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OZET

Tez galismasinin amaci inflamatuvar bagirsak hastaliginin (iBH) tedavisi igin ipek fibroin temelli
mesalazin ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yikli 3B biyobaski ile tretilmis oral ve rektal hidrojel
formulasyonlarinin gelistiriimesi, in vitro karakterizasyonu ve in vivo etkinliginin gdsterilmesidir. Bu
amag dogrultusunda ipek bocegdi kozalarindan ipek fibroin Gretimi gergeklestiriimis ve ipek fibroin,
hyaluronik asit ve sodyum aljinat kullanilarak bir seri biyomirekkep formulasyonlari hazirlanmistir.
Optimum biyomurekkep formilasyonunun igerigi 75:75:50 ipek fibroin:sodyum aljinat: hyaluronik asit
olarak belirlenmistir. Kitozan:TNF-a polipleksi gelistiriimesi ¢alismalari yapilmis ve 40/1 oraninda
kitozan: TNF-a siRNA iceren P-40 kodlu polipleks optimum olarak belirlenmistir. Daha sonra
biyomirekkep formulasyonlari ile 3B biyobaski yontemiyle Kitozan/TNF-a polipleksi ve mesalazin
yukli hidrojel formulasyonlari Uretilmistir. Hidrojellerin diferansiyel taramali kalorimetre, Fourier
dénlisimlu kizildtesi spektrometresi, X-1sini kirinimi analizleri sonucunda formilasyon bilesenleri
arasinda gecgimsizlik olmadigi tespit edilmistir. Termogravimetrik analizle hidrojellerin termal
stabilitesi analiz edilmis ve hidrojellerin termal stabilitesi dislik bulunmustur. Oral hidrojelin sisme
indeksi %366+67, rektal hidrojelin sisme indeksi %404+56 olarak tespit edilmistir. 24 saat sonunda
rektal hidrojelin %75,9’nun, oral hidrojelin ise %31,2’sinin in vitro pargalanmaya ugradigi
g6zlenmigtir. Mekanik analizlerde kopma uzamasi degerleri oral hidrojel igin %30,7%6,5, rektal
hidrojel icin %38,4+4,5; gerilme direnci degerleri ise oral hidrojel igin 0,017£0,002 mPa, rektal hidrojel
igin ise 0,016+0,001 mPa olarak dlgiilmustir. Her iki hidrojelin de hem saglikli hem iBH olusturulmus
kolon dokusuna mukoadezyon sagladidi gorulmustir. Morfolojik analizlerde hidrojellerin bulutsu ve
homojen bir gérintiye sahip oldudu, liyofilize hidrojellerin ise pordéz bir yapiya sahip oldugu
g6zlenmistir. Her iki hidrojelden de mesalazin ve TNF-a siRNA salimi 24 saat boyunca devam etmis,
hidrojeller uzatilmis salim profili gostermistir. Hicre kultiru calismalari kapsaminda RAW 264.7
hicre hatti kullanilarak sitotoksisite ve in vitro TNF-a gen susturma calismalari yapilmistir. Bu
¢alismalar sonucunda formilasyonlarin sitotoksik olmadigi ve oral hidrojelin TNF-a genini %46,53
oraninda, rektal hidrojelin ise TNF-a genini %45,06 oraninda susturdugu belirlenmistir. in vivo
galismalar kapsaminda IBH modeli olusturulmus Balb/c tirii farelerde calisma kapsaminda
hazirlanmis formulasyonlar ile uygulanan tedavi sonucunda fizyolojik, makroskobik ve mikroskobik
ve biyokimyasal belirteclerinde de énemli derecede iyilesme saglanmistir. Bu tez calismasinda 3B
biyobaski yontemiyle Uretilmis, mesalazin ve kitozan/TNF-a siRNA polipleksi yUkll ipek fibroin temelli
hidrojel formilasyonlarinin IBH tedavisinde kullaniima potansiyeline sahip oldugu sonucuna
variimistir.
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ABSTRACT

The aim of the thesis is to develop, in vitro characterization and in vivo efficacy of silk fibroin-based
mesalazine and chitosan:TNF-a siRNA polyplex loaded, 3D bioprinted oral and rectal hydrogel
formulations for the treatment of inflammatory bowel disease (IBD). For this purpose, silk fibroin was
produced from silkworm cocoons and a series of bioink formulations were prepared using silk fibroin,
hyaluronic acid and sodium alginate. The optimum bioink formulation content was determined as
75:75:50 silk fibroin:sodium alginate:hyaluronic acid. Studies were carried out to develop
chitosan:TNF-a polyplex and P-40 coded polyplex containing 40/1 chitosan:TNF-a siRNA was
determined to be optimum. Then, Chitosan/TNF-a polyplexy and mesalazine-loaded hydrogel
formulations were produced using bioink formulations with the 3D bioprinting method. As a result of
differential scanning calorimetry, Fourier transform infrared spectrometry and X-ray diffraction
analyzes of the hydrogels, it was determined that there was no incompatibility between the
formulation components. Thermal stability of hydrogels was analyzed by thermogravimetric analysis
and the thermal stability of hydrogels was found to be low. The swelling index of the oral hydrogel
was found to be 366+67%, and the swelling index of the rectal hydrogel was 404+56%. It was
observed that 75.9% of the rectal hydrogel and 31.2% of the oral hydrogel were degraded in vitro
after 24 hours. In mechanical analysis, elongation at break values 30.7+6.5% for oral hydrogel and
38.414.5% for rectal hydrogel; tensile strength values were measured as 0.017+0.002 mPa for oral
hydrogel and 0.016+0.001 mPa for rectal hydrogel. It was observed that both hydrogels provided
mucoadhesion to both healthy and IBD-induced colon tissue. In morphological analysis, it was
observed that the hydrogels had a cloudy and homogeneous structure, while the lyophilized
hydrogels had a porous structure. The release of mesalazine and TNF-a siRNA from both hydrogels
continued for 24 hours, and the hydrogels showed an prolonged release profile. Cytotoxicity and in
vitro TNF-a gene silencing studies were performed using the RAW 264.7 cell line within the scope
of cell culture studies. As a result of these studies, it was found that the formulations were not
cytotoxic and the gene silencing efficiency of the oral hydrogel was 46.53% and the rectal hydrogel
was 45.06%. As a result of the treatment applied with the formulations prepared within the scope of
the thesis, significant improvement was achieved in the physiological, macroscopic, microscopic and
biochemical markers of Balb/c type mice, for which an IBD model was created within the scope of in
vivo studies. In this thesis, it was concluded that silk fibroin-based hydrogel formulations loaded with
mesalazine and chitosan/TNF-a siRNA polyplex produced by 3D bioprinting method have the
potential to be used in the treatment of IBD.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), Crohn hastaligi ve Ulseratif kolit olmak lzere
iki ana sekilde ortaya ¢ikan, kolonun veya rektumun Ulserizasyonuna bagl olarak
kendini gosteren kronik bir hastaliktir. Hastaligin temel olumsuz yonleri hastanin
yasam Kkalitesini dugurmesi ve kronik seyreden bir hastalik olmasi sebebiyle surekli
tedavi gerektirmesine bagh olarak yuksek tedavi maliyetleridir. Ayrica hastaligin
tedavisinde kullanilan geleneksel ajanlar uzun sureli ve yliksek dozda kullanima
bagl olarak siddetli yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu sebeplerle hastaligin
tedavisi igin yeni tedavi stratejilerinin gelistirimesi bilyiikk 6nem tasimaktadir. ipek
fibroin, ipek bdceklerinin kozalarindan elde edilen protein yapisinda bir
biyopolimerdir. Biyouyumlu ve biyoparcalanir olmasi, antiinflamatuvar etki
gbstermesi ve yara iyilestirici dzelliklere sahip olmasi sebebiyle IBH tedavisi icin

kullanim potansiyeline sahiptir.

Mesalazin IBH tedavisi amaciyla siklikla kullanilan bir aminosalisilattir. Tedavide
kullanilan gunlik mesalazin dozu yaklasik 3 gramdir ve bu yuksek doz ile uzun

sureli kullanimdan kaynakli siddetli yan etkiler gorulmektedir.

siRNA gen susturma amaciyla kullanilan spesifik bir baz dizisidir. IBH'nin
patogenezinde proinflamatuvar bir sitokin olan tUmoér nekroz faktora-a (TNF-a)
onemli rol oynamaktadir. iBH’nin tedavisinde siRNA kullanilarak TNF-a Uretiminin

baskilanmasi yaklasimi dikkat cekmektedir.

Ug boyutlu (3B) biyobaski teknolojisi ile biyolojik materyal iceren sistemler bilgisayar
kontrolli tasarimlarla elde edilmektedir. Baski igin ‘biyo-murekkep’ adi verilen
materyaller kullanir. Bu teknolojinin baglica avantaji, kisiye 6zel dretim yapilmasina
imkan saglamasi, uretilen materyallerin biyotaklit 6zelliklerinin fazla olmasi ve

boylelikle canli uyum saglayabilmesidir.

Hidrojeller, hidrofilik polimer zincirlerinin kovalent baglarla gapraz baglanmasi ya da
molekdl igi fiziksel etkilesimlerle bir arada tutularak birlesmesi ile olusan ¢ boyutlu
ag yapisidir. Baslangic sekillerini koruyarak ytuksek miktarda su veya biyolojik siviyi
absorblayabilmeleri ve sismis durumda yumusak ve porozitesi yuksek bir yapiya



sahip olmalari ayrica canli dokulara buyuk oranda benzemeleri nedeniyle tedavide
siklikla tercih edilen ilag tasiyici sistemlerdir. Hidrojeller gapraz baglanarak yuklenen
maddelerin hastalik bolgesine korunarak tasinmasina olanak saglarlar; intrakolonik
ve oral uygulanabilmelerinden dolayi inflamatuvar barsak hastaligi tedavisi igin

uygun ilag tasiyici sistemlerdir.

Tez calismasinin amaci 3B biyobaski teknolojisiyle Uretilmig, tek basina ve birlikte
mesalazin ve kitozan/TNF-a siRNA polipleksi iceren ipek fibroin-temelli hidrojel ilag

tasiyici sistemlerin geligtiriimesidir.

Bdylece, antiinflamatuvar bir biyopolimer olan ipek fibroin temelli hidrojellere
yuklenen mesalazin ve TNF-a siRNA'nin birlikte kullanimi ile sinerjik etki

olusturularak IBH tedavisinin etkinliginin artiriimasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gastrointestinal Sistem

Gastrointestinal sistem, temel fonksiyonu karbonhidratlar, proteinler, yaglar,
mineraller ve vitaminler gibi temel besinlerin sindirimi, emilimi, sindiriimemis besin
kalintilarinin vacuttan uzaklastiriilmasi olan sindirim sistemi olarak da bilinen
sistemdir. Gastrointestinal sistem ile vicuda alinan besinler ve diger maddeler
gastrointestinal sistem boyunca ilerleyerek kan dolasimina katilir (Friedman, Bar-
Shira ve Sklan, 2003).

2.1.1. Gastrointestinal sistemin fizyolojik ve anatomik ozellikleri

Gastrointestinal kanal, agiz, farinks, 6zafagus, mide, ince bagirsaklar, kolon ve
rektumdan olusmaktadir (Sekil 2.1). Disler, dudak, dil, ¢cene, tukuruk bezleri,
pankreas, karaciger ve safra kesesi ise gastrointestinal kanal disinda yer alan

sindirime yardimci gastrointestinal sistemde yer alan organlardir (Shaheen, 2006).
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Sekil 2.1. insan gastrointestinal sistemi (Carmicheal ve Mills, 2019)



Mide gastrointestinal kanalda yer alan en genis organdir. Anatomik olarak corpus,
fundus, pilorik antrum ve pilorik kanal olmak Uzere 4 kisimdan olusmaktadir. Bu
kisimlardan fundus ve corpus midede sindiriimeyen besinler igin depo gorevi
gOrmektedir. Antrum ise peristaltik hareketler ile midenin bogaltiimasini
saglamaktadir. (El Samaligy, 2010). Midenin i¢ ylzinde yer alan mukozada mide
salgisini saglayan bezler yer almaktadir. Midenin temel gorevi maddelerin On

sindirimini saglamaktir.

Ince bag@irsaklar gastrointestinal kanalda yer alan, ortalama 5 metre uzunlugunda
gastrointestinal sistemin absorbsiyon bolgesidir. Duodenum, jejenum ve ileum
olmak Uzere U¢ bolumden olusmaktadir. Duodenum 25 cm, jejenum ortalama 2
metre ve ileum ise ortalama 2,5 metre uzunlugundadir. Bu boéliumlerden duodenum
hareketsizdir ve safra ve pankreas salgilari duodenuma bosalmaktadir. ince
bagirsagin diger bolumleri olan jejenum ve ileum ince badgirsagin peristaltik
hareketlerinden sorumlu bdlgeleridir ve bu peristaltik hareketler periton tabakasi
altinda yer alan diz kaslar tarafindan gerceklestirimektedir. Jejenum ileuma gore
damar yoéniinden daha zengindir. ince bagirsagin bu bolimlerinde i¢ yizeyi
kaplayan mukozada yer alan kivrim ve c¢ikintilar yuzey alaninin geniglemesini
saglamaktadir ve bu sayede bu bolgeden absorpsiyon artar. Yine mukozada yer

alan bez hicreleri ince bagirsak sindirim salgisini saglamaktadir.

Kalin bagirsaklar gastrointestinal kanalda yer alan gastrointestinal sistemin son
kismini olusturan bdlimudur, uzunlugu yaklasik 1,5 metredir. Kalin bagirsaklar
cekum, cikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve rektumdan olusmaktadir
(Macfarlane ve Macfarlane, 1997). Kalin bagirsaklarda, ince bagirsaklarda
absorpsiyonun artmasini saglayan kivrim ve gikintilar bulunmamaktadir, dolayisiyla
kalin bagirsaklarin yuzey alani daha kuguktur. Gastrointestinal sistemin bu
bolimunde sindirim enzimleri bulunmaz. Kalin bagirsaklarin temel iglevi suyun ve
elektrolitlerin absorplanmasi oldugu icin bu bdlgede ilerleyen icerik giderek
katilagsmaktadir (Tugcu-Demir6z ve Acartirk, 2002).

Oral yoldan ila¢g uygulamasinda cesitli fizyolojik faktorler dGnemli rol oynamaktadir.
Bunlar gastrointestinal sistemden gegis suresi, gastrointestinal sistem pH’si ve

gastrointestinal sistemden absorpsiyondur.



2.1.2. Gastrointestinal sistemden gecis siiresi

Gastrointestinal sistemden gegis suresi, c¢esitli faktorlere goére degisim
gostermektedir (Cizelge 2.1) (Wen ve Park, 2010).

Mideden gegis suresi, acglik-tokluk durumu, alinan maddenin sivi veya kati olmasi,
maddenin bUydkliga gibi faktorlerden etkilenmektedir. Sivi haldeki maddeler
mideden daha hizli gegerken, kati maddelerde mideden gegis suresi uzamaktadir
(Gursoy, 2002). Ayrica kuguk boyutlu maddeler mideyi sindirim asamasinda
gegcebilirken, buyuk boyutlu maddelerin mideyi gegmesi i¢in midenin bosalmasi
gerekmektedir (Arora, Ali, Ahuja, Khar ve Baboota, 2005). Mideden gegis suresi
ortalama 2-4 saat arasinda degismektedir. ince bagirsaktan gecis hizi aclk-tokluk
durumu, alinan maddenin 6zellikleri gibi faktorlerden bagimsiz olarak ortalama 3
saattir. Kolondan gecis suresi ortalama 13 saat olarak bilinmektedir, ancak alinan
maddenin 6zelliklerine gore bu slire uzayabilmektedir. Sivi maddelerin ve partikiler
sistemlerin kolondan gegis suresi kati sistemlere gére daha uzundur, bunun nedeni
sivi ve partikuler sistemlerin buatin kolona yayilmasi, kati sistemlerin ise kolonda
etkili olan itici kuvvetler yardimiyla daha hizli ilerlemesidir. Kolonda kalis suresi
kontrolli salim sistemleri tasarlanarak uzatilabilmektedir (Dortung, 2002; Friend,
2005).

Cizelge 2.1. Saglikli insanlarda gastrointestinal sistemden ortalama gecis sureleri
(Lu ve Wang, 2017)

Gastrointestinal sistem bdlgesi Aclik durumu Tokluk durumu
(saat) (saat)

Mide 2 4

Duedonum 0,26 0,26

Jejenum 1,70 1,70

ileum 1,30 1,30

Cekum 4,50 4,50

Kolon 13,50 13,50

2.1.3. Gastrointestinal sistem pH’si

Gastrointestinal sistem organlarinin pH’si aglik ve tokluk durumuna gore

degismektedir (Cizelge 2.1).
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Saglikh insanlarda mide pH’si aglik durumunda 0,9-3,5 arasinda degismektedir,
ancak yiyeceklerle birlikte bu deger 6’ya kadar ¢ikabilmektedir. Midede bulunan su,
tuz, mukus, hidroklorik asit ve enzimle mide pH’sini olusturan etmenlerdir. ince
bagirsaklarda pH mideye oranla ¢ok daha yuksek olup, ince bagirsaklar boyunca
pH degerinin arttigi goérilmektedir. ileumda pH degeri 7,4’e ¢ikmaktadir ancak
cekumda pH degeri tekrar 6,4’e dusmektedir. Kolon bdlgesinde pH degeri ortalama
6,8'dir (Cizelge 2.2) (Lu, Li ve Wang, 2017; Hua ve digerleri, 2015).

Cizelge 2.2. Saglkli insanlarda gastrointestinal sistem ortalama pH degerleri (Lu, Li
ve Wang, 2017)

Gastrointestinal sistem bdlgesi Aclik durumu Tokluk durumu
Mide 0,9-3,5 4,3-6
Duodenum 5,0-7,0 S

Jejenum 6,0-7,0 5,4-6,0

ileum 6,6-7,4 6,6-7,4

Cekum 6,4 6,4

Kolon 6,8 6,8

Gastrointestinal sistem pH’si saglikli ve hasta olma durumuna goére degisiklik
g6stermektedir. Inflamatuvar bagirsak hastaliina sahip hastalar ve saglikli
gonullilerle yapilan bir g¢alismada inflamasyonun pH degerlerine etkisi
degerlendiriimigtir. Bu calismada 12 sagliklh, 12 dU(lseratif kolit ve 11 Crohn
hastaligina sahip gonullide, gastrointestinal sistem pH degerleri dlgUimustar.
Calismaya gore mide pH degerinin saglikli gondlltlerde 0,95-2,6 arasinda (ortalama
1,95) degistigi, Crohn hastaligina sahip gonullilerde 1,5-4,1 (ortalama 2,4) ve
Ulseratif kolitli goénallilerde ise 1,55-4,4 (ortalama 1,95) arasinda degistigi
g6zlenmistir. Duodenum pH degeri, saglikli génullilerde 6,15-7,35 (ortalama 6,72),
Crohn hastaligina sahip ve ulseratif kolitli gonullilerde 6,0-8,53 (ortalama 6,75),
olarak bulunmustur. Jejenum ve ileum pH degeri saglikli gonullilerde 6,8-7,88
(ortalama 7,5) olarak O&lgulirken Crohn hastaligina sahip ve Ulseratif kolitli
gonallilerde 7,75-9,2 (ortalama 7,95) olarak olgulmustir. Kolon pH degeri ise
saghkh goénallalerde 5,2-7,07 (ortalama 6,12), Crohn hastaligina sahip ve Ulseratif
kolitli génallulerde 5,9-7,7 (ortalama 6,65), olarak bulunmustur (Press ve digerleri,
1998). Calisma sonucunda hasta bireylerin gastrointestinal sistem pH degerlerinin
saglikli bireylere gore degiskenlik gosterdigi sonucuna variimigtir.



2.1.4. Gastrointestinal sistemden absorpsiyon

Ozellikle oral yoldan ila¢ uygulamasinda, gastrointestinal sistemden absorpsiyon
cesitli faktorlere bagli olarak gergeklesen bir stregtir. Fizyolojik faktorler ve hastalik
durumu gastrointestinal sistemden absorpsiyonu ©6nemli Olgude etkileyen
faktorlerdir. Gastrointestinal sistemden absorpsiyon hem maddenin 6zelliklerine
hem de fizyolojik dzelliklere bagl olarak paraselller veya transseluler yol ile (pasif
difizyon) ya da aktif tagima ile gergeklesebilmektedir. Paraselller yol ile hidrofilik,

transseluler yol ile lipofilik maddelerin absorpsiyonu gergeklesmektedir.

Mideden absorpsiyon ¢ok duguk miktarda da olsa mumkundur. Mideden genellikle
glikoz, aminoasitler ve bazi yagda ¢ozunen maddeler gibi basit maddelerin
absorpsiyonu gerceklesmektedir. Gastrointestinal sistemde absorpsiyonun blyuk
bir kismi ince bagirsaklarda gergeklesmektedir. ince bagirsaklar gastrointestinal
sistemin absorpsiyon bélgesi olarak bilinmektedir. ince bagirsagin mukozasinda yer
alan kivrimlar ve c¢ikintilar yuzey alaninin artmasini saglamaktadir ve ince
bagirsagin ylizey alani yaklasik 4.500 m?dir. Kolonda ince bagirsaga gore gok
daha siki hdcreler arasi baglanti bulundugu igin kolondan absorpsiyon ince
bagirsaga oranla duguktur. Kolondan absorpsiyon kolonun ilk kisminda
gerceklesmektedir. Ancak bu bolgede ilaglarin mukoza ile temas surelerinin
artirlmasi ile kolon bdélgesinden absorpsiyonun artiriimasi mimkuinduar (Dortung,
2002; Watts ve Illum, 1997; Mikio, Shiga, Hayashi ve Awazu, 1988).

2.2. inflamatuvar Bagirsak Hastaliklari: Crohn Hastaligi ve Ulseratif Kolit

inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), Crohn hastaligi ve Ulseratif kolit olmak lizere
iki ana sekilde olusan, kolonun veya rektumun ulserizasyonuna bagli olarak kronik
ishal, kanama ve karin agrisi ile kendini gosteren ve gastrointestinal bdlgenin
inflamasyonu ile karakterize kronik olarak seyreden bir hastaliktir (Argollo ve
digerleri, 2017; Rodriguez-Nogalez ve digerleri, 2016a; Fiocchi, 1998). Hastalik
sirasinda akut alevlenmelerin gorulmesi ve hastaligin kronik seyretmesinden
kaynakli olarak yasam boyu tedavi gerektiren bu hastalikta, hastanin yasam
kalitesinin dismesi ve surekli tedaviye bagl olarak olusan maliyetlerin artmasi

hastaligin baslica olumsuz yénlerindendir. Ulseratif kolit ve Crohn hastalig,



histolojik, klinik ve endoskopik yonler acisindan farklihk gostermektedir. Bu

farkhliklar Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin karakteristik dzellikleri (Nikolaus
ve Schreiber, 2007; Kwon ve digerleri, 2002)

Crohn hastaligi Ulseratif kolit
Semptomlar Abdominal agrn | Siklikla sikayet edilen, Kramplar seklinde, 6zellikle
belirgin, dzellikle sag alt sol at kadranda
kadranda
Diyare Eriskin bireylerde siklikla, | Erigkinlerde siklikla,
cocuklarda konstipasyonlar birbirini
g6zlenmeyebilir izleyen sekilde goérilebilir
Hematokezya Hastalarin %20- Aktif  hastalarda  surekli
%30’unda, ozellikle distal | gorilmektedir,  hastahgin
hastaligi olanlarda aktivitesine gore yogunluk
go6rilmektedir degisebilir
Beslenme Sik Ara sira
bozuklugu
Hipozomi Ara sira Nadiren
Abdominal Gordlebilir Sadece siddetli hastalikta
siskinlik gorulebilir
Perianal Hastalarin yaklasik Gorulmez
hastalik %30’unda
Obstruktif Sik Gorilmez
semptomlar
Abdominal kitle | Sik Nadiren
Komplikasyonlar Apse Perianal hastalikta Nadiren
siklikla, nadiren karinda
Toksik Gorilmez Nadiren
megakolon
ileus Ara sira Nadiren
Hepatit Nadiren Ara sira
Eritema Ara sira Nadiren
nodozum
Artralji/artrit Cok sik Sik
Piyoderma Cok nadir Nadiren
gangrenozum
Primer Nadiren Ara sira (%5-%15)
sklerozan
kolanijit
Laboratuvar Akut reaktif | Sik Kapsamli veya siddetli
Bulgulari protein (CRP) hastalikta
Anemi Sik Siddetli hastalikta
Makrositozis Gordlebilir (Kronik ileal Nadiren
tutulum)
Hipoalblinemi Sik Siddetli hastalikta
pANCA + ++
ASCA ++ +
Histolojik Bulgular Transmural inflamasyon Mukozal inflamasyon
Granilom Kript abseleri
Radyolojik Bulgular Bagirsak duvari
kalinlagsmasi Toksik mega kolon
Yag birikimi
Obstriiksiyon
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Cizelge 2.3. (devam) inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin karakteristik dzellikleri
(Nikolaus ve Schreiber, 2007; Kwon ve digerleri, 2002)

Endoskopik ince bagirsak Siklikla Nadiren
Bulgular tutulumu
Rektal tutulum %30-%50 Hemen hemen
her zaman
Tekdize, sirekli Seyrek Her zaman
hastalik
Boyuna, polisiklik Siklikla Gorilmez
Ulserler (“salyangoz
izi")
ileumun parke tasi Siklikla Gorilmez
gOrinimi
inflamasyonlu Siklikla Gorilmez
bdlgelerdeki normal
mukoza
Daralma Ara sira Nadiren
Mukozal 6dem Ara sira Siklikla
Ulserasyon Derin Genellikle diiz ve
genis capli
Cevresel Nadiren Siklikla
inflamasyon
Tutulum Gosterilen Gastrointestinal kanalin | Sadece rektum
Bdlgeler herhangi bir kisminda tutulma | ve kolonda
go6zlenebilir (siklikla ileum) tutulma gozlenir

Crohn hastaligi gastrointestinal kanalin her yerinde gozlenebilmekle beraber, birincil
olarak ince bagirsakta ileumda gorullrken, Ulseratif kolit sadece kolon bdlgesinde
gozlenmektedir. Her iki hastalik belirtileri, bulgulari ve seyirleri agisindan ¢ok
benzemektedirler. Bu hastaliklarin bagirsak disi organlarda komplikasyon
olusturmalari ve malinite potansiyelleri bulundugu i¢in oldukga énemli hastaliklardir
(Stenson, 2004; Kodner ve digerleri, 1993).

Hastaligin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir, ancak hastaliga genetik yatkinlhk
gOsteren bireylerde bagirsak kanalinda bulunan bakterilere kargi gelisen bir immun
yanittan kaynaklandigi tahmin edilmektedir (Rodriguez-Nogalez ve digerleri, 2016b;
Taylor, Jang ve Rotter, 2001; Xavier ve Podolsky, 2007). Bazi interlokinler ve tumor
nekroz faktoru-alfa (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinler hastalik sirasinda
salgilanmaktadir. inflamatuvar bagirsak hastaliginda sitokinlerin rolii Cizelge 2.4'te
gOsterilmistir. Bu sitokinler, bagirsakta bagirsak fibroblastlarini, nétrofilleri ve
makrofajlari biriktirme yetenedine sahiptir ve biriken bu fibroblastlar, bagirsakta
darlik olusumuna yol agan bagirsak fibrozuna neden olmaktadir. Bagirsakta birikmis
noétrofiller, matriks bozulmasini indiklemek icin elastaz salgilar ve bagirsakta biriken
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makrofajlar, bagirsak matrisinin bozulmasina, epitel hasarina, endotel
aktivasyonuna ve vaskuler bozulmaya neden olan sitokinleri Uretir. Ayrica bu
sitokinlerin salgilanmasi adaftif immun sistemin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Doku hasariyla birlikte bagirsak duvarinin luminal antijenlere maruziyeti
artmaktadir, bu durum da hem dogal hem de adaptif immun sistemin aktivasyonuna
neden olmaktadir. immiin sistemin aktivasyonu ile devam eden inflamasyon durumu
kronik inflamasyon ile sonuglanmaktadir. TNF-a, cesitli hicre tipleri Uzerinde
pleiotropik etkileri olan bir sitokindir. Inflamatuvar yanitin diizenleyicilerinden biridir
ve bircok otoimmin ve inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol aldidi
bilinmektedir. TNF-a bagirsak homeostazinda dnemli bir rol oynamaktadir. Bagirsak
epitelinin yenilenmesi sirasinda epitel hucrelerin dizenlenmesi, epitel bariyer
batinligundn korunmasi, yara iyilesmesi ve mukozal onarim gibi bir¢ok fizyolojik

suregte yer almaktadir (Sharl, 2015).

Cizelge 2.4. inflamatuvar bagirsak hastaliginda sitokinlerin rolii (Sanchez-Mufioz,
Dominguez-Lopez ve Yamamoto-Furusho, 2008)

Sitokin turl Ulseratif Kolit Crohn Hastaligi
TNF-a Artar Artar

TL1a Bilinmiyor Artar

IL-6 Artar Artar

IL-18 Rolu yok Rold var ama batiun hastalarda degil
TGF-B Acik degil Aclik degil

IL-10 Acik degil Artar

IL-4 Acik degil Aclik degil

IL-12 Artar Artar

IL-23 Rolu var Rold var

IL-27 Acik degil Artar

IL-17 Artar Artar

IL-13 Artar Rold yok

IL-5 Artar Rold yok

2.2.1. inflamatuvar bagirsak hastalig lokalizasyonu

inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin lokalizasyonu farkllik géstermektedir. Ulseratif
kolitte inflamasyon bdlgeleri kolondan rektuma kadar uzanirken, Crohn hastaliginda
inflamasyon gastrointestinal kanalin her yerinde goézlenebilir, ancak inflamasyon
ileumda baskindir (Sekil 2.2). Crohn hastaliginda kolonda inflamasyon %30-40

oraninda gozlenmektedir.



11

Ulseratif kolit hastaliginda, hastalik tutulum bdlgelerine gére cesitli isimler
alabilmektedir. Hastalik sadece rektum bolgesinde tutulmugsa proktit, proksimal
bolgeye yayin sigmoidal kolon bdlgesinde tutulmugsa proktosigmoit, splekin
fleksuraya kadar tutulmussa distal kolit ve gekuma kadar butln kolon tutulmussa

pankolit seklinde isimlendiriimektedir (Kovacs ve Muller, 2012).

Transvers
kolon

ince bagirsak

; - inen
Cikan kolon ~ =—————>

Cekum —

inflamasyon

Ulseratif Kolit Crohn Hastalig

Sekil 2.2. Ulseratif Kolit ve Crohn Hastaligi lokalizasyonlari (Youshia ve Lamprecht,
2016)

2.2.2. inflamatuvar bagirsak hastaliginda tedavi yaklasimlari

inflamatuvar bagirsak hastali§inin tedavi stratejileri akut alevilenmeler sirasinda
semptomlarin gideriimesi ve bu alevlenmelerin tekrarlanmasini Oonlemek ve
geciktirmek olarak siralanabilir (Rodriguez-Nogalez ve digerleri, 2016a). Yani
mevcut tedavi stratejileri, hastaliga neden olan faktorleri ortadan kaldirmak yerine,
hastalik semptomlarinin giderilmesini amaclamaktadir (Pithadia ve Jain, 2011). Bu
stratejiler arasinda daha az dozlama ve daha az yan etki elde etmek amaciyla
birden ¢cok tedavi ajaninin bir arada kullanildigi sistemler yer almaktadir (Rodriguez-
Nogales ve digerleri, 2016a). inflamatuvar bagirsak hastaliyinin konvansiyonel
tedavisinde kullanilan ilaglarin, inflamasyonun lokalizasyonu, aktivitesi ve miktarina
bagh olarak uygulama yolu ve dozu degisebilmektedir. inflamatuvar bagirsak
hastaliginin konvansiyonel tedavisi i¢in piramit yaklasimi kullaniimaktadir (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3. inflamatuvar ba@irsak hastaliginin konvansiyonel tedavisinde piramit
yaklasimi (Ribaldone ve digerleri, 2020)

2.2.3. Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar

inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavisinde aminosalisilatlar,
immunosupresanlar, kortikosteroidler, biyolojikler ve antibiyotikler gibi tedavi edici
ajanlar kullaniimaktadir. Hastaligin tedavisinde konvansiyonel olarak kullanilan

ilaclar Cizelge 2.5'te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.5. inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisinde konvansiyonel olarak
kullanilan ilaglar (Coskun, Vermeire ve Nielsen, 2017; Takedatsu,
Mitsuyama ve Torimura, 2015)

Kortikosteroidler | Aminosalisilatlar | immunmodiilatérler | Biyolojikler | Antibiyotikler

Budesonid Mesalazin AzatiyopUrin infliximab Metronidazol
Hidrokortizon Silfasalazin 6-merkaptopurin Adalimumab | Siprofloksasin
Metilprednizolon Olsalazin Takrolimus Certozilumab | Rifaksimin
Balsalazid Siklosporin Vedolizumab
Metotreksat Natalizumab

Ustekinumab
Golimumab
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2.2.4. Hastaligin tedavisinde yenilik¢i tedavi yontemleri

inflamatuvar bagirsak hastaliginin  konvansiyonel tedavisinde kullanilan
kortikosteroidler, aminosalisilatlar, immunosupresanlar ve biyolojikler gibi tedavi
edici ajanlarin uzun sureli kullanimlarinda gorulen siddetli yan etkiler ve tedavi
maliyetleri yeni tedavi stratejilerinin arastiriimasini beraberinde getirmektedir
(Bernstein ve digerleri, 2016; Siegel, 2011; Connell ve digerleri, 1994). Bu amacla
JAK inhibitorleri (tofacitinib, filgotinib, peficitinib), vitamin D, Sfingozin-1-fosfat
reseptor modulatorleri (ozanimod, etrasimod, amiselimod), TNF-a-siRNA (gen
susturucular) gibi tedavi edici ajanlar hastaligin tedavisinde potansiyel kullanima

sahiptir.

inflamatuvar barsak hastaliginin patogenezinde proinflamatuvar bir sitokin olan
tumor nekroz faktori-a (TNF-a) énemli bir rol oynamaktadir (Igbal ve digerleri,
2018). inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavi stratejileri arasinda anti-TNF-a
tedavi stratejisi bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar anti TNF-a tedavisinin histolojik
ve endoskopik hastalik aktivitesini azalttigini, immun hucrelerin aktivasyonunu
inhibe ettigini, hicre adezyon molekullerinin ve proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu asagi dogru duzenledigini, apoptozu module ettigini gostermektedir.
Ayrica yapilan calismalarla anti-TNF-a tedavisinin gugla bir lokal etkiye neden
oldugu, ancak sistemik bir etkiye neden olmadigi ve bagirsak dokusundaki
derigiminin serum seviyelerine kiyasla klinik ve kalici bir yanitla daha iyi korele

olabilecegi gosterilmigtir (Peyrin-Biroulet ve digerleri, 2021; Jang ve digerleri, 2021).

Gen susturma teknolojisi kullanilarak TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin
Uretimininin baskilanmasi yaklasimi dikkat gekmektedir (Guo, Jiang ve Gui, 2016;
Kriegel ve Amiji 2011).

2.2.5. Aljinat, hyaluronik asit ve inflamatuvar bagirsak hastaliginda
kullanimlari

Aljinat kahverengi alglerden veya su yosunlarindan Uretilen polisakkarit yapida bir
biyopolimerdir. Farkli oranlarda ve farkli dizenlemelerde B-D mannuronik asit (M-
blok) ve a-L-glukronik asit (G-blok) yapilarini icermektedir (Sekil 2.4). Bu bloklarin

birlesimine ve yerlesimine gore aljinatlarin yapisi, molekul agirligi ve viskozite
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degerleri degismektedir (Sinha ve Kumria, 2001). Aljinatlarin molekul agirhgi
32.000-420.000 g/mol arasindadir (Lee ve Mooney, 2012). Aljinatin yapisinda G-
blokta bulunan sodyum iyonu ile Ca*?, Ba*?, Sr*?, Zn*2 gibi katyonlar arasindaki iyon
degdisimi ile aljinat jel yapisi olusmaktadir. Aljinatlarin viskozite degerleri hazirlama
yontemine gore degisim gosterebilir. Viskozite degeri, polimerizasyon derecesi ve
molekul agirhgr arasinda lineer bir iligki bulunmaktadir. Polimerizasyon derecesi ve
molekul agirhidr arttikca viskozite degerleri de artmaktadir. Aljinatlar viskozite
degerlerine gore, duslik, orta ve yuksek viskoziteli olarak siniflandiriimaktadir.
Aljinatlarin viskozitesi, pH degeri dustikce artmaktadir. Yapidaki karboksil
gruplarinin hidrojen bagi olusturmasiyla, pH=3-3,5 arasinda viskozite maksimuma
ulagmaktadir (Lee ve Mooney, 2012). Aljinatlarin viskozite degerleri, sisme ve
erozyon Ozelliklerini etkiler, bu 6zellikler de ila¢ tasiyici sistemlerde ilacin salim
profilini dogrudan etkilemektedir. Aljinatlar, biyouyumluluk, biyopargalanabilirlik,
dusuk toksisite, kolay bulunabilme ve duguk maliyet gibi Ozellikleri sayesinde
eczacllik alaninda ve biyomedikal uygulamalarda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir
(Gombotz ve Wee, 1998).
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Sekil 2.4. Aljinatin kimyasal yapisi (Abasalizadeh ve digerleri, 2020)

Aljinatin mide Ulserlerine ve 6zofagal refliye karsi koruyucu bir 6zelligi oldugu ve

inflamatuvar  bagirsak hastaliginda proinflamatuvar sitokinlerin  Gretimini
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baskilayarak inflamasyonu azalttigi bilinmektedir (Poynard, Vernisse ve Agostini,
1998; Dettmar ve digerleri, 2006; Pi ve digerleri, 2022). Ayrica bagirsak
mikrobiyotasini duzenleyerek, ulseratif kolit olusumunu ve hastaligin ilerlemesini
onledigi kanitlanmistir (Fu ve digerleri, 2023). Aljinat temelli ilag tasiyici sistemlerin
pH duyarli ve bolgeye 6zgu bir salim profili géstermesi, ayrica mukoadhezif yapisi
da aljinatin inflamatuvar bagirsak hastaliyi tedavisinde tercih edilme
sebeplerindendir (Swastha ve digerleri, 2023). Yapilan bir calismada, ulseratif kolit
olusturulmus sigcan modelinde, sodyum aljinatin IL-6, TNF-a gibi proinflamatuvar
sitokinlerin aktivitesini inhibe ederek ve LTB4, PGE2 gibi eikosanoidlerin sentezini
inhibe ederek inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir
(Mirshafiey ve digerleri, 2005). Bir diger calismada sodyum aljinatin Ulseratif kolit
olusturulmus fare modellerinde oral uygulanmasi ile, mukus tabakasinin
kalinlagsmasi ve musin salgilanmasini tesvik ederek mukozal iyilesmeyi artirdigi
gosterilmistir (Yamamoto ve digerleri, 2013). Wang ve digerlerinin yaptigi bir
calismada ise aljinat temelli mikrokdrelerin, sicanlarda kolonik mukoza hasarini
azaltarak kolon bdlgesinde iyilesme sagladigi, mukozada bulunan inflamatuvar
mediatoérlerin, sitokinlerin sentezini ve gen ekspresyonunu azaltarak inflamatuvar

yanitin azalmasini sagladigi bulunmustur (Wang ve digerleri, 2016).

Hyaluronik asit insan vucudunun biyolojik sivilar ve bag doku gibi bolgelerinde
yaygin olarak bulunan glikozaminoglikan yapisinda bir biyomakromolekualdur (Volpi
ve digerleri, 2009). Hyaluronik asit, glikosidik B-1,3 bagiyla baglanan p-glukuronik
asit ve N-asetil-D-glukozaminden olusan disakkarit birimlerini iceren dogrusal bir
yapidadir (Sekil 2.5). Bu biyomakromolekll kondrositler, fibroblastlar ve
sinoviyositler tarafindan sentezlenmektedir.  Hyaluronik asit ylksek molekul
agirhgina sahiptir, molekal agirligi 10.000 kDa'a kadar gikabilmektedir. Yuksek
molekul agirhgina sahip olmasi, polianyonik bir yapida olmasi ve dallanmayan zincir
yapisi sayesinde Ozel bir reolojik karakteri bulunmaktadir. Hyaluronik asit
viskoelastik bir yapiya sahiptir. Viskozitesi molekul agriligina bagh olarak artig
goOstermektedir. Hyaluronik asit biyouyumlu, biyopargalanabilir, toksik olmama ve
mukoadhezif bir biyopolimer olmasi nedeni ile eczacilik alaninda ve biyomedikal

alanda tercih edilmektedir.
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Sekil 2.5. Hyaluronik asitin kimyasal yapisi (Sayed Aly, 2008)

inflamatuvar bagirsak hastaliginda mukozal epitel yapisi inflamasyona bagli olarak
bozulmaktadir. Bu epitel yapidan glokuzaminoglikan kaybi ile protein kaybi ve 6dem
olusmaktadir. inflamatuvar bagirsak hastali§i tedavisinde hyaluronik asitin
uygulanmasi ile 6dem olusumunun azaldigi ve mukozal bariyerlerin yeniden insa
oldugu bildirilmigtir (Murch ve digerleri, 1993). Ayrica hyaluronik asitin yara iyilestirici
Ozelligi de bulunmaktadir ve CD44 reseptorleri aracihdi ile hucre hareketliligini
uyardigi gdsterilmistir. inflamatuvar bagirsak hastaliginda CD44 seviyesinin arttigi
bilinmektedir (Wittig ve digerleri, 2002; Johnson ve Ruffell, 2009). CD44, hiicre
migrasyonunda rol oynadigindan, inflamatuvar sitokinler tarafindan CD44-HA
baglanmasinin modulasyonu, immuin hicre aliminda etkili olmakta ve yara

iyilesmesini hizlandirmaktadir (Chen ve Abatangelo, 1999).
2.2.6. inflamatuvar bagirsak hastalig tedavisinde rektal ve oral uygulamalar

Rektal uygulama diusuk ¢ozinurlige, stabiliteye ve permeabiliteye sahip ilaglar igin
uygun bir uygulama yoludur. Oral yoldan uygulama zorlugu yasanan bilinci kapali,
kusma refleksine sahip, pediatrik ve geriatrik hastalar igin rektal uygulama tercih
edilmektedir. Rektal uygulama ile lokal etki saglanabilir ve karaciger ilk gegis
metabolizmasi elimine edilmis olur. Ayrica rektum diger uygulama bolgelerine gore

daha dusuk enzimatik aktiviteye sahip oldugu icin nispeten daha stabil bir bolge
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olarak kabul edilir. Genel olarak rektal uygulama, karacigerde yuksek ilk gecis
etkisine sahip, Ust gastrointestinal sistemde sinirli absorpsiyona sahip, mide
mukozasinda tahrise neden olan ve gastrointestinal sistemde kolay pargalanabilen
dusuk stabiliteye sahip ilaglar igin uygun bir uygulama yoludur. Genel olarak rektal
uygulama igin kullanilan ilag sekillerinin tahrigse neden olmamasi, uygulama
bolgesinde iyi bir tutulma gostermesi ve hasta uyuncunun yuksek olmasi
gerekmektedir (Esiringl ve digerleri, 2016). Rektal uygulama genelde hastalar
tarafindan ¢ok fazla tercih edilmese de inflamatuvar bagirsak hastaligi gibi intestinal
bolge hastaliklarinin tedavisi igin uygun bir yoldur. Rektal uygulama igin kullanilan
cozelti formundaki ilag sekilleri sizma egiliminde oldugu igin, hidrojeller tedavi
etkinligini artirmak igin dikkat ¢ekici ilag sekilleri haline gelmistir. Rektal uygulama
ile 6zellikle inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavisinde dogrudan inflamasyon
bdlgesine ilag tasinmasi mumkindir (Purohit, Hanning ve Wu 2018, Tugcu-
Demirdz, Acartlirk ve Takka, 2006; Esiringl ve digerleri., 2016). Ancak inflamatuvar
bagirsak hastaliginda rektal ilag uygulamasi ile kolonda ilacin uzun sire kalmasi
gerektidi icin diyareli hastalarda etkili olmamaktadir. Ayrica rektal uygulama Crohn
hastaliginda Uulseratif kolitli hastalara goére daha az etkilidir. Seoane-Viafio ve
digerleri tarafindan vyapilan bir c¢alismada inflamatuvar bagirsak hastaligi
tedavisinde rektal uygulanmak Uzere takrolimus yuklu 3B basilmis supozituvar
formUlasyonlari geligtiriimis ve Ulseratif kolit olusturulmus siganlarda bu
formulasyonun etkili oldugu gézlenmistir (Seoane-Viafo ve digerleri,2020). Bir diger
calismada ise rektal uygulanmak Uzere budesonid yukli koplk formulasyonu
gelistirimis ve bu formiilasyonun iBH tedavisindeki etkinligi degerlendiriimistir.
Calisma sonucunda bu formulasyonun Ozellikle Ulseratif kolit tedavisinde etkili
oldugu ve oral uygulamaya yanit vermeyen hastalarda kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir (Sandborn ve digerleri, 2015).

Oral uygulama yolu, ila¢ tedavisinde siklikla tercih edilen ve hasta uyuncunun en
fazla oldugu ilag uygulama yollarindan bir tanesidir. Kolay uygulama, sistemik
dolagima dogrudan gecis olmadigl igcin genellikle daha az siddetli ilag
reaksiyonlarinin gorulmesi, ilag tedavisinin istenilen zaman kesilebilmesi, ucuz ve
kolay uretim imkani saglamasi gibi avantajlari bulunmaktadir (Giovannitti ve Trapp,
1991; Sastry, Nyshadham ve Fix, 2000). Hastalarin ilaci kendi kendine

uygulayabilme imkani ve oral uygulama yolunun dusik maliyetli olmasi hasta
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uyuncunun artmasini saglamaktadir. Gastrointestinal sistemdeki en ylksek emilim
ince bagirsaklarda gerceklestigi icin, oOzellikle sistemik etkinin saglanabilmesi
amaciyla oral ilag uygulama yolu tercih edilmektedir. Oral uygulama yolu IBH
tedavisi i¢in en ideal yol olarak ve hastalarin ilk tercih ettigi uygulama yolu olarak
kabul edilmektedir. Moody ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, IBH'ye
sahip 200 hastaya hastaligin tedavisi i¢in oral uygulama, rektal uygulama veya
kombine tedaviden hangisini tercih ettikleri sorulmustur. Bu hastalar arasindan
Crohn hastaligina sahip 77 Kkisi, Ulseratif kolitli 75 kisi tercihlerini belirtmistir.
Sonuglara gore Crohn hastaligina sahip hastalarin %82’si, Glseratif kolitli hastalarin
ise %80’i hastaligin tedavisi i¢in oral uygulama yolunu tercih etmistir (Moody ve
digerleri 1997). Oral uygulama ilaglarin dogrudan bagirsak mukozasina erigimini
saglamaktadir (Xiao ve Berlin, 2012). Ancak bu uygulama yolunun en buyuk
dezavantajlari, midenin asidik kosullari ve mide-bagirsak kanali boyunca bulunan
enzimlerdir. Dolayisiyla 6zellikle inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisi icin oral
uygulanmak Uzere gelistirilen ila¢ tasiyici sistemlerin, ilaci Ust gastrointestinal
sistemdeki sartlardan koruyacak sekilde tasarlanmasi gerekmektedir (Amidon,
Brown ve Dave, 2015; Zu ve digerleri, 2021). Kim ve digerleri, IBH tedavisi icin oral
uygulanmak Uzere biyolojik bir ajan olan infliximab yUklli nanopartikil formUlasyonu
gelistirmis ve bu formiilasyonun tedavi etkinligini IBH olusturulmus fare modelinde
degerlendirmigtir. Calisma sonucuna gore oral uygulanan nanopartikil
formilasyonunun IBH tedavisinde etkili oldugu ve tedavi igin potansiyele sahip

oldugu goézlenmistir (Kim ve digerleri, 2020).

2.2.7. inflamatuvar bagirsak hastahigi tedavisinde uzatilmis salim yapan ilag
tasiyici sistemler

ilag tasiyici sistemler, ilaglarin viicuda salim hizini, zamanini ve yerini kontrol
ederek terapotik bir maddenin viicuda verilmesini saglayan bir formulasyon veya
tibbi cihaz olarak tanimlanmaktadir. Tabletler, kapsuller, merhemler, suruplar gibi
konvansiyonel ilag tasiyici sistemlerin en buyuk dezavantajlari, biyoyararlanimin
dusuklagu, dozlama sikhginin gok olmasi, yuksek ilk gecis etkisi, dusik eliminasyon
ve plazmadaki ilag seviyesindeki dalgalanmadir. Bu dezavantajlardan dolayi
konvansiyonel ilag tasiyici sistemlerle istenen terapotik etkinin elde edilmesi zordur.

Kontrolli ilag tasiyici sistemler, maksimum etkinlik ve guvenlik elde edilmesi
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amaciyla ilacin belli bir hizda ve hedef boélgeye 6zgl salinmasini saglayan ilag
tasiyici sistemlerdir ve konvansiyonel ilag tasiyici sistemlerde kargsilagilan
problemlerin 6nune ge¢mek amaciyla gelistiriimistir. Kontrollli ilag tasiyici
sistemlerle kandaki ila¢ seviyesi sabit tutulabilir ve ilacin dozunun surekli terapdtik
pencere icinde kalmasi saglanir. Kontrollu ilag tasiyici sistemler ilag salim
mekanizmasina goére c¢esitli basliklar altinda degerlendirilebilir (Adepu ve
Ramakrishna, 2021).

Uzatilmis salimli sistemler kontrolli ila¢ tasiyici sistemlerden bir tanesidir. Bu
sistemler, tek bir doz ilag uygulanmasindan sonra surekli olarak uzun sureli terapotik
etki elde etmek amaciyla tasarlanmig sistemlerdir. Uzatilmis salim yapan ilag

tasiyici sistemler ile;

e ilag uygulama sikligi azalir, buna bagli olarak hasta uyuncu artar,

o Terapdtik etkinlik artar,

e Plazma ila¢ seviyesi sabit tutulur, plazma ilag seviyesinde dalgalanma meydana
gelmez,

¢ Uygulanan ilag dozu azaltilabilir, boylece dugsuk dozla yuksek etki elde edilmesi
saglanabilir,

e Kontrollu ilag salimi ve buna bagl olarak kontrolli absorpsiyon saglanabilir,

e Potens ilaglarin guvenligi artirilabilir,

¢ Kisa yarilanma omrune sahip ilaglar icin terapotik ekinlik stresi artirilabilir,

e Hem lokal hem de sistemik yan etkiler azaltilabilir (Rathnaparki ve Gupta, 2013;

Tapaswi ve Verma, 2013, Patel ve digerleri, 2011).

inflamatuvar bagirsak hastaliginin konvansiyonel tedavisinde kullanilan ilaclar,
yuksek doz, uzun sureli tedaviye bagl yuksek yan etki profili ve yiksek maliyet gibi
dezavantajlara sahiptir. inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisi icin uzatiimis salim
yapan ila¢ tasiyici sistemlerin geligtiriimesi ile hem bu dezavantajlarin 6nine
gecilmesi hem de bu ilag tasiyici sistemlerin avantajlarindan faydalaniimasi
mumkundir (Asha ve digerleri, 2020). inflamatuvar bagirsak hastalig tirlerinden
olan Crohn hastalijinda gastrointestinal kanalin her yerinde inflamasyon
gorulebilirken, Ulseratif kolitte inflamasyon bdlgesi kolon ile sinirlidir. Bu

inflamasyonlarin tedavisi ise inflamasyon bdlgesine ulasan ilag miktarina baghdir.



20

Konvansiyonel ilag tasiyici sistemlerde inflamasyon bdlgesine ulasan ilag miktarini
artirmak amaciyla yuksek doz kullanilabilmektedir ancak bu ylksek doz yan etki
riskini artirmaktadir. IBH tedavisinde uzatilmis salimli ilag tasiyici sistemler ile

yuksek dozlarda bile dusuk yan etki profili elde edilebilmektedir.

Yapilan calismalarda IBH tedavisi i¢in standart olarak kullanilan mesalazinin
uzatilmis salimh formunun, konvansiyonel mesalazin uygulamasina gére daha
yuksek dozlarda bile daha iyi tolere edilerek yan etki potansiyelinin azaldigi ve
terapotik etkinliginin arttigi gozlenmistir (Hanauer ve digerleri, 1993; Singleton ve
digerleri, 1993).

Mulder ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada mesalazinin uzatiimis salimli
formunun (Pentasa®) IBH tedavisinde etkili oldugu ve yan etki profilinin diisiik

oldugu gosterilmistir (Mulder ve digerleri, 1998).
2.3. ipek Fibroin

ipek fibroin, Bombyx mori ve Antheraea pernyi gibi ipekbdceklerinin kozalarindan
veya orumceklerden elde edilen dogal bir hayvan kaynakh fibréz bir proteindir. Bu
protein, bu turlerin epitel hucrelerinde sentezlenir (Vepari ve Kaplan 2007).
Ortimceklerden elde edilen ipek fibroin daha glgli ve daha elastiktir, ancak
orumceklerden ipek fibroin elde etmenin zorlugu nedeniyle, Bombyx mori
ipekbdcegi kozalarindan elde edilen ipek fibroin daha yaygin olarak kullaniimaktadir
(Thurber, Omenetto ve Kaplan, 2015). Farkli ipek turevleri, farkli gen yapilarina
sahiptir. Bombyx mori ipek fibroinin diger turlerden yapi ve 6zellikleri bakimindan

farkli olmasinin nedeni bu gen yapisidir (Craig ve Riekel, 2002).
2.3.1. ipek fibroinin kimyasal yapisi

Bombyx mori ipekbdcegi kozalari genellikle ipek fibroin kaynagi olarak kullanilir.
ipek fibroinin boyutlari 10-25 ym arasindadir. ipek fibroin 1:1 oraninda hafif zincir
(26 kDa) ve agir zincir (390 kDa) olmak Uzere iki ana zincirden olusur. Bu zincirler
birbirlerine tekli disulfit baglar ile baghdir ve serisin adi verilen hidrofilik bir protein
ile kaplanmigtir (Sekil 2.6).
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serisin

ipek bocegi kozalari Kozanin protein bilesenleri

Sekil 2.6. ipek bocegi kozasinin temel bilesenleri (Sobajo ve digerleri, 2008)

Serisin, ipekbdcegi koza kiitlesinin yaklasik %30’u kadardir. Ipek fibroin elde etmek
igin serisin uzaklastirnimahdir. Bu iglem, ipekbocegi kozalarinin alkali bir ¢ozelti
icinde kaynatilmasiyla yapilir ve zamk giderme olarak adlandirilir (Vepari ve Kaplan
2007). ipek fibroin, temel olarak glisin (Gly), alanin (Ala) serin (Ser) amino
asitlerinden olusur. Glisin, alanin ve serin orani sirasiyla yaklasik %43, %30,
%212'dir. Bu amino asitlerin dizisi - (Gly-Ala-Gly-X)n'dir (X, serin veya tirozin olabilir)
(Sekil 2.7) (Mori ve Tsukada 2000).

OH
POEP Y
S RN GO,

Y

-Glisin -Serin -Glisin -Alanin -Glisin -Alanin
Sekil 2.7. ipek fibroinin kimyasal yapisi (Moin ve digerleri, 2021)

ipek fibroin, beta-tabaka adi verilen Silk | ve Silk Il yapilarindan olusur (Sekil 2.8).
Silk | yapisi suda ¢6zinur, bagh su molekdllerini iceren metastabil bir kristal yapidir,
Silk 11, bitisik peptit bloklar arasindaki gugli hidrojen bagi nedeniyle en stabil
durumdur. Silk | yapisinin Silk |l yapisina donusumda, 1siya, fiziksel edirmeye ve
metanol veya potasyum klorur gibi ¢bzlculere maruz kaldiginda gozlenir (Altman
ve digerleri 2003; Valluzzi ve digerleri 2002). Silk 1l ise, ipek fibroin ¢dzeltisinin
hava-su arayuzinde bulunan ipek fibroinin stabil olmayan kristal yapisidir.
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Sekil 2.8. ipek fibroin yapisinin sematik gdsterimi. A: Disllfit baglari ile baglanan
agir zincir (N-terminal, B-tabakalari, Amorf ve C-terminal) ve hafif zincir.
B:lpek bocegi kozasi genel yapisi (Sun ve digerleri, 2021)

2.3.2. ipek fibroinin dzellikleri

ipek fibroin, bu proteini gesitli alanlarda kullanim icin cazip kilan birgok 6zellige
sahiptir. Ipek fibroinin bu kadar yaygin kullaniimasinin nedenlerinden biri de
mekanik ozellikleridir. Bu protein, yuksek gerilme direncine, uzayabilirlige ve elastik
dzelliklere sahiptir. ipek fibroinin gerilme direnci 740 mPa'dir ve bu, polilaktik asit
(PLA) ve kollajen gibi diger polimerlere kiyasla ¢ok yuksek bir gerilmedir (Rockwood
ve digerleri, 2011). ipek fibroin, kolayca bulunabilen ve kolayca elde edilebilen bir
proteindir. Diger bir 6zelligi ise 250 °C'ye kadar termal stabilite gdostermesidir. Bu
0zelligi sayesinde bu proteini 3B baski teknolojisi gibi sicaklik uygulanan iglemlerde
kullanmak mimkin hale gelmektedir ve ipek fibroin ile genis bir sicaklik araliginda
cahsilabilir. Ayrica bu termal stabilite sayesinde herhangi bir bozulma ve butunlik
kaybi olmadan 6zelliklerini koruyabilmektedir (Maghdouri-White ve digerleri, 2016).

Canli vicuda yapilan uygulamalarda ipek fibroin tercih edilmektedir. Bunun nedeni
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dusuk immunojenite, antijenite, trombojenite ve sinirli bakteri adezyonu
gostermesidir (Kundu ve digerleri, 2014). Ayrica toksik, kanserojen, sitotoksik
degildir ve biyolojik olarak uyumludur. Hemostatik 6zelligi de bu proteini canh
organizma igin ¢ekici kilmaktadir. ipek fibroin duslk inflamatuvar yanit
goOstermektedir (Sheikh ve digerleri, 2015). Biyobozunur bir proteindir ve bu 6zellik
kontrol edilebilmektedir. ipek fibroinin biyolojik olarak bozunmasi uygulama yerine
gore degisiklik gostermektedir, ayrica bu bozunma proteolitik de olabilir. Enzimatik
bozunmaya karsi direnci nedeniyle in vivo olarak yavas bozunma hizina sahiptir. Bu
kontrolli ve yavas bozunma hizi nedeniyle doku muhendisligi gibi uygulamalarda
yaygin olarak tercih edilmektedir. ipek fibroinin antiinflamatuvar ézellik gésterdigi
bilinmektedir. Bu 6zellik ilk kez Kim ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada
gOsterilmistir. Bu galismada farelerin kulaklarinda 6dem modeli olusturulmus ve ipek
fibroin topikal olarak uygulanmistir, uygulama sonrasinda ipek fibroinin
antiinflamatuvar bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Kim ve digerleri, 2011). Bu
proteinin hicre dizilerinin baglanmasini, farklilagsmasini ve gcogalmasini saglayarak
hacreleri destekledigi, enzimler ve canli viral agilar gibi biyomakromolekullerin
stabilitesini arttirdigi bilinmektedir (Yang ve digerleri, 2019; Aykac ve digerleri, 2018;
Min ve digerleri, 2004; Cubayachi ve digerleri, 2019). Hucre farkhlasmasini ve
cogalmasini sagladigi icin yara iyilesmesi gibi uygulamalarda kullanilir. ipek fibroin
yuksek su buhari ve oksijen gegirgenligine sahiptir, bu nedenle canli dokulara

kolayca uyum saglar.
2.3.3. ipek fibroinin elde edilis yontemleri

ipek lifleri serisin proteini ile kaplanmis malzemelerdir. Serisinin immiin yanitlara
neden olabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle canli organizma ile uyumlu bir materyal
elde etmek igin serisin uzaklastiriimalidir. Serisinin uzaklastiriimasiyla elde edilen
materyal olan ipek fibroin, immin yanita neden olmadidi igin biyouyumludur.
Serisinin ipek liflerinden uzaklastiriimasi zamk giderme islemi olarak bilinmektedir.
ipek kozalar zamk giderme islemi icin alkali bir ¢dzeltide kaynatilir. Zamk giderme
islemi icin alkali ¢ozelti olarak enzimler, Ure, amonyum, boraks-hidroklorik asit
tamponu, sodyum karbonat, bikarbonat ¢ozeltisi kullanilabilir. Bu iglemden sonra
elde edilen lif yapisi bir gece kurumaya birakilir. Daha sonra lif yapisi LiBr ¢ozeltisi

veya Ajisawa reaktifi (CaClz/etanol/su) gibi ¢ozeltilerde ¢ozllerek saf ipek fibroin
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elde edilir. Daha sonra ¢ozuculerin uzaklastiriimasi igin diyaliz iglemi gerceklestirilir.
Diyaliz isleminden sonra tamamen saf ipek fibroin elde etmek igin santifij islemi
yapilir (Sekil 2.9). Toz halinde ipek fibroin elde etmek igin liyofilizasyon islemi
yapilabilir (Rockwood ve digerleri, 2011). ipek fibroin elde etmek igin farkli
yontemlerin kullanildigi ¢caligsmalar bulunmaktadir. Bir gcalismada zamk giderme igin
amonyak, sodyum karbonat ve sodyum bikarbonat olmak Uzere Ug¢ farkli ¢ozelti
kullanilmig ve bu c¢ozeltilerin etkileri karsilastirilmistir. Kurutma isleminden sonra
LiBr g¢ozeltisi ve Ajisawa reaktifi yerine formik asit:fosforik (7:3) asit karigimi
kullaniimigtir. Bu ¢alismada, kullanilan ¢ozeltinin ipek liflerinin morfolojisi Gzerinde
onemli etkilere sahip oldugu, ayrica sodyum bikarbonat ve sodyum karbonat yerine
amonyak ¢ozeltisi kullaniminin ipek liflerindeki bozulmayi azalttigi gorulmustir

(Nazeer, Yilgor ve Yilgor, 2019).
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Sekil 2.9. ipek fibroin eldesinin sematik gosterimi

2.3.4. ipek fibroinin kullanim alanlari

ipek fibroinin 6zellikleri ve avantajlarindan dolayl genis bir alanda kullanimi
bulunmaktadir. Bu protein 6zellikle biyomedikal ve eczacilikta birgok alanda tercih
edilmektedir ve bu protein ile ilgili birgok galisma yapilmistir. ipek fibroinin kullanim
alanlari; vaskuller doku rejenerasyonu (Enomoto ve digerleri, 2010), sinir doku

rejenerasyonu (Hu ve digerleri, 2013), cilt dokusu rejenerasyonu (Khor ve digerleri,
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2003), kemik dokusu rejenerasyonu (Li ve digerleri, 2006), kikirdak doku
rejenerasyonu (Wang ve digerleri, 2006), ligament ve tendon doku rejenerasyonu
Fang ve digerleri, 2009), kardiyak doku rejenerasyonu (Kanani ve Bahrami, 2010),
okuler doku rejenerasyonu (Bray ve digerleri, 2011), hepatik doku rejenerasyonu
(Lv ve digerleri, 2007), omurilik dokusu rejenerasyonu (Shen ve digerleri, 2010),
inter-vertebral doku rejenerasyonu (Chang ve digerleri, 2007), mesane dokusu
rejenerasyonu (Zou ve digerleri, 2010), trakeal doku rejenerasyonu (Ni ve digerleri,
2008), eardrum (kulak zari) doku rejenerasyonu (Levin ve digerleri, 2009), ilag
tasiyici sistem (Elakkiya ve digerleri, 2014), yara iyilesmesi (Roh ve digerleri, 2006),
enzim immobilizasyonu (Lee ve digerleri, 2005), yapay doku Uretimi (Sheikh ve
digerleri, 2015), gen tedauvisi (Li ve digerleri, 2014), inflamatuvar bagirsak hastaligi

(Lozano-Pérez ve digerleri., 2014) olarak siralanabilir.
2.3.5. ipek fibroinin inflamatuvar bagirsak hastaliginda kullanimi

ipek fibroin, hiicre farklilasmasini, cogalmasini ve birlesmesini destekleyerek yara
bdlgesinde iyilesmeyi hizlandirmasi ve antiinflamatuvar etki gdstermesi sebebiyle
inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisi i¢in dikkat ¢ceken bir biyopolimerdir (Yang
ve digerleri, 2019; Kim ve digerleri, 2011; Kimura ve digerleri, 2007). Bu amagla
daha dnce yapilan ¢alismalarda ipek fibroinin tek basina veya tedavi edici bir ajanla
birlikte inflamatuvar bagirsak hastaliginda kullaniimasi degerlendirilmis ve bu yonde
olumlu sonuglar gézlenmistir. Bu amagla bu zamana kadar ipek fibroinin partiktler
formulasyonlari hazirlanmis ve inflamatuvar bagirsak hastaligina olan etkisi in
vitro/in vivo deneylerle arastiriimistir. Yapilan bir calismada, ipek fibroinden
nanopartikil ve mikropartikil formulasyonlari hazirlanmig ve bu formulasyonlar ipek
fibroin ¢ozeltisi ile in vitro ve in vivo deneyler yapilarak karsilastiriimistir. Elde edilen
sonuglara gore, in vitro deneylerde ipek fibroinin immun yaniti inflamasyona karsi
artird1d1, in vivo deneylerde ise hem ipek fibroin ¢dzeltisinin hem de partikiler
sistemlerin siganlarda trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile olusturulan deneysel
kolit modelinde antiinflamatuvar yanit gosterdigi ve yaralanan dokunun
rejenerasyonunu destekledigi gozlenmistir (Rodriguez-Nogales ve digerleri, 2016a).
Baska bir calismada inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavisinde kullanilan bir
ajan olan resveratrolin kontrolli saliminin saglanmasi igin ipek fibroin

nanopartikilleri hazirlanmis ve in vitro hicre kaltird c¢alismalari ile ve in vivo
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deneysel kolit modeli olusturularak siganlarda bu partikller sistemin etkisi
arastirnlmistir. In vitro hicre kulturt galigsmalari igin siganlardaki immun yanitla ilgili
olan RAW 264.7 hlcre dizisi secilmigtir. In vivo calismada ise, resveratrol iceren
ipek fibroin nanopartikuller, resveratrol icermeyen ipek fibroin nanopartikiller,
resveratrol ve inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavisinde siklikla kullanilan bir
tedavi edici ajan olan deksametazon siganlara uygulanmis ve bu formulasyonlarin
trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) sican modelindeki etkileri kargilastiriimistir. Hem
in vivo hem de in vitro deney sonuglarina gore, resveratrol ve ipek fibroinin birlikte
uygulanmasiyla antiinflamatuvar yanitin artti§i goézlenmistir (Lozano-Pérez ve
digerleri., 2014).

2.4. Gen Tedavisi

Gen tedavisi, belirli bir tedavi edici etkiye sahip nikleik asitlerin bazi vektorler
araciliiyla hiicreye aktarilmasi islemidir. Gen tedavisi eksik genlerin yerine
konmasi, genlerin iglevlerinin degistiriimesi ve yanlis ya da fazla g¢alisan genlerin
susturulmasi gibi yontemleri kapsamaktadir. Spesifik bir gene, dokuya veya hicreye
aktarilan nukleik asitler ile genin islevi engellenebilmekte, gene yeni bir fonksiyon
kazandirilabilmekte veya genin eski hale donerek iyilesmesi saglanabilmektedir
(O'Connor ve Boulis, 2016; Amor, 2001; Barnes ve digerleri, 1997).

Gen tedavisi ex vivo ve in vivo olarak iki farkl sekilde yapilabilmektedir. /n vivo gen
tedavisinde genetik materyal dogrudan hastanin hucrelerine verilirken, ex vivo gen
tedavisinde hastadan alinan hucrelere gen aktarimi kdltir ortaminda
gerceklestirilerek tedavi edilmis hicreler hastalara aktariimaktadir. Gen tedavisi icin
kullanilacak yontem secimi terapétik gene, hedef hiicre yapisina ve tasiyici sistem
Ozelliklerine bagli olarak degismektedir (Van Tendeloo, Van Broeckhoven ve
Berneman, 2001).

2.4.1. Gen susturma teknolojisi

Gen susturma teknolojisi gen tedavisi stratejilerinden bir tanesidir. Gen susturma
teknolojisinde amacg¢ vyanlis veya fazla calisan genlerin ekspresyonunun

engellenmesi ve saglikh bir gen ekspresyonunun saglanmasidir. Gen susturma
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islemi dogrudan genleri veya genlerin kodladigi mRNA’lari hedef alarak
gerceklestirilebilmektedir (Gewirtz, 2007).

Gen susturma teknolojisi transkripsiyonel gen susturma mekanizmasi ve post-
transkripsiyonel gen susturma mekanizmasi olmak Uzere iki farkll sekilde
uygulanabilmektedir. Transkripsiyonel gen susturma mekanizmasinda,
susturulmasi hedeflenen genin ekspresyonu protein sentezinin transkripsiyonu
asamasinda baskilanirken, post-transkripsiyonel gen susturma mekanizmasinda
gen susturma islemi mRNA Uzerinden hedef genin ekspresyonunun engellenmesi
ile gerceklesmektedir (Weinberg ve Morris, 2016; Hammond, Caudy ve Hannon,
2001).

2.4.2. RNA interferans

RNA interferans (RNAI) canlilarda hedef mRNA'nin parcalanmasiyla gerceklesen
post-transkripsiyonel bir gen susturma mekanizmasidir. RNAI, kiguk cift zincirli
RNA’lar yardimiyla ¢ogunlukla hedef mRNAlarin ifadelerinin baskilanmasini ifade
etmektedir. RNAI, hucre stoplazmasinda gerceklesen ve RISC (RNA-induced
silencing complex) kompleksi tarafindan dizenlenen bir gen susturma sureci olarak
ifade edilir (Pratt ve MacRae 2009). RNAi mekanizmasi canlilarda dogal olarak var
olan bir suregtir. Transpozon, virus gibi hareketli genetik materyallere karsi
genomun korunmasini saglayan hicresel bir savunma mekanizmasidir. Bu nedenle
diger gen susturma stratejilerine gore daha ustindur (Zeng ve Cullen, 2002).
Postkripsiyonel RNAI teknolojisinin; spesifiklik, potansiyel etkinlik gibi avantajlari
bulunmakta ve gesitli hastaliklarin tedavisinde gen susturma teknolojisi ile oldukca
olumlu sonuglar alinabilmektedir (Dana ve digerleri, 2017). Bu sayede, belirli bir
hastalia spesifik genin ekspresyonu yok edilerek veya azaltilarak hastalik

onlenebilmektedir, bu da 6nemli bir tedavi stratejisi olusturmaktadir.
2.4.3. RNA interferans stratejileri ve mekanizmasi

RNAi mekanizmasinda oncelikle RNaz-lll ribonikleaz ailesine ait bir enzim olan
Dicer enzimi RNA'y1 siRNA adi verilen 20-25 nikleotid uzunlugundaki kisa

parcalara ayirmaktadir. Daha sonra RNAI faktorleri bir araya gelerek RISC
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komplekslerini olusturmaktadir, bu olusan kompleksler henuz aktif degildir. sSiRNA
zincirlerinin ATP bagimlhi bir sekilde agilmasi RNA-helikaz ile aktive olan Dicer
enzimi ile gergceklesmektedir. siRNA’lar acildiktan sonra hedef mRNA'ya
komplementer dizi igceren siRNA zinciri RISC’e bagli kalmakta ve RISC kompleksi
aktif hale gelmektedir. Aktive olan RISC kompleksi, tasidigi siRNA zincirinin
komplementer dizisini iceren hedef mMRNA’ya baglanarak bu mRNA'yi islevsiz hale

getirir ve boylece translasyon engellenmektedir (Leung ve Whittaker, 2005).

siRNA’lar 20-25 nukleotidden olusan, protein kodlamayan RNA olarak da bilinen
molekillerdir. Bu molekiiller gesitli transfeksiyon ydntemleriyle hicreye alindiktan
sonra, endonukleaz, ekzonukleaz ve helikaz enzimlerini iceren RISC ile kompleks
olusturmaktadir. RISC’te bulunan endontkleaz enzimi siRNA’nin sense adi verilen
tasiyict ipligini pargalayarak uzaklastirmaktadir. siRNA'nin  hedef mRNA'yi
taniyacak olan antisense adi verilen diger iplikcigi ise RISC kompleksine bagh
kalmaktadir. RISC kompleksi yapisinda bulunan bu iplik¢gik ile hedef mRNA’ya 6zglil
olarak baglanarak, yapisinda bulunan endonukleaz enzimi ile mRNA'yi

parcalayarak inaktive etmektedir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. RNA interferans mekanizmasi (Petrova, Zenkova ve Chernolovskaya,
2013)

2.4.4. RNAi mekanizmasinin bilegenleri

RNAI mekanizmasinda suUrecin devam etmesini saglayan cesitli gorevlere sahip
bilesenler rol oynamaktadir. Bu gorevler baglatici (initiator), etki edici (effector),
¢ogaltici (amplifier) ve iletici (transmitter) olarak siralanabilir (Agrawal ve digerleri,
2003). Bu bilesenlerden ilki Dicer enzimidir, bu enzim RNAz Ill ribonikleaza aittir ve
RNAI surecinin baglamasinda gorev almaktadir. Dicer enzimi ilk basamak olarak
siRNa’'nin elde edilmesinde rol alir, ayrica RNAi mekanizmasinin bir sonraki
basamagdi olan RISC kompleksine ylUklenmesinde de godrev almaktadir

(Szweykowska-Kulinska, Jarmolowski ve Figlerowicz, 2003).

RISC (RNA indikleyici baskilama kompleksi), yapisinda endonikleaz ve helikaz
enzimlerini iceren nukleaz aktiviteli bir RNA-multiprotein kompleksidir. RNAI

mekanizmasinda siRNA ile birleserek, siRNA’nin ¢ift sarmalli yapisinin agiimasi ve
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siRNA yapisinda bulunan sense zincirinin uzaklastiriimasindan sorumludur. Daha
sonra antisense diziye sahip siRNA rehberliginde hedef mRNA ile hibritleserek
endonukleaz aktivitesiyle fosfodiester bagini keser (Rand ve digerleri, 2005). RNAi

mekanizmasinin bir diger bileseni siRNA'dir.
2.4.5. siRNA yapisi ve ozellikleri

siRNA’lar (small interfering RNA) 20-25 nukleotidden olusan, 5°- fosfat ve 3'-
hidroksil uglart bulunan in vitro olarak sentezlenen ¢ift sarmalli yapiya sahip
RNA’lardir. siRNA’larin 3°- hidroksil uglarinda dintkleotid ¢ikintilari bulunmaktadir
(Sekil 2.11). RNAi mekanizmasinda, cift sarmalli RNA yapisinin Dicer enzimi
tarafindan 20-25 nukleotitlik kiglk parcalara ayrilmasiyla olusmaktadir. siRNA
yapisinda bulunan bir zincir RISC tarafindan uzaklastirilir, diger zincir ise mRNA
degradasyonunda rol oynamaktadir. sSiRNA molekulleri sentetik endojen kaynaklidir

ve hedef dizi ile son derece yiksek bir eslesme gostermektedirler.

Rehber (antisense) iplik Diniikleotid cikintisi

LT

|

Yolcu (sense) iplik

3!

Dintikleotid cikintis

Sekil 2.11. siRNA yapisi

Gen susturma igleminin etkin bir sekilde gergeklesmesi icin RNA surecinin etkili bir
sekilde gergeklesmesi gerekmektedir. Bu nedenle siRNA'nin hedef doku, organ
veya hlcrelere yapisinin korunarak tagsinmasi buytik 6nem tasimaktadir. siRNA gibi
fonksiyonel yapilar viicuda alindiktan sonra, vicutta bulunan nikleazlar tarafindan

veya dolagim sisteminde yer alan retikiloendotelyal sistem (RES) tarafindan
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pargalanabilir. Ayrica hucreye alindigi zaman hucrede yer alan hucre i¢ci RNAz veya
helikaz enzimleriyle etkilesime girerek aktivitesini kaybedebilmektedir (Soutschek
ve digerleri, 2004). Bu nedenle siRNA gibi fonksiyonel yapilar, dolasimda yer alan
nukleazlarla pargalanarak hizli bozulmalari, hedef dokularda yeterince
birikkmemeleri hucre sitoplazmasina erigebilmek i¢cin hucre membranlarini
gecememeleri ve istenen doku veya hicre tarafindan alinabilmeleri nedeniyle bir

tasiyici sisteme ihtiya¢ duyarlar (Mutlu-Agardan, Sarisézen ve Torchilin, 2018).
2.4.6. siRNA temelli ilag tasiyici sistemler

siRNA molekullerinin hicrelere taginmasi igin ilag tasiyici sistemler kullaniimaktadir.
ilag tasiyici sistemler, siRNA yapisini viicutta ve hiicrelerde yer alan niikleazlar gibi
engellerden  koruyabilmekte, hem de siRNA’nin  hlcrelere gegisini
saglayabilmektedir. siRNA’nin tasinmasi igin ideal bir ilag tasiyici sistemin
biyouyumlu, genetik olarak uyumlu, non-immunojenik, non-toksik olmasi ve spesifik
hucresel tasinmayr ve hucresel girisi saglamasi gerekmektedir. siRNA
molekullerinin etkin bir sekilde tasinmasi icin vicuda alindiktan sonra bir takim

engellerin asilmasi gerekmektedir (Sekil 2.12).

siRNA’nIn tasinmasi amaciyla ¢esitli ilag tagiyici sistemler geligtirilmistir. Bunlar,
katyonik transfeksiyon ajanlari, polimerik nanopartiklller, lipozomlar, miseller,
dendrimerler, niozomlar, metalik nanopartikuller ve oligonukleotit nanopartikuller
olarak siralanabilir. Bu sistemlerden bir tanesi de katyonik polimer bazli sistemlerdir.
Bu sistemler, genellikle katyonik olan polimerler ile, anyonik siRNA’nin elektrostatik
etkilesimler yoluyla kompleks olusturmasi yoluyla elde edilmektedir. Bu olusan
kompleks polipleks olarak adlandirilir ve bu sistemler genellikle nano boyutlardadir.
Nano boyutlara sahip olmalari nedeniyle siRNA’nin hiicre membranindan gecgerek

hlcre igine taginmasini saglamaktadirlar.
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Hedef digi etkiler ve immn stimtlasyondan kaginmak
hedeflenmeli ve hedef RNA siRNA'ya ulagabilmeli

\

2 siRNA'nin biyolojik stabilitesi artiriimali
Kimyasal modifikasyonlar ve/veya tasiyici sistem kullaniimali

'

3 Uygun bir tagiyici sistem formiile edilmeli
Tagiyici sistem hedefle biyouyumlu ve genouyumlu olmali

/

4  Enuygun farmakokinetik ve biyodagilima sahip formilasyon
secilmeli

* Hiicre membrani
== 5 stenilen hiicre/organa hedeflenmeli

/

6 Hiicreye alinan siRNA korunmali

'

7 SiRNA hicre ici endozom ve lizozomlardan kaginmali
|

8 siRNA yanlis kompartmentilazyonundan kaginmali
'

9 siRNA hedef bolgeyle uyumlu olmali
/

10 siRNA gen susturma aktivitesini yapabilmeli

(;eklrdek

/ I‘Transknpswon — WIVIN ]

\1,1 WAIVA VAN / mRNA Protein

—_—

Sekil 2.12. Etkili bir siRNA tasiyici sistem formulasyon tasariminda
karsilagilabilecek kritik adimlar (Akhtar ve Benter, 2007)

siRNA temelli polipleks olusumu amaciyla c¢esitli polimerler kullaniimaktadir
(Holzerny ve digerleri, 2012). Bunlar polietilenimin (PEI), kitozan, poli-L-lizin (PLL),
polilaktik asit poli (D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA), L-alfa-dioleoil fosfotidiletanolamin
(DOPE) ve lipofektamindir (Oh ve Park, 2009). Bu polimerler arasinda kitozan
biyouyumlu, biyoparcalanabilir, non-toksik, dogal kaynakl ve yuksek katyonik
potansiyele sahip bir biyopolimer oldugu igin siRNA tasinmasi amaciyla dikkat
cekmektedir (Bozkir ve Saka, 2004). Bu biyopolimerin siRNA bozunmasini gesitli

uygulama yollariyla hem in vitro hem de in vivo olarak azalttigi ve hucresel alimini
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artirdigi bilinmektedir (Mao, Sun ve Kissel, 2010).

farmakokinetigini

Ayrica kitozanin siRNA

stabilitesini  ve degistirebildigi de vyapilan ¢alismalarla

kanitlanmistir (Gao ve digerleri, 2009).
2.4.7. siRNA’nin inflamatuvar bagirsak hastaliginda kullanimi

inflamatuvar bagirsak hastaliginin patogenezinde proinflamatuvar bir sitokin olan
tumor nekroz faktori-a (TNF-a) dnemli bir rol oynamaktadir (Igbal ve digerleri, 2018)
ve son yillarda yapilan calismalarda siRNA kullanilarak bu proinflamatuvar
sitokinlerin Uretiminin baskilanmasi yaklagsimi dikkat ¢ekmektedir (Guo, Jiang ve
Gui, 2016; Kriegel ve Amiji 2011). Tedavide genel yaklasim kullanilan tasiyici
sistemle siRNA’nin inflamasyon bdlgesine ulasana kadar bozunmadan korunmasi
susturarak TNF-a

ve bu bodlgede inflamasyondan sorumlu mRNA genini

ekspresyonunun azaltlmasi seklindedir. Inflamatuvar bagirsak hastalig

tedavisinde siRNA kullanilarak yapilan ¢alismalar Cizelge 2.6'da verilmistir.

Cizelge 2.6. inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisinde siRNA'nin kullanildigi

calismalar

Formulasyon tipi | Formilasyon bilesenleri Calisma Turd Kaynak

- . In vivo-Oral Frede ve digerleri,
Nanopartikl Kalsiyum Fosfat/PLGA Uygulama 2016

. PEG-P(TMC-DTC)-PEI In vivo-intravendz . .

Polimerzom TKPR-PEG-P(TMCDTC) Uygulama Xu ve digerleri, 2019
Nanopartikl PLA-PEG blok kopolimer In vivo-Oral Laroui ve digerleri,
iceren hidrojel Kitozan-Aljinat Uygulama 2014a

- In vivo-Oral Laroui ve digerleri,
Nanopartikll PLA-PVA Uygulama 2011
Nanolipozom DOTAP Ex vivo-Kolon dokusu Bochicchio ve

digerleri, 2017

Nanopartikul Kitozan-Aliinat In vivo-Oral Xiao ve digerleri,
iceren hidrojel ! uygulama 2014
Nanopartikul Kitozan In vivo-Oral He ve digerleri, 2015
uygulama

- . In vivo-Oral Wilson ve digerleri,
Nanopartikl Tiyoketal Uygulama 2010
Nanolipozom DOTAP Ex vivo-Kolon dokusu ;5113750 ve digerleri,
Nanopartikiil PLA-PVA In vivo-Oral Laroui ve digerleri,

P Polietilen imin Uygulama 2014b

Nanopartikul - In vivo-Oral Kriegel ve Amiji.,
yukll mikrokire Jelatin-PCL Uygulama 2011

Nanopartikl
yukld nanolif

Kitozan-PLGA

In vitro-Hicre Kulttrt

Chen ve digerleri,
2012
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2.5. Ug Boyutlu Baski ve Ug Boyutlu Biyobaski Teknolojileri
2.5.1. Ug boyutlu baski teknolojisi

Ug boyutlu (3B) baski teknolojisi genel olarak bilgisayar kontrollii tasarimlardan,
tamamlanmis G¢ boyutlu bir nesne elde edilene kadar malzemelerin ardisik
katmanlarda biriktirilmesi, baglanmasi veya polimerlestiriimesi yoluyla bir yapi
uretme islemidir (Yan ve digerleri, 2018; Liu ve digerleri, 2018; Bhatia ve digerleri,
2017). Son yillarda hizla geligsen bu teknoloji, otomotiv, havacilik, gida sanayi ve
biyomedikal uygulama gibi genis bir yelpazede uygulama alanina sahiptir (Zhu ve
digerleri, 2016; Lepowsky ve Tasoglu, 2018). Bircok firma 3 boyutlu yazicilar
kullanarak tasarim hatalarini ve duzeltilmesi gereken ticari riskleri en aza indirerek
uretim sudrecini hizlandirmaktadir. Bu nedenle 3D baski teknolojisi, geleneksel
olarak kullanilan (retim tekniklerine gére daha ekonomiktir. Ug¢ boyutlu baski
teknolojisinin biyomedikal ve farmasoétik alanda birgok uygulamasi bulunmaktadir
(Glltekin ve digerleri, 2022). Bunlar; ila¢ tasiyici sistemler, yapay doku-organ
uretimi (Derby, 2012), doku rejenerasyonu, implant-stent Gretimi olarak siralanabilir.
3B baski tekniklerinin farmasotik alanda kullanimi, ilk 3B baski ile Gretilmis olan
Aprecia Pharmaceuticals sirketine ait, Spritam isimli ilacin Agustos 2015'te FDA
tarafindan onaylanmasi ile artmaya baslamistir (Goole ve Amighi, 2016). Farkl
baslangic malzemeleri ve c¢alisma prensiplerine sahip 3D baski teknolojileri

bulunmaktadir.

Uc boyutlu baski teknolojisinin farmasotik alanda sagladigi avantajlar

Farmasotik alanda 3B baski teknolojinin uygulanmasini cazip kilan sebepler,
farmasoétik Urdnlerin kompleks yapisi, kisisellestirilmis tedavinin ve istege bagh
uretimin saglanmasi olmustur (Norman ve digerleri, 2017). ilag tasiyici sistemlerden
beklenen 6zelliklerin saglanabilmesi kompleks yapilar ile mimkdn hale gelmektedir.
Tek birilag seklinde birden fazla etki saglamak, birden ¢ok etken maddenin bir arada
verilmesi, coklu tabakaya sahip ilag sekilleri Greterek her bir tabakanin farkli salim
Ozellikleri gostermesi gibi nispeten kompleks yapilar igin 3B baski teknolojisini
kullanmak mumkindur. Kisiye 6zgu tedavi bu teknolojinin sagladigi baslica

avantajlardandir. Bu teknolojisi ile kiginin anatomisine 0zgu ve ihtiyaci
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dogrultusunda, dokular, implantlar, doku iskeleleri, stentler, protezler, organlarin
uretilebilmektedir. Ayrica bu teknoloj kullanilarak dar terapotik pencereye sahip ve
ilac sekli haline getiriimesi zor etken maddeler icin kisiye 6zgu dozlama yapmak
mumkunduar (Vakili ve digerleri, 2015; Wu ve digerleri, 2009; Saydam ve Takka,
2020). Aninda ve talep dodrultusunda Uuretim imkani saglayarak, gereksiz
maliyetlerin Onune gegilmesini, hasta uyuncunun artmasini ve hastanin
farmakoterapisinin dogru bir sekilde yapilmasini mimkuin kilmasi yine 3B baski
teknolojisini 6n plana gikarmaktadir (Lim ve digerleri, 2018). Farmasoétik alanda, 3B
baski teknolojisiyle, basit bir iglemle, dogru, ucuz, ihtiyaca gore yapilandiriimis ve
kisiye ozel ilag tasiyici sistemler tasarlamak mimkdn hale gelmistir (Goole ve
digerleri, 2016). Bu teknolojiyle, belirli bir gecirgenlik, gdzeneklilik,
hidrofobiklik/hidrofiliklik veya islevsellik ile karakterize fonksiyonel yapilar elde
edilebilir (Sandler ve digerleri, 2011).

