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OZET

3B BIYOYAZICI TEKNOLOJISI iLE CERRAHI SONRASI PERITONEAL
ADEZYONLARIN ONLENMESINE YARDIMCI LIDOKAIN YUKLU
NANOPARTIKUL ICEREN MEMBRAN GELISTIRILMESI

Demet COCU
Kimya Anabilim Dal1
Biyokimya Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2020
Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Yapilan c¢aligmada, 3B biyoyazici teknolojisi kullanilarak, cerrahi sonrasi
peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimci, operasyon bolgesinde analjezi saglamak
amaciyla lidokain molekiiler bellekli nanopartikiil i¢eren, kullanim1 kolay, biyouyumlu
ve biyobozunur membran gelistirilmistir. Uretilen membranin yiiksek biyouyumluluga
sahip olmasi gerektiginden, 3B biyoyazicida basimi yapilacak biyomiirekkep, izole edilen
kolajen, karboksimetilseliloz ve sentezlenen lidokain molekiiler bellekli
nanopartikiillerden olusmaktadir. 3B biyobasim ile iiretilen membran, ¢apraz baglama
ajan1 olan EDC/NHS ve sitrik asit ile capraz baglanmistir.

Membranin karakterizasyon c¢alismalari; SEM, optik mikroskop, sisme testi,
biyouyumluluk ve biyobozunurluk testleri ile yapilmistir. Ayrica ilag salim ¢alismalari
HPLC ile analiz edilip, kiimiilatif olarak hesaplanmuistir.

Geligtirilen ~ peritoneal — adezyonlar1  Onlemeye  yardimci  membranin
biyouyumlulugu, adezyon gelisimi icin kritik siire olan ilk 7 giin yap1 biitlinliiglinii yiiksek
oranda korumasi, yiiksek su tutma kapasitesiyle sonuglanan hidrofilik 6zelligi, yogun
gozenekli yapisi ve hizli lidokain salim profili ile rejeneratif tip yaklasimi olarak doku

miihendisligi alaninda kullanima uygun yenilikg¢i bir {irtindiir.

Anahtar Sozciikler: 3B biyoyazici, kolajen, lidokain, peritoneal adezyon, rejeneratif tip



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MEMBRANE CONTAINING LIDOCAINE EMBEDDED
NANOPARTICLE HELPING PREVENTION OF PERITONEAL ADHESIONS
POST-SURGERY WITH 3D BIOPRINTER TECHNOLOGY
Demet COCU
Department of Chemistry
Programme in Biochemistry
Anadolu University, Graduate School of Sciences, January 2020
Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

In this study, an easy to use, biocompatible, biodegradable membrane containing
lidocaine molecular memory nanoparticles has been developed to help prevent
postoperative peritoneal adhesions and to provide analgesia at the site of operation using
3D bioprinter technology. The produced membrane must have high biocompatibility, the
bio-ink to be printed in the 3D bioprinted consists of isolated collagen,
carboxymethylcellulose, and synthesized lidocaine molecular imprinted nanoparticles.
The membrane produced by 3D bioprinted is cross-linked with EDC/NHS and citric acid,
the cross-linking agent.

Membrane characterization studies heve been realized with SEM, optical
microscope, swelling ratio, biocompatibility and biodegradability tests. Drug release
studies have also been analyzed by HPLC and calculated cumulatively.

The biocompatibility of the membrane, which helps prevent peritoneal adhesion,
maintains structure for the first 7 days of the critical time for adhesion development, the
hydrophilic properties leading to high swelling rate, the highly porous structure and the

rapid lidocaine release profile are an innovative and suitable for use in tissue engineering.

Keywords: 3D bioprinter, collagen, lidocaine, peritoneal adhesion, regenerative

medicine
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgilin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Son yillarda koruyucu saglik hizmetleri kapsaminda hastaliklart 6nleme amaciyla
bliylik yatirimlar yapilmaktadir. Bu yatirimlarin ¢ogu, AR-GE (arastirma ve gelistirme)
hizmetlerinin artigina sebebiyet vermektedir. Halk sagligini tehdit eden olgulardan bir
tanesi de doku adezyonlaridir. Giiniimiizde gelisen tibbi yontemlerin etkisiyle abdominal
operasyonlarin siirekli yapiliyor olmasi, postoperatif peritoneal yapisikliklarin (adezyon)
daha sik gelismesine sebep olmustur.

Adezyonlar, yiiksek oranda batin ameliyatlarindan sonra gelismektedir. Bu
adezyonlarin ¢ogu adezyolizis olarak bilinen yapisikligr ayirmak amaciyla ikinci bir
operasyon gerektirir. Cerrahi yonden bakildiginda, peritoneal adezyonlardan
kaynaklanan en 6nemli morbitide intestinal obstriiksiyonlardir [1].

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki adezyolizis prosediirleriyle iligkili yatan hasta
bakimi ve harcamalari lizerine kapsamli bir ¢aligma 1988 yilinda gergeklestirilmistir. Bu
calisma, adezyolizis sebebiyle 303.836 kisinin hastaneye yatisi (ABD'deki hastaneye
yatiglarin %1'1), 846.415 giin yatis siiresi ve 1,33 milyar dolar maliyet olusturdugunu
gostermistir. Ayrica, maliyet, laboratuar testleri, endoskopiler, goriintiileme, ambulans
servisi, danigmanlik hekimi masraflari, taburcu sonras1 masraflar, is giinli veya verimlilik
kayiplari, erken Oliim oranlarinin toplumsal maliyeti gibi diger harcamalari
icermemektedir [2].

Tez kapsaminda, 3 boyutlu (3B) biyoyazici teknolojisi kullanilarak, cerrahi sonrasi
peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimci, operasyon bolgesinde analjezi saglamak
amaciyla lidokain ytiklii nanopartikiil iceren kullanimi kolay, biyouyumlu, maliyeti diisiik
membran gelistirilmistir.

Yiiksek  biyouyumluluk ve  biyobozunurluk sergileyen kolajen ve
karboksimetilseliillozdan gelistirilen membranin, periton yiizeyleri arasinda mekanik bir
bariyer gorevi tistlenmesi, ayrica yapisma eklenen lidokainin operasyon bdlgesinde
analjezi saglamasi ve bunun sonucunda oksidatif stresi azaltmasi beklenmektedir.
Lidokain kullanimiyla, postoperatif intravendz yiiksek analjezi gereksinimi minimuma
indirilip, hem olasi sistemik komplikasyonlarin oniine geg¢ilmis olunacak hem de hasta
bakim ve tedavi maliyetleri azalacaktir. 3B biyoyazic1 teknolojisi ile iiretilen doku
iskelelerinin, operasyon bdlgesinde adezyonu dnlemesinin yani sira analjezi saglamasi,
mevcut adezyon dnleyici membran ve filmlere kiyasla yenilik¢i hedefleri barindirmakta

ve tez calismasina 6zgiinliik katmaktadir.



Bu tez kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalar su ana basliklar altinda

toplanmaktadir:

» Biyolojik bir materyalden Tip 1 kolajen izolasyonu,
» Lidokain molekiil bellekli nanopartikiillerinin sentezlenmesi,
» Biyomiirekkep hazirlanmast ve 3B biyoyazic1 ortaminda biyobasim isleminin

gerceklesmesidir.

1.1. Rejeneratif Tip Yaklasimi Olarak Doku Miihendisligi

Rejeneratif (yenileyici) tip; yaslanma, dogustan bozukluklar, travmaya bagli hasarlar
ya da hastaliklar nedeniyle islevini kaybeden hiicre, doku veya organlarin normal
fonksiyonunu yeniden yerine getirmesi amaciyla onarim, yerine koyma veya yenilenmesi
islemlerini kapsamaktadir.

Rejeneratif tiptan ii¢ alanda fayda saglanilmaktadir;

1. Rejuvenasyon (genglestirme); iyilesme i¢in viicudun dogal islevlerini arttirma,

2. Replasman (degistirme); hasarli organi saglikli organ ile degistirerek yenileme (organ
nakli),

3. Rejenerasyon (yenilenme); Kkisinin kendi hiicrelerine veya kok hiicrelerine
laboratuvar ortaminda belirli islemler uygulayarak, kisiye yeniden vermek seklinde
problemli dokularin yenilenmesini saglamak olarak siralanabilir.

Mevcut tedavi yontemleri hastadan alinan dokunun yine ayni hastaya ait hasarli
bolgeye aktarimi (otogreft), bir kisiden digerine (allogreft) aktarimi veya hayvandan
insana (zenogreft) aktarimi {lizerinde yogunlagmaktadir. Otogreftleri elde etme siireci
oldukga pahali ve agrili olmasinin yani sira, dondr bolge ile ilgili anatomik kisitlamalar,
hematom gibi problemlerle de karsilasiimaktadir. Benzer sekilde, allogreftler ve
zenogreftlerin tiim hastalarin bu tedaviye erisiminin olmayisi, hastanin bagisiklik sistemi
tarafindan reddedilme riski ve dondr kaynakli enfeksiyon ve hastaliklar nedeniyle ciddi
kisitlamalara sahiptir [3].

Doku miihendisligi terimi kavramsal olarak 1988 yilinda, miihendislik ve yasam
bilimlerinin ilke ve yontemlerinin uygulanmasi, normal ve patolojik memeli dokularinda
yapi-fonksiyon iligkilerinin anlasilmasi ve doku fonksiyonunu iyilestirmek i¢in biyolojik
ikamelerin gelistirilmesi temel anlayisiyla ortaya konmustur [4]. Kimya, fizik, malzeme
bilimi, miihendislik, hiicre biyolojisi, genetik ve tip gibi bir¢ok bilim dalin1 bir araya

getiren disiplinler arasi bir bilimsel ¢alisma alanidir [5].



Hiicreler ve biyomalzemeler, doku miihendisligi uygulamalarinin temel yap1
taglarini1 olusturmaktadir. Doku olusumuna destek olarak kullanilan biyomateryaller
‘scaffold’ denilen doku iskeleleridir [6]. Doku miihendisliginde yukaridan asagiya ve
asagidan yukartya olmak {izere 2 farkli yaklasim kullanilmaktadir. Asagidan yukariya
yaklagimda; hiicre tabakalari, hiicre agregatlari ve biyobaskilama ile doku olusumu
gerceklesmektedir. Yukaridan asagiya yani doku iskelesi temelli yaklasimda ise
biyouyumlu, biyobozunur, mekanik ve morfolojik olarak dogal dokuyu taklit edebilen
polimerik veya kompozit yapida, gdzenekli doku iskeleleri kullanilmaktadir. Dokularin
ve organlarin yenilenmesi i¢in uygun ortami saglayan, hiicre dis1 matrisi taklit edebilen 3
boyutlu iskele kullanim1 gerekli olup, hiicreler burada doku iskelelerine ekilmektedir
(Sekil 1.1).

Hiicre izolasyonu Hiere kiiltirii
Hiicre ¢coZalma=n
/ Doku iskeles:
; ¢
Implantasyon Doku biiyumesi

Sekil 1. 1. Klasik doku miihendisligi yaklagimi

Doku miihendisligi alaninda kullanilan en giincel uygulamalardan birisi 3B
biyoyazici teknolojisidir. Rejeneratif tip uygulamasi ilk olarak Anthony Atala [7] ve ekibi
tarafindan 3B biyobaski teknolojisi kullanilarak mesane iiretilmesi ve 2006 yilinda
hastalik sonucu mesanesi alinan hastaya nakledilmesi seklindedir. Kolajen ve poliglikolik
asitten olusan yapi iskelesine, spina bfida hastasi ¢ocugun kendi mesane hiicrelerinden
alinan otogenik urotal ve diiz kasi hiicreleri ekilmesi ile yapay mesane iiretilmistir. Nakil
yapilan hastanin mesane fonksiyonu artmig ve bu durum organ iiretiminde Oncii bir

calisma olmustur.



1.2. 3B Biyobaski Teknolojisi

Rejeneratif tip alaninda g¢alisan birgok arastirmaci, son zamanlarda biyoyazici
teknolojisi ile biyomimetik mimariler gelistirmeye c¢alismislardir. Biyoyazici
uygulamalari, doku miihendisligi i¢inde bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmistir. Bu teknoloji
canli hiicreleri, biyomalzemeleri ve biyoaktif molekiilleri kullanan iki boyutlu (2B) veya
3B bir iiretim yontemidir. Biyoyazici teknolojisi kullanilarak, ¢oklu hiicre tiplerinden
olusan doku veya organ benzeri mimariler iiretilebilmektedir. Ayrica, bu tiir baski
islemleri bilgisayar destekli tasarim sablonlar1 araciligiyla otomatik hale getirilmistir
[8,9].

3B baski ilk olarak 1986 yilinda Charles W. Hull [10] tarafindan tanimlanmistir.
‘Sterolitogafi’ adin1 verdigi yontem, ultraviyole 1sikla sertlestirilebilen ince bir
malzemenin, kat1 bir 3B yap1 olusturmak {izere sirayla katmanlar halinde basilmasi
islemidir. Sonrasinda, hiicre biyolojisi ve malzeme bilimindeki son gelismelerle 3B
biyobaski teknolojisi doku mithendisligi formunu miimkiin kilmistir [11]. 3B biyobaski1
teknolojisi kullanilarak Sekil 1.2°de gosterilen trakeal (hava yolu) ateli ve aort kapagi gibi
doku ikameleri tiretilebilmektedir [12,13].

a) b)

Sekil 1. 2. 3B biyobask: teknolojisi ile tiretilen a) hava yolu ateli [12], b) aort kapag: [13] doku ikameleri

3B biyoyazicilar, ¢aligma prensiplerine gére damlacik temelli, lazer temelli ve
stkma temelli biyoyazicilar olmak iizere 3 ana bashikta toplanmaktadir. 3B yapilarin
iretiminde en sik kullanilan teknik sikma temelli biyoyazic1 teknigidir. Plastik
siringalarda bulunan biyomiirekkebin mekanik veya pnomatik kuvvet ile igne ucu

kullanilarak dagitilmasi temeline dayanmaktadir [14].



