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Plastik yapiminda kullanilan bir¢ok farkli kimyasal grubun son derece toksik
oldugu ve cevre i¢in ciddi bir tehdit olusturdugu bilinmektedir. Bu amacla biyosentetik

ve biyobozunur biyopolimerler, bu 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir.

Polihidroksialkanoatlar (PHA), besin sinirlayict kosullarda hiicre i¢i karbon ve
enerji depo maddesi olarak bir¢ok mikroorganizma tarafindan sentezlenebilir. PHA’lar1
kimyasal olarak sentezlemek olduk¢a zor oldugundan, mikroorganizmalar, bu polimerin

yliksek saflikta iiretilmesi i¢in 6nemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde ila¢ tasinmasinda ortaya c¢ikan sorunlari azaltmak igin yeni
teknolojilerden faydalanilmaktadir. Fizyolojik kosullarda biyouyumlu ve biyobozunabilir
polimerler ilag tagima sistemlerinin gelistirilmesinde biyobozunur olmayan polimerlere

gore daha fazla tercih edilmektedir.

Bu calismada, kisa zincir uzunlugundaki polihidroksialkanoat (scl-PHA)’1n gram-
pozitif bir bakteri olan Bacillus cereus susu kullanilarak sentezlenmesi, saflastirilmasi ve
bu iiriiniin denizanas1 kollajeni (jellyfish collagen) ile formiile edilerek yara iyi edici
sistemlerin hazirlanmasinda kullanilmasi amag¢lanmistir. Hazirlanan sistemlerin ise,
fizikokimyasal karakterizasyonu degerlendirilmis ve HaCaT keratinosit hiicre hatti

tizerinde etkileri aragtirilmis.

Anahtar Sézciikler: Polihidroksialkanoat (PHA), scl-PHA, Bacillus cereus, Ila¢ tasiyic

sistem, Kollajen



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERISATION OF SHORT CHAIN LENGTH (SCL)
POLYHYDROXYALKANOATE (PHA) FROM BACILLUS AND FORMULATION
OF IT WITH COLLAGEN

Miiserref YILMAZ

Department of Advance Technologies
Programme in Biotechnology
Anadolu University, Graduate School of Natural and Applied Sciences, August 2020
Supervisor: Assoc. Prof. Giilay BUYUKKOROGLU

It is known that many different chemical groups used in the construction of plastics
are extremely toxic and be a serious threat to the environment. Nowadays, with increasing
concern, biosynthetic and biodegradable biopolymers are of great interest due to their

properties.

Polyhydroxyalkanoates (PHA) can be synthesized by many microorganisms as
intracellular carbon and energy storage material in nutrient limiting conditions. Since
chemically synthesizing of PHAs is quite difficult, microorganisms are used as an

important source for the production of this polymer in high purity.

Today, new technologies are being exploited to reduce the problems of drug
delivery. In physiological conditions, biocompatible and biodegradable polymers are
more preferred over non-biodegradable polymers in the development of drug delivery

systems.

In this study, it is aimed to synthesize, purify the short chain length
polyhydroxyalkanoate (Scl-PHA) using Bacillus cereus strain, a gram-positive
bacterium, and use this product in the preparation of wound healing systems by
formulating it with jellyfish collagen. The physicochemical characterization of the
prepared systems has been evaluated and the effects on the HaCaT keratinocyte cell line

have been investigated.

Keywords: Polyhydroxybutyrate (PHB), scl-PHA, Bacillus cereus, Drug delivery

systems, Collagen
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1. GIRIiS

Plastikler, modern yasamda yasam kalitesini ve konforunu artirmak igin, yillar
icerisinde tibbi ve endiistriyel alanlarda, tek kullanimlik donanimlar, ambalajlar, ev
esyalar1, makine c¢erceveleri ve aksesuarlari gibi genis uygulama alanlar1 nedeniyle
degerli malzemeler haline gelmislerdir. Petrol tiirevi plastikler iizerine biiyiik oranda
bagimli olunmasi, ham petroliin hizla azalmasina ve ciddi kirlilik problemlerine neden
olmustur (Anjum vd., 2016). Bu nedenle, plastik atiklarin g¢evre iizerindeki zararli
etkilerine ¢oziim olarak biyolojik olarak bozunabilen plastiklerin gelistirilmesine
odaklanilmigtir. Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), biyolojik olarak parcalanabilme ve
biyouyumluluk gibi o6zelliklerinden dolayr petrokimyasal plastiklere alternatif
saglamaktadirlar (Salehizadeh ve Van Loosdrecht, 2004). Biyopolimerlerin elde
edilmesinin en Onemli avantaji, geri doniistliriilmesi zor olan ve plastik atilmasindan

kaynaklanan ¢6p ve deniz kirliligi sorunlarini ¢6zebilmektir (Law vd., 2003).

PHA ’lar, bakteriler tarafindan, asir1 karbon varliginda ve azot, magnezyum, oksijen
veya kiikiirt gibi 6nemli sinirlayici besin kosullar altinda enerji ve karbon i¢in depo
bilesikleri olarak sentezlenen biyopoliesterlerdir (Salehizadeh ve Van Loosdrecht, 2004).
PHA’larin bakteriler tarafindan tiretildigi, 1926 yilinda Bacillus megaterium bakterisi
igerisinde, PHA ailesinin bir {iyesi olan polihidroksibiitiratin (PHB) olustugunu bildiren

Maurice Lemoige tarafindan kesfedilmistir (Anjum vd., 2016).

PHB’nin PHA ailesi igerisinde en yaygin iiyesi olmasina ragmen, cesitli
mikroorganizmalar, farkli uzunluklarda PHA ko- ve termopolimerleri iiretebilirler
(Obruca vd., 2017). Karbon sayilarina ve farkli malzeme 6zelliklerine bagli olarak iki ana
gruba ayrilirlar. Kisa zincir uzunluguna sahip PHA’lar (scl-PHA), 3 ila 5 karbon sayisina
sahip monomerlerden olusarak polipropilene benzer termoplastik malzeme 6zelliklerini
gosterirken, orta zincir uzunlugundaki PHA’lar (mcl-PHA), 6 ila 14 karbon atomuna
sahip monomerlerden olusarak kauguga ve elastomere benzer elastik malzeme 6zellikleri

gosterirler (Park vd., 2012).

PHA lar sekerler ve bitkisel yaglar gibi yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilir.
PHA’nin ticari olarak iiretimi, geleneksel plastiklere kiyasla daha yiiksek maliyet
gerektirir (Pillai vd., 2017). Bu biyoplastiklerin iiretimindeki ana maliyet substratin
maliyetidir (Salehizadeh ve Van Loosdrecht, 2004). Biyopolimerler, ambalaj

materyalleri, biyomedikal implant malzemeleri, ilag tasiyici sistemleri, karton ve kagitlar
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tizerindeki suya dayanikli kaplamalar, gida isleme sanayi gibi cesitli alanlardaki
uygulamalar i¢in uygun dzellikleri gdstermektedir (Pillai vd., 2017). Ozellikle, biyolojik
olarak parcalanabilmeleri, biyouyumlu ve toksik olmamalar1 nedeniyle tip ve saglik
alanindaki uygulamalarda giderek daha fazla kullanilmaktadirlar (Law vd., 2003; Obruca
vd., 2017).

flag tastyic1 sistem teknolojisi insan saghigim iyilestirebilme acisindan biiyiik
oneme sahiptir (Masood vd., 2015). Hedefe yonelik ila¢ dagitimi, belirlenen bolgede
diger doku ve organlar1 etkilemeden uygun ilag miktarini saglamaktadir. Bu teknolojiyi
gelistirmek i¢in, biyolojik olarak ¢oziinebilir ve biyolojik olarak uyumlu biyomateryaller
bliytik ilgi gérmiistiir (Bhatia vd., 2019). Biyomedikal uygulamalarda kullanmak {izere
genis Olclide arastirilan PHA polimerleri, hedefe yonelik ilag tasiyict sistem olarak
arastirtlmasiin yaninda doku miihendisliginde de ilgi ¢ekmektedir. PHA bazli yapi
iskelelerinin uygulamalari ile ¢esitli doku miihendisligi alanlarinda 6nemli arastirmalar
yapilmistir. Bunlarin iginde, cilt dokusu lizerine uygulanacak farkli doku iskeleleri de yer
almaktadir ve gelistirilmis bu sistemler ile dikkat c¢ekici yara iyilesme siireclerin

gbzlemlendigi bildirilmistir (Larsson vd., 2014; Masood vd., 2015; Bhatia vd., 2019).

Ideal bir doku iskelesinin, hiicresel aktiviteleri diizenleyen ve mekanik destek
saglayan hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerinin yapisin1 ve fonksiyonunu taklit etmesi
gerekmektedir. Bu nedenle kollajen ¢esitli yara iyi edici doku iskelelerinin

gelistirilmesinde kullanilmistir (Rho vd., 2006).

Kollajen, insan ve hayvan organizmalariin ekstraselliiler matriksinde (ECM) en
bol miktarda bulunan proteindir. Insan viicudunun kuru kiitlesinin dértte birinden
fazlasini olusturur. Bag dokularina kuvvet, elastikiyet ve islevsellik saglar (Collier vd.,
2018). Dogal biyolojik makromolekiiller arasinda kollajen, hemostatik ajan ve yara
pansumani i¢in miikemmel emilebilir bir bilesenidir. Yapilan ¢ok sayida arastirma
kollajenin, ila¢ taginimi1 ve doku mithendisliginde de kullanilabilecegini gostermistir (Sun
vd., 2017). Kollajen, farmasdtik uygulamalarda yaprak/film, siinger, sprey ve hidroel gibi
cesitli sekillerde yara sargi maddesi olarak kullanilmaktadir. Kollajen iceren iskeleler
tizerinde yapilan pek c¢ok calisma, bu iskelelerin iyilesme siirecinin hizlanmasina
yardimci oldugunu, daha hizli bir epitelizasyon sagladigini, filmlerin canlida herhangi bir
toksisite gdstermeden fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu etkili bir

sekilde kolaylastirdigin1 gostermistir (Ramanathan vd., 2017). Kolajen siingerleri,
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hemostazda ve yara iyilesmesinde, iyi gaz geg¢irgenligi, epitel hiicrelerinin biiytimesinin
tesvik edilmesi ve graniilasyon dokusu olusumu gibi miikemmel 6zelliklerinden dolay1

1yi bir sekilde uygulanabilmektedir (Sun vd., 2017).

Bu tez ¢alismasinda; biyobozunur ve biyouyumluluk 6zellikteki scl-PHA’lardan
biri olan polihidroksibutirat (PHB)’1n Bacillus cereus susu kullanilarak {iretilmesinin
ardindan, yara iyilesme silirecinde Onemli etkilere sahip kollajen ile lokal olarak
uygulanabilecek oOzellikte yara ortiilerin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Calismada
kullanilan R.pulmo denizanasi kollajenidir ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
Biyomiihendislik béliimiinden sayin Dr. Ogr. Uyesi Yavuz Emre Arslan’dan temin

edilmistir.
Bu amagla;

— Bacillus cereus susunu, once normal daha sonra ise sinirlayici besin kosullarinda
tireterek PHB sentezinin gergeklestirilmesi,

— Sentezlenen PHB’nin uygun ekstraksiyon yontemleri kullanilarak hiicre
icerisinden ytiksek saflikta ¢ikartilmasi,

— Elde edilen PHB’nin fizikokimyasal karakterizasyonu,

— Denizanasi kollajeninin PHB’ye yiiklenmesi ile yara ortiilerinin eldesi ve

— Yara ortiilerinin in vitro karakterizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmigtir.



2.  GENEL BILGILER
2.1. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Sentetik plastikler ilk kez 1950’lerde ortaya c¢iktigindan beri insan yasaminda
biiylik yer kaplayan ve vazgecilmez endiistriyel bir madde haline gelmistir (Loo ve
Sudesh, 2007; Chee vd., 2010). Plastikler o zamanlardan bu yana bir¢ok evsel, ¢evresel
ve endiistriyel malzemelerde yerini almislardir. Bu yaygin uygulamalari, stabilite,
dayaniklilik, elverisli mekanik ve 1s1l 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Ojumu vd.,
2004). Petrol bazli plastikler, ayn1 zamanda kimyasal bozulma ve mikrobiyal ayristiriima
gibi sert kosullara kars1 dayanikli, cevresel kosullarda uzun 6miirlii ve yiiksek direnglidir
(Loo ve Sudesh, 2007). Bu 6zellik, atilan plastiklerin atik akisina girdiklerinde ¢evre
sorunlar1 olusturmasina neden olmaktadir (Chee vd., 2010). Plastik atiklarin yonetimine
ait coziimler arasinda geri doniisiim, biyobozunma, kullanilanilan kaynaklarin azaltilmasi
ve yakma gibi uygulamalar bulunmaktadir. Bu yontemlerin bircogunun kendi iginde
problemleri olsa da 6zellikle plastiklerin yakilmasi sirasinda ortaya ¢ikabilecek hidrojen
siyaniir potansiyel saglik sorunlarina neden olabilir (Khanna ve Srivastava, 2005). Dogal
cevre, bu =zararli plastikler tarafindan siirekli kirlendigi igin arastirmacilar,
polihidroksialkanoatlar (PHA) gibi tamamen biyobozunur plastikler gelistirmislerdir
(Chee vd., 2010; Verlinden vd, 2007).

Biyobozunur  plastikler, ¢ogunlukla  biyobozunur  polyesterler  yani
polihidroksialkanoatlar, polilaktitler, alifatik polyesterler, polisakkaritler ve bunlarin
kopolimeri veya karisimlaridir ve sentetik plastiklerin - yerini almak iizere
gelistirilmektedir (Ojumu vd., 2004). PHA lar, gram pozitif ve gram negatif olmak iizere
en az 75 farkli cinsten bakteri tarafindan sentezlenebilen ¢esitli hidroksialkanoatlarin
(HA) polyesterleridir (Redd vd., 2003). Bakteriyel hiicrelerden elde edilen bu PHAlar
polipropilene benzer materyal ozellik gosterir. Bu polimerlerin dogal, yenilenebilir
kaynaklardan iiretilebilir ve biyouyumlu olusu, diger petrol tiirevi plastiklere gore son

derece onemli avantajlar saglamaktadir (Verlinden vd, 2007).

Bakteriyel hiicrelerdeki polihidroksialkanoat olusumlart ilk olarak 1888’de
Beijerinck tarafindan tarif edilmistir. PHA’lar temel olarak 1925 yilinda Maurice
Lemoigne tarafindan kesfedilmistir. Bu tarihten 6ncesine kadar ise bakteriler igerisinde
bulunan bu maddeler ‘lipit’olarak adlandiriliyordu (Chodak, 2008). Lemoigne, Bacillus

megaterium un anaerobik kosullar altinda 3-hidroksibiitirikasit (3HB) biriktirdigini


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080453163000223#!

gostermigstir. PHA’larin anlasilmasindaki diger bir gelisme ise 1958 yilinda Macrae ve
Wilkinson’in PHA {iretimindeki besin kisitlamalarinin roliinii bulmasiydi (Macrae ve

Wilkinson, 1958; Rai ve Roy, 2011).

Wallen ve Rohwender 1974°te 3HB disindaki hidroksialkanoatlarin (HA) varligini
tanimlamiglardir (Sudesh vd., 2000). 1983°te yapilan bir ¢alismada, poli-beta-
hidroksialkanoat (PHA) olarak adlandirilan bu karma polimerin kapiller gaz-sivi
kromatografisi ile yapilan analizinde en az 11 farkli kisa zincirli beta-hidroksiasit
bulundugu gosterilmistir (Findlay ve White,1983). Mikrobiyal PHA’da 3HB disindaki
farkli HA birimlerinin tanimlanmasinin, bu bakteriel polimerlerin ticari ¢alismalar
tizerinde bliylik etkisi olmustur. Poli 3-hidroksibiitiratin [PHB, P(3HB)] homopolimeri
tek basina kirilgan bir malzeme olsa da bu yapinin igerisine ikinci bir monomer biriminin
ilave edilmesi bu yapinin 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide arttirabilir (Sudesh ve ark., 2000).
Alcaligenes eutrophus kullanilarak yapilan bir calismada 3-hidroksibutirat (3HB) ve 3-
hidroksivalerat (3HV)’tan olusan bir kopolimerin ilk endiistriyel iiretimi
gerceklestirilmistir. Ortaya c¢ikan bu ticari polyester {iriinii '"BIOPOL® olarak
adlandirilmisgtir (Braunegg vd., 1998; Sudesh vd., 2000; Chodak, 2008).

1976 yilinda Ingiltere’nin imparatorluk Kimya Endiistrileri (Imperial Chemical
Industries (ICI)) tarafindan P (3HB)’nin, bakteriyel fermantasyon yoluyla fotosentez
kaynakli karbonhidrat hammaddelerinden kazancli bir sekilde iiretilip iiretilemeyecegi

arastirilmaya baglamistir (Braunegg vd., 1998).

1970’11 yillarin sonunda baglayan molekiiler biyolojideki gelismeler, PHA
biyosentezinde yer alan bazi genlerin klonlanmasinin arastirilmasina neden olmus ve
1980’lerin sonunda PHA biyosentezinde rol alan genler Ralstonia eutropha’da
klonlanmis ve Escherichia coli ‘de fonksiyonel olarak aktif oldugu gosterilmistir (Sekil

2.1.) (Chodak, 2008).
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Sudanofilik inkliizyonlar tanimlanmas

P(3HB)' nin tanimlanmasi

P (3HB) fonksiyonlarinin belirlenmesi
Dogal P (3HB) graniillerinin ozelliklerinin belirlenmesi
"""" * 3HB digindaki 3-hidroksialkanoatlarin tamimlanmasi

3-, 4-, 5- hidroksiallkanoat birimleri iceren PHA liretimi
P(3HB-ko-3HV)'nin endiistriyel iiretimi

PHA biyosentez genlerinin klonlanmasi

Rekombinant bakterilerde PHA iiretimi

Hareketli P(3HB)'nin in vivo NMR ile gbzlemlenmesi

Transgenik bitkilerde PHA tiretimi

PHA'nin in vitro biyosentezi

PHA biyosentezini merkezi metabolik yolaklara
baglayan yolaklarin belirlenmesi

Sekil 2.1. PHA larin tarihsel gelisimi (Sudesh ve ark., 2000)

2.2. Polihidroksialkanoatlarin Yapisi ve Ozellikleri
2.2.1. PHA graniillerinin yapis1

Prokaryotik mikroorganizmalar, dogada uzun siire a¢ kaldiklarinda hayatta kalmak
icin dnemli besin maddeleri depolarlar. PHA’lar, mikroorganizmalarin bu sekilde stres
kosullarinda ve karbon kaynagi fazlaliginda biriktirdigi depolama bilesigidir. Bunun i¢in,
once karbon kaynaklar1 6ziimlenir, hidroksialkanoat (HA) bilesiklerine doniistiiriiliir ve
yiksek molekiiler agirlikli PHA’lara polimerize edilirler. Sonug¢ olarak hiicre
sitoplazmasinda suda ¢oziinmeyen graniiller olarak depolanirlar (Holmes, 1988; Loo ve
Sudesh, 2007). PHA graniilleri tipik olarak 0.2-0.5 pm c¢apindadir. PHA igeren
bakterilerin ince kesitleri transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelendiginde

graniiller Sekil 2.2.”deki gibi gézlemlenmistir (Sudesh vd., 2000).

Nil Kirmizi, Nil Mavisi A (NBA) ve Sudan Siyah B (SBB) PHA graniillerinin segici

olarak boyanmasinda en ¢ok kullanilan boyalar arasindadir (Mesquita vd., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0079670000000356#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0079670000000356#!

Sekil 2.2. PHA graniillerinin transmisyon elektron mikroskobu ile gériintiilenmesi (4. Loo ve Sudesh,
2007 B. Sudesh vd., 2000)

Mikroorganizmalar kuru hiicre agirliklarina gore hiicre agirliginin %80 (a/a) veya
daha fazlasina kadar PHA biriktirebilirler. Depolanan polimer graniilleri bir fosfolipid ve
protein tabakasi ile kaplanmistir. Graniile bagh proteinler, PHA’larin sentezinde,
graniillerin olugsmasinda ve sonrasinda PHA’larin par¢alanmasinda 6nemli rol oynar

(Sekil 2.3.) (Potter ve Steinbiichel, 2005).

Yapisal Protein  pgvester Sentaz

Depolimeraz l /
Regulator Protein

Fosfolipidler

—_——
300 - 500 nm

Sekil 2.3. PHA graniilii tizerindeki graniil-iliskili proteinlerin sematik gosterimi (Grage vd., 2009)

PHA’lar in vivo ortamda, amorf ve suda ¢oziinmeyen graniiller halinde mevcutken
in vitro ortamda, petrokimyasal termoplastiklere benzer sekilde sert ve kirilgan
kristalimsi ~ Ozellik gosterirler (Muhammadi vd., 2015). PHA graniillerinin

arastirilmasinda saflastirma teknigi ¢ok 6nemlidir. PHA’da meydana gelen denatiirasyon
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ve kristalizasyon, genellikle fazla sonikasyon, donma ve ¢6zme dongiileri veya
solventlere, deterjanlara maruz kalmasi1 gibi fiziksel streslere bagli olarak degisiklik
gozterir. Bu nedenle saflastirma isleminde dogru teknigin secilmesi 6nemlidir (Grage vd.,

2009).

2.2.2. Kimyasal o6zellikleri

PHA’lar, R-hidroksialkanoik asit (HA) monomerlerinin termoplastik veya
elastomerik polyesterleridir (Prieto vd., 2007; Keshavarz ve Roy, 2010). Bu polimerlerde,
bir monomerin karboksil grubu ile komsu monomerin hidroksil grubu arasinda bir ester
bag1 olusur (Muhammadi vd., 2015). Giiniimiizde, homopolimer veya kopolimer olarak
tanimlanan yaklasik 150 farkli PHA bileseni bulunmustur. PHA tipleri igerisindeki bu
farkliligin nedeni, mikroorganizmalain farkli karbon kaynaklarmi besin olarak
kullanmasindan ve PHA sentazlarin genis substrat ozgiilliiglinden kaynaklanmaktadir
(Loo ve Sudesh, 2007). Bakteriler, metabolik yolaklar yoluyla PHA’larin optik olarak
aktif homopolimerleri ve 4 ile 14 karbon atomu arasinda degisen kopolimerlerini

sentezlerler (Sekil 2.4) (Taguchi ve Doi, 2004).

| I ¥ I

:

CH C CH L
\Rfa/ \F'c*uzm/ \{-}/ g \"\D/]../

(CH,)x

Sekil 2.4. Polihidroksialkanoatlarin genel yapisi. Ri/R> = alkil gruplar, C;-Cj3, x=1-4, n= 100-30000
(Philip vd., 2007)

Yapisal olarak PHA ailesi kisa zincir uzunlugunda ve orta zincir uzunlugunda
polihidroksialkanoatlar olmak iizere iki gruba ayrilabilir (Anjum vd., 2016). 3 ila 5
karbon atomu tasiyan PHA’lar kisa zincirli PHA’lar (scl-PHA) olarak adlandirilir
(Keshavarz ve Roy, 2010). Bu grubun en yaygin ornekleri, poli (3-hidroksibutirat)
P(3HB), poli (4-hidroksibutirat) P(4HB) ve poli (3-hidroksivalerat) P (3HV) ya da P
(3HB-ko-3HV) kopolimeridir (Keshavarz ve Roy, 2010; Anjum vd., 2016). Poli (3-
hidroksibutirat) P(3HB), en yaygin PHA’ dir (Zinn vd., 2001). Ralstonia eutropha ve
diger bircok bakteri tiirii scl-PHA’lar1 sentezleyebilir (Visakh, 2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527410000275#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527410000275#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527410000275#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527410000275#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527410000275#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527410000275#!

Orta zincirli PHAlar ise 6 ila 14 karbon atomu icerir. Bu grubun 6rnekleri arasinda,
poli (3-hidroksiheksanoat) P (3HHXx), poli (3-hidroksioktanoat) P (3HO) ve P (3HHx-ko-
3HO) gibi heteropolimerler bulunur (Keshavarz ve Roy, 2010). Mcl-PHA sentezini,
Pseudomonas oleovorans ve diger birgok bakteri tiirlii gerceklestirebilmektedir (Visakh,
2014). ki simf arasindaki temel fark, belirli bir karbon atomu uzunlugundaki 3HA (3-
hidroksialkanoat)’y1 kabul edebilen PHA sentazlarin substrat spesifikliginden
kaynaklanmaktadir. Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) (P(3HB-ko-3HHXx))
gibi hem kisa zincirli hem de orta zincirli birimler igeren hibrit polimerler de

bulunmaktadir (Anjum vd., 2016).

Polihidroksialkanoatlarin, icerdikleri alkil gruplarina goére (R- Grubu)

adlandirilmasi Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. R gruplarina gére PHA 'larin adlandirilmasi (Bagheriasl, 2012)

Polimer Ad1 R- Grubu Kisaltma
Poli (3-hidroksipropiyonat) Hidrojen- H PHP
Poli (3-hidroksibiitirat) Metil- CH3 PHB
Poli (3-hidroksivalerat) Etil- CH,CHj; PHV
Poli (3-hidroksiheksanoat) Propil- (CH»),CHj3 PHHx
Poli (3-hidroksiheptanoat) Biitil- (CH;);CHj3 PHH
Poli (3-hidroksioktanoat) Pentil- (CH;)4CHj3 PHO
Poli (3-hidroksinonanoat) Heksil- (CH;)sCH3 PHN
Poli (3-hidroksidekanoat) Heptil- (CH»)sCH3 PHD
Poli (3-hidroksiandekanoat) Oktil- (CH2);CH3 PHUD
Poli (3-hidroksidodekanoat) Oktil- (CH,)7CHj3 PHDD

Su ana kadar, diiz, dallanmis, doymus, doymamis ve aromatik gibi ¢ok c¢esitli
monomerlere sahip PHA’lar bulunmustur. Bu 6zelliklere sahip PHA’larin yan zincir
uzunluklar ve fonksiyonel gruplari, olusacak biyoplastigin, erime noktasi, camsi gegis
sicakligr ve kristallik (sertlik/esneklik) gibi 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir

(Zinn vd., 2001).

2.2.3. Fiziksel ve mekanik ozellikleri
PHA’larin biyouyumlu, biyobozunur ve nontoksik olmasi gibi 6zellikleri onlara

sentetik polimerlerden 6zellikle poliproline gore avantaj saglamaktadir (Yousuf, 2017).
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Polimerler genellikle hem amorf hem de kristal bolgelerden olusmaktadir. Dogrusal bir
molekiiliin rastgele diizenlenmesinden olusuyorsa, amorf polimer, dogrusal zincirlerden
olusuyorsa kristalimsi bir polimer olusur. Polimerlerin optik Ozellikleri, kristallik
derecesinden 6nemli dl¢lide etkilenir. Kristal polimerler, onlar1 opak hale getiren daha
biiyiik bir kirilma indeksinden olusurken amorf polimerler saydam olabilir (Bagheriasl,

2012).

PHA'min mekanik 0Ozellikleri, HA’larin  dalli  uzunluguna veya polimer
omurgalarindaki ester baglantilar1 arasindaki mesafeye bagli olarak kirilgan ila esnek/
elastik arasinda degisir. PHA biyosentezindeki degiskenlik, sert ve kirillgan plastiklerden
kaucuklu polimerlere kadar degisen fiziksel Ozelliklere sahip biyopolimerlerin
tiretilmesini miimkiin kilar (Muhammadi vd., 2015). Kisa zincir uzunlugundaki
polimerler (scl-PHA), %60-80 arasinda yiiksek bir kristallik derecesine sahiptir ve sert-
kirillgan o6zellik gosterirken, orta zincir uzunlugundaki polimerler (mcl-PHA), diisiik
gerilme kuvveti, yliksek kopma uzamasi, diisiik erime sicakligi ve diisiikk kristallik

derecesine sahiptir ve esnek, elastik malzemelerdir (Anjum vd., 2016).

2.2.3.1. Kisa zincir uzunlugundaki polihidroksialkanoatlarin (scl-PHA) fiziksel
ozellikleri

PHB’ler, biyolojik olarak iiretilen makromolekiillerin stereo diizenliligi sebebiyle,
sert ve kirilgan olan yiiksek kristal 6zellige sahip polimerlerdir ve termal olarak
kararsizlardir (Padermshoke vd., 2005). PHB molekiiliiniin erime sicakligi (Tm) 180 °C,
termal bozunma sicakligi 200 °C’ye yakindir ve molekiiler agirligi, Tm’nin hemen
tizerindeki sicakliklarda 6nemli 6l¢iide diismektedir (Kim ve Lenz, 2001; Padermshoke
vd., 2005). PHB, kopma sirasinda diisiik bir uzamaya sahiptir. Sahip oldugu bu zayif
mekanik 6zellikler onlarin endiistriyel alanlardaki uygulamalarini kisitlar. Sonug olarak
mekanik oOzelliklerini iyilestirmek i¢in kopolimer olusumuyla PHB’nin o6zellikleri
arttirtlabilir (Yousuf, 2017). PHB’nin erime sicakligim diisiirmek ve morfolojisini
degistirmek i¢in yapisina, 3-hidroksivalerat (3HV) birimlerinin eklenmesiyle elde edilen
kopolimer poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) [poli (3HB-ko-3HV)], poli
(3HB)’den daha diisiik erime sicakligina ve daha yiiksek esneklige sahiptir. Ticari olarak
iiretilen bu {iriin BIOPOL® ad1 altinda satilmaktadir (Kim ve Lenz, 2001).

Olusturulan  diger bir kopolimer olan poli  (3-hidroksibutirat-ko-3-
hidroksiheksanoat) [P (HB-ko-HHx)]’1n farklt % mol oranlari, poli (3HB-ko-3HV) ile
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karsilagtirildiginda Tm degerlerinde daha biiyiik diisiisler gozlemlendigi rapor edilmistir
(Tablo 2.2) (Padermshoke vd., 2005).