Uc boyutlu baski teknoloijisinin islem basamaklari

Ug boyutlu baski teknolojisinin agamalari genel olarak; tasarim, tasarimin makine
tarafindan okunabilir bir formata donusturtlmesi, hammaddenin iglenmesi, baski
islemi ve islem sonrasi dizenleme olarak siralanabilir (Norman ve digerleri, 2017;
Gibson ve digerleri, 2015; Zhu ve digerleri, 2016) (Sekil 2.13).

o 3B materyal e 3B Modelin .STL e Dosyanin yazilima
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Basamaklari /

Sekil 2.13. 3B baski yonteminin temel islem basamaklari
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Temel Uc boyutlu baski teknolojileri

Baski mekanizmalarina ve baskida kullanilan materyallere gore c¢esitli baski
teknolojileri bulunmaktadir. Bunlar baglayici veya materyal puskurtme, toz yatagi
kaynasimi, fotopolimerizasyon, murekkep puskurtmeli baski ve ekstrizyon temelli
baski olarak temel basliklar altinda siralanabilmektedir. Bu teknolojilerden en ¢ok
kullanilanlari eriyik birikim modelleme teknolojisi, lazer temelli baski teknolojisi

(stereolitografi), murekkep puskurtmeli baski teknolojisidir.
2.5.2. Ug boyutlu biyobaski teknolojisi

Uc¢ boyutlu biyo baski teknolojisi, tipki (i¢ boyutlu baski teknolojisi prensipleriyle
calisan hucreler, dokular, yapay organlar, biyomalzemeler, ¢ipler, hidrojeller gibi
biyolojik materyallerin Uretilmesini saglayan teknolojidir (Derakhshanfar ve digerleri,
2018; Peng ve digerleri, 2017). Materyal olarak ‘biyo-murekkep’ adi verilen
biyomateryalleri kullanir. Bilgisayar destekli tasarim programlari kullanilarak,
tasarlanan Urun elde edilinceye kadar biyomurekkepler kullanilarak katman katman

basim yapilir (Melchels ve digerleri, 2011).
2.5.3. Temel li¢ boyutlu biyobaski teknolojileri

Ug boyutlu biyobaski teknolojileri, lazer temelli biyobaski (stereolitografi), lazer
destekli biyobaski, murekkep puskurtmeli biyobaski ve ekstriuzyon temelli biyobaski
olarak siralanabilir (Sekil 2.14). Bu teknolojiler, mekanizmalari, ¢calisma prensipleri,

avantajlari ve zorluklari agisindan farklilik gostermektedir (Cizelge 2.7).
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Sekil 2.14. Ug boyutlu biyobaski teknolojileri (Foyt ve digerleri, 2018)

Ekstrizyon temelli biyobaski teknolojisinde, yuksek viskoziteli biyomurekkepler
kullanilarak baski yapilir. Yontemde kullanilan biyomUrekkep mekanik veya
pnomatik kuvvetler yardimiyla siringadan akitilir. Biyomurekkep mekanik kuvvet
kullanilan biyoyazicilarda siringada bulunan piston/vida yardimiyla, pndomatik
kuvvet kullanilan biyoyazicilarda ise siringaya uygulanan basing yardimiyla akar
(Zhang ve digerleri, 2018; Skardal ve digerleri, 2015). Bu yontemde genellikle
psodoplastik malzemelerle daha kolay calisilir. Bu yazicilarin baglica avantaji
yuksek hucre yogunluklarinda c¢aligilabilme olanagi sunmasidir ancak bunun
yaninda hucrelerin canli kalma ylUzdesi diger yontemlere goére daha dusuktur
(Murphy ve Atala, 2014; Nakamura ve digerleri, 2010). Lazer temelli biyobaski
teknolojisinde 3B baski i¢in lazer enerijisi kullanilir. Yontemde i1sik ile etkilesime giren
bir biyomurekkep Uzerine lazer isini gonderilir ve istenilen yapi elde edilinceye kadar
tabaka tabaka bu isleme devam edilir (Guillotin ve digerleri, 2010; Barron ve
digerleri, 2004). Lazer destekli biyobaski teknolojisinde, lazer 1sini biyomurekkepe
gonderilir ve bu islem ile baski tamamlanir. Biyomurekkepler 15191 absorbe edebilen
titanyum veya altin bir katmanla desteklenir ve biyomurekkepler ve hucreler bu
katman sayesinde askiya alinir. Bu vyapiya lazer 1gini gonderilmesiyle
blyomurekkep buharlasarak damlacik olusturur ve bu damlaciklar ile boyutlu yapi

elde edilene kadar islem tekrarlanir (Catros ve digerleri, 2011; Cudapati ve digerleri,
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2014). Murekkep puskurtmeli (inkjet) biyobaski teknolojisinde ise termal enerji ya da
pieozoelektrik enerji olmak Uzere iki gesgit baski yapilmaktadir. Bu yontemde
biyomurekkep damlalar halinde katman katman basilir. Bu yontemlerden termal
baski teknolojisinde biyoyazici bagligi elektriksel olarak i1sitilmaktadir. Hucrelere
zarar verebilmesi, kartusun klguk capi dolayisiyla fazla hicre yogunlugunun
kullanilamamasi, yuksek viskoziteli sivilarin kullanilamamasi ve damla boyutlarinin
her seferinde egit olmamasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Pieozoelektrik baski
teknolojisinde ise piezoelektrik kristaller kullanilir ve bu sayede basing olusturulur.
Olusan basingla sivi damlanin enjektériin ucuna gitmesiyle baski saglanir.
Muarekkep puskurtmeli baski teknolojisinde sivi materyaller kullanilir, yiksek hucre
yogunluklar kullanilamaz ve baski islemi bittikten sonra materyalin iyilestirilmesi
gerekmektedir (Zhang ve digerleri, 2019; Fang ve digerleri, 2012; Saunders, Gough
ve Derby, 2008).

Cizelge 2.7. 3B Biyobaski teknolojilerinin karsilastiriimasi

Yontem Mekanizma Maliyet | Hiz Zorluklar Avantajlar
Murekkep Termal, mekanik, Dusuk viskoziteli Kolay ulasilabilir
puskurtmeli piezoelektrik Dasuk | Hizli materyal oImail s
3B biyobaski | kuvvetler gerekliligi
Ekstriizyon Termal, mekanik, Baski esnasinda | Yiksek viskoziteli
. R . Orta N

temelli 3B pnématik Orta h hicreye zarar materyallerle

. 1z Lo ; ;
biyobaski kuvvetler verme potansiyeli | g¢alisabilme imkani
Lazertemelii | o v giiital 1sik) | Yiiksek | Yavag | DUstk materyal Nt
3B biyobaski | —Pr< \ditaIS ¥ | cesitlligi yoguniuguy'a

calisilabilme imkani

Lazer destekli : . Dusuk materyal Uretim kesinliginin
3B biyobaski | Otk (lazerisini) | Yuksek | Yavag | o iyijisi yiiksek olmasi

2.5.4. Ekstruzyon temelli 3B biyobaski

Ekstrizyon tabanh

biyobaski

teknolojisinde, baski

yuksek viskoziteli

biyo-

murekkepler kullanilarak yapilir. Yontemde kullanilan biyomurekkep, mekanik veya
pnomatik kuvvetler yardimiyla siringadan akar. Biyomurekkep mekanik kuvvet
kullanan yazicilarda piston/vida yardimiyla, pndmatik kuvvet kullanan yazicilarda
ise siringaya uygulanan basing ile akar (Sekil 2.15). Bu yontemde psddoplastik
malzemelerle ¢calismak genellikle daha kolaydir (Zhang ve digerleri, 2018; Skardal
ve digerleri, 2015). Ekstrizyon tabanli biyobaski teknolojisi, basitligi, ¢esitliligi ve
ongorulebilirligi nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir. Murekkep puskurtmeli

biyobaski ile karsilastirildiginda, ekstruzyon tabanli biyobaski daha yuksek hucre
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yogunlugu saglar. Baski malzemesi olarak ¢ok g¢esitli biyomalzemelerin
kullanilabilmesi ve ucuz ekipman ekstrizyon tabanli biyobaski teknolojisinin
avantajlari arasindadir (Derakhshanfar ve digerleri, 2018). Ayrica murekkep
puskurtmeli biyoyazicilarin damlacik sisteminden farkli olarak bu teknoloji ile surekli
akis saglanabilir. Bu surekli akis, biyoyaziciya bagli yazilim tarafindan yGratalr.
Ekstrizyon tabanli biyobaskilamanin en buyuk sinirlamalarindan biri, hucresel
yapinin bozulmasidir ve biyo-murekkep akisi igin kullanilan basing, hucresel
canlihg: etkiler (Bishop ve digerleri, 2017). Ekstruzyon bazli baski yontemleri
pnomatik, pistonlu ve vidali sistemlerdir. Pnomatik yontemde hava basinci gerekli
itici gucu saglarken, piston ve vida yontemlerinde dikey kuvvetler ve donme
kuvvetleri baski isleminin baslamasini saglar. Ekstrizyon tabanl biyobaski
teknolojisinde baskidan dnce biyomurekkeplerin viskozitesinin ve ylzey geriliminin
ayarlanabilirligi ve biyomurekkeplerin yapisinin degerlendiriimesi 3B baski i¢in
oldukca onem tasimaktadir. Viskozite ve yuzey gerilimi degeri ekstrizyon temelli
baski teknolojisinde kritik parametrelerdir ve biyomurekkebin basilabilirligini
dogrudan etkilemektedir Viskozite ve ylzey gerilimi degerleri yani biyomurekkebin
basilabilirligi, biyomurekkep hazirlanmasinda kullanilan materyallerin derisimine
bagl olarak degisebilmektedir. Herhangi bir uygulama igin gerekli mekanik
ozelliklerin elde edilebilmesi icin kullanilacak malzemelerin 6zellikleri baski 6ncesi

ayarlanmalidir.
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Sekil 2.15. Farkli mekanizmaya sahip ekstruzyon temelli 3B biyobaski teknolojileri
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2.5.5. Ug boyutlu biyobaski teknolojisinin kullanim alanlari

Ug boyutlu biyobaski teknolojisinin 6zellikle biyomedikal alanda kullanimi yaygindir.
Doku muhendisligi, organ rejenerasyonu gibi alanlarda kullaniimaktadir. Bu alanlara
ornek olarak kemik ve kikirdak doku muhendisligi, yapay kan damar Uretimi, cilt
dokusu rejenerasyonu, karaciger, kulak, mesane, géz ve beyin gibi organlarin

rejenerasyonu veya yapay organ Uretimi verilebilir.
2.5.6. Ug boyutlu biyobaski teknolojisinin farmasétik alanda kullanimi

Ug boyutlu biyobaski teknolojisinin eczacilik alaninda birgok uygulamasi vardir. Ug
boyutlu biyobaski, farmasétik alanda ilag tasiyici sistem gelistiriimesi, ilag etkisinin,
toksisitesinin ve metabolizmasinin arastiriimasi i¢in hucre ve doku modellerinin
uretilmesi gibi amaclarla kullaniimaktadir. flaglarin gesitli mekanizmalarinin,
etkilerinin ve toksisitelerinin izlenmesi ve bilinmesi, ila¢g arastirma ve gelistirme
calismalari icin buyuk onem tasimaktadir. Bu amagla gereksiz hayvan kullanimi etik
acgidan uygun olmadigi i¢in genellikle hayvan modellerinden yararlaniimaktadir. Bu
teknoloji ile Gg boyutlu doku hiicre modellemesi yapilarak ilacin 6zelliklerini iziemek
mimkin olmaktadir. Ug boyutlu biyobaski teknolojisi kullanilarak ilag yiikli hidrojel
ve iskele gibi ilag tasiyici sistemlerin gelistiriimesi mimkindir (Lee ve digerleri,
2019).

Ug boyutlu biyobaski teknoloijisi ile hasta anatomisine en uygun ilag tasiyici sistem
uretilerek tedavi etkinliginin ve hasta uyuncunun arttirimasi amaclanmaktadir. Ug
boyutlu biyobaski ile elde edilen ilag tasiyici sistemlerin biyouyumluluk ve yapisal
butinlUk gibi 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bu teknoloji kullanilarak ilag
tasiyici sistem dretmenin birgok avantaji vardir. Birbirleri ile gegimsiz etkin
maddeler, ayni ilag tasiyici sistem icerisinde hastaya uygulanabilir. 3B biyobaski
teknolojisi kullanilarak Uretilen ilag taslyici sistem, ¢oklu ilag salimi gergeklestirecek
sekilde ayarlanabilmektedir. ilaglarin hastaya verildikten sonra yasadig degisiklikler
ADME (absorpsiyon, dagilim, metabolizasyon, atilim) olarak tanimlanir. Ug boyutlu
biyobaski  teknolojisi ile  canli  dokularin in  vitro  modellenmesi
gerceklestirilebilmektedir. Bu in vitro modelleme ile ilaglarin tim bu emilim, dagihm,

metabolizasyon ve atilim suregleri takip edilebilmekte ve bu sayede kisiye 0zel
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tedavinin etkinligi artirilabilmektedir. Ug boyutlu biyobaski teknolojisi ile tretilmis bu
modeller ile ilag hedefleme etkinligini arttirmak mUmkandir. Ayrica ilag
arastirmalarinda 3B biyobasilmis in vitro hticre modelleri kullanilarak ilacin etkinligi
ve toksisitesi izlenebilmektedir. Boylece gereksiz hayvan kullanimi ve ilag arastirma

maliyetlerinin dusurdlmesi mumkun olmaktadir.
2.6. Hidrojeller

Hidrojeller, hidrofilik polimer zincirlerinin kovalent baglarla gapraz baglanmasi ya da
ag yapisidir (Ju ve digerleri, 2002). Cozinmeden ve orijinal sekillerini koruyarak
agirhklarinin %20’sinden fazla miktarda su veya biyolojik siviyr absorplayabilirler
(Gupta, Vermani ve Garg, 2002; Hoffman, 2012). Sismis durumda bulunan
hidrojellerin yapisi yumusak ve porozitesi yuksektir ve canl dokulara biyuk oranda
benzemektedir (Qu, Wirsen ve Albertsson, 2000). Polimerin yapisina gore degrade
olma Ozelliklerinin ayarlanabilmesi sebebiyle peptit-protein yapidaki maddelerin
tasinmasi icin kullanilabilir, ara yuzey gerilimleri diguktur ve dolayisiyla madde
adsorpsiyonu minimum duzeydedir, immunojenite gostermezler (Peppas ve
digerleri, 2000; Peppas ve digerleri, 1991). Ayrica yapilarinda bulunan c¢apraz
baglar sayesinde yuksek su igeriklerine ragmen ¢ozunmedikleri igin; ilag tasiyici
sistem, yara ortusu, biyosensor, lens, kateter olarak 6zellikle doku muhendisliginde
olmak uzere biyomedikal alanda genig bir uygulama alanina sahiptirler (Hoffman,
2012; Peppas ve digerleri, 2000). Hidrojeller c¢esitli Ozelliklerine goére

siniflandinlabilir. Sekil 2.16‘da hidrojellerin siniflandirilma bigimleri 6zetlenmistir.

Hidrojeller

Hazirlanma ivenik Yii . 7 A -‘ .
Yontemleri lyonik Yuk Kaynak Capraz Baglanma Cevresel Tepkiler Fiziksel Ozellikler
Homopolimerik Katyonik Dogal Fiziksel Kimyasal(pH,Glikoz, Akl polimer
Antioksidan)
Kopolimerik Anyonik Sentetik Kimyasal Konvansiyonel
Biyokimyasal
) - (Antijen,Enzim,
Ic ice gecme Non iyonik Hibrid Ligand)
Fiziksel (Sicaklik,
Basing, Isik)

Sekil 2.16. Hidrojellerin siniflandiriimasi (Bahram, Mohseni ve Moghtader, 2016)
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ideal bir hidrojel; yiiksek absorbsiyon kapasitesi, yiiksek saflik, depolama ve
kullanim sirasinda ylUksek stabilite, suda sisme sonrasi noétr pH’ya sahip olma,
renksizlik, kokusuzluk, toksik olmama, isiktan etkiienmeme, yeniden islanabilirlik,
yuksek biyobozunabilirlik ve duguk maliyet gibi 6zelliklere sahip olmalidir (Ahmed,
2015).

2.6.1. Hidrojel liretim yontemileri

Hidrojellerin temel olarak ¢apraz baglanmig hidrofilik polimer aglaridir. Bu nedenle
hidrojel Gretimi icin monomer, ¢capraz baglayici ve baslatici gerekmektedir. Temel

olarak hidrojel Uretim yontemlerinin mekanizmasi su sekilde siralanmaktadir:
1. Polimer zincirlerinin kimyasal reaksiyon yoluyla baglanmasi

2. Capraz bag baglantilari olarak yeniden birlesebilen ana zincir serbest radikallerini

uretmek icin iyonlastirici radyasyon kullanmak
3. Dolasma, elektrostatik ve kristal olusumu gibi fiziksel etkilesimler

Hidrojel Uretimi monomerlerin ¢apraz baglayici yardimiyla polimerizasyonuna

dayanmaktadir. Bu amacla gesitli polimerizasyon yontemleri kullaniimaktadir.

Kutle polimerizasyonu

Kutle polimerizasyonu yontemi hidrojel Uretimi i¢in kullanilan en basit yontemdir. Bu
yontemde monomerler ve bu monomerlerde ¢bzlunebilen baglaticilar
kullaniimaktadir. Monomer derigiminin yuksek olmasi sebebiyle polimerizasyon hizli
bir sekilde gerceklesmektedir ve polimerizasyon derecesi yuksektir. Reaksiyon
sirasinda 1sinin artmasi ile viskozitede artis gézlenmesi bu yontemin en buyuk
dezavantajlarindandir ancak reaksiyon sirasinda isinin kontrol edilmesiyle bu

problem 6nlenebilmektedir (Kiatkamjornwong, 2007; Ahmed, 2015).
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Cozelti polimerizasyonu/capraz baglama

Bu yontemde notr veya iyonik yapidaki monomerlerle ¢apraz baglayici madde
kanistirillir ve polimerizasyon UV isini veya bir redoks baglatici sistem ile baslatilir.
Reaksiyonda sogutucu gorevi yapan bir ¢oztUcunun olmasi bu yontemin kuitle
polimerizasyonu yontemine gore en buyuk avantajidir. Bu yontemde hazirlanan
hidrojellerin ortamda bulunan fazla c¢apraz baglayici, baslatici ve c¢apraz
baglanmamis monomerlerin uzaklastiriimasi amaciyla yikanmasi gerekmektedir.
Ayrica heterojen bir yapiya sahip hidrojel Uretilmesinin engellenmesi i¢in ortamdaki
su dengesinin ayarlanmasi gerekmektedir. Cozelti polimerizasyonu igin en ¢ok
kullanilan ¢oziculer su, etanol, su-etanol karisimlari ve benzil alkoldir (Ahmed,
2015).

Sispansiyon polimerizasyonu veya ters slispansiyon polimerizasyonu

Bu yontemde elde edilen hidrojeller toz veya mikrokureler halinde elde edilmektedir
ve 0gutme isleminin gerekmemesi yontemin en blyuk avantajidir. Yag/su yerine
su/yag islemi kullanildigi igin yonteme ters polimerizasyon denilmektedir. Yontemde
temel olarak monomerler ve basglatici hidrokarbon fazinda dagitilir. Reaksiyonda
monomer  ¢Ozeltisinin  viskozitesi, karistirma hizi, dagitict tipi  onemli
parametrelerdendir. Yontemin en buyuk dezavantajlari hazirlanan dispersiyonun
termodinamik olarak kararsiz olmasi ve bu nedenle surekli gcalkalama gerektirmesi
ve dusuk hidrofilik-lipofilik denge (HLB) degerine sahip bir suspansiyon ajani
kullaniimasinin gerekliligidir (Ogata ve digerleri, 2006; Ahmed, 2015).

Bir destege asilama

Kltle polimerizasyonu yontemi ile hazirlanan hidrojeller mekanik olarak zayif
Ozelliktedir. Bu yontemde zayif olan mekanik 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla
hidrojeller mekanik olarak daha guglu bir polimerik destek Uzerine kaplanmis bir
yuzeye asllanabilmektedir. Bu agilanma sonucunda monomer zincirlerinin polimerik
destekle olusturdugu kovalent baglar ile polimerizasyon islemi bu destek Uzerinde
gerceklesir (Talaat ve digerleri, 2008; Qunyi ve Ganwei, 2005).
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Isinlama ile polimerizasyon

Bu yontemde gama isinlari ve elektron i1ginlari gibi yUksek enerjiye sahip isinlar
polimerizasyon igin reaksiyon baslatici olarak kullaniimaktadir. Sulu polimer
¢Ozeltisine 1s1n gonderilmesiyle polimer zincirleri Uzerinde serbest radikaller olugur
ve suyun radyolizi ile de makro radikallerin olusumunu saglayan hidroksil radikalleri
olugsur. Makro radikallerin polimer zincirleriyle kovalent bag olusturmasi sonucu
capraz bagh hidrojel yapisi olugsmaktadir. Isinlama ile polimerizasyonun diger
yontemlere gore en buylUk avantaji baglatici olarak kimyasal bir madde
kullanilmamasi ve dolayisiyla daha saf bir hidrojel elde edilebilmesidir. Bu yontemle
hidrojel elde edilmesi amaciyla en ¢ok kullanilan polimerler polivinil alkol, polietilen

glikol ve poliakrilik asittir (Karadag, Saraydin ve Guven, 2001; Ajji ve digerleri, 2008).

2.6.2. Hidrojellerin gapraz baglama yontemleri

Hidrojeller Uretilirken bir ¢capraz baglama yontemi secilerek polimerin ozellikleri
degistirilir ve iyilestirilir. Capraz baglama sonucu hidrojelin; elastik 6zelligi,
viskozitesi, ¢oOzunurligu, sertlik ve dayanikliligi, erime noktasi, camsi gegis
sicakhgi, polimerin termoset veya termoplastik 6zellikleri degisebilmektedir (Maitra
ve Shukla, 2014). Hidrojeller gesitli yontemlerle ¢capraz baglanabilmektedir. Capraz
baglama yontemleri fiziksel ve kimyasal yontemler olmak Uzere iki baslk altinda
degerlendirilebilir. Bu zamana kadar gesitli capraz baglama yontemleri denenmistir
(Cizelge 2.8). Hidrojel hazirlarken segilecek ¢apraz baglama yontemi, hidrojelden
beklenilen 06zellige gobre segilebilmektedir. Capraz baglama yontemlerinin
karsilastinldig1 ¢alismalarda; gama isini ile gapraz baglamanin daha buyuk por
capina ve dolayisiyla porozitenin azalmasina neden oldugu ve mekanik
Ozelliklerinin gelismesini sagladigi (Kim ve digerleri, 2016); enzimatik capraz
baglama ile hidrojellerin daha fazla sisme orani gosterdigi; ultrasonikasyonla ¢apraz
baglamada yavas sallm ve yavas degredasyon gozlendigi ancak hidrojelin
stabilitesinin bir sire sonra bozuldugu (Das ve digerleri, 2015); genipin kullanilarak
capraz baglamanin, gluteraldehit ve N’'-(3-dietilaminopropil) karbodiimid
(EDC)/sulfo-N-hidroksisulfosuksinimit (NHS) ‘ye goére toksisite agisindan daha
uygun oldugu belirlenmistir (Whittaker ve digerleri, 2014). Ayrica genel olarak
fiziksel capraz baglama ydntemlerinde kimyasal yontemlerle karsilastirildiginda
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elde edilen hidrojelin viskozitesinin daha fazla oldugu, proteinlerin modifikasyonu,
yapisal bozunma ve inflamasyon gibi dezavantajlara sahip olmadidi gozlenirken,

kimyasal gapraz baglanan hidrojelde fiziksele gore artmig salim ve yukleme

kapasitesi gozlenmistir (Kim ve digerleri, 2016).

Cizelge 2.8. Hidrojellerin gcapraz baglanma yontemleri

Capraz Baglama Yoéntemi/ Capraz Baglama
Amaciyla Kullanilan Ajan

Kaynak

Diab ve digerleri, 2012; Hu ve digerleri, 2010;
Das ve digerleri, 2015; Guziewicz ve digerleri,

Sonikasyon 2011; Wang ve digerleri, 2008; Lovett ve
digerleri, 2015; Kim ve digerleri, 2016; Xiao ve
digerleri, 2012; Zhang ve digerleri, 2011

Vortex Yucel, Cebe ve Kaplan, 2009
Intavisade ve Oonkhanond, 2010;

Gama isini

Kojthung ve digerleri, 2008

Gluteraldehit

Rujiravanit ve digerleri, 2003

Siridamnrong, Phrotjanatharee ve

EDC/NHS Thamronganaskul, 2016

EDC Lv ve digerleri, 2007
Metanol/Etanol Gil, Spontak ve Hudson, 2005
Kimotripsin Samal ve digerleri, 2013

Mantar tirozinaz

Kang ve digerleri, 2004; Das ve digerleri, 2015

PVA+Gama igini

Hanpanich ve digerleri, 2011

Formik asit Ming ve digerleri, 2016

PEG Wang ve digerleri, 2015
Gliserol Lu ve digerleri, 2009
Gliserol+Jelatin Rodriguez ve digerleri, 2017
Rutenyum Whittaker ve digerleri, 2014
Sodyum dodesil sulfat Wu ve digerleri, 2012
Soforolipid Dubey ve digerleri, 2018
Genipin Silva ve digerleri, 2008
Hidrojen peroksidaz Zhao ve digerleri, 2016
Metil seliiloz Park ve digerleri, 2013

Yabanturpu peroksidaz+Hidrojen peroksit

McGill ve digerleri, 2017; Raia ve digerleri,
2017; Sundarakrishnan ve digerleri, 2016

NHS

Suttenun ve Punyamoonwongsa, 2015

2.6.3. Hidrojeller ve 3B biyobaski

Hidrojelleri, 3B Biyobaski teknolojisi kullanilarak da hazirlamak mumkandar.
Hidrojeller biyobaski i¢in oldukga uygun materyallerdir, cinku yapilari canh dokulara
oldukga benzemektedir ve biyobaski ile canli vicuduna blyuk oranda uyumlu
materyaller elde edilebilmektedir. Hidrojeller ile biyobaski igin viskozitelerine gore
biyobaski ydntemlerinden biri tercih edilebilmektedir. ipek fibroin biyobaski

yonteminde biyomiirekkep olarak kullanilan bir materyaldir. ipek fibroinin

biyouyumlulugu, biyobozunabilirligi, uUstin mekanik &6zellikleri  biyobaski
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teknolojisinde secilme nedenleridir. Ancak ipek fibroinin jellesme slresinin tek
basina ¢ok uzun olmasi sebebiyle, biyobaski i¢in kullanilirken yardimci bir polimere
ihtiyac duyulmaktadir. Ayrica biyobaski ile hazirlandiktan sonra mutlaka capraz
baglayici bir ajanla gapraz baglanmasi gerekmektedir. ipek fibroinin 3B biyobaski
teknolojisinde biyomurekkep olarak kullanildigi c¢esitli ¢calismalar bulunmaktadir
(Wang ve digerleri, 2008; Yucel, Cebe ve Kaplan, 2009) (Cizelge 2.9).

Cizelge 2.9. ipek fibroinin 3B biyobaski teknolojisinde biyomirekkep olarak
kullanildigi galismalar

Yardimci Capraz Baglama Yontemi Biyobaski Yontemi Kaynak
Materyal
Gliserin- Genipin Ekstriizyon bazli biyobaski Huang ve digerleri,
Jelatin 2019
Jelatin Ultrasonikasyon-Tirozinaz Ekstriizyon bazli biyobaski Das ve digerleri,
2015
Aljinat Yabanturpu peroksidaz Marekkep-pUskirtmeli Compaan,
biyobaski Christensen ve
Huang, 2016
Poliol Gliserin Ekstriizyon bazli biyobaski Jose ve digerleri,
2015
Jelatin Gliserin Ekstriizyon bazli biyobaski Rodriguez ve
digerleri, 2017
Jelatin Genipin-Etanol Marekkep-pUskirtmeli Shi ve digerleri,
biyobaski 2017

2.6.4. Hidrojellerin inflamatuvar bagirsak hastaliginda kullanimlan

Hidrojeller biyolojik siviyl absorplayarak sismeleri sayesinde inflamasyon
bolgesinde tutunarak etki sudresini artirmalari, inflamasyon bdlgesine
hedeflendirilebilmeleri, capraz badli olmalari sebebiyle hastalik bdlgesine kadar
degrade olmadan ilaci taglyabilmeleri ve peptit-protein gibi biyomakromolekuller igin
tasiyici sistem olarak kullanilabilmeleri nedeniyle, inflamatuvar bagirsak hastahgi
tedavisi icin uygun ila¢ sekilleridir (Zhang ve digerleri, 2015; Zhai, Mantaj ve
Vllasaliu, 2018). inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisinde hidrojellerin kullanildigi
calismalarda, inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavisi amaciyla kullanilan 5-
aminosalisilik asit gibi konvansiyonel etken maddeler ve bovin serum albumin gibi
biyolojik maddelerin hidrojele ytklenerek inflamasyon bolgesine hedeflenmesi
saglanmistir (Bai ve digerleri, 2016; Jain ve digerleri, 2008; Aprodu ve digerleri,
2019).
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2.7. Mesalazin

Mesalazin (5-aminosalisilik asit), NF-kB aktivasyonu ile uyarilan interlokinler ve
TNF-a gibi gesitli inflamasyon ajanlarini inhibe ederek etki gosteren hafif ve orta
siddette IBH tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir aminosalisilattir (Karagozian
ve Burakoff, 2007).

2.7.1. Mesalazinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Kimyasal yapisi

Mesalazin, 5-amino 2-hidroksi benzoik asit yapisinda aminosalisilat grubunda bir
ilactir. Kapali formuli C7H7NOg olarak gdsteriimektedir (Sekil 2.17). Kati halde
kokusuz veya zayif bir kokuya sahiptir, sivri sekilli pembe kristal gérinimundedir.
Mesalazinin molekul agirhgr 153,135 g/mol’diur ve erime derecesi 280 °C’dir (Arnold
ve digerleri, 2001).

COOH

NH,

Sekil 2.17. Mesalazinin kimyasal yapisi

Cozunurlak

Mesalazin amfoterik bir molekuldir. Co6zunurliglu ve iyonik karakterizasyonu
molekulde yer alan amin ve karboksil gruplarinin pKa'sina ve pH'ya baghdir.
Mesalazinin sudaki ¢ézunurligu 25 °C’de 0,844 mg/ml ve 37°C’de 1,41 mg/ml’dir.
Mesalazinin ¢ozunurliGgu pH 2’nin altinda ve pH 5,5’in Gzerinde artmaktadir, pH 2
ve pH 5,5 arasindaki pH degerlerinde ise ¢ozunurlik en dusuk degerdedir (French
ve Mauger, 1993).
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Mesalazin, dilie hidroklorik asit ve dillie alkali hidroksitte ¢oziinmektedir, kloroform,
eter, butil alkol, etil asetat, n-hekzan gibi organik ¢ozuculerde ¢ozUnmemektedir
(Arnold ve digerleri, 2001; French ve Mauger, 1993, Dash ve Brittain, 1998).

UV Spektrumu

Mesalazinin UV spektrumu 200-400 nm arasindadir. Maksimum absorbans verdigi
dalga boyu ise, asidik ortamda 300 nm, bazik ortamda 330 nm’dir (Dash ve Brittain,
1998).

2.7.2. Mesalazin etki mekanizmasi

inflamatuvar bagirsak hastaliginin patonegezi ve mesalazinin bu hastaliktaki etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. iBH patofizyolojisinde I8kotrienler (LT),
prostaglandinler (PG), sitokinler interlokin (IL)-1, IL-2 ve reaktif oksijenler gibi
maddeler rol oynamaktadir. Hasta ve saglikh bireyler kullanilarak yapilan
caligmalarda, mesalazinin doza bagh olarak LTBa4 inhibisyonu gerceklestirdigi ve
PGE: seviyesinin hasta bireylerde saglikli bireylere gore daha yuksek oldugu
goérulmistir.  Mesalazinin  IBH patofizyolojisinde etkili LTC4, PGD2, 5
hidroksieikosatetraenoik asit (HETE) ve trombosit aktive edici faktor seviyelerini
disurdigu gozlenmistir.  Yapilan c¢alismalarda mesalazinin interferon (IFN)-y
baglanmasini inhibe ettigi ve kolonik epitelyal htcrelerde IFN-y ile induklenen hucre
gecirgenligini azalttigi gézlenmistir. Mesalazinin iBH’de énemli bir belirtec olan
tumor nekroz faktorl (TNF)-a’nin antiproliferatif etkilerini terse cevirerek, bagirsak
hdcrelerinde TNF-a aktivitesini inhibe ettigi yapilan c¢alismalarla gdsterilmistir.
Ayrica mesalazinin IL-1, IL-1B ve IL-2 seviyelerini dislirmede ve reaktif oksijen
turlerinin Uretimini azaltarak oksidan kaynakli doku hasarini engellemede etkili

oldugu in vitro modeller kullanilarak kanitlanmistir (Clemett ve Markham, 2000).
2.7.3. Mesalazinin farmakokinetik 6zellikleri

Mesalazin oral olarak uygulandiginda hizli bir sekilde absorpsiyona ugrar ve ilacin
cok az bir kismi distal ince bagirsak ve kolona ulagsmaktadir. Yapilan bir calismada

mesalazinin oral uygulamada kolona ulasmasi icin kolona hedefli ilag tasiyici
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sistemler geligtirilmistir ve bu durumun dogrulanmasi amaciyla indiyumla
isaretlenmis preparatlar incelenmis ve kolona hedefli ilag taliyici sistemle ile
mesalazinin dogrudan distal bagirsaga ulastigi gézlenmistir (Brogden ve Sorkin,
1989). Mesalazinin kolona goére ince bagirsaktan emilimi daha fazladir. Rektal
uygulanan dozaj formlarindan ilag absorpsiyonu oral uygulamaya goére farkllik
gOstermektedir. Bunun sebebi pH, dozaj formu ve formulasyonun farkli olmasidir.
Yapilan g¢alismalarda rektal dozaj formlarindan mesalazin absorpsiyonunun %10-

30 arasinda oldugu gosterilmigtir (Mooter ve Kinget, 1995).

Saglhkh goéndllilerde mesalazinin ortalama maksimum plazma derisimi, 0,5 g
intravendz uygulamadan 5 dakika sonra 330 pmol/L iken, 2,4 g mesalazin igeren
kaplanmamis tabletten 2 saat sonra 234 pumol/L bulunmustur. Enterik kapl tabletle
ayni dozda mesalazin uygulandiktan 6 saat sonra 30 pmol/L olarak bulunmustur.
Degismemis mesalazin plazma proteinlerine %43 oraninda baglanmaktadir. Ancak
asetillenmis metabolit %78 oraninda plazma proteinlerine baglanmaktadir.
Mesalazinin dagilim hacmi kaplanmamis oral tablet uygulamasindan sonra 18 L

bulunmusken, intravendz uygulama sonrasinda 25 L’dir.

Mesalazin buyuk oranda idrardan asetillenmis metaboliti asetilmesalazin seklinde
atilmaktadir. Bu asetilasyon asetilatér fenotipinden etkilenmemektedir ve geri
dénussizdir. idrardan 4 saat icinde geri kazanimi ise kaplanmamis tabletlerden
%50 iken, kapl tabletlerden %13 olarak bulunmustur. Toplam mesalazinin 7 gun
boyunca fegesle atimi remisyon donemindeki hastalara gore aktif donemdeki
useratif kolitli hastalarda daha fazladir. Bazi ¢alismalarda mesalazinin bir dereceye

kadar enterohepatik resirklilasyona ugradigi gosterilmistir.

Asetil mesalazinin renal klirensi renal tubller sekresyon baskin oldugu igin

glomertler filtrasyon hizinin 2-3 kati olarak bulunmustur.

Mesalazinin plazma yarilanma omru 3,5 saattir. Ayrica plazma yarilanma omru
inflamatuvar bagirsak hastaligi olan hastalarda enterik kapli tablet ile tedaviden
sonra 0,7-2,4 saat arasinda degisirken, asetillenmis metabolitinin yarilanma émru

mesalazinin 2 katidir (Brogden ve Sorkin, 1989; Wiersma ve digerleri,2004).
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2.7.4. Mesalazinin yan etki profilli, stabilitesi ve toksisitesi

Yan etki profili

Mesalazin IBH tedavisinde oral ve rektal uygulamalarda genellikle iyi tolere
edilmektedir. Ancak bazi ¢alismalarda mesalazin kullanan hastalarda bas agrisi,
mide bulantisi, bag donmesi, ates, hazimsizlik, kas agrisi, akut pankreatit,
hepatotoksisite, interstisyel nefrit, perikardit, pnédmoni ve sa¢ dokulmesi degisik
oranlarda gorulmustur. Bu belirtilerden en sik rastlanan bas agrisi, bas donmesi,
mide bulantisi ve karin agrisidir (Shcroeder, Tremaine ve llstrup, 1987; Deltenre ve
digerleri, 1999; Corrigan ve Stevens, 2000; Pereria ve digerleri 2021; Lim ve Fever
1994; Xie ve digerleri, 2019). Meselazin enemasinin yan etkileri arasinda lokal

irritasyon da bulunmaktadir (Kutty ve digerleri, 1982).

Bir calismada kontrolli salim yapan mesalazin tablet, plasebo tablet ile yan etkileri
acisindan karsilastiriimis ve mesalazinin ¢cogu yan etkide plaseboyla benzer oranda

yan etki gosterdigi gozlenmistir (Arnold ve digerleri, 2001).

Stabilitesi

Mesalazin sulu ortamda hizli bir sekilde oksidasyona ugramaktadir, sulu ortamdaki
oksidasyonu engellendiginde stabil oldugu gézlenmistir. Sulu ortamda ve pH 7’de

dort farkli bozunma Grlnt saptanmistir (Dash ve Brittain, 1998).

Mesalazinin farkl farmasoétik formlardaki stabilitesi yapilan farkh c¢alismalarla
incelenmigtir. Mesalazinin tablet ve supozituvar formunda stabil oldugu ancak
suspansiyon halinde 90 gunin sonunda %10’luk bir bozunma oldugu goézlenmistir
(Dash ve Brittain, 1998).

Yapilan baska bir calismada mesalazinin stabilitesi farkli sulu ortamlarda ve farkh
kosullarda incelenmistir. Calisma sonucunda mesalazinin bozunmasinin iki farkli
yolla oldugu gozlenmistir. Bu yollardan ilki dekarboksilasyondur ve sonucunda 4-
ASA olusmaktadir, digeri ise oksidasyondur ve oksidasyon sonucunda 5-ASA’'nin
aromatik halkasinda substitisyonla p-aminofenol olusmaktadir (Palsmeier, Radzik
ve Lunte, 1992).
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Mesalazinin rektal stispansiyonu ile yapilan bir ¢aligmada, suspansiyon isiga ve
suya maruz birakilmigtir. Isik ve suya maruziyette mesalazinin stabil olmadigi
gozlenmigtir. Cunku 1s1k ve su varliginda oksidasyona bagli olarak pargalanma
olusmaktadir. Azot gazi altinda kapatilip hava gecgirmez sartlarda saklandiginda ise
oksidasyonun minimuma indigi gézlenmistir (Henderson, Johnson ve Berardi,
1994).

Mesalazinin biyolojik ortamdaki stabilitesi incelendiginde ise, stabilitenin -80 °C’de
plazmada sabit oldugu ancak -20 °C’de dort haftada dekompozisyona ugradigi

gOrulmustir (Dash ve Brittain, 1998).
Toksisitesi

Mesalazinin uzun sure kullaniminda karsinojenik ve mutojenik bir etki
bildiriimemistir. Yapilan bir calismada 14,5 gram ylksek dozda mesalazin
supozituvar kullanan erkek bir hastada, hiperemi, rektal kanalda 6dem ve 1,5 cm
ulser gérulmistir. Ulserin daha sonra iyilestigi ve baska bir toksik etki bildirilmedigi
go6zlenmigtir. Oral LDso hacmi erkek siganlarda 3,2 g/kg, disi siganlarda ise 5,5 g/kg
olarak bildirilmigtir (Dash ve Brittain, 1998; Koseoglu ve digerleri, 2011).

2.7.5. Mesalazinin inflamatuvar bagirsak alaninda kullanimi

inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisinde bir 6n ilag olan siilfasazalin yaygin bir
sekilde kullaniimaktadir. Mesalazin, stlfasalazinin aktif metabolitidir. Mesalazin 5-
amino salisilik asit olarak da bilinmektedir ve salisilatlarin antiinflamatuvar etkisi
bulunmaktadir. Sdilfasalazin, mesalazin ve sulfapiridinin diazo baglariyla
baglanmasiyla olusmaktadir. Mesalazinin blyuk oranda mide ve bagirsaktan
emilmektedir, uygulanan dozun %Z20’si termal ileum ve kolona ulagmaktadir
(Berends ve digerleri, 2019; Moyer, 2008). Mesalazin N-asetil transferaz tarafindan
bdbrekler veya diski yolu ile vicuttan uzaklastirilan aktif olmayan bir bilesik olan N-
asetil 5-salisilik asite metabolize edilir ya da etki edecegi bélgeye tasinir (Zhou ve
digerleri, 1999). Mesalazinin 6zellikle oral uygulamada gastrointestinal bdlgenin st
kisimlarindan emilimi gergeklestigi icin, disuk biyoyararlanim, hastalik bdlgesine

ulasamama, beklenmeyen yan etkiler gibi problemleri bulunmaktadir (lacucci, de
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Silva ve Ghosh, 2010). Bu amacla farklh tedavi stratejilerine ihtiya¢ vardir ve bu
kapsamda cesitli calismalar yapilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, mesalazin yuklu
aljinat temelli enterik kapli matris tabletler Gretilmis ve in vitro/in vivo galismalar
sonucunda bu tabletlerin intestinal bodlgeye kadar bozunmadan ulagabildigi ve
Crohn hastali§i tedavisi igin uygun ila¢ sekilleri oldugu gosterilmistir (Tugcu-
Demirdz ve digerleri, 2004). Bir diger ¢alismada farkl aljinat turleri kullanilarak
mesalazin yuklu tabletler gelistiriimis ve inflamatuvar bagirsak hastaliginin
tedavisinde degerlendirilmistir (Tugcu-Demiréz ve digerleri, 2007). Ayrica IBH
tedavisi icin mesalazin yuklu kitozan temelli mikropartikuller, mesalazin ve balik yagi
karisimi intrakolonik uygulanmistir (Palma ve digerleri, 2019; Yorulmaz ve digerleri,
2019). Mesalazin ve budenosid ile hastaligin kombine tedavisi amaciyla da oral
uygulama icin tablet uretilmigtir (Gareb ve digerleri, 2016). Akasya zamki temelli
mesalazin yukllu partikiller igceren tablet (Sharma ve digerleri, 2019), mesalazin
yukla kalsiyum pektin-silika jel yapili boncuklar (Gunter ve digerleri, 2018) ve
mesalazin yukli kopuk (Haznar-Garbacz, Garbacz ve Weitschies, 2019) ilag
sekilleri de yine inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavisinde oral uygulama
amaciyla uretilmistir. Bir calismada Ulseratif kolit tedavisinde rektal uygulama igin
mesalazin yukli supozituvar formulasyonu gelistiriimis ve oral formulasyon ile
karsilastiniimistir. Calismada mesalazin yukli supozituvarlarin, oral uygulanan
mesalazinden daha etkili bir tedavi sagladigi sonucuna varilmigtir (Gionchetti ve
digerleri,1998). Vaja ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada ise IBH tedavisi
icin mesalazin yukli mukoadesif pellet igceren supozituvar formulasyonlari

geligtiriimistir (Vaja ve Detroja, 2022).
2.8. Tezin Yenilik¢i Yonu

ipek fibroin ipek bdcegi kozalarindan elde edilen dodal kaynakli bir biyopolimerdir
ve antiinflamatuvar 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. 3B biyobaski teknolojisi
doku, organ, doku iskelesi Uretiminde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Ancak bu
teknolojinin ilag tagiyici sistem gelistiriimesi amaciyla kullanimi yaygin degildir. Bu
teknoloji ile istenilen tasarimda ve boyutlarda materyal Uretilebilmesi ile kisiye 6zel
tedavi saglanmasi ve hucre, gen, doku gibi biyolojik materyallerin Uretilebilmesi
mumkundur. Bu avantajlar 3B biyobaski teknolojisi kullanilarak ilag tasiyici sistem

gelistirimesini cazip kilmaktadir. Mesalazin iBH tedavisinde yaygin bir sekilde
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kullanilan bir aminosalisilattir ancak tedavi edici dozunun yuksek olmasi ve ilacin
uygulama sikligi hastanin yasam kalitesini dugurmektedir. Ayrica mesalazinin uzun
surekli kullanimina bagli olarak siddetli yan etkiler gérilebilmektedir. IBH
patogenezinde proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-a énemli bir rol oynamaktadir
ve son yillarda yapilan calismalarda siRNA kullanilarak bu proinflamatuvar
sitokinlerin Uretiminin baskilanmasi yaklasimi dikkat gekmektedir. Tez kapsaminda
antiinflamatuvar 6zellige sahip oldugu bilinen ipek fibroin biyopolimeri kullanilarak
3B biyobaski teknolojisiyle kisiye Ozel farkli tasarimlarda oral ve rektal hidrojel
formuUlasyonlari gelistirilmistir. Literatirde ipek fibroin temelli oral ve rektal
uygulanmak uzere 3B biyobaski teknolojisiyle gelistirilen ilag tasiyici sistem
calismasi bulunmamaktadir. Ayrica ekstrizyon temelli biyobaski teknolojisi ile TNF-
a siRNA yuklt ilag tasiyict sistem gelistiriimesi calismasi da daha Once

yaplimamistir. Tez kapsaminda;

e Antiinflamatuvar bir biyopolimer olan ipek fibroin, IBH tedavisinde konvansiyonel
olarak kullanilan mesalazin ve gen susturucu etkisi olan TNF-a siRNA’nin bir
arada kullanilmasiyla sinerjik bir etki saglanarak iBH tedavisinin etkinliginin
artirilmasi,

e Hidrojel yapisinda formulasyonlarin gelistiriimesiyle uygulama kolayliginin
saglanmasi ve hidrojellerin biyoadezif 6zellikleri sayesinde uygulama boélgesinde
kalig suresinin artmasi,

e 3B biyobaski teknolojisiyle oral ve rektal uygulanmak Uzere uygun tasarim ve
boyutlarda hidrojel formulasyonlarinin gelistiriimesiyle kullanim kolayligi ve
kisisellestiriimis tedavinin saglanmasi,

e Uzatiimig ilag salimi saglayan ilag tagiyici sistem geligtirilerek ila¢ uygulama
sikhiginin azaltiimasi ve boylece hastanin yasam kalitesinin artiriimasi

amaclanmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

Tez kapsaminda ipek fibroin temelli mesalazin ve TNF-a siRNA yukli 3B biyobaski
teknolojisiyle Uretilmis oral ve rektal hidrojel formulasyonlari geligtirilmistir. Bu
amagcla 6ncelikle ipek bécegi kozalarindan ipek fibroin Gretilmistir. 3B biyobaskinin
gerceklesebilmesi icin  sodyum aljinat:ipek fibroin: hyaluronik asit temelli
biyomurekkep formulasyonlari gelistiriimis ve optimize edilmigtir. Optimum
biyomurekkep formulasyonu belirlendikten sonra, piyasa preparatlariyla salim
profillerinin karsilastirlmasi amaciyla sadece mesalazin yukli oral ve rektal
hidrojeller gelistiriimistir. Daha sonra biyomurekkep formulasyonlarina yiklenmek
amaciyla kitozan: TNF-a siRNA polipleksleri Uretilmis, in vitro karakterizasyon ve in
vitro gen susturma c¢alismalari ile optimum polipleks formulasyonu belirlenmistir.
Optimum biyomurekkep formulasyonlarina kitozan:TNF-a siRNA polipleksi ve
mesalazin yuklenerek 3B biyobaski teknolojisiyle oral ve rektal hidrojel
formualasyonlari Uretilmistir. Bu formulasyonlarin karakterizasyon ve in vitro
¢ozinme hizi c¢alismalari yapimigtir. Son olarak oral ve rektal hidrojel
formilasyonlarinin in vivo etkinliginin belilenmesi amaciyla iBH modeli
olusturulmus farelerde in vivo calismalar gercgeklestiriimistir. Tez kapsaminda

yapilan bu ¢alismalar Sekil 3.1’de gosterilmistir.
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Etkin madde ve
polimerlerin
karakterizasyon
calismalan

ipek fibroin eldesi
ve
karakterizasyonu

On formiilasyon galismalar

*Sodyum aljinat, ipek fibroin ve hyaluronik asit ile
Bolim 3.4.1.’de anlatildigi gibi biyomurekkepler
hazirlanmistir.

Formiilasyon geligtirme
caligmalari
Calismalar sonucunda oral
uygulama igin P8223-B7/75-75-50
kodlu biyomurekkep formulasyonu

segilmistir.
Rektal uygulama icin P8133-B7/75-
75-50 biyomurekkep formulasyonu

segilmistir.
3B biyobaski teknolojisiyle
mesalazin yukla hidrojel

formilasyonlar gelistirilmistir.

Kitozan:TNF-a siRNA
poliplekslerinin
hazirlanmasi ve

karakterizasyonu

*Kitozan ve TNF-a siRNA ile

farkh oranlarda Bolim
3.9.17de  anlatildig gibi
polipleksler hazirlanmistir
*P-40 ve P-50 kodlu
polipleksler segilmistir.

Hiicre kiltiirii galigmalan

«In vitro gen susturma
caligmalari  ile  sonucunda
optimum polipleks
formilasyonu olarak P-40
kodlu polipleks segilmistir.

l

TNF-a siRNA ve mesalazin
iceren oral ve rektal hidrojel
formiilasyonlarin 3B
biyobaski yontemiyle
hazirlanmasi

TNF-a siRNA ve mesalazin
iceren oral ve rektal hidrojel
formiilasyonlarin
karakterizasyon galismalari

in vitro ¢éziinme hizi
caligmalari

|

in vivo galismalar

gruplari ile gergeklestirilmigtir.

*Calisma tedavi grubu olarak NK, PK, O-Bos, i f i
R-Bos, O-P-40, R-P-40, O-Mes, R-Mes, R- | Istatistiksel
Mes-P-40, O-Mes-P-40 , O-Ticari, R-Ticari degerlendirme

Sekil 3.1. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin sematik gosterimi
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3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

UV spektrofotometre cihazi (Cary 60, Agilent, ABD)

Co6zunme hiz test cihazi (708-DS Dissolution Apparatus, Agilent Technologies,
ABD)

Canli hucre analiz cihazi (Juli Br, Kore)

Laminar flow kabin- Class Il BSC (X2)

Mikroplaka okuyucu (Spectramax i3, Molecular Devices, ABD)

Karbondioksitli inktbatér ve normal inkubatér (Nuve, Tlrkiye)

Yuksek sogutmali santrifij 3—30 K, (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Almanya)
3B ekstrizyon temelli biyoyazici (Axolotl Biosytems, Turkiye)

Yatay elektroforez sistemi ve gic kaynagi (Thermo Scientific, ABD)

UV goruntuleme sistemi (Spectronics GL-2000, MA, ABD)

Diferansiyel taramali kalorimetri cihazi (DSC 60, Shimadzu, Japonya)

Fourier transform infrared spektrofotometre (Spectrum 400, Perkin Elmer, ABD)
Rotasyonel viskometre (DV-IIl Rheometer, Brookfield, ABD)

Yuzey gerilimi 6lcim cihazi (Theta Lite optical tensiometer, Biolin Scienctific,
Attension, Finlandiya)

Taramali elektron mikroskobu (Quanta 400, Fei, ABD)

Tekstlr analiz (Texture Analyzer) cihazi (TA-XT Plus, Texture Analyser,
ingiltere)

pH metre (OHAUS Corporation, ABD)

Santrifuj cihazi (Beckman Coulter, ABD)

Liyofilizator (Christ-Alpha 1-2 LD plus, Almanya)

Partikil bayUkligu ve zeta potansiyel 6lgim aleti (Malvern Zetasizer Nano,

ingiltere)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

Mesalazin (Nobel ila¢g Sanayii ve Ticaret A.S., Turkiye)

ipek bécegi kozalari (Kozabirlik, Bursa, Tirkiye)
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Ticari ipek fibroin ¢ozeltisi (Bugamed Biotechnology, Turkiye)

Lityum bromdur (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Trisodyum fosfat dodekahidrat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Coomassie Briliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sodyum aljinat, Protanal CR8133® (Viscosity, cps (1%): 15-45) (DuPont, ABD)
Sodyum aljinat, Protanal CR8223 ©(Viscosity, cps (1%): 200-450) (DuPont,
ABD)

Sodyum aljinat, Protanal LFR 10/60 ® (Viscosity, cps (1%): 5-7) (DuPont, ABD)
Sodyum aljinat, Aquateric® (Viscosity, cps (1%): 4-12) (DuPont, ABD)
Sodyum aljinat, Manucol © (Viscosity, cps (1%): 60-170) (DuPont, ABD)
Hyaluronik asit, Sigma-Aldrich, AlImanya

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4-Merck, Almanya)

Sodyum klorur (NaCl-Sigma Aldrich, ABD)

Sodyum hidroksit (NaOH- Sigma Aldrich, ABD)

Sodyum asetat (C,Hs;NaO,- Sigma Aldrich, ABD)

Etanol (HPLC grade-Merck, Almanya)

O-fosforik asit (Sigma Aldrich, ABD)

Seyreltik hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi (Sigma Aldrich, ABD)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (Merck, Almanya)

Kalsiyum klorur (CaClz- Sigma Aldrich, ABD)

Nukleaz icermeyen distile su (HIMEDIA, ABD)

Sense-TNF-a siRNA (Dharmacon, ABD)

Antisense-TNF-a siRNA (Dharmacon, ABD)

Dharmafect Transfection Reagent (Dharmacon, ABD)

Dusuk molekul agirlikli kitozan (Sigma-Aldrich, Almanya)

Fetal Bovine Serum (Serana, Almanya)

Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, AlImanya)

Penicillin-streptomycin (Serana, Almanya)

Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Lipopolisakkarit (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dekstran sodyum sulfat (Cayman Chemicals, ABD)
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e Balb/c turu erkek fare (Nesa Deney Hayvanlari Laboratuvari, Turkiye)
e 500 mg mesalazin iceren Pentasa® ticari tablet (Seri no: T0O8251A)

e 500 mg mesalazin iceren Salofalk® ticari supozituvar (Seri no: 210613A)
3.1.3. Kullanilan kitler

e TNF-a ELISA Kit (Sunred Biotechnology, Cin)
e TNF-a ELISA Kit (Boster,USA)

e [L-12 ELISA Kit (Boster,USA)

e |L-6 ELISA Kit (Boster,USA)

3.1.4. Kullanilan yazilimlar

Ug boyutlu tasarim programi (TinkerCad, Autodesk,ABD)
GraphPad Prism 10.1.2 (GraphPad Software Inc., ABD)
DDSolver

3.1.5. Kullanilan hiicre hatti
e RAW 264.7 (Fare Makrofaj) hicre hatti (ATCC, ABD)
3.1.6. in vitro ve in vivo deneylerde kullanilan ¢ozeltiler

pH 1,2 tampon ¢ézelti (USP 40-Enzimsiz gastrik sivi)

NaCl.....o 29
Seyreltik HCI ¢ozeltisi..................... 7 mL
Distile su........cocoiiiiii ym1L

0,1 N HCI ¢bzeltisi

Seyreltik HCI ¢gozeltisi..................... 7 mL
Distile su........cocoiiiiii ym1L
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pH 6.8 tampon cozeltileri

Tez kapsaminda oral hidrojel formulasyonlari igin gergeklestirilen in vitro ¢ézinme
hizi calismalarinda 0-2. saatler arasi pH 1,2 tamponu, 2-24. saatler arasi pH 6,8
tampon c¢ozelt-1 kullanilmistir. Ancak 2. saatten sonra ¢dézinme hizi cihazinda
ortam degistirirken formillasyonda kayip olusmasi nedeniyle salim ydzdesinin
%100’e ulasmadigi gérulmustur. Daha sonra oral formulasyonlar igin yapilan in vitro

¢ozinme hizi galismalari igin USP’ye kayith pH 6,8 tampon ¢ozelti-2 kullaniimistir.

pH 6,8 tampon ¢b6zelti-1 (USP 40-Fosfat tamponu) (pH 6,8-1)

KH2PO4. ., 6,89
NaOH........co e, 0,9¢g
Distile SU.......coiiiii ym 1L

pH 6,8 tampon ¢ézelti-2 (USP-40) (pH 6,8-2)

0,1 N HCI gOzeltisi......ccoveiiiiiiiiiiiiieeiieeea, 750 mL
0,20 M tribazik sodyum fosfat ¢ozeltisi.................. 250 mL

Fosfat tamponlari (USP XXXI)

a. Monobazik potasyum fosfat ¢ozeltisi (0,2 M)

KH2POa4....cooiii 27,22 g
Distile su.............. ym1L

pH 7,4 fosfat tamponu hazirlanisi: a ¢gézeltisinden 50 mL ve b ¢6zeltisinden 39,1 mL
kangtirilir, distile suyla 200 mL’'ye tamamlanir.
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pH 4,5 asetat tamponu

Asetik asit..........ooooiiiiiii 700 pL
CoH3NAO . e, 0,771 ¢
NaCl. ..o, 94g
Distile SU ... ym1L

3.2. Etkin Madde ve Polimerlerin Karakterizasyon Caligmalari

Tez kapsaminda 3B biyobaski teknolojisiyle mesalazin ve TNF-a siRNA yUklU ipek
fibroin temelli hidrojeller gelistiriimistir. Oncelikle etkin madde olan mesalazinin
miktar tayini yontemi gelistiriimis ve analitik metot validasyonu calismalari
yapilmistir. Hidrojellerin gelistiriimesinde kullanilan ipek fibroin, sodyum aljinat ve
hyaluronik asit polimerleri ile etkin madde olan mesalazinin karakterizasyon
calismalari diferansiyel taramal kalorimetre (DSC), fourier donisimlli kizilétesi

spektrometresi (FTIR-ATR) ve X-igini kirinim (XRD) yontemleri ile yapiimistir.
3.2.1. Mesalazinin miktar tayini yonteminin gelistiriimesi ve validasyonu

Mesalazinin  miktar tayini yOnteminin  gelistiriimesi amaciyla UV-Vis
spektrofotometre kullaniimistir. Bu ydntem proje kapsaminda gelistirilen 3B
basiimis hidrojellerden mesalazin saliminin tayini amaciyla kullaniimistir. Bu
¢alisma distile su, 0,1 N HCI, pH 1,2, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tamponlarinda
yapimigtir.

Analiz calismalarina baglamadan 6nce mesalazinin tim ortamlarda 20 ug/mL
derisimde c¢ozeltisi hazirlanmistir.  UV-Vis spektrofotometre kullanilarak bu
¢Ozeltilerin 200-800 nm arasinda dalga boyu taramasi yapilmis ve her bir ortam igin

mesalazinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu (Amax) saptanmistir.

Yontem validasyonu; kullanilan yéntemin dogru ve kesin bir sekilde her seferinde
bekleneni gergeklestirdiginin ve amagclanan kullanimina uygunlugunun kanitlanmasi
icin yapilmasi gereken islemler batinudur. Elde edilen sonuglar valide edilmis bir
yontemle yapildigi zaman bu sonuglarin dogrulugu, 6zgunlagu, tutarhligi, kesinligi

ve guvenirligi kanittanmis olur.
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Analitik yontem validasyonu calismada kullanilan batin ortamlar i¢in ICH Q2(R1)
kilavuzuna uygun olarak gerceklestirilmistir. Validasyon c¢alismalari kapsaminda,
dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve geri elde, 6zgunlik ve segicilik, duyarlilik ve

saptama siniri ve stabilite parametreleri degerlendirilmigtir.

Dogrusallik

Her bir numunede bulunan etkin madde miktari igin, derisim ile 6lgum arahiginda
elde edilen yanit arasinda dogru oranti olmasi durumu dogrusallik olarak ifade
edilmektedir. Dogrusallik parametresi derisime karsi absorbans degerlerinin grafige
gecirilmesi ile elde edilen kalibrasyon dogrulari ve bu dogrulara ait dogru denklemi

ile kanitlanmaktadir.

Dogrusalligin kanitlanmasi amaciyla mesalazinin distile su, 0,1 N HCI, pH 1,2, pH
6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tamponlarinda 50 pg/mL derisimde stok c¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden seyreltme yapilarak (5-40 pg/mL derisim araliginda)
standart  ¢oOzeltiler hazirlanmistir.  Hazirlanan bu  ¢ozeltilerin -~ UV-Vis
spektrofotometrede, 0,1 N HCI ve pH 1,2 tampon c¢ozeltileri i¢cin 300 nm dalga
boyunda; distile su, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tampon ¢ozeltileri icin 330 nm’de

kore kargi olcumu yapilmistir.

Her bir ortam igin, standart ¢ozeltilerin icerdigi mesalazin derisimlerine karsi olgulen
absorbans degerleri ile en kiguk kareler yontemi kullanilarak kalibrasyon dogru
denklemi elde edilmistir ve elde edilen bu kalibrasyon dogrusunun korelasyon

katsayisi hesaplanmistir.

Kesinlik

Ayni analiz yontemi kullanilarak ayni kosullar altinda ¢alisildiginda birbirini takip
eden Olcumler ile elde edilen sonuglarin birbirine yakinhgini, yani olgumlerin
tekrarlanabilirligini gosteren parametre kesinlik olarak ifade edilmektedir. Deney igi

kesinlik ve deneyler arasi kesinlik olmak Uzere iki sekilde degerlendiriimektedir.
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Deney i¢i kesinlik

Belirli bir derisimde etkin madde igeren bir numunenin ayni gun iginde art arda
yapilan miktar tayini analizleri sonucunda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir
oldugunu gosteren parametre deney igi kesinlik olarak ifade edilmektedir. Calisma
kapsaminda etkin maddenin 30 ug/mL derisimdeki ¢ozeltileri distile su, 0,1 N HCI,
pH 1,2, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tamponlarinda hazirlanmig ve bu ¢ozeltilerin
UV-Vis spektrofotometrede art arda 10 kez absorbans dlgimleri yapiimistir. Daha
onceden her bir tampon ortami i¢in elde edilen kalibrasyon denklemleri kullanilarak
absorbans degerlerine karsilik gelen derisimler hesaplanmigtir. Hesaplamalar
sonucu elde edilen derigim degerlerinin ortalama, standart sapma ve bagil standart
sapmalari hesaplanarak kullanilan miktar tayini analiz yonteminin deney i¢i kesinligi

degerlendirilmigtir.

Deneyler arasi kesinlik

Belirli bir derisimde etkin madde igceren bir numunenin farkli gtnler igcinde art arda
yapilan miktar tayini analizleri sonucunda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir
oldugunu gosteren parametre deneyler arasi kesinlik olarak ifade edilmektedir.
Calisma kapsaminda etkin maddenin 8, 10 ve 12 pg/mL derisimdeki ¢ozeltileri,
distile su, 0,1 N HCI, pH 1,2, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tamponlarinda, g farkh
glinde Uucer kez farkli stoklardan hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin UV-Vis
spektrofotometrede art arda absorbans olgumleri yapiimigtir. Daha dnceden her bir
tampon ortami igin elde edilen kalibrasyon denklemleri kullanilarak absorbans
degerlerine karsilik gelen derigimler hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucu elde
edilen derisim degerlerinin ortalama, standart sapma ve bagil standart sapmalari
hesaplanarak kullanilan miktar tayini analiz yonteminin deneyler arasi kesinligi

degerlendirilmistir.

Ozgiinliik- Secicilik

Bir yontemin 6zgunligu yani segiciligi bu yontemin amaglanan maddeyi tayin
edebilme yetenegdi olarak ifade edilmektedir. Analizde kullanilan ydntemin, etkin

maddeyi formulasyonda kullanilan diger yardimci maddelerden ayirmasi
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gerekmektedir. Yontemin 6zgunlugunun degerlendiriimesi amaciyla ¢alismamizda
gelistirilen formilasyonlarda kullanilan polimerlerin (ipek fibroin, sodyum aljinat-
Protanal CR8133, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve hyaluronik asit) distile su, 0,1
N HCI, pH 1,2, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tamponlarinda ¢ozeltileri hazirlanmig
ve mesalazinin pik verdigi dalga boylarinda (pH 1,2, 0,N HCI tampon ¢dzeltileri igin
300 nm dalga boyunda, distile su, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 tampon ¢ozeltileri

igin 330 nm’de) spektrumlari alinmistir.

Dogruluk ve geri elde

Olgim sonuglarinin bilinen bir degere yakinligini gosteren parametre dogruluk
olarak ifade edilmektedir. Kullanilan ydntemin dogrulugu % geri elde ile
gOsterilmektedir. Yontemin dogrulugunun kanitlanmasi i¢in etkin maddenin bilinen
derisimlerini iceren numuneler hazirlanir ve dlgiimleri yapilir. Olgiimler sonucu elde
edilen degerler %95 olasilikla kabul edilen aralikta ise ydntemin dogrulugu

kanitlanmis olmaktadir.

Calisma kapsaminda distile su, 0,1 N HCI, pH 1,2, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4
tamponlarinda, formulasyonlardaki etkin madde miktarinin %80’ini, %100’4nG ve
%120’sini icerecek sekilde, 20 mL ¢ozeltiler hazirlanmis, bu ¢ozeltiler stzildikten
sonra gerekli seyreltmeler yapilarak UV-Vis spektrofotometrede absorbans
olcumleri gercgeklestiriimistir. Daha dnceden her bir tampon ortami icin elde edilen
kalibrasyon denklemleri kullanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen derisimler
hesaplanmistir. Hesaplanan bu derisimlerin  bilinen derisim degerlerine
oranlanmasiyla % geri elde degerleri, standart sapma ve bagil standart sapma
degerleri  hesaplanarak kullanilan miktar tayini yonteminin  dogrulugu

degerlendirilmigtir.

Duyarllik ve saptama siniri

Duyarliik sinin (LOD-limit of detection); bir numunedeki saptanabilen ancak
Olclilemeyen en disuk madde miktari olarak ifade edilmektedir. Asagida verilen

esitlik kullanilarak hesaplanmaktadir (Es. 3.1):
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Duyarhlik siniri = (3,3x0)/S (3.1)

Saptama siniri (LOQ-limit of quantification); bir numunedeki dogru ve kesin olarak
Olculebilen en duguk madde miktari olarak ifade edilmektedir. Asagida verilen esitlik

kullanilarak hesaplanmaktadir (Es. 3.2):

Saptama siniri = (10x0)/S (3.2)

o: Kalibrasyon araliginda yer alan en duguk derigimin standart sapmasi

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Calismamizda kullanilan batan ortamlar igin duyarhlik sinirt ve saptama siniri

degerleri kalibrasyon denklemleri kullanilarak hesaplanmigtir.

Stabilite

Stok ¢ozeltilerin veya numunelerin saklanacaklari ya da analiz edilecekleri sure
boyunca kararliliklarini korumasi durumu stabilite olarak ifade edilmektedir. Etkin
maddenin ¢ozelti stabilitesinin tayini amaciyla her bir ortamda etkin maddenin 20
Mg/mL derisimde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler 37 °C’de 24 saat
boyunca bekletilmis ve 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 24. saatlerde drnekler alinarak
bu 6rneklerin UV-Vis spektrofotometrede absorbanslari dlguimustir. Kalibrasyon
denklemleri kullanilarak derigimleri hesaplanmig ve etkin madde miktarindaki

degisim degerlendirilmistir.

3.2.2. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizleri

Termal bir analiz yontemi olan Diferansiyel taramali kalorimetrenin (Differential
scanning calorimetry-DSC) temel prensibi, referans ile test numunesini ayni
sicaklikta tutmak icin gereken isiI enerjisinin olgulimesidir. Bu yontem ile ¢calismada
kullanilan etkin maddenin erime sicakhgi, formilasyonda kullanilan polimerlerin
camsi gegis sicakliginin olup olmadigi ve etkin madde ve yardimci maddeler
arasindaki gegimlilik degerlendirilebilmektedir. Calismada kullanilan etkin madde

olan mesalazinin erime sicakhgi, polimerlerin ise camsi gegis sicakliginin olup
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olmadigi DSC yéntemi ile saptanmistir. Etkin madde ve yardimci maddeler
arasindaki gecimliligin degerlendiriimesi amaciyla da etkin madde ve yardimci
maddelerin 1:1 oranda fiziksel karigimlari hazirlanarak DSC termogramlari

alinmistir.

DSC analizinde 6nce mesalazin ve yardimci maddelerin ayri ayri azot gazi altinda
10 °C/dakika 1sitma hizinda, 25-350 °C arasinda DSC termogramlari alinmistir.
Analiz i¢cin 2 mg madde hassas terazide tartiimig, aliminyum 6rnek tablasi iginde
basing altinda sikistiriimig ve DSC cihazinin numune bdlmesine yerlestirilerek DSC
analizi gergeklestiriimistir. Daha sonra ayni igslem mesalazin ve yardimci maddelerin
1:1 oranindaki fiziksel karisimlari icin de yapilarak, etkin madde ve yardimci
maddeler arasindaki gecimlilik degderlendiriimistir. DSC analizlerinde referans
madde olarak indiyum kullaniimigtir. Calismalarimizda kullanilan DSC analiz

cihazinin fotografl Resim 3.1’de gosterilmistir.

TENP/
i

i -
/ HEF=E

Resim 3.1. DSC analizlerinin gerceklestirildigi cihaz
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3.2.3. Fourier donusiimliu kizilotesi spektrometresi (FTIR-ATR) analizi

Fourier dontisumlu kizilétesi spektrometresi (FTIR), etkin madde ve polimerlerin
kimyasal yapilarinda bulunan fonksiyonel gruplarin analizinde kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem ile molekuller kizilotesi dalgalarla uyarilarak molekullerin
titresim seviyeleri Olgulmekte ve molekullerde yer alan kimyasal gruplarin titrestigi
dalga boylar kaydedilmektedir. Mesalazin ve formilasyonda yer alan yardimci
maddeler arasindaki olasi etkilesimlerin incelenmesi amaciyla FTIR analizleri
yapiimistir. Bu amagla ATR (attenuated total reflectance, toplam azaltiimig
yansima) prob iceren FTIR yéntemi kullanilarak, mesalazin ve formulasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin 1:1 orandaki fiziksel karigimlarinin, 4000 —

400 cm dalga boylari arasinda taramasi yapilarak analizleri gergeklestiriimistir.
3.2.4. X-1s1in1 kirlnimi (XRD) analizit

X-1sini kinnim (X-Ray Diffractometer-XRD) analizi, materyalin kristal 6rglsunin
belirlenmesi amaciyla her bir kristalik yapinin kendine 6zgu atomik dizilimlerine
bagli olarak X-1ginlarini belirli bir duzen igerisinde kirmasi prensibine sahip bir analiz
yontemidir. XRD analizi ile incelenen drnek ile monokromatik X-iginlari arasindaki
yapisal girisim incelenmektedir. Calismamizda mesalazin, formulasyonda kullanilan
yardimci maddelerin ve 1:1 oranda fiziksel karisimlarinin XRD difraktogramlari
degerlendirilmigtir. Analizlerin gerceklestiriimesi icin yapilan taramalar 0 ila 60°

arasinda, 26 grazing agisi ile 3°/dakika hizda gergeklestirilmistir.
3.3. ipek fibroin eldesi ve karakterizasyonu
3.3.1. Protein miktar tayini yonteminin gelistiriimesi

ipek fibroinde bulunan protein miktarinin tayini icin Bradford yéntemi kullanilmistir
(Bradford,1976). ilk olarak Bradford yénteminde kullaniimak tizere Bradford ajani
hazirlanmigtir. Bunun igin 100 mg Coomassie Briliant Blue G-250 tartiimig, 50 mL
%95 etanolde ¢ozulmus, daha sonra 100 mL %85 fosforik asit eklenmis, karigim
stzuldikten sonra distile su ile 1 L'ye tamamlanmistir. Standart kalibrasyon

1 XRD analizleri Nobel ilag’ta gergeklestirilmistir. Yardimlari icin kendilerine tesekkiir ederiz.
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egrisinin olusturulmasi amaciyla standart protein olarak sigir serum albimini (BSA)
kullanilmigtir. Distile suda 1 mg/mL derisimde stok ¢ozelti hazirlandiktan sonra
gerekli seyreltmeler yapilarak 10-100 pg/mL arasinda degisen 10 farkl derisimde
BSA standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin goruntusu
Resim 3.2’de gdsterilmisti.  Daha sonra bu standart c¢ozeltilere dnceden
hazirlanmis olan Bradford ajani eklenerek UV-Vis spektrofotometrede 595 nm’de
absorbanslari ol¢gulmastur. Standart cozeltilerin  derisimine karsi elde edilen
absorbans degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusu elde edilmis ve

korelasyon katsayisi hesaplanmigtir.

Liyofilizasyon islemi sonucunda elde edilen liyofilize ipek fibroin suda ¢dézliinmeyip
formik asitte ¢o6zundugu icin, BSA iceren stok ¢ozelti formik asit kullanilarak
hazirlanmig ve ayni igslemler tekrarlanarak ikinci bir kalibrasyon dogrusu elde edilmis

ve korelasyon katsayisi hesaplanmistir.
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Resim 3.2. Protein miktar tayini yontemi icin hazirlanan standart c¢oézeltilerin
goruntusu

3.3.2. ipek fibroin eldesi igin optimizasyon galigmalari

Calismamizda ipek bocegi (Bombyx mori) kozalari kullanilarak ipek fibroin eldesi
gerceklestiriimistir (Rockwood ve digerleri, 2011; Ajisawa, 1998). ipek fibroin eldesi
igin kullanilan ipek bdcegi kozalari Resim 3.3'te gdsterilmistir. ipek fibroin eldesi
zamk giderme, ekstraksiyon, diyaliz, santrifij ve liyofilizasyon (gerekirse) olmak
Uzere temel olarak bes basamakta degerlendiriimektedir. Calismamizda

ekstraksiyon, diyaliz ve santrifij basamaklarinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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Resim 3.3. ipek fibroin eldesi igin kullanilan ipek bdcegi kozalari

Zamk giderme iglemi, ipek bocegi kozasinda bulunan bir diger protein olan serisinin
uzaklastiriimasi amaciyla yapilmaktadir. ilk olarak zamk giderme islemi igin ipek
bocedi kozalari temizlenip kuguk pargalara ayrilmistir. Kiguk pargalara ayrilan
kozalar 0.02 M Naz2COs ¢ozeltisinde 1 saat boyunca kaynatiimistir. Bu islemden
sonra agiga gikan serisin proteininin uzaklastirilmasi i¢in elde edilen materyal birkag
defa distile su ile yikandiktan sonra bir gece boyunca g¢eker ocakta kurumaya
birakilmigtir. Serisin, ipek bocegi kozalarinin yaklasik %25-30’unu olusturmaktadir.
Zamk giderme islemiyle serisinin uzaklastiginin kanitlanmasi ve her seferinde
uzaklagan serisin miktarinin birbirine yakin oldugunun gosterilmesi amaciyla zamk
giderme isleminde uzaklasan serisin miktari gravimetrik olarak analiz edilmistir. Bu
amagcla ug farkh zamanda esit miktarda ipek bécegi kozasi tartilmis zamk giderme
islemi gergeklestiriimistir. Zamk giderme isleminden sonra elde edilen materyal

tartilarak % uzaklasan serisin miktari hesaplanmistir.

Daha sonra serisinden arindirilmis materyalden ipek fibroin ¢ozeltisi eldesi igin
ceker ocakta kurutulmus materyal ekstraksiyon ajaninda 80 °C’de 5 saat
bekletilerek materyalin tamamen ¢oézunmesi saglanmigtir. Ardindan distile suya
karsi diyaliz islemi ile ekstraksiyon ajaninin uzaklastiriimasi ve en son ¢ozeltide
kalan safsizliklarin tamamen uzaklastirilmasi icin santrifljj islemi yapilmistir. ipek

fibroin eldesi islem basamaklari Resim 3.4’te gOsterilmigtir.
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Resim 3.4. Ipek fibroin eldesi islem basamaklar (A: Ipek bécedi kozalarinin
temizlenmesi, B: Zamk giderme islemi, C: Ekstraksiyon islemi, D:
Diyaliz igslemi, E: Santrifuj islemi, F: Elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi, G:
Liyofilizasyon iglemi)

Zamk giderme isleminden sonra en ylksek protein igerigine sahip ipek fibroin
¢Ozeltisinin elde edilmesi igin optimizasyon calismalari gergeklestirilmistir. Bu
amacla yontemde kullanilan ekstraksiyon ajani tipinin (Ajisawa/LiBr), diyaliz
suresinin (1, 2 ve 3 gln), diyaliz isleminde kullanilan diyaliz membranin molecular
weight cut-off (MWCO) degderinin (3.500 Da/12.000 Da) ve santriflij isleminin elde
edilen ipek fibroinin icerdigi protein miktarina etkisi degerlendirilmistir. ipek fibroin
karakterizasyon calismalarinda liyofilize ipek fibroin kullanilacagi i¢in ayni igslem
liyofilize ipek fibroin eldesi icin de gergeklestirilmistir. Optimizasyon calismalarinin
gerceklestiriimesi amaciyla ipek fibroin ¢dzeltisi icin 24 adet (Cizelge 3.1), liyofilize
ipek fibroin icin ise 12 adet (Cizelge 3.2) deney yapilmistir. Elde edilen ipek
fibroinlerin icerdigi protein miktari Bradford yontemi kullanilarak tayin edilmigstir.
Daha sonra ipek fibroin eldesini etkileyen parametrelerin, ipek fibroin protein
icerigine etkisinin degerlendiriimesi amaciyla Graphpad Prism 10.1.2 yazilimi
kullanilarak tek yonlu varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile istatistiksel
analizler gerceklestiriimistir. Istatistiksel analizler sonucunda en yiiksek protein
icerigine sahip ipek fibroin elde edilen yontem optimum ydntem olarak belirlenmis
ve daha sonraki ¢caligmalarda ipek fibroin eldesi igin bu yontem kullaniimistir (Yildiz
ve digerleri, 2023).
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Cizelge 3.1. ipek fibroin eldesinin optimizasyonu icin yapilan deney tasarimi

Diyaliz siresi 1 gilin 2 gin 3 gin
Diyaliz
membranin
MWCO  degeri 3.500 12.000 3.500 12.000 3.500 12.000
(Da)
so* ss* |sO |ss sO ss [sO SS SO |[ss [sO |ss
i i [ i i i i : ; ; ; iF- |iIF- [iF
Ajisawa ajani IF-1 IF-2 IF-3 |IF-4 [IF-5 [|IF-6 |IF-7 |IF-8 |IF-9 10 11 12
Ekstraksiyon N ; : iF- |IF- |IF- [iIF- |IF- |IF-  |IF- [iF- [IF- [IF-
ajan! tipi LiBreozeltsi — |IF-13 IF-14 145 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24

SO: Santrifiij éncesi
SS: Santrifilj sonrasi

Cizelge 3.2. Liyofilize ipek fibroin eldesinin optimizasyonu igin yapilan deney

tasarimi
Liyofilize ipek | p iz siiresi Giin 1 Giin 2 Giin 3
fibroin
Diyaliz
membranin
MWCO  degeri 3.500 | 12.000 | 3.500 | 12.000 | 3.500 | 12.000
(Da)
E.I;srflr?ik?lyon Ajisawa ajani L-IF-1 | L-IF-2 L-IF-3 | L-IF-4 L-IF-5 | L-IF-6
) P LiBr gozeltisi L-IF-7 | L-IF-8 | L-iIF-9 | L-IF-10 | L-IF-11 | L-IF-12

3.3.3. ipek fibroinin karakterizasyonu galismalari

Optimizasyon g¢alismalari sonucunda elde edilen ipek fibroinin karakterizasyon
calismalari kapsaminda DSC analizi, FTIR analizi, gravimetrik analiz ve sirkiler
dikroizm 8lciimleri yapilmistir. ipek fibroinin karakterizasyon calismalar ticari ipek
fibroin  (Bugamed Biotechnology, Turkiye) ile kargilastirmali  olarak

gerceklestiriimigstir.

DSC analizleri

DSC analizinin gergeklestiriimesi amaciyla elde edilen ipek fibroin ve ticari ipek
fibroin ornekleri -80 °C'de dondurulmus ve -55 °C'de 40 saat boyunca liyofilize
edilmistir. Daha sonra her iki ipek fibroin 6rneginin ayri ayri azot gazi altinda
10°C/dakika 1sitma hizinda, 25-350°C arasinda DSC termogramlari alinmistir.
Analiz i¢in 2 mg madde hassas terazide tartiimig ve aliminyum 6rnek tablasi iginde
basing altinda sikistinimistir. Daha sonra DSC cihazinin numune bdlmesine

yerlestirilerek DSC analizi gergeklestirilmigtir.
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FTIR analizleri

FTIR analizinin gerceklestirimesi amaciyla elde edilen ipek fibroin ve ticari ipek
fibroin ornekleri -80 °C'de dondurulmus ve -55 °C'de 40 saat boyunca liyofilize
edilmistir. Elde edilen optimum ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin FTIR analizi, ATR
(attenuated total reflectance, toplam azaltilmis yansima) prob iceren FTIR yontemi
kullanilarak, 4000 — 400 cm™ dalga boylari arasinda tarama vyapilarak

gerceklestirilmigstir.

Gravimetrik analiz

Elde edilen ipek fibroinin sonraki calismalarda kullaniimak Uzere gravimetrik analizi
yapilmistir. Bu analizin yapilmasi icin belirli bir miktarda ipek fibroin ¢ozeltisi suyun
uzaklagmasi icin -55 °C’de 40 saat boyunca liyofilize edilmistir. Liyofilize ipek fibroin

tartilmis ve gravimetrik olarak derisim belirlenmistir.

ipek fibroin yapi analizi testi

Optimizasyon calismalari sonucunda elde edilmis ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin
ikincil yapilarinin belirlenmesi ve bu yapilarin kargilastirimasi amaciyla sirkuler
dikroizm  spektroskopisi analizleri  gerceklestiriimigtir.  Sirkller  dikroizm
spektroskopisi, protein yapisindaki maddelerin katlanmalarinin ve ikincil yapilarinin
analiz edilmesinde siklikla kullanilan bir yéntemdir. Sirkuler dikroizm olgimleri icin
ipek fibroin numuneleri derisimleri 1 mg/mL olacak sekilde distile su ile
seyreltilmistir. Sirkller dikroizm analizleri 190-260 nm dalga boyu araliginda 10-100

nm/dk hizda gergeklestiriimistir ve analizlerde kor olarak distile su kullaniimistir.t

! Sirkiler dikroizm analiz galigmalari Bilkent UNAM'da yapilmistir.
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3.4. On Formiilasyon Galismalari

3.4.1. U¢ boyutlu biyobaski icin gerekli biyomiirekkep formiilasyonlarinin
hazirlanmasi amaciyla yapilan 6n ¢aligmalar

Calismamizda 3B biyobaski i¢in ekstrizyon temelli biyoyazici kullaniimistir. 3B
biyoyazicilarda biyobaskinin gergeklesebilmesi icin basilabilir biyomurekkep
formuUlasyonlarinin gelistiriimesi gerekmektedir. Biyomulrekkep formulasyonlarinin
Uc boyutlu biyoyazicida basilabilirligi; yuzey gerilimi, viskozite ve basilabilirlik
parametreleri ile belirlenmektedir. Calismamizda biyomurekkep formulasyonlarinin
hazirlanmasi igin ilk olarak biyoparcalanabilir ve biyouyumlu olduklari bilinen
sodyum aljinat (SA) (Protanal LFR 10/60), hyaluronik asit (HA) ve ipek fibroin (iF)

¢ozeltisi kullaniimigtir.

Biyomurekkep formulasyonlarinda kullanilan polimer ¢ozeltileri, distile su ile SA-
LFR 10/60 %7,5 ve HA %2 derisimde olacak sekilde hazirlanmigtir. Yapilan
gravimetrik analiz sonucunda ipek fibroin ¢ézeltisinin derisimi %5 olarak bulundugu
igin ipek fibroin %5 derisimde hazirlanmistir. Daha sonra bu U¢ polimer ¢ozeltisi
Cizelge 3.3’te verilen oranlarda karigtirilarak biyomurekkep formulasyonlari
olusturulmustur. Bu amacla ilk olarak SA-LFR 10/60 ve HA c¢oézeltileri karistiriimis,
daha sonra yapisinin bozulmamasi icin ipek fibroin damla damla polimer karisimina
eklenmistir (Sekil 3.2). SA, HA ve ipek fibroin belli oranlarda karistiriimistir.
Hazirlanan biyomurekkep formdulasyonlarinin, 3B biyobaski iglemi igin kritik
parametreler olan viskozite ve yuzey gerilimi Olgumleri gerceklestiriimis ve 3B
biyoyazici  (Axolotl  Biosystems,  Tulrkiye) kullanilarak  biyomurekkep

formuUlasyonlarinin basilabilirlik parametreleri dederlendirilmistir.
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|

Sodyum aljinat
cozeltisi

Hyaluronik asit

cozeltisi

ipek fibroin
cozeltisi

S

Sodyum aljinat/ipek
fibroin/ Hyaluronik asit
iceren biyomiirekkep

Sodyum aljinat/
formiilasyonu

Hyaluronik asit
karisimi

Sodyum aljinat/
Hyaluronik asit
karisimi

Sekil 3.2. Biyomurekkeplerin hazirlanma iglemi

Cizelge 3.3. On formullasyon calismalari kapsaminda gelistirilen biyomurekkep
formulasyonlarinin icerigi ve basilabilirlik parametresinin
degerlendiriimesi amaciyla kullanilan baski parametreleri

Biyomirekkep Formdilasyon icerigi Baski Parametreleri Tasarimin
formilasyon kodu SA:IF:HA (mg) doluluk orani
B1/100-75-20 100:75:20 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B2/100-75-25 100:75:25 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B3/100-50-25 100:50:25 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B4/100-50-50 100:50:50 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu %10
B5/100-25-50 100:25:50 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B6/100-25-75 100:25:75 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B7/75-75-50 75:75:50 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B8/75-50-75 75:50:75 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu
B9/50-75-75 50:75:75 1-5 Psi Basing
19G Baski Ucu

Yiizey Gerilimi Olciimleri

Ekstrizyon temelli 3B biyobaski i¢in biyomurekkeplerin yuzey gerilimi 6nemli bir

parametredir. Yizey gerilimi, bir ¢ozeltinin yizey alaninin 1 cm? artirilmasi igin

¢Ozeltideki birim mesafeye uygulanan kuvvet olarak ifade edilmektedir.

Yuzey

gerilimi degerinin birimi mN/m ya da dyn/cm olabilmektedir. YUzey gerilimi dlgimleri
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Wilhelmy, damla hacmi, damla agirligi, halka koparma ve asili damla yontemi gibi
cesitli yontemler kullanilarak gercgeklestiriimektedir. Calismamizda analiz igin asih
damla yéntemi kullaniimigtir. Olglmlerin yapilmasi igin hazirlanan biyomirekkep
formulasyonlari bir insulin enjektorine gekilmis ve bu formuilasyonun bir damlasi
enjektorun ucunda asih halde birakilmistir. Yuzey gerilimi 6lgum cihazinda bulunan
kamera ile damlacik gérinttlenmistir. Cihazin yazilimi ile asih olan damlanin sekli
ve hacmi yardimiyla Young—-Laplace esitligi kullanilarak biyomurekkeplerin yuzey
gerilimi degerleri hesaplanmistir (Stalder ve digerleri, 2010). Yuzey gerilimi
Olcumleri i¢in kullanilan cihaz, hesaplama ekrani, kullanilan ¢ozeltinin yazilimdaki

kamera goruntisiu ve hesaplama yapilan ekranin gorintlsu Resim 3.5’te verilmistir.