1.2.1. Biyomalzeme Se¢imi

Biyomalzemeler, viicudun herhangi bir dokusunu, organimi tedavi etmek,
fonksiyonelligini arttirmak veya iyilestirmek i¢in biyolojik sistemler ile araci olugturmay1
amacglayan malzemelerdir. Biyomiirekkep (bioink), doku yapilar1 ve organoidler
gelistirmek i¢in 3B  biyoyazicida basimi  yapilan  biyomateryallerdir  [15].
Biyomiirekkebin katman birbiri {izerinde 3B basilmasi temeliyle doku iskeleleri elde
edilmektedir.

Doku iskeleleri tasarlanirken gelistirilecek biyomiirekkebin, doku tipine
bakilmaksizin, g6z 6niinde bulundurulmasi gereken bazi temel 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Bunlar;

» Yiiksek hiicre / doku biyouyumluluguna sahip olmali, patojenik reaksiyonlari

tetiklememeli,

> Ilk mekanik 6zelliklerini korumali, gézenekler, kanallar ve aglar gibi doku

yapilarinin ¢ékmemesi icin kisa siireli stabiliteye sahip olmali, yani 3B
basilabilir olmali,

» Hiicrelerin baglanma, ¢ogalma ve fonksiyonlari i¢in uygun ortam olusturmali,

> Implante edildiklerinde, hiicresel ve fizyolojik siireclerle ydnlendirilen

hiicrelerin, kendi hiicre dis1 matrikslerini iiretmesine izin verecek sekilde
biyolojik olarak pargalanabilir olmali,

> Iskeleler, hiicresel penetrasyonu, besinlerin ve oksijenin infiltrasyonunu

saglamak i¢in birbirine bagl gozeneklere ve yiiksek gdzeneklilige sahip
olmalidir.

3B biyobaski alanindaki en biiyiik zorluklardan birisi, biyolojik malzemelerin
baski islemiyle uyumlulugunun diisiik olmasi ve aynit zamanda doku konstriiksiyonlar1
icin istenen mekanik ve fonksiyonel &zellikleri saglayamamasidir. Halen tamir ve
rejenerasyon i¢in rejeneratif tip alaninda kullanilan malzemeler, cogunlukla hayvan veya
insan dokularindan izole edilerek elde edilen dogal polimerlere ve sentetik polimerlere
dayanmaktadir [16,17].

1.2.1.1. Dogal polimerler

Dogal polimerler yenilenebilir kaynaklardan yani bitkilerden, hayvanlardan ve

mikroorganizmalardan iretilmekte, bu nedenle dogada yaygin sekilde bulunmakta ve



essiz, oldukca karmasik yapi gesitliligi sergilemektedir [18]. Dogal polimerlerin 3B
biyobaski ve diger doku miihendisligi uygulamalari i¢in avantajlari, insan hiicre disi
matriksine benzerlikleri ve dogal biyolojik aktiviteleridir. Kolajen, jelatin, hyaliironik

asit, elastin, seliiloz, aljinat, kitosan dogal polimerlerdir.

1.2.1.2. Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, belirli uygulamalara uyarlanabilecek sekilde fiziksel
ozelliklerle tasarlanabilirler. Sentetik polimerlerin kullanimindaki zorluklar arasinda
zayif biyouyumluluk, toksik bozunma {iriinleri ve bozunma sirasinda mekanik
ozelliklerin kayb1 bulunmaktadir. Genellikle sentetik polimerlerin modifikasyonu ile elde
edilen yar1 sentetik polimerler kullanilmaktadir. Poli(glikolik)asit, poli(laktik)asit,
poli(etilen glikol), poli(kaprolakton) sentetik polimerlerdir [6].

1.2.1.3. Kompozit karisimlar

Kompozit biyomalzemeler, iki veya daha fazla sayida farkli polimerlerin bir araya
getirilmesi ile elde edilmektedir. Biyomiirekkebin biyouyumlulugunu arttiracak bir dogal
polimerin yaninda, yapisal mukavemetini arttiran farkli bir polimer kullanimi1 yaygin
olarak uygulanmaktadir [19].

Biiyiik ilag molekiilleri, oral yoldan verilmesi sonucu gastrointestinal kanaldan
gecerken enzimler tarafindan yiiksek oranda tahrip ya da yok edilirler. Ayrica, bu tiir
molekiiller enjekte edilselerde viicut tarafindan tahrip edilmekte, etki siireleri ve degerleri
azalmaktadir. Yakin tarihe kadar molekiillerin biyouyumlu polimerlerden yavasca
salinamayacag1 inanct mevcuttu [20]. 1989'da ABD Gida ve Ilag¢ idaresi (FDA) yavas
yavas bir peptidi serbest birakan ilk sistemi onaylamistir. Sistem, yaklasik 1200 Da
molekiiler agirliga sahip olan luteinlestirici hormon (LHRH) analoglarini yavasca serbest
birakan polimer mikrosferlerdir. Gelismis prostat kanseri, endometriozis ve erken
ergenlik tedavisinde en yaygin kullanilan bir sistemdir. Bu hormon oral veya enjeksiyon
yoluyla verilirse viicutta tahribata ugramaktadir. Fakat bir polimer matrisine
yerlestirildiginde, salim 4 ay boyunca devam etmektedir [21,22]. 1970'lerde genetik
miihendisligi alan1 ortaya ¢ikmis ve dnemli miktarda biiyiik molekiiler agirlikli ilaglarin
iiretimi miimkiin olmustur. Bu ilaglarin tahrip olmadan hedef dokuya teslimi i¢in tastyict
sistemler iizerinde durulmus ve biyopolimerlerle yogun sekilde ¢aligilmistir. Ayrica
ilaglarin nazal emilimlerini, kornea penetrasyonlarini arttirmak gibi fikirler agiga ¢ikmis

ve ¢aligmalara agirlik verilmistir [23,24].



Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda kolajen dogal polimeri ve
karboksimetilseliiloz yar1 sentetik polimeri kullanilmis, sentezlenen lidokain molekiiler

basilmis nanopartikiilleri polimer matriksine gomiilerek 3B basimi yapilmuistir.

1.2.1.4. Kolajenin yapist ve onemi

Kolajen ¢ogu durumda iki o1 zincirinden ve bir o2 zincirinden olusan bir
heterotrimer molekiiliidiir. Molekiil uzunlugu yaklasik 300 nm, genisligi yaklasik 1-5 nm
arasinda olup, her zincir 1000'den fazla amino asit bilesimine sahiptir. Bir N-terminal
ticlii olmayan sarmal alan (N-telopeptid), merkezi bir {iglii sarmal alan ve bir C-terminal
t¢li olmayan sarmal alan (C-telopeptid) olmak iizere ii¢ alana sahiptir. Merkezi ti¢li
sarmal alan, toplam molekiiliin yaklasik %95'ini olusturmaktadir. Sekil 1.3’de goriilen
ticlii sarmal alan, ¢ogunlukla X'in bir prolin, Y'nin bir hidroksiprolin ve Gly’nin glisin
oldugu Gly-XY tekrarlarinin mevcudiyeti nedeniyle miimkiin kilinmaktadir. Her iig
pozisyondaki glisin tekrar1 yapinin dogru olusumu igin gereklidir [25,26]. Gly-XY
tekrarlarinin prolin ve lizin kalintilar1 ¢ogu =zincirde hidroksile edilir ve bu

hidroksilasyonlar kolajen sarmalin stabilitesini saglamaktadir [27].
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Sekil 1. 3. Kolajenin ti¢lii sarmal yapist

Simdiye kadar yaklasik 28 kolajen tiirii tantmlanmigtir. Bunlar arasinda en yaygin

olanlar1 Tablo 1.1.’de verilmistir.



Tablo 1.1. Kolajen tiirleri

Kolajen Ailesi Uyeler
Fibril Olusturan Kolajenler Kolajen tip I, 11, 111, V, XI, XXIV ve XXVII
Mikrofibriler Kolajen Kolajen tip VI
Bazal Membran Kollajen Kolajen tip IV
Kisa Zincirli Kolajenler Kolajen Tip VIII ve X
Transmembran Kolajenler Kolajen tip X1, XVII, XXIII ve XXV

Kolajen, tiim omurgal1 viicut proteinlerinin yaklasik tigte birini olusturmaktadir
ve hiicre dis1 matriksin (ekstra selliiler matriks) birincil bilesenidir. Kemik, deri, tendon,
ligament, sklera, kornea ve kan damarlarindaki ana proteindir. Tip I kolajen, kemigin tiim
kolajen igeriginin yaklasik %95'ini ve kemikte bulunan toplam proteinlerin yaklasik
%80'in1 olusturmaktadir. Kolajen molekiilleri, biyolojik olarak c¢oziinebilir, zayif
antijenik, biyolojik olarak uyumlu ve kendinden organize olarak fibril olusturma
ozelliklerine sahiptir [28]. Ekstrakte edilen kolajende, bu dogal organizasyonun tahrip
olmas1 nedeniyle, mekanik 6zellikler ve stabilite dogal durumundan daha diisiiktiir. Bu,
biyoteknolojik uygulamalarda kolajen potansiyelini ciddi sekilde simirlandirmaktadir
[29,30].

Sekil 1. 4. Kolajen proteinlerinin kendiliginden ¢apraz baglanmasi

Kolajenin modern bir biyomateryal olarak kullanilmasi, 1881 yilinda modern bir
ameliyat kuran Joseph Lister ve eski 6grencisi William Macewen tarafindan, koyunun
ince bagirsagindan hazirlanmig biyolojik olarak parcalanabilen "catgut" olarak

adlandirilan siitlirlin avantajlar1 hakkinda bilgiler yayinlanmasi ile gerceklesmistir

[31,32].



Joseph Lister
(1827-1912)

catgut sitir

William Macewen
(1848-1924)

Gorsel 1. 1. Joseph Lister goriintiisii, Walter William Ouless'in yag/: boya tablosu (Wellcome
Kiitliphanesi'nin izniyle, Londra); William Macewen goriintiisii, Charles R. Dowell’in yagh
boya tablosu (Glasgow Kraliyet Hekimler ve Cerrahlar Koleji izniyle); 1875 de hazirlanmus,

yag igerisindeki catgut (King’s Koleji izniyle, Londra) [32].

Kolajen protein ailesi, doku ve organlarin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.
Bir¢ok hiicre yiizeyi proteini, kolajene baglanmaktadir. Hiicre-kolajen etkilesimlerine

dort farkl tiirde protein aracilik etmektedir:

e Pro-Hyp-Gly iinitesini igeren peptid sekanslarim1 taniyan reseptorler
(glikoprotein VI gibi),

e Phe-Hyp-Gly sekansina baglanan integrin reseptorlerinden discoidin domain
reseptor 1 ve 2,

e Kolajen igindeki sifreli motifleri tantyan integrin reseptorleri,

e Kolajen olmayan alanlar igin afiniteye sahip reseptorler [33], seklinde

soylenebilmektedir.

RGD (arjinin-glisin-aspartik asit) sekansi veya benzer bir integrin tanima sekansi
iceren birgok protein, hem kolajene hem de integrinlere baglanip, hiicre yapigsmasini ve
proliferasyonunu tesvik edebilmektedir [34].

Kolajenin bu ozelliklerinden kaynakli olarak, capraz baglanmis kolajen yapi
iskeleleri hastalikli, hasarli organlarin yenilenmesini veya onarimini tegvik etmek i¢in

rejeneratif tipta kullanilmaya devam etmektedir [35].



1.2.1.5. Karboksimetilseliiloz

Selilloz tiirevlerinden, anyonik, suda ¢oziiniir, non-toksik bir polimerdir.
Yapisindaki karboksil gruplar ile biyoyapiskan, pH duyarl ve jel olusturucu 6zelliklere
sahip olmasi, ilag dagitimi ve diger biyomedikal arastirmalarda yaygin olarak

kullanilmastyla sonuglanmustir [36,37].
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Sekil 1. 5. Karboksimetilseliilozun yapist

1.3. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi, belirli dalga boylarinda molekiillerin
dairesel spektrumlarini 6l¢en spektroskopik bir yontemdir. Polarize 151k, tek bir diizlemde
titreserek ilerleyen 1s18a denmekte ve birbirine dik iki dogrusal polarize bilesenin
toplamidir. CD, dairesel polarize 15181n sola dogru olan absorpsiyonu ile polarize 1s1gin
saga dogru olan absorpsiyonu arasindaki farka denmektedir. Kiral molekiillerde, dairesel
polarize 11k farkli sekilde absorplandigindan, CD spektrumunun elde edilebilmesi igin

kiral bir molekiiliin varlig1 gerekmektedir [38].

Asagida verilen 1.1 esitliginde;

A, dalgaboyu, A polarize 15181n absorbansi, AA polarize 151g1n sola dogru olan
absorpsiyonu ile polarize 15181n saga dogru olan absorpsiyonu arasindaki farktir.

AA (M) = A (M) sol yonlii polarize 151k—A (A) sag yonlii polarize 151k (1.2)

CD spektroskopisi, proteinlerin ikincil yapilarmi, sicakligin  ve pH
degisikliklerinin nasil etkiledigini ve proteinlerin diger molekiillerle olan etkilesimini
aydinlatmak i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Spektrumlar ile proteinlerin ikincil
yapilarinda olan a-heliks ve B katlanmalarinin, proteinlerin tersiyer yapisindaki aromatik
gruplarin varligiyla ilgili bilgiler elde edilmektedir. Proteinlerin konformasyonel
degisikliklerinin ifadesinde CD spektroskopisi biiylik énem tasimaktadir. En sik, CD
spektroskopisinin proteinlerin ikincil yapisinin tayininde kullanildigi goriilmektedir.
Ayrica; sicaklik veya denatiire edici ajanlar varliginda proteinin ikincil yapisinin nasil
degistigini incelemek i¢in de kullanilmaktadir. Uzak UV bolgesinde (170-260 nm), peptit
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baglantilarina ait spektrumlar elde edilirken, yakin UV bdlgesinde (240-360 nm) ise,
aromatik amino asit yan zincirler (triptofan, tirozin ve fenilalanin) ve disiilfiir baglarinin
spektrumlari elde edilmektedir [39].

Yapilan tez ¢alismasinda koyun derisinden izole edilen Tip 1 kolajenin ikincil

yapisinin analizi CD spektroskopisiyle yapilmustir.