Tablo 2.2. PHA kopolimerlerinin mekanik ozelliklerinin ortak plastiklerle karsilastirilmast (Loo ve Sudesh,
2007)

Polimer Cam Gegis | Erime Sicakligi = Gerilme Kopma
Sicakligy1 (Tg) | (Tm) Kuvveti (Mpa) = Uzamast (%)

P(3HB) 4 180 43 5
P(3HB-ko-20 mol %3HV) -1 145 20 50
P(3HB-ko-16 mol %4HB) -7 150 26 444
P(3HB-ko-10 mol %3HHXx) -1 127 21 400
P(3HB-ko-15 mol %3HHXx) - 115 23 760
P(3HB-ko-17 mol % 3HHXx) - 120 20 850
Polipropilen -10 176 38 400
Diisiik yogunluklu polietilen -30 130 10 620

PHB’ler 200.000- 3.000.000 Da arasinda degisebilen yiiksek bir molekiiler agirliga
sahiptir. Polimerler iiretilirken, molekiiler agirliklar1 dikkate alinmalidir. Ciinkii bir
polimerin molekiiler agirlig1, bozunma hiz1 ve mekanik dayaniklilik gibi bir¢ok 6zellige
etki edebilir. Molekiil agirliklarindaki bu degisimler, fermantasyon sirasinda kullanilan
karbon kaynagindan ve bakterilerin biliylime kosullarindan etkilenebilir (Bagheriasl,

2012).

2.2.4. Polihidroksialkanoatlarin biyouyumlulugu

PHA’larin biyouyumlulugu, polimer zincirine dahil olan 3-hidroksiasitler gibi bazi
monomerlerin, insan viicudunda dogal olarak olugsmasindan kaynaklanmaktadir. 3-
hidroksibiitirik asit monomeri, insan kaninda dogal olarak bulunan bir metabolittir ve
saglikl eriskinlerde 100 mL kan basina 3-10 mg konsantrasyonlarinda bulunur. (Rai ve
Roy, 2011). Ayrica PHB’nin okaryotik ve prokaryotik hiicre zarlarinda transmembran
iyon kanali komplekslerinin olusumunda rol oynadigi, yapilan ¢ok sayida ¢alismada
gosterilmistir. PHB’nin bu yiiksek biyouyumlulugu, PHA polimerinin bozunmasi ile
olusan monomerlerin ¢esitli organizmalarda ve yliksek memelilerde dogal olarak

bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Muhammadi vd., 2015).
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2.2.5. Polihidroksialkanoatlarin biyobozunurlugu

PHA’lar mikroorganzimalar tarafindan yenilenebilir kaynaklardan dogrudan
tiretilebilir (Gross ve Kalra, 2002). PHB ve kopolimerleri, alg, mantar ve bakteri gibi
cesiti  organizmalar  tarafindan  karbondioksit ~ve  enerjiye = tamamen
doniistiiriilebilmelerinden dolay1 biyolojik olarak parcalanabilirler (Holmes, 1985).
PHA'larin diger biyobozunur polimerlere kiyasla sahip olduklar1 en biiylik avantajlardan
biri hem aerobik hem de anaerobik kosullar altinda bozulabilme yetenekleridir (Philip

vd., 2007).

PHA’larin bozunabilirligi hiicre i¢i yikim ve hiicre dist yikim olarak ayrilabilir.
Hiicre i¢i bozulma, bakterinin kendisi tarafindan biriktirdigi bir endojen depolama
rezervuarinin aktif olarak bozulmasini igerir. Hiicre i¢i PHA bozunumunu katalize eden
enzimler, hiicre i¢i PHA depolimerazlardir (e-PHA depolimerazlar). Hiicre dis1 bozulma
ise, ekzojen bir polimerin, hiicre dist PHA depolimerazlar (e-PHA depolimerazlar)
salgilayan bir organizma tarafindan kullanilmasidir (Jendrossek ve Handrick, 2002). Bu
enzimlerin aktiviteleri, polimerin bilesimine, fiziksel yapisina (amorf veya kristal) ve
sicaklik, nem, PH gibi ¢evresel kosullara bagli olarak degisebilir. Bir P(3HB) parcasinin
bozunma hizi birka¢ ay (anaerobik kanalizasyonda) ila yil (deniz suyu) arasindadir

(Madison ve Huisman, 1999).

Polimerlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, biyobozunurluk {izerine 6nemli 6lciide
etki eder. Ornegin, diisik molekiiler agirlikli PHA’lar biyobozunmaya karsi daha
duyarliyken, erime noktasi arttikga, biyobozunurluk azalir. Cilinkii erime sicakliginin
yiiksek olmas1 enzimatik bozunabilirligi azaltir (Philip vd., 2007). Ayrica, UV 1ginlarinin
da PHA bozunmasi {izerinde etkili oldugu ve bozunmay:1 arttirdigr bildirilmistir
(Shangguan vd., 2006). PHA’larin miikkemmel biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu
nedeniyle, bu polimerler farkli tibbi uygulamalarda kullanim i¢in potansiyel adaylardir

(Anjum vd., 2016).

PHA’lar i¢in 6nemli olan diger bir konu ise, iiretimlerinin biyolojik olmasi ve
yenilenebilir kaynaklara dayanmasidir. Yani PHA’larin sentezi ve biyobozunmasi,

karbon dongiisiiyle tamamen uyumludur (Sekil 2.5) (Verlinden vd., 2007).
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Sekil 2.5. PHA 'larin yasam dongiisii (Verlinden vd., 2007)

2.3. Polihidroksialkanoatlarin Sentez Yolu

Bir¢cok bakterinin ¢esitli polihidroksialkananoat (PHA) yapilarini iirettigi
bulunmustur. PHA sentezinin yolu ve diizenlenmesi Alcaligenes eufrophus’ta ayrmtil
bir sekilde ¢alisilmistir (Doi, 1995). Bakteriyel hiicrelerde PHAlarin biyosentezi Sekil
2.6.’da gosterilen ¢esitli yolaklar vasitasiyla gerceklesir. PHA’lar bakterilerin ¢ogunda,
ic biyosentetik enzim tarafindan asetil-koenzim-A (asetil-CoA)’dan {iretilir (Verlinden
vd., 2007). Asetil-CoA, farkli uzunluklardaki 3-hidroksialkanoil-CoA’nin, cesitli
ozelliklerdeki PHA sentezi i¢in substrat olarak kullanilmasini saglayan ana bilesendir.
PHA sentezinde ¢esitli enzimleri kodlayan bir¢ok gen, dogrudan veya dolayli olarak yer
almaktadir (Chen, 2010). Birinci yolakta, dnce asetil-CoA iiretmek i¢in karbon kaynagi
olarak seker kullanilir (Meng ve Chen, 2017). Daha sonra, 3-Ketotiolaz (phaA), asetil-
CoA’nin asetoasetil-CoA’ya geri doniistimli olusumunu katalize eder. Asetoasetil-CoA,
bir NADPH bagimli asetoasetil-CoA rediiktaz (phaB) ile (R)-3-hidroksibutiril-CoA'ya
indirgenir (Doi, 1995). Daha sonra, PHA sentaz (phaC), (R)-3-hidroksibutiril-CoA'y1
PHB (scl-PHA)’ye polimerize eder (Verlinden vd., 2007). Olusan PHB ’nin bozulmasi
ise, PHA depolimerazlar ile baslatilarak dncelikle (R)- 3- hidroksibutirik asit olusturulur.

Olusan bu asit, 3-hidroksibutirat dehidrojenaz ile asetoasetata okside edilir ve bu yap1
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daha sonra asetoasetil- CoA’ya doniistiiriilir. Boylece, asetoasetil- CoA’nin PHA
biyosentez ve yikim siirecinde ortak bir ara madde oldugu gozlemlenmistir (Doi, 1995;

Chen, 2010).

Ikinci yolak, substrat olarak yag asitleri kullamlir. Bu yag asitleri B-oksidasyon
dongiisiine girer ve cogunlukla mcl-PHA sentezlemek i¢in R-3- hidroksiasil-CoA
monomerlerinin olusumuna yol acar. Ugiincii yolak, PHA monomeri 3-hidroksiasil-
CoA'y1 olusturmak icin asetil-CoA'y1, malonil-CoA ila 3-ketoasil-ACP’ye ydnlendirir
(Meng ve Chen, 2017). Dordiincii yolakta, (S)-(+)-3-hidroksibutiril-CoA'y1 oksitlemek
icin NADH’ye bagli asetoasetil-CoA rediiktaz kullanir. Besinci yolakta, 4-hidroksibutirat
iceren PHA olusturmak i¢in 4-hidroksibutiril-CoA sentezlenir. Bunun i¢in de siiksinik
semialdehit dehidrojenaz (SucD), 4-hidroksibutirat dehidrojenaz (4hbD) ve 4-
hidroksibiitirat-CoA: CoA transferaz (OrfZ) kullanilir. Altinci yolakta, 4,5-alkanolakton
4,5-hidroksiasil-CoA’ya donistiiriiliir. Yedinci yolakta, 4-hidroksibutirat iceren PHA
sentezlenebilmesi i¢in, 1,4-biitandiol, 4-hidroksibutiril-CoA'ya oksitlenir. Sekizinci
yolakta ise sekiz enzimin yardimiyla 6-hidroksiheksanoat iceren PHA olusturulur (Chen,

2010).

Bir¢cok farkli yolak ile olusabilen PHA tipleri, sadece kullanilan monomer
cesitlerine degil ayn1 zamanda PHA sentazlarin 6zgiilliigiine de baglidir. Genellikle PhaC
enziminin disiik 6zgilligi, cesitli PHA yapilarinin olusumuna neden olur (Meng ve

Chen, 2017).

PHA biyosentezinde gorev alan bazi enzimler Tablo 2.3’de belirtilmistir.
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Sekil 2.6. PHA biyosentez yolaklar: (Chen, 2010)
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Tablo 2.3. PHA sentezinde gérev alan enzimler (Chen, 2010)

No Yolak | Kisaltma Enzim Tiirler
1 PhaA B- Ketotiolaz Ralstonia eutropha
2 1.Yolak PhaB NADPH bagimli asetoasetil-CoA rediiktaz
3 PhaC PHA sentaz
. Aeromonas hydrophila
4 PhaZ PHA depolimeraz 4 AKZ P
5 IYh(?}: ll(l Dimer hidrolaz Pseudon1lo3nla7s stutzert
6 (R)-3-Hidroksibiitirat dehidrojenaz R. eutropha
7 Asetoasetil-CoA Sentaz Pesudomonas oleovorans
. .. Pesudomonas putida
8 FabG 3-Ketoasil-CoA rediiktaz KT24 42p
9 Epimeraz Pesudomonas aeruginosa
10 | 2 YoK M hi | (R)-Enoil-CoA hidrataz/enoil-CoA hidrataz I
11 Asil-CoA oksidaz, varsayilan
12 Enoil-CoA hidrataz I, varsayilan
PhaG 3-Hidroksiasil-ACP-CoA transferaz Malonil- .
13 | 3. Yolak FabD CoA-ACP transasilaz Pseudomonas mendocina
14 4. Yolak NADH-bagiml1 asetoasil-CoA rediiktaz hazobmml(lC91§ er) sp. CC
15 SucD Siiksinik semialdehit dehidrojenaz Clostridium kluyveri
16 5. Yolak 4hbD 4- Hidroksibiitirat dehidrojenaz
17 OrfZ 4-Hidroksibiitirat-CoA: CoA transferaz
18 Laktonaz, varsayilan
19 6. Yoii» Hidroksiasil-CoA sentaz, varsayilan
20 | 7. Yolak Alkol dehidrojenaz, varsayilan
| 21 | ChnA Sikloheksanol dehidrojenaz Acinetobacter sp. SE19
22 ChnB Sikloheksanon monooksijenazlar Acinetobacter sp. SE19
23 ChnC Kaprolakton hidrolaz
24 8. Yolak ChnD 6-Hidroksiheksanoat dehidrojenaz
25 ChnE 6-Oksoheksanoat dehidrojenaz
26 Semialdehit dehidrojenaz, varsayilan
27 6-Hidroksiheksanoat dehidrojenaz, varsayilan
28 Hidroksiasil-CoA sentaz, varsayilan

2.4. Bakterilerde PHA Uretimi

Giiniimiizde PHA tireten ¢ok sayida gram negatif ve gram pozitif bakteri tespit
edilmistir (Mercan ve Beyatli, 2004). PHA lar, asir1 karbon kaynagi varliginda azot,
oksijen, magnezyum ve fosfor gibi sinirlayici biiylime kosullarinda bir¢cok bakteri
tarafindan  sentezlenebilir.  Polimerlerin  endiistriyel  iiretimi  i¢in,  segilen
mikroorganizmalarin ucuz bir karbon kaynag1 kullanma yetenegi, organizmanin biiyiime
ve polimer sentezleme hizi, substrat bazinda belirli bir organizmanin maksimum polimer

birikim derecesi gibi faktorlere dikkat edilmelidir (Ojumu vd., 2004).
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2.4.1. PHA iiretiminde kullanilan karbon kaynaklari

PHA’larin ve bunlarin kopolimerlerinin ve terpolimerlerinin endiistriyel
iiretiminde; soya melast ve hidrolize soya, seker pancari melasi, gliserol, kazein
hidrolizati, nisasta, iire, seliiloz ve seliiloz hidrolizatlar1, ksiloz, siikroz, glikoz, friiktoz,
galaktoz, mannoz, arabinoz, misir nisastasi, triasilgliseritler (TAG), piring kepegi,
hindistan cevizi yagi, propiyonik asit, butirik asitlaktik asit, asetik asit, oleik asit, zeytin
yagi1, misir yagi, hurma yagi, susam yagi, findik yagi, soya fasiilyesi yagi, pamuk tohumu
yagi, atik bitkisel yaglar, belediye atik sulari, biyodizel atik su, atik susam yagi, atik
kizartma yag1, atik patates nisastasi, nisastali atik su, malt at11, metanol gibi ¢ok cesitli

karbon kaynaklar1 kullanilabilmektedir (Anjum vd., 2016).

2.4.2. PHA iiretiminde kullamlan mikroorganizmalar

PHA’lar ve kopolimerinin  iiretiminde; A.  Eutrophus, = Wautersia
eutropha or Cupriavidus necator, Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Burkholderia sp., Halomonas sp., Haloferax sp., Aeromonas sp., Methylobacterium sp.,
Thermus thermophilus, Hydrogenophaga pseudoflava, Saccharophagus degradans,
Comamonas sp., A. Latus, Rhodobacter sphaeroides, Zobellella denitrificans,
Cyanobacteria, Chromobacterium sp., Erwinia sp., rekombinant Escherichia coli gibi
cesitli mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Anjum vd., 2016). Literatiirdeki bazi
mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarini kullanarak tirettikleri homopolimer ve

kopolimer tiirleri Tablo 2.4’de, gdsterilmistir.
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Tablo 2.4. Cesitli mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarini kullanarak tirvettikleri homopolimer ve

kopolimer tiirleri

Sus

Alcaligenes latus DSM
1124

Bacillus megaterium
Bacillus sp. SVI3
Bacillus sp. 88D

Bacillus cereus SPV

Bacillus subtilis
(KP172548)

Burkholderia
cepacia ATCC 17759

Cupriavidus necator
Hie

Pseudomonas sp. GIOI

Pseudomonas
mendocina PSU

Pseudomonas
oleovorans ATCC 29347

Wautersia eutropha
(mutant susu)

2.4.2.1.

PHA Tipi

P(3HB)

P(3HB)
P(3HB)

P (3HB-co3HV)
PHB

P(3HB)

PHB

P(3HB-co-3HV)

P(3HB-co-3HV)

mcl-PHA

P(3HB)

P(3HB-co-3HV)

mcl-PHASs

P(3HB-ko-3HHXx)

Karbon Kaynag

Malt ve soya atiklari

Pancar melasi, hurma surubu
Ananas ve seker kamisi
Glukoz veya Gliserol
Sodyum asetat

Seker kamigt melast

Glikoz

Balik kat1 atiklar1 (FSW)

Ksiloz ve levulinik asit

Ham hurma yagi, hurma
¢ekirdegi yagi, zeytin yagi,
aycicek yagi, hindistancevizi
yag1 + sodyum propiyonat

Sabunlastirilmig
yagi

atik palm

Biyodizel sivi1 atik

Biyodizel sivi atik + sodyum
propiyonat

Oktanoik asit

Hurma ¢ekirdegi yagi, hurma
oleini, ham hurma yag1

Bacillus cinsi bakterilerde PHA iiretimi

Kaynak
Yu vd, 1999

Omar vd, 2001

Suwannasing vd, 2015
Reddy vd, 2009

Akaraonye vd., 2012
Valappil vd., 2007

Mohapatra vd., 2017a

Keenan vd., 2004

Lee vd., 2008

Mozejko ve Ciesielski,
2013

Martla vd., 2018

Durner vd., 2000

Loo vd., 2005

Bacillus cinsi bakteriler Bacillaceae familyasina dahil olan, ¢ubuk sekilli gram

pozitif, zorunlu veya fakiiltatif aerob, spor olusturan hareketli bakterilerdir (Ayhan, 2000;
Kati vd., 2016). Bacillus cinsine ait bir bakteri olan Bacillus cereus igin optimum gelisim
sicakligl, suslara gore 28-35 °C arasinda degismekle birlikte genellikle 30 °C’dir. En
yluksek tireme sicaklig1 37-48 °C arasinda degisirken, en diisiik tireme sicaklig1 10-18 °C
arasinda degisebilmektedir (Kalkan, 2006).

Gram negatif organizmalar, dis membranlarinda lipopolisakkarit (LPS) denilen
endotoksinleri igerir. Bu nedenle, gram negatif organizmalarin olusturdugu PHB’ler,

PHA'’larla birlikte olustugu bilinen bu pirojenleri igerir. Gram pozitif bakterilerde LPS
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bulunmaz. LPS varlig, gii¢lii bir immiinojenik reaksiyona neden oldugu i¢in gram pozitif
bakterilerin olusturdugu PHA’lar biyomedikal uygulamalarda kullanmak iizere daha iyi

PHA kaynaklaridir (Valappil vd., 2007).

2.5. Polihidroksialkanoatlarin Mikrobiyal Hiicrelerden Ekstraksiyonu
PHA’larin mikroorganizmalardan geri kazanilmasindaki zorlu kosullar, onlarin
ticari alanda kullanilmasinda ki en biiyiik engel olmustur (Hahn vd., 1994). Yapilan ¢ok
sayida ¢aligma, endiistriyel dlgekte PHA iiretiminin, normal petrokimyasal plastiklerin
iiretiminden daha pahali oldugunu gostermistir. Bu nedenle, PHA’larin iiretimini daha
diisik maliyetli hale getirmek i¢in ekstraksiyon islemleri gelistirilmeye calisiimistir

(Jacquel vd., 2008).

Sitoplazma iginde graniiller halinde biriken PHA’nin ekstraksiyonu icin cesitli
yontemler Onerilmistir (Hahn vd., 1994). Hiicre i¢i graniiller seklinde depolanan
PHA’larin, PHA olmayan hiicre kalintilarindan (non-PHA cell mass (NPCM)) ayrilmasi
gerekmektedir (Koller vd., 2013). Ayirma isleminin ana basamagi, PHA graniillerinin
cikarilmasidir. PHAlarin geri kazanilmasi, 6n islem, ekstrasiyon ve saflastirmay1 iceren
tic adimdan olusabilir (Jacquel vd., 2008). PHA’lar1 mikrobiyal hiicre kalintilarindan
ayirmak i¢in gelistirilen yontemlerin ¢ogu, kloroform ve diklorometan gibi halojenlenmis
hidrokarbonlar1 igceren organik c¢oziiciiler ile ekstraksiyona dayanir. Bu yontemin en
onemli dezavantaji, biiyiik miktarlarda ¢oziicii gerektirmesi ve kullanilan bu ¢éziiciilerin
toksik olmasidir (Koller vd., 2007; Yang vd., 2011). Ancak bu yontemde, sonucunda
yiiksek saflikta PHA elde edilebildiginden tibbi uygulamalar i¢in iyi bir yontemdir
(Verlinden vd., 2007). Coziicii ekstraksiyon yontemine alternatif olarak, hiicresel
sindirim yontemleri, mekanik bozulma, stiperkritik sivi (SCF) ile ekstraksiyon gibi

yontemler uygulanabilir (Sekil 2.7) (Jacquel vd., 2008).
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Sekil 2.7. PHA 'min geri kazanim yontemleri (Jacquel vd., 2008)

2.5.1. Solvent ekstraksiyon yontemi

Solvent ekstraksiyonu basit ve hizlili§1 nedeniyle laboratuvarlarda rutin olarak
kullanilan ve PHA ’nin geri kazanilmasinda en yaygin olan yontemdir (Kunasundari ve
Sudesh, 2011). Iki asamadan olusur, ilk asamada hiicre duvari gegirgenligi degistirilerek
PHA’nin sitoplazmadan salinmasi ve sonrasinda muamele edilen ¢oziiclide ¢oziinmesi
saglanir. Ikinci asamada ise polimerin, ¢oziicii olmayan baska bir madde kullanarak
cokeltilmesi saglanir (Visakh, 2014). Dikloroetan, 1,1,2-trikloroetan, kloroform, asetik
anhidrit, propilen karbonat ve etilen karbonat gibi ekstraksiyon ¢oziiciileri bildirilmistir
(Tamer ve Moo- Young, 1998). Kloroform gibi halojenli ¢oziiciiler kisa zincir uzunlugu
ve orta zincir uzunlugundaki PHA’larin izolasyonunda miikemmel performans
gosterirken aseton gibi diistik zincirli ketonlar, 6zellikle uzun zincirli PHA'nin ¢ikarilmasi
icin en onde gelen ¢oziiclidiir (Koller vd., 2007; Kunasundari ve Sudesh, 2011). Bu
yontemde PHA’y1 ¢oktlirmek i¢in ¢dziicii olmayan madde olarak genellikle soguk halde
metanol ve etanol kullanilir (Raza vd., 2018). Solvent ekstraksiyonunda, PHA nin elde
edilebilmesi i¢in biiyiik miktarlarda ¢oziicii gereklidir. Coziiciiniin ¢ok az kullanilmasi,
eger cozelti konsantrasyonu %5 (a/h) PHA’dan fazla ise ¢ok viskoz bir polimer

cozeltisine neden olabilir (Yang vd., 2011).
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1,2-propilen karbonat, diger ¢oziiciilere kiyasla daha diisiik toksik yapisi nedeniyle
tercih edilen bir ¢oziiciidiir (Raza vd., 2018). Yiiksek kaynama noktasina (240 °C)
sahiptir. Bu 0zelligi, ¢oziiciiniin diisiik sicakliklarda buharlasmasini onler ve tekrar
kullanilabilirligi saglar. Boylece daha az ¢oziicii tikketimine neden olur (Kunasundari ve

Sudesh, 2011).

Solvent ekstraksiyonunda bakteri endotoksinleri uzaklastirilabilir ve bu yontem
diger ekstraksiyon yontemlerine gore daha yiiksek verimlilik saglar. Yiiksek molekiiler
agirhiga sahip saf PHA elde edilebilir (Kunasundari ve Sudesh, 2011). Ancak bu yontem

pahalidir ve bu nedenle farkli yontemler gelistirilmistir (Tamer ve Moo- Young, 1998).

2.5.2. Sindirim yontemi

Bu yontem, PHA’lar1 hiicre disina ¢ikarabilmek icin bir sindirim mekanizmasi
icerir. Sindirim mekanizmasi, kimyasal veya enzimatik yollarla olabillir. Bu iki teknik
de, PHA olmayan hiicre kiitlesini sindirir (Raza vd., 2018). Coziicii ekstraksiyon
tekniklerinde PHA graniillerinin ¢6ziiniirliigiinii dikkate alinirken, sindirim yontemleri,
PHA grantillerini ¢evreleyen hiicresel malzemelerin ¢oziinmesini igerir (Kunasundari ve

Sudesh, 2011).

2.5.2.1. Kimyasal sindirim

Kimyasal yontemde, PHA'larin hiicreden ¢ikarilmasin1 kolaylastirmak igin
genellikle sodyum hipoklorit veya ylizey aktif maddeler uygulanir. Yiizey aktif
maddelerden Triton X-100, sodyum dodesil siilfat (SDS), betain ve palmitoil karnitin
etkili bir kimyasal sindirim i¢in sodyum hipoklorit ile birlikte kullanilmistir (Tamer ve
Moo- Young, 1998). Anyonik sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi ylizey aktif cisimler, lipit
iki tabakali hiicre zarina girerek hiicre yapisim1 bozar ve hiicreyi eritir ancak polimer
graniillerine zarar vermezler (Jacquel vd., 2008). Hiicrelerin sodyum hipoklorit ile
muamelesinin, hiicresel yapiy1 etkili bir sekilde sindirdigi ancak polimerin yapisini da
ciddi anlamda bozdugu bilinmektedir (Tamer ve Moo- Young, 1998). Hem yiizey aktif
maddeler hem de sodyum hipoklorit, ayr1 ayri kullanildiginda diisiik performans
gostermektedir. Sadece sodyum hipoklorit kullanildiginda %50’ye kadar polimer
bozunmasina neden olabilirken, tek basina yiizey aktif madde kullanildiginda da yiiksek
saflikta PHA olugsmaz. Bu nedenle her ikisinin kombinasyonlarina ihtiya¢ duyulur

(Jacquel vd., 2008; Raza vd., 2018).
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Arastirmacilar hem diferansiyel sindirimi hem de ¢dziicii ekstraksiyonunu igeren
yeni bir ayirma iglemi gelistirmislerdir (Kunasundari ve Sudesh, 2011). Bu yontemde bir
sodyum hipoklorit ¢cozeltisi ve kloroform dispersiyonu kullanilmaktadir. Burada {i¢ ayr1
faz gozlemlenir. Ust fazda sodyum hipoklorit ¢dzeltisi, orta fazda PHA dis1 hiicre
metaryalleri ve bozulmamis hiicreler, en altta ise PHAy1 igeren kloroform fazi bulunur.
Buradan kloroform fazi ¢ekilerek ¢oziicli olmayan bir madde ile ¢okeltilir (Jacquel vd.,
2008). Hiicreler hipoklorit tarafindan sindirilip PHA graniilleri serbest kaldikga,
kloroform, salinan polimeri hemen ¢dzmekte ve bdylece polimer sodyum hipoklorite
daha az maruz kalmaktadir. Bu nedenle, bu yontemde polimerin bozulmadan korundugu
diistiniilmektedir. Ancak sadece hipoklorit ile ekstraksiyona kiyasla bozunma azalmistir,

bozunma tamamen ortadan kaldirilamamistir (Tamer ve Moo- Young, 1998).

2.5.2.2. Enzimatik sindirim

Enzimatik sindirim kullanilarak PHA'nin ekstraksiyonu oldukc¢a kompleks bir
islemdir. PHA disindaki hiicre bilesenlerinin ¢ozlinlirliigii, 1s1l islem, enzimatik hidroliz
ve ylizey aktif madde yikamasindan olusan bir¢ok asama sonucu gergeklestirilir.
Enzimlerin hedefe spesifik oldugu bilinmektedir ve bu nedenle PHA’larin iyi bir sekilde
geri kazanilmasini saglayabilir (Raza vd., 2018). Bu amagla ¢esitli enzimler, 6zellikle
proteazlar hiicre lizizine neden olma etkinlikleri agisindan degerlendirilmistir. Enzimatik
sindrim, katalize ettikleri reaksiyonlara gore spesifik oldugundan, iyi kalitede polimer
geri kazanimini saglayabilir. Ancak bu yontemin en dnemli dezavantaji, yiikksek enzim

maliyeti ve geri kazanim siirecinin karmagikligidir (Kunasundari ve Sudesh, 2011).

2.5.3. Mekanik bozulma

Mekanik bozulma yontemi, hiicre i¢i proteinleri serbest birakmak i¢in yaygin olarak
kullanilirken, bu yontem, polimerleri bakteriyel hiicrelerden serbest birakabilmek igin
denenmistir. Boncuk 6gilitme ve yiiksek basingli homojenizasyon teknikleri mekanik
bozulma yontemleri igerisinde onemli bir yere sahiptir (Tamer ve Moo- Young, 1998).
Temel olarak, diger ekstraksiyon yontemlerinin aksine, polimerlere kimyasal icermeden
daha hafif zarar vermesi ve bdylece ¢evre kirliligini en aza indirmesi ve ekonomik olarak
avantajli olmast sebebiyle tercih edilebilir bir yontemdir. Yontemin dezavantaji ise,
yiiksek sermaye gereksinimi, islem siiresi ve 6l¢eklendirme zorlugudur (Kunasundari ve

Sudesh, 2011).
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2.5.4. Siiperkritik sivi1 ile ekstraksiyon

Stiperkritik sivilar, sahip olduklar yiiksek yogunluk ve diistik viskoziteleri gibi
benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle PHA ekstraksiyonu alaninda potansiyel
ekstraksiyon c¢oziiciileri olarak ortaya c¢ikmistir. Bu amacla kullanilan siiperkritik-
karbondioksit (SC-CO2), diisiik toksisite ve reaktivite, orta derecede kritik sicaklik ve
basing (31 °C ve 73 atm), bulunabilirlik, diisiik maliyet ve yanici olmamasi gibi 6zellikleri

nedeniyle yaygin sekilde kullanilir (Jacquel vd, 2008).

2.5.5. Hiicre kirillganhg

Azotobacter vinelandii UWD ve rekombinant E. coli gibi bazi mikroorganizmalar,
fazla miktarda PHA birikimi sonucu kirilgan hale gelebilir. Hiicre kirilganlik
mekanizmasi sadece Gram negatif mikroorganizmalarla smirli degildir, ayn1 zamanda
Gram pozitif mikroorganizmalar icin de kullanilabilir. Hiicrelerin bu 6zelligi
kullanilirken, PHA 1igerigi yiiksek olan mikrobiyal biiyliimeyi tesvik etmek i¢in hiicre
duvart yumusamast ve hiicre duvart biitiinliigiinii dengelemek gerekmektedir

(Kunasundari ve Sudesh, 2011).