Resim 3.5. Yuzey gerilimi olgimleri igin kullanilan cihaz, &6lcima yapilan
biyomurekkep ¢ozeltisinden elde edilen asili damlanin yazilimdaki
kamera goruntlsu ve yazilimda yuzey gerilimi degerinin hesaplandigi
ekranin goruntusu

Viskozite olcumleri

Viskozite, ekstruzyon temelli 3B biyobaski islemi icin dnemli parametrelerden biridir.
Viskozite; akigkanlara uygulanan kayma kuvvetinin karsilastigi direng olarak ifade
edilmektedir.  Biyomurekkep formulasyonlarinin 3B biyobaskisi igin viskozite
degerinin belirli sinirlar icinde olmasi gerekmektedir. Viskozite degeri ¢ok yuksek
olursa 3B baski sirasinda biyomurekkeplere uygulanan basing yetersiz kalacak ve
baski ucundan biyomurekkep formuilasyonu akmayacaktir. Viskozite degeri ¢ok
disuk olursa basilan materyal capraz baglama islemi gergeklesinceye kadar
baskidaki seklini koruyamayacaktir. Ayrica ekstrizyon temelli 3B biyobaski igin

kullanilacak biyomlrekkep formulasyonunun psoddoplastik akis tipi gostermesi
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gerekmektedir. Bu akig tipinde artan kayma hizi degerlerinde viskozite dusmektedir.
Baski iglemi sirasinda viskozitenin azalmasi biyomurekkebin baski ucundan kolay
bir sekilde akmasini saglamaktadir. Akiskanlarin viskozite degerlerinin dlgilmesi
igin kullanilan gesitli viskometreler bulunmaktadir. Bu viskometreler tek noktali
(kilcal viskometreler, disen ve dénen bilya viskometreleri) ve ¢cok noktali (gift eksenli
viskometreler, ddnen mil viskometresi, koni ve tabla (plaka) viskometresi) olarak
siniflandinlabilir. Calismamizdaki viskozite olgumleri donen mil viskometresi
(Brookfield viskometresi) kullanilarak gergeklestiriimigtir. Olglimlerde kullanilan
viskometre Resim 3.6’da gdsterilmistir. Bu ydntemde yari kati ilag sekillerinin
viskozitesi ve akis 6zellikleri de tayin edilebilmektedir. Brookfield viskometresinde
bir yay ile aletin motoruna baglanan ve farkli hizda donUs yapabilen miller
bulunmaktadir. Bu millerin geometrik sekilleri birbirinden farklidir. Olgiilecek 6rnegin
tipine gdére mil secilmektedir. Olglimlerin gergeklestirimesi icin 0,5 mL
biyomlrekkep formilasyonu cihazda bulunan plakaya yerlestiriimis ve
biyomurekkepler igin CP52 tipi mil secilmistir. Artan kayma hizi degerlerinde
viskozite Olcumleri gergeklestiriimistir. Kayma hizi-viskozite ve kayma gerilimi-
viskozite grafikleri ¢izilerek biyomurekkep formdulasyonlarinin akis tipleri

belirlenmistir.



77

R i .
1|
- "

PROGRAMMABLE
DV-III + RHEOMETER

-n.-t
m
SELECT
oisP

7/

Resim 3.6. Viskozite dlgimlerinde kullanilan viskometre

3B Biyobaski isleminin gerceklestiriimesi

Calismamizda biyomurekkeplerin 3B biyobaskisi igin ekstrizyon temelli 3B
biyobaski yontemi kullaniimigtir. 3B biyoyazici ve cihazin yaziliminin goruntisu
Resim 3.7'de verilmigtir. Ekstrizyon temelli biyobaski teknolojisinde baski, ylksek
viskoziteli biyomuUrekkepler kullanilarak yapilir. Yontemin temel prensibi enjektore
doldurulan biyomurekkeplerin mekanik veya pnomatik kuvvetler yardimiyla
enjektore uygulanan basingla akmasi ve bu sekilde baski igleminin
gerceklesmesidir. Bu ydntemde genellikle psddoplastik malzemelerle galismak
daha kolaydir. On calismalar kapsaminda biyomirekkeplerin basilabilirlik

parametrelerinin degerlendiriimesi igin 3B biyoyazici kullanilarak baski iglemleri
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gerceklestiriimistir. Baski isleminde kullanilan parametreler ve baski ucu Cizelge
3.3’'te verilmistir. Basilacak materyalin tasarimi TinkerCad programi kullanilarak
yapilmistir, kullanilan tasarim ve baski sonrasi materyalin gorintisu Resim 3.8'de
gosterilmigtir. 3B biyobaski isleminden sonra basilan materyalin ¢apraz baglanmasi
icin %5 derisimde kalsiyum klorur ¢dzeltisi kullanilmigtir. Kalsiyum klorir derigimi
literatlr bilgisine goére secilmistir (Giron-Hernandez ve digerleri, 2021). Capraz
baglama amaciyla kalsiyum klorur kullaniimasinin sebebi sodyum aljinatin kalsiyum

iyonlari varliginda, kalsiyum aljinata donlserek gapraz bagli bir forma gegmesidir.

Resim 3.7. Hidrojel formualasyonlarinin hazirlanmasi igin kullanilan 3B biyoyazici
ve yazilim

Resim 3.8. A: 3B biyoyazici kullanilarak basilan hidrojellerin sekilsel tasarimi B:
Hidrojellerin 3B baski sonrasi goruntusu
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Yapilan degerlendirmelerde B1/100-75-20 formulasyonu, viskozite ve ylzey
geriliminin 3B baski i¢in uygun olmamasi, B8/75-50-75 formulasyonu,
formulasyonda bulunan ipek fibroin miktarinin dusuk olmasi, B9/50-75-75
formulasyonu ise formulasyonda bulunan sodyum aljinat miktarinin gapraz baglama
islemi icin yeterli olmamasi nedeniyle daha sonraki g¢alismalarda kullaniimamistir.
Diger biyomUrekkep formulasyonlari her seferinde esit miktarda formualasyon
hazirlanmasi ve biyomurekkeplere yuklenecek olan mesalazin ve TNF-a siRNA
miktarlarinda sapma olmamasi amaciyla sabit hacimde (5 mL) olacak sekilde tekrar
hazirlanmigtir. Biyomurekkepler HA ¢ozeltisi en fazla %2 derisimde hazirlanabildigi
ve elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi ise gravimetrik olarak %5 derigsime sahip oldugu
icin formilasyonlarda yer alan SA:IF:HA polimer oranlarinin mg olarak sabit kalmasi
amaciyla SA c¢oOzeltisi derisimleri degistirilerek hazirlanmistir (Cizelge 3.4).
Hazirlanan  biyomurekkep  formilasyonlarinin  goruntileri  Resim  3.9'da

gOsterilmistir.

Cizelge 3.4. Sabit hacimde hazirlanan biyomurekkep formulasyon igerikleri

Biyomirekkep Polimer Sodyum ipek Fibroin | Hyaluronik Toplam
formilasyon kodu | Orani Aljinat Miktari | Miktar Asit  Miktar1 | Hacim
(SA:IF:HA (Protanal LFR | (%5) (%2)
mg) 10/60)
B2/100-75-25 100:75:25 2,25 mL | 1,5mL 1,25 mL
(%4,45)
B3/100-50-25 100:50:25 2,75 mL | 1 mL 1,25 mL
(%3,63)
B4/100-50-50 100:50:50 1,5mL 1mL 2,5mL
(%6,67) 5mL
B5/100-25-50 100:25:50 2 mL (%5) 0,5 mL 25mL
B6/100-25-75 100:25:75 0,75 mL | 0,5 mL 3,75 mL
(%13,34)
B7/75-75-50 75:75:50 1mL 1,5mL 2,5mL
(%,7,5)
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Resim 3.9. Hazirlanan biyomurekkep formulasyonlarinin gérinusu

Sabit hacimde hazirlanan B2/100-75-25, B3/100-50-25, B4/100-50-50, B5/100-25-
50, B6/100-25-75 ve B7/75-75-50 kodlu biyomurekkeplerin viskozite ve ylzey
gerilimi olgumleri gercgeklestiriimis ve basilabilirlikleri degerlendirilmistir. Yapilan
degerlendirme sonucunda; B3/100-50-25, B4/100-50-50, B6/100-25-75 ve B7/75-
75-50 formulasyonlari daha sonraki galigmalar igin segilmistir. Bu biyomurekkepler
ile 3B biyobaski islemi ile Resim 3.8’de gdsterilen tasarima gore ve Cizelge 3.3'te
yer alan baski parametreleri kullanilarak hidrojel basimi gergeklestiriimistir. 3B
basilan hidrojeller, H3/100-50-25, H4/100-50-50, H6/100-25-75 ve H7/75-75-50
olarak kodlanmistir. Baski isleminden sonra kalsiyum klorur ile ¢capraz baglama

suresinin optimizasyonu ¢aligmalari gerceklestirilmigtir.

Capraz baglama suresinin optimizasyonu calismalari

Optimizasyon g¢alismalari baski sonrasi g¢apraz baglama suresinin yeterliliginin
belirlenmesi amaciyla yapiimistir. Bu amagla H3/100-50-25, H4/100-50-50, H6/100-
25-75 ve H7/75-75-50 formulasyonlarinin her biri icin 15, 30 ve 45 dk capraz
baglama sureleri belirlenmistir. Basilan hidrojeller %5 kalsiyum klorur ¢ézeltisinde
belirlenen sirelerde bekletildikten sonra 37°C sicakliktaki etlve yerlestiriimigstir.
Baslangi¢, 1.saat, 2.saat, 4.saat ve 24. saatin sonunda tartilarak agirlklari
belirlenmistir. Her bir gapraz baglama suresi icin 24. saatin sonunda % agirlik kaybi
degerleri hesaplanmistir. Capraz baglama sureleri arasinda fark olup olmadigi ve

agirhik kaybini ne kadar etkiledigi istatistiksel degerlendirmelerle hesaplanmistir.
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Hidrojellerden mesalazin salimi calismasi

On calismalar sonucunda secilen biyomirekkep formilasyonlari arasindan segim
yapabilmek amaciyla Oncelikle etkin madde salim profili degerlendirilmistir.
Mesalazin yuklo H3/100-50-25, H4/100-50-50, H6/100-25-75 ve H7/75-75-50
formUlasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla 6n ¢alismalar sonucunda secilen B3/100-
50-25, B4/100-50-50, B6/100-25-75 ve B7/75-75-50 kodlu biyomurekkep
formUlasyonlarina Sekil 3.3’te gosterildigi gibi %2 derisimde mesalazin (5 mL igin
100 mg) yuklenmistir. Daha sonra Resim 3.8’de verilen tasarima gore Cizelge 3.3’te
verilen baski parametreleri kullanilarak 3B biyobaski iglemi ile mesalazin yuklu
H3/100-50-25, H4/100-50-50, H6/100-25-75 ve H7/75-75-50 kodlu hidrojel
formualasyonlari hazirlanmistir. Franz difuzyon hucresi yontemi kullanilarak hem
biyomurekkep formulasyonlarindan hem de 3B basiimis hidrojel formulasyonlardan
in vitro mesalazin salimi g¢alismasi yapilmistir. Franz diflzyon hicresi yontemi;
salim ortaminin 2,5 mL olmasi nedeniyle formuilasyonlarin kigik boyutlu
hazirlanmasina imkan vererek etkin madde ve polimerlerden dustk miktarlarda
harcanmasini saglamak ve biyomurekkep formulasyonlarindan mesalazin saliminin
degerlendiriimesi amaciyla in vitro salim calismalarinda kullaniimigtir.  Salim
calismasinin duzenegi Resim 3.10’da gosterilmistir. Salim calismasi kapsaminda
gastrointestinal sistem pH degerlerinin taklit edilmesi amaciyla 0-2. saatler arasi pH
1,2 ve 2-48. saatler arasi pH 6,8-1 tamponlari kullanilarak, 37°C’de 48 saat boyunca
in vitro salim ¢alismasi yapiimigtir. Salim ¢alismasi sirasinda 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5
2,25,3,4,5,6, 8, 10, 12, 24 ve 48. saatlerde ortamdaki 6rnegin tamami ¢ekilmis
ve yerine taze tampon eklenmistir. Calisma ¢ paralel olacak sekilde
gerceklestiriimis ve standart sapma degerleri hesaplanmigtir. Alinan 6rneklerin
absorbanslari UV-Vis spektrofotometrede o6l¢ulmus ve kalibrasyon denklemleri

kullanilarak % salinan mesalazin degerleri hesaplanmigtir.
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ipek fibroin \

cozeltisi Mesalazin

/ Sodyum aljinat/ipek Mesalazin yiiklii
fibroin/ Hyaluronik asit biyomiirekkep
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— Hyaluronik asit Hyaluronik asit formilasyonu
Hyaluronik asit kangimi karigimi
cozeltisi

Sodyum aljmat
cozeltisi

Sekil 3.3. Mesalazin  yukli  biyomurekkep  formuilasyonlarinin  hazirlanma
basamaklari

in vitro ¢dzlinme hizi ve salim c¢alismalari sirasinda ortamda bulunan etkin madde
miktarinin doygunluk derisimine ulagmasi, etkin maddenin ¢éztUnurlGgunu dogrudan
etkileyen bir parametredir. Vlcutta ¢ozunen etkin madde kana gecgerek ortamdan
uzaklasmaktadir, bdylece etkin maddenin ¢dzunurligu ortamdaki etkin madde
derisiminden etkilenmez. Dolayisiyla in vitro ¢ozinme hizi ¢galismalarinin in vivo
ortami taklit etmek amaciyla ortamda bulunan etkin madde miktarinin ¢ézunurlagu
etkilemesini engelleyecek sekilde tasarlanmasi gerekmektedir. Bu durum sink kosul
olarak isimlendiriimektedir. Avrupa Farmakopesi'ne goére sink kosul, deney
ortaminda ¢ozunen etkin maddenin ulasabilecegi maksimum derigsimin, etkin
maddenin o ortamdaki doygunluk derisiminin 1/3’ U ile 1/10’'u arasinda olmasi
durumunda saglanmaktadir (Liu ve digerleri, 2013). Amerikan Farmakopesi
(USP)Yne gore ise sink kosul bir ortamda ¢6zinen etkin madde miktarinin o
ortamdaki doygunluk ¢6zinurligunin en az 1/3°0 olmasi durumunda
saglanmaktadir (Adrover ve digerleri, 2015). in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalarinda
kullanilan tampon ortamlarinda mesalazinin ¢6zUnurligu yaklasik 1 mg/mL’dir
(Harini Chowdary ve digerleri, 2014). Calisma kapsaminda yapilan batin in vitro
¢6zinme hizi ve in vitro salim g¢alismalarinda sink kosul saglanarak calismalar

gergeklestirilmistir.
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Resim 3.10. Franz difuzyon hucresi kullanilarak yapilan salim c¢alismasinin
dizenegi

3.5. Formiilasyon Gelistirme Galigmalar

3.5.1. Oral uygulama igin optimum formulasyonun belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢aligmalar

Oral uygulama igin hazirlanan formuilasyonun mide ortaminda daha yavas salim
yapmasi ve salimin 24 saat surmesi beklenmektedir. Yapilan in vitro salim galismasi
sonuglarina gére mesalazin yukli B7/75-75-50 kodlu biyomurekkep formulasyonu
ve bu biyomurekkep kullanilarak Uretilen mesalazin yUkli H7/75-75-50 hidrojel
formulasyonu ile en yavas mesalazin salimi elde edilmistir. Bu nedenle daha sonraki
calismalarda kullaniimak Uzere B7/75-75-50 kodlu biyomurekkep formulasyonu
secilmigtir. Salim calismasi sonucunda, salim hizinin mide ortaminda daha
yavaglatilmasi amaciyla hidrojel formuilasyonunun hazirlanmasinda kullanilan
biyomurekkep formulasyonunda farkli aljinat tiplerinin etkisi degerlendirilmistir. Bu
amagcla Protanal LFR 10/60 yerine daha ylksek molekul agirligina sahip sodyum
aljinat tUrevleri olan Manucol, Protanal CR8133, Protanal CR8223 ve Aquateric,

kullanilarak biyomurekkep formulasyonlari hazirlanmistir. Bu formulasyonlarda,
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B7/75-75-50 baz alinmis, sadece aljinat tipi degistiriimigtir. Bu formulasyonlar
sirasiyla M-B7, P8133-B7, P8223-B7, A-B7 olarak kodlanmigtir. Hazirlanan
biyomurekkep  formulasyonlarinin ~ yuzey  gerilimi,  viskozite  olgumleri
gerceklestirilmis ve basilabilirlik parametresi  degerlendirilmistir.  Olgiilen
parametreler degerlendirildikten sonra bu biyomirekkep formulasyonlarina
mesalazin yuklenerek 3B biyobaski teknolojisiyle Bolim 3.4.1’de yer alan “3B
Biyobaski Isleminin Gergeklestiriimesi” bashiginda anlatildigi gibi mesalazin yUkli
hidrojel  formilasyonlari  Gretilmigtir.  Uretilen mesalazin  yikli  hidrojel
formuUlasyonlari ise M-H7, P8133-H7, P8223-H7, A-H7 olarak kodlanmistir. Bu
formUlasyonlarin baskisinda kullanilan parametreler Cizelge 3.5'te verilmigtir.

Formulasyonlar Resim 3.8'de verilen tasarima gore basiimistir.

Cizelge 3.5. Farkli aljinat tipleri ile hazirlanan oral biyomurekkep formulasyonlari
kullanilarak Uretilen hidrojel formulasyonlarinin 3B baski parametreleri

Formiilasyon Kodu Basing Baski Ucu Tasarim Boyutlari garzilr'm Doluluk
M-H7/oral ]

(Manucol) 2,5-5 Psi

P8133- H7/oral 2.2.5 Psi okcer T

(Protanal CR8133) i

P8223-H7/oral 196G Y ekseni:20 mm %10

(Protanal CR8223) 5-7.5Psi Z ekseni:1,5 mm

A-H7/oral ]

(Aquateric) 1-15Psi

Optimum oral formiilasyonunun belirlenmesi icin in vitro cozinme hizi calismasi

in vivo ortamdaki etkin madde salim hizini daha iyi tayin edebilmek icin mesalazin
yukla hidrojellerden salim c¢alismalari, USP c¢6zinme hizi cihazi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Bu amacgla once H7/75-75-50 hidrojel formulasyonu ile
cahsilimigtir. Coézinme hizi galismalarinin gercgeklestirildigi cihaz Resim 3.11°de
gbsterilmistir. in vitro ¢éziinme hizi galismalarinda kosullarin belirlenmesi igin
Oncelikle calismalar ¢6zinme hizi cihazinda (Agilent Technologies), 37 °C
sicaklikta USP Aparatus | kullanilarak 50 rpm dénis hizinda gerceklestirilmistir. in
vitro ¢6zunme ortami olarak gastrointestinal sistem pH’sini taklit etmek amaciyla 0-
2. saatler arasi 250 mL pH 1.2 tamponu, 2-24.saatler arasinda ise 250 mL pH 6.8-
1 tamponu kullaniimigtir. 1., 2., 4., 6., 8., 12. ve 24. saatlerde ortamdan ornek
alinmis ve alinan O&rneklerin absorbans ol¢gimleri UV-Vis spektrofotometre

kullanilarak gergeklestiriimis ve kalibrasyon denklemleri kullanilarak % salim
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degerleri hesaplanmistir. Ancak 2. saatten sonra ¢déziunme hizi cihazinda ortam
degistirirken formulasyondaki kayiptan kaynakli olarak salim ylUzdesinin %100’e
ulagsmadigl gorulmustur. Daha sonra oral formulasyonlar i¢in yapilan in vitro
¢6zinme hizi galismalari igin USP’ye kayitli bir metot olan pH’nin ¢ézinme ortami
degistiriimeden ayarlandigi yontem kullaniimigtir. Bu yontemde ortama baslangicgta
0,1 N HCI tamponu eklenmekte, daha sonra 0,20 M tribazik sodyum fosfat ¢ozeltisi
ilave edilerek pH degeri 6,8’e ayarlanarak pH 6,8-2 tamponu elde edilmektedir.
Farkl aljinat tipleri kullanilarak hazirlanmis 3B basiimis mesalazin yukla oral
formuUlasyonlarin (M-H7, P8133-H7, P8223-H7, A-H7) salim ¢alismasi da ¢dzlinme
hizi cihazinda ayni kosullarda gerceklestiriimistir (Resim 3.11). Gastrointestinal
sistem pH’sini taklit etmek amaciyla 0-2. saatler aras1 187,5 mL 0,1 N HCI tamponu
¢6zinme ortami olarak kullaniimig, 2-24. saatler arasinda 250 mL pH 6,8-2 tamponu
¢6zlinme ortami olarak kullaniimistir. Hidrojel formulasyonlarinin ylzmesinin
engellenmesi amaciyla formulasyonlar sinker kullanilarak sabitlenmigtir. 1., 2., 4.,
6., 8., 12. ve 24. saatlerde ortamdan 6rnek alinmis, alinan érneklerin absorbanslari
UV-Vis spektrofotometrede ol¢liimus ve kalibrasyon denklemleri kullanilarak %
salim degerleri hesaplanmigtir. Calisma Ug paralel olacak sekilde gergeklestirilmis
ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. in vitro ¢dziinme hizi sonugclari
degerlendirilerek oral uygulama igin optimum hidrojel formulasyonu ve bu hidrojel
formUlasyonunun baskisinda kullanilan optimum biyomurekkep formulasyonu

secilmistir.
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Resim 3.11. in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalarinin gergeklestirildigi cihaz

3.5.2. Rektal uygulama igin optimum formulasyonun belirlenmesi igin yapilan
caligsmalar

Rektal uygulama igin kullanilacak optimum biyomuUrekkep formulasyonunun
belirlenmesi amaciyla calismalar yapilmistir. Oral biyomurekkep
formulasyonlarinda kullanilan sodyum aljinat tipleri kullanilarak (Protanal LFR 10/60
yerine daha ylksek molekul agirhgina sahip Manucol, Protanal CR8133, Protanal
CR8223 ve Aquateric) oral formulasyon i¢in belirlenen optimum polimer oranlarinda
biyomlrekkep formulasyonlari hazirlanmistir. Bu formulasyonlar Cizelge 3.6’da
gosterildigi gibi kodlanmigtir. Hazirlanan biyomurekkep formuilasyonlarinin ylzey
gerilimi, viskozite Olgumleri gergeklestiriimis ve Dbasilabilirlik parametresi
degerlendirilmistir. Bu parametreler degerlendirildikten sonra bu biyomurekkep
formulasyonlarina mesalazin yuklenerek 3B biyobaski teknolojisiyle Bolim 3.4.1’de
yer alan “3B Biyobaski isleminin Gercgeklestirimesi” bashginda anlatildigi gibi

hidrojel formulasyonlari Gretilmigtir. Hidrojel formulasyonlarinin kodlanmasi Bolim



87

3.5.1’de anlatildig1 gibi gerceklestiriimistir. Bu formulasyonlarin baskisinda

kullanilan parametreler Cizelge 3.6’da verilmistir ve formulasyonlar Resim 3.12’de

verilen tasarima gore basiimistir.

Resim 3.12. Rektal uygulanmak Gzere hazirlanan biyomurekkep formulasyonlarinin
baskisi i¢in kullanilan tasarim

Cizelge 3.6. Farkli aljinat tipleri ile hazirlanan rektal biyomurekkep formulasyonlari
kullanilarak Uretilen hidrojel formulasyonlari i¢in 3B baski parametreleri

Hidrojel formilasyonu Tasarim
kodu Basing Baski Ucu Tasarim Boyutlari Doluluk Oran
M-H7/rektal 2,5-5 Psi h,

P8133- H7/rektal 22,5 Psi X ekseni:30 mm

19G Y ekseni;10 mm %60

P8223-H7/rektal 5-7,5 Psi Z ekseni:7,5 mm

A-H7/rektal 1-1,5 Psi

Optimum rektal formulasyonunun belirlenmesi icin in vitro coziinme hizi calismasi

Farkh aljinat tipleri kullanilarak hazirlanmis 3B basiimig rektal hidrojel
formdlasyonlarinin salim g¢alismasi Bélim 3.5.1°de yer alan “Optimum oral
formiilasyonunun belirlenmesi igin in vitro ¢bziinme hizi ¢alismasi” bashgi altinda
anlatildigi gibi gergeklestiriimistir. Rektal formulasyonlar igin in vitro ¢dziinme ortami
olarak kolon pH’sini taklit etmek amaciyla 0-24. saatler arasi 250 mL pH 7.4 fosfat
tamponu kullaniimistir. in vitro ¢déziinme hizi sonuglari degerlendirilerek rektal
uygulama i¢in optimum hidrojel formualasyonu ve bu hidrojel formilasyonunun

baskisinda kullanilan optimum biyomurekkep formulasyonu segilmigtir.
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3.5.3. Oral ve rektal uygulamada kullaniimak uzere 3B biyobaski i¢gin optimum
biyomurekkep formilasyonlarinin hazirlanmasi

Formulasyon galigmalari sonucunda oral ve rektal uygulama igin iki ayri optimum
biyomurekkep formulasyonu secilmistir. Oral uygulama igin optimum biyomurekkep
P8223-B7 kodlu formilasyon, rektal uygulama icin ise optimum biyomurekkep
P8133-B7 kodlu formulasyon olarak secilmistir. Bu asamadan sonra hazirlanan
batin hidrojel formulasyonlari bu biyomurekkep formulasyonlari kullanilarak
hazirlanmigtir. Formulasyonlarin igerigi Cizelge 3.7’de verilmistir. Biyomurekkep

formuUlasyonlari Sekil 3.2’de gosterildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.7. Optimum oral ve rektal biyomurekkep formulasyonlarinin igerikleri

Biyomurekkep Biyomurekkep Polimer SA iF HA Toplam
formulasyon tipi formilasyon Orani Miktari Miktari Miktari Hacim
kodu (SA:IF:HA (%5) (%2)
mg)
Oral formilasyon | P8223- B7/oral 75:75:50 225 mL|{15mL |1,25mL
(%4,45) 5mL
Rektal P8133-B7/rektal | 75:75:50 2,75 mL|1mL 1,25 mL
formilasyon (%3,63)

3.6. Optimum  Oral ve Rektal Biyomiirekkep Formilasyonlarinin
Karakterizasyon Caligmalari

Yapilan dnformulasyon ve formulasyon g¢alismalari sonucunda belirlenen optimum
oral ve rektal biyomurekkep formulasyonlarinin karakterizasyon c¢alismalari
kapsaminda yuUzey gerilimi, viskozite olgcumleri ile viskoelastisite ve reolojik
Ozelliklerin belirlenmesi amaciyla da osilasyonel reometre kullanilarak analizler
gerceklestiriimistir. YUzey gerilimi ve viskozite dlgimleri Bolim 3.4.1’de anlatildigi

gibi gerceklestirilmigtir.

Osilasyonel reometre analizleril:

3B ekstruzyon temelli biyobaski igin kullanilacak biyomurekkeplerin akis
Ozelliklerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bu yontem ile baskida kullanilacak

biyomurekkeplerin psddoplastik akis 6zelligi gostermesi gerekmektedir. Bu nedenle

1 Osilasyonel reometre analiz galigmalari Bilkent UNAM’da yapilmistir.
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biyomlrekkep formulasyonlarinin  viskoelastisite ve reolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla dinamik osilator reometresi ile analizler gercgeklestirilmigtir.
Reolojik 0zelliklerin belirlenmesinde osilasyonel=salinimh=titresimli reometre
(oscillatory) veya akis reometresinin tercih edilmesinin sebebi bu cihaz ile dlgim
yapildiginda biyomurekkeplerin hem viskoelastisite hem de reolojik ozelliklerinin

belirlenebilmesidir.

Osilasyonel reometresi kullanilarak hem oral hem de rektal optimum biyomurekkep
formUlasyonunun kayip moduli (G”) ve depolama modulu (G’) dlgimleri hem artan

frekans degerlerine hem de artan kayma gerilimi degerlerine karsi dlgulmustar.

3.7. Oral ve Rektal Uygulama igin Sadece Mesalazin Yiikli Optimum Hidrojel
Formiulasyonlarinin 3B Biyobaski Islemi

Mesalazin iceren piyasa preparatlariyla tez ¢alismamizda gelistirilen mesalazin
yukla oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin salim profillerinin karsilastiriimasi
amaciyla sadece mesalazin yUkli oral ve rektal hidrojel formulasyonlar
geligtiriimigtir. Sadece mesalazin yukli optimum oral ve rektal hidrojel
formulasyonlari, Cizelge 3.7'de icerikleri verilen optimum oral ve rektal
biyomurekkep formuilasyonlarina Sekil 3.3.’te gosterildigi gibi %2 derisimde
mesalazin ylUklenerek hazirlanan biyomurekkep formulasyonlari kullanilarak
ekstriizyon temelli 3B biyoyazici ile Bolim 3.4.1°de yer alan “3B Biyobaski Isleminin
Gerceklestiriimesi” basliginda anlatildidi gibi dretilmistir. Formualasyonlarin baski
parametreleri Cizelge 3.8’de verilmigtir. Oral hidrojel formulasyonlarda mide
ortaminda daha yavas bir mesalazin saliminin elde edilmesi ve salimin
geciktiriimesi amaciyla oral formulasyonlarin 3B biyobaskisi i¢in kullanilan tasarim
degistirilmis ve tasarimin Z ekseni yonunde boyutu artirilmistir. Bundan sonraki
calismalarda Resim 3.13’te verilen tasarim kullaniimistir. Oral mesalazin yUklu
hidrojel formulasyonu O-Mes, rektal mesalazin yUkli hidrojel formuilasyonu ise R-
Mes olarak kodlanmistir.
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Cizelge 3.8. Optimum oral ve rektal sadece mesalazin yukli hidrojel
formulasyonlari igin baski parametreleri

Formulasyon Hidrojel Formilasyon Basing | Baski ([Tasarim Tasarim
tipi formilasyon  |lretimi icin Ucu parametreleri  |Doluluk
kodu kullanilan Orani
biyomurekkep
formilasyon kodu
Oral hidrojel O-Mes P8223- B7/oral | 5-7,5 19G X ekseni:20 mm|%10
Psi Y ekseni:20 mm
Z ekseni:4,5 mm
Rektal hidrojel |R-Mes P8133-B7/rektal | 2-2,5 19G X ekseni:30 mm|%60
Psi Y ekseni:5 mm
Z ekseni:7,5 mm

Resim 3.13. Hidrojel formulasyonlarina ait tasarimlar. A: Oral formulasyon B: Rektal
formulasyon

3.8. Sadece Mesalazin Yiklii Optimum Oral ve Rektal Hidrojel Formiilasyonlari
ile Yapilan in Vitro Co6zinme Hizi Caligmalari

Sadece mesalazin yuklu optimum 3B basilmis oral formUlasyondan (O-Mes) in vitro
mesalazin salim ¢alismasi Bolum 3.5.1’de yer alan “Optimum oral formiilasyonunun
belirlenmesi igin in vitro ¢bziinme hizi ¢alismasi” bashgi altinda anlatildigi gibi
gerceklestiriimigtir.  Oral formulasyonun salim profili, mesalazin igeren piyasa
preparati Pentasa® tablet (O-Ticari) ile karsilastirimigtir. Salim profillerinin
karsilastiriimasi amaciyla DDSolver yazilimi kullanilarak f1 (fark faktort) ve f2

(benzerlik faktoéri) hesaplanmigtir.
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Sadece mesalazin yukli optimum 3B basiimis rektal formilasyondan (R-Mes)
mesalazinin salim c¢alismasi Bolum 3.5.2'de vyer alan “Optimum rektal
formiilasyonunun belirlenmesi igin in vitro ¢éziinme hizi ¢aligmasi” basligi altinda
anlatildigi gibi gerceklestiriimigtir. Rektal formilasyonun in vitro mesalazin salim
profili, mesalazin igeren piyasa preparati Salofalk® supozituvar (R-Ticari) ile
karsilastiriimistir. Salim profillerinin karsilastiriimasi amaciyla DDSolver yazilimi

kullanilarak f1 (fark faktoru) ve f2 (benzerlik faktort) hesaplanmigtir.

3.9. TNF-a Geninin Susturulmasi Amaciyla Hazirlanan Formulasyonlar

3.9.1. Kitozan: TNF-a siRNA poliplekslerinin hazirlanmasi

Calismamizda TNF-a geninin susturulmasi amaciyla formuilasyonlara kitozan: TNF-
a siRNA poliplekslerinin eklenmesi planlanmistir. Katyonik bir polisakkarit olan
kitozan, siRNA ile elektrostatik olarak etkilesime girerek polipleks olusturmaktadir
(Serrano-Sevilla ve digerleri, 2019). Kitozan:TNF-a siRNA poliplekslerinin
hazirlanmasi amaciyla TNF-a genine 6zgl TNF-a siRNA kullaniimistir. Calismada
kullanilan sense ve antisense siRNA’larin baz dizilimleri Cizelge 3.9’da verilmistir.
Poliplekslerin hazirlanmasi igin distik molekdl agirhkh kitozan kullaniimigtir. Bu
amagla Cizelge 3.10'da gosterildigi gibi 13 farkh oranda kitozan TNF-a siRNA

hazirlanarak polipleksler olusturulmustur.

Cizelge 3.10’da verilen oranlarda TNF-a siRNA ve kitozan 20 uL hacimde bir tipte
kanistiriimis ve 10 saniye hafif siddetle vorteksle karistirildiktan sonra poliplekslerin
olusmasi amaciyla 30 dakika oda sicakliginda bekletilmigtir. Calismada TNF-a
siRNA derisimi 30 pg/mL olarak sabit tutulmustur. Cizelge 3.10°’da verilen oranlari
elde edebilmek amaciyla farkli derisimlerde kitozan c¢o6zeltileri hazirlanmigtir.
Kitozan c¢dzeltilerinin hazirlanmasi icin pH 4,5 asetat tamponu kullaniimistir.

Tampon nukleaz igermeyen distile su kullanilarak hazirlanmigtir.

Cizelge 3.9. Calismada kullanilan TNF- a siRNA’larin baz dizilimleri

SiRNA tlra Baz dizilimi
Sense TNF-a siRNA 5-GACAACCAACUAGUGGUGCTdT-3'
Antisense TNF-a siRNA 5-GCACCACUAGUUGGUUGUCATdT-3'
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Cizelge 3.10. Kitozan-TNF-a siRNA poliplekslerini hazirlamak igin kullanilan oranlar

Polipleks kodu Kitozan-TNF-a siRNA orani
P-0,1 0,1
P-0,25 0,25
P-0,5 0,5
P-1 1
P-2 2
P-4 4
P-6 6
P-8 8
P-10 10
P-20 20
P-30 30
P-40 40
P-50 50

3.9.2. Kitozan: TNF-a siRNA poliplekslerinin karakterizasyonu

Polipleksler hazirlandiktan sonra, Kitozan:TNF-a siRNA polipleks olugsum oranini
belirlemek amaciyla jel retardasyon ¢alismalari yapiimistir. Bu amagla %2’lik agaroz
jel kullanilarak hazirlanan polipleksler 100 V’da 30 dakika yatay jel elektroforez
cihazi kullanilarak suruklenmistir. Elektroforez islemi icin kullanilan cihaz Resim
3.14’te gosterilmistir. Surtiklenme islemi bittikten sonra agaroz jeller 10 dakika
etidyum bromdar ¢dzeltisinde bekletiimis ve UV lamba altinda GeneSnap® programi

ile goruntulenmisgtir.

Resim 3.14. Agaroz jel elektoforezinde kullanilan yatay jel elektroforez cihazi

Jel goruntulerine gore polipleks olusumunun gézlenmeye basladigi orandan itibaren
poliplekslerin partikal buyUkligu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel dlgimleri

Malvern Zetasizer ile gergeklestiriimistir. Boylece kompleks olusumu dogrulanmistir.
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3.10. Hiicre Kiltiiri Calismalar*

Hiicre kiiltir( calismalarinda IBH hastaligi arastirmalarinda siklikla kullanilan fare
makrofaj hucre hatti RAW 264.7 (ATCC ® TIB71™) kullaniimigtir. Hucre kultura
dretici protokoliine gore, 75 cm?lik flasklarda (PBI International), %10 FBS (Fétal
Bovine Serum-ATCC) ve antibiyotik (penisilin-streptomisin, ATCC) igeren ortam
(DMEM) icerisinde %5 CO:2 etlivde 37 °C’de yapilmistir. Hucrelerin konfluentligi Juli
Br cihazin yazilimi kullanilarak kontrol edilmis ve %70’e ulastiklarinda subkulturleri;
haftada bir her bir flask basina 3 mL 1:3 Tripsin—EDTA ¢dzeltisi (ATCC) ile

yapiimistir. Konfluent RAW 264.7 hicrelerine ait mikroskop goéruntlisi Resim

3.15’te sunulmustur.

Resim 3.15. RAW 264.7 hucrelerinin mikroskop goruntusu

Hucre kultird calismalari kapsaminda sitotoksisite ve in vitro gen susturma
calismalari yapiimigtir. Bu galismalar igin formalasyonda yer alan etkin madde olan
mesalazinin ve TNF-a siRNA polipleksinin tek tek ve birlikte sitotoksisitelerinin ve
gen susturma etkinliklerinin degerlendiriimesi amaciyla 3B biyobaski teknolojisiyle
hidrojel formulasyonlari gelistirilmistir. Bu hidrojel formualasyonlarinin kodlari ve

icerikleri Cizelge 3.11’de yer almaktadir.

1 Hicre kulturi caligmalari Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dal’'nda yapilmistir. Yardimlari igin kendilerine tesekkiir ederiz.
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Cizelge 3.11. Hucre kaltart galhsmalarinda kullanilan hidrojel formulasyonlarinin
kodlari ve igerikleri

Formdilasyon kodu Formdalasyon igerigi Formilasyon
gelistiriimesinde
kullanilan biyomuUrekkep
kodu

0O-Bos Oral-bos hidrojel P8223- B7

R-Bos Rektal-bos hidrojel P8133-B7

0-P-40 Oral- polipleks P-40 yikli hidrojel P8223- B7

R-P-40 Rektal-polipleks P-40 yiklu hidrojel P8133-B7

0-P-50 Oral- polipleks P-50 yuklu hidrojel P8223- B7

R-P-50 Rektal- polipleks P-50 yUklu hidrojel P8133-B7

O-Mes Oral-mesalazin yUklu hidrojel P8223- B7

R-Mes Rektal-mesalazin yukld hidrojel P8133-B7

O-Mes-P-40 Oral-mesalazin ve polipleks P-40 yUkla | P8223- B7

hidrojel

R-Mes-P-40 Rektal-mesalazin ve polipleks P-40 yiklu | P8133-B7

hidrojel

O-Mes-P-50 Oral-mesalazin ve polipleks P-50 yukla | P8223- B7

hidrojel

R-Mes-P-50 Rektal- mesalazin ve polipleks P-50 yukliu | P8133-B7

hidrojel

3.10.1. in vitro TNF-a gen susturma galismalari

Mesalazinin TNF-a geninin susturulmasi Uzerinde tek basina etkisinin
degerlendiriimesi amaciyla mesalazin igeren ve icermeyen oral ve rektal hidrojel
formulasyonlari onceki bolumlerde anlatildigi gibi 3B biyobaski yontemiyle
hazirlanmigtir. Ayrica Bolum 3.9.2°de anlatilan karakterizasyon ¢alismalarina gore
secilen P-40 ve P-50 poliplekslerinin tek bagina ve mesalazin igeren ve icermeyen
hidrojel formulasyonlarina ayri ayri  yuklenerek gen susturma etkinligi
degerlendirilmistir. In vitro gen susturma etkinligi degerlendirilecek hidrojel
formuUlasyonlarinin kodlamasi Cizelge 3.11°de verilmigtir. Literatiirde gen susturma
etkinliginin degerlendiriimesi amaciyla kullanilan TNF-a siRNA dozlari géz éninde
bulundurularak polipleks ve hidrojel formulasyonlari igcerecek sekilde hazirlanmistir
(Frede ve digerleri, 2016; McCarthy ve digerleri, 2013). in vitro gen susturma
galismasi i¢in hazirlanan 3B basiimis hidrojel formulasyonlarinin gérintisi Resim
3.22’de gésterilmistir. in vitro gen susturma etkinligi degerlendirilen formiilasyonlar
Cizelge 3.12'de gosterilmistir. Hazirlanan formulasyonlarin in vitro TNF-a genini
susturma etkinliklerinin degerlendiriimesi amaciyla, RAW 264.7 hucre hattinda
transfeksiyon c¢alismalari gergeklestiriimistir. Bu amagcla kultirli yapilan hucreler,
uygulama gindnden bir giin 6nce polipleksler i¢in 12 kuyucuklu plakalara (1x106
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hicre/mL) ve formilasyonlar igin ise 24 kuyucuklu insertli plakalara (1x10°
hdcre/mL) aktarilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak DharmaFECT™
transfeksiyon ajani kullanilarak TNF-a siRNA polipleksleri hazirlanmig ve uretici
protokolline gore transfeksiyon gerceklegtiriimistir (DharmaFECT™ Transfection
Reagents siRNA Transfection Protocol). TNF-a siRNA igeren formulasyonlar ve
kitozan:TNF-a siRNA polipleksleri kuyucuklara uygulanarak transfeksiyonun
gerceklesmesi igin 24 saat sureyle inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda her
kuyucuga 100 ng/mL derigsimde lipopolisakkarit (LPS) ilave edilerek 5 saat daha
inkiibasyona birakilmis ve makrofajlarin aktivasyonu saglanmistir (Xu ve digerleri,
2019). Sure sonunda tum kuyucuklardaki hicreler kaldirilarak 3000 rpm’de 20
dakika santrifuj edilmistir. Santrifujden sonra supernatan kismi atilarak, céken hicre
suspansiyonlarina 100 uL PBS eklenerek dilie edilmistir. PBS ile dilie edilen hicre
stspansiyonlarindan 100 pL ahnarak TNF-a igerikleri Mouse TNF-a ELISA Kkiti
kullanarak kit protokolline gére ELISA ydntemiyle (Spectramax ix3) tayin edilmistir
(Wilson ve digerleri, 2010; Xu ve digerleri, 2019). In vitro gen susturma
c¢alismalarinda kullanilan ELISA kitine ait plaka goruntist Resim 3.16’da verilmigtir.
Elde edilen sonuglar Graphpad Prism 10.1.2 yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 3.12. in vitro gen susturma etkinligi degerlendirilen formilasyonlar

Formulasyon taru Formulasyon kodu
Polipleks P-40

P-50

Oral ve Rektal Hidrojel Formulasyonlari O-Bos
R-Bos
0O-P-40
R-P-40
O-P-50
R-P-50
O-Mes
R-Mes
O-Mes-P-40
R-Mes-P-40
O-Mes-P-50
R-Mes-P-50
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Resim 3.16. in vitro gen susturma calismalarinda kullanilan ELISA kitine ait plaka
goéruntusu

3.10.2. Sitotoksisite galigmalari

Sitotoksisite c¢alismalari, formulasyon gelistiriimesinde kullanilan polimerler
(Sodyum aljinat-Protanal CR8223, Sodyum aljinat-Protanal CR8133, hyaluronik
asit, ipek fibroin, kitozan), etkin madde olan mesalazin, naked (giplak) sense ve
antisense TNF-a siRNA ve Bolum 3.6.1°de anlatildidi gibi hazirlanan farkli
oranlardaki polipleksler ile gerceklestiriimigtir. Sitotoksisite ¢alismasi yapilacak
hidrojel formulasyonlarinin kodlamasi Cizelge 3.11’de verilmistir ve bu hazirlanan
3B basiimis hidrojel formulasyonlarinin gorintisu Resim 3.22’de gosterilmigtir.
Sitotoksisite c¢alismalari i¢in hazirlanan polipleks yukli hidrojel formulasyonuna

yuklenecek poliplekse in vitro gen susturma galismalari sonucunda karar verilmistir.

Formulasyonlarin hicrelere uygulanmasi igin hicreler uygulama gununden bir gun
once, 96 kuyucuklu plakalara ve 24 kuyucuklu insertlii plakalara 1x10° hiicre/mL
olacak sekilde aktariimistir. Formulasyon hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin,
etkin madde mesalazinin naked (giplak) sense ve antisense TNF-a siRNA’nin
sitotoksisite tayinlerinin yapilmasi amaciyla Cizelge 3.13’te gosterilen derisimlerde
steril hicre kilturt vasatinda (serum ve antibiyotik icermeyen) stok c¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Test ¢ozeltileri, stok ¢cozeltilerden seyreltilerek Cizelge 3.13’te verilen

derigsimlerde hazirlanmigtir. Hucrelere uygulamadan 6nce butun test ¢ozeltileri 0,22
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Mm membran filtreden sitzulmuastar. Cozeltiler 100 pL hacimde 96 kuyucuklu
plakalara uygulanmistir. 3B biyobaski yontemiyle hazirlanan ve Bolum 3.15’te
anlatilan ve Cizelge 3.17'de yer alan in vivo ¢aligmalarda kullanilacak oral ve rektal
hidrojel formulasyonlarinin ve farkh oranlardaki polipleks formulasyonlarinin
sitotoksisite tayinleri ise 24 kuyucuklu insertli plakalarda yapilmigtir.
Formulasyonlar hazirlandiktan sonra UV lamba ile sterilize edilerek insert igerisine
yerlestiriimigtir.  Sitotoksisite tayini yapilan formulasyonlar Cizelge 3.14’te
gosterilmigtir. Uygulama sonrasi 24 saat inkuibasyonu takiben MTT test protokolu
uygulanmigtir. 24 saat sonunda, 96 ve 24 kuyucuklu plakalara 25 pL MTT c¢ozeltisi
(5 mg/mL PBS (Fosfatla tamponlanmis izotonik ¢dzelti) icerisinde) eklenmistir.
Formazan olusumunun makroskobik olarak goruldigu dort saatlik inkibasyondan
sonra, 100 yL DMSO ilave edilmigtir. Isiga duyarh bir ydontem olmasindan dolayi
calismanin tamami karanlik ortamda gerceklestiriimistir. Plakalar, horizontal
kanistiricida karigtirildiktan sonra (100 rpm, 20 dakika), optik dansiteleri mikroplaka
okuyucuda 540 nm dalga boyunda okunmustur (SpectraMax i3 Multi-Mode
Platform, Molecular Devices, ABD). Sitotoksisite ¢alismalarina ait plaka goruntisu
Resim 3.17’de gosterilmistir. Numune uygulanan hicrelerdeki sitotoksisite yluzde
(%) olarak ifade edilmis ve uygulanmayan, %100 canl kabul edilen pozitif kontrol
grubuna gore sitotoksisite hesaplamasi asagidaki formul kullanilarak yapiimistir.
Formulde ODtest, numune kuyucuklarinin ODkontrol ise, uygulama yapilmayan
kontrol kuyucuklarinin absorbans degerini ifade etmektedir (Mutlu-Agardan ve
digerleri, 2020).

0D test

% Canlilik = —————x 100 (3.1)

OD kontrol

Daha sonra sonuglar Graphpad Prism 10.1.2 yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.13. Sitotoksisite tayini yapilan materyaller ile sitotoksisite tayini igin
kullanilan stok ve test ¢ozeltilerinin derisimleri

Sitotoksisite analizi yapilan | Stok ¢ozelti derigimleri Test ¢Ozelti derisimleri
materyal
ipek fibroin 4 mg/mL 4 mg/mL
2 mg/mL
1 mg/mL
0,5 mg/mL
Hyaluronik Asit 3 mg/mL 3 mg/mL
1,5 mg/mL
0,75 mg/mL
0,375 mg/mL
Sodyum aljinat-Protanal CR8133 0,75 mg/mL 0,75 mg/mL
0,375 mg/mL

0,1875 mg/mL

0,09375 mg/mL

Sodyum aljinat-Protanal CR8223 3 mg/mL 3 mg/mL

1,5 mg/mL

0,75 mg/mL

0,375 mg/mL

Kitozan 0,75 mg/mL 0,75 mg/mL

0,375 mg/mL

0,1875 mg/mL

0,09375 mg/mL

Mesalazin 2 mg/mL 2 mg/mL

1 mg/mL

0,5 mg/mL

0,25 mg/mL

Sense TNF-a siRNA 90 pg/mL 90 pg/mL

60 pg/mL

30 pg/mL

15 pyg/mL

Antisense TNF-a siRNA 90 pg/mL 90 pg/mL

60 pg/mL

30 pg/mL

15 pyg/mL

Cizelge 3.14. Sitotoksisite tayini yapilan formulasyonlar

Formulasyon taru Formulasyon kodu

Polipleks formulasyonlari P-20

P-30

P-40

P-50

Oral ve Rektal Hidrojel Formulasyonlari 0O-Bos

R-Bos

0-P-40

R-P-40

O-Mes

R-Mes

O-Mes-P-40

R-Mes-P-40
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Resim 3.17. Sitotoksisite ¢alismalarina ait plaka goruntuleri

3.11. Kitozan:TNF-a siRNA Polipleksi ile Fizyolojik Sivilarda Stabilite
Caligmalari

Karakterizasyon ve in vitro gen susturma c¢aligmalari sonucu segilen kitozan: TNF-a
SiRNA polipleksinin (P-40) fizyolojik ortamlarda stabilite calismasi yapiimistir. Bu
calisma pH 1.2 (mide) ve pH 6,8 (ince bagirsak) ortamlarinda 37 °C’de
gerceklestiriimigtir. Calismanin amaci pH 1,2 ve pH 6,8-1 ortamlarinda TNF-a
siRNA'nin pargalanip pargalanmadigi hakkinda fikir sahibi olmaktir. Polipleks
olusturmanin stabiliteye etkisinin degerlendirmesi amaciyla naked (¢iplak) siRNA'lar
da galisma gurubuna eklenmigtir. pH 1,2’de 1. ve 2. saatlerde, pH 6.8-1’de ise 2. ve
6. saatlerde ornek alinarak 100 V ile 30 dk jel retardasyon caligsmalari
gerceklestiriimigtir.  Parcalanmis  TNF-a  siRNA’nin  jeldeki  gérintlsuni
degerlendirmek amaciyla naked (¢iplak) ve polipleks halindeki TNF-a siRNA’lara
RNAaz enzimi eklenmistir. Jel retardasyon calismasindan sonra jeller 10 dakika
etidyum bromlrde bekletilerek GeneSnap programi ile UV lamba altinda

gorunttlenmistir (Chukwudi ve digerleri, 2016).

3.12. TNF-a siRNA ve Mesalazin iceren Optimum Oral ve Rektal Hidrojel
Formiilasyonlarinin 3B Biyobaski Yontemiyle Hazirlanmasi

Daha 6nceki galigmalar ile belirlenmis Cizelge 3.8’de igerikleri verilen optimum oral
ve optimum rektal biyomirekkep formulasyonlarina, mesalazin ve kitozan:TNF-a
siRNA polipleksi eklenerek biyomlrekkep formulasyonlari hazirlanmistir.
Biyomurekkep formulasyonuna eklenen optimum kitozan:TNF-a siRNA polipleksi

Bolum 3.9.2’de anlatilan karakterizasyon g¢alismalari olan partiktl buyUkligu, zeta
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potansiyel, polidispersite indeksi ve Bélim 3.10.1’de anlatilan in vitro gen susturma
calismalari sonucunda belirlenmistir. Biyomurekkep formulasyonlari Sekil 3.3’te
gosterildigi gibi hazirlanmig, formuilasyona en son TNF-a siRNA polipleksi
eklenmigtir. TNF-a siRNA eklenecek biyomurekkep formulasyonlarinin

hazirlanmasinda nukleaz icermeyen distile su kullaniimigtir.

Biyomlrekkep  formulasyonlari  hazirlandiktan sonra bu  biyomurekkep
formuUlasyonlari kullanilarak ekstrazyon temelli 3B biyoyazici ile Bolim 3.4.1°de yer
alan “3B Biyobaski Isleminin Gergeklestiriimesi” basliginda anlatildigi gibi TNF-a
siRNA ve mesalazin yUkli formulasyonlar geligtiriimistir. Biyomurekkep
formuUlasyonlarinin 3B biyobaski islemi i¢in kullanilan parametreler Cizelge 3.8’de
verilmigtir. Oral ve rektal hidrojel formulasyonlari Resim 3.13’te gosterilen tasarima
gore basiimistir. Optimum oral TNF-a siRNA ve mesalazin yukli hidrojel
formUlasyonu O-Mes-P-40 olarak ve optimum rektal TNF-a siRNA ve mesalazin
yukld hidrojel formulasyonu ise R-Mes-P-40 olarak kodlanmistir (Cizelge 3.11).

Hidrojel formulasyonlarinin igerikleri Cizelge 3.15’te gosterilmigtir.

Cizelge 3.15. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 kodlu hidrojel formulasyonlarinin
icerikleri

Hidrojel formilasyon kodu

O-Mes-P-40 R-Mes-P-40
Kullanilan  bos blyomurekkepp8223_B7 P8133-B7
formilasyon kodu

TNF-a siRNA miktari 110,8 ug 110,8 ug

Mesalazin miktari 30 mg 20 mg

3.13. TNF-a siRNA ve mesalazin iceren oral ve rektal formiilasyonlarin
karakterizasyon ¢calismalari

TNF-a siRNA ve mesalazin iceren oral ve rektal 3B basiimis hidrojel formulasyonlari
uretildikten sonra karakterizasyon calismalari yapimistir. Bu c¢alismalar
kapsaminda DSC, FT-IR, XRD, TGA analizleri, sisme kapasitesi dlgumleri, in vitro
parcalanma deneyi, mekanik testler, mukoadezyon deneyi ve morfolojik analizler

gerceklestirilmigstir.
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3.13.1. DSC analizleri

Formulasyonlarin uretimi icin ekstruzyon temelli 3B biyobaski yontemi kullanildigi
igin formulasyonlarin hazirlanmasi sirasinda formulasyon bilesenlerinin yapilarinda
olusabilecek olasi degisikliklerin analiz edilmesi amaciyla hem oral hem de rektal
formuUlasyonlarin DSC analizleri gergeklestiriimistir. Bu analizler Bolum 3.2.2°de

anlatildigi gibi yapilmistir.

3.13.2. FTIR analizleri

Formulasyonlarin hazirlanmasi sirasinda bilesenlerde meydana gelebilecek olasi
degisikliklerin tespit edilmesi amaciyla oral ve rektal formulasyonlar i¢in FTIR
analizleri gergeklestirilmistir. FTIR analizleri hem hidrojeller hem de liyofilize

hidrojeller igin yapilmistir. FTIR analizleri Bolum 3.2.3’te anlatildigi gibi yapiimistir.

3.13.3. XRD analizleri

Formllasyonda yer alan bilesenlerin kristal yapilarinda formilasyonlarin
hazirlanmasi asamasinda bir degisiklik olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla oral
ve rektal formalasyonlar igin XRD analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler Bolum

3.2.4’te anlatildigi gibi yapiimistir.

3.13.4. Termogravimetrik analizler

Termogravimetrik analiz, zamanin veya sicakligin bir fonksiyonu olarak numunenin
agirhgindaki degisimin olgllmesi esasina dayanan bir yontemdir. Bu yontemde,
analiz edilen numune sitildikga agirhk degisimini Olgen hassas bir terazi
bulunmaktadir. Calismamizda hazirlanan formulasyonlarin termal stabilitesinin ve
formUlasyonlardaki su igeriginin belirlenmesi amaciyla termogravimetrik analizler
gerceklestiriimistir. Analizlerin gergeklestirildigi cihaz Resim 3.18'de gosterilmisgtir.
Oral ve rektal formulasyon azot gazi altinda 10°C/dk hizda 500 °C’ye kadar isitilmis

ve artan sicaklik degerine kargi formulasyondaki agirlik kaybi izlenmistir.
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Resim 3.18. Termogravimetrik analizlerin gerceklestirildigi cihaz

3.13.5. Sisme kapasitesi olcuimleri

Sisme kapasitesi, bir formulasyonun su tutma kapasitesini ifade etmektedir. Sisme
kapasitesinin belirlenmesi igin sisme indeksi degeri hesaplanmaktadir. Sisme
kapasitesi formulasyonlarin uygulandigi bodlgede kalis suresini etkilemektedir.
Calismamiz kapsaminda hazirlanan formulasyonlar hidrojel yapisinda oldugu igin
oral ve rektal formullasyonlarin sisme indeksi hesaplanmistir. Bu amagla
formulasyonlar tartilarak baslangi¢ agirliklar belirlenmis ve daha sonra distile su
icerisinde bekletilmistir. Agirhk sabitleninceye kadar belirli zaman araliklarinda
formulasyonlar tartilarak son agirlik belirlenmistir. Daha sonra asagidaki esitlik
kullanilarak her iki formilasyon i¢in de sisme indeksi hesaplanmistir (Es. 3.3).
Calismalar g paralel olacak sekilde gergeklestiriimistir ve standart sapma degerleri

hesaplanmistir.
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Sisme indeksi= (Son agirlik-Baslangigtaki agirlik) / (Baglangictaki agirlik) x 100)
(3.3)

Oral ve rektal formulasyonlarinin sisme kapasiteleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamh olup olmadiginin belilenmesi amaciyla istatistiksel analiz

gergeklestiriimistir.
3.13.6. in vitro pargalanma deneyi

Calisma kapsaminda hazirlanan oral ve rektal formulasyonlarin vicut ortaminda
parcalanma surelerinin belirlenmesi amaciyla in vitro pargalanma c¢alismasi
gerceklestiriimistir. Bu amacla oral formulasyonlar 0-2. Saatler arasi pH 1,2'de, 2-
24. Saatler arasi da pH 6,8-2 tamponunda, rektal formulasyonlar 0-24.saatler arasi
pH 7,4 tamponunda 37°C’de bekletilmistir. Baslangi¢ agirliklar tartiimig, daha sonra
1., 2., ve 24. Saatte formulasyonlar tartilmis ve asagidaki esitlik kullanilarak (Es.
3.4) %parcalanma degerleri hesaplanmistir. Daha sonra bu degerler kullanilarak %
parcalanma-zaman grafigi cizilmistir.  Calismalar U¢ paralel olacak sekilde

gerceklestiriimistir ve standart sapma deg@erleri hesaplanmistir.

Y%parcalanma= (t anindaki agirlik-Baglangictaki Agirlik) / (Baslangictaki Agirlik) x
100 (3.4)

3.13.7. Mekanik testler

Calismada hazirlanan formulasyonlarin dayanikhliginin belirlenmesi amaciyla
mekanik ozellikleri Texture-Analyzer TA-TX cihazi kullanilarak test edilmistir. Bu
amagcla hem oral hem rektal formulasyonlardan 1x3 cm boyutunda érnekler kesilmis
ve daha sonra bu orneklerin kalinliklari mikrometre yardimiyla olgiimustir. Daha
sonra bu bilgiler cihazin yazilimina girilmis ve kesilen ornekler cihazin probuna
yerlestirilerek 6lciimler gerceklestiriimistir. Olgiimler sonrasinda gerilim (mPa)e
karsi gerinim (%) grafikleri elde edilmis ve bu grafikler kullanilarak gerilme direnci
ve kopma uzamasi degerleri hesaplanmistir. Calismalar ¢ paralel olacak sekilde
gerceklestirilmigstir.
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3.13.8. Mukoadezyon deneyleri

Mukoadezyon hazirlanan bir formulasyonun dokuya yapisarak etki suresinin
uzamasl agisindan onemli bir parametredir. Calisma kapsaminda oral ve rektal
formuUlasyonlarin mukoadezyon 6zelliklerinin belirlenmesi igin Texture-Analyzer TA-
TX cihazi kullaniimistir. Oral ve rektal formulasyonlarin etki bolgesinin kolon olmasi
amagclandigi ve in vivo deneylerde deney hayvani olarak fare kullanildigi igin
calismalar fare kolonu kullanilarak gergeklestiriimistir. inflamatuvar bagirsak
hastaligi olusumunun formulasyonlarin mukoadezyonuna etkisinin incelenmesi
amaciyla doku olarak hem saglikl kolon hem de inflamatuvar bagirsak hastaligi
olusturulmus kolon kullaniimigtir. Deneylerin yapilmasi amaciyla, cihazin ust
probuna doku, prob ¢apina uygun boyutta kesilen formulasyonlar ise cihazin alt
kismina vyapistinimistir. Daha Onceki c¢alismalarda valide edilmis yontem
kullanilarak calisma gercgeklestiriimistir. Mukoadezyon deneyi i¢in kullanilan test

parametreleri Cizelge 3.16’da verilmigtir.

Cizelge 3.16. Mukoadezyon deneyi igin kullanilan test parametreleri

Test Parametreleri Kullanilan Degerler
Prob hizi 1 mm/sn

Probun uyguladidi kuvvet 0,2 N

Mukoza ile formilasyonun temas suresi 60 sn

Deneyde ullanilan Texture-Analyzer TA-TX cihazinin penetrometresi ile fare kolon
mukozasi ve formulasyonlarin belirli sure temas halinde kaldiktan sonra
materyallerin birbirinden ayrilmasi i¢in uygulanan kuvvet ve bu amacla yapilan is
degerleri cihazin yazihm programi ile belirlenmigtir. Deney sonucunda uygulanan
kuvvet (N)- mesafe (mm) grafigi elde edilmektedir ve bu grafikteki egri altinda kalan
alan (AUC) mukoadezyon isini vermektedir. Asagidaki esitlik (Es. 3.5) kullanilarak
mukoadezyon isi hesaplanmis ve formuilasyonlarin mukoadezif &zellikleri
degerlendirilmistir. Calismalar Ug¢ paralel olacak sekilde gergeklestiriimistir ve

standart sapma degerleri hesaplanmistir.

Mukoadezyon isi= Mukoadezyon alani(AUC)/ Tr? (3.5)
1r’= 0,6x0,6x3,14=1,1304
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3.13.9. Morfolojik analizler!

Calisma kapsaminda 3B biyobaski yodntemiyle hazirlanmis formulasyonlarin
morfolojik analizleri taramali elektron mikroskobu kullanilarak gerceklestiriimistir.
Formulasyonlarin morfolojisinin daha iyi analiz edilmesi amaciyla, oral ve rektal
formulasyonlar -55 °C’de 40 saat boyunca liyofilize edilmistir. Formulasyonlarin
hem liyofilize hem de liyofilize olmamis halleri taramal elektron mikroskobu
kullanilarak goruntilenmis ve formulasyonlarin morfolojisi degerlendirilmistir.

Morfolojik analizlerde kullanilan taramali elektron mikroskobu (SEM) Resim 3.19 ‘da

gOsterilmigtir.

Resim 3.19. Morfolojik analizlerde kullanilan taramali elektron mikroskobu

3.14. in Vitro Géziinme Hizi Galismalari

TNF-a siRNA’nin hidrojel formillasyonuna serbest veya polipleks halinde

eklenmesinin salima olan etkisinin degerlendiriimesi amaciyla in vitro ¢éztinme hizi

1 SEM gérintilemeleri Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’nda yapilmistir
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calismalari mesalazin-serbest TNF-a siRNA ve mesalazin-kitozan: TNF-a siRNA
polipleksi yuUkli oral ve rektal hidrojel formulasyonlari ile gerceklestiriimigstir.
Formulasyonlara serbest TNF-a siRNA, poliplekste bulunan TNF-a siRNA miktari
kadar eklenmistir. Serbest TNF-a siRNA igeren oral formulasyonlar O-Mes-Serbest

ve rektal formulasyonlar R-Mes-Serbest olarak kodlanmistir.

O-Mes-P-40 ve O-Mes-Serbest hidrojel formulasyonlari igin salim ¢alismalari Bolim
3.5.1°de yer alan “Optimum oral formtilasyonunun belirlenmesi igin in vitro ¢ézliinme
hizi ¢aligsmasi” basligi altinda anlatildigi gibi, R-Mes-P-40 ve R-Mes-Serbest
formuUlasyonlari icin Bolim 3.5.2°de yer alan “Optimum rektal formiilasyonunun
belirlenmesi igin in vitro ¢béziinme hizi ¢alismasi” bashgi altinda anlatildigi gibi

gerceklestirilmigstir.

Hidrojel formulasyonlarinin yuzmesinin engellenmesi amaciyla formulasyonlar
sinker kullanilarak sabitlenmistir.1., 2., 4., 6., 8., 12. Ve 24. Saatlerde ortamdan
ornek alinmig ve ortama salinan mesalazin ve siRNA miktari, serbest TNF-a siRNA
ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi iceren formulasyonlar igin ayri ayri
hesaplanmistir. Calisma Ug¢ paralel olacak sekilde gerceklestiriimistir ve standart
sapma degerleri  hesaplanmigtir.  Formulasyona siRNA  eklenmesinin
formUlasyonlardan mesalazin salimina etkisinin degerlendiriimesi amaciyla DD
Solver programi kullanilarak f2 (benzerlik faktort) ve f1(fark faktort) hesaplanmistir.
Mesalazin miktarlari UV-Vis spektrofotometre ile, TNF-a siRNA miktari ise Quant-it
RiboGreen Assay kit kullanilarak, tretici protokolune gore florometrik yontemle tayin
edilmigtir. Ayrica ortamdan alinan ornekler ile jel retardasyon c¢aligmalari

gerceklestiriimistir.

Salim galismalari sonucunda hem oral hem de rektal formulasyon igin DDSolver
yazilimi ile % salim deg@erleri kullanilarak formulasyonlardan mesalazin ve TNF-a

siRNA salim kinetikleri belirlenmistir (Yao ve digerleri, 2010).
3.15. in Vivo Galismalar

in vivo deneyler Gazi Universitesi Rektorliigli Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligi tarafindan onaylanan 26/06/2020 tarihli 66332047-604.01.02-sayil ve
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27/10/2023 tarihli E-66332047-604.01.02-785782 sayili izinler dogrultusunda, Gazi
Universitesi Eczacilik Fakultesi Deney Hayvanlari Bakim ve Deneysel Arastirmalar
Unitesinde gergeklestirilmistir. Calismalarda deney hayvani olarak fare (Balb/c fare
erkek, 20-40 gram agirliginda) kullaniimigtir.12 tane deney grubu olugturulmustur
ve her deney grubu icin 6’sar adet fare kullaniimistir. Deney gruplari Cizelge 3.17°de

verilmistir. Deney gruplarinin isimlendiriimesi Cizelge 3.11°de yer alan hicre kalttri

calismalarinda kullanilan hidrojel formulasyonlarina gore yapilimistir.

Cizelge 3.17. In vivo galismalar igin olusturulan deney gruplari

Gruplar Gruptaki fare | Grup

sayisl isimlendirilmesi
Bos kontrol grubu n=6 NK (Negatif

kontrol)

inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulmus kontrol n=6 PK (Pozitif kontrol)
grubu
inflamatuvar bagirsak hastalig olusturulduktan sonra Oral uygulama O-Bos
ipek fibroin-temelli bos hidrojel formilasyonu (n=6)
uygulanan grup Rektal uygulama | R-Bos

(n=6)
inflamatuvar bagirsak hastalig olusturulduktan sonra Oral uygulama O-P-40
kitozan/TNF-a siRNA polipleksi yukli ipek fibroin- (n=6)
temelli hidrojel formilasyonu uygulanan grup Rektal uygulama | R-P-40

(n=6)
inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra Oral uygulama O-Mes
mesalazin yUkli ipek fibroin-temelli hidrojel (n=6)
formulasyonu uygulanan grup Rektal uygulama | R-Mes

(n=6)
inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra Oral uygulama O-Mes-P-40
mesalazin ve kitozan/TNF-a siRNA polipleksi yUklu (n=6)
ipek fibroin-temelli hidrojel formilasyonu uygulanan Rektal uygulama | R-Mes-P-40
grup (n=6)
inflamatuvar bagirsak hastalidi olusturulduktan sonra Oral uygulama O-Ticari
ticari Pentasa ® (500 mg) preparati uygulanan grup (n=6)
inflamatuvar bagirsak hastalidi olusturulduktan sonra Rektal uygulama | R-Ticari
ticari Salofalk ® (500 mg) supozituvar uygulanan grup | (n=6)

Hayvanlar deney dncesi ve deney sirasinda standart nem, 1sik (12 saat glin 151§1/12
saat karanlik) ve sicaklik kosullarinda (24°-25°C) tutulmus ve deney boyunca

standart pellet fare yemi ile beslenmisgtir.

Calisma boyunca her gun farelerin tlkettigi pellet yem ve su miktarinin, agirlik
icerip
icermediginin belirlenebilmesi amaciyla fareler ayri ayri kafeslerde izlenmistir
(Resim 3.20).

degisimlerinin, gaita varliginin, gaita kivamlari ve gaitalarinin kan
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Resim 3.20. Farelerin yerlestirildigi tekli kafeslerin goérintusu

3.15.1. Deney hayvanlarinda dekstran sodyum siilfat ile inflamatuvar bagirsak
hastaligi modeli olusturulmasi

Farelerde IBH modeli olugturmak igin dekstran sodyum siilfat (DSS) kullanilmigtir.
Bu amacla farelerin igme suyuna %3,5 a/a DSS eklenmistir ve 5 gun boyunca fareler
DSS igeren icme suyunu icmislerdir. Hastaligin olusumunu izlemek icin DSS igeren
su verilen gun boyunca farelerin digki ve rektum takibi Cizelge 3.18'de verilen
skorlamaya gore (Chassaing ve digerleri, 2014) yapilmistir. inflamatuvar bagirsak
hastaligi modeli olugsmus rektal kanamasi olan bir farenin gértunttiisi Resim 3.21’de

verilmigtir.
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Resim 3.21. inflamatuvar bagirsak hastaligi modeli olusmus rektal kanamasi olan
bir farenin goruntusu

Cizelge 3.18. DSS ile inflamatuvar bagirsak hastaligi olusumunu takip etmek igin
kullanilan skorlama

Parametre Skor
Normal diski 0
Yumusak diski 1
Kan izleri olan cok yumusak digki 2
Gorundar rektal kanamayla birlikte sulu digki 3

3.15.2. Deney gruplarina uygulanan tedavi protokolu

in vivo deneylerde fareler 5 giin boyunca DSS igeren icme suyu tiketmislerdir.
6.gun DSS iceren igme suyu normal icme suyu ile degistiriimis ve tedaviye
baslanmistir. Tedavi 5 gun surdUrdlmustir. Tedavi uygulanan glnlerde fareler
tedavi uygulanmadan 6nce 12 saat a¢ birakilmigtir. Oral ve rektal hidrojel
formualasyonlari, tedaviden hemen 6nce 3B biyobaski yontemiyle basiimis ve
farelere uygulanmistir. Basilan hidrojel formulasyonlarinin gérintisi Resim 3.22’de

gosterilmisgtir.
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Resim 3.22. Farelerde tedavide kullanilmak Uzere 3B biyobaskl ydntemiyle
hazirlanmis hidrojellerin goértntlsid. A: Oral hidrojeller B: Rektal
hidrojeller

Farelere oral hidrojel formulasyon uygulanmasi i¢in hazirlanan hidrojeller farelerin
yutabilecegi sekilde parcalanmis ve oral yoldan farelere verilmistir. Farelerin
formulasyonu yutmasi igin formulasyon verilmesi esnasinda su igcirilmistir (Resim
3.23). Oral piyasa preparati Pentasa® tablet ise 0,2 mL su i¢erisinde dagitilarak oral
yoldan uygulanmistir.  Rektal formulasyonlar farelerin rektumundan insulin
enjektord yardimiyla uygulanmistir. Bu amacla rektal hidrojel formulasyonlari ve
rektal piyasa preparati Salofalk® supozituvar 0,2 mL su igerisinde dagitiimis ve
enjektore cekilmigtir. Rektuma uygulama yapildiktan sonra sizintilari 6nlemek
amaciyla, fareler 60 saniye boyunca bas asagi (Trendelenburg pozisyonu)
tutulmustur (Resim 3.24). in vivo calismalar icin kullanilacak formilasyonlar 1
mg/25 g (40 mg/kg) dozunda mesalazin ve 110,8 pg/25 g (4,432 mg/kg) dozunda
TNF-a siRNA icerecek sekilde uygulama gununde hazirlanmigtir. Bu miktarlar
deneylerde kullanilan farelerin ortalama agirhigina gore belirlenmigtir. Oral ve rektal

piyasa preparatlari 1,2 mg/25 g (48 mg/kg) dozda farelere uygulanmistir.
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Resim 3.23. Farelere oral hidrojellerin uygulanmasi
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Resim 3.24. Farelere rektal hidrojellerin uygulanmasi

3.15.3. Kolon dokusu orneklerinin alinmasi ve degerlendirilmesi

Farelerde sakrifikasyon iglemi 6ncesinde anestezinin saglanmasi amaciyla ketamin
hidroklorir 50 mg/kg dozunda ve ksilazin hidroklorir 5 mg/kg dozunda
intramuskuler olarak uygulanmistir. Fareler anesteziye alinmadan énce tartilarak
agirliklar kaydedilmigtir. Anestezi igsleminden sonra sirasiyla asagidaki iglemler
gerceklestirilmistir.

e Farelerin mid-line insizyonla batinlari agilarak ¢ekumdan itibaren tim kolon,

karaciger ve dalaklari ¢ikariimistir (Resim 3.25)
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e Kolon cikarildiktan sonra dalakla birlikte fotograflari ¢ekilmis daha sonra, tim

kolon ve dalak agirhgi-ayrica karaciger agirligr kaydedilmigtir.

e Kolondaki lezyonlarin makroskobik degerlendirmesi yapilmistir.

e Kolonun bir kismi histolojik analizler i¢in formole alinmig, diger kismi da %0,9

NaCl ile yikanip kurulanarak immunolojik analizlerde kullaniimak Gzere -196 °C

sivi azota alinarak hemen dondurulmus ve ardindan ¢alismalara kadar -80°C’de

saklanmistir.

Resim 3.25. Midline insizyonla farelerin batinlarinin agilmasi ve kolonlarinin

cikariimasi

Makroskobik analizler

Tedavi bittikten sonra, calismanin 11. GuUnlinde sakrifiye edilen farelerin kolon

mukozasindaki makroskobik hasar degerlendiriimesi igin Cizelge 3.19’da bulunan

makroskobik skorlama kriterleri kullaniimistir (Wallace ve digerleri, 1989).

Cizelge 3.19. Makroskobik skorlama kriterleri

Puan | Kriter

0 Hasar yok

1 Hiperemi

2 Hiperemi ile beraber duvar kalinlagsmasi

3 Duvar kalinlagsmasi gergeklesmeden soliter Ulser varligi

4 iki veya daha fazla llser veya inflamasyon alani saptanmasi

5 iki veya daha fazla alanda agir lser ve inflamasyon saptanmasi veya tek bir alanda 1
cm’den daha uzun Ulser veya inflamasyon alani saptanmasi

6-10 | Kolondaki hasarin 2 cm’den daha uzun oldugu durumlarda her fazla 1 cm i¢in puanlamaya

bir puan eklenmistir.
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3.15.4. Kolon dokularinin homojenizasyonu ve biyokimyasal ¢aligmalar igin
hazirlanmasi

Fareler sakrifiye edildikten sonra farelerden alinan kolon dokulari saklama
posetlerine konulmus ve analiz gergeklestirilinceye kadar -80°C’de saklanmisgtir.
Kolon dokularinin  homojenizasyon islemlerinde pH 7,4 PBS kullaniimistir.
Homojenizasyon iglemi oncesinde kolon dokulari ¢ozUnmelerine izin vermeden
tartilmis ve tuplere konulmustur. Daha sonra dokularin tzerine 1 mL PBS ilave
edilmistir. Homojenizasyon islemi sirasinda dokularin i1sinmasini engellemek
amaciyla buz kullaniimigtir. Homojenizasyon iglemi sonrasinda elde edilen
homojenatlar, 4 °C’de santriflj edilerek slpernatanlar mikrosantriflij tlplerine

alinmistir.

3.15.5. Kolon mukozasinda yapilan biyokimyasal caligmalar

Farelerden alinan kolon dokularinda biyokimyasal analizler yapilmistir.
Biyokimyasal analizler kapsaminda IL-12, IL-6, TNF-a, malondialdehit (MDA) ve

nitrik oksit (NO) seviyeleri dlculmustur.

IL-12, IL-6 ve TNF-a seviyelerinin 6lculmesi

in vivo galismada kullanilan farelerin kolon mukozasinin IL-12, IL-6 ve TNF-a
seviyeleri Elisa (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) yontemi ile Boster®

(Amerika) markali kitler kullanilarak ayri ayri élgulmustar.

Bu amagla 0,2 g kolon dokusu alinarak, PBS (pH 7.4) ile (1:5) homojenizasyon
islemi sonikasyon yontemi kullanilarak gerceklestiriimis ve daha sonra hazirlanan
ornekler 5000 rpm’de 15 dakika santriflj edilmistir. Santriflij isleminden sonra
supernatanlar alinmistir. IL-6, IL-12 ve TNF-a seviyelerinin Olgulmesi kit
protokollerine gore gergeklestiriimistir. Calismada kullanilan kitlere ait standart IL—
12, IL-6 ve TNF-a kalibrasyon dogrulari kullanilarak IL-12, IL-6 ve TNF-a derigimleri

pg/mL olarak hesaplanmistir.



115

Nitrik oksit seviyesinin olculmesi

Yaklasik 0.2 g kolon dokusu, pH 7,4 PBS ile (1:5) homojenize edildikten sonra, 3500
rom’de 15 dk santriflj edilmistir. 200 pyL sdzUntiye, ortamdaki nitrati nitrite
indirgemek amaciyla esit miktarda vanadyum (I11) klortr (VCls) eklenmis ve 37 °C’de
30 dk inkdbasyona birakilmistir. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ve esit
miktarlarda karistirlmis olan Griess | (%0.2’lik naftiletiiendiamin dihidroklorGr
(NEDD) ve Griess Il (% 10’luk fosforik asit (HsPOa4) iginde % 2’lik sulfanilamid)
reaktifleri eklenmistir. 37 °C’de 10 dk inkubasyondan sonra numunelerin
absorbanslari UV-Vis spektrofotometrede koére karsi 540 nm dalga boyunda
okunmustur. Kalibrasyon dogrusu olusturmak icin 6,4 mMlik stok sodyum nitrit
(NaNO2) standarti dille dilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 yM derisimlerde
standartlar elde edilmistir ve bu standartlarin UV-Vis spektrofotometrede
absorbanslari okunarak bir kalibrasyon dogrusu elde edilmigtir. Hazirlanan bu
dogrudan dokulardaki NO derigsimi pmol/g doku olarak hesaplanmistir (Yener,
2013).

Malondialdehit (MDA) seviyesinin olculmesi

Kolon dokusundaki MDA derigim tayini igin, 0.2 g doku, %10’luk trikloroasetik asit
(TCA) ile (1:9) homoijenize edildikten sonra, 4000 rpm’de 20 dk santrifij edilmistir.
750 pL suzintlye, butilhidroksi toluenin etanoldeki %1’lik ¢ozeltisi ve %0.67’lik
tiyobarbiturik asit eklenerek 15 dk benmaride kaynamaya birakiimistir. Daha sonra
numunelerin absorbanslari UV-Vis spektrofotometrede kore karsi 450 nm dalga
boyunda okunmustur. Kalibrasyon dogrusu olusturmak igin standart olarak 1,1,3,3-
tetraetoksi propanin asit hidrolizi ile elde edilen malondialdehit kullaniimistir. 1 mM
derisimde stok ¢ozeltiden hareketle, farkh derisimlerde standart ¢ozeltiler (6rnegin,
2.5, 5, 10 nmol) hazirlanarak standartlar elde edilmistir ve bu standartlarin UV-Vis
spektrofotometrede absorbanslari okunarak bir kalibrasyon dogrusu elde edilmistir.
Hazirlanan bu dogrudan dokulardaki NO derisimi umol/g doku olarak hesaplanmistir
(Yener, 2013).
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3.15.6. Histolojik analizler

Histolojik ¢alismalar in vivo deneylerden sonra hayvanlardan alinan kolon mukozal

doku ornekleri kullanilarak yapilmistir.t

Histomorfolojik analizler

Her bir 6rnek ilk dnce serum fizyolojik ile yikandiktan sonra % 4 nétral-tamponlanmis
formol solUsyonu igerisinde tespit edilerek parafine gémulmustir. Parafin
bloklardan, 5 pm’lik kesitler alinmigtir. Kesitlerin histomorfolojik analizleri igin
standart Mallory’nin modifiye Ugli boyamasi yapilmistir. Tam bulgular 1s1k
mikroskobunda (Leica DM 2500) degerlendirilmis ve goruntilenmistir (Leica DFC
450). Histopatolojik degisikliklerin skorlanmasi doku hasari ve inflamatuvar hicre
infiltrasyonu degerlerinin toplamina goére Cizelge 3.20’de verilen kriterlere gore

hesaplanmistir (Wirtz ve digerleri, 2017).

Cizelge 3.20. Histopatolojik degisikliklerin skorlanmasi igin kriterler

Skor Doku Hasart inflamatuvar Hiicre infiltrasyonu
0 Hic Seyrek
1 Fokal epitel hasari Artmis, birkag nétrofil
2 Derin mukozal doku hasari inflamatuvar hiicre kimelerinin submukozal
varligi
3 Bagirsak duvarinin derinliklerinde | Transmural hicre infiltrasyonu
genis hasar

immunohistokimyasal analizler

Her bir doku 6rnegi serum fizyolojik ile yikandiktan sonra % 4 nétral-tamponlanmis
formol sollisyonu igerisinde tespit edilerek parafine gémulmustir. Parafin bloklardan
hazirlananan 4 um kalinhgindaki kesitler poly-L lizin kapli lamlara alinmigtir. Kesitler
37 °C’de bir gece etlvde bekletildikten sonra deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemleri uygulanip distile suya alinmigtir. Bu asamay! takiben endojen peroksidaz
aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in %3’lik H202 (metanolle hazirlanmig) de 20 dk
bekletilen kesitler bunun ardindan 5 dk sureyle distile suda yikanmistir. Antijen

retrieval (geri kazanim) protokolu icin kesitler, icerisinde 0.01M sitrat tamponu (pH

! Histolojik calismalar Ankara Universitesi Veteriner FakUltesin Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali'nda yapilmistir. Yardimlari igin kendilerine tesekkuir ederiz.
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6.0) bulunan plastik mikro dalga salesine aktariimigtir. Sale mikrodalga firinin dénen
platformunun orta noktasina yerlestirilerek 600 W’da beser dakika sureyle ardi
ardina dort kez 1sitilmistir. Her bes dakikada bir saledeki tampon miktari kontrol
edilerek azalan kisim distile suyla tamamlanmigtir. Daha sonra mikrodalga firindan
cikarilan kesitler oda i1sisinda 20 dakika sogumaya birakiimistir. Soguyan doku
kesitleri 5 dakika slreyle PBS ile yikanip PAP-PEN ile etraflar gizilmistir. Antijen
retrieval protokoli sonrasi PBS’de yikanan kesitler, spesifik olmayan antikor
baglanmalarini 6nlemek amaciyla %10’luk normal fare serumu ile 10 dk oda
sicakliginda inkube edilmigtir. Protein bloklama asamasindan sonra Kkesitler
yikanmadan primer antikorda +4 °C’de 12 saat tutulmustur. Primer antikor olarak,
anti TNF-a kullanilmigtir. Negatif kontrol amaciyla, primer antikor basamagi
atlanilarak, izleyen basamaklar kesitlere uygulanmigtir. Biotinlenmis sekonder
antikor ile 30 dk boyunca muamele edildikten sonra streptavidin horseradish
peroksidaz ile 30 dk boyunca 37 °C’de nemli ortamda inktibe edilmigstir. Kesitler her
inkiibasyon 6ncesi 10 dk sure ile PBS solUsyonu ile yikanmistir. Ardindan kesitler
diaminobenzidin (DAB) kromojen substratiyla muamele edilip cesme suyu ile
yikanmistir. Son olarak kesitler Gill's hematoksilen ile zit boyamalari yapilip dehidre
edilerek entellan ile kapatiimistir. Tim bulgular 1s1k mikroskobunda (Leica DM 2500)
degerlendiriimis  ve  gorUntilenmistir (Leica DFC 450). TNF-a igin
immunohistokimyasal skor, pozitif boyali hiicrelerin yazdesi (0, yok; 1, <%1; 2, %1—
10; 3, %11-33; 4, %34-66; 5, %67-100) ve yogunluk puanlarinin (0, yok; 1, zayif;
2, orta; 3, gugclu) toplamina gore hesaplanmistir. Bu amagla, koérleme olarak
histometrik ve histolojik analiz icin bélimler secilmistir. Daha sonra objektif bir
degerlendirme yapilmasi amaciyla bagka iki arastirmaci tarafindan yine korleme
olarak histometrik analizi gergeklestirilmistir. Her bolum igin degerler, verilerdeki
varyasyonlari azaltmak icin ayni arastirmaci tarafindan farkh gunlerde l¢ kez

Olgulmuistir (Chamanara ve digerleri, 2019).
3.16. istatistiksel Degerlendirme

Projede elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi i¢cin Graphpad
Prism 10.1.2 yazihmi kullanilmistir. Bulgularin ortalama standart sapma (SS) ve
standart hata (SH) degerleri hesaplanmistir. Tum analizlerde parametrik testler

kullanilmistir. istatistiksel degerlendirme ikiden fazla grup oldugu igin tek yénli
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varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir. ANOVA sonrasinda érnekler bir
kontrol grubuna kargi kiyaslanacak ise Dunnett T3 testi, ornekler birbirleri arasinda
kiyaslanacak ise Tukey HSD testi kullanilarak posthoc analizler gergeklestiriimistir.
Istatistiksel analizler %95 giiven araliginda yapilmistir. Analizlerde 0,05ten kiigiik p
degerleri anlamli fark olarak degerlendirilmistir. 0,05’ten blyuk ¢ikmasi durumunda

ise anlamh bir farklilik olmadigi seklinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Madde ve Polimerlerin Karakterizasyon Caligmalari

4.1.1. Mesalazinin miktar tayini yonteminin gelistirilmesi ve validasyonu

Bolum 3.2.1°de anlatildigi gibi mesalazin i¢in yapilan tarama sonucunda Amax, 0,1
N HCI, pH 1,2, igin 300 nm, distile su, pH 6,8-1, pH 6,8-2 ve pH 7,4 i¢cin 330 nm
olarak belirlenmigtir. Yapilan taramalar sonucu elde edilen spektrumlar Sekil 4.1-

4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Mesalazinin 0,1 N HCI c¢ozeltisi igindeki ¢ozeltisinin 200-800 nm
araliginda UV-VIS spektrumu (A), mesalazinin pH 1,2 tamponu igindeki
¢Ozeltisinin 200-800 nm araliginda UV-VIS spektrumu (B)
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Sekil 4.2. Mesalazinin distile su igindeki ¢dzeltisinin 200-800 nm araliginda UV-VIS
spektrumu (A), mesalazinin pH 6,8-1 tamponu igindeki ¢ozeltisinin 200-
800 nm araliginda UV-VIS spektrumu (B)
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Sekil 4.3. Mesalazinin pH 6,8-2 tamponu igindeki ¢o6zeltisinin 200-800 nm
araliginda UV-VIS spektrumu (A), mesalazinin pH 7,4 tamponu igindeki
¢Ozeltisinin 200-800 nm araliginda UV-VIS spektrumu (B)

Dogrusallik

Dogrusallik analizleri ICH Q2 (R1) kilavuzuna uygun olarak Bolim 3.2.1°'de
anlatildigr gibi gergeklestirilmistir.  Calismada 5-40 pg/ml derisim arahdinda
cozeltiler kullaniimis ve on bes noktali kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Cizilen egrinin
korelasyon katsayisi kullanilarak absorbans ve derisim arasindaki iliskinin dogrusal

oldugu kanitlanmigtir. Kalibrasyon dogrulari Sekil 4.4-4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Mesalazinin pH 1,2 tamponu igindeki ¢dzeltisinin 300 nm dalga boyundaki
kalibrasyon dogrusu (A) Mesalazinin 0,1 N HCI| tamponu icindeki
¢Ozeltisinin 300 nm dalga boyundaki kalibrasyon dogrusu (B)
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Sekil 4.5. Mesalazinin distile su igindeki ¢ozeltisinin 330 nm dalga boyundaki
kalibrasyon dogrusu (A), mesalazinin pH 6,8-1 tamponu igindeki
¢Ozeltisinin 330 nm dalga boyundaki kalibrasyon dogrusu (B)
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Sekil 4.6. Mesalazinin pH 6,8-2 tamponu igindeki ¢ozeltisinin 330 nm dalga
boyundaki kalibrasyon dogrusu (A), mesalazinin pH 7,4 tamponu igindeki
¢cOzeltisinin 330 nm dalga boyundaki kalibrasyon dogrusu (B)

Kesinlik

Kesinlik analizi ICH Q2 (R1) kilavuzuna uygun olarak Bolim 3.2.1°de anlatildid1 gibi
gerceklestiriimistir. Kesinlik analizi deney igi kesinlik ve deneyler arasi kesinlik

analizleri olmak Uzere iki ayri caligma altinda degerlendirilmistir.
Deney i¢i kesinlik

Mesalazinin distile su, 0,1 N HCI, pH 1,2, pH 6,8, 2. pH 6,8 ve pH 7,4 icinde deney
ici kesinlik analizleri gergeklestiriimigtir. Analiz sonuglan Cizelge 4.1-4.6’da

verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Mesalazinin distile su icindeki deney ici kesinlik analizi sonuglari

Ornek No Mesalazin Derigimi (ug/mL) Olgiilen Derigim (ug/mL)
1 30 30,29
2 30 30,23
3 30 30,26
4 30 30,27
5 30 30,27
6 30 30,26
7 30 30,30
8 30 30,28
9 30 30,29
10 30 30,42
Ortalama 30,29
Standart Sapma 0,20
Bagil sapma (%) 0,679

Cizelge 4.2. Mesalazinin 0,1 N HCI tamponu icindeki deney ici kesinlik analizi

sonuglari

Ornek No Mesalazin Derigimi (ug/mL) Olgiilen Derisim (ug/mL)
1 30 30,29
2 30 30,32
3 30 30,32
4 30 30,35
5 30 30,34
6 30 30,34
7 30 30,34
8 30 30,32
9 30 30,33
10 30 30,34
Ortalama 30,33
Standart Sapma 0,23
Bagil sapma (%) 0,778

Cizelge 4.3. Mesalazinin pH 1,2 tamponu igindeki deney i¢i kesinlik analizi sonuglari

Ornek No Mesalazin Derigimi (ug/mL) Olgiilen Derisim (ug/mL)
1 30 30,23
2 30 30,43
3 30 30,42
4 30 30,36
5 30 30,36
6 30 30,33
7 30 30,43
8 30 30,48
9 30 30,42
10 30 30,45
Ortalama 30,39
Standart Sapma 0,28
Bagil sapma (%) 0,921
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Cizelge 4.4. Mesalazinin pH 6,8-1 tamponu icindeki deney ici kesinlik analizi

sonuglari

Ornek No Mesalazin Derigimi (ug/mL) Olgiilen Derisim (ug/mL)
1 30 30,29
2 30 30,23
3 30 30,31
4 30 30,27
5 30 30,37
6 30 30,4
7 30 30,44
8 30 30,38
9 30 30,38
10 30 30,42
Ortalama 30,35
Standart Sapma 0,25
Bagil sapma (%) 0,827

Cizelge 4.5. Mesalazinin pH 6,8-2 tamponu icindeki deney ici kesinlik analizi

sonuglari

Ornek No Mesalazin Derigimi (ug/mL) Olgiilen Derisim (ug/mL)
1 30 30,03
2 30 30,03
3 30 30,03
4 30 30,03
5 30 30,04
6 30 30,03
7 30 30,02
8 30 30,02
9 30 30,02
10 30 30,01
Ortalama 30,03
Standart Sapma 0,02
Bagil sapma (%) 0,063

Cizelge 4.6. Mesalazinin pH 7,4 icindeki deney i¢i kesinlik analizi sonuclari

Ornek No Mesalazin Derigimi (ug/mL) Olgiilen Derisim (ug/mL)
1 30 30,60
2 30 30,52
3 30 30,56
4 30 30,57
5 30 30,57
6 30 30,56
7 30 30,62
8 30 30,58
9 30 30,60
10 30 30,78
Ortalama 30,60
Standart Sapma 0,42
Bagil sapma (%) 1,40
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Deneyler arasi kesinlik

Mesalazinin distile su, 0,1 N HCI, pH 1,2, pH 6,8, 2. pH 6,8 ve pH 7,4 icinde deneyler

aras! kesinlik analizleri gergeklestiriimigtir. Analiz sonuglari Cizelge 4.7-4.12’de

verilmigtir.

