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OZET

ENJEKTE EDILEBILIR HEMOSTATIK FIBROIN
MIKROJELLERIN GELISTIRILMESI

GULSEHER MANAP
Yiiksek Lisans, Polimer Bilimi ve Teknolojisi Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM

Haziran 2018, 94 sayfa

Hemostatik yara ortiileri ve kanamayi durdurucu biyomalzemelerin gelistirilmesi son
yillarda geligmis iilkelerin askeri ve sivil alanda ¢alisan arastirmacilar tarafindan {izerinde
durulan 6nemli bir arastirma konusudur. Giiniimiizde trafik ve is kazalarinin artmasi, halen
devam etmekte olan savaglar ve cerrahi alandaki yetersizlikler travmatik yaralanmalarin
sikligint arttirmaktadir. Yaralanmalar sonucu meydana gelen kontrolsiiz kanamalar
durdurmak i¢in konvansiyonel olarak gazli bez veya g¢esitli hemostatik yara Ortiileri
kullanilmaktadir. Ancak mevcut hemostatik yara ortiileri yara bolgesinin seklini almada,
lyilesme siireci boyunca mekanik biitiinliigiinii korumada ve viicudun her bolgesindeki
kanamalar1 giivenli bir sekilde durdurmada yetersiz kalmakta ve iyilesme siirecinde 1s1 artist,
pihtilasma bozuklugu gibi yan etkiler olusturmaktadir. Bu nedenle her tiirlii kontrolsiiz
kanamanin giivenli bir sekilde durdurulabilmesi i¢in yeni nesil hemostatik biyomalzemelerin

gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Bu tez c¢alismasinin amact yaralanmalar sonucu olusan kontrolsiiz kan kayiplarinda
kanamay1 durduracak, enjekte edilebilir hemostatik fibroin temelli mikrojellerin
gelistirilmesidir. Bu amagla, Bombyx mori kozalarindan diisiik molekiil agirlikli fibroin
(<200 kDa) ekstrakte edilmistir. Daha sonra, ipek fibroinin polimerik konformasyonel
gecisleri (Ipek I ve Ipek IT) kullamilarak, herhangi bir yiizey aktif madde veya organik ¢oziicii
kullanilmadan fibrinojen ve K Vitamini igeren 5 mikrondan kii¢iik partikiil boyutunda
fibroin mikrojeller faz ayirma yontemleri ile hazirlanmistir. Fibroin mikrojeller, kimyasal,



morfolojik, termal, sisme 6zellikleri agisindan genis 6l¢iide karakterize edilmistir. Ayrica,
mikrojellerin viskoelastik davranislari reolojik analizler ile degerlendirmek. Hazirlanan
mikrojellere kayma gerilimi uygulanarak, enjekte edilebilirligi test edilmistir. Daha sonra,
biyouyumluluklar1 hiicre canliligi ile degerlendirilerek onaylanmistir. Mikrojellerin

hemostatik performansi kan pihtilagsma testleri ile gerceklestirilmistir.

Tiim mikrojellerin, kararli Silk IT (B-kristalin) konformasyonunda olup, termal kararlilik ve
yiiksek biyouyumluluk sergiledikleri gdzlenmistir. Mikrojeller arasinda fibrinojen konjuge
orneklerin (Fibgel-FngC) en yiiksek termal kararliliga sahip oldugu gozlenmistir. Reolojik
test sonuglari, yiikksek molekiil agirhigina sahip fibroin (HM-Fibgel) ve fibrinojen konjuge
edilmis fibroin mikrojeller (Fibgel-FngC ve Fibgel-KFngC) i¢in depolama modiili (G’)
kayip modiiliinden (G") daha yiiksek bulunarak, bu mikrojellerin tipik bir jel davranisi
gosterdikleri gozlenmistir. Buna karsilik, diisiik molekiil agirlikli fibroin (Fibgel) ve K
vitamini igeren mikrojel (Fibgel-K) 6rneklerinde ise G', G"”den daha diisiik bulunarak bu
orneklerin hala sol durumunu koruduklarimi gostermistir. Fibrinojen yiiklii fibroin
mikrojeller (Fibgel-Fng) i¢in G’, G"'den biraz daha diisiik bulunmustur. Mevcut bulgular,
HM-Fibgel, Fibgel-FngC ve Fibgel-KFngC o6rneklerinin viskoelastik 6zellik gostererek
enjekte edilebilir formda olduklarimi gostermistir.  Sitotoksisite testi, mikrojellerin L929
fibroblast hiicrelerine higbir toksik etki gostermediklerini, ayn1 zamanda hiicre tutunmasini
ve proliferasyonunu artirdiklar1 géstermistir. Ayrica, mikrojeller iizerindeki kan 60 s iginde
degisen derecelerde pihtilasirken, taze kan 60 s i¢inde pihtilasmamistir. Bu sonuglar fibroin

bazli mikrojellerin hepsinin hemostatik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda enjekte edilebilir hemostatik fibroin mikrojeller basarili bir
sekilde gelistirilmistir. Bu mikrojellerin uygulanan yaranin seklini almasi agisindan hastanin
uyumunu arttiracagl disiiniilmektedir Ayn1 zamanda bu mikrojellerin, protein yapist ve
morfolojik 6zellikleri nedeniyle, yara iyilesme siirecini baglatarak hasarli bolgenin hizli

iyilesmesinde kritik 6neme sahip olacagi diigiiniilmektedir.

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen TSA-2017-15397 nolu proje kapsaminda gergeklestirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: ipek fibroin, mikrojel, hemostatik, enjektabl, yara jeli



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF INJECTABLE HEMOSTATIC FIBROIN
MICROGELS

GULSEHER MANAP
Master of Science, Department of Polymer Science and Technology
Supervisor: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM

June 2018, 94 pages

Recently, developing of homeostatic wound dressings and biomaterials capable of stopping
the bleeding have been the important research subjects of military and civil trauma
researchers of developed countries. At the present time, the increase in the traffic and work
accidents, still continuing wars and inadequacies in the field of surgical operation are
increasing the frequency of traumatic injuries. Conventionally, in order to stop the
uncontrollable bleedings after traumatic injuries, gauze or different homeostatic wound
dressings are being used. However, commercially available homeostatic wound dressings
are insufficient in terms of getting the shape of the wound area, contributing to the wound
healing process, stopping the bleeding safely in every region of the body and are containing
side effects such as lack of heat increase for recovery process and clotting disorder. For this
reason, a new generation of hemostatic biomaterials is needed to be developed in order to

safely stop any uncontrolled bleeding.

The aim of this thesis is to develop an injectable fibroin based hemostatic microgel that
capable of stopping the bleeding in an effective way in traumatic injuries in which there is
an uncontrollable bleeding. In this regard, low molecular weight of silk fibroin protein (<200
kDa) was prepared by extraction from B. mori cocoons. Then, by using the polymeric
conformational transitions (Silk 1 and Silk I1) of silk fibroin, fibrinogen or Vitamin K
containing fibroin microgels less than 5 micron was prepared by phase separation methods
without using any surfactant or organic solvent. Thus, fibroin microgels were extensively
characterizated in terms of chemical, morphological, thermal, swelling properties.

Moreover, rheological measurements were employed to assess the viscoelastic behavior of


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/viscoelastic-behavior

the microgels. Adaptability to the injectable form was studied and optimized by applying
shear stress to the microgells prepared microgels. Then, their biocompatibility was aproved
by assessing cell viability. Blood coagulation tests was performed to examine the hemostatic

performance of the microgels.

It has been observed that all microgels were in stable Silk II (B-crystallin) conformation and
exhibit thermal stability and high biocompatibility. Among them, fibrinogen conjugate
microgels (Fibgel-FngC) had the highest thermal stability. The rheological test results
demonstrated that yielding storage (G’) for high molecular weight fibroin microgel (HM-
Fibgel) and fibrinogen conjugated fibroin microgels (Fibgel-FngC, Fibgel-KFngC) was
higher than loss modulus (G"), indicating the typical gel state. In contrast, G’ was lower than
G” in low molecular weight fibroin microgel (Fibgel) and Vitamin K loaded microgel
(Fibgel-K), indicating that they still maintained the sol state. For fibrinogen loaded fibroin
(Fibgel-Fng) samples, G’ was slightly lower than G”. The current findings suggest that HM-
Fibgel and fibrinogen conjugated microgels (Fibgel-FngC, Fibgel-KFngC) exhibit
viscoelastic properties and these microgels which gives a fully injectable. Cyctotoxicity test
indicated that they are nontoxic on L929 fibroblast cells and also microgels induce cell
attachment and proliferation. Further, the blood on the all microgels clotted with variying
degree after 60 s, whereas fresh blood did not clot within 60 s. These results indicated that

all fibroin based microjel exhibit hemostatic activity.

In conclusion, injectable hemostatic fibroin microgel was successfully developed. Also, in
terms of getting the shape of the applied wound, it will improve the patient compliance.
Further, due to its protein structure and morphological properties, by initiating the wound
healing process, it will have a critical importance for the rapid healing of the damaged tissue.

This thesis was funded by a grant from Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Grant No.TSA-2017-15397).

Keywords: silk fibroin, microgel, fibrinogen, Vitamin K, hemostatic, injectable, wound gel
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1. GIRIS ve TEZIN AMACI

Hemostatik yara ortiileri genellikle viicut disi1 yaralanmalar, travmatik kesikler, cerrahi
girigsimler sonrasinda olusan kanamalar, dis operasyonlari veya ¢esitli nedenlerle pihtilagma
mekanizmast bozuk bireylerin yaralanma veya cerrahi miidahaleler sirasinda siklikla
kullanilmaktadir. Yaralanmalar sonucu olusan kontrol edilemeyen kanamalar konvansiyonel
olarak, standart gazli bez kullanilarak veya turnike uygulanarak durdurulmaya
calisilmaktadir. Ancak, turnike uygulanmasi kol ve bacak yaralanmalarinin kontroliinde
hayati 6nem tasirken boyun, karin veya kasik gibi bolgelerde etkisiz kalmaktadir. Diger
taraftan klinikte kullanilan hemostatik yara ortiileri incelendiginde kanama bdolgesinde
mekanik biitiinliiglinii korumada yetersiz kalmasi, iyilesme siirecinde 1s1 artisi, pihtilagma
bozuklugu gibi olumsuz etkilere sahip oldugu goriilmektedir. Ozellikle antikoagulant
ilaglarin kullanimina bagli olarak bireylerde kanama siiresinin uzamasi, bireylerin
yaralanmalar ve kesiklerinde kullanilmak tizere pratik olarak kullanilabilecekleri hemostatik

yara Ortiilerine hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez calismasinda ipek fibroin mikrojel yapili, biyobozunur, biyouyumlu ve ayni zamanda
hemostatik 6zelligi sayesinde hafif kanamalarin lokal kontroliinde etkin olacak ve sargilama

ihtiyacini ortadan kaldiracak, enjekte edilebilir bir yara ortiisii gelistirilmesi hedeflenmistir.

Biyomalzeme olarak ilk kez ameliyat ipliklerinde kullanilan ipek fibroin, FDA onayl bir
polimer olup, yiiksek biyouyumluluk, oksijen gecirgenligi, biyodegradasyon, minimum
inflamatuar etki, morfolojik elastikiyet ve mekanik o6zellikleri igerisine alan essiz bir
biyomalzemedir. Ipegin sahip oldugu bu iistiin 6zellikleri nedeniyle biyomedikal alanda jel,
stinger, film ve fiber formlarinda kullanilmaktadir. Ancak fibroin proteininin hemostatik
ozellikleri ile ilgili galismalar ¢ok kisitlidir. Son yillarda yapilan bir calismada ipek fibroinin
hemostatik 6zelliklerini incelenmis ve molekiil agirligi azaltilmig ipek fibroinin klinik olarak
hemostatik uygulamalarda kullanilabilecegi rapor edilmistir. Hemostaz testlerinin yapilmasi
sonucu diisiik molekiil agirlikli ipek fibroinin kan koagiilasyonunun intrinsik yolunu aktive

ettigi belirtilmistir [1].

Mikrojeller; biyolojik, kimyasal ve mekanik ozellikleri ayarlanabilen mikro o6lgekli
hidrojellerdir. Birbirinden ayrik ve kolloidal bir yapiya sahip olan mikrojeller, y18in jellere
gore daha fazla yilizey alan1 saglarken, pH veya 1s1ya kars1 duyarliligi y1gin jellere gore daha
fazladir. Mikrojellerin yara Ortiisii olarak tasarlanmasi ile ilgili literatiir ¢alismalari

incelendiginde sentezlenen mikrojellerin genellikle tekstil fiberlerin, filmlerin veya



kompozit hidrojellerin igerisine entegre edilerek kullanildigi gorilmektedir [2, 3].
Literatiirde hemostatik mikrojellerle ilgili ¢ok az ¢aligma bulunmaktadir. Bu nedenle bu
calismada K vitamini ve fibrinojenin fibroin mikrojellere yiiklenerek hemostatik etkisi

incelenmesi planlanmistir.

Fibrinojen, kan pihtilasma siirecinin en 6nemli bilesenlerinden biri olup ayni1 zamanda yara
iyilesme siirecini desteklemede 6nemli bir yere sahiptir. Fibrinojen, distilfit baglar1 ile bagl
ti¢ ¢ift polipeptit zincirinden olusan bir glikoprotein yapisidir. Hemostazin ana substrati olan
fibrinojenin  eklenmesi  koagiilasyonun  yonetilmesinde  baslangic  basamagini
olusturmaktadir [4, 5]. Fibrinojen molekiiliiniin u¢ kisimlarinda, fibrin-fibrin baglanma
bolgelerini maskelemekte olan ortiiler bulunmaktadir. Bu kisimlar uzaklastirildiginda fibrin
monomerleri polimerleserek fibrin polimerini olusturmaktadir. Olusan fibrin fiberler bir ag
yapisi olusturur ve pihtilasma faktorii olan faktor X111 sayesinde kararli hale getirilir. Kararl
hale getirilmis olan bu ag yapisi kan hiicrelerini tutarak kan pihtisi olusturur ve kan akisini
durdurur [6]. Fibrinojen gibi kanin pihtilasmasini hizlandiran ajanlari igeren hemostatik
ortlilerin kullanimi uygulamadaki kolayligi ve etkinligi sebebiyle artmaktadir [7]. Diger
taraftan K vitamini pihtilasma proteinlerinin aktif formlarinin sentezinde etkili, normal
koagiilasyonun saglanmasinda hayati 6neme sahip bir vitamindir. K vitamini, faktor II, VI,
IX, X, protein C ve protein S’in biyosentezlerinde gorev almaktadir. K vitamini, faktorlerin
glutamik asit kalintilarinin karboksilasyonunu saglar ve boylece faktorlerde Gla olusur.
Olusan Gla ve Ca*? birlikteligiyle de faktdrlerin membranlara baglanmasi saglanarak
koagiilasyon sistemi desteklenir. K vitamini eksikligi durumunda faktorlerin

karboksilasyonu gergeklesemez buna bagli olarak da koagiilasyon sistemi aktive olamaz [8].

Kan koagiilasyon sistemi agisindan énemli bir yere sahip olan diger bir etken ise Ca*?
iyonlarinin varhgidir. Ca*? iyonlarinin kan koagiilasyon sisteminin igsel ve dissal
yolaklarinda aktif rol aldig: literatiirden bilinmektedir. Kan pihtisinin olusumunda rol alan

trombin enzimi Ca*? iyonlar1 varliginda aktive olabilmektedir.

Bu bilgiler 1s1ginda ipek fibroin polimerinin konformasyonel gegislerinden yararlanilarak ve
molekiil agriligi dagilimi kontrol edilerek, fibrinojen ve K vitamini yiikli fibroin
mikrojellerin hazirlanmis ve daha sonra CaCl ¢ozeltisi ile formiile edilerek enjekte edilebilir

hemostatik jeller gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemostaz

Yunanca “ayn1” ve “stabil” sozciiklerinden olusan hemostaz, sadece organlarin bir arada
bulunmasi anlamina gelmekle kalmayip ayn1 zamanda tiim viicudu dengede tutan bedensel
islevlerin tamamini olusturmaktadir. Kanin prokoagiilasyonu ve antikoagiilasyonu
arasindaki ¢ok hassas bir denge olan hemostaz, kan proteinleri, kan hiicreleri ve kanin akis
hiz1 gibi faktorlerin en ufak degisiminden oldukea fazla etkilenen gok hassas bir dengedir
(Sekil 2.1). Herhangi bir yaralanma durumunda kanamanin durdurulmasini ve bu esnada da
viicudun normal kan dongiistiniin devamini saglayan karmasik bir fizyolojik siiregtir. Bu
siiregcte cesitli plazma proteinleri plateletler, hiicreler ve koagiilasyon faktorleri gorev

yapmaktadir [9].

Hemostaz 3 etki mekanizmasinin senkronize olarak aktive olmasi ile gerceklesir. Bunlardan
ilki vazokonstriiksiyon, ikincisi plateletlerin birikerek yigin olusturmasi ve son olarak kan
koagiilasyonu ile ptht1 olusumudur [10]. Kan damarlari zarar gordiigiinde ilk olarak kan
damarlarinin kasilarak biiziilmesi olarak bilinen vazokonstriiksiyon meydana gelir. Hedefin
kan kaybinin minimuma indirilmesini saglamak oldugu bu siirecte hasar gormiis olan
bolgeye giden kan akisi yavaglatilir. Kan es zamanli olarak damarlardaki bazal membranda
bulunan kollajenlerle karsilastiginda plateletler kollajene yapisarak aktive olurlar ve
adenozin difosfat, tromboksan ve serotonin gibi kimyasallarin salim1 baslar. Devaminda
plateletler hasar gormiis bolgeye giderek birikmeye baslar. Primer hemostaz olarak bilinen

bu faz genellikle kisa stireli olup hemostatik pihti olumu ile sonuglanmaktadir.

Bir sonraki asama sekonder hemostaz olarak bilinmekte ve primer hemostaz asamasinda
olusan yumusak platelet pihtist bu fazda g¢apraz baglanarak kararli piht1 yapisinin

olusmasiyla sonuglanir [11].
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Sekil 2.1. Koagiilasyon sisteminin ¢esitli elemanlarmin bir arada antikoagiilasyon ve
prokoagiilasyon arasindaki hassas dengeyi kurmasi ve hemostaz dengesinin korunmasi.

2.1.2 Kan Koagiilasyon Sistemi

Cesitli plazma proteinleri, koagiilasyon faktorleri, kalsiyum iyonlar1 ve plateletlerin gorev
yaptig1 koagiilasyon sistemi fibrinojenin fibrine doniisiimii ile tamamlanan bir siiregtir.
Koagiilasyon sistemi ekstrinsik (dissal) yolak ve intrinsik (igsel) yolak olmak {izere iki

kisimdan olusmaktadir.
2.1.2.1 Ekstrinsik Yolak

Doku faktor yolagi olarak da bilinen ekstrinsik yolak tromboplastinler ve faktor I11 gibi doku
faktorleri tarafindan baslatilmaktadir. Bu proteinler kanda bulunmayan fakat damar
ceperlerinden veya hasar goren damarlart ¢evreleyen dokulardan salinan proteinlerdir [11].
Dokuda travma meydana gelmesi doku tromboplastinlerinin salimimi baglatir. Doku
tromboplastinlerinin faktor VII ile birlesmesi sonucu faktdr VII aktive edilmis olur. Olusan
bu kompleks enzimatik olarak faktor X’u aktive eder. Faktor Xa doku
tromboplastinlerindeki veya plateletlerdeki fosfolipidlerle ve faktér Va ile birleserek
protrombin aktivatoriinii olustururlar. Ekstrinsik yolak fibrin olusumu ile sonlanmakta olup

bu yolaga ait diagram Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Ekstrinsik koagiilasyon yolagi. Kutu icerisinde olanlar reaksiyon {iriinlerini
gostermektedir [12].

2.1.2.2 intrinsik Yolak

Intrinsik yolak, faktdr XII tarafindan tetiklenmektedir. Bu enzimin kanimn yabanci bir yiizey
ile temas etmesiyle birlikte aktive olmasindan dolay1 ayni zamanda temas-aktif yolak olarak
da isimlendirilmistir. Intrinsik yolakta oncelikle faktor XII, yabanci yiizey alanma
baglanarak aktive olur. Bu yiizey, saglikli endotel hiicrelerine ait olan membranlarin
haricindeki bir yiizey olarak tanimlanmakta olup, biyomalzeme yiizeyi de bu grubun
icerisine dahil edilmektedir. Yabanci yiizeye tutunmusg plateletler veya hasar gérmiis olan
plateletler, membranlarindaki fosfolipidleri salarlar. Salinan bu bilesige platelet faktor 111
ismi verilmis olup bu platelet tiirevi bilesikler intrinsik yolun iki fakli kisminda katilimda
bulunurlar. Bunlardan biri faktor X’un aktivasyonu sirasinda digeri ise protrombin
aktivatoriiniin olusumu esnasidadir (Sekil 2.3). Intrinsik yolak ve ekstrinsik yolak sonug
olarak ortak yolak olarak bitlesir ve protrombini Ca?* iyonlar1 varliginda trombine
doniistiiren faktor X un aktivasyonu saglanir. Trombin, ¢6ziinebilir bir plazma proteini olan

fibrinojeni ¢dzlinmeyen fibrin proteinine doniistiirmekle kalmayip ayn1 zamanda faktor



XIT'i faktor XIla formunda aktive eder ve bu enzim fibrin proteinlerinin adhere olarak

capraz baglanmasini saglar. Boylece siire¢ kararli piht1 olusumu ile sonlanir [13].
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Sekil 2.3. Intrinsik koagiilasyon yolagi. Kutu igerisinde olanlar reaksiyon iiriinlerini
gostermektedir [12].

Intrinsik yolun baslangic mekanizmasinin anlasilmas1 6zellikle kan ile temas edecek
biyomalzemelerin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Biyomalzeme
kan ile temas ettiginde kanda bulunan ¢esitli proteinler malzeme yiizeyine adsorbe olurlar.
Ozellikle yiiksek molekiil agirhigina sahip kininojen (HMWK) ve faktér XII biyomalzeme
yiizeyine hizlica yapisan iki bilesiktir. Adsorpsiyonda bazi faktér XII ¢esitlerinden biri olan
faktor XIla aktive olur ve bu faktdr XIla prekallikreini kallikreine doniistiirme gorevine
sahiptir. Kallikrein daha sonra aktive olmamis herhangi bir faktor XII ¢esidini karsilikli
olarak aktive eder. Faktor XlIla faktor XI'i aktive eder ve intrinsik yolak devam eder.



2.2. Kan-Biyomalzeme Etkilesimi

Biyomalzemelerin kan ile temas etmesi in vivo uygulamalara yonelik fonksiyonlari
belirlemektedir. Kan uyumlu biyomalzemeler literatiirde kan koagiilsayon sistemi iizerine
etkisi olmayan biyomalzemeler i¢in kullanilan bir tanim olsa da cerrahi miidahaleler, travma
ve hemoraj kontroliiniin saglanmasi gibi durumlarda kan koagiilasyon sisteminin harekete
gecirilmesi hayati 6nem tasimaktadir. Diger bir taraftan kardiyovaskiiler uygulamalarda
piht1 olusumu istenmeyen bir durum olarak karsilanmakta ve bunu engellemek amaciyla
antikoagiilant 6zellik kazandirilmis biyomalzemelere ihtiyag duyulmaktadir [14]. Bu
sebeple kan-biyomalzeme etkilesiminin anlasilmasi farkli amagtaki uygulamalarin kontrol

edilebilmesi adina oldukg¢a 6nem tasimaktadir [15].