Polihidroksialkanoatlarin geri kazanilmasinda yukarida bahsedilen yontemlerin
disinda, flotasyon yontemi, sulu iki fazli sistem (ATPS), gama 1s1masi, ¢6ziinmiis hava
flotasyonu gibi farkli yontemler de gelistirilmistir (Jacquel vd., 2008; Kunasundari ve
Sudesh, 2011). Bu yontemlerin bazilarmin saflik, verim yiizdeleri, avantaj ve

dezavantajlar1 Tablo 2.4 ve Tablo 2.5’te gosterilmistir.
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Tablo 2.5. Cesitli ekstraksiyon yontemlerinin sonuc¢lar

Ekstraksiyon Aciklama Sug Sonuclar Referans
Yontemi
Solvent Kloroform Bacillus cereus SPV Saflik: 92% Valappil
Ekstraksiyonu Verim: 31% vd., 2007
Kloroform Cupriavidus necator Saflik: 95%
DSM 545 Verim: 96% Fiorese vd.,
1,2-Propilen Cupriavidus necator Saflik: 84% 2009
Karbonat DSM 545 Verim: 95%
Siirfaktan SDS Ralstonia eutropha Saflik: 95% Kim vd.,
Verim: 90% 2003
Sodyum Hipoklorit | Sodyum C. necator DSM 545 Saflik: 98% Berger vd.,
Hipoklorit 1989
Siirfaktan-Sodyum | SDS-Sodyum Agzotobacter Saflik: 98% Done ve
Hipoklorit Hipoklorit chroococcum Verim: 87% g
G3 Sun, 2000
. Lakshman
Siirfaktan-Selat Triton X-100- Sinorhizobium meliloti Saflik: 68% ve Shamala,
EDTA
2006
Sodyum Hipoklorit | Sodyum . Saflik: 97% Hahn vd.,
ve Kloroform hipoklorit ve Ralstonia eutropha .
. . Verim: 91% 1994
Dispersiyonu kloroform
Bromelain; Ralstonia eutropha Saflik: 89% Kapritchkoff
C pankreatin P Verim: 90% vd., 2006
Enzimatik SDS-EDTA il
Sindirim oo | A id Saflik: 92% Yasotha vd.,
. 3 L oMo Verim: 90% 2006
enzim
B Y iksck . Saflik: 95% Ghatnekar
basinglt Metylobacterium sp V49 Verim: 98% vd.. 2002
Mekanik Bozulma | homojenlestirme ) ¢ "
. . Saflik: 92% Divyashree
Sonikasyon Bacillus flexus Verim: 20% vd., 2009
Divyashree
Hiicre kirillganhgi Alkali hidrolizi | Bacillus flexus Verim: 20% ve Shamala,
2010
Radvasyon- Divyashree
Gama Isimasi yasy Bacillus flexus Verim: 45-54% | ve Shamala,
Kloroform 2009
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Tablo 2.6. Ekstraksiyon yontemlerinin karsilastirilmas: (Kunasundari ve Sudesh, 2011)

Ekstraksiyon Yontemi

Avantajlar

Dezavantajlar

Solvent Ekstraksiyonu

Yiksek molekiiler agirlik ve
saflik

Endotoksinlerin giderilmesi
Polimerde sinirlt bozunma

Fazla miktarda toksik ve ugucu
¢oziiclilerin kullanilmasi

Yiiksek sermaye ve isletme maliyeti
gereksinimi

Dogal polimer zincirleri korunur

Diisiik saflikta PHA eldesi

Siirfaktan Elde edilen PHA orijinal Yiizey aktif maddeleri atik sudan
molekiiler agirligini korur cikartmak i¢in su aritma gerekliligi
Sodyum Hipoklorit Yiiksek saflikta PHA iiretimi Polimerin bozulmast ve molekiller

agirliginda yiiksek miktarda azalma

Siirfaktan-Sodyum
Hipoklorit

Hizli ve basit proses
PHA’da sinirli bozulma ve
solvent ekstraksiyonuna gore
diisiik maliyet

Stirfatan ve sodyum hipokloriti atik
sudan aritma gerekliligi

Kimyasal Sindirim

Siirfaktan-Selat

Yiiksek saflikta polimer eldesi

Biiyiik hacimde atik su tiretimi

Sodyum Hipoklorit
ve
Kloroform Dispersiyonu

Yiiksek saflikta polimer iiretimi
Diisiik polimer bozunmasi

Yiiksek miktarda toksik ve ugucu
solventlerin tiiketimi
Yiiksek maliyet

Enzimatik Sindirim

Polimerin kaliteli bir sekilde geri
kazanimi

Yiiksek enzim maliyeti
Karmagik siireg

Boncuk Ogiitme

Kimyasal kullanimi1 yok

Uzun iglem siiresi igerir

Cesitli proses parametrelerinin hassas
bir sekilde kontrol edilmesini
gerektirir

kirlenmeyi ve verim kaybini en
aza indirir

Yiiksek Basinch Kimvasal kullanimi vok Hem siirece hem de mikrobiyal
Homojenizasyon Y y fizyolojik parametrelere baglidir
Basit, Ucuz, Hizli, Cevre dostu,
Diisiik toksisite Diisiik geri kazanim
Siiperkritik S1ivi (SCF) | Ekipman ve isgiicii ihtiyaclarini, |Proses parametrelerine bagl

Sik sik temizlik ihtiyaci

Mekanik Bozulma

Hiicre kirilganhg:

Basit
Hafif ekstraksiyon kosullari

Hiicre duvan biitiinliigiinii ve hiicre
duvar1 yumusamasini dengelemek
gerekir

Gama Isimasi

Kullanilan kimyasal yok / daha
az kirlenme

Isinlama siiresi uzunlugu
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2.6. Polihidroksialkanoatlarin Uygulama Alanlari

Mikrobiyal olarak tasarlanmis PHA'lar, dogal biyouyumluluk, degistirilebilir
mekanik 6zellikler, kanserojen etkiye sahip olmamalari, tehlikeli olmayan pargalanma
tirtinleri ve kontrol edilebilir biyobozunurluk gibi 6zellikleri nedeniyle ¢esitli tibbi
uygulamalar i¢in diinya ¢apinda biiyiik ilgi gormiistiir (Singh vd., 2019). PHA’lar,
kardiyovaskiiler yamalar, ortopedik igneler, eklem kikirdak tamir cihazlari, kemik iligi
iskeleleri, rejenerasyon cihazlar ve yara ortiileri de dahil olan cihazlar gelistirmek icin
kullanilmistir (Chen ve Wu, 2005). Ayrica, biyouyumluluk ve biyobozunurluklarindan
dolay1, ilaclarin belirli bir bolgeye dagitilmasi ve salinmasi i¢in yeni ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesine yonelik ¢ekici adaylar olarak ortaya ¢ikmiglardir (Singh vd.,

2019).

PHA'’larin monomer bilesimi ve kimyasal yapilari, polimerin fiziksel ve malzeme
Ozelliklerini 6nemli Ol¢lide etkilemektedir. Baz1 scl-PHA’lar ¢ok sert ve kirilgan
olduklarindan dolay1 biyomedikal ve ambalaj filmi uygulamalar1 i¢in gereken mekanik
Ozelliklerden yoksun olabilir. Bu nedenle polimerlerin, ¢esitli uygulamalarda
kullanilabilir hale gelebilmesi i¢in polyesterlerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin

cesitlendirilmesi ve iyilestirilmesi yani modifiye edilmesi gerekebilir (Hazer vd., 2012).

‘Malzeme endiistrisi

-Ambalaj malzemeleri, glinltk sarf

malzemeler

-Akillt malzemeler érn. sekil hafizali

. jeller
“&g = PHA' larin Ozellikleri -Kagit kaplamalar
_L____ Medikal endiistrisi

T -Biyouyumlu -Bio-implant malzemesi

-Biyobozunyr -Stentler, dikisler, ortopedik,
b ~ -Toksik olmayan . kontrollii ilag salimi
; -Uygun mekanik, sl, fiziksel

Yys ) -Doku mihendisligi malzemeleri
ozelliklere sahip -Beslenme ve enerji takviyesi
-Kolay ylizey modifikasyonlari

. Yakit endistrisi
Mikrobiyal PHA Biyoyakit katkilari

Fermantasyon Endiistriyel mikrobiyoloji

-Metabolik dizenleyici olarak PHA

biyosentezi
-Endustriyel mikrobiyolojinin

saglamhigini artirmak icin PHA'larin

. biyosentezi

Sekil 2.8. PHA'larin potansiyel uygulamalar: (Mozejko-Ciesielska ve Kiewisz, 2016)
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2.6.1. Polihidroksialkanoatlarin medikal uygulamalari

PHA lar, dikisler, dikis elemanlar1, zimba teli, vidalar, kemik plakalar1 ve kemik
kaplama sistemleri, cerrahi ag, kardiyovaskiiler yamalar, stentler, eklem kikirdak tamir
cihazlari, sinir kilavuzlari, tendon tamir cihazlari, perikardiyal yamalar, kilavuzlu doku
onarimi/ rejenerasyon cihazlari, sisirme ve doldurma maddeleri, damar valfleri, kemik
diibelleri, kemik iligi iskeleleri, cilt ikameleri, okiiler hiicre implantlari, bag ve tendon
greftleri, yara Ortiileri ve hemostat dahil tibbi implant cihazlarim gelistirmek igin

kullanilmistir (Wu vd., 2009).

PHA'ar, biyobozunurluk, biyouyumluluk, yiiksek immiinotolerans ve diisiik
sitotoksisiteye sahip olmalar1 nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak
olduk¢a &nemli biyomalzemelerdir. insan embriyonik kék hiicrelerinin (hESC’ler),
kendiliginden farklhilasmis hESC’lerin (SDhESC’ler) ve mezenkimal kok hiicrelerin
(hMSC’lerin), poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) (PHBHHX) ve kollajen ile
birlikte hasarli dokular i¢in biyouyumlu bir degistirme stratejisi olarak uygulanabilirligi
arastirmis ve sonug olarak gézenekli PHBHHx / kolajen jel hibrid iskelesi gelistirmistir
(Lomas vd., 2013).

Tezcaner ve ark. retinal pigment epiteli (RPE) dejenerasyonun neden oldugu
retinal bozukluklar1 tedavi etmeye yonelik olarak hastalikli veya kaybedilen RPE’nin
yerine biyobozunur polimerik kaliplarin kullanimini arastirmislardir. Bu amagla poli
(hidroksibutirat-ko-hidroksivalerat) (PHBV8) filmi kullanilmis ve polimer filmin yiizeyi,
D407 (RPE hiicre hatt1) hiicrelerin baglanmasin1 arttirmak i¢in yiizey modifikasyonu ile
hidrofilik hale getirilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucu PHBVS8 ince filmlerinin RPE
hiicrelerinin subretinal transplantasyonu icin gecici bir sablon olarak kullanimda 1yi bir

substrat oldugu tespit edilmistir (Tezcaner vd., 2003).

Lizarraga-Valderrama vd. farkli oranlarda poli(3-hidroksikotanoat) /poli(3-
hidroksibutirat) (P(3HO) /P(3HB)) karisimlar1 kullanarak sinir klavuz kanallar
olusturmaya ¢alismislardir. NG108-15 noron hiicreleri 25:75, 50:50 ve 75:25 oranlarinda
birlestirilmis P (3HO) / P (3HB) filmlerine ekilmis ve sonuglar incelenmistir. Test edilen
tic karisimda biyouyumlu olmasina ragmen, 25:75 P (3HO) / P (3HB) karisimai, hiicrelerin
biiylimesini ve farklilasmasini1 daha fazla oranda desteklemistir (Lizarraga-Valderrama

vd., 2015).
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Kontrollii ilag dagitim sistemleri, ilaglarin dogru zamanda, dogru yerde ve istenilen
siire boyunca belirlenen oranlarda salinmasi, hedeflenmesi ve aktif halde uzun siire
kalabilmesi amaciyla gelistirilmistir. PHA’larin uygun sekillerde yapilandirilarak ilag
tasiyict sistemler olarak kullanilabilecegi ¢esitli ¢alismalarla gdsterilmistir (Hazer vd.,
2012). Bu polimerler, antibiyotikler, antioksidanlar, hormonlar gibi ¢esitli aktif maddeleri
ve gen terapisi i¢in genetik materyalleri tasiyan sistemler olarak calisilmistir. PHA lar
hidrofobik yapida olduklarindan, suda c¢oOziniirliigi az olan etkin maddelerin
kapsiillemesi i¢in nanopartikiiller, nanolifler, mikrokiireler ve iskeleler gibi ¢esitli

formlarda kullanilmistir (Bhatia vd., 2019).

Tablo 2.7. Cesitli ilaglarin farkl ilag tasiyici sistem formlart icin kullanilan PHA lar

PHA Yapi ilac Uygulama Referans
Kontrollii ilag

P(3HB) Mikrokiire Aklarubisin salimi i¢in tagtyict  Juni vd., 1986
sistem

PHBV Mikrokiire Progesteron Hormon L Ga}ngrade ve
sistem Price, 1991

P(3HB3HYV) Disk Gentamisin Antlblyqtlgm Rossi vd., 2004
kontrollii salinimi
Biyouyumlu ilag

P(3HB4HB) Nanofiber Paklitaksel salinmlr Lee vd., 2015
stentlerin
gelistirilmesi

Nanopartikiil ve . Ilag tastyict
P(3HB3HHXx) M 5-Fluorourasil sistem Lu vd., 2010

Hidrofobik yapidaki PHAlar, graniil baglayici protein olan PhaP (fazin) igerirler
ve protein hidrofobik materyallere kars1 yiiksek afiniteye sahiptir. Bu sayede PhaP’ye
dayali ilaca 6zgii tasiyict sistemler gelistirilebilir (Sekil 2.9) (Chen, 2010).
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Sekil 2.9. Fazin iceren PHA nanopartikiiller ile hedef proteinlerin ayrilmast (Wang vd., 2008)

Fazin proteini PHA {ireten bakterilerde yiiksek seviyelerde toplanir. Bu proteinler,
hidrofobik polimer ve hidrofilik ortam arasindaki sinir1 olusturan amfifilik molekiillerdir.
Yao ve arkadaslar1 PHA nanopartikiillerinin ilag¢ tasiyicilar1 olarak kullanildig:
hedeflendirilmis bir PHA-bazli ila¢ hedefleme sistemi gelistirmistir. Burada makrofajlari
veya hepatoselliiler karsinoma hiicrelerini spesifik olarak hedefleyebilecek PHA
nanopartikiilleri olusturulmustur. Ligand rhAGP (insan al-asit glikoprotein)
makrofajlarin mannoz reseptoriine baglanirken, ligand thEGF (insan epidermal biiyiime
faktorii) karsinoma hiicrelerinde EGF reseptorlerini hedef almaktadir. Rekombinant
tiretilen rhAGP-PhaP ve thEGF-PhaP fiizyon proteinlerini igeren PHA nanopartikiilleri,
ozellikle in vitro kosullarda makrofajlar veya hepatoselliiler karsinoma hiicreleri
tarafindan alinmistir. Boylece bu ¢alismada, ligand-PhaP-PHA nanopartikiillerini i¢ceren
hedeflendirilmis ilag tasiyict sisteminin hem in vitro hem de in vivo olarak etkili oldugu

kanitlanmistir (Yao vd., 2008).
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Sekil 2.10. Ligand-PhaP-PHA bazli spesifik ila¢ dagitim sistemi (Yao vd., 2008)

Althuri ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada, kanserli hiicreleri
hedeflemek i¢in ilag tasiyicist olarak folat fonksiyonlu arsenik trioksit yiiklii poli-3-
hidroksibutirik asit- polivinil alkol (PHB-PVA) nanopartikiilleri hazirlanmis ve ilag
salmmm calismalar1  yapilmistir. Calisma  sonucunda, hazirlanan bu PHB
nanopartikiillerin, kanser gibi hastaliklarin tedavisinde hedeflenen bdlgelere ilag taginimi
ve salimi i¢in ideal ve biyouyumlu polimer matrisler oldugu gosterilmistir (Althuri vd.,

2013).

Korsatko ve arkadaslar1 ise ilag ve PHB’nin sikistirilmis tabletlerinden 7-
hidroksietilteofilin’in (HET) in vitro ve in vivo salinimini arasgtirmiglardir. Elde edilen
bulgulara gore, in vitro salim siiresinin ilag ylikleme miktarina bagimli oldugunu, in vivo
salimin ise in vitro salima gore daha yavas gerceklestigi gézlemlenmislerdir (Pouton ve

Akhtar, 1996).

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada poli-3-hidroksibutirattan (PHB) mikrokiireler
hazirlanmis ve bunlar in vitro ve in vivo olarak test edilmistir. Burada mikrokiireler farkl
antibiyotiklerle (rubomisin ve tienam) yiiklenmistir. Calismanin sonucunda, PHB’ nin
mikropartikiil formunda uzatilmis etkili ilaglar1 iiretmek i¢in iyi bir aday olabilecegi

belirtilmistir (Goreva vd., 2009).

2013 yilinda Masood ve arkadaslari, PHA’lar1 kanser tedavisi i¢in nanoterapdtik
ara¢ olarak kullanmiglardir. Bu g¢alismada, kanser hiicre hatti A549'un inhibisyonu
amaciyla, farkli  formiilasyonlarda  poli-(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat)
hazirlanmig ve Elliptikinin (EPT) kapsiillenmesi i¢in nanotastyici olarak kullanilmstir.

EPT, model bir antikanser ilacidir. Burada, bos ve EPT yiiklii nanopartikiillerin parcacik
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boyutu, morfolojisi ve zeta potansiyeli gibi fiziko kimyasal 6zellikleri de arastirilmistir.
Yapilan bu ¢alismaya gore, EPT-PHBV nanopartikiillerinin A549 hiicre hatt1 tizerindeki
% inhibisyonu, in vitro deneyler altinda ilacin biyoyararlanimini arttirma kabiliyeti
nedeniyle tek basina EPT'ye kiyasla yaklasik iki kat daha ytiksekti. Bu durum PHBV
kopolimerlerinin kanser tedavilerinde kullanilabilecek bir ara¢ oldugunu gostermistir

(Masood vd., 2013).

Bini ve arkadaglari, biyoaktif molekiillerin eszamanli, ikili salinimi i¢in enjekte
edilebilir bir jel olarak kullanilmak iizere jelatin ve poli-3-hidroksibutirat polimerik
nanopartikiillerinden (PNP) olusan nanokompozit bir jel gelistirmislerdir. ikili ilag
enkapsiilasyonu, PNP’de kurkumin (CM) ve jelatin matrisinde naproksen sodyum ile
gerceklestirilmistir. Olgiimler, PNP’nin eklenmesinin hem fiziksel hem de kimyasal jeller

icin saf jelatine gore depolama oraninda bir artis sagladigini gostermistir (Bini vd., 2017)

2017°de Senthilkumar ve arkadaslari, Pseudomonas aeruginosa SU-1 susunu
kullanarak polihidroksialkanoat iiretimini optimize etmeyi ve ilag tasiyict nanopartikiiler
sistem olarak kullanmay1 amacglamislardir. P. aeruginosa SU-1’den ekstrakte edilen
PHA’nin polihidroksibutirat (PHB) oldugu belirlenmis ve nanopresipitasyon yontemiyle

kurkumin kapsiillii nanopartikiiller iretmek i¢in kullanilmistir (Senthilkumar vd., 2017).

2017 yilinda yapilan bagka bir calismada hepatoseliiler karsinom (HCC) yani
karaciger kanserinde ila¢ direncinin iistesinden gelmek icin, ila¢ ve genin birlikte dagitim
nanosistemleri olarak amfifilik katyonik polyesterin kullanimi arastirilmistir. Bu raporda,
PHB’nin biyouyumlulugu, ytiksek kristalizeligi, biyobozunurlugu ve hidrofobiklik gibi
avantajlar nedeniyle amfifilik poli [(R)-3-hidroksibutirat] —b-poli (2-(dimetilamino) etil
metakrilat) (PHB-PDMAEMA) kopolimeri bazli katyonik bir polyester tasarlanmigtir. P-
glikoprotein ve degistirilmis prosurvival Bcl-2 ekspresyonu, HCC’de kemoterapinin
basarisiz olmasina yol agan ila¢ direncinin kilit mekanizmasindir. Bu ¢alismada, katyonik
nanopartikiil tagiyicilara kemoterapétik paklitaksel (PTX) ve Bcl-2 donilisim Nur77
genini yiikleyerek ila¢ direncinin iistesinden gelmek amaglanmistir. Bu ¢aligmada elde
edilen sonucglara gore, amfifilik katyonik polyesterlerin, ilaca direngli kanser
hiicrelerindeki ila¢ direncini inhibe etmek amaciyla ilag ve gen birlikte dagitim

nanosistemleri olarak kullanilabilecegini gostermistir (Cheng vd., 2018).
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Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV) nanopartikiillerinin etkin ve
uzun siiren ila¢ salinimi i¢in umut verici bir ilag tasiyici sistem olabilecegini gostermek
icin 2017°de Vardhan ve arkadaslari, dosetaksel yiikli PHBV nanopartikiillerinin
gelistirilmesi tizerine ¢aligmiglardir. Bir antimitotik ajan olan desotaksel, gii¢lii bir anti-
timor aktivitesine sahiptir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, PHBV nanopartikiillerin
gbgiis kanserinin daha iyi tedavi edilmesi i¢in hidrofobik ila¢ uygulamasinda umut vaat

eden bir ara¢ oldugunu 6ne siirmiislerdir (Vardhan vd., 2017)

2018’de Javan ve arkadaglar1 tarafindan, poli (3-hidroksibutirat-ko-3-
hidroksivalerat) (PHBV) nanopartikiilleri (NP) temel alan pramipeksol i¢in uzun etkili
bir formiilasyon hazirlamistir. Bu caligmada, parkinson hastaliginin semptomlarinin
ilerlemesini azaltmaya yonelik dopamin seviyesini arttirmak amaglanmis ve bu amagla
bir dopamin agonisti olan pramipeksol kullanilmistir. Mevcut ¢alisma, nanopartikiillerin
ilacin plazma dalgalanmalarin1 azaltmak amaciyla parkinson hastalifinda alternatif bir
tedavi olarak, pramipeksoliin uzun siireli verilmesi i¢in umut verici bir aday oldugunu

kanitlamistir (Javan vd., 2018).

2.7. Yara lyilesme Siireci ve Kollajen

Insan viicudundaki en biiyiik organ cilttir ve viicudu ¢evreden koruyan bir bariyer
gorevi goriir. Cilt ylizeyinde meydana gelen hasarlar, yaralanma, yanma veya
hastaliklardan kaynaklanabilir (Sugappriya vd., 2019). Yara iyilesmesi, biyokimyasal,
molekiiler ve hiicresel tepkileri iceren karmagik bir siirectir. Hiicrelerin yapismast ve
cogalmasi, fibroblastlar ve hiicre dis1 matris (ECM) olusumunu gerektiren yara iyilesmesi
sirasinda meydana gelir. Ancak bu siire¢ bazi durumlarda ¢ok yavas gergeklesir. Bu
nedenle biyolojik olarak parcalanabilen bir iskele kullanilarak rejenerasyon siireci
hizlandirilabilir. PHA’lar bu amagla kullanilarak yapay hiicre dist bir matris gorevi

goriirler (Veronica vd., 2019).

Doku miihendisligi ve yara iyilestirilmesinin birlestirilmesi, hasar gormiis cilt
dokularinin  onarimi  i¢in 1iyilestirici biyomalzemeler/ iskeleler aracilifiyla
gerceklesmektedir. Cilt yarasi genellikle kazalar ve yaniklar sonucu olusur ve kolay ve
hizli iyilesebilmesi i¢cin biyomimetik iskelelere ihtiyag vardir. Kiigiik cilt yaralar1 normal
bir sekilde iyilesebilirken, bliyiik hasarlarda cildin yerine gececek ek desteklere ihtiyac

duyulur. Bu iskeleler, ekstraselliiler matriksin islevini taklit eder ve kolay iyilesmeye
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yardimeci olur. Ayrica yaranin mikrobik enfeksiyon prevalansini 6nler (Ramanathana vd.,

2017).

2.7.1. Yara iyilesme siireci

Omurgalilarin en biiyiik organi olan deri, epidermis, dermis ve hipodermis olarak
adlandirilan ii¢ katmandan olusur ve sinir, kan damarlariyla bir dizi baglantiya sahiptir.
Bu ii¢ katman, viicudu herhangi bir mekanik hasardan korumada 6nemli bir rol oynar. En
iist katmanda epidermis bulunur ve bu katman mikroplara ve antijenlere kars1 bir bariyer
saglar. Epidermisin hemen altinda dermis bulunur. Bu yap1 cildin kiitlesini olusturur ve
kollajen, elastin ve glikozaminoglikanlardan (GAG’lar) olusur. Dermiste bulunan ana
hiicre tipi, yara iyilesmesi siirecinde 6nemli bir rol oynayan proteazlar ve kollajenazlar
gibi yeniden bi¢imlendirici (remodelling) enzimler iiretebilen fibroblasttir. Son katman
hipodermistir ve iyi vaskiilarize edilmis yag dokusuna sahiptir. Bu katman, cilde
termoregiilasyon ve mekanik kuvvet kazandirilmasina katkida bulunur (Sekil 2.11)

(Metcalfe ve Ferguson, 2006).

Yaralanma ve yara iyilesmesi viicudun her dokusunda ve organinda gerceklesir.
Iyilesme siireci, cesitli immiinolojik ve biyolojik sistemler arasindaki koordineli
etkilesimleri iceren karmasik bir siirectir ve c¢ok sayida hiicresel, molekiiler ve
biyokimyasal aktivite igerir. Yara iyilesmesi biyolojik olarak 4 faza ayrilabilir. Bunlar; 1)
Yaralanmadan hemen sonra baslayan, pihtilasma ve hemostaz, 2) Sonrasinda gergeklesen
enflamasyon, 3) Yaralanmanin giinleri i¢inde baslayan ve baslica iyilesme siireclerini
kapsayan proliferasyon ve 4) Uzun siireg i¢erisinde ger¢eklesen skar dokusu olusumunun
gerceklestigi, yaranin yeniden bi¢cimlenmesidir (remodelling) (Tablo 2.7) (Velnar vd.,
2009).
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Sekil 2.11. Deri katmanlarinin sematik goriintiisii (Metcalfe ve Ferguson, 2006)

Yaralanma meydana gelir gelmez ilk olarak, yara iyilesmesinin ilk adimi olan
hemostaz baglar. Hemostazin ilk evresi, yaralanmadan hemen sonra ger¢eklesen vaskiiler
daralma ve fibrin piht1 olusumu ile baslar (Guo ve DiPietro, 2009). Bu durum, sitokinlerin
salinimini, trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktori
(FGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), doniistiiriicti biiytime faktorti (TGF) -B vb. gibi
bliylime faktorlerinin serbest birakilmasina neden olmaktadir. Yara bolgesindeki
kanamanin kontrolii saglandiktan sonra, enflamatuar hiicreler yara bolgesine kemotaksis
yoluyla go¢ ederek ikinci asama olan enflamasyonu baglatir (Sekil 2.12.A). Bu asamada
lenfositlerin, nétrofillerin ve makrofajlarin  saliniimi  gergeklesir. Notrofiller, yara
bolgesine ilk gelen ve akut inflamasyonu baglatan 16kositlerdir. Bu hiicreler, bakteriyel
kontaminasyonu ve enfeksiyon olusumunu engeller. (De Souza ve Shivakumar, 2019).
Makrofajlarin yara iyilesme siirecinde bir¢cok islevi vardir. Makrofajlar ilk olarak,
l6kositleri aktive ederek enflamatuar yanitin olugsmasini kolaylastiran sitokinleri serbest
birakirlar. Ayrica makrofajlar, apoptotik hiicrelerin (nétrofiller dahil) indiiklenmesi ve
yok edilmesinden de sorumludur. Bdylece enflemasyonun azalmasi saglanir. Makrofajlar
bu apoptotik hiicreleri yok ederken, hiicrelerin doku rejenerasyonu i¢in uyarilmasini

saglar. Bu amagcla, keratinositleri, fibroblastlari ve anjiyogenezi uyaran onarici bir
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duruma gegcis saglanir ve bdylece proliferasyon faz1 baglar. Bu fazda, epitel hiicrelerinin
proliferasyonu gergeklesir (re-epithelialization) (Sekil 2.12.B). Fibroblastlar ve endotel
hiicreler, kollajen olusumu, kilcal damar biiytimesi ve doku olusumunu destekler (Guo ve

DiPietro, 2009).

Fibroblastlar ilk olarak yaraya girdiklerinde, bolca ¢ogalirlar ve matris proteinlerini
(hiyaliironan, fibronektin, proteoglikanlar ve tip 1 ve tip 3 prokollajen) {iretirler. Yara
iyilesmesinin ilerleyen siireglerinde fibroblastlar, hiicre go¢iinli daha da destekleyen ve
onarim siireci i¢in gerekli olan bol miktarda hiicre dis1 matris (ECM) iiretir. Kolajenler,
yara iyilesmesinin tiim asamalarinda 6nemli bir bilesendir. Fibroblastlar tarafindan
sentezlenen bu proteinler, tiim dokulara biitiinlikk ve kuvvet kazandirir ve 6zellikle
onarimin proliferatif ve remodeling asamalarinda 6nemli bir rol oynar. Yara iyilesmesinin
son asamasi remodeling fazidir ve bu siire¢ yillarca stirebilir (Sekil 2.12.C) (Velnar vd.,
2009). Bu asamada yeni olusan kilcal damarlarin ¢ogunun regresyonu meydana gelir,
boylece yaranin damar yogunlugu normale doner. Yara iyilestikge, fibroblastlarin ve

makrofajlarin yogunlugu apoptozla daha da azalir.

