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Vezikovajinal fistiil (VVF), mesane ve vajina arasinda siirekli idrar kagirmaya neden olan
olagan dis1 bir agikliktir. VVF' nin tedavisi fistiiliin boyutu, yeri ve cerrahin deneyimi gibi
etmenlere bagli olarak konservatif veya girisimseldir. VVF’nin cerrahi onariminda
basarili bir sonug elde etmek icin ¢ogunlukla mesane ile vajina arasina iyi damarlanmis
bir doku interpozisyon flebi yerlestirilmektedir. Doku interpozisyon flepleri, mesane ile
vajina arasinda bir bariyer gorevi gorerek ve doku olusumunu ve damarlanmay1 artirarak
tedavinin basar1 sansini yiikseltmektedir. VVF’nin cerrahi tedavisinde otolog doku
interpozisyon flepleri yaygin olarak tercih edilmektedir. Ancak otolog fleplerin kullanim1
hastanin genel saglik durumu, fistiiliin 6zellikleri ve cerrahi teknik ile ilgili nedenlerle her
zaman miimkiin olmamaktadir. Otolog dokularmm kullaniminin miimkiin olmadig:
durumlarda, sentetik interpozisyon fleplerinin kullanilmasi Onerilmis ve bazi
caligmalarda denenmistir. Bu fleplerin higbiri VVF tedavisi i¢in 06zel olarak
tasarlanmamis olup yaygin klinik kullanima girememistir. Bu tez ¢alismasinin birinci
asamasinda VVF onariminda kullanilan doku interpozisyon fleplerinin klinikte basari
oranlar1 degerlendirilmis ve klinik ihtiyaglar gz Oniine alinarak tedaviye 6zel, pro-
anjiyojenik ve antibakteriyel fiber yapida bir doku interpozisyon flepi tasarlanmigtir. Tez
caligmasinin ikinci boliimiinde ise tasarlanan flepler elektro-egirme yontemi ile tiretilerek
in vitro ve in vivo olarak incelenmistir. Bu amagla ipek fibroin (Fib) ve polikaprolakton
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(PCL) polimerleri kullanilarak elektro-egirme yontemi ile 2 katmanl fiberler (Fib/PCL)
iretilmistir. Fib/PCL fiberlerin birinci katmanina pro-anjiogenik 6zellik gosteren 17-p-
estradiol (E2) ve ikinci katmanina ise antibakteriyel etki gosteren AgNO3 eklenerek
glimilis nanopartikiillere indirgenmesi saglanmistir. E2 ve AgNP iceren fiberlerin
(E2Fib/PCL-Ag) anjiyogenik ve antibakteriyel etkileri incelenmistir. Caplar1 0,28-0,55
pm arasinda degisen diizglin ve homojen morfolojideki fiberler, L929 hiicre hattinda
toksik etki gdstermemistir. E2’nin fiberlerden salim profilleri incelendiginde; ilk 7 giinde
ani bir salim gozlenmis olup 14. giinden sonra ise siirekli bir salim profili izlenmistir.
AgNP ise benzer bir salim profili gostermistir. E2 iceren fiberlerin anjiyogenik etkisi
koryoallantoik membran (CAM) deneyi ile incelenmistir. Bu fiberlerin normalize damar
yogunluklarin1 kontrol grubuna goére %10 ile 36 arasinda artirdig1 tespit edilmistir. Bu
sonuglar fiber yapisindan salinan E2’nin anjiyojenik etki gosterdigini ispatlamistir. Ayni
zamanda AgNP igeren fiberler mesane ve vajina florasinda yaygin olarak bulunan
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 ve Candida albicans ATCC 90028 suslarina kars1 antibakteriyel
etki gosterdigi tespit edilmistir. E2 ve AgNP iceren fiberler siganlarin abdomen ve
mesane—vajina bolgesine ayri ayri implante edilerek erken donem doku yaniti
karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu amagla, bu bolgelerden alinan doku kesitleri,
polimorfoniikleer 16kositler (PMN), mononiikleer hiicreler (MN), bag dokusu
organizasyonu ve damarlanma agisindan degerlendirilerek skorlanmistir. E2 iceren iki
katmanl fiberlerin damarlanmay1 ve bag dokusu olusumunu kontrole gore artirdigi
gbzlenmigstir. Diger taraftan, fiberler enfeksiyon agisindan degerlendirildiginde, AgNP
iceren fiberler diger gruplara gore daha az yabanci cisim reaksiyon kaynakli enfeksiyon
gostermistir. Mesane-vajina ve abdomen bolgelerinden alinan doku 6rnekleri PMN, MN,
bag dokusu organizasyonu ve dev hiicre sayisi agisindan incelendiginde, bolgeler
arasinda anlamli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir. Sonug olarak doku interpozisyon flep
eslenigi olarak gelistirilen iki katmanli fiberlerin klinik kullanim potansiyeli oldugu ve
ileriye doniikk caligmalar ile klinige translasyonunun miimkiin olabilecegi

diisiinilmektedir.
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ABSTRACT

DESIGNING AND FABRICATION OF PRO-ANGIOGENIC/ANTIBACTERIAL
TISSUE INTERPOSITION FLAP SUBSTITUTE FOR USE IN
VESICOVAGINAL FISTULA REPAIR

Halime SERINCAY

Doctor of Philosophy, Department of BIOENGINEERING
Supervisor: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM
Co-Supervisor: Do¢. Dr. Naside MANGIR BOLAT
July 2023, 125 pages

A vesicovaginal fistula (VVF) is an anbormal opening between the bladder and vagina
that causes continous leakage of urine and urinary incontinence. Definitive treatment of
VVF is surgery and the type of surgical intervention is chosen depending on factors such
as the size and location of the fistula, and the surgeon's experience. In order to achieve
successful surgical repair of VVF, a well-vascularized tissue interposition flap is usually
placed between the bladder and the vagina. Tissue interposition flaps increase the chances
of success of treatment by acting as a barrier between the bladder and the vagina and
increasing tissue formation and vascularization. Autologous tissue interposition flaps are
widely preferred in the surgical treatment of VVF. However, the use of autologous flaps
is not always possible due to the general health status of the patient, the characteristics of
the fistula, and the surgical technique. In cases where the use of autologous tissues is not
possible, the use of synthetic interposition flaps has been suggested and tried in several
studies. None of these flaps were designed specifically for the treatment of VVF and have
not ever gained widespread clinical acceptance. In the first part of this thesis, the clinical
success rates of tissue interposition flaps used in VVF repair were evaluated, and a
treatment-specific, pro-angiogenic, and antibacterial tissue interposition flap in fiber form
was designed considering clinical needs. In the second part of the thesis, the designed

flaps were produced by electro-spinning method and examined in vitro and in vivo. For
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this purpose, bilayered fibers (Fib/PCL) were produced by an electro-spinning method
using silk fibroin (Fib) and polycaprolactone (PCL) polymers. 17-B-estradiol (E2), which
has pro-angiogenic properties, was added to the first layer of Fib/PCL fibers, and AgNO3,
which has an antibacterial effect, was added to the second layer to reduce it to silver
nanoparticles (AgNPs). The angiogenic and antibacterial effects of fibers containing E2
and AgNPs (E2Fib/PCL-Ag) were investigated. Fibers with smooth and homogeneous
morphology varying between 0,28-0,55 um in diameter did not show any toxic effects in
the L.929 cell line. When the release of E2 from fibers are examined; initial burst effect
was observed in the first 7 days and then a continuous release profile was observed after
the 14th day. AgNPs release from the fibers showed a similar release profile. The
angiogenic effect of E2 containing fibers was investigated by chorioallantoic membrane
(CAM) assay. It was observed that these fibers increased the normalized vascular
densities between 10 and 36% compared to the control group. These results proved that
E2 released from the fiber structure showed an angiogenic effect. It has been determined
that fibers containing AgNPs have antibacterial effects against Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 and
Candida albicans ATCC 90028 strains that are commonly found in the bladder and
vaginal flora. Fibers containing E2 and AgNP were implanted separately in the abdomen
and paravaginal regions of rats and the early tissue response was comparatively
examined. For this purpose, tissue sections taken from these regions were evaluated and
scored in terms of polymorphonuclear leukocytes (PMN), mononuclear cells (MN),
connective tissue organization and vascularization. It was observed that E2 containing
bilayered fibers were observed to increase vascularization and connective tissue
formation as compared to the control. On the other hand, when the fibers were evaluated
in terms of infection, AgNP containing fibers showed less foreign body reaction-induced
infection than the other groups. When the tissue samples taken from the paravaginal and
abdomen regions were examined in terms of PMN, MN, connective tissue organization,
and the number of giant cells, it was observed that there was no significant difference
between the regions. As a result, it is thought that bilayer fibers developed as tissue
interposition flap equivalents have the potential for clinical use and their translation to

the clinic may be possible with prospective studies.

Keywords: Vesicovaginal fistula, tissue interposition flap, angiogenesis, antibacterial,

fiber, fibroin, PCL
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1. GIRIS

Vezikovajinal fistiil (VVF), mesane ve vajina arasinda siirekli idrar kagirmaya neden olan
olagan dis1 bir agikliktir. VVF, sebep oldugu idrar kagirma sorunu nedeniyle kadinlarin
yasamlarinda sosyal ve psikolojik anlamda olumsuz etkilere neden olmaktadir [1].
VVF’nin goriilme nedenleri gelismekte olan iilkeler ve gelismis iilkeler i¢in farklilik
gostermektedir. VVF, gelismekte olan {ilkelerde dogum travmalari nedeniyle meydana
gelirken, gelismis iilkelerde ise hastaliklar, iirojinekolojik girisimlerden sonra uygulanan
pelvik radyasyon tedavisinin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Geligmekte olan iilkelerde,
en az 2 milyon kadinda VVF oldugu tahmin edilmektedir ve her yil sadece Afrika'da
30.000 ila 130.000 yeni vaka goriilmektedir [2].

