
agregat1 (topaklar) elde edilebilir (Hara ve ark., 2004; Wang ve ark., 2008; Kimura,
Nagasawa ve Taguchi, 2014). Isinlama dozunun arttirilmasi jel verimini arttirabilmektedir
(Park ve Nho, 2003; Zhao ve ark., 2003; Zhao, Mitomo ve Yoshii, 2008).
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Polimer zincirlerinin degradasyonu, ozellikle yiiksek enerjili dozlarda ve diisiik polimer
konsantrasyonlarinda (agirlikca % 10) 1sinlanma sirasinda ¢apraz baglanma ile rekabet

eder ve bu da ag yapisinin tahrip olmasina ve gerilme mukavemetinin azalmasina neden

olur (Zhao ve ark., 2003).

Cizelge 2.3’de gosterildigi gibi, C-H baglarinin radyasyona maruz kalmalar1 sonucunda
kirllmalariyla, makroradikallerin tercihen seliilozun zayiflamig 1 ve 4 pozisyonlarinda
ortaya ¢iktigi, tdrevlerin makroradikallerinin ise radikal ¢apraz baglama sirasinda yan

zincirlerde olustugu bildirilmistir (Wach, Mitomo ve Yoshii, 2004; Wang ve ark., 2008).
2.4.4. Kompozit Hidrojeller

Hazirlanmalar1 konusunda bugiine kadar ¢ok fazla temel arastirma yapilmasina ragmen,
saf hidrojellerin, enjeksiyonlu termoset jeller (Shen ve ark., 2016), membran ayrimi
(Zhang ve ark., 2001) ve aktif iyonlarin kapsullenmesi (Turner ve ark., 2004) gibi, sadece
birka¢ somut ve operasyonel uygulamasi bulunmaktadir. Aslinda, saf hidrojellerin ¢ogu,
baz1 yapisal eksikler veya ozellik eksiklikleri nedeniyle belirli bir amaca uygun degildir.
Bagka bir polimer veya inorganik madde ile karistirilarak, her iki bilesenin avantajlar ile
yeni yapisal malzemeler elde edilebilir ve bu da sonugta elde edilen kompozit hidrojellerin

cesitli alanlarda cazibesini biiyiik dlctlide arttirir (Shen ve ark., 2016).

Cizelge 2.3. Biyopolimerlerin (seliiloz, kitin ve tiirevleri) yapilar: ve radikal ¢apraz-

baglama sirasindaki olas1 makroradikalleri (Shen ve ark., 2016)

Bivopolimer takroradikal
oH
Selllez
A G, [
o ._
aH
Kitin e [l e
K NH
0
obu
retilselUloz (ML) ] -
L 0 5 -]
R oy

Hidrokgigtil seldloz (HEC)

Hidroksipropilmetil seliilcz [HEMC] -Gy
o FA =
Karboksimet| seliloz [CMEC) paHCo0
or aR
o OCHCOH EHEOD
karboksimetil kitin [CMCH] ;
e
O
#arboksimeti| kitosan {CMCEs] " " ok i o]
RHCHZDOK MO0 MG HEEE
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Kompozit hidrojellerin hazirlama islemleri, ¢6ziinme (veya dagilma) ve ¢apraz baglanma
dahil olmak ftizere saf hidrojellerin hazirlanma islemlerine dayanir. Saf hidrojellerin
yapilmasiyla karsilastirildiginda, dogal polimer bazli hibrid hidrojellerin yapilmasi
sirasindaki tek ek adim, genellikle ayni ¢oziicii kullanilarak hazirlanan iki biyopolimer
cozeltisinin, ¢apraz baglayici igeren veya igermeyen bir jele doniistiiriilmeden Once

karistirilmasidir (Shen ve ark., 2016).

Dogal polimerlerin, islenmelerindeki kisitlama ve mekanik 6zelliklerinden 6tiirti, yara Ortii
materyalleri olarak kullanimlar1 sinirlidir. Dogal ve sentetik polimerlerin birlestirilmesi bu
noktada optimal 6zellikler saglayabilir (Park ve Nho, 2003). Biyopolimer/sentetik polimer
hidrojellerin hazirlama islemleri, sentetik polimerlerin [6rn., Polietilen glikol (PEG) ve
Polivinil alkol (PVA)] karisima eklenmesi disinda, dogal polimer bazli hibrid
hidrojellerinkilerle aynmidir (Nishio ve Manley, 1988; Lee, Kim ve Kim, 1996; Seves ve
ark., 2001; Liang ve ark., 2008). Bununla birlikte, asilama igin, sentetik polimerin
monomerleri, biyopolimer c¢ozeltisinde, 1sitma (Williamson ve ark., 1998; Chauhan,
Guleria ve Sharma, 2005), 1sinlama [mikrodalga (Pandey ve Amin, 2013; Pandey ve ark.,
2013), elektron-isim1 (Said, Abd Alla ve EI-Naggar, 2004; Amin ve ark., 2012), UV
isinlamasi (Kelly ve ark., 2013)] veya her ikisinden sonra (Hanh, Huy ve Hien, 2015)

genellikle bir baslaticinin yardimiyla homopolimerize edilir.

Polimerler cogunlukla ¢apraz baglanan veya pargalananlar olarak ayrilirlar. Suyla homojen
karigimlarinda PVA ve Poli-N-vinilpirolidon (PVP) kolaylikla ¢apraz baglanirlar (Park ve
Nho, 2003). PVA, c¢esitli membran ve hidrojellerin hazirlanmasinda siklikla kullanilir
(Bodugotz ve ark., 1999). PVP hidrojellerinin biyo-uyumluluklar1 olduk¢a yiiksektir ve
yara oOrtlleri olarak kullanilirlar (Zhai ve ark., 2000). Gama 1simasi kullanilarak
PVA/PVP/gliserin/kitosan karisimindan jellerin elde edildigi ¢alismada, jel miktarinin ve

kuvvetinin 1s1manin dozuyla paralel olarak arttig1 belirlenmistir (Park ve Nho, 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kitosanin Saflastirilmasi

KH (C3646, Sigma-Aldrich, Almanya), literatiirde belirtilen yontem (Gan ve ark., 2005)
esas almarak saflastirilmistir. Buna gore; son derisim 0,1 g/ml olacak sekilde AMAR
NEURO 102 A karistirma fonksiyonlu otoklavin reaktoériine KH ve NaOH c¢ozeltisi (1M)
eklenmistir. S6z konusu karisim, 70°C’de 1 saat 20 dakika boyunca 121 devir/dakika rotor
hizinda karistirilmistir. NaOH uygulanmis kitosan, asindiric1 ¢ozeltiden temizlenmek
uzere; Buchner hunisi kullanilarak vakum altinda stizildiikten sonra ultra-saf suyla

yikanmistir. Yikanan materyal, vakum etliviinde 40°C’de gece boyunca kurutulmustur.

Kurutulan kitosan, derisimi 0,01 g/ml olacak sekilde asetik asit ¢ozeltisinde (0,1M)
manyetik karistirict kullanilarak 135 devir/dakika’da 20 saat boyunca karistirilarak
¢cozilmustiir. Cozlnmeyen partikiil kalintilar1 Buchner hunisi kullanilarak vakum altinda

ayristirtlmistir.

Filtratin pH’1n1 8,0’a ayarlamak i¢cin NaOH ¢ozeltisi (1M) kullanilarak, beyaz presipitat
formunda kitosan elde edilmistir. Kitosan prespitati ultra-saf su kullanilarak iyice
yikanmustir. S6z konusu materyal, -80°C’de 3 saat boyunca dondurulmus ve 48 saat

boyunca liyofilize edilmistir. Sonugta, KS elde edilmistir.

KH’nin safligi, literatiirde belirtilen yontem (Gan ve ark., 2005) esas alinarak
belirlenmistir. Buna gore; KH ve KS materyalleri %0,5’1ik asetik asit ¢ozeltisinde
cozilerek, Orta Dogu Teknik Universitesi Kizil Otesi ve Raman Spektroskopi
Laboratuvari’nda s6z konusu materyallerin FT-IR (Fourier Transform Infrared)
Spektroskopi ile transmittans spektrumlart hizmet alimi yoluyla ortaya konulmustur.
Sonuglara, atmosferik ayarlama (H20 ve CO: igin) ve taban ¢izgisi (baseline) diizeltmesi
yapilmustir. Saflik degerlendirmesi, s6z konusu numunelerin FT-IR transmisyon piklerinin

konumlar karsilagtirilarak yapilmistir.

Saflastirma isleminin KH iizerindeki degredatif etkisini degerlendirmek iizere; KH ve
KS’nin kiitle dagilimlar1 (Mn, Mw ve Mz), Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Aragtirma Merkezi (UNAM)’da, Agilent Technologies 1200 Series marka ve modelli

BDK cihazi kullanilarak hizmet alimi yoluyla belirlenmistir. Yiiriitme islemi, PL aquagel-
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OH MIXED (PL1149, Agilent, Kaliforniya, ABD) kolonda, tampon olarak %0,5'lik asetik
asit kullanilarak yapilmistir. Numuneler yiiriitme tamponunda, derisimleri 2,5 mg/ml
olacak sekilde gece boyunca ¢oziilmiis ve enjekte edilmistir (10 pl). Akis hizi 0,6
ml/dk’dir. Numunelerin mol kiitlesi dagilimlarin1 ortaya koyabilmek i¢in sapma endeksi
detektoriinden elde edilen veri GPC/SEC yazilimi (Agilent, Kaliforniya, ABD)
kullanilarak analiz edilmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢iziminde pullulan standartlar1 (Mp =

180 — 708.000 g/mol) (PL2090, Agilent, Kaliforniya, ABD) kullanilmstur.

Numunelerin kiitlece ortalama polimerizasyon dereceleri Esitlik 1 kullanilarak
hesaplanmistir. DPw: Kiitlece ortalama polimerizasyon derecesi, Mw: Kitlece ortalama
mol kitlesi ve Mo: Tekrarlayan birimin mol kitlesi’dir.

DPW = MW/ MO .ottt ittt sttt esvae e bae e aaeeesaseeenaeesnnaeas (Esitlik 1)

Numunelerin kiitlece ortalama polimerizasyon derecelerinin ortalamasi Esitlik 2
kullanilarak hesaplanmistir. DPw; Kutlece ortalama polimerizasyon derecelerinin
ortalamasi, f; Fraksiyon sayisi, DPw;; i. fraksiyonun kutlece ortalama polimerizasyon

derecesi, A;; i. fraksiyonun kitlesi, A;; Toplam kiitle “dir.

D e e eeeeee e ee e et s e s e (Esitlik 2)

3.2. Kitosanin Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Saflastirma isleminin KH’1n asetil gruplari iizerindeki degredatif etkisini degerlendirmek
ve takip eden protonasyon reaksiyonlarindaki hesaplamalarda kullanilmak tizere; KH ve
KS numunelerinin deasetilasyon dereceleri, 1H NMR spektrumundaki karakteristik
piklerin integral degerleriyle (Cizelge 3.1.) literaturde belirtilen yontem (Hirai, Odani ve
Nakajima, 1991; Verheul ve ark., 2008) esas alinarak, Nova (Mestrelab, Santiago de
Compostela, Ispanya) adl1 yazilimin yardimiyla hesaplanmistir (Esitlik 1 ve 2). Buna gore;
her kitosan numunesinin 1,2 mg’1, 500-600 pul %2 (w/w)’luk DCI/D20O (hidroklorik asit-
di/su-d;) iginde ¢Oziilmiis ve bir NMR tiipline aktarilmistir. Kimyasal kaymalar, her
numuneye internal referans (6 = 0) olarak yaklagtk 1 mM eklenen NaTMSP’ye

dayandirilmistir. Numunenin 1H spektrumlari, Slovenya Ulusal Kimya Enstitusi NMR
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Merkezi (SlIoNMR)’da, Agilent Technologies DD2 600 MHz NMR spektrofotometrede bir
HCN Cold prob ile 47°C'de kaydedilmistir.

KH ve KS numunelerinin asetilasyon derecelerinin hesaplanmasinda Esitlik 3, DD’lerinin

hesaplanmasinda ise Esitlik 4 kullanilmistir.

% Asetilasyon = ([H[g‘i’i]s] ) L, (Esitlik 3)
% Deasetilasyon = 100 — (% ASEtHASYON)........ccceviiiieiieiiiie e (Esitlik 4)

Cizelge 3.1. Kitosan numunelerinin asetilasyon derecelerinin hesaplanmasinda kullanilan

sinyal bolgelerinin atamalari.

Grup OH (ppm)

2-NHAC 1.97-2.14
H1 4.60-5.80?
H2-H6 3.05-4.23P

@ Kitosan numuneleri icin, H1 sinyalleri rezidiiel ¢oziicli sinyaliyle cakistigindan H2-H6 protonlarinin
sinyalleri degerlendirilmistir.
b Kitosan numuneleri igin aralik.

3.3. Kitosan Turevleri

3.3.1. Protonlanms Kitosan Turevleri

3.3.1.1. Kitosan Asetat Turevlerinin Hazirlanmasi

Kitosan asetat turevi (K-Ac) literatiirde belirtilen yontem (Rinuado, Pavlov ve Desbrieres,
1999; McCarthy ve ark., 2005) esas alinarak hazirlanmistir. Kitosan asetat karisimini
hazirlamak Uzere; 6nce Ogiitiilen Sonra bir elek yardimiyla elenen KS numunesinin 0,25
grami ultra-saf suda bir manyetik karistirict kullanilarak disperse edilmistir (500 rpm).
Karistirma islemi devam ettirilirken, s6z konusu dispersiyona 262 pl glasiyal asetik asit
(100063, Merck, Almanya) ve toplam hacim 50 ml olacak sekilde ultra-saf su eklenmistir.
Denge, “25°C’da 24 saatten sonra kurulmus ve pH 6lcimuyle kontrol edilmistir. Kitosan
asetat sungerini elde etmek Uzere, s6z konusu karisim -80°C’de 3 saat boyunca

dondurulmus ve 48 saat boyunca liyofilize edilmistir.

3.3.1.2. Kitosan Sitrat Turevinin Hazirlanmasi
Kitosan sitrat tlrevi (K-Ci)’yi elde etmek Uzere; dnce dgiitiilen sonra bir elek yardimiyla

elenen KS’nin 0,25 grami ultra-saf suda bir manyetik karistirici kullanilarak disperse
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edilmistir (500 rpm). Karistirma islemi devam ettirilirken, s6z konusu dispersiyonun igine
254,9 mg sitrik asit (251275, Sigma-Aldrich, Almanya) ve toplam hacim 50 ml olacak
sekilde ultra-saf su eklenmistir. Denge, 25°C’da 96 saatten sonra kurulmus ve pH
Olgiimiiyle kontrol edilmistir. Kitosan sitrat stingerini elde etmek (Uzere, s6z konusu
karisim -80°C’de 3 saat boyunca dondurulmus ve 48 saat boyunca liyofilize edilmistir.
3.3.1.3. Protonasyon Derecelerinin Belirlenmesi

Protonasyon derecelerini belirlemek (zere literatirde (Rinaudo, Pavlov ve Desbrieres,

1999) verilen yaklagim kullanilmistir. Buna gore:

CH3COOH + H20 «» CH3COO™ + H30"
Ca(l-a") Cao’

Kit-NH> + H30" < Kit-NH3" + H.0
(1-a)Cp aCp

o’ asetik asitin ayrisma derecesi, a kitosanin protonasyon derecesi, Ca ve Cp, sirasiyla

toplam asit ve polimer derisimleridir.

Zayif asit, ayrisma sabitiyle karakterize edilebilir:

__ [H30+][CH3CO0-] _

K oo = [HIOTI@ L = @)ttt (Esitlik 5)

Ayrigma derecesi o, kitosan varliginda direkt olarak H3O" derisiminden etkilenmektedir

ve o’’ olarak tanimlanabilir.

pH olgiimleri kullanilarak belirlenen HsO" etkin derisimi, esitlikte yerine konulursa o’

hesaplanabilir.

Elektrondtralite prensibine gore:

Caa’’ = Cpa+ [ H30™] —
o (A OF N I IO B ) W A o o [T (Esitlik 6)

Kit-NH3" ‘nin belirgin ayrisma sabiti:

Ka = [ H30 T(Lo00)/07 I oo esee s seeeeeeess e (Esitlik 7)
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S6z konusu esitlikler iyonik kuvvet (I) ‘nin 0 oldugu yani ideal ¢o6zelti kosullarinda
gecerlidir. Sentez karisimlarindaki serbest iyonlarin K degeri ve dolayisiyla PD
(Protonasyon Derecesi) Uzerindeki etkisini degerlendirmek tizere literatirde (Kennedy;

1990) verilen yaklagim kullanilmistir:

Monoprotik bir asitin ayrigsmasi asagidaki sekilde verilebilir;

HA? + H20 < H30" + A*?

Sadece molar derigsim iizerinden ifade edildiginde, ayrisma sabiti Ka(per);

KADER) = [H*]T [AZY] / [HAZ Il (Esitlik 8)

Tum tlrler, Kaper) ‘i sifir iyonik kuvvette alacagi degerde koruyacak etkin derisimler

veya aktiviteler olarak tanimlanirsa;

KaerM) = ant . aae-1)/ aHa@) elde edilir. ... (Esitlik 9)

Karerwm), tiim iyonik kuvvet degerlerinde sabit olan termodinamik asit ayrigma sabitidir.
Uygulamada ne Esitlik 11 ne de Esitlik 12 kullanighdir, ¢linkii cam pH elektroduyla
lculen H ¥, -log an+ ‘ya —log [H*] ‘dan daha kesin tepki verirken, zayif asit ve tuzlar
gercek molar derisimler olarak hesaplanmaktadir. Dolayisiyla s6z konusu durumda, Ka

‘nin en kullanish sekli asagidaki gibi verilen karma asit ayrisma sabitidir;

Kakar) = an+. [Az'l] TTHA oot (Esitlik 10)

Esitlik 11°deki asitin ayrismis ve ayrismamis formlari, molar derisimlerinin aktivite
katsayilariyla (f) carpimui olarak ifade edilirse, karma ve termodinamik ayrigma sabitleri

arasindaki iliski;

Kaaerm) = Kakar) - faz-1) / frag) —
Kaxar) = KaTerw) - fHa@) / fa@-1) “dir.