35



A Kil

Dermis

|'.

Deri alti tabaka

Fibroblast )
Notrofil Yagbezi yq|jzjen Kilcal damar

Yeni kan

Monosit

Granulasyon dokusu
Makrofaj

Sekil 2.12. Yara onariminin klasik agamalari: A) Enflamasyon B) Yeni doku olusumu C) Remodeling
(Gurtner vd., 2008)

Remodeling fazinin 6nemli 6zelliklerinden bir digeri ise, ECM nin fenotipik olarak

normal dokuya yakin bir bi¢imde yeniden sekillenebilmesidir (Guo ve DiPietro, 2009).
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Akut bir yaranin basarili bir sekilde yeniden sekillenmesi, bozulma ve sentezi igeren tiim
fazlarin islevlerini dogru sirayla ve uygun bir siire boyunca hassas bir denge igerisinde,
normal iyilesmeye yol acan diizenleyici mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilmesine baglidir. Hiicre i¢i matriks olgunlagsmasiyla kollajen demetlerinin ¢apr artar ve
hyaluronik asit ve fibronektin bozulur. Yaranin gerilme kuvveti, kolajen toplanmasina
paralel olarak asamali olarak artar. Sonug olarak, azalmis sayida hiicre ve kan damar1 ve
ylksek gerilme kuvveti ile tamamen olgunlasmis bir yara meydana gelir. (Velnar vd.,

2009).

Tablo 2.8. Yara iyilesme siireci (Guo ve DiPietro, 2009)

Faz Hiicresel ve Biyofizyolojik Olaylar
Hemostaz = Vaskiiler daralma

Pihti toplanmasi, degraniilasyon ve fibrin olusum (trombiis)

Enflamasyon Notrofil infiltrasyonu
Monosit infiltrasyonu ve makrofaj farklilasmast
Lenfosit infiltrasyonu

Proliferasyon Re-epitelizasyon
Anjiyojenez
Kollajen sentezi
Hiicre dist matris (ECM)

Remodeling Kollajen remodeling

Vaskiiler olgunlasma ve regresyon

2.7.2. Kollajen

Kollajenler, insan viicudundaki en bol miktarda bulunan proteindir ve hiicre dist
matrisin (ECM) en bol miktarda bulunan proteinidir. Viicudun proteinlerinin iigte birini
olusturan kolajenler, ekstraseliiler matrikste ve tendon, kikirdak, kemigin organik
matriksi ve kornea gibi bag dokularda bulunan baslica fibréz glikoproteinlerdir. Bu
proteinler bag dokularina kuvvet, elastikiyet ve islevsellik saglar (Yalovag ve Ulusu,
2007). Globiiler proteinlerin aksine, dogrusal fiber benzeri bir yapiya sahip olan kollajen
molekiillerinin en belirgin 6zelligi, li¢ polipeptit zincirinden olugmasi ve li¢lii helezon
yapisina doniismesidir (Sekil 2.13) (Yetim, 2011; Sun vd., 2017). Kollajen proteinin yap1
taglarin1 olusturan ve polipeptid alt birimlerden olusan a-zincirleri, bir ortak eksen

etrafinda donerek 3000 A° uzunlugunda ve 15 A° capinda cubuk benzeri molekiilleri
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olustururlar. Bu zincirler, mikro fibrilleri, mikro fibriller makro fibrilleri ve daha sonra

da makro fibriller bir araya gelerek kollajen fiberlerini meydana getirirler (Yetim, 2011).

Kollajen Fiberleri
- —— o zincirler

: Makro % %
Fibriler — wikrofibriller j
" | . :
'I | - 7 f I'
g
S q'i(j;!\\ ':;\ . Tropokollajen heliks

Sekil 2.13. Kollajen proteininin organizasyonu (Yetim, 2011)

Kollajenin bugiine kadar cesitli dokulardan yaklasik 28 farkli iiyesi tanimlanmaistir.
Bunlardan en yaygin olarak bulunan Tip I kollajendir ve en fazla tendon, kemik, bag ve
deri gibi gerilme kuvveti gerektiren doku ve organlarda bulunur (Yetim H., 2011; Collier
vd., 2018). Tip II kollajen 6zellikle kikirdak dokularda bulunurken, Tip III kollajen ise
yasa bagli olarak biiylik degisiklikler gostermektedir (Yetim, 2011). Giinlimiizde tip I
kollajen, biyouyumluluk, biyobozunabilirlik ve diisiik antijenite gibi olumlu 6zellikleri
sayesinde biyomedikal hammaddelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal biyolojik
makromolekiiller arasinda kollajen, hemostatik ajan ve yara pansumaninin miitkemmel
emilebilir bir bilesenidir. Yapilan ¢ok sayida arastirma kollajenin, ila¢ verme ve doku
miithendisliginde de kullanilabilecegini gostermistir. Kolajen siinger, hemostazda ve yara
iyilesmesinde, iyi gaz gegirgenligi, epitel hiicrelerinin biiylimesinin tesvik edilmesi ve
graniilasyon dokusu olusumu gibi miikemmel o6zelliklerinden dolay1 iyi bir sekilde

uygulanabilir (Sun vd., 2017).
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Sekil 2.14. Fibrilleri olusturmak iizere diizenlenmis, bireysel ti¢lii sarmallar veya tropokollajen
molekiilleri (Bhattacharjee ve Bansal, 2005)

Diger birgok protein gibi, kollajen de primer, sekonder ve tersiyer yapilara sahiptir.
Kollajen proteinini, ii¢ farkli primer polipeptit zincirinin bir araya gelmesiyle olusmustur.
Ornegin, Tip 1 kollajen, 1014 adet aminoasitin yan yana gelmesiyle olusmus 3
polipeptiten meydana gelmektedir. Polipeptit zincirlerindeki glisin (Gly), tek basina
aminoasit kompozisyonunun %33’linli, prolin ve hidroksiprolin ise %22’sini
olusturmaktadir. Bu nedenle alfa (a) zincir olarak da adlandirilan bu yapi, Gly-X-Y
diziliminin 334 kere tekrarlanmasi ile meydana gelmistir ve burada X ve Y olan kisimlara
cogu kez prolin ve hidroksiprolin olmakla birlikte baska herhangi bir amino asit de
olabilir (Yetim, 2011). Kollajenin yapisinda on sekiz farkli amino asit bulunmaktadir ve
dokuz zorunlu amino asitin sekiz tanesi (histidin, izoldsin, 16sin, lizin, metiyonin (sistein),
fenilalanin, treonin, tirozin ve valin kolajenin yapisinda yiiksek oranda mevcuttur (Bilek

ve Bayram, 2015).
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Kollajen, genellikle hiicre dis1 matriste fibril formunda bulunur. Fibril olusturan
kolajenlerin uzunlugu 300 nm, ¢ap1 67 nm'dir. Fibril olusturan kolajenler tip I, II, III, V
ve XI olup, bu tiir kolajenler viicutta en yaygindir (Yalovag ve Ulusu, 2007). Diger
kolajen tipleri bir ag yap1 ya da tabakalardan olusmalarindan dolay1 genel olarak lifli
olmayan kolajenler olarak adlandirilirlar (Bilek ve Bayram, 2015). Kollajenin saglam ve
kararl1 yapisi, fibriller arasinda bulunan ¢apraz baglardan kaynaklanmaktadir. Bu ¢apraz
bag yapilar da kovalent baglardan olugsmustur. Bir¢ok kollajen fibrili bu ¢apraz baglar
sayesinde bir araya gelerek, deri, kemik, tendon gibi dokularin temel yapisini olustururlar
(Sekil 2.14) (Yetim, 2011).

Kollajen farmasotik uygulamalarda yaprak/ film, slinger, sprey ve hidrojel gibi
cesitli sekillerde yara sargt maddesi olarak kullanilmaktadir. Kollajen, daha hizli iyilesme
icin 1y1 bir hiicre adezyonu ve proliferasyonu icin fibroblast ¢ceken bir 6zellige sahiptir
(Ramanathana vd., 2017). Kollajenin biyomedikal malzeme ve ila¢ tasiyici olarak
kullanim1 i¢in biiyiik ¢aba harcanmistir. Kollajenin sayisiz faydali 6zellige sahip
olmasindan dolay1 biyomalzeme olarak kullanisl ve giivenli olusu ¢okga gosterilmistir.
Filmler, peletler ve iskeleler gibi kollajen bazli formlasyonlar, yara iyilestirici ilaclar ve
mikrobik oldiirticiiler de dahil olmak tizere lokal olarak aktif maddelerin saglanmasi

rollerini iistlenmistir (Lee ve Lee, 2016).

2.8. 1llac Tasiyic1 Sistemler

[lag dagitimi, insanlarda veya hayvanlarda terapdtik bir etki elde etmek igin
farmasotik bir maddenin uygulanmasina yonelik gelistirilen bir yontemdir (Tiwari vd.,
2012). Farmasoétik ve biyoteknolojik alanlarda ilacin etki gosterecegi bolgeye tasinmasi
onemli bir problemdir. Giiniimiizde ila¢ kullaniminda ortaya ¢ikan problemleri en aza
indirmek i¢in gelismekte olan teknolojilerden yararlanilir ve bu amag icin ¢ok sayida
calisma yapilmaktadir. Yapilan calismalar spesifik ilag tasiyict sistemlerin
gelistirilmesinde etkili olmustur. Bu sayede hedeflendirilmis ila¢ tagima sitemleri elde
edilmistir. Bu sistemler, ilaglar1 daha etkili ve giiniimiizdeki ilaglara kiyasla daha pratik

bir sekilde hedefe iletilmesini saglamaktadir (Tiylek, 2017).

Gelistirilen bu yeni ila¢ dagitim sistemleri; terapotik dozun istenilen oranda
kontrollii bir sekilde verilmesi, verilen etkin maddenin etkinlik dozunun maksimuma
cikarilmasi, spesifik organ ve/veya dokular1 hedef almasi, uzun siireli tedavi siiresince

ilag konsantrasyonunun optimal terapdtik bir aralikta tutulmasi, sik doz alimini en aza
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indirmesi, yan etkilerin azaltilmas1 ve hasta uyumunun arttirilmasi gibi avantajlardan bir
veya birka¢ini saglamalidir (Lin ve Chien, 2013). Uygun ilag tasiyici sistemin, etkilerini
belirlenen siire igerisinde gostermesi ve hedef doku disinda viicudun diger kisimlarinda
etki gostermemesi beklenmektedir (Tiylek, 2017). Yiiklenen etkin maddeyi istenilen
doku veya organa tasiyan sistemlere hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler, yiiklenen
etkin maddenin salim hizin1 kontrol eden sistemlere ise kontrollii salim sistemleri adi

verimektedir (Ozakar, 2014).

Modifiye edilmis salim sistemleri, etkin maddenin salindig1 hizi ve gonderildigi
bolgeyi tanimlayan bir terimdir (Jha, 2012). Modifiye edilmis ilag salim sistemi tiirleri

sunlardir;

Uzatilmis Salum Sistemleri (Extended-release systems): Ilag uygulamasindan
sonra etkin maddenin uzun siire boyunca kullanilabilir halde salinmasini saglamak
amactyla hazirlanirlar. Uzatilmis salim, stirekli veya kontrollii salim sistemleri

kullanilarak saglanabilir (Jha, 2012).

Siirekli Salim Sistemleri (Sustained-Release Systems): Bu sekilde hazirlanan
salim formlarinda, ilag uzun bir siire boyunca, salim sisteminin yonettigi oranda yavas
yavag salinir. Boylece tedavi siiresince, kandaki ilacin minimum etkili konsantrasyonu

(MEC) sabit bir seviyede tutulur ve uzun siireli terapotik etki saglanir (Jha, 2012).

Kontrollii Salim Sistemleri (Controlled-Release Systems): Kontrollii salim
sistemlerinde ilag sabit bir oranda salinir ve uygulamadan sonra plazmadaki
konsantrasyonu zamanla degismez. Kontrollii salim sistemlerinin 6zel yapilari nedeniyle,
etkin maddenin terapdtik seviyesini uzun siire boyunca korumak ve ilaci belirli bir hiicre
tipine vermek i¢in, ila¢ hareketini lokalize ederek uzun siire kontrollii hizda salim saglanir

(Sekil 2.15) (Jha, 2012).
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Sekil 2.15. Geleneksel salim sisteminden ve kontrollii salim sisteminden salinan plazmadaki ilag
seviyeleri (Huynh ve Lee, 2015)

Hedeflendirilmis kontrollii etkin madde salimi1 saglayan sistemler, geleneksel salim
sistemleri ile karsilastirildiginda, diizeltilmis etkinlik ve azaltilmis toksisite gibi cok

sayida iistiinliiklere sahiptirler (Ozakar, 2014).

Geciktirilmis Salim Sistemleri (Delayed-Release Systems): Bu formda hazirlanan
sistemlerde ilaclarin, uygulamadan hemen sonra baska bir zamanda serbest birakilmasi

saglanir. Genellikle enterik kaplama seklinde hazirlanir (Jha, 2012).

Hedeflendirilmis Salim Sistemleri (Targeted-Release Systems): Hedeflendirilmis
salimda ilacin, viicudun amaglanan etki bolgesinde diger bolgelerine gore daha yiiksek

konsantrasyonda olacak sekilde hastaya verilmesi saglanir (Jha, 2012).

Tekrarlanan Etkili Sistemler (Repeat-Action Systems): Tekrarlanan etkili
sistemler birden fazla etkin madde dozu igerir. Belirli zaman araliklar1 ile bu dozlarin

salim1 gergeklesir (Ozakar, 2014).

[lag tasiyict sistemlerde istenilen bir diger 6zellik de etken maddenin viicuttaki
bariyerleri asarak hedef alana ulagsmasidir. Bu amagla gelistirilen nano tasiyicilar, kan-
beyin bariyeri, solunum sistemindeki bronsiyoller ve derideki sik1 baglantilar gibi ¢esitli
anatomik ve biyolojik yapilar1 asarak ilaglarin hedef dokuya ulastirilmasi saglamaktadir
(Tiiylek, 2017). 1Ilag tasiyict sistemler arasinda, nanopartikiiller, nanokiireler,

nanokapsiiller, nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar, niozomlar, lipozomlar,
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dendrimerler, miseller, mikrokiireler, kati lipit nanopartikiiller, karbon nanotiipler ve

polimerik sistemler sayilabilir (Vural ve Ozer, 2015; Sayginer ve Comoglu, 2016).

Lipozomlar; fosfotipid yapida, kiiresel sekilli, bir veya birden cok lipid cift
tabakadan olusan hem i¢ kisminda hem de tabakalar arasinda sulu faz bulunan kapali
vezikiillerdir (Sayginer ve Comoglu, 2016). Lipozomlar, biyouyumlu, nonimmiinolojik
yapida olmalari, cok yonlii ve terapotik etkiyi giiclendirmeleri nedeniyle ilag
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda biiytik ilgi cekmektedirler (Tiiylek, 2017). Miseller;
lipid ya da polimer yapida, kiiresel ya da tabakali ve nano boyutlarda biiyiikliige sahip
olan yapilardir (Vural ve Ozer, 2015). ilag tasiyic1 sistemler olarak kullanilan miseller,
etken maddenin taginmasini saglamak i¢in viicutta uzun siire kalabilir ve spesifik
ligandlarla birlestiginde viicutta istenilen bolgelere hedeflenebilirler (Tiiylek, 2017).
Nanoemiilsiyonlar; birbirleriyle karismayan su ve yag fazmmin ylizey etkin madde
varliginda olusturuldugu sistemlerdir. Bu sistem hazirlanirken, dagilan faz nanometre
boyutundaki damlaciklar halinde olusur (Sayginer ve Comoglu, 2016). Kati lipid
nanopartikiiller (SLN); nanometre biiyiikliigiinde olan, oda ve viicut sicakliginda kati
halde bulunan lipidler ile hazirlanan ve emiilgatorler ile stabil hale getirilen partikiillerdir.
Diisiik toksisiteye sahip olmalari, etkin maddenin hedeflendirilmesi ve kontrollii salimi,
etkin maddenin kimyasal bozunmaya karst korunmasi gibi Ozelliklere sahiptirler

(Numanoglu ve Tarimci, 2006).

2.8.1. Kollicoat

Bir polivinil alkol-polietilen glikol greft kopolimeri olan Kollicoat, farmasotik
yardimci madde olarak, hizli salimli formiilasyonlarin hazirlanmasinda kaplama polimeri
olarak gelistirilmistir. Burada, polivinil alkol kismi film olusturma 6zelligi saglarken
polietilen glikol kism1 bir plastiklestirici gorevi goriir. Kollicoat molekiilii hidrofiliktir ve
bu nedenle suda iyi ¢oziiniir. ilag tasinmasinda ideal bir film olusturucudur. Kollicoat ile
hazirlanan filmlerin, aktif bilesenleri hizli bir sekilde serbest birakmasi, saglam ve esnek

olusu, kullanimi1 kolay ve giivenli olusu 6nemli 6zellikleri arasindadir (Pathare vd., 2013).

2.8.2. Polietilen glikol (PEG)

Polietilen glikoller (PEG), tekrarlayan (n=tekrar sayisi) etilen oksit alt
birimlerinden olusan amfifilik polimerlerdir. PEG, ¢esitli molekiiler agirliklarda bulunur.
Her bir etilen oksit rezidiisii, 44 Da’lik molekiiler agirliga (MW) sahiptir. n x 44 Da, PEG

molekiiliiniin ortalama molekiiler agirligini gostermektedir (Bailon ve Berthold, 1998).
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PEG, diisiik toksisite, asir1 diisiikk immiinojeniklik ve antijeniklik, sulu ¢ozeltilerde yiiksek
¢Oziiniirliik ve kimyasal olarak aktive edilebilen iki terminal hidroksil grubu icermesi gibi

miikemmel bir¢ok 6zellige sahiptir (Zalipsky, 1995; Bailon ve Berthold, 1998).

Polimerin ¢oklu zincirleri, amaglanan biyolojik olarak aktif bilesiklere kovalent
baglanir. Bu nedenle, genellikle biyomalzemelerin, partikiillerin ve proteinlerin kovalent

modifikasyonu i¢in tercih edilen baslangi¢c materyalidir (Zalipsky, 1995).

2.8.3. Eudragit

Sentetik polimerlerden eudragitler, akrilik asit (prop-2-enoik asit; CH2 =
CHCOOH) ve metakrilik asitlerin veya bunlarin butil ester veya dimetilaminoetil ester
gibi polimerlerinin polimerlestirilmesiyle elde edilirler. Piyasada cesitli eudragitler
mevcuttur ve bunlar kuru toz, graniiller, sulu dispersiyon veya organik ¢ozelti gibi ¢esitli
formlarda bulunmaktadir. Eudragitler, metakrilik asit ve metakrilik veya akrilik esterlere
dayanan anyonik, katyonik ve ndtr kopolimerleri veya bunlarin degisen oranlarda
tiirevlerini iceren kopolimerlerdir (Thakral vd., 2013). Eudragit RS 100, topikal uygulama
icin pek cok yara iyi edici formiilasyonlarda kullanilmistir. Genel olarak dayanikli yapisi
nedeniyle mekanik 6zelligi degistirme amaciyla (Kouchak vd., 2014) ve kontrollii ilag
salim saglayan 6zelligi nedeniyle, ilag yiiklii nanopartikiil (Fan vd., 2019), mikrosiinger
(Panday vd., 2015), nanofiber (Fayab vd., 2014) ve film formlarinda (Nawaz vd., 2018)

yara lizerine topikal uygulanacak sistemlere dahil edilmistir.

Nawaz ve arkadaslari, suda ¢oziiniirliigii az olan kurkuminin topikal emilimini
arttirmak amaciyla, karboksi polimetilen ve eudragit RS 100 matris polimerleri
kullanilarak ¢oziicii buharlastirma teknigi ile kurkumin transdermal filmler
gelistirmislerdir. Perkiitan absorpsiyonu arttirmak icin DMSO, tween 80 ve oleik asitin
kullanildigrt bu sistemin, kurkuminin topikal uygulanmasinda etkin oldugunu

belirlemislerdir (Nawaz vd., 2018).

44



3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler
Madde Ad1
%85 Fosforik asit
2-Merkaptoetanol
Akrilamit/Bisakrilamit (%30, 29:1)
Amonyum persiilfat (%99)
Bacillus cereus 14579
Bovine Serum Albiimin
Brillant blue G
Bromfenol blue
Diklorometan
Dipotasyum hidrojen fosfat
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)
Ethanol (%99,9)
Eudragit RS 100
Glasiyel asetik asit
Glikoz
Gliserol
Glisin
Hidroklorik asit
Kalsiyum kloriir
Kloroform

Kollajen

Kollicoat MAE100P
Magnezyum siilfat heptahidrat
Maya ekstresi

Metanol

MTT boyasi

n-Butanol

Nutrient agar
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Firma Adi

: Merck, Almanya

: Amresco, Amerika

: Applichem, Almanya

: Applichem, Almanya

: ATCC, Amerika

: Sigma-Aldrich Almanya
: Santa Cruz Biotechnology, Amerika
: Amresco, Amerika

: VWR, Fransa

: Merck, Almanya

: Biological Ind. Israil

: Merck, Almanya

: Rohm, Almanya

: Sigma-Aldrich Almanya

: Sigma-Aldrcih, Almanya

: Sigma-Aldrich Almanya

: Merck Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrcih, Almanya

: Sigma-Aldrcih, Almanya

: Canakkale Onsekiz Mart Universitesi,
Biyomiihendislik Boliimii, Tiirkiye
: Basf, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck Almanya

: Applichem Almanya

: Sigma-Aldrich Almanya

: Merck, Almanya



Nutrient broth

Polietilen glikol 400 (PEG 400)

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum kloriir

Potasyum nitrat

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
SDS i¢in protein isaretleyici (4 renkli 10-

260kDa)

Sodyum fosfat dibazik
Sodyum hidroksit
Sodyum hipoklorit
Sodyum kloriir

Span 80

TEMED (Tetrametiletilendiamin)

Tripsin/EDTA

Trizma baz
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: Merck, Almanya

: Tekkim, Tiirkiye

: Horasan Kimya, Tiirkiye
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck Almanya

: Thermo Scientific Amerika

: BioShop, Kanada

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Applichem Almanya

: Biological Ind. Israil

: Sigma-Aldrich Almanya



3.2. Kullamlan Cihazlar
Cihaz Ad1 Firma Ad1
Bruker UltraShield 300 spektrometresi : Bruker, ABD

Biiyiik kapasiteli santrifiij : Eppendorf 5810, Almanya
Calkalayict etiiv : New Brunswick™ Innova® 42R, Amerika
Diferansiyel tarama kalorimetresi : Shimadzu DSC-60, Japonya
(DSC)

Dikey jel elektroforezi : UVP, Amerika

Distile su cihaz : Millipore, Amerika
Dondurucu (-20 °C) : Argelik, Tiirkiye

Dondurucu (-80 °C) : New Brunswick Sci., Amerika
Floresan mikroskop : Leica 400DMI, Almanya
FTIR spektrofotometresi : Shimadzu, Japonya

Gli¢ kaynag1 : Consort E861, Belcika

Hassas terazi : Ohaus, Amerika

Invert mikroskop : Leica DMIL, Almanya

Jel dokiimantasyon cihazi : Uvitec Cambride, Ingiltere
Laminar akis kabini : Heal, Force Cin

Liyofilizator : Coolsafe 110-4 Pro, ScanVac, Iskandinav
Manyetik karistiric : Heidolph, Almanya

Orbital karistirict : Stuart SSL1, Ingiltere
Otoklav : Hirayama, Japonya

Otomatik mikropipetler : Eppendorf, Almanya
pH-metre : Mettler Toledo, Amerika

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM)  : Hitachi TM3030 plus Tabletop

Microscope, Japonya

UV Spektrofotometre : Shimadzu, Japonya
Vorteks karistirici : Je1o Tech Co., Cin
X-1511 difraktometresi (XRD) : Miniflex 600, Rigaku, Japonya
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4. YONTEM
4.1.  Bacillus cereus i¢in Biiyiime Ortami ve PHA Uretimi I¢in Kiiltiir Kosullari
Deneyin ilk asamasinda Bacillus cereus susu igin yiiksek hiicre yogunlugunda bir

kiiltiir tiretmek amaciyla besin kisitlamasi olmaksizin biiytime gerceklestirilmistir.

4.1.1. Bacillus cereus’un canlandirilmasi

Oncelikle ATCC’den temin edilen Bacillus cereus 14579 nolu sus i¢in canlandirma
prosediirii gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ilk olarak, Tablo 4.1’deki ATCC tarafindan
belirlenen igeriklere sahip Nutrient agar (NA) ve Nutrient broth (NB) besiyerleri
hazirlanmistir (http-1).

Tablo 4.1. Besiyeri icerikleri (http-1)

Nutrient Agar (NA) Nutrient Broth (NB)
Beef Extract 3gr/L Beef Extract 3ar/L
Pepton Sgr/L Pepton Segr/L

Agar 15 gr/L - -

Nutrient Broth ve Nutrient Agar besiyerleri i¢in Tablo 4.1°de belirtilen icerikler
ayri ayri olarak 1 L distile suda ¢6ziindiiriildiikten sonra pH degerleri pH-metre (Mettler
Toledo, Amerika) yardimiyla, 1 N hidroklorik asit (HCl) ve 1 N sodyum hidroksit
(NaOH) kullanilarak 6.8 +/- 0.2 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan Nutrient
Broth’lar 8 mL olacak sekilde cam durham tiiplerine porsiyonlara ayrilarak agizlar
pamukla kapatilmistir. Otoklav cihazinda (Hirayama, Japonya) 121 °C’de 20 dk steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan besiyerlerinden Nutrient Agar’lar ise 45 °C’ye geldikten
sonra laminar akis kabini (Heal, Force Cin) icerisinde aseptik kosullarda plastik petrilere
yaklasgtk 15-20 mL dokiilerek donmast beklenmistir. Hazirlanan besiyerleri

kullanilacaklar stireye kadar +4 °C’de saklamaya alinmistir.

Seri seyreltme agsamasinda kullanilmak {izere serum fizyolojik (SF) hazirlamak i¢in,
1 L distile su i¢ine 9 gr Sodyum kloriir (NaCl) eklenmis ve ¢oziindiiriilmiistiir. Cozeltinin

pH’s1 1 N NaOH ile 7.4 olacak sekilde ayarlanmis ve ¢ozelti 9 mL ‘lik porsiyonlar halinde
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cam durham tiiplerine aktarilarak ve agizlar1 pamukla tikanarak, 121°C’de 20 dakika

otoklav ile sterilize edilmistir. Oda sicakligina geldikten sonra kullanilmistir.

Besiyerleri ve SF hazirlandiktan sonra, organizmalarin canlandirilmas: ve

safligimin dogrulanmasi i¢in yapilan asagidaki tiim adimlar bek alevi yaninda aseptik

kosullarda gerceklestirilmistir.

1 mL steril pH 6,8 Nutrient Broth besiyeri alinip liyofilize mikroorganizma
tizerine eklenerek hiicreler dispers oluncaya kadar pipetaj ile dagitilmistir
edilmistir.

Organizmalari igeren besiyerinin tamami pipetle ¢ekilerek, bagka bir cam tiipte
bulunan steril 8 mL pH 6,8 Nutrient Broth besiyeri lizerine eklenmistir.

Ekim yapilan tip, 30 °C’lik bir etlivde (New Brunswick™ Innova® 42R,
Amerika) 24 saat inkiibe edilmistir.

24 saat inkiibasyondan sonra tiip vortekslenerek tamamen dispers olmasi
saglanmigtir. Dispers olan bu bakteri slispansiyonundan 1 mL alinarak serum
fizyolojik ile 10 mL’ye tamamlanms daha sonra 107! - 107 konsantrasyon
araliginda seri diliisyon ile seyreltilmistir.

Seri seyreltme yapilan son ii¢ tiipten (10, 10°, 107) 100 ul alinarak agarlh
besiyeri iizerine drigalski spatiili ile yayilmig ve 30 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir.

Inkiibasondan sonra, iireyen bakteriyi tek koloniye diisiirmek igin {i¢ ayr1 petriden
alman Ornekten 6ze ile aseptik kosullarda baska petrilere ayr1 ayri ¢izgi ekim
yapilmistir ve bunlar 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Cizgi ekim sonucunda tek diisen kolonilerin gram pozitif ve saf oldugunu
belirlemek amaciyla gram boyama yapilmistir. Bu yontemle saf ve gram pozitif
oldugu belirlenen organizmalar, uzun siireli saklamak amaciyla, cryotiiplerde
bulunan %20 Gliserol igeren 1 mL steril pH 6,8 Nutrient Broth besiyeri icerisine
0ze yardimi ile aseptik kosullar altinda tek koloni halinde alinmistir. Organizma
bulunan cryotiipler vortekslenerek tamamen dispers olmasi saglanmis ve tiiplerin
kapaklar1 parafilmlenerek -20 °C ve -80 °C’de saklamaya alinmustir.

Bundan sonraki asamada caligmaya devam etmek icin, tek diisen kolonilerden

steril pH 6,8 Nutrient Agar yatik besiyerine ekim yapilarak 30 °C’de 24 saat
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiipler +4 °C’ye kaldirilmistir.

[leriki calismalara bu kiiltiirden devam edilmistir.
4.1.2. Gram boyama

Gram boyama, bakterileri gram-pozitif ve gram-negatif olmak iizere iki temel
hiicre ¢esidine ayirir. Gram boyama meknizmasinda, mikroorganizmalarin hiicre duvari
yapilarindan yararlanilir. Boylece gram boyama sonucu gram-pozitif bakteriler mor
renkte gozlemlenirken gram-negatif bakteriler pembe-kirmizi renkte goézlemlenirler

(Beveridge, 2001).

