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OZET

GENEL AMACLI DOKU YAPISTIRICININ HAZIRLANMASI
VE UYGULANMASI

CAKIR COBAN, Canan
KirikkaleUniversitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa TURK
Subat 2023,104 sayfa

Gilinlimiizde, sentetik ve biyolojik yollarla hazirlanan doku yapistiricilart iyilesmeyi
hizlandirmak, sizintilar1 6nlemek, kanamayi durdurmak ve yaralar1 kapatmak igin
olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yara kapatma, cerrahi operasyonun son
adimidir ve cerrahlar, doku yapistiricilarinin hizli uygulanmasi, kolay sekil almasi,
daha az agr1, daha az travmatik kapatma ve kozmetik sonu¢ vermesi nedeniyle tercih
ederler.

Bu doktora tezinin amaci; cerrahide olduk¢a yaygin kullanilan kimyasal temelli doku
yapistirict  sistemlerine yeni bir alternatif olusturmak olup, polietilen glikol,
polivinilalkol ve biyouyumlu ¢apraz baglayicilar ile olusturulan doku yapistiricisinin
biyouyumlulugunu arastirmaktir. Tez caligsmast kapsaminda ilk olarak, hazirlanan
doku yapistiricis1 yapisal olarak FT-IR teknigi kullanilarak tanimlanmstir. Ikinci
olarak calismada doku yapistiricist kullanilarak in vitro ve in vivo biyouyumluluk
testleri yapilmis ve detayli olarak incelenmistir. In vitro biyouyumluluk testlerinden
MTT sitotoksisite testi ile doku yapistiricisinin L929 fibroblast hiicreleri tizerine direkt
etkisi incelenmistir, hiicre canliliginin in-direkt yontemlede belirlenmesi i¢in agar
difiizyon yontemi kullanilmistir. Hiicrelerin proliferasyonu tizerine etkisi xcelligence
gercek zamanl hiicre analiz cihazi kullanilarak 1929 fibroblast hiicreleri kullanilarak
belirlenmistir. Hiicre 6liim yollar1, apoptoz nekroz ikili boyama yontemi kullanilarak
nitel yolla belirlenmistir. Gen diizeyinde toksisite ¢aligmalari, genotoksisite
mikroniikleus testi ile gergeklestirilmistir. Doku yapistiricisinin hemolitik 6zelligi
hemoliz testi yapilarak degerlendirilmistir. In vitro yara iyilesmesi hiicre gogii
acisindan 24., 48., 72. saatlerde yine L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Doku yapistiricisinin antimikrobiyal etkinligi E. coli ve S. aureus
suslart tizerinde arastirilmistir. Tez calismasinda iig¢lincii ve son olarak in vivo
biyouyumluluk testlerinden, sensitizasyon testi, dermal irritasyon testi, subkronik
sistemik toksisite ¢aligmalar1 yapilmistir. Sensitizasyon testi igin saglikli kobaylar
(Guinea pig), deri irritasyonu igin saglikli albino tavsanlar (New Zealand), subkronik



sistemik toksisite testi i¢in Sprague-Dawley cinsi sigcanlar kullanilmistir. Ayrica,
sistemik toksisite testi sonrasi siganlardan doku Ornekleri alinarak histolojik
degerlendirmeler yapilmis, kan orneklerinden hematoloji OSl¢iimlerine dayali
degerlendirmeler gerceklestirilmistir. In vivo testlerden son olarak etkinlik testi
gerceklestirilmistir. Bu test ile Sprague-Dawley cinsi siganlara adezyon ve iyilesme
testleri uygulanmistir ve test sonunda yara bolgelerinden alinan dokular histopatolojik
olarak ve ¢ekme-kopma mukavemet testi yapilarak degerlendirilmistir.

In vitro deneyler sonucunda doku yapistiricisinin jel 6zelligine bagli olarak in-direkt
uygulandiginda sitotoksik etki gostermedigi, CHO hiicreleri iizerinde mikroniikleus
olusumunu indiiklemedigi, hemolitik etki gdstermedigi in vitro yara iyilesmesinde
hiicre proliferasyonunu olumlu etkiledigi degerlendirilmistir. In vivo deneylerde
sensitizan ve irritan 6zellik gostermedigi, sistemik toksisite testinde kontrol grubuna
kiyasla olumlu sonuglar verdigi gozlenmistir. Etkinlik testinde yara iyilesmesi ve
lyilesme sonrasi deri mukavemet testinde kontrol grubuna ve ticari tirline kiyasla etkili
sonuglar verdigi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Polivinilalkol, doku yapistirici, tannik asit, biyouyumluluk.



ABSTRACT

PREPARATION AND APPLICATION OF GENERAL PURPOSE TEXTURE
ADHESIVE

CAKIR COBAN, Canan
KirikkaleUniversity
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, PhD Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TURK
February 2023, 104 pages

Today, tissue adhesives prepared by synthetic and biological means are widely used
to accelerate healing, prevent leaks, stop bleeding and close wounds. Wound closure
is the last step of the surgical operation and surgeons prefer it because of the rapid
application of tissue adhesives, easy shaping, less pain, less traumatic closure and
cosmetic results.

The aim of this doctoral thesis; To create a new alternative to chemical-based tissue
adhesive systems, which are widely used in surgery, and to investigate the
biocompatibility of tissue adhesive formed with polyethylene glycol, polyvinylalcohol
and biocompatible crosslinkers. Within the scope of the thesis, first, the prepared tissue
adhesive was structurally defined using the FT-IR technique. Secondly, in vitro and in
vivo biocompatibility tests were carried out using tissue adhesive and examined in
detail. The direct effect of tissue adhesive on L929 fibroblast cells was investigated by
the MTT cytotoxicity test, one of the in vitro biocompatibility tests, and the agar
diffusion method was used to determine the cell viability by the indirect method. The
effect on cell proliferation was determined using the xcelligence real-time cell analyzer
using L929 fibroblast cells. Cell death pathways were determined qualitatively using
the apoptosis necrosis dual staining method. Gene-level toxicity studies were
performed with the genotoxicity micronucleus test. The hemolytic property of the
tissue adhesive was evaluated by performing the hemolysis test. In vitro wound healing
was evaluated in terms of cell migration at 24, 48, and 72 hours, again using L929
fibroblast cells. The antimicrobial activity of tissue adhesive was investigated on E.
coliand S. aureus strains. In the thesis study, the third and last in vivo biocompatibility
tests, sensitization test, dermal irritation test, subchronic systemic toxicity studies were
performed. Healthy guinea pigs (Guinea pigs) were used for the sensitization test,
healthy albino rabbits (New Zealand) were used for skin irritation, and Sprague-
Dawley rats were used for the subchronic systemic toxicity test. In addition, after the
systemic toxicity test, tissue samples were taken from rats and histological evaluations
were made, and evaluations based on hematology measurements were made from
blood samples. The efficacy test was carried out as the last of the in vivo tests. With
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this test, adhesion and healing tests were applied to Sprague-Dawley rats and at the
end of the test, the tissues taken from the wound areas were evaluated
histopathologically and by tensile-rupture strength test.

As a result of in vitro experiments, it was evaluated that due to the gel property of the
tissue adhesive, when applied in-directly, it did not show cytotoxic effects, did not
induce micronucleus formation on CHO cells, did not show hemolytic effects, and
positively affected cell proliferation in in vitro wound healing. It was observed that it
did not show sensitizing and irritant properties in in vivo experiments, and gave
positive results in the systemic toxicity test compared to the control group. In the
efficacy test, it was evaluated that it gave effective results in wound healing and post-
healing skin strength test compared to the control group and the commercial product.

KeyWords: Polyvinylalcohol, tissue adhesive, tannic acid, biocompatibility.
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1. GIRIS

Yara doku biitiinliigiiniin fiziksel, kimyasal, 1s1 ve cerrahi nedenlerden olusabilecegi gibi
arteriyel ve vendz yetmezliklerde oldugu gibi spontan nedenlerden de bozulmasidir.
Doku kaybinin olmadigi ve yara dudaklarinin bir araya getirilerek yapilan kapatma islemi

yara tedavisinde primer kapatma olarak yer alir.

Siitiir teknigi, yiiksek gerilme mukavemeti ve diisiik ayrilma 6zelligi nedeniyle uzun
yillardir yara kapatmada ve kanama kontroliinde tercih edilen uygulama olmustur.
Bununla birlikte siitiir tekniginde goriilen dezavantajlardan, yiiksek enfeksiyon orani,
kullanimdaki zorluk, kan yoluyla bulasan hastaliklarin igne kullanimi yoluyla bulasmasi
endisesi bazilarini olusturur. Bu nedenle, ¢esitli hemostaz ajanlari, klipsler, zimbalar,
bantlar ve doku yapistiricilarinin kullanilmasi dahil olmak iizere, daha hizli ve daha etkili
kanama kontroliine ve yara kapanmasina yardimci olacak baska teknikler gelistirilmistir
(Mehdizadeh ve Yang, 2013; Bal-Ozturk vd., 2021). Biyoyapiskan, dokularin yiizeylerine
uygulandiginda birbirine baglayabilen, uygulanan yiikleri bir dokudan digerine aktararak
ayrilmay1 6nleyen bir malzemedir. Son on yilda, ii¢ kategoriye ayrilabilen cesitli tibbi

biyo-yapiskanlar gelistirilmistir:
1) Farkli mekanizmalar yoluyla kan pihtilar1 olusturan hemostatlar;
i) Yirtilmis ve travmatize olmus dokular1 yeniden birlestiren yapistiricilar;

iii) Gazlarin veya sivilarin sizmasini onlemek igin bir bariyer olusturan sizdirmazlik

malzemeleri.

Mevcut yapistiricilart iyilestirmek i¢in yeni nesil doku yapistiricilarinin gelistirilmesine

biiyiik miktarda ¢aba harcanmaktadir (Bao, Gao, Sun, Nian ve Xian, 2020).

Doku vyapistiricilari, yara kapatma ve iyilestirme, ila¢ verme, tibbi cihazlarin
implantasyonu, doku miihendisligi ve dis ve kemik uygulamalari dahil olmak iizere klinik
uygulamalarin ¢esitli alanlarinda giderek daha fazla popiilerlik kazanmaktadir

(Mehdizadeh ve Yang, 2013; Bao vd., 2020).

Giiniimiizde doku yapigtirict tiirleri; fibrin temelli, albiimin temelli, Kolajen temelli,
siyanoakrilat temelli, hidrojeller, nano etkin malzeme temelli olacak sekilde kategorize

edilmistir. Hidrojeller, ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in de ¢ekici olmalarinin yani



sira i¢ boyutlu yapilar1 ve ¢ok miktarda su tutma kapasiteleri ile bir¢ok avantaja sahiptir.
Genel de, hidrojeller sulu bir ortamda hidrofilik polimer zincirlerinden fiziksel veya
kimyasal c¢apraz baglanma yoluyla iiretilebilirler. Hidrojeller biyouyumlu olmalari,
Ozelliklerinin ayarlanabilir olmasi, hiicre ilag biyoaktif bilesik kapsiilleme kabiliyetleri
yiiksek ve porlu yapiya sahiptirler. Hidrojellerin yaray1 nemli tutmasi, hizli yara iyilesme
stirecinde avantaj saglar. Hidrojelleri olusturmak igin; malzemeler secilirken, birbirine
uyumlu veya iyilesme siirecini olumlu etki gosteren dogal bilesimlerden tercih edilir.
Sonug olarak, yapiskan hidrojeller yaralarin dogasina, uygulama yerlerine ve bunlarin
komsu doku ve sivilarina uygun olmalidir (Mehdizadeh, Weng, Gyawali, Tang ve Yang,
2012; Mehdizadeh ve Yang, 2013; Petra vd., 2014).

PEG bazli yapistiricilarin siklikla kullanilanlarindan, ana bilesenleri dort kollu PEG
stiksinimit glutarik asit ve dort kollu PEG eter merkaptan olan Coseal™ cerrahi dolgu
macunu, kanama yerlerini mekanik olarak kapatarak vaskiiler rekonstriiksiyonlar i¢in 1yi
doku yapismasina (25 kPa) ve biyolojik olarak pargalanabilirlige (30 giin) sahiptir
(Assmann vd., 2017; Murdock vd., 2019). Bununla birlikte, PEG bazli yapistiricilarin
bazi smirlamalart vardir, yara bolgesi enfeksiyonlara karst savunmasizdir ve bu
yapistiricilar  enfeksiyonu etkili bir sekilde ortadan kaldiramaz, hasarli doku
rejenerasyonu siirecini geciktirir, bu durum riskleri artirir ve hastalar tizerinde iyilesme

i¢in biiyiik zorluklar yaratabilir (Lu vd., 2020; Huang vd., 2021).

Tannik asit (TA) bazli malzemeler, genis kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle
onemli ilgi gérmiistiir. Tez ¢alismasinda, yapistirict hazirlanirken ¢apraz baglayici olarak
kullanilan tanik asit, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan polifenollerden biridir. Son
zamanlarda, tannik asidin proteinler ve DNA gibi hemen hemen tiim biyopolimerlere
baglandigi ve molekiiler bir yapistirict olarak biiytik ilgi gordiigi ortaya ¢iktmistir (Shin,
Park ve Lee, 2019).

Bu tez calismasinda, TA ve polimerler kullanilarakyeni bir doku yapistiricisi
hazirlanmistir. TA-PEG/PVA basitge PEG1000 (molekiil agirligi 1000 olan polietilen
glikol) ile L-Dopa proteini igeren ve ortak ¢apraz baglama maddesi olarak tanik asit
kullanilan bir biyoyapiskan hazirlandi. Doku yapistiricis1 formiilasyonu tamamlandiktan
sonra karakterizasyon degerlendirmesi i¢in Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre
(FT-IR), biyouyumlulugunun degerlendirilmesi agisindan sitotoksisite, apoptoz nekroz
ikili boyama testi, xcelligence ile hiicre proliferasyon yontemleri, L929 Fibroblast hiicre

hattina uygulanmistir. Gergeklestirilen bu testlerin ardindan in vitro yara iyilesme



calismasinda doku yapistiricisinin etkinligi arastirillmistir.  Genotoksisite testi Cin
Hamster Ovaryum (CHO) hiicre hatt1 kullanilarak mikroniikleus metoduna uygun olarak
yapilmistir. In-vivo sensitizasyon, irritasyon, sistemik toksisite ve etkinlik testi
yapilmustir. In vivo galismalarda, Sprague-Dawley cinsi si¢anlarda olusturulan yaralari
TA-PEG/PVA doku yapistiricist ile kapatilmis ve belirlenen giinlerde yara kiigtilmeleri
makroskobik olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelere gore, kontrol gruplari ile
karsilastirildigr zaman, TA-PEG/PVA ile yapistirilan hayvanlarda yaralarin daha hizl
kapandig1 goriilmiistiir. Ayrica, iyilesen yara bolgesinden alinan doku drneklerine ait

kesitler, histolojik olarak degerlendirmistir.

Yapilan ¢alismanin verileri dogrultusunda hedeflenen yapistirma giicii yiiksek,
biyobozunur, biyouyumlu, maliyeti diisiik, kolay uygulanabilir doku yapistiricilar
gelistirmek; halen piyasada kullanilan pek ¢ok doku yapistiricisinin bulunan yan
etkilerine karsilik iyilestirilmis sonuclarin elde edilmesi ve sonunda bir yerli iiriine

dontismesi neticesinde lilke ekonomisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara

Deri insan viicudunda en biiyiik organ olarak gorev yapar, uyaranlari algilar, bizi dis
etkilerden (mekanik, 1s1, nem ve UV radyasyonu) korur, atiklari disar atar (Xi vd., 2020).
Bununla birlikte, hem travma hem de fizyolojik ortam cilt dokusuna zarar vererek cilt

yaralarini yaygin bir saglik sorunu haline getirebilir (Liang, He, ve Guo, 2021).

2.1.1. Yara lyilesmesi

Deri genellikle miikemmel rejeneratif 6zellikler sergiler ve normal yara iyilesmesi, Sekil
2.1'de gosterildigi gibi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve hiicre dis1 matris (ECM)

yeniden modellemesi dahil olmak iizere bir dizi oldukga diizenli siireci igerir.

1) Hemostasis 2) Inflammation 3) Proliferation 4) Tissue remodeling

/, Granulation tissue / Freshly healed epidermis

»
W gl

A S

Fibroblast proliferation Freshly healed dermis

Blood clot Scab

!
1

Subcutancous fat
Blood vessel

Key * @ : =

© Platelet Red blood cell Macrophage Fibroblast

Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin ardigik dort asamasi (Pinto, Cerqueira, Lopes, Pastrana ve
Sillankorva, 2020).

2.1.1.1. Hemostaz/inflamasyon Faz

Enflamatuar faz sirasinda, plazma trombositleri kanamayi1 durdurmak igin yaranin
yiizeyinde bir piht1 olusturmak iizere bir araya geldiginde hemostaz baslatilir (Vowden,
2005). Bu piht1, 16kositlerin ve lenfositlerin inflamasyonun baglamasini desteklemek i¢in
yara bolgesine go¢ etmesine izin verir. Yaralanma bolgesinde kan kaybini en aza
indirmek i¢in vazokonstriksiyon (damarlarin kisilmasi) indiiklenir (Hunt, Hopf ve
Hussain, 2000; Vowden, 2005). Yabanci partikiiller ve hiicresel kalintilar nétrofiller,
monositler ve lenfositler tarafindan uzaklastirilir. Bu enflamatuar hiicreler, enflamatuar

fazin baglangicinda iiretilen sitokinler tarafindan toplanir ve kemotaksis yoluyla yaraya



girer. Ayrica monositler, sirasiyla sitokinleri ve biiyiime faktorlerini serbest birakarak
vazodilatasyonu (damarlarin genislemesi) ve diger fagositlerin ve fibroblastlarin
toplanmasini tegvik etme iglevi goriir. Bu faz, pH'ta degisikliklerle sonuglanir ve bu da
yaralarla iligkili gozlenen sislik ve agriya yol acar. Sonug¢ olarak, graniilasyon,
epitelizasyon, anjiyogenez ve kasilmanin meydana geldigi proliferasyon fazi baslatilir

(Martin, 1997; Vowden, 2005).

2.1.1.2. Proliferasyon/ Graniilasyon Faz

Proliferasyon fazi, inflamasyon fazi tamamlandiktan sonra baglar. Proliferatif faz
sirasinda damar sistemi yeniden kurulur (anjiyogenez), fibronektin gibi doku matris
bilesenlerinden olusan graniilasyon dokusu iiretilir (fibroplazi) ve yara yiizeyleri yeniden
epitelize olmaya baslar (Li, Chen ve Kirsner, 2007). Cesitli faktorler (vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii, trombosit kaynakli biiytime faktorii, temel fibroblast biiylime faktorii ve
dontistiirticii biiytime faktorii-B dahil) anjiyogenezi indiikler. Anjiyojenik kilcal filizler,
fibrin/fibronektin ag¢isindan zengin yara pihtisini istila eder ve birka¢ giin iginde

graniilasyon dokusu boyunca bir mikrovaskiiler ag halinde organize olur (Enoch ve

Leaper., 2008).

Bu graniilasyon dokusu, epitelizasyon sirasinda ¢evreden bir epitel bariyeri olusturmak
igin epitel hiicrelerinin gogline izin verir (Tonnesen, Feng ve Clark, 2000). Graniilasyon

dokusunun goriiniimii yara durumunu asagida anlatildig: gibi gosterebilir:

« lyilesmekte olan yaralar nemli ve parlak, hiperemik ve kirmizimsi bir goriiniime

sahiptir.
* Etli kirmiz1 renge sahip asir1, yumusak, hassas yaralar zayif iyilesmeyi gosterir.

Graniilasyon fazinin sonunda miyofibroblastlar yaranin kapanmasina yol agar (Darby,
Laverdet, Bonte” ve Desmoulie're, 2014). Son olarak, yara iyilesmesi, graniilasyon
dokusunun bir skar ile yer degistirdigi ve epidermisin ya apoptoz ile 6len ya da dermise
yeniden yerlesen immiin hiicrelerden kurtuldugu yeniden sekillenme fazi ile sona erer

(Tottoli vd., 2020).

2.1.1.3. Yeniden Sekillenme Fazi

Yeniden sekillenme, iyilesme siirecinin son agamasidir ve yaralanmadan birkag¢ hafta
sonra baglar bir yila kadar siirebilir. Graniilasyon dokusu, tip 11l kolajen'in yerini tip

Ikolajen ile degistirerek yeniden sekillenir ve fibronektin ve hyaluronik asitte bir yikim



meydana gelir ve kolajen lifleri agisindan zengin bir skar dokusu olusur ve gerilme
maksimum gerilme mukavemetini elde edilir (Welshhans ve Hom, 2017; Ellis, Lin,
Tartar, 2018; Rosca ve Tutuianu, 2018).