Bir biyomalzeme kan ile temas ettiginde gergeklesen ilk olay plazma proteinlerinin
biyomalzeme yiizeyine adsorbe olmasidir. Plateletlerin aktivasyonu, koagiilasyon sisteminin
tetiklenmesi gibi bircok biyolojik reaksiyonlarin baslamasi protein adsorpsiyonuna bagli
olarak gerceklesmektedir. Biyomalzeme ile temas eden proteinlerin intrinsik koagiilasyon
yolununun aktivasyonunda etkili olmas1 ve adsorbe olan fibrinojen, fibronektin gibi plazma
proteinlerin platelet aktivasyonunu saglamasi bu biyolojik olaylara 6rnek olarak verilebilir
[16]. Kan plazmasinda farkli yiiklere sahip, konsantrasyonlari ve molekiil agirliklar
birbirinden farkli 150°den fazla protein bulunmaktadir. Herhangi bir biyomalzemenin kan
ile temas etmesi durumunda malzeme yiizeyinin 6zelliklerine bagli olarak gerceklesen ilk
olay plazmada bulunan bu proteinlerin biyomalzeme yiizeyine adsorbe olmasidir. Saniyeler
igerisinde gergeklesen bu siire¢ gb¢, adsorbsiyon, degisim, denaturasyon ve devam eden
adsorpsiyon olmak tlizere bes fazda incelenebilmektedir. Bu fazlar Sekil 2.4°te sematik

olarak verilmistir.



Sekil 2.4. Protein adsorbsiyonunun fazlart A) Goég, B) Adsorpsiyon, C) Degisim, D)
Denaturasyon, E) Adsorpsiyonun devam etmesi [16].

Go¢ fazinda tagmabilir protein molekiilleri yilizeye dogru tasinmakta ve olay difiizyon
sabitleri ve farkli tiirlerin konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir. Ikinci faz olan
adsorpsiyonda protein molekiilleri hidrofobik veya elektrostatik etkilesimler ile yilizeye
tersinir olarak baglanir. Degisim fazinda yiiksek molekiil agirhigina ve yilizey afinitesine
sahip olan protein molekiilleri yiizeye daha erken gelen diger protein molekiilleri ile yer
degistirmektedir. Adsorbe olan proteinler zamanla ylizeyde yayilmaya baslar ve bunun
sonucunda konformasyonlarinda degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle bu faza
denaturasyon ismi verilmektedir. Son fazda adsorpsiyon devam etmekte ve yilizeye adsorbe

olan proteinler biyomalzeme yiizeyinde bir ¢esit protein kaplamasi olusturmaktadir.



2.3 Hemostatik Ajanlar

Hemostatik ajanlar, kanamanin meydana geldigi durumlarda hastane éncesinde hemostazin
saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bu amagla kanama durumunda ilk uygulanacak adim
turnike uygulamasidir. Fakat turnike uygulanmasi olanaksiz olan boyun, koltuk alt1 ve kasik
gibi  bolgelerdeki kanamalarda topikal hemostatiklerin  kullanilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Topikal hemostatikler hemostazin saglanmasi amaciyla kullanilan ve kiiciik
capli damarlarin hasar gérmesiyle olusan kanamalarda dokularin yilizeyine bolgesel olarak
uygulanan ajanlardir. Ideal bir hemostatik ajandan beklenen &zellikler kolay ve ucuz olmast,
enfeksiyon riski tagimamasi, alerjik etki yaratmamasi ve raf omriiniin minimum iki yil

olmasidir.
2.3.1. Hemostatik Ajanlarm Siniflandiriimasi

Baski ve turnike uygulamasinin uygun olmadigi kanama bolgeleri igin hemostatik polimerik
jeller, mikro siingerler gibi cesitli hemostatikler uygulanmaktadir. Hemostatik ajanlar etki
mekanizmalarina gore faktér yogunlastiricilar, mukoadhezif ortiller ve prokoagiilant
destekleyiciler olmak tizere 3 sinifta incelenmektedir. Faktor yogunlastiricilar; kanin sulu
fazini hizli bir sekilde absorbe ederek hiicresel ve protein bilesenlerinin artmasi sonucunda
piht1 olusturur. Dokuya gii¢lii bir sekilde adhere olan mukoadhezif ortiiler yara bolgesindeki
kanamay1 fiziksel olarak bloke edici ozellige sahiptir. Prokoagiilant destekleyicilerin
mekanizmasi ise kanamakta olan bolge iizerine prokoagiilant faktorlerin iletimini saglayarak

ilerlemektedir [17].

Hemostatik ajanlar kullanilan malzemenin kaynagina gore genel olarak biyolojik kaynakli
ve sentetik kaynakli olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar arasindan polimer bazli
olanlar islenebilirlikleri, iyi mekanik Ozelliklere sahip olmalar1 ve ayarlanabilir
fonksiyonaliteye sahip olmalart sayesinde hemostatik ajan iiretiminde en ¢ok tercih edilen

malzemelerdir.
2.3.2. Hemostatik Polimerler

Polimer bazli hemostatik Ortiiler tasarlanirken etki mekanizmasinin belirlenmesi disinda
genel yapi-Ozellik iligkilerinin de aydinlatilmas1 gerekir. Literatliirde polimer zinciri
icerisindeki elektriksel yiiklerin hemostazin saglanmasinda etkili oldugu belirtilmektedir.
Ozellikle pozitif ve negatif yiikler cesitli yollarla koagiilasyon faktdrlerini aktive ederek
koagiilasyon sistemini tetikleyebilmektedir. Bunlar ayn1 zamanda plateletleri aktive edebilir

ve diger kan proteinleri ile bir araya gelerek yara bolgesinde bir ¢esit ptht1 olusturabilirler.



Ayrica hidroksil ve amin gruplart gibi farkli yliklere sahip olan fonksiyonel gruplarin
hidrojen bag1 yapabilir olmas1 polimeri daha hidrofilik bir yapiya ulagtirarak mukoadezif
Ozellik kazandirabilir. Hidrofilitesinin  arttirllmast  polimerin  kanin  sulu  fazim
absorplamasina ve boylece yara bolgesinde koagiilasyon faktorleri ile plateletlerin
birikmesiyle hemostazin saglanmasina yardimci olur. Bu nedenle hemostatik olarak
kullanilacak polimerlerin gelistirilmesinde arastirmacinin molekiiler tasarimi belirlerken
cevreye zararli olmayan bir kimyasal prosesin secilmesine, ekonomik olmasina ve
endiistriyel iiretiminin zor olmamasina, biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte olmasina

o6nem vermelidir [10].

Literatiirde hemostatik ajan olarak kullanilan cesitli sentetik ve dogal polimerler
bulunmaktadir. En ¢ok galisilan sentetik polimerler poli(siyanoakrilat)lar, poliakrilik asit,
polimerik nanopartikiiller ve baz1 politiretanlardir. Polipeptidler, kollajen, jelatin, oksidize

seliiloz, kitosan ve dekstran en ¢ok tercih edilen dogal polimerlerdir.

2.3.2.1. Hemostatik Ajan Olarak Dogal Polimerler

Kollajen ve jelatin

Deri ve kas dokularinin ana bileseni olan kollajen insan viicudunda en fazla bulunan protein
cesididir. Dogal bir biyopolimer olan kollajenin 25 farkl: tiirii oldugu ve bunlardan kollajen
tip I ve kollajen tip III’ {in hemostazin saglanmasinda kullanildigi bilinmektedir [18].
Kollajen yapisal olarak {iglii helikal bolgeler igeren polipeptid zincirlerinden olusmakta ve
etki mekanizmasina gore fizyolojik hemostaz saglamaktadir. Kanayan bolgeye adhere olan
kollajen, kan plazmasinda bulunan aktivasyon faktorleri ile etkileserek platelet adhezyonunu
tetikler. En bilinen kollajen hemostatik ajanlar Colgel, Helitene ve Avitene’dir.
Mikrofibriller yapida olan bu hemostatikler diger {irlinlerle karsilatirilmis ve enfeksiyon

riskini azaltmada diger tirlinler kadar etkili olmadig1 belirtilmistir [19].

Kollajen tiirevi bir protein olan jelatin asit prosesi, alkali proses, sicaklik-basing yontemi ve
enzimatik proses gibi cesitli yontemler uygulanarak memelilerden, ¢esitli kus ve balik
tirlerinden ekstrakte edilen kollajenin kismi hidrolizi ile elde edilmektedir. Jelatin, hayvan
derisi ve kemigine ait bag dokularinin esas yapisal proteinidir. Fibroz bir yapiya sahiptir ve
kollajende oldugu gibi glisin (Gly), pirolin (Pro), hidroksipirolin (Hyp) temel amino

asitlerinin tekrarlayan birimlerinden olusmaktadir (Sekil 2.5).
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Jelatinin kimyasal yapis1

Sekil 2.5. a) Kollajenden jelatin eldesi, b) Jelatinin kimyasal yapis1 [20].

Suda ¢ozlindiigiinde kolloidal bir jel formunu alan jelatinin hemostatik uygulamalarinda
genel olarak stinger formu tercih edilmekle birlikte toz ve jel formlar1 da mevcuttur [18, 21].
Jelatin bazli ticari hemostatik iiriinlerden en yaygin olanlar1 Gelfoam (Pharmacia & Upjohn),
Surgifoam (Ethicon) ve FloSeal (Baxter Healthcare) olarak bilinmektedir. Gelfoam, suda
¢oziinmeyen, pordz, biikiilebilir bir yapiya sahip, domuz derisinden ekstrakte edilen
jelatinden iiretilmis siinger formunda ticari bir iiriindiir. Kanama bolgesine uygulandiginda
sisme Ozelligi gostermesi omurilik veya beyin gibi kanama bdolgesi dar olan alanlardaki
sinirleri sikigtirabileceginden uygulamalari kisitlamaktadir. Toz formunda da iiretilmis olan
Gelfoam steril su ile birlikte kullanilarak daha ¢ok damar kanamalarinin durdurulmasinda
kullanilmaktadir. Gelfoam uygulandiktan sonra yapilan incelemelerde iiriinde bakteri
tremesi sonucu enfeksiyon olugmasi veya hastada toksik soka sebep olabildigi rapor
edilmistir [21]. Surgifoam siinger, toz veya yapistirici formlar1 mevcut olan, sekli belli
olmayan diizensiz yara bolgeleri i¢in kullanimi uygun ve yine domuz derisinden ekstrakte
edilen jelatinden iiretilmis ticari bir iirlindiir. FloSeal ise sigir jelatininden iiretilen ve

igerisinde insan trombini bulunan viskoz jel formundaki diger bir ticari iirtindiir.
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Oksidize seliiloz

Dogada en fazla bulunan polisakkarit olarak bilinen seliiloz, yapisinda B-1,4-glikozidik
baglar igeren dogal bir polimerdir. Bitkilerden, bakterilerden ve pamuktan elde edilebilen
selillozun Ozellikleri ve buna bagli olarak hangi uygulamada kullanilacag: elde edildigi
kaynaga gore degisiklik gostermektedir. Seliilozun antihidroglukoz birimlerinin her birinde
bulunan hidroksil gruplar giiclii molekiiller aras1 baglar yaparak seliiloza yiiksek kristallik
Ozelligi kazandirir. Seliilozun suda ve genel organik ¢oziiciilerde ¢oziinmemesinin sebebi
sahip oldugu kristalin yapisidir. Kristalinite seliilozun elde edildigi kaynaga gore ¢esitlilik
gostermekle birlikte genel olarak %40 - %60 arasinda degigsmektedir [22]. Seliillozun
endiistriyel alanda ve laboratuvarda kullanilabilmesi i¢in yapidaki hidroksil gruplarinin
oksidize edilmesi olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Oksidize seliiloz primer -OH gruplarinin
oksidize edilmesi sonucu elde edilen ve genel olarak absorbe olabilen hemostatik 6rtii olarak
uygulama alani bulmaktadir. Oksidizasyon islemi kloroformla azot dioksitin kullanimi,
alkali metal nitrit ve nitratlarin kullanimi1 ve giiclii asitlerin kullanildig1 ¢esitli yontemlerle
gerceklestirilebilmektedir (Sekil 2.6). Hemostatik etkilerinin yavas olmasi ve ylizeyinin
asidik Ozellik gostermesi oksidize selilloz bazli hemostatik ortiilerin  kullanimini

smirlamaktadir.

Cheng ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada oksidize seliilozu karboksimetil kitosanla birlikte
kullanarak antibakteriyel ve hemostatik etkisi iyilestirilmis kompozit ortii gelistirmislerdir
[23]. Bu ¢aligmada oncelikle kitosan kloroasetik asitin eterifikasyon ajani olarak kullanildigi
alkali c¢ozelti igerisinde suda c¢oOziinebilir hale getirilmistir. Kitosanin karboksimetil
gruplarinin N ve O pozisyonlarina ge¢mesiyle karboksimetil kitosan (CMC) elde edilmistir.
Bu yapimin oksidize seliiloz ile birlikte kullanilmasiyla suda ¢6ziinebilir, antibakteriyel ve
hizli hemostatik etki gdsteren ortiiler gelistirilmistir. En yaygin kullanilan oksidize seliiloz
bazli ticari tiriin Surgicel’dir. Bitki kaynakli seliilozdan firetilen Surgicel, piht1 olusumunu
tetikleyen ve pihti olusumuna elverisli ti¢ boyutlu yapinin elde edilmesini saglayan topikal
bir hemostattir. Adhezyon 6zelliginin diisiik olmasi sebebiyle 1slak gevre kosullarinda yara
bolgesine etkili bir sekilde yerlestirilememesinden dolayr sadece hafif siddetteki kanamalar

icin kullaniminin uygun olacag: belirtilmistir [24].
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Sekil 2.6. Scliilozun oksidizasyonu sonucu oksidize seliiloz elde edilmesi

Kitosan

Kitinin deasetilizasyonu sonucu elde edilen kitosan, yara bdlgelerinde hizli iyilesme
saglayan katyonik dogal bir polimerdir. Lineer bir yapiya sahip olan kitosan D-glukozamin
ve N-asetil glukozamin birimlerinden olugsmakta ve amino/asetamid grubu, primer ve
sekonder hidroksil gruplari olmak tizere ti¢ reaktif fonksiyonel grup icermektedir (Sekil 2.7)
[25]. Kitosanin biyobozunurluk ve hemostatik 6zellikleri deasetilizasyon derecesine bagli
olarak degisiklik gdstermektedir. Diisiik deasetilizasyon derecesine sahip kitosanin
biyobozunma hizinin daha yiiksek oldugu, ayrica deasetilizasyon derecesinin diismesiyle
kitosanin daha iyi hemostatik aktivite gosterdigi literatiirde belirtilmistir [26]. Kitosanin
hemostatik etki mekanizmasinin kitosanin protonlanmis amin gruplari ile kan hiicrelerinin
negatif yiiklii hiicre membran1 arasindaki elektrostatik etkilesim {izerinden yiiriidiigii
bilinmektedir. Bu etkilesim sonucunda kan hiicrelerinin kanama olan bolgede birikmesi
sonucu piht1 olusturdugu belirtilmistir. Ortii formundaki kitosanlarin ise dokuya adhere
olarak kanamay1 engelledigi ve yara alan bolgenin tizerini kapladigi belirlenmistir [27]. Bu
tirtinler arasindan HemCon ve QuickClot kullanim1 en yaygin olan hemostatik {irtinler olup
Birlesik Devletler ve Birlesik Krallik askeri kuvvetlerinde ilk yardim uygulamalarinda
kullanilmak iizere onaylanmistir [28]. HemCon, kitosan bazli bandaj formunda bir
hemostatik iiriin olup etki mekanizmasina gore mukoadhezif gruba dahildir. Yapisindaki
kitosanin protonlanmis amin gruplar ile kirmizi kan hiicrelerinin negatif yiiklii membranlar

elektrostatik olarak etkilesimi ile aktive olmaktadir.
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Sekil 2.7. Kitosanin kimyasal yapisi

Dekstran

Dekstran a-(1—6) baglarina sahip D-glukoz ana zincirlerinden olusan, lineer yapiya sahip
suda ¢oziinebilirligi yiiksek dogal bir polisakkarittir [29]. Yapisindaki hidroksil gruplarinin
varligl sayesinde c¢esitli proteinler ve farmasdtik ajanlarin yapiya entegre edilmesi
saglanmaktadir [30]. Biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, antijenik ve immunojenik
etkisinin olmamasi dekstranin medikal alanda farkli uygulamalarda kullanilmasini
saglamaktadir. Bunlara ek olarak yumusak doku miihendisliginde kullanilmasi, in vivoda
protein ve enzimlerin immiinojenitesi diisiirmesi gibi ¢esitli fizikokimyasal Ozellikleri
dekstranin hemostatik malzeme olarak kullanimini saglamaktadir [31]. Literatiirde
dekstranin bir¢ok hemostatik malzeme ile beraber kullanilarak hemostatik etkisi arttirilan
triinler elde edildigi goriilmektedir. Balakrishnan ve ark. yapmis olduklari ¢alismada
oksidize edilmis dekstranin kitosan hidroklorid ile etkilesime girererek Schiff-baz
reaksiyonu araciligiyla in situ jellesme Ozelliginde hemostatik etkili doku yapistiricis
gelistirmiglerdir [32]. Schiff- baz reaksiyonu oksidize dekstran ile primer amin gruplarina
sahip olan polimerlerin bir araya gelerek olusturdugu karisimin polimerizasyonudur (Sekil
2.8). Schiff- baz reaksiyonundan yararlanarak hemostatik aktiviteye sahip adhezifler
retilmektedir [33].

/ (0] R\(Mr\ﬁ
H+
r.r\.f—N\ R)‘\P‘JJ ~ MNV/Ll

Sekil 2.8. Schiff-baz reaksiyonu
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Polipeptitler

Protein ve enzimleri olusturmak iizere bir araya gelebilen 20 farkli aminoasit ¢esidi
bulunmaktadir. Bu aminoasitlerin iskelet yapilari ayni olup yalnizca a- karbon atomlarina
bagli olan siibstitiientler farkliik gostermektedir. Peptit molekiilleri hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler gibi
kovalent olmayan baglarin etkisiyle kendiliginden bir araya gelerek kararli yapilar
olusturmaktadir. Kendiliginden bir araya gelme 6zelligi (self assembly) olarak bilinen bu
durum, peptitlerin hemostatikler dahil pek ¢ok alanda kullanimini saglamaktadir.
Kendiliginden bir araya gelen polipeptitler hemostaz alaninda genellikle nanofiber ve
hidrojel formunda kullanilmaktadir [34]. RADA16 (R: arginin, A: alanin, D: aspartik asit)
hemostatik ajan olarak kullanilan jel formunda bir polipeptittir. Diisiik pH 6zelliginden
dolay1 canli dokularin zarar gormesi ve fizyolojik kosullar altinda kararli yapisim
koruyamamasi hemostatik kullanimini sinirlamaktadir [35]. Nie ve ark nin yapmis olduklari
calismada Michael katilmasi ile ¢apraz baglanmis polipeptit /polisakkarit bazli in situ
jellesen hidrojel hemostatik ajan gelistirilmistir. Bu g¢alismada e-Polylysine ve tiyol ile
modifiye edilmis kitosan birlikte kullanilmistir. e-Polylysine bir homopoliamit olup sahip
oldugu primer amin gruplari sayesinde nétral ¢ozeltilerde katyonik 6zellik gostermekte ve
bu sayede hedef doku ile iyonik etkilesimler saglanarak adhezif 6zellik kazanmaktadir [36].
Fibrinojen

Kan koagiilasyon mekanizmasinin en 6nemli faktorlerinden olan fibrinojen sadece hemostaz
dengesinin saglanmasinda degil, ayn1 zamanda doku hasarina bagli olarak gergeklesen
inflamasyon cevabinda, yara iyilesmesinde ve hiicresel etkilesimlerde de 6nemli rollere
sahiptir [4]. Kan sirkiilasyonunda bulunan koagiilasyon proteinleri igerisinde en yiiksek
konsantrasyona sahip olan fibrinojendir ve saglikli bir bireyde bulunan fibrinojen miktari
2.0- 45 g/L araligindadir. Kanamanin oldugu durumlarda ise bu miktar 1 g/L’nin altina
diisebilmekte ve bu miktar kritik seviyeyi ifade etmektedir [37]. Faktor I olarak da bilinen
fibrinojen, kanama durumunda konsantrasyonu kritik seviyeye diisen ilk koagiilasyon
faktoriidiir. Bu nedenle hastanelerde hemoraj durumundaki hastaya genellikle ilk olarak

fibrinojen destegi verilmektedir [38].

Fibrinojen 340 kDa molekiil agirligina sahip ve boyutu 45 nm olan bir glikoproteindir.
Yapisal olarak incelendiginde dista iki D kisimlarindan ve bu iki D kisimlarinin bagli oldugu

merkezde bulunan E kismindan olugsmaktadir. Her bir D bdlgesi a, B ve y olarak adlandirilan
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tic polipeptit zincirinden olusmaktadir (Sekil 2.9). Bu ii¢ polipeptit zinciri birbirine disiilfit
kopriileri ile baglidir ve bu yapinin tamanmu ¢ift kivrimli bir konfigiirasyon olusturmaktadir.
D kisimlar1 da merkezdeki E kismina ¢oklu disiilfit baglar ile baglhidir ve her bir zincir

serbest -COOH terminal grubuna sahiptir [39, 40].

E bolgesi

D bolgesi ¥ zinciri f—A—\ azineiri § ginciri D baélgesi

i‘iw{

Fibrinopeptit B
Fibrinopeptit A

Sekil 2.9. Fibrinojen yapisi

Koagiilasyon sirasinda trombin fibrinojen molekiiliine a ve B polipeptit zincirleri {izerinde
yer alan spesifik aminoasit sekanslari {izerinden baglanarak sonda bulunan fibrinopeptitleri
(N-terminal peptitler) uzaklastirir ve polimerizasyona katilacak bolgeler agiga ¢ikar. Bu
polipeptitler ile komsu fibrinojen monomerinin D kisimlarinda bulunan baglanma noktalari
arasinda kovalent olmayan etkilesimler araciligiyla Sekil 2.10° da gosterilen fibrin

polimerizasyonu gergeklesir [41].