Cizelge 4.7. Mesalazinin distile su icindeki deneyler arasi kesinlik bulgulari

RZ?E;B 1.gln 2.gin |3.gin |Ortalama Standart Sapma | %Bagil sapma
8 7,99 7,91 7,84 7,91 0,06 0,771

10 10,18 10,18 |10,19 |10,19 0,13 1,31

12 12,31 12,34 12,35 |12,33 0,24 1,96

Cizelge 4.8. Mesalazinin 0,1 N HCI ¢ozeltisi icindeki deneyler arasi kesinlik bulgulari

(?JZ?EWIB 1.gln 2.gin | 3.gin | Ortalama Standart Sapma %Bagil sapma
8 8,04 8,01 7,99 8,01 0,01 0,116

10 10,19 10,16 10,15 10,17 0,12 1,17

12 12,21 12,21 12,22 |12,21 0,15 1,25

Cizelge 4.9. Mesalazinin pH 1,2 tamponu icindeki deneyler arasi kesinlik bulgulari

(?er/lﬂrl?) 1.glin 2.gin |3.gun | Ortalama Standart Sapma %Bagil sapma

8 7,83 7,80 7,82 7,81 0,13 1,64

10 10,12 10,12 |10,12 |10,12 0,09 0,86

12 11,99 12 12 11,998 0,001 0,009

Cizelge 4.10. Mesalazinin pH 6,8-1 tamponu icindeki deneyler arasi kesinlik
bulgulari

(D“egr/lrsnllr_n) 1.glin 2.gin | 3.gun |Ortalama Standart Sapma %Bagil sapma

8 7,77 7,79 7,85 7,803 0,139 1,74

10 10,01 10,01 |10,02 |[10,01 0,01 0,105

12 12,08 12,06 [12,09 |12,08 0,06 0,464

Cizelge 4.11. Mesalazinin pH 6,8-2 tamponu igindeki deneyler arasi kesinlik
bulgulari

([:er;ﬁ]"l?) 1.gln 2.gun |3.gun |Ortalama Standart Sapma %Bagil sapma

8 7,97 7,98 7,97 7,97 0,02 0,222

10 10,01 9,99 9,99 10 0 0,005

12 11,92 1191 1192 |11,92 0,06 0,496
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Cizelge 4.12. Mesalazinin pH 7,4 tamponu i¢indeki deneyler arasi kesinlik bulgulari

(?er/lr?;rlj]) 1.glin 2.gin |3.gun |Ortalama Standart Sapma %Bagil sapma
8 7,75 8,24 8,252 8,08 0,06 0,729
10 9,81 9,81 9,81 9,81 0,14 1,35
12 11,8 11,8 11,78 11,79 0,15 1,27

Ozgiinliik ve secicilik

Ozglnlik ve segicilik analizi Bolim 3.2.1’de anlatildidi gibi gerceklestirilmistir. Farkli

ortamlarda hazirlanmis polimerler ¢ézeltilerinin UV-Vis spektrumlari Sekil 4.7-4.9’da

verilmistir.
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Sekil 4.7. Mesalazin digindaki formulasyon bilesenlerinin distile su igindeki 200-800
nm arasindaki UV spektrumlari (A), mesalazin disindaki formulasyon
bilesenlerinin 0,1 N HCI cozeltisi icindeki 200-800 nm arasindaki UV
spektrumlari (B)
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Mesalazin disindaki formulasyon bilesenlerinin pH 1,2 tamponu igindeki
200-800 nm arasindaki UV spektrumlari (A), mesalazin disindaki
formulasyon bilesenlerinin pH 6,8-1 tamponu igindeki 200-800 nm
arasindaki UV spektrumlari (B)
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Mesalazin disindaki formulasyon bilesenlerinin pH 6,8-2 tamponu igindeki
200-800 nm arasindaki UV spektrumlari (A), Mesalazin digindaki
formulasyon bilesenlerinin pH 7,4 tamponu icindeki 200-800 nm
arasindaki UV spektrumlari (B)

Geri elde ve dogruluk calismalari

Geri elde ve dogruluk analizi ICH Q2 (R1) kilavuzuna uygun olarak Bolim 3.2.1’de

anlatildigi gibi gergeklestiriimistir. Geri elde analizinin sonuglan Cizelge 4.13-

4.18'de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.13. Mesalazinin distile su icindeki dogruluk ve ylzde geri elde analizinin

sonuglari
Hazirlanan Hesapla bulunan
mesalazin miktari | ortalama mesalazin | Geri elde (%) | Standart sapma | Bagil sapma (%)
(mg) miktari (mg)
24 24,25 101 0 0,743
30 30,84 103 0 0,477
36 35,85 99,6 0,1 0,303

Cizelge 4.14. Mesalazinin 0,1 N HCI ¢ozeltisi igindeki dogruluk ve yuzde geri elde

analizinin sonuclari

Hazirlanan Hesapla bulunan

mesalazin miktari | ortalama mesalazin | Geri elde (%) | Standart sapma Bagil sapma (%)
(mg) miktari (mg)

24 24,35 101 0 1,02

30 30,48 102 0 1,14

36 35,33 98,1 0,5 1,33

Cizelge 4.15. Mesalazinin pH 1,2 tamponu igindeki dogruluk ve ylzde geri elde

analizinin sonuglari

Hazirlanan Hesapla bulunan

mesalazin miktar | ortalama mesalazin | Geri elde (%) | Standart sapma | Bagil sapma (%)
(mg) miktari (mg)

24 24,19 101 0 0,568

30 30,72 102 1 1,71

36 35,68 99,1 0,2 0,631

Cizelge 4.16. Mesalazinin pH 6,8-1 tamponu igindeki dogruluk ve yuzde geri elde

analizinin sonuglari

Hazwlangan Hesapla bulungn Geri  elde | Standart § \

mesalazin ortalama mesalazin (%) sapma Bagil sapma (%)

miktari (mg) miktari (mg)

24 23,39 97,5 04 1,80

30 29,85 99,5 0,1 0,356

36 35,58 98,84 0,23 0,819

Cizelge 4.17. Mesalazinin pH 6,8-2 tamponu igindeki dogruluk ve ylzde geri elde
analizinin sonuglari

Hazirlanan Hesapla bulunan Standart

mesalazin ortalama mesalazin | Geri elde (%) sapma Bagil sapma (%)

miktari (mg) miktari (mg)

24 24,50 102 0 1,48

30 29,55 98,5 0,3 1,07

36 36,28 101 0 0,558
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Cizelge 4.18. Mesalazinin pH 7,4 tamponu igindeki dogruluk ve yuzde geri elde
analizinin sonuglari

Hazirlanan

Hesapla bulunan

; .| Geri elde | Standart y o
mesalazin ortalama mesalazin Bagil sapma (%)
) . (%) sapma
miktari (mg) miktari (mg)
24 23,99 99,9 0,0 0,041
30 30,83 103 0 1,95
36 36,01 100 0 0,024

Duvarlilik ve saptama siniri

LOD ve LOQ hesaplamalari ICH Q2 (R1) kilavuzuna uygun olarak Bélum 3.2.1°de
anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Butun ortamlar icin LOD ve LOQ degerleri Cizelge
4.19’da verilmisgtir.

Cizelge 4.19. Mesalazinin farkh ortamlardaki LOD ve LOQ degerleri

Ortamlar LOD (ug/mL) LOQ (pg/mL)
Distile su 0,891 2,698

0,1 N HCI 0,413 1,251

pH 1,2 0,565 1,710

pH 6,8-1 0,479 1,452

pH 6,8-2 1,700 5,152

pH 7,4 0,410 1,243
Stabilite

Cozelti stabilitesi analizleri ICH Q2 (R1) kilavuzuna uygun olarak Bolum 3.2.1’de
anlatildigi gibi gerceklestirilmistir. Cozeltiler 20 ug/mL derisimde hazirlanmis, 37
°C’de Dbelirli
derisiminde degisiklik meydana gelip gelmedigi

zaman araliklarinda Ornekler alinarak mesalazin ¢ozeltilerinin
Stabilite

calismasi sonuglari Sekil 4.10-4.12'de gdsterilmistir. Calisma sonuglari istatistiksel

degerlendirilmigtir.

analiz yapilarak degerlendirilmigtir. Butun ortamlar i¢in baslangi¢ derisimi ve 24.
Saat sonucundaki derisim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi

g6zlenmigtir (p>0,05).
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Sekil 4.10. Mesalazinin distile sudaki c¢ozeltisinin 37 °C’deki 24 saatlik stabilite

deneyi sonuglari (A), mesalazinin 0,1 N HCI tamponundaki ¢dzeltisinin
37 °C’deki 24 saatlik stabilite deneyi sonugclari (B)
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Sekil 4.11. Mesalazinin pH 1,2 tamponundaki ¢o6zeltisinin 37 °C’deki 24 saatlik

stabilite deneyi sonuglari (A), mesalazinin pH 6,8-1 tamponundaki
cozeltisinin 37 °C’deki 24 saatlik stabilite deneyi sonuglari (B)
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Sekil 4.12. Mesalazinin pH 6,8-2 tamponundaki ¢ozeltisinin 37 °C’deki 24 saatlik

stabilite deneyi sonuglari (A), mesalazinin pH 7,4 tamponundaki
¢Ozeltisinin 37 °C’deki 24 saatlik stabilite deneyi sonuglari (B)
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4.1.2. DSC Analizleri
DSC analizleri Bolim 3.2.2°de anlatildigi gibi gerceklestiriimistir. Mesalazinin ve

formulasyonda kullanilan polimerlerin tekli ve karisim halindeki termogramlari Sekil

4.13-4.34 arasinda verilmistir.

DsC Thermal Analysis Result
v
0.00r \{\ Mesalazin tad DSC
- .
Mesalazin
-10.0
-20.00r
-30.00r Peak 290.67C
Onset 285.77C
Enaset 29546C
Heat -1.73J
40,00+ -B65.93.7g
T00.00 200,00 300.00

Temp [C]

Sekil 4.13. Mesalazinin DSC termogrami

Dsc Thermal Analysis Result
mw
Hyaluronik Asit.tad DSC

1.00F

Peak 240.24C |
0.00F Onset 231.20C

Endset  245.89C |

Heat 215.00mJ )

107.500/g

-1.00 \
-2 00- &,
Hyaluronik asit

-3.00)

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.14. Hyaluronik asitin DSC termogrami
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DsC Thermal Analysis Result
mwW
Ipek fibroin.tad DSC
Peak 226.65C
2001 _‘/\\ Onset 218.89C
N Endset  234.90C
Heat 58.05mJ
29.02)/g
-4.00-
Peak 283.75C
Onset  287.39C L1
Endset  29006C 4 J‘
.00 Heat -40.55m) } ; ——
-20.2700g ¥ Ipek fibroin
100.00 200.00 300.00
Temp [C]
Sekil 4.15. Ipek fibroinin DSC termogrami
DSsc Thermal Analysis Result
mwy
——— Kitozan tad DSC
Peak 305.95C
1.00- Onset 287.85C
Endset 31485C
Heat 35.53mJ
Feak 283 56C 177641
Onset 271.66C
Endset 29331C
Heat -17.48mJ
-B.74J1g i
-2.00- !
]
\J Kitozan
100.00 200.00 300.00
Temp [C]
Sekil 4.16. Kitozanin DSC termogrami
DSC Thermal Analysis Result
mwW
—— CR38223tad DSC
-1.00- Peak 247 .38C
Onset 238.73C
Endset 261.60C
Heat 143.38mJ
71,6900
-2.00-
Peak 318.55C
\ Onset 316.36C
H Endset 318.04C
Heat -10.08mJ
-3.00- -5.04Jig
000 Protanal CR8223
100.00 200,00 306.00

Temp [C]

Sekil 4.17. Sodyum aljinat-Protanal CR8223’iin DSC termogrami
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DSC Thermal Analysis Result
mW

——— CR8133tad DSC

/ Peak 246.87C

{ Onset 224 87C

200 Endset 259.68C
Heat 283.79mJ
141.90J/g

-3.00-
\ Protanal CR8133

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

-1.00-

-4.00c

Sekil 4.18. Sodyum aljinat-Protanal CR8133’in DSC termogrami

Ipek fibroin-Mesalazin 1-1.tad DSC

Dsc Thermal Analysis Result Ipek iroin o DS
0.00- ipek fibroin:Mesalazin 1:1
Mesalazin
5,001
ipek fibroin
100.00 200,00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.19. Mesalazin, ipek fibroin ve mesalazin:ipek fibroin 1:1 oranindaki fiziksel
karisimlarinin DSC termogramlari
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—— Hyaluronic acid-Mesalazine 1-1.tad DSC

DSC Thermal Analysis Result Mesalazin tad DSC
mwW ——— Hyaluronik Asit.tad DSsC
_/\f—— Hyaluronik asit:Mesalazin 1:1
0.00-
N— N Hyaluronik asit
-20.00- \/
Mesalazin
-40.00-
-60.00-
100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Sekil 4.20. Mesalazin, hyaluronik asit ve mesalazin:hyaluronik asit 1:1 oranindaki
fiziksel karigimlarinin DSC termogramlari

— Mesalazin-CRE133 1-1.tad DSC

DSC Thermal Analysis Result Mesalazin tac pse
mW —— CRB8133.tad DsC
a0 /_/\f\ Mesalazin:Protanal CR8133 1:1
Nom—— —_—
Protanal CR8133
-20.00+
Mesalazin
-40.00r
-60.00F
10000 20000 30000
Temp [C]

Sekil 4.21. Mesalazin, sodyum aljinat-Protanal CR8133 ve mesalazin:aljinat
Protanal CR8133 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin DSC

termogramlari
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Mesalazin-CR8223 1-1tad DSC

- —— CR3223.tad DsC
Dsc Thermal Analysis Result Mesalazin tac 2:s
mw
—
0.00- \[\ Mesalazin:Protanal CR8223 1:1
b T
1000 X ~——_¥ |Protanal CR8223
Mesalazin
-20.00¢
-30.00-
-40.00-
-50.00
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.22. Mesalazin, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve mesalazin:sodyum
aljinat-Protanal CR8223 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin DSC

termogramliari

Kitosan-Mesalazin 1-1.tad DSC

DSC Thermal Analysis Result ool Dec
m
0.00+ Kitozan:Mesalazin1:1
Mesalazin
-5.00-
\N Kitozan
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.23. Mesalazin, kitozan ve mesalazin:kitozan 1:1 oranindaki fiziksel
karisimlarinin DSC termogramlari
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Aljinat CR8223-5ilk fibroin 1-1 tad DSC

psc Thermal Analysis Result e DSG
myy
2.00-
0.00
2,00
Protanal CR8223: ipek fibroin 1:1
-4.00F
ipek fibroin
-6.00- Protanal CR8223
100.00 200,00 300,00
Temp [C]

Sekil 4.24. ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve ipek fibroin:sodyum
aljinat-Protanal CR8223 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin DSC

termogramliari
. —— Hyaluronik asit-CR8223 1-1.tad DSC
—— CR8223 tad DSC
Dsc Thermal Analysis Result  —— e Do
mW
200+
000+ e
Protanal CR8223: Hyaluronik asit 1:1
-2.00-
Hyaluronik asit
-4.00-
ey - |Protanal CR8223
100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Sekil 4.25. Hyaluronik asit, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve hyaluronik asit:
sodyum aljinat-Protanal CR8223 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin
DSC termogramlari
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Hyaluronik asit-CR8133 1-1.tad DSC

i —— CR8133.tad DSC
Dsc Thermal Analysis Result o B

mwW
Protanal CR8133: Hyaluronik asit 1:1

0.001
Hyaluronik asit

5.00¢
Protanal CR8133

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.26. Hyaluronik asit, sodyum aljinat-Protanal CR8133 ve hyaluronik asit:
sodyum aljinat Protanal-CR8133 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin
DSC termogramlari

Kitozan-Hyaluronik asit 1-1.tad DSC

a Hvall ik Asit tad Dsc
psc Thermal Analysis Result — oaan a0 DsC
mw
M Kitozan:Hyaluronik asit 1:1

0.00r
Hyaluronik asit

-5.00F
Kitozan

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.27. Hyaluronik asit, kitozan ve hyaluronik asit: kitozan 1:1 oranindaki fiziksel
karisimlarinin DSC termogramlari
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Ipek fibroin:Kitozan 1:1 tad DSC

i — Kitt tad DSC
DSC Thermal Analysis Result St i
200+
v
Kitozan:ipek fibroin 1:1
0.00+
-2.00+
-4.00F _
Ipek fibroin
-6.00F Kitozan
100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Sekil 4.28. ipek fibroin, kitozan ve ipek fibroin:kitozan 1:1 oranindaki fiziksel
karisimlarinin DSC termogramlari

— Aljinat CR8133-Silk fibroin 1-1.tad DSC
DscC

r[;swc Thermal Analysis Result ko o3¢
2,00t
0.00
2o Protanal CR8133: ipek fibroin 1:1
-4.000
ol ipek fibroin
Protanal CR8133
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.29 ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8133 ve ipek fibroin:sodyum
aljinat-Protanal CR8133 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin DSC
termogramliari
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Ipek fibroin-Hyaluronik asit 1-1.tad DSC
DsC

— Hyaluronik Asit tad
Ipek fibroin tad DSC

Thermal Analysis Result

DSC
mvy
\/\—/__J\’\———/ ipek fibroin:Hyaluronik asit 1:1
-5.00-
Hyaluronik asit
-10.00+
ipek fibroin
-15.00k
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.30. ipek fibroin, hyaluronik asit ve ipek fibroin:hyaluronik asit 1:1 oranindaki
fiziksel karisimlarinin DSC termogramlari

—— CRB133-Kitozan.tad DSC

psc Thermal Analysis Result —— CRAI.tag psc
vy —— Kitozan.tad DsC
10.00+

\m Protanal CR8133: Kitozan 1:1

B e e e T o e
Kitozan
0.00-
w Protanal CR8133
700.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.31. Kitozan, sodyum aljinat-Protanal CR8133 ve Kitozan:sodyum aljinat-
Protanal CR8133 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarinin DSC
termogramliari
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0sC Thermal Analysis Result S

miy —— CR8223 tad bsc

- \/
M J\
-2.00F “~.._  |Protanal CR8223: Kitozan 1:1

-4.00-

-6.00F Protanal CR8223

100.00 20000 30000
Temp [C]

Sekil 4.32. Kitozan, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve Kitozan:sodyum aljinat-
Protanal CR8223 1:1 oranindaki fiziksel karisimlarinin DSC
termogramlari

— Fiziksel karigim Tad DSC_
— CR8223 tad Dpsc
. Hyaluronik Asit tad DSC
DSC Thermal Analysis Result sk lrontad bsc
mw = Kitozan tad DsC
—— lazintad DSC
0.00- e ——————— Fiziksel karisim
Kitozan
— o TR Hyaluronik asit
S—— .
Protanal CR8223
-20.00¢ e .
y e |ipeKfibroin
Mesalazin
-40.00-
-60.00F
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.33. Mesalazin, kitozan, ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8223,
hyaluronik asit ve mesalazin ile formulasyonda kullanilan polimerlerin
1:1 fiziksel karigsimlarinin DSC termogramlari
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Fiziksel kanigim Ted DSC
= Hyaluronik Asit tad DSC
. _— fibroin tad DSC
DSC Thermal Analysis Result Ktozantsd bsc
mw — Mesalazin tad DsC
- CRE1334ad DSC
F 3
T~~_ | Fizikselkangim
0.00- Kitozan
— N Hyaluronik asit
-20.00- Protanal CR8133
Y S P ipek fibroin
Mesalazin
-40.00-
-60.00-
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.34. Mesalazin, kitozan, ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8133,
hyaluronik asit ve mesalazin ile formulasyonda kullanilan polimerlerin
1:1 fiziksel karigimlarinin DSC termogramlari

4.1.3. FTIR Analizleri

FTIR analizleri Bolum 3.2.3’te anlatildigi gibi gerceklegtiriimistir. Mesalazin ve
formulasyon gelistirmede kullanilan polimerlerin tek tek ve fiziksel karigim halindeki

spektrumlar Sekil 4.35-4.42 arasinda verilmisgtir.

1667
1601
1504
y
140{ —~
N o~
= \ /
1304 N \ ’
N L N d
B N Pan ,,/
1204 N \f" N4
| amezeent:1imon
110 2778 dgom 1, 1183847
=
8
1001 | Piklerfem”) | Aralkicm) | Fonksiyonel Grup
ol |27 3200-2500 | Molekiiler aras: hidrojen balar, selat bilesikleri
1646,06 1650-1580 | Primer amin (N-H gerilim bandi)
o [eEsn 1485-1445 | C-Hgerilim bandi (-CH)
1445,93 1485-1445 | C-H gerilim band (-CH)
1351,81 1350-1260 | O-Hve C-O gerilim bantlan
701
807,81 900-675 Aromatik bilesendeki C-H gerilim bandi
772,03 1000-700 Duzlemsel biikillme titregimleri chigindaki G-H gerilim bandi
601
684,80 900-670 Diizlemsel biikillme titresimleri digindaki aromatik C-H gerilim
bandi
11
4000 3500 3000 2500 2000

Sekil 4.35. Mesalazinin FTIR spektrumu
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1004

984

961

924
9
884

864

=
B4
3262 cn-1; B4,35%T
B2
Pikler fom) Aralikjomr?} | Fonksiyonel Grup
B8
3282,31 - M-H garilme bandi 1229.15cm-1: 80.48%T
92 43cm-1; BO.64WNT
787 1821,50 1850-1630 | Amid 1{C=0 gerilim band)
761 1513,40 15251540 | Amid Il {Sekonder N-H gerilim bandi)
144885 - CH, garilma bandi
T4
1228,15 1230-1270 | Amid Il {C-N ve N-H garilma bantlan}
ks 1162,02 - CH,OH Polifenol
%21
10 897,43 - Polislanin (ikincil yapr) 90e
]'h' 1513 40cm-1; T1,3I8T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650

cm-1

Sekil 4.36. ipek fibroinin FTIR spektrumu

175,
1704
165
1604 \no

1551 A | ! / |
'LL K s

. \ [ 1372.68em1: 153.06%T

1504 A ~ \/ 1029.88em-1; 152,20%T

617.92cm-1: 154,32%T

%T

P 1608,98cm-1; 149 6THT

15

1404 -

Ay

WY

135

Pikler (cm™) Aralikjcm™) Fonksiyonel Grup
1304

1505,98 1622-1418 C=0 ve C-H gerilim bandi

1251 | 1373,68 - Amid 11l

1029,85 - C-OH gerilim bandi

120-
4000 3500 3000 2500 1 2000 1500 1000 600
cm-

Sekil 4.37. Hyaluronik asitin FTIR spektrumu
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165
160
,w\\\ 4
155 P / -
. /
o /
1501 e | A \
! )
145 | ‘|
e |
1401 el vaos s3ent. asomr ||
%
A wrn, 1026.81cm1: 137 81%T
135 W‘N ’“") i ”’—/ 1898.220m1; 137 57%T :
-
= 3847, T1em1; 134 45%T
1304
125
120 Pikler (cm™) Aralikicm™) Fonksiyonel Grup
115 3647,71 -OH gerilme bandi
1598,22 COO (asimetrik gerilme titregimi)
1104
1404,43 COO (simetrik gerilme titregimi)
105 1026,81 * C-O gerilme bandi
5
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1
. . 5 e
Sekil 4.38. Sodyum aljinat-Protanal CR8223’lUn FTIR spektrumu
160 Pikler [cm) Aralik(cm ™) Fonksiyonel Grup
f
3364,38 - -0H gerilme band
1564 1596,23 - COO (asimetrik gerilme titresimi) m )('
1405,73 - COO (simetrik gerilme titregimi) / [ |
1025,9 - C-0 gerilme bandi / / / } {\,\
Y
1504 i \
’f"v } / \ /
/ /
1457 - !
o~ [
5 /
1404 / \
o~
/
/
/
L mﬁw / )l)
1301
3364.38cm-1; 130,87T%T )
1254 ‘m_:;;j 126.67%7 1028.990m]: 123.97%T
123
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Sekil 4.39. Sodyum aljinat-Protanal CR8133’Un FTIR spektrumu

600
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1601 Pikler (cm) Aralikfem™)} | Fonksiyonel Grup
A
e
158 3362,80 - -OH gerilme band: / f.-' L
[
R - i /
156] 1647,56 C=0 gerilme bandi (Amid ) I‘ ‘.
1373,57 - CH; gerilme bandi (Amid I11) \‘ '\
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A
v \
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¥ " hl
v
148 [
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- -
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y \~/ |
1384 ‘
il | |
136y il ‘\‘\|w’,'\|\ |
o Al /
‘.\‘ﬂ"" I | | ‘-‘.\ | }
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132 Y |”|
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|
12
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
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160 |
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1504 A M .
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iy
[
| |I|
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1204 | I|!
| 1084 A86me1; 121 88%T 855 BBem1]122 39%T
\
1 2528.21cm1; 112.93%T | ‘ l ‘ ‘
2779 ITen; 1143357 [
'3_3 Piklar o) | Aralikicm™) Fonksiyenel Grup |‘l|\ |
1001 | 2525.74 32002500 | Malekiller aras: hidrojen bajlan, gelat bilegikleri , ” J, j
1600, 52pnt1.102 43
1645,38 16501580 | Primer amin [N-H gerilim bandi) 1845 85:?\-1‘{3;1 TEMT]
1574 51km1. 364497
9H | 157451 COO0 [asimetrik gerilme titragimil 1817 88cm-1: 87 :cnl J l‘
1. H0.98%T
1483,22 1485-1445 | C-H gerilim band {-CHs) 11BE S1em1; 52, 19%T
g | 144537 14851445 | C-H gerilim band: {-CH;) | 848 focm.1; 83 83%T
126 o1} 83,327
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137} 3
1238,53 12301270 | Armid Il [S-Mve N-H gerilme bantlsn) T
Tt 1 1:7
182,51 C-0-C garilme band:
1435 23em-1
1086,45 C-OH garilim band
B
807,81 900-575 Aromatik bilegendaki C-H gerilim band:
772,07 1000-790 Diizlamsel bikilme tiragimlen dgmdaki C-H gerilim band L T TT2.07¢fn-): 50,86%T
i? 584,78 000-570 Diizlzmael bikilme tiragimlen digmdaki aromatik C-H gerilim band: e A BOT.B1cm1: 51.94%T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

Sekil 4.41.

rm-1

Mesalazin, kitozan, ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve
hyaluronik asitin fiziksel karigsiminin FTIR spektrumu
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Fikier | Aralkfom®) | Fonksiyonsl Grup
fem?)

sso] | 184608 | 16501580 | Primer amin (N-H geriim banc)
1529,75 | - COO (asimatrik gerilma titresimi)
148545 | 1485-1445 | C-H gerilim bandi (-CH,)

1o 11781 | 14m5142s C-H gerilim bandi (-CH,) LY " |

b ] 3L o
135322 | 1350-1260 O-H ve C-O garilim bantian \ s i |
124092 1230-1270 Amid 11 {C-N wa N-H gerilme bantlar) i ]

ol 11308 |- C-0-C gerilms bands n

5
1027 .56 - C-OH gerilim band L]
805,51 200-875 Aromatik bilegendeki C-H gerilim band
772,74 | 1000-700 Diizlemsel biikilme titregimier digindaki

1454 C-H gerilim band

.
‘93 685,01 200-670 Diizlemsal biikiilme titregimier digaindaki
aromatik C-H garilim band:
1401
135 k™ AU
LN T
130
555
1259 13853 27em ] 123 98%T
i
123
000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1

Sekil 4.42. Mesalazin, kitozan, ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8133 ve
hyaluronik asitin fiziksel karisiminin FTIR spektrumu

4.1.4. XRD Analizleri

XRD analizleri Bolum 3.2.4’'te anlatildigi gibi gerceklestiriimigtir. Mesalazinin ve
formulasyonda kullanilan polimerlerin tekli ve karisim halindeki difraktogramlari
Sekil 4.43-4.50 arasinda verilmigtir.

1600

1400 15,08°

1200 ‘

1000

800 7,53° ‘
~ ‘ 27,1°
600 ‘

Siddet (a.u)

! 24,19° H 28,26°
400 |

30,51°
36,78° 38,46°

J J
200 ‘ 22,47° 25,5

14,2 | “ A o A
D o e Dz

0 5 10 15 20
20 (derece)

45

Sekil 4.43. Mesalazinin XRD difraktogrami
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140
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Siddet (a.u.)
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20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Sekil 4.44. ipek fibroinin XRD difraktogrami

120 23.33°
100

80

60

Siddet (a.u.)

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
20 (derece)

Sekil 4.45. Hyaluronik asitin XRD difraktogrami
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26,09°

140
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Sekil 4.46. Sodyum aljinat-Protanal CR8223 Gin XRD difraktogrami
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Sekil 4.47. Sodyum aljinat-Protanal CR8133 Un XRD difraktogrami
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Sekil 4.48. Kitozanin XRD difraktogrami

400

350

300

[~}
[%1)
o

Siddet (a.u.)
e}
8

150

100

50

15,29°

16,72°

7,72°

27,3°
28,37°
24.,4°
5,56° || 36,91°
22,72 30,72° 38,58°
31,87°
20 25 30 35 40 45
20 (derece)

Sekil 4.49. Mesalazin, kitozan, ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8223 ve
hyaluronik asitin fiziksel karigiminin XRD difraktogrami
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Sekil 4.50. Mesalazin, kitozan, ipek fibroin, sodyum aljinat-Protanal CR8133 ve
hyaluronik asitin fiziksel karisiminin XRD difraktogrami

4.2. ipek fibroin eldesi ve karakterizasyonu
4.2.1 Protein miktar tayini yonteminin gelistirilmesi

Protein miktar tayini icin Bradford yonteminin gelistirimesi Bolium 3.3.1° de
anlatildigi gibi yapiimigtir. Miktar tayini yontemi gelistiriimesi ¢aligsmalari sonucunda
ipek fibroin ¢ozeltisinden ve liyofilize ipek fibroinden protein miktar tayini icin olmak
tzere iki ayri kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. ipek fibroin ¢cozeltisinden protein
miktar tayini icin Bradford yontemiyle elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 4.51'de,
liyofilize ipek fibroinden miktar tayini icin Bradford yontemiyle elde edilen

kalibrasyon dogrusu Sekil 4.52’de gdsterilmistir.
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y=0,0081x + 0,0368
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Sekil 4.51. Ipek fibroin ¢ozeltisinden protein miktar tayini igin Bradford yéntemiyle
elde edilen kalibrasyon dogrusu

y =0,0063x +0,0316
R?=0,9963

Absorbans
o o o
N (o)) [e¢]

o
N

o
©

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Derisim (pg/mL)

Sekil 4.52. Liyofilize ipek fibroinden protein miktar tayini icin Bradford yontemiyle
elde edilen kalibrasyon dogrusu

4.2.3 ipek fibroin eldesi igin optimizasyon ¢alismalari

ipek fibroin eldesi optimizasyon calismalari Bolim 3.3.2'de anlatildi§i gibi
gerceklestiriimistir. Zamk giderme isleminden sonra uzaklasan serisin miktari

gravimetrik olarak analiz edilmistir ve sonuglar Cizelge 4.20’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.20. Zamk giderme islemi sonucunda uzaklasan serisin miktarinin
gravimetrik olarak analiz sonuglari

Tartilan ipek Bocegi Kozasi | Zamk Giderme Isleminden Sonra Elde Edilen %Kavi
Agirhdi (g) Materyal Agirligi (g) oRaylp
2,564 1,894 26,12
2,558 1,845 27,86
2,579 1,904 26,19
Ortalama %Kayip 26,72
Standart Sapma 0,985

Optimizasyon galismalari kapsaminda ipek fibroin ¢ozeltisi eldesinin optimizasyonu
icin Cizelge 3.1°’de yer alan deneyler yapiimistir ve ipek fibroin ¢ozeltilerinin protein
miktarlari Bradford yéntemiyle analiz edilmistir. Analiz sonuclari Cizelge 4.21'de
verilmistir. Liyofilize ipek fibroin eldesinin optimizasyonu icin ise Cizelge 3.2’de yer
alan deneyler yapilmigtir ve deney sonuglari Cizelge 4.22’de gosterilmigtir. Daha
sonra ipek fibroin eldesini etkileyen parametrelerin, ipek fibroin protein igerigine
etkisinin degerlendiriimesi amaciyla Graphpad Prism 10.1.2 programi kullanilarak
tek yonlu varyans analizi yontemi ile istatistiksel analizler gerceklestirilmigtir. Bu
istatistiksel analiz sonuglari ekstraksiyon ajani tipinin elde edilen ipek fibroinin
protein igerigine etkisi ipek fibroin ¢ozeltisi icin Sekil 4.53’te, liyofilize ipek fibroin igin
Sekil 4.54'te; diyaliz islemi icin kullanilan diyaliz membranin MWCO dederinin etkisi
ipek fibroin ¢ozeltisi icin Sekil 4.55'te, liyofilize ipek fibroin icin Sekil 4.56’da; diyaliz
suresinin etkisi ipek fibroin ¢ozeltisi igin Sekil 4.57°de, liyofilize ipek fibroin igin Sekil

4.58’de; santriflj isleminin etkisi ipek fibroin ¢ozeltisi icin Sekil 4.59’da gosterilmistir.

ipek fibroin cozeltisi ve liyofilize ipek fibroin icin yapilan deneylerde, 3.giinde ipek
fibroin ¢ozeltisi agregasyona ugramis ve ipek fibroin ¢dzeltisi elde edilememistir. Bu
nedenle optimizasyon ¢aligsmalari igin yapilan analiz sonuglarinda 3.gunde yer alan

deneyler yer almamaktadir.
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Cizelge 4.21. ipek fibroin ¢ozeltisi icin miktar tayini sonuglari (n=3, Ortalama +SS)

Diyaliz stresi | 1 guin 2 gun
Diyaliz
membranin
MWCO 3.500 12.000 3.500 12.000
degeri (Da)
5 sO* SS* sO SS sO SS sO SS
= 2,58 2,061 | 2,70 2,233 2,2427 | 2,113 2,1364 | 2,166
g ‘g +0,02 +0,003 | £0,003 | £0,002 | £0,0002 | +0,003 | £0,0007 | +0,001
T |8
& T
= _ 12,4736 2,37 2,4583 | 2,079 2,6815 | 2,4307 | 2,1865 | 2,085
-;‘3 £ | £0,0005 | +0,01 | £0,0027 | £0,005 | £0,0016 | £0,0012 | £0,0125 | +0,009
3 5 R
m |38

SO: Santrifiij éncesi

SS: Santriflij sonrasi

Cizelge 4.22. Liyofilize ipek fibroin icin miktar tayini sonuglari (n=3, Ortalama £SS)

Diyaliz sUresi 1 gln 2 gln
Diyaliz membranin MWCO degeri
(D{;) 9eM | 3500 12.000 3.500 12.000
Ekstraksiyon Ajisawa ajani 5,58+1,47 6,47+0,13 13,51+0,04 11,78%0,04
ajani tipi LiBr ¢ozeltisi 19,4040,01 16,10£0,01 11,5940,09 9,56+0,16
3 okokok Hekkk 3 *xkk ok ok
— 3 |—| I—I
y - - -
E 2 E E
5 2 E 52 <
;% 1 5 1 :.,E:,\ 1 E, Analiz Ortalama p degeri
3 & H & edilen fark
a a e e deney
0 0 numarasi
iF1  iF13 iF-3  iF-15 iF-5  iF17 iF-7  iF-19 IF-1-iF13 0,1150 <0,0001
D D
Deney numarasi Deney numarasi eney numarasi eney numarasi IF-3-IF-15 0,2420 <0,0001
P Kokkk - P — IF-5-iF-17 -0,4388 <0,0001
25 25 -

! | ’_\ 1 IF-7-IF19 | -0,05004 <0,0001
= ZJE‘ 20 T . :.E‘ IF-2-IF-14 -0,3059 <0,0001
Bas E 2 IF-4-iF16 0,1539 <0,0001
= E E E iF-6-iF-18 -0,3174 <0,0001
E 7 1.0 @ 4 - 1.0
& 5 s 5 iF-8-IF-20 | 0,08115 <0,0001
a Q05 Q Q 054

0.0 0- 0.0-
iF2  iF14 iF-4  IF-16 iF6 iF-18 iF8 iF-20

Deney numarasi

Deney numarasi

Deney numarasi

Deney numarasi

Sekil 4.53. ipek fibroin gozeltisi icin ekstraksiyon ajani tipinin elde edilen ipek
fibroinin protein igerigine etkisinin istatistiksel analiz sonuglari (ns:

p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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Protein miktar (%)

*okokk

X ek ok 154
- = _
20 < 15+ 2
S -
] & 104
154 b} E
£ 104 T
10+ £ c
2 T 51
5+ E & 2
0- 0- o
L-IF-1  L-iF-7 L-iF-2 L-iF-8

Deney numarasi

Deney numarasi

L-IF-3 L-IF-9
Deney numarasi

Protein miktar (%)
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* ¥
|
104
5
0= . .
L-IF-4 L-IF-10

Deney numarasi

Analiz edilen deney Ortalama fark p degeri
numarasi
L-iF-1-L-iF-7 -13,82 <0,0001
L-IF-2-L-IF-8 -9,630 <0,0001
L-IF-3-L-IF-9 1,920 0,0072
L-IF-4-L-iF-10 2,220 0,0019

Sekil 4.54. Liyofilize ipek fibroin icin ekstraksiyon ajani tipinin elde edilen ipek
fibroinin protein igerigine etkisinin istatistiksel analiz sonuglari (ns:
p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)

Derigim (mg/mL)

Derigim (mg/mL)

Rk

1
iF1iF-3

Deney numarasi

*
1

iF13  iF-15
Deney numarasi

Derigim (mg/mL)

Derisim (ma/mL)

g
o

-
o

-
°

o
o

e
o

o
o

2.0

Il
l

*kkkk *EEk

Derisim (mg/mL)

iF2 iF-4
Deney numarasi

IF5  iF-7

*ok kK * kK

Derigim (mg/mL)

iF-14 iF-16 iF17  iF-19

Deney numarasi

—
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0~

Deney numarasi

fl

Deney numarasi

Fkkk

25

Derigim (mg/mL)
S == =
. o o o

=
o

iIF-6
Deney numarasi

w

)

Derigim (mg/mL)

0

deckok ok

—

Analiz Ortalama p degeri
edilen fark
deney
. numarasi
IF-8 - -
IF-1-IF-3 -0,1117 <0,0001
IF-2-IF-4 -0,1717 <0,0001
IF-5-IF-7 0,1063 <0,0001
IF-6-iF-8 -0,05342 <0,0001
IF-13-IF-15 0,01531 0,0475
IF-14-IF-16 0,2881 <0,0001
IF-17-IF-19 0,4951 <0,0001
IF-18-iF-20 0,5432 <0,0001

iF-18  iF-20

Deney numarasi

Sekil 4.55. ipek fibroin ¢dzeltisi igin diyaliz membranin MWCO degerinin elde edilen

ipek fibroinin protein igerigine etkisinin istatistiksel analiz sonuglari (ns:
p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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Deney numarasi

Sekil 4.56.
3 sokkk
d
D 2
E
£
£
@
o
0
iF1 iFs
Deney numarasi
dkkk
3 |—|
z
> 2
E
E
.g 1
o
0
iF13  iF17

Deney numarasi

L-iF-3 L-iIF-4
Deney numarasi

*kkk
= 204 |
=
g 15+
£
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2
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0-

L-iF-7 L-iF-8
Deney numarasi
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Protein miktari (%)
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I_I

L-IF-9 L-iF-10
Deney numarasi

Analiz edilen deney Ortalama fark p degeri
numarasi
L-iIF-1-L-iF-2 -0,8900 0,4699
L-IF-3-L-IF-4 1,730 0,0170
L-iF-7-L-iF-8 3,300 <0,0001
L-iF-9-L-iF-10 2,030 0,0044

Liyofilize ipek fibroin igin diyaliz membranin MWCO degerinin elde
edilen ipek fibroinin protein icerigine etkisinin istatistiksel analiz

sonuglari (ns: p>0,05, *:

<0,0001)
25 Hokkk ,
—

T 20 -
£ z,
B1s H
E
£ £
3 os a

e
)
o

IF2 iF-6
Deney numarasi

3 dokokok 3

I 1 —

g =

£ £
52 52

E E

£ £
2 4 21

@

] a
0

iF-14  iF-18

Deney numarasi

ek k

iF3  iF7

Deney numarasi

kK

iIF-15  iF-19
Deney numarasi

* kKK

Derigim (mg/mL)
e = = NN
o =] w o o

=
=)

iF-4  iF-8
Deney numarasi

ns
1

Derigim (mg/mL)
8 = = N N
©w =] ©w =] «

bl
°

iF-16  iF-20
Deney numarasi

p<0,05, **: p<0,01, ***:

p<0,001, **** p

Analiz Ortalama p degeri
edilen fark
deney
numarasi
IF-1-IF-5 0,3459 <0,0001
IF-2-iF-6 -0,05169 <0,0001
IF-3-iF-7 0,5639 <0,0001
IF-4-iF-8 0,06658 <0,0001
IF-13-IF17 -0,2079 0,0475
IF-14-IF18 -0,06321 <0,0001
iF-15-iF-19 0,2719 <0,0001
IF-16-IF-20 | -0,006172 0,9739

Sekil 4.57. ipek fibroin ¢bzeltisi igin diyaliz siresinin elde edilen ipek fibroinin
protein igerigine etkisinin istatistiksel analiz sonuglari (ns: p>0,05, *:
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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20 * ¥k ¥k
154
10
5-]
0= . .
L-IF-8 L-IF-10

Deney numarasi

Analiz edilen deney Ortalama fark p degeri
numarasi
L-IF-1-L-iF-3 -7,930 <0,0001
L-iIF-2-L-iF-4 -5,310 <0,0001
L-IF-7-L-iF-9 7,810 <0,0001
L-iF-8-L-iF-10 6,540 <0,0001

Sekil 4.58. Liyofilize ipek fibroin igin diyaliz suresinin elde edilen ipek fibroinin
protein icerigine etkisinin istatistiksel analiz sonuglari (ns: p>0,05, *:
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)

sk

=

3

j —
E, E
=4 ‘5) 2
E E
£ E
.g 1 29
a a

0

iF1 iF2
Deney numarasi

3 *okkok 3
- -
E £
52 52
E E
E E
.g 1 &y
a a

0 0

iF-13  IF-14
Deney numarasi

Deney numarasi

Deney numarasi

Deney numarasi

Fdeokok *kk ok 25 kKK
- 520
E E
E! ] 215
£ E
8 g1
g ] 8 s Analiz Ortalama p degeri
edilen fark
.0 0.0 deney
iF3  iF4 iF-5 iFs6 iF7  iF8 numarasi
Deney numarasi Deney numarasi Deney numarasi iF-1-iF-2 0.5271 <0,0001
IF-3-IF-4 0,4671 <0,0001
TS EEEES —
l_l T ] 25 IF-5-IF-6 0,1295 <0,0001
E g 20 IF-7-IF-8 -0,03021 <0,0001
;"’ 2 .g 15 IF-13-IF-14 0,1062 <0,0001
€ £ 10 IF-15-IF16 |  0,3790 <0,0001
oy g 0 i
] 5 IF-17-IF-18 0,2509 <0,0001
o Q05 . -
IF-19-1F-20 0,1010 <0,0001
R . 0 0.0
iF15 iF-16 iF-17  iF-18 iF-19  iF-20

Sekil 4.59. ipek fibroin gézeltisi icin santrifijj isleminin elde edilen ipek fibroinin
protein icerigine etkisinin istatistiksel analiz sonuglari (ns: p>0,05, *:
p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)

Santrif(ij isleminden sonra bir miktar protein kaybi goérilse de santrifij isleminin

safsizliklari uzaklastirmak icin etkili oldugu goézlenmigtir. Bu amagla santrif(j
isleminin optimizasyonu igin 10000 rpm (8512 RCF) dénme hizinda 10 dk, 5000 rpm
(2128 RCF) donme hizinda 5 dakika ve 2500 rpm (532 RCF) dénme hizinda 5 dk
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santriftj islemi gerceklestiriimistir ve daha sonra % kayip hesaplanmistir. Bu
optimizasyon igleminin sonuglari Cizelge 4.23'te gdsterilmistir ve bu sonugclara gére
optimum santrifij islem kosulu 2500 rpm dénme hizinda 5 dakika olarak
belirlenmistir. Cizelge 4.24’te en yuksek protein igerigine sahip ipek fibroin eldesi
icin optimum islem kosullari verilmistir. Buna gore en yuksek protein igerigine sahip
ipek fibroin ¢ozeltisinin eldesinde, ekstraksiyon ajani olarak LiBr ¢ozeltisi, diyaliz
membranin MWCO degeri olarak 3.500 Da, diyaliz siresi olarak da 2 gun diyalizin
kullanildigi ve santrifuj isleminin gergeklestirildigi yontemin uygun olduguna karar
verilmistir. Daha sonraki deneyler igin bu islem kosullari kullanilarak ipek fibroin

uretimi gercgeklestirilmistir (Yildiz ve digerleri, 2023).

Cizelge 4.23. Ipek fibroin eldesinde santrifiij isleminin optimizasyonu sonuglari

Santriflij stresi (dakika) RPM/RCF % Kayip
10 10000/8512 9.33
10 5000/2128 4.37
5 2500/532 3.13

Cizelge 4.24. ipek fibroin eldesi igin optimum islem kosullari

Ekstraksiyon ajani tipi LiBr ¢dzeltisi
Diyaliz suresi 2 gun
Diyaliz membranin MWCO degeri 3500 Da

Santriftj iglemi kosullari
(Ipek fibroin ¢dzeltisi igin)

2500 RPM (532 RCF), 5 dakika

4.2.4. ipek fibroinin karakterizasyon ¢alismalari

Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonucunda elde edilen ipek fibroinin
karakterizasyon galismalari yapiimistir. ipek fibroinin karakterizasyon calismalari
ticari ipek fibroin (Bugamed Biotechnology, Turkiye) ile karsilastirmali olarak
gerceklestiriimigtir. Karakterizasyon g¢aligsmalari kapsaminda DSC analizi, FTIR

analizi, gravimetrik analiz ve sirkuler dikroizm olgumleri gergeklestiriimigstir.
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DSC analizleri

Optimum ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin DSC analizleri Bélim 3.3.3’ te anlatildigi
gibi gerceklestirilmistir. ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin DSC termogramlari Sekil
4.60’ta gosterilmigtir.

,,,,,, Optimum ipek fibroin
psc — Ticari ipek fibroin
mw

0.00
\/\/'\ Ekzotermik pik
N\
-2.00 \
v s aemt -

r—
mm) Endotermik pik
-4.00

\.—

-6.00

-t

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.60. Optimum ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin DSC termogramlari

FTIR analizi

Optimum ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin FTIR analizleri Bélim 3.3.3’te anlatildidi
gibi gergeklestirilmistir. ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin FTIR spektrumlari Sekil
4.61’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.61. Optimum ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin FTIR spektrumlari

Gravimetrik analiz
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Optimum ipek fibroin igin gravimetrik analiz Bolum 3.3.3’te anlatildigi gibi

gerceklestiriimistir. Gravimetrik analiz sonucunda optimum ipek fibroinin derigimi

gravimetrik olarak %5 olarak bulunmustur ve daha sonraki ¢calismalarda bu deger

kullaniimigtir.

ipek fibroin yapi analizi testi

Optimizasyon calismalari sonucunda elde edilmis ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin

ikincil yapilarinin belirlenmesi ve bu yapilarin kargilastirilmasi amaciyla sirkuler

dikroizm analizleri Bolum 3.3.3'te anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Optimum ipek

fibroin ve ticari ipek fibroinin sirkiler dikroizm sonuclari Sekil 4.62°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.62. Optimum ipek fibroin ve ticari ipek fibroinin sirkller dikroizm
spektogramlari

4.3. Onformiilasyon Galismalarn

4.3.1.U¢ boyutlu biyobaski icin gerekli biyomiirekkep formiilasyonlarinin
hazirlanmasi amaciyla yapilan 6n ¢caligmalar

Biyomurekkep formulasyonunun hazirlanmasi igin yapilan o6n c¢alismalar
kapsaminda sodyum aljinat (Protanal LFR 10/60), ipek fibroin ve hyaluronik asit
kullanilarak farklh biyomurekkep formulasyonlari hazirlanmis ve bu formulasyonlarin
yuzey gerilimi ve viskozite Olgumleri Bolum 3.4.1°de anlatildigi gibi

gerceklestiriimistir ve 6lgim sonuclari Cizelge 4.25'te verilmistir.
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Cizelge 4.25. On formiilasyon calismalari kapsaminda gelistirilen biyomirekkep
formualasyonlarinin yuzey gerilimi, viskozite olgum sonuglar ve
basilabilirlikleri (n=3)

Biyomurekkep icerigi Viskozite Yuzey Basilabilirlik
formilasyon kodu | (SA:IF:HA mg) | (Shear Rate:50) Gerilimi

(mPa.s) (mN/m)

Ortalama +SS Ortalama +SS
B1/100-75-20 100:75:20 629,53+2,29 45,22+1,33 -
B2/100-75-25 100:75:25 960,20+2,80 42,88+0,43 +
B3/100-50-25 100:50:25 1123,88+2,29 34,45+1,18 +
B4/100-50-50 100:50:50 1354,49+2,29 44,02+0,17 +
B5/100-25-50 100:25:50 1147,73+£2,29 42,32+0,30 +
B6/100-25-75 100:25:75 1402,20+4,58 42,46+0,53 +
B7/75-75-50 75:75:50 506,27+6,06 53,77+1,69 +
B8/75-50-75 75:50:75 1567,86+29,84 42,08+3,12 +
B9/50-75-75 50:75:75 1019,18+4,58 31,1740,06 +

Yapilan degerlendirmelerde B1/100-75-20 formulasyonu, viskozite ve ylzey
geriliminin 3B baski i¢cin uygun olmamasi, B8/75-50-75 formulasyonu,
formulasyonda bulunan ipek fibroin miktarinin dusuk olmasi, B9/50-75-75
formUlasyonu ise formulasyonda bulunan sodyum aljinat miktarinin gapraz baglama
islemi icin yeterli olmamasi nedeniyle daha sonraki g¢alismalarda kullaniimamistir.
Diger biyomlrekkep formulasyonlari her seferinde esit miktarda formulasyon
hazirlanmasi ve biyomurekkeplere yuklenecek olan mesalazin ve TNF-a siRNA
miktarlarinda sapma olmamasi amaciyla sabit hacimde (5 mL) olacak sekilde tekrar
hazirlanmigtir. BiyomUrekkepler HA ¢ozeltisi en fazla %2 derisimde hazirlanabildigi
ve elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi ise gravimetrik olarak %5 derigsime sahip oldugu
icin formiilasyonlarda yer alan SA:iF:HA polimer oranlarinin mg olarak sabit kalmasi
amaciyla SA ¢ozeltisi derisimleri degistirilerek hazirlanmistir (Cizelge 3.4). Daha
sonra bu biyomurekkep formulasyonlari igin, viskozite, yuzey gerilimi ve basilabilirlik

Olcimleri gergeklestiriimistir ve sonuglar Cizelge 4.26’da gosterilmistir.

Cizelge 4.26. Sabit hacimde hazirlanan biyomurekkep formulasyonlarinin viskozite,
yuzey gerilimi ve basilabilirlik analizi sonuglari (n=3)

Biyomurekkep icerigi Viskozite Yiizey Gerilimi Basilabilirlik
formilasyon kodu (SA:SF:HA mg) | (Shear Rate:50) (mN/m)

(mPa.s) Ortalama £SS

Ortalama +SS
B2/100-75-25 100:75:25 1123,88+33,81 36,38+0,36 +
B3/100-50-25 100:50:25 915,80+12,77 44,25+1,25 +
B4/100-50-50 100:50:50 1642,09+0,00 39,4140,40 +
B5/100-25-50 100:25:50 2832,24+16,06 46,32+1,03 +
B6/100-25-75 100:25:75 3514,78424,18 36,89+0,10 +
B7/75-75-50 75:75:50 2634,09+0,00 47,00£2,30 +
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Bu biyomurekkep formulasyonlarinin ylzey gerilimi ve viskoziteleri 3B biyobaski i¢in
uygun bulunmus ve formilasyonlarin timua basilabilir olarak degerlendirilmigtir.
Ekstrizyon temelli biyobaski i¢in viskozite degerlerinin 1-60.000.000 mPa.s araligi
gibi genig bir aralikta olmasi basim igin yeterli olmakla birlikte, basilan materyalin
seklinin korunmasi icin viskozitenin ylksek olmasi tercih edilmektedir (O’Connel ve
digerleri, 2020). Yapilan degerlendirme sonucunda B3/100-50-25, B4/100-50-50,
B6/100-25-75 ve B7/75-75-50 formulasyonlari daha sonraki calismalar igin
secilmistir. Baski isleminden sonra 3B basilan hidrojeller gapraz H3/100-50-25,
H4/100-50-50, H6/100-25-75 ve H7/75-75-50 olarak kodlandiriimistir.

Capraz baglama suresinin optimizasyonu calismalari

Capraz baglama suresi optimizasyon c¢alismalari H3/100-50-25, H4/100-50-50,
H6/100-25-75 ve H7/75-75-50 formulasyonlari icin Bolum 3.4.1’de anlatildigi gibi
gerceklestiriimigtir. Her bir formulasyon i¢in 24 saat sonunda % agirlik kaybi degeri
belirlenmistir ve agirlik kayiplarinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadiginin
belirlenmesi igin istatistiksel analiz gergeklestiriimigtir. Capraz baglama suresi
optimizasyonu i¢in % agirlik kaybi degerleri Cizelge 4.27°'de, istatistiksel analiz
sonuglari ise Sekil 4.63'te gosterilmistir. Sekil 4.63’e bakildi§i zaman butdn
formuUlasyonlar icin 15, 30 ve 45 dakika ¢capraz baglama sulresi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi gézlenmistir (p>0,05). Capraz baglama suresi olarak

15 dakika secilmistir ve bundan sonraki ¢alismalarda 15 dakika kullaniimistir.

Cizelge 4.27. Capraz baglama suresi optimizasyonu igin % agirlik kaybi degerleri

(n=3)
Hidrojel Capraz N 24. . saat -
Formiilasyon Baglanma Baslangic Agirhigi (mg) Sgnundakl % Agirlik kaybi
Y agiar Ortalama £SS Agirlik (mg) Ortalama £SS
Kodu Siresi (dk) 9 9
Ortalama +SS

H3/100-50-25 45 479,1£52,9 43,845,5 90,840,2

30 445,1+116,5 42,9+11,9 90,4+0,2

15 387,3+104,6 34,7+8,3 91,0+0,6
H4/100-50-50 45 378,2424,4 31,9+3,4 91,6+0,7

30 478,8+101,9 39,248,6 91,8+0,4

15 487,9457,8 37,7455 92,3+0,3
H6/100-25-75 45 382,3164,5 30,3+7,2 92,1+0,8

30 401,1+63,9 31,8+4,7 92,1+0,5

15 516,2+122,6 33,315,5 93,5+2,2
H7/75-75-50 45 572,1£120,5 57,049,5 90,0+0,7

30 518,3+113,7 46,5+8,8 91,0+1,6

15 529,3+113,2 41,4+19,3 92,2+2,3
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Sekil 4.63. Capraz baglama stresi optimizasyonu igin istatistiksel analiz sonuglari

Hidrojellerden mesalazin salimi ¢calismasi

Mesalazinin salim profilini gézlemlemek amaciyla B3/100-50-25, B4/100-50-50,
B6/100-25-75 ve B7/75-75-50 biyomUrekkep formuilasyonlarina mesalazin
yuklenmis ve 3B biyobaski teknolojisi ile mesalazin yukli H3/100-50-25, H4/100-
50-50, H6/100-25-75 ve H7/75-75-50 kodlu hidrojeller hazirlanmigtir. Bu hidrojeller
kullanilarak Franz difuzyon hicresi yontemi ile in vitro salim deneyi yapilmigtir.
Franz difuzyon hdcresi deneyleri Bolum 3.4.1’'de anlatildidi  sekilde
gerceklestiriimistir ve hem biyomUrekkep formulasyonlarindan hem de 3B basiimis
hidrojel formulasyonlardan in vitro mesalazin salimi ¢alismasi yapiimistir. Salim
sonucunda % salinan mesalazin- zaman grafikleri gizilmis ve bu grafikler, B3/100-
50-25 ve H3/100-50-25 igin Sekil 4.64’te, B4/100-50-50 ve H4/100-50-50 i¢in Sekil
4.65te, B6/100-25-75 ve H6/100-25-75 icin Sekil 4.66'da ve B7/75-75-50 ve H7/75-
75-50 igin Sekil 4.67°de sunulmustur.
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Sekil 4.64. On formiilasyon calismalari kapsaminda gelistirilen B3/100-50-25
biyomurekkep ve H3/100-50-25 hidrojel formulasyonundan mesalazinin
in vitro salim profili (=3, OrtalamazSS).
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Sekil 4.65. On formiilasyon calismalari kapsaminda gelistirilen B4/100-50-50
biyomurekkep ve H4/100-50-50 hidrojel formulasyonundan mesalazinin
in vitro salim profili (h=3, OrtalamazSS).
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Sekil 4.66. On formilasyon calismalari kapsaminda gelistirilen B6/100-25-75
biyomurekkep ve H6/100-25-75 hidrojel formulasyonundan mesalazinin
in vitro salim profili (=3, OrtalamazSS).
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Sekil 4.67. On formilasyon calismalari kapsaminda gelistirilen B7/75-75-50
biyomurekkep ve H7/75-75-50 hidrojel formilasyonundan mesalazinin in
vitro salim profili (n=3, OrtalamazSS).

Franz difuzyon yontemi ile in vitro salim deneyi sonuglarina gore tum formulasyonlar
icin 3B basilmis  hidrojellerden  mesalazin  saliminin,  biyomurekkep
formilasyonlarina gére daha yavas oldugu gozlenmistir. Ayrica en yavas mesalazin
salimin B7/75-75-50 biyomurekkep ve bu biyomurekkep formulasyonu kullanilarak
uretilen H7/75-75-50 hidrojel formulasyonu ile elde edildigi gortlmustir. Bu nedenle
daha sonraki galigmalarda kullanilmak Uzere B7/75-75-50 kodlu biyomurekkep

formulasyonu segilmistir.
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4.4. Formilasyon Gelistirme Calismalari

4.4.1.0ral uygulama ig¢in optimum formiilasyonun belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢caligmalar

Oral uygulama icin mide ortaminda salim hizinin yavaslatiimasi amaciyla farkh
aljinat tipleri kullanilarak biyomulrekkep formulasyonlari ve bu formulasyonlar
kullanilarak Boélim 3.4.1°de yer alan “3B Biyobaski Isleminin Gergeklestiriimesi”
bashgi altinda anlatildigi gibi 3B biyobaski ile hidrojel formulasyonlari Gretilmistir.
Bu formulasyonlarda, B7/75-75-50 baz alinmig, sadece aljinat tipi degistiriimistir.
Bélim 3.5.1'de

gerceklestiriimistir. Hazirlanan biyomurekkep formdilasyonlarinin yizey gerilimi,

Hazirlanan formdilasyonlarin  kodlamasi anlatildigr  gibi
viskozite Olgimleri ve basilabilirlik parametresinin degerlendiriimesi Bolim 3.4.1°de
anlatildigi gibi gerceklestiriimistir ve bu sonuglar Cizelge 4.28’de verilmistir.
Formulasyonlarin tmunun yuzey gerilimi ve viskozite degerleri ekstrizyon temelli

3B biyobaski i¢in uygun bulunmus ve formulasyonlar basilabilir bulunmustur.

Cizelge 4.28. Farkli  aljinat tipleri  kullanilarak  hazirlanan  biyomurekkep
formuUlasyonlarinin karakterizasyon galismalari sonuglari (n=3)

Formulasyonda Yuzey gerilimi (mN/m) Viskozite (cP) (Shear | Basilabilirlik
kullanilan aljinat tipi (Ortalama £ SS) rate:10)

(Ortalama + SS
M-B7/oral 40,78+1,48 13603+275 +
(Manucol)
P8133- B7/oral 34,89+0,07 14009+30 +
(Protanal CR8133)
P8223-B7/oral 57,42+0,93 17501+ 61 +
(Protanal CR8223)
A-B7/oral 26,21+0,51 136031275 +
(Aquateric)

Optimum oral formiilasyonunun belirlenmesi icin in vitro coziinme hizi calismasi

Mesalazin yukli hidrojel formulasyonlari olan M-H7, P8133-H7, P8223-H7, A-H7
hidrojel formulasyonlari ile oral uygulama igin yapilan in vitro ¢ézinme hizi
calismalari Bolum 3.5.1°de yer alan “Optimum oral hidrojel formdilasyonunun
belirlenmesi igin in vitro ¢bzinme hizi g¢aligsmasi” bashginda anlatildigi gibi

gerceklestirilmistir. in vitro c¢dzinme hizi calismalari sonucunda % salinan
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mesalazin-zaman grafikleri gizilmis ve in vitro ¢ézinme hizi sonuglar Sekil 4.68'de

sunulmustur.
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Sekil 4.68. Farkli  aljinat  tipleri  kullanilarak  gelistirilen  oral  hidrojel
formalasyonlarindan mesalazinin in vitro salim profilleri (n=3,
OrtalamazSS)

Co6zunme hizi calismalari, ylzey gerilimi, viskozite ve basilabilirlik sonuglarina gore
oral uygulama icin optimum biyomurekkep formulasyonu P8223-B7/oral, optimum

hidrojel formulasyonu P8223-H7/oral olarak segilmigtir.

4.4.2.Rektal uygulama i¢in optimum formiilasyonun belirlenmesi igin yapilan
calismalar

Oral biyomurekkep formulasyonlarinda kullanilan sodyum aljinat tipleri kullanilarak
(Protanal LFR 10/60 yerine daha yuksek molekul agirhgina sahip Manucol, Protanal
CR8133, Protanal CR8223 ve Aquateric) oral formulasyon igin belirlenen optimum

polimer oranlarinda  biyomurekkep formulasyonlari  hazirlanmistir.  Bu
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formUlasyonlar Bolim 3.5.2°de anlatildigi gibi  kodlanmigtir.  Hazirlanan
biyomulrekkep formulasyonlarinin ylzey gerilimi, viskozite élgimleri ve basilabilirlik
parametresinin degerlendirimesi Bolum 3.4.1 “Ug boyutlu biyobaski igin gerekli
biyomtirekkep formdilasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla yapilan én ¢alismalar”
basliginda anlatildidi gibi gerceklestiriimistir ve bu sonuglar Cizelge 4.28'de

verilmigtir.

Optimum rektal formulasyonunun belirlenmesi icin in vitro cozinme hizi calismasi

Mesalazin yuklu hidrojel formulasyonlari olan M-H7, P8133-H7, P8223-H7, A-H7
hidrojel formulasyonlari ile rektal uygulama icin yapilan in vitro ¢ézlinme hizi
calismalari Bolim 3.5.2°'de yer alan “Optimum rektal formUilasyonunun belirlenmesi
icin in vitro ¢éziinme hizi galismasi” bagliginda anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. In
vitro ¢ézunme hizi ¢alismalari sonucunda % salinan mesalazin-zaman grafikleri

cizilmis ve in vitro ¢éziinme hizi sonuglar Sekil 4.69°'da sunulmustur.
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Sekil 4.69. Farkh  aljinat  tipleri  kullanilarak  gelistirilen  rektal  hidrojel
formulasyonlarindan mesalazinin in vitro salim profilleri (n=3,
OrtalamazSS)
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Co6ziunme hizi galismalari ytzey gerilimi, viskozite ve basilabilirlik sonuglarina gére
rektal uygulama igin optimum biyomurekkep formuilasyonu P8133-B7/rektal, rektal

uygulama igin optimum hidrojel formulasyonu P8133-H7/rektal olarak segilmistir.

4.4.3. Oral ve rektal uygulamada kullaniimak tizere 3B biyobaski igin optimum
biyomiirekkep formiilasyonlarinin hazirlanmasi

Formulasyon gelistirme calismalari kapsaminda yapilan viskozite, yuzey gerilimi,
basilabilirlik dlgimleri ve in vitro ¢dézinme hizi galigmalar ile oral ve rektal
uygulanmak segilen optimum biyomurekkep formulasyonlari Bolum 3.5.3’te

anlatildigi gibi hazirlanmistir.

45.Optimum Oral ve Rektal Biyomirekkep Formiilasyonlarinin
Karakterizasyon Caligmalari

4.5.1. Viskozite, yuzey gerilimi élglimleri ve akis tipinin belirlenmesi

Optimum oral ve rektal biyomurekkep formdilasyonlari olan P8223-B7/oral ve
P8133-B7/rektal biyomurekkep formdilasyonlarinin viskozite ve yuzey gerilimi
Olcimleri Bolum 3.4.1°de anlatildigi gibi gergeklestiriimistir. Viskozite dlgimlerinden
sonra akis tipinin belirlenmesi icin viskozite-kayma hizi ve kayma hizi-kayma
gerilimi grafikleri cizilmistir. Viskozite ve yuzey gerilimi sonuglari Cizelge 4.29'da
(Cizelge 4.28) verilmistir. Oral biyomurekkep formuilasyonunun (P8223-B7/oral)
viskozite-kayma hizi ve kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri Sekil 4.70’te, rektal
biyomurekkep formulasyonunun (P8133-B7/rektal) viskozite-kayma hizi ve kayma

hizi-kayma gerilimi grafikleri ise $ekil 4.71’de sunulmustur.

Cizelge 4.29. Optimum oral ve rektal biyomurekkep formulasyonlarinin viskozite ve
yuzey gerilimi degerleri (n=3)

Biyomurekkep Biyomurekkep Yuzey gerilimi (mN/m) | Viskozite (cP) (Shear
formulasyonu tipi formulasyon kodu (Ortalama £ SS) rate:10)
(Ortalama £ SS)
Oral P8223- B7/oral 57,42+0,93 17501+ 61
Rektal P8133-B7/rektal 34,89+0,07 14009+30
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Sekil 4.70. Optimum oral biyomurekkep formuilasyonunun (P8223- B7/oral) A:
Kayma hizi-viskozite B: Kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri
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Sekil 4.71. Optimum rektal biyomurekkep formulasyonunun (P8133-B7/rektal) A:
Kayma hizi-viskozite B: Kayma hizi-kayma gerilimi grafikleri

Cizelge 4.29a gore P8223-B7/oral ve P8133-B7/rektal biyomurekkep
formulasyonlarinin ylzey gerilimi ve viskozite degerleri 3B ekstrizyon baski igin
uygun bulunmustur. Sekil 4.70 ve S$ekil 4.71'e gore her iki biyomurekkep
formulasyonunun psoédoplastik akis tipi gosterdikleri goérilmis ve 3B ekstrizyon
baski i¢in uygun akis tipine sahip olduklari sonucuna variimistir.
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Osilasyonel reometre analizleri

P8223-B7/oral ve P8133-B7/rektal biyomlrekkep formulasyonlarinin osilasyonel
reometre analizleri BOlum 3.6’da anlatildigi gibi gerceklestiriimigtir. Osilasyonel
reometre kullanilarak hem oral hem de rektal optimum biyomurekkep
formUlasyonunun kayip moduli (G”) ve depolama moduli (G’) élglimleri hem artan

frekans degerlerine hem de artan kayma gerilimi degerlerine karsi olgiimustir.

Optimum biyomurekkep formulasyonlarinin frekansa karsi kayip modulu (G”) ve
depolama modulu (G’) dlcumleri grafigi Sekil 4.72’de; kayma gerilimine karsi kayip
moduli (G”) ve depolama modulli (G’) élgumleri grafigi Sekil 4.73’te sunulmustur.
3B ekstrizyon temelli biyobaski igin depolama moduli (G’) degerlerinin kayip
modull (G”) deg@erlerinden buyuk olmasi gerekmektedir. Hem artan frekans hem de
artan kayma gerilimi degerlerinde oral ve rektal biyomurekkep formulasyonlarinin
depolama moduli (G’) dederleri kayip modili (G”) degerlerinden yuksek

bulunmustur.
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Sekil 4.72. P8223-B7/oral ve P8133-B7/rektal biyomulrekkep formuilasyonlarinin
frekansa karsi kayip moduli (G”) ve depolama modulu (G’) dlgumleri
grafigi
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Sekil 4.73. P8223-B7/oral ve P8133-B7/rektal biyomurekkep formilasyonlarinin
kayma gerilimine karsi kayip modulu (G”) ve depolama modullu (G’)
Olcimleri grafigi

4.6. Oral ve Rektal Uygulama igin Sadece Mesalazin Yukli Optimum Hidrojel
Formulasyonlarinin 3B Biyobaski Iglemi

Sadece mesalazin yukli O-Mes kodlu oral ve R-Mes kodlu rektal hidrojel
formuUlasyonlarinin 3B biyobaski islemi Cizelge 3.8’de verilen baski parametreleri
kullanilarak Bolum 3.7'de anlatildigi gibi gergeklegtiriimistir. Uygulama yolu ve
kolayligi acisindan O-Mes hidrojel formulasyonu tablet seklinde, R-Mes hidrojel
formulasyonu ise supozituvar seklinde Resim 3.13’te gdsterildigi gibi basiimigtir. 3B
Baski igslemi sonucunda oral hidrojel formilasyonunun (O-Mes) ¢api 2 cm yuksekligi
ise 1,7 cm olarak Olgulmustir. O-Mes hidrojel formilasyonu 30 mg mesalazin
icermektedir. Rektal hidrojel formulasyonunun (R-Mes) ise uzunlugu 2,8 cm olarak
Olclimustir. Piyasada yer alan supozituvar formalasyonlarinin uzunlugu 3 cm’dir.

R-Mes hidrojel formllasyonu 20 mg mesalazin icermektedir.
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4.7. Sadece Mesalazin Yukliu Optimum Oral ve Rektal Hidrojel Formulasyonlari
ile In Vitro Coziinme Hizi Caligmalari

Sadece mesalazin iceren hidrojel formulasyonlarinin (O-Mes ve R-Mes) in vitro
¢ozinme hizi deneyleri Bolum 3.8'de anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Oral
formUlasyonun salim profili, mesalazin iceren piyasa preparati Pentasa® tablet (O-
Ticari) ile karsilastirimigtir. Rektal formulasyonun in vitro mesalazin salim profili,
mesalazin iceren piyasa preparati Salofalk® supozituvar (R-Ticari) ile
kargilagtinlmistir In vitro ¢éziinme hizi sonuglari oral formilasyonlar igin Sekil
4.74'te, rektal formulasyonlar igin ise Sekil 4.75’te verilmigtir. Oral ve rektal hidrojel
formllasyonu ve oral ve rektal piyasa preparatinin salim profillerinin
karsilastirimasi amaciyla hesaplanan f1(fark faktorld) ve f2(benzerlik faktoru
degerleri Cizelge 4.30°’da gosterilmistir. CozUnme hizi sonuglari ve f1, f2 degerlerine
gore hem oral hem de rektal hidrojel formulasyonunun piyasa preparatlariyla benzer

bir salim profiline sahip oldugu goézlenmisgtir.

120

100

80

60

40

% Salinan mesalazin

20

0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Zaman (saat)

Pentasa® tablet =—a=0-Mes

Sekil 4.74. Sadece mesalazin igeren oral hidrojel formilasyonundan (O-Mes) ve
oral piyasa preparati Pentasa® tabletten (O-Ticari) mesalazinin salim
profilleri (n=3, OrtalamaSS).



172

120

100

——]

Salofalk® supozituvar

&0
60

40

0% Salinan mesalazin

20

a 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Zaman (saat)

===Salofalk® supozituvar =-=R-Mes

Sekil 4.75. Sadece mesalazin igeren rektal hidrojel formulasyonundan (R-Mes) ve
rektal piyasa preparati Salofalk® supozituvardan (R-Ticari) mesalazinin
salim profilleri (n=3, OrtalamatSS).

Cizelge 4.30. Sadece mesalazin yuklu oral ve rektal hidrojellerin piyasa
preparatlariyla  salim  profillerinin  karsilastirlmasi  amaciyla
hesaplanan f2 ve f2 degerleri

Formulasyon kodu

O-Mes R-Mes
fl 10 12
f2 55 52

4.8. TNF-a Geninin Susturulmasi Amaciyla Hazirlanan Formiulasyonlar

Kitozan:TNF-a siRNA polipleksleri Bolum 3.9.1’de anlatildigi gibi Cizelge 3.10’da

verilen oranlarda hazirlanmistir.

4.8.1. Kitozan:TNF-a siRNA poliplekslerinin karakterizasyonu

Polipleksler hazirlandiktan sonra Bolum 3.9.2’de anlatildigi gibi kitozan-siRNA

polipleks olusum oranini belirlemek amaciyla jel retardasyon galismalari yapiimigtir.
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Jel gorintuleri Resim 4.1’de verilmistir. Resim 4.1’de jellerde yer alan kuyucuklara
yuklenen poliplekslerin orani ve polipleks numarasi verilmistir. Buna gore P-10
kodlu polipleksten itibaren (kitozan:TNF-a siRNA orani 10) polipleks olusumunun
basladigi gozlenmektedir. Polipleks olusumu kuyucuklarin dolu olmasi ve jellerde
surtklenme izi olmamasi ile anlasiimaktadir. Clinkl serbest siRNA surtklenirken,
kompleks haldeki siRNA kuyucukta parlayip hareket etmemektedir. Optimum
kitozan:TNF-a siRNA polipleksinin belirlenmesi amaciyla P-10 kodlu polipleksten
itibaren poliplekslerin partikal buyuklagu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel
Olcimleri Malvern Zetasizer ile gerceklestirilmistir, analiz sonuglari Cizelge 4.31’de
verilmistir. Cizelge 4.31’e gore P-40 ve P-50 kodlu poliplekslerin partiktl bayukIugu,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerlerinin uygun oldugu ve literatlrle de
uyumlu oldugu goézlenmig, daha sonraki g¢alismalar i¢cin P-40 ve P-50 numarali

poliplekslerin kullaniimasina karar verilmistir.

N Kontrol Antisense siRNA

@w P-0,1
N Kontrol Antisense siRNA

<
Z
T
7
(O]
%)
<
)
%
g
=
®]
N
1

- Kontrol-Sense siRNA

Resim 4.1. Polipleks olusturmak igin optimum kitozan-TNF-a siRNA oraninin
belirlenmesi i¢in yapilan jel retardasyon galismasi ile elde edilen jel
goruntuleri
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Cizelge 4.31. Kitozan:
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel 6lgumleri (n=3)

TNF-a

siRNA  poliplekslerinin

partikul

bayuklaga,

Polipleks Kitozan:TNF-a Partikil BuyUklagu | PDI Zeta Potansiyel
Kodu siRNA Orani (nm) (Ortalama £ SS) | (mV)
(Ortalama * SS) (Ortalama £ SS)
P-10 10 563,3+197 4 0,596+0,157 9,38+3,73
P-20 20 1165,1 +618,8 0,839+0,278 12,9431
P-30 30 509,6 +200,0 0,562+0,177 17,242,8
P-40 40 291,3 +28,8 0,350+0,010 20,7+1,0
P-50 50 314,4+36,5 0,521+0,116 16,7+0,7

4.9. Hucre Kultlirii Caligmalari

Hucre kultura calismalarinda kullanilacak hucre hatti olan RAW 264.7 hucreleri

Bolum 3.10° da anlatildigi gibi Uretici protokollerine gore basariyla kilttrlenmistir.
4.9.1. in vitro gen susturma galismalari

in vitro gen susturma calismalari, hazirlanan formiilasyonlarin inflamatuvar
bagirsak hastaliginda 6nemli bir belirteg olan TNF-a geni Uzerinde susturma
etkinliginin  degerlendiriimesi amaciyla gercgeklestiriimigtir. TNF-a geninin
susturulmasi inflamatuvar bagirsak hastaligi tedavisindeki yeni stratejilerden bir
tanesidir. Calismada RAW 264.7 hcrelerinde in vitro gen susturma calismalari
Bolim 3.10.1°de anlatildigi gibi yapilmistir. in vitro gen susturma sonuclari Sekil

4.76’da verilmigtir.

Sonuglara gore P-40’'in %64,47, P-50'nin ise %23,24 gen susturma etkinliginin
oldugu ve P-40'in P-50’ye gore gen susturma etkinliginin anlamh bir sekilde fazla
oldugu gorulmektedir (p<0,05). Ayrica P-40’in pozitif kontrol olan ve %44,54 gen
susturma etkinligine sahip Dharmafectle karsilastirildiginda gen susturma
etkinliginin daha fazla oldugu goézlenmigtir. P-50’'nin gen susturma etkinliginin
olmasina ragmen sadece P-50 igeren oral ve rektal hidrojellerin (O-P-50 ve R-P-50)
gen susturma etkinligi olmadigi gorulmuastar. Ancak sadece P-40’1 iceren oral ve
rektal hidrojellerin (O-P-40 ve R-P-40) gen susturma etkinliginin P-40 ile ¢ok yakin
oldugu, pozitif kontrolden ise anlamli bir sekilde daha yuksek oldugu gorulmektedir
(p<0,05). Butun karakterizasyon galismalari ve in vitro gen susturma g¢aligsmalari géz
onlnde bulunduruldugunda optimum polipleks formulasyonu olarak P-40 secilmistir.
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Mesalazinin tek basina disuk de olsa O-Mes formillasyonunda yaklasik %8,92,
rektal formilasyonda ise yaklasik %18,22 gen susturma etkinliginin oldugu
goOrulmektedir. O-Mes-P-40 hidrojel formulasyonunun gen susturma etkinliginde, O-
P-40 hidrojel formulasyonuna gore azalma izlenmistir, ancak bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.5). Ancak rektal formulasyonlarda bu durum

gozlenmemigtir.

in vitro gen susturma calismalari ile P-40'n ve P-40'1 igeren hidrojel

formulasyonlarinin TNF-a genini susturmada etkili oldugu sonucuna variimigtir.
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Sekil 4.76. in vitro TNF-a gen susturma galismasi sonuglari (n=3).0-P-40: Sadece
P-40 iceren oral formilasyon, R-P-40: Sadece P-40 igceren rektal
formiilasyon, O-Mes-P-40: P-40 ve mesalazin igeren oral formiilasyon, R-
Mes-P-40: P-40 ve mesalazin igeren rektal formiilasyon, O-P-50: Sadece
P-50 igceren oral formilasyon, R-P-50. Sadece P-50 igceren rektal
formdilasyon, O-Mes-P-50: P-50 ve mesalazin igeren oral formiilasyon, R-
Mes-P-50: P-50 ve mesalazin igceren rektal formlilasyon, O-Mes: Sadece
mesalazin igeren oral formilasyon, R-Mes: Sadece mesalazin igeren
rektal formiilasyon (ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p
<0,0001)
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4.9.2. Sitotoksisite galigmalari

Formulasyon hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin (Protanal CR8223, Protanal
CR8133, Hyaluronik asit, ipek fibroin, kitozan), etken madde olan mesalazinin, oral
ve rektal hidrojel formulasyonlarin, naked (¢iplak) ve polipleks halindeki TNF-a
siRNA'nin sitotoksisite analizleri RAW 264.7 hicre hattinda Bélim 3.10.2°de
anlatildigr gibi MTT yontemiyle gergeklestiriimistir. Formulasyonda kullanilan
polimerler, mesalazin, naked (¢iplak) ve polipleks halindeki TNF-a siRNA’nin
sitotoksisite sonuglari Sekil 4.77°de verilmistir. Buna gore formulasyonda kullanilan
polimerlerin, etken maddenin, TNF-a siRNA’'nin ve polipleks formulasyonlarinin
hucreler Uzerinde sitotoksisiteye neden olmadigi sonucuna variimigtir. Butun
polimerlerde, etkin maddede ve TNF-a siRNA’larda derisim degisiminin sitotoksisite
uzerinde anlamh bir etkisinin olmadigi goézlenmigtir (p>0,05). Hidrojel

formUlasyonlarinin sitotoksisite sonuglari Sekil 4.78’de verilmistir.
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Sekil 4.77. Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin gelistiriimesinde kullanilan
polimerlerin, mesalazinin ve TNF-a siRNA’'nin farkli derisimlerde RAW
264.7 hicrelerindeki sitotoksisite sonuglari (n=12)
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Sekil 4.78. Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin RAW 264.7 hucrelerindeki
sitotoksisite sonuglari (n=3). O-Bos: Bos oral formiilasyon, R-Bos: Bog
rektal formiilasyon, O-Mes: Sadece mesalazin igeren oral formiilasyon,
R-Mes: Sadece mesalazin igeren rektal formiilasyon, O-P-40: Sadece
polipleks igeren oral formiilasyon, R-P-40: Sadece polipleks igeren rektal
formiilasyon, O-Mes-P-40: Mesalazin ve polipleks igeren oral
formiilasyon, R-Mes-P-40: Mesalazin ve polipleks iceren rektal
formiilasyon (ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01)

Sekil 4.78’de verilen sonuglara gore tum formulasyonlarin RAW 264.7 hicrelerinde

sitotoksisiteye neden olmadidi ve yapilan istatistiksel degerlendirme ile de R-Bos
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hidrojel formulasyonu hari¢ diger formulasyonlarin hicre canliiginda anlamli bir
azalmaya neden olmadigi gézlenmistir (p>0,05). R-Bos formulasyonunda ise hiicre
canlihgr  %70’in uUzerinde oldugu icin bu formuilasyon sitotoksik olarak

degerlendiriimemigtir.

4.10. Kitozan:TNF-a siRNA Polipleksi ile Fizyolojik Sivilarda Stabilite
Calismalari

Karakterizasyon ve in vitro gen susturma calismalari sonucu segilen kitozan: TNF-a
SiIRNA polipleksinin (P-40) fizyolojik ortamlarda stabilite galigmasi Bolum 3.11’de
anlatildigi gibi gerceklestiriimigtir. Mide ortamini taklit etmek amaciyla pH 1.2,
bagirsak ortamini taklit etmek amaciyla da pH 6.8 tamponu kullaniimistir. Jel
retardasyon calismalari sonucunda elde edilen jel goruntuleri Resim 4.2°'de

gOsterilmigtir.

P-pH 6,8/6.saat
!

Kontrol ‘
N-RNAaz
P-RNAaz ¥

P-pH 1,2/1.saat .
P-pH 1,2/2.saat ‘

P-pH 6,8/2.saat Q

N-pH 1,2/2.saat '
N-pH 6,8/2.saat .
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N-pH 6,8/6.saat

Resim 4.2. P-40’in fizyolojik ortamlarda in vitro stabilite galismasinin jel gorintileri.
Sekilde yer alan “P” polipleks haldeki siRNA’y1 (P-40), “N” ise naked
(serbest) haldeki siRNA'yI belirtmek igin kullaniimigtir.

Jeldeki kuyucuklara eklenen ornekler sekilde yer almaktadir. Kuyucuklarin parlak

gorunmesi polipleks haldeki TNF-a siRNA’nin (P-40) elektroforez islemine bagh
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olarak ylrumedigi anlamina gelmektedir. Serbest siRNA ylklenmis kuyucuklarin
elektroforez islemi sonucunda bos goéruntilenmesi beklenmektedir. Buna gore
polipleks haldeki TNF-a siRNA’nin, naked (¢iplak) haldeki TNF-a siRNA’'ya gore her
iki ortamda da stabilitesinin daha fazla oldugu gorulmektedir. Naked (¢iplak) TNF-a
siRNA’'nin ise pH 1.2 ve 6.8’de kismi pargalanmaya ugradidi gorulmektedir. Jel
retardasyon c¢alismalari sonucunda polipleks hazirlamanin siRNA'nin stabilitesini
artirdigr ve P-40In fizyolojik ortamlarinda stabilitesini korudugu sonucuna

variimigtir.