Bu calismada ATCC’den satin alinan Bacillus cereus 14579 susunun safligini
dogrulamak amaciyla gram boyama yapilmistir. Bunun i¢in, Coico’nun uygulamis
oldugu yontem temel alinarak kullanilacak soliisyonlar hazirlanmis ve asagidaki adimlar
gerceklestirilmistir (Coico, 2006).

Kristal vivole cozeltisi

Cozelti A: 20 gr kristal viyole 100 mL %95 etanolde ¢oziindiirilmiistiir.
(Cozelti B: 1 gr amonyum oksalat 100 mL distile suda ¢ézlindiirilmiistir.

Cozelti A 1: 10 oraninda distile suyla (d.su) seyreltilmis ve 4 hacim Cozelti B ile

karistirilmistir. Gram boyama ¢alismasinda bu ¢ozelti kullanilmstir.

Iyot ¢ozeltisi
1 g iyot kristali ve 2 g potasyum iyodiir 5 mL suda eritilmistir. Daha sonra 240

mL su ve 60 mL %S5 (a/h) sodyum bikarbonat ¢ozeltisi eklenmistir.

Renk giderici soliisyon

Esit hacimlerde %95 etanol ve aseton karistirilmistir.

Safranin ¢Ozeltisi

2,5 gr safranin O 100 mL %95 etanolde ¢oziindiirilmiistir.

1. Oncelikle gram boyama yapilacak koloniler belirlenmistir. Sonrasinda temiz bir
lam iizerine bir damla su damlatilarak belirlenen koloniden bek alevi yaninda 6ze
ile bir miktar alinmig ve lam {izerindeki su yardimiyla 6rnek yayilmistir.

2. Ornegin kurumasi i¢in beklenmis ve kuruduktan sonra lam iki veya ii¢ defa

alevden gecirilerek 6rnekler 1s1yla fikse edilmistir.

50



3. Fikse edilmis ornek iizerine, tamami kaplanacak sekilde kristal viyole ¢ozeltisi
damlatilmis ve 1 dk bekletilmistir. Beklenilen siire sonunda kristal viyole ¢6zeltisi
distile su ile yikanarak uzaklastirilmistir.

4. Yikanan Ornek iizerine, tamami kaplanacak sekilde iyot ¢ozeltisi damlatilmis ve
1 dk bekletilmistir. Beklenilen siire sonunda iyot ¢dzeltisi distile su ile yikanarak
uzaklastiriimistir.

5. Yikanan Ornek {izerine, tamami kaplanacak sekilde renk giderici soliisyon
eklenerek 30 sn bekletilmistir. Beklenilen siire sonunda renk giderici soliisyon
distile su ile yikanarak uzaklastirilmustir.

6. Yikanan Ornek lizerine, tamami kaplanacak sekilde safranin ¢ozeltisi damlatilmis
ve 1 dk bekletilmistir. Beklenilen siire sonunda safranin ¢ozeltisi distile su ile
yikanarak uzaklastirilmistir.

7. Boyanan Ornekler kurumasi i¢in bekletilmistir.

8. Kuruyan 6rnekler, 100x biiyiitme kullanilacagi i¢in immersiyon yagi damlatilarak
151k mikroskobu (Leica DMIL, Almanya) altinda incelenmistir.

4.1.3. Bacillus cereus’un iiretimi

Bacillus cereus 14579 susunun liretimi, literatiirde yer alan Singh ve digerlerinin
uyguladig1 yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir (Singh vd., 2013).

Ik olarak, yatik agara ekilmis olan, canlandirilan ve saflig1 dogrulanan Bacillus
cereus 14579 susundan bek alevi yaninda 6ze ile bir miktar alinarak, 8 mL’lik steril pH
6,8 Nutrient Broth (3 gr/ L Beef Extract ve 5 gt/ L Pepton) besiyerine ekim yapilarak
astlanmustir. Bu as1 kiiltiir 30 °C’lik bir etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 600 nm’deki Optik Density (OD) degeri UV spektrofotometre (Shimadzu, Japonya)
kullanilarak okutulmustur. ODgoo degerinin yaklagik 0,7- 0,8 araliginda oldugu belirlenen
ve bu deger araliginda sabitlenen as1 kiiltiirlerinin inkiibasyon siiresi sona erdirilmis ve
buradan %1 (h/h) oraninda alinarak 250 mL’lik cam erlen icerisinde bulunan 30 mL steril
pH 6,8 Nutrient Broth igerisine ekilmistir. 30 °C’de 200 rpm’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmis ve sonrasinda UV spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda Optik Densite
(OD)’si Ol¢ililmiistiir.

4.1.4. PHB iiretimi icin sinirlayici besiyerleri
Literatiirde, farkli Bacillus suslar1 tarafindan karbon kaynagi olarak glikoz

kullanilarak PHB {iretimi gerceklestiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Valappil vd.,
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2007; Kumar vd., 2009; Philip vd., 2009). Valappil ve arkadaslarinin 2007°de ve Philip
ve arkadaslarinin 2009°da Bacillus cereus SPV susu lizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda,
karbon kaynagi olarak glikoz kullanarak farkli sinirlayici ortamlarda {iretilen polimerin

PHB oldugunu dogrulamislardir.

Bu caligmada, Nutrient Broth besiyerinde iiretilen Bacilus cereus 14579 susunun,
PHB iiretimini saglamak i¢in sinirlayict besiyerine ekimi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in
literatiirde bulunan farkli sinirlayici besiyeri 6rnekleri incelenerek asagida belirtilmis olan

2 farkli sinirlayici besiyeri denenmistir.

1. Strlayict

30 mL’lik steril pH 6,8 Nutrient Broth besiyerinde iiretilen organizmalar, PHA
tiretimi i¢in hazirlanan sinirlayici besiyeri tizerine aseptik kosullarda ekilmistir. Bunun
icin Valappil ve arkadaslarinin 2007 yilinda calistig1 fosfat sinirlayici besiyeri ve PHB
tiretim kosullar1 kullanilmigtir (Valappil vd., 2007).

1 L’lik cam erlen igerisinde 300 ml’lik sinirlayici besiyeri hazirlanmistir. Bunun
icin Tablo 4.2°de belirtilen oranlara gore tartilan maddeler 300 mL distile su igerisinde
coziindiiriilmustiir. pH degeri pH metre kullanilarak 1 N HCl ve 1 N NaOH ile 7 + 0,2’ye

ayarlanmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 20 dk otoklavlanmustir.

Tablo 4.2. . Sumirlayict besiyeri igerigi (Valappil vd., 2007)

Glikoz 20g/ L
Potasyum Nitrat (KNO3) 0,5¢g/L
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS04 .7H20) 0,2¢g/L
Kalsiyum Kloriir (CaCl») 0,2¢g/L
Sodyum Kloriir (NaCl) 0,1g/L
Dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOs) 8 mg/ mL
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 2,8 mg/ mL

30 mL pH 6,8 Nutrient Broth besiyeri igerisinde 24 saat biiyiitiilen organizmalar, 1

L’lik erlen igerisinde hazirlanmis olan 300 mL’lik sinirlayici besiyerine bek alevi yaninda
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aseptik kosullarda eklenmistir. Sinirlayic besiyerine aktarilan organizmalar 30 °C’de 200
rpm’de calkalayici etiivde 72 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 72 saatin sonunda
elde edilen bu yeni bakteri siispansiyonu, esit miktarlarda olacak sekilde 50 mL’lik konik
tabanli falkon tiiplerine porsiyonlar halinde boliinerek 11.000 rpm’de, 25 °C’de, 30
dakika santrifiij (Eppendorf 5810, Almanya) edilmistir. Santrifiij sonrasinda,
siipernatantlar atilmis, pelletler iizerine 5 mL distile su konulmus ve pelletin disperse
edilmesi icin vortekslenmistir. Elde edilen dispersiyonlar tek falkon tiiplinde toplanmis,
11.000 rpm’de, 25 °C’de, 30 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Kuru kiitle
tayini yapmak i¢in pelletler 1 mbar vakum altinda, -110 C°’de liyofilize (ScanVac,

Iskandinav) edilmistir.

2. Sinirlayici

30 mL’lik pH 6,8 Nutrient Broth besiyerinde iiretilen organizmalardan PHB tiretimi
i¢cin, Kumar ve arkadaslarinin 2009 yilinda yayiladig: sinirlayici besiyeri ve PHB iiretim

kosullart kullanilmistir (Kumar vd., 2009).

1 L’lik cam erlen igerisinde 400 mL’lik sinirlayici besiyeri hazirlanmistir. Bunun
icin Tablo 4.3’te belirtilen oranlara gore tartilan maddeler 400 mL distile su igerisinde
¢Oziindiiriilmiistiir. pH degeri pH metre kullanilarak 1 N HCI ve 1 N NaOH ile 7, 2’ye

ayarlanmistir. Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 20 dk otoklavlanmustir.

Tablo 4.3. 2. Sumirlayict besiyeri icerigi (Kumar vd., 2009)

Maya Ekstresi lg/L
Dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOy) 1g/L
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS04.7H>0) 0,5¢g/L
Glikoz 10g/L

30 mL pH 6,8 Nutrient Broth besiyeri i¢erisinde 24 saat biiyiitiilen organizmalar, 1
L’lik erlen i¢erisinde hazirlanmig olan 400 mL’lik sinirlayici besiyerine bek alevi yaninda
aseptik kosullarda eklenmistir. Sinirlayici besiyerine aktarilan organizmalar 30 °C’de 200
rpm’de calkalayici etiivde 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 48 saatin sonunda

elde edilen bu yeni bakteri siispansiyonu, esit miktarlarda olacak sekilde 50 mL’lik konik
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tabanli falkon tiiplerine porsiyonlar halinde boliinerek 11.000 rpm’de, 25 °C’de, 30
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, slipernatantlar atilmis, pelletler iizerine
5 mL distile su konulmus ve pelletin disperse edilmesi i¢in vortekslenmistir. Elde edilen
dispersiyonlar tek falkon tiipiinde toplanmis, 11.000 rpm’de, 25 °C’de, 30 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant atilmistir. Kuru kiitle tayini yapmak icin pelletler 1 mbar vakum

altinda, -110 C°’de liyofilize edilmistir.

4.2. Kloroform (CHCl3) ve Sodyum Hipoklorit (NaClO) Dispersiyonu
Kullanilarak PHB Ekstraksiyonu

Farkl1 sinirlayici besiyerlerinde iiretilerek elde edilmis hiicre lizatlarindan PHB nin
ekstraksiyonu i¢in bir sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ve kloroform dispersiyon yontemi
kullanilmistir (Hahn vd., 1993). Bu yontemde ii¢ ayr1 faz gdzlemlenir. Ust fazda sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi, orta fazda PHA dis1 hiicre metaryalleri ve bozulmamais hiicreler, en
altta ise PHAy1 iceren kloroform fazi bulunur. Buradan kloroform fazi ¢ekilerek ¢oziicti

olmayan bir madde ile ¢okeltilir (Jacquel vd., 2008).

Kuru hiicre agirliklarini belirleyerek verim hesab1 yapilmasi i¢in liyofilize edilen
orneklerden sonra, ileriki ekstraksiyon c¢alismalarinda Kourmentza’nin yonteminde
belirtildigi gibi 1slak hiicrelerden ekstraksiyon yapilarak devam edilmistir (Kourmentza
vd., 2017). Bundan sonraki asamada uygulanacak olan ekstraksiyon prosediirii,
litaratiirde yer alan Hahn ve arkadaglarinin uyguladigi yontem baz alinarak

gergeklestirilmistir (Hahn vd., 1993).

Ik olarak Boliim 4.1°de anlatildign gibi; farkli simirlayict besiyerleri iizerinde
tiretilmis ve ¢oktlriilmiis bakteri pelletleri tizerine 50 mL % 30 hipoklorit ¢ozeltisi
eklenmis, homojen bir dagilim elde edilinceye kadar tiip vortekslenmis ve dagitilmis
bakteri lizat1 250 mL’lik cam erlene aktarilmistir. Uzerine bakteri igindeki polimeri
¢ozmesi icin 50 mL kloroform eklenerek 30 °C’lik bir etiivde 200 rpm’de 150 dk

karigtirilmaya birakilmistir.

Bu asamada kullanilan sodyum hipoklorit hiicre zarina zarar vererek PHB nin hiicre
disina salinmasina yardimci olur. Serbest kalan PHA, kloroform fazina gecerek ¢oziiniir.
Boylece sodyum hipoklorit sayesinde hiicre kalintilar1 ve niikleik asitler ekstre olurken,
kloroform sayesinde PHA molekiilleri, sodyum hipokloritin yikici etkisine fazla maruz

kalmadan ¢6ziinmiis olur (Hahn vd., 1994).
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150 dk sonunda etiivden ¢ikarilan drnekler 50 mL’lik falkon tiiplere alinarak 30 °C
11.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda tiiplerde 3 ayn faz
gozlemlenmistir. Olusan ii¢ fazdan alttaki kloroform fazi pipetle ¢ekilerek baska bir 50
mL’lik falkon tiipe aktarilmigtir. Son hacim 5 mL olacak sekilde, bu kloroform fazinin
oda 1s1sinda ugarak konsantre olmasi beklenmistir. Konsantre olan kloroform {izerine, -
20 °C’den cikarilan 10 hacim soguk etanol dokiilerek PHA molekiillerinin ¢ékmesi
saglanmistir (Valappil vd., 2007). Polimerin alkol varligi ile ¢dkmesi i¢in, tiipler bir gece
oda 1sinda agzi kapali bir sekilde bekletilmis daha sonra 5.000 rpm’de 25 °C’de 15 dakika
santrifiijlenerek polimerin tiiplerin dibine ¢okmesi saglanmistir. Tiiplerden siipernatant
kisim yavasca ¢ekilerek atilmistir. Coken polimerin kurumasi i¢in oda 1sisinda kurumaya

birakilmistir. Kuruduktan sonra tartimlart yapilmastir.

4.2.1. PHB veriminin hesaplanmasi

PHB veriminin hesaplanmasi i¢in, kloroform fazindan her bir 6rnek i¢in 1 mL
almarak klorform fazi tamamen uguruldu. Kloroformun ugmasi ile tiipte olusan yapi1
iizerine 5 ml H>SOuilave edilerek 100 °C’de 10 dk bekletildi. Ornekler soguduktan sonra
absorbans degerleri, krotonik asite kars1 bir spektrofotometrede 235 nm dalga boyunda
Olctldii (Glingdrmedi vd., 2014). Bu yontem PHB’ yi 6l¢gmek i¢in kullanilabilen basit ve
spesifik bir yontemdir. Bu yontemin iki ilkesi vardir; birincisi, poli-hidroksibiitirati
konsantre siilfiirik asit i¢inde 1sitilarak kantitatif olarak krotonik aside doniistiirmek,
ikincisi ise konsantre siilfiirik asit ¢dziicii oldugunda, krotonik asidin ultraviyole
absorbansint maksimumunun 235 mp'ye kaydirilarak olgiim saglamaktir. Boylece B3-
hidroksi asitler ve poli-B-hidroksibutirik asit i¢in uygun bir analiz gerceklestirilmektedir

(Law ve Slepecky, 1961).
Cikan degerler denklem (4.1)’de yerine konularak PHB verimi hesaplandi (Odeniyi
ve Adeola, 2017).

YPHB = PHB Konsantrasyonu ¥ 100 41
0 "~ Kuru Hiicre Agirligt (1)

4.3. Kollajenin Miktar Tayini

Kollajenin kalibrasyon grafigini olusturmak i¢in Bradford Y 6ntemi kullanilmistir.
Bu yontem, Commassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinin protein varliginda verdigi renk
degisimlerine ait gdzlemlenen absorbans degisimine dayanmaktadir. Boya serbest

haldeyken kirmizi renktedir. Protein ¢6zeltisi eklendiginde, boyanin siilfonik gruplarinin
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elektrostatik c¢ekim ile proteine baglanmaktadir. Bdylece boyanin rengi kirmizidan
maviye donmektedir. Protein- boya kompleksi olustuktan sonra Amax=595 nm’de alinan
Olclim bir numunenin protein igeriginin dogru bir sekilde dlgiilmesini saglamaktadir. Bu
yontem de iki dakika icinde renk olugmaktadir ve bir saat kadar stabil kalmaktadir

(Bonjoch ve Tamayo, 2001).

Calisma boyunca kollajenin  miktar tayini Bradford yontemine gore
gerceklestirilmistir. Grafik olusturulurken standart protein 6rnegi olarak Bovine Serum
Alblimin (BSA) kullanilmistir. BSA stok ¢ozeltisi asagida belirtildigi gibi hazirlanmis ve
pH 7,4 fosfat PBS (Phosphate buffered saline) tampon ¢ozeltisi kullanilarak 1-10 pg ve
10-100 pg olmak iizere 2 farkli konsantrasyon araliginda seyreltmeler yapilarak 1 mL’lik
tek kullanimlik plastik kiivetlere aktarilmis, UV spektrofotometrede (Shimadzu, Japonya)
absorbans degerleri belirlenmistir. Kruger’in uyguladig1 yontem esas alinarak asagidaki

islemler uygulanmistir (Kruger, 2009).

Bradford Reaktifinin Hazirlanmasi

100 mg Commassie Brilant Blue G-250, 50 mL%95’lik etanolde ¢oziinmiistiir.
Uzerine 100 mL%85’lik fosforik asit ilave edilerek 0,22 pm filtre ile siiziilmiistiir.

Siiziildiikten sonra distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir (Kruger, 2009).

Standart Protein Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Oncelikle stok olarak kullanilacak BSA ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ve bu
cozeltilerin seyreltilmesinde kullanilacak olan PBS tamponu Tablo 4.4’te belirtilen

oranlarda hazirlanmistir.

Tablo 4.4. PBS tamponu i¢in gerekli bilesenler (http-2)

NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na,HPO, 1.44 ¢
KH2PO4 024 ¢
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Belirtilen miktarlarda tartilan tuzlar 800 mL’lik distile suda sirasiyla
¢Ozlinmistiir. Hazirlanan tamponun pH degeri pH metre kullanilarak 1 N HCI ve 1 N
NaOH ile 7,4’e ayarlanarak hacim 1 L’ye tamamlanmistir ve 2 farkli seyreltme oranlari
(Tablo 4.5 ve Tablo 4.6) kullanilarak elde edilen degerlerle 2 kalibrasyon egrisi
cikarilmistir.

1-10 pg araliginda seyreltme i¢in;

Coziict olarak pH 7,4 PBS kullanilarak 100 pg/mL konsantrasyonunda stok BSA

cozeltisi hazirlanmistir ve Tablo 4.5°te belirtilen oranlarda seyreltmeler yapilmistir.

Tablo 4.5. 1-10 ug aralig icin 100 ug/mL konsantrasyonunda ki BSA stok ¢ozeltisinin PBS ile seyreltme
oranlari

Stok BSA cozeltisi (100 pg/mL) PBS
pL pL
1 10 90
2 20 80
3 30 70
4 40 60
5 50 50
6 60 40
7 70 30
8 80 20
9 90 10
10 100 0

Tabloda verildigi gibi hazirlanan her 100 pL’lik 6rnek lizerine 1 mL Bradford
reaktifi eklenerek 6l¢tim yapilmistir. Kor olarak 100 uL PBS ve 1 mL Bradford reaktifi
karisimi kullanilmistir (Kruger, 2009).

10-100 pg araliginda;
I mg BSA, 1 mL pH 7.4 PBS tamponunda c¢oziindiirilerek 1 mg/mL

konsantrasyonunda BSA stok c¢ozeltisi hazirlanmis ve Tablo 4.6’da verildigi gibi

seyreltmeler yapilmistir.
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Tablo 4.6. 10-100 ug araligi igin 1 mg/mL konsantrasyonunda ki BSA stok ¢ozeltisinin PBS ile seyreltme
oranlar

Stok BSA cozeltisi (1 mg/mL) PBS

pL pL

1 10 90
2 20 80
3 30 70
4 40 60
5 50 50
6 60 40
7 70 30
8 80 20
9 90 10
10 100 0

Tabloda verildigi gibi hazirlanan her 100 uL’lik 6rnek iizerine 5 mL Bradford
reaktifi eklenerek 6l¢tim yapilmistir. Kor olarak 100 uLL PBS ve 5 mL Bradford reaktifi
karisimi kullanilmistir (Kruger, 2009).

Her iki konsantrasyon aralig1 i¢in de protein ve boya kompleksi bir araya geldikten
sonra 5 dk beklenmis ve UV spektrofotometrede kor’e karsi 595 nm’de absorbans
degerleri Ol¢iilmiistiir. Her bir deger 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmis ve okuma
sonunda ortalamalar1 alinmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile kalibrasyon grafigi

olusturulmustur.

4.4. Kollajen Yiiklii PHB Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Kollajen yiiklii PHB sistemlerinin gelistirilmesinde iki farkli yontem denenmistir.
Burada PHB, farkli polimerlerle birlestirilerek disk ve film yapilar1 olusturulmustur.
Sadece PHB kullanilarak elde edilen filmler tipik olarak kirilgandir ve birgok arastirmaci
PHB'yi diger polimerlerle harmanlayarak bu kirilganlig1 azaltmaya ¢alismistir (Rodrigues
vd., 2005).

4.4.1. PHB emdirilmis liyofilize kollajen disklerinin olusturulmasi

Kollajen suda ¢oziiniir 6zelliktedir. Organik ¢oziiciiler kullanim1 protein yapinin
zarar gormesine ve dolayisiyla beklenen etkiyi gostermesine neden olmaktadir. Bu
nedenle, lifli yapidaki kollajenin dagilmadan bir arada tutulabilmesi, yara bdlgesine
uygulama sirasinda esneklik kazanabilmesi icin ayrica PHB ile polimer etkilesimini
saglayarak PHB’nin kirilganliin1 azaltabilmesi amaciyla Kollicoat MAEIOOP ve
PEG400 polimerleri kullanilmistir (Rodrigues vd., 2005; Pathare vd., 2013). Kollajen,
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Kollicoat MAE100P ve PEG400 ¢ozeltilerini igeren karisim hazirlanmis ve bu karigim
liyofilize edilerek gozenekli kollajen disklerinin hazirlanmasi saglanmistir. Daha
sonrasinda, organik ¢oziiciide ¢ozlindiriilmiis PHB, bu disklerin iizerine damlatilarak

emdirilmis ve organik ¢oziicliniin sicakliginda u¢masi oda beklenmistir.

Bu amagla, 900 mg Kollikoat MAE100P tartilmis ve cam beher igerisinde 8 mL
etanolde coziindiiriilmiistiir. Bu ¢ozelti iizerine, ayr1 bir beherde 30 mL d.su iginde
¢Oziindiiriilmiis 787 mg PEG 400 iceren ¢ozelti eklenmis ve bu karisim oda sicakliginda
manyetik karistirict {izerinde (etanoliin tamamen ugmasi amaciyla) son hacim 20 mL
oluncaya kadar 100 rpm’de karistirilmistir. Daha sonra bu karigim iizerine, 10 mL d. suda
90 mg Kollajen olacak sekilde hazirlanmis kollajen ¢ozeltisi ilave edilmistir ve 5 dakika

karistirilmastir.

Hazirlanan karisim, ~5 mm yiikseklikte olacak cam petri yiizeyine dokiilerek -
20°C’lik buzdolabinda bir giin boyunca donmaya birakilmigtir. Dondurulan 6rnekler,
liyofilizatére konulup igerisindeki sivinin tamamen uzaklasmasi ve siingerimsi yapidaki

kollajen yiiklii disklerinin olusumu saglanmaistir.

Olusan liyofilize kollajen diskler Tablo 4.7.°de belirtilen miktarlarda kii¢iik
pargalarda kesilmistir. Her bir disk igerigindeki kollajen ve PHB miktarlar1 sabit tutulmak
icin 500 pl kloroform igerisinde Tablo 4.7.’de belirtilen miktarlarda PHB ¢6ziinmiis ve
kesilen kollajen disklerine damlatilmistir. Diskler, oda 1sinda kloroform ucana kadar
bekletilmistir ve kollajen salim ¢alismalari ile hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilincaya

kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Bu sistem KD-PHB olarak adlandirilmstir.

Kollajen saliminda ve hiicre kiiltiiriinde PHB nin etkilerinin gdzlenmesi amaciyla,
kollajen igeren ancak PHB emdirilmemis diskler (KD) de bu ¢alismalar yapilincaya kadar

+4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Tablo 4.7. Olusturulan disklerin kollajen ve PHB icerikleri

Disk Agirhg: Kollajen Miktar1 PHB Miktar
KD-PHBI1 21,00 mg 0,90 mg 3,16 mg
KD-PHB2 20,91 mg 0,89 mg 3,15 mg
KD-PHB3 16,81 mg 0,72 mg 2,53 mg
KD-PHB4 16,70 mg 0,71 mg 2,52 mg
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4.4.2. Emiilsiyon yontemiyle kollajen yiiklii PHB filmlerinin olusturulmasi

Birbiri igerisine karigsmayan iki sivinin birbiri igerisinde yiizey etkin maddeler
yardimi ile dagilmasi sonucu olusan emdiilsiyonlar, heterojen sistemlerdir. Birbiriyle
karismayan bu iki sividan biri, bir digerinin i¢inde karistirma yardimi ile damlaciklar
halinde dagitilir. Dagilmis damlalar i¢ faz1 olustururken diger sivi kisim dis fazi (siirekli
faz1) olusturur (Gilingdr vd., 2013). Emiilsiyon ¢o6ziicii buharlastirma yontemi birgok
farkli ilac1 igeren polimer mikrokiirelerini olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemle
hidrofobik polimerler ve suda ¢oziiniirliigii yiikksek olan protein ve peptit gibi bilesenler

kapsiillenebilmektedir (O’Donnell ve McGinity, 1997).

Bu calismada emiilsiyon yontemiyle kollajen yiiklii PHB filmleri olusturulmustur.
Film olusumunda PHB’ye yardimeci polimerler olarak Eudragit RS100 ve PEG400
kullanilmistir. Burada kullanilan PEG400, PHB nin kirilgan yapisin1 azaltmak, Eudragit
RS100 ise ¢ok az elde edebildigimiz PHB polimerinin miktarin1 ve biyodegradasyonunu
arttirmak amaciyla kullanilmigtir (Rodrigues vd., 2005; Thakral vd., 2013). Yag i¢inde su

emiilsiyonu hazirlanmasi amaciyla da ylizey etkin madde olarak Span80 se¢ilmistir.

Yag faz1 (organik faz) i¢in sirasiyla 80 mg Eudragit RS100 ve 40 mg PHB 2 mL
kloroformda cam bir beher igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir ve 40 mg Span80 iizerine ilave
edilmistir. Sulu faz ise 60 mg PEG 400 ve 5 mg Kollajenin 120 puL d. suda ¢ozdiirtilmesi
ile elde edilmistir. Sulu faz, yag fazina Sekil 4.1.’deki gibi eklenmis ve manyetik
karistirict lizerinde 750 rpm’de kloroformun bir kisminin ugmasi i¢in ve emiilsiyonun
yogunlagmasi saglanincaya kadar 30 dakika siiresince karistirilmaya birakilmistir. Hala
akiskan Ozellikteki emdiilsiyon sistem, teflon yiizeye damlalar halinde dokiilmiis ve
kloroformun tamamen ug¢masi i¢in oda sicaklifinda bir gece bekletilmistir. Kollajen

iceren film sistem KF-PHB olarak adlandirilmistir.
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Eudragit, PHB, Span80 PEG400, Kollajen
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Organik Faz

Sekil 4.1. Coziicii buharlastirmali emiilsiyon hazirlama yontemi ile kollajen yiiklii PHB filmlerinin
hazirlanmasinin sematik gosterimi

Hiicre kiiltiirii calismalarinda, PHB’nin toksikolojik 6zelliginin belirlenmesi
amaciyla kollajen icermeyen PHB filmleri de de hazirlanmistir. Bu islem, kollajen ekleme
basamagi olmadan yukarida anlatildigi sekilde hazirlanmistir ve F-PHB olarak

adlandirilmastir.

Hazirlanan sistemlerin adlandirilmasi Tablo 4.8°de belirtilmistir.

Tablo 4.8. PHB ve Kollajen kullanilarak hazirlanan formiillasyonlarin isimlendirilmesi

Ornekler Isimlendirme
Referans polimer PHB-1
Ekstrakte edilen polimer PHB-M
Liyofilize kollajen disk KD

PHB emdirilmis liyofilize kollajen disk KD-PHB
PHB emiilsiyon film F-PHB
Kollajen yiiklii PHB emiilsiyon film KF-PHB

4.5. Kollajenin Sistemlerden /n Vitro Salim Cahismalari
Hazirlanan KD ve KD-PHB diskleri ve KF-PHB filmi i¢in de in vitro salim

calismast yapilmustir. Disk sisteminlerinden kollajenin saliminda, PHB varliginin nasil
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etki ettiginin anlasilabilmesi i¢in, KD ve KD-PHB sistemleri i¢in ayr1 ayr1 salim diizenegi
kurtulmustur. F-PHB formiilasyonu kollajen icermedigi i¢in salim c¢alismasina dahil
edilmemistir. Her bir sistem i¢in 4 tekrarli diizenek kurulmustur. Kurulan bu diizenek,
Eudragit ve Kollicoat ile olusturdugu filmlerden in vitro ilag salinimini inceleyen

Cuppok’un kullandig1 yontem ile benzerlik gostermektedir (Cuppok vd., 2011).

Tiim disk ve filmlerden Tablo 4.9°da belirtilen miktarlarda biitiin parcalar kesilmis
ve ayr ayr1 37 °C’ye ayarlanmigs 3 mL pH 7,4 PBS iceren, 50 mI’lik plastik falkon
tiiplerine konulmustur. Isitmali diizenek kurulan 130 rpm’deki orbital ¢alkalayici lizerine
sabitlenerek, belirli araliklarla 300 pL 6rnek alinmis ve yerine 300 pL taze pH 7,4 PBS
konulmustur. Alinan 6rneklerin 100 pL’si 15 mL’lik plastik falkon tiiplerine aktariimis,
tizerine 5 mL Bradford reaktifi eklenmis ve 5 dk beklenmistir. Siire sonunda bu 6rnekten
1 mL alinarak plastik bir kiivette UV spektrofotometrede kore kars1 595 nm’de absorbans
degerleri olgiilmiistiir. Cikan sonugclar, olusturulan denklem ile hesaplanarak kollajenin

salim profilleri ¢ikarilmistir. Salim ¢alismasi 3 ay siiresince devam ettirilmistir.