Asetik asit i¢in z = 0 oldugundan;

Kakar) = KATERM) « THAQ) / TAGCL) Il e (Esitlik 11)
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Aktivite katsayilarinin hesaplanmasinda kullanilan Guggenheim ve Schindler esitligi I

(iyonik kuvvet) = 0,1’¢ kadar hassastir:

10g f; = -AZPVI 1 (1 + VI) Il (Esitlik 12)

zi 1 iyonunun yikidir, c¢oziciniin sicakligi ve dielektrik sabiti ile degisen A sabiti

asagidaki sekilde hesaplanabilir;

A =1,824.100 X (€T) F27AIN.cocviveieeieeeeceeeeeeeee et (Esitlik 13)
€ suyun dielektrik sabiti, T ise Kelvin dl¢egindeki sicakliktir.

Dielektrik su sabitinin 0,1° - 99°C araliginda o6lgiilen degerleri asagidaki esitlige uyar
(Malmberg ve Maryott, 1956):

& = 87,740 — 0,40008t + 9,398(10)t2 — 1,410(10C)...... evvveeerrererereerreeseesreeenen (Esitlik 14)

t, santigrat cinsinden sicakligin derecesidir.

IR N A Kl | OO (Esitlik 15)
ci, 1 iyonunun molar konstantrasyonudur.

Asetik asit igin;

109 fiacoy = -A0VI [ (L +VI)=0— fypy =10°=1—

Esitlik 12°den asadaki esitlige ulasilir;

KAKAR) = KATERM) / TACL) AIl e (Esitlik 16)

Asetat iyonu i¢in Esitlik 13’den asagidaki esitlige ulasilir;
10g fac—1y = -ACLVI T (L +VI) = -ANT I (L +VI) ‘il (Esitlik 17)

z yuklu bir monoprotik asit olan asetik asit icin Esitlik 17 ve Esitlik 18’den;

55



PKA®KAR) = PKATERM) = AVT 1 (1 + VI oo, (Esitlik 18)

elde edilir.

Sitrik asitin n. ayrismasi igin ise;

PKarar)n = PKaTerRM)n - AVT (20-1) 7 (L + VI) il oo, (Esitlik 19)
Sitrik asitin ayrismasi agsagidaki sekilde verilebilir;

HsCi <> HoCi' + H" <> HCiZ + H" < Ci* + HY

Sitrik asitin n. ayrigmasi i¢in asit ayrigma sabitleri;

_ aH* [H2Ci™] 1
Kaw = A (Esitlik 20)
_ _aH* [H2Ci] _ aH* [HCi?"] _ aH*? [HCi%] o
Ka@2) = Kag) X Kap) = ac X zei] T Qmaci e (Esitlik 21)
: _aH*[H2Ci"] _ aH*[HCi®"] _ aH*[Ci37] _ aH*’[Ci37], 4.
Kauzs) = Kaa) X Ka@) X Kag = m3c] X [mzei] X [HcE] . [H3cl dir.
............................................................................................................................... (Esitlik 22)

3.3.2. Trimetil Kitosan Turevi

3.3.2.1. Trimetil Kitosan Tlrevinin Hazirlanmasi

TMK turevini elde etmek Gzere literatirde belirtilen yontem (Sieval ve ark., 1998)
kullanilmigtir. Buna gore; 2 g KS ogiitiiliip elekten gegirildikten sonra, 4,8 g sodyum
iyodir, 11 ml %15’lik sulu sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 11,5 ml metil iyodir ile birlikte
80 ml 1-metil-2-pirolidon iginde, su banyosu kullanilarak 60°C’de 1 saat boyunca 1000
rpm’de kanstirilmistir. Metil iyodiirii reaksiyon karistminda tutabilmek {iizere Allihn
Yogunlastiricist  kullanilmistir.  Uriin, 35 ml etanol kullanilarak ¢oktiiriilmiis ve
santrifijleme (3500 rpm, 15 dk) ile izole edilmistir. Siipernatan dokiildiikten sonra,
presipitat 200 ml dietil eter ile yikanmustir. Izolat, 80 ml 1-metil-2-pirolidon icinde, su
banyosu kullanilarak 60°C’de 1 saat boyunca 1000 rpm’de karistirilmistir. Cozeltinin igine
4,8 g sodyum iyodiir, 11 ml %15’lik sulu sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve 7 ml metil iyodur
eklenmistir. Karistirma iglemi 60°C’de 30 dk boyunca devam ettirilmistir. Daha sonra,

cozeltinin icine 2 ml metil iyodir ve 0,6 g sodyum hidroksit eklenmis ve karigtirma islemi
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1 saat boyunca devam ettirilmistir. Hazirlanan {iriin, iyotu klorla degistirmek iizere 40 ml
%10’luk sulu sodyum kloriir (57653, Sigma-Aldrich, Almanya) i¢inde ¢dziilmiistiir. Uriin
etanol ile (1:2) ¢Okturaldikten sonra santrifujleme (3500 rpm, 15 dk) ile izole edilmistir.
Stipernatan dokiilmiis ve izolat 200 ml etanol ile yikandiktan sonra tekar santrifiijleme
(3500 rpm, 5 dk) yapilmistir. Son olarak, izolat 200 ml dietil eter ile yikanmus,
santrifiijleme ile izole edilmis (3500 rpm, 5 dk) ve vakum etivinde 40°C’de gece boyunca
kurutularak TMK elde edilmistir.

3.3.2.2. Trimetil Kitosan Turevinin Saflastirilmasi
TMK tiirevinin safligr, s6z konusu numunenin H-3C HSQC (Heteroniikleer Tek
Kuantum Korelasyonu) ve 'H-C HMBC (Heteroniikleer Coklu Bag Korelasyonu)

spektrumlarindaki korelasyonlara dayanilarak SIoONMR’da degerlendirilmistir.

Ek saflastirma islemi, Sieval ve ark. (1998)’in 6nerdigi metot modifiye edilerek, TMK'nin
kristallendirilmesi yoluyla uygulanmistir. Buna gore; s6z konusu tlrev ultra-saf suda
¢cozililmiistir (4 mg/ml). Cozeltinin derisimi, vakumlu evaporator (60°C, 50 rpm)
kullanilarak, 40 mg/ml olacak sekilde arttirilmistir. Beherdeki ¢ozelti buz kabimnin igine
konulmus ve presipitasyon saglanmistir. Sonra, etanol kullanarak ekstra presipitasyon
saglanmis, presipitat ayrilmis ve ‘TMKa’ olarak adlandirilmigtir. Daha sonra, siipernatana
dietil eter uygulanarak tekrar presipitasyon saglanmistir. Dietil eter uygulamasi sonucu
elde edilen fraksiyon, naylon filtre kullamlarak (Millipore, NY 1104700, irlanda) vakum
altinda dietil eterle yikanmis ve ‘TMKb’olarak adlandirilmistir. Saflastirma protokoliiniin
verimini  degerlendirmek  tizere, TMKDb fraksiyonu, SloNMR’da, 1H-NMR

spektroskopisiyle analiz edilmistir.

Trimetilasyon isleminin KS iizerindeki degredatif etkisini degerlendirmek iizere; TMK
fraksiyonlarinin kiitle dagilimlari (Mn, Mw ve Mz), UNAM’da, Agilent Technologies
1200 Series marka ve modelli boyut dislama kromatografisi (BDK) cihazi ile hizmet alim1
yoluyla belirlenmistir. Yiriitme islemi, PL aquagel-OH MIXED (PL1149, Agilent,
Kaliforniya, ABD) kolonda, tampon olarak ultra-saf su kullanilarak gerceklestirilmistir.
TMK numunesi yiiriitme tamponunda, derisimi ~2,5 mg/ml olacak sekilde gece boyunca
¢ozilmis ve enjekte edilmistir (10 ul). Akis hiz1 0,6 ml/dk’dir. Numunelerin mol Kdtlesi
dagilimlarint ortaya koyabilmek i¢in sapma endeksi detektdriinden elde edilen veri

GPC/SEC yazilimi (Agilent, Kaliforniya, ABD) kullanilarak analiz edilmistir. Kalibrasyon
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egrisinin ¢iziminde pullulan standartlar1 (Mp = 180 — 708.000 g/mol) (PL2090, Agilent,
Kaliforniya, ABD) kullanilmistir.

TMKDb’nin 0,325 gram bir erlene aktarilip toplam hacim ultra-saf su kullanilarak 50 ml’ye
tamamlanmustir (kitosan ana zincirinin derisimi 5 mg/ml’dir — EK 1E). Igerik, bir manyetik
karistirict kullanilarak (500 rpm) 24 saat boyunca 25°C’da inkiibe edilmistir. TMKb
stngerini elde etmek (zere, s6z konusu ¢ozelti -80°C’de 3 saat boyunca dondurulmus ve

48 saat boyunca liyofilize edilmistir.

3.3.2.3. Trimetil Kitosan Turevinin Deasetilasyon ve Metilasyon Derecelerinin
Belirlenmesi

TMKDb fraksiyonun deasetilasyon ve metilasyon dereceleri, 1H NMR spektrumundaki
karakteristik piklerin integral degerleriyle (Cizelge 3.2) literatiirde belirtilen yontemler
(Hirai, Odani ve Nakajima, 1991; Verheul ve ark., 2008) esas alinarak, Nova (Mestrelab,
Santiago de Compostela, Ispanya) adli yazilimin yardimiyla hesaplanmistir (Esitlik 21 -
24). Buna gore; 1,25 mg TMKDb, 600 pl D20 (su-dz) iginde ¢dziilmiis ve bir NMR tuptine
aktarilmistir. Kimyasal kaymalar, her numuneye internal referans (6 = 0) olarak yaklagik
ImM eklenen NaTMSP’ye dayandirilmigtir. Numunelerin 1H spektrumlari, SloNMR’da
Agilent Technologies DD2 600 MHz NMR spektrometrede bir HCN Cold prob ile
47°C'de kaydedilmistir.

Cizelge 3.2. Metillenmis kitosan tlirevlerinin asetilasyon ve metilasyon derecelerinin

hesaplanmasinda kullanilan sinyal bolgelerinin atamalari.

Grup oH (ppm)
2-NHAc 1.97-2.14
2-NHMe 2.82-2.92
2-NMe2 2.97-3.13
2-NMe3+ 3.28-3.38
6-OMe 3.42-3.48
3-OMe 3.50-3.56
H1 4.60-5.80

1H NMR sinyal bolgelerinin atamalari, TMK’nin ayn1 spektrometrede kaydedilen 2D
COSY (Korelasyon Spektroskopisi), *H-3C HSQC ve *H-3C HMBC spektrumlarindaki
(EK 2B) korelasyonlara dayanarak, SIoONMR’da, dogrulanmustir.
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TMKDb numunesinin asetilasyon derecesinin hesaplanmasinda Esitlik 23, DD’sinin

hesaplanmasinda ise Esitlik 4 kullanilmistir.

% Asetilasyon = (% X 2) X D00 oo (Esitlik 23)

TMKb numunesinin  N,N,N-trimetilasyon derecesinin hesaplanmasinda Esitlik 24

kullanilmastir.

% -N*Mes = (% ) L L (Esitlik 24)

TMKb numunesinin  3-O-metilasyon derecelerinin  hesaplanmasinda  Esitlik 25

kullanilmustir.

% 3-OMe = (% X 3) X D00ttt (Esitlik 25)

TMKb numunesinin  6-O-metilasyon derecelerinin  hesaplanmasinda Esitlik 26

kullanilmustir.

% 6-OMe = (% L L (Esitlik 26)
3.5. Kitosan ve Turevlerinin Cozundrliuklerinin Belirlenmesi

Hemostat olarak kullanilacak materyalin, uygulama boélgesinden ayrilarak embolizasyon
riski olusturmasini engellemek {izere, ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 tercih edilmelidir.
Kitosan ve elde edilen turevlerinin ¢ozundrlikleri literatirde belirtilen yontem (Verheul ve
ark., 2008) esas alinarak belirlenmistir. Turevlendirme yontemlerinin, kitosan ana
zincirinin ¢oziintrligii tizerindeki etkisini belirlemek tizere; 5 mg/ml kitosan ana zincirini
iceren numunelerin sulu karisimlarinin 25°C ve 500 nm'deki % transmitanslar1 (%Tsoo)
Biochrom Libra S70 marka ve modelli UV/Vis spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir.

3.6. In silico Etkinlik Tayini

3.6.1. Molekiler Modelleme Calismalar:

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda

gergeklestirilen molekiiler modelleme ¢alismalariyla, kitosanin trombosit agregasyonu ve
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pihtilasma {izerindeki etki mekanizmalarimin kismen agiklanmasi hedeflenmistir. Bu
amacla, P2Y12R ve Gpllb/llla trombosit reseptérlerinin yaninda, fibrinojenle kitosanin
etkilesimleri doking ¢aligmalariyla saptanarak s6z konusu mekanizmalar ortaya

konulmustur.

3.6.1.1. P2Y12 Reseptori (P2Y12R) Doking Calismalari

P2Y12R’nin kitosanla etkilesiminin ortaya konuldugu doking c¢alismasindan dnce, s6z
konusu reseptoriin, referans ligandi ADP ile etkilesimi degerlendirilmistir. Bu 6n
calismadan sonra, ayn1 reseptor lizerinden kitosanin agonist etkisi incelenilmistir. Doking
caligmasi, AutoDock Vina yazilimiyla (The Scripps Research Institute, CA, ABD) Genetik
Algoritma (LGA) yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. AutoDock/Vina PyMOL
grafik arayuzi (http://www.user.gwdg.de/~dseelig/adplugin.html), reseptdr ve ligandlarin
PDBQT [Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)] dosyalarini

hazirlamak i¢in kullanilmistir. ADP ve Kitosan ligandlarinin yapilart Zinc veri tabanindan

(http://zinc.docking.org) elde edilmis ve PyMOL kullanarak PDB  bigimine
doniistiiriilmiistiir (Sekil 3.1). Protein P2Y 1, yapis1 (PDB ID 4PY0) Protein Data Bank’dan
elde edilmistir. Su molekiilleri ¢ikartilmistir. Protein reseptdr ve ligandlarin tim hidrojen
Gasteiger yiikleri hesaplanmis, ilave edilmis ve polar olmayan hidrojen birlestirilmistir.
Reseptoriin aktif yoresinde bulunan ADP kullanarak, 22.50 A 2250 A _ 22,50 A ii¢
boyutlu doking gridleri olusturulmustur. Doking metodu, varsayilan LGA parametreleriyle
gergeklestirilmistir. Yapisma modu analizi, baglama enerjisi hesabi ve sabitlenmis
konformasyonlarinin baglanma aktivitesinin tahmini AutoDock/Vina PyMOL eklentisi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

A B

Sekil 3.1. Zinc veritabanindan elde edilen ve PDB bigimine doniistiiriilen ADP (A) ve
Kitosan (B) ligandlarinin yapilari.
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3.6.1.2. Glikoprotein I1b/I11a Doking Calismalar:

GPIIb/IIIa’nin kitosanla etkilesiminin ortaya konuldugu doking calismasindan 6nce, s6z
konusu reseptoriin, referans antagonist ligandlari Integrilin, Tirofiban ve RUC-2 ile
etkilesimleri degerlendirilmistir. Antagonist doking ¢alismasi, AutoDock Vina yazilimiyla
LGA yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. AutoDock/Vina PyMOL grafik araylzd,
reseptdr ve ligandlarm PDBQT dosyalarin1 hazirlamak icin kullanilmistir. integrilin,
Tirofiban, RUC-2 ve Kitosan yapilart Zinc veri tabanindan elde edilmis ve PyMOL
kullanarak PDB bigimine doniistiiriilmiistiir (Sekil 3.2). GPIIb/1la reseptor yapisi (PDB
ID 3FCU) Protein Data Bank’dan elde edilmistir. Su molekiilleri ¢ikartilmistir. Protein
reseptor ve ligandlarin tiim hidrojen Gasteiger yiikleri hesaplanmus, ilave edilmis ve polar
olmayan hidrojenlerle birlestirilmistir. Reseptoriin aktif yoresinde bulunan kalsiyum ve
magnezyum iyonlarinin Metal Iyon Bagmli Yapisma Boélgesi (MIDAS) konumu
kullanilarak, 68 A 68 A _ 68 A (i¢ boyutlu doking gridleri (Sekil 3.3A) olusturulmustur.
Doking metodu, varsayilan LGA parametreleriyle gerceklestirilmistir. Yapisma modu
analizi, baglama enerjisi hesabi1 ve sabitlenmis konformasyonlariin baglanma

aktivitesinin tahmini AutoDock/Vina PyMOL eklentisi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. Zinc veritabanindan elde edilen ve PDB bigimine déniistiiriilen integrilin (A),

Tirofiban (B), RUC-2 (C) ve Kitosan (D) ligandlarinin ve yapilart.
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On calismadan sonra, Kitosan kullanilarak agonist doking ¢alismasi gergeklestirilmistir.
Fibrinojendeki Arg-Gly-Asp tripeptid dizisi, Gpllb/llla reseptorii ile baglanmadan sorumlu
olan peptid yapisidir (Zhu ve ark., 2008). Bu nedenle, kristal halinde bulunan s6z konusu
tripeptid dizisinden Gpllb/IIla reseptoriinde doking gridleri olusturmada yararlanilmistir
(Sekil 3.3B).