Gecikmis yara iyilesmesi ve olasi kronik iilser olusumu, asir1 skarlasma veya her ikisi,
sunulan bu olaylardan birinin diizensizliginden gelisebilir (Ellis vd., 2018; Aljghami,
Saboor, Amini-Nik, 2019). Saglikli bireylerde, bu yara iyilesme siireci olduk¢a verimlidir
ve epidermal bariyer fonksiyonlarmi hizla eski haline getirir (Rosca, Tutuianu ve

Domnica Titorencu, 2018).

2.1.2. Yara Cesitleri

Yara, iyilesme siirecinin siiresine ve dogasina gore akut ve kronik olarak siiflandirilir.
Deri yaralarmin diinya c¢apinda saglik sistemleri ve ekonomi {izerinde muazzam bir
olumsuz etkisi vardir. Son zamanlarda, diinya ¢apinda yaklasik bir milyar insanin akut ve
kronik yaralardan muzdarip oldugu bildirildi. Bu muazzam say1, biiyiik mali harcamalara
doniismektedir (Raziyeva vd., 2021). Durumun diisiik iyilesme oranlar1 nedeniyle daha
da kotiilesmesi muhtemeldir. Bilhassa, randomize kontrollii ¢calismalardan elde edilen
veriler, ortalama %40'lik bir iyilesme oran1 saglarken, bildirilen oran genellikle %90'dan
fazladir (Fife, Eckert ve Carter, 2018).

2.1.2.1. Akut Yara

Akut yara, kaza veya cerrahi yaralanma nedeniyle aniden meydana gelen deri
yaralanmasidir. Derinin epidermis ve dermis tabakasindaki hasarin boyutuna, derinligine
ve derecesine bagli olarak genellikle 8-12 hafta iginde Ongoriilebilir ve beklenen bir

zaman diliminde iyilesir (Dhivya, Padma ve Santhini, 2015).

Bagisiklik hiicreleri ve faktorleri, akut yara iyilesmesinde kilit diizenleyiciler ve
oyunculardir (Su, Zheng, Wang, Zhang ve Hu, 2019). Notrofiller ve bazofiller,
yaralanmaya ilk yanit verenlerdir. Ek olarak, makrofajlar, mast hiicreleri, Langerhans
hiicreleri (LC'ler), T hiicreleri ve B hiicreleri gibi diger dogal ve adaptif immiin hiicrelerin

de siirece dahil oldugu gosterilmistir (Cafiedo-Dorantes ve Canedo-Ayala, 2019).

2.1.2.2. Kronik Yara

Yara iyilesmesi sirasinda immiin yanitin diizensizligi kronik yaralarin ortaya ¢ikmasina

neden olur (Azevedo, Lisboa, Cobrado, Pina-Vaz, ve Rodrigues, 2020). Kronik yaralarda,



inflamatuar faz ¢6ziilmez, bu da zayif ve gecikmis iyilesmeye yol agar (Wu, Cheng ve
Cheng, 2019; Tottoli vd., 2020). Bu tiir yaralarda kalici iltihaplanma, gesitli 6zelliklerle
karakterize edilir. Spesifik olarak, asir1 miktarda proinflamatuar makrofaj bulunurken,
antiinflamatuar fenotiplere sahip makrofajlarin miktar1 distiktir (Saleh vd., 2019;

Krzyszczyk, Schloss, Palmer ve Berthiaume, 2018).

Kronik yaralarin yayginligi, insanlarda artan obezite oranlar1 ve buna bagli olarak artan
diyabet gelisme riski ile birlikte yaslanan popiilasyon nedeniyle artmistir. Bu yaralar,
hastalarin ve ailelerinin yagsam kalitesi lizerinde olumsuz etkilere neden olur 6rnegin;
fonksiyon ve hareket kaybina yol agan artan agri; sikinti, kaygi, depresyon ve sosyal

izolasyon ve hatta 6liime neden olur (Pinto vd., 2020).

2.2. Doku Yapistiricisi

Ameliyatlarda kullanilmak iizere 6zel olarak gelistirilen sivi yapiskan malzemeler,
alternatif olarak veya diger dikisler, zimbalar, klipsler, ligatiirler, teller veya yapigkan
seritler gibi yara kapamada kullanilan materyallere yardimci olarak kullanilan

yapistiricilar veya dolgu macunlari olarak ifade edilir (Jarrett ve Coury, 2013).

Bir cerrahi dolgu macunu, canli dokulardaki (kesikler, kesikler, catlaklar, yariklar veya
delikler) dar alanlara niifuz edebilen ve daha sonra bu bosluklar1 kapatabilen yar1 sert ve
tercihen esnek bir kat1 malzemeye yerlesen sivi bir malzemedir. Bir ortiicii ¢evre dokuya
yapismak zorunda degildir, ancak dokuyu itmemelidir. Gergekte, ticari olarak temin
edilebilen ¢ogu malzeme, cok az gercek yapiskanlik Ozelligi sergileyen veya hig
gostermeyen, sizdirmazlik maddesi gorevi gorecek sekilde gelistirilmistir. Bununla
birlikte, bir cerrahi adeziv, sizdirmazlik kapasitesine sahip olmasinin yani sira, bilinen bir

veya daha fazla adezyon mekanizmasi yoluyla dokuya yapisabilmelidir (Traian, 2022).

Doku yapistiricilarinda, yapisma mukavemetinin yiiksek olmasinin yaninda aranan en
onemli Ozelliklerinden biri de biyouyumlu olmasidir. Biyolojik uyumlulugun tanimi su

sekilde olmalidir:
1) Hem bilesenler hem de bozunma {iriinleri toksisiteye neden olmamalidir;
2) Uriin inflamatuar veya kanserojen olmamalidir;

3) Yapistirma prosediirii tahris edici olmamali veya normal yara iyilesme siirecine engel

olmamalidir;



4) Yara lzerinde jellesmis triin, hidroliz veya enzimatik bozunma ile pargalanabilir

olmalidir;

5) Bozunma iirlinii tamamen metabolize edilmeli veya viicuttan atilmalidir (Petra vd.,

2014).

2.2.1. Doku Yapistiricis1 Yapisma Mekanizmalari

Doku yapistiricilarinda ana adezyon mekanizmalar1 arasinda; molekiiler baglanma,
mekanik baglanma ve termodinamik yer alir. Bu adezyon mekanizmalar1 arasinda
molekiiler bag en popiiler olandir. Kisaca, doku yiizeyinde bulunan molekiiller ile adeziv
molekiiller arasinda hidrojen bagi, kapiler kuvvetler, Van der Waals kuvvetleri, statik
elektrik kuvveti ve kovalent baglar gibi atomlar aras1 ve/veya molekiiller aras1 kuvvetler

kurulur (Ge ve Chen, 2020).

Doku yapistiricilari, son 30 yilda hizli bir gelisme ile modern tipta giderek daha 6nemli
unsurlar haline gelmektedir (Ge ve Chen, 2020). Onlarca yillik yogun arastirma
faaliyetlerinden sonra, doku yapistiricilarinin farkli klinik gereksinimleri karsilama
yetenegini artirmak icin ¢ok ¢esitli doku yapistiricilart gelistirilmistir. Mevcut klinikte

kullanilan doku yapistiricilari li¢ gruba ayrilabilir:

(1) dogal doku yapistiricilari,

(2) biyomimetik doku yapistiricilari,

(3) sentetik ve yar1 sentetik doku yapistiricilar: (Duarte, Coelho, Bordado, Cidade ve Gil,
2012).

2.2.2. Doku Yapistirica Cesitleri

2.2.2.1. Dogal veya Biyolojik Yapistiricilar

Biyokimyasal reaksiyonlarla ¢apraz baglanan dogal polimerlerden tiiretilen doku
yapistiricilari, sentetik yapistiricilara gére daha biyouyumlu bir alternatif sunar (Ronit
vd., 2009). Literatiirde, protein bazli yapistiricilar; fibrin, kolajen, jelatin ve polisakkarit

bazl yapistiricilar; kitosan, aljinat ve kondroitin olarak yer alir.

Fibrin Bazh Yapistiricilar: Fibrin yapistiricilar, genellikle trombin ve fibrinojen
kombinasyonlarindan olusur (Reece, Maxey ve Kron, 2001). Kardiyovaskiiler cerrahi,
beyin cerrahisi, plastik cerrahi ve dalak ve karaciger laserasyonlar1 dahil olmak tizere

genis uygulama alanina sahiptir.



Genis kullanim alani, hizli etki gostermesi ile bilinen fibrin doku yapistiricinin bilinen
yan etkileri vardir. Viral kontaminasyon riskini azaltmak icin 1s1 inaktivasyonu ve
coziicii/deterjan ekstraksiyon yontemleri kullanilsa bile insan veya hayvan plazmasindan
tiiretildigi i¢in fibrin bazl yapistiricilarda hastalik bulasma riski biiyiik bir sorundur
(Horowitz ve Busch, 2008). Olasi kontaminasyon probleminden kaginmak igin virtisle
inaktive edilmis fibrin yapistiricilar gelistirilmistir. Bu yapistiricilar, miikemmel
biyouyumluluk ve diisiik toksisite sunarken, karmasik bir hazirlama prosediiriine, yavas

sertlesmeye ve oldukga zayif baglanma giiciine sahiptir (Ronit vd., 2009).

Kolajen Bazh Yapistiricilar: Kolajen bazli yapistiricilar, lifleri iizerinde kan ve
pihtilagma tirlinlerini adsorbe ederek bosluklarda hapseder ve etkili bir sekilde yaraya
yapisir. Ayrica, trombosit adezyonunu ve agregasyonunu indiiklerler ve pihtilagsma

faktorlerini aktive ederler (Bochicchio, Dunne, Bochicchio ve Scalea, 2004)

Hastalik bulagma riski diisiik olan kolajen bazli yapistiricilar, cerrahi dikis malzemeleri,
hemostatik yapistirici ve yara pansumanlari gibi farkli tibbi uygulamalarda c¢ok iyi
biyouyumluluk gostermektedir (Fleck ve Simman, 2010). Bununla birlikte, kolajen bazli
hemostatlar doku kompresyonu ile sisebilir. Sonu¢ olarak, oftalmolojik veya tirolojik

ameliyatlar i¢in kullanilamaz (William, Spotnitz ve Burks, 2008).

Jelatin Bazh Yapistiricilar: Jelatin geri doniisiimsiiz olarak elde edilen denatiire
kolajendir (Ge ve Chen, 2020). Yerinde yapisma &zelligi ile dokular1 bir araya getirir
ve/veya sizintilar1 Onler, ayrica ¢esitli yumusak dokularin rejenerasyonunu saglamasi

ozellikleri ile biiyiik ilgi ¢ekmistir (Liu vd., 2009).

Jelatin bazli yapistiricilarin jellesme 6zelligi, ¢apraz baglayict ajanlar kullanilarak
saglanir. Bu ¢apraz baglayicilar genellikle formaldehit ve glutaradehit gibi toksisitesi
yiiksek kimyasallar olabilmektedir (Suzuki ve Ikada, 2010). Ayrica jelatin bazli doku
yapistiricilarinin uygulama 6ncesi 1siya gerek duyulmasi ve bilinen biyobozunma

slirelerinin uzunlugu gibi bazi dezavantajlari mevcuttur (Petra vd., 2014).
Polisakkarit Bazh Yapistiricilar:

» Kitosan, kabuklular, mantarlar ve diger bitkisel olmayan organizmalardan Kitinin
kismi deasetilasyonu ile tiretilen b-(1,4)-bagli 2-asetamido-2-deoksi-D glukopiranoz ve
2-amino-2-deoksi-D-glukopiranozun bir polisakaritidir. Kitosan bazli yapistiricilarin
avantajlari, biyobozunur ve biyouyumlu olmalaridir. Ayrica ameliyatlarda kullanimindan

sonra iyi antimikrobiyal 6zellik de gostermistir (Mati-Baouche vd., 2014).



» Aljinat, aljin veya alginik asit olarak da adlandirilan aljinat, kahverengi alglerin hiicre
duvarlarinda genis capta dagilmis bir anyonik polisakarittir ve burada baglayict su
yoluyla viskoz bir zamk olusturur. Ekstrakte edilmis formda suyu hizla emer; kendi

agirligiin 200-300 kat1 kadar su emebilir (Duarte vd., 2012).

» Kondroitin, degisen N asetil-galaktozamin ve glukuronik asit zincirinden olusan bir
polisakkarittir. Ozellikle eklem bélgelerinde bulunurken, farkli pozisyonlarda
stilfatlanma 6zelligine sahiptir. Kondroitin siilfat bazli adezivlerin bazi avantajlari, bu
polisakkaritler insan dokularinda bulundugundan, biyouyumluluk ve toksisite
gostermezler. Bununla birlikte, polimer ve doku arasindaki baglanmayi arttirmak i¢in
daha iyi yapiskan 6zellikler elde etmek amaciyla daha fonksiyonel gruplar 6nerilmektedir

(Wang vd., 2007).

2.2.2.2. Biyomimetik Doku Yapistiricilar:

Doga, en degisken amaglar i¢in milyonlarca yildir yapistiricilar gelistirmektedir.
Hayvanlarda avcilardan korunma, bitkilerde kendi kendini iyilestirme ve
mikroorganizmalarda yiizeylere tutunma bazi Orneklerdir. Dogadan ilham alan
arastirmacilar, dogal siireclere dayali yapistiricilar gelistirmekte ve iyilestirmektedir. Son
on yilda, biyomimetik mekanizmalara iligkin artan bilgi ve anlayis, sentez ve polimer
tasarimindaki ilerlemelerle birlestiginde, cesitli gruplarda yapilan arastirmalarda umut

verici sonuglarin ihtiyaclart karsiladigi goriilmektedir (Bré, Zheng, Pégo ve Wang, 2013).

Midye-mimetik Yapistiricilar: Deniz midyeleri, kayalar, keresteler, cam ve metal gibi
her tiirlii ylizeye sikica tutunma konusundaki iistiin yetenekleriyle taninirlar (Ai, Wei, Nie
ve Yang, 2013; Hiraishi vd., 2015). Son zamanlarda midye yapiskan proteinlerinin basta
domuz derisi olmak iizere canli viicut maddelerine ve cesitli memeli hiicrelerine

baglanmasi tizerine ¢alismalar da yapilmaktadir (Cha, Hwang ve Lim, 2008).

Deniz midyeleri tarafindan salgilanan midye adheziv proteinleri (MAP'ler), midye ile
bulunduklar yiizey arasinda saglam bir bag olusturmak i¢in gerekli bilesenlerdir. Yapilan
calismalar MAP'lerin yiiksek miktarda katekolik amino asit igeren bir protein yani 3,4-
Dihidroksifenil-L-alanin'in (DOPA) igerdigini, bu amino asitin molekiiller arasi ¢apraz
baglanma reaksiyonlar1 sonucunda siki yapiskan plak olusumuyla sonuglanan olagandisi
ozellik gosterdigini buldu. DOPA'nin, MAP'lerin istisnai yapigkan 6zelliklerinden birincil
olarak sorumlu olduguna inanilmaktadir (Ai vd., 2013). MAP’lerin, arastirmacilar

tarafindan doku yapistirici tasarimi i¢in ideal bir sablon olarak kabul edilir. Katekol grubu
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oldugu kanitlanmis olan DOPA'nin fonksiyonel grubunu taklit ederek, dopamin ve
hidrokafeik asit gibi ticari olarak temin edilebilen diger bir¢ok ajan kullanilarak, uygun
yapistirma yeteneklerine sahip c¢esitli midyeden ilham alan doku yapistiricilar

gelistirilmistir (Zhu, Peck, Igbal ve Wang, 2017).

Giiclii ve suda ¢oziinmeyen midye yapistiricilari, hiicre ve doku yapistiricilart olarak
kullanilabilmeleri ve biyolojik olarak pargalanabildikleri i¢in ¢evre dostu olma avantajina
sahip olmalar1 nedeniyle ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda potansiyel kullanimlar i¢in
ilgi ¢ekmistir (Waite, 2002). Midye yapiskan proteinleri, insan viicuduna zararsiz
olduklar1 ve immiinojenisite saglamadiklar1 icin tibbi yapistiricilar olarak da
kullanilabilir. Bu nedenle, prattk midye biyoyapiskanlarinin potansiyelini
gerceklestirmeye ¢alismak icin ¢ok ¢aba sarf edilmektedir. Midye yapigkan proteinlerinin
tiretimine ve Ozelliklerine vurgu yaparak, gesitli gelisimsel yaklasimlardaki ilerlemeler

devam etmektedir (Cha vd., 2008).

2.2.2.3. Sentetik ve Yari-sentetik Doku Yapistiricilar:

Sentetik ve yar1 sentetik yapistirici sinifi, dogal yapistiricidan daha iyi yapigma 6zelligine
sahiptir. Bununla birlikte, diisiik biyobozunma ve buna bagli baz1 bozunma tiriinlerinin
kronik enflamasyonu artirmasi, 1slak yiizeylerde diisiik mukavemet gostermesi ve yliksek
sitotoksisite gibi cesitli dezavantajlart vardir (Ge ve Chen, 2020). Siyanoakrilatlar,
poliliretanlar, poli (etilen glikol), polyesterler ve dendrimer polimerlerdahil olmak iizere

bazi sentetik ve yari sentetik yapistiricilar hali hazirda kullanilmaktadir.

Siyanoakrilat Bazhh Yapistiriellar: Siyanoakrilatlar yiiksek reaktiviteli  sivi
monomerlerdir. Dokuya uygulandiginda, monomerler doku yiizeyindeki c¢atlaklara ve
kanallara akar ve siyanoakrilat ile lizinin yan zincirleri arasinda doku proteinlerindeki
fonksiyonel gruplar arasindaki kovalent baglar yoluyla doku ile yapistirict arasinda giiglii
bir bag olusturur. Bu durum, canli dokular tizerindeki uygulamalar i¢in yeterli yapisma
giicii saglar. Ayrica kozmetik olarak uygulanmasi ve kullaniminin kolay olmasi onu harici

uygulamalar i¢in uygun hale getirir (Leggat, Smith ve Kedjarune, 2007).

Siyanoakrilatlar, dokulara uygulanmak i¢in yeterli bir yapisma giiciine ve mekanik bir
dayanikliliga sahiptir. Kiigiik yirtiklar1 veya benzeri yara tiplerini daha iyi kapatirlar
ayrica en c¢ok plastik cerrahide kullanilirlar. Bunun yaninda, yapisinda bulunan
siyanoasetat ve formaldehitin toksisitesi yara iyilesme siirecinde inflamatuar yanit

olustur, bunlarda iyi yapisma giicii beraberinde bazi1 problemleri getirir (Chow, Marshall,
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Zacharakis, Paraskeva ve Purkayastha, 2010; Bhatia, 2010). Siyanoakrilat yapistiricilarin
yara iyilesmesini engelleyen enflamatuar tepkilere neden olduguve hatta pankreas timorii

gelisimine neden oldugu bildirilmistir (Bhatia, 2010).

Poliiiretan Bazhi Doku Yapistiricilar: Poliiiretan bazli doku yapistiricilars, hemolitik
etki gostermeden viicut sicakliginda miikemmel termostabilite 6zelligi, biyolojik olarak
parcalanabilir olmas1 ve biyouyumlu olmasi nedeniyle sentetik malzemeler arasinda
dikkat ¢cekmektedir (Ferreira, Pereira, Coelho, Silva ve Gil, 2008). Bununla birlikte bazi
poliiiretan bazli yapistiricilarin iyi adezyon sonuclarmma sahip olmasina ragmen
dezavantaji, sertlesme siiresinin ameliyatlarin gereksinimlerini karsilamak adina cok

uzun olmasidir (Ge ve Chen, 2020).

Dendrimer Bazh Yapistiricilar: Dendrimerler, biyomedikal uygulamalar i¢in ¢esitli
olasiliklar saglayabilen, iyi tanimlanmis yapilara ve ¢ok sayida fonksiyonel son gruba
sahip, diisiik polidispersiviteye sahip yiiksek oranda dallanmis makromolekiillerden
olusur (Duncan ve 1zzo, 2005). Korneal yara onarimi ve korneal katarakt insizyonlar1 i¢in
stitiir kullanm1 yerine dendrimer bazli adezivlerin kullanilabilecegi gdsterilmistir

(Grinstaff, 2007; Johnson, Wathier, Grinstaff ve Kim, 2009).

Poly(ethylene glycol) Bazhh Yapistiricilar: Baska bir doku yapistiricisi grubu, bu tez
calismasinda da kullanilan polimerlerden olan, poli(etilen glikol) (PEG) bazlidir.