VVF'nin tedavisi, fistiiliin boyutu, yeri ve cerrahin deneyimi gibi etmenlere bagh olarak
konservatif veya girisimsel olmaktadir. Fistiil olusumunun erken evrelerinde, fistiil
boyutu 1 cm’den kii¢iik iken, cesitli konservatif yontemler tedavide tercih edilmektedir.
Konservatif tedavi yontemleri arasinda, fistiiliin takip edilmesi, antikolinerjik ilag
kullanimi ve kateter uygulamasi sayilabilmektedir [3]. Konservatif tedavi yaklagimlarinin
yetersiz kaldig1 durumlarda, VVF cerrahi onarim yoluyla tedavi edilmektedir. VVF’ nin
cerrahi onariminda bagarili bir sonug elde etmek i¢in ¢ogunlukla mesane ile vajina arasina
iyi damarlanmis bir doku interpozisyon flebi yerlestirilmektedir [4]. Doku interpozisyon
flepleri, mesane ile vajina arasinda bir bariyer gorevi gorerek ve doku olugumunu ve
damarlanmay1 artirarak tedavinin basar1 sansini ylikseltmektedir [5]. Bu amagla bir¢ok
otolog ve sentetik doku interpozisyon flepi kullanilmaktadir. Otolog doku interpozisyon
flepleri tedavide yaygin olarak tercih edilmekle birlikte hastanin genel saglik durumunun
uygun olmamasi, yeterli flep bulunmamasi, dondr bdlgesi morbiditesi gibi nedenler
kullanimim kisitlamaktadir. Sentetik doku interpozisyon flepler, elde edilme kolayligi,
daha kisa operasyon siireleri, dondr bdlgesi morbiditesine neden olmamasi ve otolog
fleplerden tedavide daha iyi etkinlik gostermesi gibi avantajlarla iyi bir alternatif olarak
diisiiniilmektedir. Literatiirde VVF onariminda kullanilan {iriinler, c¢esitli cerrahi
disiplinler tarafindan kanamay1 kontrol etmek ve iyilesmeyi hizlandirmak i¢in kullanilan
baslica doku yapistiricilart ve hemostatik ajanlardir. Bu {iriinlerin VVF tedavisi i¢in
yetersiz kalmalarinin nedeni, higbirinin VVF onarimi i¢in 6zel olarak tasarlanmamis

olmasidir. VVF bdlgesindeki iyilesmeye katkilari olmasina ragmen tedavide tam olarak



ihtiyac1 karsilamamaktadirlar. Doku miihendisligi ve malzeme bilimindeki gelismelere
ragmen, cerrahlarin VVF onarimi sirasinda mesane ve vajina arasinda kaliteli doku
gelisimini karsilayabilecek, amaca yonelik tasarlanmis sentetik bir doku interpozisyon

flep gelistirilmemistir.

Bu tez kapsaminda vezikovajinal fistiil tedavi yontemleri ele alinmis ve bu amacla
klinikte kullanilan otolog ve sentetik doku interpozisyon flepleri hakkinda bilgiler
derlenmistir. Ayrica VVF onariminda kullanilan doku interpozisyon flepleri; cerrahi,

biyomalzeme ve basari oranlari a¢isindan klinik degerlendirilmesi yapilarak sunulmustur.

2. VEZIKOVAJINAL FISTUL TEDAViIi YONTEMLERI VE KLINiK
SONUCLARI

2.1. Vezikovajinal Fistiil

Vezikovajinal fistiil (VVF), mesane ve vajina arasinda meydana gelen olagan dis1 bir
acikliktir. Hastalarda goriilen VVF’ye bagli en 6nemli sikayet idrar kacirma olup buna
bagli olarak hastalarda sosyal ve psikolojik tahribat meydana gelmektedir [6]. VVF’ nin
goriilme siklig1 tam olarak bilinmemekle birlikte Diinya Saglik Orgiitii’niin 1993 yili
verilerine goére 2 milyondan fazla kadinin VVF olusumunun beraberinde getirdigi
problemlere sahip oldugu ve her yil ortalama 50.000-100.000 arasinda yeni vaka
meydana geldigi tahmin edilmektedir [7]. Bat1 Afrika’da her y1l en az 33.000 yeni vakanin
goriildiigii belirtilmektedir. Afrika bolgesinde yapilan baska bir ¢alismada ise 30.000-
130.000 dogum yapan kadinda fistiil olustugu tahmin edilmektedir. Obstetrik fistiiller
adolesan donemdeki kadinlarin tireme sagligi i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir [8, 9].
Erken yasta yapilan evlilik ve ¢ocuk sahibi olma, yetersiz sosyoekonomik durum, diisiik
okuma yazma orani, yetersiz beslenme, yetersiz obstetrik bakim gibi etkenler VVF
gorliilme sikligmi artirmaktadir [10]. VVF’nin obstetrik nedenleri arasinda en ¢ok
karsilagilan durum uzamis dogumlardir. Erken yasta olusan gebelikler olgunlagsmamis
pelvik cati nedeniyle uzamis doguma ve neticesinde VVF olusuma neden olmaktadir [11].
Gelismekte olan iilkelerde obstetrik vezikovajinal fistiillerin goriilme sikliginin %84 -
%97 oraninda oldugu [12, 13], gelismis iilkelerde ise bu oranin %3 -%8 arasinda oldugu

bildirilmektedir [14, 15].



Vajina

it Mesane
Mesane / Vajina \ /

s D

V Vezikovajinal Fistil

Sekil 2.1. a) Mesane ve vajinanin normal goriintiisii, b) Vezikovajinal fistiil olusumu.

Geligmis {ilkelerde fistiiller, biiylik oranda jinekolojik operasyonlar ve radyoterapi
nedeniyle meydana gelmektedirler. Fistiiller, daha az oranda pelvik timorler,
inflamasyon ve yabanci cisim reaksiyonlart nedeniyle de meydana gelmektedirler [16,

17].

VVF, insanlik tarihi kadar eski jinekolojik bir hastaliktir. Bilinen en eski fistiil, M.O 2050
yillarinda yasamis olan Kralige Henhenit’e aittir. 1935 yilinda, Profesér Derry,
Henhenit’in mumyalanmis kalitilarinda biiyiik bir fistiil tanimlamistir [18]. Ibn-i Sina
fistiiliin tanimin1 MS 1000 yillarinda “Kanun” adli kitabinda yapmustir. Bu tarihten sonra
literatiirde bu konu ile ilgili yer alan bilgilerin biiytik bir kismi kiigiik 6l¢ekli retrospektif
vaka serileri ve uzman goriisleri seklindedir. Elde edilen bilgilerin biiyiik bir kismu,

saglam bilimsel kanitlara dayanmaktan c¢ok kiiciik Olgekli calismalarin sonuglari

seklindedir [19].

Fistiil tedavisine yonelik ilk girisimler, idrarin ¢esitli yontemlerle ortamdan emilmesi
seklinde yapilmistir. 1663 yilinda, Hendrik van Roonhuyse, operatif jinekoloji hakkinda
bilinen ilk metin olan yayminda fistiil onarimi hakkinda yenilikler 6nermistir. Bu
yayimda; i. fistiilin bir spekulum ile aciga c¢ikarilmasi, ii. mesane duvarinin g¢evre
dokulardan ayrilmasi, iii. fistiil kenarlarinin dikis igneleri vasitasiyla birbirine
yaklastirilmasi &nerilmektedir [20]. Isvigreli Dr. Johann Fatio, 1675 yilinda Roonhuyse
teknigini kullanarak iki fistiiliin basaril bir sekilde onarimini gergeklestirmistir. Fistiiliin

goriintiilenmesi ve onarilmasi amaciyla diz-dirsek pozisyonu ilk kez Dr. Sims tarafindan



Onerilmistir [21]. Amerika’daki ilk fistiil tedavisi 1836 yilinda Peter Mettauer tarafindan
yapilmistir. Amerika’daki ilk fistiil hastanesi ise 1855 yilinda New York’ta agilmigtir
[18].

Fistiil onariminin temel yaklagimlarindan biri olan transvezikal yaklagimdaki gelismelere
1890 yilinda Fredrich Trendelenburg onciiliik etmistir. Katmanl fistiil onarimi ise ilk kez
Alwin Mackenrodt tarafindan 1894 yilinda yapilmistir [18]. Fistlil onarimindaki en
onemli gelisme 1928 yilinda Heinrich Martius tarafindan kaydedilmistir. Heinrich
Martius, mesane ve vajina arasina yerlestirilen bir labial yag grefti olan Martius grefti
tanimlamigtir. Martius greftinin tanimlanmasindan sonra 1928 yilinda, Garlock

tarafindan gracilis kasi1 greftinin kullanilmasi 6nerilmistir [18].

VVF olusumundaki 6nemli etiyolojik faktorler; dogum travmalari, obstetrik ve cerrahi
yaralanmalardir. VVF olusumundaki etiyolojik faktorler ve goriilme siklig1, gelismis ve
gelismekte olan iilkeler arasinda farklilik gdstermektedir. Gelismekte olan iilkelerde,
VVF dogum travmalar1 ve dogum sonrasi bakim hizmetlerine erisimin yetersiz oldugu
durumlarda meydana gelmektedir [22]. Gelismis iilkelerde ise, VVF’nin goriilme

nedenleri ¢gogunlukla, cerrahi yaralanmalar ve radyoterapidir [23].