Sekil 3.3. Reseptorun aktif yoresinde bulunan kalsiyum ve magnezyum iyonlarinin
MIDAS, ADMIDAS (Metal Iyon Bagimli Yapisma Bolgesi Yani) ve SyMBS

(Sinerjistik Metal Iyon-Baglanma Bélgesi) konumlari (A), Arg-Gly-Asp
tripeptid dizisinden GplIb/Illa reseptoriinde doking gridleri olusturulmasi (B).

3.6.1.3. Fibrinojen Doking Calismalari

Fibrinojen {izerinde yapilan doking c¢alismasi i¢in insan fibrinojeni ile Kkitosan
kullanilmistir. Doking caligmasi, AutoDock Vina yazilimiyla LGA yontemi kullanilarak
yapilmistir. AutoDock/Vina PyMOL grafik arayiizli, reseptor ve ligandlarin PDBQT
dosyalarimi hazirlamak i¢in kullanilmistir. Ligand olarak kullanilan Kitosanin yapist Zinc

veri tabanindan (http://zinc.docking.org) elde edilmis ve PyMOL kullanarak PDB

bi¢imine déniistiiriilmiistiir. Hedef olarak secilen insan fibrinojeni (PDB ID 3GHG),
Protein Data Bank’dan temin edilmistir. Su molekiilleri ¢ikartilmigtir. Protein reseptor ve
ligandin, tim hidrojenlerinin Gasteiger yiikleri hesaplanmis, ilave edilmis ve polar
olmayan hidrojen birlestirilmistir. K&r doking metodu kullanarak daha buylk bir aktif
yorede, 105 A 84 A 68 A ii¢c boyutlu doking gridleri olusturulmustur (Sekil 3.4).
Doking metodu, varsayillan LGA parametreleri ile gerceklestirilmistir. Yapisma modu
analizi, baglama enerjisi hesabi ve sabitlenmis konformasyonlarinin baglanma

aktivitesinin tahmini AutoDock/Vina PyMOL eklentisi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3.6.2. Molekiiler Dinamik Calismalari

Molekiiler dinamik (MD) simulasyon yaklasimi kullanarak, kitosan ve tiirevlerinin,
eritrosit membran modeliyle etkilesimi Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda incelenmistir. Bdylece, kitosan tlirevlerinin
molekiiler olarak, kanin pihtilasma siirecinde eritrositlerle etkilesim mekanizmasinin

aciklanabilmesi hedeflenmistir.

Sekil 3.4. Fibrinojenin yapisi ve kor doking metodu kullanarak olusturulan doking
gridleri.

S0z konusu ¢alismalar kapsaminda 6ncelikle bir MD sistemi olusturulmustur. Bu sistem

iginde kitosan ve turevleri, bilayer membran, su molekuleri, iyon ve tuzlar bulunmaktadir.

Baslangig yapisi olarak Kitin, GLYCAM oligosakkarit kurucusu
(http://glycam.org/tools/molecular-dynamics/oligosaccharide-builder/build-glycan?id=1)

kullanilarak olusturulmustur. Kitin yapisi, manuel olarak asetil gruplarinin ¢ikartilmasiyla
kitosan molekiiliine doniistirilmistiir. Calismalarda, %100 deasetile D alfa zinciri ve D
beta zinciri kitosan formlar1 kullanilmistir. Zincirler; nétr kitosan, protonlanmis kitosan,
dimetil kitosan ve trimetil kitosan olmak Uzere 4 grupta siiflandirilmistir. S6z konusu

polimerlerin her biri 10 monomer alt birimini icermektedir.

Fosfatidilkolinler, bas grubu olarak kolin igeren bir fosfolipit sinifidir. Bu tir fosfolipidler,
kirmiz1 kan hicrelerinin 0zellikle dis tabakasinda en yaygm olarak bulunan hiicre zar
lipidlerindendir (Mohandas ve Gallagher, 2008). Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC)

membrant MD simulasyon ¢aligsmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenlerden
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Otdrd, eritrosit membranini modellemek icin DPPC molekilinden (Sekil 3.5) olusturulan

DPPC membrani se¢ilmistir.

Sekil 3.5. DPPC molekiiliiniin yapis1 (Yuan, Jameson ve Murad, 2009).

Su molekdlleri TIP3P su modeli olarak, kullanilan iyonlar ise, sodyum ve klor atomlari
olarak sec¢ilmistir. MD simulasyon igin bilayer DPPC, su molekulleri ve iyonlar Desmond
MD kodu (D. E. Shaw Research, NY, ABD) kullanilarak olusturulmustur. Simulasyon
sistemi Sekil 3.6’da gosterilmistir. Pozitif yiikli simiilasyon elemanlar1 (protonlanmig
kitosan ve N-trimetil kitosan), 10 adet klor iyonu ile noétralize edilmistir. Simulasyon

sisteminin sicakligi 37°C ve basinci 1.01325 bar olarak ayarlanmuistir.

. ® @ O &

‘ MDD St Sisiammi

A
DPPC monomeri e Su Molekulu
-
j @ Cl-ionlane Nationlan

Yukandan GorUntUs0

DPPC
Bilayer

Sekil 3.6. Kitosan ve DPPC membrani simulasyon sistemi.
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Tim MD simiilasyonlart Desmond MD kodu kullanilarak olusturulmus ve Maestro
Release 2016-3 yazilimi (https://www.schrodinger.com/news/announcing-schrodinger-
software-release-2016-3) kullanilarak goriintiilenmistir. MD  simiilasyon sistemleri
hazirlandiktan sonra, MD simulasyon iiretimi, Evias® Yiiksek Performansli Hesaplama
Kiimesinde GPU hizlandirmali Nvidia® Kartlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir
MD simulasyonu, 3 kere tekrarlanmis ve toplamda 24 tane MD simulasyonu tiretilmistir.
Sonucta, her sistemin 100 ns’lik bir MD simulasyonu ve 1000 farkli konformasyon

goruntisi (frame) elde edilmistir.

Elde edilen MD simulasyon verileri daha sonra analiz edilmistir. GOrsel tespit analizinden
sonra diger nicel analizler yapilmistir. Nicel analizler kapsaminda RMSD (Atomik
pozisyonlarin karelerinin ortalamasinin karekokiiniin sapmasi) ve iyonik/elektrostatik

etkilesim analizleri gerceklestirilmistir. RMSD analizleri, VMD

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmad/) programi kullanilarak hesaplanmustir.
Iyonik/elektrostatik etkilesimler, Discovery Studio yazilimlari

(http://www.3dsbiovia.com/products/collaborative-science/biovia-discovery-

studio/visualization-download.php)  kullanilarak  hesaplanmistir.  Iyonik/elektrostatik

etkilesimleri degerlendirmek igin hesaplanan etkilesim mesafeleri 3A, 5A ve 8A olarak
secilmistir. Nicel analiz sonuglarin1 grafiksel olarak goriintilemek i¢in Python

(https://www.python.org) ve Matplotlib (https://matplotlib.org) yazilimlari kullanilmistir.

3.7. Jellestirme

PVA (Sigma-Aldrich, P8136, Almanya)/PVP (Fluka, 81438, ABD)/gliserin (Palmera,
Malezya)/K-Ci ve PVA/PVP/gliserin/TMK kompozit hidrojelleri literatirde belirtilen
yontem (Park ve Nho, 2003) esas alinarak hazirlanmistir. Buna gore; PVA/PVP (6/4
icerik) 90°C’deki ultra-saf suda ¢oziilmiis ve daha sonra manyetik karigtirict kullanilarak
oda sicakliginda gliserin ve KS tirevleriyle karistirilmistir. Gliserinin derisimi agirlik¢a
%3, kitosan ana zincirinin derisimi agirlik¢a %0,3 ve PVA/PVP/gliserin/kitosan (ana

zincir) ¢Ozeltilerinin kati derisimi agirlikga %15°tir.

PVA/PVP/gliserin/kitosan tlrevi ¢ozeltilerini fiziksel olarak ¢apraz baglamak iizere; s6z
konusu ¢ozeltilerden 5’er mg kati igerige (PVA/PVP/gliserin/kitosan ana zinciri) sahip
hacim, ayr1 viyallere aktarilarak “dondurma — ¢6zme” dongiisii 3 kere tekrarlanmistir. Her
dondurma ¢6zme dongiisii, sicakligin 1 saat siireyle -85°C’ye indirilmesinden sonra, 45dk

stireyle oda sicakliginda ¢ozme isleminin gergeklestirilmesinden olusmaktadir. S6z konusu
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dongiilerin uygulanmasi sonucu Kriyojeller; Jel-1K (K-Ci iceren jel) ve Jel-2K (TMK

iceren jel) elde edilmistir.

Alternatif olarak, PVA/PVP/gliserin/kitosan tirevi kompozit hidrojelleri literatiirde
belirtilen yontem (Hiep ve ark., 2003) modifiye edilerek hazirlanmistir. Buna gore,
viyallerdeki 5’er mg kati igerige (PVA/PVP/gliserin/kitosan ana zinciri) sahip ¢Ozeltiler,
90 sn siureyle 800 W dozunda mikrodalga isimasiyla jellestirilmistir. Elde edilen
hidrojeller; Jel-1M (K-Ci iceren jel) ve Jel-2M (TMK igeren jel) olarak adlandirilmistir.

3.8. In vitro Etkinlik Tayini

Biri bos kontrol olmak {izere toplamda 9 6rnegin WHBCT’si, Lee ve White yontemi
(Janvikul ve ark., 2006) modifiye edilerek, Baskent Universitesi Cocuk Saghigi ve
Hastaliklar1  Anabilim Dali, Cocuk Hematoloji ve Onkoloji Bilim Dali’nda
degerlendirilmistir. KS ve turevleri icin, 5’er mg kitosan ana zincirini iceren numune Uger
adet viyale eklenmistir. Jeller igin ise, 5 mg kati1 igerik bulunduran numune tiger adet
viyale eklenmistir. Sitrath tiiplere (VACUETTE® TUBE 2 ml 9NC Coagulation sodium
citrate 3.2%) saglikli bir goniilliiden toplam 30 ml taze kan alinmistir. Kan, 1’er ml’lik
hacimlerde viyallere konulmustur. Pihtilasma reaksiyonlari, 0,5 M’lik CaCl, ¢Ozeltisinden
viyallere 30’ar pl eklenerek baslatilmistir. Kan pihtilasmasi, viyal ters gevrildiginde kan
akisinin durmasi olarak tanimlanmistir. WHBCT, kan ekleme isleminin baslangicindan her
Uc viyaldeki kan pihtilagsmasinin sonuna kadar gecen siire olarak gerekg¢elendirilmistir.
Deney, dokuz saglikli goniilliiden alinan kan kullanilarak, test edilen her 6rnek igin dokuz

kere tekrarlanmustir.

3.9. Antimikrobiyal Etkinlik Tayini

Test edilen Ornekler, kitosan tiirevleri s6z konusu oldugunda, ilgili siinger formunun
kitosan ana zinciri derisimleri 0,2 mg/ml olacak sekilde ultra-saf suda cozllmesiyle
hazirlanmistir. Jeller s6z konusu oldugunda ise, kati icerik derisimi 0,2 mg/ml olacak
sekilde ilgili jellerin ultra-saf suda ¢dziilmesiyle hazirlanmistir. Orneklerin antimikrobiyal
etkinlikleri Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST)’in Onerileri
dogrultusunda s1vi mikrodiliisyon yontemi ile Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda belirlenmistir. Bu amacla 96 kuyucuklu
mikroplaklar kullanilmistir. Her kuyucuga 100’er uL Katyon ilaveli Mueller Hinton Broth
(CMHB) (212322, Becton Dickinson, ABD) konulmustur. Daha sonra ilk kuyucuklara,
orneklerden 100’er pL eklenerek ilgili seri dilusyonlar hazirlanmistir. Son asamada ise

densitometre (Biosan) yardimi ile McFarland 0,5 bulanikligina esit olacak sekilde
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hazirlanan bakteri siispansiyonu 1/100 oraninda sulandirilarak tiim kuyucuklara 100’er pL.
ilave edilmistir. Son kuyucuklar, Ornek ilavesi yapilmaksizin (besiyeri + bakteri
sispansiyonu) kontrol kuyucuklari olarak kullanilmistir. Mikroplaklar 16-20 saat 37°C” de
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda {iremenin inhibe edildigi en diisiik derisim
Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) olarak belirlenmistir. Ayrica kontrol igin
antibiyotik olarak siprofloksasin kullanilmis ve sonuglari EUCAST klinik kontrol

tablolarina gore degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Kitosanmin Saflastirilmasi

Hayvansal kaynakli biyomalzemelerin tibbi uygulamalarinin, dogal olarak protein kirliligi
riski igermesinden kaynakli olarak, yeni materyallerin gelistirilme siireglerinde kullanilan
kitosanin yiiksek saflikta olmasi ve protein kirliliginden arindirilmasi gerekmektedir. Gan
ve ark. (2005) tarafindan, kitosan materyalinin saflastirilmasinda kullanilan temel islem,
s0z konusu materyalin kuvvetli bir baz olan NaOH iginde 2 saat siireyle 70°C’de inkiibe
edilmesidir. Saflastirma isleminden sonra, ham kitosandaki potansiyel protein
kontaminasyonu ortaya koyabilmek iizere, ham kitosan ve saflastirilmis formunun FT-IR
analizlerinin tranmitans spektrumlar1 karsilastirilmistir. Spektrumlardaki fark, protein
molekiilleri ve pigmentler gibi yabanci maddelerin uzaklastirilmasina bagli olarak,
saflastirmadan sonra ham kitosan materyalinin ylizey kimyasinda meydana gelen

degisikliklere atfedilmistir (Gan ve ark., 2005).

Calismamizda, temin edilen KH’nin saflastirilmasinda, Gan ve ark. (2005) tarafindan
onerilen yontem kullanilmistir. KH ve saflagtirilmis formunun FT-IR analizlerinin
transmitans spekturumlarinin pik degerlerinde herhangi bir farkliligin gériilmemesi (Sekil
4.1), KH’nin protein veya pigment kontaminasyonundan ari oldugunu ortaya koymustur.
Pikler arasindaki yogunluk farklari, FT-IR analizinin kalitatif dizeyde uygulanmasindan

kaynaklanmaktadir.

12
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Ham Kitosan

Saf Kitosan
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Gizim Alani
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Sekil 4.1. KH ve KS’nin FT-IR analizleri.

x ekseni dalga boyu (cm™)’nu, y ekseni transmitans degerlerini gostermektedir.
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Kitosanin saflastirma isleminin, polimerin molekiil agirlig1 tizerindeki etkisi
degerlendirilmek iizere KH ve KS’nin Mw dagilimlari BDK yontemi kullanilarak
belirlenmistir (EK 3). Mw degerleri kullanilarak s6z konusu kitosan numunelerinin DPw
ve DPw degerleri hesaplanmistir (EK 1A, Cizelge 4.1). Saflastirma islemi sonucunda,
KH’nin DPw degeri 11.149°dan 6.322’ye diismiis, bir baska deyisle KH zincirinde kirilma

meydana gelmistir.

Cizelge 4.1. Kitosan numunelerinin Mw, DPw ve DPw degerleri.

Mw (Da) DPw DPw
2.032,2 11
23.149,0 129 11.149
KH
3.140.500,0 17.447
11.026,0 61
KS 6.322

2.722.200,0 15.123

4.2. Kitosanin Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi
1H NMR spektrumundaki karakteristik piklerin integral degerleri (Ek 2A, Sekil 1-2)

kullanilarak KH ve KS numunelerinin deasetilasyon dereceleri belirlenmistir (Ek 1B).
Buna gore;
%DDkn)= ~79

%DDks)= ~85 olarak hesaplanmuistir.

4.3. Protonlanms Kitosan Tiirevlerinin Protonasyon Derecelerinin Belirlenmesi
Protonlanmis kitosanlarin protonasyon dereceleri potansiyometrik olarak ortaya

konulmustur (EK 1C). Buna gore;

69



%PDk-Ac) = 64-67
%PDk-ci)> 74 olarak hesaplanmistir.

Rinaudo, Pavlov ve Desbrieres (1999), kitosanin farkli derisimlerdeki asetik asit sulu
cozeltileri igindeki protonasyonunu, asetik asitin pKa degerine dayanarak potansiyometrik
olarak hesaplamislardir. Arastirmacilar, s6z konusu hesaplamalari ideal ¢dzelti varsayimi
altinda gergeklestirerek, iyonik kuvvetin asetik asitin ayrigma sabiti lizerindeki etksini
gozardi etmislerdir. Ancak ¢ozeltideki iyonlar ve 6zellikle de sulu ¢ozeltideki iyonlar igin,
idealite varsayimlarina dayanan hesaplamalar, seyreltik ¢ozeltiler igin bile, genellikle ¢ok
yanlistir. Bunun nedeni, Columb kuvvetlerine bagli olarak gerceklesen farkli yiiklii iyonlar
arasindaki ¢ekmenin ve ayni yiiklii iyonlar arasindaki itmenin, van der Waals kuvvetlerine
bagli olarak noétral tiirler arasinda gergeklesen ¢ekme ve itmeye gore ¢ok uzun bir

menzilde etkili olmasindan kaynaklanmaktadir (Schwendeman, 1996).

Reaksiyon hiz sabitlerinin iyonik kuvvetle iliskisine birincil tuz etkisi adi verilir. Gegis

durumu kuramina gore, standart bir ¢6zeltinin hiz sabiti ko ‘1 ikinci ¢dzeltinin hiz sabiti k

‘ya baglayan esitlikte:
k = ko x fAfi ......................................................................................................... (Esitlik 27)

fa ve f g tepkenlerin, f* ise standart ¢ozeltideki ge¢is durumu kompleksinin aktivite
katsayilaridir. Esitlik 27°ye Debye-Hiickel teorisinin (bir iyonun aktivite katsayis1 —log fi =

A.zi?\/1 iliskisine uyar) uygulanmas1 sonucu Bronsted esitligi elde edilir (Purich, 2010):

10g K = 10G Ko + 2AZAZBVT ..o (Esitlik 28)

iEsitlik 28’e gore; 1yonik kuvvet arttik¢a, benzer-yiiklii iyonlarin arasindaki reaksiyon hizi
artar. Benzer olmayan-yiiklii iyonlarin arasindaki reaksiyon hizi ise iyonik kuvvetin
artmastyla azalir. Iyonik kuvvetteki artisin her katyonik iyonun anyonik iyonlarla
cevrilmesini, benzer sekilde her anyonik iyonun katyonik iyonlarla gevrilmesini arttirdigi

s0z konusu niteleyici etkiye, iyonik perdeleme adi verilir (Purich, 2010).