PEG, Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan kozmetik, gida ve ilaglarda kullanim igin
onaylanmis, yaygin olarak kullanilan biyolojik olarak pargalanabilir bir polimerdir
(Kreppel ve Kochan, 2008). PEG'nin temel formu, tekrarlayan (CH2CH20) alt
birimlerden olusan dogrusal bir sentetik polimerdir. Farkli uzunluklarda sentezlenebilir,
200 ile 40.000 dalton arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip molekiillerle
sonuglanir. iImmiinojenik olmayan ve diisiik derecede toksisiteye sahip, yiiksiiz ve
hidrofilik bir molekiildiir. Ek olarak, "¢ok kollu PEG'ler" olarak adlandirilan dallanmis

formlar: sentezlenebilir (Kumar, Soppimath ve Nachaegari, 2006; Haag ve Kratz, 2006).

PEG, tip bilimlerinde kullanim i¢in elverigli 6zelliklere sahiptir: polimer suda ¢oziiniir,
biyolojik olarak uyumludur ve in vivo olarak kullanildiginda, gizlilik benzeri bir davranig
gosterir, yani bagisiklik sistemi tarafindan kolayca taninmaz (Knop, Hoogenboom,
Fischer ve Schubert, 2010). Sisme oranini kontrol etmenin yollari olmasina ve piyasada

cok sayida PEG bazli doku yapistirict bulunmasia ragmen, uyumluluklarina iliskin
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endiseleri tamamen ortadan kaldirmak icin daha ileri klinik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir

(Zhu vd., 2017).

Cogunlukla eksternal kullanilan doku yapistiricilarindan farkli olarak, PEG doku
yapistiricilary, daha ¢ok cerrahi islemler sirasinda hemostaz, ¢esitli deri alti dokularin
ve/veya zarlarin yakinlagsmasi veya yapistirilmas: gibi viicut i¢i durumlarda

kullanilmaktadir (Spotnitz, 2012).

PEG bazli doku yapistiricilart {i¢ ana simifa ayrilabilir: fotopolimerize olabilen
yapistiricilar, PEG-trilizin yapistiricilar ve iki farkli sekilde islevsellestirilmis PEG
polimerine dayali yapistiricilar (Spotnitz ve Burks, 2008; Bhatia, 2010).

PEG bazli gelistirilen doku yapistiricilarindan en iyi bilinen, FocalSeal-L (Genyzme
Biosurgery, Inc., Cambridge, MA; FDA onayli) ve CoSeal (Cohesion Technologies)
ticari adlariyla piyasaya sunulmustur. FocalSeal-L, foto-uyarim yoluyla etkinlestirilir ve
birka¢ dakika sonra hidrojeller olusturur. Yavas jellesme siiresi nedeniyle hemostaz
uygulamasi i¢in 6nerilmez. FocalSeal-L esas olarak ameliyat sonras1 hava/sivi kagaklarini
azaltmak i¢in uygulanir (Ryou ve Thompson, 2010). Coseal, sivi sizintisin1 dnlemede
stitiir rollerine yardimec1 olmak icin ince bir tabaka ile vaskiiler rekonstriiksiyonlarda
kullanim i¢in endikedir. Ana matris olarak hidrofilik PEG nedeniyle, bu yapistiricilar
ylksek bir sisme oranina sahiptir (24 saat sonra orijinal boyutundan yaklasik 4 kat daha
fazla). PEG bazl yapistiricilarin bagka bir 6rnegi, iki reaktif PEG ¢ozeltisinden olusan
SprayGel yapisma bariyer sistemidir. Bir soliisyon NHS ile islevsellestirilmis starPEG ve
diger soliisyon aminle islevsellestirilmis starPEG ve metilen mavisi igerir (Johns, Ferland

ve Dunn, 2003).

Hidrojeller, dogal hiicre dis1 matrisin (ECM) lifsiz kismina benzeyen yliksek su icerigine
sahip, ¢esitli ¢oziinen maddelerin, besinlerin ve kapsiilleyici hiicrelerin difiizyonuna izin
veren {i¢ boyutlu (3D) polimer aglardir (Li vd., 2018). Hidrojeller, kimyasal veya fiziksel
capraz baglanma yoluyla olusturulur ve fizyolojik ortamlarda pargalanmadan biiyiik
miktarda su veya biyolojik sivi tutabilir. Yiksek su igerikleri, miikemmel
biyouyumluluklar1 ve yumusak madde yapilar1 nedeniyle hidrojeller, in vivo dokulara
benzer biyomimetik bir mikro ortam saglar ve bu da onlari ila¢ verme, yara onarimi, doku
miithendisligi gibi biyomedikal alanda ve 3D hiicre kiiltiiriinde ¢esitli kullanimlar i¢in

uygun hale getirir (Shi, Yu ve Ding, 2021).

Hidrojellerin uygulamadan hemen 6nce hazirlanmasi hastalar igin invaziv, elverissiz ve
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agrili olmaktadir. Cerrahi implantasyondan farkli olarak, geleneksel bir siringa
kullanilarak uygulanabilen enjekte edilebilir hidrojeller, hasta uyumunu ve konforunu
onemli Olcilide artirir ve enfeksiyon riskini en aza indirir. Genel olarak yerinde jellesme
sistemlerinde, enjeksiyondan hemen o6nce hidrojeller, sulu polimer ¢ozelti formunu
sergiler ve sicaklik ve pH gibi ¢evresel uyaranlara maruz kaldiktan sonra veya yerinde
kimyasal ¢apraz baglama yoluyla akmayan hidrojellere dontsiir (Dumortier, Grossiord,
Agnely ve Chaumeil., 2006; Nguyen, vd., 2016; Thambi, Li ve Lee, 2017; Cui, Yu ve
Ding., 2019).

Hidrojellerin yapisini olusturan terapotik ajanlar, biyoaktif molekiiller veya hiicreler,
diisiik sicakliklarda veya oda sicaklifinda sulu polimer soliisyonlar1 ile basitce
karistirtlarak hazirlanabilmelidir. Viicuda enjekte edildikten sonra, karigik soliisyonlar
kendiliginden siirekli ila¢ verme cihazlarina veya 3D hiicre biiylime iskelelerine doniisiir.
Cesitli biyomedikal uygulamalar i¢in 1stya duyarli hidrojellerin tasariminin genellikle
bazi 6nemli gereksinimleri karsilamasi gerekir: (a) sulu polimer ¢ozeltilerinin viskozitesi,
ilaclar/hiicreler ve miiteakip enjeksiyon ile homojen bir dagilimi kolaylastirmak i¢in
yeterince diisiik olmalidir; (b) yiikli ilaglarin ilk patlama etkisini ve kapsiillenmis
hiicrelerin si1zintisin1 en aza indirmek i¢in viicut sicakligina maruz kaldiktan sonra hizli
jellesme gereklidir; (c) biyouyumlu olmali ve amaglarina ulastiktan sonra bozunabilmeli
ve bozunma iriinleri sitotoksik olmamalidir; ve (d) farkli biyomedikal uygulamalar

eslestirmek i¢in kontrollii ilag salim profilleri saglamalidirlar (Shi vs., 2021).

Gegtigimiz yillarda, birgok tiirde sentetik ve dogal 1siya duyarli polimer tasarlanmis ve
rapor edilmistir. Ozellikle hidrofilik poli(etilen glikol) (PEG), miikemmel
biyouyumlulugu nedeniyle sentetik kaynakli 1siya duyarl hidrojellerin tasariminda ve
tiretiminde ana bilesendir. PEG tabanli sistemlere polyesterler ve polipeptitler gibi
hidrofobik segmentler eklenerek, in vivo olarak uygulanabilir biyolojik olarak

pargalanabilen ve 1s1ya duyarl hidrojeller son zamanlarda popiiler bir konu haline geldi.

2.3. Polivinil Alkol

Biyouyumlu bir hidrojel hazirlanmasinda polivinil alkol (PVA), diisiik maliyet, diisiik
toksisite, biyouyumluluk ve miikemmel kimyasal kararlilik gibi vazge¢ilmez avantajlara
sahiptir. Bu nedenle PVA, bir¢ok biyomedikal malzemede anahtar bilesen olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Kumar ve Han, 2017). PVA molekiiler zincirindeki biiyiik
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miktarda hidroksil grubu nedeniyle, suda iyi ¢6ziiniirliige sahiptir ve diger polar molekiil
gruplartyla kolayca hidrojen baglar1 olusturur. Dongiisel dondurma-¢6ziilme yonteminin,
capraz baglayicilar olarak hidrojen baglar1 olan bir polimerik ag olusturmak i¢in etkili bir
yontem oldugu bildirilmistir (Huang vd., 2016; Bijpai, Saini, 2006). Daha diisiik bir
donma sicakligi, tiretilen hidrojelin daha yiiksek mukavemeti i¢in daha fazla ve daha

yogun hidrojen bagina yol acacaktir.

Deneysel olarak, saf PVA hidrojelinin, PVA makromolekiil zincirleri tarafindan
olusturulan polimerik agin olusturulmasinda smirlt sayida c¢apraz baglayiciya
atfedilebilecek dongilisel donma ¢6zme isleminden sonra nispeten zayif mekanik
performansa sahip oldugu bulunmustur (Juan, Suo ve Deng, 2010). Bu durum, PVA
jelinin kisithh uygulanmasina yol agar. Bu nedenle PVA, daha iyi mekanik performans
formiile etmek i¢in genellikle baska bir makromolekiil polimer ile birlestirmeyi gerektirir
(Holloway, Lowman, VanLandingham ve Giuseppe, 2013). Ornegin, kimyasal formiilii
HO—(CH2-CH2-0)n—H olan polietilen glikol (PEG) ile birlestirilmis PV A hibriti, ¢apraz
baglanan hidrojen baglarinin olusumu sirasinda kutup gruplarmmin varligini agikca

gosterir.

PEG, toksik olmamasi, tahris edici olmamast ve immiinojenik olmasi, iyi
biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu olmasi ve suda ve bir¢ok organik ¢oziiciide (etanol,
aseton vb.) ¢coziinmesi gibi avantajli 6zelliklere sahiptir (Calles, Tartara, Lopez-Garcia,
Diebold ve Palma, 2013; Ye, vd., 2016). Ek olarak, isleme agisindan PEG, miikemmel
yaglama, nemlendirme, dispersiyon, baglama ve antistatik elektrik 6zelliklerine sahiptir.
Bu durum boyle bir polimerin farmasétik ve biyomiihendislik alanlarinda kullanim igin
iyi bir aday malzeme oldugunu gosterir (Mero ve Campisi, 2012). PV A'ya benzer sekilde,
saf PEG jeli, su emmerek sismesi durumunda nispeten zayif mekanik mukavemet
gosterir. Biyouyumlu materyaller gelistirmeki¢in PEG molekiilleri ile asilanmis PVA'nin
olusan zengin hidroksil grubu igerigi kullanilarak jel formatinda bir polimerik ag
olusturmak arzu edilir (Yin vd., 2016).

2.4. Tannik Asit

Tanik asit (TA), bitkilerden elde edilen, uygun maliyetli, dogal olarak olusan bir
polifenoldiir. Bes pirogallol grubu ve bes katekol grubundan olusur ve diger malzemelerle

hidrojen bagi, iyonik bag, koordinasyon ve hidrofobik etkilesimler gibi ¢ok yonlii
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etkilesimler yapabilir. Sonug¢ olarak, cesitli yiizeylere giiclii bir sekilde yapisir. Son
zamanlarda TA, miikkemmel antioksidan, antibakteriyel ve antijen aktiviteleri gibi cesitli
biyolojik fonksiyonlar1 nedeniyle c¢esitli alanlarda uygulama i¢in aktif olarak
incelenmistir (Gwak, Hong, Seok ve Su, 2021). Bununla birlikte, son zamanlarda, tannik
asidin proteinler ve DNA gibi hemen hemen tiim biyopolimerlere baglandigi ve
molekiiler bir yapistirict olarak biiyiik ilgi gordiigii ortaya ¢ikti (Lee, Cho, Kim ve Kim,
2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Dinamik yorulma test cihazi
Doku takip cihazi

Elisa mikroplaka okuyucu
Etiv

Floresan atagmanli arastirma mikroskobu
Hassas terazi

Hiicre sayim cihazi

Isiticili manyetik karistiric
Isik mikroskobu
Karbondioksitli inkiibator
Laminar flow kabin
Mikrotom

Otoklav

Parafin dispenser

Parafin su banyosu
pH-metre

Rotary Evaporator
Sogutmali santrifiij

Xcelligence-RTCA
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Utest UTM 9000(USA)
Leica(Germany)
Allshange(USA)
ElektroMag(Turkey)
Leica(Germany)
Mettler toledo(USA)

Invitrogen(USA)

Heidolph-MRHei(Germany)

Olympus(Japanese)
Binder(Germany)
ESCO(USA)
ThermoScientific(USA)
Hirayama(Japanese)
Leica(Germany)

APEX

Mettler toledo(USA)
Heidolph 4000(Germany)
Niive, SF-400(Turkey)

Roche(Germany)



3.1.2. Kullanilan kimyasallar ve sarflar

PVA (Sigma, Germany), PEG (Sigma, Germany), EDC (Sigma aldrich, Germany), NHS
(Sigma aldrich, Germany), TA (Sigma aldrich, Germany), L-Dopa (Sigma aldrich,
Germany), ZnCl2 (Merck, Germany), sodyum karbonat (Merck, Germany), PBS
(Biological industries, USA), SF (Polifarma, Turkey), MTT (Serva, Israel), riboniikleaz
A (Serva, lsrail), propidium iodid (Serva, lIsrael), hoechst 33342 (Serva, lIsrael),
mitomisin C (Serva, lsrael), sitokalazin B (Serva, Israel), KCI (75 mM; Biological
industries, USA), methanol (Sigma, Germany), glasial asetik asit (Kimetsan, Turkey),
giemsa (Merk, Germany), S9 enzimi (Corning, USA), ksilazinhidrokloriir (Bayer AG,
Leverkusen, Germany), ketamin (Ketalar Parke Davis, Eczacibasi), formaldehit (Birpa,
Turkey), hematoksilen (Bio optica, Italy), eozin (Beslab, Turkey), serolojik steril pipet
(Corning, USA), steril santrifiij tiipli (Corning, USA), 6-48-96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plate (Corning, USA), lam (microcult, Turkey), lamel (Laborant, Turkey).

3.1.3. Kullanilan hiicre hatlari

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan: 1.929 fibroblast hiicresi (Mus musculus,
fibroblast) ve CHO (Cin Hemstir Ovaryum) epitel hiicresi; antimikrobiyal ¢alismalarinda
kullanilan: Staphylococcus aureus 25923, Escherichia coli 25922 mikroorganizmalari

ATCC firmasindan temin edilmistir.

3.1.4.Besiyeri ve c¢ozeltiler

DMEM (Biological industries, USA), MEM (Biological industries, USA), fetal bovine
serum (Biological industries, USA), penicillin streptomisin (Biological industries, USA),
tripsin EDTAsoluition C(Biological industries, USA). Tez kapsaminda kullanilan

besiyeri ve ¢ozeltilerin, hazirlanmasi agagida anlatildig: gibidir.

3.1.4.1. Besiyerleri

DMEM besiyerine, %1 penisilin streptomisin, %10 fetal bovine serum eklenerek besiyeri

hazirland1 ve 1929 fibroblast hiicre hatti i¢in in vitro ¢calismalarda bu besiyeri kullanildi.

MEM besiyerine, %1 penisilin-streptomisin, %210 fetal bovine serum eklenerek besiyeri

hazirlandi ve CHO epitel hiicre hatt1 i¢in ¢aligsmalarda bu besiyeri kullanildi.
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3.1.4.2. Cozeltiler

- MTT, Serva marka kit 1 mg/mL olacak sekilde fenol kirmizisi icermeyen DMEM

icerisinde ¢oziinerek uygulama giinii taze olarak hazirlanmistir.

- Ikili boyama soliisyonu, 10 mL PBS icerisinde, Riboniikleaz A’dan (Serva, Israil) 100
uL, propodium iodide (Life technologies, USA) 100 uL, Hoechst 33342 (Santa cruz) 500
nL olacak sekilde hazirlandi.

- 0,075 M KCL hipotonik soliisyonu hazirlamak icin 1,397 g toz KCL tartilarak 250 mL

steril distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

- Metanol:glasial asetik asit, 3:1 oraninda metanol ve glasial asetik asitin karistirilmasi ile

hazirlanmustir.
- Mitomisin C soliisyonu, 10 ml PBS igerisinde 0,1 mg Mit-C ¢dziilerek hazirlandi.

- Sitokalazin B soliisyonu, 1 mg lizerine 1 mL PBS ile karistirilarak hazirlandi.

3.1.5. Deney Hayvanlari

In vivo calismalarda kullanilan deney hayvanlari, Kirikkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 24/11/2021 toplanti tarihli, 45 nolu karar ile etik onay

alindiktan sonra, Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edilmistir.

3.2. Deneysel Yontemler

Sunulan tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalar baslica {ic asamadan olugmaktadir.
(1) doku yapistiricisinin hazirlanarak, fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmistir, (2)
hazirlanan doku yapistiricisinin in vitro testleri yapilmustir, (3) hazirlanan doku

yapistiricisinin in vivo hayvan deneyleri yapilmustir.

3.2.1. Doku Yapistiricisinin Hazirlanmasi

TA/PEG-PVA bazli doku yapistiricis1 hazirlamak i¢in Oncelikle PEG polimeri
zincirlerinin OH gruplarima karboksilik (COOH) gruplar1 eklenmistir. Ciinkii bir
molekiile PEG'nin baglanabilmesi i¢in bir veya iki terminalinde de fonksiyonel grup
icermesi gerekmektedir. Fonksiyonel grup, molekiilde bulunan ve PEG ile birlesecek

uygun reaktif grubun tipine gore se¢ilmistir.
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3.2.1.1. PEG Zincirlerinin U¢ Gruplarinin Karboksilik Asite Doniistiiriillmesi

PEG (Polietilen glikol), dncelikle Na2COs (Sodyum karbonat) (0,3 g; 5 mL saf su) ile
birlikte saf suda ¢6ziildii. KMnO4 (Potasyumpermanganat) 90 mL saf suda 4,2 gram
tartilip 10 dk karistirilarak ¢oziildii. PEG karisimina eklendi, 1 gece oda sicakliginda
bekletildi. 1000 rpm de 10 dk santrifiij edilerek ¢oktiirme islemi yapildi. Siispanse sivi
aliarak evoparatorde 60 °C de suyu uguruldu. 4,5 mL eter ile 0,5 mL H2SO4 karistirilarak
PEG’li karisima eklendi.

3.2.1.2. TA-PEG/PVA Bazh Doku Yapistiricisinin Hazirlanmasi

Polimerlesmenin saglanmasi i¢in dnce hazirlanan PEG ve PVP karisimlarinin karigmasi
saglandi. PEG-COOH, 5 mL’de % 5 oraninda olacak sekilde saf su igerisinde hazirlandi.
Ardindan PVA tartilarak, 5 mL’de % 5 oraninda olacak sekilde saf su icerisinde 70 °C’
de yaklasik 30 dk karigtirilarak hazirlandi. Doku yapistiricisinin ana bilesenleri olana
PEG ve PVA birleserek matris ag1 benzeri 6zellik saglarken, TA’in yapisinda bulunmasi
ise matris-doku baglanmasi i¢in ¢apraz baglama maddesi islevi goriir. Bu nedenle gapraz
baglayict olarak kullanilmasi planlanan TA; OH zincir u¢ gruplarina amin gruplari
eklemek amaciyla EDC/NHS ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Bu islem i¢in 0,1 M EDC
ile 0,1 M hazirlanan NHS, 1:1 oraninda karistirildi. 0,02M Tannik asit(TA) saf suda
¢ozdiiriildii. TA ile EDC/NHS karisimlari etkilesime alinarak karismasi saglandi. 0,02 M
olarak hazirlanan L-dopa doku yapistiricisinda jellesmeyi ve yapigma mukavemetini
artirmak i¢in once TA-EDC/NHS ile 9:1 oranlarinda karistirildi. 5 mL PEG-PVA
karisimina, TA-EDC/NHS-L-Dopa, 2 mL olarak ayni anda eklendi. Karigima 0,2 M
ZnCl2 (Cinko kloriir) eklendi. pH ayar1 i¢in 0,5 M sodyum bikarbonat eklendi. Hazirlanan
jel 10 dk oda sicakliginda karistirildiktan sonra +4 °C bir gece bekletildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. TA-PEG/PVA bazli doku yapistiricisinin hazirlanmasi

3.2.2. Doku Yapistiricisinin Yapisal Ozelliklerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen TA-PEG/PVA bazli doku yapistiricisinin yapisal karakterizasyonu FT-IR
Spektroskopisi kullanilarak gergeklestirildi. Spektrumlar, FT-IR spektrometre cihazi ile
400-4000 cm™* dalga sayis1 araliginda kaydedildi.