1.4. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Enzim-substrat veya antijen-antikor sistemlerindeki biyolojik etkilesimlere
molekiiler tanimaya dayanilarak karar verilmekte ve bunlar ¢ogunlukla anahtar kilit
mekanizmalar olarak tanimlanmaktadir. Arastirmacilar bu genel konsepti, molekiiler
olarak basilmis polimerleri (MIP) sentezlemek icin baski teknolojisinde ve bu yaklasima,
son derece spesifik baglanma gerektiren uygulamalarda kullanmislardir. MIP'ler,
biyolojik ayristirmalar, teshis deneyleri, biyosensorler ve biyokataliz ig¢in
biyomateryallere tamima ve 0Ozgiilliigiin gerceklestirilmesinde uygulanmistir. Bu
biyomimetik polimerlerin, hedef Kitleleri arasinda biiyiik bir segicilik ile etkilesime
girdigi gosterilmistir [40,41].

MIP'lerin uygulanmasi diisiik iiretim maliyeti, zorlu islem kosullarinda kararlilik
(pH, sicaklik ve organik ¢oziiciiler) ve dogal reseptorlere benzer miikemmel tanima
Ozellikleri nedeniyle One ¢ikmaktadir. Polimerler, bir hedef bilesik ile spesifik
etkilesimler i¢in baski teknigi kullanilarak sentezlenmektedir. MIP'ler, hedef bilesik i¢in
secici baglanma bolgelerine sahip mithendislik malzemeleridir [42—46].

Temel olarak, hedef bilesik ve fonksiyonel monomer arasinda kovalent, kovalent
olmayan ve yar1 kovalent etkilesimlere dayanarak {i¢ tip molekiiler baski teknigi vardir
[47]. Kovalent baski tekniginde polimerizasyon, hedef molekiil ile alkol, diol, aldehit,
keton, primer amin veya karboksilik asit fonksiyonel gruplarina sahip monomerler
arasinda kovalent bag olusumunu igerir [48]. Yikamadan sonra, baglar hidrolize edilir ve
baglama bolgelerinde kalan fonksiyonel gruplar, hedef molekiille birlikte kovalent baglar
yeniden kurma egilimine sahiptir. Kovalent olmayan baskilama teknigi, dogal olarak
meydana gelen tanima mekanizmalarina benzer ve MIP hazirlama i¢in en yaygin
yontemdir [49]. Bu teknik, polimerlesme sirasinda monomer ve hedef molekiil arasinda
meydana gelen iyonik, dipol-dipol, n-m gegisleri, van der Waals, elektrostatik veya
hidrojen baglar1 gibi etkilesimlere dayanir. Yar1 kovalent baski teknigi ise, kovalent

olmayan ve kovalent baski1 tekniklerinin avantajlarin birlestirir [50]. Burada fonksiyonel
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monomer ve hedef molakiil etkilesimi, polimerizasyon asamasindan once kovalent
etkilesim iken, polimerizasyon asamasinda kovalent olmayan etkilesimler yoluyla
gerceklesmektedir.

Tez kapsaminda, lidokain molekiiler basilmis nanopartikiiller miniemiilsiyon

polimerizasyonu ile sentezlenmistir.

1.4.1. Lidokain

2-dimetilamino-N-(2,6-dimetilfenil) asetamid olarak bilinen Sekil 1.6’da goriilen
lidokain, lokal anestezik bir 6zellik sergilemektedir. Ayrica; miyokard infarktiisiiniin
ventrikiiler tagikardisinin tedavisinde basariyla uygulanmaya devam etmektedir. Agriyi
azaltmak i¢in en yaygin kullanilan lokal anestezikler ve periferik analjeziklerden biridir
[51-53]. Yapisindaki amid grubu, sodyum kanalinda aktif Phe-1764 ve Tyr-1771
kalintilar1 ile 1:1 oraninda etkilesime giren ve sodyum iyonlarinin voltaj kapili
kanallardan ge¢mesini onleyen bir gorev gormektedir. Bu nedenle lokal néronlar bloke

edilir ve agri sinyalleri beyine iletilememektedir [54].

T

Sekil 1.6. Lidokainin molekiiler yapisi

Verimli bir analjezi i¢in, kisa bir etki siiresi saglanmali ve ilag hizli hareket
etmelidir. Bu nedenle, daha yiiksek biyoyararlanim ve cilt gecirgenligi saglayan ilag
tastma sistemlerinin  gelistirilmesi  biiyilk O6nem tasimaktadir. Nanopartikiiller,
¢oziniirliigl diisiik ilaglar ig¢in ara¢ olarak hareket edebilmekte, ilag giivenligini ve
dengesini artirabilmektedir. Ayrica hedef bolgede onemli sistemik dagilim olmadan

yiiksek ila¢ derisimi verebilme potansiyeline sahiptirler [55].
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1.4.2. Miniemiilsiyon Polimerizasyonu

Miniemiilsiyon polimerizasyonu, monomer ve bu monomerin ¢dziinmedigi ya da
cok az ¢ozindiigli dagitma ortami siklikla sudan olusan bir sistemde meydana
gelmektedir. Monomerin ortamda dagitilmas: ve polimerizasyon sonunda emiilsiyon
triiniiniin kararliligr i¢in emiilsiyon yapict maddeler (emiilgator/siirfaktan) ve suda
¢oziinen baslaticilar kullanilmaktadir. Emiilgator sulu fazda dagilirken, baslatici da sulu
fazda ¢oziinmektedir. Emiilgatorler, hem hidrofilik hem de hidrofobik kismi bulunan
(Sekil 1.7), sabun olarak da bilinen molekiillerdir. Apolar hidrokarbon zincirleri su
molekiilleri ile ¢ok az etkilesime girerken, polar hidrofilik bas gruplar su molekiilleri ile
dipol veya iyon-dipol etkilesimleri yapmaktadirlar. Suda ¢oziinebilen emiilgatorler, su
molekiilleri ile kuvvetli etkilesim i¢inde olduklarindan, su molekiilleri arasindaki hidrojen
bagi, hidrokarbon zincirini suyun disina sikistirmakta olup meydana gelen yapida bu
zincirler hidrofobiktir. Sulu ¢6zeltilerde belli bir derisimde bulunduklarinda, emiilgator
molekiillerinin hidrokarbon zincirleri igeriye dogru yonlenip, hidrofilik bas gruplar1 da
sulu ortamda etkilesmesi i¢in disarida kalacak sekilde kiimelesecektir. Bu kiimelere
‘misel’ ad1 verilmektedir. Emiilsiyon polimerizasyonunda en sik kullanilan emiilgator
sodyum dodesilsiilfattir. Bu yapilarindan dolay1 sinirhi ¢oziiniirliige sahiptirler ve iki faz
arasinda olan yiizey gerilimini de azaltmaktadirlar. Minimiilsiyon polimerizasyonu
yontemi ile, yiliksek polimerizasyon hizinda ve yiiksek molekiil agirligina sahip polimer

uretimi mimkin olabilmektedir.

W.

hidrofobik kuyruk hidrofilik bas

Sekil 1. 7. Emiilgatér molekiiliiniin yapisi

Polimerizasyon baglamadan once, sulu faz i¢erisinde dagilmis durumda olan biiyiik
monomer damlalar1 mevcuttur. Emiilgator, su ile monomer fazi arasinda bir emiilsiyon
olusmasm saglamakta ve kararli kilmaktadir. Ozellikle suda ¢oziinmeyen bilesiklerin,
misellere hareket ederek emiilgatdr c¢ozeltisinde ¢Oziinmesi saglanabilmektedir.
Polimerizasyon, baslaticinin termal olarak pargalanmasi ve olusan serbest radikallerin,

misellere adsorplanan monomer molekiilleri ile dimer ve trimer yapisinda yeni radikaller
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meydana getirmek {izere reaksiyona girmesiyle devam etmekte ve sonug olarak, polimer
misel i¢inde olusmaya basglamaktadir. Polimer taneciklerinin yiizeylerine misellerin
adsorblanmasiyla, ¢ozeltideki emiilgator derisimi kisa siirede kritik misel derisiminin
altina diismekte ve bu derigsimin altinda aktif olmayan miseller kararsiz hale gecerek sulu
fazda dagilmaktadirlar. Polimerizasyonun geri kalan kismi ise olusan polimer
taneciklerinin icinde gergeklesir. Polimerizasyon sonunda, emiilgatér molekiilleriyle
kararliligi saglanmig, sonikasyon ile mikro boyutlara ulasilan, polimer taneciklerinin

dispersiyonu bi¢iminde bir emiilsiyon sistemi elde edilmektedir [56-61].

—* Sonikasvon ucu

Sonikasvon siiresi

L J

Sekil 1. 8. Miniemiilsiyon sonikasyon siirecinin sematik gésterimi

1.5. Periton ve Yapisi

Karin boslugunu ve karin boslugunda bulunan organlarin yiizeyini Orten serdz
zara periton denmektedir ve viicudun en biiyiik ser6z membrani 6zelligi tasimaktadir.
Karmm boslugu ylizeyini Orten zar olan paryetal periton, kesinti yapmadan organ
ylizeylerini visseral periton adini alarak kaplamaktadir. Yiizey alani yetiskinlerde
yaklasik olarak 2 m?’dir. Erkeklerde karin boslugu dis ortama kapalidir, kadinlarda ise
fallop tiipleri ile peritoneal kavite dig ortama baglamaktadir. Periton boslugunda, transiida
karakterinde yaklasik 50 mL kadar serbest sivi bulunmakta ve igerigi, normal dansitesi
1010 gmL™ *den az, protein derisimi 3 gdL"’nin altinda, mm®'te hiicre sayis1 3000°den
diisiiktiir. Peritonun yilizeyini mezotel hiicreler kaplamakta ve interselliiler baglarla
birbirine baglanmig bir katman olusturmaktadir. Mezotelin altindaki derin katmanda,

kolajen, elastik lifler, yag, retikulum hiicreleri ve makrofajlari i¢eren gevsek bag dokusu
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bulunmaktadir. Mezotel tabakasinda bulunan mikrovilluslarin su yakalama ve yiizeyi
yaglama Ozellikleri siirtiinmeyi onlemektedir. Peritonun esas islevi, karin i¢i organlarla
karin duvari arasinda zararli olmayan bir temas ylizeyi saglamaktir. Ayrica, visseral
periton katlantis1 olan omentumun karin i¢i enfeksiyonlarini lokalize etme fonksiyonu
vardir [62,63].

Adezyon olugmasi veya engellenmesinde rol oynayan peritonun iki ozelligi
bulunmaktadir. Birincisi, peritonun ¢ok ince ve hassas bir yapiya sahip olmasi, diger
ozelligi ise, uniform sekilde ve hizla epitelizasyona ugruyor olmasidir. Ince ve hassas
yapisi, olusan travma karsisinda periton yiizeyinin ¢ok duyarli olmasina sebep olurken,
hizla reepitelizasyona ugruyor olmasi, bu 6zelliginden dolay1 travmanin buytkligi
onemini yitirmektedir. Peritonda bir travma olustugunda, tiim yiizeyin ayni anda epitelize
olmaya baslamasi, deri yaralarinda oldugu gibi kenarlardan derece epitelize olmadigi

ortaya konmustur [64].

1.6. Adezyon Olusumu

Cerrahi islemler adezyonlarin ana sebebidir ve yiiksek oranda batin operasyonlari
sonrast gelismektedir. Adezyon gelisimi sonrasi, kadinlarda infertilite, bagirsak
obstriiksiyonlari, kronik pelvik agri1 en sik goriilen komplikasyonlar arasindadir. Bu
komplikasyonlar ikincil bir operasyon gerektirmekte olup, halk sagligi tizerinde onemli
bir yiik olusturmaktir. Bu durum, basta cerrahi olmak tizere tip otoritelerinin 19. yiizyilin
sonlarindan itibaren bu konuyla yogun bir sekilde ¢alisma yapmalarimi saglamistir.
1960’11 yillara kadar yogun olarak temel teorik bilgilere dayandirilan adezyon onlenmesi

ile ilgili 6neriler, daha sonralar1 deneysel ve klinik ¢alismalara evrilmistir [65,66].

Adezyon olusumu (Sekil 1.9), ilk O6nce periton hasar1 ile baslayan bir dizi
fizyolojik olaylar sonucunda meydana gelmektedir. Olusan hasar ilk dort saatte notrofiller
tarafindan kaplanmakta ve tam iyilesme yaklagik bir haftada ger¢eklesmektedir.
Mezotelyal hiicreler doku plazminojen aktivatorlerinden (tPA) zengin olduklar igin
periton boslugunda biriken kan pihtilagsmamaktadir. Bu fibrinolitik etki periton iltithabinin
engellenmesinde de rol oynamaktadir. Adezyon olusumunun patofizyolojisinde kanama
durumundan bagimsiz olarak, doku faktorii tarafindan aktive edilmis fibrinojenden
kaynaklanan fibrin pihtist yani fibrin gel matriks ile baglatildigi bilinmektedir. Fibrinojen,

¢oziliniir bir proteindir ve dokular arasinda bulunmaktadir. Trombin ile reaksiyona girerek

15



fibrin monomerlerini olusturma ve bu olusan fibrin, saglikli abdominal ortamda plazmin
gibi fibrinolitik enzimler tarafindan pargalanmaktadir. Mezotelyal hiicrelerde bulunan
tPA, cerrahi sonrast adezyon olusumunun engellenmesine kars1 6nemli bir dogal savunma
mekanizmasidir. Bu mekanizma, inaktif plazminojenden tPA araciligi ile aktif olan
enzimler olan plazmin ve iirekinaz doku plazminojen aktivatorlerin, fibrin jel matriksini
adezyon olusumuna etkisi olmayan fibrin yikim iiriinlerine dontistirmektedir. Fibrinolizis
yeterliyse, fibrindz adezyonlar lizise ugramakta, yeterli degilse adezyon gelisimine yol
acabilmektedirler. Fakat inflamasyon varliginda, fibrinolitik enzimler inaktif hale
gectiginden, fibroblastlar lokal olarak ¢ogalmakta, sonrasinda kalic1 adezyonlar meydana
gelmektedir. Ayrica adezyon olusumuna egilim kisiye 6zel bir durumdur. Beslenme
aligkanlig1, diabet, 16kosit ve fibroblast aktivitesini degisiklige ugratan hastaliklar gibi

bireysel durumlar adezyon olusumunda etkili olmaktadir [67—69].