4.11. TNF-a siRNA ve Mesalazin iceren Oral ve Rektal Formiilasyonlarin 3B
Biyobaski Yontemiyle Hazirlanmasi

TNF-a siRNA ve mesalazin igeren oral ve rektal formulasyonlarin 3B biyobaski
yontemiyle hazirlanmasi Bolum 3.12'de anlatildigr gibi gergeklestirilmistir.
Biyomurekkep formulasyonlarinin 3B biyobaski islemi icin kullanilan parametreler
Cizelge 3.8'de verilmigtir. Oral ve rektal hidrojel formullasyonlari Resim 3.13’te
gosterilen tasarima gore basiimistir. 3B biyobaski islemi ile hazirlanan O-Mes-P-40
ve R-Mes P-40 hidrojel formulasyonlarinin baski sonrasi goruntuleri Resim 4.3’te

gOsterilmistir. Formulasyon icerikleri Cizelge 3.11’de verilmistir.

Resim 4.3. 3B biyoyazici ile basilan oral ve rektal hidrojel formulasyonlarin
gorantaleri. A: O-Mes B: R-Mes
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4.12. TNF-a siRNA ve Mesalazin iceren Oral ve Rektal Formiilasyonlarin
Karakterizasyon GCaligmalar

TNF-a siRNA ve mesalazin igeren oral ve rektal 3B basiimis hidrojel formulasyonlari
uretildikten sonra karakterizasyon calismalari yapilmigtir. Bu c¢alismalar
kapsaminda DSC, FT-IR, XRD, TGA analizleri, sisme kapasitesi dlgimleri, in vitro
parcalanma deneyi, mekanik testler, mukoadezyon deneyi ve morfolojik analizler

gerceklestirilmigstir.
4.12.1. DSC analizleri

Oral ve rektal hidrojel formtlasyonlarinin DSC analizleri B6lim 3.13.1’de anlatildigi
gibi gercgeklestiriimistir. O-Mes-P-40’in DSC termogrami Sekil 4.79'da, R-Mes-P-
40'1n DSC termogrami Sekil 4.80’de verilmistir. Buna gére hem oral hem de rektal
formUlasyonlarda herhangi bir etkilesime rastlanmamis ve yapisal bir degdisiklik

gbzlenmemigtir.

DSC Thermal Analysis Result
i
0.00- T r——— ipek fibroin
— I Hyaluronik asit
Protanal CR8223
-20.00F —— Kitozan
N—
0O-Mes-P-40
40000V
Mesalazin
O-Mes-P-40 tad DSC
Mesalazin tad DsC
6000 reoatad DSC
Hyaluronik Asit tad DSC
Ipekfibrointad  DSC
Kitozan tad DsC
-80.00k ‘ . .
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.79. O-Mes-P-40 hidrojel formilasyonunun DSC termogrami
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DsC Thermal Analysis Result
myy
0.00-
J\,\\W_M_ ipek fibroin
Ne—_—— A — Hyaluronik asit
Protanal CR8133
2000 \,\\ Kitozan
\ N T |R-Mes-P-40
40,00 Mesalazin
R-Mes-P-40 tad DSC
Mesalazin tad DSC
| —— CR8133tad DSC
-60.00 Hyaluronik Asittad DSC
Ipek fibroin.tad DsC
Kitozan tad Dsc
T00.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 4.80. R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonunun DSC termogrami

4.12.2. FTIR analizleri

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin FTIR analizleri Bélim 3.13.2’de anlatildidi
gibi gercgeklestirilmistir. O-Mes-P-40’in FTIR spektrumu Sekil 4.81’de, R-Mes-P-
40'in FTIR spektrumu Sekil 4.82°de verilmistir. Buna gore hem oral hem de rektal
formulasyonlarda herhangi bir etkilesime rastlanmamis ve yapisal bir degisiklik
g6zlenmemigtir. Liyofilize ve normal hidrojellerin FTIR spektrumu arasinda da bir

farkhlik gézlenmemistir.
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0 Sample 095 By Analyst Date Wednesday, Se..

spektrumu

FTIR

1 E?: Pi!cler.[.:m"] ‘ﬂr:mklc m Farksiyonel Grup
164 | (Lyotitize-Nomaly | 808,05cm-1; 156.41%T
162 | w438 -OH gerilme bands
160) azsa18 M-H geritme bandi
j‘ ::- 1637,52-1601,13 | 1850-1580 | Primer amin (N-H gerilim banch)
I 14851445 | C-H geritim band: (-CH)
1624 135183138250 1350-1260 | O-Hwe C.0 gerilim bariian
= 150] i i
£ a8 124025124113 | 12301270 | Amic I (C-M ve N-Hgerilme bantlan)
146- 1018,52-1037,98 -OH gerilim bang 1240,280m-1;
144 || soeos 500575 Aramatik bitagendeki G-H goril ;-n{ '";BJ“‘;’_TSZW.‘; 147 8THT
424 e 1000700 | Diizlemset nakmmnhre;imﬂ{(m;uraaki 1601.130m-1; 144,61%T
1;:. C-H gerilim bands 1844,20em-1; 148.27%T E17.750m1: 141.65%T
136
1;%: 2921.74em-1; 135,98%T
154+ FI85.200m-1: 134.06WT — 1037 88om-1; 130,327
150+ —~
P —
140
1501 / 1241.13em1; |§39.52%T
14467 1om1; 135995 T
1204
—
F 10]
100 1637.52cm-1; 106,39%T
90
627.33cm-1. T6.86%T
801 N azsoasem; 7arowT \aumg“
73
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 B00
cm-1
Mame Daseription
Liyofilize R-Mes-P-40
— R-Mes.P-40 Sample 094 By Analyst Date Wednesday, Se...
> iess Sample 096 By Analyst Date Wednesday, Se...

Sekil 4.82. R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonunun ve liyofilize formulasyonun

spektrumu

FTIR



185

4.12.3. XRD analizleri

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin XRD analizleri Bolim 3.13.3’te anlatildidi
gibi gercgeklestiriimistir. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarinin
XRD difraktogramlari $ekil 4.83'te  verilmistir. Buna gore oral ve rektal

formUlasyonlarda mesalazine ait kristal yapi gézlenmemistir.

; \ |
~ | i b
s i | | ( l\ !
i | ol b b
il It (|| |
J'-- MJJW'WUM‘U\NMW!\’MW Mesalazin
i ; R-Mes-P-40
- 0-Mes-P-40
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
26 (derece)
—R-Mes-P-40 —0O-Mes-P-40 —Mesalazin

Sekil 4.83. Oral ve rektal 3B basilmis hidrojel formuilasyonlarinin  XRD
difraktogramlari

4.12.4. TGA analizleri

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin TGA analizleri Bolim 3.12.3’te anlatildigi
gibi gerceklestiriimigtir. O-Mes-P-40 hidrojel formilasyonunun TGA analiz sonucu
sekil 4.84’te, R-Mes-P-40 hidrojel formilasyonunun TGA analiz sonucu ise Sekil
4.85'te verilmigtir. Hem oral hem de rektal formulasyonun agirliklarinin sicakliga

bagl olarak azaldigi sonucuna variimigtir.
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TGA Thermal Analysis Result DTA
mg uy
8.00F
4 200,00
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Temp [C]

Sekil 4.84. Oral hidrojel formulasyonun (O-Mes-P-40) TGA analiz sonucu

500.00
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Sekil 4.85. Rektal hidrojel formulasyonun (R-Mes-P-40) TGA analiz sonucu
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4.12.5. Sigsme kapasitesi olgumleri

O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 formulasyonlari hidrojel yapisinda sisme indeksleri
hesaplanmistir. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formilasyonlarinin sisme
kapasitesi dlgumleri Bolum 3.13.5’te anlatildigi gibi gergeklestirilmistir. Esitlik 3.3’ e
gore her iki formulasyon icin de sisme indeksi hesaplanmistir ve sonugclar Sekil

4.86’da verilmigtir.

500- ns
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(=
2

(7]
=1
<

N
=
<

% Sisme kapasitesi

-
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O-Mes-P-40 R-Mes-P-40

Sekil 4.86. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarin sisme indeksini
gosteren grafik (n=3)

O-Mes-P-40 hidrojel formuilasyonunun sisme indeksi %3661+67, R-Mes-P-40
hidrojel formulasyonunun sisme indeksi %404+56 olarak bulunmustur. Oral hidrojel
formulasyonu agirhginin 3,66 kati kadar, rektal hidrojel formulasyonu ise agirliginin
4 kati kadar su tutabilmektedir, boylece uygulama bolgesinde kalis sureleri
uzamaktadir. Oral ve rektal formilasyonun sisme indeksleri arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (p<0,05).
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4.12.6. in vitro pargalanma deneyi

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin in vitro pargalanma deneyi Bolim
3.13.6’da anlatildigi gibi yapilmigtir. Esitlik 3.4’e gore her saat igin % pargalanma
degerleri hesaplanmis ve % pargalanma-zaman grafikleri gizilmistir. O-Mes-P-40
icin % parcalanma- zaman grafigi Sekil 4.87°de, R-Mes-P-40 igin ise % parcalanma
zaman grafigi Sekil 4.88’de gdsterilmistir. Sonuglara gore 24 saat sonunda R-Mes-
P-40'iIn %75,9nun, O-Mes-P-40'in ise %31,2’sinin parcalanmaya ugradigi

gozlenmigtir.
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Sekil 4.87. O-Mes-P-40 kodlu hidrojel formulasyonu igin % pargalanma-zaman
grafigi (n=3)
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Sekil 4.88. R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonu igin % pargalanma-zaman grafigi
(n=3)

4.12.7. Mekanik testler

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin mekanik dayaniklihidinin analiz edilmesi
amaclyla mekanik testler Texture Analyzer cihazi kullanilarak Bolum 3.13.7°de
anlatildigi gibi gergeklestirilmigtir. Yapilan analizler sonucunda olgimler sonrasinda
gerilim (mPa)’e kargi gerinim (%) grafikleri elde edilmis ve bu grafikler kullanilarak
gerilme direnci ve kopma uzamasi degerleri hesaplanmistir. O-Mes-P-40 hidrojel
formulasyonu igin gerilim (mPa)’e karsi gerinim (%) grafigi Sekil 4.89°da, geriime
direnci ve kopma uzamasi deg@erleri Cizelge 4.32’de sunulmustur. R-Mes-P-40 igin
ise gerilim (mPa)’e kargi gerinim (%) grafigi Sekil 4.90’da, gerilme direnci ve kopma
uzamas! degerleri Cizelge 4.33'te gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda oral ve rektal formulasyonlarin kopma uzamasi ve gerilme direnci

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir. (p>0,05).
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Sekil 4.89. O-Mes-P-40 kodlu hidrojel formalasyonu igin gerilim (mPa)e karsi
gerinim (%) grafigi (n=3)

Cizelge 4.32. Oral hidrojel formulasyonu icin gerilme direnci ve kopma uzamasi

degerleri
O-Mes-P-40 Gerilme Direnci (Mpa) Kopma Uzamasi (%)
1 0,019 25,738
2 0,018 38,050
3 0,016 28,238
Ortalama 0,017 30,675
SS 0,002 6,508

Stress (MPa)
0018

rextslat
rextsl20

Iin
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0,002

Sekil 4.90. R-Mes-P-40 kodlu hidrojel

gerinim (%) grafigi (n=3)

TR e T TR
(%)

formulasyonu icin gerilim (mPa)e karsi
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Cizelge 4.33. Rektal hidrojel formulasyonu igin gerilme direnci ve kopma uzamasi

degerleri
R-Mes-P-40 Gerilme Direnci (Mpa) Kopma Uzamasi (%)
1 0,016 33,188
2 0,015 40,925
3 0,017 41,138
Ortalama 0,016 38,417
SS 0,001 4,530

4.12.8. Mukoadezyon deneyleri

Mukoadezyon hazirlanan bir formilasyonun dokuya yapisarak etki slresinin
uzamasl agisindan 6nemli bir parametredir. Calisma kapsaminda oral ve rektal
formUlasyonlarin mukoadezyonlarinin belirlenmesi igin Texture-Analyzer TA-TX
cihazi kullanilarak mukoadezyon deneyleri yapilmistir. Inflamatuvar bagirsak
hastaligi olusumunun formulasyonlarin mukoadezyonuna etkisinin incelenmesi
amaciyla doku olarak hem saglikl kolon hem de inflamatuvar bagirsak hastaligi
olusturuimus kolon kullaniimistir. Mukoadezyon deneyleri Bolum 3.13.8’de
anlatildigi  gibi  gerceklestiriimigtir. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel
formuUlasyonlarinin mukoadezyon sonuglari Cizelge 4.34’te verilmigtir. Oral ve
rektal hidrojel formulasyonlarinin kuvvet (N)- mesafe (mm) grafikleri saglikli dokuda
Sekil 4.91°de, iBH olusturuimus dokuda ise Sekil 4.92°de verilmistir.

Cizelge 4.34. Saghkl ve inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulmus dokuda oral
ve rektal hidrojel formulasyonlarinin mukoadezyon sonuglari (n=3)

Formiilasvon Kolon Mukoadezyon manlfqobun iize Mukoadezyon isi
codu y dokusu tirli | AUC (N.mm) oo (ng Y1 (aucim?)
(Ortalama £SS) (Ortalama 1SS)

Saglikli doku | 0,1530,014 1,1304 0,135£0,012
IBH

O-Mes-P-40 | 1usturulmus | 0,108£0,012 1,1304 0,096+0,011
doku
Saglikii doku | 0,1640,004 1,1304 0,14520,003
IBH

R-Mes-P-40 | Jlusturulmus |0,13920,003 1,1304 0,230,002
doku
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Sekil 4.91. Saghkh dokuda O-Mes-P-40 (A) ve R-Mes-P-40 (B) kodlu hidrojel
formualasyonlarinin kuvvet (N)- mesafe (mm) grafikleri (n=3)
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Sekil 4.92. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulmus dokuda O-Mes-P-40 (A) ve
R-Mes-P-40 (B) kodlu hidrojel formulasyonlarinin kuvvet (N)- mesafe
(mm) grafikleri (n=3)

Yapilan mukoadezyon deneyleri sonucunda saglikli ve iBH olusturulmus dokuya
oral ve rektal formulasyonlarin mukoadezyonlari arasindaki fark istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, hem O-Mes-P-40 hem de R-Mes-P-40 hidrojel
formllasyonunun saglikli dokuya mukoadezyonlari ve IBH olusturulmus dokuya
mukoadezyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin saglikh dokuya mukoadezyonlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0,05), iBH olusturulmus
dokuya mukoadezyonlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmugtur

(p<0,05).
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4.12.9. Morfolojik analizler

Oral ve rektal hidrojel formilasyonlarin morfolojik analizleri taramali elektron
mikroskobu kullanilarak Bolim 3.13.9'da anlatildigi gibi gergeklestiriimistir. O-Mes-
P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlari ve bu formulasyonlarin liyofilize
edilmis hallerinin goérintileri Resim 4.4’'te gdsterilmistir. Hidrojel formulasyonlari
bulutsu ve homojen bir goérintlye sahipken, liyofilize hidrojel formulasyonlarinin

pordz bir yapiya sahip oldugu goézlenmigtir.

200 pm
METU CENTRAL LAB

Resim 4.4. 3B biyobasiimis hidrojellerin taramali elektron mikroskobu goéruntuileri.
A: Liyofilize oral (O-Mes-P-40) hidrojel, B: Liyofilize rektal (R-Mes-P-40)
hidrojel, C: O-Mes-P-40 kodlu hidrojel, D:R-Mes-P-40 kodlu hidrojel



194

4.13. in Vitro Géziinme Hizi Galismalari

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarindan mesalazin ve TNF-a siRNA’nin saliminin
degerlendiriimesi amaciyla in vitro ¢ézinme hizi galigmalari Bolum 3.14’te
anlatildigi gibi gergeklestiriimisti.  TNF-a siRNA’'nin hidrojel formulasyonuna
serbest veya polipleks halinde eklenmesinin salima olan etkisinin degerlendiriimesi
amaciyla in vitro ¢dézinme hizi galismalari mesalazin-serbest TNF-a siRNA ve
mesalazin-kitozan: TNF-a siRNA polipleksi yukla oral ve rektal hidrojel

formuUlasyonlari ile gerceklestirilmigtir.
4.13.1. Oral formiilasyonlarin in vitro ¢éziinme hizi galigmalari

Oral formulasyonlardan mesalazinin salim profili Sekil 4.93’te gdsterilmistir. Sekil
4.93'te O-Mes, O-Mes-Serbest, O-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarindan ve
Pentasa® tablet formulasyonundan (O-Ticari) mesalazin salim profilleri birlikte
degerlendiriimigtir.  Oral  formulasyonlara TNF-a  siRNA  eklenmesinin
formUlasyonlardan mesalazin salimina etkisinin degerlendiriimesi amaciyla O-Mes
hidrojel formulasyonu referans kabul edilerek f1 ve f2 degerleri hesaplanmistir,
hesaplanan degerler Cizelge 4.35'te verilmistir. O-Mes-Serbest ve O-Mes-P-40
hidrojel formulasyonlarinin ¢éziinme hizi profillerinin O-Mes hidrojel formulasyonu
ile benzerligi ve farki degerlendirilmistir. F2 (benzerlik) degerinin >50 olmasi, f1
(fark) degerinin ise <15 olmasi gerekmektedir. Cizelge 4.35 ve Sekil 4.93 birlikte
degerlendirildiginde siRNA'nin serbest veya polipleks halde oral formulasyonlara
eklenmesinin, formulasyonlardan mesalazin salimini degistirmedigi sonucuna

variimistir.

Cizelge 4.35. Oral formulasyonlara TNF-a siRNA eklenmesinin formilasyonlardan
mesalazin salimina etkisinin degerlendiriimesi amaciyla siRNA
icermeyen oral formilasyon referans kabul edilerek hesaplanan f1 ve

f2 degerleri
Formiulasyon kodu
O-Mes-Serbest 0O-Mes-P-40
f1 8 6

f2 61 68
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Sekil 4.93. O-Mes, O-Mes-Serbest, O-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarindan ve
Pentasa® tabletten (O-Ticari) mesalazinin salim profili (n=3,
OrtalamatSS).

Oral formulasyonlardan TNF-a siRNA salimi Sekil 4.94°’te verilmigstir. TNF-a siRNA
oral formulasyonlara serbest halde ve polipleks halinde yUklenmigtir. Bu iki
formulasyonun ¢o6zinme hizi profilleri birlikte verilmistir. Ayrica ¢ézinme hizi
ortamindan alinan orneklerle jel retardasyon calismasi yapilmigtir, jel goruntuleri

Resim 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.94. O-Mes-Serbest ve O-Mes-P-40 hidrojel formualasyonlarindan TNF-a
siRNA’'nin salim profili (n=3, OrtalamazSS).
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Resim 4.5. O-Mes-Serbest ve O-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlari ile yapilan in
vitro ¢ozinme hizi galismasi sirasinda ortamdan alinmis ornekler ile
gergeklestirilen jel retardasyon c¢alismasi sonucu elde edilen jel
goruntuleri. A: O-Mes-Serbest, B:O-Mes-P-40
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Sekil 4.94'e gore her iki oral formilasyondan da TNF-a siRNA saliminin
gerceklestigi ancak serbest TNF-a siRNA ylkli formulasyonda (O-Mes-Serbest)
belirli bir sire sonra ortamdaki TNF-a siRNA’nin bozunmaya basladigi gozlenmistir.
Polipleks yuklu formulasyonda (O-Mes-P-40) ise TNF-a siRNA’nin polipleksten ve
formUlasyondan yavas ve kontrollU bir sekilde salindidi1 gértlmektedir. Ayrica Resim
4.5te yer alan jel goruntulerine bakildigi zaman hem serbest TNF-a siRNA yUKkIU
(O-Mes-Serbest) hem de polipleks yukli formulasyonlarda (O-Mes-P-40) 24. Saatin
sonunda bile ortamda bozunmadan kalmigs TNF-a siRNA'nin  bulundugu
gorulmektedir. Bu bulgu jel retardasyon caligsmalariyla da desteklenmistir, TNF-a
siRNA’'nin bozunmadan kalmasi jeldeki kuyucuklarin parlamasi ve jellerdeki
surtuklenme izinden de anlagiimaktadir. Salim sonuglari ve jel retardasyon
calismalari birbirini destekler niteliktedir. Bu sonuglara gore, polipleks olusturmanin
ve 3B basiimis oral formilasyonun siRNA’nin bozunmasini engelledigi ve siRNA'yI

korudugu sonucuna variimigtir.

4.13.2. Rektal formiilasyonlarin in vitro ¢éziinme hizi galigmalari

Rektal formulasyonlardan mesalazinin salim profili Sekil 4.95’'te gosterilmistir. Sekil
4.95te R-Mes, R-Mes-Serbest, R-Mes-P-40 hidrojel formuilasyonlarindan ve
Salofalk® supozituvardan (R-Ticari) mesalazin salim profilleri  birlikte
degerlendirilmistir. Rektal formilasyonlara TNF-a siRNA eklenmesinin
formUlasyonlardan mesalazin salimina etkisinin degerlendiriimesi amaciyla R-Mes
hidrojel formulasyonu referans kabul edilerek f1 ve f2 degerleri hesaplanmistir,
hesaplanan degerler Cizelge 4.36'da verilmistir. R-Mes-Serbest ve R-Mes-P-40
hidrojel formulasyonlarinin ¢éziinme hizi profillerinin R-Mes hidrojel formulasyonu
ile benzerligi ve farki degerlendirilmistir. F2 (benzerlik) degerinin >50 olmasi, 1
(fark) degerinin ise <15 olmasi gerekmektedir. Cizelge 4.36 ve Sekil 4.95 birlikte
degerlendirildiginde siRNA’nin serbest veya polipleks halde rektal formilasyonlara
eklenmesinin, formulasyonlardan mesalazin salimini degistirmedigi sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.95. R-Mes, R-Mes-Serbest, R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarindan ve
Salfofalk ® supozituvardan (R-Ticari) mesalazinin salim profili (n=3,

OrtalamazSS)

Cizelge 4.36. Rektal formUlasyonlara TNF-a

formulasyonlardan mesalazin salimina

siRNA eklenmesinin
etkisinin degerlendiriimesi

amaciyla siRNA icermeyen oral formulasyon referans kabul edilerek

hesaplanan f1 ve f2 degerleri

Formulasyon kodu

R-Mes-Serbest R-Mes-P-40
fl 5 5
2 65 64
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Sekil 4.96. Serbest TNF-a siRNA ve polipleks yukli 3B biyobasilan rektal

formulasyonlardan TNF-a siRNA'nin salim profili (n=3, OrtalamazSS)

Rektal formulasyonlardan TNF-a siRNA salimi Sekil 4.96° da verilmistir. TNF-a

siRNA rektal formulasyonlara serbest halde ve polipleks halinde yuklenmistir. Bu iki

formulasyonun ¢o6zianme hizi profilleri birlikte verilmigtir. Ayrica ¢ézunme hizi

ortamindan alinan 6rneklerle jel retardasyon calismasi yapilmistir, jel goruntuleri

Resim 4.6’da verilmistir.
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Resim 4.6. R-Mes-Serbest ve R-Mes-P-40 hidrojel formilasyonlari ile yapilan in
vitro ¢b6zinme hizi galismasi sirasinda ortamdan alinmig ornekler ile
gerceklestirilen jel retardasyon calismasi sonucu elde edilen jel
goéruntuleri. A: R-Mes-Serbest, B:R-Mes-P-40

Sekil 4.96’ya gore her iki rektal formulasyondan da siRNA saliminin gergeklestigi
ancak serbest siRNA yuklu formulasyonda (R-Mes-Serbest) belirli bir sure sonra
ortamdaki siRNA’nin bozunmaya basladigi gézlenmistir. Polipleks yukla
formulasyonda (R-Mes-P-40) ise siRNA'nin polipleksten ve formilasyondan yavas
ve kontrolli bir sekilde salindigi gorulmektedir. Ayrica Resim 4.6’da yer alan jel
goruntilerine bakildigi zaman hem serbest siRNA yukli (R-Mes-Serbest) hem de
polipleks yukli formulasyonlarda (R-Mes-P-40) 24. Saatin sonunda bile ortamda
bozunmadan kalmig siRNA’nin bulundugu gorulmektedir. siRNA’nin bozunmadan
kalmasi jeldeki kuyucuklarin parlamasi ve jellerdeki suriklenme izinden
anlasiimaktadir. Salim sonuglari ve jel retardasyon calismalar birbirini destekler
niteliktedir. Bu sonucglara gore, polipleks olugturmanin ve 3B basiimis rektal
formulasyonun siRNA’nin bozunmasini engelledigi ve siRNA’yI korudugu sonucuna

varilmistir.

4.13.3. Salim kinetiklerinin belirlenmesi

in vitro gdzinme hizi sonucunda hem oral (O-Mes-P-40) hem de rektal (R-Mes-P-40)
formdlasyon icin DDSolver yazilimi ile % salim degerleri kullanilarak
formulasyonlardan mesalazin ve TNF-a siRNA salim kinetikleri belirlenmistir. Oral
ve rektal formulasyonlarin farkli salim kinetiklerine goére degerlendirme sonuglari

mesalazin salimi i¢in Cizelge 4.37°’de, TNF-a siRNA salimi i¢in Cizelge 4.38’de
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verilmistir. Her bir salim kinetigi icin hesaplanan uyumluluk kriterleri r?adj, AIC ve

MSC cizelgelerde yer almaktadir.

Cizelge 4.37. O-Mes-P-40

ve R-Mes-P-40

formulasyonlarindan

mesalazin

saliminin farkh salim kinetiklerine gére degerlendirme sonuglari

Formulasyon taru O-Mes-P-40 R-Mes-P-40

Matematiksel modeller Parametreler Parametreler

0. derece r2 0,0351 r2 0,4578
r2adj 0,0351 Iadj 0,4578
AIC 104,0576 AIC 99,8721
MSC -0,4282 MSC 0,2634
Modele 6zgl | Ko=6,007 Modele 6zgl | Ko=5,869
katsayi katsayi

1. derece r2 0,9468 r2 0,9938
radj 0,9468 Iadj 0,9938
AIC 72,1795 AIC 50,6595
MSC 2,4698 MSC 4,7372
Modele 6zgiu | K1=0,3316 Modele 6zgu | K1=0,2052
katsay katsayi

Higuchi r? 0,8519 r? 0,9226
I2adj 0,8519 I2adj 0,9226
AIC 83,4396 AIC 78,4628
MSC 1,4461 MSC 2,2097
Modele 6zgu | Kn=25,9649 Modele 6zgl | Khn=24,5545
katsay katsayi

Korsmeyer-Peppas r? 0,8969 r2 0,8563
I2adj 0,8854 I2adj 0,8403
AIC 81,4582 AIC 87,2665
MSC 1,6262 MSC 1,4093
Modele 6zgl | Kkp=38,5011 Modele 6zgu | Kkp=31,9762
katsay!i n=0,2696 katsay!i n=0,3224

Hixson-Crowell r? 0,8254 r? 0,9717
I2adj 0,8254 I2adj 0,9717
AIC 85,2518 AIC 68,3707
MSC 1,2814 MSC 3,2171
Modele 6zgl | Knc=0,0543 Modele 6zgl | Knc=0,512
katsay!i katsay!

Weibull r? 0,9906 r? 0,9920
I2adj 0,9883 I2adj 0,9901
AIC 57,0144 AIC 57,4306
MSC 3,8484 MSC 4,1217
Modele 6zgu | a=1,9771 Modele 6zgl | a=3,2736
katsayi =0,5882 katsayi [3=0,7891

Ti=0,1 Ti=0,15

r2: Korelasyon Katsayisi, r2 adj:

Akaike bilgi 8lgiti

Duzeltilmis korelasyon katsayisi, MSC: Model segme kriteri, AIC:
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Cizelge 4.38. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 formulasyonlarindan TNF-a siRNA

saliminin farkli salim kinetiklerine gore degerlendirme sonuglari

Formdilasyon tirG O-Mes-P-40 R-Mes-P-40

Matematiksel modeller Parametreler Parametreler

0. derece r? 0,2291 r? 0,7581
I2adj 0,2291 I2adj 0,7581
AIC 82,4005 AIC 70,2902
MSC -0,3877 MSC 1,0238
Modele 6zgu | Ko=6,2575 Modele 6zgu | Ko=4,6121
katsayi katsay

1. derece r? 0,7791 r? 0,9329
I2adj 0,7791 I2adj 0,9329
AIC 71,1530 AIC 58,7523
MSC 0,8620 MSC 2,3058
Modele 6zgu | K1=0,2319 Modele 6zgu | K1=0,0991
katsayi katsayi

Higuchi r? 0,8697 12 0,9106
I2adj 0,8697 I2adj 0,9106
AIC 66,3975 AIC 61,3316
MSC 1,3903 MSC 2,0192
Modele 6zgu | Kn=26,1236 Modele 6zgu | Ku=18,244
katsayi katsayi

Korsmeyer-Peppas r? 0,9150 r? 0,7589
I2adj 0,9029 I2adj 0,7245
AIC 64,5542 AIC 72,2624
MSC 1,5952 MSC 0,8046
Modele 6zgu | Kkp=38,6837 Modele 6zgu | Kkp=7,6901
katsay!i n=0,3076 katsayi n=0,8822

Hixson-Crowell r? 0,7584 r? 0,9152
I2adj 0,7584 I2adj 0,9152
AIC 71,9588 AIC 60,8635
MSC 0,7725 MSC 2,0712
Modele 6zgu | Knc=0,0629 Modele 6zgu | Knc=0,0245
katsay! katsay!

Weibull r2 0,8427 r2 0,9314
r2adj 0,7903 radj 0,9086
AIC 72,0953 AIC 62,9459
MSC 0,7573 MSC 1,8398
Modele 6zgu | a=1,7702 Modele 6zgu | a=9,6672
katsayi =0,6078 katsayi [3=0,9842

Ti=0,2 Ti=0,2

r2: Korelasyon Katsayisi, r2 adj: Duzeltilmis korelasyon katsayisi, MSC: Model se¢me kriteri, AIC:

Akaike bilgi 6l¢ta

4.14. in vivo galigmalar

in vivo galigmalar Bélim 3.15’te anlatildidi gibi gergeklestirilmistir. Mesalazin yikId,
TNF-a siRNA yukld,

formuUlasyonlar DSS ile inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulmus farelere oral ve

mesalazin ve TNF-a siRNA yUkli ve bos hidrojel

rektal yoldan uygulanmistir. Formdilasyonlarin inflamatuvar bagirsak hastaligi

uzerine etkisi immunolojik ve histolojik olarak incelenmistir.



203

4.14.1. Farelerin fizyolojik 6zelliklerine ait bulgular

Farelerde gorilen %adirlik kaybina ait bulgular

Farelerin agirliklari in vivo galismalar boyunca her gun olguimustir. Her grup igin
farelerin agirliklarinin gune bagl olarak degisimi Sekil 4.97°de gosterilmigtir.
Farelerin agirhigindaki degisimin en az oldugu grubun NK (negatif kontrol) grubu

oldugu gozlenmigtir.

00 —a&— R-Ticari
—— R-Mes-P-40
——— R-Mes

——R-P-40

27

25 - R-Bog

——0-P-40

Agirlik (gram)

—@— O-Mes-P-40

21 —%—0-Mes

—>¢—O-Ticari

19 —a— O-Bos
——PK
—o— NK

Sekil 4.97. In vivo gruplar igin farelerin agirliklarinin giine bagl olarak degisimi

Farelerin in vivo galismaya basladiktan hemen sonra tespit edilen agirliklari ile
sakrifiye edilmeden hemen &nce olcllen agirliklari arasindaki fark kiyaslanarak
agirhiklarinda goérulen %kayip hesaplanmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.39'da

gOsterilmigtir.

Cizelge 4.39. Gruplara gore farelerin % agirlik kaybi degerleri

o
S i
H | = o o —
ayvan gruplari < / o o p S
yvan g 2 S| 88 |S 2| S| 8] 8| 8
v | v | @ | K| 2|22 |0 a = = =
Z o @] @] @) (@) (@) o @ o o o

Ortalama %1313 |554 (981 416573 (0,24 006 |7.74 | 22,78 | 12,09 | 11,81 | 18,66
agirlik kaybi

SH 0,84 3,09 |4,351545|1,46 11,96 |2,31 |35 |2,19 (291 [1,44 |0,27
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Cizelge 4.39’daki sonuclara gore rektal tedavi grubunda yer alan farelerin % agirlik

kaybinin oral tedavi grubuna gére daha fazla oldugu gézlenmistir.

Farelerin tukettikleri pellet yem miktarina ait bulgular

Farelerin tukettikleri pellet yem miktari her gun dizenli olarak kaydedilmigtir.
Calismanin sonunda elde edilen verilere gore fare basina gunlik tiketilen ortalama
yem miktari Sekil 4.98’de gosterilmistir. Pozitif kontrol grubu (PK) hari¢ diger tim
gruplarda farelerin gunluk tukettikleri ortalama yem miktari negatif kontrol grubu
(NK) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0,05). Fare basina gunluk tiketilen yem miktarinin pozitif kontrol grubunda (PK),
negatif kontrol grubuna (NK) gére anlamli bir sekilde azaldigi gézlenmistir (p<0,01).

Fare basina gunlik tiketilen ortalama yem miktari
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Gruplar

Sekil 4.98. In vivo deneyler boyunca fare basina giinlik tiiketilen ortalama yem
miktar1 (n=4-6, OrtalamazSH, **: p<0,001)
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Farelerin tukettikleri musluk suyu miktarina ait bulgular

Farelerin tukettikleri musluk suyu miktari her gun duzenli olarak kaydedilmigtir.
Calismanin sonunda elde edilen verilere gore tukettikleri ortalama toplam musluk
suyu miktari Sekil 4.99'da gosterilmigtir. Farelerin gunluk tukettikleri ortalama su
miktari negatif kontrol grubu (NK) ile karsilastirildiginda O-P-40, R-P-40 ve R-Mes
kodlu gruplar hari¢ diger gruplarda istatistiksel olarak anlaml bir sekilde artmigtir
(p<0,05).

Fare basina gunlik tiiketilen ortalama su miktari
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Sekil 4.99. in vivo deneyler boyunca fare basina guinliik tiiketilen ortalama su miktari
ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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Farelerin tum kolon agirhigina ait bulgular

Fareler sakrifiye edildikten hemen sonra ksifopubik median kesi ile laparatomi
gerceklestiriimis ve farelerin tim kolonu c¢ikartilmistir. Kolon, %0,9 NaCl ile
yikanarak gaita kalintilari temizlenmigtir. Kolon kurulandiktan sonra agirhgi
Olcllerek kaydedilmigtir. Elde edilen bulgular Sekil 4.100°de verilmigtir. Batun
gruplardaki farelerin tim kolon adirliklari negatif kontrol grubu (NK) ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigstir (p>0,05).

Tum kolon agirhgi

2.0m-
1.5= I
o T I '|v'
-
i 1.0
)]
<
0.5
nu || || || || || ||
& D D D T
NI R P SR S P gt
o’ <
Gruplar

Sekil 4.100. Farelerin tim kolon agirliklari (n=4-6) (Ortalama+SH)

Farelerde kolon/fare agirligi dederine ait bulqular

Fareler sakrifiye edilmeden hemen énce agirliklari ve laparatomi iglemi ile gikarilan
kolonlarinin agirliklari belirlenerek kolon/fare agirligi degeri hesaplanmistir. Elde

edilen verilere gore hesaplanan kolon/fare agirhdr degerine ait bulgular Sekil



207

4.101’de verilmistir. Batin gruplardaki farelerin tim kolon agirligi/fare agirhgi
degerleri negatif kontrol grubu (NK) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Kolon agirhigi/fare agirhgi
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Sekil 4.101. Farelerin kolon agirhgi/fare agirhgi1 degerleri (n=4-6) (OrtalamatSH)

Farelerin dalak agirligina ve dalak agirhgi/fare agirhdi degerlerine ait bulgular

Fareler sakrifiye edildikten sonra laparatomi islemi ile cikarilan dalaklarinin
agirhiklar belirlenmistir. Farelere ait dalak agirigi bulgulari Sekil 4.102°de verilmistir.
Daha sonra farelerin sakrifiye edilmeden hemen 6nce agirliklari ve dalak agirliklari
degerleri kullanilan dalak agirhigi/fare agirligi degerleri belirlenmis ve bu bulgular
Sekil 4.103’ te gosterilmistir. Butin gruplardaki farelerin dalak agirigi ve dalak
agrihgi/fare agirligi degerleri negatif kontrol grubu (NK) ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.102. Farelerin dalak agirigi degerleri (n=4-6) (OrtalamatSH)
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Dalak agirhgi/fare agirhigi
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Sekil 4.103. Farelerin dalak agirligi/fare agirhgi degerleri (n=4-6, OrtalamaxSH)

Farelerin karaciger ve karaciger agirhigi/fare agirhdi degerlerine ait bulgular

Fareler sakrifiye edildikten sonra laparatomi islemi ile ¢ikarilan karaciger agirliklari

belirlenmistir. Farelere ait karaciger agirigi bulgulart ve gruplar arasindaki

istatistiksel karsilastirma Sekil 4.104’te verilmistir. Daha sonra farelerin sakrifiye

edilmeden hemen oOnce agirliklari ve karaciger agirliklari degerleri kullanilan

karaciger agirhgi/fare agirhg: degerleri belirlenmis, bu bulgular gruplar arasindaki

istatistiksel karsilastirma Sekil 4.105’te sunulmusgtur.
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Karaciger agirhgi
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Sekil 4.104.Farelerin karaciger agirhgi degerleri (n=4-6, OrtalamatSH, ns: p>0,05,
*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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Karaciger agirhigi/fare agirhg
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Sekil 4.105. Farelerin  karaciger agirhgi/fare  agirhgr  degerleri  (n=4-6,
OrtalamaSH, ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ***: p
<0,0001)

Farelerin kolon uzunluguna ait bulqular

Fareler sakrifiye edildikten sonra laparatomi islemi ile kolonlari ¢ikarilmis ve kolon
uzunluklar olgtimustur. Farelerin kolon uzunluklarina ait bulgular Sekil 4.106’da
gOsterilmistir. Batln gruplardaki farelerin kolon uzunlugu degerleri negatif kontrol
grubu (NK) ile karsilastinidiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamistir
(p>0,05).
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Sekil 4.106. Farelerin kolon uzunlugu degerleri (n=4-6, OrtalamaxSH)

Kolon makroskobik skor dederlerine ait bulgular

Fareler sakrifiye edildikten sonra laparatomi uygulanarak ¢ikartilan kolonlari, Bolim
3.15.3’te verilen Cizelge 3.18’de yer alan patolojik bulgular ve bunlara karsilik gelen
skorlara gore makroskopik olarak degerlendirilmistir. Farelerin kolonik makroskopik
skor degerleri ve gruplar arasinda istatistiksel karsilastirma S$Sekil 4.107°de
sunulmustur. PK grubu ile karsilastirildiginda R-Mes, O-Mes, O-Bos ve O-Ticari
kodlu gruplar hari¢ diger gruplarin makroskobik skorlarinda anlamh bir azalma
g6zlenmistir (p<0,05).
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Makroskobik skor
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Sekil 4.107.Farelerin kolon dokularina ait makroskobik skor degerleri (n=4-6,

Ortalama£SH, ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p
<0,0001)
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4.14.2. Gruplara ait kolon érneklerinin makroskobik goriniimiu

Bolum 3.15.2’de anlatildigi  gibi  gercgeklestirilen tedavi  protokollinin
tamamlanmasindan sonra siganlar sakrifiye edilmis ve batinlari acgilarak tim
kolonlari ¢ikariimistir. Kolonlar ¢ikarildiktan hemen sonra on iki farkli gruba ait
kolonik doku goruntileri Resim 4.7°de verilmigtir. Gorlntllere gore pozitif kontrol

grubuna (PK) gore tum tedavi gruplarinda kolonda iyilesme gézlenmistir.

NK
0-P-40

Grup

PK
O-Bos
O-Ticari
0O-Mes
0-Mes-P-40
R-Mes-P-40
R-Ticari

o

€

Resim 4.7. Gruplara ait kolon 6rneklerinin makroskobik gorinimu

4.14.3. Kolon mukozasinda yapilan biyokimyasal ¢aligmalara ait bulgular

TNF-a, IL-6 ve IL-12 seviyelerine ait bulgular

Kolon mukozalarinda TNF-q, IL-6 ve IL-12 seviyelerinin élgiimesi Bolim 3.15.5’te
anlatildigi gibi ELISA Kkitleri ile on iki farkli grubun kolon dokulari kullanilarak
gerceklestiriimistir. TNF-a seviyeleri Sekil 4.108’de, IL-6 seviyeleri Sekil 4.109’da

ve IL-12 seviyeleri Sekil 4.110’da sunulmustur.
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Sekil 4.108. Farelerin kolon dokularindaki TNF-a seviyeleri (n=4-6, OrtalamaxSH;
ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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Sekil 4.109. Farelerin kolon dokularindaki IL-6 seviyeleri (n=4-6, OrtalamatSH; ns:
p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)



217

IL-12
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Sekil 4.110. Farelerin kolon dokularindaki IL-12 seviyeleri (n=4-6, OrtalamazSH;
ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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NO ve MDA seviyelerine ait bulgular

Kolon mukozalarinda NO ve MDA seviyelerinin dl¢iimesi Bolim 3.15.5’te anlatildidi
gibi on iki farkh grubun kolon dokulari kullanilarak gerceklestiriimigtir. NO seviyeleri
Sekil 4.111°de, MDA Sekil 4.112°de sunulmustur.
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Sekil 4.111. Farelerin kolon dokularindaki NO seviyeleri (n=4-6, Ortalama+SH; ns:
p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)
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Sekil 4.112. Farelerin kolon dokularindaki MDA seviyeleri (n=4-6, OrtalamatSH,;
ns: p>0,05, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p <0,0001)

4.14.4. Histolojik caligmalara ait bulgular
Histolojik galismalar kapsaminda Bolim 3.15.6’da anlatildigi gibi on iki deney

grubundan alinan kolon dokulari ile histomorfolojik ve immumohistokimyasal

caligmalar yapiimigtir.
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Histomorfolojik calismalar

Farelerden alinan kolon doku ornekleri Hematoksilen&Eosin boyamasi yapilarak

histomorfolojik olarak degerlendirilmigtir.

Grup NK: Negatif kontrol

Negatif kontrol olarak incelenen gruptaki kolonlarda kriptlerin derinlikleri, epitel
hlcrelerinin morfolojisi ve kadeh hucrelerinin (sari ok basi) yogunlugu, kolon
histolojisi ile uyumlu bulunmustur. Negatif kontrol grubuna ait histomorfolojik

goruntiler Resim 4.8'de sunulmustur.
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Resim 4.8. Negatif kontrol grubunda (Grup NK) kolon kesitinin 11k mikroskop
goérintisu, A: 5x blyutme, B:20x blylitme (Hematoksilen&Eosin
boyama, Sari oklar: Kadeh hucreleri)

Grup PK: Pozitif kontrol

inflamatuvar bagirsak hastaliyi olusturulmus farelerden olusan pozitif kontrol
grubunda kriptlerin ortadan kayboldugu, kadeh hucresi sayisinin azaldigi lamina
propriyada (Lp) ve submukozada (Sm) yodun lenfoid htcre infiltrasyonlarinin (yesil
ok) varhgr tespit edilmistir. Ayrica submukozada genisleme ve yaygin lenf
foliktllerinin (LF) bulundugu gézlenmistir. Pozitif kontrol grubuna ait histomorfolojik

goruntuler Resim 4.9'da sunulmustur.
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Resim 4.9. Pozitif kontrol grubunda (Grup PK) kolon kesitinin 1sik mikroskop
goruntusu, A: 5x buyutme, B ve C:20x buyutme (Hematoksilen&Eosin
boyama, Yesil oklar: lenfoid hicre infiltrasyonlari, Lp: lamina propriya,
Sm: submukoza, LF: Lenf foliklleri, Tm: Tunika)

Grup O-Bos: inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral ipek fibroin-

temelli hidrojel formilasyonu uygulananan grup

inflamatuvar bagirsak hastaliyi olusturulduktan sonra oral ipek fibroin-temelli
hidrojel formilasyonu uygulananan grupta oral uygulama sonrasi kolon
mukozasinin normal histolojik goéruntiye yakin oldugu ancak submukozada hiicre
infiltrasyonlarinin mevcut oldugu gézlenmistir. Grup-O-Bog’a ait histomorfolojik

goruntuler Resim 4.10°da sunulmustur.
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Resim 4.10. inflamatuvar bagirsak hastalgi olusturulduktan sonra oral ipek fibroin-
temelli hidrojel formilasyonu uygulanan grupta (Grup O-Bos) kolon
kesitinin 151k mikroskop goéruntusu, A: 5x blayutme, B: 20x blyutme
(Hematoksilen&Eosin boyama, Sari oklar: Kadeh hucreleri)

Grup O-Ticari: inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral ticari

Pentasa® (500 mq) preparati uygulanan grup

inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral ticari Pentasa® (500 mg)
preparati uygulanan grupta kolon epitelinin butunligu bozulmustur. Lenfoid hicre
infiltrasyonlarina (yesil ok) ve lenf foliklllerine (LF) rastlanmigtir. Grup O-Ticari'ye

ait histomorfolojik goruntiler Resim 4.11’de sunulmustur.



223

\
I8

_____

Resim 4.11. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra oral ticari
Pentasa® (500 mg) preparati uygulanan grupta (Grup O-Ticari) kolon
kesitinin 1g1k mikroskop goruntisu, A: 5x buyutme, B: 20x buyutme
(Hematoksilen&Eosin boyama, Sari oklar: Kadeh hucreleri)

Grup O-Mes: inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral mesalazin

vuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uyqulanan grup

inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral mesalazin yikli ipek
fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta inflamasyonun baskilandigi
ancak negatif kontrol grubuna goére kript derinliklerinin ve kadeh hucre
yogunlugunun azaldigi gorilmustir. Grup O-Mes’e ait histomorfolojik goruntiler

Resim 4.12°de sunulmustur.
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Resim 4.12. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral mesalazin
yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta (Grup
O-Mes) kolon kesitinin 151k mikroskop goérintisi, A: 5x blyitme, B:
20x blyutme (Hematoksilen&Eosin boyama, Sari oklar: Kadeh
hicreleri)
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Grup O-Mes-P-40: inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral

mesalazin ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi viklu ipek fibroin-temelli hidrojel

formilasyonu uygulanan grup

Inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral mesalazin ve
kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yukll ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu
uygulanan grupta kolonlarin histomorfolojik degerlendirmesi negatif kontrol grubu
(Grup NK) ile benzer bulunmustur. Grup O-Mes-P-40’a ait histomorfolojik goruntuler

Resim 4.13’te sunulmustur.

Resim 4.13. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra oral mesalazin
ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel
formulasyonu uygulanan grupta (Grup O-Mes-P-40) kolon kesitinin 1s1k
mikroskop  goéruntust, A: 5x buyutme, B: 20x blyutme
(Hematoksilen&Eosin boyama, Sari oklar: Kadeh hcreleri)

Grup O-P-40: Inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra oral

kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formilasyonu

uygulanan grup

inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra oral kitozan:TNF-a siRNA
polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta kolon
mukozasinin durumu negatif kontrol grubuna (Grup NK) en yakin gruplardan biri
olarak bulunmustur. Grup O-P-40’a ait histomorfolojik goérintiler Resim 4.14te

sunulmustur.
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Resim 4.14. inflamatuvar  bagirsak  hastali§i  olusturulduktan sonra oral
kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yukli ipek fibroin-temelli hidrojel
formulasyonu uygulanan grupta (Grup O-P-40) kolon kesitinin 1sik
mikroskop goéruntist, A: 5x buyutme, B: 20x blyutme
(Hematoksilen&Eosin boyama, Sari oklar: Kadeh hucreleri)

Grup R-Bos: inflamatuvar bagdirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal ipek

fibroin-temelli hidrojel formilasyonu uygulanan grup

inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal ipek fibroin-temelli
hidrojel formulasyonu uygulanan grupta kriptlerin derinliklerinin ve kadeh
hdcrelerinin  yogunlugunun negatif kontrol grubuna (Grup NK) gore azaldigi

g6zlenmistir. Grup R-Bog’a ait histomorfolojik goruntiler Resim 4.15’te sunulmustur.

o |
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Resim 4.15. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra rektal ipek
fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta (Grup R-Bos)
kolon Kkesitinin 1s1k mikroskop goérUntisu, A: 5x buyldtme, B: 20x
biyltme (Hematoksilen&Eosin boyama)
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Grup R-P-40: Inflamatuvar badirsak hastali§i olusturulduktan sonra rektal

kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formilasyonu

uygulanan grup

Inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal kitozan:TNF-a siRNA
polipleksi yukli ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta epitel
hlcrelerinde dejenerasyon, kadeh hicresi yogunlugunda negatif kontrol grubuna
gore belirgin azalma ve lenfoid hicre infiltrasyonlari tespit edilmigtir. Grup R-P-40’a

ait histomorfolojik goruntiler Resim 4.16’da sunulmusgtur.

—————

Resim 4.16.Inflamatuvar bagirsak hastali§i  olusturulduktan sonra rektal
kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel
formulasyonu uygulanan grupta (Grup R-P-40) kolon kesitinin 1sik
mikroskop  goruntistu, A: 5x bouydtme, B: 20x buyutme
(Hematoksilen&Eosin boyama)

Grup R-Mes: inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal mesalazin

vuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grup

inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal mesalazin yikli ipek
fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta inflamasyonun baskilandigi
ancak negatif kontrol grubuna (Grup NK) gore kript derinliklerinin ve kadeh hicre
yogunlugunun azaldigi gozlenmistir. Grup R-Mes’e ait histomorfolojik goruntiler

Sekil Resim 4.17°de sunulmustur.
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Resim 4.17. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal mesalazin

yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta (Grup
R-Mes) kolon kesitinin 1sik mikroskop gorintisu, A: 5x buylitme, B: 20x
buyutme (Hematoksilen&Eosin boyama)

Grup R-Mes-P-40: inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal

mesalazin ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi viklu ipek fibroin-temelli hidrojel

formulasyonu uygulanan grup

inflamatuvar bagirsak hastaliyi olusturulduktan sonra rektal mesalazin ve

kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yukll ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu

uygulanan grupta kolonlarin histomorfolojik degerlendirmesi negatif kontrol grubu

(Grup NK) ile benzer bulunmustur. Grup R-Mes-P-40’a ait histomorfolojik goruntiler

Resim 4.18’de sunulmustur.

Resim 4.18. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal mesalazin

ve kitozan/TNF-a siRNA polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel
formalasyonu uygulanan grupta (R-Mes-P-40) kolon kesitinin 1g1k
mikroskop  goéruntist, A: 5x bayutme, B: 20x blyutme
(Hematoksilen&Eosin boyama)
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Grup R-Ticari: inflamatuvar bagdirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal ticari

Salofalk ® (500 mqg) supozituvar uygulanan grup

Inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra rektal ticari Salofalk ® (500
mg) supozituvar uygulanan grupta kolon epitelinin butinligu bozulmustur. Lenfoid
hlcre infiltrasyonlarina ve lenf folikillerine (LF) rastlanmistir. Grup R-Ticari'ye ait

histomorfolojik gértnttler Resim 4.19°da sunulmustur.
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Resim 4.19. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra rektal ticari
Salofalk® (500 mg) supozituvar uygulanan grupta (Grup R-Ticari)
kolon kesitinin 1s1k mikroskop goéruntlsu, A: 5x buyutme, B: 20x
blyutme (Hematoksilen&Eosin boyama, LF: Lenf folikilleri)

Histomorfolojik skorlama

Histomorfolojik c¢alismalarda histopatolojik degisikliklerin skorlanmasi Cizelge
3.19'da gore Bolum 3.15.4’te anlatildigr gibi doku hasari ve inflamatuvar hucre
infiltrasyonu degerlerinin toplamina gére hesaplanmigtir. On iki deney grubuna ait

histomorfolojik skorlama Sekil 4.113’te gosterilmistir.
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Sekil 4.113. Histomorfolojik skorlama

immunohistokimyasal calismalar

Farelerden alinan kolon doku ornekleri bir inflamasyon belirteci olan TNF-a
ekspresyonu yonunden immunohistokimyasal yontemle incelenmigtir.
immunohistokimyasal analizler Bolim 3.15.6’da anlatildigi gibi gerceklestirilmistir.

On iki deney grubunun immunohistokimyasal goéruntuleri Resim 4.20-4.31 arasinda

verilmigtir.
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Resim 4.20. Negatif  kontrol grubunda (Grup NK) kolon  kesitinin
immunohistokimyasal gortintisu (A: 5x buaylatme, B: 20x blyutme)

Resim 4.21. Pozitif ~ kontrol ~ grubunun  (Grup  PK)  kolon  Kesitinin
immunohistokimyasal goéruntist  (A: 5x buyutme, B ve C: 20x
blayutme, LF: Lenf folikilleri)
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Resim 4.22. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral ipek fibroin-
temelli hidrojel formilasyonu uygulanan grupta (Grup O-Bos) kolon
kesitinin immunohistokimyasal goéruntisu (A: 5x buyutme, B: 20x
blylitme)

Resim 4.23. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra oral ticari
Pentasa® (500 mg) preparati uygulanan grupta (Grup O-Ticari) kolon
kesitinin immunohistokimyasal goéruntisu (A: 5x buyudtme, B: 20x
blayutme)
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Resim 4.24. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral mesalazin
yukld ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta (Grup
O-Mes) kolon kesitinin immunohistokimyasal goéruntisu (A: 5x

bayutme, B: 20x bayutme)

Resim 4.25. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral mesalazin
ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yUklu ipek fibroin-temelli hidrojel
formualasyonu uygulanan grupta (Grup O-Mes-P-40) kolon kesitinin
immunohistokimyasal goruntisu (A: 5x buyutme, B: 20x blyutme)
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Resim 4.26. inflamatuvar ba@irsak  hastaligi  olusturulduktan sonra  oral
kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yukli ipek fibroin-temelli hidrojel
formulasyonu uygulanan grupta (Grup O-P-40) kolon kesitinin
immunohistokimyasal gortintlisu (A: 5x buaylitme, B: 20x blyuttme)

Resim 4.27. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra rektal ipek
fibroin-temelli hidrojel formllasyonu uygulanan grupta (Grup R-Bosg)
kolon kesitinin immunohistokimyasal gorunttsu (A: 5x bayutme, B: 20x
blylitme)



Resim 4.28.

inflamatuvar bagirsak hastali§i  olusturulduktan sonra rektal
kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yUkli ipek fibroin-temelli hidrojel
formalasyonu uygulanan grupta (Grup R-P-40) kolon kesitinin
immunohistokimyasal géruntisi (A: 5x buyutme, B: 20x blyitme)

Resim 4.29.

inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal mesalazin
yukld ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan grupta (Grup
R-Mes) kolon kesitinin immunohistokimyasal gérintisu A: 5x blyutme,
B: 20x buayutme)
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Resim 4.30. inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra rektal mesalazin
ve kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yuklu ipek fibroin-temelli hidrojel
formalasyonu uygulanan grupta (Grup R-Mes-P-40) kolon kesitinin
immunohistokimyasal gortintliisi (A: 5x buylitme, B: 20x blyttme)

Resim 4.31. inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra rektal ticari
Salofalk® (500 mg) supozituvar uygulanan grupta (Grup R-Ticari)
kolon kesitinin immunohistokimyasal goérunttsu (A: 5x baytutme, B: 20x
blylitme)

immunohistokimyasal analiz sonuglarina gére negatif kontrol grubunda (Grup NK)
epitelin limene bakan apikal yuzlerinde ve tunika muscularis (Tm) katmanindaki

diz kaslarda pozitiflige rastlanmistir. Bu durum TNF-a ekspresyonunun normal
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kolonda az da olsa ifade edildigini gostermistir. Pozitif kontrol grubunda (Grup PK)
ise epitelin tamaminda lamina propria ve submukozadaki lenfoid hiicrelerde ve yine
tunika musculariste TNF-a pozitif alanlar mevcuttur. inflamatuvar bagirsak hastahg:
olusturulduktan sonra rektal ve oral yolla ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu
(Grup O-Bos-Grup R-Bos) uygulanan ve mesalazin yukli ipek fibroin-temelli hidrojel
formulasyonu uygulanan (Grup O-Mes- Grup R-Mes) gruplarda pozitif kontrole gore
kolon mukozasindaki TNF-a ifadesinin pozitif boyanma yogunlugu goreceli olarak
daha az bulunmustur. Inflamatuvar bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra
Kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yukli ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu
uygulanan grupta oral grupta (Grup O-P-40) TNF-a ifadesi yuksekken rektal grupta
(Grup R-P-40) kullanim sonrasi dusuktir. Bunun sebebinin epitel hicrelerinde
olusan dejenerasyondan kaynakli olabilecegi disinilmektedir. inflamatuvar
bagirsak hastali§i olusturulduktan sonra mesalazin ve kitozan/TNF-a siRNA
polipleksi yuklt ipek fibroin-temelli hidrojel formulasyonu uygulanan gruplarda (Grup
O-Mes-P-40-Grup R-Mes-P-40) TNF-a ifade duzeyi diger deney gruplarina goére
daha az bulunmustur. Inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulduktan sonra oral
ticari Pentasa® tablet uygulanan grupta (Grup O-Ticari) TNF-a ifadesi duslk
bulunmusken, rektal ticari Salofalk® supozituvar uygulanan grupta (Grup R-Ticari)
kullanim sonrasi hem kolon epitel hicrelerinde hem de lenf folikillerinde TNF-a

pozitif olarak bulunmustur.

immunohistokimyasal skorlama

TNF-a icin immunohistokimyasal skor, pozitif boyali hiicrelerin ylzdesi ve yogunluk
puanlarinin toplamina gére Bolim 3.15.6’da anlatildidi gibi hesaplanmigtir. On iki

deney grubuna ait immunohistokimyasal skorlama Sekil 4.114’te gosterilmigtir.
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Sekil 4.114. immunohistokimyasal skorlama sonuclari
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda 3B biyobaski teknolojisi kullanilarak sodyum aljinat/ipek fibroin/
hyaluronik asit temelli, mesalazin ve TNF-a siRNA yUklu oral ve rektal hidrojeller
gelistiriimistir. ilk olarak ipek bdcegi kozalarindan ipek fibroin eldesi ve bu islemin
optimizasyonu gergeklestiriimigtir. Farkh oranlarda sodyum aljinat/ipek fibroin/
hyaluronik asit karistirilarak 3B biyobaskida kullaniimak Uzere biyomurekkep
formUlasyonlari  hazirlanmigtir.  Karakterizasyon ¢alismalari  kapsaminda
biyomlrekkep  formulasyonlarinin  viskozite, yuzey gerilimi  olglimleri
gerceklestiriimis, basilabilirlik parametreleri ve mesalazin salim profilleri
degerlendirilmigtir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda oral ve rektal uygulamada
kullanilmak Gzere iki ayri optimum biyomurekkep formulasyonu segilmistir. Daha
sonra hidrojellere ylUklenmek Uzere farkli oranlarda kitozan:TNF-a siRNA
polipleksleri hazirlanmis ve jel retardasyon, partikil buyuklugu, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel dlgumleri gergeklestiriimistir. Hlcre kultart galismalari
kapsaminda sitotoksisite ve in vitro gen susturma galismalari yapilmistir. in vitro
gen susturma calismasindan sonra optimum polipleks formulasyonu belirlenmistir.
Daha sonra 3B biyobaski teknolojisi kullanilarak oral ve rektal mesalazin ve kitozan:
kitozan:TNF-a siRNA polipleksi yukli hidrojel formulasyonlar Gretilmistir.
Karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda DSC, FTIR, XRD, TGA analizleri, sisme
kapasitesi Olgimleri, in vitro parcalanma calismasi, morfolojik analizler, mekanik
testler ve mukoadezyon deneyleri yapilmistir. Oral ve rektal hidrojellerden
mesalazin ve TNF-a siRNA salimi degerlendiriimig, salim kinetikleri hesaplanmistir.
Hidrojellerden mesalazin salim profili oral ve rektal piyasa preparatlariyla
karsilastirimistir. in vivo deneyler kapsaminda DSS ile iBH olusturulmus farelere
oral, rektal hidrojeller ve piyasa preparatlari uygulanmistir. in vivo calismalar
sonucunda biyokimyasal ve histolojik bulgular elde edilmigtir ve bu bulgular
kargilagtinlmistir. Béylelikle tez calismamizda iBHde kullanilmak (zere 3B
biyobaski teknolojisiyle sodyum aljinat/ipek fibroin/ hyaluronik asit temelli TNF-a
siRNA yUklU oral ve rektal hidrojeller basariyla gelistirilmistir.
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5.1. Etkin Madde ve Polimerlerin Karakterizasyon Calismalarinin
Degerlendirilmesi

5.1.1. Mesalazinin miktar tayini yonteminin gelistiriimesi ve validasyonu

Etkin madde miktar tayini yontemi olarak UV-Vis spektrofotometre kullaniimistir.
Etkin miktar tayininde kullanilan yontemlerin dogru, kesin ve tekrarlanabilir
oldugunun validasyon caligmalariyla kanitlanmasi gerekmektedir. Bu nedenle
calismamizda kullanilan UV-Vis spektrofotometre analiz yontemleri valide edilerek

analizlerde elde edilen sonuglarin guvenilir oldugu garanti altina alinmistir.

Calismada mesalazinin Sekil 4.1-4.3’te verilen UV spektrumlari incelendiginde, pH
1,2, 0,1 N HCI tampon ¢ozeltilerinde maksimum absorbans verdigi dalga boyunun
300 nm, distile su, pH 6,8-1, 2. pH 6,8 ve pH 7.4 tampon c¢dzeltilerinde ise
maksimum absorbans verdigi dalga boyunun 330 nm oldugu gértlmusttr. Bu dalga
boyu literatur ile uyumlu bulunmugtur (Acharjya ve digerleri, 2011; Wojcik-
Pastuszka ve digerleri 2020; Brittain, 1994).

Dogrusallik analizleri tim ortamlar icin gergeklestiriimis (Sekil 4.4-4.6) ve derisim-
absorbans grafikleri cizilmistir. Derisim-absorbans egrilerinin r2 degerleri butlin
ortamlar igin 1’e yakin bulunmustur ve bu durum tim ortamlarda iliskinin dogrusal
oldugunu gostermistir. Boylece, dlgulen absorbans kullanilarak derigsim degerlerinin

dogru olarak elde edilecedi kanitlanmigtir.

Analizlerde kullanilacak miktar tayin yénteminin kesinligi, bu yontem ile elde edilen
absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan derisim degerlerinin birbirine yakinhgi
ile kanitlanmaktadir. Calismamizda kullanilan analiz yonteminin kesinligi ICH
Q2(R1) kilavuzu dogrultusunda butun ortamlar icin gergeklestiriimistir. Kesinlik
tayinleri deney igi kesinlik ve deneyler arasi kesinlik olmak Gzere iki farkli galisma
ile yapilmistir. Derigimlerin yakin olmasi ICH Q2 (R1) kilavuzunda yer alan %bagil
sapma degerinin %2’nin altinda olup olmamasina gore degerlendirilmistir. Cizelge
4.1-4.12'de yer alan kesinlik galismalarinin sonuglarina gére butin %bagil sapma
degerlerinin %2’nin altinda oldugu goértlmektedir. Bu sonuglar ile kullanilan analiz

yonteminin kesinligi ve gun i¢i veya gunler arasi gerceklestiriien deneylerin
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tekrarlanabilir oldugu kanitlanmistir (Moharana ve digerleri, 2011; Patel ve digerleri,
2010).

Bir analitik yontemin 6zgunligu ve segciciligi bu yontemin amacglanan maddeyi tayin
edebilme yetenegdi olarak ifade edilmektedir. Analizde kullanilan ydntemin, etkin
maddeyi formulasyonda kullanilan diger yardimci maddelerden ayirmasi
gerekmektedir. Yani analiz sonucunda okunan absorbans degerinin sadece analiz
edilmek istenen maddenin derigimi ile degismesi ve ortamda bulunan diger
maddelerden etkilenmemesi gerekmektedir. Her bir ortam igin g¢alisilan dalga
boyunda sadece mesalazinin absorbans degeri verdiginin kanitlanmasi amaciyla
secicilik g¢alismalarn yapilmigtir. Butun ortamlarda mesalazin harici  diger
formulasyon bilegsenleri ¢ozulmus ve 200-800 nm dalga boyu araliginda UV
spektrumlar alinmigtir. Formulasyondaki diger bilesenlerin ¢alisilan dalga boyunda
absorbans vermedigi gorulmus ve yontemin mesalazin igin segici oldugu
kanitlanmistir (Sekil 4.7-4.9) (Tugcu Demirdz, 2001).

Analitik yontem validasyonu igin bir diger parametre olan geri elde ve dogruluk
analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Hazirlanan etkin madde ¢ozeltisindeki etkin
madde derigimi ile bu c¢ozeltinin analizi ile elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak hesaplanan derisim degerinin birbirine yakin olmasi, yani ICH Q2 (R1)
kilavuzuna goére iki deger arasindaki %bagil sapmanin %2’nin altinda olmasi
gerekmektedir (Taleuzzaman, 2018). Calismamizda yer alan batin ortamlar igin
geri elde ve dogruluk analizleri gergeklestiriimistir (Cizelge 4.13-4.18). Cizelgelerde
yer alan butlin %bagdil sapma degerlerinin %2’nin altinda oldugu goériimustur ve

boylece yontemin dogrulugu kanitlanmigtir.

Calismamizda hesaplanan LOD ve LOQ degerlerinin (Cizelge 4.19) butin ortamlar
icin analizlerde kullanilan derigsimlerden daha dusuk oldugu goérulmastir. Bu
sonuglar ile analizler sonucu elde edilen degerlerin, yontemin duyarlilik sinirindan
dusuk olmadigi ve ¢alismada kullanilacak derisimlerin kullanilan analiz yontemiyle

hassas ve dogru bir sekilde tayin edilebilecegi kanitlanmistir.

Calismada kullanilacak stok c¢ozeltilerin ve numunelerin analiz sirasinda veya

saklanacaklari sure boyunca stabilitelerinin belirlenmesi amaciyla ¢ozelti stabilitesi
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analizleri gercgeklestiriimistir. Calismamizda gelistirilecek formulasyonlardaki etkin
maddenin ortamlarda ¢6zUnmus halde bulunacaklari slre g6z Onunde
bulundurulmus ve butun ortamlar igin 37 °C’de 24 saat analizler gergeklestirilmigtir
(Sekil 4.10-4.12). Bu sonuglara gore mesalazinin 24 saat boyunca butln ortamlarda
stabilitesini korudugu gozlenmigtir. Baglangi¢ derigimi ile deney sonunda elde edilen

derisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05.)

Batin sonuclar degerlendirildiginde, butin ortamlar igin validasyon isleminin

basariyla gergeklestirildigi gorulmektedir.

5.1.2. DSC Calismalari

Formulasyonlarda kullanilan mesalazin ve polimerler arasinda herhangi bir
gegimsizlik ya da etkilesim olup olmadiginin incelenmesi amaciyla DSC galismalari
yapilmistir. Mesalazin ve polimerlerin tek basina ve fiziksel karigimlarinin

termogramlari alinarak karsilagtirilmistir.

DSC termogramlari incelendiginde mesalazin 290,67 °C’de endotermik bir pik (Sekil
4.13), ipek fibroin 226,75 °C’de ekzotermik, 283,75’te °C’de endotermik bir pik (Sekil
4.15), hyaluronik asit 240,24 °C’de ekzotermik bir pik, kitozan ise 305,55 °C’de
ekzotermik bir pik vermistir (Sekil 4.16). Sodyum aljinat turevleri olan Protanal
CR8223 ve Protanal CR8133’lin termogramlarina bakildigi zaman sirasiyla 247,38
°C’de ve 246,87 °C’de ekzotermik pikler gozlenmistir (Sekil 4.17-4.18) (Praveen ve
digerleri, 2015; Newton ve digerleri., 2012; Chlapanidas ve digerleri, 2011; Han ve
digerleri, 2012; Saber-Samandari ve digerleri, 2012).

Mesalazinin formulasyonda kullanilan diger polimerler ile 1:1 oranda
karisimlarindan elde edilen DSC termogramlarina bakildigi zaman (Sekil 4.19-4.23)
mesalazinin karigimlardaki miktarindaki azalmaya bagl olarak piklerde kigllme
meydana gelmistir ve bunun disinda herhangi bir degisim gbézlenmemistir.
Polimerlerin kendi aralarinda fiziksel karigimlarindan elde edilen termogramlara
bakildigi zaman polimerler arasinda herhangi bir etkilesime rastlanmamistir (Sekil
4.24-4.34). Sonuglar bu polimerler kullanilarak hazirlanacak formulasyonlarda

gecimsizlik olmayacagi seklinde degerlendirilmigtir.
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5.1.3. FTIR Caligsmalari

FTIR maddelerin ve formulasyonlarin kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi igin
kullanilan bir analiz yontemidir. Bu yontemle formulasyon gelistiriimeden Once
kullanilacak bilesenlerin kimyasal yapisi belirlenebilir ve bu bilesenlerin kalite
kontroll yapilabilir. Ayrica formulasyon gelistirildikten sonra meydana gelen yapisal
degisiklikler analiz edilebilmektedir. FTIR yontemi, calismamizin ilk agamasinda
mesalazin ve diger formulasyon bilesenlerinin yapi tayini amaciyla kullaniimistir.
Mesalazin ve formulasyonda kullanilan polimerlere ait spektrumlar Sekil 4.35-4.42

arasinda gosterilmigtir.

Mesalazinin spektrumunda 2525,75 cm*’de molekiiller arasi hidrojen baglarindan
kaynaklanan bir bant, 1646,06 cmde primer amin (N-H) gerilme bandi, 1485,11 ve
1445,93 cm’de C-H gerilme bandi, 1351,81 cm™Y’de C-H ve O-H gerilme bantlari,
807,81 cm™*'de aromatik bilesenden kaynakli C-H gerilme bandi, 772,02 cmYde
diizlemsel bikilme titresimleri disindaki C-H gerilme bandi ve 684,80 cm™¥'de
duzlemsel bukilme titregsimleri disindaki aromatik C-H gerilme bandi gézlenmisgtir.
Bu gerilme bantlar literatirle uyumlu bulunmustur (Sekil 4.35) (Alam ve digerleri,
2019; Coates, 1996; Chebion ve digerleri, 2022).

Calisma kapsaminda elde edilen ipek fibroinin spektrumunda 3282,31 cm*'de N-H
gerilme bandi, 1621,50 cmY’de amid | (C=0) gerilme bandi, 1513,40 cm''de amit II
(sekonder N-H) gerilme bandi, 1448,85 cm*’'de CHzs gerilme bandi, 1229,15 cm*'de
amit Il (C-N ve N-H gerilme bantlari), 1162,02 cm, CH20H polifenol yapisindan
kaynaklanan gerilme bandi ve 992,43 cm'de ikincil yapidaki polialaninden
kaynaklanan gerilme bandi gérilmustiir (Sekil 4.36). ipek fibroin icin elde edilen
gerilme bantlari literatirle uyumlu bulunmustur (Gianak ve digerleri, 2018; Hong ve
digerleri, 2020; Zhong ve digerleri, 2021).

Hyaluronik asitin spektrumunda 1505,98 cm*de C=0 ve C-H gerilme bantlari,
1373,68 cm™Y’de amit Ill gerilme bandi ve 1029,85 cm™*de C-OH gerilme bandi
go6zlenmigtir (Sekil 4.37). Bu gerilme bantlar literatirle uyumlu bulunmustur (Manju

ve Sreenivasan, 2011; Pan ve digerleri 2017).
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Kitozanin spektrumunda, 3362,80 cm'’'de -OH gerilme bandi, 1647,56 cm'’de amit
| (C=0) gerilme bandi, 1373,57 cm*'de amit Ill (CH2) gerilme bandi, 1151,67 cm"
Yde C-O-C gerilme bandi ve 1025,44 cm™Y'de C-O gerilme bandi gorilmistir (Sekil
4.40). Kitozanin gerilme bantlar literaturle uyumlu bulunmugtur (Queiroz ve
digerleri, 2014).

Sodyum aljinat tarevleri olan Protanal CR8223 ve Protanal CR8133 polimerlerinin
spektrumlarina bakildi§i zaman sirasiyla 3647,71 cm™ ve 3364,38 cm''de -OH
gerilme bantlari, 1598,22 cm™ ve 1596,23 cmY'de asimetrik gerilme titresimleri
(CO0), 1404,43 cm™ ve 1405,73 cm¥de simetrik gerilme titresimleri (COO) ve
1026,81 cm™ ve 1025,9 cm'’de C-O gerilme bantlari gézlenmistir (Sekil 4.38-4.39).
Aljinat tarevi polimerlerin gerilme bantlari literaturle uyumlu bulunmustur (Taha ve
digerleri, 2005).

Mesalazin ve diger formulasyon bilesenlerinin spektrumlarina bakildigi zaman, Sekil
4.41de 2529,21 cm', 1645,85 cm, 1485,23 cm, 1446,37 cm?, 1351,82 cm™,
807,81 cm, 772,07 cm? ve 684,78 cm¥de mesalazine 6zgi gerilme bantlar
gOzlenmigtir. Ayrica fiziksel karigimlarda diger formulasyon bilesenlerine ait pikler

de gorulmustdr.

Sekil 4.42’ye bakildi§i zaman ise, 1486,45 cm™, 1447,63 cm™, 1353,22 cm?, 808,51
cm?, 772,74 cm? ve 685,01 cm™*’de mesalazine ait gerilme bantlari gozlenmistir.
Ayrica fiziksel karisimlarda diger formulasyon bilesenlerine ait pikler de

gOrulmustar.

Bu sonuglara gobre mesalazine ait karakteristik gerilme bantlarinin, diger
formilasyon bilesenleriyle olan fiziksel karisimda bozulmadan yer aldig
gOzlenmistir. Fiziksel karisimlarda mesalazin derisiminin azalmasina bagl olarak
pikler kigulmustir ancak maddenin oraninin degismesine bagl olarak bu durum
beklenen bir sonugtur. FTIR analizleri ile formilasyon bilesenleri ve etkin maddenin
herhangi bir kimyasal ge¢imsizlik gostermeden bir arada bulunabilecegi sonucuna

varilmigtir.
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5.1.4. XRD Analizleri

XRD analizleri kati maddelerin kristal yapisinin aydinlatilmasi amaciyla kullanilan
bir ydontemdir. Bu yontemde amorf yapilar pik vermezken, kristal yapilar karakteristik
pikler vermektedir. Etkin madde ve polimerlere ait XRD difraktogramlari $ekil 4.43-

4.50 arasinda gosterilmigtir.

Mesalazinin XRD difraktogrami incelendiginde (Sekil 4.43), 26= 7,53°, 12,59°,
14,22°, 15,08°, 16,5°, 22,47°, 24,19°, 25,52°, 27,1°, 28,56°, 30,51°, 31,82°, 36,78°,
38,46°'de karakteristik pikler gozlenmistir (Seifirad ve digerleri, 2016). ipek fibroinin
difraktograminda (Sekil 4.44), 26=23,72° noktasinda karakteristik pik goralmustar
(Gianak ve digerleri, 2018; Sah ve Pramanik, 2011). Hyaluronik asitin
difraktograminda (Sekil 4.45), 26=23,33° noktasinda karakteristik pik gorulmugtur
(Cassimjee ve digerleri, 2022). Kitozanin difraktogrami incelendiginde (Sekil 4.48),
206=10,9°, 20,21° noktalarinda karakteristik pikler gozlenmistir (Kumar ve Koh,
2012). Sodyum aljinat-Protanal CR8223 (Sekil 4.46) ve sodyum aljinat Protanal
CR8133 (Sekil 4.47) polimerlerinin XRD difraktogramlarina bakildigi zaman ise,
Protanal CR8223 igin 26=13,05°, 21,98° 26,09° noktalarinda, Protanal CR8133 i¢in
ise 20=14,06°, 22,05° noktalarinda karakteristik pikler gdézlenmistir (Bhagyaraj ve
Krupa, 2020).

Formulasyon bilesenleri ve mesalazinin fiziksel karisimlarinin XRD difraktogramlari
Sekil 4.49 ve 4.50'de gosterilmigtir. Bu difraktogramlara bakildigi zaman
mesalazinin ve diger formulasyon bilesenlerinin  karakteristik  piklerinin
difraktogramlarda yer aldigi goértlmektedir. Ancak fiziksel karisim oldugu igin
maddelerin miktarinin azalmasina bagh olarak pik siddetinde azalmalar

gOrulmektedir. Bu beklenen bir durumdur.
5.2. ipek fibroin eldesi ve karakterizasyon ¢alismasi bulgulari

Tez calismasi kapsaminda ipek bocegdi kozalarindan ipek fibroin eldesi ¢alismalari
gerceklestirilmigstir.
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5.2.1. Protein miktar tayini yonteminin gelistirilmesi

Bradford yontemi ve Lowry yontemi proteinlerin miktar tayini amaciyla yaygin
kullanilan yontemlerdir (Bradford, 1976; Lowry, 1951). Bradford yontemi, yontemde
kullanilan boya olan Coomassie Brilliant Blue G-250'nin proteinde yer alan arjininin,
lizin ve histidin aminoasitleriyle asidik bir ortamda bag olusturarak parlak mavi bir
renk vermesi esasina dayanmaktadir (Lu ve digerleri 2010; Bradford, 1976). Lowry
yontemi ise proteinin alkalin bakir tartarat ¢ozeltisi ve Folin reaktifi ile etkilesimine

dayanan kolorimetrik bir testtir (Lowry, 1951).

Yapilan calismalarda Bradford yénteminin, Lowry yontemine gore protein miktar
tayini icin daha hassas bir yontem oldugu sonucuna varilmistir (Zambari ve digerleri,
2021). Bu durum Bradford yonteminde kullanilan Comassie Brilliant Blue G-250'nin
protein disindaki diger molekullerle etkilesiminin daha az olup, proteinlere karsi
duyarlih@inin yiksek olmasindan kaynaklanmaktadir (Pavel ve digerleri, 2013). Bu
nedenle calismamizda ipek bocedi kozalarindan elde edilen ipek fibroinin protein

miktar tayini igin Bradford yontemi kullaniimigtir.

Miktar tayini yontemi ipek fibroin ¢ozeltisi ve liyofilize ipek fibroin olmak Uzere iki
farkl ipek fibroin 6rnegi icin gelistiriimigtir. Liyofilize ipek fibroin icin miktar tayini
yontemi gelistiriimesinin sebebi bazi karakterizasyon calismalarinda liyofilize ipek
fibroinin kullaniimasidir. Protein miktar tayini yontemi icin model protein olarak BSA
kullanilmistir. ipek fibroin gozeltisi icin (Sekil 4.51) ve liyofilize ipek fibroin icin (Sekil
4.52) olusturulan derisim-absorbans egrilerinin r? degeri 1’e yakin bulunmustur ve
bu durum her iki ipek fibroin i¢in de derisim-absorbans arasindaki iligskinin dogrusal
oldugunu gostermistir. Literatlrde ipek fibroinin protein miktar tayini i¢cin Bradford
yonteminin kullanildigi gesitli calismalar bulunmaktadir (Nikam ve digerleri, 2020;
Sah ve Pramanik, 2010; Chung ve digerleri, 2020).

5.2.2. ipek fibroin eldesi igin optimizasyon galigmalari

Calisma boyunca Uretilecek ipek fibroinin ayni kaliteye ve ayni protein igerigine

sahip olmasi ve yuksek protein igerigine sahip ipek fibroin elde etmek igin
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optimizasyon c¢alismalari gergeklestiriimistir. Optimizasyon igin istatistiksel analiz

yapimigtir.

Ipek bdcegi kozasindan ipek fibroin eldesi zamk giderme, ekstraksiyon, diyaliz,
santrifj ve liyofilizasyon iglemlerinden olugsmaktadir. Zamk giderme isleminde
kozadaki bir diger protein olan serisinin uzaklasma islemi gergeklesmektedir. ipek
bdcedi kozalarinin yaklasik %25-30'unu serisin olusturmaktadir. Zamk giderme
serisinin uzaklastiginin kanitlanmasi ve her seferinde uzaklasan serisin miktarinin
birbirine yakin oldugunun gosterilmesi amaciyla zamk giderme igleminde uzaklasan
serisin miktari gravimetrik olarak analiz edilmistir. Cizelge 4.20’de yer alan
sonuglara goére, zamk giderme islemiyle ortalama %26,72+0,98 serisinin uzaklastigi
goOrulmektedir. Bu sonuglar zamk giderme igleminin basariyla gergeklestigini
gOstermektedir. Yapilan bir ¢calismada ipek fibroin eldesi i¢cin zamk giderme islemi
gerceklestirilmistir. ipek bdcedi kozalari 1 saat boyunca Na2COs c¢dzeltisinde
kaynatilmis ve 1 saat sonunda zamk giderme islemi sonucunda uzaklasan serisin
miktari %27 olarak bulunmustur (Cao ve digerleri, 2013). Calismamizda elde edilen

bulgular literatirle uyumludur.

Zamk giderme islemi sonucunda elde edilen materyalin ekstraksiyonu igin farkh
ekstraksiyon ajanlari kullaniimaktadir. Bunlara LiBr ¢ozeltisi ve Ajisawa ajani ornek
verilebilir. Calismamizda her iki ekstraksiyon ajani kullanilarak ipek fibroin
uretilmigtir. Ekstraksiyon ajanlarinin ipek fibroinin protein igerigine etkisini incelemek

amaciyla diger tim parametreler sabit tutulmustur.

Ajisawa ajani iF-1-iF-12 numarali deneylerde kullaniimis ve LiBr ¢ozeltisi ise iF-12-
iIF-24 numarali deneyler icin kullaniimistir (Cizelge 3.1). Diger tim parametreler
sabit tutularak istatistiksel degerlendirme her grup icin ayri ayri yapilmigtir. Tim
analizlerde p degeri<0,0001 olup, ekstraksiyon ajaninin ipek fibroinin protein
icerigine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.53). Liyofilize
numuneler igin ekstraksiyon ajani tipinin etkisini incelemek amaciyla ayni igslem
tekrarlanmistir. L-IF-1-L-IF-7 ve L-IF-2-L-IF-8 deney numaralar arasindaki p
degeri<0,0001 bulunmustur. L-IF-3-L-IF-9 arasinda yapilan analizde p degeri
0,0072, L-iIF-4-L-iIF-10 arasinda yapilan analizde ise 0,0019 olarak bulunmus ve
deneyler arasindaki fark tim analizlerde anlamli bulunmustur (Sekil 4.54). Liyofilize
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numuneler icin kullanilan ekstraksiyon ajaninin ipek fibroinin protein icerigi
uzerindeki etkisi istatistiksel olarak kanitlanmistir. LiBr kullanilarak elde edilen
liyofilize ipek fibroinlerin protein igeriginin genellikle daha fazla oldugu gozlenmistir.
L-IF-9 ve L-IF-4 numaralari deneylerde Ajisawa ajani kullanilarak liyofilize ipek
fibroin elde edilmistir, LiBr kullanilarak elde edilen liyofilize ipek fibroinlere goére
protein icerigi farki istatistiksel olarak anlamli olsa da ¢ok disuktir. Bu durumun

diger deney kosullarindan kaynaklanabileceg@i dusunulmustar.

ipek fibroin ¢dzeltisi icin Cizelge 4.21 ve Sekil 4.53'te verilen sonuglara gére LiBr
kullanilarak elde edilen ipek fibroinin protein iceriginin genelde daha fazla oldugu
gorulmektedir. Liyofilize ipek fibroin icin ise Cizelge 4.22 ve Sekil 4.54’te yer alan
sonuglara bakildiginda da LiBr kullanilarak elde edilen ipek fibroinin protein
iceriginin genel olarak daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gézlenmistir (p<0,05). ipek fibroin eldesi icin Ajisawa ajaninin iceriginde alkol
bulundugu igin alkoliin buharlasmasindan kaynakli olarak her zaman ayni icerige
sahip Ajisawa ajani kullanilamamaktadir. Ayrica Ajisawa ajani ipek fibroin yapisinin
tamamen agilmasina yol agabilmekte, dolayisiyla bu durum ipek fibroin ¢ozeltisinin
diyaliz iglemi sirasinda agregasyona daha duyarli olmasina neden olmaktadir
(Abdel-Fattah ve digerleri., 2015; Zheng ve digerleri., 2016). Literatirde yapilan
calismalarda LiBr kullanilarak elde edilen ipek fibroinin Ajisawa ajani kullanilarak
elde edilen ipek fibroine gore gravimetrik olarak daha fazla oldugu goérulmektedir
(Kopp ve digerleri, 2009; Nikam ve digerleri, 2020). Yapilan ¢calismalarda LiBr ile
hazirlanan ipek fibroin c¢ozeltisinin daha stabil oldujgu ve agregasyona yatkin
olmadidi da rapor edilmistir (Jin ve Kaplan 2003). Yapilan analizler ve literatur bilgisi
dogrultusunda en yuksek protein igerigine sahip ipek fibroinin Gretiimesi igin

ekstraksiyon ajani olarak LiBr kullaniimasina karar verilmistir.

ipek fibroin eldesinde ekstraksiyon isleminden sonra diyaliz islemi yer almaktadir.
Diyaliz isleminde hem diyaliz membranin MWCO degerinin hem de diyaliz slresinin
ipek fibroinin protein icerigine olan etkisi degerlendirilmistir. Diyaliz suresinin ve
diyalizde kullanilan membranin MWCO degerinin optimizasyonu ic¢in diger tum
parametreler sabit tutulmustur. Literatirde ipek fibroin eldesinde diyaliz membran
olarak 3.500 Da ve 12.000 Da MWCO degerine sahip membranlar kullaniimistir.

Diyaliz suresi olarak da 2 gin ve 3 gun sureyle diyaliz igleminin gergeklestirildigi
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literatlrler bulunmaktadir (Sinna ve digerleri, 2021; Woltje ve digerleri, 2021).
Calismamizda da diyaliz membran olarak 3.500 Da ve 12.000 Da MWCO degerine
sahip diyaliz membranlar kullaniimis, diyaliz suresi olarak da 1 gun, 2 gin ve 3 gun

sureyle diyaliz igslemi gergeklestirilmistir.

ipek fibroin c¢ozeltisi icin Cizelge 4.21 ve Sekil 4.55'e bakildi§i zaman 3500 Da
MWCO degerine sahip olan membran kullanildi§i zaman, ¢ogunlukla elde edilen
ipek fibroindeki protein iceriginin daha fazla oldugu gorulmektedir ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0,0001). Liyofilize ipek fibroin igin
Cizelge 4.22 ve Sekil 4.56 birlikte degerlendirildiginde diyaliz iglemi icin 3500 Da
MWCO degderine sahip olan membran kullanildi§i zaman elde edilen ipek fibroindeki
protein miktarinin ¢ozeltide oldugu gibi daha fazla oldugu gorulmektedir ve bu farkin
istatistiksel olarak anlaml oldugu goézlenmigstir (p<0,0001). Ayrica daha dusuk
MWCO degerine sahip bir diyaliz membrani kullaniimasi, diyaliz hizinin digsmesine
ve onemli Olgude yavaglamasina neden olmaktadir. Diyaliz hizinin yavaslatiimasi,
tuzun daha kontrollu bir sekilde uzaklastiriimasini saglayarak, tuz derisimindeki hizl
degisim nedeniyle ipek fibroin agregasyonunun dnlenmesine yardimci olmaktadir.
Bu nedenlerle diyaliz isleminde kullanilacak diyaliz membranin MWCO degeri 3500

Da olarak belirlenmisgtir.