Sekil 2.10. Fibrin polimerizasyonu
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2.3.2.2. Sentetik Kaynakh Malzemeler
Poli(siyanoakrilat)lar

Siyanoakrilatlar, dokular arasindaki adhezyonu saglayan ve fiziksel bir bariyer olusturarak
kan kaybinin artmasim1 engelleyen polimerizasyon hizi yiiksek sivilardir [42].
Siyanoakrilatlarin yapisinda bulunan C=C baglarinin yiiksek elektron eksikligi gostermesi
sayesinde siyanoakrilatlar kan igerigindeki su gibi niikleofillerin varliginda ¢ok hizli bir
sekilde polimerize olmaktadir. Sekil 2.11°de kimyasal yapisi verilmis olan siyanoakrilatlarin
polimerizasyon sonucu yiiksek molekiil agirligina sahip, amorf yapida renksiz bir polimer
olusmaktadir. Olusan polisiyanoakrilatlar, yiiksek polariteye sahip olmasi sayesinde
dokulara hizli adhere olabilmekte ve dokular1 bir arada tutarak kanamay1
durdurabilmektedir. Polisiyanoakrilatlar zincir uzunluklarina gore siniflandirilmaktadir.
Kisa zincir yapisina sahip olan etil ve metil-siyanoakrilatlar dokularda yiiksek toksisiteye
sebep olmakta, uzun zincir yapisina sahip olan biitil ve oktil-siyanoakrilatlarin ise toksik
ozellik gostermemekte fakat dokularda inflamasyona sebep olabildikleri belirtilmektedir.
Siyanoakrilat bazli tirtinler yiikksek maliyete sahip olup genellikle yiizeysel yaralanmalardan
kaynaklanan kanamalarin durdurulmasinda kullanilmaktadirlar. HistoAcryl®, LiquiBand®

ve PeriAcryl® ise genel olarak en bilinen siyanoakrilat bazli ticari tiriinleri olusturmaktadir.
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{
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n
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Sekil 2.11. Poli(siyano akrilat) kimyasal yapisi
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Poli(akrilik asit)

Poli(akrilik asit) (PAA) ¢esitli ilag formiilasyonlarinda kullanilan, polimer zincirindeki —
COOH gruplart (Sekil 2.12) sayesinde g¢evresel uyarilara cevap verebilen capraz bagl
hidrojeller olusturabilen ve biyoadhezif 6zellige sahip bir sentetik polimerdir [43]. Suda
sisebilen capraz bagli poli(akrilik asit) hidrojeller kullanimi kolay ve giivenilir olan
hidrojellerdir. Ito ve ark. yapmis olduklari calismada her ikisinin de farmasotik
uygulamalardaki kullanimi giivenli olan PAA ve PVP (polivinil prolidon) polimerlerini
birlikte kullanmis ve hemostatik alanda kullanilmak tizere dokuya adhere olarak viicut
stvilarini absorplayabilen yapiskan bir hidrojel gelistirmislerdir [44]. PAA ¢ozeltisinden elde
edilen PAA filmi, PVP sulu ¢ozeltisinde ¢oziilmiis ve aralarinda olusan H bagi sayesinde
PAA-PVP hidrojelini elde edilmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada ise karboksimetil kitosan
lizerine graft edilmis poliakrilik asitten olusan porlu yapida ve “‘superabsorbent” olarak
tanimlanan jel formunda hemostatik yara ortiisti gelistirilmistir. Yiiksek sisme kapasitesine
sahip olan superabsorbent biyomalzemenin, Yeni Zelanda tavsanlari iizerinde yapilan
hayvan deneylerinde, modifiye edilmis olan bu polimerin hemostatik 6zellikleri incelenmis
ve piyasadaki diger iriinlerle karsilastirma yapildiginda hemostatik 6zelliginin diger

tirtinlere kiyasla daha iyi oldugu belirtilmistir [45].

Sekil 2.12. Poliakrilik asitin kimyasal yapisi

Poliiiretan

Poliiiretanlar segmental polimer yapisi sayesinde gostermis olduklar1 mekanik 6zellikleri,
farkli fiziksel ozelliklerde kullanilabilmeleri ile kan ve doku uyumluluklar1 sayesinde
biyomedikal alanda siklikla kullanilan polimerlerdendir [46]. Literatiirde poliiiretanlarin
hemostatik etki mekanizmasina dair net bilgi bulunmamakla birlikte, poliliretanlarin

prokoagiilant destegi veya farkli polimerlerin eklenmesiyle hemostatik etki kazandirildigi
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belirtilmistir. Politiretan kopiiklerin hemostatik etkisinin in vitro olarak incelendigi bir
calismada hemostatik etki gosteren biyobozunur poliiiretan sentezlenmistir. Bu sentezde
biitandiol ve 1,4-biitandiizosiyanat sert segment olarak, pi-laktid, e-kaprolakton ve
poli(etilen glikol) (PEG) yumusak segment olarak kullanilmis olup PEG oranmin
arttirtlmasiyla malzemenin hidrofilik 6zelligi arttirilmistir. Bunun disinda poliiiretan yiizeyi
belirli miktarlarda prokoagulantlarla kaplanarak hemostatik etkinin arttirilmasi saglanmistir
[47]. Uretan grubunun yapis1 Sekil 2.13° te verilmistir. Lundin ve ark. yapmis oldugu diger
bir ¢alismada ise poliliretan kopiik igerisine farkli konsantrasyonlarda kaolin eklenerek

hemostatik etkisinin arttirilmasi planlanmigtir [48].

Sekil.2.13. Poliiiretanin kimyasal yapisi

K vitamini

Vitamin K (fitonadion), Diinya Saglhk Orgiitii'niin insan saghigi sisteminde gerekli olan
onemli temel ilaglar listesinde yer alan hayati bir medikaldir. Yags1 bir yapiya sahip olan K
vitamini hidrofobik 6zellikte olup kanama durumunda veya kanama riskinin bulundugu
durumlarda kullanilan 6nemli bir prokoagiilanttir. K vitamininin molekiil yapist Sekil
2.14.’te goriilmektedir. K vitamini kan koagiilasyon sisteminde aktif rol alan Faktor II,
Faktor VII, Faktor IX, Faktor X koagiilasyon proteinlerinin karacigerde sentezlenmesi

sonrasinda pihtilagsma sirasinda aktiflesmesini saglamaktadir [49, 50].

0
CHj
O‘ ~
0 CHy CHg CHs

Sekil 2.14. K vitamininin molekiil yapisi
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2.3.3. Ticari Uriinler ve Karsilasilan Zorluklar

Cok sayida firetici firma herhangi bir cerrahi miidahaleye gerek duyulmadan hemostazin
saglanabilmesi amaciyla c¢esitli hemostatik Ortiiler {iretmektedir. Piyasada travmatik
yaralanmalarin tedavisine yoOnelik kanamayir durdurucu ¢ok sayida ticari malzeme
bulunmakla birlikte literatiirde halen uygun bir tedavi yonteminin gelistirilemedigi
belirtilmektedir [17]. Askeri ve sivil uygulamalarda kullanimi onaylanmis olan hemostatik
tirlinler ticari olarak ilk jenerasyon, ikinci jenerasyon ve iligiincii jenerasyon olmak iizere

gruplandirilmislardir.

Bu hemostatik iirlinlerde karsilagilan sorunlar biyobozunurlugun zayif olmasi, ekzotermik
reaksiyonlarin gergeklesmesi, graniil formunda olanlarin damar liimeni igerisinde kalint
birakabilmesi ve bazi oOrtillerde viral ajanlarin barinabilme olasiligidir. Travmatik
yaralanmalar sonucunda hemostatik yara ortii malzemelerinin uygulanmasinda karsilasilan
temel zorluk enjekte edilebilen ve enjekte edildikten sonra mekanik stabilitesini
koruyabilecek ve yara iyilesme siireci boyunca o bolgede bulunan hiicrelere destek hiicre

dis1 matriks olarak gorev yapacak biyomalzemelerin gelistirilmesidir.

2.4. Biyomedikal Alanda Ipek Fibroin

2.4.1. ipek Fibroin Yapisi ve Ozellikleri

Dokusu, parlakligi, mekanik dayanimi, yumusakligi, piiriizsiizlik 6zelligi, tim mevsimsel
kosullara adapte olabilmesi, boyanabilir 6zellikte olmas1 gibi 6zellikler ipegi benzersiz bir

tekstil malzemesi haline getirmistir [51].

Ipek proteini tirtillar, ériimcekler, akrepler tarafindan iiretilen; bilesenlerinin, yapi ve
ozelliklerinin spesifik kaynaga gore farkliliklar gosterdigi dogal bir polimerdir [52]. En iyi
karakterize edilmis olan ipek tiirleri Nephila clavipes 6riimcegine ait ip yapisinda olan ipek
tirti ve evcillestirilmis Bombyx mori tirtillarina ait kozalardan elde edilen ipek ¢esididir.
Oriimceklerden elde edilen ipegin, kozalardan elde edilen ipege gére daha karmasik bir
yaptya sahip olmasi ve oriimceklerin agresif dogalarinin yiiksek yogunlukta ipek iiretimini
engellemesinden dolayr kullanimlar1 sinirhidir [53]. Giliniimiizde tekstil, biyoteknoloji ve
biyomedikal alanda en ¢ok tercih edilen ipek ¢esidi Bombyx mori tirtillar: tarafindan iiretilen
ipek proteinidir (Sekil 2.15). Ipek bocegi kozalarindan elde edilen ipek fibroin iyi derecede
biyouyumluluk gdstermesi, biyobozunur olmasi, dikkat ¢ekici degerdeki nemlilik 6zelligi,

gaz gecirgenligi ve istiin mekanik ozellikleri sayesinde zengin bir kaynaktir. Protein
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yapisinda dogal bir polimer olan ipek fibroin FDA tarafindan kullanimi onaylanmis bir
biyopolimer olup, essiz aminoasit kompozisyonu ve kimyasal yapist sayesinde cesitli

uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilmaktadir.

Serisin

Fibroin

Sekil 2.15. Ipek bocegi larvasi, kozasi ve yapisi

Ipek fibroin yapisal olarak incelendiginde iki alt proteinden olusan hiyerarsik bir yapiya
sahiptir. Bunlardan ilki ipegin dominant kismini olusturan fibroin proteini, digeri ise fibroini
disaridan bir katman halinde saran serisin proteinidir. Fibroini disaridan bir katman olarak
saran serisin, adhezif 6zelligi sayesinde fibroin filamentlerini bir arada tutarak kozay: riizgar,

yagmur, buzlanma ve giines 1s1gina karsi korur [54].

Serisin varliginda ipek fiberler sert ve tok bir yapiya sahipken, serisinin yapida bulunmamasi
ipek fiberleri yumusak ve parlak bir yapi haline getirmektedir. Ipek endiistrisinde fiberlerin
parlaklik, yumusaklik, piriizsiizlik, beyazlik ve boyanabilirlik 6zelliklerinin
gelistirilebilmesi i¢in serisin proteini fibroinden uzaklastirilir. Biyomedikal uygulamalarda
ise viicutta immiinolojik reaksiyonlara sebep oldugu i¢in serisin proteini, kozalarin alkali

cozeltilerde kaynatilmasiyla fibroinden uzaklastirilir.

Makromolekiiler bir yapiya sahip olan serisin proteininin molekiiler agirligi 10-300 kDa
arasinda degisiklik gostermektedir. Serisin proteini 18 aminoasitten olusmaktadir ve
bunlarin ¢cogunlugu hidroksil, karboksil ve amino gruplar1 gibi gii¢lii polar yan gruplara
sahiptir. Hidrofilik bir yapiya sahip olan serisin proteini; polar bir ¢dziicii icerisinde

¢oziindiigiinde, asit icerisinde veya alkali ¢ozeltilerde hidrolize oldugunda veya proteaz
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tarafindan degrede olmasi sonucu olusan serisin molekiiliiniin biiyiikliigii sicaklik, pH ve
proses siiresi gibi faktorlere baglh olarak degiskenlik gostermektedir. Molekiil agirligi 20
kDa ‘dan kiiglik olan serisin peptitleri veya serisin hidrolizatlar1 sa¢ ve viicut koruma
tirlinlerinde, saglik ile ilgili tiriinlerde ve kozmetiklerde kullanilmaktadir. 20 kDa’dan biiyiik
molekiil agirhigma sahip olan serisin ise ¢ogunlukla medikal biyomalzemelerde,
biyobozunur malzemelerde, fonksiyonel biyomembranlarda, hidrojellerde ve fonksiyonel
fiberlerde kullanilmaktadir [55].

Ipek fibroin birbirini tekrar eden genis hacimli modiiler hidrofobik kisimlardan olusan ve bu
hidrofobik kisimlarin kii¢iik hidrofilik gruplar tarafindan bodliimlere ayrildigi protein
yapisindadir. B.mori kozalarindan elde edilen ipek fibroin proteininin primer yapist temel
olarak glisin (Gly) (%43), alanin (Ala) (%30) ve serin (Ser) (%12) aminoasitlerinden
olugmaktadir (Sekil 2.16). Glisin, alanin ve serin aminoasitlerinin molar oranlar1 sirastyla
3:2:1 seklinde olup, bir araya gelen bu aminoasitler ipek fibroin proteinine ait tipik — (—Ala—
Gly)n — tekrarlayan birimlerini olusturmaktadir. Heterodimerik bir yapiya sahip olan ipek
fibroin proteininin bu karakteristik aminoasit modeli {i¢ polipeptit zincirinin katkisiyla
olusmustur (Sekil 2.17) [56]. Bu polipeptit zincirlerinden ilki agir zincir (Heavy- chain)
(-325 kDa) olarak bilinen biiyiik protein, ikincisi ise hafif zincir (- 25 kDa) (light- chain)
olarak bilinen polipeptit zinciri olup bu iki protein birbirine tekli disiilfit bag: ile
baglanmustir. 25 kDa molekiil agirhigina sahip tiglincii polipeptit zinciri ise P25 olarak bilinen
kiiclik bir glikoprotein olup zincir kompleksine kovalent olmayan etkilesimlerle baghdir.
Ipek fibroin proteini dort alt boliime ayrilmistir. N-ug (N-terminus), tekrarlayan birimler, C-
u¢ (C-terminus) ve L-chain. Hidrofilik kisimlar N- ve C- uglarini igermektedir. N-u¢ negatif
yiikke sahip olup izoelektrik noktast 4.6 iken C-uga ait izoelektrik noktasi 10.5’tir.
Tekrarlayan birimler; glisin ve alaninin olusturdugu uzun hidrofobik kisimlar ile 12

aminoasitten olusan ¢ok kisa hidrofilik ara kisimlarindan olusmaktadir.

y 9 I/OHH 0 ?H3 b0 (':H3
N\)LN/WN\)I\N/\H/N\)LN
"o "o "oon

Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Sekil 2.16. Ipek fibroinin kimyasal yapisi [57].
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Sekil 2.17. Ipek fibroine ait polipeptit zinciri

Glisin-alanin sekanslar1 hidrofobik kisimlari olusturmakta ve esas olarak antiparalel beta
tabakalarin olusumundan sorumludur (Sekil 2.18). Anti-paralel beta tabakalarin olusmasiyla
fiberlerin kararli yapisi ve mekanik 6zellikleri saglanmis olur. Amorf bloklardaki zincir
konformasyonu ipege elastikiyet Ozelligi veren diizensiz sarmal yapisidir. L-zincir ise
hidrofilik ve kismen elastik bir yapiya sahiptir. P25 proteini ise kompleksin biitiinliik ve
saglamligini korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. H- zincir, L- zincir ve P25 zincirlerinin

molar oranlari ise 6:6:1 seklinde ifade edilmektedir.

Paralel p-tabaka

] I
C-terminus \C/C"\N/C\C/N\C/C"\N/C\C/N\C/C“\N/ N-terminus
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| I | I I |
0 H 0 H, 0 H
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terminus l ,l N-terminus
C-terminus \C/C“‘N/ \CU'/N\C/C“\N/ \C(N\C/C“\N
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0 H 0] H 0 H
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Sekil 2.18. Paralel ve antiparalel beta tabakalar [58].
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Son zamanlarda B.mori kozalar1 ve bunun esas proteinleri olan fibroin ve serisin, polimer,
biyomateryaller, kozmetik ve yiyecek endiistrisi gibi alanlardaki potansiyel kullanimlari
sebebiyle bu alanlardaki énemli bir arastirma konusu olmustur. Uzun yillar boyunca ipek
bocekgiligi alaninda goz ardi edilen serisin proteini ile ilgili yapilan arastirmalar sonucunda
diinya ¢apinda 400.000 ton kuru kozadan 50.000 ton serisin iretilebildigi hesaplanmis,
serisinin ¢ogunlukla atik sulara karistigt belirtilmistir. Bu durum suyun kontaminasyonuna
sebep oldugu gibi yiiksek derecede kimyasal ve biyolojik kontaminasyona da sebebiyet
vermektedir. Bu sebeple serisinin uzaklastirilmasi ve kullaniminin 6zellikle Cin, Hindistan
ve Brezilya gibi ipek bocekgiliginin yaygin oldugu iilkelerde giiclii ekonomik, sosyal ve
cevresel katkilar saglayabilecegi belirtilmistir [59].

2.4.2. ipek Fibroinin Biyomalzeme Olarak Kullanimi

Yiizyillardir tekstil malzemesi olarak kullanilan ipek proteininin biyouyumlulugu, kolay
proses edilebilmesi ve mekanik Ozelliklerinin ayarlanabilir olmasi ipegi biyomedikal
uygulamalar a¢isindan uygun bir materyal haline getirmektedir. 1960’11 yillarda hidrojellerin
biyomalzame olarak girmesiyle dikkat ¢cekmis ve doku miihendisligi, ilag salim1, implantlar,
biyosensorler ve biyonanoteknolojide gesitli uygulama alanlart bulmustur [60]. Buna ek
olarak ipek fibroinin, insan derisine ait fibroblastlarin tutunmasini ve proliferasyonunu
desteklemesi sayesinde yara ortiisii materyali olarak mitkemmel bir uygunluk saglamaktadir.
Ipek fibroin doku iskeleleri dondurarak kurutma, tuz ile yikama, gaz kopiiklestirme ve
elektroegirme gibi cesitli metodlar kullanilarak hazirlanabilmektedir. Bu metodlar temel
alinarak ipek fibroin biyomalzemeler film, hidrojel ve ii¢ boyutlu porlu doku iskelesi

formlarinda hazirlanabilmektedir.

24



Uygulama Alam

Doku miihendisligi
e Vaskiiler
e Noral
o Kemik-Kikirdak

e Deri

e 3 boyutlu doku ve

organ liretimi

Kontrollii salim sistemleri
e Ila¢ salim sistemleri
e DNA salimi

e Kanser tedavisi

Tekstil

Cerrahi islemler

Esnek elektronik cihazlar
e Deri sensorleri
e Beyin-makine

arayiizleri

Optikler ve sensorler

Dental uygulamalar

Antikoagiilant malzemeler

Uygulama

Formu

Nanofiber
Stinger
Film

Hidrojel

Mikrokapsiil
Film

Mikro igne
Lipozom
Hidrojel
Nanofiber

Stinger

Fiber

Film

Membran

Nanofiber

Mikro igne

Kompozit

Kompozit

malzeme

25

Tablo 2.1 Ipek fibroinin biyomedikal uygulamalar
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2.4.2.1. Fibroin Hidrojeller

Hidrojeller, biiylik bir yiizdesini suyun olusturdugu kimyasal veya fiziksel yollarla ¢apraz
baglanmis ii¢ boyutlu polimerik sistemlerdir. Hidrojeller ¢cogunlukla sividan olusmasina
ragmen, yapilarindaki osmotik kuvvetler sayesinde, yiiksek elastikiyet ve esneklik gibi kati-
benzeri mekaniksel davraniglar sergilemektedirler. Hidrojel yapisi polimer zincirlerinin

capraz baglanmasi sonucu olusmaktadir.

Hidrojel sistemlerinde esas olarak kimyasal ve fiziksel olmak {izere iki tip capraz baglanma
gorilmektedir. Kimyasal olarak c¢apraz baglanmis hidrojellerde, monomerler veya
polimerler gibi baglatici materyaller, ¢apraz baglayicilar aracilifiyla birbirine kimyasal
reaksiyonlarla veya polimerizasyonla tutturulmustur.  Genellikle  hidrojellerin
polimerizasyonu UV 1ginlari, v 1s1nlart veya elektron demeti radyasyonuna maruz birakilarak
indiiklenmektedir [71]. Kimyasal ¢apraz baglanma, gapraz bag yogunlugunun kontrol
edilmesi, ¢esitli polimerler igin uygun g¢apraz baglanma modellerinin uygulanabilmesi
acisindan yararl bir yontem olmasina ragmen saflastirma isleminden sonra reaktif ajanlar,
polimerlesmis kiimeler ve sonlanmamis biiylimekte olan zincirler gibi uzaklastirilamayan
sitotoksik kalintilarin bulunmasi1 hidrojellerin biyomedikal uygulamalarinda cesitli
komplikasyonlarin olugsmasina sebebiyet vermektedir [72]. Buna karsilik, fiziksel olarak
capraz baglanmis hidrojellerle bu komplikasyonlar engellenebilmektedir. Kristalizasyon,
stvi-s1vi faz ayrigsmasi, iyonik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve topolojik ¢capraz baglanmalar
bu tip hidrojellerde ¢apraz baglayici olarak kullanilabilmektedir. Bu nedenle fiziksel olarak
capraz baglanmis hidrojeller; toksik reaktif molekiillerin ¢apraz baglanma isleminde
uzaklagtirilmasi1 sayesinde sitokinler, hiicreler gibi biyoaktif bilesiklerin yap1 igerisine
alinmasina firsat saglamaktadir [71]. Elektrik, kayma gerilimi ve ultrasonikasyon gibi ¢esitli
fiziksel uyaricilarla hazirlanabilen hidrojeller, hi¢bir kimyasal katki maddesi olmadan

tamamen fiziksel kosullar altinda hazirlanmis hidrojellerdir.

Hidrojellerin hazirlanmasinda cesitli dogal ve sentetik polimerler kullanilmaktadir. Canli
sistemlerin dnemli makromolekiillerinden olan proteinler, spesifik biyokimyasal, mekanik
ve yapisal rolleri iistlenmislerdir. Protein polimerleri biyomedikal uygulamalar agisindan
yararli olan ¢ok cesitli 6zellikler sergilemektedir. Hiyerarsik olarak kendiliginden bir araya
gelebilmeleri hiicresel cevreyi taklit edebilmelerini saglarken ayni zamanda bu o6zelligi
biyomedikal malzemelerin olusturulmasinda asagidan yukar1 yaklasimma olanak

saglamaktadir. Baz1 proteinler, diger protein ve ligandlarla etkilesimi saglayan hiicresel
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sinyallere yardimeci olan c¢esitli kisimlar icermektedir. Bu proteinlerden hazirlanan

biyomalzemelerin bu 6zelligi devam ettirebilecegi ongoriilmektedir.

Gelismis materyallerin bir sinifin1 olusturan ipek hidrojeller yumusak biyolojik dokular1
fiziksel ve mekaniksel olarak taklit edebilme &zelligine sahiptir. Ipek proteininden
hazirlanmis olan hidrojeller kullanilarak konvansiyonel polimerlerden hazirlanan
hidrojellerin yaratmis oldugu kisitlamalarin {istesinden gelinebilmektedir [60]. Ipek
fibroinin yiiksek tekrar eden primer sekanst GAGAGS kristalin yapidaki antiparalel beta
tabakalarin1 olusturmaktadir. Isiya maruz birakma, fiziksel kayma veya bazi organik
solventlerin kullanilmasi suda ¢oziinmeyen kristalin yapilarin olusturulmasina katkida
bulunmaktadir. Ipek fibroinin sulu ¢dzeltisi, kendiliginden bir araya gelme 6zelligi sayesinde
direkt olarak hidrojel olusturabilmekte, mekanizmasi protein zincirlerinin kendiliginden
toplanmasi ve fiziksel olarak capraz baglanmasiyla beta tabaka kristalin yapiya doniismesi
seklinde ilerler. ipek fibroinin hidrojelasyonu diisiik pH, yiiksek sicaklik ve yiiksek iyonik
siddet faktorlerinden etkilenebildigi gibi alternatif olarak ultrasonikasyon, vortexleme gibi
enerji girdileri de ¢ozeltinin fizyolojik kosullarina bagl olarak tetiklenebilmektedir [73]. Hu
ve arkadaglar1 yapmis olduklari ¢aligmada ultrasonikasyon yontemi kullanarak ipek fibroin-
hyaluronik asit blend hidrojeller hazirlanustir. Icerisinde hiicre farklilasmas1 ve
hareketliliginden sorumlu 6nemli bir glikozaminoglikan olan hyaluronik asit bulunan ipek
fibroin jel, fiziksel olarak ¢apraz baglanmis olup, yiiksek kristalin bolgeler igermektedir [71].
Fiziksel olarak c¢apraz baglanmig ipek hidrojeller elde etmenin diger bir yolu ise
elektrojelasyondur. Elektrojelasyonda ipek fibroinin sulu ¢ozeltisi igerisine elektrotlar
birbirine paralel olarak yerlestirilmekte ve bu ¢ozeltiye sabit elektrik akimi saglanarak
eletriksel bir alan olusturulmaktadir. Bir siire sonra pozitif elekrot etrafinda jel olugmasiyla
elektrojelasyon tamamlanmig olur. Tabatabai ve ark. elektrojelasyon yontemi kullanilarak
ipek fibroin jeller sentezlemis ve e-jel olusumunun suyun hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan H ve
OH iyonlarmin elektrodifiizyonuyla pozitif elektrot etrafindaki bolgesel pH degisikliginin
sonucu oldugunu belirtmislerdir [74].