Idrar kacirma sikdyeti, VVF’nin en belirgin semptomudur. VVF’nin idrar kagirma gibi
fizyolojik etkilerine ek olarak, hastalar {izerinde bu duruma bagli, psikolojik etkileri de
meydana gelmektedir. VVF’nin, yasam kalitesini olumsuz etkileyen ve kisilerin sosyal

izolasyonuna sebep olan etkileri de mevcuttur [24].

VVF tedavisi oncesinde, fistiiliin teshis edilmesi, tanimlanmasi ve siniflandirilmasi
basamaklar1 yer almaktadir. VVF teshisinde fistiil konumunun, boyutunun ve sayisinin
tanimlanmas1 amaciyla pelvik muayene, sistoskopik ve vajinoskopik muayene kullanilan
baslica yontemlerdir [25, 26]. Fenazopiridin ve metilen mavisi boya testleri VVF teshisi
icin kullanilmaktadirlar. Oral yolla hastaya verilen fenazopiridin, idrar1 turuncu renge
boyar ve vajinaya yerlestirilen tampon sayesinde idrar kacaginin varligi tespit edilir. VVF
teshisi i¢in kullanilan bir diger boya testi ise metilen mavisi testidir. Mesane metilen
mavisi boyasi ile doldurulur ve vajinaya yerlestirilen tampon sayesinde idrar kacirma
durumunun varhig: tespit edilir [27, 28]. Vajinoskopi, vajinal duvarin anteriyor kisminda
meydana gelen hasarlarin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir. Sistogram ve iseme

sistoliretrogrami goriintiilemeleri de kullanilan yontemlerdir [24]. Sistogram VVF



varligint belirlemenin yan1 sira, fistlilin boyut ve yerinin belirlenmesinde de
kullanilmaktadir [27]. Intravendz pyelografi, bilgisayarli tomografi gibi goriintiileme

yontemleri de fistiiliin teshisi amaciyla kullanilmaktadirlar [25, 29].

Literatiirde obstetrik fistiil siiflandirmasi i¢in on iki farkli siniflandirma sistemi
bulunmaktadir. Bu siniflandirma sistemlerinden en yaygin kullanilanlar; Waaldijk ve Goh
siniflandirma sistemleridir. Waaldijk sistemi, VVF’nin {iretra ile iliskisini, onarim
mekanizmasint ve fistiil boyutunu siniflandirir. Goh siniflandirma sistemi ise fistiil
boyutunu, dis iiretral meatustan uzakligi ve vajinal fibrozisin siddetini siniflandirir [30]
(Sekil 2.2). Capes ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada, Goh’un siniflandirma
sisteminin Waaldijk’in sisteminden énemli dl¢iide daha basarili fistiil onarma tahminine

sahip oldugu belirtilmektedir [31].

Goh Siniflandirma Sistemi

Tio 1 i) Fibrozis yok yada
Fistﬁlﬁ‘:l uzak hafif derecede fibrozis
kenarindan, dis idrar a) En biyik ¢apin (Cally ety o
kanalina olan uzaklik genisligi < 1.5 cm Sl
>35 vajinal uzunluk > 6 cm,
- cm normal kapasite
|
Tip 2 ii) Ortalama yada siddetli
Fistllin uzak fibrozis (fistil yada vajina
kenarindan, dig idrar b) En biyik capin etrafnnda) velveya
kanalina olan uzaklik genisligi 1.5-3 cm azalmig vajinal uzunluk
2.5-3.5cm ve/veya kapasite
Tip 3
Fistiilii.:m uzak iii) Ozel durumlar;
kenarindan, dig idrar ¢) En biiyik ¢apin postradyasyon, dreterik
kanalina olan uzaklik genisligi >3 cm etkilenim, daha énce
15-<25cm gegirilen operasyonlar
Tip 4

Fistlliin uzak
kenarindan, dis idrar
kanalina olan uzaklik

<1.5¢cm

Sekil 2.2. Vezikovajinal fistiil tedavisinde kullanilan Goh siniflandirma sistemi.



Fistiiller ¢esitli parametrelere gore siniflandirilmaktadir. Boyutu < 0,5 cm, radyoterapi
uygulanmamus ve tek fistiiller, literatiirde basit fistiiller olarak adlandirilirlar. Boyutu >
2,5 cm olan ve tekrarlayan basarisiz onarim Oykiisii olan fistiiller karmasik fistiil olarak
tanmimlanirlar. Kompleks fistiiller, radyoterapi sonrasinda ya da kronik hastaliklar

sonucunda meydana gelmektedirler [1, 28].

2.2. Vezikovajinal Fistiil (VVF) Tedavi Yontemleri

VVF tedavisinde ¢esitli konservatif yaklagimlar uygulanmaktadir. Bu yaklagimlar; doku
yapistiricist enjeksiyonu, platelet yoniinden zenginlestirilmis plazma (PRP) enjeksiyonu
ve antikolinerjiklerin uygulanmasidir. Tekrarlayan VVF vakalarinda, perkiitan
nefrostomi (PCN), bilateral iireter okliizyonlu PCN, izobutil-2-siyanoakrilat enjeksiyonu,
cikarilabilir veya ayrilamaz balon uygulamalari, naylon tikaclar, bobinler, jelatin

stingerler, fulgurasyon gibi yontemler uygulanmaktadir [32].

Fistiil teshis edilene kadar epitelizasyonun basladigi durumlarda, eger fistiil boyutu 5
mm’den kiiciik ise birkag ek tedavi segenegi uygulanir. Bu tedavi yontemleri standart ve
kabul gormiis yontemler olmamakla birlikte her biri deneysel diizeyde uygulanan

tedavilerdir. Bu yontemler;

e Koter kullanilarak epitel tabakasimnin ortadan kaldirilmasi ile mesane
dokularinin ve vajinal dokularin iyilesmesi saglanmaktadir.

e Fibrin yapistirici, vajina yoluyla dogrudan fistiil gevresine enjekte edilebilir.
Fibrin yapistiricy; fistiil cevresinde, fizyolojik pihtidan yaklagik 10 kat daha
giiclii olan fibrin tikaci olusturarak fistiiliin kenarlarindan doku biiylimesi
gerceklesene kadar boslugu doldurur. Fibrin yapistirict kateter ile birlikte
uygulandiginda 1-4 hafta icerisinde fistiilde iyilesme gergeklesir.

e Otolog PRP transvajinal yolla fistiil etrafindaki dokulara enjekte edilerek
fistiiliin iyilesmesi saglanmaktadir. PRP yapisinda bulunan biiyiime
faktorlerinin doku yenilenmesini destekledigi diistiniilmektedir [33].

e Siyanoakrilik yapistiricilar da konservatif tedavide kullanilmaktadir.
Yapilan calismalar, siyanoarklik yapistiricilarin uzun ve dar fistiillerin

kapatilmasinda daha basarili oldugu goriilmiistiir [25].



Konservatif yaklasimlarin yetersiz kaldig1 VVF’lerde cerrahi onarim tercih edilmektedir.
Cerrahi yaklagim tipi, fistiiliin boyutuna, bulundugu yere, basit ya da kompleks tipte
olmasina ve cerrahin tecriibesine bagli olarak degismektedir [25]. Basarili bir fistiil
onarimi i¢in temel prensip fistiiliin gerilimsiz olarak ve idrar kagirmaya olanak
vermeyecek sekilde kapatilmasidir [6]. Cerrahi onarimda transvajinal ve transabdominal

yaklagimlar kullanilmaktadir.

Transvajinal yaklasimda minimal invaziv prosediir uygulanmakta olup kan kayb1 daha az
goriilmektedir. Cerrahi miidahale ve hastanede yatis siirelerinin kisalig1 da géz oniine
alindiginda avantajlar1 olan bir yontemdir [34]. Latzko teknigi transvajinal yaklasimda,
boyutu 1,5 cm’den kii¢iik olan basit fistiiller i¢in kullanilmaktadir [35]. Boyutu 2 cm’den
biiyiik olan ya da kompleks olarak tanimlanan fistiillerin kapatilmasi i¢in doku
interpozisyon fleplere ihtiya¢ duyulmaktadir [25]. Martius flep, peritoneal flep, gracilis
kas1 flepi transvajinal yaklasimda yaygin olarak tercih edilen fleplerdir. Transvajinal

yaklasimda, fistiil boyutunun ve yerinin tam olarak tespit edilmis olmas1 dnemlidir [34].

Transabdominal yaklasim vajinal yolla fistiile erisim saglanamadigi durumlarda ya da
kompleks tipteki fistiillerde tercih edilir. Transabdominal yaklasimda, genellikle
O’Conor teknigi tercih edilmektedir [34]. O’Conor tekniginde gobek alt1 bolgesine
yapilan kesi ile mesaneye ulasilmaktadir. Mesane, ¢evre dokulardan ayrilarak fistiil
iizerine kapatilabilecek konuma getirilmektedir [36]. Transabdominal yaklasimda,
omental flep, peritoneal flep, abdominis kasi1 flepi ve gracilis kasi fleplerinin kullanimlari
tercih edilmektedir. Omental flep ve peritoneal flep, transabdominal yaklagimda kullanim
kolaylig1 agisindan en ¢ok tercih edilen fleplerdir [34]. Transabdominal yaklagimin VVF
onarimindaki basar1 orani oldukca yiiksek olmakla birlikte transvajinal yaklagim ile

karsilastirildiginda, daha geg iyilesme stiresine sahip oldugu goriilmektedir [25].