Diyaliz iglemi igin bir diger parametre diyaliz suresidir. Bu amagla 1 gun, 2 gun ve 3
gun diyaliz iglemi gergeklestiriimistir. Ortamdaki ylUksek tuz derisimleri ipek fibroinin
stabilitesini etkilemektedir, dolayisiyla tuzlarin ortamdan uzaklastiriima suresi ve
hizi, ipek fibroinin jellesmesini dogrudan etkiler. ipek fibroin diyaliz sirasinda yari
stabil bir durumdadir ve tuzlar uzaklastirildiginda jellesme hizlanmaktadir (Ribeiro
ve digerleri 2014; Nogueira ve digerleri, 2011). Deneylerde 3 gunluk diyalizden
sonra ipek fibroinin jel fazina donuserek agregatlar halinde ¢oktugu gozlenmistir.
Bunun nedeni, ipek fibroinin tuzlar uzaklastirildiginda stabilitesini koruyamamasidir.
Dolayisiyla, deney sonuglarindan diyaliz suresinin 3 gun oldugu analizler
cikarilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda (Sekil 4.57), iF-16 ve iF-20
numarali deneyler arasindaki analiz disinda sonuglarin anlamli oldugu; ancak iF-13
ve IF-17 numarali deneylerde yapilan analizin anlamhlik diizeyinin diger analizlere
go6re daha dustk oldugu bulunmustur. Analize gére diyaliz siresinin ipek fibroinin

protein igerigini dogrudan etkiledigi gdzlenmigtir. Liyofilize ipek fibroin dérneklerinde
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ise tim analizlerde p degeri <0,0001 bulunmustur. Sonug istatistiksel olarak anlamli
olup, diyaliz suresinin liyofilize 6rneklerde bulunan ipek fibroin protein igerigi Gzerine
etkisi kanitlanmistir (Sekil 4.58). Daha ylUksek protein igerigine sahip ipek fibroin
elde edilmesi ve ipek fibroin Uretiminde kullanilan yudksek yogunluklu tuzlarin
tamamen uzaklastiriimasi icin iki gunluk diyaliz suresinin optimum olduguna karar

verilmigtir.

Santrifuj islemi, ¢cozeltideki yabanci maddeleri uzaklagtirmanin bagka bir yontemidir.
Merkezkag¢ kuvvetlerinin etkisiyle istenmeyen maddeler ¢oker ve bodylece saf
malzeme elde edilir (Masoodi ve digerleri, 2001). Santriflij islemi, ipek fibroin
Uretiminin son adimidir ve diyaliz iglemiyle uzaklastirlamayan safsizliklarin
uzaklastirilmasinda kullanilir. Calismamizda santrifj igleminin ipek fibroin protein
icerigi Uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, ipek fibroin ¢ozeltilerinin protein
icerigi santrifiij isleminden dnce ve sonra analiz edilmistir. ipek fibroin ¢dzeltileri
santrifijden sonra liyofilize edildiginden, liyofilize numuneler icin santriflijlemenin
etkisi degerlendirimemistir. Istatistiksel analiz sonucunda (Sekil 4.59), tim
analizlerde p degeri<0,0001 bulunmustur ve bu durum santrifdj isleminin ipek fibroin
protein icerigine olan etkisini kanitlamaktadir. iIF-7 ve iF-8 numarali deneyler
arasinda yapilan analizler disinda tim deneylerde, ipek fibroinin protein igeriginin
santrifij oncesinde daha ylksek oldugu bulunmustur. Bunun nedeni, santrifij
isleminde bir miktar proteinin de ¢okmesidir. Diyaliz iglemiyle uzaklastiriimayan
yabanci maddelerin santriflij olmadan uzaklastiriimasi mimkun degildir; bu nedenle
optimum ipek fibroin eldesi igin santriflij isleminin yapilmasina karar verilmistir.
Santrifuj islemiyle ipek fibroin kaybi gézlemlendiginden, santriflij hizi ve suresinin
protein icerigine etkisi degerlendirilmistir (Cizelge 4.23). Farkl devirlerde ve farkli
surelerde santriflj islemi gerceklestiriimis ve ipek fibroinin protein igerigi tayin
edilerek % kayip deg@erleri hesaplanmigtir. Bir ¢galismada ipek fibroin eldesinde
santriftj 9000 rpm (6895 RCF) devirde 5 dakika gergeklestirilmistir (Rockwood ve
digerleri, 2013), ipek fibroinin elde edildigi bagska bir ¢calismada ise santriflij 9000
rom devirde 20 dakika gergeklestiriimistir (Sah ve Pramani, 2010). Ancak
calismamizda 10000 rpm devirde 10 dakika yapilan santrifiij isleminde %9,33 ipek
fibroin kaybi gézlenmigtir. Santriflj islemi kosullari % kayip degerlerine gére 2500
RPM (532 RCF) devir ve 5 dk silre olarak belirlenmistir. ipek fibroin protein

yapisinda bir materyal oldugu icin zorlu deney kosullari altinda bozunmaya
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egilimlidir. ipek fibroin ¢dzeltisindeki safsizliklarin diisiik devir degerlerinde ve kisa
santrifij sUrelerinde ¢Oktugu goézlenmigstir. Bu nedenle ipek fibroinin bozunmasini
onlemek amaciyla yuksek devirde ve daha uzun sureli santriflj iglemi tercih

edilmemistir.

Optimizasyon ¢alismalari sonucunda en yuksek protein igerigine sahip ipek fibroin
eldesi icin gegerli protokolu dogrulayacak sekilde ayni igslem parametreleri secilerek
optimizasyon islemi basariyla gergeklestiriimistir (Cizelge 4.24) (Rockwood ve
digerleri, 2011).

5.2.3. ipek fibroinin karakterizasyon galismalari

Optimum ipek fibroin eldesi sonucunda yapilan karakterizasyon calismalarinda,
ipek fibroinin ve ticari ipek fibroinin DSC, FTIR ve sirkuler dikroizm analizleri

gerceklestirilmigstir.

Optimum ipek fibroinin ve ticari ipek fibroinin DSC termogramina bakildigi zaman
analiz sirasinda, her iki ipek fibroin 6rneginde de ipek fibroinin ikincil yapisinin
kristalizasyonu nedeniyle 226,65°C’de ekzotermik, 283,75 °C'de ise termal
bozunma nedeniyle endotermik bir pik gozlenmistir (Sekil 4.60). Tarama sirasinda
ipek fibroin bozulmasinin baslamasi nedeniyle ipek fibroin DSC termograminda
erime endotermik piki gdézlenmemistir. Yapilan bir calismada ipek fibroinin DSC
termogrami alinmis ve yaklasik 216 °C'de ekzotermik bir pik ve yaklasik 260 °C'de
endotermik bir pik goézlenmigtir (Hu ve digerleri, 2007). Bagka bir ¢alismada ise
ekzotermik pik 216 °C'de go6zlenirken, bozunmanin baslangicini ifade eden
endotermik pik ise 281 °C'de goézlenmistir (Xu ve digerleri, 2005). DSC sonuglarinin
literattrle uyumlu oldugu goérulmus ve optimizasyon galismalari sonucunda elde

edilen ipek fibroinin ticari ipek fibroinle ayni sicakliklarda pik verdigi gozlenmigtir.

Optimum ipek fibroinin FTIR spektrumunda 3282,31 cm*de N-H gerilme bandi,
1621,50 cmY’de amit | (C=0) gerilme bandi, 1513,40 cm*de amit Il (sekonder N-
H) gerilme bandi, 1448,85 cm'de CHs gerilme bandi, 1229,15 cm*'de amit llI (C-
N ve N-H gerilme bantlari), 1162,02 cm, CH20H polifenol yapisindan kaynaklanan

gerilme bandi ve 992,43 cmY'de ikincil yapidaki polialaninden kaynaklanan gerilme
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bandi goriimustir. Ticari ipek fibroinde ise, ¢alismamizda elde edilen ipek fibroinin
spektrumuna benzer sekilde 3210,86 cm'de N-H gerilme bandi, 1641,77 cmY'de
amit | (C=0), 1514,19 cm™*'de amit Il (sekonder N-H) geriime bandi, 1235,28 cm"
Yde amit Il (C-N ve N-H geriime bantlar), 1057,05 cmde ikincil yapidaki
polialaninden kaynaklanan gerilme bandi gérilmistir. ipek fibroinin ve ticari ipek
fibroinin FTIR spektrumlari benzer bulunmustur (Sekil 4.61). Ayrica bu spektrumlar
literattrle de uyumlu bulunmustur (Gianak ve digerleri, 2018; Hong ve digerleri,
2020; Zhong ve digerleri, 2021).

Calisma kapsaminda elde edilen ipek fibroinin ve ticari ipek fibroinin yapi analizleri
icin sirkuler dikroizm 6lgtimleri gerceklestirilmistir (Sekil 4.62). Olglimler her iki drnek
icin de ipek fibroinin sulu ¢ozeltisinde 1 mg/mL derisim olacak sekilde
gerceklestiriimistir. Hem optimum ipek fibroin ¢ozeltisi hem de ticari ipek fibroin
cozeltisi 192 nm’de ipek fibroine ait karakteristik pik (rastgele kivrim-random coil)
yapisi géstermislerdir. Literatiirde yapilan bir calismada ipek fibroinin sulu ¢ézeltisi
yaklasik 195 nm’de bu karakteristik yapiy1r gostermistir (Li ve digerleri, 2001). Bir
diger calismada ise ipek fibroinin sulu ¢ozeltisi karakteristik pik yapisini 200 nm’de
g6stermistir (Delezuk ve digerleri, 2017). ipek fibroinin 195 nm civarlarinda giicli bir
negatif bant ve 215 nm civarlarinda zayif bir negatif bant géstermesi ipek fibroinin
suda c¢ozunebilir Silk | yapisinda oldugunu géstermektedir. Ancak ipek fibroinin
ikincil yapisi ortaya c¢iktiginda yani Silk | formundan Silk Il formuna gegtiginde 195
nm’deki negatif pik pozitif bir pike donismekte ve 215 nm’de guglu bir negatif pik
olusmaktadir. Bu durum da ipek fibroinin yapisini degistirecek islemlere maruz
kaldiginin goéstergesidir (Jia ve digerleri, 2022). Calismamizda elde edilen ipek
fibroin ¢ozeltisinde ve ticari ipek fibroin ¢ozeltisinde Silk | yapisinin korundugu

g6zlenmektedir.
5.3. Onformiilasyon calismalarinin bulgularinin degerlendirilmesi

Onformilasyon caligmalari kapsaminda 3B biyobaski igin gerekli biyomirekkep
formUlasyonlarinin  hazirlanmasi  igin  6n  ¢alismalar  gergeklestirilmistir.
Biyomurekkep formulasyonlarinda sodyum aljinat-LFR-10/60, hyaluronik asit ve
ipek fibroin kullaniimistir. Biyomurekkep formuilasyonlarinin hazirlanmasi amaciyla

ilk olarak sodyum aljinat-LFR-10/60 ve hyaluronik asit ¢ozeltileri karistiriimis daha
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sonra tez kapsaminda elde edilen ipek fibroin bu karisima yapisinin bozulmamasi
amaciyla damla damla eklenmistir. BiyomuUrekkep formulasyonlari Cizelge 3.3’te
verilen oranlara gore hazirlanmigtir. Literatire gore hazirlanan biyomurekkep
formuUlasyonlarinin ekstrizyon temelli 3B biyobaski ile basilabilmesi igin belirli bir
viskozite ve yuzey gerilimi degerlerine sahip olmasi gerekmektedir. Ekstrizyon
temelli 3B biyobaskida yuzey gerilimi baski kalitesini ve ¢ozunurlGgu
etkileyebilmektedir. Ayrica basilan materyalin baski katmaninda yayilabilirligini de
etkilemektedir. Basilabilirligi iyi olan bir biyomurekkebin baskidan sonra
yayllmamasi ve seklini koruyabilmesi beklenmektedir (Naghieh ve Chen, 2021).
Basilan materyalin baski katmaninda seklini koruyabilmesi igin viskozitenin yuksek
olmasi tercih edilmektedir (Udofia ve Zhou, 2019). Literatire go6re bir
biyomurekkebin basilabilirliginin iyi olmasi i¢in yuzey geriliminin yaklasik 28-350
mN.m~" dederine sahip olmasi ve viskozite degerlerinin 1-60.000.000 mPa.s araligi
gibi genis bir aralikta olmasi basim icin yeterli olmaktadir (O’Connel ve digerleri,
2020; Tofan ve digerleri, 2022). Viskozite ve yuzey gerilimi dlgimlerinden sonra
biyomurekkeplerin basilabilirlik parametresi 3B biyoyazici ile degerlendirilmistir.
Cizelge 4.25’te verilen sonuglara gore butin biyomUrekkep formulasyonlarinin
viskozite ve yuzey gerilimi sonuglari literatlirde verilen aralikta bulunmustur. Ancak
B1/100-75-20 formiilasyonu basilabilirlik acisindan uygun bulunmamistir. ipek
fibroin ¢dzeltisinin viskozitesi dusuk oldugu igin ve B1/100-75-20 formulasyonunda
ipek fibroin miktari yuksek oldugu icin formullasyonun viskozitesi duguk
bulunmustur. Dusuk viskoziteye sahip bir biyomirekkep formulasyonu basildigi

zaman seklini koruyamamaktadir.

Ayrica hazirlanan biyomurekkep formulasyonunun ipek fibroin igeriginin ylksek
olmasi beklenmektedir. Basilan formulasyonun capraz baglanmasi gerektigi icin
biyomurekkep formuilasyonundaki sodyum aljinat miktarinin da dusuk olmamasi
gerekmektedir, c¢unku kalsiyum klorur ¢ozeltisi ile sodyum aljinat g¢apraz
baglanmaktadir. B8/75-50-75 formulasyonu, formulasyonda bulunan ipek fibroin
miktarinin disuk olmasi, B9/50-75-75 formullasyonu ise formulasyonda bulunan
sodyum aljinat miktarinin gapraz baglama iglemi icin yeterli olmamasi nedeniyle

daha sonraki caligmalarda kullaniimamistir.
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Secilen biyomurekkep formulasyonlari her seferinde esit miktarda formulasyon
hazirlanmasi ve biyomurekkeplere yuklenecek olan mesalazin ve TNF-a siRNA
miktarlarinda sapma olmamasi amaciyla sabit hacimde (5 mL) olacak sekilde tekrar
hazirlanmigtir (Cizelge 3.4). Sabit hacimde hazirlanan biyomurekkeplerde polimer
miktari degismemistir, bu amagla bu formulasyonlarin hazirlanmasi igin aljinat
derisimi degistiriimistir. Biyomurekkeplerin sabit hacimde hazirlanmasinin sebebi,
her seferinde esit miktarda polimer igeren sabit hacimde formuilasyon hazirlanmasi
ve biyomurekkeplere yuklenecek olan mesalazin ve TNF-a siRNA miktarlarinda
hacime bagl sapma olmasinin istenmemesidir.  Sabit hacimde hazirlanan
biyomlrekkep formulasyonlarinin  viskozite ve ylzey gerilimi Olgimleri
gerceklestiriimis ve basilabilirlik parametreleri degerlendirilmigtir (Cizelge 4.26).
B2/100-75-25 kodlu formulasyon baskidan sonra ylzey geriliminin yeterli olmamasi
sebebiyle seklini koruyamadigi i¢cin  elenmistir.  Diger  biyomurekkep
formUlasyonlarinin viskozite, yiuzey gerilimi ve basilabilirlik parametreleri uygun
bulunmustur. Formulasyonlarda ¢apraz baglamanin saglanmasi i¢in sodyum aljinat
miktarlari ylksek tutulmustur. Ipek fibroin ve hyaluronik asit miktarinin
biyomurekkeplerin ve biyomurekkeplerden basilarak hazirlanacak hidrojellerin etkin
madde salim profilini incelemek amaciyla en disuk oranda hyaluronik asit iceren
B3/100-50-25 kodlu formulasyon, en yuksek oranda hyaluronik asit ve en disuk
oranda ipek fibroin igeren B6/100-25-75 kodlu formulasyon, esit oranda ipek fibroin
ve hyaluronik asit iceren B4/100-50-50 kodlu formulasyon ve en ylksek oranda ipek

fibroin iceren B7/75-75-50 kodlu formulasyon sonraki ¢alismalar icin secilmistir.

Literatirde sodyum aljinat/ipek fibroin/hyaluronik asit temelli biyomurekkep
formUlasyonlarinin hazirlandigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak sodyum
aljinat/hyaluronik asit ve sodyum aljinat/ipek fibroin temelli biyomurekkep
formidlasyonlari  kullanilarak  ekstrizyon temelli 3B  biyobaski iglemi
gerceklestiriimigtir. Calismalarda hazirlanan biyomurekkeplerin basilabilir oldugu

g6rilmistir (Nguyén, Ratanavaraporn ve Yodmuang, 2019; Lee ve digerleri, 2021).

Tez calismasi kapsaminda 3B biyobasilan hidrojellerin ¢apraz baglama islemi
sodyum aljinatin kalsiyum iyonlari varhginda, kalsiyum aljinata donuserek gapraz
bagl bir forma gegmesi sebebiyle %5 kalsiyum klorur ¢dzeltisi ile gergeklestirilmistir

(Giron-Hernandez ve digerleri, 2021). Capraz baglama suresinin optimizasyonu igin
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yapilan galismalar sonucunda gapraz baglama surelerine gore hidrojellerin agirlik
kaybi degerleri birbirine yakin oldugu (Cizelge 4.27) ve istatistiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmedigi icin (Sekil 4.63) capraz baglama suresinin artirilmasinin
capraz baglanma derecesini degistirmedigi sonucuna varimigtir. Hidrojel
formuUlasyonlarinin 15 dakikada yeterli miktarda ¢apraz baglandigi goérilmustir ve

tez boyunca yapilan galismalarda bu sure kullanilmistir.

Biyomurekkep formulasyonlari arasindan segim yapabilmek amaciyla,
formUlasyonlara mesalazin yuklenmis ve 3B biyobaski ile bu biyomurekkeplerden
hidrojeller hazirlanmigtir. Hem biyomurekkeplerden hem de hidrojellerden Franz
difizyon yontemi ile salim c¢alismasi yapilmigtir. Oral uygulama icin hazirlanan
formlUlasyonun mide ortaminda daha yavas salim yapmasi ve salimin 24 saat
surmesi beklenmektedir. Franz difuzyon sonuglarina goére, B3/100-50-25, H3/100-
50-25, B4/100-50-50 ve H4/100-50-50 formulasyonlarindan iki saatte yaklasik %60
mesalazin salimi gergeklesmistir. B6/100-25-75 ve H6/100-25-75 ve B7/100-25-75
ve H7/100-25-75 formulasyonlarinda bu oran dusmastir. Hazirlanan
formuUlasyonlarin mide ortaminda (ilk 2 saat) daha dugsuk salim yapip bagirsaklarda
salim yaparak uzatiimis salim profili gdstermesi istenmektedir. IBH tedavisinde
uzatilmis salimin konvansiyonel mesalazin uygulamasina gore daha yuksek
dozlarda bile daha iyi tolere edilerek yan etki potansiyelinin azaldigi ve terapotik
etkinliginin arttigi gézlenmistir (Mulder ve digerleri, 1998). ik iki saatlik salim
sonuglarina bakildigi zaman en dusuk salim B7/75-75-50 ve H7/75-75-50 kodlu
formuUlasyonlarda goézlenmistir (Sekil 4.64-4.67). Ayrica salimin 24 saat boyunca
devam etmesi beklenmektedir. Salim profilleri ve mide ortamindaki salim oranlari
degerlendirildiginde sonraki g¢aligsmalar icin B7/75-75-50 kodlu biyomurekkep
formUlasyonu ve H7/75-75-50 kodlu formulasyon segilmigtir. Salim hizinin disuk
olmasinin sebebi biyomirekkep formilasyonunda bulunan ipek fibroinin oraninin
yiiksek olmasidir. ipek fibroinin kontrollii salim saglayarak salim hizini azalttig
cesitli calismalarla gosterilmistir (Bayraktar ve digerleri, 2005; Pritchard ve Kaplan,
2011).
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5.4. Formiilasyon gelistirme galismalarinin bulgularinin degerlendirilmesi

5.4.1. Oral uygulama igin optimum biyomirekkep formilasyonun
belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarin bulgularinin
degerlendirilmesi

Oral uygulama igin hazirlanacak biyomurekkep ve hidrojel formulasyonlarinin salim
hizinin yavaslatilmasi amaciyla énformilasyon galismalari kapsaminda secilmis
olan B7/75-75-50 formulasyonu baz alinarak formilasyonda bulunan aljinat tipi
degistirilmistir. LFR 10/60 yerine, ayni oranda Manucol, Protanal CR8133, Protanal
CR8223 ve Aquateric eklenmigtir. Bu aljinatlar arasindan sadece Aquateric, LFR
10/60’la yaklasik ayni molekal agirhgina sahiptir, diger polimerlerin molekdil
agirhiklar LFR 10/60’'tan buyuktar (Protanal CR8223> Manucol> Protanal CR8133).
Molekal agirhiginin artisiyla birlikte polimerler arasindaki zincirlerden difuzyon
hizinin yavaglamasina bagh olarak salim hizinin yavaslamasi beklenmektedir
(Toews ve Bates, 2023; Choi ve digerleri,2008). Aljinat tipleri degistirilerek
biyomulrekkep formulasyonlari hazirlanmis, viskozite, ylzey gerilimi oOlgimleri
gerceklestiriimis ve basilabilirlik parametresi degerlendirilmistir. Aljinatlarin molekul
agirhgi artisina bagli olarak viskozite degerlerinde artis gozlenmistir (Cizelge 4.28).
Batin formulasyonlar basilabilir olarak degerlendirilmistir, ancak A/H7-oral
formllasyonu basildiktan sonra seklini tam olarak koruyamamistir. Basildiktan
sonra seklini koruyamamasinin sebebi viskozitenin dusuk olmasi veya yuzey
geriliminden  kaynaklanabilmektedir.  Ekstrlzyon temelli biyobaskida bir
biyomurekkebin baskidan sonra geklini koruyabilmesi i¢in yuzey gerilimi degerinin
yuksek olmasi gerekmektedir, cok dusuk yuzey gerilimi degerlerinde biyomurekkep
baski katmaninda yayillmaya egilimli olmaktadir (Chen ve digerleri, 2023).
Formulasyonun hazirlanmasinda kullanilan biyomurekkebin (A-B7/oral) yluzey
gerilimi dusik bulunmustur. P8223/H7-oral formulasyonu basildiktan sonra seklini
en iyi koruyan formuilasyon olarak bulunmustur. Daha sonra biyomurekkep
formUlasyonlarina mesalazin yuklenerek oral uygulama igin belirlenen tasarima
gore (Resim 3.9) 3B biyobaski islemi gergeklestirilerek hidrojel formulasyonlari
hazirlanmigtir. Hidrojel formulasyonlari oral uygulama igin tablet seklinde
basiimistir. Bu hidrojel formulasyonlari ile in vitro ¢dzinme hizi galismalari
gerceklestiriimistir. Cozinme hizi sonuglarina gore 2 saat sonunda, P8223/H7-oral,

A/H7-oral ve M/H7-oral formulasyonlardan %salinan mesalazinin miktarinda farklilik
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g6zlenmemistir (Sekil 4.68). Ancak genel salim profiline bakildigi zaman P8223/H7
formUlasyonunun uzatiimig salim profiline daha c¢ok uydugu goriulmektedir.
Basilabilirlik parametresi ve in vitro ¢6zUnme hizi sonuglar Dbirlikte
degerlendirildiginde optimum oral biyomurekkep formulasyonu P8223/B7-oral

olarak belirlenmistir.

5.4.2. Rektal uygulama ig¢in optimum biyomirekkep formilasyonun
belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarin bulgularinin
degerlendirilmesi

Rektal uygulama igin hazirlanan formulasyonun oral formulasyonun aksine kolonda
hizli bir salim yaparak hizli etki etmesi beklenmektedir. Rektal uygulama igin
hazirlanan biyomurekkep formulasyonlari kullanilarak hazirlanan hidrojel
formuUlasyonlarinin in vitro ¢ézinme hizi sonuglarina bakildigr zaman pH 7,4 kolon
ortaminda biyomurekkep formulasyonlarinda kullanilan polimerlerin  molekdl
agirhiklari salim hizini etkilemektedir. Bu nedenle dusuk molekul agirlikli polimerlerin
daha hizli salim yapmasi beklenmektedir. Polimerlerin molekul agirliklari goz
onunde bulunduruldugunda en ylksek salim hizi en diguk molekdl agirligina sahip
Protanal CR8133 polimeri kullanilarak hazirlanan formulasyonda (P8133/H7-rektal)
go6zlenmistir (Sekil 4.69). Bu nedenle rektal uygulama icgin optimum biyomurekkep

formUlasyonu P8133/B7-rektal olarak belirlenmistir.

5.5. Optimum oral ve rektal formilasyonlarinin karakterizasyon galismalarinin
bulgularinin degerlendirilmesi

Optimum oral ve rektal biyomirekkep formulasyonu belirlendikten sonra bu
formUlasyonlarin karakterizasyon galismalari gergeklestiriimistir. Hem oral hem de
rektal optimum biyomurekkep formulasyonlarinin viskozite ve yluzey gerilimi

degerleri ekstrizyon temelli 3B biyobaski igin uygun aralktadir (Cizelge 4.29).

Ekstrizyon temelli 3B biyobaski kullanilarak basilacak bir biyomurekkebin
psodoplastik akis tipi gostermesi gerekmektedir. Psodoplastik akis tipine uyan
sivilarin viskozitesi artan kayma hizlarina bagli olarak azalmaktadir (Albar ve
digerleri, 2020; Brillinger ve digerleri, 2020). 3B biyobaski teknolojisinde bu akis tipi
kartusa doldurulan biyomurekkebin uygulanan basingla birlikte viskozitesinin

azalarak baski ucundan kolayca akmasini saglamaktadir. Baski islemi
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gergeklestikten sonra ise kayma hizinin ortadan kalkmasiyla birlikte biyomurekkebin
viskozitesinin eski haline donmesini ve boylece seklini korumasini saglamaktadir.
Oral ve rektal biyomurekkep formulasyonlarinin kayma hizi-kayma gerilimi, kayma
hizi-viskozite grafiklerine bakildigi zaman her iki biyomurekkep formulasyonunun da
psodoplastik bir akis gosterdigi sonucuna varimistir (Sekil 4.70-4.71).
Formulasyonlarin viskoziteleri beklendigi gibi artan kayma hizlarinda azalmis,

kayma gerilimleri ise kayma hizinin artisina baglh olarak artmistir.

Osilasyonel reometre kullanilarak hem oral hem de rektal optimum biyomurekkep
formUlasyonunun kayip moduli (G”) ve depolama moduli (G’) élglimleri hem artan
frekans deg@erlerine hem de artan kayma gerilimi de@erlerine karsi olgliimustir.
Biyomurekkep formulasyonlarinin  viskoelastisitesi  arttikga  basilabilirlikleri
kolaylagsmaktadir. Biyomurekkeplerin viskoelastisitesinin degerlendirilebilmesi igin
viskozite modulu ve elastik modul adi verilen iki dnemli parametre bulunmaktadir.
Viskozite modulli bir akigskanin kati 6zelliklerini temsil eden depolama modulli G'
olarak da adlandirilir. Elastik modul ise akiskanin sivi 6zelligini temsil eden kayip
moduli G" olarak da bilinir. Ekstruzyon temelli 3B biyobaski teknolojisinde
biyomurekkeplerin iyi bir basilabilirlige sahip olmasi igin kati 6zelliklerinin baski
sirasinda sivi 6zelliklerinden daha zayif olmamamasi gerekmektedir. Yani 3 boyutlu
yapilarin olusumunu saglamak igin viskozite moduli (G') elastik module (G”) esit

veya hatta daha yuksek olmalidir (Xiaorui ve digerleri, 2023).

Bir materyalin ekstrizyon temelli 3B biyobaski teknolojisiyle kolay bir sekilde
basilabilmesi i¢in artan kayma gerilimi degerlerinde depolama modult degerlerinin
(G’), kayip modulu (G”) degerlerinden yuksek olmasi gerekmektedir (Pellens ve
digerleri, 2004). Ayrica artan frekans degerlerinde belirli bir frekans degerine kadar
depolama modulu degerlerinin (G’) kayip modullu (G”) degerlerinden fazla olmasi
beklenmektedir. Belirli bir frekans degerinden sonra G’ degeri, G” degerine esit
olmakta ve materyalin elastikiyeti ortadan kalkmaktadir (Amorim ve digerleri, 2021).
Oral ve rektal biyomurekkep formulasyonlarinin kayma gerilimi-kayip modula (G”)
ve depolama moduli (G’) grafiklerine bakildigi zaman (Sekil 4.73) her iki
biyomurekkep formulasyonunun da artan kayma degerlerinde G’ dederlerinin G”
degerlerinden fazla oldugu goérilmektedir. Ayrica frekans- kayma gerilimi- kayip

modull (G”) ve depolama modulu (G’) grafiklerinde de belirli bir frekans degerine
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kadar G’ deg@erlerinin G” degerlerinden fazla oldugu gorulmekte belirli bir frekans
degerinden sonra her iki parametrenin esitlendigi ve birden azaldigi gorulmektedir
(Sekil 4.72).

Karakterizasyon c¢alismalarina bakildiginda optimum oral ve rektal biyomurekkep
formuUlasyonlarinin akis tipinin ve osilasyonel reometre kullanilarak analiz edilen
viskoelastisite sonuglarinin literaturlere gore degerlendirildiginde ekstrizyon temelli

3B biyobaski igin uygun oldugu sunucuna varilmistir.

5.6. Sadece mesalazin yukli optimum oral ve rektal hidrojel
formilasyonlarinin 3B biyobaskisi ve in vitro ¢oziinme hizi ¢galigmalarinin
bulgularinin degerlendirilmesi

Sadece mesalazin yukliu oral ve rektal hidrojel formulasyonlari, salim profillerinin
mesalazin iceren oral ve rektal piyasa preparatlariyla karsilastirlmasi amaciyla
gelistirilmigtir. Oral formulasyonun 3B biyobaskisinda tasarimin Z ekseni yoninde
boyutu artirilarak Resim 3.13’te yer alan tasarim kullaniimistir. Tasarimin
boyutunun artirimasiyla formilasyondan mesalazin saliminin yavaslatilmasi
amagclanmistir. Oral hidrojelin Z ekseni yonunde boyutu artinca, hidrojelin daha ge¢

parcalanmasina bagh olarak salim hizinin yavaglamasi beklenmektedir.

Tez calismamizda salim profillerinin karsilastirlmasi amaciyla mesalazin iceren
oral piyasa preparatt olarak Pentasa tablet kullaniimigtir. Pentasa tablet,
inflamatuvar bagirsak hastaliginin tedavi edilmesinde kullanilan uzatilmis saliml bir
tablettir. Etil selliloz kapli mikrogranuller ile bu uzatilmig salim saglanmaktadir.
Yapilan bir galismada Pentasa tabletin pH bagimsiz bir salim profili gosterdigi ve
mide ortaminda 2 saat sonunda tabletten %48 mesalazin salimi gergeklestigi
gosterilmistir (Abinusawa ve Tenjarla, 2015). inflamatuvar bagirsak hastalig
ulseratif kolit ve Crohn hastaligi olarak ayrilmaktadir. Crohn hastaligi
gastrointestinal sistemin butiin bolimlerinde goérulebildigi gibi, Ulseratif kolit sadece
kolonda gorulmektedir. Pentasa tabletten mesalazin salimi midede baslayip
bagirsak ve kolonda da devam etmektedir. Dolayisiyla Pentasa tablet hem Crohn
hastaligi tedavisi hem de Ulseratif kolit tedavisinde kullanilabilmektedir. Yapilan
calismalarda her iki hastalik turinde de etkili oldugu goésterilmistir (Larouche ve
digerleri, 1995; Hanauer ve Stromber, 2004).
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Pentasa tablet ve calismamizda gelistirilen mesalazin ykla hidrojelin (O-Mes) salim
profillerine bakildigi zaman, Pentasa tabletten 2 saat sonunda %48,18 mesalazin
salimi gergeklestigi gozlenmigtir. Mesalazin yukli oral hidrojelden ise 2 saat
sonunda %44,81 mesalazin salimi gergeklesmistir. Oral hidrojel (O-Mes) ve
Pentasa tabletin salim profillerinin benzer oldugu gorilmektedir (Sekil 4.74).
Co6zinme hizi profillerinin benzer oldugunun kanitlanmasi icin f2 (benzerlik)
degerinin >50 olmasi, f1 (fark) degerinin ise <15 olmasi gerekmektedir. Calismadaki
fark ve benzerlik faktorleri bu sinirlarin igerisinde bulunmustur (Cizelge 4.30).
Pentasa tabletten mesalazin salimi uzatiimis salim profiline uyumlu sekilde
gerceklesmektedir. Oral hidrojel formllasyonundan da mesalazin salimi uzatiimis

salim profiline uyumlu sekilde gergeklesmistir.

Salofalk® supozituvar ézellikle llseratif kolit olmak Uzere IBH tedavisinde yaygin
olarak kullanilan mesalazin iceren rektal piyasa preparatidir. Salofalk
supozituvardan mesalazinin in vitro ¢o6zunme hizi ¢alismasi literatlrde
bulunmamaktadir. Ancak yapilan klinik ¢alismalarda Salofalk® supozituvarin iBH
tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Andus ve digerleri, 2010; Watanebe ve
digerleri, 2013). Salofalk® supozituvar ve ¢calismamizda gelistirilen mesalazin yUklG
hidrojelin (R-Mes) salim profillerine bakildigi zaman her iki formilasyonun da 4 saat
sonunda %60’tan fazla mesalazin salimi gdsterdigi, 8 saatin sonunda ise her iki
formUlasyondan yaklasik %100 mesalazin salimi gerceklestigi gézlenmistir. Rektal
hidrojel (R-Mes) ve Salofalk® supozituvarin salim profillerinin benzer oldugu
gorulmektedir (Sekil 4.75). Calismadaki fark ve benzerlik faktorleri degerleri ile bu

durum kanitlanmistir (Cizelge 4.30).

Her iki formulasyonun da piyasa preparati ile benzer bir salim profiline sahip oldugu
gorulmustar. Ayrica piyasa preparatlarinin aksine formulasyonlarin istenilen
tasarimda, istenilen boyutta ve dlgllerde, istenen dozda mesalazin igerecek sekilde
hazirlanabilmesi, formulasyonlarin piyasa preparatina kargi avantajli olmasini

saglamaktadir.
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5.7. TNF-a geninin susturulmasi amaciyla formilasyonlarin hazirlanmasi ve
bu formilasyonlarin  karakterizasyon c¢alismalari  bulgularinin
degerlendirilmesi

Tez calismasi kapsaminda IBH patogenezinde énemli rol oynayan proinflamatuvar
bir sitokin olan TNF-a geninin susturulmasi amaciyla kitozan:TNF-a siRNA
polipleksleri gelistiriimistir. Kitozan/siRNA orani 0,1/1-50/1 arasinda 13 farkli oranda
kitozan:TNF-a polipleksi hazirlanmistir ve polipleks olusum oraninin belirlenmesi

icin yatay elektroforezle jel retardasyon ¢alismalari yapilmistir.

siRNA ile stabil polipleks olusumu igin ylksek oranda polikatyon gerekmektedir (Liu
ve digerleri, 2007). Polikatyon derisimi arttikca polipleksin stabilitesi artmaktadir.
Yapilan ¢alismalara bakildigi zaman belirli bir orana kadar artan polimer derisimine
bagli olarak poliplekslerin stabilitesinin ve in vitro ve in vivo olarak gen susturma

etkinliginin arttigr gosterilmigtir.

Hazirlanan kitozan:TNF-a siRNA poliplekslerinin  partikil buyuklGgunun ve
polidispersite indeksinin disuk olmasi zeta potansiyel degerinin ise yuksek olmasi
istenmektedir. Partikul buyudklugu siRNA'nin hicreye transferi ve dagihminda en
onemli faktorlerden birisidir. Poliplekslerin partikil buayukliga 200-300 nm
oldugunda siRNA bozunmaya ugramadan endositoz ile hucrelere kolaylikla

gecebilmektedir (Kim ve digerleri, 2006).

Cizelge 4.31’e bakildigi zaman artan kitozan derisimi ile dogru orantili olarak
poliplekslerin partikil buyUkligu ve polidispersite indeksi degerlerinin azaldigi ve
zeta potansiyel degerinin arttigi gézlenmigstir. P-40 (kitozan:siRNA orani 40/1) ve
P-50 (kitozan:siRNA orani 50/1) kodlu poliplekslerin partikil buyukliga dederinin
200-300 nm civarinda oldugu ve polidispersite degerlerinin dusuk oldugu, zeta
potansiyel degerinin ise yuksek oldugu gozlenmistir. Yapilan bir calismada
kitozan:siRNA polipleksi olusturmak amaciyla dusik molekul agirlikli kitozan
kullanilmig ve polipleks orani olarak 10/1, 50/1, 100/1 kitozan:siRNA oranlari
denenmigtir. Butun oranlarda polipleks olusumu gozlenmistir. Polipleks olusumu
basladiktan sonra, kitozan oraninin artmasinin partiktl baydklagu artisina neden
oldugu gozlenmistir (Fernandes ve digerleri, 2012). Ayrica ¢alismada 50 kDa

molekll agirhgina sahip kitozanla hazirlanan 50/1 kitozan:siRNA oranina sahip



262

polipleks formulasyonunun partikil buayukligt 200-300 nm arasinda, zeta
potansiyel degeri yaklasik 15 mV ve polidispersite indeksi 0,3-0,4 arasinda
bulunmustur. Yapilan baska bir calismada ise 5/1, 10/1, 20/1 ve 100/1
kitozan:siRNA oranlarinda polipleksler hazirlanmis ve c¢alismamizdaki verilerle
uygun sekilde 10/1-100/1 arasinda polipleks olusumunun gézlendigi belirtilmistir.
Elde edilen bu veriler literatirle uyumludur (Salva, 2009). siRNA negatif ylke
sahiptir, c¢alismamizda hazirlanan poliplekslerin pozitif ylke sahip oldugu
gOzlenmigtir (Cizelge 4.31), bu durumun sebebi siRNA'nin kitozanla polipleks
olusturmasidir ki bu istenen bir durumdur. Polipleks olusturmak amaciyla kullanilan
kitozan miktari arttikga zeta potansiyel degerlerinin artmasi bu durumu
dogrulamaktadir. siRNA negatif yluke sahip oldugu igin, negatif yUkli hicre
membranini gegerek hicre igine kolayca taginmasi igin pozitif yike sahip bir tasiyici
gerekmektedir. Kitozan:siRNA polipleksi ylzey yukinlun pozitif olmasi sebebiyle

siRNA’nin tagsinmasi igin uygun bir tasiyici sistemdir.
5.8. Hiicre kulturi caligmalarinin bulgularinin degerlendirilmesi
5.8.1. TNF-a gen susturma caligmalarina ait bulgularin degerlendirilmesi

Tez calismasinda hazirlanan formulasyonlarin TNF-a geninin susturulmasi tizerine
etkisinin degerlendiriimesi amaciyla gen susturma calismalari gergeklestiriimistir.
Hicre kaltiri calismalarinda RAW 264.7 (fare monosit makrofaj) hicre hatti
kullaniimigtir. RAW 264.7 hucreleri ile kitozan bazli transfeksiyon galismalarinin
validasyonu literatlirde yer almaktadir (Cao ve digerleri, 2019). Bu hucreler
inflamasyon, (Ulseratif kolit ve IBH calismalarinda antiinflamatuvar etkinin
degerlendiriimesi amaciyla siklikla kullaniimaktadir (Laroui ve digerleri, 2014; Xu ve
digerleri, 2019). Mesalazinin, TNF-a geninin susturulmasi Uzerinde tek basina
etkisinin degerlendiriimesi amaciyla mesalazin iceren ve igermeyen oral ve rektal
hidrojel formulasyonlarinin gen susturma etkinligi degerlendirilmistir. Ayrica P-40 ve
P-50 poliplekslerinin gen susturma etkinligi tek basina ve mesalazin igeren ve
icermeyen hidrojel formulasyonlarina ayri ayri yuklenerek degerlendirilmistir
(Cizelge 3.11). Gen susturma cgaligmalari sonuglari Sekil 4.76’da gosterilmistir.
Dharmafect pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Sonuglara goére P-40'in gen
susturma etkinliginin P-50’ye oranla anlamli olarak (p<0,05) daha fazla oldugu
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gorulmektedir, ayrica P-40'in gen susturma etkinligi, pozitif kontrol olan
Dharmafecte oranla da daha fazla bulunmustur. O-P-40 ve R-P-40
formulasyonlarinin gen susturma etkinligi kontrole gore anlamli olarak daha fazla
bulunmustur (p<0,05). In vitro ve in vivo olarak gen susturma etkinligi stabil bir
polipleks olugumuyla iligkilidir.  Poliplekslerin partikil buyuklugu 200-300 nm
oldugunda siRNA bozunmaya ugramadan endositoz ile hucrelere kolaylikla
gecebilmektedir ve in vitro gen susturma etkinligi artmaktadir. P-40 polipleks
formulasyonunun P-50ye gore zeta potansiyeli degerinin daha yuksek olmasindan
dolayi daha stabil bir polipleks olmasi ayrica partikil buyukligu ve polidispersite
indeksi degerlerinin de daha duguk olmasi nedeniyle in vitro gen susturma
etkinliginin daha yuksek oldugu dusunulmektedir (Kim ve digerleri, 2006). O-Mes-
P-40 ve R-Mes-P-40 formulasyonlarinin gen susturma etkinligi, P-50 yUklu
formUlasyonlara gore istatistiksel olarak anlamli olarak farkh olmamakla birlikte oral
formilasyonda yaklasik %15, rektal formulasyonda ise yaklasik %3 daha fazla
bulunmustur. P-50’nin tek basina yaklasik %23,24 gen susturma etkinligi olmasina
ragmen P-50 yukla oral ve rektal formilasyonlarda bu etkinlik gézlenmemistir.
Mesalazinin tek basina %10-20 arasinda bir etkinlige sahip oldugu gorulmusgtir.
Kitozanla polipleks olusturma, siRNA’nin hucre igine girmesini saglamaktadir,
siRNA tek bagina hucre membranini gegememekte ve dolayisiyla gen susturma
etkinligi gosterememektedir. Ozellikle P-40 ile, siRNA'nin hiicre icine basariyla
girebildigi gortlmektedir. O-P-40 ve O-Mes-P-40 formulasyonlarinda sirasiyla
%66,93 ve %46,53; R-P-40 ve R-Mes-P-40 formulasyonlarinda ise sirasiyla %49,64
ve %45,06 gen susturma etkinliginin gértilmesi, formulasyonlarin 3B biyobaskisi
sirasinda siRNA'nin  parcalanmadigi ve etkinligini kaybetmedigini kanitlar
niteliktedir. Xu ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada TNF-a siRNA iceren
polimerzomlar uUretilmis ve bu polimerzomlarin RAW 264.7 hucreleri ile in vitro gen
susturma etkinlikleri degerlendirilmistir sSIRNA yuklu polimerzomlarin TNF-a genini
yaklasik %50 oraninda susturdugu gozlenmistir (Xu ve digerleri, 2019). Bir baska
calismada ise TNF-a siRNA iceren tiyoketal nanopartikiller gelistirilmis ve bu
partikullerin gen susturma etkinligi RAW 264.7 hucrelerinde degerlendirilmistir.
siRNA iceren partikillerin, negatif kontrol grubuna gére TNF-a seviyesini yaklasik
%40 dustrdugu goézlenmistir (Wilson ve digerleri, 2010). Formdulasyonlarin
uygulandigi hicrelerdeki bagil TNF- a seviyesine bakildigi zaman, alismamizda

gelistirdigimiz 3B biyobasiimis O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 formulasyonlarinin
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TNF-a genini susturmada daha etkili olduklari gérilmektedir ve bu formulasyonlarin
TNF-a geninin susturulmasinda etkili oldugu yapilan gen susturma ¢aligsmalariyla

kanitlanmigtir.
5.8.2. Sitotoksisite caligmalarina ait bulgularin degerlendirilmesi

MTT yontemiyle RAW 264.7 hilcre hattinda sitotoksisite c¢alismalar
gerceklestiriimisti. RAW 264.7 hidcre hatti inflamatuvar bagirsak hastaligi
calismalarinda siklikla kullaniimaktadir. RAW 264.7 hucre hatti bagirsak ortamini
dogru bir sekilde simiile ettigi ve IBH patogenezinde énemli rol oynayan toll-benzeri
reseptorleri (TLR) taklit etme yetenekleri nedeniyle IBH galismalarinda yaygin

olarak kullaniimaktadir (Joshi, Soni ve Acharya, 2022).

Formulasyon hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin, poliplekslerin (Cizelge 3.13)
ve hidrojel formulasyonlarinin (Cizelge 3.14) sitotoksisiteleri degerlendirilmigtir.
Sitotoksisite degerlendiriimesinde kullanilan derisim literattirler degerlendirilerek
secilmigtir. Literaturde yapilan galismalar goz onunde bulundurularak stok ¢ozeltiler
hazirlanmig ve bu ¢ozeltilerden seyreltmeler yapilmistir (Wang ve digerleri, 2015;
Rahmani ve digerleri, 2019; Onur ve digerleri, 2013; Wu ve digerleri, 2021;
Fernandes ve digerleri,2012). Sodyum aljinat tlrevi olan Protanal CR8223’ln
sitotoksisitesi 3, 1,5, 0,75 ve 0,375 mg/mL; Protanal CR8133’lin sitotoksisitesi ise
0,75, 0,375, 0,1875, ve 0,09375 mg/mL olmak uUzere dort farkl derisimde
degerlendirilmistir. Sonuglara bakildigi zaman herhangi bir sitotoksik etki
g6zlenmemigtir (Sekil 4.77). Literatirde bulunan aljinat tirevlerinin sitotoksisitesinin
degerlendiriimesi amaciyla yapilan galismalarda aljinatin caligmamizda kullanilan
RAW 264.7 (Krol ve digerleri, 2017) ve L929 fibroblast hucrelerinde farkli
derisimlerde herhangi bir sitotoksik etkiye sahip olmadigdi bildirilmistir (Wang ve
digerleri, 2015). ipek fibroinin sitotoksisitesi 4, 2, 1 ve 0,5 mg/ml olmak Uzere dort
farkli derisimde degerlendiriimis ve herhangi bir sitotoksik etki gdézlenmemisgtir,
literatirde de ipek fibroinin MCF7 and HT29 hicrelerinde de sitotoksisiteye neden
olmadigi belirtiimistir (Rahmani ve digerleri, 2019). Formulasyon hazirlanmasinda
kullanilan bir diger polimer hyaluronik asit hicrelere 3, 1,5, 0,75 ve 0,375 mg/mL
derigsimlerinde uygulanmig ve sitotoksisite gozlenmemigtir. Yapilan bir ¢galismada
hyaluronik asitin kondrosit hicrelerinde de sitotoksisiteye neden olmadigi ifade
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edilmistir (Onur ve digerleri, 2013). Calismamizda etkin madde olarak mesalazin
kullanilmaktadir, mesalazinin sitotoksisitesi 2, 1, 0,5, 0,05 mg/mL derigsimlerinde
degerlendirilmig, herhangi bir sitotoksisite gb6zlenmemis ve mesalazinin diger
maddelere gore hucre canhligini anlamh bir sekilde artirdigi géralmuastur (p<0,01).
Literattirde yapilan bir calismada da mesalazinin RAW 264.7 hucrelerinde sitotoksik
bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (Wu ve digerleri, 2021). Calismamizda kitozan,
SiRNA ile polipleks olusturmak amaciyla kullaniimistir. Kitozanin sitotoksisitesi 0,75,
0,375, 0,1875, ve 0,09375 mg/mL; sense ve antisense TNF-a siRNA’larin ise 90,
30, 60 ve 15 ug/mL derisimlerinde dederlendirilmistir. Ayrica polipleks halinde de
sitotoksisite degerlendirmesi yapilmigtir. siRNA ve kitozanin tek baginda ve
polipleks halde herhangi bir sitotoksisiteye neden olmadidi gdzlenmistir. Fernandes
ve digerleri tarafindan yapilan bir galigmada HelLa, OV-3, MG-63 hicre hatlarinda,
kitozan, siRNA ve kitozan:siRNA polipleksinin sitotoksisiteleri degerlendirmis ve
herhangi bir sitotoksik etki gézlenmemistir (Fernandes ve digerleri,2012). Mesalazin
hari¢ diger tim maddelerin hicre canlihgi tzerine anlamh bir etkisinin olmadigi

sonucuna varilmistir (p>0,05).

Calisma kapsaminda bos, sadece polipleks iceren, sadece mesalazin igeren ve
polipleks ile mesalazini birlikte iceren oral ve rektal formulasyonlarin sitotoksisiteleri
degerlendirilmigtir (Sekil 4.78). Formulasyonda bulunan polimerler, etkin madde ve
siRNA poliplekslerinin sitotoksik etki gostermemesi sebebiyle formulasyonlarin da
sitotoksisiteye neden olmamasi beklenmektedir. Bos rektal formulasyon (R-Bos)
hari¢ diger formulasyonlarin hiicre canhli§i tUzerine anlamh bir etkisinin olmadigi
g6zlenmistir (p>0,05). Bos rektal formllasyonun (R-Bos) hicre canhligini anlamh
bir sekilde azalttigi gorulse de (p<0,01), hicre canhligi %70’in Uzerinde oldugu igin

sitotoksik olarak degerlendiriimemisgtir.

Sitotoksisite calismalari sonucunda geligtirilen formulasyonlarin RAW 264.7

hlcrelerine sitotoksik bir etkisinin olmadigi sonucuna variimistir.
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5.9. Kitozan:TNF-a siRNA polipleksi ile fizyolojik sivilarda stabilite
caligsmalarinin bulgularinin degerlendirilmesi

in vitro gen susturma calismalarindan sonra gen susturma etkinligi daha fazla
bulunan P-40'in fizyolojik ortamlarda stabilite deneyleri gergeklestiriimistir. Mide
ortaminini taklit etmek amaciyla pH 1.2, bagirsak ortamini taklit etmek amaciyla da
pH 6.8 tamponu kullaniimigtir. Bu deneydeki ama¢ TNF-a siRNA iceren
formuUlasyonlarin 6zellikle oral uygulamadan sonra vicuttaki davranisinin in vitro
olarak degerlendiriimesidir. Jellerde uygulamanin yapildigi kuyucuklardaki parlaklik
siRNA’nin kompleks halde bulundugunu gdstermektedir. Buna goére pH 1.2°de
polipleks haldeki siRNA'nin hem 1. hem de 2. saatte parcalanmadig1 gorulurken,
naked (¢iplak) TNF-a siRNA'nin parcalandigi gorulmektedir. pH 6.8 ortaminda 2.
saatte naked (¢iplak) TNF-a siRNA kismi parcalanmaya ugrarken, polipleksin 6.
saate kadar parcalanmadan kaldigi, 6. saatte ise hem polipleks halde hem de
siRNA’'nin pargalandigi gorulmektedir. Buna gore, her iki ortamda da polipleks
haldeki TNF-a siRNA’nin, naked (¢iplak) haldeki TNF-a siRNA’ya goére stabilitesinin
daha fazla oldugu goérilmektedir (Resim 4.2). Jel retardasyon calismalari
sonucunda polipleks hazirlamanin siRNA'nin stabilitesini artirdigi ve in vitro
¢6ztnme hizi calismalarindan once P-40'in ¢dzlinme hizi ortamlarinda stabilitesini

korudugu sonucuna varilmistir.

Yapilan bir calismada, TNF-a siRNA nanopartikillerinin fizyolojik ortamlar olan
simule mide ortami, simule bagirsak ortami, mide ortami ve bagirsak ortamindaki
stabilitesi degerlendirilmistir. Calismada partiktler halde ve naked (¢iplak) halde
siRNA'lar kullaniimistir. Calisma sonucunda partikuler haldeki siRNA’nin fizyolojik
ortamlardan ve RNAaz enziminden, naked (¢iplak) haldeki siRNA’ya gore daha
fazla korundugu goézlenmistir (Igbal ve digerleri, 2018). Bir bagska calismada ise
hisditin aracil hidrojen baglariyla siRNA polipleksleri geligtiriimis ve bu poliplekslerin
serumda stabiliteleri 24 saat boyunca degerlendirilmistir. Poliplekslerin naked
(ciplak) siRNA’ya gobre serumda stabilitesinin daha fazla oldugu goridlmuagtir.
Poliplekslerde bozunma 6. saatten sonra bagslarken, naked (giplak) siRNA’lar 4.
saatte bozunmustur (Chou ve digerleri, 2014). Bir diger ¢calismada yapilan stabilite
deneylerinde polipleks olusturmanin siRNA’'nin stabilitesini artirdigi  sonucu
bulunmustur (Raval ve digerleri, 2019). Literatirde yer alan calismalardan elde
edilen bulgular elde ettigimiz bulgular destekler niteliktedir. Sonug olarak polipleks
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olusturmak siRNA’nin stabilitesini artirmaktadir ve fizyolojik ortamlarda bulunan
RNAaz enzimine, midenin asit ortamina karsi siRNA'y1 pargalanmaktan

korumaktadir.

5.10. TNF-a siRNA ve mesalazin igeren oral ve rektal formulasyonlarin 3B
biyobaski yontemiyle hazirlanmasi ve karakterizasyon c¢aligmalari
bulgularinin degerlendirilmesi

5.10.1. DSC analizlerinin bulgularinin degerlendirilmesi

O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarinin  DSC analizleri
gerceklestiriimigtir. O-Mes-P-40 formulasyonunun DSC termogramina bakildigi
zaman formullasyonda yaklasik 280 °C’de mesalazine ait endotermik bir pike
rastlanmistir. (Sekil 4.79). R-Mes-P-40 formulasyonunun DSC termogramina
bakildigi zaman oral formulasyonda oldugu gibi yaklasik 280 °C’de mesalazine ait
endotermik bir pik gorulmektedir. (Sekil 4.80). Formulasyonda yer alan diger
polimerlerin erime piklerine rastlanmamistir. Formilasyonlarda mesalazine ait
erime pikinin goérilmesi, formulasyonun hazirlanmasi sirasinda mesalazinin
polimorfik bir dedisime ugramadigini gostermektedir. Mesalazin normalde kristal
formdadir. Ancak formulasyon gelistirme iglemleri sirasinda amorf forma

gecebilmektedir (Patil, Hajare ve Awale, 2011).

5.10.2 FTIR analizlerinin bulgularinin degerlendirilmesi

O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarinin FTIR analizleri
gerceklestiriimigtir. FTIR analizleri hem hidrojel formulasyonlari hem de liyofilize
hidrojel formulasyonlari ile gergeklestirilmistir. Oral formulasyonun FTIR
spektrumuna bakildigi zaman, liyofilize edilmis formilasyonda hidrojel
formilasyonunda gorilen 3286,53 cm™*'deki H baglarindan ve ipek fibroinin
karakteristik piki olan N-H gerilme bandindan kaynaklanan genis pikin kuguldugu
ama kaybolmadidi1 gorulmektedir. Bu durumun formulasyonun liyofilize edilmesiyle
yapisindaki suyu kaybetmesinden kaynaklandidi distnulmektedir. Ayrica O-Mes-
P-40 formiilasyonunun spektrumunda mesalazine ait 1637,66 cm™'de primer amin
(N-H) gerilme bandi, 1445,97 cm'de C-H gerilme bandi, 1352,49 cm*de C-H ve
O-H gerilme bantlari, 807,12 cmY’de aromatik bilesenden kaynakli C-H gerilme
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bandi ve 627,79 cmYde dizlemsel bikllme titresimleri disindaki aromatik C-H
geriime bandi goézlenmistir (Sekil 4.81). Bu durum formulasyon hazirlanirken
mesalazinin polimorfik bir dedisime ugramadigini ve kristal yapisini korudugunu

gOstermektedir.

Rektal formilasyonun FTIR  spektrumuna bakildigi zaman, hidrojel
formuUlasyonunda liyofilize edilmis formUlasyonda hidrojel formulasyonunda goértlen
H baglarindan ve ipek fibroinin karakteristik piki olan N-H gerilme bandindan
kaynaklanan pikin kiguldugl ama kaybolmadigi gérulmustir. Bunun sebebinin, oral
formllasyonda oldugu gibi liyofilizasyon islemi ile yapida su kalmamasindan
kaynakladigi dusuntlmastir. Spektruma bakildi§i zaman mesalazine ait 1637,52
cm¥'de primer amin (N-H) geriime bandi, 1446,71 cm*de C-H gerilme bandi,
1352,50 cm*'de C-H ve O-H gerilme bantlari ve 627,33cm'de diizlemsel biikilme
titresimleri disindaki aromatik C-H gerilme bandi gézlenmistir (Sekil 4.82). Bu durum
formUlasyon hazirlanirken mesalazinin polimorfik bir degisime ugramadigini ve

kristal yapisini korudugunu gostermektedir.

Hem oral hem de rektal formilasyonun FTIR sonuclari degerlendirildiginde
mesalazin ve ipek fibroine ait karakteristik pikler gézlenmistir. 3B biyobaski isleminin

polimorfik bir dénistiime neden olmadigi sonucuna variimistir.

5.10.3. XRD analizlerinin bulgularinin degerlendirilmesi

O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarinin ve mesalazinin XRD
difraktogramlari incelendiginde (Sekil 4.83), mesalazine ait kristal yapiya isaret
eden piklere rastlanmamistir. Bu durum formulasyonlarda mesalazin miktarinin az
olmasindan ya da mesalazinin kristal formdan amorf forma gegmesiyle
aciklanabilmektedir. Ancak FTIR ve DSC analizlerinde hem oral hem de rektal
formulasyonda mesalazine ait piklerin gorulmesi mesalazinin kristal yapisini
koruyarak polimorfik donlisumin gergeklesmedigini géstermektedir. Bu nedenle
formilasyonlarin XRD difraktogramlarinda mesalazine ait pik goérilmemesinin
formulasyon orneklerinde saf mesalazinin difraktogramina gbre mesalazin

miktarinin az olmasindan kaynakladigi dusunulmektedir.
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5.10.4. Termogravimetrik analiz bulgularinin degerlendirilmesi

Termogravimetrik analiz, zamanin veya sicakligin bir fonksiyonu olarak numunenin

agirhgindaki degisimin dlgulmesi esasina dayanan bir yontemdir.

Calismamizda hazirlanan oral ve rektal hidrojel formualasyonlarin termal
stabilitesinin ve formulasyonlardaki su iceriginin belirlenmesi amaciyla
termogravimetrik analizler gerceklestiriimigstir. O-Mes-P-40 hidrojel
formulasyonunun termal analiz grafigine bakildigi zaman formulasyonunun
sicakhida bagh olarak par¢calanmasinin iki asamada gerceklestigi gorulmektedir. 0-
200 °C arasindaki parcalanma, hidrojel formulasyonunun yapisindaki suyu
tamamen kaybetmesiyle goézlenirken, 200-500 °C arasinda hidrojel yapisinda
bulunan polimerlerin ana zincirlerinin pargalanmasi gergeklesmistir (Sekil 4.84). O-

Mes-P-40 formulasyonunun termal stabilitesi dusuk bulunmustur.

R-Mes-P-40 hidrojel formilasyonunun da termal pargalanma profili O-Mes-P-40
formllasyonuna benzer bulunmustur. Rektal hidrojel formuilasyonu ilk olarak
yapisindaki suyu tamamen kaybetmis, daha sonra formulasyon bilesenlerinin ana
zincirlerinin parcalanmasi gergeklesmistir. R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonunun

termal stabilitesi de dusik bulunmustur (Sekil 4.85).

Hidrojel formulasyonlarinin termal stabilitelerinin  disuk olmasinin  nedeni
formUlasyonlarin yapisinda bulunan dogal ve biyopargalanabilir polimerlerdir.
Formulasyon yapisindaki sentetik madde miktari arttikga formulasyonun termal
stabilitesinin  arttigr  bilinmektedir. Termal stabilitenin artinimasi amaciyla
formUlasyonlara sentetik materyallerin eklendigi ¢calismalar bulunmaktadir (Dodero

ve digerleri, 2019; Phang ve digerleri, 2011; Gomathi ve digerleri, 2017).

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin termal parcalanma profilleri, literatlirde
aljinat temelli hidrojellerle yapilan g¢alismalarla uyumlu bulunmustur (Reddy ve
digerleri, 2014).
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5.10.5. Sisme kapasitesi analizleri bulgularinin degerlendirilmesi

Sisme kapasitesi, bir hidrojelin su tutma kapasitesini ifade etmektedir. Sisme
kapasitesinin belirlenmesi igin sisme indeksi degeri hesaplanmaktadir. Sisme
kapasitesi formulasyonlarin uygulandigi bolgede kalig suresini, ilag salimi gibi
Ozelliklerini etkilemektedir. Hidrojeller ¢capraz baglanan hidrofilik polimerlerden
olugsmaktadir. Bu polimerik yapilarin igine su girdikge polimerik zincir genisler ve bir
direng kuvveti gosterirler. Sisme denge durumuna geldigi zaman polimerlerin
gosterdigi direng kuvveti ile polimerik yapiya giren suyun osmotik kuvveti dengelenir

ve bdylece sisme tamamlanir (Park ve digerleri, 1993).

Calismamiz kapsaminda hazirlanan oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin sisme
kapasitelerinin degerlendirilebilmesi amaciyla sisme indeksleri hesaplanmistir. O-
Mes-P-40 formulasyonunun sisme indeksi %366, R-Mes-P-40 formulasyonunun ise
sisme indeksi %404 olarak bulunmustur (Sekil 4.86). Yani oral hidrojel formulasyonu
agirhginin 3,66 kati kadar, rektal hidrojel formulasyonu ise agirliginin 4 kati kadar
su tutabilmektedir. Bu durum hidrojel formulasyonlarinda yer alan polimerlerin
hidrofilik olmasindan kaynaklanmistir. Hidrofilik polimerlerin sisme kapasiteleri daha
yuksektir. Hidrojellerin sisme kapasiteleri salim Ozelliklerini  etkilemektedir.
Hidrojeller ortam sivisiyla temasa gectiklerinde siserler. Baslangigta hidrojel
ortamdaki siviyla temasa gectiginde ortam sivisi polimerik aga gecerek hidrojelin
parcalanmasina ve bu pargalanma da daha ¢ok ortam sivisinin hidrojele gegmesine
neden olmaktadir. Daha ¢ok ortam sivisinin hidrojele gegmesi de hidrojelde bulunan
etkin maddenin salimini hizlandiracaktir (Kojima ve digerleri, 1998). Sonugclar
degerlendirildiginde rektal hidrojelden etkin madde salim hizinin oral hidrojelle
karsilastirildiginda daha ylksek olmasi beklenmektedir. Calisma kapsaminda
gelistirdigimiz hidrojellerin salim hizlarina bakildigi zaman (Sekil 4.74-4.75) rektal
hidrojelden etkim madde saliminin daha hizli gergeklestigi gorulmektedir. Bu

durumun formilasyonlarin sisme kapasiteleri ile de ilgili oldugu distunulmustar.

Hidrojelde yer alan polimerlerin molekal agirhgi arttikga gapraz baglanma derecesi
artmaktadir. Capraz baglanma derecesinin artmasi da sisme kapasitesinde
azalmaya neden olmaktadir (Hoti ve digerler, 2021). O-Mes-P-40 formilasyonunda
bulunan sodyum aljinatin (Protanal CR8223) molekidl agirhgi, R-Mes-P-40
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formUlasyonunda bulunan sodyum aljinatin (Protanal CR8133) molekul agirhigindan
daha yuksektir. Dolayisiyla oral formulasyonun sisme indeksinin rektal
formUlasyondan dusuk olmasi beklenmektedir. Formulasyonlarin sisme indeksi
sonuglart bu dogrultuda bulunmustur. Oral ve rektal formulasyonlarin sisme

kapasiteleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
5.10.6. in vitro pargalanma deneyi bulgularinin degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda hazirlanan oral ve rektal formulasyonlarin vicut ortaminda
parcalanma surelerinin belirlenmesi amaciyla in vitro pargalanma calismasi

gergeklestirilmistir.

Sonuglara goére 24 saat sonunda R-Mes-P-40’'iIn %75,9’nun, O-Mes-P-40'in ise
%31,2’sinin pargalanmaya ugradigi gozlenmigtir. O-Mes-P-40 formulasyonunda
bulunan sodyum aljinatin (Protanal CR8223) molekdl agirigi R-Mes-P-40
formUlasyonunda bulunan sodyum aljinatin (Protanal CR8133) molekdl agirhigindan
daha yuksektir. Polimerin molekul agirhgi arttikgca capraz baglanma derecesi de
artmaktadir ve bu durum da pargalanma oranini diisiirmektedir. in vitro pargalanma
¢alismalari sonucunda beklenildigi gibi rektal formulasyonun pargalanma oraninin
oral formllasyona goére daha fazla oldugu goézlenmistir (Sekil 4.87-4.88). Oral
formllasyon gastrointestinal kanaldan gecerek kolona ulastigi icin parcalanma

oraninin daha yavas olmasi, etki suresi agisindan istenen bir sonugtur.

Yapilan bir calismada aljinat jel kullanilarak in vitro pargalanma deneyi
gerceklestiriimistir. Deney sonucunda 20 saat sonunda aljinat jelin tamaminin
degrade oldugu gorilmustir (El Moussaoui ve digerleri, 2021). Bizim ¢alismamizda
gelistirdigimiz hidrojel formulasyonlarinda aljinat diginda ipek fibroin ve hyaluronik
asitin bulunmasi ve hidrojellerin gapraz bagl olmasinin pargalanma suresini uzattigi

dusunulmektedir.
5.10.7. Mekanik testlerin bulgularinin degerlendirilmesi

Oral ve rektal hidrojel formulasyonlarinin uygulama sirasinda ve vicuda alindiktan

sonra mekanik dayanikhliginin analiz edilmesi amaciyla Texture Analyzer cihazi
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kullanilarak mekanik testler gergeklestirilmistir. Mekanik testler sonucunda gerilim
(mPa)’e kargi gerinim (%) grafikleri gizilerek bu grafikler yardimiyla kopma uzamasi

ve gerilme direnci degerleri hesaplanmigtir.

Kopma uzamasi de@eri materyallerin hangi gerilim degeri altinda butunlugunu
kaybetmeye bagladiginin gostergesidir. Kopma uzamasi degeri yuksek olan
materyallerin daha dayanikli oldugu sdylenebilmektedir. Gerilme direnci degeri ise
materyallerin kopmadan o6nce ne kadar esneyebildiginin gostergesi olarak

kullaniimaktadir.

Oral formulasyonun kopma uzamasi degeri %30,675, gerilme direnci degeri 0,017
mPa; rektal formilasyonun kopma uzamasi degeri %38,417, gerilme direnci degeri
0,016 mPa olarak bulunmustur (Cizelge 4.32-4.33). Bu degerler gerilim (mPa)e
karsi gerinim (%) grafikleri kullanilarak cihaz yazihmi yardimiyla hesaplanmistir
(Sekil 4.89-4.90). Sonuglara gore rektal formilasyonun kopma uzamasi ve oral
formUlasyona gore yuksek bulunmustur. Oral formilasyonun ise gerilme direnci
degeri rektal formulasyona gore fazladir. Ancak formulasyonlarin kopma uzamasi
ve gerilme direnci degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Bu sonugclara gore rektal formuilasyonun oral formulasyona
gore daha dayanikli oldugu ancak oral formulasyonun rektal formilasyona goére
daha esnek oldugu soylenebilmektedir. Rektal uygulama, oral uygulamaya gore
daha zor bir yontemdir. Bu nedenle rektal uygulama sirasinda rektal formulasyonun
dayaniklihginin oral formulasyona gore daha fazla olmasi gerekmektedir. Esneklik
ise formulasyonun parcalanmasini engelleyen bir 06zelliktir, formulasyonun
uygulandiktan sonra daha ge¢ parcalanmasi formulasyonun salim o6zelliklerini
etkilemektedir. Oral formulasyonun rektal formulasyona gore daha esnek olmasi,
oral formulasyonun pargalanmasini geciktirip, formulasyondan etkin madde salimini
yavaslatacaktir. Calismamizda gelistirilen rektal formilasyonun dayaniklihiginin;

oral formulasyonun ise esnekliginin yliksek olmasi istenen bir 6zelliktir.

Yapilan bir galismada sodyum aljinat/ipek fibroin/hyaluronik asit temelli doku
iskeleleri gelistiriimistir. iskeleler kimyasal bir capraz baglama yéntemi olan
EDC/NHS ile ¢apraz baglanmigtir. Bu iskelelerin kopma uzamasi degeri %136,
gerilim direnci de@eri ise 8.34 MPa olarak bulunmustur (Yang ve digerleri, 2019). Bu
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calismada hidrojellerin capraz baglama yontemi kimyasal bir yontem oldugu igin ve
formUlasyon doku iskelesi olarak gelistirildigi icin sonuglarin bizim ¢alismamizdaki
sonuglardan yuksek olmasi beklenen bir durumdur. Ayrica ¢alisma kapsaminda
gelistirdigimiz formulasyonlarin 24 saat etki gostermesi beklendigi icin kopma
uzamasi ve gerilme direnci degerlerinin doku iskelelerindeki kadar yluksek olmasi

gerekli degildir.

Bir bagka calismada ise sodyum aljinat-poliakrilamid hidrojeller geligtirilmis,
mekanik 6zelliklerine bakildigi zaman gerilme direnci 0.55 MPa olarak bulunmustur
(Wang ve digerleri, 2015). Bu calismadaki sonu¢ bizim degerlerimize benzer
bulunmustur ancaksentetik polimerin gerilme direnci dogal polimerlere gore
yuksektir (Reddy, 2021). Gerilme direncindeki bu farkin poliakrilamid polimerinin
sentetik kaynakli olmasindan dolayi, bu polimerin gerilme direncini artirmasinda

kaynaklandigi dugtunulmektedir.
5.10.8. Mukoadezyon deneylerinin bulgularinin degerlendirilmesi

Mukoadezyon hazirlanan bir formulasyonun dokuya yapisarak etki suresinin
uzamas! agisindan énemli bir parametredir. Calismamizda ise hidrojellerin IBH
tedavisi icin gastrointestinal sistemde daha fazla kalmasi ve daha uzun slre etki
gOstermesi istenen bir durumdur. Calisma kapsaminda oral ve rektal
formuUlasyonlarin mukoadezyon 6zelliklerinin belirlenmesi igin Texture-Analyzer TA-
TX cihazi kullaniimistir. Oral ve rektal formulasyonlarin etki bolgesinin kolon olmasi
amaclandigi ve in vivo deneylerde deney hayvani olarak fare kullanildigi igin
calismalar fare kolonu kullanilarak gerceklestirilmisti. IBH olusumunun
formUlasyonlarin mukoadezyonuna etkisinin incelenmesi amaciyla doku olarak hem
saglikli kolon hem de IBH olusturulmus kolon kullaniimigtir. Formiilasyonlarin
normal dokuya oranla IBH olusturuimus dokuya mukoadezyonlarinin gok fazla

azalmamasi istenmektedir.

O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 formulasyonlarinin mukoadezyon sonuclari Cizelge
4.34'te ve Sekil 4.91-4.92°de verilmistir. Mukoadezyon isi parametresine goére
degerlendirilmigtir. Sonuglara bakildigi zaman hem oral hem de rektal hidrojel

formiilasyonunun IBH olusturuimus dokuya mukoadezyonu, saglkli dokuya gore
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azalmistir. IBH sonucu kolon dokusunun dogal yapisinda bozulmalar meydana

geldigi icin beklenen bir durumdur.

Rektal formulasyonun her iki dokuya da mukoadezyonu oral formulasyona gore
daha fazla bulunmustur. Hidrojellerin mukoadezyonunu sisme kapasiteleri
etkilemektedir, hidrojellerin sisme kapasiteleri arttikca mukoadezyonlarinin da
artmasi beklenmektedir (Chaturvedi, Kumar ve Pathak, 2011). Oral ve rektal
hidrojellerin sisme kapasitesi degerlerine bakildigi zaman (Sekil 4.86) rektal
hidrojelin sisme kapasitesinin oral hidrojele gore daha yuksek oldugu gorulmektedir.
Bu durumda rektal hidrojelin mukoadezyonunun oral hidrojele gére daha yuksek

olmasi beklenen bir durumduir.

Hem oral hem de rektal hidrojel formulasyonun saglikli dokuya ve inflamatuvar
bagirsak hastahigl olusturuimus dokuya mukoadezyonlari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayrica formulasyonlarin saglikli
dokuya mukoadezyonlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmazken
(p>0,05), inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulmus dokuya mukoadezyonlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0,05). Ancak

formiilasyonlarin iBH olusturulmus dokuya da mukoadezyonlari bulunmaktadir.

Geligtirilen formulasyonlarin mukoadezif 6zellige sahip olmalari formulasyonda yer
alan polimerlerden kaynaklanmaktadir. Formulasyonda bulunan ipek fibroin,
sodyum aljinat ve hyaluronik asit mukoadezif 6zellie sahip polimerlerdir. Yapilan
¢alismalarda ipek fibroin, sodyum aljinat ve hyaluronik asitin vajinal, nazal, bukkal
dokulara mukoadezyon sagladigi gosterilmistir (Kesavan ve digerleri, 2010; Guarise
ve digerleri, 2023; Laffleur, 2018; Dong ve digerleri, 2015).

5.10.9. Morfolojik analiz bulgularinin degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonlarinin
morfolojik analizleri taramali elektron mikroskobu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Formulasyonlarin morfolojisinin daha iyi analiz edilmesi amaciyla, oral ve rektal

formuUlasyonlar -55 °C’de 40 saat boyunca liyofilize edilmigtir. Formulasyonlarin
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hem liyofilize hem de liyofilize olmamis halleri taramal elektron mikroskobu

kullanilarak gorintilenmis ve formulasyonlarin morfolojisi degerlendirilmistir.

Liyofilize edilmemis hidrojeller purtzsuz, bulutsu yuzey 6zelligi gostermigtir (Resim
4.4-C-D). Yapilan bir calismada, aljinat hidrojellerin kriyo-SEM ile yapilan morfolojik
analizlerinde c¢alismamiza benzer sekilde puruzsuz ve bulutsu bir yluzeye sahip

oldugu goézlenmistir (Karnik ve digerleri, 2016).

Liyofilize edilmig hidrojeller ise liyofilizasyon islemi sonucunda beklenildigi gibi poroz
bir goruntu vermistir (Resim 4.4-A-B). Yapilan bir galismada liyofilize edilmigs aljinat
hidrojellerin morfolojik analizinde bizim ¢alismamizdaki sonuglara benzer bir sekilde

birbirine bagli pordz bir yapi gézlenmistir (Feyzmanesh ve digerleri 2022).

Bizim galismamizda oldugu gibi ipek fibroin, sodyum aljinat ve hyaluronik asit temelli
doku iskelelerinin gelistirildigi bir c¢alismada yapilan morfolojik analizlerde

calismamizda benzer sekilde pordz bir yapi elde edilmistir (Yang ve digerleri, 2019).
5.11. in vitro ¢6ziinme hizi galismalarinin bulgularinin degerlendirilmesi

Hidrojel formulasyonlarina serbest halde TNF-a siRNA eklenmesinin amaci

polipleks olusturmanin salima olan etkisinin degerlendiriimesidir.

5.11.1. Oral ve rektal hidrojel formiilasyonlarinin in vitro ¢6ziinme hizi
caligsmalarinin bulgularinin degerlendirilmesi

Oral formulasyondan mesalazin salim profili Sekil 4.93’te gosterilmistir. Grafige
gore, formulasyona siRNA eklenmesinin mesalazinin salim profilini degistirmedigi
gorulmektedir bu durum DDSolver yazilimi kullanilarak hesaplanan f1(fark faktor()
ve f2(benzerlik) ile kanitlanmistir (Cizelge 4.35). Oral formllasyondan serbest ve
polipleks halde TNF-a siRNA salim profili Sekil 4.94’te verilmigtir. Her iki oral
formilasyondan da TNF-a siRNA saliminin gergeklestigi, ancak serbest TNF-a
siRNA yukli hidrojelde (O-Mes-Serbest) 12.saatten itibaren ortamdaki TNF-a
siRNA'nin bozunmaya bagladigi gozlenmigtir. Polipleks yuklu formulasyonda (O-

Mes-P-40) ise TNF-a siRNA'nin polipleksten ve formilasyondan yavas ve kontrollu
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bir sekilde salindigi ve salimin 24 saat boyunca devam ederek %100’e ulastigi

gOrulmektedir.

Rektal formulasyondan mesalazin salim profili Sekil 4.95’te gosterilmigtir. Grafige
gore, formulasyona siRNA eklenmesinin mesalazinin salim profilini degistirmedigi
Cizelge 4.36'da yer alan f1 ve f2 faktorleriyle kanitlanmistir (Cizelge 4.36). Rektal
formUlasyondan serbest ve polipleks halde TNF-a siRNA salim profili ise Sekil
4.96'da verilmistir. Buna gore her iki oral formulasyondan da TNF-a siRNA
saliminin gergeklestigi, ancak serbest TNF-a siRNA yukli formilasyonda (R-Mes-
Serbest) gastrointestinal ortamdan farkli olarak bagirsak ortaminda 8.saatten
itibaren ortamdaki TNF-a siRNA’nin bozunmaya basladigi gézlenmistir. Polipleks
yuklu formulasyonda (R-Mes-P-40) ise TNF-a siRNA’nin polipleksten ve
formUlasyondan yavas ve kontrolll bir sekilde salindidi ve salimin 24 saat boyunca
devam ederek %100’e ulastiyi goérulmektedir. Rektal formilasyonlarda serbest
halde hidrojellere yuklenen TNF-a siRNA’nin ortamda daha c¢ok parcalandidi

gozlenmigtir.

Bu sonuglar polipleks olusturmanin ve bu poliplekslerin polimerik bir ag yapisina
sahip 3B basilmis hidrojele yuklenmesinin siRNA'y1 pH 1.2 mide ortami, pH 6.8
bagirsak ortami ve pH 7.4 kolon ortaminda pargalanmaktan korudugu gozlenmigtir.
Ayrica ekstrizyon temelli 3B biyobaskinin TNF-a siRNA yapisini pargalamadigi gen
susturma calismalarindan sonra in vitro salim ¢alismalari ile de kanitlanmigtir.
GCozunme hizi sonuglarinin desteklenmesi amaciyla hem oral hem de rektal
formUlasyonlar igin ortamdan belirli saatlerde alinan 6rneklerle jel retardasyon
calismalari gercgeklestirilmistir. Jel goruntulerine bakildigi zaman oral ve rektal
uygulama igin hem serbest TNF-a siRNA yukli (O-Mes-Serbest ve R-Mes-Serbest)
hem de polipleks yUkli formulasyonlarda (O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40) 24. saatin
sonunda bile her iki ortamda da bozunmadan kalmis siRNA'nin bulundugu
gorulmektedir. TNF-a siRNA'nin  bozunmadan kalmasi jeldeki kuyucuklarin
parlamasi ve jellerdeki suruklenme izinden anlagiimaktadir, jel retardasyon
¢alismalari ve in vitro ¢dzinme hizi sonucu elde edilen grafikler birbirini destekler

nitelikte bulunmustur (Resim 4.5 ve 4.6).
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Bu sonuglara gore, polipleks olusturmanin ve 3B basilmig oral formilasyonun TNF-
a siRNA'nin bozunmasini engelledigi ve TNF-a siRNA’y1 gastrointestinal ortamda

bozunmadan korudugu sonucuna variimistir.

Dormenval ve digerleri tarafindan yapilan bir galismada, inhalasyon igin puskurterek
kurutma yontemiyle siRNA vyuklu lipidoid polimer hibrit nanopartikuller
hazirlanmigtir. Formulasyondan siRNA saliminin degerlendiriimesi amaciyla pH 7.4
tamponunda 4 saatlik bir salim c¢alismasi yapiimistir. 4 saatlik strenin sonunda
ortamdaki siRNA miktarinin %80’e ulastigi gozlenmistir ve ortamdaki siRNA
parcalanmamistir. Hibrit nanopartikil yapisi, sSiRNA’nin ani salimini engellemis ve
siRNA yapisini pargalanmaktan korumustur (Dormenval ve digerleri, 2019). Bir
baska calismada ise yaptigimiz calismaya benzer sekilde siRNA polipleksi
termosensitif konvansiyonel yontemle hazirlanan hidrojel formuilasyonuna
yuklenmistir. Hidrojel formulasyonlarindan siRNA saliminin dederlendiriimesi
amaciyla pH 7.4 tamponunda 128 saat boyunca in vitro salim deneyi
gerceklestiriimistir. siRNA, hidrojel formulasyonuna hem serbest, hem de polipleks
olarak yuklenmigtir. Salim sonugclarina bakildigi zaman, hidrojel yapisinin siRNA’'nin
parcalanmasini engelledigi ve 128 saatlik bir kontrolli salim sagladigi gozlenmistir
ve ayrica polipleks halde siRNA iceren formullasyonun serbest siRNA iceren
formllasyona goére salim hizinin daha yavas oldugu gézlenmistir (Fliervoet ve
digerleri,2020). Thanki ve digerleri tarafindan yapilan bir galismada ise polimerik
hibrit nanopartikile yuklenen siRNA'nin 6 saat boyunca kontrolli bir sekilde
salindigi1 ve bu polimerik yapinin siRNA’yl pargalanmaktan korudugu gozlenmistir
(Thanki ve digerleri, 2020). Literatirde yer alan g¢alismalarda elde edilen bulgular
calismamizi desteklemektedir. Literatur ve proje kapsaminda yapilan in vitro salim
calismalari birlikte degerlendirildiginde polipleks veya partikiler bir yapi
olusturmanin ve bu yapilarin polimerik bir ag yapisi olan hidrojel formilasyonlarina
yuklenmesinin siRNA’yI par¢alanmaktan korudugunu ve salim ortamina siRNA’nin

kontrollu bir sekilde salinmasini sagladigi sonucuna variimistir.

in vitro ¢dziinme hizi sonuglarina bakildigi zaman, optimum oral (O-Mes-P-40) ve
rektal hidrojelden (R-Mes-P-40) TNF-a siRNA ve mesalazin salimin 24 saat
boyunca devam ettigi ve salim profillerinin uzatilmis salim profiline uydugu

go6zlenmigtir.
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5.11.2. Salim kinetikleri bulgularinin degerlendirilmesi

in vitro c¢oziinme hizi galismalarindan sonra oral ve rektal hidrojel
formulasyonlardan mesalazin ve TNF-a siRNA’'nin salim kinetiklerinin 0. derece,
1.derece, Higuchi, Weilbull, Hixson-Crowell ve Korsmeyer-Peppas kinetik
modellerine uyumluluklari DDSolver yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan
analizlerde uyumluluk kriterleri olarak r?, r?ag, AIC, MSC ve modellere 6zgi

katsayilar kullaniimistir.

Salim kinetiklerini degerlendirme parametreleri arasindan r? parametresi belirleme
katsayisi olarak bilinmektedir ve bu degerin 1’e yakin olmasi modelin uyumlu
oldugunu gostermektedir. Ancak kinetik modelleme yapilirken parametre eklendikce
r2 degeri yukselme egilimindedir ve bu durum salim profillerinin yeteri kadar uyumiu
olmamasina ragmen r? degerinin yiiksek hesaplanmasina neden olmaktadir. Bu
durumun 6nlenmesi igin r? yerine r?aq (ayarlanmis r?) degeri kullanilir (Costa ve
Sousa Lobo, 2001). AIC parametresi uyumluluk parametresidir. AIC degerinin kiiguk
olmasi formudlasyonun saliminin modele uyumlu oldugunu gdstermektedir. AIC
degderi ne kadar kuc¢ukse formulasyonun saliminin modele uyumlulugu o kadar fazla

demektir.

MSC parametresi ise model segim kriteri olarak bilinmektedir ve bu degerin ylksek
olmasi salim profilinin modele uyumlulugunu gdstermektedir (Yilmaz Usta ve
digerleri, 2018; Tugcu-Demirdz ve digerleri, 2021). MSC parametresi AIC degerinin
normalize edilmesiyle elde edilmektedir. MSC degderinin 3’'ten fazla olmasi modelin

yuksek oranda uyumlu oldugunu gostermektedir.

Mesalazin salimi icin salim kinetiklerinin degerlendiriimesi

Mesalazin salimi igin in vitro ¢6zinme hizi deneyleri sonucunda elde edilen
parametreler degerlendirildiginde hidrojel formulasyonlarinin 0.derece ve Hixson-
Crowell kinetikleriyle diisiik oranda uyum sagladiklari r2, r?aq; ve MSC degerleri ile
belirlenmistir. Formualasyonlar 1.derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Weibull

kinetikleriyle yuksek oranda uyumlu bulunmustur.
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O-Mes-P-40 formulasyonundan mesalazin saliminin en uyumlu oldugu kinetik
Weibull olarak bulunmustur. 1. Derece salim kinetigi igin de r?aq degeri yiksek
olmasina ragmen MSC degeri 3’Un altinda oldugu i¢cin Weibull kinetigine daha ¢ok
uyum sagladigr gozlenmistir. Weibull kinetigi icin analiz verileri degerlendirildigi
zaman, modele 6zglu katsayi olan b degeri 0,5882 olarak bulunmustur (Cizelge
4.37). Bu kinetikte salim profilinden elde edilen b dederinin 0,75’ten kiiguk olmasi
salimin Fick difuzyona benzer sekilde gergeklestigini gostermektedir (Tugcu-
Demiroz ve digerleri, 2021). Weibull kinetigi polimerik matrislerden salim
modellerine yuksek seviyede uyum gdsteren bir kinetik modeldir (Dash ve digerleri,
2010; Goldsmith ve digerleri, 1978). O-Mes-P-40 hidrojel formullasyonundan
mesalazin salimi Weibull kinetigine godre gergeklesmistir. O-Mes-P-40
formulasyonundan mesalazin salim profiline bakildigi zaman mesalazinin O-Mes-
P-40 formullasyonundan kontrolli bir sekilde salindi§i gozlenmistir (Sekil 4.93).
Mesalazin ¢ikisi Weibull kinetigine uyumlu ve Fick diflizyona benzer bir sekilde hizli

olarak baslamistir ancak bir noktadan sonra kontrolll olarak devam etmistir.

R-Mes-P-40 formulasyonu 1.derece, Hixson-Crowell ve Weibull kinetikleriyle
uyumlu bulunmustur. Her (g kinetik igin de r?aqjdegeri yiikksek ve MSC degeri 3’ ten
fazladir. Ancak r?aq; dederinin en ylksek oldugu kinetik 1. Derece kinetik oldugu igin
hidrojel formullasyonunun en uyumlu oldugu kinetik 1.derece kinetik olarak
bulunmustur (Cizelge 4.37). 1.derece kinetikte sabit kogsullarda bir reaksiyonun hizi,
reaksiyona giren maddelerin derigsimleri ile orantilidir. Modele 6zgu reaksiyon k
degeri reaksiyon hiz sabiti olarak bilinmektedir. 1.derece kinetik poréz matrisler
yapilardan salim modellerine uyum gdsteren bir kinetik modeldir (Dash ve digerleri,
2010). R-Mes-P-40 hidrojel formllasyondan mesalazin salimi 1.derece kinetige
gore gercgeklesmistir. R-Mes-P-40 formullasyonundan mesalazin salim profiline
bakildigi zaman mesalazinin R-Mes-P-40 formilasyonundan ani bir sekilde
salindigi daha sonra salim hizinin yavagladigi goéralmuastir (Sekil 4.95). 1.derece
kinetikte salim hizi etkin madde miktarina bagl olarak degistigi icin formulasyonda
bulunan mesalazin miktari azaldik¢a 1.derece kinetige uyumlu olarak salim hizinin

da azaldigi gozlenmigtir.
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TNF-a siRNA salimi icin salim kinetiklerinin degerlendiriimesi

TNF-a siRNA salimi igin in vitro ¢ozinme hizi deneyleri sonucunda elde edilen
parametreler degerlendirildiginde hidrojel formulasyonlarinin O.derece, 1.derece,
Hixson-Crowell ve Higuchi kinetikleriyle diisiik oranda uyum sagladiklari r?, r2aq ve
MSC degerleri ile belirlenmigtir. Formulasyonlardan TNF-a siRNA salimi

Korsmeyer-Peppas ve Weibull kinetikleriyle yiksek oranda uyumlu bulunmustur.