3.2.3. in Vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde Doku Yapistiricisinin  Biyouyumluluk
Ozelliklerinin Degerlendirilmesi Testleri

3.2.3.1. in vitro Sitotoksisite Testi (MTT)

Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirhg

e Kriyotiiplerde dondurma c¢ozeltisi (%20 Fetal Sigir Serumu, MEM (Sodyum
bikarbonatla tamponlanmis), %7-10 DMSO) igerisinde bulunan memeli fibroblast
L.929 hiicre hatt1 37 °C sicaklikta hizlica ¢ozdiiriildii.

e Kiriyotiipte siispansiyon halinde bulunan hiicreler mikropipet kullanilarak santrifiij

tiipiine aktarildu.

o Santrifiij tiiplindeki miktarin 3-4 katt kadar DMEM besiyeri ilave edildi.
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e 2009, 3 dakika santrifiijlendi.
e Siipernetant: aspire edildi.
o Pelleti santifiriij tiipiiniin dip kismina parmakla vurarak dagitildi.

e Tiipiin dip kisminda dagilan pelletin tizerine 5-10 mL L-glutaminli DMEM besiyeri
ilave edildi. Hiicreler 75 cm?’lik flasklara yayilds.

Hiicrelerin 1x104 hiicre/mL Konsantrasyonda Hazirlanmasi ve MTT Yontemi

e Hiicreler istenilen yogunluga ulastiginda, hiicre sayim iglemi ve konsantrasyon

ayarlamasi yapildi.

e Monolayer tabakanin iizerindeki besiyerini aspire edildi. 2-4 mL 1X PBS (Fosfat
tamponu) ile dikkatlice yikandi.

e Hiicreleri petri yiizeyinden ve birbirlerinden ayirmak igin petri kabma 2-3 mL

Trypsin/EDTA eklendi.

e Hiicreleri 6 dakika nemli atmosferde 37°C de %5 COz2 igeren inkiibatérde inkiibe

edildi.

e Hiicrelerin yiizeyden ve birbirlerinden ayirilip ayrilmadigi inverted mikroskop altinda

kontrol edildi.
e Inkiibasyon sonunda santrifiij tiipiine hiicre siispansiyonu aktarildi.

e Uzerine Tripsin/EDTA y1 in aktive etmek i¢in siispansiyon haldeki hiicrelerin 2-3 kat1

L-glutaminli DMEM besiyeri ilave edildi.
o Santrifiij edildi (200g, 3 dakika).
e Siipernatant aspire edildi.
e Pellet santifirtij tiipiiniin dip kismina parmakla vurarak dagitildi.

¢ Tiipiin dip kisminda dagilan pelletin tizerine 1 mL L-glutaminli DMEM besiyeri ilave
edildi.

e Pelleti 1 mL besiyeri i¢ginde homojen olarak dagitildu.

e (Coziinmiis haldeki hiicreden 10 pL alinip, 10 puL tripan mavisi ile epondorf tiipiinde

karistirildi.
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e Karisimdan 10 pL alinarak hemosistometre lamina konuldu. Hiicre sayim cihazinda

(Invitrogen (USA)) sayildi.

e 96 kuyulu hiicre kiiltiir kabmm her kuyusuna 100pL (1x10* cell/well) hiicre
stispansiyonu konuldu. 24 saat boyunca 37 °C de %5 COz de inkiibe edildi.

24 saat inkiibasyonun ardindan hiicrelere uygulama yapmak icin; 1:1 olacak sekilde 2X
DMEM ile hazirlanan TA-PEG/PVA doku yapistiricisi en yiiksek dozdan baglanarak seri
diliisyon yapilarak hiicrelere eklendi. 24 saat inkiibatdrde inkiibe edildi. 24 saat
inkiibasyonun ardindan siv1 kisim ¢ekip atildi. 50 pLL MTT soliisyonu ( 1mg/mL) her bir
kuyuya eklendi. 2 saat inkiibasyonun ardindan 100 pL izopropil alkol eklendi. 570 nm de
mikroplaka okuyucu da (Allshange) okutuldu.

MTT sonucu elde edilen absorbans verileri kullanilarak istatistiksel degerlendirme F testi

kullanilarak yapildi.

3.2.3.2. Agar Difiizyon Testi

Test, “TS EN ISO 7405/6.2-Agar Diflizyon Testi ” standardina gore uygulandi.6 kuyulu
plakalara 20x10* kuyu/hiicre olacak sekilde 1.929 fibroblast hiicreleri ekildi. 24 saat
inkiibe edilerek % 80 konfluensi saglandi. 24 saat sonunda hiicreler iizerindeki vasat
atildi, hiicrelerin tizerine taze besiyeri ile birebir karistirilmis % 3’liik Noble-Agar
besiyerinden ilave edildi. Daha sonra hiicreler, % 1 olarak hazirlanan neutral red boyasi
ile 20 dk oda sicakliginda hiicrelerin boyanmasi igin bekletildi. Ardindan TA-PEG/PVA
doku yapistiricisitam konsantrasyonu, negatif kontrol olarak DMEM ve pozitif kontrol
olarak lateks ekstreleri 1 mm disk iizerine emdirilerek kuyular iizerinde tam ortaya
gelecek sekilde hiicreler iizerine birakildi. 6 kuyulu plaka hi¢ 151k gérmeyecek sekilde
kapatildi. 24 saat siiresince inkiibe edildi. Siire¢ sonunda kuyular tizerinden diskler pens
yardimi ile dikkatli sekilde alindi. 1X PBS ile yikand1 ve zon ¢aplar1 olgiildii, renk

acilmalar1 ve hiicre morfolojileri inverted mikroskop kullanilarak degerlendirmesi yapildi
(Cizelge 3.1).

Nitel degerlendirme, TS EN ISO 7405 standardinda bulunan Cizelge 3.1. ve 3.2.°ye gore
yapildi. Sonuglarin degerlendirilmesinin ardindan elde edilen puan Cizelge 3.3’de verilen

sekilde yorumlandi.
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Cizelge 3.1. Dekolarizasyon indeksi

Dekolarizasyon Aciklama
indeksi
0 Numune etrafinda veya altinda saptanabilir renksiz zon yok
1 Renksiz zon numunenin altindaki alanla sinirlidir
2 Renksiz zon numunenin 0,5 cm ilerisine kadar uzanir
3 Renksiz zon numunenin 0,5 cm ila 1,0 cm ilerisine kadar uzanir
4 Renksiz zon numunenin 1,0 cm’den daha ilerisine kadar
uzanir,ancak petrinin tamamini kaplamaz
5 Renksiz zon petrinin tamamini kapsar

Cizelge 3.2. Lizis Indeksi

Lizis indeksi Aciklama
0 Gozlenebilir sitotoksisite yok

Renksiz zonun <%20’si etkilenmigtir
Renksiz zonun <%20 ila <%40°1 etkilenmistir
Renksiz zonun <%40 ila <%60°1 etkilenmistir
Renksiz zonun <%60 ila <%80°1 etkilenmistir

Renksiz zonun >%80’1 etkilenmistir.

G WIN|F-

Cizelge 3.3. Hiicre cevabi (dekolarizasyon indeksi ve lizis indeksi i¢in ayr1 ayri
derecelendirilmis) ve sitotoksisitenin yorumlanmasi

Olcek Hiicre cevabi Aciklama
0 0 Sitotoksik degil
1 1 Hafif sitotoksik
2 2-3 Orta derece sitotoksik
3 4-5 Asirt sitotoksik

3.2.3.3. Apoptoz-Nekroz Testi

ikili boyama (double staning) uygulamasi icin 48 well plate kullamldi. Pasajlanarak
cogaltilan L929 fibroblast hiicrelerini (An2 Mouse C3/ An connective tissue) flasktan
kaldirmak igin vasat atildi ve flask PBS (1X) ile yikandi. Ardindan hiicreler iizerine
kaplayacak kadar Tripsin-EDTA eklendi ve 5 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyon isleminden sonra hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 mikroskopta gdzlendi ve
taze besiyeri eklenip karistirildiktan sonra hiicreler falkon tiipe aktarildi. Aktarma
isleminden sonra falkon tiipler 200g’de, 3 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant
atildr falkon tiipiin en alt kisminda kalan pellet 1 mL taze besiyeri ile homojen sekilde

dagitildi.

Siispanse edilen karisimdan 10 pL alinip, lizerine 10 puL tripan mavisi eklenip homojenize
edildi. Elde edilen karistmdan 10 pL alinip hemositometri lamina koyuldu. Lam cihaza
yerlestirildikten sonra sayim yapildi. Tripanblue (tripan mavisi) ile sayilan hiicreler her

bir kuyucuk basina 20.000 hiicre diisecek sekilde 48 kuyulu plakaya ekildi. Hiicreler 37°C
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sicaklikta hacimsel olarak da %5 CO2 igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 1:1 olacak sekilde 2x DMEM ile karistirilan TA-
PEG/PVAdoku yapistiricisi belirli dozlardahazirlanarak hiicrelere eklendi. Kuyucuklarin
bir kismina pozitif kontrol i¢in lateks eldiven ekstresi, negatif kontrol i¢in sadece DMEM
konuldu. 37°C sicaklikta hacimsel olarak %5 COz2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Her
kuyuya taze hazirlanmis olan ikili boyama soliisyonundan 70uL eklendi. Isik gérmemesi
i¢in aliiminyum folyo ile sarilan plaka 20 dk 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicreler ve FITC
filtresi kullanilarak (480-520nm dalga boyunda) nekroza ugramis hiicrelerin

degerlendirmesi yapildi.

3.2.3.4. in vitro Genotoksisite Testi ( Mikroniikleus Testi)

Genotoksisite Mikroniikleus (MN) Testi OECD 487 kilavuzuna uygun olarak yapildi.
Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan CHO hiicreleri her bir kuyuda 20x10° olacak sekilde 48
kuyulu plakalara ekilip 24 saatlik inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan
kuyulardaki vasatlar atilarak taze besiyeri ilave edildi, besi ortamina 1:1 olacak sekilde
2X DMEM ile karistirilarak hazirlanan TA-PEG/PV A doku yapistiricist 1:16 seyreltilmis
dozda eklendi. Kuyularin bir kismina pozitif kontrol i¢in mitomicin-C, negatif kontrol
i¢in sadece hiicre konuldu. Inkiibasyon metabolik aktivasyon varliginda (S9 karaciger

enzimi) 3 saat ve uzun siireli 24 saat uygulandi.

Mikroniikleus testi i¢in hazirlanan kiiltiir ortamlarina inkiibasyonun 44.saatinde
biniikleuslu hiicreler elde etmek amaciyla 3ug/mL Sitokalazin-B ilave edildi. 72.saatte
kuyulardaki vasatlar atildi hiicrelerin siserek pargalanmalarini ve kromozomlarin
birbirlerinden ayrilmalarin1 saglamak amaciyla iki farkli fiksasyon yapildi. Birinci
fiksasyonda, 15 dk siiresince inkiibatdrde 0,075 M KCI hipotonik soliisyonu ile inkiibe
edildi. ikinci fiksasyon da ise; inkubasyon sonunda hipotonik soliisyon ile agilmis olan
metafaz plaklarinin belirlenmesi amaciyla, taze hazirlanan metanol:glasiyelasetik asit ile
fikse edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Son asamada binukleuslu hiicrelerin
goriintiilenmesi i¢in 70 pL giemsa boyasi damlatilarak 20 dk inkiibe edildi. Iinkiibasyon
sonunda 1X PBS ile 3 kez yikama yapildi. Inverted mikroskopta mikroniikleuslu,
biniikleuslu ve ¢ok niikleuslu hiicrelerin degerlendirmesi ve sayimi yapildi. Calismadan

elde edilen verilerin istatistiksel olarak analiz edilmesi i¢cin SPSS:16.0 paket programi
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kullanildi, kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde

bagimsiz 6rneklem T testi uygulandi.

3.2.3.5. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi ile Hiicre Proliferasyonunun

Belirlenmesi

Gergek zamanli hiicre analiz sistemi (Xcelligence RTCA) hiicrelerin fizyolojik durumuna
bagli olarak hiicre ¢ogalmasinin, canliliinin ve sitotoksisitenin degerlendirilmesini
saglar. L.929 fibroblast hiicreleri, altin kapl e-plakaya ekim isleminden 6nce RTCA-SP
analiz sistemi, 37 °C sicaklikta hacimsel olarak % 5 COz2 igeren ve % 95 nem igeren
inkiibatore Yyerlestirildi. 96 kuyucuklu altin kapli e-plate {izerindeki her bir kuyuya
5x10%kuyu/hiicre olacak sekilde 1929 fibroblast hiicreleri ekildi. 24 saat siire ile L929
fibroblast hiicreleri 37 °C’de inkiibe edilirkenRTCA-SP sistemine bagli olarak
proliferasyonu takip edildi. inkiibasyonun 24. saatinde cihaz durduruldu, e-plate
tizerinden vasat atildi, kuyulara 100 uL besiyeri, ilave edildi. Uygulama 6ncesinde 1:1
olacak sekilde 2X DMEM ile karistirllan TA-PEG/PVA doku yapistiricisindan tek
konsantrasyonda 20 uL olarak 3 tekrarli hiicrelere uygulandi. Negatif kontrol olarak
hiicre+besiyeri, pozitif kontrol olarak % 20 DMSO eklendi. 96 saat siire ile kiiltiirii
yapilip ve 10 dakika ara ile sistemden ger¢ek zamanli olarak empedans 6l¢iimii alind1.

Siire sonunda zamana bagli hiicre proliferasyonunu gosteren grafikler elde edildi.

3.2.3.6. In vitro Yara Iyilesmesi

L929 hiicreleri rutin hiicre agma ve ¢ogaltma prosediirleri uygulandiktan sonra hiicre
sayimi gerceklestirildi ve kuyu basina 5x10° kuyu/hiicre olacak sekilde 6 well-plate
tizerine ekildi. Hiicreler istenilen yogunluga ulasana kadar inkiibasyona birakildi. 24 saat
inkiibasyonun ardindan kuyularin ortasina 1000 uL’lik pipet ucuyla diiz bir ¢izik ¢ekildi
ve bdylece standart yara modeli olusturulmus oldu. Yara yiizeyinin olusturulmasiyla
olusan yiizeyden kalkan hiicreleri uzaklastirmak i¢in her kuyucuk iki kez 500 uL PBS ile
yikandi.1:1 olacak sekilde 2X DMEM ile karistirilarak hazirlanan TA-PEG/PVA doku
yapistirici dziitlerinden tekkonsantrasyondan 3 tekrarli olarak uygulama yapildi. Islem
sonrasi yara modelindeki kapanma miktar1 0, 24, 48 ve 72. saatlerde inverted mikroskopta

ile 10x biiyiitmede gozlendi ve fotograflandi.
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3.2.3.7. Hemolitik Etki Testi
Hemoglobin tayini

Hemoglobin tayini i¢in Drabkins yontemini kullanarak bir hemoglobin konsantrasyonu
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu amagla hazir olarak alinan hemoglobin kalibratorii ile
standarda uygun 0,02-0,8 mg/mL arasinda diliisyonlar hazirlandi. Hazirlanan diliisyonlar
540 nm de okutuldu. Y ekseninde hemoglobin konsantrasyonu (mg/mL) ve x ekseninde
A540 nm de okutulan absorbans degerlerinden bir kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon

katsayis1 (F), bu grafigin egimidir. Y-kesme noktasi yaklasik olarak sifir olmalidir.
Kan érneklerinin toplanmasi ve hazirlanmasi

En az {i¢ dondrden alinan tavsan kan1t EDTA’1 pihtilagsma onleyici tiiplere esit hacimde

en az 3 mL olacak sekilde alindi.
TA-PEG/PVA doku yapistiricisindan 6ziitiiniin hazirlanmasi

TS EN ISO 10993-12 standardina uygun olacak sekilde kalsiyum/magnezyum icermeyen
PBS kullanilarak kimyasal olarak tepkimesiz kapali kaplarda 6ziitleme islemi yapildi.
TA-PEG/PVA doku yapistiricisindan elde edilen 6ziitii 3 tekrarli, 7°ser mL olacak sekilde
kan ile etkilesimi Oncesi oda sicakliginda hazir hale getirildi. Negatif kontrol maddesi

olarak PBS, pozitif kontrol olarak steril distile su kullanildu.
Plazma Serbest Hemoglobin(PSH) Tayini

Ug donédrden alinan kan esit hacimde karistirildi ve kanin 3 mL'lik bir miktar1 700-800
G'de 15 dakika santrifiijlenir. Drabkins soliisyonu ile santrifiij sonrasi plazma 1:1
seyreltildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 540 nm'de elde edilen
coOzeltinin absorbansit okutuldu. Standart egriden elde edilen F degeri ile plazma

hemoglobin oran1 hesaplandi. Plazma serbest hemoglobin (mg/mL) su sekilde hesaplanir:
Plazma Serbest Hemoglobin(PSH)= APSH x F x 2
Toplam Kan Hemoglobin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

5 mL Drabkin’s soliisyonuna 20 uL iyi karigtirilmis tam kan 6rnegi eklendi. 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi ardindan soliisyonun absorbansi 540 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile okutuldu. Elde edilen absorbans degerleri ile hemoglobin
konsantrasyonundan elde edilen F degeri ve kanin diliisyon faktorii ile toplam kan

hemoglobin konsantrasyonu hesaplanir:
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Toplam Kan Hemoglobin Konsantrasyonu (C)= A® x F x 251

Elde edilen sonug 10 £1 olarak bulunmalidir. Bu deger bulunana kadar tam kanin 1X PBS

ile seyreltme islemi yapildi.

Doku yapistiricisi Oziitiinii i¢eren her tiipe, negatif ve pozitif kontrollerin 6ziitiinii iceren
her tiipe tam kan hemoglobin konsantrasyonu 10 +1 olarak dilue edilmis kandan 1 mL
eklendi. Tiim tiiplerin kapaklar1 kapatildi. Tiipler etiivde 37 £2°C'de 3 saat uygun bir test
tiipli rafinda tutuldu. Kan ve materyalin temasin siirdiirmek i¢in her tiip her 30 dakikada
bir kez yavasca ters ¢evirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, tiipler santrifiijde 800 G'de
15 dakika santrifiijlendi. Siipernatant dikkatlice alindi ve ikinci bir tiipe aktarildi.
Stipernatanda herhangi bir rengin varligi, berrakligi, bulaniklig1 kaydedildi. Asagidaki

hesaplama yontemi kullanilarak %hemoliz degeri hesaplandi:

% Hemoliz = Supernatant hemoglobin konsantrasyonu x 100 %

Total hemoglobin konsantrasyonu

3.2.4. Antimikrobiyel Etkinlik Testi

Test yontemi ASTM E 2149-13a ya gore planlandive revize edilerek uygulandi. Test ig¢in
E. coli ATCC 25922 gram negatif susu, S. aureus ATCC 25923 gram pozitif suslarinin
24 saatlik taze kiiltiiriinden Tryptic Soy Broth besiyerine ekim yapildi. 18-24 saatlik taze

suslarindan iireme sonucunda 108 mikroorganizma elde edildi (475 nm 0,28 ).

Hazirlanan TA-PEG/PVA doku yapistiricisindan 1 mL almip 50 mL 108 bakteri susu
iceren petri ortamina aktarildi. Hazirlanan tiim malzemeler ¢alkalamali inkiibatdrde 150
rpm hizda 24 saatlik inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda 6nceden hazirlanmis olan
plate count agar besiyerine ekimi gergeklestirildi. Ekimi yapilmis olan tiim petriler 37 °C
de 1 gece inkiibasyona birakildi. 24 sonunda yapilan ekimlerin koloni sayimlar1 yapildi
cfu/mL oranlar tespit edildi. Pozitif kontrol i¢in: doku yapistiricis1 olmayan E. coli, S.

aureus kiiltiirleri plakaya uyguland.

325 In Vive Hayvan Deneylerinde Biyouyumluluk Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi Testleri

3.2.5.1. Deri Sensitizasyon testi (TS 10993-10)

Deri sensitizasyon testi TS EN ISO 10993-10:2014, TS EN 1SO 10993-2:2006 ve TS EN
ISO 10993-12 standartlarina uygun olarak gergeklestirildi. Deri sensitizasyon testi
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(Guinea pig maksimizasyon deneyi), tibbi cihazlardan salinan cilt ve mukoza tahrisi veya
cilt duyarlilig1 olusturabilen kimyasal maddelerin temas yoluyla olusturduklari muhtemel

tehlikeleri degerlendirir.

Calismada, konvansiyonel yontemlerle yetistirilen yaklasik 300-500 g agirliginda, 10-12
haftalik, 12 adet erkek Kobay kullanildi. Tiim kobaylar, oda sicakliginda (22+2°C), %
30-70 nemli ortamda ve 12 saatlik 1s1k-karanlik dongiisiinde deney hayvanlar1 kafes

sistemlerinde muhafaza edilerek, ad libitum beslendi.