Tablo 4.9. Salim profilinde kullanilan KD-PHB, KD ve KF-PHB sistemlerinin miktari ve igerikleri

Ornek Adi Disk/Film Agirhig1  Kollajen Miktar: PHB Miktar
KD-PHB1 21,00 mg 0,90 mg 3,16 mg
KD-PHB2 20,91 mg 0,89 mg 3,15 mg
KD-PHB3 16,81 mg 0,72 mg 2,53 mg
KD-PHB4 16,70 mg 0,71 mg 2,52 mg
KD1 16,8 mg 0,85 mg -
KD2 19.11 mg 0,96 mg -
KD3 14,20 mg 0,72 mg -
KD4 14,42 mg 0,73 mg -
KF-PHB 22,51 mg 0,50 mg 4,00 mg
KF-PHB 22,50 mg 0,50 mg 4,01 mg
KF-PHB 22,51 mg 0,50 mg 4,02 mg
KF-PHB 21,00 mg 0,46 mg 3,73 mg

4.6. Kollajenin SDS-PAGE Jel Elektroforezi
Poliakrilamid jel elektroforezi, proteinlerin yiikten bagimsiz olarak boyutlarina
gbre ayrilmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir. Burada kullanilan anyonik (negatif yiiklii)

deterjan olan SDS, proteinlerin ikincil ve {igiinciil yapilarim1 denatiire ederek negatif yiik
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ile kaplar. SDS ile yiik kazandirilmis bu proteinler, bir jele yiiklendiginde ve elektriksel
bir akim uygulandiginda, proteinlerin sadece molekiiler agirliklarina gore ayrimi
saglanmaktadir. En popiiler SDS-PAGE prosediirii 1970 yilinda Laemmli tarafindan
tanimlanmistir. Laemmli SDS-PAGE sisteminde, farkli pH degerlerini ve poliakrilamid
konsantrasyonlarini igeren tist iiste binmis, ylikleme jeli ve ayirma jeli olarak bilinen iki
farkli poliakrilamid konsantrasyonlu jel kullanilmigtir. Ust jel yani yiikleme jeli,
proteinlerin hizli bir sekilde yiirliylip tek bir hizaya gelebilmesi i¢in diislik
konsantrasyonda poliakrilamid igerirken, alt jel yani ayirma jeli, proteinlerin ayriminin
saglanmasi i¢cin daha yliksek konsantrasyonda poliakrilamid i¢cermektedir. Buradaki
poliakrilamid konsantrasyonu, ayrimi yapilacak proteinlerin boyutlarina bagli olarak

degistirilebilmektedir (Brunelle ve Green, 2014; Pavlova vd., 2018).

Bu sistem, hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan kollajenin, formiilasyon
hazirlanirlama kosullarinda yapisinin bozulup bozulmadigini ve salim sonucunda salinan

kollajenin stabilitesini kontrol etmek amaciyla kullanilmistir.

Kollajen proteinini SDS-PAGE sisteminde ayirabilmek i¢in %7,5 ayirma jeli ve %4
yiikleme jeli kullanilmistir (Zhang vd., 2014). SDS-PAGE ig¢in kullanilacak ¢ozeltiler
Tablo 4.10° da listelenmistir.

63



Tablo 4.10. SDS-PAGE igin kullanilan ¢ézeltiler (Simpson, 2006)

%7,5 Ayirma Jeli (5 mL) Distile su 2.35 mL
%30 Akrilamit/bisakrilamit 1.25 mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 1.3 mL
%10 SDS 0.05 mL
%10 APS 0.05 mL
TEMED 0.003 mL.
%4 Yiikleme Jeli (2 mL) Distile su 1.44 mL
%30 Akrilamit/bisakrilamit 0.27 mL
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 0.25 mL
%10 SDS 0.02 mL
%10 APS 0.02 mL
TEMED 0.002 mL
Yiiriitme Tamponu (10X) Trizma baz 30¢g
Glisin 144 ¢
SDS 10g
Distile su 1L
Ornek Yiikleme Tamponu (2X) 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2 mL,
Gliserol 1.6 mL
%10 SDS 3.2mL
2-Merkaptoetanol 0.8 mL
%1 Bromofenol blue 0.4 mL
Fiksasyon cozeltisi (100 mL) Glasiyel asetik asit 10 mL
Metanol 50 mL
Distile Su 40 mL
Boyama cozeltisi (100 mL) Comassie Brillant blue 025¢g
Glasiyel asetik asit 10 mL
Metanol 45 mL
Distile su 45 mL
Yikama cozeltisi (100 mL) Glasiyel asetik asit 10 mL
Metanol 40 mL
Distile su 50 mL

4.6.1. SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi

Hazirlanan 6rneklerin yiiklenecegi ve yiiriitiilecegi iki ayr1 jel hazirlanmistir.
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1. Jel hazirlanmadan 6nce cam plakalar distile su ile yikanarak, kurulanmistir. Iki camin
arasina konulan plastik seritlere sizintiy1 6nlemek amaciyla az miktarda vazelin

stiriilmiistiir. Cam plakalar jel kasetine yerlestirilerek, sikica tutturulmustur.

2. Ayirma jelini hazirlamak i¢in gereken ¢ozeltiler, sirastyla, distile su, akrilamit, Tris-
HCI, SDS bir behere konularak iyice karistirilmistir. Son olarak APS ve TEMED
eklenmis ve karisim, jelin donmamasi icin hizlica plakalar arasina hava kabarcig

kalmayacak sekilde dokiilmiistiir.

3. Taraklar takildiktan sonra yaklasik 1 cm altina kadar ayirma jeli dokiildiikten sonra
tizerine Biitanol eklenerek jelin iist kismi diizlestirilmis ve polimerlesme i¢in 30-45

dakika beklenmistir.

4. Jellesme tamamlandiktan sonra biitanol kurutma kagidi yardimi ile ortamdan

cekilmistir.

5. Yiikleme jelini hazirlamak i¢in gereken ¢dzeltiler sirasiyla, distile su, akrilamit, Tris-
HCIl, SDS bir behere konularak iyice karistirilmistir. Son olarak APS ve TEMED
eklenmis ve karisim hizlica pipet yardimi ile plakalar arasina hava kabarcigi
kalmayacak bir sekilde dokiilmiis ve taraklar yerlestirilmistir. Polimerlesme i¢in 30-

45 dakika beklenmistir.

Jellesme tamamlandiktan sonra camlarin alt ve yan kisimlarindaki plastik seritler
cikarilarak, kaset tank icerisine yerlestirilmistir. Taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve kuyular

pipet yardimiyla yiiriitme tamponuyla yikanmaistir.

4.6.2. SDS-PAGE icin protein 6rneklerinin hazirlanmasi

Film formiilasyonu sirasinda kullanilan kloroformun, karigtirma hizinin ve
kloroformun ugurulmasi islemleri etkilerini belirlemek i¢in, film formiilasyonu kosullar1
diger maddeler eklenmeden Boliim 4.4.2°de anlatildigi gibi uygulanmistir. Bunun i¢in 5
mg Kollajen 120 pL d. suda ¢oziiliimiis tizerine 2 ml kloroform eklenerek 30 dakika
manyetik karistiricida kloroformun ugurulmasi igin agzi acik bir sekilde karigtirilmistir.
Daha sonra ornekler teflon yiizeye dokiilmiis, su ve kloroformun tamamen uzaklagmasi

beklenmistir. Kalint1 halindeki kollajen toplanmis, 120 pL d. suda tekrar ¢oziinmiistiir.

Kontrol olarak ayni konsantrasyonlarda hazirlanmis ve kloroform ile muamele

edilmemis saf kollajenden kullanilmistir.
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Salim esnasinda kollajenin stabilitesini tespit edebilmek i¢in, asagida belirtilen
salim siirelerinde alinmigs KD, KD-PHB ve KF-PHB formiilasyonlarina ait salim

ornekleri kullanilmistir.

KD; 20 dk, 2 sa, 12 sa, 24 sa, 1 hafta
KD-PHB; 20 dk, 1 sa, 12 sa, 24 sa, 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta, 4 hafta
KF-PHB; 20 dk, 1 sa, 12 sa, 24 sa, 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta, 4 hafta

— Mikrotiipler igerisine 7,5 pL analiz edilecek 6rneklerden ayri ayr1 konulmus ve

tizerine 7,5 puL ylikleme tamponu eklenmistir.

— Denatiirasyon igin, tiipler su banyosunda yaklagik 90 °C’de 3 dakika
bekletilmistir.
— Tiipler su banyosundan alindiktan sonra hemen buz iizerine aktarilmis ve orada 1

dakika bekletildikten sonra jele yiiklenmistir.
— 10 pl protein isaretleyici de kollajeninin goéiilecegi seviyeyi belirlemek amaciyla
ilk kuyucuga mikropipet yardimi ile yliklenmistir.
80 V ve 25 mA’de 30 dakika ve 120 V 45 mA’de 80 dakika yiiriitiilmistiir ve

proteinin jelde belirlenmesi ilemine gegilmistir.

4.6.3. Proteinin jelde belirlenmesi

Jelin Fiksasyonu

Yiiriitme tamamlandiktan sonra jel, elektroforez cihazindan ve cam plakalar

arasindan ¢ikarilarak plastik bir kap igerisine alinmis ve d.su ile yikanmistir,

Kabin igerisine fiksasyon ¢ozeltisi konulup ¢alkalayici {izerine alinarak 1 saat

calkalanmaya birakilmistir.

Jelin Boyanmasi

Fiksasyon isleminden sonra, kaptaki fiksasyon ¢ozeltisi dikkatlice dokiilmiis ve
kabin igerisine boyama ¢dozeltisi konulup kap calkalayici iizerine konulmustur.

Calkalayici iizerinde yaklasik 20-30 dakika 300 rpm’de ¢alkalanmuistir.

Jelin Boyasinin Yikanmasi

Jelin boyama islemi tamamlandiktan sonra, kaptaki boyama ¢ozeltisi dikkatlice
dokiilmiistiir. Fazla kalan boyay1 uzaklastirmak icin bir iki kez d.su gegirilerek kap ve jel

birlikte yikanmistir.
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Uzerine yikama soliisyonu konularak, protein olmayan bolgelerdeki boyanin

tamamen uzaklagmasi i¢in ¢alkalayicida birakilmuistir.
Jel tamamen boyadan arindiktan sonra goriintiilenmesi yapilmaistir.

4.7. Hiicre Kiiltiirii
Hazirlanan formiilasyonlarin etkinliinin belirlenmesi i¢in, HaCaT keratinosit
hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii i¢in hiicrelerin iiretilmesi asagidaki gibi

gergeklestirilmistir.

— Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM
ortaminda kiiltlire edilmistir.
— Hiicre kiiltiirti 37 °C’ de %5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer kosullarinda
yapilmistir.
Hiicreler hizli biiyiime fazina ulastigi zaman, 2XTripsin/EDTA ¢ozeltisi ile
muamele edilerek flask duvarindan kopmasi saglanmig ve bundan sonra alt kiiltiirlere

ayrilmistir.

4.7.1. Sitotoksisite ¢calismalari

Hiicre sitotoksisitesi temel olarak hiicrelerin bir ilaca veya herhangi bir kimyasal
maddeye kars1 tepkisinin analiz edilmesi i¢in kullanilir. In vitro sitotoksisite ¢caligmalari
genellikle test edilecek bir maddenin canli hiicrelerle belirli bir siire inkiibasyonundan
sonra, kalan canli hiicre sayisini belirleyerek bu maddenin toksik olup olmadigini dlger.
Ortamdaki canli hiicre sayisim1 Olgme yontemleri genellikle metabolik aktivitenin
Olclilmesine dayanir. Bu yontemlerden biri olan MTT tetrazolium deneyi, ¢cok sayida

numunedeki canli hiicre sayisini belirlemek i¢in kullanilir (Riss vd., 2011).

MTT analizi, 3- [4,5-dimetiltiyazol-2-il] -2,5 difenil tetrazolium bromiir (MTT
tetrazolium) bilesiginin, canli hiicrelerden salinan mitokondriyal NAD (p) H'ye bagh
oksidorediiktaz enzimleri tarafindan ¢oziinmeyen formazan kristallerine dontistiiriilmesi
temeline dayanir. Bu yoOntem, formazan kristallerinin miktar1 ile iligkili olan
mitokondriyal aktiviteyi 6lgerek canli hiicre sayisinin belirlenmesini saglar. Olii veya
yavas biiyliyen hiicreler mitokondriyal aktivite gosteremedikleri icin diisiik seviyede
formazan kristali olustururlar. MTT uygulamasindan sonra olusan formazan kristalleri,
dimetil siilfoksit (DMEM) veya sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi c¢ozeltilerde
¢oOziindiiriilerek 540-720 nm arasinda bir spektrofotometrede 6lgiilebilir (Adan vd., 2016).
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Bu caligmada gelistirilmis film ve disk formiilasyonlarin hiicreler iizerindeki etkileri
MTT testi kullanilarak belirlenmistir. Testin uygulanmasi asagidaki ifade edildigi gibi
gerceklestirilmistir.

— Hiicreler kiiltiire edildikten sonra %10 FBS iceren DMEM ortaminda dagitilarak
siispansiyon haline getirilmis ve hiicre siispansiyonundan belli bir miktar Thoma
lamu1 tizerine alinarak hiicre sayis1 belirlenmistir.

— Her bir kuyuya 17.500 hiicre olacak sekilde ayarlanmis hiicre siispansiyonundan
almarak 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinin her kuyucuguna 500 pL
stispansiyon aktarilmistir.

— Sitotoksik etkiyi incelemek icin 1 giinliik tiremeye birakilan hiicrelerin besiyerleri
2. giin sonunda ¢ekilmis ve hazirlanan film ve disk formiilasyonlarindan, kollajen
miktarlar1 kontrol grubundaki kollajen miktar1 ile aynmi olacak sekilde belirli
kesitler alinarak, tarafimizdan hazirlanan tel 1zgaralar {izerine yerlestirilmis ve
hiicrelere temas etmeyecek sekilde kuyulara asili pozisyonda yerlestirilmistir.
Hazirlanan bu kuyucuklarin iizerine 2 ml DMEM besiyeri ilave dilmistir. Bu
islemler tamamlandiktan sonra plaklar, Cytation 5 plaka okuyucuya yerlestirilerek
37 °C’ de %5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer ortaminda 72 saat inkiibasyona
brrakilmastir.

— 72 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki formiilasyon ve besiyeri
uzaklastirilmis ve kuyucuklar pH 7,4 olan steril PBS ile yikanmustir.

— Yikama sonunda PBS ¢ekilerek her bir kuyucuga 150 pL (5 mg/mL) MTT boyas1
konulmustur. MTT boyasinin canli hiicrelerde formazan kristallerine
doniistiiriilebilmesi i¢in 37 °C de 4 saat bekletilmistir,

— MTT boyast kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga ImL DMSO
konularak 30 dakika 37 °C’de etiivde bekletilmistir,

— 30 dakikalik inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra hiicre canliligin1 belirlemek
tizere Cytation 5 plaka okuyucuda (BioTek, ABD) 570 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapilmistir.

— Deney, disk ve film formiilasyonlarinin her biri i¢in bu deney 4 tekrarli olarak
yapilmistir.
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4.8. Karakterizasyon Calismalari
4.8.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Bu caligmada, iiretilen PHB ve hazirlanan formiilasyonlarin yiizey morfolojisini
belirlemek icin taramali elektron mikroskobu (Hitachi TM3030 plus Tabletop
Microscope, Japonya) kullanilmistir. Analiz 6ncesi, kiigiik pargalar halinde alinmig PHB
ve hazirlanan formiilasyonlar, karbon bant yapistirilmis stab iizerine sabitlenecek daha
sonra, drnekler ince altin tabakas1 (100 A) ile kaplanmus ve yiiksek vakum altinda degisik

¢Oziiniirliikte uygun voltaj altinda SEM ile goriintiilenmistir.

4.8.2. Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) analizi

Polimerin ve hazirlanan formiilasyonlarin termal ozellikleri, yani cam gegis
sicakligi (Tg) ve erime sicakligi (Tm), bir Shimadzu DSC-60 ekipmani kullanilarak
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) ¢alismasi yapilarak belirlenmistir. Calisma i¢in
kullanilan 6rnek miktarlar1 1 ila 3 mg arasinda tartilmis ve standart aliiminyum hiicrelere
yerlestirlerek 30 °C ve 300 °C arasindaki 10 °C min"" lik bir 1sitma islemine tabi

tutulmustur.

4.8.3. X-1s1m kirimmmi (XRD) analizi

Bacillus cereus tarafindan {retilen polimerin yapisal 6zellikleri hakkinda bilgi
edinmek i¢in, bir Cu K-alpha (40 kV, 15 mA) radyasyon kullanilarak bir X-1s1n1
difraktometre (Rigaku, Japonya) iizerinde toplanan sinyaller kaydedilmistir. Veriler, 2 °
/ dak tarama hiz1 kullamilarak siirekli tarama modunda 5°-70°' lik 20 araliginda

kaydedilmistir.

4.8.4. Fourier doniisiimii infrared spektrometresi (FTIR) analizi

Ekstrakte edilmis PHB numuneleri ve olusturulan film ve disk
formiilasyonlarindaki fonksiyonel gruplarin varligi FTIR spektroskopisi ile analiz
edilmistir. Yaklasik 1 mg numune 6rnegi, Azaltilmis Toplam Yansima (ATR) aparatiyla
FTIR spektrofotometresine (Shimadzu, Japonya) sabitlenmistir. Iletilen 151k enerjisinin
nispi yogunlugu, ortam sicakliginda 400-4000 cm™' bolgesindeki emilim dalga boyuna

kars1 olclilmiistiir.
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4.8.5. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi analizi

Ekstrakte edilen polimer, 10 mg/ml konsantrasyonda deuterodimetil siilfoksit
(DMSO-ds)igerisinde siispanse edilmistir. 'H NMR spektrumlari, 25 °C'de 10 ps darbe
genigligi (90° darbe agist), 6103,516 Hz spektral genislik, 16384 veri noktasi ile bir
Bruker UltraShield 300 spektrometresi (Bruker, ABD) iizerinde elde edilmistir.
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S. BULGULAR VE TARTISMA
S5.1.  Bacillus cereus’un Canlandirilmasi ve Safliginin Dogrulanmasi

Bacillus cereus, gram-pozitif aerobik veya fakiiltatif olarak anaerobik spor
olusturan c¢ubuk benzeri yapilardir (Drobniewski, 1993). ATCC’den temin edilen
Bacillus cereus 14579 nolu sus igin boliim 4.1°de belirtilen sekilde canlandirma
prosediirii  gerceklestirilmistir. Canlandirilan organizmalarin safligin1  dogrulamak
amactyla serum fizyolojik igerisinde seri seyreltmeler yapilmis ve tek koloni
diisiirilmustiir. Bu tek kolonilerden gram boyama yapilarak (Boliim 4.1.2) elimizdeki
susun Sekil 5.1.°de gosterildigi gibi saf ve gram pozitif oldugu dogrulanmistir. Gram
boyama meknizmasinda, mikroorganizmalarin hiicre duvari yapilarindan yararlanilir.
Boylece gram boyama sonucu gram (+) bakteriler mor renkte gézlemlenirken gram (-)
bakteriler pembe-kirmizi renkte gozlemlenirler (Beveridge, 2001). Sekil 5.1°¢
bakildiginda c¢ubuk seklinde ve mor renkli yapilar Bacillus cereus’un o6zelliklerini

dogrulamaktadir.

Sekil 5.1. Gram boyama sonucu gézlemlenen Bacillus cereus susu
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5.2.  Bacillus cereus’un On Kiiltiir Kosullar1 ve Besin Simirlayic1 Kosullarda PHA
Uretimi

Canlandirilan Bacillus cereus susu PHA iiretimine hazirlanmak i¢in Oncelikle
boliim 4.1°de belirtildigi gibi 6n kiiltiir kosullar1 saglanmis ve bakteri kiiltiirlerinin tiretimi
gerceklestirilmistir. Kiiltiirlerin optik yogunluklar: (OD) 600 nm’de Sl¢iilmiistiir (Bizani
ve Brandelli, 2002). Uretilen kiiltiirlerin ODgoo degeri 0,8°de sabitlenmistir. Bundan
sonraki asamada iiretilen organizmalar farkli besin sinirlayici besiyerine alinmis ve PHA
tiretimleri gergeklestirilmistir. Organizmalarin kuru hiicre agirliklarini 6grenmek igin

hiicreler liyofilize edilmistir (Boliim 4.1.3) ve Tablo 5.1°de listelenmistir.

Tablo 5.1. Liyofilize hiicre kiitleleri

Sinirlayici Ornek Kuru hiicre agirhg
1. Smirlayici 1 0,1332 ¢
2 0,1405 g
3 0,1362 g
2. Smirlayic 1 0,1789 g
2 0,1420 g
3 0,1683 g

5.3. Kloroform (CHCls) ve Sodyum Hipoklorit (NaClO) Dispersiyonunu
Kullamlarak PHA Ekstraksiyonu ve PHA Eldesi

Farkl1 sinirlayict besiyerinde PHA iiretimi gergeklestirilen organizmalardan bolim
4.2°de belirtilen protokole uygun olarak PHA ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir. Yapilan
daha 6nceki ¢aligmalarda, optimum kosullarda 1:1 oraninda %30 sodyum hipoklorit ve
kloroformun (Sekil 5.2) 30 °C’de 60-150 dk arasinda hiicrelere uygulanmasinin yiiksek
saflik ve verimde PHA eldesi ile sonug¢landigi bildirilmistir (Hahn vd., 1993; Hahn vd.,
1994; Jacquel vd., 2008).
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Sekil 5.2. Farkli simirlayict besiyerlerinde tiretilmis ve %30 luk hipoklorit ¢ozeltisi ve kloroform eklenmis
bakteri lizatlari. 1; 1. stmirlayici tiviini, 2; 2. simwrlayict iirtinii

Hanh ve arkadaslarinin yontemine gore Boliim 4.2°de ki ekstaksiyon isleminde
belirtildig sekilde, tizerine % 30’luk hipoklorit ¢ozeltisi ve kloroform eklenmis liyofilize
bakteri lizat1 (Sekil 5.2) 30 °C’lik etiivde 150 dk ¢alklanarak inkiibe edilmis ve sonrasinda
porsiyonlara ayrilarak santrifiijlenmistir (Hanh vd., 1993). Santrifiij sonras: Sekil 5.3.’de
gosterildigi gibi lic ayrn faz gozlemlenmektedir. En {istteki faz sodyum hipoklorit
¢Ozeltisini, orta faz PHA dis1 hiicre metaryalleri ve bozulmamis hiicreleri, en alt faz ise
PHA’y1 igeren kloroformu igerir (Jacquel vd., 2008). Bu asamada ger¢eklesen, sodyum
hipokloritin etkisiyle hiicre zar1 zarar gdrerek PHA nin hiicre digina ¢ikmasi, kloroform
ile hiicre disina salinan bu PHA nin ¢6ziindiiriilmesi islemidir. Bu yontemin polimer

bozunmasini 6nemli dl¢giide azalttigi bildirilmistir (Hahn vd., 1994; Jacquel vd., 2008).
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Sekil 5.3. Kloroform-sodyum hipoklorit yonteminde santrifiij sonrast gézlemlenen faz ayrimlari

Ekstraksiyon asamasindan sonra elde edilen PHB’ nin %’de verimleri Bolim
4.2.1°de belirtilen sekilde hesaplanmistir. Hesaplanan PHB verim degerleri Tablo 5.2°de

gosterilmistir.

Tablo 5.2. Liyofilize hiicrelerin kuru hiicre agirliklart ve verim degerleri

Sinirlayici Ornek Kuru hiicre agirhg Verim

1. Simirlayici 1 0,1332 ¢ %38.,2
2 0,1405 g %35,7

3 0,1362 g %24,2

2. Smnrlayic 1 0,1789 g %38.,2
2 0,1420 g %42,2

3 0,1683 g %34,5

Elde edilen verim yiizdeleri, literatiirdeki kloroform-sodyum hipoklorit ile ekstre
edilen PHB verimlerine gore daha diisiik ¢ikmistir. Hanh ve digerleri Alcaligenes
eutrophus kullanarak tiretilen PHB’yi kloroform-sodyum hipoklorit ile ekstre ederek
yaklasik %91 verimde PHB elde ederlerken, Akaraonye ve digerleri Bacillus cereus
kullanarak yaklasik %51,37 verimde PHB elde etmislerdir (Hanh vd., 1994; Akaraonye

vd., 2012). Literatiirlerdeki bu farkli PHB verim degerleri, kullanilan organizmanin
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farkliligindan kaynaklandigini géstermektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada, PHB verimi,
1. sinirlayici icin en diisiik %8,2 ve en yliksek %35,7 olarak, 2. sinirlayici icin ise en

diisiik %34,5 ve en yiiksek %42,2 olarak bulunmustur.

Verim hesabr i¢in alinan 1 mL Ornekten sonra, kalan kloroform fazindaki
polimerlerin ¢oktiiriilmesi i¢in tizerine soguk etanol eklenmistir (Sekil 5.4) (Jacquel vd.,
2008). Alkol eklemesi ile olusan polimer lifleri, santrifiij ile ¢oktiiriilerek siipernatant
atilmis ve pellet kurumaya birakilmistir. Pellet tamamen kuruyup, beyaz ve kristalimsi

yap1 olustuktan sonra tartilmis ve sonuglar Tablo 5.3°te gosterilmistir.

Sekil 5.4. Soguk etanol yardimiyla ¢oktiiriilen polimerler. A; Kloroformu u¢urulmamus form, B;
Kloroform ugurulmus ve kurutulmus form

Tablo 5.3. Olusan PHA miktarlar:

Sinirlayiel Ornek PHB miktar1
1. Smrlayici 1 11 mg
50 mg
33 mg
68 mg

2. Smirlayic

60 mg

WD | — (W N

58 mg
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Tablo 5.2°deki verim degerleri incelendiginde, 2. Sinirlayicida biiyiitiilen
bakterilerin daha yiiksek oranda PHB iirettigi gozlenmistir. Kumar ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada belirtildigi gibi, sinirlayicinin PHB verimine etkili oldugu sonucu bizim
caligmamizda da gozlenmistir (Kumar vd., 2009). Bu nedenle, bundan sonraki
caligsmalarimiza, daha yiiksek verim elde edildigi i¢in 2. Smurlayiciyla devam edilmistir.
Kuru hiicre agirliklar1 belirlenerek verim hesabi yapilan 6rneklerden sonra, liyofilizasyon
cihazimizin kullanom dis1 olmasit nedeniyle, ileriki ekstraksiyon c¢alismalarinda
Kourmentza’nin yonteminde belirtildigi gibi, liyofilizasyon basamagi olmadan, 1slak

hiicrelerden ekstraksiyon yapilarak devam edilmistir (Kourmentza vd., 2017).

5.4. Bradford Yontemi Kullanilarak Kalibrasyon Grafiginin Olusturulmasi

Literatiirde kollajen miktar tayini i¢in kullanilan, Hidroksiprolin tayini, Lowry,
Biuret ve Bradford gibi ¢esitli protein tayin yontemleri mevcuttur (Lopez vd., 1993;
Komsa-Penkova vd., 1996; Macovescu vd., 2016). Bu ¢alismada kullanilan Bradford
yontemi, hizli, basit ve hassas bir yontemdir. Coomassie Blue G250 gibi organik
boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek, renk degistirmesini esas
alir. Standart yontem (10-100 pg) ve Mikroanaliz yontemi (1-10 pg) olarak iki farkl
konsantrasyon araligi i¢in uygulanabilir (Kruger, 2009).

Su ve arkadaslarinin yaptigt bir c¢aligmada, protein molekiillerini igeren
formiilasyon gelistirme ve salim profilini tahmin etmek i¢in kullanilabilecek yeni, hizli
ve dogrulanmis bir Bradford yontemi tanimlanmislardir. Burada, Bradford yontemiyle
kalibrasyon egrileri olusturulurken pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) kullanilmigtir
(Su vd., 2010).