2.4.2.2. ipek Fibroin Mikrojeller

Mikrojeller; biyolojik, kimyasal ve mekanik &zellikleri ayarlanabilen mikroskobik
hidrojellerdir. Birbirinden ayrik ve kolloidal bir yapiya sahip olan mikrojeller y1gin jellere
gore daha fazla yiizey alani saglarken, pH veya 1siya kars1 duyarlilig1 y18in jellere gore daha
fazladir. Bu porlu yapilar ¢oziicii kalitesine ve dis uyaricilarin etkisine cevap olarak sisme

ve biliziilme davranis1 gosterirler. Porlu yapilar sayesinde kiiciik molekiilleri biinyelerine
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alabildikleri gibi bunlan difiize edebilirler. Mikrojellerin bu 6zelligi spesifik katkilarin
kontrollii bir sekilde salimini saglar. Ipek fibroin zincirlerinin biinyesinde hidrofilik ve
hidrofobik o6zelliklerin bir arada bulunmasi, sulu ¢ozeltilerde bir araya gelerek olusan
mikrojel, misel ve kesecik gibi farkli formlarmnim olusmasini tesvik etmektedir [75]. ilag
yiikkleme kapasitelerinin yiiksek olmasi ve etkin maddenin ortamin pH, sicaklik ve iyon
konsantrasyonu gibi ¢evresel kosullara bagli olarak kontrollii salimini saglayabilmesi

sayesinde kontrollii ilag salim sistemlerinde oldukga sik tercih edilmektedirler.
2.4.3 Ipek Fibroinin Hemostatik Ozellikleri

Bugiine kadar hemostazin saglanmasi amaciyla farkli metodlarla hazirlanmis sentetik ve
biyolojik kaynakli olan gesitli topikal hemostatikler tiretilmistir. Bunlar genellikle jelatin,
fibril yapida kollajen, oksidize seliiloz, kitosan, platelet jeller ve fibrin bazli ortiiler olup
alerjik reaksiyonlara, sebebi tam olarak saptanamayan enfeksiyonlara neden olabilmeleri ve
raf Omiirlerinin az olmasi gibi kullanim smirlamalarina sahiptir. Medikal teknolojide
hemostaz1 saglamak amaciyla kullanilan mikro/nano yapidaki hemostatik ajanlarin
tiretiminde kullanilan sentetik polipeptidlerin sentezlenmesi olduk¢a zor ve pahali bir
yontemdir. Ipek fibroinin kararli amino asit yapisi, kristalin B-tabaka yapisi, diisiik
inflamasyon etkisi, dayaniklilig1 ve toklugu sayesinde tiretimi hayli zor ve yiiksek maliyetli
sentetik peptidlere bir alternatif olarak sunulabilmektedir. Ipek fibroinin medikal
uygulamalarda film, hidrojel, fiber, mikrokiire ve kompozit gibi c¢esitli formlarda

islenebilirligi de ipek fibroinin avantajlari arasinda yer almaktadir.

Ipek fibroinin hemostatik alanda kullanilmasiyla ilgili yapilan ¢alismalarda genellikle
koagiilant destekleyici faktorlerden yararlanildigi goriilmektedir. Bu koagiilasyon
destekleyiciler kan koagiilasyon sistemini tetikleyerek hemostazin basarili bir sekilde
gergeklesmesini saglayan faktorlerdir. Teuschl ve ark. yapmis oldugu ¢alismada sulu ipek
fibroin ¢ozeltisi igerisine farkli derisimlerde fibrinojen ve trombin ¢ozeltileri ilave etmis,
olusan bu karisim hiicre kiiltiirii kaplarina dokiilerek dondurarak kurutma teknigi ile ipek
fibroin bazli koagiilant destekli hemostatik ajan gelistirmislerdir [7]. Karahaliloglu ve ark.
yapmis olduklari ¢aligma ise ipek fibroinin farkli dogal polimerlerle birlikte kullanildig: ve
biraz daha nanoteknolojik yaklagimin oldugu diger bir literatiir 6rnegidir. Bu c¢aligmada
nano/mikro c¢ift tabakali hemostatik ortii gelistirilmis olup bu amacla kitosan pordz yapidaki
alt tabakay1 olustururken ipek fibroin ve bakteriyal seliiloz fibriler yapidaki {ist tabakay1

olusturmaktadir. Elde edilen ¢ift katmanli bu filmin iist katmanina K vitamini, protamin
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stilfat ve kaolin gibi koagiilasyon sitemini tetikleyecek ajanlar eklenmis ve bunlarin

hemostatik etkileri incelenmistir [76].

Normal 6zelliklere sahip ipek fibroin proteininin tek basina kullanildiginda herhangi bir
hemostatik 6zellik gostermedigi bilinmektedir. Ancak Lei ve ark. diisiik molekiil agirhigina
sahip ipek fibroin tiizerine yapmis olduklar1 c¢alismada, farkli hidroliz sicakliklari
uygulanarak elde edilen ipek fibroinin intrinsik yolagi aktive ederek hemostatik etki
gosterdigini belirlemislerdir. 42 kDa, 22 kDa ve 10 kDa molekiil agirliklarina sahip olan ii¢
farkl ipek fibroinden 42 kDa molekiil agirligina sahip olan 6rnegin en iyi hemostatik etki
gosterdigi belirtilmistir. Lei ve ark. yapmis olduklari bu ¢aligma herhangi bir koagiilant
destek faktoriinlinlin kullanilmadan ipek fibroinin tek basina hemostatik etki gosterdigi ilk
literatiir calismas1 olup ipegin hemostatik 6zellik kazanmasinin degisen amino asit

iceriginden kaynaklandigini ileri siirmektedir [1].

2.5. Fibroin Mikrokiire Elde Edilmesinde Kullanilan Yontemler

Ipek fibroin bazli partikiil sistemleri cesitli etken maddelerin enkapsiilasyonunu,
adsorbsiyonunu ve iletimini kontrollii olarak gergeklestirebilen stabil ve ¢cok yonlii tastyici
sistemlerdir.  Partikiil ~sistemler birden fazla biyoaktif ajanin hedeflenmesini
destekleyebilmesi sayesinde c¢oklu tanilama sistemlerinde [77], biyomimetik ozellikleri
sayesinde doku rejenerasyonunda, patojenlerle benzer boyut ve yap1 Ozellikler
kazandirilabilmesiyle as1 uygulamalarinda [78] olmak tiizere farkli alanlarda 6nemli

avantajlar sunan sistemlerdir.

Ipek fibroin bazli partikiil sistemlerin hazirlanmasi amaciyla kullanilan sistemler bottom up
ve top down olmak {iizere iki yaklagim altinda simiflandirilmaktadir. Kimyasal prosesler
uygulanmasiyla partikiil formda ipek elde edilmesi asagidan yukari yaklasim olarak
bilinmekte ve bu yaklasimda farkli ¢oziiciiler kullanilarak ipek fibroindeki beta tabakalar
arasindaki intermolekiiler baglarin kirilmast sonucu partikiil yap1 elde edilmektedir.
Sonrasinda elde edilen partikiil yapiya genellikle metanol veya water treatment yapilarak
suda ¢oztinmeyen Kararli bir forma ulagmasi saglanir. Yukaridan asagi yaklagiminda ise ipek
fibroin cesitli 6glitme makineleri tarafindan mekanik olarak parcalanarak ipek partikiiller
elde edilebilmektedir. Partikiil yapida ipek fibroin elde etmek amaciyla uygulanan yontemler

Tablo 2.2’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2. Fibroin mikrokiire elde edilmesinde kullanilan yontemler.

Metod Kimyasal | Avantaj Dezavantaj Partikiil | Ref.
Cozelti Boyutu
Elektrospreyleme Formik asit | Basit yontem, Diisiik verim, 80 nm [79,
yiiksek uygulama <100 nm | 80]
monodispersite sonrasi islem
gerekliligi
Organik solvent Cesitli Kiigiik partikiil Organik 35-125 [81]
igerisinde ¢oktiirme | organik boyutu solvent nm
¢Oziiciiler kalintisi,
Emiilsiyonlastirma | Parafin Piirtizsiiz ylizeyler | Alkol ile 80-150 [82]
i¢in uygun teknik muamele pm
Tuz ile ¢oktiirme Potasyum Yiiksek verim, Coktiirme 486nm- [83]
fosfat toksik ¢oziicii ajanlari 2um
kullanimi1 yok uzaklastirilmali
PVA-faz ayrimi PVA Kolay yontem, 300 nm - | [84]
enerji etkili, PVA kalintis1 20um
organik ¢oziicii
kullanimi1 yok
Elektrik alan Formik asit | Basit Diisiik 10nm-1 | [73]
elektrojelasyon monodispersite | pm
kosullar1
Donma kaynakli Etanol Temiz yontem, Etanol kalintis1 | 210- 510 | [85]
kendiliginden bir agregasyon yok nm
araya gelme
Siiperkritik CO> HFIP Daha az kalint1 Yiiksek 52.5-
teknolojisi (1,1,1,3,3,3 | gevre dostu yontem | maliyet 102.3 nm | [86]
hegzafloro-
2-propanol)
Mikroakigkanlar Span 80, Iyi monodispersite, | Siirfaktan 1-10 um | [87]
oleik asit, homojen boyut kalintist
metanol dagilimi
Kapiler SDS, Kolay proses Organik <100nm | [88]
Mikroyazdirma kalsiyum ¢oziicii ve SDS
nitrat kalintist

tetrahidrat,
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3. MALZEME ve METOD

3.1. Malzeme

Ipek fibroin ekstraksiyonunda kullanilan Bombyx mori cinsi ipek kozalar1 Kozabirlik (Bursa)
firmasindan satin alinarak temin edilmistir. Serisin proteinin uzaklastirilmast isleminde
NaHCOs3 (Sigma Aldrich, Almanya) ¢6zeltisi, serisini uzaklagtirilan ipek fibroin fiberlerin
¢Oziilmesi amaciyla LiBr (Sigma Aldrich, Almanya) ¢6zeltisi kullanilmistir. Elde edilen ipek
fibroin sulu ¢6zeltisinin diyalizi i¢in 3,5 kDa diyaliz kaseti (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilmistir. Ipek mikrojel ele edilmesi amaciyla uygulanan faz ayrimi ydnteminde
poli(vinil alkol) (PVA, molekiil agirligr 30.000-70.000 g/mol, Sigma Aldrich, Almanya)
kullanilmistir. Koagiilasyon destekleyici etkenler olarak K1 vitamini (Konakion, 10mg/
ampiil, Roche, Isvigre) ve fibrinojen (insan plazmasi, molekiil agirhigi 340 kDa, Sigma
Aldrich, Almanya) kullanilmistir. Fosfat tamponunun hazirlanmasinda, fosfat tampon tuzu
(PBS, pH 7.4, Sigma Aldrich, Almanya) kullanilmistir. Fibrinojen konjuge mikrojeller
hazirlanmasinda tampon ¢ozeltinin pH degeri %37 (v/v)’ lik HCI (Sigma Aldrich, ABD)
kullanilarak ayarlanmistir. Konjugasyonda N-Etil-N’-(3-dimetilaminopropil) karbodimid
(EDC, molekiil agirligi 191.7 g/mol, Sigma Aldrich, Almanya) ve N-Hidroksisiiksinimid
(NHS, molekiil agirligi 115.05 g/mol, Sigma Aldrich, Almanya) kullanilmistir. Sitotoksisite
deneylerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2-5-difeniltetrazolyum bromit (MTT, Sigma
Aldrich, ABD) kullanilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Fibroin Proteininin B.Mori Kozalarindan Ekstraksiyonu

Fibroin proteininin B.Mori kozalarindan ekstraksiyonu i¢in standart yontem uygulanmistir.
Bu amagla, Bursa Kozabirlik’ten alinan ve igerisindeki bocekleri uzaklastirilan ipek kozalar
% 0.5 (w/v)’lik NaHCO3 ¢6zeltisi igerisinde 100°C de 30 dakika kaynatilarak serisin proteini
ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen ipek fiberler 1lik saf su icerisinde 3 kez yikanarak
pargalanan serisin proteinlerin uzaklagsmasin1 saglanmig ve daha sonra 24 saat boyunca
kurutulmaya birakilmigtir. Kuruyan ipek fibroin fiberler 9M LiBr ¢6zeltisi igerisine alinarak
60°C’de 3 saat hidroliz edilmis ve fibroin ¢ozeltileri elde edilmistir. Elde edilen homojen
¢Ozelti Li* ve Br iyonlarinin ortamdan uzaklagtirilmasi amaciyla 3.5 kDa molekiil agirlikli
seliiloz diyaliz kasetlerine alinarak saf suya kars1 48 saat boyunca diyaliz edilmistir [89].
Diyaliz ¢ozeltisi ilk 3 saat boyunca yarim saatte bir, diger gilinlerde 12 saatte bir olmak {izere

degistirilmistir. Elde edilen ¢bzelti 7000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
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kozadan kaynaklanan ¢oziinmeyen safsizliklarin ortamdan uzaklasmasi saglanmistir. Bu
islemlerin sonunda elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi +4°C’ de muhafaza edilmistir (Sekil

3.1).

Sekil 3.1. Ipek fibroinin B.mori kozalarindan ekstraksiyon basamaklari. A) ipek kozalar, B)
Bocekleri ¢ikartilmig olan kozalar, C) Kozalarin % 0.5 (w/v)’lik NaHCO3 ¢ozeltisi igerisinde
kaynatilmas1, D) Ipek fiberlerin O9M LiBr icerisinde ¢oziilmesi, E) Cozeltinin diyaliz
kasedinde saf suya kars1 diyaliz edilmesi, F) Ipek fibroin sulu ¢ozeltisi.

3.2.2. Diisiik Molekiil Agirhklarina Sahip ipek Fibroinlerin Eldesi

Diisiik molekiil agirligina sahip fibroin elde etmek igin standart serisin uzaklastirma islemi
farkli siirelerde ve hidroliz islemi farkli sicakliklarda gergeklestirilerek, fibroin molekiil
agirhigr lizerine etkisi incelenmistir. Ayrica enzimatik yontem de uygulanarak, sonuglar

karsilastirilmistir.

Bu amagla oncelikle serisini uzaklastirmak (degumming) i¢in ipek kozalar % 0.5 (w/v)’ lik
NaHCOs3 sulu ¢ozeltisi i¢cinde 100°C’de 60, 90, 120 ve 180 dakika olmak tiizere farkli
stirelerde kaynatilmistir. NaHCOs3 ¢ozeltisinden alinan ipek fiberler ilik saf su ile 3 kez

yikanarak kurumaya birakilmistir (Sekil 3.2). Daha sonra ipek fiberler 60°C’de 9M LiBr
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¢ozeltisi igerisinde alinarak, 3 saat karistirtlmistir. Bu ornekler NaHCO3 ¢ozeltisinde
kaynama siiresine (60, 90, 120 ve 180 dakika) gore sirasiyla SF-D60, SF-D90, SF-D120 ve
SF-D180 olarak isimlendirilmistir.

Sekil 3.2. Farkli yontemlerle elde edilen fibroin 6rnekleri. A) %5 (w/v)’lik NaHCO3 sulu
¢oOzeltisinde farkli siirelerde hidroliz edilerek hazirlanan fibroin fiberler, B) LiBr igerisinde
farkli sicakliklarda hidroliz edilerek hazirlanan fibroin ¢ozeltileri, C) Farkli derisimlerde o-
kemotripsin enzimleri kullanilarak hazirlanan fibroin sulu ¢ozeltileri.

Diger taraftan sicakligin etkisini incelemek icin serisini uzaklastirilmis olan ipek fibroin
fiberler 9M LiBr ¢ozeltisi igerisinde 3 saat siireyle 70 °C ve 90 °C de hidroliz edilmistir. Elde
edilen ipek fibroin 6rnekler diyaliz kasetlerine alinmais, 3 glin boyunca saf suya kars1 diyaliz
edilerek sulu ¢6zeltileri hazirlanmistir. Bu fibroin ¢6zeltileri SF-H70 ve SF-H90 olarak
isimlendirilmistir.

3.2.2.2. Enzimatik Yontem

Fibroin proteininin B.Mori kozalarindan ekstraksiyonu i¢in B6liim 3.2.1°de verilen standart
yontem uygulanmustir. Fibroin ¢6zeltisi elde edildikten sonra yonteme enzimatik basamak
eklenmistir. Bu amagla oncelikle 1 mg/mL konsantrasyonunda stok enzim c¢ozeltisi
hazirlanmustir. Ipek fibroin sulu ¢dzeltisi icerisine (10 mL) 1mL % 0.25 mg/mL ve % 0.50
mg/mL olmak iizere iki farkli konsantrasyonda, a-kemotripsin enzim eklenmistir. Bu
¢ozeltiler SF-E0.25 ve SF-E0.50 olarak isimlendirilmistir.
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3.2.2.3. Fibroin Molekiil Agirhgmin Belirlenmesi

Fibroin sulu ¢ozeltilerinin agirlikca molekiil agirliklart Statik Isik Sagilimi (SLS, Malvern
CGS-3) cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. SLS yonteminde monokromik bir 151k demeti
seyreltik polimer ¢ozeltisi igerisinden geger ve ¢ozelti igerisinden gegen 151k sagilima ugrar.
Bu sacilmalar Raman sagilmasi veya Rayleigh sacgilmasi seklinde gerceklesebilmektedir.
Rayleigh sagilimi taneciklerin kiiresel sacilmasi olarak kabul edilmekte ve statik 1s1k
saciliminin temelini olusturmaktadir. Bu amacgla yontemde Rayleigh denklemi temel
alinmaktadir. Bu temel, polimer molekiilii tarafindan sacilan 15181n siddeti ile polimerin
molekiil agirligi ve boyutu arasindaki iliskiye dayanmaktadir. Statik 151k sagilmasinda su

esitliklere gore hesaplama yapilmaktadir.

E = (i + 24,C ) i
Ry Mw Py
Bu esitlikte;
C: Polimer konsantrasyonu
0: Ol¢iim yapilan a¢1 degeri
Ro: 0 6l¢iim agisindaki Rayleigh orani
Mw: Agirlikga ortalama molekiil agirlig
Ay: Ikinci viral katsay1
K su esitlikle hesaplanan terimdir:
K =2 (g )
AN, U0 d,
Mo Lazer dalga boyu
Na: Avogadro sayisi
No: Coziicliniin kirllma indisi
Z—’: : Polimerin kirilma indisinin derisimle degisimi
Po su esitlikle hesaplanan terimdir:
2 2,2
Plg =1+ Rgl:#.? in? g

Rg: Jirasyon katsayisi

g, sacilma vektorii biiylikligl olup su esitlikle hesaplanan terimdir:
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_4mn 0
q= X sin -

% verileri Sin? g + KC verilerine kars1 grafige gecirilerek c—0’a ve q>—0’ a ekstrapole
0
edilir ve Zimm egrisi ¢izilebilir. Cizilen Zimm egrisinde ekstrapole edilen egrinin kesim

noktasindan agirlik¢a ortalama molekiil agirligi hesaplanir.

Zimm egrisi ile lineer grafik elde edilemedigi durumlarda diger yaklasimlar kullanilir. Bu

yaklagimlar Berry ve Guiner yaklasimlari olarak bilinmektedir. Berry yaklagiminda Zimm
1

K—C)E verisi Sinzg+ KC verisine kars1 grafige gecirilerek Berry

egrisine benzer olarak (R
[

egrisi ¢izilir.

Guiner yaklasiminda I sagilan 15181 siddeti olmak {izere su esitlik temel alinir [90]:

q°Rg

3

ln([(q)) = ln(I(O)) —

Guiner egrisi In/ degerlerinin qzl ye kars1 grafige gecirilmesiyle ¢izilir. Bu ¢alismada
¢ozelti derisimi 40 mg/mL olacak sekilde stok olarak hazirlanmis ve bu stoktan 30, 20, 10
mg/mL olacak sekilde seyreltmeler yapilarak toplam 4 derisimde ¢alisiimistir.
Refraktometre (Schmidt+Haensch ATR W2) kullanilarak seyreltilen her bir 6rnek icin
kirilma indisleri olgiimleri alinmis, polimerin kirilma indisinin derisimle degisimini ifade
eden dn/dc degerleri hesaplanmigtir. Agirlikga ortalama molekiil agirligi sonuglari ve

jirasyon yarigaplari Guiner yaklasimina gore degerlendirilmistir.
3.2.3. Faz Ayrim Yontemi ile Fibroin Mikrojellerin Hazirlanmasi

PVA ve fibroin ¢ozeltileri derisimleri %4 (w/v) olacak sekilde stok olarak hazirlanmistir.
Ipek fibroin sulu ¢dzeltisi ile PVA ¢ozeltisi hacim oranlari sirasiyla 1:4 olacak sekilde
konikal bir tiip igerisinde kabaca karistirllmistir. Karistirildiktan hemen sonra problu
ultrasonikatorde (Bandelin Electronic, UW 2070, Almanya) %25 enerji frekansi
uygulanarak 30, 60, 90 ve 180 saniye olmak {izere farkli siirelerle ultrasonikasyon islemi
uygulanmis, ultrasonikasyon siiresinin optimizasyonu saglanmistir. Ultrasonikasyondan
sonra elde edilen homojen karisim 35 mm ¢apindaki polistiren petri kaplarina her birine
yaklasik 1 mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Oda sicakliginda 24 saat boyunca kurumaya
birakilan harman filmler, petri kap yilizeyinden soyularak ¢ikartilmistir (Sekil 3.3). Daha

sonra kuru halde olan harman filmler 30 mL ultrasaf su igerisine alinmis ve oda sicakliginda
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1 saat boyunca karistirilarak PVA’nin ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozelti 50 mL’lik
falkon tiiplere alinarak santrifiij cihazinda 7000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Siipernatant dikkatli bir sekilde ortamdan uzaklagtirilmis, tiip igerisindeki pelet
tizerine 30 mL ultra saf su eklenerek tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmis
ve PVA’nin ortamdan uzaklagmasi saglanmistir. En son elde edilen pelet tizerine 10 mL ultra
saf su eklenmis, problu ultrasonikator cihazinda %10 enerji biiyiikligiinde 15 saniye
ultrasonikasyon islemi uygulanarak kiimelenmis halde bulunan ipek fibroin mikrokiirelerin
birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen homojen karisim Nz (g) ortaminda

dondurulmus, -80 °C’de 24 saat boyunca liyofilize edilerek mikrokiireler elde edilmistir.