Calisma 2 ayr1 grup seklinde planlandi. Gruplar; test grubu ve kontrol grubu seklinde
adlandirlldi. TA-PEG/PVA doku yapistiricist 6ziitleri verilen test grubunda 6 adet,
kontrol grubunda 6 adet olmak iizere toplam12 adet erkek kobay kullanildi. Deneyden
yaklasik 24 saat Oncesinde, omurganin her iki tarafinda Oziitlerin enjeksiyonu igin
yeterince mesafe birakacak sekilde hayvanlarin sirt tiiyleri dibinden traslandi. TA-
PEG/PVA doku yapistiricisi jel formunda oldugu igin direkt yontem kullanilarak
hayvanlara uygulanamamistir. TS EN ISO 10993-12 standardina gore 1:1 olacak sekilde
serum fizyolojik ile karigtirilarak 6ziitii hazirlandi. Deney 3 asamada gerceklestirildi ve

bu asamalar asagida anlatildu.
Deri i¢i Indiikleme Fazi

Doku yapistiricist 6ziitleri 0,1 mL olarak, her bir hayvana Sekil 3.2. de gosterildigi gibi
intraskapuler bdlgede enjeksiyon yerlerinden (Sekil 3.2. A, B ve C bolgeleri) deri ici
olarak enjekte edildi.

KRANIYALUG
A A
B B E B
coC c ¢
D1 D2 D1 D2
sekil1- Doku yapigtincisi $ekil2— Kontrol grubu
qarubu
KALDAL UG

Sekil 3.2. Deri i¢i enjeksiyon bolgeleri
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0,1 mL deri ici uygulamalar asagidaki iceriklerle yapilmistir:

TA-PEG/PVA Doku yapistiricis1 grubu (Test grubu):

Bolge A: 50:50 hacim oraninda FCA (Freund’s Complete Adjuvant) ve Serum fizyolojik.

Bolge B: TA-PEG/PVA doku yapistiricist 6ziitli (Seyreltilmemis 6ziit).

Bolge C: 50:50 hacim oraninda A ve B bolgelerinde uygulanan materyallerin karisimlari.

Bolge D1 ve D2: Topikal uygulama alanlari.

Kontrol grubu:

Bolge A: Uygulama yapilmaz.

Bolge B: Serum fizyolojik.

Bolge C: 50:50 hacim oraninda FCA (Freund’s Complete Adjuvant) ve Serum fizyolojik.

Bolge D1 ve D2: Topikal uygulama alanlari.

Intradermal indiiksiiyon faz1 test grubu uygulama asamalar1 Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

Sekil 3.3. Deri sensitizasyon testi A) Test grubu uygulama 6ncesi traglanmis hali B)
Test grubu enjeksiyon bolgelerinin isaretlenerek ayrilmis hali C) Test grubu ilk
enjeksiyon.

Yiizeysel indiikleme Faz1

Deri i¢i indiikleme fazinin tamamlanmasindan 7 giin sonra TA-PEG/PVA doku
yapistiricist, deri ici enjeksiyon yerlerini kapatacak sekilde 8 cm? ‘lik bir yama alan (filtre
kagidi veya emici gazli bez) kullanilarak her bir hayvanin intraskapuler bolgesine

yiizeysel olarak uygulandi. Sekil 3.2.’de gosterilen Bolge B yeri i¢in uygulanan 6ziit
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uygulandi. Deri i¢i indiikleme fazinda, ilgili bolge, yama uygulanmadan 24 saat 6nce
deriye ovusturularak yedirilen %10’luk sodyum dodesil siilfat ile 6n muameleye tabi
tutuldu. Yamalar kapatic1 sargi bezi ile tutturuldu. Sargi ve yamalar 48 saat sonra

cikarildi. Benzer sekilde kontrol hayvanlarina sadece kor sivi (%0,9 NaCl) uygulandi.
Uyarim Fazi

Topikal indiikleme fazinin tamamlanmasindan 14 giin sonra, biitiin test gruplarindaki
hayvanlara Sekil 3.2.’deki Bolge C yeri i¢in uygulanan 6ziitler bir yamaya emdirilerek
hazirlandi. Her bir hayvanin yan ist kismi gibi muamele edilmeyen yerlerine topikal
olarak bu yamalar uygulandi. Yamalar kapatici sargi ile tutturuldu. Sargi ve yamalar 24

saat sonra ¢ikartildi.

Enjeksiyondan (24+2) saat ve (48+2) saat sonunda eritem ve 6dem igin cilt reaksiyonlari,
her bir uyarim yeri ic¢in Cizelge3.4.’de belirtilen Magnusson ve Kligman

derecelendirilmesine gore derecelendirildi.

Cizelge 3.4. Magnusson ve Kligman derecelendirme 6lgegi

Yama Deneyi Reaksiyonu Derecelendirme Olcegi
Gorilir bir degisim yok 0
Ayrik veya yamali eritem 1
Orta derecede veya bitigik eritem 2
Belirgin 3
Ciddi eritem veya sisme 4

3.2.5.2. Dermal Irritasyon testi (TS 10993-23)

Calismada, konvansiyonel yontemlerle yetistirilen yaklasik 2000-2500 g agirliginda,
geng erigkin, erkek Yeni Zellenda tavsani kullanildi. Tiim tavsanlar, oda sicakliginda
(184+3°C), % 30-70 nemli ortamda ve 12 saatlik 1sik-karanlik dongiisiinde deney

hayvanlar1 kafes sistemlerinde muhafaza edilerek, ad libitum beslendi.

Calisma da 3 adet erkek tavsan kullanildi. Deneyden yaklasik 24 saat 6nce, omurganin
her iki tarafinda Oziitlerin uygulanmasi ic¢in yeterince mesafe birakacak sekilde
hayvanlarin sirt tiiyleri dibinden kirpildi. Herbir tavsanin sirt1 4 bolgeye ayrildi. TA-
PEG/PVA doku yapistiricist Oziitleri 1:1 oraninda serum fizyolojik ile karistirtlarak
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hazirlandi. Deney protokoliinii takiben Sekil 3.4.'de gosterilen bolgelere 2,5 cm x 2,5 cm
kesilerek hazirlanmis steril gazli bezlere TA-PEG/PVA doku yapistiricisi 6ziitleri, negatif
kontrol amagli serum fizyolojik ve pozitif kontrol olarak SLS emdirildikten sonra her bir
bolge ayri ayri tizerleri kapatildiktan sonra tiim uygulama alani bandaj ile sarildi (Sekil

3.5). 4 saat sonra bandajlar ¢ikarildi.

Sekil 3.4. Deri uygulama bolgeleri.

Bolge 1: Doku yapistiricist 6ziitii.
Bolge 2: Pozitif kontrol SLS
Bolge 3: Negatif kontrol olarak serum fizyolojik.

Bolge 4: Doku yapistiricist 6ziiti.

Sekil 3.5. Dermal irritasyon testi uygulama asamasi
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Islemin ardindan 1. saat, 24. saat, 48. saat ve 72 nci saatlerde deney bolgeleri gdzlendi ve

Cizelge 3.5.’de belirtilen kriterler géz dniine alinarak 6rnekler degerlendirildi.

Cizelge 3.5. Deri reaksiyonu igin skorlandirma sistemi (TS EN 1SO 10993-23)
Reaksiyon Birincil tahris

skorlandirmasi

Eritem ve eskar olusumu
Eritem yok
Cok hafif eritem (zar zor goriilebilir)
Belirgin eritem

Orta derecede eritem

A wWw N O

Ciddi eritem (pancar gibi kirmizi) ile eritemin derecelendirmesini
onleyen eskar olusumu arasinda
Odem olusumu
Odem yok
Cok hafif 6dem
Belirgin 6dem (belirgin 6dem alanine kenarlart)

Orta derece 6dem (yaklasik 1 mm kabarmais)

A W N B O

Ciddi 6dem (1 mm’den daha fazla kabarmis ve maruz birakilan alanine
disina yayilmis)
Tahris icin toplam muhtemel skor 8

Deri yerlerindeki diger ters degisiklikler kaydedilmeli ve rapor edilmelidir.

Birincil tahris skoru Cizelge 3.5.°de belirtildigi gibi hesaplanarak Cizelge 3.6. ‘da

belirtilen tahris cevabi kategorileri ile karsilastirilmistir.

Cizelge 3.6.Birincil veya kiimiilatif tahris indeks kategorileri

Ortalama skor Cevap Kategorisi
0-04 Thmal edilebilir
05-19 Hafif

2-49 Orta

5-8 Ciddi
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3.2.5.3. Subkronik Sistemik Toksisite Testi (TS EN 1SO 10993-11)

Calismada, konvansiyonel yontemlerle yetistirilen 10-12 haftalik, yaklasik 250-300 g
agirliginda Wistar Albino Rat kullanildi. Tiim ratlar, oda sicakliginda (22+2°C), % 30-70
nemli ortamda ve 12 saatlik 1sik-karanlik dongiisiinde deney hayvanlar1 kafes

sistemlerinde muhafaza edilerek ve ad libitum beslendi.

Caligsma 2 ayr1 grup seklinde planlandi. Gruplar; TA-PEG/PVA doku yapistiricist grubu
ve kontrol grubu seklinde adlandirildi, her grupta her iki cinsiyetten esit sayida (5 adet
disi — 5 adet erkek) Wistar Albino Rat kullanildi. Enjeksiyonlar 0. giinde kas igi olarak 1
mL/kg intraperitoneal olarak uygulama yapildi (Sekil 3.6). Hayvan refahi1 géz oniinde
bulundurularak enjeksiyon sonrast 3 giinliikk dinlenme seklinde toplam 14 giin devam
edildi. Ilk enjeksiyon giiniinden itibaren sakrifikasyon giiniine kadar yapilacak gézlem

stiresince hayvanlarda 6liim ve toksikasyon belirtileri kontrol edildi.

Sekil 3.6. intraperitonealenjeksiyon yapilirken.

14 giinliik ¢alisma da gbzlem siiresince giinde bir kez olmak iizere her giin asagidaki

parametreler takip edildi;
- Oliim olup olmadig1 kontrol edildi.

- Deri ve tily yapis1 kontrolii yapildi.
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- Genel goz muayenesi yapildi.

- Salivasyon olup olmadigi (varsa kivam ve sekli), genel durum ve gevre ilgisi kontrol
edildi.

Ik enjeksiyon sonrasi 14. giin kalp kani1 alindiktan sonra hayvanlar sakrifiye edilerek
grospatoloji yapildi. Grospatoloji sirasinda karaciger agirlig: ol¢iilerek Agirlik/ Karaciger

indeksi hesaplandi.

Sakrifikasyon oncesi alinan kalp kanindan hemogram ve serum biyokimyasi analizleri

yapildi. Hemogram analizinde WBC-RBC-HGB-HCT-PLT-MCHC degerleri incelendi.

Grospatoloji sonrast %10°luk formaldehit i¢ine alinan organlara (Beyin, Kalp, Akciger,
Karaciger, Dalak, Mide, Over/Testis, Timus, Pankreas, Deri, Kas, Bobrek) hematoksilen

eozin boyanarak histopatolojik inceleme yapildi.
Nekropsi Ve Makroskopik Degerlendirme Asamasi
Doku 6rnekleri 5 giin %10’luk formalin icerisinde bekletildi.

Doku Takibi Islemi: Bekletme islemini takiben doku 6rnegi ¢eker ocak igerisinde uygun
biiyiikliikte kesilerek ve iizerinde ismi yazilan doku takip kasetlerine koyularak su
igerisine birakildi. Daha sonra doku 6rnekleri cam beher i¢ine konularak minimum 2 saat

akan su altinda bekletildi.

Akan sudan alinan doku 6rnekleri doku takip cihaziyla asagidaki asamalardan gegirildi:
- 5 dakika distile su (dH20),

- 5 dakika distile su (dH20),

- 5 dakika distile su (dH20),

- 30 dakika %70’lik etil alkol,
- 30 dakika %80’lik etil alkol,
- 30 dakika %96 lik etil alkol

- 30 dakika %100’liik etil alkol
- 30 dakika %100’liik etil alkol
- 30 dakika ksilol 1

- 30 dakika ksilol 2
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- 65 °C parafin istasyonda 1 saat parafin i¢erisinde bekletilecektir.

Takibi tamamlanan dokular 60 °C etiive alindi. Doku 6rnekleri tek tek uygun kasetlerle
birlikte parafin dispenser icerisinde erimis olan parafin ileuygun gémme kaplarma

gomiildi.

Kesit Islemi: Gomiilen dokularin parafini kuruduktan sonra mikrotomla kesit alma islemi
yapildi. Kesiti alinan doku Ornegi gerekli sayida ve 5 pm olacak sekilde parafin su

banyosuna alinarak ve parafin kirigikligi/doku katlantilar1 giderilerek lam tizerine alind1.

Boyama Islemi (Hematoksilen — Eozin): Lam iizerine alinan kesitler kuruduktan sonra
2 saat olmak {izere 60-65 °C etiiv icerisinde bekletildi. Daha sonra deparafinizasyon
islemi i¢in 15’er dakikalik periyotlarla 3 kez ksilol igerisinde bekletildi. Bekletme
islemini takiben doku ornekleri azalan alkol serilerinde (%2100-%96-%80-%70)
calkalanarak distile suya alinip 2 dakika bekletildi. Distile sudan alinan doku 6rneklerinin
suyu stiziilerek 8 dakika hematoksilen igerisine birakilarak bekletildi. Hematoksilenden
alman doku Ornekleri 10 dakika boyunca akan suda bekletildi. Akan suda
hematoksileninden arinan doku 6rnekleri 30 saniye boyunca Eozinde bekletildi. Eozin ile
boyama islemi tamamlandiktan sonra artan alkol serilerinde (%70-%80-%96-%100)
calkalanarak doku 6rnekleri fazla eozinden arindirilarak, 15°er dakikalik periyotlarla 3
kez ksilol igerisinde bekletildi. Ksilolden alinan doku ornekleri entellan ile kapatilarak

mikroskopta incelendi.

3.2.5.4. Etkinlik Testi

Calismada konvansiyonel yontemlerle yetistirilen 10-12 haftalik, yaklagik 250-300 g
agirliginda Wistar Albino Rat kullanildi. Tiim ratlar, oda sicakliginda (22+2°C), % 30-70
nemli ortamda ve 12 saatlik 1s1k-karanlik dongiisiinde deney hayvanlar1 kafes

sistemlerinde muhafaza edilerek ad libitum beslendi.

Calisma 3 ayr1 grup seklinde planlandi. Gruplar; TA-PEG/PV Adoku yapistiricisi grubu,

Surgiseal stylus ticari doku yapistiricist grubu ve kontrol grubu seklinde adlandirildi.

Etkinlik testi i¢in; 21 adet erkek rat kullanildi. Cerrahi prosediirler i¢in anestezi
intraperitoneal ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) kullanildi. Enfeksiyonu
onlemek i¢in amoksisilin (50 mg/kg intraperitoneal olarak) cerrahi islemlerden 1 saat
once verildi. Hayvanlarin genel anesteziye alinmalarini takiben aseptik sartlarda, sirt

bolgeleri tirag edildi. Sirt-bel omurlart ¢izgisinin her iki yaninda ve bu ¢izgiye paralel
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olacak sekildedik yonlii, yaklasik 2 cm uzunlugunda tiim deri katmanlarini igeren
ensizyon yaralar1 olusturuldu. Oncelikle yara kenarinda olusan islaklik sargi bezi
kullanilarak giderildikten sonra yara dudaklar: elle kars1 karsiya getirildive tek kat film
tabakasi halinde hazirlanan TA-PEG/PVAdoku yapistiricist uygulanarak, 15-20 sn
stireyle polimerizasyonu beklendi. Deney hayvanlari, deney boyunca tekli kafeslerde
tutuldu. 14 giin boyunca her giin genel durumlari gozlendi. 14 glinin sonunda
hayvanlarasakrifikasyon islemi yapildi. Hayvanlardan yara bolgelerinde kraniyal ve
kaudalinden 4x2 ebath alanlardan mesafe birakilarak deri dokusu alindi. Alinan deri
pargalarindan bir tanesi biyomekaniksel incelemeler igin ayrilirken, bir tanesi hizlica %10
luk formalin kaplarina alinarak histopatolojik inceleme igin ayrildi. Histopatolojik
inceleme siirecleri subkronik toksisite testinde anlatildig: sekilde yapildi. Boyama sonrasi

lamlar mikroskop altinda incelendi.
Yara iyilesmesi sonrasi biyomekaniksel degerlendirme

Biyomekaniksel incelemeler, Kirikkale Universitesi Makine ve Malzeme
Laboratuvari’nda, yaralarin kapanmasini takiben uygulanan 6tenazi isleminin hemen
sonrasinda bekletilmeden yapildi. lyilesme gozlenen yara bélgesinin kraniyal ve
kaudalinden 4x2 ebath alanlar dlgiilerek, hayvanlardan deri 6rnegi alindi. Rezeksiyonu
yapilan deri Ornekleri steril fizyolojik tuzlu su igerisine konularak bekletilmeden
laboratuvara gotiiriildii. Biyomekaniksel degerlendirme i¢in Dinamik Yorulma Test
Cihazi1 Utest (UTM 9000; USA) cihazindan (Sekil 3.7) yararlanilmistir. Cihazin iizerinde
bulunan alt ve iist klempler, zit yonde ¢alisarak aralarina yerlestirilen iiriine germe islemi
yapmaktadir. Cihaz, analiz sirasinda elde edilen verileri dijital olarak bilgisayar sistemine
aktarmistir. Calismamizda degerlendirilen deri dokusuna ait biyomekaniksel dl¢iimlerin

tamami ayni cihaz ve sistem iizerinden, yapilmustir.

37



Sekil 3.7. Dinamik Yorulma Test Cihaz1 Utest (UTM 9000; USA)
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4. BULGULAR

4.1. Doku yapistiricis1 hazirlanmasi ve karekterizasyonu
4.1.1. FT-IR karakterizasyonu

4.1.1.1. PEG-COOH FT-IR Sonugclar:

Orijinal PEG ve PEG-COOH yapisina ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.1.’de verilmistir.
Orijinal PEG-COOH polimerinin FT-IR spektrumu 1750 cm-1, C=0O karboksilik
gerilimlerinin absorpsiyonlarii gostermektedir. Bu pik PEG zincirlerinin u¢ gruplarinin
karboksilik asite dontistiiriilme isleminden 6nce; PEG FT-IR spektrumlarin 1500-2000
cm-1’deki bant araliginda gerilim bandi goriilmemistir.  FT-IR spektrumunda

gozlemlenen bu degisim karboksil gruplarin PEG polimeri uglar iizerine eklendigini

kanitlamaktadir.
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Sekil 4.1. Orijinal PEG (kirmizi) ve PEG-COOH (mavi) FT-IR spektrumlari
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4.1.1.2. TA-EDC/NHS FT-IR Sonugclari

Sekil 4.2.°de, 3345 cm-1 merkezli genis ve giiclii bir bant ile 3700 ve 3000 cm-1 civarinda
giiclii absorpsiyon bulanmasi tannik asit spektrumunu gostermektedir. Bu bantlar,
hidroksil gruplar1 (OH) germe titresimlerine ve OH arasindaki c¢ok ¢esitli hidrojen
baglarin1 yansitir (Mayra A. Pantoja-Castroa, Horacio Gonzalez-Rodriguez., 2011). Bu
spektrumda, TA-EDC/NHS yapisinda orijinal TA yapisina kiyasla; sirastyla CH2 ve CH3
gruplarinin simetrik ve antisimetrik -C-H- gerilme titresimleriyle iliskili olarak 2974 cm-
1'de hafif bir bant fark edebilir. Orijinal TA-EDC/NHS yapisina ait FT-IR spektrumlari
Sekil 4.3.’de verilmistir. 3073-2974 cm-1'deki belirgin pik, fenolik gruplarin varligini
gosterir. EDC/NHS varliginda matrisin TA ile ¢apraz baglanmasi, diger matrislere kiyasla

1186 ve 1073 cm-1'de artan bir absorpsiyon ile sonuglanir.
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Sekil 4.2. TA-EDC /NHS (mavi) ve TA (kirmiz1) FT-IR spektrumlar:
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Sekil 4.3. TA-EDC/NH (mavi), NHS (siyah)ve EDC (yesil) FT-IR spektrumlari

4.2. Doku Yapistiriasimin In  Vitro Hiicre Kiiltiir Sisteminde

Biyouyumluluk Ozellikleri Sonuclar

4.2.1. 1.929 Fibroblast Hiicrelerinde MTT Testi

Nicel Degerlendirme: (TS EN ISO 10993-5/EK-C-MTT Sitotoksisite Deneyi) uygun
olarak yapilmistir. Doku yapistiricilarinin L-929 fibroblast hiicre hatti tizerindeki indirekt

sitotoksisite sonuglari 24 saat olarak Sekil 4.4.”de verilmistir.
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MTT Testi Sonuglari
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan TA-PEG/PVA doku yapistiricisi
ekstrelerinin uygulandigi L929 fibroblast hiicrelerine ait % canlilik grafigi

L-929 hiicreleri tizerindeki test sonuglarina gore, TA-PEG/PVA doku yapistiricist kontrol
grubuna (24 saat i¢in 100£1,08) kiyasla sirasiyla en yiiksek konsantrasyondan baslayarak
56,219+1,17, 47,303+1,86, 51,369+4,84, 56,924+4,76, 52,1204+3,12 olmak iizere yiizde
hiicre canliligi degerlerine sahiptir. Yapilan nitel ve nicel degerlendirme de, doku
yapistiricisinin en yiiksek konsantrasyonda (1:1) toksik etkisi oldugu bulunmustur.
[statiksel olarak karsilastirildiginda (F<Fsigir; p>0,05) olarak kabul edildiginden en
yiiksek konsantrasyon ile negatif kontrol absorbans verileri karsilastirildiginda F>Faigit

bulundugundan gruplar arasinda anlamli fark oldugu bulunmustur.