Iyonik kuvvetin sade tanimlamas1 1= 0,5 Y. ci. zi%, makromolekdiler polielektrolitler (6rn.
proteinler, niikleik asitler, siilfatli karbohidratlar vb.) ele alinirken yetersizdir. Bunun temel

nedeni, polielektrolitlerin iyonik yiiklerinin makromolekiil iizerinde dagilmasi ve
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mikroiyonlarda oldugu gibi toplanmamasidir. Bir makromolekiiler policlektrolitin etkin
iyonik kuvvetini tahmin etmekte kullanilan bir yaklasim, 6zellikleri iyonik kuvvete hassas
olan diisiikk molekiil agirlikli elektrolitlerin derisiminin sistem iizerindeki esdeger etkisini

degerlendirmektir (Purich, 2010).

Calismamizda, bir makromolekiiler polielektrolit olan protonlanmis kitosanin PD’si
hesaplanirken; s6z konusu polielektrolitin iyonik kuvvete katkida bulunmadig1 ve iyonik
kuvvetin sadece ¢Ozeltideki serbest anyonlar tarafindan belirlendigi Imin varsayimi altinda
bir PDmin degeri belirlenmistir. Ayrica, s6z konusu polielektrolitin anyonlarla birlikte
serbest iyonlar gibi davrandigi Imaks varsayimi altinda bir PDmaks degeri belirlenmistir.
Gergekte, katyonik iyonlarin polimer iizerinde konumlanmasinin iyonik perdelemeye
kismen ket vuracak olmasindan, PD’nin s6z konusu varsayimsal iki degerin arasinda

olmasi gerektigi one siirlilmiigtiir.

K-Ac i¢in yapilan diizeltmede; Imin degeri, idealite kosulunda yapilan hesaplamaya gore
cozeltinin igerdigi anyon derisimi goz Oniinde bulundurularak, Imaks degeri ise KS’nin
tamamen protonlandigi ve ¢ozeltideki polikatyonlarin da serbest iyonlar seklinde hareket
ettigi varsayimsal kosul géz oniinde buldurularak hesaplanmistir. Dolayistyla, ilgili tirevin
%PD’sinin gercekte 64-67 arasinda olacagi sdylenebilir. S6z konusu hesaplamayla, K-Ac
cozeltisinin iyonik igeriginin kitosan polimerinin PD degerinde en az %5’lik artisa sebep

olacagini ortaya konulmustur.

K-Ci icin yapilan diizeltmede; Imin degeri, idealite kosulunda ¢ozeltinin igerdigi anyon
derisimi g6z Oniinde bulundurularak, Imaks degeri ise ek olarak s6z konusu kosuldaki
polikatyonlarin da serbest iyonlar olarak davranacagi varsayimi altinda hesaplanmistir.
Gergekte K-Ci ¢ozeltisinde bulunan iyon derisimi, idealite kosulu altinda yapilan
hesaplamayla ortaya konulan iyon derisimden yiiksektir. Bu nedenle, ilgili ¢ozeltideki
polikatyonun gergek %PD degerinin, hesaplanan %PD degerinden (%73) yiiksek oldugu
soylenebilir.

4.4. Kitosanm Trimetilasyonu

Kitosan polimerindeki 2-aminoglukoz birimlerinin halka protonlari, 1H NMR
spektrumlarinda o+ 3,6 ila 4,5 ppm (H2-H6) ve 4,6 ila 5,8 ppm (H1) 'de sinyallere sahiptir.
'H-BC HSQC NMR spektrumlarinda bu sinyaller, sirasiyla karbohidratlarin karbon
kimyasal kaymasi igin tipik aralik olan dc 73 - 82 ppm ve 95 - 105 ppm'de korelasyon
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gostermektedir. *H-13C HSQC NMR spektrumundaki korelasyonlar, su rezidiiel sinyalinin
(On 4,53 ppm) asagisindaki sinyallerin anomerik protonlardan kaynaklandigini
dogrulamistir. S6z konusu durum, COSY NMR spektrumunda H2 protonlarinin o1 3,6 ve
3,8 ppm kimyasal kayma araligindaki capraz pikleriyle de desteklenmektedir. Anomerik
protonlarin diger halka protonlarina kiyasla nispeten biiyiik kimyasal kayma dagilimlari
tipiktir ve bu kimyasal kaymalarin glukoz birimlerinin konformasyonuna giicli
bagimliligin1 yansitir. Altinc1 pozisyondaki metilen gruplari, du 3,86, dc 65,2 ppm
spektrumundaki ters fazlariyla multiplisite diizeltmeli H-3C HSQC NMR’da
belirlenmistir (Ek 2B).

'H NMR spektrumularinda yaklasik olarak Sn 2,09 ppm’de singlet gdsteren 2-NH asetil
gruplari, *H-13C HSQC NMR spektrumunda Sc 25,2 ppm’deki metil karbonuyla ve *H-1*C
HMBC NMR spektrumunda dc 117 ppm’deki karbonil karbonuyla iliskilendirilmistir (Ek
2B).

'H NMR spektrumlarinda 3-OMe ve 6-OMe modifikasyonlar: sirasiyla oH 3,5 — 3,6 ve 3,4
— 3,5 ppm'de singletlere neden olmustur (Ek 2C). *H-3C HSQC NMR spektrumunda bu
sinyaller, metoksi karbonlarina 6zgii olan d¢ 60 - 61 ppm’de beklenen korelasyonlar
gostermislerdir. *H-1*C HMBC’deki ¢apraz pikler, 3-OMe protonlartyla C3 (81 3,53; Sc
80,3 ppm) ve 6-OMe protonlariyla C6 (dn 3,45; &c 75,5 ppm) arasindaki korelasyon

sinyalleriyle, iki metoksi grubu sinyalinin kesin olarak atanmasini saglamistir (Ek 2B).

2-NMes'sinyalleri 81 3,3 ve 3,4 ppm’de gozlenmistir (Ek 2C). Bu gruplarin karbon
kimyasal kaymasi, kuaterner azotlara bagli karbon atomlariyla uyumlu olarak, 57
ppm’dedir. H-13C HMBC NMR spektrumunda bu gruplarm protonlari, ayn1 kuaterner
karbondaki iki metil grubu arasindaki korelasyonlara karsilik olarak 6c 57ppm’de; C2
glukoz karbonlarina kars1 ise 80 — 81 ppm’de korelasyon sinyalleri gostermistir. Y uksek
derecede modifiye edilimis bir kitosan numunesi olmasi1 nedeniyle TMK’daki tek veya ¢ift
metillenmis 2-amino gruplarinin diistik relatif fraksiyonlari, bunlarin 2D NMR

spektrumlarindaki atamalarini engellemistir. (EK 2B)

TMK numunesinin modifiye polimere ek olarak, metilleme isleminde kullanilan N-metil-

2-pirolidon reaktifini gorece yiiksek miktarda igerdigi belirlenmistir. Reaktif, o+ 3,49 (2H,
t, J = 7,0 Hz), 2,82 (3H, s), 2,41(2H, t, J = 7,0 Hz) ve 2,03 (2H, m, 7,0 Hz) ppm’de
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sinyallere sahiptir. S6z konusu sinyalleri *H-*C HSQC NMR spektrumlarindaki ¢apraz
pikleri metilen gruplarmna aittir. ilgili karbon atomlarinin kimyasal kaymalar sirasiyla Sc
53,2, 33,7 and 20,0 ppm olup; bir azot atomunun yanindaki, bir karbonil grubunun
yanindaki ve iki alifatik karbonla ¢evrelenmis konumlanmalariyla uyumludur. &n
2,82’deki proton sinyali, azot atomuna bagli metil grubuna karsilik gelmektedir. *H-13C
HMBC NMR spektrumunda belirlendigi {iizere, tim proton sinyalleri karbonil
karbonununun &c 181 ppm’deki sinyaliyle iliskilidir (Ek 2B). Bu durum, ancak bilesik

halkasal ise mimkundar.

TMK numunesi N-metil-2-pirolidon safsizligin1 goérece yiiksek miktarda igermesinden
dolay1 dietil eter kullanilarak ¢oktiirme yoluyla tekrar saflastirilmis ve elde edilen numune
TMKDb olarak adlandirilmistir. TMK’nin *H NMR spektrumunda, 8+ 2,41 ppm’deki iyi
ayrismis N-metil pirolidon sinyalinin integrali, o 4,7 ve 5,8 ppm arasindaki anomerik 2-
aminogluoz protonlarinin integralinin 2,48 katidir. S6z konusu deger, reaktif ile glikozidik
tiniteler arasinda 1,2/1 molar oranina karsilik gelmektedir. Ayni bilesene ait sinyaller,
TMK’nin saflastiriimasiyla elde edilen TMKb numunesinin *H spektrumunda da tespit
edilmistir. Ilgili *H NMR spektrumunda, 8+ 2,41 ppm’deki proton ve anomerik bdlgedeki
protonlar arasindaki 0,02 integral oraniyla belirlendigi lizere, saflastirilmis numunedeki N-

metil-2-pirolidon igerigi orijinal numunedekinin %1’inden daha az oldugu belirlenmistir
(Ek 2C).

1H NMR spektrumundaki karakteristik piklerin integral degerleri (Ek 2C) kullanilarak
TMKDb’nin deasetilasyon ve metilasyon dereceleri belirlenmistir (EK 1D). Buna gore
TMKb’nin ilgili degerleri;

% DD = "84

% -N*Mes ="~79

% 3-OMe ="68

% 6-OMe = "68 olarak hesaplanmuistir.

Sieval ve ark. (1998)’in Onerdigi yontemle sentezlenen TMK’nin ve sentezde kullanilan

kitosan materyalinin Mw degerlerinin BDK kullanilarak belirlendigi bir ¢alismada; yliksek
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oranda N-trimetilasyon (% -N*Mes= 86) ile sonuglanan sentez kosulunun, kitosan
zincirinde kirilmaya neden oldugu belirlenmistir (Verheul ve ark., 2008). Calismamizda,
ayni yontemle KS materyelinden trimetil kitosan sentezlenmis (TMKb, % -N*Mes= 79)
ve s0z konusu materyallerin Mw degerleri BDK kullanilarak belirlenmistir. Belirenen Mw
degerleri (Ek 3) kullanilarak, KS ve TMK tiirevinin DPw degerleri hesaplanmistir (Ek
1A). Trimetilasyon islemi sonucunda, KS’nin DPw degeri 6.322’den 277 ye diismiis, bir
baska deyisle KS zincirinde kirilma meydana gelmistir.

4.5. Kitosan ve Turevlerinin Cozunuarlukleri

Tiirevlendirme yontemlerinin, kitosan ana zincirinin ¢dziniirligi lizerindeki etkisini
ortaya koyabilmek Uzere; 5 mg/ml kitosan ana zincirini igeren numune karisimlarinin

“25°C “deki %Tso0 degerleri olglilmiistiir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. %Tsoo degerleri.

%Ts00 “%Ts00
KH 10,5 10,7 11,2 10,8
KS 71,7 71,5 71,6 71,6
K-Ac 97,1 97,1 97,1 97,1
K-Ci 89,2 89,1 89,1 89,1
TMKDb 90,4 90,4 90,6 90,5

Kitosan ana zincirinin ilgili ortamlardaki cozinarlikleri; K-Ac>TMK>K-Ci>KS>KH

seklinde belirlenmistir.

O-metillenmis glukozamin birimleri sadece hidrojen alici olarak islev goriitken, O-
metillenmemis birimler sulu ¢6ziiciilerle etkilesimlerinde hidrojen koprulerini hem kabul
edebilir hem de bagislayabilir. Yiiksek derecede O-metilasyonun, yiksek kuaternizasyon
dereceleri s6z konusu oldugunda dahi TMK'lerin ¢oziinlirliiglinii azalttigi bildirilmistir
(Sieval ve ark., 1998; Verheul ve ark., 2008). Calismamizda kullanilan TMK tiirevi, diger
materyallerle karsilagtirlldiginda en yiiksek polikatyonik ozellige (% -N*Mes= 84) ve en
diisik DPw degerine sahip olmasina ragmen, yiiksek derecede O-metilasyonundan (%3-
OMe = 72, %6-OMe = 77) kaynakli olarak, K-Ac’den (%PD = 64-67) daha diisiik

coziinlirlik ozelligi gostermistir. Ek olarak, trimetil grubunun katyonik 6zellik
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kazandirdigi amin grubunu ayni zamanda sterik olarak engellemesinin de, TMK’ nin

¢Oziinlirliigliniin azalmasinda etkili olabilecegi one siiriilmiistiir.

Honary, Hoseinzadeh ve Shalchian (2010), sodium sitrat (0,2 mg/ml) ve kitosan (0,2
mg/ml) arasindaki etkilesimi tiirbidimetrik titrasyon kullanarak incelemislerdir. Asidik
kosullarda (pH:1-4) ¢ozeltinin berrak oldugunu, pH arttinldikca ¢ozeltinin
bulaniklastigini, ancak pH = 7°de ¢6zeltinin tekrar berraklastigini, yani etkilesimin ortadan
kalktigin1 belirlemislerdir (Honary, Hoseinzadeh ve Shalchian, 2010). Capraz baglama
yoluyla kitosan modifikasyonu literatiirde genis bir sekilde tarif edilmistir ve kitosan bazli
materyaller hazirlamak icin nispeten kolay bir yontemdir. Iyonik capraz baglama
isleminde, negatif yiiklii bilesenler ile pozitif yiiklii kitosan zincirleri arasinda bir iyonik
koprii ag1 olusur. Iyonik ¢apraz baglayicilar arasinda, kiiciik boyutlu anyonlar (sitrat, siilfat
gibi) veya iyonik molekiiller (6rnegin fosfat tasiyan gruplar) yaygin olarak kullanilir
(Szymanska ve Winnicka, 2015). Calismamizda, K-Ci’nin (%PD>73) K-Ac (%PD = 64-
67)’den daha yiiksek polikatyonik o6zellik gdstermesine ragmen ¢oziliniirliigiiniin daha
diisiikk olmasi, K-Ci s6z konusu oldugunda karisimda bulunan iki ve ii¢ degerlikli sitrat
iyonlarinin KS {izerinde olusturdugu zincir i¢i ve zincirler arasi sitrat kopriilerine

baglanmustir.

4.6. In silico Etkinlik Tayini

4.6.1. Molekuler Modelleme Calismalari

4.6.1.1. P2Y12 Reseptoru (P2Y12R) Doking Calismalar:

Kitosanin (DD> %85, MA = 40.000Da), p-GIctNAc (MA = 2,6x10° Da)’ nin kismi (DD =
%70) ve tam (DD = %100) deasetilasyonu ile elde edilen kitosan tiirevlerinin (0,5 mg/ml)
21°C’de 15 dk inkiibasyonlar1 sonucunda PRP’de jellesmeye, yani fibrin piht1 olusumuna
neden olan herhangi bir etkilesim gostermedikleri bildirilmistir. Ote yandan, p-GIcNAc
liflerinin ve bu liflerin modifiye edilmis alfa formlariin trombositlerle etkilesiminin
zaman ve konsantrasyonla orantili olarak fibrin polimer gelisimine neden oldugu

belirlenmistir (Thatte ve ark., 2004a).

Sitrath kpek tam kanindan hazirlanan PRP’nin kullanildig1 ¢alismada, 15 mg/ml derigimli
kitosan hidrokloriir (%DD: 58)’in normal sicaklikta 5 dk siireyle inkiibasyonunun
trombosit aktivasyon siirecinde yer alan B-TG ve PF-IV maddelerinin salimini arttirdigi

belirlenmistir. Ayrica, 7,5 mg/ml derisimli ayn1 materyalin PRP’de 10 dk siireyle
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inkiibasyonunun, trombositlerdeki psddopod miktarin1 arttirdigi, SEM kullanilarak

gosterilmistir (Sugamori ve ark., 2000).

Glukozamin bazli c¢esitli materyallerin PPP ve PRP iginde 23°C’de inkiibasyonunun
trombin tretim kinetikleri {lizerindeki etkisinin degerlendirildigi calismada, kitosanin
protrombik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Protrombik etkinin kitin kullanimi soz
konusu oldugunda arttig1 ve p-GlcNAc kullanimiyla en yiiksek seviyeye c¢iktigi ortaya
konulmustur. Kitosanin protrombik etkisinin GPIIb/Illa kompleksinin inhibisyonundan
anlamli seviyede etkilenmezken, FXIla inhibisyonuna duyarli oldugu sonucuna

ulasilmistir (Fischer ve ark., 2007).