Fibrincjenden Zengin Yetersiz Fibrinoliziz
Eksiidatif S digik tPA / PALIL
Fibrinolizis Adezif Band Olugumm
Plzzminecjen —
Fibrin
Plazmincjen > l
Altivatdrleri
yilksek tPA / Plazmin s
PALT oram
Fibrin Yikmm Uriinleri
Yeniden Normal

Mezotelizasyon | Iyilesme

Sekil 1. 9. Adezyon olusum mekanizmasi
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1.6.1. Adezyonlarin olusumunda rol oynayan faktorler
1.6.1.1. Cerrahi operasyonlarda doku hasari

Periton ¢ok ince ve hassas bir yapiya sahip olmasi nedeniyle travmalara agik
durumdadir. Cerrahi operasyonlarda kullanilan mekanik, termal, elektriksel uygulamalar
ve lazer yontemleri periton yiizeyindeki mezotel tabakada travmaya sebep olmaktadir.
Bundan dolay1, abdominal operasyonlarda cerrahi teknigin travmaya izin vermeyecek

sekilde segilmesi gerekmekte, hassas cerrahi teknikler uygulanmalidir [70].

1.6.1.2. Iskemi

Viicudun bir bolgesindeki kanlanmanin  yetersiz olmast iskemi olarak
adlandirilmaktadir. iskemi gelistiginde, hasarli bolge nekroze olmadan bu bélgede yeni
damarlanmalar olusmaktadir. Periton bdlgesinde iskemik bir durum olustugunda
omentum ve abdominal organlar, iskemik bolgeye ilk 3 saat i¢inde yaklasarak adezyonu
gelistirmektedirler. Gelisen adezyonun i¢inde yeni damarlanmalar araciligiyla iskemik
bolgenin beslenmesi saglanmakta ve hasarli bolge nekroza girmekten korunmaktadir

[71].
1.6.1.3. Periton bélgesinde fibrinolitik sistem yetersizligi

Iskemi ve inflamasyon durumlarinda tPA aktivitesi normal seviyede iken,
plazminojen aktivator inhibitorlerinin (PAI) saliniminda artis goriilmektedir. Bu durum
sonucu, fibrinolitik sistem aktivitesinde azalma olusmakta, fibrin matriksin lizise

ugrayabilmesi i¢in gerekli enzimler yeterince sentezlenememekte ve adezyon olusumu
tesvik edilmektedir [72].
1.6.1.4. Biiyiime faktorleri

Mezotel tabakanin hasar gormesi sonucunda, onarimi sirasinda makrofaj ve
lenfositler, fibroblast proliferasyonu ve kolajen olusumunu saglayan biiyiime faktorlerini
(PDGF, TGF-s, FGF) sentezlerler ve yapisiklik olusumu artmaktadir [73].

1.6.1.5. Enfeksiyonlar

Enfeksiyon durumunda var olan bakteriler, periton mezotelyal dokusuna zarar
veren enzimleri salgilayarak, doku hasari, iskemi ve iltihaplanmaya sebep olmakta ve bu

durum sonucunda yapisiklik olusumu tetiklenmektedir [74].

1.6.1.6. Ameliyat ipligi

Abdominal cerrahi operasyonlarda kullanilan dikis ipliklerinin adezyona yol
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actig1 yapilan deneysel ¢alismalarla kanitlanmistir. Ameliyat ipligi, periton bolgesinde
iskemi ve nekrozu artirarak fibrinolitik aktivitenin azalmasmna ve yabanci cisim
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Ayrica ameliyat ipligi lizerinde bulunan goézenekler,
bakterilerin yerlesimine olanak saglayarak enfeksiyonlarin da sebebi olabilmektedirler
[75].

1.6.1.7. Yabanci materyaller

Cerrahi miidahale esnasinda karin igine etkileyen herhangi bir yabanci cisim,
graniilasyon olusumuna sebep oldugu i¢in adezyon olusturmaktadir. Cerrahi eldivenlerin
pudralarinda bulunan magnezyum silikat ve magnezyum oksit, kullanilan tampon
bezlerden diisen pamuk parcaciklart ve 6zellikle fittk onariminda kullanilan meshler
adezyona sebep olan etkenlerdir. Literatiirde, cerrahi operasyon sonrasi olusan

adezyonlarin yaklasik %69’unda yabanci cisim varligi tespit edilmistir [76].

1.6.2. Adezyon olusumunu énleyici uygulamalar

Adezyonlarin 6nlenmesi i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmis fakat tamamen 6nleyen

bir formiil bulunamamistir. Genel olarak yaklagimlar;

» Cerrahi operasyonlarda peritoneal travmanin azaltilmasina yonelik
tekniklerin secilmesi,

» Farmakolojik olarak inflamatuar cevabin azaltilmasi, koagiilasyonun
inhibisyonu veya fibrinolizisin tesvik edilmesi,

» Normal iyilesme olusurken, yapisiklik gosteren dokularin ayrilmasi
seklindedir.

Baslangigta, fibrinolizin, plazmin, heparin ve fibrinolitik enzimler adezyon
olusumunu 6nlemek amaciyla yogun sekilde kullanilmis, klinik ve deneysel olarak
caligmalar1 yapilmistir. Son yillarda ise periton yiizeyler arasinda mekanik bariyer
caligmalarina agirlik verilmistir. Bu yaklasima agirlik verilmesinin sebebi uygulanisi
kolay, gérece ucuz ve peritoneal fizyolojiye uygun olmasi olarak gosterilmesidir [77,78].

Ideal bir mekanik bariyerin 6zellikleri;

» Reaktif olmamali,
> lyilesme asamalarinda etkisi devam etmeli,
» Yara iyilesmesine olumsuz etkisi olmamali,

» Kolay emilebilir olmali,
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» Bakteriyel liremeyi artirmamali,

» Kullanim1 kolay olmalidir.

Adezyon Onleyici bariyerler genel olarak ikiye ayrilmaktadir:

Bariyer soliisyonlar; kristaloidler, %32 Dextran 70, hyaliironik asit, hyaliironik
asit-fosfat tamponlu salin, karboksimetilseliiloz.

Sentetik solid bariyerler; otolog peritoneal transplantlar, politetrafluoroetilen,
okside-rejenere seliiloz, Seprafilm®, Sepragel®, Spraygel™ [79].

% Adezyon olusumunu engellemek amagli yapilan calismalardan bazilar1 su

sekildedir:

Poli-laktik asit (PLLA), poli(laktik-glikolik asit) (PLGA) ve polietersiilfon (PES)
polimerlerinden elde edilen nanolifli yiizeyler, fareler lizerinde adezyon bariyeri olarak
uygulanmis, insan mezenkimal hiicrelerinin nanolifli yiizeylere tutunmasinin in vivo
ortamda degerlendirilmesi yapilarak ticari adezyon Onleyici iiriin olan Interceed’e gore
daha etkin oldugu vurgulanmistir [80].

Kitosan alginat ve kalsiyum alginat nanolifli yiizeyler in vitro ve in vivo ortamlarda
adezyon bariyeri olarak birbiriyle kiyaslanmis, Kitosan alginathi yiizeyin adezyon
onlemede daha etkin oldugu tespiti yapilmistir [81].

Epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG) katkili PLGA polimerinden nanolifli
ylizeyler iiretilmis, yiizeylerin adezyonu engellemede katkisiz PLGA ylizeylere gore daha
etkin oldugu in vivo deneylerle gosterilmis ve ¢aligsmalar ticari bir bariyer olan Interceed
ile karsilagtirmali olarak gergeklestirilmistir [82].

Karboksimetil kitosan/karboksimetil seliiloz/kolajen polimerlerinden membran
hazirlanmis ve in vivo ¢aligmalar sonrasinda peritoneal adezyonu 6nledigi vurgulanmistir
[83].

Ayrica klinikte kullanilan FDA onayli adezyon onleyici iki {iriin bulunmaktadir.
Bunlardan birisi olan Seprafilm, hyaluronik asit ve karboksimetil seliiloz polimerlerinden
olugan, EDC/NHS ile ¢apraz bagli, hidrofilik, biyobozunur bir membran bariyeridir.
Diger adezyon onleyici ticari iirlin Interceed, okside rejenere seliillozdan olusan

hemostatik bir ajandir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Yapilan caligmada kullanilan kolajen tip 1 izolasyonu i¢in kullanilan, n-biitanol,
pepsin, asetik asit, kullanilan 50k Amicon Ultra-15 santrifiij filtresi Sigma Aldrich’ten
tedarik edilmistir.

Lidokain molekiiler bellekli nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan lidokain,
metakrilik asit (MAA), etilenglikol dimetakrilat (EGMA), sodyum dodesilsiilfat (SDS),
sodyum hidroksit (NaOH) Sigma - Aldrich (ABD) tarafindan, heksadekan, metanol
(MeOH), etanol (EtOH), potasyum bromiir (KBr) Merck (Almanya) tarafindan,
2,2'azobis-(2-metilpropionitril) (AIBN) Fluka tarafindan, asetik asit Kimetsan (Tirkiye)
tarafindan, asetonitril, Carlo Erba (Fransa) tarafindan tedarik edilmistir.

Biyomiirekkebi olusturan biyomalzemenin hazirlanmasi ve capraz baglanmasi
i¢in kullanilan karboksimetilseliiloz (CMC), N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimit (EDC), sitrik asit Sigma Aldrich’ten tedarik edilmistir.

Deneysel caligmalar sirasinda kullanilan cihazlar, Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1. Kullanilan cihazlar

Cihazlar Firma
Mikroplaka Okuyucu BioTek Synergy H1, Amerika
Etiiv Innovens, Jouan, Amerika
Fourier Doniisimlii Kizilotesi (FT-IR) PerkinElImer Spectrum 100
Spektrometresi
EnvisionTEC 3D-Bioplotter® Developer Series, 4. nesil
Liyofilizatér Labconco, Freezone, Amerika
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Zeiss Ultra Plus, Almanya
CD Spektrofotometresi Chirascan™ Plus (Applied Photophysics),
Ingiltere
Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi HPLC Agilent 1100 serisi
(HPLC)

2.1. Kolajen izolasyonu

Kolajenin koyun derisinden izolasyon prosediirii asamalari 4°C sicaklikta
gerceklestirilmistir. Prosediir asamalar1 su sekildedir:

Kolajen izolasyonu igin kullanilacak koyun derisi yerel kaynaklardan tedarik
edilmis, 4°C’de soguk zincir ile tasinmis ve kullanim zamanina kadar -20°C’de muhafaza
edilmigtir. Deriler yaklagik 1 X 1 cm pargalara kesilmis, her bir parca bol su ile iyice
temizlenmistir. Tiiyler ve yagl doku bistiiri yardimiyla deriden uzaklastirilmistir. 100 g
deri tartilarak mikroorganizmalarin ¢ogalmamasi igin 10 dakika etanol ile yikanmus,

izolasyon i¢in hazir hale getirilmistir.
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Hazirlanan 100 g deri pargalari uygun behere alinarak, kolajen olmayan
dokular1 uzaklagtirmak i¢in 600 mL 0,1 M NaOH alkali ortaminda ve 4°C’de 2 giin
karismaya birakilmigtir. Her 6 saatte 0,1 M NaOH alkali ¢6zeltisi tazelenmistir. Deri
parcalar1, pH notr olana kadar soguk distile su ile yikanmustir.

Minerallerin uzaklastirilmasi amactyla deriler 0,5 M 600 mL EDTA-Na ile 2 giin
karistirtlmistir.  Deri pargalari tekrar uygun bir behere alinip yaglarin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢gin 600 mL %10 n-biitanol (v/v) ortaminda 48 saat karismaya
birakilmistir. %10 (v/v) n-biitanol her 6 saat aralifinda yenisiyle tazelenmistir. Deri
parcalari, bol distile su ile yikanmustir.

Deri pargalart %1 (w/v) pepsin iceren 0,5 M 600 mL asetik asit icerisinde
kolajenin sindirimi i¢in 7 giin karistirilmstir.

7. giiniin sonunda deri pargalar siiziilmiis, elde edilen viskoz siiziintii hacmi
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen viskoz s1vinin tuz derisimi 2 M olacak sekilde NaCl ile muamele
edilmigtir. Bu iglem 2 giin siirdiiriilmiis ve kolajenlerin tuz ile ¢oktlirme islemi
saglanmistir. Santrifij tiiplerine alinan viskoz sivi, 13000 g hizinda 30 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen pelet 0,5 M asetik asit igerisinde vorteks
yardimiyla ¢ozlindiiriilmiistiir.

Tuzlarin uzaklastirilmast i¢in, 50k Amicon Ultra-15 santrifiij filtresi ile
ultrasantrifiij islemi 4000 rpm hizinda 4°C’de 1 saat ve 4 kez tekrar edilerek
sirdiiriilmiistiir. 4 saatin sonunda toplanan 80 mL kolajen ornegi karakterizasyon

islemlerinin yapilmasi i¢in 4°C’ye kaldirilmstir.

2.1.1. Kolajen karakterizasyonu

Kolajen karakterizasyon iglemleri, Sirius Red boyasi ile kolajen miktar tayini,
Fourier Doniisim Kizil6tesi (FTIR) ile fonksiyonel grup tayini, Dairesel dikroizm
spektrumu (CD spektrumu) ile ikincil yap1 analizi ve Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid
jel elektroforez (SDS-PAGE) ile boyut analizi seklinde yapilmustir.

Sirius Red kolajen miktar tayini, Keira vd. [84] uyguladigi metoda gore
gerceklestirilmistir. Direct Red 80 Sirius Red boyasi son derisim 50 uM (69 ugmL™)
olacak sekilde 0,5 M asetik asit icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Ependorf tiiplerine alinan 0,5
M asetik asit icerisinde ¢oziindiiriilen 100 pL kolajen ¢ozeltisi tizerine 1 mL Sirius Red
boyasi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis, 30 dakikanin sonunda

30.000 g’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra iist fazdan ornek alinarak
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mikroplaka okuyucuda 540 nm’de absorbans Ol¢iilmiis ve sirius red boyasinin azalan
miktarina gore kolajen miktar: belirlenmistir.

FT-IR ile fonksyonel grup analizi i¢in 4 mL kolajen ¢ozeltisi alinarak
¢ozliclisiinlin uzaklastirilmast icin liyofilize edilmistir. Elde edilen siingerimsi yapidaki
kolajen toz haline getirilerek, etiivde su igeriginden uzaklastirilmis KBr ile muamele
edilip cihaza yerlestirilmis 400-4000 cm™* araliginda 6l¢iim yapilmustir.