[

Liyofilizasyon

Ultrasonikasyon uzaklastirma
: 7?} [7:>8'—> |:nf> —1

\ PVA ﬁ

. . ozeltisi A - .

ipek fibroin  PVA \ 5 ipek / PVA == ipek fibroin

sulu gozeltisi ¢ozeltisi Mikrojel film Santrifiij mikrojeller
olusumu

Sekil 3.3. Faz ayrim1 yontemi ile ipek fibroin mikrojellerin elde edilmesi

3.2.4. Hemostatik Mikrojellerin Hazirlanmasi

3.2.4.1. K vitamini Yiiklii Mikrojellerin Hazirlanmasi

Suda ¢6ziinmeyen yagsi bir yapiya sahip olan K vitamini kanama durumunda veya kanama
riskinin bulundugu durumlarda kullanilan bir prokoagiilant destekleyicidir. Bu nedenle K
vitamini yiikli mikrojel olusturmak i¢in %1, %3 ve %5 (v/v) oraninda K vitamini ¢ozeltisi
(10 mg) fibroin/PV A ¢ozeltisine eklenerek ultrasonikasyon yapilmistir. Bu agsamadan sonra
PVA faz ayrim1 yontemindeki islem basamaklari uygulanmistir. Bu islemler ile hazirlanan

%1 (v/v) K vitamini i¢eren fibroin film Sekil 3.4A’da verilmistir
3.2.4.2. Fibrinojen Yiiklii Mikrojellerin Hazirlanmasi

Fibrinojen yiiklii mikrojel olusturmak igin fibroin/PVA ¢ozeltisine %1 (w/w), %5 (w/w) ve
%10 (w/w) oraninda fibrinojen eklenmistir. Eklenen fibrinojenin 6ncelikle fibroin ¢ozeltisi

icerisinde homojen karigmast saglanmis daha sonra bu karisim PVA c¢ozeltisi ile
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karigtirilarak ultrasonikasyon uygulanmistir. Elde edilen fibrinojen igeren filmler Sekil

3.4B’ de gosterilmistir.

Sekil 3.4. Fibroin/ PVA harman filmler. A) K vitamini igeren Fibroin/ PVA film, B)
Fibrinojen igeren Fibroin/ PVA film.

3.2.4.3. Fibrinojen Konjuge Mikrojellerin Hazirlanmasi

Fibroin mikrokiireler yilizeyine N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) karbodimid (EDC) ve N-
hidroksisiiksinimid (NHS) aracilig: fibrinojen kovalent olarak baglanmistir. EDC ve NHS
¢ozeltileri 50Mm konsantrasyonda hazirlanmis ve +4°C’de 1:1 oraninda karistirilmustir.
Reaksiyon ¢ozeltisi icerisine 10 mg fibrinojenin eklenmesiyle karboksilik asit gruplar
aktiflestirilmistir. PBS (pH:5.5) icerisinde disperse edilerek hazirlanan fibroin mikrokiireler
reaksiyon ¢ozeltisi igerisine eklenerek +4°C’de 1000 rpm’de 24 saat reaksiyona
birakilmigtir. Daha sonra fibrinojen konjuge mikrojeller PBS ile 3 kez yikanmis ve liyofilize

edilmistir. Konjugasyon reaksiyonu Sekil 3.5’te sematik olarak verilmistir.
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Sekil 3.5. Fibroin-fibrinojen konjugasyon reaksiyonunun sematik gosterimi.

3.2.5. Mikrojellerin Karakterizasyonu

3.2.5.1. Morfolojik Ozelliklerin incelenmesi

Elde edilen mikrojellerin morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, FEI Quanta
400F Holland) kullanilarak incelenmistir. Mikrojeller iki tarafli yapiskan bant araciligiyla
metal levhalar iizerine yerlestirilmis ve 6rnekler kaplama cihazinda 100 A kalinhiginda Au-

Pd ile kaplanmistir. Daha sonra 6rnekler SEM ile incelenmistir.
3.2.5.2. Kimyasal Yapilariin Analizi

Fourier Transform Infrared Spektrometresinin Zayiflatilmis Toplam Yansima (Attenuated
Total Reflectance, ATR) eklentisi kullanilarak (ATR-FTIR, Perkin Elmer (L1600400, UK))
ipek fibroin bazli mikrojellerin Silk I ve Silk II polimerik konformasyonal gegisleri
incelenmistir. Ayrica ATR-FTIR kullanilarak mikrojellerin yiizeylerindeki molekiillerdeki
cesitli baglarin titresim frekanslarini Olclilmiis ve molekiildeki fonksiyonel gruplar
belirlenmistir. X-Isin1 Fotoelektron Spektrometresi (PHI, 50000 VersaProbe XPS, ABD)
kullanilarak konjuge mikrojel yiizeylerinin molekiiler bilesenleri incelenmistir. Konjuge

yiizeylerin karakterizasyonunda monokromatik Al-Ko X-151n1 kaynagi kullanilmistir.
3.2.5.3. Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyeli

Mikrojellerin zeta potansiyelleri ve ortalama partikiil boyutlart Malvern Zetasizer Nano-ZS
(UK) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla oda sicakligindaki mikrojeller, partikiil

boyutu analizi i¢in etanol icerisinde, zeta potansiyellerinin belirlenmesi i¢in ise saf su
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icerisinde disperse edilmis ve partikiillerin agregasyonunun dnlenmesi amaciyla 20 dakika

sonikasyon uygulanarak mikrojellerin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir.
3.2.5.4. Termal Karakterizasyon

Mikrojellerin oda sicakligi ve viicut sicakligindaki termal davranist ve kararliliginin
belirlenmesi amaciyla termogravimetrik analiz yapilmistir. Mikrojellerin TGA analizleri TA
Instruments, Q600 SDT (UK) cihazi kullanilarak yaklasik 10 mg agirligindaki numunelerle,
10°C/dakika 1sitma hizinda, 25-800°C sicaklik araliginda N (g) ortaminda
gerceklestirilmistir. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) analizleri TA Instruments,
Q600 SDT (UK) cihazi kullanilarak 25-500°C sicaklik araliginda gergeklestirilmis,

mikrojellerin camsi gegis sicakligi tayini, kristallesme ve erime sicakliklar1 belirlenmistir.
3.2.5.5. Sisme Davramisinin Incelenmesi

Elde edilen ipek fibroin mikrojellerin sisme oranlar1 gravimetrik olarak incelenmistir. Bu
amagla 37°C’de PBS igerisine alinan fibroin mikrojeller 24 saat boyunca PBS ortaminda
tutulmus, daha sonra mikrojeller lizerindeki PBS ortamdan uzaklastirilarak agirliklar:
Olciilmiistiir. Mikrojellerin agirlik¢a sisme oranlar1 asagidaki denklemden hesaplanmistir:

Sisme orant = b x 100
y Mi

Ms: mikrojellerin ¢ozeltiye daldirildiktan sonraki agirlig

Mi: mikrojellerin kuru agirlig

3.2.5.6. Sitotoksisite Testi

Hemostatik mikrojellerin  sitotoksisiteleri I1SO  10993-5:2009(E) standardina gore
incelenmistir. Bu amacla, mikrojeller ilk olarak laminar kabin igerisine konularak UV 151k
altinda 2 saat boyunca sterilize edilmistir. Daha sonra %5 (w/v)’lik CaCly ¢ozeltisi
hazirlanmis ve 0.22 um por boyutuna sahip filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. 96
kuyucuklu petri kab1 ylizeylerinde hemostatik filmler olusturmak ic¢in mikrojellerin %5
(w/v)’lik CaClz ile 100 mg/mL konsantrasyonunda jel karigimlari hazirlanmis ve her bir
kuyucuga 100 pL jel dokiilerek 24 saat boyunca jellesmesi saglanmistir. Daha sonra
hemostatik jel filmlerin iizerine her bir kuyucuga 1x10* L929 fibroblast hiicresi ekilmis ve

daha sonra 100 uL. DMEM besiyeri (%90 DMEM, %10 FBS %1 L-Glutamin %0,2
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Penisilin/Streptomisin) eklenerek inkiibatorde (Thermo Scientific HeraCell (Almanya))
(37°C ve %5 CO2) 24 saat boyunca kiiltiir edilmistir. Bu stire sonunda kuyucuklardan
besiyerleri ¢ekilerek, tizerlerine PBS i¢inde hazirlanmis 1 mg/mL derisimindeki 50 uLL MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ¢6zeltisi eklenerek 2 saat
inkiibatorde kiiltiir edilmistir. Daha sonra hiicrelerin olusturdugu formazan kristallerini agiga
¢ikarmak ve hiicre zarlarin1 pargalamak amaciyla kuyucuklara 100 pL izoopropanol/HCI
¢oOzeltisi eklenmistir. Yarim saat boyunca karanlik ortamda tutulan hiicrelerin absorbanslari
570 nm’de mikroplaka okuyucuda okunmustur. Hiicre canlilig1 hesaplamalar1 i¢in polistiren
yiizeyinde kiiltiir edilen hiicrelerin verdigi absorbans %100 kabul edilip, % hiicre canlilig1
hesaplanmaistir. Deney 6 tekrarli yapilarak, ortalama degerler alinmistir. Hiicre canlilig testi
icin deney gruplar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel anlamliligi, ¢ift kuyruklu Student t
testi kullanilarak degerlendirilmis ve p <0.05 anlamli kabul edilmistir. Ayrica, veri
yorumlamast i¢in ortalama ve standart sapma rapor edilmistir. Tim istatistiksel

degerlendirmeler Microsoft Excel 2016 siirtimii ile gergeklestirilmistir.

3.2.6. Enjekte Edilebilir Hemostatik Jellerin Hazirlanmasi ve Reolojik

Karakterizasyonlari

Hazirlanan fibroin mikrojellerin enjekte edilebilir formunun olusturulmasi amaciyla 100 mg
kurutulmus fibroin mikrojeller, farkli hacimlerde (0.5 mL, 1 mL ve 1.5 mL) %5 CaCl; i¢eren
PBS ¢ozeltisinde dagitilarak, enjekte edilebilirligi akis hiz1 200 pL/ dk’ya ayarlanmis siringa
pompast ile test edilmis ve mikrojellerin enjekte edilebilir formu ig¢in % 5 CaCly i¢eren PBS
hacmi optimize edilerek, 100 mg mikrojel/mL PBS en uygun konsantrasyon olarak

belirlenmistir. Reolojik deneyler i¢in bu konsantrasyonda gerceklestirilmistir.

Mikrojellerin enjekte edilebilir 6zelliklerinin analizinde reolojik 6zellikler 6nemli olup,
calismanin bu kisminda mikrojellerin depolama ve viskoz modiilii, kayma (kesme) hizina
kars1 viskozitesi incelenmistir. Bu amagla boliim 100 mg kurutulmus fibroin mikrojeller %5
(w/v) CaCl, igeren PBS ¢ozeltisi igerisinde 1 mL hacimlerinde hazirlanarak reolojik
davraniglar incelenmistir. Mikrojellerin enerjiyi elastik olarak saklayabilmesini gosteren
Depolama Modiilii (G') (elastik gerilimin gerinime orani) ve enerjiyi dagitabilmesini temsil
eden Kayip Modiilii (G") (viskoz gerilimin gerinime orani) incelenmistir. Analizler 25mm
koni-plaka geometrisine sahip Haake Mars Il Rheometer (Thermo Scientific, ABD) ile
gerceklestirilmis olup oda sicakliginda, gerinim taramasi, frekans taramasi ve viskozite

Ol¢timii yapilmistir.

40



3.2.7. In vitro Tam Kan Pihtilasma Testi

In vitro tam kan pihtilasmasi testi i¢in mikrojeller 10 mg/100 pL PBS derisiminde, testen 24
saat dnce 96 kuyucuklu plakalarin zeminine pipetlenmistir. Orneklerin, kuyucuklarin
zemininde jellesmeleri saglanmigtir. Daha sonra taze tam kandan 50 pL 6rneklerin yiizeyine
zarar vermeyecek sekilde ve dikkatlice kuyucuklara pipetlenerek, 120 s oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresini takiben kuyucuklara 100 pL fosfat tamponu,
orneklerin yiizeyinde pihtilasan kaninin bozulmamasina 6zen gosterilerek ve kuyucuklarin
kenarindan sizdirilarak eklenmistir. 96 kuyucuklu plaka, serbest eritrositlerin fosfat
tamponunda siispande edilip ortamdan uzaklastirilmasini saglamak amaciyla calkalayicida
30 s yavasca calkalanmistir. Bu siirenin sonunda pihti olusumuna katilmayan serbest
eritrositleri iceren yikama c¢ozeltisinin absorbansi gerekli seyreltmeler yapilarak
hemoglobinin 540 nm’de absorbansi1 okunmustur. Referans deger (kontrol) olarak ise 50 puL
taze tam kanin verdigi absorbans kullamilmistir. % Hemoglobin asagidaki esitlik ile
hesaplanmistir. Bu referans i¢in okunan absorbans degeri 100 kabul edilmis ve tiim veriler
bu degere gore korele edilerek sonuglar degerlendirilmistir. Bu deney ayn1 kosullarda yedi

kere tekrar edilmis; sonuglar ortalama+SS olarak verilmistir [91, 92].

Hemoglobin absorbansi (%) = (In/l) x 100

Ih = test 6rneklerinin indeksi, Ik= tam kan 6rneginin indeksi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Fibroinin Molekiil Agirhigi Dagilimi

Ipek kozalarmda bulunan serisin proteininin immiinolojik reaksiyon gdstermesi sebebiyle,
biyomedikal uygulamalar i¢in serisin proteini kimyasal veya enzimatik yontemlerle yapidan
uzaklastirilmaktadir. Serisini uzaklastirilmis fibroin proteinin molekiil agirligi literatiirde
160-400 kDa arasinda oldugu bilinmektedir [93]. Son yillarda molekiil agirligi1 200 kDa’dan
diisiik olan ipek proteinin hemostatik olarak daha etkili oldugu bildirilmistir [1]. Bu nedenle
tez calismasinda fibroin mikrojellerin eldesinde molekiil agirligi 200 kDa’dan diisiik olan

fibroin proteinlerinin kullanilmasi planlanmistur.

Serisinin uzaklastirmak i¢in farkli yontemler kullanilmakla birlikte en yaygin olan1 serisinin
alkali ortamda ekstraksiyonudur. Bu amagla ipek kozalar 6nce NaHCO3 ¢6zeltisinde 100 °C
kaynatilarak serisin proteinin amorf yapisi bozunarak fibroin fiberlerden ayrilir. Daha sonra
fibroin fiberler LiBr ¢6zeltisinde hidrolize edilerek ipek fibroin sulu ¢ozeltisi elde edilir. Bu
islem basamaklarinda NaHCO3 ¢ozeltisinde kalma siiresi ve LiBr ¢ozeltisinde hidroliz

sicakligi fibroinin molekiil agirliginin belirlenmesinde rol oynamaktadir.

Literatiirde serisin ekstraksiyonu i¢in standart kabul edilen yontemde, ipek kozalar NaHCO3
¢ozeltisinde 30 dakika boyunca, 100°C’de kaynatilir. Calismamizda bu standart yontemle
yapilan serisin ekstraksiyonunda elde edilen fibroinin agirlik¢a ortalama molekiil agirlig
(Mw) 260 kDa olarak bulunmustur ve bu deger literatiirde belirtilen degerler arasindadir
(Tablo 4.1). Diisiik molekiil agirligina sahip fibroin proteini elde etmek i¢in NaHCO3 iginde
kaynatma stiresi 30 dakikanin iizerinde uygulanmasi planlanmis ve bu siire 60, 90, 120 ve
180 dakikaya ¢ikarilarak serisin ekstraksiyon zamaninin molekiil agirhigma etkisi
incelenmistir. Farkli siirelerde ekstraksiyona tabi tutulan fibroin drneklerinin (SF-D60, SF-
D90, SF-D120 ve SF-D180) agirlik¢a ortalama molekiil agirliklar1 Tablo 4.1°de ve her bir
ornek i¢in olusturulan Guiner egrileri Ek A’da verilmistir Ekstraksiyon siiresi 60 ve 90
dakika uygulanan SF-D60 ve SF-D90 orneklerinin, My sirasiyla 35.8 kDa ve 40.5 kDa
olarak birbirine oldukg¢a yakin bulunmustur. SF-D120 ve SF-D180 6rneklerinin My ise 13.4
kDa ve 9.3 kDa olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore ekstraksiyon siiresi arttikga
fibroin proteinin molekiill agirhiginin diistiigli goriilmistir. Sicak alkali ¢ozeltilerde
gerceklesen ekstraksiyon sirasinda amorf serisin yapisinin ve serisin -fibroin arasindaki amit
baglariin kirilmasiyla serisin proteini fibroin fiberlerinden ayrilir [94]. Standart metotta

ekstraksiyon siiresi 30 dakika uygulanan fibroin 6rneginin My ’nin 260 kDa olmasi bu
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stirenin fibroin yapisini ¢ok etkilemedigini gostermektedir. Ancak ekstraksiyon siiresinin
artmastyla sadece serisinin yapidan ayrilmadigi ayni zamanda fibroin yapisinin amorf
bolgelerden bozunmaya ugrayarak fibroin molekiil agirligmin 9.3 kDa’a kadar diistiigii
izlenmistir. Fibroin yapisinin amorf bdlgelerinden bozunmaya ugramasi ile p-tabaka
konformasyonunun arttigi bu nedenle daha kararli bir yapiya gectigi bildirilmistir [93, 95].
Pritchard ve ark. benzer sekilde ekstraksiyon isleminde hidroliz siiresinin 60 dakika
uygulandigi ipek fibroinin molekiil agirligin1 170 kDa, 90 dakika uygulanan 6rneklerin ise
71 kDa’dan az oldugu belirtilmistir [96].

Diger taraftan hidroliz sicakligi da molekiil agirliginin disiiriilmesinde etkili bir parametre
oldugu gorilmistir. LiBr igerisinde 70°C’de hidroliz edilerek elde edilen ipek fibroin
proteininin molekiil agirligi 11.6 kDa olarak olgiiliirken, 90°C’de hidroliz edilen SF-D90
proteinine ait molekiil agirligi 20.7 kDa olarak dl¢iilmiistiir. Bu durum hidroliz yonteminde
yapiya ait protein zincirlerinin farkli bolgelerden kirilmasi ve bdylelikle yapinin hem amorf
bolgelerinin hem de kristalin bolgelerinin hidroliz olmasiyla agiklanabilir. Kim ve ark
yapmis olduklar1 ¢alismada fibroin proteininin molekiil agirliginin fibroin hidrojellerin
fiziksel o6zellikleri lizerine olan etkisini incelemis ve sicak alkali ¢Ozelti igerisinde farkl
sicakliklarda hidroliz ettikleri fibroin proteinlerinin molekiil agirliklarini Jel Gegirgenlik
Kromatografisi (GPC) ile belirlemisledir. Buna gore 10-180 dk hidroliz siiresinde molekiil
agirhigimim 263.1-82.7 kDa araliginda degistigini belirtmislerdir [94]. Hidrolizin farkli
sicakliklarda uygulanmasinin fibroin proteinin molekiil agirlig1 lizerine olan etkisinin
incelendigi diger bir ¢alismada ise molekiil agirliklari GPC ile 6lclilmiis ve molekiil
agirliklar1 10- 42 kDa arasinda degisen fibroinler elde edilmistir. Hidroliz sicakliginin 50°C
oldugu ortamda fibroinin ortalama molekiil agirligi 42kDa, 75°C’ de 22 kDa, 98°C’de ise
ortalama molekiil agirliginin 10 kDa oldugu belirlenmistir. Literatiirde yer alan sonuglar, bu
calismada elde edilen fibroin proteinlerin ortalama molekiil agirliklarina yakin sonuglar

olup, uyumluluk gostermektedir.

Diger taraftan molekiil agirliginin kontrol edilmesinde kullanilan diger bir yontem ise enzim
kullanimudur. Ipek kozalaklara standart serisinin ekstraksiyon prosediirii uygulandiktan sonra
elde edilen fibroin sulu ¢ozeltisine 0.25 mg/mL ve 0.50 mg/mL olmak iizere iki farkl
derisimde a-kemotripsin enzimi eklenerek elde edilen E-0.25 ve E-0.50 o6rneklerinin
agirlikga ortalama molekiil agirliklart sirasiyla 40.7 kDa ve 43.5 kDa olarak belirlenmistir.
a-Kemotripsin enziminin fibroin proteinini amorf bolgelerinden pargaladigi bilinmekte olup,

enzim miktarinin arttirilmasiyla daha fazla amorf bolge parcalandigi ve buna bagli olarak
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molekiil agirhgindaki azalmanin daha fazla oldugu diistiniilmektedir [97, 98] . Li ve ark.
yapmis olduklar1 calismada farkli enzimler kullanarak fibroin proteininin degradasyon
irlinlerini incelemis ve fibroine ait temel bilesenlerin molekiil agirliklarinin 23.4, 30.2, 35.4
ve 424 kDa olarak degistigini gostermislerdir [99]. Standart uygulanan serisin
ekstraksiyonunun son basamaginda a-kemotripsin enziminin kullanimiyla 260 kDa olan

fibroin ¢6zeltisinin molekiil agirligi 40.7 kDa’a kadar diistiriilmiistiir.

Her bir 6rnek i¢in dn/dc degerleri refraktometre ile 6l¢iilmiis ve SLS analizlerinde jirasyon
yarigaplar1 hesaplanmistir. SLS analizi yapilan ipek fibroin 6rneklerine ait jirasyon yarigapi

degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Jirasyon yarig¢ap1 polimer zinciri tizerindeki herhangi bir noktanin zincirin agirlik merkezine
olan ortalama uzakligi olup, bir polimer zincirinin biiylikligiiniin ifade edilmesinde
kullanilmaktadir. Rg ile ifade edilen bu deger direkt olarak Guiner egrilerinden elde
edilmektedir. Uygulanan iglemlerde molekiil agirliginin disiiriilmesi ile birlikte genel olarak

Ry degerlerinin azaldig1 goriilmektedir.

Tablo 4.1. Fibroin ¢o6zeltilerine ait agirlikga ortalama molekiil agirligi ve jirasyon

katsayilar
KIMYASAL YONTEM
Ornek NaHCOs (aq)’de | LiBr (aq)’de Hidroliz sicakhig (°C) Mw Jirasyon
Degamming siiresi (kDa) | Yaricapi
(dakika) (nm)
HM-SF 30 60 260 97.5
SF-D60 60 60 35.8 70.8
SF-D90 90 60 40.5 71.4
SF-D120 120 60 13.4 77.9
SF-D180 180 60 9.3 68.9
SF-H70 60 70 11.6 122
SF-H90 60 90 20.7 118
ENZIMATIK YONTEM
Ornek NaHCO; (aq)’de LiBr (aq)’de Enzim Mw Jirasyon
ekstraksiyon siiresi | Hidroliz sicakh@ | a-kemotripsin (kDa) | Yaricapi
(dakika) (°C) (nm)
SF-E0.25 30 60 0.25 mg/mL 40.7 112.9
SF-E050 30 60 0.5 mg/mL 43.5 77.6
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Farkli siirelerde serisin uzaklastirma ipek fibroin 6rneklerine ait jirasyon yaricapi degerleri
incelendiginde SF-D180 6rneginin en diisiik jirasyon yarigapina sahip oldugu goriilmektedir.
Bu durum serisin uzaklastirma siiresinin uzatilmasiyla degisen amorf yap1 ile agiklanabilir.
Fibroin proteininde polimer zincirlerinin esnekligi, sisme ozellikleri amorf yap1 ile ilgili
Ozellikler olup serisin uzaklagtirma siiresinin artmasiyla daha fazla amorf bdolgenin
bozunmaya ugradigi bilinmektedir [94]. Bozunan amorf bolgelerin artmasiyla birlikte
¢oziici igerisinde bulunan polimer zincirlerinin a¢ilma ve sisme yetenegi azalmakta ve buna

bagli olarak jirasyon yarigaplar1 azalmaktadir.