Bu tez calismasinda, Boliim 4.3.”de belirtildigi gibi, pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS) kullanilarak 1-10 pug ve 10-100 pg olmak iizere 2 farkli konsantrasyon araligi i¢in
Bradford analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, Sekil 5.5. ve 5.6.’da gosterilen renk
degisimleri gozlemlenmistir. 100 pl i¢inde farkli oranlardaki protein ornekleri iizerine
konulan Bradford reaktifi protein ile kompleks olusturarak mavi renk vermistir. Artan
protein konsantrasyonuyla birlikte olusan mavi rengin kademeli olarak koyulastig

gozlemlenmistir.
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Sekil 5.5. 1-10 ug konsantrasyon araligindaki Bradford reaktifi eklenmis protein ¢ozeltilerindeki renk
degisimleri

Sekil 5.6. 10-100 ug konsantrasyon araligindaki Bradford reaktifi eklenmis protein ¢ozeltilerindeki renk
degisimleri

Calisma her iki konsantrasyon araligi i¢inde 3’er tekrarli olacak sekilde yapilmistir
ve kore kars1 595 nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri
ile Sekil 5.7. ve Sekil 5.8.da gosterilen kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. 1-10 pg
konsantrasyon arahgindaki egriye ait dogrusallik esitligi y = 0,0299x + 0,0343 (r’=
0,9969), 10-100 pg konsantrasyon araligindaki egriye ait dogrusallik esitligi ise y=y =
0,0057x + 0,0752 (r*= 0,9994) olarak bulunmustur.
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Sekil 5.7. 1-10 ug konsantrasyon araligi icin kalibrasyon grafigi (n=3)
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Sekil 5.8. 10-100 ug konsantrasyon araligi igin kalibrasyon grafigi (n=3)

Kollajen Yiiklii PHB Formiilasyonlarimin Hazirlanma Calismalari

PHB fiiretimi i¢in yapilan caligmalar sonucunda ¢ok yiiksek verimde polimer

tiretilememesi, elde edilen polimerin elastik o6zellik gostermemesi nedeniyle,

formiilasyon gelistirme caligmalarinda hem polimer miktarini arttirmak hem suda

¢oziinmeyen PHB’yi suda ¢oziiniir 6zellikteki kollajen ile birlikte formiile edebilmek,

hem de PHB’ye esneklik verebilmek amaciyla Kollicoat MAE100P, PEG400 ve Eudragit
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RS100 polimerleri kullanilmistir. Bolim 4.4’te belirtildigi sekilde hazirlanan liyofilize
disk i¢erisinde kullanilan Kollicoat MAE100P, 1:1 oraninda metakrilik asit ve etil akrilat
igceren ve kopolimeri noétralize etmek i¢in sodyum hidroksit ile muamele edilen bir
kopolimerdir. Bu kopolimer enterik kaplama i¢in siklikla kullanilan ve toksik 6zelligi
olmayan bir polimerdir. Ayrica literatiirdeki bilgilere gore, PEG, Kollicoat® MAE 100P
ile kaplama i¢in plastiklestirici olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Nguyen vd., 2019).
Eudragit RS100 polimeri, kontrollii ila¢ saliniminda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Fizyolojik pH’da ¢6ziinmeyen ve sisebilen yapida olan bu polimerin (Jana vd., 2014).,
hazirlanan film yap1 iginden kollajenin kontrollii salinmasi igin etkin olacagi

distinilmistir.

5.5.1. KD ve KD-PHB formiilasyonlar:

Boliim 4.4.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan Kollicoat MAE100P ve PEG400 ve
kollajen iceren liyofilize diskler (KD)’in siingerimsi, homojen dagilimli ve hacimli bir
yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Bu disklerden 0,5X0,5 cm boyutlarinda kesitler
alinmig ve tartilmigtir (Tablo 4.7). PHB emdirilen disklerin (KD-PHB), KD’ye oranla
ylizeylerinin biraz genisledigi ve hacimli yapinin séndiigli gozlenmistir. Ayrica, ince bir
stinger tabakasi gibi esnek olan KD disk formunun esnekligini de azalttig1 ancak
parcalanma agisindan yapiy1 daha saglam forma soktugu gozlemlenmistir. Bu esneklik
diskin ikiye katlanmasinda kirilmaya neden olmayacak oranda olmustur ve yara {izerine
uygulanma sirasinda yara yiizeyine adapte edilebilecek esneklige sahip yapidadir. KD
diskinin, pens ile tutulmas1 ve diisiik kuvvet uygulanmasi ile kolay kopan formunun, PHB
emdirilmesi ile dayaniklik kazandigi gozlenmistir. Hazirlanan KD ve KD-PHB

formiilasyonlarina ait gorseller Sekil 5.9.’da sunulmustur.
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Sekil 5.9. Liyofilize kollajen diskleri

5.5.2. F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlar:

Bolim 4.4’te  belirtilen oranlarda hazirlanan F-PHB ve KF-PHB
formiilasyonlarinin teflon yiizeye damlatildiktan ve klorofomun uzaklagsmasindan sonraki
goriintiisli, gézenekli bir yapinin olustugunu isaret etmektedir. Bu gézenekli yapinin,
yogun polimer yapidan kloroformun buharlagsmasina bagl oldugu belirlenmistir (Sekil
5.10). Gozeneklerin olusmamasi i¢in kloroform buharlastirma islemi, teflonun 1sitilmasi
ile azaltilmaya g¢alisilmistir ancak, sicaklik etkisi ile kaynama derecesi diisiik olan
kloroformun (62,1 °C) yilizeyde toplanmasina ve igerisinde ¢oziinen polimerlerinde
onunla birlikte yiizeye ¢ikmasina dolayisiyla hazirlanan fim yapinin heterojen olmasina
neden olmustur. Bu nedenle, kloroformun uzaklastirilmas: oda 1sisinda bekletilerek
gerceklestirilmistir. Bu durum, formiilayon gelistirme c¢alismalar1 sirasinda, Eudragit
RS100 ve PHB’nin kloroformda ¢oziindiiriiliip, teflon yilizeye kloroformun
uzaklastirilmasinda da denenmis ve PHB nin kiimeler halinde toplanarak Eudragit RS100
polimerinden ayrigarak homojen dagilmadigini gostermistir. Bu nedenle ortama,
polimerlerin daha homojen dagilmalari hem de suda ¢oziiniir 6zellikteki kollajenin bu
polimer igerisinde dagilmasinin saglanmasi amaciyla, s/y tipi emiilsiyon olusturmada

kullanilan Span 80 yiizey etkin maddesi kullanilmistir.
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Sekil 5.10 Emiilsiyon yontemiyle hazirlanan film formiilasyonlari

5.6. Kollajen Yiiklii PHB Formiilasyonlarimn /n Vitro Sahm Cahsmalar

3 tekrarl olarak hazirlanan KD, KD-PHB ve KF-PHB formiilasyonlari, pH 7,4 olan
PBS ortamina konularak salim calismasi gergekleslestirilmistir. 3 ay boyunca belirli
araliklarla numune almman orneklerden toplanan degerler, kalibrasyon egrisinin

olusturuldugu Bradford yontemi kullanilarak analiz edilmistir.

5.6.1. KD ve KD-PHB formiilasyonlarin salim profili

Bradford analizi sonucu ¢ikan sonuglar, olusturulan denklem ile hesaplanarak
liyofilize kollajen disklerinin salim profili karsilastirmali olarak ¢ikarilarak Sekil 5.11. ve
Sekil 5.12.”de gosterilmistir. Kollajen suda ¢oziiniir 6zellikte oldugundan, salim ortamina
konuldugunda (PBS) hemen ¢6ziindiigli goriilmiistiir. KD formiilasyonunun salim profili
dikkate alindiginda, formiilasyon hazirlarken kullanilan Kollicoat MAE100P ve PEG’in
de kollajenin saliminin uzatildigi goriilmektedir. Kollicoat MAE100P ile ilgili Majeed’in
yaptig1 bir arastirmada, kontrolli sekilde ilag salimini arttirmak ve gelistirmek icin
polimerik mikrokiirelerin gelistirilmesine yonelik, igerisinde Kollicoat MAE100P ninde
bulundugu polimerik formiilasyonlar gelistirmis ve bu kopolimerin kontrollii salimda
etkili oldugunu gostermistir. (Majeed vd., 2019). Ug ay siiresince siirdiiriilen salim
calismast sonucunda, formiilasyonda bulunan kollajenin %47 oraninda salindigi
gozlenmistir. Salim durduruldugunda, tiiplere konulan diskin yapisinin yaklagik

%350’sinin halen salim ortaminda formunu korudugu gozlenmistir.
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Disk Formiilasyonlarimin 12 haftalik saliminin genel goriiniimii
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Sekil 5.11. KD ve KD-PHB formiilasyonlarinin 12 haftalik zaman dilimi i¢inde ki genel salim profili

Kollajenin KD’den salinimi gecikmeli olarak gerceklesmesine ragmen, KD-
PHB’den salinimut ile karsilastirildiginda daha hizli oldugu goriilmistiir. KD ilk 1 saatte
kollajenin %30’unu salarken, KD-PHB’den %15 oraninda salim gerceklesmistir (Sekil
5.12). Bu da KD’nin ilk 1 saatte KD-PHB’ye gore 2 kat hizli salim yaptigini
gostermektedir. KD’nin 4 saat sonunda %40 oraninda salim yaptig1 ve 12 haftalik siire
sonuna kadar %48’e ulastig1 goriilmiistiir. KD-PHB ise bu siireler arasinda, %28’den
%40’a kadar ulagmistir. Literatiirde ¢ok sayida ¢alisma, PHB’nin kontrollii ilag salim
sistemleri gelistirmek i¢in uygun oldugu ifade edilmistir (Pouton ve Akhtar, 1996; Goreva
vd., 2009; Masood vd., 2013). Ayrica yapilan bir caligsmada, yara iyilesmesi uygulamalari
icin kollajen kapli PHB-Gelatin nanofiber iskeleler gelistirilmistir. PHB igeren bu
iskelelerin kollajenin kontrollii salimana etkisinin oldugu gosterilmistir (Kandhasamy

vd., 2017).
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Disk formiilasyonlarinin zamana gore dagilimi
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Sekil 5.12. KD ve KD-PHB formiilasyonlarindan salinan kollajenin zamana gore dagilimi

Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°deki iki disk icin olusturulan salim profilleri
karsilastirildiginda, KD formiilasyonu daha kisa silirede salinirken, KD-PHB
formiilasyonunun daha yavas salindig1 gézlemlenmektedir. Bu durum PHB nin uzatilmis

salimdaki etkisini gostermektedir.
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5.6.2. KF-PHB formiilasyonlarinin salim profili

Bradford analizi sonucu ¢ikan sonuglar, olusturulan denklem ile hesaplanarak KF-
PHB formiilasyonlarinin salim profili ¢ikartilmistir. Olusturulan salim profili Sekil
5.13’te gosterilmistir.

Eudragit RS100’iin kontrollii salima etkisine yonelik literatiirde cesitli calismalar
mevcuttur. Jana ve digerlerinin gelistirdigi bi formiilasyonda Eudragit RS100 ile etkin
madde yiiklii nanopartikiiller hazirlanarak bu polimerin yavas salima etkisi gosterilmigtir
(Jana vd., 2014). Aym sekilde Kasnif ve arkadaslarinin etkin madde yiiklii Eudragit
RS100 ile gelistirdikleri mikropartikiillerinde kontrollii salimda etkili oldugu
bildirilmistir (Kasnif vd., 2017).

KF-PHB'e ait 12 haftahik Kollajen saliminin genel goriiniimii
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Sekil 5.13. KF-PHB formiilasyonlarinin salim profili

KF-PHB formiilasyonunun salim profili, KD-PHB formiilasyonunun salim profili
ile karsilastirildiginda daha etkili bir uzatilmis salim gézlemlenmektedir. Bu durum, film
formiilasyonunun olusturuldugu emiilsiyon yonteminde, kollajenlerin PHB igerisine
hapsolmasi ve PHB ve Eudragit tamamen ¢oziinmeden kollajenlerin tam olarak disari
ctkamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu salim profili, kollajenin ¢ok az miktarda

salindigini gosterdiginden, yara iyilesmesi siiresi diisiiniildiigiinde uygun bulunmamustir.
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5.7. SDS-PAGE Calismasi

Formiilasyon kosullar1 sirasinda ve salim ¢alismalari siiresince kollajenin yapisinin
bozunup bozunmadig Boliim 4.6’daki anlatildigi gibi SDS-PAGE yo6ntemi ile analiz
edilmeye ¢alisilmistir. Globiiler proteinlerin aksine, dogrusal fiber benzeri bir yapiya
sahip olan kollajen molekiillerinin en belirgin 6zelligi, li¢ polipeptit zincirinden olugmast
ve ticlii helezon yapisina dontismesidir (Yetim, 2011; Sun vd., 2017). Kollajen proteinin
yap1 taslarini olusturan ve polipeptid alt birimlerden olusan a-zincirleri mikro fibrilleri,
mikro fibriller makro fibrilleri ve daha sonra da makro fibriller bir araya gelerek kollajen

fiberlerini meydana getirirler (Yetim, 2011).

Bu caligsmada, kollajenin jel {izerinde verdigi bantlarin degerlendirilmesi amaciyla,
kontrol olarak molekiil boyutunu 4 renkte ve 10 farkli kDa degerlerinde bant verme
Ozellige sahip PageRuler™ Plus Protein Ladder kullanilmistir (Sekil 5.14). Ancak bu

calismada 8 bant ¢ikmasinin nedeni %7,5’lik ayirma jeli kullanilmasidir.

Gel Blot

Sekil 5.14. Proteinlerin molekiil agirligini belirlemek icin kullanilan marker (http-3)

Yiiriitme sonrast boyanan jelde, denizanasi kollajeni i¢in litaretiirdekine benzer
kisimlarda bantlar goriilmektedir. Addad ve arkadaglarimin yaptigi caligmada farkli
denizanast tiirlerinden kollajenler izole edilmis ve SDS-PAGE’de analiz edilmistir. Buna
gore liglii-sarmal proteinlerin, diisiik hidrofobik amino asit kalintis1 igerikleri nedeniyle,
SDS-PAGE'de molekiiler kiitleleriyle iliskili olmayan bir elektroforetik mobiliteye sahip
olduklar1 gézlemlenmistir (Addad vd., 2011).
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Bizim yaptigimiz calismada elde edilen bantlar Derkus vd. tarafindan yapilan
jellyfish kollajenin SDS-PAGE calismasindaki sonuclarla benzerlik gostermistir. Derkus
vd., tarafindan yapilan ¢alismada jellyfish kollajen proteininin SDS-PAGE jeli iizerinde
verdigi 3 bant 30-100 kDa araligina karsilik gelen bolgede gozlemlenmistir (Sekil 5.15)
(Derkus vd., 2016). Sekil 5.15 incelendiginde, bu ¢alismada saf kollajen ve kloroform ile
muamele edilen kollajen i¢in gdzlemlenen bantlar 30-100 kDa araliginda yer almaktadir.
Sonuglar incelendiginde, saf proteinin ve kloroform ile muamele edilmis kollajenin
bantlarinin benzerlik gosterdigi gézlemlenmektedir. Yiiksek yiizdeli alkol ile muamele
edilen kollajenin ti¢lii sarmal yapisindan tekli sarmal yapiya dogru kaydig: belirtilmistir
(Gopinath vd., 2014). Formiilasyonda bulunan alkol ve kloroformun etkisi ile bu yapinin
tekli sarmal yapiya yonelmesi miimkiindiir ancak, SDS-PAGE isleminde proteinlerin jele
ylklenmeden 6nce de denatiire edilmesi, tiglii sarmal yapilarinin ayrilmasi islemi de
yapilmaktadir. Jel goriintiilerinin alkol ve kloroformla muamele goérmiis kollajen yapinin,
denatiire olmus saf kollajen yapidan farkli bantlar sunmamasi, formiilasyondaki
kollajenin tekli fibril yapiya donmiis olsa bile parcalanmadigini isaret etmektedir. Bu
durum, kollajenin formiilasyon hazirlama esnasina kullanilan ¢oéziiciilerle muamele,
karigtirmak ve liyofilze etmek gibi stres ortamlarina maruz kladiginda bozulmadan

yapisini korudugunu gostermektedir.
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Sekil 5.15. Kollajen, KD ve KD-PHB salim orneklerinin SDS-PAGE gériintiisii. h; Hafta, sa; Saat, dk;
Dakika
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Sekil 5.16. Kollajen ve KF-PHB salim érneklerinin SDS-PAGE gériintiisii. h; Hafta, sa; Saat, dk; Dakika
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Sekil 5.15 ve 5.16 incelendiginde, sonuglarin yapilan salim ¢alismalariyla uyumlu
oldugu gozlemlenmektedir. KD ve KD-PHB formiilasyon salim 6rneklerinde bantlar silik
olarak gozlemlenmistir. Bu durum salim o6rneklerindeki kollajen miktarinin yeterli
olmamasindan kaynaklanmaktadir. KF-PHB salim ornekleri ile karsilastirildiginda
neredeyse hi¢ bant gozlemlenmemistir. Bunun nedeni, film formiilasyonunun, disk
formiilasyonlarina gore ¢cok daha yavas salim yapmasi ve bunma bagli olarak kollajen
miktarinin ¢ok diisiik olmasi, dolayisiyla Bradford analiz yontemi kadar hassas olmayan

SDS-PAGE ile belirlenememesidir.

5.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Sitotoksite calismalarinda, hazirlanan film ve disk formiilasyonlarin hiicreler
tizerinde olan etkisini belirlemek i¢in MTT testi kullanilmistir. Sitotoksisite ¢alismalart,
disk formiilasyonlarinda KD, KD-PHB, F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlar1 iizerinde

denenmistir.

5.8.1. KD ve KD-PHB formiilasyonlarinin sitotoksisite degerleri
KD ve KD-PHB formiilasyonlari i¢in yapilan sitotoksisite ¢alismasinda, bu diskler
ve disk i¢erigi ile ayni oranda kollajen uygulanmis hiicrelerin 72 saat sonunda elde edilen

MTT test sonuclar1 Sekil 5.17°de gosterilmistir.
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Sekil 5.17. KD ve KD-PHB formiilasyonlarimin HaCat hiicre hattinda 72. saatteki sitotoksite degerleri
(n=4)
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Formiilasyonlarin yapisinda bulunan kollajenin yara iyi edici 6zellikte oldugu
bilinmektedir (Vigneswari vd., 2016). Kollajen proteini farkli kaynaklardan elde
edilebilir. Bu tez calismasinda da kullanilan denizanasi kollajeni i¢in yapilan bir
caligmada, insan fibroblastlari, endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri ve kondrositler gibi
farkl1 hiicre hatlarina uygulanan kollajenin yiiksek hiicre canlilig1 gosterdigi belirtilmistir
(Song vd., 2006). Literatiirde, Kollicoat MAE100P ile hazirlanan nanopartikiillerin hiicre
canlilig1 tizerine herhangi bir toksik etkisi olmadig1r gosterilmistir (Kumar vd., 2019).
Ayrica, formiilasyonun yapisina dahil edilen PHB nin non-toksik oldugunu belirten ¢ok
sayida ¢alisma vardir (Karahaliloglu vd., 2013; Pourmollaabbassi vd., 2016). PHB i¢eren
bu iskelelerin kontrollii salima etkisinin yaninda, antibakteriyel aktiviteleri,
sitotoksisitesi, hiicreye yapigsma Ozellikleri ve fibroblast hiicre proliferasyonunun
gozlemlenmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi yara iyilesmesi i¢in umut verici biyomateryal

oldugunu gostermistir (Kandhasamy vd., 2017).

Sekil 5.17 incelendiginde kollajen igeren liyofilize disklere PHB emdirildigi
zaman, PHB emdirilmemis disklere gore hiicre canlihiginda artis oldugu
gozlemlenmektedir. KD ve KD-PHB formiilasyonlarinin kontrol grubunun altinda

kalmasi ise yavas salimla beraber ortama daha az kollajenin ge¢digini diisiindiirmektedir.

5.8.2. F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlarinmin sitotoksisite degerleri
F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlar1 i¢in yapilan sitotoksisite ¢alismasinda, bu
filmler ve film igerigi ile ayni oranda kollajen uygulanmis hiicrelerin 72 saat sonunda elde

edilen MTT test sonuglar1 Sekil 5.18’de gosterilmistir.
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Sekil 5.18. F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlarimin HaCat hiicre hattinda 72. saatteki sitotoksite
degerleri (n=4)

Film formiilasyonlarinin yapisinda bulunan Eudragit RS100 i¢in yapilan bir
calismada, Eudragit RS100 ile hazirlanan nanopartikiillerin sinirlt sitotoksisiteye sahip
oldugu ve bu durumun hiicre tipine ve konsantrasyona bagli oldugu belirtilmistir

(Gargouri vd., 2009).

Sekil 5.18’deki sonuglar incelendiginde, kollajen icermeyen filmler ile kollajen
igeren filmlerin yaklasik olarak ayni canlilik oranina sahip oldugu gézlemlenmektedir.
Bu durum PHB’nin hiicre canlili1 iizerine olumlu etkisinden kaynaklaniyor olabilir.
Emiilsiyon yontemiyle olusturulan filmlerde kollajen c¢evresini saran PHB, 72 saatin
sonunda tam olarak parcalanmamasi nedeniyle hiicre canliliginin bos emiilsiyon

filmleriyle yaklasik aym degerde ¢iktig1 soylenebilir.
Sekil 5.17 wve Sekil 5.18 karsilastirildiginda, F-PHB ve KF-PHB

formiilasyonlarinda KD ve KD-PHB formiilasyonlarina gore daha ytiksek hiicre canliligi
gozlemlenmistir. Bunun nedeni, sitotoksisite c¢alismalarinda kullanilan  film
formiilasyonlarindaki PHB miktarinin, disk formiilasyonlarindan daha fazla olmasindan
kaynaklabilir. Tablo 4.9°da yer alan disk ve film formiilasyon igerikleri incelendiginde
disk formiilasyonlarinin daha yiiksek kollajen icerine sahip oldugu belirtilmistir.

Sitotoksisite ¢caligmalari ise kollajen miktar1 sabit tutularak yapildigi i¢in ayni1 miktarda
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kollajen iceren disk ve film formiilasyonlarinda PHB oranlar1 farkli olmaktadir ve film
formiilasyonlar1 daha yiiksek PHB icermektedir. Literatiirdeki birgok ¢alisma PHB nin,
hiicre proliferasyonu iizerinde arttirci etkisi oldugunu goézlemlemistir (Li vd., 2008;
Kandhasamy vd., 2017). Ozellikle HaCat hiicre hatt1 {izerinde yapilan bir ¢alismada, PHB
nanofibroz iskelelerin sitotoksisitesi incelenmis ve bu iskelelerin hem PHB igerigi hem
de gozenekli yapisi sayesinde hiicre canlilifi lizerinde arttirict etkileri oldugunu
gozlemlemislerdir (Li vd., 2008). Bu sonuglar ele alindiginda, ¢alismamizda elde

ettigimiz sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu tespit edimistir.

5.9. Karakterizasyon Calismalari
5.9.1. Taramal elektron mikroskopu (SEM) analizi

Bir tiir elektron mikroskobu olan SEM, hiicrelerin {i¢ boyutlu goriintiilerinin elde
eldilmesi amaciyla kullamilir. Burada olusturulan elektron demeti hiicrenin i¢inden
gecmez. Elektron demetleri, agir metal ile kaplanmis hiicre ylizeyini tarayarak, 6rnek
ylizeyinden geri gelen ve sacgilan elektronlar {i¢ boyutlu bir goriintii olusturabilmek tizere
toplanir. Burada elektronlar, numunedeki atomlarla etkilesime girerek gesitli sinyaller
tiretir ve bu durum numunenin bilesimi ve topografyast hakkinda sinyaller {iretilmesine
neden olur. Coziiniirliigli yaklasik 10 nm kadar oldugundan, hiicre i¢i organeller ve
makromolekiillerin aksine sadece hiicre yiizey biitlinliigli incelenebilir. (Cooper ve

Hausman, 2004; Stokes, 2008).

~ PHB-I
PHB-I olarak sunulan 6rnek, Sheffield Universitesi (Ingiltere) Malzeme Bilimi ve
Miihendisligi Boliimii, Inovasyon Merkezinde PHA iiretimi iizerine ¢alisan Prof.Dr.
Ipsita Roy tarafindan ¢ok miktarda iiretilmektedir ve bu ¢alismada referans {iriin olarak
kullanilmistir. Referans olarak kullanilan polimerin hem lifli hem de bulk yapilar tasidigi

SEM goriintiileri ile (Sekil 5.19) belirlenmistir.
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AUBIBAM 15:58 HMMD6.1 %60 1mm AUBIBAM 2020/01/15  16:01 HMMD5.8 x150 500 pm
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AUBIBAM 2020/01/15  16:02 HMMD5.9 x400 AUBIBAM 2020/01/15  16:03 HMMD5.9 x1.2k 50 pm

Sekil 5.19. Referans PHB (PHB-I) 'nin SEM goriintiileri

— PHB-M

Bu ¢alisma kapsaminda iiretilen PHB-M’nin lifli yapida olmadigi, bulk ve porlu
matertal oldugu gozlenmistir. Elde edilen polimer, beyaz renkte ve yumusak toz dokuya
sahiptir ve ilizerine kuvvet uygulandiginda hacmini kaybetmektedir ancak tekrar pens ile
tutuldugunda dagilip eski toz formuna ufalanarak donligmektedir. PHB-M’ye ait SEM
goriintiileri Sekil 5.20°de sunulmustur. Bu yapmin PHB-I’den farkli olusunun
ektraksiyon yontemindeki farkliliktan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ektaraksiyon ve
formiilasyon asamasinda kullanilan organik ¢dziiciilerin PHB nin yapisin1 porlu hale

getirdigi rapor edilmistir (Tan vd., 2016).
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AUBIBAM 2020/01/15  15:51 HMMD5.7 x250 300 pm

AUBIBAM 100 ym AUBIBAM 2020/01/15  15:52 HMMD5.7 x1.0k 100 pm

AUBIBAM 2020/01/15  15:55 HMMD6.0 x1.0k 100 pm AUBIBAM 2020/01/15  15:54 HMMD5.8 x1.8k 50 ym
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AUBIBAM ; 30 ym AUBIBAM 2020/01/15  15:56 HMMD6.0 x3.0k 30 pm

Sekil 5.20. PHB-Mye ait ¢esitli kesitlerin SEM gériintiileri

— Kollajen
Kullanilan denizanasi kollajeninin SEM goriintiileri Sekil 5.21°de sunulmustur.

Kollajen liflerin bir araya gelerek tabakalar1 olusturdugu gézlenmistir.

[

15:46 HMMD5.5 x60 1mm

15:36 HMMD5.3 x60 AUBIBAM

AUBIBAM 2020/01/15 2020/01/15
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AUBIBAM 2020/01/15  15:38 HMMD5.3 x120 500 pym AUBIBAM 15:47 HMMD5.2 x150 500 pm

AUBIBAM 2020/01/15  15:49 HMMD6.0 x300 300 ym AUBIBAM 20205 0 HMMD5.4 x300 300 pm

—a SN S

15:43 HMMD5.7_x600 100 pm

15:42 HMMD5.5 x600 100 ym AUBIBAM

AUBIBAM 2020/01/15 2020/01/15

Sekil 5.21. Denizanast kollajenin farkli kesitlerdeki SEM gériintiileri

—  Kollajen liyofilize disk (KD)

KD formiilasyonuna ait farkli kesitlerden alinmis ve biiyiitiilmiis SEM goriintiileri

Sekil 5.22°de sunulmustur. Suda ¢6ziinmiis kollajenin, Kollicoat ve PEG ile karisimi ile
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elde edilen bu diskin SEM goriintiileri, kollajenin bu iki polimer karisiminda homojen
karistigin1 ve ¢ok porlu bir yapr olusturmadigini gostermektedir. Diskin uygulandigi
bolgede, Kollicoat ve PEG’in 1slanip sismesi ve degredasyonu ile kollajenin homojen bir

sekilde salinacagi diistiniilmektedir.

B0200T1S 1052 IMADS3 1 20200115 1453 HVMD5.2 X300 300 pm

202001115 15:21 HMMD4.7 x40

Sekil 5.22. KD diskinin SEM gériintiileri, A; Disk yiizeyi, B; Diskin yan kesiti

— PHB Emdirilmis Kollajen liyofilize disk (KD-PHB)

KD-PHB diskinin {ist ve yan kesitlerinden ¢esitli biiylitmelerle alinmig olan SEM
goriintiilerinde, PHB’nin varlignin KD disk yapisinda porlu bir yap1 olusturdugu
gbzlenmistir.  PHB’nin KD’nin yapisi ile biitiinlestigi, kullanilan kloroformun PHB
tizerindeki etkisiyle porlu yap1 kazanildig1 gozlenmistir (Tan vd., 2016). KD-PHB diskine
ait SEM goriintiileri Sekil 5.23’te sunulmustur.

96



AUBIBAM 2020/01/15  14:56 HMMD5.1  x100 1mm AUBIBAM

e

2020005, "TSSTHMNDS 0 XL 0010 St iniaf 2020001115 1459 HMMD5.0 x25k 30 pm

AUBIBAM 2020/01/15  16:18 HMMD5.9 80 1mm  AUBIBAM 20200115 16:17 HMMD5.9 x300 300 pm AUBIBAM

EENCS T S
AUBIBAM 2020/01/15  16:19 HMMD5.8  x1.2k 50 pm

i ¥ - A ) SR O Y
AUBIBAM 2020/01/15  16:18 HMMD5.8 x500 200 pm

Sekil 5.23. KD-PHB diskinin SEM goriintiileri, A; Disk yiizeyi, B, Diskin yan kesiti

— PHB Emiilsiyon Film (F-PHB)

F-PHB filminin yiizey ve yan kesitlerine ait farkli biiylitmelerde c¢ekilmis SEM
goriintiileri Sekil 5.24’te verilmistir. Bu goriintiilere gore, film yapmin disk yapilara
oranla daha kii¢iik ancak ¢ok daha porlu, siingerimsi yapida oldugu belirlenmistir. Bunun
nedeni, s/y tipi emiilsiyon hazirlama tekniginin ve sert/esnek olmayan olmayan Eudragit

RS100 polimerinin kullanilmasina bagl oldugu diisiiniilmektedir. Goriintiiler, PHB nin
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bu polimer igerisinde homojen dagildigin1 ve gozeneklerin ise polimer igerisinde

dagitilmis su fazinin buharlagsmasindan sonra olustugu diisiiniilmektedir.