UV-Vis spektrumu, Kolajen 6rnegi 1:75 oraninda 0,5 M asetik asit ile seyreltilerek
210-600 nm dalga boylar1 arasinda 6l¢iimii yapilarak elde edilmistir.

CD spektrum analizi 180-300 nm araliginda, 20 nm bant genisligi ile oda
sicakliginda 0. 1mm 151k yollu Hellma Analytics kuvars kiivet kullanilarak elde edilmistir.
Kolajen 6rnegi 0.1 mgmL™ olacak sekilde 0.5 M asetik asit ile seyreltilerek 6l¢iim
yapilmustir.

Koyun derisinden elde edilen tip 1 kolajen 6rneginin boyut analizi ve safliginin
belirlenmesi i¢in Laemmli, (1970) metodu kullanilmistir. Bu ¢alismada, %7,5’1lik ayirma

ve %4’lik yiikleme jeli kullanilmistir (Tablo 2.2.).

Tablo 2. 2. SDS-PAGE jel icerigi

%7,5 Ayirma Jeli
Bilesen Miktar
H>0 5mL
Akrilamid/N, N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 2,5mL
1,5 M Tris (pH:8,8) 2,5mL
%10 (w/v) SDS 0,1 mL
%10 (w/v) amonyumpersiilfat (APS) 100 uL
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 10 uL
%4 Yiikleme Jeli
Bilesen Miktar
H>O 3mL
Akrilamid/N, N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 0,67 mL
0,5 M Tris-HCI (pH:6,8) 1,25 mL
%10 (w/v) SDS 50 L
%10 APS 50 uL
TEMED 5puL
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0,5 M asetik asit ile ¢oziindiiriilmiis 15 pL kolajen 6rneginin tizerinde 15 pL 4x
SDS-PAGE yiikleme boyasi eklenmistir. Kolajen proteininin denatiirasyonu i¢in érnek
95°C°de 10 dakika bekletilmis, 15 uL alinip kuyucuklara yiiklenmistir. Ornekler ayirma
jeline yiiriitillene kadar elektroforez sisteminden 20 mA akim gegirilmis, ayirma jelinde
akim 30 mA yiikseltilerek islem devam ettirilmistir. Yirtitme islemi tamamlandiktan
sonra jel 30 dakika fiksatif ¢ozeltisi ortamina alinmig ve 50 rpm’de ¢alkalanmaya
birakilmigtir. 30 dakikanin sonunda fiksatif ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmis ve boya
cozeltisi eklenerek 1 gece 50 rpm’de calkalanarak jel boyamaya birakilmistir. Boya
¢ozeltisinden alinan jele, proteinlere ait bantlarin goriintiilenmesi i¢in belirli araliklarla

yikama cozeltisi eklenmis ve belirli periyotlarda degistirilmistir.

2.2. Lidokain Molekiiler Baskili Nanopartikiillerin Sentezi

Lidokain baskili nanopartikiillerin  (MIP) sentezi kisaca miniemiilsiyon
polimerizasyon teknigi kullanilarak su sekilde gerceklestirilmistir:

Ik adimda MAA (1.72 mmol), EDMA (6.8 mmol), 75 uL heksadekan ve 25 mg
AIBN'den olusan organik faz hazirlanmustir. ikinci asamada, hedef bilesik lidokain (0.5
mmol) ve SDS'den (40 mg) olusan sulu faz 20 mL deiyonize su i¢inde hazirlanmustir. Bir
sonraki adimda, miniemiilsiyon elde etmek i¢in organik faz yavas yavas sulu faza
eklenmistir. Karisim once 1 dakika boyunca ultrasonik banyoya alinmis ve sonrasinda bir
prop uglu homojenizator kullanilarak homojenlestirilmistir. Polimerizasyon, 65°C'de 24
saat kesintisiz ¢alkalama ile devam etmistir. Polimerizasyon tamamlandiginda, hedef
molekiil lidokain, polimerin metanol/asetik asit (4:1, v/v), metanol/su/5.0 M sodyum
hidroksit (5:3:2, v/v/v) metanol/asetik asit/su (8:1:1, v/v/v) ile yikanmasiyla yiiksek
oranda ¢apraz baglanmis polimerik yapidan ¢ikarilmis ve metanol sonra deiyonize su ile
yikanmigtir. Son olarak, sentezlenen baskili nanopartikiiller, vakum altinda 40°C 'de
Kurutulmustur. Lidokain molekiiler baskilanmamis nanopartikiillerin (NIP) sentezi,
lidokain kullanmadan ayni protokolii uygulayarak gerceklestirilmistir. Lidokain MIP

sentezi, Sekil 2.2.'de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2. 2. Lidokain molekiiler baskili nanopartikiillerin sentezi

2.2.1. Lidokain molekiiler baskili ve baskisiz nanopartikiillerin karakterizasyonu

FT-IR ile fonksiyonel grup analizi i¢in, yaklagik 2 mg kurutulmus MIP ve NIP

nanopartikiilleri ve 100 mg KBr peleti hazirlanarak 400-4000 cm™ araliginda 6lgiim
yapilmugtir.
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Hazirlanan nanopartikiillerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak da incelenmistir. SEM analizleri i¢in numuneler analizden 6nce oda
sicakliginda kurutulmus; MIP ve NIP nanopartikiilleri SEM analizi 6ncesinde 2 dakika
boyunca altin ile kaplanmistir. Nanopartikiiller daha sonra SEM cihazinda numune

tutucuya yerlestirilip, gortintiileme i¢in farkl biiylitmeler uygulanarak taranmistir.

Lidokain baglanma c¢alismalari, 5, 10, 25, 50, 100 (ugmL™) derisimlerinde 5 mL
stok ¢ozeltileri, 5 mg MIP nanopartikiillerine ilave edilmis ve 37°C'de 24 saat karismaya
birakilmigtir. Ardindan, ¢ozeltiler 10000 rpm'de 10 dakika santrifiije tabi tutulmus ve
nanopartikiillerin ayrilmasindan sonra, siipernatant alinarak 263 nm dalga boyunda
HPLC-UV sistemi ile analiz edilmistir. Biitlin ¢alismalar ayn1 kosullarda NIP
nanopartikiilleri i¢in de tekrarlanmistir.

HPLC analizlerinde, mobil faz olarak %1 asetik asit igeren 20:80 (v/v)
metanol/deiyonize su kullanilmistir. Analitik kolon Cig kolonu olup (5.0 um, 150x4.0
mm), analiz sirasinda izokratik eliisyon uygulanmistir. Enjeksiyon hacmi ve akis hizi
degerleri sirastyla 10 uL ve 1.5 mLmin? idi.

Hazirlanan MIP ve NIP’lerin hedef bilesik lidokaine karsi lidokain baglama
kapasitesi, asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Q =(Co—Ct) VIm (2.1)

Denklem 2.1.’de Q baglanma kapasitesi (ngmg?), Co lidokainin ilk derisimi
(ugmL?), C; lidokain'in denge derisimi (ugmL™), V numune hacmidir. m ise MIP ve
NIP'nin kiitlesidir (g).

MIP ve NIP’lerin lidokaine kars1 baglama denge sabitleri ve baskilama faktori
asagidaki denkleme gore hesaplanmaistir:

Kq = Q/Ct (2.2)
IF = Kmip/Knip (2.3)

Denklem 2.2°de Kgbaglama denge sabiti, Denklem 2.3’de IF molekiiler baskilama
faktoridiir.

MIP nanopartikiillerinin, in vivo performansi hakkinda bir fikir edinmek igin,
lidokainin viicut sivist iyonik bilesimini taklit eden bir ortamdaki lidokainin baglanmasi
da arastirilmistir. Bu amacla, derisimleri 1 L i¢in Tablo 2.3’de verilen bilesenlerden
olusan sulu ¢ozelti hazirlanmustir.

Lidokain baglanma ¢aligmalar1 kapsamindaki iglemlerin aynisi yapilmistir.
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Baglanma kinetigi lizerinde yapilan ¢alismalar, lidokain MIP nanopartikiillerinin
hedef bilesik lidokaine karsi baglanma yeteneginin zaman iginde nasil degistigini

degerlendirmek i¢in yapilmustir.

Tablo 2. 3. Viicut s1vist iyonik bilesimi

NaCl 6,89
KCI 049
CaCl 0.2g

NaHCO3 2,24

NaHPO4 0.126 g

NaH2PO4 0.026 g
MgSOg4 0.1g

MIP nanopartikiillerinin lidokain baglama kapasitesinin, asidik ve alkali pH
ortaminda degerlerini saptamak amaciyla pH ¢alismalar1 yapilmistir.

MIP nanopartikiillerinin lidokain segiciligi ¢alismalari, benzer bir molekiiler yapiya
sahip olan bupivakain kullanilarak incelenmistir.

Yeniden kullanilabilirligin arastirilmasi i¢in hazirlanan lidokain molekiiler baskili
nanopartikiillere lidokain baglama islemi, ayni nanopartikiiller kullanilarak kalip
molekiiliin yikama ile polimerik yapidan uzaklastirilmasi ve tekrar lidokain ile muamele

edilmesi seklinde 10 kez gergeklestirilmistir.

2.3. 3B Biyobasim Calismalari

2.3.1. Peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimci membran iiretimi icin

biyomalzeme se¢imi

Destek malzemesi olarak, yiiksek biyouyumluluk ve biyobozunurluk sergileyen
dogal biyopolimer olan kolajen segilmistir. Ayrica kolajenin antioksidan aktivitesi yara
iyilesme siirecine katilarak iyilesmeyi hizlandirir. Diger bir biyopolimer olan
karboksimetilseliiloz hem 3B yapilar elde etmek i¢in 3B basilabilirligi artirmakta, hem
de sisme/kalinlasma fonksiyonundan dolayr membran olusumuna yardimci olmaktadir.
Lidokaine doygun hale getirilen MIP nanopartikiilleri, yapisindan lidokaini salmasi ve
analjezi saglamasi amaciyla biyomalzemeye eklenmistir. 3B basilabilir biyomalzeme

karigim oranlarini belirlemek i¢in farkli derisimlerde denemeler yapilmaistir.
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2.3.2. Biyobasilabilirlik

Biyomalzemenin optimum basilabilirlik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla bazi
parametreler iizerinde calismalar yapilmustir. Oncelikle basilabilir bir biyomalzeme
karistim1  elde etmek ic¢in kolajen miktar1 %1 (w/v) sabit kalacak sekilde,
karboksimetilseliiloz oranlar1 degistirilmis ve miktar1 belirlenmistir. Biyomalzeme total
hacmi igerisinde %2,5, %4, %7 ve %7,5 oranlartyla karboksimetilseliilloz basilabilirlik
denemeleri yapilmistir. Sicaklik araligi 18°C ve 30°C, basing denemeleri 0,7 bar ile 2,5
bar arasinda, 25G ve 22G i8ne ucu kullanarak biyobasim optimum kosullar

belirlenmistir.

2.3.3. Hiicre Cogaltilmasi ve 3B Hiicre Kiiltiirii

Calismalarda, CCD-19Lu (ATCC®CCL-210TM) akciger fibroblast hiicre tiirti
kullanilmigtir. Hiicre kiiltiirti yapilmis ve hiicreler triphan-blue ile etkilestirilerek LUNA-
IT hiicre sayim cihazinda sayimi1 yapilmaistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda, normal akciger hiicresi DMEM besi yeri ortaminda
cogaltilarak pasajlanmistir. Pasajlama isleminde, inkiibatorden ¢ikarilan hiicreler 1s1k
mikroskobunda kontrol edildikten sonra besi yerleri dokiilerek fosfat tamponuyla
yikanmistir. Ardindan, Tripsin-EDTA ¢06zeltisi ile etkilestirilerek hiicrelerin flasktan
kaldirilmasi saglanmistir. Uzerine besi yeri eklenen hiicreler, santrifiij tiipiine alinarak
1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek hiicre peleti elde edilmistir. Santriifiij sonrasi
siipernatant atilarak hiicre peleti besiyerinde pipetlenmis ve flaska konularak CO2’li
inkiibatore konulmustur.

Doku iskeleleri, hiicre ekim isleminden 6nce 4 saat UV altinda steril edilmistir.
Steril 6 hiicreli plakalara yerlestirilen doku iskelelerine 5x10* hiicremL? olacak sekilde
ImL hiicre siispansiyonu damlatilmis ve doku iskeleleri 37°C sicaklik altinda, %5 CO2

iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir.

2.3.4. Peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimecr membran gelistirilmesi

Biyomiirekkep bilesimi, %5 asetik asit igerisinde ¢Oziindiiriilmiis %1 kolajen,
deiyonize su icerisinde 60°C ’de 2 saat karigtirilmis %14 CMC’nin 1:1 (v/v) oranlariyla,
kolajen miktarmin %2,5 (w/v) oranna tekabiil eden lidokain MIP nanopartikiillerinin

eklenmesiyle olusturulmustur. Homojen hale getirilen biyomalzemenin biyobasilabilirlik
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optimum kosullar1 belirlenmis ve 1 X 1 cm boyutlarinda, 1,5 mm aralikli tasarlanan doku
iskeleleri 3B basim iglemi yapilarak elde edilmistir. Ayrica lidokain, sulu ¢ozelti (20
mgmL™) seklinde biyomalzeme bilesenine eklenerek ayni tasarimda doku iskeleleri de

elde edilmistir.

2.3.5. Peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimc1 membran karakterizasyonu

Uretilen membran karakterizasyonu biyobozunurluk ¢alismalari, sisme derecesi,
SEM goriintiileri ve optik mikroskop goriintiileri ile yapilmustir.

Doku iskeleleri, biyobozunurluk ¢alismalari i¢in 37°C sicaklikta, 50 rpm ¢alkama
hizinda fosfat tamponu igerisinde birakilmistir. Farkli zamanlarda 6nceden belirlenmis
doku iskeleleri ortamdan alinarak yapisal degisiklikleri gdzlemlenmis ve bozunma
dereceleri Denklem 2.4’de gosterilen denkleme gore hesaplanmistir. Ayrica fosfat
tamponu igerisinde yasanan kiitle kaybinin % olarak ne kadarinin kolajen oldugu Sirius
Red boyasi kullanilarak kolajen miktar tayini ile belirlenmistir.