Laparoskopik cerrahi, transvajinal ve transabdominal yaklagimlara alternatif olarak tercih
edilen minimal invaziv bir tekniktir. Gorlintiileme esasina dayanan bu teknik, ek bir kesi
islemi yapmadan fistiiliin tam konumunu belirleme esasina dayanmaktadir [37]. VVF
onariminda laparoskopik cerrahi ilk kez 1994 yilinda Nezhat ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir. Bu yontemde videolaparoskopi ve videosistoskopi kullanilarak fistiile
hizli ve direkt erisim saglanmistir. Goriintiileme sayesinde ek bir kesiye ihtiyag
duyulmadan ve gerilimsiz bir sekilde fistiil onarimi1 ger¢eklestirilmistir [38]. Melamud ve

arkadaglar1 ise ilk kez robotik yardimli laparoskopik onarimini gergeklestirmislerdir.



Standart laparoskopi ve agik cerrahi tekniklere kiyasla karmagik laparoskopik goérevler
icin hiz1 ve hassasiyeti artirmak i¢in DaVinci robotik sistemi kullanilmistir [39]. Klinikte,
transabdominal yaklasimin ve laparoskopik cerrahinin transvajinal yaklasima herhangi
bir a¢idan iistiinliigli olmadig: bilinmektedir.

VVF tedavisinde, topikal estradiol kullaniminin damarlanmay1 artirarak yara iyilesmesini
hizlandirdig1 bilinmektedir. Bu nedenle preoperatif tedavide topikal estradiol

onerilmektedir [40, 41].

2.3. Vezikovajinal Fistill Tedavisinde Kullanilan Otolog ve Sentetik Doku

Interpozisyon Flepleri

VVF tedavisinde interpozisyon flepleri, fistiil bolgesindeki 6lii boslugu doldurarak
damarlanmanin artmasiyla iyilesmeyi desteklemekte ve tekrarlayan fistiil olusumunu
engellemektedir (Sekil 2.3) [42-44]. Yapilan c¢alismalarda interpozisyon flep
kullaniminin tedavide basar1 oranini artirtirdigi gosterilmistir [17]. Bu amagla kullanilan

flepler otolog ve sentetik olmak iizere iki kategori altinda degerlendirilir.

Vajina

/

Mesane

Doku interpozisyon Flep

Sekil 2.3. VVF tedavisinde doku interpozisyon flep kullaniminin sematik gosterimi.

2.3.1. Otolog Doku Interpozisyon Flepleri

VVF onarimu, fistiiliin ¢gevresindeki dokulardan ayrilmasi ve gerilimsiz olarak kapatilmasi
esasina dayanmaktadir. Onarimin sivi gegisine olanak vermeyecek sekilde ¢ok katmanli

ve bununla beraber dikis hatlarmin iist iiste gelmeyecegi sekilde yerlestirilmis olmasi



gerekmektedir. Onarimda kan damarlar1 bakimindan zengin olan otolog doku
interpozisyon flep kullanimu, fistiil ¢evresinde kan akisini saglayacagindan iyilesmenin

daha kisa siirede gergeklesmesine olanak vermektedir [16].

Literatiirde VVF onariminda, Martius flep, omental flep, peritoneal flep, abdominis kas1
flepi, gracilis kas1 flepi, mesane flepi, rotasyonel mesane flepi, singapore fasiyokiitan
flep, ileal segment flep, urakal flep, sigmoid epiploica flep, dura mater grefti otolog
interpozisyon flep olarak kullanilmaktadirlar [19]. Modern cerrahi pratikte en ¢ok
kullanilan otolog doku interpozsyon flep Martius fleptir. Diger flepler, literatiirde nadiren

kullanilmaktadir.

2.3.1.1. Martius Flep

VVF onariminda en yaygin olarak kullanilan flep, Martius fleptir. Martius flep, 1928
yilinda Martius tarafindan tanimlanmistir [45, 46]. Bu flep, labial arterden damarlanan
bulbocavernosus kasindan ya da internal ve eksternal pudendal arterlerden ve obturator
arterden damarlanan labia majoradan elde edilmektedir. Kullanilmas1 hedeflenen yag
pedinin boyutuna bagli olarak mons pubis seviyesinden furset seviyesine dogru labia
majora tizerinde dikey kesi yapilmakta ve kesi bulbocavernosus kasindan ayrilana kadar
derinlestirilmektedir. Kan akiginin korunmasi flep canliligi agisindan dnemlidir. Elde
edilen yag pedi, labia minora ve vajinal dokunun altindan VVF bdlgesine dogru
tiinellenerek, puboservikal kisim ve vajina duvan arasina dikilir [47, 48]. Boylelikle
mesane ve vajinanin onarilan kisimlarinin st liste gelmesi engellenir [49]. VVF
bolgesine yerlestirilen yag pedi, bu bdlgede yeni damar olusmasini destekler ve
graniilasyon dokusu olugumunu artirir [50]. Martius flep, VVF onariminin yani sira,
iiretrovajinal ve rektovajinal fistiillerin onariminda da kullanilmaktadir [51]. Martius flep
kullanimi, distal yerlesimli fistiillerde tercih edilmektedir. Proksimal fistiillerde Martius

flep onarim bdolgesine gerilimsiz olarak ulagamamaktadir [52].

2.3.1.2. Peritoneal Flep

Periton, proksimal vajina bolgesinde bulunan ve fistiil onariminda ek bir kesiye ihtiyag
duyulmaksizin elde edilebilen damarlanmis bir dokudur. Fistiil bolgesine dogru kolay
hareket ettirilebilen bu doku peritoneal flep olarak VVF onariminda kullanilmaktadir.

Peritoneal flep, proksimal yerlesimli VVF’lerin onariminda tercih edilmektedir [52].



Peritoneal flep kullanimi, tedavisi zor olan kompleks yapidaki VVF’lerin transvajinal
yaklasim ile onarilmasina olanak saglamaktadir. Peritoneal flep, Martius flep
uzunlugunun yeterli olmadig1 durumlarda ve Martius flep yonteminde kullanilan vajinal
duvarin kesilmesi ve tlinellenmesi basamaklarinin uygulanmasinin tercih edilmedigi
durumlarda bir alternatif olarak kullanilmaktadir [53]. Peritoneal flep, periton zarinin

mesanenin posterior duvarindan ayrilmasi ile elde edilir [54].
2.3.1.3. Omental Flep

Omentum, abdominal kisimda meydana gelen inflamasyonun sinirlandirilmasi igin
gelismis olan dokudur. Omentum dinlenme durumunda iken yag dokusu ile benzerlik
gostermekte olup onarim potansiyeli baska dokular ile karsilastirildiginda oldukca
yiiksektir. Sahip oldugu lenfatik ve vaskiiler ag omentumun onarim potansiyelini
artirmaktadir [55]. Omentumun fistil onarimindaki kullanimi ilk kez 1972 yilinda
Kiricuta ve Goldstein tarafindan tanimlanmistir. Omentumun beslenmesi, sag ve sol
gastroepiploik arterlerden saglanir. Omentum, zengin lenfatik ve vaskiiler ag kaynagi
sayesinde VVF onariminda interpozisyon flep olarak kullanilmaktadir. Omentumun
yeterli uzunluk ve hareket ettirilebilme 6zelligi sayesinde biiyiik VVF’lerin bile

gerilimsiz olarak onarimi gerceklestirilebilmektedir [56].
2.3.1.4. Gracilis Kasi Flepi

Gracilis kasi, pubik arktan ¢ikan ve proksimal tibiaya yapisan yaklastirict kastir [57].
Kalcanin medial kisminda yer alan gracilis kasi, fonksiyonel olmayan bir kastir ve
perineal rekonstriiksiyonlar i¢in ¢ok yonlii olmasini saglayan proksimal bir nérovaskiiler
pedikiil icerir [58]. Iyi damarlanmis bir doku olan gracilis kasi, vajinal ve penil
rekonstriiksiyonlarda ve VVF onariminda kullanilmaktadir. Gracilis kasi, VVF
onariminda omentum kullanimina bir alternatif olarak tercih edilmektedir [59]. Gracilis
kast VVF onariminda vajinal [60] ve abdominal [59] yaklasimlarin her ikisinde de tercih

edilmektedir.
2.3.1.5. Rektus Abdominis Kasi Flepi

Rektus abdominis kasi; alt epigastrik, iist epigastrik arterlerden ve lateral perforan
damarlardan kaynaklanan kan beslemesine sahiptir. Rektus abdominis kasinin sahip

oldugu c¢oklu kan beslemesi sayesinde, onarilmasi hedeflenen dokularda iyilesmeyi
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destekleyici Ozellik gostermektedir. Zengin damar kan beslemesi sayesinde rektus
abdominis kasindan elde edilen flepler, gracilis kasindan elde edilen fleplere kiyasla daha
cesitli alanlarda kullanilmaktadirlar. Rektus abdominis kas1 flepleri, iist veya alt vaskiiler
pedikiil lizerinde hareket ettirilebildiginden rekonstriiktif uygulamalarda tercih edilen
fleplerdir [61]. Rektus abdominis kasi, suprapubik olarak kesilir, fistiil iizerine hareket

ettirilerek fistiiliin kapatilmasi saglanir [62].