4.2.2. L929 Fibroblast Hiicrelerinde Agar Difiizyon Testi

Nitel degerlendirme icin Oziitlerin, hiicreler lizerinde yarattig1 etki mikroskobik olarak
incelenmistir. Standard da verilen cizelgeler referans alinarak doku yapistiricis
ozitlerinin sitotoksisitesinin nitel morfolojik derecelendirilmesi yapilmistir. Buna gore
negatif kontrol numuneleri hiicreler tizerinde toksik etki gostermezken (0), pozitif kontrol
olarak kullanilan kauguk madde oziitleri beklendigi gibi yiiksek derecede (4) toksisite
ortaya ¢ikarmistir. Kullanilan TS EN ISO 7405 standardina gore, Cizelge 3.3.’de
gosterildigi gibi (1)’den daha biiyiik derecelendirme degerinin bulunmasi, sitotoksik etki
olarak kabul edilmektedir. TA-PEG/PVA doku yapistiricisi dziitleri igin hiicre cevabi her
bir konsantrasyonda 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ayr1 ayr1 hesaplandiginda; Cizelge 4.1.’de
verilen sonuglar elde edilmistir. TA-PEG/PVA doku yapistiricist oziitlerinin  tiim
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermedigi bulunmustur.
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Cizelge 4.1. TA-PEG/PVA Doku Yapistiricist Sonuglari

Konsantrasyon Dekolarizasyon Lizis indeksi Sonug
Indeksi
1:1 1 1 Hafif Sitotoksik
1:2 1 1 Hafif Sitotoksik
1:4 1 0 Sitotoksik degil
1:8 1 0 Sitotoksik degil
1:16 1 0 Sitotoksik degil
Negatif Kontrol 0 0 Sitotoksik degil
Pozitif Kontrol 3 4 Asir1 Sitotoksik

Deney plakalar1 inkiibasyon siiresi sonlandirildiktan sonra Olympus marka inverted
mikroskop kullanilarak incelenmistir. Goriintiiler aynt mikroskoba ait kamera ile
cekilmistir. Hiicre morfolojileri incelendiginde Sekil 4.5.°da da goriildiigii gibi TA-
PEG/PVA doku yapistiricist Oziitleri ile negatif kontrol numuneleri benzer 6zellikler
gostermistir. Negatif kontrol numunesine bakildiginda mekik seklinde olmasi beklenen
fibroblast hiicrelerinin oval yapilar gosterdigi ve az sayida hiicrenin neutral kirmizisi ile
boyandigi gosterilmistir. Doku yapistiricisinin direkt yontemle yapilan sitotoksisite

testine gore in-direkt yontem olan agar diflizyon testiyle yapildiginda canlilik orani artmig

goriilmektedir.

Sekil 4.5. 1929 Fibroblast Hiicrelerinde Agar Diflizyon Testi Sonuglari. A) TA-
PEG/PVA doku yapistiricist 1:1 konsantrasyona ait goriintii; B) Negatif Kontrol
numunesine ait goriintii; C) Pozitif Kontrol numunesine ait goriintii. (Goriintiiler 10x
biiylitmeden ¢ekilmistir. Siyah oklar, hiicre i¢gine boyay1 almis canli hiicreleri
gostermektedir, kirmizi ok ise hiicre morfolojisi bozulmus boyanmamus hiicreleri
gostermektedir.

4.2.3. Apoptoz Nekroz Testi Sonuclari

L929 fibroblast hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun belirlenmesi i¢in ikili boyama (double

stanning) metodu kullanilmistir.

Hazirlanan ikili boyama soliisyonu igerisinde bulunan Hoechst (33342) flouresan boyasi
DNA’ya baglanarak mavi flouresan 1sik altinda hiicre c¢ekirdeklerinin mavi renge

boyanmasini saglar, boylece apoptotik pargaciklar ve DNA fragmantasyonlar1 1s1ma ile

43



gozlemlenebilir. Genel prensipte apoptotik hiicre cekirdekleri, diizgiin parcalanmis,
digerlerine gére daha parlak ve ¢ekirdek sinirlari bozulmasi vb. 6zelliklerinden diger
mavi boyanmig c¢ekirdeklerden ayirt edilirler. Hazirlanan ikili boyama soliisyonu
i¢cerisinde bulunan propodium iyodid flouresan boyasi ile boyandiginda nekroza ugramis
hiicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi floresan ve yesil floresan 1s1k altinda kirmizi olarak
goriilmekte olup hiicrelerin nekroza ugradigina isaret etmektedir. Cizelge 4.2 de apoptotik
nekrotik 6liim yiizdeleri detayh olarak verilirken, Sekil 4.6 ve 4.7°de DAPI ve FITC

filtrelerinde hiicrelerin goriintiileri verilmistir.

Cizelge 4.2. Doku yapistiricist uygulanmis 1929 Fibroblast hiicrelerine ait apoptotik-
nekrotik indeks sonuglari

Konsantrasyon % Apoptoz % Nekroz
1:1 22,1£3,4 26,6+5,8
1:8 19,7+4,1 21,5445
1:16 16,1+0,4 18,6+1,1

Negatif Kontrol 2,5+0,4 2,1+0,6

Pozitif Kontrol 21,24+2.8 76,33+6,4

Sekil 4.6. A) 1:1 konsantrasyon; B) 1:8 konsantrasyon; C) 1:16 konsantrasyon; D)
Negatif kontrol grubu. L929 Fibroblast hiicrelerine ait apoptotik hiicrelerin fotograflar.
(Fotograflar LEICA, DMI 6000B model mikroskopta; DAPI filtresinde 200X
biiylitmede goriintiilenmistir; beyaz oklar; apoptotik hiicreleri, Sar1 oklar; canli hiicreleri
gostermektedir.
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Sekil 4.7. A) 1:1 konsantrasyon; B) 1:8 konsantrasyon; C) 1:16 konsantrasyon; D)
Negatif kontrol grubu. L929 Fibroblast hiicrelerine ait nekrotik hiicrelerin fotograflari.
(Fotograflar LEICA, DMI 6000B model mikroskopta; FITC filtresinde 200X
biiylitmede goriintiilenmistir; beyaz oklar; nekrotik hiicreleri, Sar1 oklar; canli hiicreleri
gostermektedir.

4.2.4. Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sistemine Ait Proliferasyon Sonuclari

Doku yapistiricisinin - uygulandigr  1.929 fibroblast hiicrelerine ait proliferasyon
grafiklerine ait bulgular Sekil 4.8.’de verilmistir. L929 fibroblast hiicrelerinde TA-
PEG/PVA doku yapistiricist farkli konsantrasyonlarda uygulanmis ve 90 saat siire hiicre
proliferasyonlari incelenmistir. Hiicrelerin iizerine TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin
uygulanmasinin ardindan ilk 24 saatte hiicrelerin proliferasyonu incelendiginde 1:8 ve
1:16 konsantrasyonlarda her ikisinde de artis gozlenmistir. Yaklasik olarak 36 saat
ge¢mesinin ardindan her iki konsantrasyondada proliferasyon azalmistir. Negatif kontrol
grubunda hiicrelerin  ekilmesinden deneyin sonlandirilmasina kadar hiicre
proliferasyonunda artig gozlenmistir. Hiicre uygulanmayan sadece DMEM konulan

kuyularda sabit empedans 6l¢iimii gézlenmistir.
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Sekil 4.8. TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin uygulandigi L929 fibroblast hiicrelerinin
proliferasyon grafigi (Kirmizi: NK (Hucre+DMEM) Yesil: DMEM (sadece), Lacivert:
TA-PEG/PVA (1:8), Pembe: TA-PEG/PVA (1:16)

4.2.5. Genotoksisite Mikroniikleus Testi Sonug¢lari

Deney prosediirii 72 saatte gergeklesmektedir, hazirlanan doku yapistiricist 6ziitii
genotoksik bir etkisinin olup olmadigi incelenmek i¢cin CHO hiicrelerine uygulandi. 3
saatlik S9 karaciger enzimi varliginda ve S9 karaciger enzimi yoklugunda 24 saatlik
uygulamalarin ardindan sayimi yapilan hiicreler de in vitro genotoksisite degerlendirme
sonucunda elde edilen veriler SPSS 16 ile Varyans Analizi (ANOVA) ve Duncan
istatistik testleri uygulanarak belirlendi. In vitro mikroniikleus testinde kontrol ve deney
gruplar i¢in 1000 adet biniikleus hiicre olacak sekilde toplamda sayilmistir. Standardda
belirtilen CBPI ve RI degerleri hesaplanmistir. Replikasyon Endeksi (RI) kontrol
kiltiirlerine kiyasla tedavi edilen kiiltiirlerde Cyt-B'ye maruz kalma stiresi boyunca hiicre
basina goreceli hiicre dongiisii sayisin1 gosterir ve sitostaz yilizdesini hesaplamak i¢in
kullanilabilir. CBPI indeksi ise, hiicre bagina ortalama ¢ekirdek sayisini gosterir ve hiicre

proliferasyonunu hesaplamak i¢in kullanilabilir.

Hiicre sayisina bagli olarak standardda belirtildigi sekilde (CBPI) ve Replikasyon indeksi
(RI) 6nerilen formiile gére hesaplanmistir: (OECD 487). Elde edilen sonuglar Cizelge
4.3. ve Cizelge 4.4.’de verilmistir.

CBPI = [MI + 2MI1 +3 (MII1)] / N

RI= [(M11+ (2x MII/ N7)] / [(M11+ (2x M)/ Nc)] x 100
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(MI: Bir niikleuslu hiicreler, MII: Iki niikleuslu hiicreler, MIII: Multi niikleuslu hiicreler,

N: Toplam hiicre say1st, N1: Test maddesi toplam hiicre sayisi, Nc: Kontrol grubu toplam

hiicre sayis1)

Cizelge 4.3. Kisa siireli, 3 saat’lik uygulamadaki sonuglar

S Replikasyon
Sira . % Mikroniikleus CBPI (Cytgklne§ls— Indeksi
Test Materyali Block Proliferation
No Oranlan (RD)
Index)
1 Negatif Kontrol 1,36 1,86 -
2 Pozitif Kontrol 8,55 1,38 57,73
Doku Yapistiricisi
3 (1:16) 2,92 1,52 59,36
Cizelge 4.4. 24 saat’lik uygulamadaki sonuclar
r A Replikasyon
Sira | % Mikroniikleus | S2F! (Cytokinesis Indeksi
Test Materyali Block Proliferation
No Oranlar: (RI)
Index)
1 Negatif Kontrol 1,42 1,94 -
2 Pozitif Kontrol 7,04 1,49 66,82
Doku Yapistiricist
3 (1:16) 2,18 1,60 55,44

LEICA, DMI 6000B model mikroskopta 200X biiyiitmede ¢ekilen fotograflar, Sekil

4.9.°da verilmistir.
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C

Sekil 4.9. CHO hiicrelerine 24 saat uygulanan doku yapistiricist boyanmasinin
genotoksisite fotograflari
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A) Sadece besiyeri uygulanmis negatif kontrol CHO hiicreleri, B) Mit-c uygulanmis
pozitif kontrol CHO hiicreleri, C) 1:16 konsantrasyonda TA-PEG/PVA doku yapistirict
uygulanmis CHO hiicreleri.(Beyaz oklar: mikrontikleuslu hiicreleri gostermektedir. 200X
biiyiitmede ¢ekilmistir.)

Istatistiksel olarak 24 saat uygulanmis negatif kontrol CHO hiicreleri grubu ile doku
yapistiricisinin - uygulandigt  CHO  hiicreleri  grubu  mikroniikleus  degerleri
karsilagtirildiginda P=0,737>0,05 olarak bulundugundan gruplar arasinda anlamli fark
yoktur. 3 saat uygulanmis negatif kontrol CHO hiicreleri grubu ile doku yapistiricisinin
uygulandigt CHO hiicreleri grubu mikroniikleus degerleri karsilastirildiginda
P=0,615>0,05 olarak bulundugundan gruplar arasinda anlamli fark yoktur.

4.2.6. In Vitro Yara lyilestirme Deneyine (Scratch Deneyi) Ait Bulgular

TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin  fibroblast gocti tizerindeki etkisi, hiicresiz
alanlardaki azalmanin incelenmesi yani yara iyilesme siirecinin taklit edilmesi yoluyla
nicelolarak  degerlendirilmistir. In  vitro olarak  gerceklestirilen  yaralarin
goriintiilerisifirinct saatte ve 37 °C'de %5 CO2 ‘de 24, 48 ve 72 saatlik bir onarim

stiresinden sonra kuyularin resimleri ¢ekilmistir.

TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin negatif kontrole kiyasla hiicre migrasyonu temel
almarak incelenmistir. In vitro olarak 1.929 fibroblast hiicrelerinde yapay olarak hasar
almig bir yaranin kapanmasini hizlandirma yeteneginin arastirilmasi amaclanmigtir.

Sonuglar Sekil 4.10.’de verilmistir.
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Sekil 4.10. in vitro yara modeli ile elde edilen L929 Fibroblast hiicre go¢iiniin giinlere
gore temsili fotograflar.

4.2.7. Hemolitik Etki Testi Bulgular

Bu yontem, bir malzemenin hemolize neden olma egilimini belirlemek i¢in kullanilir.
Test icin gereken hemoglobin konsatrasyonu standartta 10+1 olarak belirtilmistir, bu

deneyde hemoglobin konsantrasyonu 9,18 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.11. Hemoglobin konsantrasyonu egim grafigi

Deney sonuglari, kor numuneden elde edilen deger ile hesaplandi. Referans alinan TS EN
ISO 10993-4 standardina gorehemolitik indeks degeri %5’ den daha biiyiikk bulunmasi

numunenin hemolitik etkisinin oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5. Okunan absorbans degerleri ve nicel degerlendirme

Ekstrakt Durum
Renk Berrakhk Degebrs‘;o(ga?)njm) % Hemoliz
TA-PEG/PVA Doku Renksiz Berrak 0,048 0,126
Yapistiricisi
Negatif Kontrol Renksiz Berrak 0,046 0,124
Pozitif Kontrol Kirmiz1 Berrak 1,988 5,325
Blank Kontrol Renksiz Berrak 0,047 -

Cizelge 4.5’da 540 nm’de okunan absorbans degerlerini gostermektedir. Bu degerler
kalibrasyon kat sayis1 ve siipernatant hemoglobin konsantrasyonu ile %hemoliz indeksini
belirlemede kullanildi. Blank olarak PBS kullanildi. Deney Sonuglari, hemolitik indeks
diizeylerinde %5’den daha kiigiik degerin bulunmasit nedeniyle hazirlanan doku

yapistiricisinin hemolitik etkisinin olmadigini gostermistir.
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4.3. Antimikrobiyel Etkinlik Testi Bulgular

Gergeklestirilen deneyler ile; TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin  Escherichia coli,

suslar1 tizerinde antimikrobiyal etkisinin koloni olusumunun negatif kontrol grubuna

kiyasla %30 azalttig1 belirlenmistir. Aymi sekilde S. Aureus suslarinda doku

yapistiricisinin uygulandigr petrilerde %100 etkili oldugu koloni olusumunu tamamen

engelledigi bulunmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. 24 saat bakteri suslarina maruz birakilan TA-PEG/PVA doku
yapistiricisinin inkiibasyon sonrasi cfu/mL degerleri ve etkinlik sonuglari

TA-PEG/PVA Doku Yapistiric1 | Kontrol % Azalma
E. coli (25922) 1x10° cfu/mL 1x108 cfu/mL %30
S. aureus (25923) 0 cfu/mL 1x108 cfu/mL %100

(Kontrol Grubu) (TA-PEG/PVA Doku Yapistiricisi)

S. aureus S. aureus
(Kontrol Grubu) (TA-PEG/PVA Doku Yapistiricisi)

E. coli

Sekil 4.12. Antimikrobiyal etkinlik testinde gézlemlenen koloni olusumu
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4.4. Doku Yapistiricisimin in vivo Biyouyumluluk Ozellikleri Testleri

Sonuglar

4.4.1. Doku Yapistiricisinin Deri Sensitizasyon Deneyi

TS EN 1SO 10993-10 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi — Boliim 10: Tahris ve
cilt duyarliligr i¢in deneyler standardina gore TA-PEG/PVA doku yapistiricisina ait
Oziitler sensitizasyon reaksiyonunu degerlendirmek i¢in en yiiksek doz yontemi
kullanilarak yapildi. Kobaylarda cilt iizerine uygulanan numunenin duyarliliga neden

olma potansiyelinin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilmistir.

Sekil 4.13. Deri sensitizasyon testi uygulamadan 24 saat ve 48 saat sonra goriintiisii.
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Cizelge 4.7. TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin Magnusson ve Kligman dlgegine gore
sensitizasyon degerlendirmesi

Deney

Bireysel Grup
Hayvanlarn =~ 24. saat 48.saat Sonug
Ortalama Ortalamasi
(Kobay)
Test 1 1 0 0,5
Grubu 5 1 0 0.5
3 1 1 1
0,5
4 1 0 0,5
5 0 0 0
6 1 0 0,5
0,3
1 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0
Grubu 3 1 0 05
0,2
4 1 0 0,5
5 0 0 0
6 0 0 0

Topikal indiikleme fazinin tamamlanmasinin ardindan 1441 giin sonra biitiin deney ve
kontrol hayvanlar1 deney numunesi ile uyarildi. Deney numunesi ve bir adjuvan ve serum
fizyolojik indiikleme siiresince, Sekil 1’deki C yeri i¢in secilen derisimdeki numuneyle
1slatilmis uygun yamalar veya kap kullanilarak her bir hayvanin yan iist kismi gibi
muamele edilmeyen D1 ve D2 bolgelerine topikal olarak uygulanmistir. Yamalar kapatict
ortii ile tutturulmustur. Sarg1 ve yamalar (24+2) saat sonra ¢ikartilmistir. Sekil 4.14.’de

test grubu hayvanlarina ve kontrol grubu hayvanlarina ait sonuglar gosterilmistir.
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Uyarim
Faz1 24
saat sonra

Kontrol Grubu

Sekil 4.14. Dermal sensitizasyon testi uyarim fazi sonrasi bulgular

Degerlendirme kriterlerine gore TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin - sensitizasyon
testinde degerlendirme skoru 0,3 olarak hesaplanmis (goriiniir bir degisim yok) ve doku

yapistiricinin herhangi bir sensitizasyon reaksiyonu gostermedigi bulunmustur.

4.4.2. Doku Yapistiricisinin Dermal irritasyon Deneyi

Islemin ardindan 1. saat, 24. saat, 48. saat ve 72’nci saatlerde deney bélgeleri gdzlenmis
ve Cizelge 4.18.’de belirtilen kriterler géz oniine alinarak 6rnekler degerlendirilmistir.
72. Saatte yapilan skorlamadan sonra her bir hayvanda 24, 48 ve 72’nci saatteki biitiin
eritem/eskar skorlar1 ve 6dem skorlari; TA-PEG/PVA doku yapistiricisi, pozitif kontrol
ve negatif kontrol i¢in ayr1 ayr1 toplanmistir. Degerlendirmelere ait sonuglar Cizelge
4.8’de verilmistir. Ayrica tavsanlar da yapilan dermal irritasyon sonuglarindan 1. saat, 24.

saat, 48. saat ve 72. saate ait bulgulara ait gortintiiler Sekil 4.15.’da verilmistir.

55



Dermal irritasyon testi (TS 10993-10)

1 saat sonra

Sekil 4.15. Dermal irritasyon testi sonuglar

Cizelge 4.8. TA-PEG/PVA doku yapistiricisina ait gozlem sonuglari.