Bozunurluk % = [Wo-Ws/Wo] x 100 (2.4)

Ws ve Wy, sirasiyla doku iskelerinin son ve ilk agirliklarini temsil etmektedir.

Optik mikroskop goriintiileri, 4x ile 8x araliginda biiyiitme degerleri ile doku
iskelelerinin yapisal 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilmustir.

Sisme derecesi, Denklem 2.5 ile belirlenirken, Ws doku iskelesinin su igerisinde
bekletilmis ve 24 saat sonundaki sigsmis agirligini, Wo ise su igerisine konulmadan dnceki
kuru agirhigini ifade etmektedir.

Sigme derecesi % = [Ws.Wo/Wo] x 100 (2.5)

Uretilen doku iskelelerinin biyouyumlulugu, CCD-19Lu (ATCC®CCL-210TM)
akciger fibroblast hiicreleri ile 7 giin siirdiiriilen hiicre canlilik testi ile belirlenmistir.
MTT (3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) testi igin PBS
tamponu ile 5 mgmL™* MTT ¢ozeltisi hazirlanmustir. 1., 3. ve 7. giinlerde hiicre ekilmis
doku iskeleleri iizerine 15 uL MTT ¢ozeltisi eklenmis ve 4 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. MTT metabolik olarak aktif hiicrelerde dehidrogenaz enzimi aktivitesi ile
indirgenerek mor renkli formazan kristalleri olusturur. Formazan kristallerinin ¢dzlinmesi
icin doku iskeleleri {izerine 100 pL DMSO (dimetil siilfoksit) eklenmis ve 37°C sicaklik
altinda 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Doku iskelelerinin tizerinden alinan sivi
numunelerin absorbanslar1 545 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu ile dl¢iilmiis ve
farkli hiicre sayilarina karst hazirlanan kalibrasyon grafigine gore canli hiicre sayilari

belirlenmistir.
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2.3.6. Peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimci membrandan lidokain salim

calismalan

[lag salim galismalari, kolajen, CMC ve lidokain MIP tabanl doku iskeleleri, 7,35
pH’da hazirlanmis PBS tampon ¢ozeltisi icerisinde 37°C sicaklikta, sabit karistirma
hizinda gergeklestirilmistir. Farklt zaman dilimlerinde numuneler alinmig, bu
numunelerin HPLC analizi yapilmis ve salim profili olusturulmustur.

Lidokainin kromatografik ayrimi i¢in 1.5 mLdk™" akis hizi, %1 asetik asit iceren
20:80 oranla metanol : deiyonize su mobil fazi ile C1g kolonu kullanilmis ve bu HPLC

kosullar1 altinda 2.5 dakika siireyle elde edilmistir.
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3. SONUCLAR
3.1. Kolajen izolasyonu
3.1.1. Sirius Red ile kolajen miktar tayini

Giglii bir anyonik boya olan Sirius Red, siilfonik asit gruplar1 vasitasiyla kolajen
molekiilinde mevcut olan bazik gruplar ile reaksiyona girerek kolajeni kirmizi renge
boyamaktadir. Gorsel 3.1.°de eppendorflarda sirasiyla kor 6rnegi ve kolajen boya
etkilesimi olan iki 6rnek goriilmektedir. Boya ve kolajen etkilesimi sonucu kolajenler
kirmiziya boyanmis ve santrifiij islemi sonucu ¢6kmiistiir. Ust fazdan alinan 6rneklerin
540 nm‘de mikroplaka okuyucu ile absorbanslarinin 6lgiilmesiyle Sirius Red boyasinin
[7,7-(Karbonildiimiino) bis [4-hidroksi-3-[[2-siilfo-4-[(4-siilfofenil) azo] fenil] azo]-2-
naftalensiilfonik asit] heksasodyum tuzu] azalan miktarina gore derisim 2 mgmL™ olarak

hesaplanmustir.

LI
Gorsel 3. 1. Sirius Red boyast ile kolajenin etkilesimi

3.1.2. FT-IR analizi

Tip 1 kolajenin FT-IR spektrumu Sekil 3.1.°de goriilmektedir. Kolajene ait
karakteristik bantlar 3401 cm™ goriilen Amid A band1 N-H gerilme frekansi, 2928 cm™’
de goriilen Amid B bandi H-C-H grubunun asimetrik uzamii, 1655 cm™°de goriilen
keskin Amid I bandi1 C=0 ve C=N 'nin germe titresimleri ve N-H'nin egilme titresimleri,
1551 cm™’de goriilen Amid II bandi C=N germe titresimleri ve N-H egilme titresimleri,
1240 cm™’de gorilen Amid bandi amid baglantilarindan C-H ve N-H germe
titresimleridir. Ayrica 1240 cm™’de goriilen Amid Il band1 ve 1457 cm™ bandmin

konumlar1 arasindaki band, sarmal bir yapinin varhigimi gostermektedir.
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Sekil 3. 1. Kolajenin FT-IR spektrumu

3.1.3.  UV-Vis spektroskopisi

Proteinlerin ¢ogu ultraviyole bolgesinde, peptid bagindaki C=0O baginin n—m*
gegisi nedeniyle 215-235 nm arasinda olan absorbsiyon tepe noktasina ve ayrica tirozin,
triptofan ve fenilalanin aromatik kalintilarinin 7—n* ge¢isi nedeniyle yaklasik 250-290
nm'de olan baska bir absorbsiyon bolgesine sahiptir. Kolajende triptofan bulunmamakta,
tirozin ve fenilalanin bulunmaktadir. izole edilen tip 1 kolajenin 200-600 nm dalga
boylar1 arasinda absorbsiyon taramasi yapilmistir. Absorpsiyon spektrumu, 230 nm’de
keskin bir tepe noktasi, 250-290 nm bolgesinde genis Ve diisiik tepe noktasi gostermistir.
Bu veriler kolajenin polipeptid zincirlerinde -COOH, CONH2 ve C=0 gruplarina sahip

amino asitlerin mevcudiyetini gostermistir.
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Sekil 3. 2. Kolajenin UV spektrumu

3.1.4. SDS-PAGE analizi

Koyun derisinden izole edilen kolajenin SDS-Page goriintiisiit Gorsel 3.2.°de
goriilmektedir. Gorselde 200 kDa molekiil agirliginda B zinciri bandi, 120-130 kDa
civarinda o1, a2 zircirlerini temsil eden spesifik bandlar goriilmektedir. Bu bandlar, Tip 1
kolajenin a1, a2 ve B zincirlerinin spesifik bandlar1 olup, kolajen izolasyonunun basariyla
gerceklestigini gostermektedir. Marker olarak 140 kDa agirliginda alkol dehidrogenaz ile

29 kDa karbonik anhidraz enzimi kullanilmistir.

Marker Ornek

l_. 200 kDa (B)
140kDa e

—— 130kDa(a)

—— 120kDa(a)

29kDa +——

Gorsel 3. 2. Kolajenin SDS-PAGE goriintiisti
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3.1.5. CD analizi

Kolajenin CD spektrumunda Sekil 3.3.’deki gibi 200 nm’de minimum band ve
224 nm’de maksimum band alan1 goriilmektedir. Kolajenin CD spektrumu, poliprolin ve
polihidroksiprolin zincirlerinde olan 200 nm'de n—n* amid gegisine ve 224 nm'de pozitif
bir n—7n* gecis zirvesine sahiptir. CD spektrumunda uzak UV boélgesinde goriilen bu iki
band, peptit baglarina ait olup, kolajenin tiglii sarmal yap1 igeriginin bir dlgiisiidiir ve Tip

1 kolajen varligini1 kanitlamaktadir.

isolated collagen type 10C

Circular Dichroism {(mdeqg)

YWwavelength (nm)

Sekil 3. 3. Kolajen CD spektrumu

3.2. Lidokain Molekiiler Baskili ve Baskisiz Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.2.1. FT-IR analizi

Sekil 3.4. lidokain baskili nanopartikiiller ve baskisiz nanopartikiillerin FT-IR
spektrumlarini gdstermektedir. 3254 cm™ bir amid grubunu (H-N-C=0), 754 cm?
civarinda aromatik C-H halkasmm, 1497 cm™ giiclii sinyali C=C bagin1, 1665 cm™ bir
karbonil grubu varligini géstermektedir. Lidokain molekiiler yapisinda bulunan tersiyer
amin, diger aminler gibi -H’a dogrudan bagli olmadig1 i¢in 3200-3500 cm™ araliginda bir

sinyal vermemektedir. Bunun yerine 1073cm™, 1208 cm™, 1292 cm™ bélgelerinde sinyal
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vermistir. Yikanmamis MIP spektrumunda goriilen 754 cm™’deki sinyal, lidokainden

gelen aromatik C-H halkasina aittir.
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Sekil 3. 4. FT-IR Spektrumliar: A) Lidokain B) NIP  C) MIP D) Yikama yapimamis MIP

3.2.2. SEM analizi

Lidokain baskili nanopartikiillerin ve baskisiz nanopartikiillerin elde edilen SEM
goriintiileri, Sekil 3.5.'te verilmistir. Baskili nanopargaciklarin oldukga piiriizlii bir
ylizeyle cevrili mikro goézenekli bir i¢ yapiya sahip oldugu ve lidokain molekiiler
baskilanan nanopartikiillerin baskisiz nanopartikiillerden daha gozenekli oldugu
goriilmiistiir. Nanopartikiillerin ylizeylerinin piiriizliilligli, ylizey alaninda bir artis

saglayan onemli bir faktordiir.
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b)
Sekil 3. 5. a) Lidokain molekiiler baskili b) Lidokain molekiiler baskisiz nanopartikiillerin SEM

gortintiileri

3.2.3. Lidokain baglanma ¢calismalari

Lidokainin farkli derisimlerinin nanopartikiillere baglanma iizerindeki etkisi,
Sekil 3.6.'da verilmistir. Baskilanan nanopartikiillerin, 5 ppm ila 150 ppm araliginda
lidokain i¢in yiiksek bir baglanma kapasitesi sergiledigi gortilmiistiir. Sekil 3.6’da
gosterildigi gibi, artan lidokain derisimi ile MIP’lerin lidokain baglama kapasitesi artmis
ve 100 ppm lidokain derisiminde lidokain molekiilleri, biitiin baskili nanopartikiillerde
baglanma bolgelerini doldurmus ve MIP maksimum baglama dengesine ulagmuistir.
Baskili nanopartikiillere baglanan maksimum lidokain miktari, 39.7 ugmg? olarak
hesaplanmistir. Boliim 2.2.1°de gosterilen Denklem 2.2’ye gore, hesaplanan Kuie ve Knip
denge sabitleri ile Denklem 2.3’¢ goére IF degeri 3,26 olarak hesaplanmistir. IF degeri,
baskili nanopartikiillerin hedef bilesigi baglama kabiliyetinin bir gostergesidir ve degeri

molekiiler baglanma i¢in 1’in tizerinde olmalidir.
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Sekil 3. 6. Lidokainin derisimlerinin nanopartikiillere baglanma iizerindeki etkisi

3.2.4. Kinetik ¢alismalar

Baglanma kinetigi lizerinde yapilan calismalar, baskili nanopartikiillerin hedef
bilesik lidokaine kars1 baglanma yetene8inin zaman iginde nasil degistigini
degerlendirmek i¢in yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.7. 'de verilmistir. Baskili
nanopartikiillere yavas yavas 6 saatte baglanan lidokain daha sonra dengeye ulasmuistir.
Nanopartikiillere lidokain baglanmasi, baglanma isleminin ilk 2 saatinde hizla
ger¢eklesmis  Sonra,  baskili  nanopartikiillerdeki ~ lidokain =~ molekiillerinin
penetrasyonundaki zorluklar nedeniyle ¢ok daha zor hale gelmistir. 40 dakikaya kadar
nanopartikiillere hizli baglanan lidokain ve baskilanan nanopartikiillerin polimerik
yapisinda baglama gruplar1 arasinda giiclii afinite etkilesimleri olmaktadir. Baskisiz
nanopartikiillerin yapisinda, lidokaine 6zgii baglanma bdlgeleri olusmadigindan giiglii
etkilesimler goriilmemektedir. Lidokainin ilk 15 dakikada baslayan ve devam eden,
baskisiz nanopartikiillere diigiik baglanma 6zelligi, nanopartikiiller ile lidokain arasindaki

elektrostatik etkilesimlerden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3. 7. Lidokainin molekiiler baskili ve molekiiler baskisiz nanopartikiillere baglanmasinda zamanin

etkisi

Scatchard grafikleri Q/Ct ve Q hesaplanarak elde edilmistir. Hesaplanan
dogrularin egimleri denge sabitini ve yatay ekseni kestikleri yer Qmax'1t vermektedir.
Sekil 3.8.'de gosterildigi gibi, elde edilen iki farkli dogru, lidokain baskili
nanopartikiillerin, hedef bilesik lidokain i¢in iki baglama bdlgesine sahip oldugunu

gostermistir.

y=116x-16
12 R*=0,9998

QICt {(mL/mg)

y =-0,0995x +4,4673
R® =0,9865

Q{pg/mg)

Sekil 3. 8. Lidokain baskili nanopartikiillerin Scatchard egrileri
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3.2.5. pH etkisi

Maksimum lidokain baglama kapasitesi, asidik ve alkali pH degerlerinde 6nemli
ol¢iide azalmistir (Sekil 3.9). 50 pgmL™ derisimindeki lidokain baglanma ¢alismalarinda,
en yiiksek baglanma pH 7.4 fosfat tamponunda 19.75 pgmg? olarak elde edilmistir.
Lidokain'in pKa degeri 7.9 oldugundan, 7.9'dan daha diisiik pH degerlerinde, lidokainin
protonlanmas1 sebebiyle lidokain ve baskili nanopartikiillerin baglanma bdlgeleri

arasindaki etkilesimlerin kuvvetinde azalma olmaktadir.