2.3.1.6. Urakal Flep

Urakus, peritonun zengin damarlara sahip ve etraf dokulardan kolaylikla ayrilabilen bir
kismuidir. Urakal flep, urakusun karin duvari ve mesaneden proksimal rezeke edilmesi ile
elde edilmektedir. VVF onariminda yaygin olarak kullanilan peritoneal flepin bir ¢esidi
olan urakal flep, kalin ve zengin damarlanmis yapisi sayesinde interpozisyon flep olarak
kullanimda avantaj saglamaktadir. Ayrica urakal flep kesisi, peritoneal flep kesisi ile

karsilastirildiginda morbidite diizeyinin minimal seviyede oldugu goriilmektedir [63].

2.3.1.7. Mesane Flepi

Cerrahide mesane flepi kullaniminin temel ilkeleri 1894 yilinda Boari tarafindan tireteral
implantasyonun klasik taniminda kullanilmistir. Mesane flepi, daha sonraki yillarda VVF
onarimi i¢in kullanilmaya baslanmistir [62]. Mesane ¢evre dokulardan rezeke edilerek,
flep muskularisten ayrilir. Mukoza yiizeyi vajinaya bakacak sekilde, mesane ve vajina

duvarlar arasina yerlestirilir [64].

2.3.1.8. Singapore Fasiyokiitan Flep

Singapore fasiyokiitan flep, tabani1 perineal bolgede olacak sekilde labiokrural kivrim
iizerinde ortalanmis pudendal uyluk flepidir [65]. Pudendal flep, 1989 yilinda ilk kez
vajinal rekonstriiksiyonda kullanilmis ve perineal yaralar ve fistiillerin onariminda da
kullanilabilecegi onerilmistir [66]. Fasiyokiitan flep, kutan6z inervasyonu ve damarlari
koruyarak stent gereksinimini ortadan kaldirir. Singapore fasiyokiitan flep, minimum ek
malzeme gereksinimi, giivenilir olusu ve kesi kolaylig1 agisindan tercih edilen otolog

fleplerdendir [65].
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2.3.1.9. ileal Segment Flep

Ileal segment flep, ilk kez 2004 yilinda Tabakov ve arkadaslar tarafindan ileosistoplasti
yonteminin uyarlanmast sonucu VVF onariminda kullanilmasi ile tanimlanmistir.
[leumun, mezenterden ayrilmasi ile iyi damarlanmis 6zellikteki ileal segment flep elde

edilir. Ileal segment, mesane iizerine katlanarak fistiil onarimi gerceklestirilir [67].
2.3.1.10. Rotasyonel Mesane Flepi

Abdominal yaklagimda kullanilan tekniklerden biri bivalve teknigidir. Bivalve tekniginde
mesane, Uzerine kesi atilmadan vajinadan ayrilir. Bu teknik, fistiilin direkt
goriilebilmesine ve rezeke edilmesine olanak tanir [68]. Kesi yapilmadan mesanenin
vajinadan ayrilarak hareket ettirilmesine dayanan bu yontemde rotasyonel mesane
flepinin kullanimi tercih edilmektedir [69]. Rotasyonel mesane flepinin uygulanmasi
O’Conor tekniginin esaslarina dayanmaktadir [70]. O’Conor teknigi VVF onariminda,

fistiiliin kolaylikla goriilebilmesi ve onarilabilmesi agisindan 6nemlidir [71].
2.3.1.11. Sigmoid Epiploika Flep:

Kalin bagirsagin bir kismi1 olan sigmoid epiploika, VVF onariminda omental flep yerine
bir alternatif olarak kullanilmaktadir. Omental flep ile karsilastirildiginda avantajlari,
daha kisa operasyon siiresi ve enfeksiyon riskinin daha az olmasi sayilabilmektedir [72-

74].
2.3.1.12. Dura Mater Flepi

Dura mater zar1, nérolojide, genel cerrahide ve otoloringolojide interpozisyon flep olarak
kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlarinin yaninda {irolojide de VVF onariminda

kullanilmaktadir [75].

Otolog interpozisyon flepler, VVF onarimi i¢in standart olarak goriinmekle birlikte
sentetik interpozisyon flepler; elde edilme kolayligi, daha kisa operasyon siiresi ve
kullanimlari i¢in ek bir cerrahi operasyona gerek olmamasi nedeniyle iyi bir alternatif ol.
Doku yapistiricilar ve hemostatik ajanlar, cesitli cerrahi disiplinlerde iyilesmeyi
hizlandirmak ve cerrahi komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu

malzemeler son yillarda VVF onariminda da kullanilmaktadirlar [76].
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2.3.2. Sentetik Doku Interpozisyon Flepleri

Literatiirde, VVF onariminda alt1 adet sentetik doku interpozisyon flep kullanilmistir.
Bunlar; fibrin yapistirici, siyanoakrilik yapistirici, ince bagirsak mukozasi, jelatin

matriks, aseliiler kollajen matriks, oksidize seliilozdur [3, 76-78].
2.3.2.1. Fibrin Yapistirici

Fibrin yapistirici, cerrahide hemostatik ajan olarak siklikla kullanilmaktadir. Literatiirde
fibrin yapistiricinin kullanildigi randomize kontrollii ¢aligmalar analiz edildiginde,
postoperatif kan kaybin1t ve kirmizi kan hiicrelerinin transflizyonunu azalttig
goriilmiistiir. Hemostatik ajan olarak kullaniminin yani sira doku yapistiricist 6zelligi
nedeniyle de cerrahi islemlerde tercih edilmektedir. Cerrahide pek ¢ok alanda kullanilan
fibrin yapistirici, liroloji alaninda da 6zellikle VVF tedavisinde kullanilmaktadir. Tisseel
ve Crosseal ticari isimleriyle piyasada yer alan fibrin yapistiricilar, farkli alanlarda
kullanim i¢in 6zellesmislerdir. Tisseel; kardiyopulmoner bypass operasyonlarinda ve
abdomende yer alan kanamalarin kontrol altina alinmasinda ve kolostomilerin
kapatilmasinda kullanilmaktadir. Tisseel, yapisinda bulunan sigir kaynakli aprotinin
nedeniyle, alerjik ve anaflaktik reaksiyonlara sebebiyet verebilmektedir. Crosseal ise
karaciger operasyonlar1 sirasinda meydana gelen kanamalarin kontrol altina alinmasinda
kullanilmaktadir.  Crosseal yapisinda bulunan traneksamik asit kanamanin
durdurulmasini saglar fakat serebrospinal sivilar ya da dura mater ile temas etmemesi

gerekmektedir [79].

Fibrin yapistiricinin tarih¢esine bakildiginda ilk kullaniminin, 1. Diinya savasi yillarina
dayandig1 goriilmektedir. Savas sirasinda, parankimal organlarda meydana gelen
kanamalarin kontrol altina alinmasi amaciyla kullanmilmistir. Otolog fibrin ve trombin
cozeltilerinin insanlarda deri greftlerinin yapistirilmast amaciyla kullanimi ilk kez 1940’11
yillarda gerceklestirilmistir [80]. Fibrin yapistirict VVF onariminda ilk kez, 1985 yilinda

Papadopoulos ve arkadaslari tarafindan tavsan modeli tizerinde denenmistir [81].

Fibrin yapistirict, uygulandig bolgede fibrinojenin fibrine doniismesini saglamakta olup
bu 6zelligi nedeniyle pihtilasmanin son evresine benzetilmektedir. Fibrin yapistirici, iki
ayr1 siringadan enjekte edilmek suretiyle bir araya gelen iki bilesenden olugmaktadir. Bu

bilesenlerin ilki fibrinojendir. Fibrinojen, fibrin yapistiricinin temel bileseni olmakla
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birlikte, beraberinde faktor 13 ve diger plazma proteinleri olan fibronektin ve plazminojen
ile birlikte bulunurlar. Diger bilesen ise trombin ve beraberinde kullanilan kalsiyum
kloriir. Bu iki bilesen birlikte kullanildiginda, trombin varliginda, fibrinojen fibrine
doniiserek hidrojen bag yapisini olusturur. Olusan pithtinin mekanik dayanimi, fibrin
monomerlerin ¢apraz baglanarak dayanimlarmin artmasi sonucunda meydana gelir.
Fibrin yapistiricinin dokular1 yapistirma kapasitesi fibrinojen konsantrasyonuna baglidir
ve 3-5 dakika igerisinde etkinlik gdstermektedir [80]. Fibrin yapistirict doku yapistirict
ozelliginin yaninda yara iyilesmesinde de 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Fibronektin
yapisinda bulunan ve spesifik fonksiyonlar gosteren baglanti bolgeleri sayesinde yara
iyilesmesinde aktif rol oynamaktadir. Fibronektin bu 6zellesmis bolgeler sayesinde farkli

hiicre tipleri, sitokinler ve ekstraseliiler matriks (ECM) ile etkilesime girmektedir [82].