Tavsandan alinan yikanmis trombosit siispansiyonlar1 kullanilarak, kitosan sitratin
trombosit aktivitesi lizerindeki etkisinin test edildigi ve olasi mekanizmalarin arastirildigi
caligmada; kitosan sitratla trombositlerin baslangic (5 dk) ve uzun siireli (30 dk)
temasindan sonra, kitosan sitrat kapli mikrotitre plakalara trombosit adezyonunun, ¢oziicl
kontroliine kiyasla, doz bagimli olarak arttig1 belirlenmistir. Benzer sekilde, kitosan sitrat
doza bagli olarak trombosit agregasyonunu ve Fura-2-AM yukliu trombositlerin hiicre igi
serbest Ca?* yiilkselmesini arttirmigtir. Ek olarak, fluoresin izotiyosiyanat (FITC)-etiketli
anti-CD41/CD61'in varliginda kitosan sitrat, akis sitometresi kullanilarak tahlil edilen
trombosit GPIIb/Illa kompleksinin ifadesini 6nemli 6l¢lide arttirmistir. Kitosan sitratin
trombosit adezyonu ve agregasyonu ig¢in etkili bir indiikleyici oldugu ve etki
mekanizmasimin, en azindan kismen, [Ca?']i mobilizasyonun ve trombosit zar yiizeyleri
tizerindeki GPIIb/IIla kompleksinin ifadesinin artmasi ile iligkili olabilecegi sonucuna

varilmistir (Chou ve ark., 2003).

Periayah ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada, DD <85% ve MA<40.000 Da olan
NOCC ve oligokitosan (OC)’nin trombosit agregasyonda etkili oldugu bilinen trombosit
membran reseptorleri  GPIIb/Illa  ve P2Y1oR’nin  ifadesi {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. S6z konusu reseptorler, akis sitometrisi ve western blot teknikleriyle
calisilmigtir.  GPIIb/IIla’nin  en yiiksek ifadesi pozitif kontrol olarak kullanilan
Lyostypt®(Braun Inc., Almanya) (%74,3 + 7,82), ardindan OC (%65,5 + 7,17) ile
gerceklesmistir. Lyostypt® ve OC, tek basma kanla karsilastirildiginda, GPIIb/IIIa
ifadesinin sirasiyla %29,2 ve %13,9 oranlarinda artmasina neden olmustur. NOCC diisiik
seviyelerde GPIIb/Illa ekspresyonuna neden olmustur. Western blot analizi, kanla

karsilastirildiginda P2Y 12 ifadesini sadece OC’nin pudra formunun arttirdigini (1,12 + 0,03
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kat) ortaya koymustur. Bu sonuglar arastirmacilar tarafindan, kitosan bazli hemostatik
ajanlarin, GPIIb/Illa ve P2Y12 salimimi igeren hiicre i¢i sinyal kaskatlarmi uyardigi
seklinde yorumlamistir. Kitosan tiirevi biyomalzemelerin varliginda GPIIb/Illa ve P2Y 12
ekspresyonunun Onemini vurgulamak i¢in yapilan yogun caligmalara ragmen, ilgili

mekanik yollar belirsizligini korumaktadir (Periayah ve ark., 2014).

Calismamizda, kitosan ve trombositler arasindaki direkt etkilesimi ayrintili olarak
inceleyebilmek ve s6z konusu etkilesim mekanizmalarin1 ortaya koyabilmek iizere,
trombosit agregasyonunda ve piht1 stabilizasyonunda rol oynayan trombosit
reseptorlerleriyle oligomerik Kkitosan arasinda doking calismalari gergeklestirilmistir.
Secilen ilk hedef reseptor, ADP ligandinin agonist etkisi sonucu trombosit agregasyonu ve

graniil saliminda temel bir rol oynayarak piht1 olusumunu destekleyen P2Y 12R’dir.

ADP ile P2Y1, reseptorii arasindaki doking enerjisi yaklasik -11,2 kcal/mol olarak
hesaplanmistir. Oldukga diisiikk olan s6z konusu deger, secilen aktif yoéreye ADP’nin

anlaml1 bir sekilde baglanarak, agonist olarak etki gosterdigini ortaya koymustur (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2. ADP ve P2Y1; reseptorii arasindaki doking sonucu. Etkili amino asitler:
Lys179, Asn159, Asn191, Tyrl105, Lys280, Tyr259, GIn263, Arg93, Arg256,
Lys80.
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ADP ile P2Y 1, reseptorii arasindaki doking ¢alismasindan sonra, ayni reseptor iizerinden
kitosanin agonist etkisi incelenilmistir. Kitosan ile P2Y1, reseptorii arasinda doking
enerjisi 12 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Birka¢ amino asit ile kitosan etkilesime
girmektedir, ancak hesaplanan doking enerjisi ¢cok yiiksek oldugundan, etkilesim gozardi
edilebilir. Bu sonug, kitosanin P2Y 1, reseptorii ile etkilesime girmesinin ve bu reseptor

iizerinden agonist etki yapmasinin miimkiin olmadigini gostermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kitosan ve P2Y1, reseptdrii arasindaki doking sonucu. Etkili amino asitler:
Leul55, Asnl59, Asnl191, Metl52, Val102, Tyrl05, Serl76, Glu281, Arg93,
Argl9, Lys280, Lys179, Ser101, Csy97, His187.

4.6.1.2. Glikoprotein I1b/I11a Reseptdri Doking Cahsmalari
ADP baglanmas: sonucunda konformasyonal bir degisiklige ugrayarak vWF icin

fiziyolojik bir reseptor olarak gorev yapan ve boylelikle fibrinojen birikmesine yol agamak
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suretiyle trombosit agregasyonunda esansiyel rol oynayan GPIIb/IIla ise incelenen diger

reseptordr.

Glikoprotein IIb/IIla ile integrilin, tirofiban ve RUC2 arasindaki doking ¢alismalarindaki
etkilesimler anlamli bulunmustur. Doking enerjileri de uygun degerlerdedir. Reseptoriin
integrilin ile arasindaki doking enerjisi yaklasik -8,8 kcal/mol, tirofiban ile -7,6 kcal/mol
ve RUC2 ile -8,9 kcal/mol olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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LYS 7
Residue Interaction B:253 19 “
sp TRP H
TYR A:232 <& PRO
Electrostatic kT A-278 o
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van der Waals
Covalent bond H
Water o
A:231
Metal

Sekil 4.4. integrilin ve GPIIb-IIIa reseptdrii arasindaki doking sonucu. Etkili amino

asitler: Glu220, Asp217, Asn215.
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Sekil 4.5. Tirofiban ve GPIIb-Illa reseptdrii arasindaki doking sonucu. Etkili amino
asitler: Arg214, Tyrl66, Tyr190, Asn215, Asp159, Phel60, Ser123.
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Sekil 4.6. RUC2 ve GPIIb-IIIa reseptorii arasindaki doking sonucu. Etkili amino asitler:
Tyrl90, Asp224.

Phe 160

Sekil 4.7. Kitosan ve GPIIb-IIIa reseptorii arasindaki doking sonucu. Etkili amino asitler:
Asn316, Trp262, Asp251, Asn215, Arg216, Asn313, Leu317.
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Glikoprotein IIb/Illa ile integrilin, tirofiban ve RUC2 arasindaki doking c¢aligsmalarindan
sonra, Kitosan ve Glikoprotein IIb/Illa arasindaki doking calismasi gergeklestirilmistir.
Buna gore, kitosan molekiiliiniin Glikoprotein IIb/Illa’ya baglandig1 ve birka¢ amino asitle
hidrojen bagi yaptig1 belirlenmistir. Kitosan ve glikoprotein arasindaki doking enerjisi
yaklasik olarak -6,9 kcal/mol’diir. Kitosan’da bulunan amino grubu, Asn316 ile hidrojen
bagi yapmaktadir. Hidroksil gruplar ise, Trp262, Asp251, Asn215, Arg216, Asn313 ve
Leu317 ile birlesmektedir (Sekil 4.7). Bu sonug, kitosanin GPIIb/IIIa integrini araciligiyla
distan-ice sinyali tetikleyerek trombosit bagimli pihtilasma siirecini hizlandirabilecegini
gostermektedir.

4.6.1.3. Fibrinojen Doking Calismasi

Kitosan ile fibrinojen arasindaki doking calismalarindan elde edilen sonuglara gore
kitosan, fibrinojen molekiline baglanmaktadir (Sekil 4.8). Doking enerjisi, -7,1 kcal/mol
ve -7,6 kcal/mol arasinda degismektedir (Cizelge 4.3). Baglanmanin en kuvvetli oldugu

1.moddaki etkili amino asitler belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Fibrinojen ve kitosan arasindaki doking.
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Cizelge 4.3. Fibrinojen ve kitosan arasindaki doking enerjileri.

Mod | Doking Enerji Onceki doking
(kcal/mol) sonucu RMSD

1 -7,6 0.000

2 -7,3 11.185

3 -7,2 3.175

4 -1,2 35.318

5 -7,2 10.766

6 -7,2 10.227

7 -7,1 3.355

8 -7,1 47.055

9 -7,1 34.541

10 -7,1 33.867

Sekil 4.9. Kitosan ve fibrinojen arasindaki doking sonucu. Etkili aminoasitler: Gly263,
Lys396, His429, Arg149, Lys125, Lys392, Arg149. Etkili monosakkaritler:
Gal478, Sia479.
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Kitosanin hem GPIIb/Illa hem de fibrinojene baglanabilmesi ve etkilesimde GPIIb/Illa
molekiiliiniin protein kismindaki farkli amino asitlerin yer almasi, kitosanin vWF’in
fonkisyonel analogu olarak islev gorerek trombosit agregasyonunda etkili olabilecegini

gostermektedir.

4.6.2. Molekuler Dinamik Calismalari

Kitosanin derisimine bagli olarak birka¢ saniye i¢inde tam kanda pihti olusturdugunun ve
s6z konusu pihtinin, kontrol tam kan pihtisinin aksine, retrakte olmadigimin
gozlemlenmesi, farkli bir mekanizmanin devrede olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bunun
Uzerine kitosan, fibrinsiz kan, heparinize kan ve yikanmis eritrositler ile test edilmistir.
Her durumda, pihtt hizli bir sekilde olusmustur. Albiimin ve globiilinde reaksiyon
gozlemlenmemistir.  Arastirmacilar, bu deneylerden, kitosanin kanin hiicresel
elemanlariyla ya repolimerize oldugu ya da capraz baglandigi ve olagan pihtilasma

faktorlerinin mekanizmaya dahil olmadigi sonucuna varmiglardir (Malette ve ark., 1983).

Kitosanin asetat tuzun kullanildigi bir ¢aligmada benzer sonuclar alinmistir. Kitosan
asetatin tam kanla temas halinde bir pihti olusturdugu ve WHBCT’yi disiirdigii
gosterilmistir. S6z konusu pihtilasma reaksiyonu, yikanmis eritrositlerde, heparinize veya
fibrinsiz kanda da olugmus, ancak alblimin, globiilin ve beyaz kan hicrelerinde

gozlemlenmemistir (Radhakrishnan ve ark., 1991).

126.000 Da agirliginda kitosan kullanilarak hazirlanan filmlerin, kan pihtilagsmasinin
normal seviyelerini 6nemli Ol¢iide etkilemedigi, ¢esitli tiirlerin kan numuneleri iizerinde
yapilan PT, parsiyel tromboplastin zamani1 (PTT), trombin zaman1 (TT), APTT, PRT ve
protrombin tiiketim indeksi (PCI) analizleriyle gosterilmistir. Arastirmacilar bu sonuglar
dogrultusunda, kitosanin hemostatik etkisinin normal pihtilagma kaskatindan bagimsiz

olduguna isaret etmislerdir (Rao ve Sharma, 1997).

Kitosan tizerindeki aminler, asidik pH'da protonlanir ve kitosan zincirlerine pozitif yiik
kazandirir. Kitosan, katyonik yapisindan dolayr hemostatik bir ajan olarak segilmistir.
Biyolojik hiicre ylizeylerinin ¢ogu anyoniktir ve kitosanin elektrostatik etkilesimler
yoluyla bir yara bolgesindeki dokuya giiclii bir sekilde yapistigi diisiiniilmektedir
(Periayah, Halim ve Hussein, 2012).
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MA’lar1 200, 500 ve 700 kDa (DD: %80-82) olan kitosanlar kullanilarak sentezlenen
kitosan asetatlarin derisimlerine bagl olarak, MA’dan ise bagimsiz bir sekilde eritrositleri

bagladig1 gosterilmistir (Pogorielov ve ark., 2015).

Cesitli tiirlerin kanlarindan elde edilen eritrosit siispansiyonlar1 kullanilarak, standart
immiinolojik test protokoliinde olumlu sonug veren en diisiik kitosan (MA = 126.000 Da)
titresine ulagmak icin hemagliitinasyon testleri gergeklestirilmistir. Kitosan c¢ozeltisi,
eritrositlerin elde edildigi tiirden bagimsiz olarak, cok diisilk derisimlerde bile
hemaglutinasyona neden olmustur. Arastirmacilar bu sonuglar dogrultusunda, kitosanin
aglutinasyon potansiyelinin, 0ozellikle hicre yuzeyindeki negatif yukli molekul
rezidiileriyle etkilesime giren polikatyonik o6zelliklerine baglanabilecegine isaret

etmislerdir (Rao ve Sharma, 1997).

Pihtilasma {izerindeki etkilerinin taze tam kan kullanilarak Lee-White metodu ve
antikoagiile edilmis kandan elde edilen PPP kullanilarak PRT’lerin o6lgiilmesiyle
degerlendirildigi ¢aligmada, kitosanin bos kontrole gore WHBCT’yi anlamli olarak
diistirdiigii, buna karsin PRT iizerinde belirgin bir etkisi olmadigr gozlemlenmistir.
Boylelikle, kitosanin hemostatik kabiliyeti aslen, normal pihtilasma yollarindaki plazma
proteinlerinin aktivasyonunun hizlandirilmasina degil, alyuvarlarin membranlariyla

arasindaki fiziksel etkilesim sonucu hemagliitinasyonunun arttirtlmasina atfedilmistir

(Janvikul ve ark., 2006).

Bununla birlikte, kirmizi kan hiicresi agregasyonunu aktive etme kabiliyetinin
spektrofotometrik Olgiimlerle degerlendirildigi in vitro calismada, kitosanin séz konusu
agregasyonu olusturmada gorece etkisiz kaldig1 belirlenmistir (Fischer ve ark., 2004). p-
GIcNAc polimerlerinin %70-98 oraninda deasetilasyonu, lif yapisinda bozulmanin
yaninda, yiizey pozitif yiiklerde yaklasik iki kat azalma saglamis ve bu da kirmizi kan

hiicresi agregasyonunda eslik eden bir azalmaya neden olmustur (Thatte ve ark., 2004b).

Calismamizda, kitosan, protonlanmis kitosan, dimetil kitosan ve trimetil kitosanin
oligomerik formlariyla eritrositler arasindaki etkilesimin mekanizmasin1 ortaya
koyabilmek Uzere 100ns’lik MD simiilasyonlar1 kullanilmigtir. Yiikli olmayan kitosan ve
tirevlerinin aksine, yilikli kitosan ve tiirevleri ile DPPC membran1 arasinda
iyonik/elektrostatik etkilesim gozlenmistir. Etkilesim esas olarak, kitosandaki pozitif yiiklii

azot atomlar1 ile DPPC molekiillerinin fosfat basindaki negatif yiiklii oksijen atomlari
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arasinda gergeklesmektedir (Sekil 4.10). TMK tiirevi s6z konusu oldugunda, metil
karbonlarinin kuaternize azot atomunda olusturdugu sterik engele bagli olarak, etkilesim

sekteye ugramakta ve 3A mesafesinde tamamen ortadan kalkmaktadir (Ek 4, Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Bilesikler ile DPPC membrani arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimin
yiizde degerleri.

DPPC membran

Sekil 4.10. Yiikli kitosan ve DPPC membrani arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesim.
Etkilesim, kuaternize azot atomu ve fosfat basindaki negatif ytiklii oksijen

atomu arasinda gerceklesir. Mesafe 3A.

4.7. In vitro Etkinlik Tayini

Mekanik  islevleri kesin  olarak  belirlenememis olmakla  birlikte, kitosan
biyomalzemelerinin hemostatik 6zelliklerinin, molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi,
cozlniirliik, kitosan derisimi, pozitif yliik yogunlugu, kimyasal yap1 modifikasyonu, pH,
sicaklik, inkiibasyon siiresi, hidrofilik ve hidrofobik 6zellikler dahil olmak {izere bir¢ok
onemli faktore dayandigi bilinmektedir (Periayah ve ark., 2014). S6z konusu faktorlerdeki
farklara bagl olarak, kitosanin kan pihtilagmasi tizerindeki etkisine yonelik olarak yapilan

caligmalarda degisken sonuglar elde edilmistir.

Kitin, kitosan ve tiirevlerinin (10mg/ml) PRT iizerine etkilerinin PPP kullanilarak
degerlendirildigi calismada; PNAC (DD: %56)’nin PRT’yi 6nemli 6l¢iide kisalttigi ortaya
konulmustur. Bu materyalin yanisira, kitinin ve SPONGOSTAN® standartinin da PRT’yi
onemli Ol¢iide azaltabilirken, kitosanin anlamli bir diisiise neden olmadig (P<0.05),
HTACC’nin ise WHBCT’y1 uzattig1 ve fibrin olusumunu inhibe ettigi bulunmustur.