0

Sekil 3. 9. Lidokainin molekiiler baskili nanopartikiillere baglanmasinda pH etkisi

Q (ng/mg)
S o

=
ol

[
o

3.2.6. Lidokainin yapay viicut sivis1 ortaminda baglanma ¢calismalari

Lidokainin Tablo 2.3’¢ gore hazirlanan yapay viicut sivisi iyonik bilesimi
ortaminda baglanma davranisi incelenmistir. Bu ¢aligmalar kapsaminda 50 pgmL™*
lidokain derisimi ile ¢alisiimis ve maksimum lidokain baglama kapasitesi 27.8 pgmg*
olarak elde edilmistir. Yapilan pH ¢alismalarinda MIP’ler, 50 pgmL™ derisimindeki
lidokain i¢in, en yiiksek lidokain baglama kapasitesini pH 7.4 fosfat tamponunda 19.75
ugmg™ degeri ile sergilemistir. Yapay viicut stvisi ortaminda baglama kapasitesi 27.8
ugmg™ olarak bulunmus ve MIP’lerin baglama kapasitesi artan iyonik kuvvet ile %16

artmistir.
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3.2.7. Secicilik calismalari

Baskili nanopartikiillerin lidokain segiciligi ¢aligmalari, benzer bir molekiiler

yapiya sahip olan bupivakain (Sekil 3.10) kullanilarak incelenmistir.

a) b)

Sekil 3. 10. a) Lidokain b) Bupivakain molekiiler yapisi

Sekil 3.11'de goriildiigli gibi, molekiiler baskili nanopartikiiller, bupivakain
varliginda lidokain i¢in daha yiiksek baglanma kapasitesi sergilerler. Bu, hedef bilesik
lidokain i¢in polimerik yapidaki sekil secici oyuklarin var olmasi sebebiyle beklenen bir
durumdur. Capraz baglanmis polimerik yapidaki ii¢ boyutlu bosluklar, lidokain
molekiiler sekli ve biiyiikliigii ile eslestiginden, farkli bir sekle ve molekiiler agirliga sahip
olan bupivakainin lidokain baskili nanopartikiillerdeki bosluklara / sekil secici oyuklara
baglanmasi zor olmaktadir. Bupivakainin MIP’lere baglanmasinin diisiik diizeyde olmasi,
hem lidokaine 6zgii segici bosluklardan, hem de bupivakain lidokaine gore daha fazla yer

kapladigindan, baglanmanin MIP yiizeylerinde kisith kalmasindan kaynaklanmaktadir.

gn 30
Ef 20 m Lidokain
5 m Bupivakain
; "
0

MIP NIP

Sekil 3. 11. Molekiiler baskili (MIP) ve molekiiler baskilanmamis (NIP) nanopartikiillerin lidokain
Segiciligi
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3.2.8. Desorbsiyon ve tekrar kullanilabilirlik

Yeniden kullanilabilirligi arastirmak i¢in hazirlanan lidokain  baskil
nanopartikiillerin lidokain baglama islemi, ayni nanopartikiiller kullanilarak 10 kez

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, tekrar kullanilabilme oraninin %65 'in tizerinde

oldugunu gostermistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Geri kazanim(%)

Sekil 3. 12. Lidokain molekiiler baskil nanopartikiillerin tekrar Kullamlabilirligi

3.3. 3B Biyobasim Cahismalari

3.3.1. Peritoneal adezyonlarin 6nlenmesine yardimc1 membran karakterizasyonu

3.3.1.1. 3B Bastlabilirlik

Hazirlanmis  biyomalzeme biyobasimi i¢in parametrelerin  (Tablo 3.1)
belirlenmesi amaciyla biyomalzeme bilesim oranlari, sicaklik, basing, igne ucu se¢imi

denemeleri yapilmistir.

Tablo 3. 1. 3B Biyobaski parametreleri

igne Cap1 (mm) 0.25
Baski Sicakligr (°C) 30°C
Baski Hiz1 (mm/s) 10
Basing (bar) 20-22
Akis Sonrasi ve Oncesi Gecikmesi (s) -01-01
Kullanilan ink miktar1 (uL) ~ 20
Bask Siiresi (s) 60
Boyutlar (mm) (X Y) 100 x 100
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Sekil 3.13. A, B, C’de goriilen %1 kolajen (w/v) orani sabit tutularak, 25°C
sicaklikta sirasiyla %2,5, %4 ve %7 (w/v) CMC oraniyla yapilan biyobasim isleminden
elde edilen doku iskelelerinde ¢okme ve dagilmalar yogun sekilde meydana gelmistir.
Sekil 3.13. D ve E’de goriilen doku iskeleleri, lidokain ¢6zeltisi biyomalzeme bilesimine
eklenmis ve optimum kosullar 30°C sicaklik, 1.5 bar basing kosullar1 altinda, 25G igne
ucu kullanilarak %1 kolajen, %7,5 CMC karisimindan elde edilmistir.

Sekil 3.13. C’de goriilen doku iskeleleri ise, MIP nanopartikiilleri biyomalzemeye
eklenmesiyle ve optimum kosullar 30°C sicaklik, 2,3 bar basing ve 25G igne ucu
kullanilarak %7 CMC, %1 kolajen karisimindan elde edilmistir.

Sekil 3. 13. Kolajen/Karboksimetilseliiloz biyomalzeme optik mikroskop goriintiileri (A) %2,5 (wiv),
(B) %4 (w/v) CMC, (C) %7 (w/v) CMC, (D-E) Lidokain-%1 (w/v) kolajen-%7,5 (w/v) CMC,
(F-G) Lidokain MIP nanopartikiiller-%1 (w/v) kolajen-%7 (w/v) CMC
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Kolajenin koyun derisinden izolasyonu ile, kolajen fibrillerin kendiliginden dogal
capraz baglanmasinin tahrip olmasi sonucu, kolajenin mekanik mukavemeti ve stabilitesi
dogal durumundan diisiiktiir. Bu, kolajenin doku iskelesi olarak kullanim potansiyelini
simirlamakla birlikte, bu durumu iyilestirmek ve kolajenin enzimatik degradasyona karsi
direncini artirmasi i¢in ¢apraz baglama gerekmektedir. Yaygin olarak kimyasal ¢apraz
baglama ajan1 olan gluteraldehit kullanilmistir. Gluteraldehit, kolajen molekiilleri
arasinda tutulmakta ve reaksiyona girmemis gluteraldehitin yapidan uzaklastirilmasi tam
gerceklesmediginden toksik etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sebeplerden daha diisiik
toksisite ve iyi biyouyumluluk sergiledigi i¢in [85] capraz baglama ajani olarak
EDC/NHS secilmistir. Capraz baglama isleminin, farkli derisim ve siirelerde deneme
caligmalar1 yapilmistir. Doku iskeleleri, 3B basimdan hemen sonra belirlenen derisimde
EDC/NHS (100 mM/50 mM) ve sitrik asit (4 M) ile 4 saat boyunca ¢apraz baglanmustir.
Bu siirenin sonunda ¢apraz baglanmamis biyopolimerlerin ve ¢apraz baglama ajanlarinin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in doku iskeleleri 2 kez deiyonize su ile yikanmistir (Gorsel
3.4. A, B, C). Capraz bagli doku iskeleleri, kirilgan olmayan sert bir yapida elde edilmis
ve yapisal mukavemeti Gorsel 3.4.D’de gosterilmektedir.

Elde edilen doku iskeleleri uygun sicaklikta dondurularak ardindan liyofilize
edilmistir (Gérsel 3.4.E). Iskelelerde bulunan ¢ozelti igerisinde olusan buz kristallerinin,
liyofilizatérde diisiik sicaklikta ve vakum altinda siiblimleserek mikro gozeneklerin

olusmasi saglanmustir.

Gorsel 3. 4. (A) Capraz baglanmug doku iskelesi, (B-C) Capraz baglama sonrast ytkama iglemi ve hemen
sonrasi, D) Capraz baglanmis doku iskelesinin yapisal mukavemeti, E) Liyofilize edilen
doku iskelesi

3.3.1.2. Biyouyumluluk

CCD-19Lu (ATCC®CCL-210TM) akciger fibroblast hiicreleri, doku iskeleleri

tizerine ekilmeden once %98 canlilik gostermistir. MTT testi sonuglarma gore, doku
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iskeleleri lizerine ekilen hiicrelerin 7. giin sonunda sitotoksik etkiye maruz kalmadiklar1
ve canliliklarini ¢ogalarak siirdiirdiikleri (Tablo 3.2) goriilmiistiir.

Absorbans degerlerinin ifade ettigi hiicre sayilar1 ¢izilen kalibrasyon grafigi
kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.15). Sekil 3.14°de doku iskeleleri {izerinde

canliliklarini siirdiiren hiicrelerin mikroskop goriintiileri goriilmektedir.

Kolajen-CMC Kolajen-CMC-Lidokain

Sekil 3. 14. Doku iskeleleri iizerinde canliliklarini stirdiiren hiicrelerin mikroskop goriintiileri
(4x biiyiitme, 7. giin Sonu)

y =0,0236x + 0,8464

» 25 R*=0,9416
g
5 2
2 . *
< 1,5
[ )
1
o
0,5
0
0 10 20 30 40 50 60

Hiicre sayis1 x(1000)

Sekil 3. 15. CCD-19Lu (ATCC®CCL-210TM) akciger fibroblast hiicre sayisi kalibrasyon grafigi

Tablo 3. 2. MTT testi sonuclar

Kolajen-CMC Kolajen-CMC-MIP Kolajen-CMC-Lidokain
Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi

1.giin 2,4 x 10 2,2x10* 2 x 10*

3.giin 3,2x 10 2,9x10* 2,7x10%

7.giin 5,7 x 10* 4,3x10% 4,2 x 10*
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3.3.1.3. SEM analizi

Liyofilize edilen doku iskelelerinin gdzenekliliginin ve yilizey morfolojisinin
belirlenmesi i¢in SEM analizi yapilmistir. Uretilen doku iskelelerinin, hiicresel
penetrasyonu, besinlerin ve oksijenin infiltrasyonunu saglamak icin birbirine bagh
gozeneklere ve yiiksek gozeneklilige sahip oldugu gorilmistiir. Bu gozenekli yapinin
iskelelerde homojenize dagilimi gozlenmistir. Gézeneklilik ilag tasima mekanizmasina
ve ilag salim hizina 6nemli dl¢iide etki etmektedir. MIP nanopartikiillerinin dahil oldugu
doku iskelelerinde gozenekliligin daha fazla olmasi, nanopartikiillerin bu gdzenekler
aracilifiyla yapiya daha fazla difiize olmasini saglamis, toplam ila¢ tutma kapasitesi de
artmistir. Doku iskelelerinin morfolojik olarak doku miihendisliginde kullanimi1 agisindan

uygun oldugu gorilmiistiir.

Sekil 3. 16. a) %1 kolajen-%7 CMC-MIP doku iskelesinin SEM goriintiileri b) %1 kolajen-%7,5 CMC-

Lidokain doku iskelesinin SEM goriintiileri
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3.3.1.4. Biyobozunurluk ¢alismalart

Biyobozunurluk ¢aligmalar1 kapsaminda tretilen doku iskeleleri agirliklar
tartilarak, pH 7,35 PBS tamponu igerising, 37°C’de ve 50 rpm ¢alkalama hizinda
birakilmistir. Belirli zaman araliklarinda ortamdan alinan doku iskeleleri, ytlizeyindeki
tuzlarin uzaklastirllmasi amaciyla deiyonize su ile yikanarak liyofilize edilmistir.
Liyofilizasyondan sonra tartilarak agirhgt belirlenen iskelelerin  bozunurluk
hesaplamalar1 Denklem 2.2°e gore yapilmustir.

Iskelelerin yapisal dzelliklerindeki degisiklikler gozlenmis ve %1 kolajen-%7
CMC-MIP doku iskeleleri ilk 1. giinde yapisinin %88,68’ini, 3. giinde %80,95’ini, 7.
giinde %60,84’1inii, 21. giinde %32,64’linii korumustur (Sekil 3.15).

%1 kolajen-%7,5 CMC-lidokain doku iskeleleri ise, 1. giinde yapisinin %92,3{ini, 3.
giinde %87,5’ini, 7. glinde ise %71,15’ini, 21. giinde %47,25’ini korumustur (Sekil 3.16).

120 120
2 X
T 100 5 100
td 3 80
R
N 80 =
.Q
60 = 60
=}
40 X 40
20 20
0 0
0 5 10 15 20 25 0 10 20 30
Zaman(giin) Zaman (giin)
a) b)

Sekil 3. 17. %1 kolajen-%7 CMC-MIP doku iskelelerinin; a) zamana gére biyobozunum profili

b) zamana gore kiitle kayb icerisindeki % kolajen miktar kaybi
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Sekil 3. 18. %1 kolajen-%7,5 CMC-Lidokain doku iskelelerinin; a) zamana gére biyobozunum profili
b) zamana gore kiitle kaybi icerisindeki % kolajen miktar kayb:

Ayrica biyobozunurluklar: hesaplanan iskelelerde, yasanan kiitle kayb1 igeriginin
kolajen miktar1 da Sirius Red boyasinin azalan miktarina gore belirlenmistir. Buna gore
belirli zaman araliklarinda doku iskeleleri PBS igerisinden alinmis ve bu PBS
ortamindaki kolajen miktar1 Boliim 2.1.1 ‘de anlatildig gibi tayin edilmistir.

Bir adet doku iskelesi i¢in, 3B biyobasimda yaklasik olarak 20 pL homojen
biyomalzeme harcanmaktadir. Her bir doku iskelesi igerigi 50 pg kolajen ve 700 pg
CMC’den olusmaktadir. Bu veriler ile belirli giinlerde PBS ortamindan alinan doku
iskelelerinin kiitle kaybindaki kolajen miktarinin belirlenmesiyle, toplam kiitle kaybinin
icindeki % kolajen miktar kayb1 hesaplanmistir.

%1 kolajen-%7 CMC-MIP doku iskelesi, 1.giin kaybettigi %11,32 ‘lik kiitlesinde
bulunan kolajen miktarimin yaklagik %60’ 1n1 ilk giin Korumustur (Sekil 3.15).

%1 kolajen-%7,5 CMC-lidokain doku iskelesi ise 1.giin kaybettigi %7,7 ‘lik
kiitlesindeki kolajen miktarinin yaklagik %80,45’ini ilk giin korumustur (Sekil 3.16).