2.3.2.2. Siyanoakrilik yapistirici

Siyanoakrilatlar, su veya kan gibi zayif bazlarla temas ettiginde hizla katilagan sentetik
yapistiricilardir.  Diger doku yapistiricilarla  karsilastirildiklarinda, daha hizlh
polimerlesmeleri ve mekanik dayanimlarinin yiiksek olmasi nedeniyle tercih
edilmektedirler [83]. Siyanoakrilatlar, Dermabond, Glubran ve Glubran 2 ticari
isimleriyle piyasada yer almaktadirlar. Dermabond ismiyle satilan 2-oktil siyanoakrilat,
eksternal ve cerrahi yaralarin kapatilmasinda kullanilmaktadir. Glubran, etil-2-
siyanoakrilat, butil akrilat ve metakriloksi sulfolan yapidadir. Glubran 2 ise n-butil-2-
siyanoakrilat ve metakriloksi sulfolan yapisindadir. Her ikisi de internal yaralarin
tedavisinde kullanilmaktadir [78]. N-butil-2-siyanoakrilat, bir monomer ilavesiyle
degisime ugratilir ve 45°C’de bir ekzotermik polimerlesme meydana gelir. Bu
polimerlesme sayesinde, yiiksek cekme direnci gosteren dokular iizerinde hizli bir sekilde
ince film elde edilir [83]. N-butil-2-siyanoakrilat; nem, kan ve doku sivilar1 gibi iyonik
bilesenlerin varliginda 5-6 saniye igerisinde polimerlesmeye baslar ve polimerlesme 60
saniye icerisinde sonlanir. N-butil-2-siyanoakrilat zararsiz ve kanserojen olmayan
malzemeler sinifindadir, biyolojik olarak absorbe edilemez ve yavas bir sekilde bozunur.
N-butil-2-siyanoakrilat; arteriyal embolizasyon, varis skleroterapisinde ve fistiil
onariminda kullanilir [84]. Siyanoakrilik yapistirici, Glubran 2 ticari ismi ile VVF
onariminda kullanilmaktadir [85-87].
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2.3.2.3. Domuz ince bagirsak mukozasi

Ince bagirsak mukozasi, Surgisis ticari ismi ile fitk onariminda greft malzemesi
kullanilmaktadir. Aseliiler domuz ince bagirsak mukozasi, etilen oksit ile sterilize
edilerek kullanilmaktadir. Aseliiler yapisi sayesinde immiinojenik yanita neden
olmamaktadir. Malzeme yapisinda capraz baglar olmadigindan mekanik 6zellikleri
diistiktlir ve bu nedenle malzeme viicuda yerlestirildikten sonra tamamen bozunmaktadir
[88]. Surgisis, doku iskelesi ve greft malzemesi olarak iirolojide mesane ve VVF
onariminda kullanilmaktadir. Surgisis, viicuda yerlestirildigi bolgede hiicrelerin gelisimi
icin destekleyici bir ortam olusturarak, yeni kan damarlarint olusumunu destekleyerek

doku onarimini saglamaktadir [89].
2.3.2.4. Jelatin matriks

Jelatin matriks ve trombin bazli hemostatik ajanlar piyasada FloSeal ticari ismi ile
bulunmaktadirlar. Jelatin matriks, sigir kornea dokusundan elde edilen kollajenden
uretilmektedir. Kollajen, gluteraldehit ile ¢apraz baglanarak kullanilmaktadir. Trombin
de sigirdan elde edilmekte ve liyofilize edildikten sonra kullanim Oncesinde jelatin
matriks ile karigtirilarak onarilmasi istenen bolgeye uygulanmaktadir. Trombin,
fibrinojenin fibrine doniismesini destekler, fibrin ise yapmin dayanikliligimmi artirarak
hemostatik 6zellik gosterir [77, 90]. FloSeal, hemostatik 6zelligi sayesinde VVF

onariminda kullanilmaktadir.
2.3.2.5. Aseliller domuz dermal kollajen

Aseliiler domuz dermal kollajen, Pelvicol ve Permacol ticari isimleri ile cerrahi onarim
malzemesi olarak iirolojide kullanilmaktadirlar. Pelvicol, biyouyumlu, dogal ve esnek
ozellikte bir greft malzeme olmakla birlikte, onarimi istenen bodlgedeki hiicrelerin
gelisimini  desteklemektedir [91]. Pelvicol literatirde VVF onariminda doku

interpozisyon flep olarak kullanilmaktadir [92-94].

2.3.2.6. Oksidize seliiloz

Oksidize seliilloz, Surgicel ticari ismi ile cerrahide hemostatik ajan olarak
kullanilmaktadir. Surgicel, dokuda absorbe edilebilen, antibakteriyel 6zellikli [95] ve

trombojenik 6zellik gosteren bir onarim malzemesidir [96]. Surgicel, a-seliillozun alkali
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cozeltide ¢ozlinmesi ile elde edilir. a-seliiloz, asit banyosunda, elyafa doniistiiriilerek
oksitlenir. Oksitlenmis seliiloz kan ile temas ettiginde trombus olusturur [97]. Surgicel,

VVF onariminda doku interpozisyon flep olarak kullanilmaktadir [98].

2.4. Vezikovajinal Fistiil Tedavisinde Goriilen Postoperatif Komplikasyonlar

VVF  tedavisinde cerrahi islem sonrasinda postoperatif —komplikasyonlar
goriilebilmektedir. VVF onariminda yaygin olarak goriilen postoperatif komplikasyonlar
enfeksiyon, kanama, dondr saha morbiditesi, agri, iseme bozukluklaridir [99]. Cerrahi
komplikasyonlarin ~ degerlendirilmesi i¢in standardize edilmis smiflama ve
derecelendirme sistemleri kullanilmaktadir. Bu sistemlerin kullanilmasi cerrahi
sonuclarin dogru yorumlanmasi ve sonuglarin karsilastirilmasi agisindan énemlidir [100].
Literatiirde bes adet siniflandirma sistemi 6nerilmektedir. Giincel literatiire bakildiginda,
Clavien-Dindo simiflandirma sisteminin yaygin olarak kullanildigir goriilmektedir. Bu
sistem ilk olarak 1992 yilinda Clavien ve arkadaglari tarafindan 6nerilmistir, 2004 yilinda
ise Dindo ve arkadaslar tarafindan 6nerilen degisikliklerle birlikte siniflandirma sistemi

bugiin kullanildig1 halini almistir [101].

2.5. Vezikovajinal Fistiil Tedavisinden Kullanilan Doku Interpozisyon Fleplerin

Klinik Degerlendirilmesi

Otolog ve sentetik doku interpozisyon fleplerin klinikte kullanimina iliskin sonuglar tiim
yonleriyle heterojenlik gostermekte olup gesitli dogal ve sentetik malzemelerin basari
oranlarinin karsilastirilmasi ile ilgili literatiirde yeterli bilgi bulunmadigi goriilmiistiir. Bu
nedenle bu tez kapsaminda oncelikle VVF onariminda kullanilan doku interpozisyon
flepleri; cerrahi, biyomalzeme ve basar1 oranlari acisindan klinik degerlendirilmesi

yapilmis ve elde edilen sonuglar literatiire sunulmustur [99].

VVF tedavisinin bagar1 oraninin artirtlmasit ve onarilan fistiilin ayn1 yerde tekrar
olusumunun engellenmesi amaciyla, fistiil bolgesinde otolog ve/veya sentetik doku
interpozisyon fleplerinin kullanilmasi cerrahi literatiirde Onerilmektedir [44]. Doku
interpozisyon fleplerinin fistiil onarimindaki 6nemi fistiiliin bulundugu yere ve fistiil
cevresindeki dokularin durumuna gore degismektedir [102]. Elde edilen klinik sonuglar,

doku interpozisyon fleplerinin kanit diizeylerinin diisiik oldugunu gostermektedir.
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Tekrarlayan ve biiylik boyutlu fistiillerde, interpozisyon flep kullaniminin onarimdaki
pozitif etkisi acik¢a goriilmektedir [23]. Doku interpozisyon flepler, onarimda ek bir
katman olusturarak, fistiil ¢evresindeki 6lii boslugu doldurmakta ve onarim bdlgesinin
altinda meydana gelen hematom riskini azaltmaktadir. Bolgeye kan akis1 saglayarak yara
iyilesmesini hizlandirdig1 varsayilmaktadir [103]. Literatiirde VVF tedavisinde otolog
doku interpozisyon fleplerinin kullaniminin sentetik interpozisyon fleplere kiyasla daha
yaygin oldugu tespit edilmistir. Otolog doku interpozisyon flepler, daha siklikla tercih
edilmelerine ve basar1 oranlarinin yiiksek olmasina ragmen kullanimlarinda kisitlamalar
bulunmaktadir. Bu kisitlamalarin en Onemlileri, otolog doku interpozisyon flep
kullanimma baglh olarak gelisen hematom, agri, deformasyon gibi postoperatif
komplikasyonlar ve cerrahi siirenin uzamasidir. VVF tedavisinde sentetik interpozisyon
fleplerinin tercih edilme sebepleri, dondr saha morbiditesine neden olmamalari,

kullanima hazir durumda bulunmalar1 ve yan etkilerinin olmamasidir [104].

Bu tez kapsaminda OVID Medline ve PubMed veri tabanlar1 kullanilarak literatiir
taramas1 yapilmistir. Literatiir taramasi sonucunda, VVF onarimu i¢in kullanilan otolog
ve sentetik doku interpozisyon fleplerini ve tedavilerinde VVF onarimi olan hastalarin
objektif ve/veya acik bir sekilde tanimlanmis sonuglari incelenmistir. Literatiir
taramasinda, incelenen ¢aligmalarin 6zellikleri, fistiil boyutu ve yeri, kullanilan cerrahi

yaklagim, idrar kagirma ve iyilesme durumlari ile ilgili veriler incelenmistir.