O-Mes-P-40 formiilasyonunun en uyumlu oldugu kinetik r2a¢j degerinin en yiiksek
oldugu kinetik olan Korsmeyer- Peppas olarak bulunmustur. Bu kinetige uyumluluk
analizi sonuclari degerlendirildigi zaman modele 6zgu katsayi olan n=0,3076 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.38). Bu kinetik modelde n degerinin 0,5ten klguk olmasi
yari-Fick difizyon, 0,5 degeri Fick difizyon, 0,5 ile 1 arasinda olmasi ise non-Fick
transport olarak degerlendirilmektedir (Paarakh ve digerleri, 2019). n degeri 0,5’ten
kiguk oldugu igin O-Mes-P-40 formulasyonundan TNF-a siRNA salimi yari-Fick
diftizyon ile Korsmeyer-Peppas kinetigine uyumlu bir sekilde gerceklesmistir. O-
Mes-P-40 formulasyonundan TNF-a siRNA salim profiline bakildigi zaman TNF-a
siRNA'nin O-Mes-P-40 formulasyonundan TNF-a siRNA salim profiline bakildigi
zaman TNF-a siRNA’nin gorece hizli bir bicimde ¢iktigi daha sonra ise ¢ikigin ¢ok
yavas bir sekilde devam ettigi gortulmustir (Sekil 4.94). Bu verilere gore O-Mes-P-
40 formulasyonu sisme bagimli olmayan matris diftizyonu ile TNF-a siRNA salimini

gerceklestirmistir.

R-Mes-P-40 formullasyonu 1.derece, Hixson-Crowell, Higuchi ve Weibull
kinetikleriyle uyumlu bulunmustur. Her (g kinetik igin de r2aq degeri yiksektir
(Cizelge 4.38). Ancak r?.qj degerinin en yliksek oldugu kinetik 1. Derece kinetik
oldugu icin hidrojel formulasyonunun en uyumlu oldugu kinetik 1.derece kinetik
olarak bulunmustur. 1.derece kinetikte sabit kosullarda bir reaksiyonun hizi,
reaksiyona giren maddelerin derisimleri ile orantilidir. Modele 6zgu reaksiyon k
degeri reaksiyon hiz sabiti olarak bilinmektedir. 1.derece kinetik, por6z matris
yapilardan salim modellerine uyum gdsteren bir kinetik modeldir (Dash ve digerleri,
2010) R-Mes-P-40 hidrojel formulasyonundan TNF-a siRNA salimi mesalazin
saliminda oldugu matris yapilarda gorulen 1.derece kinetige uyumlu bir sekilde
gerceklesmistir. R-Mes-P-40 formulasyonundan TNF-a siRNA salim profiline
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bakildigi zaman TNF-a siRNA’nin R-Mes-P-40 formulasyonundan ani bir sekilde
salindigi daha sonra salim hizinin yavasladigi goértulmustir (Sekil 4.96). 1.derece
kinetikte salim hizi etkin madde miktarina bagh olarak degdismektedir.
Formulasyonda bulunan TNF-a siRNA miktari azaldik¢a 1.derece kinetige uyumlu

olarak salim hizinin da azaldigi gézlenmistir.
5.12. in vivo ¢alismalarin bulgularinin degerlendirilmesi

in vivo caligmalarda deney hayvani olarak fare (Balb/c fare erkek, 25-30 gram
agirhginda) kullaniimistir.12 tane deney grubu olusturulmustur ve her deney grubu
icin 6’sar adet fare kullaniimistir. Deney gruplari Cizelge 3.17°de verilmistir. Farelere
5 gun boyunca DSS uygulanarak farelerde inflamatuvar bagirsak hastalidi
olusturulmustur. Daha sonra 5 giin boyunca tedavi uygulanarak fareler deneyin 11.
gununde sakrifiye edilmistir. Deney hayvanlarinda TNBS, asetik asit, oksazolon gibi
maddelerle IBH olusturmak miimkiindiir (Ramshankar ve digerleri, 2008; Niebel ve
digerleri, 2012; Qelliny ve digerleri, 2019). Calismamizda DSS ile iBH olusturma
yontemi tercih edilmistir. Farelerde IBH olusumu igin en yaygin kullanilan model
DSS ile IBH olusturma yéntemidir. Bu yéntemin daha g¢ok kullaniimasinin sebebi
insanlardaki iBH’'ye en ¢ok benzeyen modelin DSS ile olusturulmasidir. Diger
yontemlere kiyasla tekrar edilebilirligi ve kontrol edilebilirligi en yuksek yontemdir.
Akut, kronik ve tekrarlayan bagirsak iltihabi modelleri, DSS derisiminin ve uygulama
sikhginin degistirilmesiyle elde edilebilir (Chassaing ve digerleri, 2014). in vivo
¢alismalar kapsaminda farelerin fizyolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi, farelerden
alinan kolon dokularina ait makroskobik incelemeler, biyokimyasal ve histolojik

analizler gerceklestirilmigtir.
5.12.1. Farelerin fizyolojik 6zelliklerine ait bulgularin degerlendirilmesi

Farelerde gorulen % adirlik kaybi bulgularinin degerlendiriimesi

DSS ile IBH olusturuimasi hayvanlarda istahsizlik, uykusuzluk, diyare, kanli
digkilama gibi sepmtomlara neden olmaktadir (Chassaing ve digerleri, 2004). Bu
semptomlar da Cizelge 4.39'da gosterildigi gibi hayvanlarin agirliklarinda degisime

neden olmaktadir. Sekil 4.97°de verilen farelerin gunlik agirlik degisimi grafigine
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bakildig1 zaman, farelerin tedaviye baslanmadan 6nce ve tedavinin ilk giinlerinde
agirhklarinda azalma meydana geldigi gorulmektedir. Ancak tedaviden sonra
farelerin agirliklarinda artis meydana gelmigtir. Ayrica beklenildigi gibi negatif
kontrol grubunun deney suresince agirliginin sabit kaldigi, tedavi gruplarinda agirlik

kayiplarinin tedaviden 6nce dustugu ve tedavi suresince arttigi gozlenmistir.

Ayrica Cizelge 4.39'da verilen sonuglara gore en az % agirlik kayb1 O-Mes-P-40 ve
O-P-40 gruplarinda gozlenmigtir. Diger tedavi gruplarinda % agirhk kaybi
degerlerinin fazla olmasinin sebebinin fareler arasindaki bireysel farkhliktan

kaynaklandigi dustunulmektedir.

Farelerin tukettikleri pellet yem miktarinin degerlendiriimesi

in vivo galismalar boyunca farelerin tiikettikleri pellet yem miktari her gin
Olclimustir. Fare basina gunluk tuketilen ortalama yem miktarlari hesaplanmis ve
Sekil 4.98'de gosterilmistir.  Beklenildigi gibi negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda pozitif kontrol grubunun tikettikleri pellet yem miktarinin anlamli
bir sekilde azaldigi go6zlenmigtir (p<0,05). Negatif kontrol grubuyla
karsilastirildiginda tedavi gruplarinin tikettikleri yem miktarlarindaki farkin anlaml

olmadigdi gozlenmistir (p>0,05).

Farelerin tukettikleri musluk suyu miktarinin degerlendiriimesi

Farelerin gunlik tukettikleri ortalama su miktarlarinin, negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda O-P-40, R-P-40, R-Mes ve R-Ticari hari¢ diger gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlenmistir (p<0,05). Ancak tedavi
gruplarinin gunlik tukettikleri ortalama su miktarlari O-Ticari grubu hari¢ pozitif
kontrol grubuna gére daha az bulunmustur (Sekil 4.99).

Tedavi gruplarinda ve pozitif kontrol grubunda DSS ile iBH olusturuldugu icin bu
hayvanlarda meydana gelen rektal kanama ve diyare sebebiyle hayvanlarin su igme
miktarinin arttigi distntlmektedir. Bu gruplarda gorilen asin sivi kaybi farelerde

daha fazla su icme istegi olusturmustur.



283

Yapilan bir galismada siganlarda TNBS ile kolit olusturulmus ve siganlar budesonid
yukli nanotasiyicilarla tedavi edilmigtir. Calismada bizim c¢alismamiza benzer
sekilde pozitif kontrol grubu ve ilag icermeyen tedavi gruplarinin su tiketimi daha

fazla bulunmugtur (Turanli, 2022).

Farelerin tum kolon agirhigina ait bulgularin degerlendiriimesi

Sekil 4.100'de yer alan farelerin tim kolon agrihidi bulgularina bakildigi zaman
tedavi gruplarinda negatif kontrol grubuna goére farelerin kolon agirhginda artis
meydana gelmistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Pozitif kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise O-Bos ve O-Ticari gruplari hari¢ diger
tim tedavi gruplarinin kolon agirhginda azalma gorulmustir ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Farelerde kolon/fare agirligi dederine ait bulgularin dederlendiriimesi

Calismamizda fareler sakrifiye edilmeden o6nce agirliklari dlglimus, sakrifiye
edildikten sonra ise laparatomi ile gikarilan kolon agirliklari dlgulmustur. Daha sonra
bu verileri kullanilarak kolon/fare agirhg: degeri hesaplanmistir. Hesaplanan bu
degerin IBH olusturulmus hayvanlarda, inflamasyona bagli olarak kolon agirhginin
artmasi ve diyare ve istahsizliga bagl olarak da fare agirliginin azalmasina bagli
olarak yuksek olmasi beklenmektedir. Saglikh farelerde ise bu dederin dlisik olmasi
beklenmektedir. Hesaplanan kolon/fare agirli§i degeri kolonik inflamasyon indeksi
olarak degerlendiriimektedir (Makhlof ve digerleri, 2009). Farelere ait kolon/fare
agirhgi degerleri Sekil 4.101°de gosterilmigtir. Tedavi gruplarina bakildigi zaman
Ozellikle O-Bos ve R-Bos gruplarinda negatif kontrol grubuna goére farelerin
kolon/fare agirlhigr degerlerinde artis meydana gelmistir, ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Pozitif kontrol grubunun kolon/fare agirhgi
degderinin dusuk olmasinin hayvanlar arasindaki bireysel farklihktan kaynaklandigi

dusunulmustar.
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Farelerin dalak agirhgina ve dalak agirhigi/fare agirhgi dederlerine ait bulgularin

degerlendiriimesi

Calismamizda fareler sakrifiye edildikten sonra dalak dokular c¢ikariimig ve
agirhklart Olculmustur. Farelere ait dalak agirhgr degerleri Sekil 4.102°de
gOsterilmistir.  Ayrica farelerin sakrifiye edilmeden o&nceki agirhik degerleri
kullanilarak dalak/fare agirligi degerleri hesaplanmigstir ve farelere ait bu deger Sekil

4.103’te gosterilmigtir.

DSS ile IBH olusturulmus hayvanlarda, kolonda oldugu gibi dalakta da inflamasyon
ve hastalik sirasindaki aktif kanama sebebiyle olusan anemiye badli olarak dalak
agirliklar artmaktadir (Chassaing ve digerleri, 2014). Dolayisiyla iBHye sahip
farelerde dalak agirhigi ve dalak/fare agirhgr degerlerinin yiksek olmasi beklenirken,

saglikh farelerde dusuk olmasi beklenmektedir.

Dalak agirhd degerlerine bakildigi zaman, negatif kontrol grubuna gére O-Ticari
grubu hari¢ diger tUum gruplarda dalak agirliginin arttigr gorulmektedir. Ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Pozitif kontrol grubunun
dalak agirligi degerinin tedavi gruplarindan ve negatif kontrol grubundan duasik
olmasinin hayvanlar arasindaki bireysel farkliliktan kaynaklandigi dtisunulmastir
(Sekil 4.102).

Dalak/fare agirligi degerlerine bakildiginda ise, negatif kontrol grubuna gére O-
Ticari, O-P-40, R-P-40 ve R-ticari gruplari hari¢ diger tum gruplarda dalak agirhiginin
arttig1 gorulmektedir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0,05). Dalak agirhginda oldugu gibi pozitif kontrol grubunun dalak/fare agirligi
degerinin tedavi gruplarindan ve negatif kontrol grubundan disuk olmasinin
hayvanlar arasindaki bireysel farkliiktan kaynaklandigi disundlmustir (Sekil
4.103).
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Farelerin karaciger ve karaciger agirligi/fare agirhdgi degerlerine ait bulgularin

degerlendiriimesi

Yapilan galismalarda IBH’nin hepatobiliyer sistem (karaciger, safra kesesi, dalak ve
pankreasi) hastaliklarina ve ilerlemesi durumunda karaciger kanserlerine ve
metastaza yol agabilecedi belirtiimigtir. Bu hepatobiliyer hastaliklarda o6zellikle
karacigerde inflamasyon gorulmektedir (Gaspar ve digerleri, 1956). Karacigerdeki
inflamasyon ve buna bagli olarak olusan édem dolayisiyla IBH'de karacigerin
buayimesi beklenmektedir. Calismamizda elde edilen karaciger agirhgr ve
karaciger/fare agirhgr degerlerinin  iBH'ye sahip farelerde yiiksek olmasi

beklenirken, saglikli farelerde dustk olmasi beklenmektedir.

Sekil 4.104’te yer alan karaciger agirligi degerlerine bakildigr zaman negatif kontrol
grubuna gore R-P-40, R-Mes ve R-Mes-P-40 gruplari harig diger gruplarin karaciger
agirliklar istatistiksel olarak anlami bir sekilde artmistir (p<0,05). Pozitif kontrol
grubuyla kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da O-Mes ve O-
Ticari gruplari haric diger tedavi gruplarinin karaciger agirliklarinin azaldigi
gorulmektedir. Bu durum hayvanlarin tedavi olarak iyilesmesi olarak
degerlendirilmigtir (Sekil 4.104).

Sekil 4.105’te yer alan karaciger/fare agirhg1 degerlerine bakildigi zaman ise negatif
kontrol grubuna gére O-Mes-P-40, R-Mes ve R-P-40 gruplar hari¢ diger gruplarin
karaciger agirliklar istatistiksel olarak anlami bir sekilde artmistir (p<0,05). Pozitif
kontrol grubuyla kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da O-Ticari
ve R-Bos gruplari hari¢ diger tedavi gruplarinin karaciger/fare agirligi degerlerinin
azaldigi1 gorulmektedir. Bu durum hayvanlarin tedavi sonucunda iyilesmesi olarak
degerlendirilmigtir (Sekil 4.105).

Farelerin kolon uzunluguna ait bulgularin degerlendirilmesi

iBH'de kolon wuzunlugunun olusan inflamasyona bagh olarak azalmasi
beklenmektedir. Yapilan calismalarda DSS ile kolit olusturulmus farelerin kolon
uzunluklarinin saglikh farelere gore anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmigtir (Chen

ve digerleri, 2017; Deguchi ve digerleri, 2006).
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Sekil 4.106’ya bakildi§i zaman negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda diger
gruplarin kolon uzunluklarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmemistir
(p>0,05). Tedavi gruplarinin kolonu uzunluklari pozitif kontrol grubuyla
kargilagtinildiginda ise O-Mes-P-40, O-P-40 ve R-Ticari gruplarinin kolon
uzunluklarinda artis gozlenmigtir, ancak bu artig istatistiksel olarak anlaml

bulunmamistir (p>0,05).

Kolon makroskobik skor degerlerine ait bulgularin degerlendiriimesi

Fareler sakrifiye edilip laparotomi ile kolonlari ¢ikarildiktan sonra kolon dokulari
makroskobik  olarak  degerlendiriimistir. Bu  degerlendirme uluslararasi
standardizasyon uygun olmasi amaciyla Wallace Skalasi kullanilarak
gerceklestiriimistir Wallace Skalasi kolon dokusundaki hasarin degerlendiriimesi
amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu skalada kolondaki doku hasarinin

boyutuna gore skorlandirma yapilmaktadir (Wallace ve digerleri, 1989).

Kolon makroskobik skorlarina ait degerler Sekil 4.107'de gosterilmistir. Buna goére
beklenildigi gibi en yuksek makroskobik skor pozitif kontrol grubunda bulunmustur.
Pozitif kontrol grubuyla karsilastirildiginda O-Bos, O-Mes, O-Ticari ve R-Mes
gruplari hari¢ diger tum tedavi gruplarinin makroskobik skorlarinda istatistiksel
olarak anlaml bir azalma goézlenmistir (p<0,05). O-Bos, O-Mes, O-Ticari ve R-Mes
tedavi gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte kolon

makroskobik skorlari degerlerinde pozitif kontrol grubuna gore azalma gozlenmistir.

Negatif kontrol grubuna en yakin en dusuk makroskobik skor, oral tedavi grubundan
O-P-40 ve O-Mes-P-40 gruplarinda; rektal tedavi grubundan ise R-P-40 ve R-Mes-
P-40 gruplarinda g6zlenmigstir. Buna gore formulasyona TNF-a siRNA polipeksinin
eklenmesiyle kolon makroskobik skorunun 6nemli Ol¢cude azaldidi sonucuna
varilabilir. Tek basina mesalazin iceren gruplarda (O-Mes ve R-Mes) makroskobik
skordaki azalmanin diguk olmasi bu durumu dogrular niteliktedir. Bu durumun TNF-
a SIRNA polipeksinin TNF-a genini susturarak kolondaki TNF-a seviyesinin
dismesini ve dolayisiyla kolon dokusunda daha fazla iyilesmeyi saglamasindan

kaynaklandigi dugunulmustar.
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5.12.2. Gruplara ait kolon orneklerinin makroskobik goériinimdi

Resim 4.7’ye bakildigi zaman negatif kontrol grubuna ait kolon dokusu makroskobik
olarak incelendiginde, bu gruba ait kolon dokusunda inflamasyon belirtisi (Ulser,
kalinlagsma, 6dem) gozlenmemistir. Pozitif kontrol grubuna ait kolon dokusunda

iBH’ye bagh (lser, kanlanma ve yapisal farkliliklar gériilmektedir.

O-Bos tedavi grubunda pozitif kontrolde oldugu gibi Ulser ve kanlanma yapisi
g6zlenmemigtir, ancak kolonda yapisal farkhliklar ve kalinlagsma goérulmustir. Bu
durumun formudlasyonun tedavi edici ajan icermemesine bagli oldugu, ancak pozitif
kontrol grubuna goére kolonun goérintlsinde gorilen iyilesmenin formuilasyonda
bulunan ipek fibroinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistir. ipek fibroin tek basina
antiinflamatuvar bir 6zellik gostermektedir. Yapilan bir calismada fare kulaklarinda
inflamasyon modeli olusturulmus ve inflamasyonlu bdlgeye ipek fibroin topikal
uygulanmustir. ipek fibroinin uygulamasiyla inflamasyonun azaldigi gézlenmistir
(Kim ve digerleri, 2011).

O-Ticari tedavi grubunda kolonda pozitif kontrol grubunda gézlenen Ulser ve yapisal
bozukluklar gdézlenmemistir. Kolonda iyilesme gerceklesmistir, ancak kolon
dokusunda kismi kanlanmalarin oldugu goérilmektedir. O-Mes tedavi grubuna ait
kolon dokusunda pozitif kontrol grubundaki Ulser goézlenmemistir. Ancak kolon
dokusunun bazi bolumlerinde kanlanmalar ve yapisal bozukluklar mevcuttur. Bu
grup pozitif kontrol grubuna en yakin tedavi gruplarindan biridir. O-Mes grubuna ait

kolon dokusu O-Ticari grubuna ait kolon dokusuyla benzer bulunmustur.

O-Mes-P-40 tedavi grubuna ait kolon dokusu ise negatif kontrol grubuna en yakin
tedavi gruplarindan biridir. Kolon dokusunda ulser, kalinlasma ve kanlanma
g6zlenmemigtir. Kolonun yapisal batinliga korunmus ve yapisal bozukluklar
g6zlenmemigtir. Bu durumun bu grubun tedavisi icin kullanilan hidrojelin hem
mesalazin hem de TNF-a siRNA polipleksi icermesine ve bu polipleksin TNF-a
genini susturarak TNF-a seviyesini dusurmesine baglh olabilecegi dusunulmustar.
O-P-40 tedavi grubuna ait kolon dokusu O-Mes-P-40 grubuyla benzer bir gorintiye
sahiptir ancak O-Mes-P-40 grubundan farkli olarak kolon dokusunda az da olsa

kanlanma gorulmustuar.
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R-Bos tedavi grubuna ait kolon dokusunda pozitif kontrol grubunda gérulen Ulser
g6zlenmemistir. Dokuda yapisal bozukluklar ve kanlanmalar mevcuttur, ancak O-
Bos tedavi grubuna ait kolonla karsilastirildiginda R-Bos tedavi grubuna ait kolon
dokusunda kalinlagmalar gorilmemigtir ve iyilesme daha fazladir. Bu durumun
hidrojelin rektal uygulama ile dogrudan hastalik bdlgesine uygulanmasindan
kaynaklandigi dusunudlmektedir. Ayrica pozitif kontrol grubuna goére kolonun
goruntisunde gorulen iyilesmenin formulasyonda bulunan ipek fibroinden
kaynaklanabilecegi dusunulmustir. R-P-40 tedavi grubuna ait kolon dokusu negatif
kontrol grubuna c¢ok benzemektedir. Kolon normal gorunumundedir, yapisal
bozukluklar, kolon dokusunda kalinlagma, Ulser ve kanlanmalar gorulmemigtir. O-
P-40 grubuyla karsilastirildiginda R-P-40 grubuna ait kolon dokusundaki
iyilesmenin daha fazla olmasinin sebebi, R-P-40 tedavi grubunda hidrojelin rektal

uygulama ile dogrudan hastalik bolgesine uygulanmasi oldugu duasunulmektedir.

R-Mes tedavi grubuna ait kolon dokusunda O-Mes tedavi grubuyla benzer bir
gorunum elde edilmigtir. O-Mes grubu gibi negatif kontrol grubuna en yakin
gruplardan biridir. Kolon dokusunda ulser mevcut degildir ancak yapisal

bozukluklar, kalinlasma ve kanlanmalar mevcuttur.

R-Mes-P-40 tedavi grubuna ait kolon dokusu da negatif kontrol grubuna c¢ok
benzemektedir. Kolon dokusunda Ulser, kalinlagsma ve kanlanma gozlenmemistir.
Kolonun yapisal butanligu korunmus ve yapisal bozukluklar gézlenmemigtir. Bu
tedavi grubunda O-Mes-P-40 grubunda oldugu gibi farelerin tedavisi igin kullanilan
hidrojel hem mesalazin hem de TNF-a siRNA icerdigi icin iyilesmenin fazla oldugu

dusunulmektedir.

R-Ticari tedavi grubuna ait kolon dokusunda pozitif kontrol grubunda gorulen Ulser
g6zlenmemigtir ve kolon dokusunun pozitif kontrol grubuna gore iyilestigi
gorulmektedir. Ancak dokuda kanlanmalar, yapisal bozukluklar ve kalinlagsma

mevcuttur.

Sonug olarak oral ve rektal tedavi gruplarinda negatif kontrol gruplarina en yakin
gruplarin TNF-a siRNA polipleksi igeren hidrojeller ile tedavi edilen gruplar oldugu

gérilmistiir. Mesalazin IBH tedavisinde konvansiyonel olarak kullaniimaktadir.
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Formullasyona mesalazin disinda TNF-a siRNA polipleksinin eklenmesiyle TNF-a
geninin susturulmasina bagli olarak TNF- a seviyesi dugsmus ve buna bagli olarak
kolon dokusunda mesalazinin tek basina kullanimina kiyasla daha fazla iyilesme
g6zlenmistir. TNF-a inflamasyonda dnemli bir role sahiptir ve IBHnin en énemli
belirteclerinden bir tanesidir. TNF-a siRNA polipleksinin ile TNF- a geni susturularak
TNF-a ekspresyonu azaltiimaktadir bdylece inflamasyon engellenmis olur.
Inflamasyonun engellenmesiyle IBH'den kaynaklananan kolon hasari azalmaktadir

(Neuhaus ve digerleri, 2015).
5.12.3. Kolon mukozasinda yapilan biyokimyasal ¢aligmalara ait bulgular

inflamatuvar bagirsak hastaliginda olusan inflamasyona bagli olarak kolon
mukozasinda bulunan epitelyal ve immun hucreler tarafindan (proinflamatuvar)
sitokin uretimi gergceklesmektedir. Bu sitokinler glikoprotein yapisindadir ve hicreler
arasl iletisimi duzenleyerek immun yanitin duzenlenmesinde rol oynamaktadirlar.
Vicutta inflamatuvar bir yanitin olusmasinda bu inflamatuvar sitokinler nemli bir rol
oynamaktadir. Crohn hastaliginda yuksek seviyede TNF-a, IL-18, IL-12, IFN-y ve IL
17, IL-6 Uretimi gozlenirken, Ulseratif kolitte IL 10, IL-5, IL-13’Un yUksek Uretimi
g6zlenmektedir (Melgar ve Shanahan, 2010; Mudter ve Neurath, 2007). Tez
calismamiz kapsaminda TNF-a, IL-6, IL-12, MDA ve NO seviyeleri dl¢iimus ve bu

seviyelerin gruplararasi karsilastirmalari gergeklestiriimistir.

Kolonik mukozada TNF-a seviyelerine ait bulgularin dederlendiriimesi

IBH esnasinda DSS’ye bagl olarak doku hasari olusmaktadir. Bu doku hasari
olusum slrecinde bagirsak mukozasinda bulunan lenfositler, makrofajlar, kolon
epitelyal hucreleri tarafindan TNF-a basta olmak Uzere birgok proinflamatuvar
sitokin Uretilmekte, bu proinflamatuvar sitokinler inflamatuvar yanitin olusumunda
etkili olmaktadirlar. TNF-a dizeyinin artmasi dokuda inflamasyon varliginin énemli
bir gdstergesidir (Sands ve Kaplan, 2007). TNF- a, IBH patogenezinde énemli bir
rol oynamaktadir bu yiizden IBH tedavilerinde genellikler anti-TNF-a tedavileri
dikkat cekmektedir (McCarthy ve digerleri, 2013).
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Tedavi gruplarindaki farelerden alinan kolon dokularindaki TNF-a seviyeleri Sekil
4.108’de gosterilmigtir. TNF-a seviyesi pozitif kontrol grubunda ylksek
bulunmustur. Rektal gruplar olan R-P-40, R-Mes, R-Mes-P-40 ve R-Ticari
gruplarinda pozitif kontrol grubuna gére TNF-a seviyesinde anlamli bir azalma
g6zlenmistir (p<0,05). R-Bos grubunun TNF-a seviyesinde pozitif kontrole goére
anlaml bir azalma gézlenmemistir (p>0,05). Bu durum formilasyonda yer alan
polimerlerin TNF-a seviyesini etkin madde igeren gruplar kadar dusurmedigini
gOstermektedir. Oral tedavi gruplarinda ise TNF-a seviyesinde pozitif kontrole gore

anlamli bir azalma gézlenmemistir (p>0,05).

Yapilan bir ¢caligmada, aljinat turevlerinin NF-kB yolaginin aktivasyonu yoluyla
immunojenik etki gostererek immun sistemi aktive ettigi ve buna bagli olarak IL-1j3,
IL-6, IL-12 ve TNF-a Uretilmesine neden oldugu gosterilmistir. Bu proinflamatuvar
sitokinlerin Uretimi aljinatin dozuna ve zamanina bagh olarak gergeklesmistir. Aljinat
miktari ve aljinata maruziyet suresi arttikga aljinatin immunojenik etkisi artmis ve
proinflamatuvar sitokin seviyelerinde daha fazla artis gozlenmigtir. Kullanilan
aljinatin molekul agirligi da proinflamatuvar sitokinlerin Gretiminde etkili bulunmugtur
(Yang ve Jones, 2009). Yapilan bir diger calismada ise, aljinat oligomerleri RAW
264.7 hucrelerini uyararak ylksek miktarlarda IL-1a, IL-1B, IL-6 ve TNF-a
uretiimesine neden olmustur (lwamoto ve digerleri, 2005). Oral tedavi gruplarinda
gorulen yuksek TNF-a seviyesinin aljinattan kaynaklandigi dusunudlmektedir. Tez
kapsaminda geligtirilen oral hidrojeldeki sodyum aljinatin (Protanal-CR8223)
molekdl agirhdi, rektal hidrojeldeki sodyum aljinattan (Protanal-CR8133) ylksek
oldugu icin rektal gruplarda bdyle bir durum gézlenmemistir. Oral tedavi
gruplarindan O-Mes, O-P-40 ve O-Mes-P-40 gruplarinin TNF-a seviyesinin, O-Bos
grubuna gdre daha dusuk olmasi, bu gruplarin tedavisi igin kullanilan hidrojelde
bulunan mesalazin ve TNF-a siRNA'nin TNF-a seviyesinin dusmesinde etkili

oldugunu gdstermektedir (Sekil 4.108).

Tez caligmasi kapsaminda gelistirilen oral ve rektal mesalazin ve TNF-a siRNA
yukld hidrojel ile tedavi edilen O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 tedavi gruplarinin TNF-
a seviyesi oral ve rektal piyasa preparatlariyla tedavi edilen gruplarla ¢ok yakin
bulunmustur. Ancak piyasa preparatlarinda aljinat gibi TNF-a seviyesinin artmasina

neden olacak bir polimer bulunmamaktadir ve dolayisiyla piyasa preparatinin TNF-
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a seviyesini dustirmede olan etkisi ile hidrojel formulasyonlarinin etkisinin ayni
oldugu dusunulmemektedir. Hidrojel formulasyonlarinin piyasa preparatina goére
TNF-a seviyesini dugurmede daha etkili oldugu ancak aljinatin immunojik 6zellik
gOstermesi sebebiyle etkisinin azaldigi ve TNF-a seviyesinin piyasa preparatina

benzer bulundugu dusunulmustar.

Yapilan bir calismada DSS ile iBH olusturulmus farelerin tedavisi icin TNF-a siRNA
yukli nanotasglyici sistem geligtirilmistir. Tedaviden sonra farelerin kolon
dokularindaki TNF-a seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde dustugu
g6zlenmistir (Kriegel ve Amiji, 2011). Calisma sonuglarimiz literatirle uyumlu

bulunmustur.

Kolonik mukozada IL-6 seviyelerine ait bulgularin degerlendiriimesi

IL-6 inflamasyonlu bdlgede inflamatuvar yanitin devam etmesini Onleyen
antiinflamatuvar sitokinlerdendir. inflamatuvar bir hastalik durumu varhiginda IL-6
inflamasyonu sinirlandirmak ve dokularda meydana gelecek olan hasarin azalmasi
igin Uretilmektedir. IBH'de IL-6 Uretiminin artti§i yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(Mudter ve Neurath,2007; Shahini ve Shaini, 2023).

Tedavi gruplarindaki farelerden alinan kolon dokularindaki IL-6 seviyeleri Sekil
4.109’da gosterilmistir. Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda R-P-40, R-Bos, O-P-40
ve O-Mes tedavi gruplari disinda diger gruplarin IL-6 seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma meydana geldigi gdzlenmistir (p<0,05). Ancak istatistiksel
olarak anlamli olmasa da O-Bos ve R-Bos tedavi gruplar hari¢ diger gruplarin da
IL-6 seviyesinin azaldigi goérulmektedir. Calisma kapsaminda hazirlanan bos
hidrojel formulasyonlari hari¢ batin formulasyonlar pozitif kontrol grubuna goére IL-

6 seviyesini dusurmasgtir.

O-Bos tedavi grubunun IL-6 seviyesi pozitif kontrolden daha fazla bulunmustur. Bu
durumun, oral hidrojel formulasyonunda yer alan molekil agirligi yiksek aljinatin
immun yanita neden olarak IL-6 dretimini uyarmasindan kaynaklanabilecegi
dusunulmustur. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 tedavi gruplarinin IL-6 seviyelerine

bakildigi zaman, beklenildigi gibi mesalazin ve TNF-a siRNA polipleksi iceren
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hidrojel formulasyonlari ile tedavinin IL-6 seviyesini duslrdigu gorulmektedir.
Sadece mesalazin igeren hidrojellerle tedavi edilen gruplarda (O-Mes ve R-Mes) ve
sadece TNF-a siRNA polipleksi iceren hidrojeller ile tedavi edilen gruplarda (O-P-
40 ve R-P-40) da IL-6 seviyesinin dugtugu gozlenmigtir, ancak mesalazin ve TNF-a
siRNA’nin birlikte kullanimi ile daha etkin bir azalma saglanmistir. Tez kapsaminda
gelistirilen optimum oral ve rektal hidrojellerin IL-6 seviyesini dugurmede etkili

olduklari sonucuna variimistir.

O-Mes-P-40 grubunun IL-6 seviyesi O-Ticari grubuna goére daha dusuk
bulunmustur. Ancak R-Mes-P-40 ve R-Ticari tedavi gruplarinin IL-6 seviyeleri
birbirine ¢ok yakindir. Tez kapsaminda geligtirilen mesalazin ve TNF-a siRNA
polipleksi yUkli hidrojel formllasyonunun oral piyasa preparatina goére IL-6
seviyesini daha fazla dusurdugu gozlenmigtir. Hidrojel formulasyonlarinin IL-6
seviyesini piyasa preparatina goére daha fazla dustirdigu ancak formulasyonlarda
bulunan sodyum aljinatin immunojik 6zelligi sebebiyle bu etkisinin azaldigi ve bu

yuzden IL-6 seviyelerinin ¢ok yakin oldugu dusunulmustir.

Yapilan bir ¢alismada DSS ile iBH olusturulmus fareler TNF-a siRNA yukli
nanopartikuller ile tedavi edilmistir. Farelerden alinan kolon dokusunda IL-6
seviyeleri dl¢ilmus ve TNF-a siRNA yUkIU nanopartikillerin pozitif kontrol grubuna
gore IL-6 seviyesini anlamli bir sekilde dusurdugu goézlenmistir (Wilson ve digerleri

2010). Calisma sonugclarimiz literattrle uyumlu bulunmustur.

Kolonik mukozada IL-12 seviyelerine ait bulgularin dederlendiriimesi

IL-12, inflamasyonlu bolgede inflamatuvar yanitin devam etmesini 6nleyen bir
sitokin tirevidir. inflamasyonlu bir hastalik durumu varliginda, inflamasyonu ve buna
bagli olarak dokularda meydana gelecek olan hasarin azalmasi igin Uretilmektedir.
Hucreler tarafindan salgilanmalari sonrasinda hem proinflamatuvar hem de
antiinflamatuvar reseptor aracili etkiler gostermektedir (Verstockt ve digerleri,

2023). IBH'de inflamasyona bagli olarak IL-12 seviyeleri artmaktadir.
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Tedavi gruplarina ait IL-12 seviyeleri Sekil 4.110°’da gosterilmigtir. Pozitif kontrol
grubu ile karsilastirildiginda R-P-40 grubu hari¢ diger gruplarda istatistiksel olarak

IL-12 seviyelerinde anlaml bir azalma gozlenmemigtir (p>0,05).

O-Mes-P-40 ve O-Bos tedavi gruplarinda pozitif kontrol grubuna gore IL-12
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan azalmalar meydana gelmistir.
Sekil 4.110’a bakildi§i zaman IL-12 seviyesinin rektal tedavi gruplarinda oral tedavi
gruplarina gore daha dusuk oldugu gorulmektedir. Ancak bu durumun oral hidrojel
formulasyonunda yer alan molekul agirligi yuksek aljinatin immun yanita neden
olarak IL-12 Uretimini uyarmasindan kaynaklanabilecegi distnutlmustur. Oral tedavi
gruplarina bakildiginda ise en dusik IL-12 seviyesi O-Ticari tedavi grubunda
gOzlenmistir. Bu durumun da oral piyasa preparatinda IL-12 dretimini uyaracak bir

bilesen olmamasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilmigtir.

Sadece TNF-a siRNA polipleksi iceren oral ve rektal hidrojeller ile tedavi edilen
gruplarin (O-P-40 ve R-P-40) IL-12 seviyeleri mesalazin ve TNF-a siRNA
polipleksini birlikte iceren hidrojeller ile tedavi edilen gruplardan (O-Mes-P-40 ve R-
Mes-P-40) daha dusuk bulunmustur. Tez kapsaminda gelistirilen optimum oral ve

rektal hidrojellerin IL-12 seviyesini distrmede etkili olduklari sonucuna varilmistir.

Kolonik mukozada NO seviyelerine ait bulgularin degerlendiriimesi

iBH'de ve deneysel IBH modellerinde gériilen inflamatuvar siireg lenfosit, monosit,
notrofil gibi I6kositlerin kolon mukozasina infiltrasyonu ile ortaya g¢ikmaktadir.
inflamasyonlu kolon dokusunda reaktif oksijen metabolitlerinin ana kaynagi bu
I6kositlerdir. Reaktif oksijen metabolitleri hiicre ve dokularda gesitli hasarlara neden
olmaktadir. Tim bu inflamasyon slrecinde nitrik oksit (NO) makrofajlarin kullandigi
onemli bir mediyatdr gorevi goérmektedir. Kolon dokusu DSS veya TNBS gibi
maddelere maruz kaldiginda makrofajlarda bulunan NO sentetaz enzimi uyarilir ve
yuksek miktarda NO uretimi meydana gelir. Bu olusan NO sitotoksik bir maddedir
ve daha toksik bir madde olan ROM’larin olusmasina neden olmaktadir.
Makrofajlardan salinan yuksek miktardaki NO kolon dokusunda doku hasari

olusturur. NO seviyesinin artmasi oksidatif stresin arttiginin gostergesidir (Rokutan
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ve digerleri, 2008). inflamasyon iyilestigi zaman dokulardaki NO seviyesinin

azalmasi beklenmektedir.

Calismamizdaki tedavi gruplarina ait NO seviyeleri Sekil 4.111°’de gosterilmistir.
Pozitif kontrol grubuyla karsilastirildigi zaman O-Ticari hari¢ diger tedavi gruplarinin

NO seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde distigu gézlenmistir (p<0,05).

Oral tedavi gruplari arasindan en disik NO seviyesi O-Mes-P-40 tedavi grubunda
gOzlenmigtir. Mesalazin ve TNF-a siRNA polipleksinin birlikte kullanimi NO
seviyesinin daha fazla dugsmesini saglamigtir. O-Mes-P-40 grubunun NO seviyesi

O-Ticari grubuna gore de daha dusuk bulunmustur.

Rektal gruplar arasinda ise R-Bos, R-Mes-P-40 ve R-P-40 tedavi gruplarinda en
dusuk NO seviyesi gozlenmistir. Calismamiz kapsaminda gelistirilen optimum oral
ve rektal hidrojellerin inflamasyonu azaltarak kolon dokusunda NO seviyesinin

dusmesinde etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Kolonik mukozada MDA seviyelerine ait bulgularin degerlendiriimesi

Lipid peroksidasyonu, serbest oksijen radikalleri ile hicre membraninda bulunan
poliansatire yag asitlerinin reaksiyonu sonucunda meydana gelmektedir. Bu
reaksiyon sonucunda olusan lipid peroksil radikalleri hidroperoksitlere donusmekte,
hidroperoksitler de daha toksik bir madde olan aldehitlere dontsmektedir.
Malondialdehit (MDA) bu aldehitlerlerden birisidir. Dokularda MDA seviyesinin
artmasi serbest oksijen radikalleri ve bu radikallere bagh olarak oksidatif doku

yikiminin arttigini géstermektedir (Alzoghaibi be digerleri, 2007).

Tedavi gruplarina ait MDA seviyeleri Sekil 4.112°de g0sterilmigtir. Pozitif kontrol
grubu ile kargilastirildiginda O-Bos tedavi grubu hari¢ diger gruplarin MDA

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0,05).

Oral gruplarda en dusuk MDA seviyesi O-Mes-P-40 tedavi grubunda gézlenmistir.
Oral optimum hidrojel formtlasyonu ile tedavinin MDA seviyesinin distrilmesinde
etkili oldugu goézlenmigtir. O-Mes ve O-P-40 tedavi gruplarinin MDA seviyesi, O-
Mes-P-40 grubundaki MDA seviyesinden yuksek bulunmustur. Oral yoldan
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mesalazin ve TNF-a siRNA’nin tek basina kullanildiginda (O-Mes ve O-Mes-P-40),
birlikte kullanildigi gruba gére (O-Mes-P-40) MDA seviyesini daha az dusurdagu
gozlenmigtir. Mesalazin ve TNF-a siRNA'nin oral yoldan birlikte kullaniminin MDA
seviyesini daha fazla dusurerek inflamasyon tedavisinde etkili oldugu sonucuna

varilabilir.

Ancak rektal kullanimda en dusuk MDA seviyesi e TNF-a siRNA'nin tek basina
kullanildigr grupta (R-Mes-P-40) elde edilmigtir. Rektal uygulamada TNF-a
siRNA'nin daha fazla etkili olmasinin sebebinin uygulamanin direkt inflamasyon
bdlgesine yapilmasina bagli oldugu disunulmustir. Ancak pozitif kontrol grubuna
gore R-Mes ve R-Mes-P-40 gruplari da MDA seviyesi anlaml bir sekilde azalmigtir
(p<0,05). Tez kapsaminda gelistirilen optimum oral (O-Mes-P-40) ve rektal (R-Mes-

P-40) hidrojellerin MDA seviyesininin digsmesinde etkili oldugu gézlenmistir.

O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 tedavi gruplarinin MDA seviyesi O-Ticari ve R-Ticari
gruplarindan daha disuk bulunmustur. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml
degildir (p>0,05).

Yapilan bir ¢alismada, TNBS ile IBH olusturulmus sicanlar melatonin yikli
nanopartiklller ile tedavi edilmis ve pozitif kontrol grubuna gére sicanlarin MDA

seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (Yener, 2013).

Butun biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde tez kapsaminda gelistirilen
oral ve rektal hidrojel formiilasyonlarinin IBH patogenezinde énemli rol oynayan
TNF-a, IL-6, IL-12, NO ve MDA seviyelerini dusurdiigi ve IBH tedavisinde

kullanilabilece@i sonucuna variimistir.
5.12.4 Histolojik ¢caligmalara ait bulgularin degerlendirilmesi

Histoloji ¢calismalari kapsaminda histomorfolojik ve immunohistokimyasal analizler

yapimigtir.
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Histomorfolojik calismalarin bulgularinin dederlendiriimesi

Saglikh bir kolon yapisinda ¢ok sayida musin salgilayan kadeh hdcreleri bulunur,
Lamina propiya (Lp) adi verilen kolajen iplikler, elastik iplikler ve retikulum iplikleri
iceren bir bag doku yapisi bulunmaktadir. Bu bag dokunun iginde kript denilen
yaplilar, makrofajlar, plazma hucreleri ve diger bagisiklik bulunmaktadir ve doludur.
Submukoza (Sm) yapisi ise kan damarlarini, lenf digumlerini ve 6zellikle yag

dokusunu igerir (Dame ve digerleri, 2010; Levine ve Haggitt, 1989).

Farelerden elde edilen kolon doku ornekleri Hematoksilen&Eosin boyamasi
yapllarak histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Histomorfolojik gérunttler Resim

4.8-4.19 arasinda gosterilmigtir.

Negatif kontrol grubunda kolonlarda kriptlerin derinlikleri, epitel hucrelerinin
morfolojisi ve kadeh hucrelerinin yogunlugu, kolon histolojisi ile uyumlu iken (Resim
4.8), IBH olusturulmus hayvanlardan olusan pozitif kontrol grubunda (Resim 4.9)
kriptlerin ortadan kayboldugu, kadeh hucresi sayisinin azaldigi lamina propriyada
(Lp) ve submukozada (Sm) yogun lenfoid hlcre infiltrasyonlarinin varligi tespit
edilmigtir. Ayrica submukozada genigleme ve yaygin lenf folikillerinin (LF)

bulundugu gozlenmistir.

O-Bos tedavi grubunda kolon mukozasinin normal histolojik géruntiuye yakin oldugu
(Resim 4.10) ancak submukozada hicre infiltrasyonlarinin mevcut oldugu
gosterilmistir. R-Bos tedavi grubunda (Resim 4.15) ise kriptlerin derinliklerinin ve
kadeh hdcrelerinin - yogunlugunun negatif kontrol grubuna goére azaldigi
g6zlenmistir. O-Mes (Resim 4.12) ve R-Mes (Resim 4.17) tedavi gruplarinda
uygulama sonrasi inflamasyonun baskilandigi ancak negatif kontrol grubuna goére
kript derinliklerinin ve kadeh hucre yogunlugunun azaldigr gérulmustur. O-P-40
tedavi grubunda (Resim 4.14) uygulama sonrasi kolon mukozasinin durumu negatif
kontrol grubuna en yakin gruplardan biri iken R-P-40 tedavi grubunda (Resim 4.16)
kolon dokularinda epitel hicrelerinde dejenerasyon, kadeh hicresi yogunlugunda
negatif kontrol grubuna gore belirgin azalma ve lenfoid hicre infiltrasyonlar tespit

edilmigtir.
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O-Mes-P-40 (Resim 4.13) ve R-Mes-P-40 (Resim 4.18) tedavi gruplarina ait
kolonlarin histopatolojik degerlendirmesi negatif kontrol grubu ile benzer
bulunmusgtur. O-Ticari (Resim 4.11) ve R-Ticari (Resim 4.19) gruplarinda ise kolon
epitelinin batanligu bozulmustur. Lenfoid hicre infiltrasyonlarina ve lenf folikillerine

(LF) rastlanmustir.

Gruplar kargilastinldiginda O-P-40 ve R-P-40 ile O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 tedavi
gruplarinin kolon dokularinda epitel hucrelerinin  morfolojik durumu, kadeh
hdcrelerinin ve lenfoid hucre infiltrasyonunun yogunluk seviyesi gibi iyilesme
belirtileri ydonlnden ticari preparat uygulanan gruplara (O-Ticari ve R-Ticari) gore
daha iyi seviyede oldugu gorulmustur. Bazi gruplarda rektal ve oral kullanim yolu
sonucu ortaya fark ¢gikmazken, O-Bos ve R-Bos arasinda ve O-P-40 ve R-P-40
tedavi gruplan arasinda fark olustugu gozlenmistir. Bu durumun birgok farkl
nedenden kaynaklanabilecegi gibi hayvanlar arasindaki bireysel farklliklardan da

meydana gelebilecegi dusunulmustur.

Mesalazin ve TNF-a siRNA igeremeyen hidrojel formulasyonlari ile tedavi edilen
gruplardan (O-Bos ve R-Bos) elde edilen kolon dokularindan oral tedavi grubunda
iyilesme saglanirken, rektal tedavi grubunda iyilesme orani daha az bulunmustur.
Bu durum ipek fibroin, sodyum aljinat ve hyaluronik asitin tek basina inflamasyonu
az da olsa iyilestirdigini gostermektedir. Bu sonuglara gore Mesalazin ve TNF-a
siRNA'nin tek bagina inflamasyonu azalttigi, ancak birlikte kullanimlariyla kolon

dokusunda yuksek oranda iyilesme saglandigi gozlenmigtir.

Histomorfolojik skorlama yapilarak kolon dokularindaki iyilesme degerlendirilmistir.
Sonuglara gore, en dusuk histomorfolojik skora sahip gruplar O-Mes-P-40, R-Mes-
P-40 ve O-P-40 tedavi gruplaridir (Sekil 4.113).

Yapilan bir calismada DSS ile kolit olusturulmus fareler, siRNA ve deksametazon
yukli  polimerzom formulasyonlari ile tedavi edilmistir. Calismada yapilan
histopatolojik degerlendirme sonugclarina bakildigi zaman DSS ile iBH olusturulmus
kolon dokusunda kript anormalligi, epitelyal hiicre kaybi ve mononukleer hicrelerin
belirgin infiltrasyonu gibi belirgin inflamasyon ve doku hasari ortaya ¢ikmistir.

Polimerzom ile tedavi edilen grupta ise bu belirtilerin buyuk Olgide kayboldugu
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epitelyal hlcrelerde fark edilmeyecek bir hasar ve infiltrasyonun azalmasiyla
dogrulanmistir (Xu ve digerleri, 2019). Bir diger calismada ise DSS ile iBH
olusturulmus fareler mesalazin ile tedavi edilmis ve pozitif kontrol grubunda goérulen
gorunur kript apsesi, inflamatuvar infiltrasyon ve sitoklaz gibi yapisal degisikliklerin

iyilestigi gézlenmistir (Li ve digerleri, 2021).

Histomorfolojik calisma bulgularina bakildigi zaman biyokimyasal c¢alismalarla
paralel olacak sekilde beklenildigi gibi calismamizda elde edilen mesalazin ve TNF-
a siRNA yUklU hidrojel formulasyonlari ile tedavi edilen gruplardan elde edilen kolon
dokularinin (O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40), normal kolon histolojisine en yakin
gruplar oldugu goérulmastir. Calismamizda elde edilen bulgular literatirle de uyumlu

bulunmustur.

immunohistokimyasal calismalarin bulgularinin degerlendiriimesi

Doku &rnekleri iBH'nin en énemli belirteglerinden biri olan TNF-a ekspresyonu
yoniinden immunohistokimyasal yéntemle incelenmistir. DSS ile IBH olusturulmus
kolon dokularinda TNF-a seviyesinin yuksek oldugu vyapilan c¢alismalarla
g6sterilmistir (Bonfiglio ve digerleri, 2021). immunohistokimyasal analiz sonuglari

Resim 4.20-4.31 arasinda gosterilmistir.

TNF-a ifadesinin ylksek olmasi kolon dokusunda TNF-a seviyesinin ylksek
oldugunu, TNF-a ifadesinin dustk olmasi ise kolon dokusunda TNF-a seviyesinin

dusuk oldugunu gostermektedir.

Negatif kontrol grubunda epitelin IUmene bakan apikal yuzlerinde ve tunika
muscularis (Tm) katmanindaki diz kaslarda TNF-a pozitifligine rastlanmistir. Bu
durum normal kolonda az da olsa TNF-a ifadesi oldugunu géstermektedir (Resim
4.20).

Pozitif kontrol grubunda ise epitelin tamaminda lamina propria ve submukozadaki
lenfoid hlcrelerde ve yine tunika musculariste TNF-a pozitif alanlar mevcuttur
(Resim 4.21). O-Bos ve R-Bos tedavi gruplari (Resim 4.22 ve Resim 4.27) ve O-
Mes ve R-Mes tedavi gruplarinda (Resim 4.24 ve Resim 4.29) pozitif kontrole gore
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kolon mukozasindaki TNF-a ifadesinin pozitif boyanma yogunlugu goreceli olarak
daha az bulunmustur. Bu durum ipek fibroinin ve mesalazinin tek basina kolon

dokusunda az da olsa iyilesme sagladigini gostermistir.

O-P-40 tedavi grubunda (Resim 4.26) TNF-a ifadesi yuksek bulunmugken R-P-40
tedavi grubunda (Resim 4.28) dislUk bulunmustur. Bunun sebebinin epitel

hucrelerinde olugan dejenerasyondan kaynakli olabilece@i dusunulmektedir.

O-Mes-P-40 (Resim 4.25) ve R-Mes-P-40 (Resim 4.30) tedavi gruplarinin TNF-a
ifade duzeyi diger deney gruplarina gore daha az bulunmustur. O-Ticari tedavi
grubunda TNF-a ifadesi dustik bulunmusken, R-Ticari tedavi grubunda ise hem

kolon epitel hiicrelerinde hem de lenf folikillerinde TNF-a pozitif bulunmustur.

immunohistokimya c¢alismalarindan sonra immunohistokimyasal skorlama
yapilmistir, bu skorlama sonuglari Sekil 4.114°te gosterilmigtir.  Sonuglara
bakildiginda en distk immunohistokimyasal skor O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40
tedavi gruplariyla elde edilmigtir. O-Mes-P-40 ve R-Mes-P-40 gruplarinin skoru O-
Ticari ve R-Ticari gruplarindan daha dusuk bulunmustur. Bu sonuca bakilarak
calismamiz kapsaminda gelistirilen oral ve rektal hidrojellerin piyasa preparatlarina

gore TNF-a seviyesini dugurmede daha etkili olduklari degerlendirilmigtir.

immunohistokimyal ¢alisma bulgularina bakildi§i zaman, biyokimyasal ve
histomorfolojik calismalarla paralel olacak sekilde beklenildigi gibi, kolon
dokusundaki en dusuk TNF-a seviyesi calismamizda elde edilen mesalazin ve TNF-
a siRNA yUklG hidrojel formulasyonlari ile tedavi edilen gruplarda (O-Mes-P-40 ve
R-Mes-P-40) goralmustar.

in vivo galismalardan elde edilen bulgulara bakildigi zaman, formilasyonda yer alan
polimerler olan ipek fibroin, sodyum aljinat ve hyaluronik asitin ve mesalazinin tek
basina inflamasyonu azalttig1 ancak yeterli olmadigi gérulmagstir. TNF-a siRNA'nin
hem oral hem de rektal yoldan inflamasyonu iyilestirmede etkili oldugu goriimustur,
bu durum tez kapsaminda gelistirilen hidrojel formulasyonunun in vitro ¢éziinme hizi
ve in vitro gen susturma c¢aligmalariyla paralel olacak sekilde TNF-a siRNA yapisini

korudugunu gostermistir. Butin in vivo c¢alisma sonuglari géz Onunde
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bulunduruldugunda calismamizda geligtirilen mesalazin ve TNF-a siRNA yUklu
optimum oral ve rektal hidrojel formiilasyonlarinin iBH tedavisinde etkili oldugu ve
bu etkinin piyasa preparatlariyla karsilastirildiginda daha fazla oldugu sonucuna

variimigtir.
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. SONUG VE ONERILER

75:75:50 oraninda ipek fibroin: sodyum aljinat: hyaluronik asit iceren B7/75-75-
50 kodlu biyomurekkep formulasyonu énformulasyon calismalari sonucunda
secilmistir.

Optimum biyomUrekkep formulasyonlari oral uygulama igin 75:75:75 oraninda
sodyum aljinat-ProtanalCR8223/ipek fibroin/hyaluronik asit igceren P8223-
B7/oral olarak, rektal uygulama igin ise 75:75:75 oraninda sodyum aljinat-
ProtanalCR8133/ipek fibroin/hyaluronik asit igeren P8133-B7/rektal olarak
secilmigtir.

Calismada gelistirilen oral ve rektal hidrojel formualasyonlarinin RAW 264.7
hiacre canliigi uzerinde olumsuz ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml etkilerinin olmadigi kanitlanmigtir.

3B biyobaski teknolojisiyle 30 mg mesalazin ve 110,8 ug TNF-a siRNA igeren
oral hidrojel; 20 mg mesalazin ve 110,8 ug TNF-a siRNA iceren rektal hidrojel
hazirlanmisgtir.

Tez kapsaminda gelistirilen optimum oral hidrojelin gen susturma etkinligi
%46,53, rektal hidrojelin gen susturma etkinligi ise %45,06 olarak bulunmustur.
Formulasyonlarin DSC, XRD, FT-IR sonuglari ile 3B biyobaski isleminden sonra
formUlasyonlarda yapisal bir degisiklik olmadigi ve formuilasyon bilesenleri
arasinda gecimsizlik olmadigi gosterilmistir.

Oral hidrojelin %366, rektal hidrojelin ise %404 sisme kapasitesine sahip oldugu
formUlasyonlarin sisme kapasitesinin uygulanan bdlgede uzun sure kalarak etki
suresinin artirilmasi i¢in uygun oldugu bulunmustur.

24 saat sonunda rektal hidrojelin %75,9'nun, oral hidrojelin ise %31,2’sinin in
vitro pargcalanmaya ugradigi gozlenmigtir.

Mekanik analizlerde kopma uzamasi degerleri oral hidrojel i¢in %30,7+6,5, rektal
hidrojel icin %38,4+4,5; geriime direnci degerleri ise oral hidrojel igin
0,017+0,002 mPa, rektal hidrojel i¢in ise 0,016+£0,001 mPa olarak olgulmustur.

Formilasyonlarin hem saglikh hem de IBH olusturuimus kolon dokusuna
mukoadezyonunun yuksek oldugu bulunmustur.

Morfolojik ¢alismalarda hidrojellerin bulutsu ve homojen bir gérinime sahip

oldugu, liyofilize hidrojellerin ise por6z bir gérinime sahip oldugu goésterilmistir.
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in vitro ¢gdziinme hizi galismalari ile hidrojel formilasyonlarindan mesalazin ve
TNF-a siRNA saliminin 24 saat boyunca devam ettigi ve hidrojellerin uzatiimis
salim profiline sahip oldugu gosterilmistir.

In vivo galismadaki biyokimyasal analizler sonucunda tez kapsaminda
gelistirilen mesalazin ve TNF-a siRNA yuklu optimum oral ve rektal hidrojellerin
TNF-q, IL-6, IL-12, NO ve MDA seviyelerinde azalma sagladi§i gézlenmistir.

in vivo galismalardaki histolojik analizler ile mesalazin ve TNF-a siRNA pozitif
kontrol grubuna gore kolon dokusunda iyilesmeyi sagladigi gosterilmigtir.
Calisma kapsaminda ipek fibroin temelli, mesalazin ve kitozan:TNF-a polipleksi
yuklu oral ve rektal hidrojel formulasyonlari 3B biyobaski yontemiyle basariyla

gelistirilmigtir.

Oneriler

Hidrojellerin hazirlanmasinda ekstriuzyon temelli biyobaski kullaniimigtir ve
basim sirasinda basing degerinin degismesi sebebiyle formulasyonda bosluklar
meydana gelebilmektedir. Basincin sabit tutuldugu bir sistem ile baski islemi
gerceklestirilebilir.

Hidrojeller 3B basildiktan sonra kalsiyum klorur ¢ozeltisi ile capraz baglanmistir.
Capraz baglama ajani degistirilerek hidrojellerde salim hizi yavaslatilabilir.

in vivo calismalarda DSS ile farelerde IBH olusturulurken DSS’nin icme suyuna
kanistirilarak uygulanmasi sebebiyle hastalik modelinde fareler arasinda ytksek
varyasyon gorulmstir. Ayrica IBH sirasinda fareler diyare ve kan kaybi ile
gelisen elektrolit kaybini tolere edemedikleri igin hayvan kayiplari gérulmustur.

Bu nedenle iBH modelinde siganlarla calisiimasi énerilmektedir.



303

KAYNAKLAR

Abasalizadeh, F., Moghaddam, S. V., Alizadeh, E., Akbari, E., Kashani, E., Fazljou,
S. M. B., and Akbarzadeh, A. (2020). Alginate-based hydrogels as drug
delivery vehicles in cancer treatment and their applications in wound dressing
and 3D bioprinting. Journal of Biological Engineering, 14, 1-22.

Abdel-Fattah W. I., Atwa N., Ali G. W. (2015). Influence of the protocol of fibroin
extraction on the antibiotic activities of the constructed composites. Progress
in Biomaterials, 4(2), 77-88.

Abdel-Fattah W. I., Atwa N., Ali G. W. (2015). Influence of the protocol of fibroin
extraction on the antibiotic activities of the constructed composites. Progress
in Biomaterials, 4(2), 77-88.

Abinusawa, A., and Tenjarla, S. (2015). Release of 5-aminosalicylic acid (5-ASA)
from mesalamine formulations at various pH levels. Advances in Therapy, 32,
477-484.

Abinusawa, A., and Tenjarla, S. (2015). Release of 5-aminosalicylic acid (5-ASA)
from mesalamine formulations at various pH levels. Advances in Therapy, 32,
477-484.

Acharjya, S. K., Sahu, A., Das, S., Sagar, P., and Annapurna, M. M. (2010).
Spectrophotometric methods for the determination of mesalamine in bulk and
pharmaceutical dosage forms. Journal of Pharmaceutical Education and
Research, 1(1), 63.

Adepu, S., and Ramakrishna, S. (2021). Controlled drug delivery systems: Current
status and future directions. Molecules, 26(19), 5905.

Adrover, A., Pedacchia, A., Petralito, S., and Spera, R. (2015). In vitro dissolution
testing of oral thin films: A comparison between USP 1, USP 2 apparatuses
and a new millifluidic flow-through device. Chemical Engineering Research
and Design, 95, 173-178.

Agrawal, N., Dasaradhi, P. V., Mohmmed, A., Malhotra, P., Bhatnagar, R. K. and
Mukherjee, S. K. (2003). RNA interference: biology, mechanism, and
applications Microbiology and Molecular Biology Reviews, 67(4), 657-685.

Ahmed, E. M. (2015). Hydrogel: Preparation, characterization, and applications: A
review. Journal of Advanced Research, 6(2), 105-121.

Ajisawa, A. (1998). Dissolution of silk fibroin with calciumchloride/ethanol aqueous
solution studies on the dissolution of silk fibroin.(IX). The Journal of Sericultural
Science of Japan, 67(2), 91-94.

Ajji, Z., Mirjalili, G., Alkhatab, A., and Dada, H. (2008). Use of electron beam for the
production of hydrogel dressings. Radiation Physics and Chemistry, 77(2),
200-202.



304

Akhtar, S., and Benter, I. F. (2007). Nonviral delivery of synthetic SiRNAs in
vivo. The Journal of Clinical Investigation, 117(12), 3623-3632.

Alam, M. M., Tasneem, F., Kabir, A. L., and Rouf, A. S. S. (2019). Study of drug-
drug and drug-food interactions of mesalazine through FTIR and DSC. Dhaka
University Journal of Pharmaceutical Sciences, 18(2), 257-269.

Albar, A., Chougan, M., Al-Kheetan, M. J., Swash, M. R., and Ghaffar, S. H. (2020).
Effective extrusion-based 3D printing system design for cementitious-based
materials. Results in Engineering, 6, 100135.

Altman, G. H., Diaz, F., Jakuba, C., Calabro, T., Horan, R. L., Chen, J., and Kaplan,
D. L. (2003). Silk-based biomaterials. Biomaterials, 24(3), 401-416.

Alzoghaibi, M. A., Al Mofleh, I. A., and Al-Jebreen, A. M. (2007). Lipid peroxides in
patients with inflammatory  bowel disease. Saudi Journal  of
Gastroenterology, 13(4), 187-190.

Amidon, S., Brown, J. E., and Dave, V. S. (2015). Colon-targeted oral drug delivery
systems: design trends and approaches. AAPS Pharmscitech, 16, 731-741.

Amor, D. (2001). Gene therapy: Principles and potential applications. Australian
Family Physician, 30(10), 953-958.

Amorim, P. A., d’Avila, M. A., Anand, R., Moldenaers, P., Van Puyvelde, P., and
Bloemen, V. (2021). Insights on shear rheology of inks for extrusion-based 3D
bioprinting. Bioprinting, 22, e00129.

Andus, T., Kocjan, A., Muser, M., Baranovsky, A., Mikhailova, T. L., Zvyagintseva,
T. D., and International Salofalk Suppository OD Study Group. (2010). Clinical
trial: a novel high-dose 1 g mesalamine suppository (Salofalk) once daily is as
efficacious as a 500-mg suppository thrice daily in active ulcerative
proctitis. Inflammatory Bowel Diseases, 16(11), 1947-1956.

Aprodu, A., Mantaj, J., Raimi-Abraham, B., and Vllasaliu, D. (2019). Evaluation of a
methylcellulose and hyaluronic acid hydrogel as a vehicle for rectal delivery of
biologics. Pharmaceutics, 11(3), 127

Argollo, M., Fiorino, G., Hindryckx, P., Peyrin-Biroulet, L., and Danese, S. (2017).
Novel therapeutic targets for inflammatory bowel disease. Journal of
Autoimmunity, 85, 103-116.

Arnold, G.Y., Azarnoff, D., Barbuto, J, P., Branch, R.A., Canpbell, R.K., Coley, K.C.,
Connel, S., Gage, T.W., Graber, M.A., Hoffman, B.B., Holiman, T. D., Jellin, J.
M. and Jeske, A. (2001). Mesalamine, mosby's genrx: a comprehensive
reference for generic and brand prescription drugs (11" edition), New York:
Mosby Inc., 85-93.



305

Arnold, G.Y., Azarnoff, D., Barbuto, J, P., Branch, R.A., Canpbell, R.K., Coley, K.C.,
Connel, S., Gage, T.W., Graber, M.A., Hoffman, B.B., Holiman, T. D., Jellin, J.
M., Jeske, A. (2001). Mesalamine, Mosby's GenRx: A Comprehensive
Reference for Generic and Brand Prescription Drugs (11th edition), Mosby
Inc., Unites States.

Arora, S., Ali, J., Ahuja, A., Khar, R. K., and Baboota, S. (2005). Floating Drug
Delivery Systems: A Review, An Official Journal of the American Association
of Pharmaceutical Scientists, 6(3), 372-390.

Asha, D., Jeganath, S., Bupesh, G., Sahoo, U. K., Bhaskar, M., and Pandian, K.
(2020). Controlled drug release for inflammatory bowel disease
(IBD). Bioinformation, 16(7), 513.

Aslam, M., Barkat, K., Malik, N. S., Algahtani, M. S., Anjum, |., Khalid, I. and Raza,
F. (2022). pH sensitive pluronic acid/agarose-hydrogels as controlled drug
delivery carriers: design, characterization and toxicity
evaluation. Pharmaceutics, 14(6), 1218.

Aykac, A., Karanlik, B., and Sehirli, A. O. (2018). Protective effect of silk fibroin in
burn injury in rat model. Gene, 641, 287-291.

Bahram, M., Mohseni, N., and Moghtader, M. (2016). An introduction to hydrogels
and some recent applications. In emerging concepts in analysis and
applications of hydrogels. IntechOpen, 9-38.

Bai, X. Y., Yan, Y., Wang, L., Zhao, L. G., and Wang, K. (2016). Novel pH-sensitive
hydrogels for 5-aminosalicylic acid colon targeting delivery: in vivo study with
ulcerative colitis targeting therapy in mice. Drug Delivery, 23(6), 1926-1932.

Barnes, M. N., Deshane, J. S., Rosenfeld, M., Siegal, G. P., Curiel, D. T. and
Alvarez, R. D. (1997). Gene therapy and ovarian cancer: a review. Obstetrics
& Gynecology, 89(1), 145-155.

Barron, J. A., Wu, P., Ladouceur, H. D., and Ringeisen, B. R. (2004). Biological laser
printing: a novel technique for creating heterogeneous 3-dimensional cell
patterns. Biomedical Microdevices, 6(2), 139-147.

Bayraktar, O., Malay, O., Ozgarip, Y., and Batigiin, A. (2005). Silk fibroin as a novel
coating material for controlled release of theophylline. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 60(3), 373-381.

Berends, S. E., Strik, A. S., Lowenberg, M., D’Haens, G. R., and Mathét, R. A.
(2019). Clinical pharmacokinetic and pharmacodynamic considerations in the
treatment of ulcerative colitis. Clinical Pharmacokinetics, 58, 15-37.

Bernstein, C. N., Eliakim, A., Fedail, S., Fried, M., Gearry, R., Goh, K. L., and
Ouyang, Q. (2016). World gastroenterology organisation global guidelines
inflammatory bowel disease: Update August 2015. Journal of Clinical
Gastroenterology, 50(10), 803-818.



306

Bhagyaraj, S., and Krupa, I. (2020). Alginate-mediated synthesis of hetero-shaped
silver  nanoparticles and  their  hydrogen peroxide  sensing
ability. Molecules, 25(3), 435.

Bhatia, S. K., and Ramadurai, K. W. (2017). 3-Dimensional printing and rapid device
prototyping. 3D Printing and Bio-Based Materials in Global Health, 21-38.

Bishop, E. S., Mostafa, S., Pakvasa, M., Luu, H. H., Lee, M. J., Wolf, J. M., and
Reid, R. R. (2017). 3-D bioprinting technologies in tissue engineering and
regenerative medicine: Current and future trends. Genes & Diseases, 4(4),
185-195.

Bochicchio, S., Dapas, B., Russo, I., Ciacci, C., Piazza, O., De Smedt, S., and
Grassi, G. (2017). In vitro and ex vivo delivery of tailored SsiRNA-
nanoliposomes for E2F1 silencing as a potential therapy for colorectal cancer.
International Journal of Pharmaceutics, 525(2), 377-387.

Bonfiglio, R., Galli, F., Varani, M., Scimeca, M., Borri, F., Fazi, S., and Bonanno, E.
(2021). Extensive histopathological characterization of inflamed bowel in the
dextran sulfate sodium mouse model with emphasis on clinically relevant
biomarkers and targets for drug development. International Journal of
Molecular Sciences, 22(4), 2028.

Bozkir, A., and Saka, O. M. (2004). Chitosan nanoparticles for plasmid DNA
delivery: effect of chitosan molecular structure on formulation and release
characteristics. Drug Delivery, 11(2), 107-112.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254.

Bray, L. J., George, K. A., Ainscough, S. L., Hutmacher, D. W., Chirila, T. V., and
Harkin, D. G. (2011). Human corneal epithelial equivalents constructed on
Bombyx mori silk fibroin membranes. Biomaterials, 32(22), 5086-5091.

Brillinger, M., and Pendl, K. A. (2020). Non-newtonian material behaviour in
extrusion-based 3D printing: Investigation of critical process parameters. 6th
World Congress on Mechanical, Chemical, and Material Engineering, 3, 1-10.

Brittain, H. G. (1994). Meselamine. Analytical profiles of drug substances and
excipients (Vol. 23). New York: Academic Press, 45-63.

Brogden, R. N., and Sorkin, E. M. (1989). Mesalazine: a review of its
pharmacodynamic and pharmacokinetic properties, and therapeutic potential
in chronic inflammatory bowel disease. Drugs, 38(4), 500-523.

Cao, T. T., Wang, Y. J., and Zhang, Y. Q. (2013). Effect of strongly alkaline
electrolyzed water on silk degumming and the physical properties of the fibroin
fiber. PLoS One, 8(6), €65654.



307

Cao, Y., Tan, Y. F., Wong, Y. S., Liew, M. W. J., and Venkatraman, S. (2019).
Recent advances in chitosan-based carriers for gene delivery. Marine
Biopolymers and Drug Delivery, 17(6), 381.

Carmichael, J. C., and Mills, S. (2022). Anatomy and embryology of the colon,
rectum, and anus. The ASCRS Textbook of Colon and Rectal Surgery, 3-27.

Carmichael, J.C., Mills, S. (2019). Anatomy and embryology of the colon, rectum,
and anus. Steele, S., Hull, T., Hyman, N., Maykel, J., Read, T., Whitlow, C.
(Eds.) The ASCRS Manual of Colon and Rectal Surgery. New York: Springer,
85-93.

Cassimjee, H., Kumar, P., Ubanako, P., and Choonara, Y. E. (2022). Genipin-
crosslinked, proteosaccharide scaffolds for potential neural tissue engineering
applications. Pharmaceutics, 14(2), 441.

Catros, S., Fricain, J. C., Guillotin, B., Pippenger, B., Bareille, R., Remy, M., and
Guillemot, F. (2011). Laser-assisted bioprinting for creating on-demand
patterns of human osteoprogenitor cells and nano-
hydroxyapatite. Biofabrication, 3(2), 025001.

Chamanara, M., Rashidian, A., Mehr, S. E., Dehpour, A. R., Shirkohi, R., Akbarian,
R., and Rezayat, S. M. (2019). Melatonin ameliorates TNBS-induced colitis in
rats through the melatonin receptors: involvement of TLR4/MyD88/NF-kB
signalling pathway. Inflammopharmacology, 27, 361-371.

Chang, G., Kim, H. J., Kaplan, D., Vunjak-Novakovic, G., and Kandel, R. A. (2007).
Porous silk scaffolds can be used for tissue engineering annulus
fibrosus. European Spine Journal, 16, 1848-1857.

Chassaing, B., Aitken, J. D., Malleshappa, M., and Vijay-Kumar, M. (2014). Dextran
sulfate sodium (DSS)-induced colitis in mice. Current Protocols in
Immunology, 104(1), 15-25.

Chaturvedi, M., Kumar, M., and Pathak, K. (2011). A review on mucoadhesive
polymer used in nasal drug delivery system. Journal of Advanced
Pharmaceutical Technology & Research, 2(4), 215-222.

Chebion, G., Bugni, E., Gerin, V., Daudon, M., and Castiglione, V. (2022). Drug-
induced nephrolithiasis and crystalluria: the particular case of the
sulfasalazinederivatives. Comptes Rendus. Chimie, 25(S1), 295-306.

Chen, M., Gao, S., Dong, M., Song, J., Yang, C., Howard, K. A., and Besenbacher,
F. (2012). Chitosan/siRNA nanoparticles encapsulated in PLGA nanofibers for
SiRNA delivery. ACS Nano, 6(6), 4835-4844.

Chen, W. J. (2002). Functions of hyaluronan in wound repair. Hyaluronan, 147-156.

Chen, W.Y .J., and Abatangelo, G. (1999). Functions of hyaluronan in wound repair.
Wound Repair and Regeneration, 7, 79-89.



308

Chen, X. B., Anvari-Yazdi, A. F., Duan, X., Zimmerling, A., Gharraei, R., Sharma,
N. K., Sweliem, S., and Ning, L. (2023). Biomaterials/bioinks and extrusion
bioprinting. Bioactive Materials, 28, 511-536.

Chen, X., Zhao, X., Wang, H., Yang, Z., Li, J., and Suo, H. (2017). Prevent effects
of Lactobacillus fermentum HYO1 on dextran sulfate sodium-induced colitis in
mice. Nutrients, 9(6), 545.

Chlapanidas, T., Farago, S., Mingotto, F., Crovato, F., Tosca, M. C., Antonioli, B.,
and Torre, M. L. (2011). Regenerated silk fibroin scaffold and infrapatellar
adipose stromal vascular fraction as feeder-layer: a new product for cartilage
advanced therapy. Tissue Engineering Part A, 17(13-14), 1725-1733.

Choi, J. Y., Park, C. H., and Lee, J. (2008). Effect of polymer molecular weight on
nanocomminution of poorly soluble drug. Drug Delivery, 15(5), 347-353.

Chou, S. T., Hom, K., Zhang, D., Leng, Q., Tricoli, L. J., Hustedt, J. M., and Mixson,
A. J. (2014). Enhanced silencing and stabilization of siRNA polyplexes by
histidine-mediated hydrogen bonds. Biomaterials, 35(2), 846-855.

Chukwudi, C. U., and Good, L. (2016). Interaction of the tetracyclines with double-
stranded RNAs of random base sequence: new perspectives on the target and
mechanism of action. The Journal of Antibiotics, 69(8), 622-630.

Chung, T. W., Chang, C. Y., Chang, C. N., Liao, C. H., Jan, Y. J., Chen, L. T., and
Chen, W. P. (2020). Developing a silk fibroin composite film to scavenge and
probe H202 associated with UV-excitable blue fluorescence. Sensors, 20(2),
366.

Clemett, D., and Markham, A. (2000). Prolonged-release mesalazine: a review of
its therapeutic potential in ulcerative colitis and Crohn’s disease. Drugs, 59,
929-956.

Coates, J. P. (1996). The interpretation of infrared spectra: Published reference
sources. Applied Spectroscopy Reviews, 31(1-2), 179-192.

Compaan, A. M., Christensen, K., and Huang, Y. (2016). Inkjet bioprinting of 3D silk
fibroin cellular constructs using sacrificial alginate. ACS Biomaterials Science
& Engineering, 3(8), 1519-1526.

Connell, W. R., Kamm, M. A., Ritchie, J. K., Lennard-Jones, J. E., Dickson, M., and
Balkwill, A. (1994). Long-term neoplasia risk after azathioprine treatment in
inflammatory bowel disease. The Lancet, 343(8908), 1249-1252.

Corrigan G, Stevens PE. (2000). Review article: interstitial nephritis associated with
the use of mesalazine in inflammatory bowel disease. Alimentary
Pharmacology & Therapeutics, 14(1), 1-6.

Coskun, M., Vermeire, S., and Nielsen, O. H. (2017). Novel targeted therapies for
inflammatory bowel disease. Trends in Pharmacological Sciences, 38(2), 127-
142.



309

Costa, P. ve Sousa Lobo, J. M. (2001). Modeling and comparison of dissolution
profiles. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 13(2), 123-133.

Craig, C. L., and Riekel, C. (2002). Comparative architecture of silks, fibrous
proteins and their encoding genes in insects and spiders. Comparative
Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry and Molecular Biology,
133(4), 493-507.

Cubayachi, C., Lemos, C. N., Pereira, F., Dias, K., Herculano, R. D., de Freitas, O.,
and Lopez, R. F. (2019). Silk fibroin films stabilizes and releases bioactive
insulin for the treatment of corneal wounds. European Polymer Journal, 118,
502-513.

Dame, M. K., Bhagavathula, N., Mankey, C., DaSilva, M., Paruchuri, T., Aslam, M.
N., and Varani, J. (2010). Human colon tissue in organ culture: preservation of
normal and neoplastic characteristics. In Vitro Cellular & Developmental
Biology-Animal, 46, 114-122.

Dana, H., Chalbatani, G. M., Mahmoodzadeh, H., Karimloo, R., Rezaiean, O.,
Moradzadeh, A., and Gharagouzlo, E. (2017). Molecular mechanisms and
biological functions of siRNA. International Journal of Biomedical Science,
13(2), 48-57.

Das, S., Pati, F., Choi, Y. J., Rijjal, G., Shim, J. H., Kim, S. W., and Ghosh, S. (2015).
Bioprintable, cell-laden silk fibroin—gelatin hydrogel supporting multilineage
differentiation of stem cells for fabrication of three-dimensional tissue
constructs. Acta Biomaterialia, 11, 233-246.

Dash, A.K., Brittain, H.G. (1998). Mesalamine. Analytical profiles of drug substances
and excipients. New York: Academic Press, 209-243.

Dash, A.K., Brittain, H.G. (1998). Mesalamine. Analytical Profiles of Drug
Substances and Excipients, Florey, A.T (Ed.), (Vol.25), 209-243, Academic
Press., United States.

Dash, S., Murthy, P. N., Nath, L., and Chowdhury, P. (2010). Kinetic modeling on
drug release from controlled drug delivery systems. Acta Poloniae
Pharmaceutica, 67(3), 217-223.

Deguchi, Y., Andoh, A., Yagi, Y., Bamba, S., Inatomi, O., Tsujikawa, T., and
Fujiyama, Y. (2006). The S1P receptor modulator FTY720 prevents the
development of experimental colitis in mice. Oncology Reports, 16(4), 699-
703.

Delezuk, J. A., Pavinatto, A., Moraes, M. L., Shimizu, F. M., Rodrigues, V. C.,
Campana-Filho, S. P., and Oliveira Jr, O. N. (2017). Silk fibroin organization
induced by chitosan in layer-by-layer films: Application as a matrix in a
biosensor. Carbohydrate Polymers, 155, 146-151.

Deltenre P, Berson A, Marcellin P, Degott C, Biour M, Pessayre D. (1999).
Mesalazine (5-aminosalicylic acid) induced chronic hepatitis. Gut. 44, 886-
888.



310

Derakhshanfar, S., Mbeleck, R., Xu, K., Zhang, X., Zhong, W., and Xing, M. (2018).
3D bioprinting for biomedical devices and tissue engineering: A review of
recent trends and advances. Bioactive Materials, 3(2), 144-156.

Derby, B. (2012). Printing and prototyping of tissues and scaffolds. Science,
338(6109), 921-926.

Dettmar P. W., Sykes J., Little S. L., Bryan J. (2006). Rapid onset of effect of sodium
alginate on gastro-oesophageal reflux compared with ranitidine and
omeprazole, and relationship between symptoms and reflux
episodes. International Journal of Clinical Practice, 60(3), 275-283.

Diab, T., Pritchard, E. M., Uhrig, B. A., Boerckel, J. D., Kaplan, D. L., and Guldberg,
R. E. (2012). A silk hydrogel-based delivery system of bone morphogenetic
protein for the treatment of large bone defects. Journal of the Mechanical
Behavior of Biomedical Materials, 11, 123-131.

Dodero, A., Pianella, L., Vicini, S., Alloisio, M., Ottonelli, M., and Castellano, M.
(2019). Alginate-based hydrogels prepared via ionic gelation: An experimental
design approach to predict the crosslinking degree. European Polymer
Journal, 118, 586-594.

Dong, Y., Dong, P., Huang, D., Mei, L., Xia, Y., Wang, Z., and Wu, C. (2015).
Fabrication and characterization of silk fibroin-coated liposomes for ocular
drug delivery. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 91,
82-90.

Dormenval, C., Lokras, A., Cano-Garcia, G., Wadhwa, A., Thanki, K., Rose, F., and
Foged, C. (2019). Identification of factors of importance for spray drying of
small interfering RNA-loaded lipidoid-polymer hybrid nanoparticles for
inhalation. Pharmaceutical Research, 36, 1-15.

Dortung B. (2002). Oral sistemler. Kontrollii salim sistemleri. istanbul: Elma
Bilgisayar Basim,151-168.

Dubey, P., Kumar, S., Ravindranathan, S., Vasudevan, S., Aswal, V. K.,
Rajamohanan, P. R., and Prabhune, A. (2018). pH dependent sophorolipid
assemblies and their influence on gelation of silk fibroin protein. Materials
Chemistry and Physics, 203, 9-16.

El Moussaoui, S., Fernandez-Campos, F., Alonso, C., Limén, D., Halbaut, L.,
Gardufio-Ramirez, M. L., and Mallandrich, M. (2021). Topical mucoadhesive
alginate-based hydrogel loading ketorolac for pain management after
pharmacotherapy, ablation, or surgical removal in condyloma
acuminata. Gels, 7(1), 8.

El Samaligy, S. (2010). Floating systems for oral controlled release drug delivery.
International Journal of Applied Pharmaceutics, 4(2), 1-13.

Elakkiya, T., Malarvizhi, G., Rajiv, S., and Natarajan, T. S. (2014). Curcumin loaded
electrospun Bombyx mori silk nanofibers for drug delivery. Polymer
International, 63(1), 100-105.



311

Enomoto, S., Sumi, M., Kajimoto, K., Nakazawa, Y., Takahashi, R., Takabayashi,
C., and Sata, M. (2010). Long-term patency of small-diameter vascular graft
made from fibroin, a silk-based biodegradable material. Journal of Vascular
Surgery, 51(1), 155-164.

Esiringll, F., Tugcu-Demirdz, F., Acarturk, F., Coskun Cevher, $., Bircan, F., and
Sari Kihgaslan, S. M. (2016). Investigation of the effect of intracolonic
melatonin gel formulation on acetic acid-induced colitis. Drug delivery, 23(7),
2318-2326.

Fang, Q., Chen, D., Yang, Z., and Li, M. (2009). In vitro and in vivo research on
using Antheraea pernyi silk fibroin as tissue engineering tendon
scaffolds. Materials Science and Engineering: C, 29(5), 1527-1534.

Fang, Y., Frampton, J. P., Raghavan, S., Sabahi-Kaviani, R., Luker, G., Deng, C.
X., and Takayama, S. (2012). Rapid generation of multiplexed cell cocultures
using acoustic droplet ejection followed by aqueous two-phase exclusion
patterning. Tissue Engineering Part C: Methods, 18(9), 647-657.

Fernandes, J. C., Qiu, X., Winnik, F. M., Benderdour, M., Zhang, X., Dai, K., and
Shi, Q. (2012). Low molecular weight chitosan conjugated with folate for SiRNA
delivery in vitro: optimization studies. International Journal of Nanomedicine,
7, 5833-5845.

Feyzmanesh, S., Halvaei, I., and Baheiraei, N. (2022). Alginate effects on human
sperm parameters during freezing and thawing: a prospective study. Cell
Journal (Yakhteh), 24(7), 417-423.

Fiocchi, C. (1998). Inflammatory bowel disease: etiology and pathogenesis.
Gastroenterology, 115(1), 182-205.

Fliervoet, L. A., Zhang, H., van Groesen, E., Fortuin, K., Duin, N. J., Remaut, K.,
Schiffelers, R.M., Hennink, W.M., and Vermonden, T. (2020). Local release of
SiRNA using polyplex-loaded thermosensitive hydrogels. Nanoscale, 12(18),
10347-10360.

Foyt, D. A, Norman, M. D., Yu, T. T., and Gentleman, E. (2018). Exploiting
advanced hydrogel technologies to address key challenges in regenerative
medicine. Advanced Healthcare Materials, 7(8), 1700939.

Frede, A., Neuhaus, B., Klopfleisch, R., Walker, C., Buer, J., Muller, W., and
Westendorf, A. M. (2016). Colonic gene silencing using siRNA-loaded calcium
phosphate/PLGA nanoparticles ameliorates intestinal inflammation in vivo.
Journal of Controlled Release, 222, 86-96.

French, D. L., and Mauger, J. W. (1993). Evaluation of the physicochemical
properties and dissolution characteristics of mesalamine: relevance to
controlled intestinal drug delivery. Pharmaceutical Research, 10, 1285-1290.

Friedman, A., Bar-Shira, E., and Sklan, D. (2003). Ontogeny of gut associated
immune competence in the chick. World's Poultry Science Journal, 59(2), 209-
219.



312

Friend, D. R. (2005). New oral delivery systems for treatment of inflammatory bowel
disease. Advanced Drug Delivery Reviews, 57(2), 247-265.

Fu, T., Wang, Y., Ma, M., Dai, W., Pan, L., Shang, Q., and Yu, G. (2023). Isolation
of alginate-degrading bacteria from the human gut microbiota and discovery
of Bacteroides xylanisolvens AY11-1 as a novel anti-colitis probiotic
bacterium. Nutrients, 15(6), 1352.

Gao, S., Dagnaes-Hansen, F., Nielsen, E. J. B., Wengel, J., Besenbacher, F.,
Howard, K. A., and Kjems, J. (2009). The effect of chemical modification and
nanoparticle formulation on stability and biodistribution of siRNA in
mice. Molecular Therapy, 17(7), 1225-1233.

Gareb, B., Eissens, A. C., Kosterink, J. G., and Frijlink, H. W. (2016). Development
of a zero-order sustained-release tablet containing mesalazine and
budesonide intended to treat the distal gastrointestinal tract in inflammatory
bowel disease. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
103, 32-42.

Gaspar, R., Branco, C. C., and Macedo, G. (2021). Liver manifestations and
complications in inflammatory bowel disease: A review. World Journal of
Hepatology, 13(12), 1956.

Gewirtz, A. M. (2007). On future's doorstep: RNA interference and the
pharmacopeia of tomorrow. The Journal of Clinical Investigation, 117(12),
3612-3614.

Gianak, O., Pavlidou, E., Sarafidis, C., Karageorgiou, V., and Deliyanni, E. (2018).
Silk fibroin nanoparticles for drug delivery: effect of bovine serum albumin and
magnetic  nanoparticles  addition on drug encapsulation and
release. Separations, 5(2), 25.

Gibson, I., Rosen, D., Stucker, B., and Khorasani, M. (2015). Introduction and basic
principles. Additive Manufacturing Technologies,1-18.

Gil, E. S., Spontak, R. J., and Hudson, S. M. (2005). Effect of B-Sheet Crystals on
the Thermal and Rheological Behavior of Protein-Based Hydrogels Derived
from Gelatin and Silk Fibroin. Macromolecular Bioscience, 5(8), 702-7009.

Gionchetti, P., Rizzello, F., Venturi, A., Ferretti, M., Brignola, C., Miglioli, M., and
Campieri, M. (1998). Comparison of oral with rectal mesalazine in the
treatment of ulcerative proctitis. Diseases of the Colon & Rectum, 41, 93-97.

Giovannitti, J. A., and Trapp, L. D. (1991). Adult sedation: oral, rectal, IM, IV.
Anesthesia Progress, 38(4-5), 154-171.