Genel olarak bakildiginda, MIP nanopartikiillerinin bulundugu iskelelerde
bozunma daha fazla olmustur. MIP nanopartikiillerinin iskeleye gomiilii olmasi
dolayisiyla, ¢apraz baglanma daha zayif gerceklesmis olabilir. Kolajen molekiillerinin
arasinda MIP nanopartikiilleri oldugundan, kolajenin amin ve karboksilik gruplarina
EDC/NHS c¢apraz baglama ajaninin ulagma ihtimali zayiflamaktadir. Sonug olarak daha
az capraz bagl iskelelerin yiiksek kayiplar1 15. giinden itibaren gdzlemlenmistir.
Adezyon olusumu i¢in ilk 7 giin kritik siire oldugundan bu siirecteki toplam kiitle kaybi

ve kolajen miktar kayb1 iskele biitiinliigii korundugundan goézard: edilebilmektedir.
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Doku iskelelerindeki gozle goriiliir bozulmalar, yiizey erozyonlari seklinde olmus ve 15.

giinden sonra belirginlesmektedir. Gorsel 3.5 ’de 1, 7, 15, ve 21. giindeki iskele yapilari

Gorsel 3. 5. Biyobozunurluk Calismasi (A) Liyofilize edilmis doku iskelesi (B) 1. giin sonu, (C) 7. giin sonu,

goriilmektedir.

(D) 15. giin sonu, (E) 21. giin sonu liyofilize edilmis doku iskelesi

Doku iskelelerinin sisme testleri yapilmis ve MIP nanopartikiilleri iceren
iskelelerin su tutma kapasitesi denklem 2.3’e gore %1180, lidokain igeren iskelelerin ise
%1050 olarak hesaplanmistir. Karboksimetilseliilloz yapisindaki karboksil gruplarinin,
kolajenin yapisinda bulunan amino gruplarinin fazlaligi ve bdylece hidrojen baglarinin

olusmasi dolayisiyla su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi s6z konusudur.

3.3.1.5. [la¢ salim ¢calismalart

[lag salim galigmalars, iiretilen doku iskelelerinin igerisinde bulundugu 7,35 pH’da
hazirlanmis PBS tampon ¢6zeltisinde, 37°C sicaklikta, sabit karistirma hizinda
gergeklestirilmistir. Farkli zaman dilimlerinde numuneler alinmig, bu numunelerin HPLC
analizi sonucu, Sekil 3.17°deki kalibrasyon grafigine gore hesaplamalar yapilarak salim

profili olusturulmustur.
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Sekil 3. 19. Lidokain HPLC kalibrasyon grafigi
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Sekil 3. 20. %1 kolajen-%7 CMC-MIP doku iskelesinden lidokain salim:

%1 kolajen-%7 CMC-MIP nanopartikiilleri iceren doku iskeleleri, 5. dakikada
patlama yaparak, yapisinda bulunan lidokain miktarinin yaklasik %40’mn1 MIP
nanopartikiillerinden hizli bir sekilde salmistir. 1. gliniin sonunda iskeleler, yapidaki

lidokain molekiillerinin %70’ini serbest birakmis ve ila¢ salimi durmustur (Sekil 3.18).
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Sekil 3. 21. %1 kolajen-%7,5 CMC-Lidokain doku iskelesinden lidokain salumi

%1 kolajen-%7,5 CMC-lidokain iceren doku iskeleleri ise, 5. dakikada
yapisindaki lidokainin yaklasik %35,5’ini hizli bir sekilde salmistir. 2. giiniin sonunda
lidokainin %48,99’unu serbest birakmis ve ilag salimi1 durmustur (Sekil 3.19).
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Kolajenin uzun zincirli yapisindan dolayi, lidokain molekiillerinin ve MIP
nanopartikiillerinin yapida sikismas1 muhtemeldir. Ila¢ yiiklii MIP nanopartikiillerinin
lidokain i¢in daha fazla yiizey alanina sahip olmasindan kaynakli ilag¢ diflizyonu fazladir.
Bu durum, lidokainin kontrollii salimi sonucunu dogurmaktadir. Ayrica, MIP
nanopartikiillerini iceren doku iskeleleri lidokain iceren iskelelere kiyasla daha fazla
yapisal bozunurluk sergilediginden lidokain saliminin nanopartikiillerden hizli olmasi

beklenilen bir durumdur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda, cerrahi operasyonlar sonrasinda peritoneal adezyonlarin
onlenmesine yardimci membran, yiliksek biyouyumluluk ve biyobozunurluk sergileyen
dogal polimer olan kolajen ve yari sentetik polimer olan karboksimetilseliilozdan
dretilmistir. Peritoneal adezyonlarin Onlenmesi i¢in, dogal polimerlerin direk
kullanimlari, in vivo enzimlere kars1 yeterli mekanik mukavemete sahip olmadiklarindan
miimkiin goriinmemektedir. Sentetik veya yart sentetik polimerlerin mekanik
mukavemetleri yiiksek oldugundan, dogal polimerlere 3B basilabilir 6zellik
kazandirmakta, bu nedenle, dogal bir polimer ile sentetik veya yar1 sentetik bir polimer
karigtirilarak istenilen 3B basilabilir 06zellikler elde edilmektedir. Kolajen hiicre
tutunmasina sebep olan aminoasit dizilimi, yiiksek biyouyumluluk, antioksidan aktivite
ve uygun mekanik 6zellikler sergilemesi sebebiyle secilmistir. Karboksimetilseliiloz ise,
membran olusturma 6zelligini, mekanik mukavemeti ve 3B basilabilirligi arttirdigi i¢in
biyomiirekkep bilesimine eklenmistir.

Kolajen tip 1 koyun derisinden izole edilmis, karakterizasyonu FT-IR, SDS-
PAGE, UV ve CD analizleri ile yapilmistir. Biyomiirekkebe katilan lidokain molekiiler
bellekli  nanopartikiiller =~ miniemiilsiyon  polimerizasyonu ile sentezlenmis,
karakterizasyonu FT-IR, SEM, lidokaine segicilik, desorbsiyon, pH etkisi, baglanma,
yapay viicut s1visi iyonik bilesiminde baglanma ve kinetik calismalari ile yapilmustir.
Gelistirilen biyomiirekkebin optimum 3B basilabilirlik 6zellikleri, farkli sicaklik, igne
ucu ve basing degerleri ile belirlenmistir. 3B biyobasimdan sonra doku iskeleleri,
polimerlerin fiziksel 6zelliklerini iyilestirmek, enzimatik saldirilara karsi dayaniklilik
yetenegini artirmak icin EDC/NHS ve sitrik asit ile capraz baglanmaigtir.

Uretilen doku iskelelerinin capraz baglanma reaksiyonu sonrasinda, hiicre
canliligt ve proliferasyonu tizerinde toksik etkisi olmadigt MTT testi ile ortaya
konmustur. Sitotoksisitenin degerlendirilmesi biyomedikal uygulamalardaki malzemeler
icin ¢ok onemlidir. MTT testi sonuglarina gore, doku iskeleleri {izerine ekilen hiicrelerin
7. glin sonunda sitotoksik etkiye maruz kalmadiklar1 ve canliliklarim1 ¢ogalarak
stirdiirdiikleri goriilmektedir.

Membranin yiizey morfolojisi SEM ile incelenmistir. Gozeneklilik ila¢ tagima
mekanizmasina ve ila¢ salim hizina Onemli Olgiide etki etmektedir. MIP
nanopartikiillerinin dahil oldugu doku iskelelerinde gozeneklilik daha yogun

gozlenmistir. Bunun nanopartikiillerden kaynaklanan daha az ¢apraz baglanmis iskele
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yapisindan kaynakli oldugu sdylenebilir. Nanopartikiillerin bu gozenekler araciligiyla
yaptya daha fazla difiize olmasi saglanmis ve bunun sonucu olarak toplam ila¢ tutma
kapasitesi de artmistir. Doku iskelelerinin morfolojik olarak doku miihendisliginde
kullaniminin uygun oldugu goriilmistiir.

Uretilen membranin yiiksek su alim kapasitesi ile operasyon bdlgesindeki kan ve
opere edilen organdan sizabilen doku sivilar1 emilebilecek ve bolgede nemli bir ortam
saglanacaktir. Ayrica membranin, hiicre gog¢ii ve yapismasi i¢in gerekli olan protein
adsorpsiyonuna izin veren fakat adezyon olusumunu tesvik edeceginden bu adsorbsiyonu
azaltan hidrofilik yapida olmasi olduk¢a onemlidir. Uretilen membranm su tutma
kapasitesi %1180 olarak hesaplanmis ve yiiksek hidrofilik 6zellikte oldugu goriilmiistiir.
Adezyon Onleyici membran, bitisik doku veya organ ekstriizyonu, siirtlinme ve bagirsak
peristalsisi gibi uygulama sirasinda gesitli fiziksel streslerle karsi karsiya kalabilmektedir.
Bu sebepten peritoneal yapismanin 6nlenmesinde kullanilacak membranin operasyon
bolgesinde hemen bozunmamasi gerekmekte ve iretilen membran uzun siireli
parcalanabilirlige sahiptir. Ozellikle adezyon olusumunda kritik siire olan ilk 7 giin
membran, yapisinin kiitlece yaklasik %60’m1 bozunmadan korumustur. 21.giinde ise
yaklasik %32’sini korumustur.

Lidokain salim c¢alismalar1 HPLC analizi ile yapilmis, kiimiilatif olarak
hesaplanmistir. Membranda bulunan MIP nanopartikiilleri, ilk 5. dakikada toplam
lidokain miktarinin %40’mn1, 1. giiniin sonunda ise %70’ini salmistir. Lidokainin hizli
hareket etmesi, istenen verimli bir analjezi i¢in gereklidir. Ayrica nanopartikiillerden
lidokain salimi, cerrahi operasyon bdlgesinde olacagindan, énemli sistemik dagilim
beklenmemektedir. Postoperatif analjezi gereksinimi de 6zellikle ilk giin 6nemli 6lgilide
azalacak, bu durumda sistemik komplikasyonlarin olusmasi engellenecektir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda; hyaliironik asit, CMC gibi yliksek viskoziteli
bariyer soliisyonlarinin, adezyon olusumuna sebep olan yiizeylere enjeksiyonu sonucu
adezyon olusumunu azaltti§1 yoniinde bulgular elde edilmistir. PLGA, PLLA, CMC,
kolajen, kitosan polimerleri yogunlukla adezyon oOnleyici membran veya nanolifli
yiizeyler lretilmesi i¢in kullanilmislardir. Poli-laktik asit (PLLA), poli (laktik-glikolik
asit) (PLGA) ve polietersiilfon (PES) polimerlerinden elde edilen nanolifli ylizeyler,
fareler iizerinde adezyon bariyeri olarak uygulanmis, insan mezenkimal hiicrelerinin
nanolifli ylizeylere tutunmasmin in vivo ortamda degerlendirilmesi yapilarak ticari

adezyon Onleyici {irlin olan Interceed’e gore daha etkin oldugu vurgulanmistir [80].
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Bagka bir ¢alismada kitosan alginat ve kalsiyum alginat nanolifli yilizeyler in vitro
ve in vivo ortamlarda adezyon bariyeri olarak birbiriyle kiyaslanmis, kitosan alginatl
ylizeyin adezyon dnlemede daha etkin oldugu tespiti yapilmistir. 5. glin sonunda kalsiyum
aljinat ve kitosan aljinat bariyerleri, in vitro ortamda yapilan bozunurluk g¢alismalari
kapsaminda, yapisinin sirastyla yaklasik %57 ve %37'si kaybettigi belirtilmistir.
Sitotoksisitenin degerlendirilmesi i¢gin MTT testi sonucunda, L929 hiicreleri kalsiyum
aljinat ve kitosan aljinat tizerinde ¢cogalmis, fakat kitosan aljinat {izerindeki ¢ogalma orani
kalsiyum aljinat bariyeri yiizeyindeki hiicre ¢ogalmasindan daha yavas oldugu
gosterilmistir [81].

Bir diger c¢alismada, karboksimetil kitosan/karboksimetil seliiloz/kolajen
polimerlerinden membran hazirlanmis ve in vivo c¢alismalar sonrasinda peritoneal
adezyonu oOnledigi vurgulanmistir. Hazirlanan membranin in vitro ortamda yapilan
bozunurluk ¢alismalarinda, agirliklarinin %80, %70 ve %50'sini, sirasiyla 5., 10. ve 15.
giinlerde korudugu belirtilmistir. MTT testine gore 3. giin sonunda hiicre proliferasyonu
gozlendigi belirtilmistir [83].

FDA onayli 2 ticari iriin ise, hyaliironik asit ve karboksimetil seliilozdan
iretilmis, EDC/NHS ile capraz bagli Seprafilm membranidir. Diger bir {iriin okside
rejenere seliilozdan iiretilen Interceed hemostatik ajanidir. Bu membranlarin adezyonlarin
onlenmesine yardimci etkinlikleri yiiksek olup, hala adezyonlarin olusumunu tamamen
engelleyen bir uygulama veya membran tirlinii bulunmamaktadir.

Tez calismasi kapsaminda; 3B biyoyazict teknolojisi ile lretilen adezyonu
Onlemeye yardimci membranin, lidokain yiiklenmis nanopartikiilleri igermesi ile
operasyon bolgesinde adezyonu 6nlemesinin yani sira analjezi saglayacak olmasi, mevcut
adezyon Onleyici membran ve filmlere kiyasla yenilik¢i hedefleri barindirmakta ve tez
caligmasina 6zgiinlik katmaktadir. Uretilen membranm yapilan in vitro bozunurluk
caligmalar1 ile yapisini, literatiirde yer alan adezyon Onleyici membran c¢aligmalariyla
karsilagtirildiginda, adezyon olusumunda kritik siire olan ilk 7 giinde yiiksek oranda
korudugu goriilmektedir. Sitotoksisite ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan MTT testi ile
CCD-19Lu (ATCC®CCL-210TM) akciger fibroblast hiicrelerinin 7 giin boyunca
cogalarak canliliklarini siirdiirdiikleri goriilmiistiir.

Halk sagligini tehdit eden olgulardan birisi olan doku adezyonlarinin, giiniimiizde
gelisen tibbi yontemlerin etkisiyle abdominal operasyonlarin siirekli yapiliyor olmasi ile

daha sik gelismesi sonucunu dogurmaktadir. Adezyonlar1 onleyen kesin bir ¢oziim
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bulunamamis, c¢alismalar adezyon Onleyici bariyer/membran iizerinde agirlik
kazanmistir. 3B biyoyazici teknolojisi ile iiretilen adezyon Onleyici membran {izerinde
yapilan c¢alismalar, peritoneal dokularla uyum saglayabilecegi ve bariyer gorevi

iistlenebilecegi sonucunu dogurmaktadir.
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