4.2. Fibroin Mikrojeller

Mikrojeller genellikle emiilsiyon polimerizasyonu, c¢okelti polimerizasyonu ve ters
emiilsiyon polimerizasyonu gibi farkli yontemlerle hazirlanmaktadir. Bu ¢alismada fibroin
proteinin Silk I ve Silk I polimerik konformasyonel gegislerinden faydalanilarak herhangi
bir yiizey aktif madde veya organik c¢oziicii kullanilmadan fibroin bazli mikrojeller
hazirlanmistir. Ayrica fibroin zincirlerinin biinyesinde hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerin
bir arada bulunmasi polimer zincirlerinin sulu ¢ozeltilerde bir araya gelerek mikrojel
olusumuna katki sagladigi bilinmektedir [75]. Elde edilen mikrojellerin enjekte edilebilir
olmasi i¢in boyutlarinin 5 mikrondan kii¢iik olmasi hedeflenmistir. Bu amagla PVA faz
ayrimi yontemi kullanilarak fibroin/PVA filmler hazirlanmistir. Faz ayrimi yonteminde
polimerlerin karigtirillma oranlari, PVA derisimi ve ultrasonikasyon siiresi elde edilen
mikrojellerin morfolojik 6zelliklerine dogrudan etki eden parametrelerdir. Harman filmler
kullanilarak hazirlanan fibroin mikrojeller boyut olarak farkliliklar gosterebilmektedir. Elde
edilen yapilarin boyut dagiliminin homojen olabilmesi icin genel olarak iki farkli yontem
uygulanmaktadir. Fibroin ile PVA arasindaki hidrojen bagi sayisinin azaltilmast amaciyla
derisimin seyreltilmesi veya makro-mikro fazlari kirmak amaciyla belirli enerji frekansinda
ultrasonikasyonun uygulanmasi en sik bagvurulan yontemlerdir [84]. Bu amagla ¢alismanin
bu boliimiinde iki farkli PVA derisimi kullanilarak ve farkli ultrasonikasyon siireleri
uygulanarak hazirlanan fibroin mikrojeller elde edilmis, degisen parametrelerin morfolojik
yapt lizerine olan etkisi incelenmistir. Ayrica farkli yontemler uygulanarak molekiil agirlig
diistiriilmiis fibroin ¢ozeltilerden elde edilen fibroin mikrojellerin morfolojik yapisi lizerine

molekiil agirligiin etkisi incelenmistir.

PVA derisimi % 4 (w/v) ve % 5 (w/v) kullanilarak hazirlanan filmlerden elde edilen

mikrojellerin SEM goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir. Genel olarak % 5 (w/v) PVA
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derisiminde ve ultrasonikasyon uygulanmadigi filmlerden elde edilen mikrojellerin
veriminin oldukga diisiik oldugu ve PVA’nin mikrojellerin ¢cevresinde ag yapisi olusturdugu
izlenmistir (Sekil 4.1A ve B). PVA derisimi % 4’¢ (w/v) disiirildiginde, PVA’nin
ortamdan uzaklastirildigi ve mikrojellerin diizgiin ve homojen partikiil boyutu dagilimina
sahip izlenmistir. Bu nedenle mikrojellerin tiretiminde PVA derisimi % 4 (w/v) olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.1. PVA derisimin mikrojel morfolojisine etkisi. A) ve B) % 5 (w/v) PVA, C) ve D)
% 4 (w/v) PVA.

Mikrojel iretiminde uygulanan ultrasonikasyonun siiresi ve enerjisinin degeri partikiil
morfolojisine etki eden 6nemli parametrelerdir. Ultrasonikasyonun uygulanmasi daha
yiiksek verimde mikrojeller elde edilmesine olanak saglarken, ultrasonikasyon siiresi ve
uygulanan enerji degeri optimize edilerek istenilen boyutta mikro-nano Yyapilar elde
edilebilmektedir. Wang ve arkadaslarinin farkli ultrasonikasyon enerjileri kullanarak elde
ettikleri mikrojellerin liyofilize edildikten sonraki verimliligi incelenmis ve % 25 enerji
frekansi ile yapilan ultrasonikasyonda % 30-40 verimlilikte mikro yapilar elde edilmistir

[84]. Bu nedenle bu ¢alismada da uygulanacak ultrasonikasyon enerji frekansi1 % 25 olarak
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secilmis ve bu enerji degerinde farkli ultrasonikasyon siireleri kullanilarak yontem
optimizasyonu saglanmistir. Bu amagla SF-D180 ve PVA c¢ozeltilerinin 1:4 hacim oraninda
karistirilmasiyla elde edilen filmlerden hazirlanan mikrojellere farkli siirelerle (30, 90, 180
ve 300 saniye) ultrasonikasyon uygulanarak, mikrojellerin morfolojisi lizerine olan etkisi
incelenmistir. Liyofilize edilen mikrojellere ait SEM goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir. Bu
sonuglara gore ultrasonikasyon uygulanma siiresinin fibroinin mikrojel yapiya ge¢isi lizerine
onemli bir etkisinin olmadigi fakat ultrasonikasyon uygulamasiyla daha yiiksek verimlilikte
ve istenilen boyutta mikrojeller elde edilmesi iizerine dnemli etkisi oldugu goriilmiistiir.
Ultrasonikasyon uygulanmayan érneklerde molekiil boyutu dagiliminin homojen olmadigi
ve mikrojellerin birbirlerine yapisik halde oldugu gozlenmistir. Ultrasonikasyon siiresinin
30 saniye siireyle uygulanmasindan sonra yapisik halde bulunan mikrojellerin birbirinden
ayrildigi, 180 saniye siireyle uygulanan ultrasonikasyon sonucu elde edilen mikrojellerin
sonikasyon dalgalarina uzun siire maruz kalmalarindan dolay1 yapilarinin deformasyona
ugradigi  gorlilmistir. Ultrasonikasyon siiresinin  uzatilmasiyla da mikrojellerin
ultrasonikasyon dalgalarinin etkisiyle birbirlerine ¢ok daha fazla carptigi ve bunun etkisiyle
deformasyonun arttig1 gézlenmistir. Bu nedenle devam eden ¢alismalar i¢in ultrasonikasyon

stiresi 30 saniye olarak belirlenmistir.

Fibroinin molekiil agirliginin mikrojel morfolojisine etkisini incelemek i¢in farkli molekiil
agirligina sahip fibroin ¢ozeltilerinden faz ayirim yontemi ile mikrojeller elde edilmistir.
Fibroin fiberlerin LiBr igerisinde farkli sicakliklarda hidroliz edilmesiyle hazirlanan SF-H70
(11.6 kDa) ve SF-H90 (20.7 kDa) ¢ozeltilerinden hazirlanan fibroin mikrokiireler sirasiyla
Fibgel-H70 ve Fibgel-H90 olarak isimlendirilmis olup, SEM goriintiileri Sekil 4.3’te
verilmistir. Mikrojel morfolojileri incelendiginde Fibgel-H70 mikrojellerin oval bir yapiya
sahip olduklar1 ve ayrica Fibgel-H90 mikrojellerine gére daha biiyiik partikiil boyutuna sahip

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Ultrasonikasyon siiresinin fibroin mikrojel morfolojisine etkisi. A) 30 s, B) 90 s,
C) 180, D) 300 s.

Sekil 4.3. Farkli hidroliz sicakliklar1 uygulanarak hazirlanan fibroin mikrokiireler; A) ve B)
Fibgel -H70, C) ve D) Fibgel-H90.
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Diger taraftan 60 dakika-180 dakika arasinda degisen ekstraksiyon siireleri uygulanarak elde
edilen diisiik molekiil molekiil agirliklarina sahip SF-D60 (35.8 kDa), SF-D90 (40.5 kDa),
SF-D120 (13.4 kDa) ve SF-D180 (9.3kDa) fibroin ¢6zeltilerinden hazirlanan mikrojeller
sirasiyla Fibgel-D60, Fibgel-D90, Fibgel-D120 olarak isimlendirilmis olup SEM goriintiileri
Sekil 4.4’de verilmistir.

NaHCOs sulu ¢ozeltisinde farkl: siirelerde ekstraksiyon yapilan fibroin ¢ozeltilerinden elde
edilen mikrojellerin, farkli sicakliklarda hidroliz edilen mikrojellere (Fibgel-H70 ve Fibgel-
H90) gore daha kiiresel morfolojiye sahip olduklar1 ve daha homojen partikiil boyutu
dagiliminda olduklar1 gézlenmistir. Bunun sebebinin hidroliz sirasinda fibroine ait peptit
zincirlerinin hem amorf hem de kristalin bdlgelerden hidroliz olmasi sonucu kimyasal
yapisinda meydana gelen degisimler oldugu disiiniilmektedir. H.H Kim ve arkadaslar
yapmis olduklar1 ¢aligmada yapiin LiBr igerisinde reaksiyona birakildiginda, fibroinin -
tabaka igeriginin degistigini ve buna bagli olarak elde edilen fibroin ¢ozeltisinin jellesme
gostermedigini belirtmislerdir [94].

Farkli molekiiler agirligina sahip fibroin ¢ézeltilerinden elde edilen mikrojellerin partikiil
boyutlar1 2.8 ve 3.7 um arasinda degistigi ve zeta potansiyellerinin ise -16.7 ve -11.3
arasinda oldugu bulunmustur (Tablo 4.2). Fibroin ¢6zeltilerinin molekiil agirligi degisiminin
partikiil boyutunu ¢ok etkilemedigi izlenmistir. Tiim mikrojellerin partikiil boyutlar1 enjekte
edilebilir biiyiikliiktedir. Ayn1 zamanda ekstraksiyon siiresi 180 dakika olarak uygulanan ve
molekiil agirligi 9.3 kDa olan fibroin ¢ozeltilerinden elde edilen SF-D180 olarak
isimlendirilen mikrojellerin diger 6rneklere gore daha kiiresel morfolojiye sahip olmasi
nedeniyle ileriki ¢alismalar i¢in bu mikrojellerin kullanilmasi planlanmistir. Bu mikrojeller

bundan sonra Fibgel olarak isimlendirilmistir.

Tablo 4.2. Fibroin mikrojellerin 6zellikleri

Fibroin Cozeltisi Fibroin Mikrojel
Ornek Mw Ornek Partikiil Boyutu Zeta potansiyel
(kDa) (um) (mV)
SF-D60 35.8 Fibgel-D60 2.8 -12.0
SF-D90 40.5 Fibgel-D90 3.1 -15.3
SF-D120 13.4 Fibgel-D120 3.7 -11.3
SF-D180 9.3 Fibgel-D180 2.9 -16.7
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Sekil 4.4. Farkli molekiil agirligina sahip fibroin c¢ozeltilerinden hazirlanan fibroin
mikrojeller. A) ve B) Fibgel-D60, C) ve D) Fibgel-D90, E) ve F) Fibgel-D120, G) ve H)
Fibgel-D180.
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4.3. Hemostatik Fibroin Mikrojeller
4.3.1. K Vitamini I¢ceren Fibroin Mikrojeller

K vitamini, kanama riskinin bulundugu durumlarda kullanilan 6nemli bir prokoagiilant olup
koagiilasyon sisteminde rol alan faktorlerin (II, VII, IX, X) aktiflesmesini saglamaktadir. Bu
amagla fbroin/PVA ¢ozeltisine %1 (v/v), %3 (v/v) ve %5 (v/v) oraninda K vitamini
eklenerek hemostatik mikrojeller elde edilmistir (Sekil 4.5). Mikrojel morfolojileri
incelendiginde, K vitamini derisimin artmasiyla fibroin mikrojellerin morfolojisinin
bozuldugu goriilmiistiir. Bunun K vitaminin hidrofobik yapisindan kaynaklandigi
distiniilmistiir. %1 (v/v) oraninda K vitamini igeren mikrojellerin kiiresel morfolojiyi
korudugu, 2.0 um partikiil boyutuna ve -16.0 mV zeta potansiyel degerine sahip oldugu

bulunmustur. Bu mikrojeller Fibgel-K olarak isimlendirilmistir.

Sekil 4.5. K vitamini igeren fibroin mikrojeller. A) ve B) % 1 (v/v) K vitamini igeren fibroin
mikrojeller, C) ve D) % 3 (v/v) K vitamini igceren fibroin mikrojel, E) ve F) % 5 (v/v) K
vitamini igeren fibroin mikrojeller.
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4.3.2. Fibrinojen Yiiklii/Konjuge Fibroin Mikrojeller

Faktor I olarak bilinen fibrinojen kan koagiilasyon mekanizmasinin en énemli faktorlerinden
biridir. Fibrinojen miktar1 saglikli bir bireyde 2.0- 4.5 g/L araligindadir. Ancak kanama
durumunda derigimi kritik seviyeye diisen (<1 g/L) ilk koagiilasyon faktorii olup [37],
hemoraj durumundaki hastaya genellikle ilk olarak fibrinojen destegi verilir [38]. Fibrinojen
hemostaz dengesinin saglanmasinda dnemli bir protein olmakla birlikte yara iyilesmesinde
ve hiicresel etkilesimlerde de ©Onemli rollere sahiptir [4]. Bu nedenle hemostatik
mikrojellerin hazirlanmasinda Onemli rol oynayacagi diisiiniilmiis ve fibroin/PVA
¢ozeltisine %1 (W/v), %3 (W/v), %5 (w/v) oraninda fibrinojen eklenerek yi1gin mikrojeller
elde edilmistir (Sekil 4.6). Yiiksek enerjiye sahip fonksiyonel gruplar, termodinamik olarak
minimum enerji konformasyonuna gegebilmek i¢in igeriye dogru kapanirlar. Bu nedenle
fibroin yapisina fibrinojenin eklenmesiyle birlikte, yiiksek enerjiye sahip fonksiyonel
gruplarin PVA fazina dogru yonlenmesi ile yigin mikrojel morfolojilerinin olustugu
goriilmektedir. % 3 (w/v) oraninda fibrinojen igeren ve Fibgel-Fng olarak isimlendirilen
mikrojellerin partikiil boyutunun 2.5 um ve zeta potansiyel degerinin -11.5 mV oldugu
gozlenmistir (Tablo 4.3). Fibrinojenin fibroin yapisina eklenmesinin partikiil boyutunu

etkilemedigi izlenmistir.

Fibrinojenin hemostatik etkisinin partikiil yiizeyinde daha etkili olacagi diisiintilerek, fibroin
mikrojeller fibrinojen ile konjuge edilmistir (Fibgel-FngC) (Sekil 4.7). Fibrinojen derisimi
% 10 (w/v) olan 6rneklerin, konjugasyonun etkisiyle kiimelestigi, fibrinojen derisiminin %
5 (w/v)’ ye indirilmesi ile daha diizgiin morfolojiye sahip konjuge mikrojeller elde edilmistir.
Bu mikrojeller 2.9 um partikiil boyutuna ve -12.3 zeta potansiyel degerine sahip oldugu
izlenmistir (Tablo 4.3). Hemostatik etkinin arttirllmasi amaciyla K vitamini fibroin
mikrojellere yiiklendikten sonra fibrinojen ile konjuge edilmistir. Bu mikrojeller Fibgel-
KFngC isimlendirilmistir. Fibrinojen konjuge mikrojellere K vitaminin yiiklenmesi partikiil

boyutunda bir degisim yaratmamuigtir.

Hemostatik mikrojellerin partikiil boyutlart plandigi gibi <5 um’den kiigiik olup, enjekte
edilebilir boyutlardadir.
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Tablo 4.3. Hemostatik mikrojellerin partikiil boyutu ve zeta potansiyeli

Ornek Hemostatik Ajan | Ortalama Partikiil Zeta Potansiyeli
Biiyiikliigii (um) (mV)
Fibgel-K %1 (v/v) 2.0 -16.0
Fibgel-Fng % 3 (W/v) 2.5 -11.5
Fibgel-FngC % 5 (W/V) 2.9 -12.3
Fibgel-KFngC % 5 (W/v) 2.7 -10.2

Sekil 4.6. Fibrinojen yiiklii fibroin mikrojeller. A) ve B) % 1 (w/v) fibrinojen igeren
mikrojeller, C) ve D) % 3 (w/v) fibrinojen i¢ceren mikrojeller, E) ve F) % 5 (w/v) fibrinojen
iceren mikrojeller.
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Sekil 4.7 Fibrinojen konjugasyonu ile elde edilen konjuge mikrojeller. A) ve B) Fibrinojen
derisimi % 10 (w/v) olan Fibgel-FngC mikrojeller, C) ve D) Fibrinojen derisimi % 5 (w/v)
olan Fibgel-FngC mikrojeller, E) ve F) Fibrinojen derisimi % 10 (w/v) olan Fibgel-KFngC
mikrojeller, G) ve H) Fibrinojen derisimi % 5 (w/v) olan Fibgel-KFngC mikrojeller.
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4.4. Fibroin Mikrojellerin Yapisal Ozellikleri

Fibroin proteinleri diizensiz sarmal (amorf, Silk 1) ve kristalin - tabakali (silk 1) yap1 olmak
tizere 2 konformasyona sahiptir. Farkli metod ve prosesler uygulanarak bu konformasyonlar
arasinda gegisler miimkiindiir. Ornegin dogada ipek proteini silk I yapisindayken egirme
sirasinda ipek bocegi larvasi tarafindan silk II yapisina dontstiiriilerek kararli hale getirilir.
Fibroin proteinlerin FTIR spektrumlar1 incelendiginde amorf yapiyr ifade eden silk I
konformasyonuna ait karakteristik absorpsiyon bantlar1 1648 - 1654 cm™ ve 1535- 1542 cm
1> dir. 1610 - 1630 cm™, 1695- 1700 cmt, 1510-1520 cm™ araliklarinda bulunan IR bantlari
fibroinin ikincil yapisi olarak bilinen silk II konformasyonuna ait karakteristik bantlardir
[100]. 1700 - 1500 cm™* arasinda goriilen absorpsiyon bantlari genel olarak amit I ve amit II
yapilarma ait absorpsiyon bantlaridir. Ipek fibroinin yapisina ait fraksiyonlar olan diizensiz
sarmal, a-heliks ve B-tabakaya ait degisiklikler genel olarak bu bolgede incelenir (Wang
et.al.2010). Amit III bolgesinde 1220- 1240 cm-1 araligi ve amit IV bolgesinde 740 cm™
yakinindaki bantlar B-tabakaya ait karakteristik absorbsiyon bantlaridir [56, 101]. 1700-1600
cm™ arasindaki infrared spektral bolge peptit ana zincirlerinin absorpsiyon bantlarini
kapsayan amit I bolgesidir ve bu bolge daha ¢ok C=0O bag gerilmesiyle iliskilidir. 1600-
1500 cm™ arasindaki spektral bolge ise amit II yapisina sahip peptit zincirlerine ait olan
absoprsiyon bantlarini1 kapsamakta olup bu bolge N-H bagi biikiilmesi ve C-H gerilme
titresimleriyle iligkilidir. Amit I titresimleri protein ana zincirinin ikincil yapisi ile dogrudan
iligkili olup, protein yan zincir gruplarina ait konformasyonel degisimler amit II bolgesinde
incelenmektedir [71]. 1200- 1300 cm™ araligi C-N bag gerilmesi ve C=0 bag biikiilmesinden
kaynaklanan frekanslari igeren amit III bolgesidir [101].

Yiiksek molekiil agirligina sahip fibroin (260 kDa) mikrojellerin FTIR spektrumu
incelendiginde amit I bdlgesinde 1647 cm™ deki kuvvetli bant yapimin amorf yapi olan silk
I konformasyonunda oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8). Amit I bolgesinde yer alan 1535
cm™ ve 1516 cm™ olmak iizere iki ucu bulunan absorbsiyon bandi yapida sirastyla silk I ve

silk IT konformasyonlarinin bir arada bulundugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.8. Yiiksek molekiil agirlikli fibroin mikrojellerin (HM-Fibgel) FTIR spektrumu.

Fibroin proteinleri farkli kimyasal ve enzimatik yontemlerle isleme tabi tutuldugunda
oncelikle amorf bolgelerden bozunmaya ugradigi ve konformasyonel degisimlere ugradigi
bilinmektedir. Farkli hidroliz siirelerine sahip fibroin ¢ozeltilerinden elde edilen
mikrojellerin konformasyonel gecislerinin aydinlatilmasi amaciyla FTIR spektrumlar
incelenmistir (Sekil 4.9). Fibgel-D60 6rnegine ait infrared spektrumunda amit I bolgesinde
goriilen 1621 cm™’deki bant ve amit II bdlgesinde yer alan 1516 cm™’de gériilen bantlar
yapinin silk I konformasyonunda oldugunu gostermektedir. 1220-1240 cm™ araligi amit 11
band1 olarak bilinir ve bu bolgede yer alan 1230 cm™ yakinlarinda elde edilen bantlar B-
tabakaya ait karakteristik absorpsiyon bantlarin1 olusturmaktadir. Amit III bolgesinde 1230
cm? civarinda absorpsiyon bantlarmin goriilmesi yapmin p-tabaka yapisina ulagmis
oldugunu gostermektedir. Orneklere ait spektrumlar incelendiginde sirasiyla Fibgel-D60,
Fibgel-D90, Fibgel-D120 ve Fibgel 6rneklerine ait olmak {izere amit I1I bolgesinde goriilen
1229 cm™?, 1233 cm?, 1231 cm, 1234 cm™? bantlar1 direkt olarak p-tabakay: ifade eden
absorpsiyon bantlaridir ve dort numunenin de beta tabaka konformasyonuna sahip oldugunu
gostermektedir. Bu bantlarin siddetinin 6rnege gore farkliliklar gosterdigi, 6zellikle Fibgel-
D60 ve Fibgel-D90’ da beta tabaka konformasyonunu gosteren bantlarin Fibgel-D120 ve
Fibgel 6rneklerinde goriilen B-tabaka bantlarina gére daha yayvan oldugu goriilmiistiir. Bu

durum serisin uzaklastirma siiresinin arttirilmasiyla elde edilen fibroinden {iretilen
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mikrojellerin ultrasonikasyonun etkisiyle B-kristalin konformasyona geg¢isinin arttigini
gostermektedir. Fibgel-D90 drnegine ait spektrumda amit I bolgesinde yer alan 1622 cm™
ve amit II bolgesinde yer alan 1520 cm™ deki bantlar yapmin silk IT konformasyonunda
oldugunu ifade etmektedir. Fibgel-D120 6rneginde amit I bolgesinde bulunan 1631 cm™ ve
amit II bolgesinde bulunan 1516 cm™ deki bantlar yapmin silk II konformasyonunda
oldugunu belirtmektedir. Son olarak Fibgel-180 6rnegine ait infrared spektrumunda amit |
bolgesindeki 1637 cm™ ile amit II bolgesindeki 1513 cm™ bantlar1 yapinin beta tabaka
konformasyonunda oldugunu ifade etmektedir. Mikrojellerin {iretilmesi sirasinda
ultrasonikasyon isleminin uygulanmasi ipek fibroinin konformasyonel ge¢isini tetiklemis,

fibroin zincirleri ultrasonikasyon dalgalarimin etkisiyle ikincil konformosyona gegis

yapmistir.
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Sekil 4.9. Diisiik molekiil agirligina sahip fibroin 6rneklerin FTIR spektrumu.
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4.4.2 K Vitamininin Mikrojel Yapisina EtKisi

Fibgel igerisine K vitaminin eklenmesiyle elde edilen Fibgel-K yapisina ait infrared
spektrumu, Fibgel ve K vitamininden alinan infrared spektrumlar1 ile karsilastirilarak
incelenmistir (Sekil 4.10). K vitaminine ait infared spektrumundaki 3000 cm™ civarindaki
absorpsiyon bandi K vitaminin yapisinda bulunan aromatik halkaya ait C-H bag1 gerilme
titresimlerine aittir. K vitaminin ipek fibroin igerisine eklenmesi sonucu olusan yeni yapiya
ait infrared spektrumunda bu bandin siddetinin arttif1 goriilmektedir. Fibgel 6rnegine ait
1711 cm™ de yer alan hafif siddetteki absorpsiyon bandi C=0 bag gerilmesini ifade eden
absorbsiyon bandidir ve fibroin mikrojeller igerisine K vitamini eklenmesiyle birlikte bu
bandin 1732 ecm™ ye kaydig1 ve siddetinde az da olsa artis meydana geldigi goriilmiistiir.
Bunun sebebi K vitamininin yapiya eklenmesi sonucu elde edilen yapidaki C=O gruplarimin
sayisindaki artistir. Fibgel 6rneginde amit I bolgesinde 1637 cm™ de yer alan ve fibroinin
ikincil konformasyonunu ifade eden bu bandin, yapiya K vitaminin eklenmesiyle birlikte
1621 cm?‘e kaydig1 belirlenmistir. Amit I bolgesinde gerceklesen bu kaymanm ipek
fibroinin ikincil konformasyonu iizerine bir etkisi olmamustir. Fibgel ve Fibgel-K
orneklerinin her ikisinde de bulunan ve amit II bolgesinde yer alan 1516 cm™’ deki bant,
yapinin ikincil konformasyonunu korudugunu, kararli yapisinin devam ettigini
gostermektedir. B-tabaka olusumunun karakteristik absorbsiyon bandi olan 1231 cm™’ de
yer alan bandin Fibgel ve Fibgel-K 6rneklerine ait iki spektrumda da yer aldigi ve bu bantlara

ait herhangi bir degisim olmadig1 goriilmustiir.