Deneyde gozlemlendigi iizere; amonyum kloriir gruplarinin pozitif yiikleri, alyuvarlarin
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yilizeyindeki negatif yiiklerle sikica baglanarak, kan hiicrelerinin plazmadan ayrilmasina
sebep olmustur. Arastirmacilar, alyuvarlarla birlikte, muhtemelen pihtilasma proteinlerinin
negatif yiklerinin de pozitif yiiklerle baglanarak pihtilasma kaskatinin normal

aktivasyonunu inhibe etmis olabilecegini 6ne stirmiislerdir. (Janvikul ve ark., 2006)

Calismamizda elde edilen verilerin analizi IBM SPSS Statistics 17.0 (IBM Corporation,
Armonk, NY, USA) paket programinda yapilmistir. Pihtilagma siireleri ile bos gruba gore
pihtilagsma siiresindeki ylizdesel degisimlere ait verilerin dagiliminin normale yakin olup
olmadigi Shapiro-Wilk testiyle incelenmistir. Tanimlayici istatistikler; ortalama, standart
sapma, medyan, ceyrekler arasi dagilim genisligi, minimum ve maksimum bigiminde
verilmistir. Gruplar arasinda pihtilagma siireleri ile bos gruba gore pihtilagma siiresindeki
yiizdesel degisimler yoniinden farklarin Onemlilikleri Friedman testi ile incelenmistir.
Friedman test istatistigi sonuglarinin 6nemli bulunmasi halinde Dunn-Bonferroni testi
kullanilarak farka neden olan grup(lar) tespit edilmistir. p<0,05 igin sonuglar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

Bos gruba gore kan pihtilagsma siirelerinde meydana gelen yiizdesel degisimler yoniinden
caligma gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0.001) belirlenmistir. S0z
konusu farka neden olan durumun; bos gruba gore K-Ac, K, Jel-1M, Jel-1K, Jel-2M ve
Jel-2K gruplarinda WHBCT’nin kisalirken K-Ci grubunda uzamasi oldugu ortaya
konulmustur (p<0.05). Diger gruplarin aralarinda ise istatistiksel olarak anlamli fark
belirlenmemisitir (p>0.05). (Sekil 4.11, Ek 5)

K-Ac K-Ci TMKb KS Jel-IM Jel-1K Jel-2M  Jel-2K
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Sekil 4.11. Numunelerin bos gruba gore WHBCT’lerindeki yiizdesel degisim.
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K-Ci’nin WHBCT’yi uzatmasi, deneyde kullanilan sitrathi kanin yaninda, séz konusu
tiirevin icerdigi sitratin kalsiyum iyonlarin1 baglama kapasitesini arttirmasina atfedilmistir.
Janvikul ve ark. (2006)’nin bildirdigi sonuglara benzer olarak, TMK tirevinin pozitif
yiikleri kan hiicrelerinin ve muhtemelen negatif yiiklii pihtilagsma proteinlerinin plazmadan
ayrilmasina sebep olmustur. Deney sirasinda belirgin olarak gdzlenen faz ayrimi, TMK

tirevinin WHBCT degerinin klinik olarak artmasiyla sonu¢lanmistir.

4.8. Antimikrobiyal Etkinlik Tayini

Kitosan, yara bolgesinde enfeksiyonu 6nleyen antimikrobiyal 6zellik gosterir (Dutta, Dutta
ve Tripathi, 2004; Periayah, Halim ve Hussein, 2012; Paul ve ark., 2014). Kuaterner
amonyum kitosanlar, dogal kitosanla karsilagtirildiklarinda, daha genis pH araliginda,
yiiksek miktarda su ¢oziiniirliigiine ve antimikrobiyobiyal aktiviteye sahiptirler (Kim ve
ark., 1997; Jia, Shen ve Xu, 2001; Kim ve Choi, 2002; Kim ve ark., 2003). Katyonik
antibakteriyel maddeler, 6zellikle harici dezenfeksiyon i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kim ve ark., 1997). Polikatyonik biyositlerin bakterilere kars1 daha yiiksek aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir (Ikeda ve ark., 1986; Takemono, Sunamoto ve Akasi, 1989;
Ikeda, Yamaguchi ve Tazuke, 1984).

Kitosanin bakterisidal etkisine yonelik kesin model tam olarak agiklanamamistir, ancak
baz1 mekanizmalar 6ne stiriilmustiir. Kan hiicreleriyle gosterdigi etkilesime benzer sekilde,
kitosanin igerdigi glukozamin merinin diisiik pH degerlerinde pozitif olarak yiiklenmesi,
s0z konusu polimerin bakterilerin makromolekiiler yapilariyla etkilesime girebilmesine
olanak saglar. Bu etkilesim, bakteriyel yiizey morfolojisini degistirebilir, membran
gecirgenligini artirabilir ve hiicre i¢i maddelerin (6rnegin, laktat dehidrojenaz, niikleik
asitler ve glikoz iceren proteinler) sizmasini tesvik edebilir veya membran gecirgenligini
azaltabilir ve sonug olarak besin taginimi sekteye ugratabilir (Prashanth ve Tharanathan,
2007; Munoz-Bonilla ve Fernandez-Garcia, 2012). Ek olarak, protonlanmigs NHs*

bolgelerini iceren pozitif yiiklii kitosanin hiicresel DNA ile etkilesime girmesinin,

transkripsiyonu inhibe ettigi one siiriilmiistiir (Prashanth ve Tharanathan, 2007).

Calismamizda kullanilan materyallerin antimikrobiyal etkinlikleri EUCAST i 6nerileri
dogrultusunda sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Buna gore; TMK en yiiksek

antimikrobiyal etkinligi gosterirken, K-Ac ve K-Ci esit esit diizeyde antimikrobiyal

87



Ozelliklere sahiptir. Jel iceriklerinin ise test edilen derisimlerde antimikrobiyal etkinlik

gostermedigi ortaya konulmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Orneklerin antimikrobiyal etkinlik sonuglar1.

Ornekler B.subtilis E.coli P.aeruginosa | S.aureus Metisilin direngli
ATCC ATCC 25923 | ATCC 27853 | ATCC 29213 | S.aureus
6633 ATCC 43300
TMKb >50 pg/mL | 25 pg/mL 25 pg/mL 6.25 pug/mL 12.5 pg/mL
K-Ac >50 ug/mL | >50 pg/mL >50 pg/mL 12.5 pg/mL 12.5 pg/mL
K-Ci >50 ug/mL | >50 pg/mL >50 pg/mL 12.5 pg/mL 12.5 pg/mL
Jel 1K >50 ug/mL | >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pug/mL
Jel 2K >50 ug/mL | >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL
Jel 1M >50 ug/mL | >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL
Jel 2M >50 ug/mL | >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL >50 pg/mL
Siprofloksasin | -* 0.010 pg/mL | 0.5 pg/mL 0.5 pg/mL -*

* Test edilmemistir.

Gorece diisiik MIK degerine sahip olan TMK numunesinin polikatyonik karakteri pH’dan

bagimsizdir. Bunun aksine, K-Ci ve K-Ac numunelerinin polikatyonik 6zellikleri pH’ya

bagimhidir. Inkiibasyon sirasinda, K-Ac ve K-Ci numunelerinin protonlarmi kaybederek

polikatyonik 6zelliklerinin azalmis olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bu durum, antimikrobiyal

etkinlik testinin yapildigi Mueller Hinton Broth’un 7,3 + 0.1 (37°C) olan pH degeriyle

tutarhidir. Jel igeriklerinin antimikrobiyal etkinlik gdstermemleri, ¢ok diisiik miktarda

polikatyonik kitosan tiirevi (agirlik¢a %0,3 kitosan ana zinciri) igermeleriyle tutarlidir.
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Tez c¢alismasi kapsaminda degerlendirilen materyallere ait veriler Cizelge 4.5°de

verilmistir.

Cizelge 4.5. Tez galismasi kapsaminda degerlendirilen materyallere ait veriler.

DPw DD NMes* / PD %Ts00 Anti mik. | In-vitro hem.
(Goz.) etk. etk.
KH 11.149 79 * 10,8 * *
KS 6.322 85 * 71,6 * 27,41
K-Ac * * 64-67 97,1 + 29,83
K-Ci * * >74 89,1 + -143,81
TMKb 230 84 79 90,8 ++ -52,76™
Jel-1M * * * * - 12,1
Jel-1K * * * * - 25,69
Jel-2M * * * * - 22,36
Jel-2K * * * * - 24,39

* Analiz uygun degildir veya yapilmamuigtir.

** TMKb tirevi icin kan pihtilagmasi, viyal ters g¢evrildiginde

akisinin tamamen durmasi olarak tanimlanmastir.
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasinda ilk defa kitosanin polikatyonik 6zelligi pH bagimli olmayan tiirevi
TMK’nin in silico ve in vitro’daki hemostatik 6zelligi detayli olarak ortaya konulmustur.
Molekuler modelleme ¢alismalari, kitosanin amin ve hidroksil gruplariyla GPIIb-Illa
trombosit reseptorii arasindaki etkilesimin distan ice agonist etkiyi tetikleyebilecegine
isaret etmektedir. S6z konusu etkilesimin trimetilasyon sonrasinda sekteye ugramis
olabilecegi One siiriilmiistiir. TMK tiireviyle GPIIb-IIla trombosit reseptorii arasindaki
etkilesimin dogas1 ortaya konulmak iizere ek c¢alismalar yapilabilir. Calismamizda
belirlendigi tizere GPIIb-I1la reseptoriine baglanmada agirlikli olarak kitosanin 3-O ve 6-O
gruplart etkili oldugundan, O-metilasyonun ve zincir kirilmalarinin engellendigi TMK
sentez siiregleri sonucunda hemostatik aktivitesi yiliksek tlirevlerin elde edilebilecegi
ongorilmektedir. Kitosanin ayrica fibrinojenle etkilesim diizeyinin termodinamik olarak
anlamli bulunmasi, s6z konusu oligomerin/polimerin vWF’nin fonksiyonel analogu olarak
islev gosterebilecegine isaret etmektedir. Bu hipotezi test etmek {izere, kitosan ligandinin
GPllIb-Illa ve fibrinojen reseptorleriyle es zamanli olarak doking ¢aligmalarinin yapilmasi
planlanmaktadir. MD simiilasyonlariyla agik¢a gosterildigi lizere, kitosanin serbest amin
grubunun protonlanmasi, eritrositlerin baglanmasi yoluyla pihtilasma siirecine katkida
bulunurken, trimetilasyon s6z konusu etkilesimi sterik engelleme vasitasiyla sekteye
ugratmaktadir. Trimetilasyon siirecinin ayrica kitosan ana zinciri iizerinde meydana
getirdigi kirilmalarin  hemostatik etkinligi dolayli olarak azaltmis olabilecegi One

surilmustir.

TMKD tiirevi i¢in kan pihtilagsmasi, viyal ters ¢evrildiginde iki fazdan olusan siv1 akiginin
durmas1 olarak tanimlanmistir. Alternetif yaklasim, kan pihtilasmasinin faz ayrilmasi
noktasinda gergeklestigi yoniinde tanimlanmasidir. S6z konusu yaklagimin gegerliligi in
vivo hemostatik etkinlik testinin uygulanmasi yoluyla test edilebilir. In vitro etkinlik testi
sirasinda, TMK turevinin sabit pozitif yiiklernin etkisiyle, tam kanda olusturdugu faz
ayrimi sonucunda, kan hiicrelerinin ve muhtemelen negatif yiiklii pihtilagma proteinlerinin
plazmadan ayrildigi one siiriilmiistiir. Ileride yapilacak g¢aligmalarda bu hipotez,
plazmadaki ve matriste adsorbe edilen proteinlerin  SDS-PAGE kullanilarak
karsilagtirillmas1 yoluyla test edilecektir. In vitro etkinlik testinde K-Ac ve K-Ci

threvlerinin TMK’yla ayni etkiyi géstermemesinin ve antimikrobiyal etkinliginin gérece
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diistik olmasmin nedeninin, s6z konusu tlrevin ilgili pH degerlerinde proteinlerini

kaybederek polikatyonik 6zelliklerinin azalmis olabilecegi One stirilmiistiir.
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EKLER

Ek 1. Hesaplamalar

A. DP Degerlerinin Hesaplanmasi
KH

Kalibrasyon egrisinin ¢iziminde pullulan standartlar1 kullanildigi i¢in m = "180.............. 1)

Esitlik 1’de Mw (Ek 3) ve (1) degerleri yerlerine konularak KH fraksiyonlarinin DPw

degerleri hesaplanmistir:

DPW1 = MWL/ MO = "1 Lo eess oo eee s sseee s s s ereeee @)
DPW2 = MW2 / MO = "129...o.ecooeeeeeeeee oo eeeseeseeee e s e eeesesssees e esssee e (3)
DPW3 = MW3 / MO = “17.447 ..o seeesee e ssee e esssee s s (4)

Esitlik 2°de (2), (3) ve (4) yerlerine konularak KH’nin DPw degeri hesaplanmistir:

DPw = Y[, 2% = (11 x 1.679,6/ 6.758,5) + (129 X 766,15 / 6.758,5) + (17447
T
4.312,5/6.758,5) = 2,73368351 + 14,6235629 + 11.131, 3848 =
“11.149
KS

Esitlik 1°’de Mw (Ek 3) ve (1) degerleri yerlerine konularak KS fraksiyonlarinin DPw
degerleri hesaplanmistir:
DPWL = MWL/ MO = 01ttt bttt et (5)

DPW2 = MW2 / MO = T15.123 ettt bbbt (6)

Esitlik 2°de (5) ve (6) yerlerine konularak KS nin DPw degeri hesaplanmistir:
DPw = ¥I_, 27“1*% = (61x 6.018,9/10.301,2) + (15.123 x 4.282,3/ 10.301,2) =
T
=35,6417602 + 6.286,76493 ="6.322.....ccceiiiiiiiiiii e, (7)

TMKa
Esitlik 1°’de Mw (Ek 3) ve (1) degerleri yerlerine konularak TMKa fraksiyonlarinin

DPw degerleri hesaplanmistir:
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DPW1 = MWL/ MO = 7130ttt ettt (8)

DPW2 = MW2 / MO = T8.052....eeeie ettt sttt 9

Esitlik 2°de (8) ve (9) yerlerine konularak TMKa’nin DPw degeri hesaplanmaistir:

- f DPw;x A;

DPw = %], ~% = (136 x 2051,7/ 2.096,8) + (8.052 x 45,1/ 2.096,8) =

=133,074781 + 173,190195 ="306......cc.cccvriririiriiriinirii (10)

TMKDb
Esitlik 1’de Mw (Ek 3) ve (1) degerleri yerlerine konularak TMKDb fraksiyonlarinin

DPw degerleri hesaplanmistir:

DPWL = MWL / MO = 17t (11)
DPW2 = IMW2 / MO = TT.088......oieieeieeeeeiteee ettt (12)
DPW3 = MW3 / IMO = T7.745 ettt (13)

Esitlik 2°de (11), (12) ve (13) yerlerine konularak TMKb’nin DPw degeri hesaplanmaistir:

DPw = Y[, 2% = (17 x 1.130,4 / 1.305,7) + (1.088 x 161,62/ 1.305,7) + (7.745 X
T
13,653 / 1305,7) = 14,7176227 + 134,673018 + 80,9852838 =
2300t (14)
TMK

Esitlik 2°de (10) ve (14) yerlerine konularak TMK nin DPw degeri hesaplanmistir:

_ f DPWiXAi
Pw= Y=
T

o

= (306 x 2096,8 / 3.402,4) + (230 x 1305,7 / 3.402,4)
— 188,578885 + 88,2644604 =277

B. KH ve KS’nin DD’lerinin Hesaplanmasi
Esitlik 3’te, [CH3] ve [H2-H6] degerleri (Ek 2A) yerlerine konularak KS ve KH’nin %
Asetilasyon dereceleri hesaplanabilir. Esitlik 4’te, % Asetilasyon derecelerinin s6z konusu

degerleri yerlerine konularak %DD degerleri belirlenmistir:

% Asetilasyons) = (2% x 2) x 100="15=>% DD(xs)= 100 - 15 = 85........cc...... (15)

% Asetilasyonq = (222 x 2) x 100 =21 => % DDcry = 100 - 21 = 79
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C. Protonlanmis Kitosanlarin PD’lerinin pH Verisi Kullanilarak Hesaplanmasi
K-Ac
(15) kullanilarak KS’nin monomerinin ortalama mol kiitlesi asagidaki sekilde

hesaplanmustir:

Mglukozamin: 179,17
M N-asetil glukozamin: 221,21

KS => %15 asetile, Mmonomer = (179,17 x 85) + (221,21 x 15) / 100 = ~185,476

Kitosan polimeri kondensasyon reaksiyonuyla olustugu i¢in, (7) ve (16) kullanilarak KS

merinin ortalama mol kiitlesi asagidaki sekilde hesaplanmistir:

Mumer = 185,476 - 18 x [(DPw-1)/DPw]
=~ 185,476 - 17,997 =~ 167,58/MO0L....ccoereeereesoeeseeeeeeseeeeeeeeeeseeesesseessessesesee e (17)

(17) kullanilarak sentezin igerdigi KS’nin Cp degeri hesaplanmistir:

mks = 0,259
1 mol KS meri 167,59 ise
x mol KS meri 0,25g “dir.

x ="70,00149254 mol

Cr=n/V—
Cp=0,00149254/0,05 ="0,02985075 monomol/L..........ccccccvvririiiiniiiiiiiiniie (18)

Sentez 1°de baslangicta kullanilan Ac-H’1n Ca degeri asagidaki sekilde hesaplanmistir:

Iml Ac-H 1,059
0,262 ml Ac-H X

x =0,2751g

1 mol Ac-H 60,059
y mol Ac-H 0,2751g

y = 0,00458118 mol

Ca=n/V =0,00458118 / 0,05 = 0,09162365 M........cceeiveiierrirririiiriiineseeeeese e (19)
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Cozeltideki serbest [ H3O"] miktar1 asagidaki sekilde hesaplanmistir:
Cozeltinin pH’1=4,13 (25,9 °C) olarak ol¢iilmiistiir.
-log [H30%] =4,13 — log [H30"] = -4,13 — [H30*] = 1013 = 7,413 x 10° M.............. (20)

Ideal ¢ozelti (I = 0) varsayimi altinda, Esitlik 5 ‘te K degeri ve (20) yerine konularak "

degeri hesaplanmistir:

K=[H:0"(a"|1 —a") —

1,76 x 10°=7,413x 105 ("' |1 — &) >

(a"|1-a'") =0,23742075

' =0,23742075 (1 — a"

' = 0,23742075 - 0,23742075a"

1,23742075a"" = 0,23742075

R K 1oy 2.7 SO (21)

Esitlik 6 “da (18), (19), (20) ve (21) yerlerine konularak a degeri hesaplanmistir:

a=(a’Ca-[H30"])/Cp
o=(0,19186744 x 0,09162365 - 7,413 x 10°°) / 0,02985075
O = 0,5804330 ...t e e (22)