Giron-Hernandez, J., Gentile, P., and Benlloch-Tinoco, M. (2021). Impact of
heterogeneously crosslinked calcium alginate networks on the encapsulation
of B-carotene-loaded beads. Carbohydrate Polymers, 271, 118429.



313

Goldsmith, J. A., Randall, N., and Ross, S. D. (1978). On methods of expressing
dissolution rate data. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 30(1), 347—
349.

Gomathi, T., Susi, S., Abirami, D., and Sudha, P. N. (2017). Size optimization and
thermal studies on calcium alginate nanoparticles. IOSR Journal of
Pharmacy, 48, 1-7.

Gombotz W. R., Wee S. F. (1998). Protein release from alginate matrices. Advanced
Drug Delivery Reviews, 31(3), 267-285.

Goole, J., and Amighi, K. (2016). 3D printing in pharmaceutics: A new tool for
designing customized drug delivery systems. International Journal of
Pharmaceutics, 499(1-2), 376-394.

Guarise, C., Acquasaliente, L., Pasut, G., Pavan, M., Soato, M., Garofolin, G., and
Galesso, D. (2023). The role of high molecular weight hyaluronic acid in
mucoadhesion on an ocular surface model. Journal of the Mechanical
Behavior of Biomedical Materials, 143, 105908.

Gudapati, H., Yan, J., Huang, Y., and Chrisey, D. B. (2014). Alginate gelation-
induced cell death during laser-assisted cell printing. Biofabrication, 6(3),
035022.

Guillotin, B., Souquet, A., Catros, S., Duocastella, M., Pippenger, B., Bellance, S.,
and Guillemot, F. (2010). Laser assisted bioprinting of engineered tissue with
high cell density and microscale organization. Biomaterials, 31(28), 7250-
7256.

Guo, J., Jiang, X., and Gui, S. (2016). RNA interference-based nanosystems for
inflammatory bowel disease therapy. International Journal of Nanomedicine,
11, 5287.

Gupta, P., Vermani, K., and Garg, S. (2002). Hydrogels: from controlled release to
pH-responsive drug delivery. Drug Discovery Today, 7(10), 569-579.

Guziewicz, N., Best, A., Perez-Ramirez, B., and Kaplan, D. L. (2011). Lyophilized
silk fibroin hydrogels for the sustained local delivery of therapeutic monoclonal
antibodies. Biomaterials, 32(10), 2642-2650.

Gultekin, H. E., Tugcu Demiréz, F., Tort, S., and Acartirk, F. (2022). Three-
dimensional printed dosage forms based on disease-focussed
perspectives. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 74(10), 1406-1426.

Gunter, E. A., Markov, P. A., Melekhin, A. K., Belozerov, V. S., Martinson, E. A.,
Litvinets, S. G., and Popov, S. V. (2018). Preparation and release
characteristics of mesalazine loaded calcium pectin-silica gel beads based on
callus cultures pectins for colon-targeted drug delivery. International Journal
of Biological Macromolecules, 120, 2225-2233.

Glrsoy, A. Z. (2002). Kontrollii salim sistemleri. istanbul: EIma Bilgisayar Basim,
112-126.



314

Hammond, S. M., Caudy, A. A. ve Hannon, G. J. (2001). Post-transcriptional gene
silencing by double-stranded RNA. Nature Reviews Genetics, 2(2), 110- 119

Han, L., Zhao, Y., Yin, L., Li, R., Liang, Y., Huang, H., and Feng, M. (2012). Insulin-
loaded pH-sensitive hyaluronic acid nanoparticles enhance transcellular
delivery. AAPS PharmSciTech, 13, 836-845.

Hanauer, S. B., and Stromberg, U. (2004). Oral Pentasa in the treatment of active
Crohn’s disease: a meta-analysis of double-blind, placebo-controlled
trials. Clinical Gastroenterology and Hepatology, 2(5), 379-388.

Hanauer, S., Schwartz, J., Robinson, M., Roufail, W., Arora, S., Cello, J., and Safdi,
M. (1993). Mesalamine capsules for treatment of active ulcerative colitis:
Results of a controlled trial. American Journal of Gastroenterology, 88(8),
1188-1197.

Hanpanich, B. S., Oonkhanond, B., Srimuninnimit, V., Visuthikosol, V., and Sophon,
P. (2011). De novo method of developing silk fibroin hydrogel aim for using as
a dermal scaffold by gamma irradiation. International Journal of Applied
Biomedical Engineering, 4, 15.

Harini Chowdary, V., Prasanna Raju, Y., Rubia, Y. B., Vulava, J., and Vandana, K.
R. (2014). In vitro characteristics of modified pulsincap formulation with
mesalamine for ulcerative colitis treatment. Indian Drugs, 51(03), 35.

Haznar-Garbacz, D., Garbacz, G., and Weitschies, W. (2019). Development of oral
foams for topical treatment of inflammatory bowel disease. Journal of Drug
Delivery Science and Technology, 50, 287-292.

He, C., Yin, L., Song, Y., Tang, C., and Yin, C. (2015). Optimization of
multifunctional chitosan—siRNA nanoparticles for oral delivery applications,
targeting TNF-a silencing in rats. Acta Biomaterialia, 17, 98-106.

Henderson, L. M., Johnson, C. E., and Berardi, R. R. (1994). Stability of mesalamine
in rectal suspension diluted with distilled water. American Journal of Health-
System Pharmacy, 51(23), 2955-2957.

Hoffman, A. S. (2012). Hydrogels for biomedical applications. Advanced Drug
Delivery Reviews, 64, 18-23.

Holzerny, P., Ajdini, B., Heusermann, W., Bruno, K., Schuleit, M., Meinel, L., and
Keller, M. (2012). Biophysical properties of chitosan/siRNA polyplexes:
profiling the polymer/siRNA interactions and bioactivity. Journal of Controlled
Release, 157(2), 297-304.

Hong, H., Lee, O. J., Lee, Y. J,, Lee, J. S., Ajiteru, O., Lee, H., and Park, C. H.
(2020). Cytocompatibility of modified silk fibroin with glycidyl methacrylate for
tissue engineering and biomedical applications. Biomolecules, 11(1), 35.

Hoti, G., Caldera, F., Cecone, C., Rubin Pedrazzo, A., Anceschi, A., Appleton, S.
L., and Trotta, F. (2021). Effect of the cross-linking density on the swelling and



315

rheological behavior of ester-bridged B-cyclodextrin
nanosponges. Materials, 14(3), 478.

Hu, A., Zuo, B., Zhang, F., Zhang, H., and Lan, Q. (2013). Evaluation of
electronspun silk fibroin-based transplants used for facial nerve
repair. Otology & Neurotology, 34(2), 311-318.

Hu, X., Kaplan, D., and Cebe, P. (2007). Effect of water on the thermal properties
of silk fibroin. Thermochimica Acta, 461(1-2), 137-144.

Hu, X., Lu, Q., Sun, L., Cebe, P., Wang, X., Zhang, X., and Kaplan, D. L. (2010).
Biomaterials from ultrasonication-induced silk fibroin— hyaluronic acid
hydrogels. Biomacromolecules, 11(11), 3178-3188.

Hua, S., Marks, E., Schneider, J. J., and Keely, S. (2015). Advances in oral hano-
delivery systems for colon targeted drug delivery in inflammatory bowel
disease: selective targeting to diseased versus healthy tissue. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicine, 11(5), 1117-1132.

Huang, L., Du, X., Fan, S., Yang, G., Shao, H., Li, D., and Zhang, Y. (2019).
Bacterial cellulose nanofibers promote stress and fidelity of 3D-printed silk
based hydrogel scaffold with hierarchical pores. Carbohydrate Polymers, 221,
146-156.

lacucci, M., de Silva, S., and Ghosh, S. (2010). Mesalazine in inflammatory bowel
disease: a trendy topic once again?. Canadian Journal of Gastroenterology
and Hepatology, 24(2), 127-133

Intavisade, P., and Oonkhanond, B. (2010). A study of irradiated silk fibroin-poly
vinyl alcohol hydrogel for artificial skin substitutes. Journal of Metals, Materials
and Minerals, 20, 119-22.

Igbal, S., Du, X., Wang, J., Li, H., Yuan, Y., and Wang, J. (2018). Surface charge
tunable nanoparticles for TNF-a siRNA oral delivery for treating ulcerative
colitis. Nano Research, 11(5), 2872-2884.

Iwamoto, M., Kurachi, M., Nakashima, T., Kim, D., Yamaguchi, K., Oda, T., and
Muramatsu, T. (2005). Structure—activity relationship of alginate
oligosaccharides in the induction of cytokine production from RAW264.7
cells. FEBS Letters, 579(20), 4423-4429.

Jain, S. K., Jain, A., Gupta, Y., Khare, P., and Kannandasan, M. (2008). Targeted
delivery of 5-ASA to colon using chitosan hydrogel microspheres. Journal of
Drug Delivery Science and Technology, 18(5), 315-321.

Jang, D. |, Lee, A. H., Shin, H. Y., Song, H. R., Park, J. H., Kang, T. B., and Yang,
S. H. (2021). The role of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) in autoimmune
disease and current TNF-a inhibitors in therapeutics. International Journal of
Molecular Sciences, 22(5), 2719.



316

Jia, B., Jia, L., and Zhu, J. (2022). Effect of PH on the conformational transition of
silk fibroin in agqueous solution monitored by thioflavin-t fluorescence. Journal
of Fluorescence, 32(1), 389-395.

Jin H. J., Kaplan D. L. (2003). Mechanism of silk processing in insects and spiders.
Nature 424(6952), 1057-1061.

Johnson, P., Ruffell, B. (2009) CD44 and its role in inflammation and inflammatory
diseases. Journal of Inflammation & Allergy - Drug Targets, 8, 208—220.

Jose, R. R., Brown, J. E., Polido, K. E., Omenetto, F. G., and Kaplan, D. L. (2015).
Polyol-silk bioink formulations as two-part room-temperature curable materials
for 3D printing. ACS Biomaterials Science & Engineering, 1(9), 780-788.

Joshi, A., Soni, A., and Acharya, S. (2022). In vitro models and ex vivo systems
used in inflammatory bowel disease. In vitro models, 1(3), 213-227.

Ju, H. K., Kim, S. Y., Kim, S. J., and Lee, Y. M. (2002). pH/temperature-responsive
semi-IPN hydrogels composed of alginate and poly (N-isopropylacrylamide).
Journal of Applied Polymer Science, 83(5), 1128-1139.

Kanani, A. G., and Bahrami, S. H. (2010). Review on electrospun nanofibers
scaffold and biomedical applications. Trends in Biomaterials and Atrtificial
Organs, 24(2), 93-115.

Kang, G. D., Lee, K. H,, Ki, C. S., and Park, Y. H. (2004). Crosslinking reaction of
phenolic side chains in silk fibroin by tyrosinase. Fibers and Polymers, 5(3),
234.

Karadag, E., Saraydin, D., and Guven, O. (2001). Radiation induced
superabsorbent hydrogels. Acrylamide/itaconic acid
copolymers. Macromolecular Materials and Engineering, 286(1), 34-42.

Karagozian, R., and Burakoff, R. (2007). The role of mesalamine in the treatment of
ulcerative colitis. Therapeutics and Clinical Risk Management, 3(5), 893.

Karnik, S., Jammalamadaka, U. M., Tappa, K. K., Giorno, R., and Mills, D. K. (2016).
Performance evaluation of nanoclay enriched anti-microbial hydrogels for
biomedical applications. Heliyon, 2(2), e00072.

Kesavan, K., Nath, G., and Pandit, J. K. (2010). Sodium alginate based
mucoadhesive system for gatifloxacin and its in vitro antibacterial
activity. Scientia Pharmaceutica, 78(4), 941-958.

Khor, H. L., Ng, K. W., Htay, A. S., Schantz, J. T., Teoh, S. H., and Hutmacher, D.
W. (2003). Preliminary study of a polycaprolactone membrane utilized as
epidermal substrate. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 14,
113-120.

Kiatkamjornwong, S. (2007). Superabsorbent polymers and superabsorbent
polymer composites. ScienceAsia, 33(1), 39-43.



317

Kim S.H., Jeong J.H., Lee S.H., Kim S.W., and Park TG. (2006). PEG conjugated
VEGF siRNA for anti-angiogenic gene therapy. Journal of Controlled Release.
1-7,123-126.

Kim, D. W., Hwang, H. S., Kim, D. S., Sheen, S. H., Heo, D. H., Hwang, G., and
Lee, K. G. (2011). Effect of silk fibroin peptide derived from silkworm Bombyx
mori on the anti-inflammatory effect of Tat-SOD in a mice edema model.
Korean Society for Biochemistry and Molecular Biology, 44(12), 787-792.

Kim, H. H., Song, D. W., Kim, M. J., Ryu, S. J.,,Um, |. C., Ki, C. S., and Park, Y. H.
(2016). Effect of silk fibroin molecular weight on physical property of silk
hydrogel. Polymer, 90, 26-33.

Kim, J. M., Kim, D. H., Park, H. J., Ma, H. W., Park, I. S., Son, M., and Cheon, J. H.
(2020). Nanocomposites-based targeted oral drug delivery systems with
infliximab in a murine colitis model. Journal of Nanobiotechnology, 18, 1-13.

Kimura, T., Yamada, H., Tsubouchi, K., and Doi, K. (2007). Accelerating effects of
silk fibroin on wound healing in hairless descendants of Mexican hairless dogs.
Journal of Applied Sciences Research, 3(11), 1306-1314.

Kodner I. J., Fry R. D., Fleshman J. W., Birnbaum E. H. (1993). Colon, rectum, and
anus. Schwartz S.I. (Ed.), Principles of Surgery, 6th Edition. New York:
McGraw-Hill Co., 1191-1306.

Kojima, M., Ando, S., Kataoka, K., Hirota, T., Aoyagi, K., and Nakagamil, H. (1998).
Magnetic resonance imaging (MRI) study of swelling and water mobility in
micronized low-substituted hydroxypropylcellulose matrix tablets. Chemical
and Pharmaceutical Bulletin, 46(2), 324-328.

Kojthung, A., Meesilpa, P., Sudatis, B., Treeratanapiboon, L., Udomsangpetch, R.,
and Oonkhanond, B. (2008). Effects of gamma radiation on biodegradation of
Bombyx mori silk fibroin. International Biodeterioration & Biodegradation,
62(4), 487-490.

Kopp, A., Smeets, R., Gosau, M., Friedrich, R. E., Fuest, S., Behbahani, M., and
Henningsen, A. (2019). Production and characterization of porous fibroin
scaffolds for regenerative medical application. In vivo, 33(3), 757-762.

Koseoglu, Z., Satar, S., Kara, B., Sebe, A., and Kosenli, O. (2011). An unusual case
of mesalazine intoxication: Oral and rectal overloading of the rectal suppository
form. Human & Experimental Toxicology, 30(7), 772-776.

Kovacs, M., Muller, K. E. (2012). Diagnostic yield of upper endoscopy in patients
with Crohn's disease and ulcerative colitis. Journal of Crohn’s and Colitis, 6(1),
86-94.

Kriegel, C., and Amiji, M. (2011). Oral TNF-a gene silencing using a polymeric
microsphere-based delivery system for the treatment of inflammatory bowel
disease. Journal of Controlled Release, 150(1), 77-86.



318

Kriegel, C., and Amiji, M. M. (2011). Dual TNF-a/Cyclin D1 gene silencing with an
oral polymeric microparticle system as a novel strategy for the treatment of
inflammatory bowel disease. Clinical and Translational Gastroenterology, 2(3),
e2.

Krol, Z., Marycz, K., Kulig, D., Maredziak, M., and Jarmoluk, A. (2017). Cytotoxicity,
bactericidal, and antioxidant activity of sodium alginate hydrosols treated with
direct electric current. International Journal of Molecular Sciences, 18(3), 678.

Kumar, S., and Koh, J. (2012). Physiochemical, optical and biological activity of
chitosan-chromone derivative for biomedical applications. International
Journal of Molecular Sciences, 13(5), 6102-6116.

Kundu, B., Kurland, N. E., Bano, S., Patra, C., Engel, F. B., Yadavalli, V. K., and
Kundu, S. C. (2014). Silk proteins for biomedical applications: Bioengineering
perspectives. Progress in Polymer Science, 39(2), 251-267.

Kutty, P. K., Raman, K. R. K., Hawken, K., and Barrowman, J. A. (1982). Hair loss
and 5-aminosalicylic acid enemas. Annals of Internal Medicine, 97(5), 785-
786.

Kwon J. H., Peppercorn M. A., Farrell R. J. (2002). Diagnostic features of
inflammatory bowel disease. Gastroenterology & Endoscopy News, 53, 28-29.

Laffleur, F. (2018). Comparative mucoadhesive study of hyaluronic acid-based
conjugates on different mucosae. Journal of Applied Polymer
Science, 135(14), 46071.

Larouche, J., Morais, J., Picard, M., Lambert, C., Spenard, J., Landriault, H., and
Poitras, P. (1995). Release of 5-ASA from Pentasa in patients with Crohn's
disease of the small intestine. Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 9(3),
315-320.

Laroui, H., Geem, D., Xiao, B., Viennois, E., Rakhya, P., Denning, T., and Merlin,
D. (2014a). Targeting intestinal inflammation with CD98 siRNA/PEl-loaded
nanoparticles. Molecular Therapy, 22(1), 69-80.

Laroui, H., Theiss, A. L., Yan, Y., Dalmasso, G., Nguyen, H. T., Sitaraman, S. V.,
and Merlin, D. (2011). Functional TNFa gene silencing mediated by
polyethyleneimine/TNFa siRNA nanocomplexes in inflamed colon.
Biomaterials, 32(4), 1218-1228.

Laroui, H., Viennois, E., Xiao, B., Canup, B. S., Geem, D., Denning, T. L., and
Merlin, D. (2014b). Fab'-bearing siRNA TNFa-loaded nanoparticles targeted
to colonic macrophages offer an effective therapy for experimental colitis.
Journal of Controlled Release, 186, 41-53.

Lee, J., Unnithan, A. R., Park, C. H., and Kim, C. S. (2019). 3D bioprinting for active
drug delivery. Biomimetic Nanoengineered Materials for Advanced Drug
Delivery, 61-72.



319

Lee, K. H., Ki, C. S., Baek, D. H., Kang, G. D., Inhm, D. W., and Park, Y. H. (2005).
Application of electrospun silk fibroin nanofibers as an immobilization support
of enzyme. Fibers and Polymers, 6, 181-185.

Lee, K. Y., and Mooney, D. J. (2012). Alginate: properties and biomedical
applications. Progress in Polymer Science, 37(1), 106-126.

Lee, S. J., Seok, J. M., Lee, J. H., Lee, J., Kim, W. D., and Park, S. A. (2021). Three-
dimensional printable hydrogel using a hyaluronic acid/sodium alginate bio-
ink. Polymers, 13(5), 794.

Lepowsky, E., and Tasoglu, S. (2018). 3D printing for drug manufacturing: A
perspective on the future of pharmaceuticals. International Journal of
Bioprinting, 4(1).

Leung R.K.M., Whittaker P.A. (2005). RNA interference: from gene silencing to
gene-specific therapeutics. Pharmacology & Therapeutics, 107(2), 222-239.

Levin, B., Rajkhowa, R., Redmond, S. L., and Atlas, M. D. (2009). Grafts in
myringoplasty: utilizing a silk fibroin scaffold as a novel device. Expert Review
of Medical Devices, 6(6), 653-664.

Levine, D. S., and Haggitt, R. C. (1989). Normal histology of the colon. The
American Journal of Surgical Pathology, 13(11), 966-984.

Li, C., Vepari, C., Jin, H. J., Kim, H. J., and Kaplan, D. L. (2006). Electrospun silk-
BMP-2 scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials, 27(16), 3115-
3124.

Li, G., Zhou, P., Shao, Z., Xie, X., Chen, X., Wang, H., and Yu, T. (2001). The natural
silk spinning process: A nucleation-dependent aggregation
mechanism?. European Journal of Biochemistry, 268(24), 6600-6606.

Li, L., Puhl, S., Meinel, L., and Germershaus, O. (2014). Silk fibroin layer-by-layer
microcapsules for localized gene delivery. Biomaterials, 35(27), 7929-7939.

Li, R., Cheng, L., Wang, Q., and Zhou, L. (2021). Comparative transcriptomic
analysis reveals the immunosuppressive targets of mesalazine in dextran
sulfate sodium-induced ulcerative colitis. Frontiers in Genetics, 12, 698983.

Lim A. G., and Hine K. R. (1994). Fever, vasculitic rash, arthritis, pericarditis, and
pericardial effusion after mesalazine. British Medical Journal, 308(6921), 113.

Lim, S. H., Kathuria, H., Tan, J. J. Y., and Kang, L. (2018). 3D printed drug delivery
and testing systems—a passing fad or the future?. Advanced Drug Delivery
Reviews, 132, 139-168.

Liu X., Howard K.A., Dong M, Andersen M.@J., Rahbek U.L., Johnsen M.G., Hansen
O.C., Besenbacher F., and Kjems J. (2007). The influence of polymeric
properties on chitosan/siRNA nanoparticle formulation and gene silencing.
Biomaterials, 28(6): 1280-1288.



320

Liu, J., Sun, L., Xu, W., Wang, Q., Yu, S., and Sun, J. (2019). Current advances and
future perspectives of 3D printing natural-derived biopolymers. Carbohydrate
polymers, 207, 297-316.

Liu, P., De Wulf, O., Laru, J., Heikkila, T., van Veen, B., Kiesvaara, J., Hirvonen, J.,
Peltonen, L., and Laaksonen, T. (2013). Dissolution studies of poorly soluble
drug nanosuspensions in non-sink conditions. AAPS PharmSciTech, 14(2),
748-756.

Lovett, M. L., Wang, X., Yucel, T., York, L., Keirstead, M., Haggerty, L., and Kaplan,
D. L. (2015). Silk hydrogels for sustained ocular delivery of anti-vascular
endothelial growth factor (anti-VEGF) therapeutics. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 95, 271-278.

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., & Randall, R. J. (1951). Protein
measurement with the Folin phenol reagent. Journal of Biological Chemistry,
193(1), 265-275.

Lozano-Pérez, A. A., Rodriguez-Nogales, A., Ortiz-Cullera, V., Algieri, F., Garrido-
Mesa, J., Zorrilla, P., and de la Fuente, J. M. (2014). Silk fibroin nanoparticles
constitute a vector for controlled release of resveratrol in an experimental
model of inflammatory bowel disease in rats. International Journal of
Nanomedicine, 9, 4507-4520.

Lu, E., Li, S.,, and Wang, Z. (2017). Biorelevant test for supersaturable
formulation. Asian Journal of Pharmaceutical Sciences, 12(1), 9-20.

Lu, S., Wang, X., Lu, Q., Zhang, X., Kluge, J. A., Uppal, N., and Kaplan, D. L. (2009).
Insoluble and flexible silk films containing glycerol. Biomacromolecules, 11(1),
143-150.

Lu, T. S,, Yiao, S. Y., Lim, K., Jensen, R. V., and Hsiao, L. L. (2010). Interpretation
of biological and mechanical variations between the Lowry versus Bradford
method for protein quantification. North American Journal of Medical Sciences,
2(7), 325.

Lv, Q., Hu, K., Feng, Q., Cui, F., and Cao, C. (2007). Preparation and
characterization of PLA/fibroin composite and culture of HepG2 (human
hepatocellular liver carcinoma cell line) cells. Composites Science and
Technology, 67(14), 3023-3030.

Macfarlane, G. T., and Macfarlane, S. (1997). Human colonic microbiota: ecology,
physiology and metabolic potential of intestinal bacteria. Scandinavian Journal
of Gastroenterology, 32(sup222), 3-9.

Maghdouri-White, Y., Bowlin, G. L., Lemmon, C. A., and Dréau, D. (2016).
Bioengineered silk scaffolds in 3D tissue modeling with focus on mammary
tissues. Materials Science and Engineering: C, 59, 1168-1180.

Maitra, J., and Shukla, V. K. (2014). Cross-linking in hydrogels-a review. American
Journal of Polymer Science, 4(2), 25-31.



321

Makhlof, A., Tozuka, Y. and Takeuchi, H. (2009). pH-Sensitive nanospheres for
colon-specific drug delivery in experimentally induced colitis rat model.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 72(1), 1-8.

Manju, S., and Sreenivasan, K. (2011). Conjugation of curcumin onto hyaluronic
acid enhances its aqueous solubility and stability. Journal of Colloid and
Interface Science, 359(1), 318-325.

Mao, S., Sun, W., and Kissel, T. (2010). Chitosan-based formulations for delivery of
DNA and siRNA. Advanced drug delivery reviews, 62(1), 12-27.

Masoodi, K. Z., Lone, S. M., and Rasool, R. S. (2021). A Practical Lab Manual.
Advanced Methods in Molecular Biology and Biotechnology. 1st Edition. New
York: Academic Press, 86-93.

McCarthy, J., O'neill, M. J., Bourre, L., Walsh, D., Quinlan, A., Hurley, G., and
O'Driscoll, C. M. (2013). Gene silencing of TNF-alpha in a murine model of
acute colitis using a modified cyclodextrin delivery system. Journal of
Controlled Release, 168(1), 28-34.

McGill, M., Coburn, J. M., Partlow, B. P., Mu, X., and Kaplan, D. L. (2017). Molecular
and macro-scale analysis of enzyme-crosslinked silk hydrogels for rational
biomaterial design. Acta Biomaterialia, 63, 76-84.

Melchels, F., Malda, J., Fedorovich, N., Alblas, J., and Woodfield, T. (2011). Organ
printing. In Comprehensive Biomaterials. New York: Elsevier Science, 587-
606.

Melgar, S., and Shanahan, F. (2010). Inflammatory bowel disease—from
mechanisms to treatment strategies. Autoimmunity, 43(7), 463-477.

Min, B. M., Lee, G., Kim, S. H., Nam, Y. S, Lee, T. S., and Park, W. H. (2004).
Electrospinning of silk fibroin nanofibers and its effect on the adhesion and
spreading of normal human keratinocytes and fibroblasts in vitro. Biomaterials,
25(7-8), 1289-1297.

Ming, J., Li, M., Han, Y., Chen, Y., Li, H., Zuo, B., and Pan, F. (2016). Novel two-
step method to form silk fibroin fibrous hydrogel. Materials Science and
Engineering: C, 59, 185-192.

Mirshafiey, A., Khodadadi, A., Rehm, B. H., Khorramizadeh, M. R., Eslami, M. B.,
Razavi, A., and Saadat, F. (2005). Sodium alginate as a novel therapeutic
option in experimental colitis. Scandinavian Journal of Immunology, 61(4),
316-321.

Moharana, A. K., Banerjee, M., Panda, S., and Muduli, J. N. (2011). Development
and validation of UV spectrophotometric method for the determination of
mesalamine in bulk and tablet formulation. International Journal of Pharmacy
and Pharmaceutical Sciences, 3(2), 19-21.

Moin, A., Wani, S. U. D., Osmani, R. A., Abu Lila, A. S., Khafagy, E. S., Arab, H. H.,
and Allam, A. N. (2021). Formulation, characterization, and cellular toxicity



322

assessment of tamoxifen-loaded silk fibroin nanoparticles in breast
cancer. Drug Delivery, 28(1), 1626-1636.

Moody G. A., Eaden J. A., Helyes Z., Mayberry J. F. (1997). Oral or rectal
administration of drugs in IBD? Alimentary Pharmacology & Therapeutics,
11(5), 999-1000.

Mori, H., and Tsukada, M. (2000). New silk protein: modification of silk protein by
gene engineering for production of biomaterials. Reviews in Molecular
Biotechnology, 74(2), 95-103.

Moyer, M. S. (2008). 5-aminosalicylate therapy.In Pediatric Inflammatory Bowel
Disease. New York: Academic, 317-328.

Mudter, J., and Neurath, M. F. (2007). Il-6 signaling in inflammatory bowel disease:
pathophysiological role and clinical relevance. Inflammatory Bowel
Diseases, 13(8), 1016-1023.

Mulder, C. J., Tytgat, G. N., Weterman, |. T., Dekker, W., Blok, P., Schrijver, M., and
Heide, H. V. (1988). Double-blind comparison of slow-release 5-
aminosalicylateand sulfasalazine in remission maintenance in ulcerative
colitis. Gastroenterology, 95(6), 1449-1453.

Murch S. H., MacDonald T. T., Walker-Smith J. A., Levin M., Lionetti P., Klein N. J.
(1993). Disruption of sulphated glycosaminoglycans in intestinal inflammation.
Lancet, 341, 711-714.

Murphy, S. V., and Atala, A. (2014). 3D bioprinting of tissues and organs. Nature
Biotechnology, 32(8), 773-785.

Mutlu-Agardan, N. B., Saris6zen, C., and Torchilin, V. P. (2018). Redox-triggered
intracellular siRNA delivery. Chemical Communications, 54(49), 6368-6371.

Mutlu-Agardan, N. B., Saris6zen, C., and Torchilin, V. P. (2020). Cytotoxicity of
novel redox sensitive PEG 2000-SS-PTX micelles against drug-resistant
ovarian and breast cancer cells. Pharmaceutical Research, 37, 1-8.

Naghieh, S., and Chen, X. (2021). Printability—A key issue in extrusion-based
bioprinting. Journal of Pharmaceutical Analysis, 11(5), 564-579.

Nakamura, M., Ilwanaga, S., Henmi, C., Arai, K., and Nishiyama, Y. (2010).
Biomatrices and biomaterials for future developments of bioprinting and
biofabrication. Biofabrication, 2(1), 014110.

Nazeer, M. A., Yilgor, E., and Yilgor, I. (2019). Electrospun polycaprolactone/silk
fibroin nanofibrous bioactive scaffolds for tissue engineering applications.
Polymer, 168, 86-94.

Neuhaus, B., Frede, A., Westendorf, A. M., and Epple, M. (2015). Gene silencing of
the pro-inflammatory cytokine TNF-a with siRNA delivered by calcium
phosphate nanoparticles, quantified by different methods. Journal of Materials
Chemistry B, 3(36), 7186-7193.



323

Newton, A. M. J., Prabakaran, L., and Jayaveera, K. N. (2012). Formulation
development, optimization and study on drug release kinetics of EudragitA®
L100-HPMC E15 LV mixed film-coated colon-targeted Mesalamine
tablets. Asian Journal of Pharmaceutics (AJP), 6(3).

Nguyén, T. T., Ratanavaraporn, J., and Yodmuang, S., (2019, November). Alginate-
silk fibroin Bioink:A printable hydrogel for tissue engineering, Paper presented
at the 12th Biomedical Engineering International Conference (BMEICON),
Ubon Ratchathani, Thailand,.

Ni, Y., Zhao, X., Zhou, L., Shao, Z., Yan, W., Chen, X., and Jiang, J. J. (2008).
Radiologic and histologic characterization of silk fibroin as scaffold coating for
rabbit  tracheal defect repair. Otolaryngology—Head and  Neck
Surgery, 139(2), 256-261.

Nikam, V. S., Punde, D. S., and Bhandari, R. S. (2020). Silk fibroin nanofibers
enhance cell adhesion of blood-derived fibroblast-like cells: A potential
application for wound healing. Indian Journal of Pharmacology, 52(4), 306-
312.

Nikolaus, S., and Schreiber, S. (2007). Diagnostics of inflammatory bowel disease.
Gastroenterology, 133(5), 1670-1689.

Nogueira, G. M., de Moraes, M. A., Rodas, A. C. D., Higa, O. Z., and Beppu, M. M.
(2011). Hydrogels from silk fibroin metastable solution: Formation and
characterization from a biomaterial perspective. Materials Science and
Engineering: C, 31(5), 997-1001.

Norman, J., Madurawe, R. D., Moore, C. M., Khan, M. A., and Khairuzzaman, A.
(2017). A new chapter in pharmaceutical manufacturing: 3D-printed drug
products. Advanced Drug Delivery Reviews, 108, 39-50.

O’Connell, C. (2020). Characterizing Bioinks for Extrusion Bioprinting: Printability
and Rheology. In: Crook, J.M. (eds) 3D Bioprinting. Methods in Molecular
Biology, vol 2140. Humana, New York, NY, 111-133.

O'Connor, D. M. and Boulis, N. M. (2016). Erratum to 'Gene therapy for
neurodegenerative diseases' [Trends in Molecular Medicine 21 (2015) 504-
512]. Trends in Molecular Medicine, 22(3), 266.

Ogata, T., Nagayoshi, K., Nagasako, T., Kurihara, S., and Nonaka, T. (2006).
Synthesis of hydrogel beads having phosphinic acid groups and its adsorption
ability for lanthanide ions. Reactive and Functional Polymers, 66(6), 625-633.

Oh, Y. K., and Park, T. G. (2009). siRNA delivery systems for cancer treatment.
Advanced Drug Delivery Reviews, 61(10), 850-862.

Onur, T. S, Sitron, C. S., and Dang, A. (2013). Co-administration of hyaluronic acid
with local anaesthetics shows lower cytotoxicity than local anaesthetic
treatment alone in bovine articular chondrocytes. Bone & Joint
Research, 2(12), 270-275.



324

Paarakh, M. P., Jose, P. A., Setty, C. M., and Peter Christopher, G. V. (2019).
Release kinetics — concepts and applications. International Journal of
Pharmacy Research & Technology, 8(1), 12—20.

Palma, E., Costa, N., Molinaro, R., Francardi, M., Paolino, D., Cosco, D., and Fresta,
M. (2019). Improvement of the therapeutic treatment of inflammatory bowel
diseases following rectal administration of mesalazine-loaded chitosan
microparticles vs Asamax®. Carbohydrate Polymers, 212, 430-438.

Palsmeier, R. K., Radzik, D. M., and Lunte, C. E. (1992). Investigation of the
degradation mechanism of 5-aminosalicylic acid in  aqueous
solution. Pharmaceutical Research, 9, 933-938.

Pan, N. C., Pereira, H. C. B., da Silva, M. D. L. C., Vasconcelos, A. F. D., and
Celligoi, M. A. P. C. (2017). Improvement production of hyaluronic acid by
Streptococcus zooepidemicus in sugarcane molasses. Applied Biochemistry
and Biotechnology, 182, 276-293.

Park, C. H., Jeong, L., Cho, D., Kwon, O. H., and Park, W. H. (2013). Effect of
methylcellulose on the formation and drug release behavior of silk fibroin
hydrogel. Carbohydrate Polymers, 98(1), 1179-1185.

Park, H., Park, K., and Shalaby, W. S. (1993). Biodegradable hydrogels for drug
delivery. New York: CRC Press, 93-103.

Patel, H., Panchal D. R., Patel U, Brahmbhatt, T., Suthar, M. (2011). Matrix type
drug delivery system: A Review. Journal of Pharmaceutical Science and
Bioscientific Research,1(3), 143-151.

Patel, K. M., Patel, C. N., Panigrahi, B., Parikh, A. S., and Patel, H. N. (2010).
Development and validation of spectrophotometric methods for the estimation
of mesalamine in tablet dosage forms. Journal of Young Pharmacists, 2(3),
284-288.

Patil, P. B., Hajare, A. A., and Awale, R. P. (2011). Development and Evaluation of
Mesalamine Tablet Formulation for Colon Delivery. Research Journal of
Pharmacy and Technology, 4(11), 1751-1756.

Pavel, C. |., Marghitas, L. A., Bonta, V., Mihai, C. M., and Tomos, L. I. (2013).
Determination of total protein content in royal jelly: A comparison of the
Kjeldahl, The Bradford and the Lowry methods. Lucrari Stiintifice-Seria
Zootehnie, 59, 209-212.

Pellens, L., Gamez Corrales, R., and Mewis, J. (2004). General nonlinear
rheological behavior of associative polymers. Journal of Rheology, 48(2), 379-
393.

Peng, W., Datta, P., Ayan, B., Ozbolat, V., Sosnoski, D., and Ozbolat, I. T. (2017).
3D bioprinting for drug discovery and development in pharmaceutics. Acta
Biomaterialia, 57, 26-46.



325

Peppas, N. A. (1991). Physiologically responsive hydrogels. Journal of Bioactive
and Compatible Polymers, 6(3), 241-246.

Peppas, N. A., Bures, P., Leobandung, W. S., and Ichikawa, H. (2000). Hydrogels
in pharmaceutical formulations. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 50(1), 27-46.

Pereira, F. M., Marques, C., Boncoraglio, T., Esteves, J., Silva, M., Braga, J., and
Ribeiro, M. (2021). Mesalazine-induced hypersensitivity pneumonitis.
European Journal of Case Reports in Internal Medicine, 8(1), 45-63.

Petrova, N. S., Zenkova, M. A., and Chernolovskaya, E. L. (2013). Structure-
functions relations in small interfering RNAs. Practical Applications in
Biomedical Engineering. Croatia.

Peyrin-Biroulet, L., Sandborn, W. J., Panaccione, R., Doménech, E., Pouillon, L.,
Siegmund, B., and Ghosh, S. (2021). Tumour necrosis factor inhibitors in
inflammatory bowel disease: the story continues. Therapeutic Advances in
Gastroenterology, 14.

Phang, Y. N., Chee, S. Y., Lee, C. O.,and Teh, Y. L. (2011). Thermal and microbial
degradation of alginate-based superabsorbent polymer. Polymer degradation
and stability, 96(9), 1653-1661.

Pi, Y., Zhang, X., Wu, Y., Wang, Z., Bai, Y., Liu, X., and Wang, J. (2022). Alginate
Alleviates Dextran Sulfate Sodium-Induced Colitis by Promoting
Bifidobacterium animalis and Intestinal Hyodeoxycholic Acid Synthesis in
Mice. Microbiology Spectrum, 10(6), e02979-22.

Pithadia, A. B., and Jain, S. (2011). Treatment of inflammatory bowel disease (IBD).
Pharmacological Reports, 63(3), 629-642.

Poynard, T., Vernisse, B., and Agostini, H. (1998). Randomized, multicentre
comparison of sodium alginate and cisapride in the symptomatic treatment of
uncomplicated gastro-oesophageal reflux. Alimentary Pharmacology &
Therapeutics, 12,159-165.

Pratt, A. J., and MacRae, I. J. (2009). The RNA-induced silencing complex: a
versatile gene-silencing machine. Journal of Biological Chemistry, 284(27),
17897-17901.

Praveen, R., Verma, P. R. P., Singh, S. K., and George, J. K. (2015). Cross linked
alginate gel beads as floating drug delivery system for cefdinir: optimization
using Box—Behnken design. Journal of Pharmaceutical Investigation, 45, 187-
199.

Press, A. G., Hauptmann, I. A., Hauptmann, L., Fuchs, B., Fuchs, M., Ewe, K.,
Ramadori, G. (1998). Gastrointestinal pH profiles in patients with inflammatory
bowel disease. Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 12(7), 673-678.

Pritchard, E. M., and Kaplan, D. L. (2011). Silk fibroin biomaterials for controlled
release drug delivery. Expert Opinion on Drug Delivery, 8(6), 797-811.



326

Purohit, T. J., Hanning, S. M., and Wu, Z. (2018). Advances in rectal drug delivery
systems. Pharmaceutical Development and Technology, 23(10), 942-952.

Qu, X., Wirsen, A., and Albertsson, A. C. (2000). Novel pH-sensitive chitosan
hydrogels: swelling behavior and states of water. Polymer, 41(12), 4589-4598.

Queiroz, M. F., Teodosio Melo, K. R., Sabry, D. A., Sassaki, G. L., and Rocha, H.
A. O. (2014). Does the use of chitosan contribute to oxalate kidney stone
formation?. Marine Drugs, 13(1), 141-158.

Qunyi, T., and Ganwei, Z. (2005). Rapid synthesis of a superabsorbent from a
saponified starch and acrylonitrile/AMPS graft copolymers. Carbohydrate
Polymers, 62(1), 74-79.

Rahmani, H., Fattahi, A., Sadrjavadi, K., Khaledian, S., and Shokoohinia, Y. (2019).
Preparation and characterization of silk fibroin nanoparticles as a potential
drug delivery system for 5-fluorouracil. Advanced Pharmaceutical
Bulletin, 9(4), 601.

Raia, N. R., Partlow, B. P., McGill, M., Kimmerling, E. P., Ghezzi, C. E., and Kaplan,
D. L. (2017). Enzymatically crosslinked silk-hyaluronic acid hydrogels.
Biomaterials, 131, 58-67.

Rand, T. A., Petersen, S., Du, F. ve Wang, X. (2005). Argonaute2 cleaves the anti-
guide strand of siRNA during RISC activation. Cell, 123(4), 621-629.

Ratnaparkhi, M.P, Gupta, J.P. (2013). Sustained release drug deliverysystem- An
overview. International Journal of Pharma Research & Review., 2(3),11-21.

Raval, N., Jogi, H., Gondaliya, P., Kalia, K., and Tekade, R. K. (2019). Method and
its Composition for encapsulation, stabilization, and delivery of siRNA in
Anionic polymeric nanoplex: An In vitro-In vivo Assessment. Scientific
Reports, 9(1), 1-18.

Reddy, M. S. B., Ponnamma, D., Choudhary, R., & Sadasivuni, K. K. (2021). A
comparative review of natural and synthetic biopolymer composite scaffolds.
Polymers, 13(7), 1105.

Reddy, P. R. S., Rao, K. M., Rao, K. K., Shchipunov, Y., and Ha, C. S. (2014).
Synthesis of alginate based silver nanocomposite hydrogels for biomedical
applications. Macromolecular Research, 22, 832-842.

Ribaldone, D. G., Brigo, S., Mangia, M., Saracco, G. M., Astegiano, M., and
Pellicano, R. (2020). Oral manifestations of inflammatory bowel disease and
the role of non-invasive surrogate markers of disease activity. Medicines, 7(6),
33.

Ribeiro, M., de Moraes, M. A., Beppu, M. M., Monteiro, F. J., and Ferraz, M. P.
(2014). The role of dialysis and freezing on structural conformation, thermal
properties and morphology of silk fibroin hydrogels. Biomatter, 4(1), e28536.



327

Riley, S. A., Mani, V., Goodman, M. J., Herd, M. E., Dutt, S., and Turnberg, L. A.
(1988). Comparison of delayed release 5 aminosalicylic acid (mesalazine) and
sulphasalazine in the treatment of mild to moderate ulcerative colitis relapse.
Gut, 29(5), 669-674.

Rockwood, D. N., Preda, R. C., Yucel, T., Wang, X., Lovett, M. L., and Kaplan, D.
L. (2011). Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin. Nature
Protocols, 6(10), 1612-1631.

Rodriguez, M. J., Brown, J., Giordano, J., Lin, S. J., Omenetto, F. G., and Kaplan,
D. L. (2017). Silk based bioinks for soft tissue reconstruction using 3-
dimensional (3D) printing with in vitro and in vivo assessments. Biomaterials,
117, 105-115.

Rodriguez-Nogales, A., Algieri, F., Laura de Matteis, A., Perez, J. G. M., Vezza, T.,
de la Fuente, J. M., and Rodriguez-Cabezas, M. E. (2016b). Intestinal anti-
inflammatory effects of RGD-functionalized silk fibroin nanoparticles in
trinitrobenzenesulfonic acid-induced experimental colitis in rats. International
Journal of Nanomedicine, 11, 5945.

Rodriguez-Nogales, A., Lozano-Pérez, A. A., Aznar-Cervantes, S. D., Algieri, F.,
Garrido-Mesa, J., Garrido-Mesa, N., and Galvez, J. (2016a). Effect of aqueous
and particulate silk fibroin in a rat model of experimental colitis. International
Journal of Pharmaceutics, 511(1), 1-9.

Roh, D. H., Kang, S. Y., Kim, J. Y., Kwon, Y. B., Young Kweon, H., Lee, K. G., and
Lee, J. H. (2006). Wound healing effect of silk fibroin/alginate-blended sponge
in full thickness skin defect of rat. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, 17, 547-552.

Rokutan, K., Kawahara, T., Kuwano, Y., Tominaga, K., Nishida, K., Teshima-Kondo,
S. (2008). Nox enzymes and oxidative stress in the immunopathology of the
gastrointestinal tract. Seminars in Immunopathology, 30(3), 315-327.

Rujiravanit, R., Kruaykitanon, S., Jamieson, A. M., and Tokura, S. (2003).
Preparation of crosslinked chitosan/silk fibroin blend films for drug delivery
system. Macromolecular Bioscience, 3(10), 604-611.

Russo, I., Carrizzo, A., Bochicchio, S., Piazza, O., Lamberti, G., Barba, A. A., and
Santonicola, A. (2017). siRNA Delivery for Control of Cyclin D1 and E2F1
Expression in Crohn’s Disease. Translational Medicine@ UniSa, 17, 22-30.

Saber-Samandari, S., Yilmaz, O., and Yilmaz, E. (2012). Photoinduced graft
copolymerization onto chitosan under heterogeneous conditions. Journal of
Macromolecular Science, Part A, 49(7), 591-598.

Sah, M. K., and Pramanik, K. (2010). Regenerated silk fibroin from B. mori
silkcocoon for tissue engineering applications. International Journal of
Environmental Science and Development, 1(5), 404.



328

Sah, M. K., and Pramanik, K. (2011). Preparation, characterization and in vitro study
of biocompatible fibroin hydrogel. African Journal of Biotechnology, 10(40),
7878-7892.

Samal, S. K., Dash, M., Chiellini, F., Kaplan, D. L., and Chiellini, E. (2013). Silk
microgels formed by proteolytic enzyme activity. Acta Biomaterialia, 9(9),
8192-8199.

Sanchez-Mufioz, F., Dominguez-Lopez, A., and Yamamoto-Furusho, J. K. (2008).
Role of cytokines in inflammatory bowel disease. World Journal of
Gastroenterology, 14(27), 4280-4288.

Sandborn, W. J., Bosworth, B., Zakko, S., Gordon, G. L., Clemmons, D. R., Golden,
P.L., Rolleri, R.L., Yu, J., Barrett A. C., Bortey, E., Patterson, C., and Forbes,
W. P. (2015). Budesonide foam induces remission in patients with mild to
moderate ulcerative proctitis and ulcerative
proctosigmoiditis. Gastroenterology. 148(4),740-750. e2.

Sandler, N., Maattanen, A., lhalainen, P., Kronberg, L., Meierjohann, A., Viitala, T.,
and Peltonen, J. (2011). Inkjet printing of drug substances and use of porous
substrates-towards individualized dosing. Journal of Pharmaceutical
Sciences, 100(8), 3386-3395.

Sands, B. E., and Kaplan, G. G. (2007). The role of TNFa in ulcerative colitis. The
Journal of Clinical Pharmacology, 47(8), 930-941.

Sastry, S. V., Nyshadham, J. R., and Fix, J. A. (2000). Recent technological
advances in oral drug delivery—a review. Pharmaceutical Science &
Technology Today, 3(4), 138-145.

Saunders, R. E., Gough, J. E., and Derby, B. (2008). Delivery of human fibroblast
cells by piezoelectric drop-on-demand inkjet printing. Biomaterials, 29(2), 193-
203.

Saydam, M., and Takka, S. (2020). Improving the dissolution of a water-insoluble
orphan drug through a fused deposition modelling 3-Dimensional printing
technology approach. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 152,
105426.

Sayed Aly, M. N. (2008). Intra-articular drug delivery: a fast growing approach.
Recent Patents on Drug Delivery & Formulation, 2(3), 231-237.

Scharl, M. (2015). Pathophysiological role of TNF in inflammatory bowel disease:
TNF and its effect on innate immune defense. Anti-tumor necrosis factor
therapy in inflammatory bowel disease, 34, 49-55.

Schroeder, K. W., Tremaine, W. J., and lIstrup, D. M. (1987). Coated oral 5-
aminosalicylic acid therapy for mildly to moderately active ulcerative colitis.
New England Journal of Medicine, 317(26), 1625-1629.



329

Seifirad, S., Karami, H., Shahsavari, S., Mirabasi, F., and Dorkoosh, F. (2016).
Design and characterization of mesalamine loaded nanopatrticles for controlled
delivery system. Nanomedicine Research Journal, 1(2), 97-106.

Seoane-Viano, |., Gdmez-Lado, N., Lazare-Iglesias, H., Garcia-Otero, X., Antunez-
Lépez, J. R., Ruibal, A., and Fernandez-Ferreiro, A. (2020). 3D printed
tacrolimus rectal formulations ameliorate colitis in an experimental animal
model of inflammatory bowel disease. Biomedicines, 8(12), 563.

Serrano-Sevilla, |., Artiga, A., Mitchell, S. G., De Matteis, L., and de la Fuente, J. M.
(2019). Natural polysaccharides for siRNA delivery: Nanocarriers based on
chitosan, hyaluronic acid, and their derivatives. Molecules, 24(14), 2570.

Shaheen, N. J., Hansen, R. A., Morgan, D. R., Gangarosa, L. M., Ringel, Y., Thiny,
M. T., and Sandler, R. S. (2006). The burden of gastrointestinal and liver
diseases. American Journal of Gastroenterology, 101(9), 2128-2138.

Shahini, A., and Shahini, A. (2023). Role of interleukin-6-mediated inflammation in
the pathogenesis of inflammatory bowel disease: Focus on the available
therapeutic approaches and gut microbiome. Journal of Cell Communication
and Signaling, 17(1), 55-74.

Sharma, N., Sharma, A., Bhatnagar, A., Nishad, D., Karwasra, R., Khanna, K., and
Jain, G. K. (2019). Novel gum acacia based macroparticles for colon delivery
of Mesalazine: Development and gammascintigraphy study. Journal of Drug
Delivery Science and Technology, 54, 101224.

Sheikh, F. A., Ju, H. W., Lee, J. M., Moon, B. M., Park, H. J., Lee, O. J., and Park,
C. H. (2015). 3D electrospun silk fibroin nanofibers for fabrication of artificial
skin. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 11(3), 681-691.

Shen, Y., Qian, Y., Zhang, H., Zuo, B., Lu, Z., Fan, Z., and Zhou, C. (2010).
Guidance of olfactory ensheathing cell growth and migration on electrospun
silk fibroin scaffolds. Cell Transplantation, 19(2), 147-158.

Shi, W., Sun, M., Hu, X., Ren, B., Cheng, J., Li, C., and Ao, Y. (2017). Structurally
and functionally optimized silk-fibroin—gelatin scaffold using 3D printing to
repair cartilage injury in vitro and in vivo. Advanced Materials, 29(29),
1701089.

Siegel, C. A. (2011). explaining risks of inflammatory bowel disease therapy to
patients. Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 33(1), 23-32.

Silva, S. S., Maniglio, D., Motta, A., Mano, J. F., Reis, R. L., and Migliaresi, C.
(2008). Genipin-Modified Silk-Fibroin Nanometric Nets. Macromolecular
Bioscience, 8(8), 766-774.

Singleton, J. W., Hanauer, S. B., Gitnick, G. L., and Krawitt, E. L. (1993).
Mesalamine capsules for the treatment of active Crohn’s disease: results of a
16-week trial. Gastroenterology, 104, 1293-1301.



330

Sinha, V. R., and Kumria, R. (2001). Polysaccharides in colon-specific drug
delivery. International Journal of Pharmaceutics, 224(1-2), 19-38.

Sinna, J., Numpaisal, P. O., Ruksakulpiwat, C., and Ruksakulpiwat, Y. (2021).
Extraction of silk fibroin and glycidyl methacrylate grafting on silk fibroin
optimization of SF-g-GMA for meniscus tissue engineering. Materials Today:
Proceedings, 47, 3476-3479.

Siridamrong, P., Phrotjanatharee, P., and Thamronganaskul, N. (2016). Chemical
crosslinking of silk fibroin, chitosan and gelatin blend nanofiber mats. Key
Engineering Materials, 695, 273-277.

Skardal, A., Devarasetty, M., Kang, H. W., Mead, I., Bishop, C., Shupe, T., and
Atala, A. (2015). A hydrogel bioink toolkit for mimicking native tissue
biochemical and mechanical properties in bioprinted tissue constructs. Acta
Biomaterialia, 25, 24-34.

Sobajo, C., Behzad, F., Yuan, X. F., and Bayat, A. (2008). Silk: a potential medium
for tissue engineering. Eplasty, 8.

Soutschek, J., Akinc, A., Bramlage, B., Charisse, K., Constien, R., Donoghue, M.,
ve ark. (2004). Therapeutic silencing of an endogenous gene by systemic
administration of modified siRNAs. Nature, 432(7014), 173-178.

Stalder, A. F., Melchior, T., Muller, M., Sage, D., Blu, T. and Unser, M. (2010). Low-
bond axisymmetric drop shape analysis for surface tension and contact angle
measurements of sessile drops. Colloids and Surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects, 364(1-3), 72-81.

Stenson, W.F. (2004). Inflammatory bowel disease. Goldman, L., Ausiello, D. (Eds.)
Cecil Textbook of Medicine, 22nd Edition, New York:Academic, 861-868.

Sun, W., Gregory, D. A., Tomeh, M. A., and Zhao, X. (2021). Silk fibroin as a
functional biomaterial for tissue engineering. International Journal of Molecular
Sciences, 22(3), 1499.

Sundarakrishnan, A., Acero, E. H., Coburn, J., Chwalek, K., Partlow, B., and Kaplan,
D. L. (2016). Phenol red-silk tyrosine cross-linked hydrogels. Acta
Biomaterialia, 42, 102-113.

Suttenun, N., and Punyamoonwongsa, P. (2015). A new crosslinker for the
preparation of silk fibroin hydrogels. Macromolecular Symposia, 354(1), 273-
279.

Sviri, S., Gafanovich, I., Kramer, M. R., Tsvang, E., Ben-Chetrit, E. (1997).
Mesalamine induced hypersensitivity pneumonitis. A case report and review
of the literature. Journal of Clinical Gastroenterology. 24(1), 34-36.

Swastha, D., Varsha, N., Aravind, S., Samyuktha, K. B., Yokesh, M. M., Balde, A.,
and Nazeer, R. A. (2023). Alginate-based drug carrier systems to target
inflammatory bowel disease: A review. International Journal of Biological
Macromolecules, 244, 125472.



331

Szweykowska-Kulinska, Z., Jarmolowski, A. ve Figlerowicz, M. (2003). RNA
interference and its role in the regulation of eucaryotic gene expression. Acta
Biochimica Polonica, 50(1), 217-229.

Salva, E. (2009). siRNA icin uygun tasiyici sistem gelistiriimesi: in vitro ve in vivo
calismalar, Doktora Tezi. Marmara Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitusu,
Istanbul, 85-93.

Taha, M. O., Aiedeh, K. M., Al-Hiari, Y., and Al-Khatib, H. (2005). Synthesis of zinc-
crosslinked thiolated alginic acid beads and their in vitro evaluation as potential
enteric delivery system with folic acid as model drug. Die Pharmazie-An
International Journal of Pharmaceutical Sciences, 60(10), 736-742.

Takedatsu, H., Mitsuyama, K., and Torimura, T. (2015). Nanomedicine and drug
delivery strategies for treatment of inflammatory bowel disease. World Journal
of Gastroenterology, 21(40), 11343-11352.

Talaat, H. A., Sorour, M. H., Aboulnour, A. G., Shaalan, H. F., Ahmed, E. M., Awad,
A. M., and Ahmed, M. A. (2008). Development of a multi-component fertilizing
hydrogel with relevant techno-economic indicators. American-Eurasian
Journal of Agricultural & Environmental Sciences, 3(5), 764-70.

Taleuzzaman, M. (2018). Limit of Blank (LOB), Limit of Detection (LOD), and Limit
of Quantification (LOQ). Organic & Medicinal Chemistry International Journal,
7(5), 555722.

Tapaswi, R. D., Verma, P. (2013). Matrix tablets: An approach towards oralextended
release drug delivery. International Journal of Pharma Research & Review.
2(2):12-24.

Taylor, K. D., Yang, H., and Rotter, J. I. (2001). Inflammatory bowel disease: Il.
Gene mapping. Molecular Genetics and Metabolism, 74(1-2), 22-44.

Thanki, K., van Eetvelde, D., Geyer, A., Fraire, J., Hendrix, R., Van Eygen, H., and
Foged, C. (2019). Mechanistic profiling of the release kinetics of sSiRNA from
lipidoid-polymer hybrid nanoparticles in vitro and in vivo after pulmonary
administration. Journal of Controlled Release, 310, 82-93.

Thurber, A. E., Omenetto, F. G., and Kaplan, D. L. (2015). In vivo bioresponses to
silk proteins. Biomaterials, 71, 145-157.

Toews, P., and Bates, J. (2023). Influence of drug and polymer molecular weight on
release kinetics from HEMA and HPMA hydrogels. Scientific Reports, 13(1),
16685.

Tofan, T., Borodinas, S., Kacianauskas, R., and Jasevicius, R. (2022). Modeling 3D
droplet movement using a drop-on-demand inkjet printhead model. Processes,
10(8), 1467.

Tomita, M., Hayashi, M., Horie, T., Ishizawa, T., ve Awazu, S. (1988). Enhancement
of colonic drug absorption by the transcellular permeation route.
Pharmaceutical Research, 5, 786-789.



332

Tugcu Demir6z, and Acartirk, F. (2002). Kolona 6zgu ilag tasiyici sistemler. FABAD
Journal of Pharmaceutical Sciences, 27(2), 45-63.

Tugcu Demirdz, F. (2001). Dogal polimerler kullanilarak kolona hedeflendirilmis ilag
sekillerinin gelistiriimesi, Yuksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Saglik Blimleri
Enstitusu, Ankara, 112-126.

Tugcu Demirdz, F., ve Acarturk, F. (2002). Kolona 6zgu ilag tasiyici sistemler.
FABAD Journal of Pharmaceutical Sciences, 27(2).

Tugcu-Demirdz, F., Acarturk, F., and Takka, S. (2006). Investigation of colon-
specific dosage forms of ondansetron prepared with natural polymers. Die
Pharmazie-An International Journal of Pharmaceutical Sciences, 61(11), 916-
9109.

Tugcu-Demirdz, F., Acartirk, F., Takka, S., and Konus-Boyunaga, O. (2004). In-
vitro and in-vivo evaluation of mesalazine—guar gum matrix tablets for colonic
drug delivery. Journal of Drug Targeting, 12(2), 105-112.

Tugcu-Demirdz, F., Acarturk, F., Takka, S., and Konus-Boyunaga, O. (2007).
Evaluation of alginate based mesalazine tablets for intestinal drug delivery.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 67(2), 491-497.

Tugcu-Demirdz, F., Saar, S., Kara, A. A,, Yildiz, A., Tungel, E., and Acarturk, F.
(2021). Development and characterization of chitosan nanoparticles loaded
nanofiber hybrid system for vaginal controlled release of benzydamine.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, 161, 105801.

Turanl, Y. (2022). Kolona 6zgu nanolif ila¢ tasiyici sistemler Uzerine g¢alismalar.
Doktora Tezi. Gazi Universitesi Saglk Bilimleri Enstitisti, Ankara.

Udofia, E. N., and Zhou, W. (2019). A guiding framework for microextrusion additive
manufacturing. Journal of Manufacturing Science and Engineering, 141(5),
050801.

Vadlamidu, H.C., Prasanna Raju, Y., Rubia, Y. B., Vulava, J., and Vandana, K. R.
(2014). In vitro characteristics of modified pulsincap formulation with
mesalamine for ulcerative colitis treatment. Indian Drugs, 51(3), 35.

Vaja, P. N., and Detroja, C. M. (2022). Formulation of mesalamine-loaded rectal
mucoadhesive pellets for the treatment of inflammatory bowel disease using
32full factorial design. International Journal of Applied Pharmaceutics, 14(5),
88-94.

Vakili, H., Kolakovic, R., Genina, N., Marmion, M., Salo, H., lhalainen, P., and
Sandler, N. (2015). Hyperspectral imaging in quality control of inkjet printed
personalised dosage forms. International Journal of Pharmaceutics, 483(1-2),
244-249.

Valluzzi, R., Winkler, S., Wilson, D., and Kaplan, D. L. (2002). Silk: molecular
organization and control of assembly. Philosophical Transactions of the Royal
Society of London. Series B: Biological Sciences, 357(1418), 165-167.



333

Van den Mooter, G., and Kinget, R. (1995). Oral colon-specific drug delivery: A
review. Drug Delivery, 2(2), 81-93.

Van Tendeloo, V. F., Van Broeckhoven, C. ve Berneman, Z. N. (2001). Gene
therapy: principles and applications to hematopoietic cells. Leukemia, 15(4),
523-544.

Vepari, C., and Kaplan, D. L. (2007). Silk as a biomaterial. Progress in Polymer
Science, 32(8-9), 991-1007.

Verstockt, B., Salas, A., Sands, B. E., Abraham, C., Leibovitzh, H., Neurath, M. F.,
and Vande Casteele, N. (2023). IL-12 and IL-23 pathway inhibition in
inflammatory bowel disease. Nature Reviews Gastroenterology &
Hepatology, 20(7), 433-446.

Volpi N., Schiller J., Stern R., Soltés L. (2009). Role, metabolism, chemical
modifications and applications of hyaluronan. Current Medicinal Chemistry,
16, 1718-1745.

Wallace, J. L., MacNaughton, W. K., Morris, G. P. and Beck, P. L. (1989). Inhibition
of leukotriene synthesis markedly accelerates healing in a rat model of
inflammatory bowel disease. Gastroenterology, 96(1), 29-36.

Wang, M. X., Yang, C. H., Liu, Z. Q., Zhou, J., Xu, F., Suo, Z., and Chen, Y. M.
(2015). Tough photoluminescent hydrogels doped with
lanthanide. Macromolecular Rapid Communications, 36(5), 465-471.

Wang, Q. S., Wang, G. F., Zhou, J., Gao, L. N., and Cui, Y. L. (2016). Colon targeted
oral drug delivery system based on alginate-chitosan microspheres loaded
with icariin in the treatment of ulcerative colitis. International Journal of
Pharmaceutics, 515(1-2), 176-185.

Wang, T., Gu, Q., Zhao, J., Mei, J., Shao, M., Pan, Y., and Liu, F. (2015). Calcium
alginate enhances wound healing by up-regulating the ratio of collagen types
I/l in diabetic rats. International Journal of Clinical and Experimental
Pathology, 8(6), 6636.

Wang, X., Kluge, J. A., Leisk, G. G., and Kaplan, D. L. (2008). Sonication-induced
gelation of silk fibroin for cell encapsulation. Biomaterials, 29(8), 1054-1064.

Wang, X., Partlow, B., Liu, J., Zheng, Z., Su, B., Wang, Y., and Kaplan, D. L. (2015).
Injectable silk-polyethylene glycol hydrogels. Acta Biomaterialia, 12, 51-61

Wang, Y., Blasioli, D. J., Kim, H. J., Kim, H. S., and Kaplan, D. L. (2006). Cartilage
tissue engineering with silk scaffolds and human articular
chondrocytes. Biomaterials, 27(25), 4434-4442.

Watanabe, M., Nishino, H., Sameshima, Y., Ota, A., Nakamura, S., and Hibi, T.
(2013). Randomised clinical trial: evaluation of the efficacy of mesalazine
(mesalamine) suppositories in patients with ulcerative colitis and active rectal
inflammation—a placebo-controlled study. Alimentary Pharmacology &
Therapeutics, 38(3), 264-273.



334

Watts, P. J. and lllum, L. (1997). Colonic drug delivery. Drug Development and
Industrial Pharmacy, 23(9), 893-913.

Weinberg, M. S., and Morris, K. V. (2016). Transcriptional gene silencing in
humans. Nucleic Acids Research, 44(14), 6505-6517.

Wen, H., and Park, K. (2010). Introduction and overview of oral controlled release
formulation design. Oral Controlled Release Formulation Design and Drug
Delivery: Theory to Practice, 1-19.

Whittaker, J. L., Choudhury, N. R., Dutta, N. K., and Zannettino, A. (2014). Facile
and rapid ruthenium mediated photo-crosslinking of Bombyx mori silk fibroin.
Journal of Materials Chemistry B, 2(37), 6259-6270.

Wiersma, H., Escher, J. C., Dilger, K., Trenk, D., Benninga, M. A., van Boxtel, C. J.,
and Taminiau, J. (2004). Pharmacokinetics of mesalazine pellets in children
with inflammatory bowel disease. Inflammatory Bowel Diseases, 10(5), 626-
631.

Wilson, D. S., Dalmasso, G., Wang, L., Sitaraman, S. V., Merlin, D., and Murthy, N.
(2010). Orally delivered thioketal nanoparticles loaded with TNF-a—siRNA
target inflammation and inhibit gene expression in the intestines. Nature
Materials, 9(11), 923-928.

Wirtz, S., Popp, V., Kindermann, M., Gerlach, K., Weigmann, B., Fichtner-Feigl, S.,
and Neurath, M. F. (2017). Chemically induced mouse models of acute and
chronic intestinal inflammation. Nature Protocols, 12(7), 1295-1309.

Wittig, B.M., Stallmach, A., Zeitz, M., Gunthert, U. (2002). Functional involvement
of cd44 variant 7 in gut immune response. Pathobiology, 70, 184-189.

Wojcik-Pastuszka, D., Potempa, A., and Musiat, W. (2020). Bipolymeric pectin
millibeads doped with functional polymers as matrices for the controlled and
targeted release of mesalazine. Molecules, 25(23), 5711.

Woltje, M., Kdlbel, A., Aibibu, D., and Cherif, C. (2021). A fast and reliable process
to fabricate regenerated silk fibroin solution from degummed silk in 4
hours. International Journal of Molecular Sciences, 22(19), 10565.

Wu, W., Zheng, Q., Guo, X., Sun, J., and Liu, Y. (2009). A programmed release
multi-drug implant fabricated by three-dimensional printing technology for
bone tuberculosis therapy. Biomedical Materials, 4(6), 065005.

Wu, X., Hou, J., Li, M., Wang, J., Kaplan, D. L., and Lu, S. (2012). Sodium dodecyl
sulfate-induced rapid gelation of silk fibroin. Acta Biomaterialia, 8(6), 2185-
2192.

Wu, Y., Li, S., Jin, M., Li, D., Zhou, Z., Hou, H., and Han, Y. (2021). Preparation of
MSZ hydrogel and its treatment of colitis. Frontiers in Pharmacology, 2305.

Xavier, R. J., and Podolsky, D. K. (2007). Unravelling the pathogenesis of
inflammatory bowel disease. Nature, 448(7152), 427.



335

Xiao, B., and Merlin, D. (2012). Oral colon-specific therapeutic approaches toward
treatment of inflammatory bowel disease. Expert Opinion on Drug
Delivery, 9(11), 1393-1407.

Xiao, B., Laroui, H., Viennois, E., Ayyadurai, S., Charania, M. A., Zhang, Y., and
Merlin, D. (2014). Nanopatrticles with surface antibody against CD98 and
carrying CD98 small interfering RNA reduce colitis in mice. Gastroenterology,
146(5), 1289-1300.

Xiao, W., Liu, W., Sun, J., Dan, X., Wei, D., and Fan, H. (2012). Ultrasonication and
genipin cross-linking to prepare novel silk fibroin—gelatin composite hydrogel.
Journal of Bioactive and Compatible Polymers, 27(4), 327-341

Xiaorui, L., Fuyin, Z., Xudong, W., Xuezheng, G., Shudong, Z., Hui, L., Dandan, D.,
Yubing, L., Lizhen, W., and Yubo, F. (2023). Biomaterial inks for extrusion-
based 3D bioprinting: Property, classification, modification, and selection.
International Journal of Bioprinting, 9(2), 649.

Xie, C., Quan, R., Hong, F., Zou, K., Yan, W., and Fu, Y. (2019). The culprit of
mesalamine intolerance: case series and literature review. BMC
Gastroenterology, 19, 1-5.

Xu, X., Yang, W., Liang, Q., Shi, Y., Zhang, W., Wang, X., and Yin, L. (2019).
Efficient and targeted drug/siRNA co-delivery mediated by reversibly
crosslinked polymersomes toward anti-inflammatory treatment of ulcerative
colitis (UC). Nano Research, 12, 659-667.

Xu, Y., Zhang, Y., Shao, H., and Hu, X. (2005). Solubility and rheological behavior
of silk fibroin (Bombyx mori) in N-methyl morpholine N-oxide. International
Journal of Biological Macromolecules, 35(3-4), 155-161.

Yamamoto, A., Itoh, T., Nasu, R., and Nishida, R. (2013). Effect of sodium alginate
on dextran sulfate sodium-and 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid-induced
experimental colitis in mice. Pharmacology, 92(1-2), 108-116.

Yan, Q., Dong, H., Su, J., Han, J., Song, B., Wei, Q., and Shi, Y. (2018). A review
of 3D printing technology for medical applications. Engineering, 4(5), 729-742.

Yang, D., and Jones, K. S. (2009). Effect of alginate on innate immune activation of
macrophages. Journal of Biomedical Materials Research Part A, 90A(2), 411-
418.

Yang, W., Xu, H., Lan, Y., Zhu, Q., Liu, Y., Huang, S., and Guo, R. (2019).
Preparation and characterisation of a novel silk fibroin/hyaluronic acid/sodium
alginate scaffold for skin repair. International Journal of Biological
Macromolecules, 130, 58-67.

Yao, C., Xie, S., Li, W., Zou, A., Zhou, J., Huo, M. and Zhang, Y. (2010). DDSolver:
An Add-In Program for Modeling and Comparison of Drug Dissolution Profiles.
The AAPS Journal, 12(3), 263-271.



336

Yener, S. (2013). inflamatuar barsak hastaligi modelinde nanopartiktiler sistemlerin
in vitro/in vivo degerlendirilmesi. YUksek Lisans Tezi. Gazi Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitisu, Ankara, 6-15.

Yildiz, A., Agardan, N. B., and Acarturk, F. (2023). Evaluation of the effect of
process parameters on the protein content of silk fibroin. Polymer Bulletin,
80(12), 13181-13198.

Yilmaz Usta, D., Demirtas, O., Okgelik, C., Uslu, A., and Teksin, Z. S. (2018).
Evaluation of in vitro dissolution characteristics of flurbiprofen, a BCS class lla
drug. FABAD Journal of Pharmaceutical Sciences, 43(2), 27-34.

Yorulmaz, E., Yorulmaz, H., Gokmen, E. S., Altinay, S., Kig¢uk, S. H., Zengi, O., and
Sit, D. (2019). Therapeutic effectiveness of rectally administered fish oil and
mesalazine in trinitrobenzenesulfonic acid-induced colitis. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 118, 109247.

Youshia, J., and Lamprecht, A. (2016). Size-dependent nanoparticulate drug
delivery in inflammatory bowel diseases. Expert Opinion on Drug
Delivery, 13(2), 281-294.

Yucel, T., Cebe, P., and Kaplan, D. L. (2009). Vortex-induced injectable silk fibroin
hydrogels. Biophysical Journal, 97(7), 2044-2050.

Zambari, I. F., Muhamad, N. A., Rahma, S., and Hafid, A. (2021). A comparison of
Bradford, Lowry and UV-280 methods to determine the protein content from
green and red Christia vespertilionis leaves. International Journal of Botany
Studies, 6, 508-510.

Zeng, Y. ve Cullen, B. R. (2002). RNA interference in human cells is restricted to
the cytoplasm. RNA, 8(7), 855-860.

Zhai, J., Mantaj, J., and Vllasaliu, D. (2018). Ascorbyl palmitate hydrogel for local,
intestinal delivery of macromolecules. Pharmaceutics, 10(4), 188.

Zhang, B., Gao, L., Ma, L., Luo, Y., Yang, H., and Cui, Z. (2019). 3D Bioprinting: A
novel avenue for manufacturing tissues and organs. Engineering, 5, 777-794.

Zhang, B., Luo, Y., Ma, L., Gao, L., Li, Y., Xue, Q., and Cui, Z. (2018). 3D bioprinting:
an emerging technology full of opportunities and challenges. Bio-Design and
Manufacturing, 1(1), 2-13.

Zhang, S., Ermann, J., Succi, M. D., Zhou, A., Hamilton, M. J., Cao, B., and
Traverso, G. (2015). An inflammation-targeting hydrogel for local drug delivery
in inflammatory bowel disease. Science Translational Medicine, 7(300),
300ral28.

Zhang, W., Wang, X., Wang, S., Zhao, J., Xu, L., Zhu, C., and Jiang, X. (2011). The
use of injectable sonication-induced silk hydrogel for VEGF165 and BMP-2
delivery for elevation of the maxillary sinus floor. Biomaterials, 32(35), 9415-
9424.



337

Zhao, S., Chen, Y., Partlow, B. P., Golding, A. S., Tseng, P., Coburn, J., and Kaplan,
D. L. (2016). Bio-functionalized silk hydrogel microfluidic systems.
Biomaterials, 93, 60-70.

Zheng, Z., Guo, S., Liu, Y., Wu, J., Li, G., Liu, M. and Kaplan, D. (2016). Lithium-
free processing of silk fibroin. Journal of Biomaterials Applications, 31(3), 450-
463.

Zhong, J., Zhou, X., Ye, C., Yu, W,, and Tang, Y. (2021). Using FTIR Imaging to
Investigate Silk Fibroin-Based Materials. Fibrous Proteins: Design, Synthesis,
and Assembly, 207-219.

Zhou, S. Y., Fleisher, D., Pao, L. H., Li, C., Winward, B., and Zimmermann, E. M.
(1999). Intestinal metabolism and transport of 5-aminosalicylate. Drug
Metabolism and Disposition, 27(4), 479-485.

Zhu, W., Ma, X., Gou, M., Mei, D., Zhang, K., and Chen, S. (2016). 3D printing of
functional biomaterials for tissue engineering. Current Opinion in
Biotechnology, 40, 103-112.

Zou, X. H., Zhi, Y. L., Chen, X., Jin, H. M., Wang, L. L., Jiang, Y. Z., and Ouyang,
H. W. (2010). Mesenchymal stem cell seeded knitted silk sling for the
treatment of stress urinary incontinence. Biomaterials, 31(18), 4872-4879.

Zu, M., Ma, Y., Cannup, B., Xie, D., Jung, Y., Zhang, J., and Xiao, B. (2021). Oral
delivery of natural active small molecules by polymeric nanoparticles for the
treatment of inflammatory bowel diseases. Advanced Drug Delivery Reviews,
176, 113887.






339

EKLER



340

EK-1. Etik Kurul Onay Belgesi-1

Evrak Tarih ve Sayisi: 09.07.2020-E.72418

e ]
GAZi UNIVERSITESI e

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanhg:

HVE9 %

8

Sayr : 66332047-604.01.02-
Konu: Degerlendirme ve Onay

Saym Prof. Dr. Fiisun ACARTURK )
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Baskanhg: - Ogretim Uyesi

Aragtirmaci  grubu  Fiisun ACARTURK, Basaran Mutlu AGARDAN, Ahmet
CEYLAN, Aysegiil YILDIZ, Ozge OZGENC'ten olusan G.U.ET-20.031 kod numarali ve
"ipek Fibroin Bazh Ila¢ Yiiklii Hidrojellerin Inflamatuvar Barsak Hastaliginda
Degerlendirilmesi' baslikli aragtirma Oneriniz incelenmis ve Gazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesindeki ilkelere uygun oldugu saptanarak onaylanmasina
oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi rica ederim.

It is unanimously approved that the research project numbered G.U.ET-20.031 and
entitled "Evaluation of Silk Fibroin Based Drug Loaded Hydrogels in Inflammatory Bowel
Disease" is in compliance with Gazi University Animal Experiments Local Ethics Commitee

regulations.

With my best regards.

e-imzahdir
Prof. Dr. Abdulkadir BEDIRLI
Kurul Baskam

Hayvan Tiirti  : Fare Balb/c
Hayvan Sayis1 : 84

Ek: 1 Liste



341

EK-1. (Devam) Etik Kurul Onay Belgesi-1

GAZI UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU TOPLANTI KATILIM
LIiSTESI
TOPLANTI TARIHI :26/06/2020 TOPLANTI SAYISI : 04
ADI-SOYADI - “Z .

Prof.Dr.Abdulkadir BEDIRLI
(Baskan)

Do¢.Dr.Miirside Ayse DEMIREL

Prof.Dr.Suna OMEROGLU

Prof.Dr.Tuncay PEKER

Prof.Dr.Fatma AKAR

Prof.Dr.Emin Umit BAGRIACIK

Prof.Dr.Mecit Orhan ULUDAG

Do¢.Dr.Emre BARIS

Do¢.Dr.ipek SUNTAR

Do¢.Dr.Neset Volkan ASAR

Ogr.Gor.Dr.Seyda DIKER

Ogr.Gor.Dr.Burcu EKIiM

Vet.Hek.Burcu AVCI

Osman iC




342

EK-2. Etik Kurul Onay Belgesi-2

Evrak Tarih ve Sayisi: 27.10.2023-E.785782

T.C.
GAZi UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg:

Say1 : E-66332047-604.01.02-785782 27.10.2023
Konu: Degerlendirme ve Onay

Saymn Prof. Dr. Fiisun ACARTURK

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalh Baskanhgi - Ogretim I"Jyesi

Daha 6nce 09.07.2020 tarih ve E.72418 sayili yazimiz ile onay alan G.U.ET-20.031 kod numarali
"Ipek Fibroin Bazl Ila¢ Yiikli Hidrojellerin Inflamatuvar Barsak Hastaliginda Degerlendirilmesi”
baslikli ¢alismaniz ile ilgili Kurulumuza vermis oldugunuz 31.08.2023 tarihli dilek¢eniz Kurulumuzun
22.09.2023 tarih ve 09 sayili toplantisinda incelenmis olup,

Dilekgede; deney prosediirii geregi farelerde kolit olusturmak igin konu ile ilgili literatiirler goz
oniinde bulundurularak %3,5 a/a konsantrasyona (Kriegel ve Amiji, 2011) sahip dekstran sodyum siilfat
(DSS) farelerin igme suyuna eklendigi ve farelere 6 giin boyunca (Floer vd., 2010) verildigi, ancak,
kolitin hayvanlardaki bireysel farkliliklart nedeniyle, deney modelinin agir seyretmesine bagli kayiplar
gortildiigii, bu nedenle ¢alismada yer alan gruplarin tamamlanabilmesi i¢in ¢alismaniza 40 adet fare daha
eklenmesi ile bu kayiplarin 6nlenebilmesi igin bundan sonraki ¢alismalarda hayvanlara literatirde yer
alan diger bilgiler dogrultusunda (Hilel vd., 2018; Diez-Echave vd., 2021 ) DSS uygulamasinin 5 giine
diistiriilmesi ile ilgili talebinizin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmis olup, karara iliskin imza
listesi ekte gonderilmistir.

Bilgilerinizi rica ederim.

Prof. Dr. Mustafa ARSLAN
Kurul Baskani

Ek:1 Liste



343

EK-2. (Devam) Etik Kurul Onay Belgesi-2

Evrak Tarih-ve Savisii27.10.2023-E.785782— - T
GAZI UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU TOPLANTI KATILIM
LIiSTESI

TOPLANTI TARIHI : 22/09/2023 TOPLANTI SAYISI : 09

ADI-SOYADI IMZA
Prof.Dr.Mustafa ARSLAN -
(Baskan)

Prof.Dr.Miirside Ayse DEMIREL
(Baskan Yrd.)

Prof.Dr.ilker SEN

Prof.Dr.Mustafa KAVUTCU

Prof.Dr.Emin Umit BAGRIACIK

Prof.Dr.ipek SUNTAR

Prof.Dr.Serkan YAVUZ

Prof.Dr.Sule COSKUN CEVHER

Prof.Dr.Fatma Gok¢ce APAYDIN

Prof.Dr.Elvan ANADOL

Do¢.Dr.Yeliz KILINC

Do¢.Dr.Zeliha Aycan OZDEMIRKAN

Do¢.Dr. Duygu AGAGUNDUZ

Dr.Ogr.Uyesi Sevki Mustafa DEMIROZ

Dr.Ogr.Uyesi Sithan GURBUZ

Dr.Ogr.Uyesi Zeynep YIGMAN

Dr.Ogr.Uyesi Nur Banu BAL

Ogr.Gor.Dr.Burcu EKIiM

Ogr.Gor.Dr. Beyza AYDOGAN

Vet.Hek.Burcu AVCI

Osman iC




344

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi : Aysegul YILDIZ
Uyrugu : T.C.
Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali
Telefon
E-mail
Egitim
Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Doktora Gazi Universitesi / Saglik Bilimleri
Enstitist / Farmasoétik Teknoloji
Anabilim Dali
Lisans Ankara Universitesi / Eczacilik
Fakultesi
Lise Nevsehir Anadolu Ogretmen Lisesi
Is Deneyimi
Yil Yer Gorev
2023-Halen Gazi Universitesi Arastirma Gorevlisi
Yabanci Dil
ingilizce
Yayinlar

1. Tort, S., Yildiz, A., Tugcu-Demirdz, F., Akca, G., Kuzukiran, O., Acartirk, F.
(2019). Development and Characterization of Rapid Dissolving Ornidazole
Loaded PVP Electrospun Fibers, Pharmaceutical Development and
Technology, 24(7):864-873,2019.

2. Incecayir,T., Olgac, S., Yildiz, A., Saar,S., Kodan,E. (2019). pH-Dependent
Dissolution Behavior of a Weakly Basic BCS Class Il Drug, Clopidogrel. Latin
American Journal of Pharmacy 38 (10): 1921-8

3.  Tugcu-Demirdz, F., Saar, S., Kara, A. A,, Yildiz, A., Tungel, E., & Acartirk, F.
(2021). Development and characterization of chitosan nanoparticles loaded



345

nanofiber hybrid system for vaginal controlled release of benzydamine.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, 161, 105801. (Q2)

Yildiz, A., Kara, A.A., Acarturk, F., (2020). Peptide-protein based nanofibers in
pharmaceutical and biomedical applications. International Journal of Biological
Macromolecules, 148, 1084-1097

Kogak, E., Yildiz, A., Acarturk, F. (2020). Three dimensional bioprinting
technology: Applications in pharmaceutical and biomedical area. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 111396

Tort, S., Akca, E. K., Olgag, S., Saar, S., Yildiz, A., Unal, i.S., Ozdal., Z.D.,
Tugcu-Demirdz, F. (2021). Development and Evaluation of Sustained Release
Tablet Formulations of Venlafaxine Hydrochloride Saglik Bilimlerinde Deger,
12 (1): 28-35.

Yildiz, A., Mutlu Agardan, N.B. & Acarturk, F. (2023) Evaluation of the effect
of process parameters on the protein content of silk fibroin. Polymer Bulletin,
80(12), 13181-13198. https://doi.org/10.1007/s00289-023-04697-6.

Yildiz A., Birer M., Turgut Birer Y., Uyar R., Yurdakdk-Dikmen B., Acarturk F.
(2023). Silk fibroin nanoparticles and B—tricalcium phosphate loaded tissue
engineered gelatin bone scaffolds: A Nature-based, low-cost solution. Journal
of Biomaterials Applications, 38(5):646-661.

Bildiriler

Sozlu Bildiriler

1.

Tugcu-Demirdz, F., Yildiz, A., Kara, AA., Tungel, E., Saar, S., Acarturk, F.
(2019). Development of Benzydamine Loaded Nanofiber Formulations For
Vaginal Controlled Drug Release, 8th BBBB Conference on Pharmaceutical
Sciences, Cesme, izmir, Turkey.

Saar S., Yildiz A., Tort S., Tugcu-Demir6z, F., Acarturk, F. (2020). A different
approach to nanofiber drug delivery systems: Nanofiber based tablet
formulations, International Eurasian Conference on Biotechnology and
Biochemistry, Ankara, Turkey.

Birer, M., Yildiz, A., Acartlrk, F. (2021). Preparation of silk fibroin nanoparticles
from bombyx mori cocoons by doe approach, 13th International Symposium
on Pharmaceutical Sciences, Ankara, Turkey.

Yildiz,A., Turanl, Y., Birer, M., Saar, S., Tugcu-Demirdz,F., Acarturk,F. (2021).
Fabrication and Characterization of Methylprednisolone-Loaded Colon-
Specific 3D-Printed Drug Delivery Systems. 3rd International Gazi Pharma
Symposium Series, Ankara, Turkey.

Yildiz, A., Mutlu-Agardan, B., Acarturk, F. (2022). Development of Mesalazine
Loaded Hydrogel Formulations by 3D Printing Technology. 20th International
Pharmaceutical Technology Symposium, Ankara, Turkey.



346

Saar,S., Yildiz, A., Yildirnm, E., Uyar, R., Turgut, Y., Yurdakok-Dikmen, B.,
Tugcu-Demirdz, F., Acartirk, F. (2022). In-vitro, Ex-vivo And Cytotoxicity
Evaluation of Hydrocortisone-loaded Nanofiber for Colon Targeting. FIGON
DMD & EUFEPS Annual Meeting, Leiden, Hollanda

Tekin, T., Yildiz A., Tugcu-Demirdz, F., Acarturk, F. (2022). Development of
3D Printed Bovine Serum Albumin Loaded Alginate-Based Hydrogel Dressing
for Wound-Healing Application. 5th International Eurasian Conference on
Biotechnology and Biochemistry, 23-25 Kasim 2022.

Poster Bildirileri

1.

Saar, S., Yildiz, A., Unal, i. S., Ozdal, Z. D., Olgag, S., Kodan, E., Duran, C.,
Tort, S., & Tugcu Demirdz, F. (2018). Development and evaluation of extended
release tablet formulations of venlafaxine hydrochloride. In Proceedings of the
12th International Symposium on Pharmaceutical Sciences (p. 342). Ankara,
Turkey.

Tort, S., Yildiz, A., Tugcu Demiréz, F., Tuncel, E., & Acarturk, F. (2018).
Preparation and characterization of nanofibers containing ornidazole for
buccal application. In Proceedings of the 12th International Symposium on
Pharmaceutical Sciences (p. 342). Ankara, Turkey.

Olgac, S., Yildiz, A., Saar, S., Kodan, E., & incecayir, T. (2018). pH-dependent
dissolution behavior of a weakly basic BCS class Il drug, clopidogrel. In
Proceedings of the 12th International Symposium on Pharmaceutical Sciences
(p- 342). Ankara, Turkey.

Tugcu Demirdz, F., Tort, S., Yildiz, A., Saar, S., & Acarturk, F. (2018).
Permeability studies of nitroimidazole derivative antibiotic loaded nanofibers.
In Proceedings of the 19th International Pharmaceutical Technology
Symposium (p. 342). Antalya, Turkey.

Yildiz, A., Mutlu-Agardan, B., & Acarturk, F. (2021). Studies on modifications
of established silk fibroin production methods to enhance protein content. In
Proceedings of the 12th World Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics
and Pharmaceutical Technology (p. 342). Vienna, Austria.

Yildirim, E., Yildiz, A., Saar, S., Tugcu Demiroz, F., & Acarturk, F. (2021). The
evaluation of the potential eudragit-based delayed release nanofibers for colon
targeting. In Proceedings of the 13th International Symposium on
Pharmaceutical Sciences (p. 342). Ankara, Turkey.

Yildiz, A., Mutlu-Agardan, B., & Acartirk, F. (2021). Optimization and
validation of silk fibroin production process. In Proceedings of the 3rd
International Gazi Pharma Symposium Series (p. 342). Ankara, Turkey.

Tugcu Demirdz, F., Yildinm, E., Saar, S., Yildiz, A., & Acarturk, F. (2021).
Development and characterization studies of hydrocortisone loaded eudragit-
based colon targeted nanofibers. In Proceedings of the 3rd International Gazi
Pharma Symposium Series (p. 342). Ankara, Turkey.



10.

347

Yildiz, A., Saar, S., Yildinm, E., Uyar, R., Yurdakdok Dikmen, B., Tugcu
Demiroz, F. N., & Acarturk, F. (2022). Evaluation of the effect of nanofiber
formulations on the expression of IBD marker TNF-a by cell culture studies. In
Proceedings of the 16th Nanoscience & Nanotechnology Conference
(NANOTR-16) (p. 342). Ankara, Turkey.

Yildiz, A., Mutlu-Agardan, B., & Acarturk, F. (2022). Preparation and in vitro
release studies of mesalazine loaded silk fibroin based nanoparticles. In
Proceedings of the 16th Nanoscience & Nanotechnology Conference
(NANOTR-16) (p. 342). Ankara, Turkey.



i) ) (0]

-

GAZILT OLMAK AVYRICALIKTIR...