Fibgel

1
1711 em™ 1)\ !
!

% Gegirgenlik
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3000 ¢em!

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
Dalga sayisi (¢cm!)

Sekil 4.10. K vitamini i¢eren mikrojellerin FTIR spektrumu.
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4.4.3. Fibrinojenin Kimyasal Yapiya Etkisi

Fibgel icerisine fibrinojen eklenmesiyle elde edilen Fibgel-Fng 6rnegine ait IR spektrumu
Sekil 4.11°de verilmis olup, Fibgel ve fibrinojene ait IR spektrumlar: ile karsilastirilarak
incelenmistir. Fibrinojene ait spektrum incelendiginde 3700- 3000 cm™ araliginda genis ve
yayvan bandin yer aldigi goriilmiistiir. Bu bant polipeptit yapisindaki fibrinojenin sahip
oldugu —OH gruplarinin gerilme titresimlerine aittir. Amit I bolgesi icerisinde yer alan 1632
cm™®” deki bant fibrinojen yapisindaki C=0 bag gerilmesine, amit II bolgesinde 1545 cm™’
de yer alan hafif siddetteki bant yapidaki N-H bag biikiilmesi ve C-H gerilme titresimlerine
aittir. 1403 cm™ civarinda yer alan bant ise fibrinojen yapisindaki simetrik COO™ gerilmesini
ifade etmektedir [39]. Fibrinojenin Fibgel igerisine eklenmesiyle elde edilen Fibgel-Fng
Ornegine ait spektrum incelendiginde amit I ve amit II bolgelerinde yer alan 1635 ve 1514
cm™®” de bulunan ve yapinin ikincil konformasyonda oldugunu gosteren bantlarin siddetinin
yaptya fibrinojen eklenmesinden sonra azaldigr goriilmiistiir. Bunun digsinda yapinin
kristalinitesi ile ilgili olan ve yapinin -tabaka konformasyonunda oldugunu ifade eden amit
111 bolgesindeki 1233 cm™ de yer alan bandin siddetinin yapiya fibrinojen eklenmesiyle
azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalma fibroin ¢6zeltisinin seyrelmesinden kaynaklanmis olup,

yapinin halen ikincil konformasyonda oldugu ve kararl1 yapisin1 korudugu goriilmiistiir.

Fibrinojenin yiizeye konjuge edildigi Fibgel-FngC ve Fibgel-K-FngC o6rneklerine ait IR
spektrumu Sekil 4.12° te birbirleriyle karsilastirilarak verilmistir. Orneklere ait spektrum
incelendiginde her iki ornekte de ipek proteinine ait karakteristik bantlarin varlig

1

gorilmistiir. Fibgel-FngC 6rneginde amit I bolgesinde 1622 cm™ civarinda ve amit II

bolgesinde 1520 cm

civarinda yer alan bantlarin Fibgel-K-FngC Ornegine ait IR
spektrumunda 1640 ve 1530 cm™**ye kaydig1 belirlenmistir. Fibgel-K-FngC 6rneginde 1640
cm™” deki bandin siddetindeki artis yapiya K vitamininin eklenmesinden kaynaklanmustir.
Fibroine ait olan bu karakteristik bantlar yapinin ikincil konformasyonunu korudugunu
gostermistir. Konjugasyonda EDC/NHS ¢apraz baglayici ajan olarak kullanilmis, fibroinin
primer amin gruplar ile fibrinojene ait karboksil gruplari arasinda kovalent baglanma
gerceklestirilmistir. Fibgel-FngC ornegine ait spektrumda 1709 cm™ de olusan yeni
absorpsiyon bandi fibroinin iizerine fibrinojenin kovalent immobilizasyonunun
gerceklestigini gostermistir [70]. Konjugasyonun varligini gésteren bu bant Fibgel-K-FngC
orneginde 1740 cm™ civarinda olup ve bandm siddetinin arttig1 gézlenmistir. Her iki 6rnekte

de 1234 cm™de goriilen absorpsiyon band fibroinin kristalin yapisi ile ilgili olan B-tabaka
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konformasyonuna ait karakteristik absorpsiyon bandi olup, her iki drnegin de kararli bir

yaptya sahip olduklarini gostermistir.
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Sekil 4.11. Fibrinojen igeren mikrojellerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.12. Fibrinojen konjuge mikrojellerin FTIR spektrumu.
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4.4.5. Konjuge Mikrojellerin X-Isinlar1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) Analizi

X-151n1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) numune yiizeyine X-1sinlarint bombardimaninin
yapilmasiyla ornek ylizeyinin, bilesimini ve kimyasal baglanma durumunu olusturan
elementlerin analiz edildigi bir tekniktir. Fibgel, Fibgel-FngC ve Fibgel-KFngC 6rnek
yiizeylerinin atomik bilesen oranlart XPS analizi ile belirlenmistir. Ornek yiizeylerine
yapilan fibrinojen immobilizasyonunun belirlenebilmesi amaciyla Fibgel, FibgelFngC ve
Fibgel-KFngC mikrojellerinin  farkli atomlara bagli temel seviye spektrumlari
olusturulmustur. Azot-1s temel seviye spektrumu (baglanma enerjisi 390-412 eV), oksijen-
Is temel seviye spektrumu (baglanma enerjisi 520-545 eV) ve karbon 1-s temel seviye
spektrumu (baglanma enerjisi 275-300 eV) sirastyla Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te

verilmistir.
Fibrinojen immobilizasyonunun gerceklestigi Fibgel-FngC ve Fibgel-KFngC 6rneklerinde
fibrinojenli yiizeylerdeki oksijen ve azot igeriginin artmasina bagli olarak Azot 1s spektrumu

ile Oksijen 1s spektrumlariin hafifce yayvanlagtigi Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te izlenmistir.
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Sekil 4.13. Azot 1s temel seviye spektrumu
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Sekil 4.14. Oksijen 1s temel seviye spektrumu

Orneklere ait Karbon-1s temel seviye spektrumu Sekil 4.15’te verilmis olup spektrumda
283.8 eV degerindeki maksimum pik noktasi hidrokarbon zincirindeki lineer C-C
baglanmasin1 gostermektedir. Lineer karbonlarin baglanma enerjilerinin diger karbon
baglanmalarima daha yiiksek oldugu literatiirden bilinmektedir [102]. Fibrinojen
immobilizasyonundan sonra Fibgel-FngC 6rnegine ait spektrum 281.3-291.3 eV araliginda,
Fibgel-KFngC oOrnegine ait spektrumun ise 281.3-290.0 eV araliginda yayvanlastigi
goriilmistiir. Bu durum farkli karbon baglanmalarindan kaynaklanan sinyallerin iist {iste
gelerek birlesmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir [103]. EDC/NHS konjugasyon
sisteminin fibrinojenin COO- gruplarini aktiflestirdigi, karboksil gruplari aktiflestirilmis
olan fibrinojenin fibroinin primer amin gruplari ile ¢apraz baglanmasi sonucu yeni bir yap1
olusmustur. Bu baglanma karbon-1s spektrumunda Fibgel-KFngC 6rnegi igin 285.4 eV
degerinde, Fibgel-FngC 6rnegi i¢in 284.2 eV degerinde goriilmiistiir [70]. Fibgel-KFngC
orneginde 286.6 eV degerinde olusan omuz fibrinojenin immobilize edildigi fibroinin
yiizeyindeki C-O baglanmasin1 gdstermektedir. Spektrumda 289.0 eV degerindeki
yayvanlagsma ise fibrinojenin karboksil gruplarina aittir [104]. Elde edilen bu sonuglar

fibrinojenin fibroin yiizeyleri ile konjuge oldugunu ispat etmektedir.
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Sekil 4.15. Karbon 1s temel seviye spektrumu

4.6. Fibroin Mikrojellerin Sisme Ozellikleri

Mikrokiirelerin sisme davraniglart 37°C’de PBS ortaminda incelenmistir. Mikrokiirelerin
agirlikca sisme oranlar1 gravimetrik olarak hesaplanmis ve sisme yiizdelerinin artan siireye
kars1 degisimini ifade eden grafikler olarak verilmistir. Molekiil agirligi etkisinin
mikrojellerin sisme davranigina olan etkisinin incelenmesi amaciyla Fibgel-D60, Fibgel-
D90, Fibgel-D120 ve Fibgel 6rneklerinin sisme davranisi birbirleriyle karsilagtirmali olarak
Sekil 4.16’da verilmistir. Grafikte serisin uzaklastirma siiresinin artmasiyla birlikte sisme
oraninin azaldig belirlenmistir. Grafige gore en yiiksek sisme Kapasitesine sahip 6rnegin
Fibgel-D60 oldugu, en diisiik sisme kapasitesine sahip Ornegin ise Fibgel oldugu
goriilmistiir. Fibroin polimerinin sisme 6zelligi fibroinin amorf yapisi ile alakalidir. Fibgel-
D60 o6rneginin diger orneklere gore daha yliksek sisme yilizdesine sahip olmasinin nedeni
diger Orneklere gore daha fazla amorf bolgeye sahip olmasidir. Serisin ekstraksiyon
siiresinin artmasiyla daha fazla amorf bdlgenin bozunarak yapidan ayrilmasi sonucu
mikrojellerin sisme sisme yetenekleri azalmaktadir. Benzer sekilde hidroliz siiresinin
artmasiyla birlikte amorf bdlgelerin bozunarak yapida ikincil konformasyona gegisin arttigi

FTIR sonuglariyla desteklenmektedir. Sisme grafiginde ilk 10 dakika igerisinde Fibgel-D60
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orneginin sigsme yiizdesi % 180’¢ ulasirken, B-tabaka konformasyona gegisin en fazla oldugu

Fibgel 6rneginin sisme yiizdesinin % 90’ a ulastig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.16. Fibroin mikrojellerin sisme davranislari.

Fibgel ornekleri igerisine K vitamini ve fibrinojenin eklenmesiyle elde edilen Fibgel-K ve
Fibgel-Fng orneklerine ait sisme grafigi Sekil 4.17° de verilmis olup, 6rneklerin sisme
davranigt incelendiginde Fibgel-Fng orneginin Fibgel ve Fibgel-K 6rnegine gore daha
yiiksek sisme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni yapiya hidrofilik bir
protein olan fibrinojenin eklenmesidir. Benzer sekilde Wenk ve ark. fibroin bazli
biyomalzemelerin kitosan, hyaluronik asit ve fibrinojen gibi diger dogal malzemelerle
harmanlanmasinin fibroinin sisme kapasitesini arttirdigini belirtilmistir [105]. Fibgel-K
orneginin Fibgel 6rnegine gore daha az sisme kapasitesine sahip olmasinin sebebi yapiya K
vitaminin eklenmesidir. Yapiya K vitaminin eklenmesi ile elde edilen Fibgel-K 6rneginin
ilk dakikalardan baglayarak devam eden sisme yiizdesindeki artisin diger orneklere gore
daha az oldugu goriilmiistiir. ilk yarim saat icerisinde Fibgel-Fng drneginin sisme yiizdesi
%220’ye ulagmistir. Bu durumun K vitamininin hidrofobik yapisindan dolayr sisme
kapasitesini azaltmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Literatiirde E vitamini ve K

vitamini igceren ve farkli tekniklerle iiretilen tasiyici yapilara bakildiginda bu yapilarin da
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sisme kapasitelerinin ¢ok yiiksek olmadigi, bu nedenle tasiyict malzeme ve kullanilan
tekniklerin degistirilerek daha iyi sisme kapasitesine sahip yapilarin elde edilmesi {izerine

calismalarin devam ettigi belirtilmistir [106].
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Sekil 4.17. Hemostatik mikrojellerin sisme davranislari.

Fibrinojenin yapiya konjuge edilmesiyle K vitamini igeren mikrojellerin sisme 6zelliginin
bir miktar iyilestirilmis oldugu goriilmistiir (Sekil 4.18). Fibgel-K mikrojeli ilk yarim saat
icerisinde %100 oraninda sisme davranis1 gosterirken, Fibgel-KFngC 6rnegi ilk yarim saatte
%128 sisme oran1t gostermistir. Fibgel-FngC Orneginin sigsme yiizdesi ise yarim saat

icerisinde %230 oranina ulasmustir.
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Sekil 4.18. Fibrinojen konjuge mikrojellerin sisme davranislari

4.7 Mikrojellerin Termal Ozellikleri

Mikrojellerin TGA termogramlar1 Sekil 4.19-4.22°de verilmis olup, termal davranislar 2 ana
bolgede incelenmistir. ik bélgede 100 °C civarinda gergeklesen kiitle kaybi mikrojellerdeki
suyun uzaklagsmasindan kaynaklanmis olup bu bolge TGA termogramlarinda I. bélge olarak
isimlendirilmistir. TGA termogramlarinda II. bolge ise kiitle kaybinin daha fazla oldugu
250-350 °C araligidir. ikinci bdlgedeki fazla kiitle kaybmin sebebi fibroin proteinindeki
peptit baglarinin kirtlmasi sonucu yapinin termal bozunmaya ugramasidir [107]. Yiiksek
molekiil agirlikli (260 kDa, HM-Fibgel) ve diisiik molekiil agirlikli (9.3 kDa, Fibgel)
orneklerine ait TGA termogramlarinda 100°C’de 6rneklerin nemliliginden kaynaklanan az
miktarda kiitle kaybi gergeklesmistir (Sekil 4.19). Sicakligin 250°C’ye ulagmasiyla peptit
baglar1 kirllmaya baglamig ve 250- 400 °C araliginda daha fazla peptit bagmin
par¢alanmasina bagli olarak hizli bir bozunmanin gergeklestigi gorilmistir. TGA
sonuglarma gore HM-Fibgel 6rneginin Fibgel Ornegine goére termal kararliliginin daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni HM-Fibgel 6rneginin molekiil agirliginin daha

yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir [93].
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Sekil 4.19. HM-Fibgel ve Fibgel 6rneklerine ait TGA termogramlari.

Fibgel mikrojelleri igerisine K vitamini ve fibrinojen yiiklenmesi ile edilen Fibgel-K ve
Fibgel-Fng ornekleri incelendiginde tiim orneklerde 100°C’de suyun uzaklagmasindan
kaynaklanan az miktarda kiitle kayb1 goriilmektedir (Sekil 4.20). Fibgel 6rnegi ile Fibgel-
Fng Orneginin termal bozunma egrilerinin birbirine benzerlik gosterdigi goriiliirken, K
vitamini i¢eren Fibgel-K 6rneginin Fibgel ve Fibgel-Fng 6rneklerine gore daha hizli termal
bozunma davranigi gosterdigi goriilmiistiir. Fibgel-K 6rneginin termal degradasyonu 250 °C-
375 °C arasinda maksimum hiza ulasirken, diger iki 6rnegin termal degradasyonu 275 °C’de
baslayip daha yavas bir kiitle kaybr1 ile gergeklesmistir. Sicaklik 500 °C’ye ulastiginda Fibgel
ve Fibgel-Fng 6rneginin yaklasik %73’iniin bozundugu, Fibgel-K 6rneginin ise yaklagik
%385’inin bozundugu gorillmistiir. Bunun sebebi ise genel olarak vitaminlerin termal
stabilerinin diigiik olmasi ve artan sicaklikla birlikte vitamin yapisinin hizli bozunmaya
baglamasidir. Sekil 4.21°de yer alan K vitaminine ait TGA termogrami incelendiginde,
termal bozunmanin hizli gergeklestigi izlenmistir. Sonu¢ olarak K vitamini eklenmesi
yiiksek sicakliklarda mikrojellerin termal kararliliklarint diistirmekle birlikte viicut

sicakliginda etkili olmamasindan dolay1, kullanimi etkilemeyecektir.
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Sekil 4.20. K vitamini ve Fibrinojen i¢ceren mikrojellerin TGA termogramlari.
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Sekil 4.21. Fibrinojen ve K vitamininin TGA termogramlari.
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Fibroin mikrojeller iizerine fibrinojenin konjuge edilmesiyle hazirlanan Fibgel-KFngC ve
Fibgel-FngC Orneklerine ait TGA termogramlart incelendiginde 100°C civarinda
orneklerdeki suyun uzaklasmasindan kaynaklanan az miktarda kiitle kayb1 goriilmiistiir.
Peptit baglarinin yavas yavas par¢alanmaya basladigi ikinci bolgeye gelindiginde ise her iki
konjugasyon oOrneginde diger Orneklere gore daha yavas bir degradasyon profili
gozlenmistir. Yavas degradasyon profili goriilmesinin sebebi konjugasyon ile COO™ gruplari
aktiflestirilmis olan fibrinojen ile fibroinin NH3s* amin gruplar1 arasindaki baglanmalarin
artmas: ve buna bagl olarak bozunmanin daha yavas ger¢eklesmesidir [108] Konjuge
orneklerin termal bozunma profilleri kendi aralarinda karsilastirildiginda Fibgel-KFngC
orneginin Fibgel-FngC o6rnegine gore termal stabilitesinin daha az oldugu goriilmiistiir.
Sicakligin 400 °C’ye ulagtigi durumda Fibgel-KFngC &rneginin %55’inin bozundugu,
Fibgel-FngC orneginin ise %45’inin bozundugu gorilmistiir. Bu durum benzer sekilde
Fibgel-KFngC 6rneginin yapisinda K vitaminin bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Fibgel-
FngC oOrnegine ait TGA termogrami incelendiginde diger oOrneklere ait TGA
termogramlarindan farkli olarak 200°C’de kiitle kaybr oldugu goriilmiistiir. Bu sicaklik
fibrinojenin termal degradasyon sicakligi olup, drnekte ilk olarak fibrinojenin bozunmaya
bagladigint gostermektedir [109]. Bu durumun sebebi fibrinojenin mikrojel yiizeyini
kaplamis olmasidir ve bu nedenle fibrinojenin bozunma sicakligi ayri olarak goriilmektedir.
Sekil 4.21°de verilmis olan fibrinojenin termal degradasyon profili bu durumu
desteklemektedir. Buna ek olarak Fibgel-FngC o6rneginin kiitle kaybmin diger tim
orneklerden daha az oldugu goriilmiistiir. Sicakligin 500°C’ye ulastigi durumda 6rnegin
%50’sinin bozunmadan kaldigi belirlenmistir. Bu durum fibroin ile fibrinojen arasindaki
konjugasyonun basarili bir sekilde gergeklesmesiyle alakali olup fibroin ile fibrinojen
arasinda meydana gelen kovalent ¢apraz baglanmadan dolay1 yapinin daha kararli bir hale
ulagtmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu iki yap1 arasinda meydana gelen
konjugasyon FTIR sonuglariyla da desteklenmis olup, Fibgel-FngC 6rneginin daha yiiksek

termal stabilite gosterdigi gorilmiistiir.

Fibgel ve HM-Fibgel 6rneklerine ait DSC termogramlar birbirleriyle karsilagtirilmali olarak
Sekil 4.22°de verilmistir. Termogramlarda 60°C civarinda goézlenen ilk endotermik pik
orneklerin su kaybini gostermistir. Termogramlarda hafif siddette goriilen ikinci endotermik
pik, fibroinin camsi gecis sicakligini (Tg), siddetli endotermik pik 6rneklerin degradasyon
sicakligini ifade eden piktir [110]. Silk | konformasyonuna sahip HM-Fibgel 6rnegi icin

camst gegis sicakligt 130°C’de, erimenin maksimum oldugu sicaklik ise 270°C’de
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gdzlenmistir. ikincil konformasyona sahip olan Fibgel &rneginin Tg degeri 175 °C’de,
erimenin maksimum oldugu sicaklik ise 300 °C’de gozlenmistir. Fibgel 6rneginin Tg
degerinin daha yiiksek olmas1 ve HM-Fibgel 6rnegine gore daha yiiksek termal bozunma
sicakligina sahip olmasinin sebebi kararli silk II konformasyonuna sahip olmasidir [56].
Bunun disinda Fibgel drnegine ait termogramda 275 °C’de goriilen endotermik pik 6rnegin
erime sicakligint (Tm) gostermistir [65]. Fibgel 6rneginde erime sicakliginin gézlenmesi

ornegin kristalin B-tabaka yapisinda oldugunu géstermis olup, bu durum FTIR sonuglariyla

da uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 4.22. HM-Fibgel ve Fibgel 6rneklerine ait DSC termogramlari.
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Sekil 4.23. Fibrinojen ve K vitamininin DSC termogramlari.
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Yapidaki fibrinojen ve K vitaminin mikrojellerin termal 6zellikleri {izerine olan etkisinin
aydinlatilabilmesi amaciyla Fibrinojen ve K vitamininin DSC termogramlar Sekil 4.23’te
verilmistir. Fibgel-K, Fibgel-Fng, Fibgel-FngC ve Fibgel-KFngC orneklerine ait DSC
termogramlari birbirleriyle karsilastirmali olarak Sekil 4.24°te verilmistir. Fibgel-K 6rnegine
ait termogramda Tg degerinin 150°C’de goziiktiigii belirlenmistir. Fibgel-K 6rneginin Tg
degerinin Fibgel 6rnegine gore daha diisiik gelmesinin nedeni ise yapidaki K vitamininin
hidrofobik dogasi ve daha kiiciik bir molekiil olmas1 nedeniyle polimer zincirleri arasinda
plastiklestirici etkisinden kaynaklandigi ve buna bagli olarak polimer zincirlerinde
segmental bir hareketlilik yarattigi diistintilmektedir [84]. Yapisindaki K vitamininin etkisi
sebebiyle erime 260 °C’de baglamustir [111, 112]. Fibrinojen iceren mikrojellere ait
termogramlar incelendiginde termogramlarin birbirine benzerlik gosterdigi ve 208 °C’de
siddetli endotermik pik goziiktiigii belirlenmistir. Bu pik, yapidaki fibrinojenin termal
bozunmasini ifade etmektedir [39, 113]. Fibgel-KFngC 6rnegine ait Tg degeri 160 °C’de
gozlenirken, daha kararli bir yapiya sahip olan Fibgel-FngC 6rnegine ait Tg degeri 175 °C’de
gozlenmistir. Sonug olarak mikrojellerin termal davraniglari incelendiginde yapiya bagh

olarak farkliliklar gosterse de 37°C termal olarak kararli olduklar1 gézlenmistir.