Literatiir taramasinda, belirlenen dahil etme kriterleri; vaka bildirimleri, VVF teshisi
koyulmus hastalar, VVF tedavisinde doku interpozisyon flep kullanilan hastalar, hasta
sayis1 10’dan fazla olan vaka raporlari, tedavi sonuglari objektif ve agik bir bigimde ifade
edilen vaka raporlar1 seklindedir. Dahil etme kriterlerini karsilayan 25 c¢alisma
incelenmistir. Bu 25 ¢alismada, toplamda otolog doku interpozisyon flepler 943 hastaya,
sentetik doku interpozisyon flepler ise 127 hastaya uygulanmistir. Literatiir taramasina
dahil edilen yayinlar; ¢aligmalarin karakteristikleri, makalelerin metodolojileri
(retrospektif, prospektif, randomize), cerrahi basar1 oranlari, her vaka i¢in uygulanan
takip siireleri, hastalarin preoperatif radyasyon Oykiileri, ¢aligmalarin kontrol grubu
varli8i, tercih edilen cerrahi yaklasim, kullanilan doku interpozisyon flep cesitleri, fistiil
karakteristikleri, preoperatif ve postoperatif degerlendirmeler, sonu¢ degerlendirmeleri

ve vakalarin iilkelere gore olan dagilimlari acgisindan incelenmis ve sonuglar
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degerlendirilmistir. VVF onariminda kullanilan sentetik doku interpozisyon flepleri,

malzeme 6zellikleriyle birlikte Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. VVF onariminda kullanilan sentetik doku interpozisyon fleplerin 6zellikleri.

Flepler/ Ticari Malzeme Malzeme Malzeme ?l;yougumlulul; Kullanim Alant
Koken/Form ismi icerigi Ozellikleri Nitelikleri lyobozunum
Absorpsiyon
Bi 1
Fibrin Tisseel, . Hemostatik Yara _1y0uyum o .
. Insan . . biyobozunur, Yara ylizeyine
Yapistirict/ Beriplas .. doku direnajini
Biyolojik/Jel t fibrinojen apistirict azaltir absorbe uygulanir
Yool 3 e edilebilir
I Sirsak Aseliil Bi 1
nce bagirsa seliiler Biyoaktif Hiicreler iyouyumlu,
mukozas1/ .. domuz ince .. biyobozunur, Dokulara destek

B Surgisis B doku icin doku B
Dogal/ bagirsak iskelesi iskelesi absorbe saglar
Tabaka mukozasi edilemeyen

Trufill Bi 1 Arteriyal
Siyanoakrilik i . Hemostatik ORI, e
Glubran n-butil-2- Doku biyobozunur, embolizasyon,
Yapistirict/ . . doku .
. 2Endocr | siyanoakrilat yapistiricisi absorbe skleroterapi,
Sentetik/ Jel yapistirici . .
yl edilemeyen fistiil onarimmi
Aselu.ler Permaco Aseliiler . _ ) B?youyumlu, Cerrahi islemde
Kollajen capraz Biyoaktif Hiicreler biyobozunur
h 1 8 T, yumusak
Matriks/ . baglanmis doku icin doku olmayan,

. (Pelvico . . : . dokulara destek
Dogal/ ) domuz dermal iskelesi iskelesi absorbe sadlar
Tabaka kollajen edilemeyen &

Oksidize Biyouyumlu,
Seliiloz/ Sureicel weseliiloz Hemostatik Kanamay1 biyobozunur, Kanamay1
Dogal/ Gazli e trombojenik | durdurucu absorbe kontrol eder
bez benzeri edilebilir
Jelatin baC“ Tzqu: Kanamay1 5ly°;yun;lu° Kanama
Matriks/ FloSeal N g .15 Hemostatik Y tyobozundr, vl
. s1gir jelatin ve durdurucu absorbe kontrol eder
Dogal/ Siv1 . . o
insan trombin edilebilir

Literatlir taramasinda incelenen toplam 25 c¢alismanin karakteristik 6zelikleri
incelendiginde, VVF onariminda on farkli otolog doku interpozisyon flepi (Martius,
omental, peritoneal, urakal, abdominis kasi, gracilis kasi, ileal segment, mesane duvari,
rotasyonel mesane ve singapore fasiyokiitan flepleri) ve alti farkli sentetik doku
interpozisyon flepinin (fibrin yapistirici, siyanoarklik yapistirici, ince bagirsak mukozasi,
aseliiler kollajen matriks, oksidize seliiloz, jelatin matriks) kullanildig1 goriildi. Tim
yayinlar, calismada yer alan hasta sayilarina gore; hasta sayis1 <10, hasta sayis1 10-50,
hasta sayist >10 olmak iizere li¢ ana grup altinda incelendi. Literatiir taramasinda
incelenen flepler ve bu fleplerin kullanildig1 hasta sayilaria ait bilgiler Cizelge 2.2°de

yer almaktadir.
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Cizelge 2.2. Literatiir taramasinda incelenen doku interpozisyon flepleri ve bu fleplerin

kullanildig1 hasta sayilari [99].

Hasta Sayis1 | Hasta Sayisi Hasta Sayisi
<10 10-50 >10
Martius Flep 16 10 2
E § Omental Flep 21 5 -
S 7L
en 'g % Peritoneal Flep 3 5 1
S g2
g8~ Abdominis Kasi Flepi 5 - -
.5
Diger Otolog Flepler* 5 7 1
Fibrin Yapistirict 7 3 -
28 Siyanoakrilik Yapistiric 3 - -
O e
/.2 5
2 N % Aseliiler Kollajen Matriks 3 - -
g 52 >
s 8= Oksidize Seliiloz 1 - -
o =
R - ]
Ince bagirsak mukozasi - 1 -
TOPLAM 64 31 4

*QGracilis kasi flepi, Rotasyonel mesane flepi, Singapore fasiyokiitan flep, Urakal flep,
Ileal segment flep.

Incelenen 25 galismada, toplamda otolog doku interpozisyon flepler 943 hastaya, sentetik
doku interpozisyon flepler ise 127 hastaya uygulanmistir. En fazla kullanilan otolog doku
interpozisyon flepin Martius flep, sentetik doku interpozisyon flepin ise fibrin yapistiric
oldugu tespit edilmistir. Dahil edilen c¢aligmalar makale metodolojiler agisindan
incelendiklerinde; {i¢ makalenin prospektif randomize kontrollii ¢alisma oldugu, iki
tanesinin prospektif oldugu ve kalan on sekiz makalenin ise retrospektif vaka serisi
oldugu goriilmiistiir. Incelenen calismalardan bes tanesinde kontrol grubu yer alirken, on
bes ¢alismada kontrol grubu yer almamaktadir. Ug ¢aligmada doku interpozisyon flepler,
diger cerrahi alternatiflerle karsilastirilmistir. Makalelerde tercih edilen cerrahi
yaklagimlar incelendiginde, dokuz c¢alismada transvajinal, dokuz c¢aligmada
transabdominal, iki ¢alismada hem transvajinal hem de transabdominal, bir ¢aligmada
transperitoneal ve iki ¢aligmada transvajinal enjeksiyon yaklagimlarinin tercih edildigi
goriilmistlir. Dahil edilen tiim ¢alismalar incelendiginde, VVF onarimindan sonra takip
siirelerinin 3 ay ve 66 ay arasinda degistigi goriilmiistiir. Incelenen calismalarin

karakteristik 6zellikleri Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Literatiir taramasinda incelenen ¢alismalarin karakteristik 6zellikleri [99].

Hasta Calisma Kontrol Cerrahi Taklp
Flep sayisi siiresi Kaynaklar
metodu grubu yaklasim
(n) . (ay)
Martius 64 Fer;lsclij(fIl:ilzfe - Transvajinal 3 [Sl(l,ls?:( 22l
Martius 216 Retrospektif + Transvajinal” - [l:(:;]shkar-ZOOS
Martius 57 Retrospektif + Transvajinal - Steg-1983 1197
Martius 46 Retrospektif + Transvajinal 6-66 [l}:]mgnekar-ZOOO
Martius 43 Retrospektif - Transvajinal 38,4 Malde-2017 11081
Martius 37 Retrospektif - Transvajinal 4-42 Singh-2010 1!
Martius 32 Retrospektif - Transvajinal 4-12 Warner-2019 [11%
Omental 69 E;‘fgjﬁ‘zfe + Transabdominal 39,6 | Singh-2019 11!
Omental 34 Retrospektif + Transabdominal - Oakley-2014 1121
Omental 30 Retrospektif - Transabdominal - a’g]llcewc-ZOIS
Omental 28 Retrospektif - Transabdominal 24 Singh-2013 114
Peritoneal 83 Retrospektif - Transabdominal - Eilber-2003 115!
Peritoneal 36 Retrospektif - Transabdominal 6 Tewary-2020 [116]
Peritoneal 29 Retrospektif - Transabdominal - Eisen-1974 [117]
Peritoneal 24 Retrospektif - Transvajinal 24 Raz-1993 153
ALSKt Transabdominal
Gracilis Kas | 13 Retrospektif | karsilastirma " 6 Ezzat-2009 18]
yok Transvajinal
Singapore oA
Fasig g iitan 69 Retrospektif | karsilastirma | Transvajinal - Pope-2020 11
yoru yok

. Direkt .
Singapore . Transabdominal Maljaars-
Fasiyokiitan 26 Retrospektif l;zfllagtlrma Transvaginal 12 202101201
&(g:;ggnel 18 Retrospektif | - Transperitoneal 20 Chen-2016
Rotasyonel . . Sharifiaghdas-
Mesane 10 Retrospektif | - Transabdominal 6--30 2012 11211
Urakal 13 Retrospektif | - Transabdominal 6 James-2013 (631

oo . Direkt ..
Fibrin 38 Prospektif kargilagtirma Transvajinal 3 Safan-2009 122
Yapistirici Randomize yok enjeksiyon
JfleTii 12 Prospektif | - Ui el 6 Shirvan-2013 123
Yapistirici enjeksiyon

oo Direkt .
Fibrin . Transvajinal Choudhury-
Yapistirics 20 Retrospektif l;zfllagtlrma enjeksiyon 3 20211124
Ince .
bagirsak 23 Prospektif - Transabq.on}mal 6 Farahat-2012 !
mukozasi Transvajina