Esitlik 7°de (20) ve (22) yerlerine konularak KS ‘nin Ka ve pKa degerleri hesaplanmistir:

Ka =[ H30"](1-a)/a
Ka = 7,413 x 10 (1-0,58643301)/ 0,58643301="5,2.10°—
pKa = -log Ka ="4,28

Iyvonik kuvvetin etkisi dogrultusunda yapilan diizeltme:

K-Ac ¢ozeltisinin iyonik kuvvetinin alabilecegi en diisiik deger (Imin) ‘1 hesaplamakta
kullanilmak tizere, iyonik kuvvetin sadece ¢6zeltideki serbest Ac™ anyonlar tarafindan
belirlendigi varsayimi altinda, Esitlik 18 ‘den asagidaki bagint1 elde edilmistir:

Imin =% Y ci.zi? =% [(Cae @ . (—1)2] = Cae @ ] 2o (23)

Esitlik 6 ‘da (18), (20) ve (22) yerlerine konularak, (23)’dan Imin degeri hesaplanmistir:

a=(a’Ca-[H30"])/Cp
Omin = ~0,59 — 0,59 = (a’’Ca - 7,413 x 107°) / 0,02985075 —
a”’Ca=0,01768607 — Imin = 0,01768607 / 2 = 0,00884304.........c.ccerireririririerieiennes (24)
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Esitlik 14°de, Sicakligin Celcius cinsinden degeri (t = 25,9 °C) yerine konularak € degeri

hesaplanmustir:

& = 87,740 — 0.40008t + 9,398(10"4)t2 — 1,410(10°6)3
£ = 87,740 — 0.40008 (25,9) + 9,398(104)(25,9)% — 1,410(10°%)(25,9)3
£ = 87,740 — 10,362072 + 0,63042724 — 0,02449731 = “77,98% ... evvvveereererrersseerereenen (25)

Esitlik 13°de, (25) ve sicakligin Kelvin cinsinden degeri T = 299,05 °K yerlerine

konularak A sabitinin degeri hesaplanmustir:

A =1,824.10°x (eT)3"2
A =1,824.10° x (77,984 X 299,05) ¥2 = 0,51215572.......c0everrreirerieiereesesesesesiee s (26)

Esitlik 17°de, (24) ve (26) yerlerine konularak f,_qy degeri hesaplanmustir:

Iog fA(—l) = 'A-\/ Imin [1+ V Imin

-0,51215572.4/0,00884304 / 1 + /0,00884304
-0,51215572 (0,09403742) / 1,09403742

-0,04402208 — fy(_1y = 0,90360353..........000mrerrvvrrerrsonineressesenen 7)

Esitlik 16°da, Kacrerm) ve (27) degerleri yerlerine konularak Kakar) sabitinin degeri

hesaplanmustir:

Kakar) = Kagerm) / fac-1) —
Kakar) = 1,76.10°/0,90360353 = "1,95.10.....coiueieiriieieerireiieieseseeseess e (28)

Esitlik 5°de, (20) ve (28) yerlerine konularak o' degeri hesaplanmistir:

Kakar) = ant+(a”|1 — a'') —

1,95.10%=7,413.10° (a" |1 — &) —

(a"|1-a') =0,2630514

@' =0,2630514 (1 — "

' =0,2630514 - 0,2630514¢"

1,2630514 o'’ = 0,2630514

Q" = 0,20826658..........ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et (29)

Esitlik 6°da, (18), (19), (20) ve (29) yerlerine konularak amin degeri hesaplanmustir:

amin = (0”’Ca - [ H30™]) / Cp
amin = (0,20826658 x 0,09156363 - 7,413 x 10'5) /0,02985075
O = 0,636034964........eeeeeeeeeeteet ettt —t 11 n a1t 11t 1111111t 1t ntnnnnnnnnnrnnnnnrrnnnres (30)

Esitlik 7°de, (20) ve (30) yerlerine konularak KS ‘nin K ve pKa degerleri hesaplanmaistir:
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Ka = [ H3O"](1-0tmin)/0tmin
Ka = 7,413 x 10 (1-0,63634964)/0,63634964 = ~4,2.10°—
pKa = -log Ka ="4,37

K-Ac ¢ozeltisinin iyonik kuvvetinin alabilecegi en yiiksek deger (Imaks) ‘1 hesaplamakta
kullanilmak tizere, kitosana verilen protonlarin da Ac™ anyonlariyla birlikte serbest iyon
olarak davrandiklar1 varsayimi altinda, Esitlik 15 ‘den asagidaki bagint1 elde edilmistir:

Imaks =1 Z Ci.Ziz =1 [(CA .a” . (—1)2 + Cq .a” . (—1)2 ] =Cy .(l” .............................. (31)

Esitlik 6 ‘da (18) ve (20) yerlerine konularak, (31)’den Imaks degeri hesaplanmistir:

a=(a’Ca-[H30"])/Cp
Kullanilan kitosanin DD’si 0,85 oldugundan;

Omaks = 0,85 — 0,85 = (a’’Ca - 7,413 X 10°°) / 0,02985075 —
0 CA = Imaks = 0,02544727 .....coviiiiiiiii e (32)

Esitlik 17°de, (26) ve (32) yerine konularak fu(_y degeri hesaplanmustir:

|Og fA(—l) = 'A-\/ Imaks [1+ AY; Imaks
=-0,51215572.,/0,02544727 /| 1 +/0,02544727

=-0,0817001/1,159522 =-0,07046016— f4(_1y = 0,85023669................. (33)

Esitlik 16°da, Karerm) ve (33) degerleri yerlerine konularak Kakar) sabitinin degeri

hesaplanmuistir:

Kakar) = Kagerm) / fac-1) —
Kakar) = 1,76.107°/0,85023669 = "2,07.107.....c.coereirirrireirireiieieneissieseessse s (34)

Esitlik 5°de, (20) ve (34) yerlerine konularak o' degeri hesaplanmistir:

Kakar) = ant(a”’|1 —a'") —

2,07.105=7,413.105 (" |1 — &) —

(@'|1-a")=0,27923917

o' =0,27923917 (1 — a"

' =0,27923917 - 0,27923917ct"”

1,27923917a" = 0,27923917

Q" = 0,21828535.......oeeveeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e et (35)

Esitlik 6 “da, (18), (19), (20) ve (35) yerlerine konularak amaks degeri hesaplanmustir:
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Omaks = ((l’,CA - [ H30+]) / CP
omaks = (0,21828535 x 0,09156363 - 7,413 x 10°) / 0,02985075
D Ty ) AT < T (36)

Esitlik 7°de, (20) ve (36) yerlerine konularak KS ‘nin K; ve pKa degerleri hesaplanmaistir:

Ka=[ H30+] (1‘ OCmaks) | otmaks

Ka=7,413 x 10° (1-0,66708103) / 0,66708103 = ~3,7.10°—

pKa = -log Ka = 4,43

K-Ci

Baslangicta kullanilan H3Ci ‘nin Ca degeri asagidaki sekilde hesaplanmstir:

Musci = 254,9 mg
n =m/ma = 0,2549 /192,12 = 0,00132677 mol
Ca=n/V = 0,00132677 /0,05 = 0,0265355 M.......cceriimrriiirrieiesiesieeie e siee e eee e, (37)

Cozeltideki serbest [ H3O"] miktar1 asagidaki sekilde hesaplanmisgtir:
Cozeltinin pH’1 = 3,7 (25 °C) olarak ol¢lilmiistiir.

-log [Hs0*] = 3,7 — log [H30*] = -3,7 — [H30*] = 1037 = 0,00019953 M.........o.vvco.... (38)

Ideal ¢ozelti (I = 0) varsayimi altinda; Esitlik 18, Esitlik 19, Esitlik 20 ve Ka(term)

degerleri kullanilarak, sitrik asit ve sitrat iyonlarinin dengedeki oranlar1 arasindaki

bagintilar kurulmustur:

Karerm,1) = [H2Ci] [H30*] / [H3Ci] —
[H2Ci] / [H3Ci] = Kacrerm,1) / [H30*]
[H2Ci] / [HsCi] = 7,4131.10% / 1,9953.10% =3,7152809 1...ooosr oo (39)

pKaerm,12) = 3,13 + 4,76 = 7,89

pPKarerm,12) = -log Kaerm,12) = 7,89

log Ka(term,12) = -7,89

Kaerm12) = 1078%=~1,29.108

Kaaermi2) = [HCi*] [H30™]? / [HsCi] —

[HCi%] / [HsCi] = Kaaerma2) / [H3O*T?

[HCi%] / [HsCi] = 1,29.10° / (1,9953.104)

[HCi2] / [HsCi] = 1,29.10°8 / 3,98.10® = “0,324021 1 1..r..rooooooooooeeoeoeoeeeeeee e (40)

PKATERM,123) = 3,13 + 4,76 + 6,4 = 14,29
PKaeERM,123) = -l0g KaTeERM,123) = 14,29
log Ka(term,123) = -14,29

KATERM,123) = 101429 =~512861.10%
Kaerm 123) = [Ci®] [HsO*] / [HsCi] —
[Ci*]/ [HsCi] = Karerm,123) / [H3O™]®
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[Ci®*]/ [HsCi] = 5,12861.10% (1,9953.10%)®

[Ci*]/ [HsCi] = 5,12861.10%% 7943,73244.10%°

[Ci®]/ [H3Ci] = 70,000045562........cooceeeeeeeeeeeeeetiee et (41)
Sitrik asitin ayrigsmasi sonucu ¢ozeltiye verilen [H3O*] miktar1 (37), (39), (40) ve (41)’den

asagidaki sekilde hesaplanmaistir:

H:Ci < H.Ci+H' «« HCi*+H' & Ci¥+H'
Den: 1 (39) (39) (40) (40) (41) (41)
Bas: 1+(39)+(40)+(41) - - - - - -

(39)+(40)+(41) = ~3,71528091 + 0,32402111 + 0,000645562 = 4,03994758 M
1+(39)+(40)+(41) = 5,03994758 M

5,03994758 M HsCi 4,03994758 M H3O™ verirse
0,0265355 M HsCi X M H3O" verir
X = 0,02127047 M [HaOT VBT ..vcoevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeeseeses e eseee s ees e eeseeeeeseons (42)

KS’nin aldig1 [H*] miktar1 (38) ve (42) kullanilarak asagidaki sekilde hesaplanmustir:
0,02127047 - 0,00019953 = 0,02107094 M H* kitosana Verilir............cccccceerveivrreerinnenn.s (43)

adegeri (18) ve (43) kullanilarak asagidaki sekilde hesaplanmstir:

a = 0,02107094 / 0,02985075 = 0,7058764...........ccereiririiisienieieesie e (44)

Esitlik 7°de, (38) ve (44) yerlerine konularak KS ‘nin Ka ve pKa degerleri hesaplanmistir:

Ka=[H30"](1-a)/ a
Ka = 0,00019953(1-0,7058764) / 0,7058764 =~8,3.10°—
pKa = -log Ka ="4,08

Cozeltideki sitrat iyonlarinin miktar1 (37), (39), (40) ve (41) kullanilarak asagidaki sekilde

hesaplanmuistir:

5,03994764 M HsCi 3,71528091 M HCi" verirse

0,0265355 M HazCi X

X = 0,01956108 M HoCl ..ot (45)
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5,03994764 M HsCi 0,32402111 M HCi?* verirse

0,0265355 M HsCi y

Y = 0,00170598 M HCIZ ...oovvvveeoeeeeeeeeeeeesesseeeeseessessesesseessesssessseeesessssesseeesessseseeeesesssenes (46)
5,03994764 M HsCi 0,000645562 M Ci*

0,0265355 M HsCi z

pa 0010101010 Y I oL OO (47)

Iyonik kuvvetin etkisi dogrultusunda yapilan diizeltme:

Iyonik kuvvetin sadece ¢ozeltideki serbest sitrat anyonlar1 tarafindan belirlendigi
varsayimi altinda, Esitlik 15 ‘te (45), (46) ve (47) yerlerine konularak, K-Ci ¢0zeltisinin

iyonik kuvvetinin alabilecegi en diisiik deger (Imin) asagidaki sekilde hesaplanmistir:

lmin = %2 ¥ ci. zi2 = % [(0,01956108 x 1) + (0,00170598 x 4) + (0,0000034 x 9) ]
=15 [(0,01956108) + (0,00682392) + (0,00003059)]
= 0,0182078 . vveoeveoeeeeee e eeeeee e e e ees et en e (48)

Esitlik 14°te sicakligin Celcius cinsinden degeri t = 25 °C yerine konularak & degeri

hesaplanmuistir:

e = 87,740 — 0.40008t + 9,398(10)t? — 1,410(10°%)t3
& = 87,740 — 0.40008 (25) + 9,398(10%)(25)? — 1,410(10°°)(25)°

= 87,740 — 10,002 + 0,587375 — 0,02203125 ="78,303....crteierieeeieiirieriisre e, (49)
Esitlik 13°te, (49) ve sicakligin Kelvin cinsinden degeri T = 298,15 °K, yerlerine

konularak A sabitinin degeri hesaplanmistir:

A =1,824.108 x (eT)%?
=1,824.10° x (78,303 X 298,15) %2 = 0,51133103.......coevrriererircerreeeeereeseeee e, (50)
Esitlik 19°da, (48) ve (50) yerlerine konularak Sitrik asitin n. ayrismasi i¢in pKakAR)n

degerleri hesaplanmstir:

PKakaRr)n = PKacermyn - AT (2n-1) 1 (1 + V1)

pPKAaKAR),L = pPKaerm),1 - 0,51133103.4/0,0132078 / (1 + +/0,0132078)
=3,13-0,05690532/1,11492519 ="3,08 —
-log Kakar)1= 3,08 — log Kaar)1 = -3,08 — Kakar)1 = 8,3376 X 10™.........cc.co....... (51)
PKaKAR),2 = PKacermy 2 - ANT (2(2)-1) 1 (1 + V1)
=4,76 - 0,51133103+/0,0132078 (3) / 1 + 1/0,0132078
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= 4,76 — (0,51133103) (0,11492519) (3) / 1,11492519 = “4,6

pKakar),12 = pKakar),1 + pKakar)2 = 3,08 + 4,6 = 7,68 —
-log Kakar)12 = 7,68 — log Kakar)12 = -7,68 — Kakar)12 = "2,0803 x 10%................ (52)

PKakAR)3 = PKacermy 3 - ANT (2(3)-1) / (1 + V1)
=6,4-0,51133103/0,0132078 (5) / 1 ++/0,0132078
= 6,4 (0,51133103) (0,11492519) (5) / 1,11492519 = 6,14
PKAKAR),123 = pPKakar),1 + PKakaR),2 + PKakar),3 = 3,08 + 4,6 + 6,14 = 13,82
-log Kakar),123 = 13,82 — log Kakar),123 = -13,82 — Kakar),123 = "1,5136 x 107%4..... (53)

Esitlik 20, Esitlik 21 ve Esitlik 22°de; (38), (51), (52) ve (53) yerlerine konularak sitrik asit

ve sitrat iyonlarinin dengedeki oranlar1 hesaplanmistir:

Kakar)1 = [H2Ci] ant+/ [HzCi] —
[H2Ci]/ [H3Ci] = Kakar),1 / an+
[H2Ci] / [H3Ci] = 8,3376 x 107/ 1,9953.107 = "4,17861976.....cocvevevereeeeerererrreerenene (54)

Kakar).12 = [HCi?] ap+? / [HsCi] —

[HCiZ'] / [H3Ci] = Kaxar),12 / an+?

[HCi?] / [HsCi] = 2,0803 x 109/ (1,9953.104)2

[HCi%] / [HsCi] = 2,0803.10°® / 3,9812.10°8 = ~0,5225300. ... rooeoeoooeoeoeooeoeeoeeereeern (55)

Kakar)12s = [Ci*] an+® / [H3Ci] —

[Ci‘o"] / [HaCi] = Kakar),123 / ap+®

[Ci*]/[HsCi] = 1,5136 x 1071/ (1,9953.10%)3

[Ci*]/[HsCi] = 1,5136 x 1014/ 794,3732.10'**

[Ci%]/ [H3Ci] =70,0010054........c.omieeieeeeeeeeeeeee e eeeete et en st s ettt en s (56)
Sitrik asitin ayrismasi sonucu ¢ozeltiye verilen [H3O*] miktar1 (37), (54), (55) ve (56)’dan

asagidaki sekilde hesaplanmistir:

HiCi < HoCi + H* - HCiZ +H" Ci¥ +H*
Den: 1 (54) (54) (55) (55) (56) (56)
Bas: 1+(54)+(55)+(56) - - S .