0.4
0.2 i
;{ \
—~ I i\
¢ B
4 ¥
g |
0.0 r
\ l — Fibgel
L r ---- Fibgel-K
\ ( — - Fibgel-Fng
1 [ — - Fibgel-FngC
3 ’ - - Fibgel-KFngC
2 4 | e |
0 100 200 300 400 500

Sicaklik (°C)

Sekil 4.24. K vitamini ve fibrinojen i¢eren mikrojellerin DSC termogramlari.
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4.8. Mikrojellerin Enjekte Edilebilir Ozellikleri

Bu calismasinda enjekte edilebilir hemostatik jellerin gelistirilmesi amaglanmis olup, edilen
mikrojellerin boyutlar1 yaklasik olarak 3 um civarinda olup, enjekte edilebilir boyutlardadir.
Enjekte edilebilir formulasyon i¢in kuru 6rnekler, farkli oranlarda % 5 (w/v)’lik CaCl i¢eren
PBS i¢inde dagitilarak, uygun derisim 100 mg/mL PBS secilmistir. Bu derisimde hazirlanan
mikrojellerin enjekte edilebilirligi akis hiz1 200uL/dk olarak ayarlanmig siringa pompasi ile
gozlenmistir. Siringadan ¢ikan orneklerin direkt olarak petri kaplarina akmalar1 saglanmis
ve fiziksel formlar1 izlenmistir. Makroskopik olarak Fibgel ve Fibgel-K 6rneklerinin petri
alanma yayildigi, diger jellere oranla daha diisiik jellesme kabiliyetlerinin oldugu
gozlenmistir. Fibrinojen i¢eren drneklerin ise enjektoriin uzundan daha geg gectigi ve petri

yiizeyinde ise yayilmadan durdugu belirlenmistir (Sekil 4.25).

Sekil 4.25. Mkrojellerin jel davranislarinin makroskopik goriintiileri.

Mikrojellerin enjekte edilebilir 6zelliklerinin detayli arastirilmasi i¢in reolojik ozellikleri
incelenmistir. Reolojik ozellikler; kolloidal siispansiyonlar, kopiikler ve polimer
sistemlerinin uygulanabilirligi acisindan 6nemli bir yere sahiptir. Yumusak malzemelerin
dinamik reolojik 6zellikleri elastik kat1 bir malzeme ile viskoz bir s1vi arasinda degisiklik
gosteren viskoelastik davraniga benzerdir ve reolojik karakterizasyon ile bu viskoz-elastik

ozellikler olgiilebilmektedir [114].
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Reolojik 6zelliklerinin incelenmesi amactyla 100 mg kurutulmus fibroin mikrojellerin 1mL
% 5 (w/v) CaCly igeren PBS ¢ozeltisi igerisinde dagitilarak mikrojel 6rnekleri hazirlanmigtir.
Jellesme sonuglaria gore Fibgel ve Fibgel-K 6rneklerinin akiskan 6zellik gosterdigi; tam
olarak jel formuna ulasmadigi belirlenmistir. Reolojik karakterizasyonlarda temel olarak 3
nitelik bulunmaktadir. Bunlardan ilki 6rnek alanina uygulanan kuvvetin degeri olan gerilim,
malzemenin deformasyonunu ifade eden gerinim ve gerilimin gerinime oranidir. Gerilimin
gerinime orani katilar i¢in elastik moduliinii ifade ederken sivilar i¢in viskozite degerini
ifade etmektedir [114]. Yapisinda hem kati hem de sivi 6zellik gosteren hidrojeller ise
gerinim karsisinda viskoelastik davranig gosterirler. Bu davranislart sayesinde viskoz,
elastik veya visko-elastik 6zellikleri incelenebilmektedir. Bu 6zellikler malzemenin sertlik-

yumusaklik 6zelliklerine gore degisiklik gostermektedir.

Oncelikle mikrojel érneklerinin viskozite dlgiimleri yapilmigtir. Bu amagla degisen kayma
hizina bagl olarak elde edilen viskozite degerlerinin 6rneklere gore degisimi incelenmistir.
Mikrojellerin viskozite degerleri Sekil 4.26’da verilmistir. En yiiksek viskoziteye sahip
mikrojel 6rnegi Fibgel-FngC olarak belirlenirken, en diisiik viskoziteye sahip 6rnek Fibgel-

K olarak belirlenmistir.

[ = |HM-Fibgel
® Fibgel

4 Fibgel-Fng
v Fibgel-K
Fibgel-FngC
Fibgel- KFngC

Viskozite log(n) (Pas)

Y (1/s)

Sekil 4.26. Mikrojellerin viskozite 6zellikleri.
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G’ ve G" degerleri viskoelastik malzemelerin reolojik 6zelliklerini ifade eden Onemli
parametrelerdir. Depolama modiilii olarak bilinen G’ degeri malzemenin uygulanan
deformasyona kars1 geri kazanilabilir olan elastiklik 6zelligini gostermektedir. Bu nedenle
kayma elastik modiilii olarak da tanimlanabilmektedir. Kayip modiilii olarak bilinen G”
degeri ise malzemenin geri kazanilamayan deformasyonu olan viskoz 6zelligini ifade eder
ve bu nedenle viskoz modili olarak da isimlendirilmektedir [115]. Reolojik
karakterizasyonda oncelikle tiim mikrojellerin viskoelastik bolgeleri belirlenmistir. Bu
amagla mikrojellere gerinim taramasi yapilarak mikrojellerin elastik modiil degerinin (G’),
artan deformasyon ile degismedigi bolge belirlenmistir. Analizler y= %0,0001- %0,01
deformasyon araliginda gercgeklestirilmis olup, mikrojellerin gerinim taramasi egrileri Sekil
4.27°de verilmistir. Buna gore fibrinojen igeren ornekler igin (Fibgel-FngC ve Fibgel-
KFngC) deformasyon degeri %0.002 olarak belirlenirken, diger mikrojel 6rnekleri i¢in

deformasyon degeri %0,01 olarak belirlenmistir.

450

400

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
% Deformasyon

—a— Fibgel-FngC —&— Fibgel-KFngC —y— HM-Fibgel
—4—Fibgel-Fng —<¢—Fibgel-K —p— Fibgel

Sekil 4.27. Mikrojellerin viskoelastik bolgeleri
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Dogrusal viskoelastik bolgelerin belirlenmesinden sonra mikrojellere frekans taramasi
uygulanmistir. Frekans taramasi yliksek frekans degerlerinden baslanarak diisiik frekans
degerlerine dogru olacak sekilde 10- 0,1 Hertz araliginda gergeklestirilmistir. Uygulanan
frekans taramasi sonucunda degisen frekansa gore degisen G’ ve G” degerleri her bir

mikrojel 6rnegi i¢in Sekil 4.28’de verilmistir.

Frekans taramasi sonunda elde edilen G’ ve G” degerleri malzemenin elastik 6zelligini ve ve
viskoz 6zelligini belirleyen 6nemli biiyiikliiklerdir. G' degerinin G” degerinden biiyiik
olmas1 malzemenin elastik davranisinin viskoz davranisina gore daha baskin oldugunu
gostermekle birlikte malzemenin her asamada jel davranisi gosterdigini belirtmektedir [74].
G" degerinin G’ degerinden biiyiik olmasi ise malzemenin viskoz 6zelliginin daha baskin
oldugunu gostermektedir. Mikrojellerin visko-elastik davraniglarini ifade eden grafikler
incelendiginde HM-Fibgel 6rneginin elastik davranisinin baskin geldigi ve G’ egrisi ie G”
egrisinin kesistigi goriilmektedir. G’ egrisi ile G” egrisinin kesistigi frekans degeri viskoz ve
elastik davraniglarin ayni anda gozlenebildigi sol-jel davranisini ifade etmektedir. Buna gore
HM-Fibgel orneginin % 0.464 frekans degerine ulasmasiyla birlikte viskoz ve elastik
davraniglarin ayni anda gozlendigi, malzemenin bu frekans degerinden itibaren viskoelastik
ozellik gosterdigi belirlenmistir. Fibgel mikrojeline ait grafik incelendiginde ise viskoz
davranigin elastik davranisa gore baskin geldigi, jellesme davranisinin olmadigi

gbzlenmistir.

G' egrisinin G” egrisinden daima yiiksek oldugu diger bir mikrojel 6rnegi ise Fibgel-FngC
ornegidir. Fibgel-FngC ornegine ait grafik incelendiginde malzemenin elastik davranisinin
daha baskin oldugu ve % 0.1 frekans degerinden sonra viskoelastik davranis gosterdigi
gozlenmistir. Akma 06zelliginin jellesme 6zelliginin Oniine gectigi caprazlama noktasinin
goriildiigii 6rnek ise Fibgel-Fng 6rnegidir. Fibgel-Fng 6rnegine ait grafik incelendiginde G’
ve G" egrilerinin birbirine ¢ok yakin oldugu, dolayisiyla malzemenin jel 6zelligi ile viskoz
ozelliginin birbirine ¢ok yakin oldugu goézlenmistir. Bu nedenle bu Ornegin yiiksek
frekanslarda tamamen jel davranisina gecebilecegi diisiiniilmektedir. Yin ve arkadaglarinin
yapmis olduklar1 ¢aliymada kayma kuvvetinin artmasina bagl olarak jellesen fibroin
yapisinin tersinir Sol-jel davranisi gosterdigi belirlenmis olup, Fibgel-FngC ile Fibgel-Fng

mikrojellerinin jellesme davranisi ile uyum gosterdigi belirlenmistir [116].

Fibgel-KFngC 6rneginin reolojik davranisi incelendiginde G’ ve G” egrilerinin kesismedigi
gbzlenmistir. Egrilerin kesismemesi sol-jel gegisinin gergeklesemedigini gostermistir. Bu

ornekte elastik davranis viskoz davranistan baskin gelmis ve dolayisiyla jellesme 6zelliginin
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varligt kanitlanmistir. Fibgel-K 6rneginde ise G” degeri her frekans i¢in G’ degerinden daha

yiiksektir. Kayma geriliminin artmast durumunda hem G’ hem de G” hizla artmis ancak

jellesme gerceklesmemistir.
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Sekil 4.28. Mikrojellerin viskoelastik davraniglari.
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Enjekte edilebilir jeller iizerine olan ¢aligmalar incelendiginde, enjekte edilebilir yapinin
elde edilebilmesi agisindan viskoz-elastik 6zelliklerin bir arada bulunmasinin gerekliligi
belirtilmis olup; fibroinin konformasyonel gecisi sayesinde sol-jel 6zelliklerinin gelistigi

vurgulanmustir [60, 117].

Sonug¢ olarak fibrinojen yiikli orneklerin visko-elastik davranis gosterdikleri, kayma
geriliminin artmasina bagli olarak jellesmenin artacagi ongoriilmektedir. Ancak K vitamini
igeren Fibgel-K 6rneginin ve diisiik molekiil agirlikli Fibgel 6rneklerinin kayma geriliminin
artmasi ile jellesmenin artmayacagi gozlenmistir. Fibgel-K 6rneginde kayma hizinin
artmasina bagl olarak gerceklesen viskoz 6zellikteki artigin, jel 6zelligindeki artistan daha
fazla gerceklesmesinin sebebi yapisinda bulunan K vitaminininden ileri geldigi
diisiniilmektedir. Fibgel 6rneginde ise jellesme davranisinin goriilmemesinin nedeninin

diisiik molekiil agirhgindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

4.10. Mikrojellerin Sitotoksitesi

Gelistirilen mikrojellerin sitotoksik etkisi L929 fibroblast hiicrel hatt1 kullnilarak, MTT ile
degerlendirilmistir (Sekil 4.29). Fibroblast hiicrelerinin mikrojel yiizeylerine tutundugu ve
hazirlanan mikrojellerin higbirinin hiicreler iizerinde toksik etkisinin olmadigi, hepsinin
biyouyumlu oldugu belirlenmistir. Biitiin mikrojel 6rneklerde % hiicre canliligi yaklasik
olarak 100’diir. Baz1 deney gruplari i¢in hiicre canliliginda artis ya da azalis gozlense de
istatistiki olarak gruplar arasinda anlamli bir degisim bulunmamaktadir (p<0.05).
Istatistiksel olmamakla birlikte birlikte mikrojellerin yapisindaki K vitamini ve fibrinojenin
hiicre canlihgin1 az da olsa arttirdig goriilmiistiir. Onemli hayati fonksiyonlar1 ve kan
koagiilasyonu tizerinde 6nemli role sahip olan K vitaminin yumusak doku olusumunda hiicre
canliligini ve hiicre proliferasyonunu arttirdigi bilinmektedir [118]. Fibrinojenin hiicre
proliferasyonu iizerine olan etkisine bakildig literatiir caligmalar1 incelendiginde, kanama
durumundaki aktif rolii ile bilinen fibrinojen proteinlerinin spesifik baglanma noktalarindan
cesitli biiyiime faktorlerine baglanarak yara iyilesme siirecinde hiicre proliferasyonunu
arttirdi@1 belirlenmistir [119]. Ancak bu ¢alismada hiicre canliligi 24 saat verileri oldugu igin
fibrinojen iceren mikrojellerde anlamli bir artis gézlenmemistir. Sonug olarak fibroin
mikrojeller dogal yapida olduklari i¢in hiicre iizerine higbir toksik etkileri olmadiklar1 gibi
fibroin ve fibrinojenin hiicre tutunmasinda ve uzun donem hiicre proliferasyonunda etkili
olacaklari, bu nedenle mikrojellerin yara iyilesmesi lizerine de olumlu etkilerinin olacagi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.29. Hemostatik mikrojellerin 1.929 hiicre canlilifina etkisi.

4.11. Fibroin Mikrojellerin Hemostatik Etkileri

Gelistirilen mikrojellerin hemostatik etkileri tam kan pihtilagma testi ile degerlendirilmis ve
makroskobik goriintiileri Sekil 4.30°da verilmistir. In vitro tam kan pihtilasmasi testinde
absorbans degerinin kontrole oranla diisiik olmasi yikama ¢ozeltisinde (fosfat tamponu)
siispanse olan eritrosit miktarinin az; pihtilagsma siirecine katilan eritrosit miktarinin da
dolayl1 olarak ¢ok oldugunu yansitmaktadir. Kontrolle kiyaslandiginda 6rneklerin tamami
(HM-Fibgel, Fibgel, Fibgel-Fng, Fibgel-K, Fibgel-FngC, Fibgel-KFngC) i¢in okunan
hemoglobin absorbans degeri (%) istatistiksel olarak anlamli sekilde kontrol degerinin
altindadir (Sekil 4.31). Bu sonug, orneklerin tamaminin degisen oranlarda pihtilasmay1
artirict yonde etkisi oldugunu gostermektedir. Hemostatik ajan igermeyen fibroin mikrojeller
(HM-Fibgel ve Fibgel) kontrolle kiyaslandiginda pihtilasma siirecini istatistiksel olarak
anlamli hizlandirdig1 izlenmistir. Bununla birlikte diisiik molekiil agirlikli fibroin
mikrojellerin absorbans degerinin % 40 oraninda, yliksek molekiil agirlikli fibroin
mikrojellerin absorbans degerinin % 60 oraninda oldugu goriilmektedir. Bu sonug diisiik
molekiil agirligina sahip fibroinin hemostatik 6zelliginin digerine gére daha fazla oldugunu
gostermekle birlikte bu sonug literatiirle de paralellik gostermektedir [1]. Bunun nedeni ise
fibroinin dogal protein yapisi geregi kan hiicre ve bilesenlerinin tutunabilecegi bir zemin

saglamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.30 In vitro tam kan pihtilagma testi. A) Mikrojellerin yiizeyinde piht1 olusumunu, B)
yikama ¢ozeltisinde (fosfat tamponu) siispanse olan eritrositlerin goriintiileri.

Mikrojeller arasinda 120 s gibi kisa bir inkiibasyon siirecinde en etkin pihtilagmanin ise K
vitamini i¢eren ve yiizeyi fibrinojen ile konjuge edilmis olan Fibgel-KFngC 6rneklerinde
oldugu gozlenmistir. Bu 6rnek yiizeye konjuge halde yalnizca fibrinojen igeren Fibgel-FngC
orneginden daha etkin oldugundan yiizeye konjuge edilen hem K vitamininin hem de
fibrinojenin pihtilasma siirecini hizlandirma agisindan sinerjik etkisi nedeniyle oldugu
sonucuna varilmistir. Bununla birlikte fibrinojenin fibroin yapist i¢ine yiiklenmesi ile
pihtilagsma siirecinin hizlandirilmasi agisindan etkinlik kaybina yol agmistir. Fibgel-Fng ile
Fibgel-FngC kiyaslandiginda ise fibrinojenin yilizeye konjuge edilmesinin pihtilasmay1
hizlandirmak agisindan daha etkin oldugu sdylenebilir. Bu durum inkiibasyon siiresinin kisa
tutulmus olmasi ile agiklanabilir. Yiizeyde konjuge halde bulunan fibrinojen halihazirda kan
ile temas ylizeyinde yer aldigindan etkisini kisa siirede gosterebilmektedir. Buna karsin
giiclii fibroin yapisinda bulunan fibrinojenin etkisi gosterebilmesi i¢in fibroinin yapisindaki
siki capraz baglardan siyrilarak temas yiizeyindeki kanla etkilesime girmesi daha uzun

zaman gerektirmektedir.
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Sekil 4.31 In vitro tam kan pihtilasma testi. A) % Hemoglobin (Antikoagiilan icermeyen
kan), B) % Hemoglobin (Sitrath kan ile yiiriitiilen), (Kontrole kiyasla **** P<(0.0001, ***
P<0.0005, **P<0.001).

Bu sonuglar gelistirilen fibroin ve hemostatik mikrojellerin hepsinin kan pihtilasmasinda
onemli rol oynadiklarin1 gdstermektedir. Ancak hemostatik performanslarinin daha detayl
degerlendirmesi ve yara iyilesmesindeki etkilerinin degerlendirmesi i¢in in vivo deneylere
ihtiya¢ vardir. Bu nedenle fibroin jellerin in vivo hemostatik etkinligi ve yara iyilesme
tizerine etkileri, siklofosfamid ile indiiklenen hemorajik sistitisli sican modelinde

degerlendirmesi planlanmaistir.
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SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda fibroin esasli dogal protein yapisinda, K vitamini ve fibrinojen igeren
enjekte edilebilir hemostatik mikro jellerin gelistirilmesi hedeflenmistir. ipek kozalarindan
serisinin uzaklastirilmasiyla elde edilen fibroin proteininden kimyasal ve enzimatik
yontemler kullanilarak molekiil agirlig1 9.3-43.5 kDa arasinda degisen fibroin proteinleri
elde edilmistir. Molekiil agirligi bu aralikta degisen fibroinlerden faz ayrimi yontemi ile
mikrojeller sentezlenerek, en iyi monodispersiteye sahip olan mikrojel 6rneklerin igine K
vitamini ve fibrinojen yiiklenerek hemostatik mikrojeller hazirlanmistir. Hemostatik ajan
orani K vitami i¢in %1 (v/v), fibrinojen i¢in %3 (w/v) olarak optimize edilmis ve bunun
degerlerin iizerindeki hemostatik ajanlarin eklenmesinin mikrokiire yapisinin deforme ettigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda mikrojellerin kan yiizeyi ile direkt temas edecegi goz Oniine
aliarak, etkin bir hemostatik ajan olan fibrinojen, fibroin mikrojellerin yiizeyine konjuge

edilerek temas aninda ilk hemostatik etkinin saglanmasi amaglanmistir.

Mikrojel 6rneklerinin kararli Silk II (B-kristalin) konformasyonda olduklar1 belirlenmistir.
Termal analiz sonuglarina gére Fibgel-FngC 6rneginin en yiiksek termal kararliliga sahip
mikrojel oldugu goézlenmistir. Bunun sebebinin fibrinojenin mikrojel yiizeyine konjuge
olmasiyla yapiy1 daha kararli hale getirmesi oldugu diisiiniilmektedir. Mikrojellerin reolojik
davraniglart incelendiginde hemostatik mikrojeller arasinda en yiiksek sol-gel davranisi
sergileyen Ornegin fibrinojen konjuge ornekler (Fibgel-FngC) oldugu gézlenmistir ve bu

visko-elastik davranig mikrojellerin enjekte edilebilir oldugunu kanitlamistir.

Kan koagiilasyon test sonuclarina gore tim mikrojellerin degisen oranlarda 60 s’de
hemostatik etki gosterdigi ancak K vitamini yiiklii ve fibrinojen konjuge jellerin en yliksek
hemostatik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen tiim mikrojellerin hi¢bir toksik
etki gostermedigi ve protein yapisinda olmalarindan dolay: hiicrelerin ¢ok 1y1 tutundugu ve

hatta hiicre proliferasyonunu arttirdigi gézlenmistir.

Sonug olarak hazirlanan mikrojellerin fibroin esasli dogal protein yapisi nedeniyle de yara
iyilesmesini hizlandiracag diistiniilmektedir. Ayrica enjekte edilebilir formu nedeniyle yara
bolgesinin seklini kolay almasi, mikrojel ag yapist nedeniyle cilt hareketlerinden
kaynaklanan strese karsi koyabilmesi, biyoyapiskan, termal kararlilik ve iyi hasta kabulii
gibi Ozellikleri nedeniye mevcut hemostatik yara Ortiilerine gore daha avantajli olmasi
beklenmektedir. Ileriki dénemlerde planlanan in vivo calismalar hemostatik mikrojellerin

kanamay1 durdurucu etkisini ve yara iyilesmesindeki roliinii daha 1yi kanitlayacaktir.
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olusan toplam ..92... sayfahk kismina iligkin, ...05.../...06.../2018.. tarihinde-gahstar/tez danismanim tarafindan
Turnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, tezimin benzerlik orani % ....3. ‘tiir.

Uygulanan filtrelemeler:
éD Kaynakga harig
2- Alintilar harig fdéhit
3- 5kelimeden daha az értiisme igeren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Galigmasi Orjinallik Raporu Ahnmasi ve Kullanilmas1 Uygulama
Esaslar’'mi inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tirli hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim. 2} .06 10§
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