“ E - . .
e - AKS < R
20200115 15:03 HMMDS5.1 x600 100 pm AUBIBAM 2020/01/15  15:04 HMMD5.1 x1.0k 100 pm

202001775 16:18 HMND5.0 300 AUBBAM 20200775 1519 HMMD5.2 X300 300 pm

202001715 15.17 HVVD5.0 x500 _200pm  AUBIBAM HMMD5.2 x1.0k 100 um

Sekil 5.24. F-PHB filminin SEM goriintiileri, A; Film yiizeyi, B; Film yan kesiti

— Kollajen iceren PHB Emiilsiyon Film (KF-PHB)

Kollajenin varliginin, F-PHB yapisina esneklik kazadirdig1 gozlenmistir ve bu

SEM goriintiileri ile de dogrulanmaktadir (Sekil 5.25). Sekil 5.24’te ki goriintiilerde F-
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PHB film yapin yiizeyinin porlu goriintiisii KF-PHB’de gézlenmemektedir ve F-PHB
kirilgan bir yapiya sahipken KF-PHB’nin daha yumusak ve yapiskan bir yapiya sahip
oldugu, ornekler hazirlanirken kullanilan makasa yapistigi gozlenmistir. KF-PHB nin
yan kesitinden film yapinin i¢ kisimlarinin hala porlu yapi tasidigini gostermektedir.
Salim profillerinden ¢ikan sonuglar da kollajenin salinmasinin ¢ok yavas oldugunu
gostermistir, bu da porlu film yapinin dis yiizeyinin PHB ve Eudragit polimerleri ile
kaplandigini ve polimerlerin degrede olmadan kollajenin salinmasinin miimkiin

olmadigini isaret etmektedir.

202001 E 76:08 HMMD5.0_ 40

Sekil 5.25. KF-PHB filminin SEM goriintiileri, A; Film yiizeyi, B; Film yan kesiti
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5.9.2. Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) analizi

Diferansiyel tarama kalorimetrisi, termal olarak indiiklenen olaylarin 6zgiil 1s1
kapasitesini 6lgmek ic¢in kullanilir. Birgok farkli biyolojik makromolekiil ve ekstraktin
termodinamik 6zelliklerini incelemek i¢in oldukga hassas bir tekniktir (Chiu ve Prenner,
2011). DSC, erime (Tm), kristalizasyon (Tc) ve cam gecis sicakliklarinin (Tg) ve buna
karsilik gelen entalpi ve entropi degisikliklerinin belirlenmesini saglamaktadir (Schick,

2009).

- PHB
Ekstre edilen polimerin ve elimizdeki referans PHB nin termal 6zelliklerinden biri
olan Tm (erime sicakligl), DSC ile tespit edilmistir. Sekil 5.26.’da ekstre edilen polimerin
ve referans polimerin DSC grafikleri karsilastirilmali olarak gosterilmistir. Her iki
polimer i¢inde erime sicakliklari ¢ok benzer bulunmustur. Literatiirde PHB icin erime
sicakligl, iiretilen mikroorganizmadan bagimsiz olarak 173-180 °C araliginda oldugu

belirtilmektedir (Hanh vd., 1995; Sudesh vd., 2000).

Sekil 5.26. incelendiginde ekstre ettigimiz polimerin (PHB-M) 171,27 °C’de,
referans polimerin (PHB-1) 174,31 °C’de erime noktasina sahip oldugu bulunmustur. Bu
durum, ekstre ettigimiz polimer i¢in elde ettigimiz degerin PHB’ye ait oldugunu
gostermektedir. Literatiirdeki ¢ok sayidaki ¢alisma bu durumu dogrulamaktadir (Valappil
vd., 2007; Misra vd., 2007). Ekstre edilen polimer, referans polimer ile

karsilastirildiginda Tm degerinde hafif bir azalma oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 5.26. DSC grafikleri, PHB-I: Referans polimer, PHB-M: Ekstre edilen polimer

Ekstrakte edilen polimerin kristallik yiizdesi, denklem (5.1) kullanilarak DSC

egrisinden elde edilen flizyon entalpisi Olciilerek belirlenmistir (Misra vd., 2007).

AH; (4
%Kristallik (Xc) = —— Lm0

x 100 (5.1)
AHg (opkeristatlik)

Burada AHfsrner) ekstre edilen PHB’nin  flizyon entalpisini  belirtirken,
AHf (pkristani) 70100 kristal PHB nin flizyon entalpisini ifade etmektedir. %100 kristal
PHB’nin fiizyon entalpisinin 149.37 J/g oldugu bilinmektedir (Misra vd., 2007). Bu
caligmada ektrakte edilen PHB icin elde edilen flizyon entalpisi denklemde yerine
konuldugunda %:20,49 gibi diisiik bir kristallik derecesi elde edilmistir.

PHB, bakteri icerisinde amorf halde bulunurken, bakteriden izole edildiginde
ekstraksiyon tekniklerine bagli olarak kristal yap1 kazandig bilinmektedir. Valappil ve
arkadaglan farkli ekstraksiyon teknikleriyle Bacillus cereus’dan fiiretilen PHB igin
kristallik derecesini arastirmiglar ve bu kristalliginin kullanilan ekstraksiyon teknigine
bagl oldugunu gostermislerdir (Valappil vd., 2007). Calismamizda bulunan bu diistik
degerdeki kristalligin ekstraksiyon yoOntemimize bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Laboratuvarimiz imkanlarinda kiigiilk miktarlarda iiretilen bakteriler ve elde edilen

polimerin ekstraksiyon optimizasyonu, caligma siiresince miimkiin olamadigindan
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kaynaklidir. Ancak, DSC diyagraminda bagska bir pik goriilmemesi, polimerin saf olarak

elde edildiginin gostergesidir.

— KD ve KD-PHB formiilasyonlari

DSC, bir formiilasyonda ilag ve polimer arasindaki fizikokimyasal etkilesimi
bulmak icin kullanilan en yaygin yontemlerden biridir (Barzegar-Jalali vd., 2012).
Kollajen, polimer (PHB-M) ve hazirlanan formiilasyonlardan kollajen liyofilize disk
(KD) ve PHB emdirilmis kollajen liyofilize disk (KD-PHB) i¢in DSC analizi yapilmis ve

termogramlart Sekil 5.27°de gosterilmistir.

Literatiirde Tm degerleri, denizanas1 kollajeni igin ~31,9 °C (Rastian vd., 2018),
PHB i¢in ~173-180 °C (Hanh vd., 1995; Sudesh vd., 2000) oldugu belirtilmektedir. Sekil
5.27 incelendiginde, kollajen liyofilize diske (KD) ait termogramda gézlemlenen genis
endotermik pik, icerisinde bulunan amorf yapidaki Kollicoat MAE100P’ye aittir (Kim
vd., 2014; Turanh vd., 2019). Yapiya PHB ’nin eklenmesiyle termogram yukar1 yone
dogru yonelmistir. KD-PHB termograminda yaklasik 173,10 °C’de gozlemlenen pikin
PHB-M’ye ait oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum, PHB-M nin hazirlanan formiilasyon
icerisindeki diger maddelerle etkilesime girmedigini ve yeni bir bilesik olusturmadigini

dolayisi ile formiilasyon i¢inde kararli kaldigin1 gostermektedir.
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Sekil 5.27. Kollajen, PHB-M, KD ve KD-PHB formiilasyonlarina ait DSC termogramlari

— F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlari

Kollajen, polimer (PHB-M) ve hazirlanan formiilasyonlardan bos emiilsiyon film
(F-PHB) ve kollajen yiiklii emiilsiyon filmler (KF-PHB) i¢in DSC analizi yapilmis ve

termogramlari Sekil 5. 28’de gdsterilmistir.

Bos F-PHB termograminda, 161,17 °C’de formiilasyonun yapisindaki PHB-M’ye
ait pik gozlemlenmistir. 171,27 °C’de gdzlemlenen PHB-M pikinde, formiilasyon
sonucunda diisiis yasanmistir. F-PHB formiilasyonu yapisindaki Eudragit RS100,
termogramin asagiya dogru yonelmesine neden olmustur (Pignatello vd., 2001; Jana vd.,
2014). Bos emiilsiyon film yapisina kollajen eklenmesiyle termogramda genis bir
ekzotermik pik gozlemlenmistir. Olusan bu yeni yapi igerisinde 163,88 °C’de
gozlemlenen pikin PHB-M’ye ait oldugu disiiniilmektedir. Bu durum, PHB-M’nin
hazirlanan formiilasyon icerisindeki diger maddelerle etkilesime girmeden, kararh

kaldigim gostermektedir.
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Sekil 5.28. Kollajen, PHB-M, F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlarina ait DSC termogramlari

5.9.3. X-is1m kirinimi (XRD) analizi

X-1ginlart  yliksek enerjili  elektromanyetik 1s1malardir.  Elektromanyetik
spektrumda y 1s1nlar1 ve ultraviyole (UV) 1ginlar arasina yerlestiren yaklagik 200 eV ila
1 MeV arasinda bir enerjilere sahiptirler (Suryanarayana ve Norton, 2013). X-1s1m1
kirinimi, kristal yapida bir maddenin atomik ve molekiiler yapisini belirler. Bu kristal
yapi, gelen X-151n demetinin bir¢ok yone sagilmasina neden olur. Sagilan bu 1sinlarin ag1
ve yogunluklar dlgtilerek, kristal yapi i¢indeki bu elektron yogunlugunun ii¢ boyutlu
gorilintiisii tiretilir. Bu yontemde, kristal yap1 i¢indeki atomlarin ortalama konumlari,

kimyasal baglar1 ve ¢esitli diger bilgiler de analiz edilebilir (Copeland ve Bragg, 1958).

XRD analizi, ekstre ettigimiz PHB’nin kristal yapisim1 kontrol etmek igin
yapilmistir. Devi ve arkadaslar1 Bacillus cereus’dan elde ettikleri PHB i¢in yaptiklari
XRD c¢alismasinda 13,69°, 1,32°, 22,67°, 25,32°°de dort belirgin tepe notasi
gozlemlenmistir. Bu pikler ve 6zellikle 13,69°’deki belirgin pik PHB nin kristal yapida
oldugunu gostermektedir (Devi vd., 2015).
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Sekil 5.29°da gosterilen, ekstre edilen PHB-M’nin XRD kirmmim diyagramina
bakildiginda belirgin tepe noktalar gozlemlenmemektedir. Bu durum ekstre edilen PHB-

M’nin amorf yapida oldugunu ifade etmektedir.

300
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100

50
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Sekil 5.29. PHB-M 'nin XRD kirinim diyagrami

PHA’nin denatiirasyonu ve kristalizasyonu, genellikle ekstraksiyon yontemindeki
donma ve ¢6zme dongiileri veya solventlere, deterjanlara maruz kalmasi gibi fiziksel stres
yollarindan fazlasiyla etkilenir (Grage vd., 2009). Ekstraksiyon tekniginden kaynaklanan

nedenlerle amorf yapida polimer olusumu gergeklesebilir.

5.9.4. Fourier doniisiimii infrared spektrometresi (FTIR) analizi

Fourier doniisiimii infrared spektrometresinde (FTIR), her bir molekiiler grubun
karakteristik titresim modu, belirli bir frekansta kizilotesi spektrumda bantlarin ortaya
c¢ikmasina neden olur. Bu durum, aymi zamanda c¢evredeki fonksiyonel gruplardan
fazlasiyla etkilenir. Boylece FTIR spektroskopisi, organik bilesiklerin kalitatif tayinine
izin vermektedir. Ayrica bu analiz yonteminde, spektrumda olusan bantlarin yogunluklari
konsantrasyonla dogru orantili oldugundan kantitatif analiz yapmak da miimkiindiir
(Vlachos vd., 2006). FTIR spektroskopisinde, bir girisim dalgasi, etkilesimde bulunan
enerjinin iyi tanimlanmis bir dalga boyu aralig1 aldig: bir dagitici aletin aksine numune

ile etkilesir. Bu girisim dalgasi, bir interferometrede iiretilir. IR kaynagindan toplanan
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151n demeti, interferometreye yonlendirilir ve burada bir 151n ayirici ile boliiniir. Boliinen
151n1n yarisi sabit bir aynadan, diger yaris1 hareketli bir aynadan yansitilir. iki 1s1n demeti,
aynalardan dondiikten sonra yeniden birlesir ve girisim dalgasi olarak yeniden yapilanmis
bir 151n demetine doniisiir. Girisim 151n demeti drnekten geger ve numune ile etkilesime
girerek modifiye edilir. Olusan sinyaller detektdre gelerek burada bir analog-dijital

doniistiiriicii (ADC) tarafindan hesaplanir ve veriler bilgisayarda depo edilir (Faix, 1992).

- PHB

Substrat olarak glikoz kullanilarak tiretilen polimerin fonksiyonel grubu arasgtirmak
ve konformasyonu i¢in FTIR spektroskopisi, elimizdeki referans PHB ile birlikte
arastirlmis ve karsilastirlmustir.  Spektrumlar 4000 cm™ ile 400 cm™ araliginda
kaydedilmistir.

Sekil 5.30°da gosterilen, ekstrakte edilen polimerin FTIR spektrumunda, PHB
molekiiliinde bulunan ester baglanmasi i¢in karakteristik olan sirasiyla karbonil C = O ve
asimetrik C-O-C gerilme titresimine karsilik gelen, 1720,50 cm™ ve 1278,81 cm’!
bolgelerinde keskin pikler gozlemlenmektedir (Aarthi ve Ramana, 2011; Ansari ve
Fatma, 2016). Bu pikler, referans PHB i¢in elde edilen piklere karsilik gelerek, ekstre
edilen polimerin PHB oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica, ekstre edilen polimerdeki
piklerden 2976-2924 ve 1101 cm™ pikleri sirasiyla C-H ve C-O gerilmesinin varhigim
gostermektedir (Devi vd., 2015).
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Sekil 5.30. PHB-I: Referans polimer, PHB-M: Ekstre edilen polimer i¢cin FTIR spektrumlar:

— KD ve KD-PHB formiilasyonlari
Cesitli kaynaklardan ekstre edilen kollajen igin yapilan bir ¢alismada, polipeptid

omurgasini belirten C-O gerilmesi 1600-1700 cm™ arahiginda oldugu belirtilmistir.
Yaklasik olarak 1653 cm™!’de gdzlemlenen pik N-H gerilmesi ile C-O arasinda meydana
gelen hidrojen baglarini gostemektedir (Amid I bandi). 1558 ve 1539 cm™’deki piklerin
varlig1 N-H diizlem ig¢i biikiilmesi ve C-N gerilme titresimlerini ifade etmektedir (Amid
IT band1) (Riaz vd., 2018). Kollajen i¢in karakteristik olan ve C=H gerilmesini gosteren
bir diger amid bant1 ise KD’de belirgin hale gelerek 1456 cm™’de gdzlemlenmistir (Amid
IIT band1) (Safandowska ve Pietrucha, 2013). Cheng ve digerlerinin yaptigi bir ¢alismada,
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denizanasindan elde edilen kollajenin FTIR spektrumunda 2362 cm™'’de gézlemlenen
bantin yogunlugu arttikca, ¢capraz baglanma derecesininde arttig1 tespit edilmistir (Cheng
vd., 2017). Sekil 5.31°de saf kollajen ve olusturulan formiilasyon verileri

karsilastinldiginda, PHB ninde etkisiyle 2358 cm™’deki pikte artis gozlemlenmistir.

Majeed ve digerlerinin yaptigi calismada, Kollicoat MAE100P’nin FTIR spektrumu
i¢in 3421 cm™'de OH gerilmesini gosteren genis bir bant gézlemlendigi belirtilmistir.
Kolicoat MAE100P icin karakteristik olan diger bantlar ise 1637 cm™’de C=O
gerilmesini, 2915 cm™’de C-H gerilmesini ve 1723-1698 cm’de karbonil grubunun

varhigim gostermektedir (Majeed vd.,2019).

Sekil 5.31. incelendiginde hem KD’de hem de KD-PHB’de Kollicoat MAE100P icin
karakteristik olan, yaklasik 3500-3400 cm-1’de genis bant gozlemlenmistir. KD’de
gozlemlenen ve Kollicoat MAE100P’nin varligmmi ifade eden 1724 cm-1’deki pikin

siddetinde, PHB nin formiilasyona eklenmesiyle artis gozlemlenmistir.

Elmarzugi ve digerlerinin yaptig1 bir ¢calismada, PEG400 icin, 885, 944, 1096, 1349,
2886 cm-1"de gozlemlenen birgok karakteristik pik belirtilmistir. Ozellikle 2886 ve 3749
cm-1’deki giiclii pikler PEG400 icin doymus karbonlarin (CH2CH2)n varligim
gostermektedir (Elmarzugi vd., 2014). Sekil 5.31.”ye bakildiginda hem KD igerisinde
hem de KD-PHB’de, PEG400’¢e ait karakteristik piklerin varlig1 gozlemlenmektedir.

Sekil 5.31 incelendiginde, KD formiilasyonuna PHB’nin emdirilmesiyle ¢apraz
baglarm varligini ifade eden 235894 cm™'’deki pik tekrar gdzlemlenmistir. KD
formiilasyonundaki Kollicoat MAE100P’den kaynaklanan 1724,36 cm™’deki pik
PHB’nin karakteristik piki olan 1720,50 cm™’e dogru kayarak daha siddetli bir pik

gbzlemlenmistir.
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Sekil 5.31. Kollajen, PHB-M, KD ve KD-PHB formiilasyonlarina ait FTIR spektrumlar
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— F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlart

KF-PHB formiilasyonlar1 olusturulurken kullanilan Eudragit RS100 i¢in
karakteristik olan 3384, 2981, 1724-1572 cm’ pikleri, sirasiyla NH, CH, -C=0
gerilmelerine karsilik gelmektedir (Barzegar-Jalali vd., 2012). Eudragit RS100 i¢in
karakteristik olan diger pikler ise 2360, 2342, 1458, 1388, 1149 cm™de
gozlemlenmektedir (Jana vd., 2014).

Sekil 5.32 incelendiginde, F-PHB formiilasyonu yapisinda, Eudragit RS100 i¢in
karakteristik piklerin varligi tespit edilmistir. Yapiya kollajen eklenmesiyle, 2358,94 cm”
’deki pik kiiciilmiis ve bu nedenle formiilasyondaki capraz bag yapisi azalmistir. KF-
PHB formiilasyonuna bakildiginda, yaklasik olarak PHB igin karakteristik olan 1720,50
ve 1278,81 cm!, Kollajen igin karakteristik bantlardan biri olan 1450 cm™, PEG400 icin
karakteristik olan 2872,01 cm™' ve Eudragit RS100 igin karakteristik olan yaklasik olarak
2924, 1720, 1450, 1348 cm™"de gdzlemlenen pikler, bu yapilarin hazirlanan formiilasyon

igerisinde yapisinin korundugunu gostermektedir.
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111



5.9.5. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, bilesiklerin ve sistemlerin
kompozisyonu, yapisi ve dinamikleri hakkinda kisa siirede ¢ok fazla bilgi saglamaktadir.
NMR, giiclii bir sabit manyetik alandaki ¢ekirdeklerin zayif bir manyetik alan tarafindan
bozuldugu ve cekirdekteki manyetik alanin frekans karakteristigine sahip bir

elektromanyetik sinyal iireterek yanit verdigi bir yontemdir (Hoult ve Bhakar, 1997).

~ PHB
Déterokloroform (CDCI3) ¢ozeltisi igindeki polimerlerin, 'H NMR spektrumlari

elde edilmistir. Sekil 5.33’te gosterilen, ekstrakte edilen PHB ve elimizdeki referans
PHB’nin karsilastirildigi "TH-NMR spektrumlarina bakildiginda, elde ettigimiz polimerin
referans PHB ile benzer noktalarda sinyal verdigi gézlemlenmektedir. Ayrica, ekstre
ettigimiz polimer i¢in elde edilen sinyaller, Babruwad tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
B. cereus’dan izole edilen PHB nin 'H-NMR spektrumlarindaki sinyallerle benzerlik
gostermektedir (Babruwad vd., 2016). Aym1 zamanda, Mahansaria ve Kathiraser
tarafindan elde edilen ve farkli organizmalar tarafindan tiretilen PHB’lerinde benzer
sonuclara sahip oldugu tespit edilmistir (Kathiraser vd., 2007; Mahansaria vd., 2018). Bu
durum elde ettigimiz polimerin PHB oldugunu literatiirde yer alan ¢aligsmalarla beraber

dogrulamaktadir.

Elde edilen spektruma ayrintili bakildiginda, 7, 27°deki sinyal ¢oziiciiyii (CDCl3)
ifade etmektedir (Mahansaria vd., 2018). 5,26 ppm’deki ¢oklu rezonans metin protonuna
(-CH) aittir. Rezonans degeri 2,66-2,44 ppm araliginda goriinen sinyaller metilen
protonlarin1 vermistir. Son olarak, 1,26-1,29 ppm aralifinda ise metil protonlara (CH3)

ait sinyaller gézlemlenmistir (Ansari ve Fatma, 2016).
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Sekil 5.33. PHB-I: Referans polimer, PHB-M: Ekstre edilen polimericin 'H NMR spektrumlar

Spektrumda gézlemlenen pikler, Devi ve arkadaslarinin B. cereus’dan izole edilen
PHB iizerinde yaptiklar karakterizasyon caligmasina benzer sonuclar gostererek Sekil

5.34’teki formiili ifade etmektedir (Devi vd., 2015).

CHa 0

| I
-0 - CH- CHz-C- ]n

Sekil 5.34. PHB 'nin kimyasal formiilii (Devi vd., 2015)
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— KD ve KD-PHB formiilasyonlari

Kollajen, polimer (PHB-M) ve hazirlanan formiilasyonlardan kollajen liyofilize
disk (KD) ve PHB emdirilmis kollajen liyofilize disk (KD-PHB) i¢in '"H NMR analizi

yapilmis ve analiz sonuglar Sekil 5.35°te gosterilmistir.

Sekil 5.35’e bakildiginda, tiim veriler igerisinde 7,27 ppm’de gozlemlenen sinyal,
analiz asamasinda kullanilan ¢6ziiciiyli (CDCIl3) ifade etmektedir (Mahansaria vd., 2018).
Kollajen spektrumunda yaklasik 1,6 ppm’de gozlemlenen pikte, formiilasyon
olusturulduktan sonra kayma gergeklesmistir. KD formiilasyonunda yaklasik 3,8 ppm’de
gbzlemlenen belirgin piklerin Kollicoat MAE 100P yapisinda bulunan metilakrilat ve etil
akrilata ait olan pikler oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde metilakrilat ve etil akrilata ait
kombine -OCH2 proton sinyallerinin belirgin bir sekilde 3.98-4.1ppm’de goriildiigi
belirtilmistir  (Pitchumani vd., 1982). KD formiilasyon yapisina PHB-M’nin
eklenmesiyle, PHB nin yapisinda bulunan, 5,26 ppm’de metin protonuna (-CH) ait ¢oklu
rezonans, 2,66-2,44 ppm’de metilen protonlarina ait ¢oklu rezonans ve 1,26-1,29 ppm
araliginda metil protonlara (CH3) ait sinyaller gézlemlenmistir (Ansari ve Fatma, 2016).
Bu durum yapiya giren PHB’nin diger maddelerle etkilesime girmeden kaldigini
gostermektedir. KD ve KD-PHB spektrumlari karsilastirildiginda 1,26 ppm’deki pikin
siddetinde artis yasanmistir. Bu durum hem kollajene hem de PHB’ye ait olan metil

gruplarinin st iiste gelmesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5.35. Kollajen, PHB-M, KD ve KD-PHB formiilasyonlarina ait 'H NMR spektrumlar

— F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlart

Kollajen, polimer (PHB-M) ve hazirlanan formiilasyonlardan bos emiilsiyon film
(F-PHB) ve kollajen yiiklii emiilsiyon filmler (KF-PHB) icin '"H NMR analizi yapilarak
spektrumlart Sekil 5.36’da gosterilmistir.
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Sekil 5.36. Kollajen, PHB-M, F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlarina ait 'H NMR spektrumlar

F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlar1 yapisindaki Eudragit RS100’e ait pikler
literatiirdekine benzer sekilde gozlemlenmistir (Yenilmez, 2017). PHB-M’yi igeren F-
PHB ve KF-PHB formiilasyonlar1 incelendiginde PHB’ye ait piklerin varlig
gozlemlenmistir. Ancak 5,26 ppm’de metin protonuna (-CH) ait ¢oklu rezonans ve 2,66-
2,44 ppm’de metilen protonlarina ait ¢oklu rezonansin siddetinde azalma oldugu
gozlemlenmektedir (Ansari ve Fatma, 2016). Yapiya kollajen eklenmesiyle 1,26
ppm’deki pikin siddetinde artis yasanmistir. Bu durum hem kollajene hem de PHB’ye ait

olan metil gruplarinin istiiste gelmesinden kaynaklanmis olabilir.
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6.  SONUC VE ONERILER

Bu calismada, gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus cereus susu kullanilarak, kisa
zincir uzunlugundaki polihidroksialkanoat (Scl-PHA) sentezlenmesi, saflagtiriimasi,
fizikokimyasal  karakterizasyonlarinin  ardindan  kollajen  tastyict  sistemlerin

gelistirilmesinde kullanilmasi1 amaglanmustir.

Bu amagla, Bacillus cereus susu igin uygun iiretim ortami kullanilmis ve farkli
ekstraksiyon teknikleri uygulanarak PHB sentezi ger¢eklestirilmistir. Ancak laboratuvar
Olceginde tretilen polimerin, optimizasyon c¢aligmalarinin yapilmasi i¢in yeterli zaman
olmamasindan kaynakli PHA iiretimi ortalama %30 gibi diisiik bir verimde
gerceklesmistir. Karakterizasyon ¢alismalariyla ise ekstrakte edilen polimer ve referans
polimer karsilastirilmistir. DSC, FTIR ve NMR analiz sonuclar1 incelendiginde referans
polimer ve ektrakte edilen polimerin termal ve kimyasal yap1 Ozellikleri yaklasik
degerlerde pik vermis ve bu durum literatiir ile desteklenmistir. Boylece elde ettigimiz

polimerin PHB oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen PHB ile denizanasi kollajenini (jellyfish collagen)ihtiva eden disk ve
film sistemleri olarak gelistirilmis, karakterizasyonu ve in vitro degerlendirilmesi
yaptlmistir. Bu  boliimde, gelistirilen KD, KD-PHB, F-PHB ve KF-PHB
formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri ¢ikartilmis ve bu sistemlerin hiicre canliligi

iizerindeki etkileri HaCat hiicre hatt1 iizerinde incelenmistir.

12 Haftalik siire sonunda elde edilen salim profillerine gore, kollajenin KD’den
salinimi  gecikmeli olarak ger¢eklesmesine ragmen, KD-PHB’den salinnmi ile
karsilastirildiginda daha hizli oldugu goriilmiistiir. KD’nin 4 saat sonunda %40 oraninda
salim yaptig1 ve 12 haftalik siire sonuna kadar %48’e ulastig1 goriilmiistiir. KD-PHB ise
bu siireler arasinda, %28’den %40’a kadar ulasmistir. Bu durum PHB’nin uzatilmig
salimdaki etkisini gostermektedir. 12 Haftalik siire sonundaki KF-PHB formiilasyonunun
maksimum %1,6 oraninda salim yaptig1 gézlemlenmistir. Bu sonuglara gore, KF-PHB
KD-PHB formiilasyonuna oranla ¢ok daha yavas salim gosterdigini ortaya koymustur
ancak yara iyilesmesi siireci i¢in kullanima uygun bulunmamustir.

HaCat hiicre hatt1 iizerinde yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda ise, KD-PHB
formiilasyonunun KD formiilasyonuna gore hiicre canliliginda artisa neden oldugu
gozlemlenmektedir. Ancak KD ve KD-PHB formiilasyonlarindan ortama, yavas salimla

beraber daha az kollajen ge¢cmesi nedeniyle bu formiilasyonlarin hiicre canliliginin
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kontrol grubunun altinda kaldig1 diisiiniilmektedir. F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlari
ise kontrol grubundan daha yiiksek oranda ve birbirleri ile ayn1 oranda hiicre canliligina
sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu sonuca gore, emiilsiyon yontemiyle olusturulan KF-
PHB filmlerde kollajen ¢evresini saran PHB’ nin 72 saat sonunda tam olarak
parg¢alanmamasi nedeniyle hiicre canliliginin F-PHB filmleriyle yaklasik ayni degerde
ciktig1 sOylenebilir. KD, KD-PHB, F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlar1 hiicre canliliklari
karsilastirildiginda en yiiksek canliligin F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlarinda oldugu
tespit edilmistir. Bu durum aymi miktarda kollajen i¢eren formiilasyonlarin farkli
oranlarda PHB igermesinden kaynaklanmaktadir. Daha yiiksek oranda PHB igeren film
formiilasyonlari, PHB’ nin hiicre proliferasyonu tizerinde arttirci etkisini gostermektedir.
Bu sonuclara gore PHB’ nin her iki formiilasyon iizerinde de hiicre canliligini arttirici
etkisi tespit edilmistir ve formiilasyonlar arasinda F-PHB ve KF-PHB hiicre canliligi

acisindan daha iyi oldugu bulunmustur.

Elde edilen hiicre kiiltiirii ve in vitro salim profili sonuglarina gore, hiicre canlilig1
acisindan F-PHB ve KF-PHB formiilasyonlar1 daha ytiksek sonuglar vermesine ragmen,
KF-PHB’ nin salim profili, kollajenin ¢ok az miktarda salindigin1 gosterdigi icin yara
iyilesmesi stiresi diisiiniildiiginde uygun bulunmamistir. KD-PHB formiilasyonlari,
goreceli olarak hem hiicre canlili§ini arttirici etkisi hem de uzatilmis salim etkisi

acisindan KF-PHB formiilasyonlarina gore daha iyi olduguna karar verilmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, iirettigimiz polimerlerin amaglanan scl-
PHA ile benzer yapisal ozelliklere sahip oldugu, ftretilen polimerin kollajen ile
formiilasyonu sonucu uzatimis etkili toksik olmayan salim sistemlerinin
olusturulabilecegi belirlenmistir. PHB molekiillerinin kollajen ile beraber hiicre
canliligim arttici etkiye sahip oldugu in vitro ¢alismalarla gosterilmistir. Bu nedenle KD-
PHB formiilasyonunun yara ortiisii olarak kullanilabilme potansiyelinin oldugu ve
gelecekteki hayvan deneyleri ¢alismalart ile in vivo olarak da etkinliginin aragtirilmasi

gerektigi kanati olusmustur.
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