(54)+(55)+(56) = 4,17861976 + 0,5225309 + 0,0019054 = 4,70305606
1+(54)+(55)+(56) = 5,70305606

5,70305606 M HsCi 4,70305606 M H* verirse
0,0265355 M HsCi X
X = 0,02188264 Ml....ovveoeooeeeeeeeeeesseseseessoeesessssesseessessssess e s eessessseessesseseseeesesssssseessessseees (57)

KS’nin aldigi [H*] miktar1 (31) ve (50)’den asagidaki sekilde hesaplanmigtir:
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0,02188264 - 0,00019953 = 0,02168734 M H* KS’ye Verilmistir.........cccorrveeiririnennn. (58)

amin degeri (11) ve (51) kullanilarak asagidaki sekilde hesaplanmustir:
amin = 0,02168734 / 0,02985075 = 0,7265258........cceiiiiiiiiiiiieiee e (59)

KS’ye verilen protonlarin da sitrat anyonlariyla birlikte serbest iyon olarak davrandiklari
varsayimi altinda, Esitlik 15°te (42), (45), (46) ve (47) yerlerine konularak, K-Ci

cozeltisinin iyonik kuvvetinin yaklasik olarak alabilecegi en yiiksek deger (Imaks~)

asagidaki sekilde hesaplanmistir:

lnaks~= %2 ¥, ¢i. zi2 = % [(0,01956108 x 1) + (0,00170598 x 4) + (0,0000034 x 9) +
(0,02127047 x 1)]
=1 [(0,01956108) + (0,00682392) + (0,00003059) +
(0,02127047) ]
= 0,02384304 ... ovvveeoeeeeeee e (60)

Esitlik 19°da, (50) ve (60) yerlerine konularak Sitrik asitin n. ayrigmast i¢in pKaaRr),n

degerleri hesaplanmustir:

PKaKAR)n = PKATERM)N = A/ Lnaks- (20-1) 1 (1 + V1)

PKaKAR),1 = pKaTerM),1 - 0,51133103.4/0,02384304 / (1 +/0,02384304)
=3,13-0,0789556/1,15441192 ="3,06 —
-log Kaiar)1= 3,06 — log Kaxar)1 = -3,06 — Kakary1 = 8,6775 X 10™.......c.cceveeve. (61)

PKAKAR),2 = PKATERM),2 = Ay I;maks (2(2)-1) 1 (1 + / I;maks”)
=4,76 - 0,51133103+/0,02384304 (3) / 1 +1/0,02384304
=4,76 — 0,23686681/1,15441192 ="4,55

PKakar),12 = pPKaKaAR),1 + pPKaKaR),2 = 3,06 + 4,55 =7,61 —
-log Kakar)12 = 7,61 — log Kakar)12 = -7,61 — Kakar)12 = 2,428 x 10%.................. (62)

PKAKAR),3 = PKATERM),3 = Ay I;maks-(2(3)-1) 1 (1 + \/ Inaks)
=6,4-0,511331031/0,02384304 (5) /1 ++/0,02384304
=6,4-0,39477802/1,15441192 ="6,06

PKAKAR),123 = pPKaKkaR),1 + PKaKkAR),2 + PKakar),3 = 3,06 + 4,55 + 6,06 = 13,67
-log Kakar) 123 = 13,67 — log Kawar)123 = -13,67 — Kakar)123 = 2,138 x 1024........ (63)

Esitlik 20, Esitlik 21 ve Esitlik 22°de; (38), (61), (62) ve (63) yerlerine konularak sitrik asit

ve sitrat iyonlarinin dengedeki oranlar1 hesaplanmistir:

Kakar)1 = [H2Ci] an+/ [H3Ci] —
[H2Ci] / [H3Ci] = Kaar),1 / ant

116



[H2Ci] / [H3Ci] = 8,6775 X 104/ 1,9953.10°4 = “4,34897008.........v.ccoreereeereerresrerereereen (64)

Kakar)12 = [HCi?] ap+? / [HsCi] —

[HCi?] / [H3Ci] = Kakary12 / an+?

[HCi%] / [HsCi] = 2,428 x 10°%/ (1,9953.10%)2

[HCi%]/ [H3Ci] = 2,428 x 108/ 3,9812.108 =~0,60986637.........coevrvrrrrrrrerererrerrernnn, (65)

Kawar)12s = [Ci*] an+® / [H3Ci] —

[Ci*]/ [HsCi] = Kakar),123 / an+?

[Ci*]/ [HsCi] = 2,138 x 101/ (1,9953.10%)3

[Ci*]/ [HsCi] = 2,138 x 10714/ 794,3732.101*

[Ci%]/ [H3Ci] =70,00269143........ooeeeeeeeeeeee et (66)
Sitrik asitin ayrigsmasi sonucu ¢ozeltiye verilen [H3O*] miktar1 (37), (64), (65) ve (66)’dan

asagidaki sekilde hesaplanmustir:

HsCi — H.Ci + H* — HCi¥ +Ht < Ci¥+H*
Den: 1 (64) (64) (65) (65) (66) (66)
Bas: 1+(64)+(65)+(66) - - - - - -

(64)+(65)+(66) = 4,34897008+ 0,60986637+ 0,00269143 = 4,96152788
1+(64)+(65)+(66) = 5,96152788

5,96152788 M HsCi 4,96152788 M H* verirse
0,0265355 M HsCi X
X = 0,02208438 Mi....ovvvvveeeeroeeseeeeeseeeesseesssessesseseseseeessssssssssesseseessesessssseesseeesessssseseeenes (67)

KS’nin aldigi [H*] miktar1 (38) ve (67)’dan asagidaki sekilde hesaplanmustir:
0,02208438 - 0,00019953 = 0,02188485 M H* KS’ye verilmistir.........ccccocervrerrrerernnenn. (68)

amaks~degeri (18) ve (68) kullanilarak asagidaki sekilde hesaplanmistir:
Omaks~ = 0,02188485 / 0,02985075 = 0,733142383.....c.coiiiiiiiiiiieieeieieie e (69)

D. TMKDb’nin Asetilasyon ve Trimetilasyon Derecelerinin Hesaplanmasi
Esitlik 23’te, [CH3] ve [H] degerleri (Ek 2C) vyerlerine konularak TMKDb’nin %
Asetilasyon derecesi hesaplanabilir. Esitlik 3’te, % Asetilasyon derecesinin séz konusu

degeri yerine konularak %DD degerleri belirlenmistir:
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Esitlik 24’de, [(CH3)3] ve [H] degerleri (Ek 2C) yerlerine konularak TMKb’nin % N,N,N

Trimetilasyon derecesi hesaplanmistir:

% -N*Mes = (% x 1) X100 = (B2 ) 2100 =79 (71)

Esitlik 25’te, [(3 — OCH3)] ve [H] degerleri (Ek 2C) yerlerine konularak TMKb’nin %3-

O-metilasyon derecesi hesaplanmaistir:

% 3-OMe = (% % 2)x200= (22) X100 =68 ..o (72)

Esitlik 26'da, [(6 — OCH3)] ve [H] degerleri (Ek 2C), yerlerine konularak TMKb’nin %6-

O-metilasyon derecesi hesaplanmustir:

% 6-OMe = (@ % 2 X200 = (22 ) X100 =68 ..o (73)

E. TMKDb’nin icerdigi Kitosan Ana Zincirinin Derisiminin Hesaplanmasi

(70), (71), (72) ve (73) kullanilarak TMKDb-CI tuzunun monomerinin ortalama mol kditlesi

hesaplanmustir:

Mumonomer = (221,21 x 16) + (179,17 x 84) + (79 x 3 x 15,03) + (79 x 35,45) + (15,03 x 68)
+ (15,03 x 68) / 100 = ~241,96

241,96 g TMKb 185,9 g Kitosan ana zinciri icerirse
0,325 ¢ X

X =249,7 mg

50 ml ¢ozelti 249,7 mg Kitosan ana zinciri igerirse
1 ml ¢ozelti y

y ="5 mg — Crmkp= Smg/ml’dir.

Ek 2. 1TH NMR Spektrumlar

A. Kitosan Numunelerinin 1H NMR Spektrumlar:

118



C3646

1.2 mg/500 ul D20/DC (2% w/w)
NaTMSPA (~1 mM)

HCN Cold probe
Aglent Tech DD2
600 MHz NMR

20-03-2018

T T
10 9 8 7 6 5

w
N
-
o

1H (ppm)

Sekil 1. KH’nin D,O / DCI (%2 w/w) ve 47 ° C'deki 1H NMR spektrumu.

151214

1.2 mg/600 ul D20/DCI (2 % w/w)
NaTMSPA (~1 mM)

HCN Cold probe
Aglent Tech DD2
600 MHz NMR

22-03-2018

T T
10 9 8 7 6 5
1H (ppm)

Sekil 2. KS’nin D20 / DCI (%2 w/w) ve 47 ° C'deki 1H NMR spektrumu.

B. TMK’nin 2D COSY, 1H-13C HSQC ve 1H-13C HMBC Spektrumlari
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I PP

XIV rt
4 mg/600 ul D20
NaTMSPA (~1 mM) s
4 0 0
o
HCN Cold probe
Aglent Tech DD2
600 MHz NMR
’ - ri
22-03-2018 ¢
” %?'t' r2
-3

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05 -1.0
1H (ppm)

Sekil 3. TMK’nin D20 ve 47° C'deki COSY NMR spektrumu.

1H (ppm)

XV

4 mg/600 ul D20
NaTMSPA (~1 mM)

‘___me A
HCN Cold probe

Aglent Tech DD2 -
600 MHz NMR

22-03-2018
+

10

F20

F30

k40

F50

60

70

-80

90

F100

F110

120

L130

T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
1H (ppm)

Sekil 4. TMK nin D20 ve 47° C'deki 'H-13C HSQC NMR spektrumu.
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XIv i --10
. o
4 mg/600 ul D20 N
NaTMSPA (~1 mM) . +10
HCN Cold probe - - r20
Aglent Tech DD2 L30
600 MHz NMR - - =
L 40
22-03-2018
. L o = >0
. Py ad [ 60
g [70
a:
H -3 Q, ? 80
H L 90
. E 100
: 110
I 120
F130
, I 140
; L1s0
o I 160
: 170
- . e ‘- I 180
I 190
L 200
T T T T T T T T T T T T T T T 1
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 -05 -10
1H (ppm)
Sekil 5. TMK ’nin D20 ve 47° C'deki *H-*C HMBC NMR spektrumu.
C. TMK ve TMKb Numunelerinin 1H NMR Spektrumlar:
XV
4,20 mg/500 ul D20
NaTMSPA
HCN Cold probe
Aglent Tech DD2
600 MHz NMR
20-03-2018
\ ] . ey Y
7.5 ?‘.0 EI.S 6.0 5‘.5 SI.U 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘0 2‘.5 ZI.G 1‘.5 110 E:‘E DI.D -l'll.S -1‘.0 —1‘5 —2‘.(

1H (ppm)

Sekil 6. TMK’nin D20 ve 47 ° C'deki 1H NMR spektrumu.
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XIV2b

~1.25 mg/600 ul D20
NaTMSPA (~1 mM)

HCN Cold probe
Aglent Tech DD2
600 MHz NMR

20-03-2018

Sekil 7. TMKb’nin D20 ve 47 ° C'deki 1H NMR spektrumu.

IV
XIVb

60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3B 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16
TH (ppm)

Sekil 8. TMK ve TMKb’nin D20 ve 47 © C'deki 1H NMR spektrumlari. Spektrumlar

anomerik protonlarin integraline normalize edilmistir.
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Ek 3. Molekiil Agirhiklar
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Sekil 1. KH’nin BDK analizinin sonucu.
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Sekil 2. KS’nin BDK analizinin sonucu.
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Sekil 3. TMKa’nin BDK analizinin sonucu.
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Sekil 4. TMKb’nin BDK analizinin sonucu.
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Number of Salt Bridge Interactions

Number of Salt Bridge Interactions

Ek 4. Bilesikler ve DPPC Arasindaki Iyonik/Elektrostatik Etkilesimlerin Grafiksel

Olarak Gosterimi
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Sekil 1. Notr alfa kitosan ve DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
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Alpha Chitosan Positive and DPPC at 3A
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Alpha Chitosan Positive and DPPC at 5A
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Sekil 2. Pozitif yiiklii alfa kitosan ve DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
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Sekil 3. Alfa dimetil kitosan ve DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
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Sekil 4. Alfa trimetil kitosan ve DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
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Sekil 5. Notr beta kitosan ve
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Salt Bridge Interactions
Beta Chitosan Positive and DPPC at 3A

DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
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Sekil 6. Pozitif yiiklii beta kitosan ve DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
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Beta Dimethyl Chitosan and DPPC at 3A
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Sekil 7. Beta dimetil kitosan ve DPPC arasindaki iyonik/elektrostatik etkilesimler.
Salt Bridge Interactions Salt Bridge Interactions Salt Bridge Interactions
Beta Trimethy| Chitosan and DPPC at 3A Beta Trimethyl Chitosan and DPPC at 5A Beta Trimethyl Chitosan and DPPC at 8A
— MD1-0.0% 5 — MD1-3.9% — MD1-123%
o0 —— MD2-0.0% — MDZ2-11% 12 —— MD2-8.7%
L — MD3-0.0% . — MD3-147% | — MD3-25.1%
5 54 H
- g 210
£ 002 8 8
8 = o
= 3 &
£ 8
H §? 8
£ o000 5 E
= = )
& F2 H
3 002 ® )
H
2 £ £
H 22
-0.04
o 0 l l
0 200 400 600 800 1000
Frames 0 200 200 600 800 1000 o 200 %00 800 1000
Frames Frames

Sekil 8.
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EK 5. istatistiksel Analiz

Pairwise Comparisons

Jal 1K _yd
T

Each node shows the sample average rank.

SamplelSamplez oSt S Sl Test g agysig.

Jel_2M_yd-Jel_2K_yd 000 1155 000 1.000 1.000
Jel_2M_yd-K_Ac_yd 333 1.155 289 773 1.000
Jel_2M_yd K_yd 1333 1.155 289 773 1.000
Jel_2M_yd-Jel_1K_yd 333 1155 289 773 1.000
Jel_2M_yd-Jel_1M_yd &1 1.155 529 597 1.000
Jel_2M_yd TMK_yd 3222 1.155 2791 005 147
Jel_2M_yd-K_Ci_yd 4,500 1.155 3.897 000 003
Jel_2K_yd-K_Ac_yd 333 1.155 289 773 1.000
Jel_2K_yd-K_yd 333 1.155 289 773 1.000
Jel_2K_yd-Jel_1K_yd 333 1.155 289 773 1.000
Jel_2K_yd-Jel_1M_yd &1 1.155 529 597 1.000
Jel_2K_yd-TMK_yd 3222 1155 2791 005 147
Jel_2K_yd-K_Ci_yd 4,500 1.155 3.897 000 003
K_Ac_yd-K_yd 000 1.155 000 1.000 1.000
K_Ac_yd-Jel_1K_yd 000 1.155 000 1.000 1.000
K_Ac_yd-Jel_1M_yd -278 1.155 -2 810 1.000
K_Ac_yd- TMK_yd -2.889 1.155 -2502 012 (346
K_Ac_yd-K_Ci_yd -4.167 1.155 -3.608 000 009
K_yd-Jel_1K_yd 000 1.155 000 1.000 1.000
K_yd-Jel_1M_yd -278 1.155 -2 810 1.000
K_yd-TMK_yd 2,889 1.155 2502 012 346
K_yd-K_Ci_yd 4167 1.155 3,608 000 003
Jel_1K_yd-Jel_1M_yd 278 1.155 241 810 1.000
Jel_1K_yd-TMK_yd 2,889 1.155 2,502 012 346
Jel_1K_yd-K_Ci_yd 4167 1.155 3608 ono .009
Jel_1M_yd-TMK_yd 2611 1185 2.261 024 (665
Jel_1M_yd-K_Ci_yd 3.880 1.155 3.368 001 o
TMK_yd-K_Ci_yd 1.278 1.155 1107 268 1.000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions

are the same.

styrnptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is .

5i<jniﬁcance values have been adjusted by the Bonferroni cormaction for multiple
Taehe
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Ek 6. In vitro Kan Deneyi Etik Kurul Belgesi







FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HACETTEPE UNIVERSITESI
B DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTIT{S{
BIYOLOJI ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Tarih: 12/07/2019

Tez Bashg / Konusu: Kitosan Tiirevlerini Igeren Hidrojellerin ve Cozeltilerin Hemostatik Ozelliklerinin
Degerlendirilmesi - Assessment of Hemostatic Characteristics of Hydrogels and Solutions Containing
Chitosan Deriatives

Yukarida basligi/konusu gosterilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, c) Ana béliimler d) Sonug kisimlarindan
olusan toplam 89 sayfahk kismina iliskin, 12/07/2019 tarihinde—sahsmm/tez danismamm tarafindan Turnitin adli
intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin
benzerlik oran % 8 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakga hari¢
2- Ahntlar harig/dahit—
3- 5kelimeden daha az értiisme iceren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orjinallik Raporu Alinmas: ve Kullanilmas: Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettifimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim,

12/07/2019

AdiSoyadi:  Sitki Doga ELCI &Olm

Ogrenci No: N10142597

Anabilim Dali:  Biyoloji

Programi: Biyoloji

Statiisii: [ ]| Y.Lisans X Doktora [] Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.
Y
/ r’_.-‘ —
LAUUNAA

Prof. Dr. E. Sibel SUMER
(Unvan, Ad Soyad, imza)

130




OZGECMIS

Kimlik Bilgileri

Ad1 Soyadi : Sitk1 Doga Elgi

Dogum Yeri ve Yili : Ankara/1979

Medeni Hali : Bekar

E-posta : doga.elci@lumilabs.com.tr

Adresi : Birlik Mah. 450. Cad. 445. Sk. Vadi 2000 Sit. A-9 Cankaya,
Ankara.

Egitim

Lise : 1994-1997 Ozel Ar1 Fen Lisesi

Lisans : 1997-2002 Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumu

Yuksek Lisans ; 2002-2005 Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri
Enstitusi, Biyoloji Bélimd, Biyoteknoloji ABD

Doktora : 2010-2019 Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri

Enstitlisi, Biyoloji Bolimi, Mol. Biyoloji ABD

Yabanca Dil ve Dizeyi
Ingilizce : IELTS: Dinleme: 7.0, Okuma: 7.0, Yazma: 7.0,

Konusma: 7.5

Is Deneyimi

1. May1s 2009 — Haziran 2010 Metis Biyoteknoloji ve Dis Tic. Ltd. Sti. Ar-Ge Sorumlusu
2. Kasim 2013 — Polikinetik Medikal T1b. Cih. Paz. Ima. San. ve Tic. Ltd. Sti. Genel
Madar

Deneyim Alanlari

Primer tasarimi, PCR, rekombinant DNA teknolojisi, klonlama, DNA dizianalizi, prob
tasarimi, qPCR teknikleri, polimer kimyasi.

131


mailto:doga.elci@lumilabs.com.tr

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitceleri
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