Eritem ve eskar Odem olusumu Toplam
olusumu

24. 48. 72. 24. 48. 72.

saat |saat |saat |saat |saat | saat
1.Hayvan | 1.Bolge 0 0 0 0 0 0 0
2.Bolge 4 4 4 4 4 4 24
3.Bolge 0 0 0 0 0 0 0
4.Bolge 0 0 0 0 0 0 0
2.Hayvan | 1.Bolge 2 0 0 2 1 0 5
2.Bolge 4 4 4 4 4 4 24
3.Bolge 0 0 0 0 0 0 0
4.Bolge 1 0 0 2 1 0 4
3.Hayvan | 1.Bolge 0 0 0 0 0 0 0
2.Bolge 4 4 4 4 4 4 24
3.Bolge 0 0 0 0 0 0 0
4.Bolge 1 0 0 1 0 0 2

Tavsanlarda uyglanan dermal irritasyon testi sonuglarina gore Cizelge 4.19°da verilen
skorlarin toplam verilerine gore Birincil ve Ikincil(Kiimiilatif) Tahris Endeksi(PII)

Cizelge 4.9°de verilmistir. Hesaplamalarda gozlemlerin sadece 24, 48 ve 72’°nci saatleri
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dahil edilmistir. Herbir hayvan i¢in birincil tahris skorlar1 hesaplanmis, TA-PEG/PVA
doku yapistiricisi, negatif kontrol ve pozitif kontroliin PII skorlari sirasiyla 0,3, 0,0 ve 8,0
olarak bulunmustur. Klinik gozlem incelemelerini igeren degerlendirme ve analiz
sonuglarina TA-PEG/PV A doku yapistiricist irritasyon 6zelligi hafif ihmal edilebilir (0,3)

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.9. Birincil tahris skoru ve birincil (kiimiilatif) tahris indeksi (PII)

Birincil Tahris Skoru Birincil(Kiimiilatif)
Uygulanan Madde 1. Hayvan | 2. Hayvan | 3.Hayvan Tahris Indeksi (PIT)
TA-PEG/PVA Doku 0 0,75 0,16 0,3
Yapistiricisina
Negatif Kontrol 0 0 0 0,0
Pozitif Kontrol 8 8 8 8,0

4.4.3. Subkronik Sistemik Toksisite Deneyi (TS EN ISO 10993-11)

4.4.3.1. Subkronik Sistemik Toksisite Deneyi Agirhik Sonuclar:

Subkronik sistemik toksisite deneyinde hayvanlar test grubu ve kontrol grubu olarak
ayrilmistir. Her grupda her iki cinsiyetten esit sayida (5 adet disi — 5 adet erkek) Wistar
Albino Rat kullanilmustir. . Ilk enjeksiyon sonrasi 14. giin kalp kani alindiktan sonra
hayvanlar sakrifiye edilerek grospatoloji yapilmistir. Her gruptaki hayvanlardan nekropsi
sonucu; Beyin, Kalp, Akciger, Karaciger, Dalak, Lenf Nodullari, Mide, Over/Testis,
Timus, Pankreas, Deri, Kas, Bobrek alinan doku 6rnekleri dejeneratif ve toksikopatolojik
yonden incelenmistir. sirasinda  karaciger Olgiilerek

Grospatoloji agirhig

Agirlik/Karaciger indeksi hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.10.”de verilmistir.
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Cizelge 4.10. Deney hayvanlarina ait Agirlik/Karaciger indeksi

AGIRLIK OLCUMU
Baslangic Bitis Karaciger Agirhk Karaciger
Cinsiyet No Agirhik Agirhk Agirhgi Degisim Agirhik
Oram (%) | Indeksi (%)
1 256 375 11,32 46,48 3,02
2 257 328 11,75 27,63 3,58
Test
Grubu 3 265 365 12,45 37,74 3,41
Erkek 4 260 381 13.30 46,54 3.49
5 252 307 11,20 21,83 3,65
1 253 277 11,90 9,49 4,30
2 251 281 11,36 11,95 4,04
Test
Grubu 3 258 286 11,29 10,85 3,95
Disi 4 257 285 11,86 10,89 4,16
5 256 281 10,52 9,77 3,74
1 252 365 13,48 44,84 3,69
2 261 348 12,10 33,33 3,48
Kontrol
Grubu 3 258 348 12,67 34,88 3,64
Erkek 4 251 342 12.45 36.25 3.64
5 260 382 13,96 46,92 3,65
1 270 291 9,20 7,78 3,16
2 268 295 11,1 10,07 3,76
Kontrol
Grubu 3 262 288 10,35 9,92 3,59
Disi 4 267 292 10,63 9,36 3,64
5 263 290 11,39 10,27 3,93

Test grubu hayvanlar ile kontrol grubu hayvanlarin Agirlik Degisim Oranlart (%)
kiyaslandiginda gruplar arasinda fark goriilmemistir. Karaciger Agirhik Indeksleri (%)
hesaplandiginda genel olarak birbirine yakin degerler elde edilmistir.

4.4.3.2. Subkronik Sistemik Toksisite Deneyi Hemogram Sonuglari

Sakrifikasyon sirasinda alinan kan o6rneklerinden Hemogram analizinde WBC-RBC-
HGB-HCT-PLT-MCHC degerleri Cizelge 4.11.’de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Hematoloji 6l¢timii sonucunda alinan degerler

Kontrol Kontrol Test Test

Kan Birimi Referans Grubu Grubu Grubu Grubu

sayimi aralig (Disi) (Erkek) (Disi) (Erkek)

Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama

WBC 10° /L 1.9-13.80 6,74 10,47 6,21 8,57
LYM 10°/L 0.39-4.60 1,76 2,09 1,17 1,09
MON 10°/L 1.31-7.20 4,47 7,67 4,51 6,76
NEU 10°/L 0.0-0.92 0,51 0,72 0,49 0,72
EOS 10°/L 12.0-46.0 24,60 19,90 14,12 13,49
BAS 10°/L 50.0-85.9 68,00 73,35 78,06 77,80
LY% % 0.0-10.3 7,40 6,75 7,82 8,58
MO% % 4.82-9.80 6,74 6,27 5,55 6,82
NE% % 11.0-17.0 13,50 12,90 10,58 14,16
EOQ% % 27.0-46.0 39,95 36,80 29,80 38,82
BA% % 50.0-67.0 59,40 58,60 54,00 56,84
RBC 10" /L 16.0-25.0 20,10 20,60 19,78 20,76
HGB g/dL 31.0-39.0 33,80 35,25 36,60 36,50
HCT % 11.0-15.0 12,25 13,90 12,16 14,16
MCV fl 25.0-40.0 27,90 31,25 25,10 30,82

MCH pg 250-1400 120,00 132,50 120,40 921,00
MCHC g/dL 5.1-8.2 6,10 7,15 6,30 6,48
RDWc % 1.9-13.80 6,74 10,47 6,21 8,57
PLT 10°/L 0.39-4.60 1,76 2,09 1,17 1,09
PCT % 1.31-7.20 4,47 7,67 451 6,76
MPW fl 0.0-0.92 0,51 0,72 0,49 0,72
PDWc % 12.0-46.0 24,60 19,90 14,12 13,49

Hemogram cihazi sonuglarina bakildiginda grup ortalamalar1 verilen referans araligi
icerisinde bulunmustur. TA-PEG/PV A doku yapistircisi uygulanan ratlarda disi ve erkek
hayvanlarda serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu disi ve erkek hayvanlara kiyasla

benzer veriler elde edilmistir.
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4.4.3.3. Subkronik Sistemik Toksisite Testi Immiinohistokimyasal degerlendirme

sonuclari

Deney hayvanlarindan nekropsi sonucu; Beyin, Kalp, Akciger, Karaciger, Dalak, Lenf
Nodullari, Mide, Over/Testis, Timus, Pankreas, Deri, Kas, Bobrek doku Ornekleri
toksikopatolojik olarak degerlendirilmistir. incelenen dokulardan bdbrek, beyin, kalp,
over/testis, timus ve pankreas drneklerinde sistemik toksisite etkisiyle olusmus herhangi
bir lezyon izlenmemistir. Bununla birlikte ratlarda doku yapistiricis1 uygulanan grupta ve
kontrol grubu hayvanlardada dalakta hafif siddette EMH, lenfoid hiperplazi ve hiperemi
gozlemlenirken, karacigerde hafif siddette EMH, akciger epitel hiicrelerinde hafif
siddette dejenerasyon izlenmistir. I¢ organlarda gozlenen bulgular kontrol grubuyla
karsilastirildiginda herhangi bir farkliliga rastlanmamistir. Histopatoloji bulgularina ait

sonuclar Cizelge 4.12.”de verilmistir.

Cizelge 4.12. Doku yapistiricist uygulananan deney gruplarinda subkronik sistemik
toksisitenin patolojik olarak degerlendirilmesi

Dalak Karaciger | Akciger Bobrek Kalp Beyin

Kontrol 0(0; 0) 0(0;0) 0(0; 1) 0(0; 0) 0(0; 0) 0(0;0)
Grubu
(Disi)
Ortalama
Test 0(0; 1) 0(0; 1) 0(0; 1) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0)
Grubu
(Disi)
Ortalama
Kontrol 0(0; 1) 0(0; 1) 0(0; 0) 0(0;0) 0(0;0) 0(0;0)
Grubu
(Erkek)
Ortalama

Test 0(0; 1) 0(0; 2) 0(0; 1) 0(0; 0) 0(0;0) 0(0;0)
Grubu
(Erkek)
Ortalama

*0: yok, 1:hafif, 2:orta, 3:yogun: Sonuglar medyan (en diisiik ve en yiiksek deger olarak
verilmistir.

H&E boyama sonrasi dokularin bazilarindan mikroskop goriintiileri Sekil 4.16’de

verilmistir. Ornekler disi test grubu hayvanlara aittir.
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Sekil 4.16. Test grubu disi hayvanlarin dokularina ait mikroskop gériintiileri A) Kalp,
B) Karaciger, C) Mide, D) Akciger, E) Dalak, F) Bobrek

4.4.3.4. Yara lyilesmesi Bulgular

TA-PEG/PVA doku yapistiricisi, 5 mL enjeksiyon ignesi kullanilarak uygulama
bolgesine tikanmadan kolaylikla dogrudan uygulanmistir. Bu 6zelligi yara bolgesine hizl
sekilde uygulama avantaji saglamistir. Enjekte edilebilirlik, yapistirictya minimal invaziv
implant 6zelligi katarak, yiiksek esneklik ve kullanim kolayligi saglarken ayni zamanda
hiicre kapstillemesi i¢in 3 boyutlu bir ortam saglar. Ayni1 zamanda tam kalinliktaki deriye
enjekte edildi ratlara ait sonuglar Sekil 4.17.’de onarim etkisini degerlendirmek igin
sonuglar ayri ayr1 verilmistir. 0. giin, 7. giin ve 14. giinlerde her grubun ayr1 ayr1 yara
yatagr kapanmasimmin swrali  fotograflarini  gostermektedir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, test grubu hayvanlar, iyilesme sirasinda dnemli 6l¢iide daha hizli yara
kapanmasi ile sonuglanmistir. lyilesme siiresi 14 giin boyunca TA-PEG/PVA doku
yapistiricist implantasyonundan sonra, yaralar kiiglilmiis ve defekt alanlar1 megaskopik

kalint1 olmadan tiim test gruplarda neredeyse kapandi.
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TA-PEG/PVA

Doku
Yapistiricisi

Ticari Doku
Yapistiricisi
"™ (SurgiSeal
0\ Stylus)

Kontrol

7. Giin 14. Giin

Sekil 4.17. Yara modeli olusturulduktan sonra farkl: déonemlerde yara kapanma oranlart.

4.4.3.5. Histopatolojik Bulgular

Sakrifiye edilen deneklerden alinan iiretra epitel dokular1 doku fiksasyonu ve takibinin
ardindan 6rnekler H&E ile boyanmustir. Mikroskobik degerlendirme amaci ile yapilan
inceleme sonrasinda alinan 14. giin deri Orneklerinde yapilan H&E boyamalari
reepitelizasyon, kapiller sayisi, enflamatuar hiicre, fibroblast sayisi, kolajen fibriller ve
yag bezleri agisindan incelendi. Ticari olarak satin aliman Surgiseal stylus doku
yapistiricisi, TA-PEG/PVA doku yapistiricist ve kontrol grubu verileri kiyaslanarak
incelendi. Sonuglar Sekil 4.18, 4.19, 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.18. TA-PEG/PVA doku yapistiricisi kullanilan gruptan alinan doku 6rneginin
hematoksilen eozin boyandiktan sonraki mikroskop goriintiisii

Cerceve i¢indeki alan yara olusturulan bolgeyi gostermektedir. Bazal membran diizgiin
sekilde ilerlemektedir. Yara bolgesinde bazal membran yapisi diizgiindiir. Yara bolgesi
ve yakin gevresinde inflamasyon s6z konusudur, iyilesme devam etmektedir. Yara

bolgesi dermis sinirlarinda kalmis ve hipodermiste iyilseme tamamlanmustir.
A: Yara bolgesi ve etrafinda yaygin inflamasyon s6z konusudur.
B: Yara ¢evresinde bulunan ter bezleri normal histolojik yapisina donmiistiir.

C: Kl foliikiilleri etrafi normal deri morfolojisindedir.
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alinan doku 6rneginin hematoksilen eozin boyandiktan sonraki mikroskop goriintiileri

Cergeve igindeki alan yara olusturulan bolgeyi gostermektedir.

A: Yara bolgesinde olusan skar tabaka dermis tabakasi boyunca ve hipodermise kadar

uzanmaktadir.

B: Stratum granulosum tabakasi yaranin oldugu bolgede diger bolgelere gore kalinlik
gostermektedir. Bu kisim korneumun alt kisminda dis yiizeyden goriinebilir alandir. Skar

olusumu disaridan gozle goriilebilir boyuttadir.

C: Yara bolgesi yakinlarinda bulunan bezler ve kil kokleri etrafinda inflamasyon ve

morfolojik yapilarin bozunmaya ugradigi ve heniiz tamamlanmadig1 goéziikmektedir.

D: Yara bolgesi ve ¢evresinde inflamasyonun devam ettigi gdziikmektedir.
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Sekil 4.20. Kontrol grubunda yara bolgelerinden alinan doku 6rneginin hematoksilen
eozin boyandiktan sonraki mikroskop goriintiileri

Cerceve i¢indeki alan yara olusturulan bolgeyi gostermektedir.
A: Yara bolgesi ve etrafinda yaygin inflamasyon s6z konusudur.
B: Yara bolgesindeki ter bezleri normal histolojik yapisina kismen donmiistiir.

C: Bazal membran da kalinlagma ve diizensiz yap1 mevcuttur.

4.4.3.6. Yara iyilesmesi sonrasi biyomekaniksel degerlendirme bulgular

Alinan 4x2 cm’ lik deri orneklerinin kraniyal ve kaudal uglar1 Dinamik Yorulma Test
Cihazinin klemplerine skar dokusu hatti tam ortada kalacak sekilde yerlestirildi.
Klemplerin birbirinden uzaklasarak yaratacagi gerilme hizi 10 mm/dk sabit hiza
ayarlandi. Deri orneklerinin gosterdigi maksimum mukavemet kuvveti Newton (N)
cinsinden 6l¢iildii, uzama oranlar1 da yiizdelik deger olarak kaydedildi. Deri drneklerine

yapilan test islemi Sekil 4.21° de verilmistir.
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Sekil 4.21. Deri ornegine yapilan mukavemet testi. a) Ornegin cihaz klemplerine
yerlestirilmesi, b) Ornegin ilk yirtilma ani, ¢) Ornegin yirtilmaya devam eden
goriintiisl, d) Ornegin tam kopma oncesi gosterdigi maksimum direng.

Yapilan biyomekaniksel degerlendirmeler sonucunda, ¢alismada yer alan tiim gruplarin
lyilesmis yara alanlarindan alinan deri 6rneklerinin mukavemet kuvvetleri Newton (N)

cinsinden belirlenerek kaydedilmistir. Tim gruplara ait dokularin mukavemet testi

66



sonucu Olgiilen maksimum kuvvet degerleri Newton (N) cinsinden Cizelge 4.13” de

verilmistir.

Cizelge 4.13. Deney hayvanlarina ait deri 6rneklerine uygulanan germe iglemi sonrasi
Olciilen maksimum kuvvet

Maksimum kuvvet (N)
Deney
Hsayva“‘ TA-PEG/PVA Doku Ticari Doku Kontrol Grubu
ayist Yapistiricisi Yapistiricis1 Grubu
1 5,6 51 5,4
2 9 8,3 8,8
3 14,4 3,8 4,5
4 5,3 6,5 5,2
5 8,2 4,9 6,7
6 7,2 54 4,3
7 9,6 57 7,6
Ortalama 8,47 5,67 6,07
+SD +3,07 +1,42 +1,68
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5. TARTISMA VE SONUC

T1bbi uygulamalar icin ¢esitli doku yapistiricilar: gelistirilmis olmasina ragmen, biyolojik
olarak pargalanabilirlik, biyouyumlu, siirdiiriilebilir hemostaz yetenegi, 1slak dokulara
kuvvetli yapigsmasi, yara iyilesmesine katki saglamasi, kullanim kolayligi, istenen
kozmetik sonuglar vermesi, maliyetin uygun olmasi ve farkli insan dokular1 i¢in uygun
olmas1 dahil olmak iizere tim tibbi ve cerrahi gerekliliklere uyan 6zel bir doku

yapistiricist gelistirmek zordur.

Yapistiricinin biyouyumlulugu, yapisma dayanikliligi, baglanma etkinligi, bag kuvveti ve
raf omrii agisindan her bilesenin oynayacagi 6zel bir rol vardir ve iyi diisliniilmiis bir
formiilasyon, performans gelistirmede 6nemli bir rol oynayacaktir. Bu nedenle, 6zel bir
kimyasal grup igcererek biyokimyasal reaksiyonlarla ¢apraz baglanan dogal polimerlere
dayali doku yapistiricilarinin ve doku yapistiricilarint  taklit eden biyomimetik
polimerlerin, gelecek nesil cerrahi yapistiricilar icin biiylik potansiyel gdstermesi

beklenmektedir.

Bu tez kapsaminda sentetik Ozellikte ancak biyouyumlu oldugu FDA tarafindan
onaylanmis PEG ve PVA polimerleri ve bu polimerleri antimikrobiyal 6zelligi, adezyon
ozellik sagladigi bilinen tannik asit capraz baglayici olarak kullanilarak ¢ok amagh
kullanima uygun olmasi tercihiyle bir doku yapistiricist hazirlanmigtir. TA-PEG/PVA
doku yapistiricist hazirlandiktan sonra in vitro sitotoksisite testi, agar difiizyon testi, ikili
boyama yontemi, genotoksisite ve hiicre proliferasyonu testleri ile toksisite testleri
gerceklestirilmistir. In vitro yara modeli ¢alismasi yapilarak hiicreler tizerinde proliferatif
etkisi arastirilmistir. Kan ile etkilesim testlerinden hemoliz testi ile hemolitik etkisi olup
olmadig1 belirlenmistir. Antimikrobiyal etkinligi gram pozitif ve gram negatif bakteriler
tizerinde gosterilmistir. Ayrica doku yapistiricisinin in vivo biyouyum etkinligi dermal
sensitizasyon, deri irritasyon ve subkronik sistemik toksisite testleri ile arastirilmistir. Son

olarak doku yapistiricisinin amacina uygunlugu etkinlik testi yapilarak gosterilmistir.

PEG ve PVA gibi malzemelerin tiimii biyolojik olarak uyumludur, biyolojik olarak
parcalanabilir ve iyi hidrofiliklige sahiptir, bu da onlar1 biyomalzeme tasariminda

kullanmak i¢in iyi adaylar yapar (Xiao, Wu, Zhou, Qian ve Hu, 2017)

FocalSeal®, DuraSeal™ ve CoSecal® gibi PEG bazli bir¢ok doku yapistiricist

biyomedikal malzeme FDA tarafindan onaylanmistir. FocalSeal®, toksik olmamasi,
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immiinojenik olmamasi1 ve biyo-emilebilir olmasi avantajlar sunar. FocalSeal® esas
olarak astarlar ve sizdirmazlik maddelerinden olusur. FocalSeal® kullanilirken, astar
Once yara ylizeyine fir¢alanir, ardindan PEG bazli yapigkan malzeme uygulanir ve foto-
capraz baglanma elde etmek i¢in en sonunda goriiniir 151k uygulamasi gergeklestirilir

(Yang, Yu, Wang, Liu ve Liu, 2022).

Gilinltimiizde, yapiskan hidrojeller olarak yaygin sekilde kullanilabilen baglica dort tiir
malzeme vardir: birincisi, kitosan, hyaluronik asit, kondroitin siilfat, aljinat, dekstran, vb.
ile temsil edilen dogal polisakkaritler; ikincisi, poli(y-glutamik asit)(y-PGA), e-polilisin
(e-PL), tioktik asit, vs. ile temsil edilen poliamino asitler ve bunlarin analog
polimerleridir; li¢linciisii, jelatin, ipek fibroin vb. ile temsil edilen yapiskan proteinlerdir;
dordiinciisii, PEG, polivinilpirolidon (PVP), polivinil alkol (PVA) vb. tarafindan temsil
edilen sentetik polimerlerdir. Bu arada, arastirmacilar, doku yapismasi gibi hidrojel

ozelliklerini gelistirmek i¢in polifenolleri kullanmaya da heveslidirler (Yang vd., 2022).

Calismalar, hidrojellerin hemostatik performansinin yalnizca fiziksel sizdirmazliga degil,
ayni zamanda yara Ozlerini emerek pihtilasma faktorlerinin birikmesine de baglh
oldugunu gostermistir. Ornegin, bir biyo-yapiskan hidrojelin yapiskanligi ile
birlestiginde, hemostaz saglamak i¢in yarayr miihiirlemekle kalmaz, ayn1 zamanda yara
ile yara arasindaki temastan kaynaklanan potansiyel enfeksiyon risklerini 6nlemek i¢in
yara bdlgesine uzun siire sorunsuz bir sekilde yapisir. dis ortam. Ug boyutlu ag yapisina
ve yiiksek mekanik giice sahip bir hidrojel, yara salgilarini emebilir, yara iyilesmesi igin
nemli bir ortam saglayabilir, i¢ ve dis hemostaz saglayabilir, doku rejenerasyonunu

uyarabilir ve hemostazdan sonra yara iyilesmesini destekleyebilir (He vd., 2022).

Tannik asit, prosiyanidinler ve dopamin gibi dogal olarak tiiretilmis polifenollerin
hemostatik, antioksidan, antibakteriyel ve antiinflamatuar etkilere sahip oldugu
bulunmustur. Tannik asidin (TA) fenolik hidroksil grubunun kanla etkileserek kanin hizla
pihtilasmasin1  saglayabilecegi ve TA'nin hemostatik bir yapistirict olarak da
kullanilabilecegi bildirilmistir. TA ayn1 zamanda polivinilpirolidon, PEG ve jelatin dahil
olmak {izere sentetik polimerler ve biyomakromolekiillerle etkilesime ge¢mek igin
molekiiler bir ¢capraz baglayici olarak da kullanilabilir. Tanik asit, 6zellikle, biyoyapiskan
sentezinde temel bir bilesen olarak asagidaki kriterleri karsilar: (i) hidrojen ve iyonik bag
veya hidrofobik etkilesimler yoluyla yogun polimerik ¢apraz baglar saglayan bes kollu
polifenol yapisina bagl ¢esitli baglanma islevleri, (ii) peptitlerin amino gruplariyla

kovalent etkilesimler, jelatin bazli yapistiricilarda gelistirilmis mekanik 6zelliklere yol
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acar, (ii1) oksitlendiginde, giiclii doku yapismasi saglamak i¢in doku ile kimyasal olarak
baglanabilen pirogallol parcalari ve (iv) oksitlenmis tanenlerin burukluguna ve zar
etkisine bagl dogustan gelen antimikrobiyal yetenekler (Guo vd., 2022). Bu avantajlara
ragmen, coklu kovalent olmayan etkilesimleri hidrojelleri ag olusumundan ziyade
koaservasyona yonlendirme egiliminde oldugundan, tannik asit nadiren biyoadezif

formiilasyonlara dahil edilir.

Deniz midyelerinin nemli bir ortamda siiper yapismasindan ilham alan, dopamin bazli su
alt1 1slak baglanma teorisi yaygin olarak bilinmektedir ve ¢ok sayida dopamin bazli
biyolojik doku yapiskan hidrojel gelistirilmistir (He vd., 2022). Ornegin, Guo Ve
arkadaglari, sadece iyi yapisma 6zelligine sahip olmakla kalmayip ayn1 zamanda enjekte
edilebilir, antibakteriyel, iletken, hemostatik ve antioksidan fonksiyonlar gibi ¢oklu
fonksiyonlara sahip olan jelatin asili dopamin bazli karbon nanotiip yiikli bir hidrojel

sentezlediler (Liang, Zhao, Hu, Han ve Guo, 2019).

Zhang et al., hizli hemostatik performansa sahip bir SA-DA (sodyum aljinat-dopamin)
kompozit hidrojel hazirladi. Bu ¢aligmada, enfekte yaralari tedavi etmek icin BTPP+
biyosidinin ¢ift fiziksel olarak ¢apraz baglanmis bir PVA/SA DA ¢ift ag (DN) hidrojeline
elektrostatik olarak dahil edilmesi ile dopamin asili sodyum aljinat (SA-DA) zincirleri,
PV A aginda kovalent olmayan baglarla (n—n istifleme ve hidrojen baglari) i¢ ice gecer ve

dagilir ve bu arada hidrojen baglariyla PVA agina baglanir (Lei, Zhang ve Zhang, 2021).

Y. Yang et al., polietilen glikol monometil eter modifiye glisidil metakrilat
islevsellestirilmis kitosan (CSG-PEG), metakrilamid dopamin (DMA) ve ¢inko iyonu
bazli foto ¢apraz bagli ¢ok islevli antibakteriyel yapistirict antioksidan ve yara
iyilesmesini tesvik eden hemostatik hidrojel yara ortiileri gelistirdiler (Yang ve Liang,
2022).

TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin L929 fibroblast hiicreleri tizerinde MTT testi ve agar
difiizyon testi ile sitotoksik etkisi arastirilmistir. Bunun sonucunda MTT testi nicel
verilerine gore 24 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek konsantrasyonda %56,219 +1,17
canlilik elde edilmistir. MTT yontemi hiicreler {izerinde doku yapistiricisinin direkt
etkisini gostermek i¢in uygulanmistir. Ancak doku yapistiricisinin  fiziki yapisi
diisiiniildiiginde daha uygun yontemin in-direkt yontem olarak agar diflizyon yontemi
oldugu disiiniilerek 1929 fibroblast hiicreleri {izerinde agar diflizyon yontemi

uygulanmistir. Bunun sonucunda 24 saat inkiibasyonda 1929 fibroblast hiicreleri
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tizerinde hafif sitotoksik etki gosterdigi dekolarizasyon ve lizis indeksi hesabinda

bulunmustur.

M.A. Gwak et al., ¢esitli substratlara yapismasini iyilestirmek i¢in Hiyaluronik asit(HA)
polimerinin dopamin ile reaksiyona sokulmasiyla bir HA-katekol konjugati (HA-Cat)
sentezlediler. Ayrica, tannik asidin (TA) HA-Cat/TA hidrojellerinin yapisma
mukavemeti ve basing mukavemeti iizerindeki etkisi, ¢apraz baglama igin kullanilan
NalO4 miktarina ve TA igeriklerine gore incelenmistir. HA-Cat/TA hidrojelleri lizerinde
tohumlanan  fibroblastin sitotoksisitesi, Live/Dead  metodu  kullanilarak
degerlendirilmistir. TA igeren veya icermeyen HA-Cat/TA hidrojellerinin hiicre canliligi,
72 saat sonra floresan goriintiilerle analiz edilmistir. Buna gore TA iceren HA-Cat

hidrojelinin hiicreler i¢in sitotoksik olmadigini gostermislerdir (Gwak vd., 2021).

Wang et al., yaptiklar1 bu ¢caligmada hemostatik malzemeler olarak biyouyumlu yeni in
situ hidrojeller tasarlandi ve enzimatik ¢apraz baglama yoluyla "-polilisin-asili poli(etilen
glikol) ve tiramin bazli doku yapistiricilar1 hazirlanmistir. Hidrojellerin sitotoksisitesi,
hidrojellerin ekstraktlarinin 1.929 fare fibroblast hiicrelerinin tek tabakalari ile temas
ettirilmesiyle ISO standartlar1 (TS EN ISO 10993) test yonteminden uyarlanan bir
prosediire dayal1 olarak degerlendirildi. MTT yontemi uygulanan bu ¢alismada, negatif
kontrol ile karsilagtirildiginda 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibasyondan sonra %100, %
50, % 25 ekstrakt ile L.929 fibroblast hiicre aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir
farkin gézlenmedigi bulunmustur (Wang, Zhou, Liu ve Feng, 2015).

Burada, tannik asit (TA), polietilen glikol (PEG) ve jelatinden (TPG) olusan {iglii
kompleks bir koaservat, basit fiziksel harmanlama yoOntemiyle firetilen yeni bir
biyoyapiskan olarak Onerilmistir. Yapistiricilarin = sitotoksisitesi L929 fibroblast
hiicrelerinde 24, 48, 72 saat siireli inkiibasyonlarla in-direkt yontem kullanilarak CCK-8
sitotoksisite test kiti ile degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore yapiskanlarin %90
tizerinde canlilik gosterdigi bulunmustur. Ayni ¢alismada hemolitik etki testine tabi

tutulan biyoyapiskanlarin non-hemolitik reaksiyon gosterdigi bulunmustur (Li vd., 2022).

Doku yapistiricisinin L929 fibroblast hiicrelerinde apoptoz ve nekrozun belirlenmesi igin
ikili boyama yontemi uygulanmistir. MTT yOnteminde alinan konsantrasyon verilerine
gore lic ayr1 konsantrasyonda 24 saat siire ile L929 fibroblast hiicreleri ait apoptotik ve

nekrotik indeks hesaplanmigtir. En yiiksek konsantrasyonda % 22,1 +£3,4 oraninda
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apoptoz,% 26,6 +5,8 oraninda nekroz oldugu bulunmustur. Konsantrasyon azaldikca

apoptotik ve nekrotik etkinin azaldigi bulunmustur.

L929 fibroblast hiicrelerinde TA-PEG/PVA doku yapistiricisi farkli konsantrasyonlarda
uygulanmis ve 90 saat siire ile hiicre proliferasyonlar1 incelenmistir. Hiicrelerin iizerine
doku yapistiricisinin uygulanmasinin ardindan ilk 24 saatte hiicrelerin proliferasyonu
incelendiginde 1:8 ve 1:16 konsantrasyonlarda her ikisindede artis gdzlenmistir. 36 saat

ge¢mesinin ardindan her iki konsantrasyondada proliferasyon azalmistir.

CHO hiicreleri tizerinde doku yapistiricisinin genotoksik 6zelligi mikroniikleus yontemi
ile arastirilmigtir. Uzun siireli 24 saat S9 enzimi yoklugunda ve 3 saat siireli S9 enzimi
varhiginda ayr1 ayr1 tek konsantrasyondagalisilmigtir. 24 saat siireli ve 3 saat siireli
inkiibasyonlarda hiicreler iizerinde negatif kontrole benzer mikroniikleus olusumu

gozlenmistir.

TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin  fibroblast gogii  tizerindeki etkisi, hiicresiz
alanlardaki azalmanin incelenmesi yara iyilesme siirecinin taklit edilmesi yoluyla
nicelolarak degerlendirilmistir. Buna gore 24. ve 48. saatlerde negatif kontrole kiyasla
hiicre gociinii olumlu etkiledigi, ancak negatif kontrole gore daha hizli kapanma

gostermedigi gézlenmistir.

Kan ile etkilesim testlerinden hemolitik etki ¢alismasi yapilmistir. Doku yapistiricisi PBS
icerisinde Oziitlenerek hazirlanmigtir. Hemoglobin konsantrasyonu bilinen seyreltilmis

kan ile 3 saat inkiibasyonun ardindan hemolitik 6zellik gostermedigi bulunmustur.

Y. Yang et al. ve arkadaslar yaptiklari bir ¢alismada polietilen glikol monometil eter
modifiye glisidil metakrilat islevsellestirilmis kitosan (CSG-PEG), metakrilamid
dopamin (DMA) ve ¢inko iyonu bazli foto capraz bagli ¢ok islevli antibakteriyel
yapistirict antioksidan hemostatik hidrojel yara ortiileri gelistirdiklerini bildirdiler. Bu
calismada CSG-PEG/DMA/Zn hidrojellerinin kan uyumlulugu in vitro hemoliz testi ile
degerlendirilmistir. Tiim hidrojel gruplart hafif acik sar1 ve PBS rengiyle tutarli, pozitif
kontrol grubu ise parlak kirmizi bulunmustur. Kantitatif sonuglarda, sentezledikleri tiim
hidrojellerin hemoliz oraninin %S5'ten az oldugunu gostermislerdir. Ayn1 ¢alismada
hazirladiklar1 hidrojellerinin Staphylococcus aureus (S. aureus, Gram-pozitif bakteriler)
ve Escherichia coli'ye ( E. coli, Gram-negatif bakteriler) ve metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) bakterileri iizerinde yapilan MIC deneyi sonucunda

miikemmel antibakteriyel 6zelliklere sahip olduklarini gosterdiler. (Yang vd., 2022).
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TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin  antimikrobiyal etkinligi iki farkli sus {izerinde
gosterilmistir. Yapilan deney sonucunda S. aureus susunda doku yapistiricisinin
uygulandigi petrilerde 24 saat inkiibasyonun ardindan %100 etkili oldugu bakteri
kolonilerinden gogalma olmadigi bulunmustur. E. coli susu ekimi yapilan petrilere doku
yapistircist uygulandiginda 24 saatlik inkiibasyonun ardindan %30 oraninda bakteri

kolonilerini azalttig1 bulunmustur.

Doku yapistiricisinin in vivo biyouyumluluk testlerinden deri sensitizasyon testi, kobay
deney hayvanlari iizerinde yapilmistir. TS EN 1SO 10993-10: 2010 standardina gore,
doku yapistiricisinin serum fizyolojik ile hazirlanmig oziitleri potansiyel sensitizasyon
reaksiyonunu degerlendirmek i¢in maksimum doz yontemi kullanilarak yapilmistir.
Sensitizasyon testi ii¢ asamada gerseklestirilmistir; intradermal indiiksiyon, local
indiiksiyon ve yarisma fazi. Ug fazin tamamlanmasinin ardindan sarg1 bezleri ¢ikarilarak
24 ve 48’inci saatlerde uygulama bolgesinde gozlemlenen degisiklikler Magnusson ve
Kligman oOlgegine gore skorlanmistir. Buna gore doku yapistiricist grup ortalamasi 0,5,
kontrol grubu ortalamasi 0,2 olarak hesaplanmistir. Sonu¢ hesaplamasi yapildiginda 0,3
degeri bulunmustur, tiim bu sonuglar degerlendirildiginde doku yapistiricisinin kobaylar

tizerinde sensitizasyon etkisi géstermedigi bulunmustur.

Doku yapistiricisinin deri irritasyon etkisinin arastirilmasi i¢in TS EN ISO 10993-10
standardina gore TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin serum fizyolojik kullanilarak
oziitleri hazirlanmistir. Bu 6ziitler kullanilarak pozitif ve negatif kontrol maddeleride es
zamanl tez doz uygulama yapilmistir. Yamalar 4’lincii satin sonunda ¢ikarilmig
uygulama bolgeleri serum fizyolojik ile yikanmis ve incelenmistir. Daha sonar
hayvanlarin 4, 24, 48 ve 72’inci saatte gdzlemler yapilmis ve 72 saat sonunda test
sonlandirilmistir.  Her bir uygulama bolgesi i¢in, standardin uygun gordigi
degerlendirme sistemine gore eritem, eskar ve Odem ig¢in deri reaksiyonlari
degerlendirilmistir. Herbir hayvan i¢in birincil tahris skorlar1 hesaplanmis, ve bu
sonuglardan ikincil (kiimilatif) tahris indeksi bulunmustur. TA-PEG/PVA doku
yapistiricisinin, negatif kontrol ve pozitif kontroliin PII skorlar sirastyla 0,30, 0,00 ve 8
olarak bulunmustur. Klinik gozlem incelemelerini igceren degerlendirme ve analiz
sonuglarma gére TA-PEG/PVA doku yapigtiricisinin irritasyon Ozelligi hafif ihmal
edilebilir (0,30) diizeyde bulunmustur.

Sistemik toksisitede ana unsur toksik etkinin maddenin uygulandig: yerden daha uzakta

goriilmesidir. Bu da maddeden salinan bilesiklerin, yan {iriinlerin sistemik dolagimla
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tasinmas1 ve farkli bolgelere dagilmasidir. Sistemik toksisitenin belirlenmesi igin
genellikle kemirgen hayvanlar kullanilir, bu nedenle ¢alismamizda ratlar kullanilmastir.
Her iki cinsiyetten de esit sayida hayvan kullanilmistir. Subkronik sistemik toksisite
yontemi bizim ¢alismamizda 14 giin siire ile revize edilerek yapilmistir. Hayvanlara 3
glinliik periyotlarda periton i¢i enjekte edilmis ve 14 giin sonunda nekropsi islemi
uygulanmistir. Nekropsi Oncesi kanlar1 alinarak hemogram testi yapilmistir. Hemogram
verileri grup ortalamalar1 alindiginda test ve kontrol gruplarinda ratlara ait referans
degerleri icerisinde bulunmustur. Nekropside alinan dokulardan karaciger dokusu agirlig
tartilmis ve Karaciger Indeksleri hesaplanmistir. Sonuglar kontrol gruplarinda ve test
gruplarinda benzer bulunmustur. Beyin, kalp, akciger, karaciger, dalak, lenf nodullari,
mide, over/testis, timus, pankreas, deri, kas, bobrek dokularifiksasyon islemi ve takibi
sonrasinda preparatlar H&E boyasi ile boyanmistir. Gorlintiiler patolojik agidan
mikroskopta incelenmis kontrol grubu ve test gruplart arasinda oOnemli fark
goriilmemistir. Tiim bu sonuglar toplandiginda doku yapistiricisi sistemik subkronik

toksik etki gostermemistir.

Sicanlar iizerinde hazirlanan TA-PEG/PVA doku yapistiricisinin — etkinligini
degerlendirebilmek i¢in, sicanlarin sirt bolgesinde 2 cm uzunlugunda tiim deri
katmanlarin1 igeren ensizyon vyaralart olusturulmustur. Ug grup halinde planlanan
deneyde Surgiseal stylus doku yapistiricisi uygulanmis, TA-PEG/PVA doku yapistiricisi
uygulanmis ve bir gruba hicbir sey uygulanmadan kendi halinde iyilesmeye
birakilmistir(negatif kontrol). In vivo yara olusturulan siganlar 14 giin boyunca takip
edilmistir. Belirli glinlerde (0, 4, 7, 14’{incii giin) yara alanlar1 fotograflanmustir. 14. giin
nekropsi sonrasi yara bdlgesinden alinan deri 6rnekleri biyomekaniksel degerlendirme
icin Kirikkale Universitesi Makine ve Malzeme Laboratuvari’na gotiiriilmiistiir. Diger
yara Ornekleri formol kaplarina alinarak fiksasyon ve takibin ardindan hazirlanan
preparatlar H&E boyamasi ile boyanarak mikroskopta incelenmistir. Yapilan
biyomekaniksel degerlendirmeler sonucunda, ¢alismada yer alan tiim gruplarin iyilesmis
yara alanlarindan alinan deri 6rneklerinin mukavemet kuvvetleri Newton (N) cinsinden
belirlenerek kaydedilmistir. Maksimum germe kuvvetleri ortalama olarak bakildiginda
Surgiseal stylus doku yapistiricisi, TA-PEG/PVA doku yapistiricisi, negatif kontrol grubu
strastyla; 5,67 N, 8,47 N, 6,07 N olarak hesaplanmistir. Yaranin iyilestikten sonraki
mukavemeti en iyi oranda TA-PEG/PVA doku yapistiricisina ait olarak bulunmustur.
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Calismamizda temel olarak genel amacli kullanilmasi hedeflenen yapistirma giicii yiiksek
biyouyumlu ve biyobozunur 06zellik gosteren uygulamasi kolay doku yapistiricisi
hazirlamak hedefimizdir. Bu baglamda hali hazirda ticari olarak satilan doku
yapistiricilarinin yapistirma giiglerinin 6n plana ¢ikarildigi ancak in vitro ve in vivo
biyouyumluluk caligmalarinin sonuglarmin yer almadigi literatiire bu anlamda katk1
sagladig diistiniilmektedir. PEG temelli doku yapistiricilart bulunmasina ragmen farkli
kimyasal formiille yeni bir doku yapistiricist gelistirilmis olmasi iilkemiz ve diinyada
siklikla kullanilan doku yapistiricilar: iyi bir alternatif olacaktir. Ozellikle etkinlik testi
sonuglar1 bize hazirladigimiz doku yapistiricinin yara dudaklarini iyi yapistirmasi, yarada
enfeksiyon gelistirmemesi, yara iyilesmesini hizlandirmasi acisindan ticari olarak
denedigimiz doku yapistiricisina kiyasla umut vaad sonuglar vermistir. Sonug olarak, elde
edilen kapsamli deneysel ¢alisma sonuglari, giiniimiizde yaygin kullanima sahip doku

yapistiricilarina iyi bir alternatif olusturmasi acisindan oldukga énemlidir.

Ileride hazirladigimiz doku yapistiricis1 kullanilarak farkli dokularda 6rnegin; beyinde
dura tamirinde siitur destegi, akcigerlerde hava kagaklarini1 6nlemede, tendon ligament
gibi diz eklem kopmalarinda, vaskiiler kapatmada hemostatik ajan olarak kullanilmasi

icin hayvan deneylerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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