*%097,2 Transvajinal

Incelenen calismalarda tedavi edilen fistiiller; boyutlari, yerlesim yerleri karmasiklik
durumlar, etiyolojileri ve preoperatif radyasyon Oykiileri agisindan incelendiklerinde

oldukca degiskenlik gosterdikleri goriilmiistiir. Fistiil boyutu, on dort ¢alismada cesitli
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boyutlarda, yedi ¢alismada <1,5 cm ve iki ¢alismada >3 cm boyutlarindadir. Otolog doku
interpozisyon flepler genellikle 1-7,5 cm biiyiikliigiindeki fistiillerin onariminda
kullanilirken, sentetik doku interpozisyon flepleri 5 mm-2,5 cm boyutlarindaki fistiillerin
onariminda kullanilmistir. Fistiiller karmasiklik durumu ag¢isindan incelendiklerinde, alt1
caligmada yer alan fistiillerin primer fistiiller oldugu, digerlerinin ise ¢esitli fistiillerden
olduklar goriilmiistiir. Calismalarin etiyolojileri incelendiginde, on dort ¢alismanin
jinekolojik kdkenli, bes calismanin obstetrik kdkenli, iki calismanin hem jinekolojik hem
de obstetrik kokenli, iki ¢alismanin ise kokenlerinin belirtilmedigi goriilmiistiir. Fistiil
yerlesimleri yalnizca ii¢ ¢calismada, posteriyor mesane duvari, supratrigonal ve mesane
boynunda oldugu agik sekilde bildirilmekle birlikte on {i¢ calismada fistiil yerlesimleri
acikea belirtilmediginden ¢esitli yerlerde olduklar1 saptanmistir. Yedi calismada ise fistiil
yerlesimleri belirtilmemistir. Caligmalar, preoperatif radyasyon oykiileri agisindan
incelendiginde, on bir calismada tedavi edilen fistiillerin radyasyon ilintili fistiiller
oldugu, on bir ¢alismanin radyasyon ile iliskili olmadig1 goriilmiistiir. Bir ¢caligmada
preoperatif radyasyon dykiisiinden bahsedilmemektedir. Fistiil karakteristikleri, calisma

sayilari ile birlikte Cizelge 2.4’te verilmistir.

Calismalarda preoperatif hasta degerlendirmeleri sekiz farkli tan1 yontemi kullanilarak
yapilmistir. Bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilan sistoskopi olmakla birlikte en az
tercih edilen yontem metilen mavisi testidir. Preoperatif degerlendirme amaciyla
kullanilan diger testler, intravendz iirografi (IVU), bilgisayarli tomografi (CT), manyetik
rezonans goriintileme (MRI), vezikoiireteral refluks (VUD), iseme sistoiiretrogram
(VCUQG) ve tirodinamidir. Preoperatif tan1 yontemleri, kullanildiklar1 ¢aligma sayilariyla

birlikte Cizelge 2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. incelenen ¢alismalarda tedavi edilen fistiil karakteristiklerinin dagilimi [99].

Fistiil Karakteristikleri Calisma Sayis1 | Hasta say1* (n)
<1,5 cm 7 28
Fistiil Boyutu >3 cm 8 12
Cesitli 15 60
Primer 7 28
Karmagiklik Durumu —

Cesitli 18 72
Obstetrik 7 28
Etiyoloji Jinekolojik 14 56
Obstetrik/ Jinekolojik 1 8
Belirtilmemis 3 12
Posteriyor Mesane Duvart/ 2 8

Supratrigonal
Fistiiliin Bulundugu Yer Mesane boynu 1 4
Cesitli 15 60
Belirtilmemis i 28
B Evet 12 48

Preoperatif Radyoterapi Oykiisii

Hay1r 12 48
Belirtilmemis 1 4

*Calismalarda tanimlanan fistiil karakteristiklerinin boyut, karmasiklik durumu, etiyoloji,
fistiiliin bulundugu yer ve preoperatif radyoterapi Oykiisii agilarindan heterojen oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 2.5. VVF’nin preoperatif degerlendirmesinde kullanilan tani testleri ve ¢alisma

sayilar1 [99].

Tani Testleri Yayin Sayisi (n)
Sistoskopi 16
vu' 10
CT/MRI? 5
VUD/VCUG/Urodinami’ 3
Metilen mavisi boya testi 2
Belirtilmemis 5

TVU- Intravendz Urografi

2CT/MRI-Bilgisayarli tomografi/manyetik rezonans goriintiileme

3VUD/VCUG- Video iirodinami/iseme Sistoiiretrografisi
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Postoperatif sonu¢ degerlendirmelerinin biiyilik bir kismi1 semptomatik degerlendirmeye
dayanmaktadir. Fiziksel muayene, sistogram ve metilen mavisi testi en fazla tercih edilen
yontemlerdir. Yedi ¢alismada, postoperatif sonu¢ degerlendirmeleri ile ilgili veri yer
almamaktadir. Postoperatif sonu¢ degerlendirme yontemleri ¢calisma sayilartyla birlikte

Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. Postoperatif sonu¢ degerlendirme yontemleri ve ¢aligma sayilari [99].

Degerlendirme Yontemleri Calisma Sayilari (n)
Semptomatik 10
Fiziksel Muayene 6
Sistogram 6
Metilen mavisi testi 4
Belirtilmemis 8

VVF onarimlarinin cerrahi basari oranlar1 degerlendirildiginde, oranlarin %53,8 ve 100
arasinda dagildig1 goriilmektedir. Incelenen calismalardan bes tanesinde cerrahi basari
oranlari, birincil ve ikincil operasyonlar olarak ayri ayri belirtilmistir. On bir ¢caligmada
ise basar1 oranlar1 her bir grup icin tek olarak verilmistir. VVF onariminda cerrahi basari

oranlar1 her bir ¢aligma i¢in ayr1 ayr1 Cizelge 2.7°de verilmistir.

Tim c¢alismalarda postoperatif komplikasyonlar enfeksiyon, kanama, dondr saha
morbiditesi, agr1, iseme bozukluklar1 ve diger komplikasyonlar olarak siniflandirilmistir.
En yaygin goriilen postoperatif komplikasyon enfeksiyon ve iseme bozukluklaridir. Dort
calismada postoperatif komplikasyon goriilmemistir. Clavien-Dindo siniflandirmas: ile
standardize edilen postoperatif komplikasyonlar yalnizca ii¢ ¢alismada belirtilmistir.

Postoperatif komplikasyonlar Cizelge 2.8.’de verilmistir.
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Cizelge 2.7. Incelenen ¢alismalarin VVF onariminda cerrahi basar1 [99].

Otolog Flepler Sentetik Flepler

= E n -EDN E
Calimalar :ﬂ:‘?"’ gc\ gno 5o g"‘ Ex =) 2o ;§-'—* gw o0 D 5o S e §° 83 R 52 o L‘Eé g3 ﬁé,_‘ E‘v ém gN

$3 53 &5 &% 5% zs N8 2% 33 25 | &8 5% S3 |53 &8 4% 83 8% 33 &8 52 88 3% | £& | #%
Genel 833 100 | 952 | 96.0 | 67.6 96 | 88 | 684 | 53.8 804 | 909 100 |95 | 100 | 972 | >90 |82 |92 |92 |90 |9 | 100 | 8.1 100 | 913
Basar1 (%) ve

75%

Ik 75 | 89 - - £ - = - - 48.1 | 70 | 80.1 | - - - - - - - - - - - - -
onarimdan
sonraki
basar1 (%)
Ikinci 40 | - - - - - - - - 39.8 | 93 100 | - - - - - - - - - - - - -
onarimdan
sonraki
basar1 (%)
Her bir Evet Evet Evet Evet Evet Evet Evet Evet Evet Hayrr | Hayrr | Haywrr | Haywr | Haywr | Haywr | Haywr | Hayrr | Haywr | Haywr | Hayirr | Evet Evet Hayir | Hayir Hayir
grup icin
ayr1 olarak
verilen
basan

*genel bagari orani tiim grup igin belirtilmemis
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Cizelge 2.8. VVF tedavisinde goriilen postoperatif komplikasyonlar [99].

Komplikasyonlar
Flepler Calismalar Enfeksi Kanama Cerrahi | Agn iseme Diger Yok Belirtilme-
-yon alan bozukluklar: mis
Shaker 2011 + +
Pushkar +
2008
Steg 1983 +
Martius
Rangnekar +
Flep 2000
Malde 2017 +
Singh 2010 +
Warner 2019 +
Singh 2019* + + + + +
Omental Oakley 2014 +
Flep Milicevic +
2013
Singh 2013 +
Eilber 2003 +
Peritoneal Tewary T
2020**
Flep Eisen 1974 +
Raz 1993 +
Gracilis Ezzat 2009 + +
Kasi Flepi
Singapore Pope 2020 + +
Fasiyokiita Maljaars + + +
n Flep 2021
Rotasyonel Chen 2016 + +
Mesane Sharifiaghda + + +
Flepi s 2012
Urakal Flep James + +
2013%**
Fibrin Safan 2009 +
Yapist
APIHIEY 1™ Shirvan 2013 +
Choudhury I
2021
. Small Farahat 2012 +
Intestinal
Submukoza

* Clavien-Dindo Siniflandirmasi (Derece I-11-11T)
** Clavien-Dindo Siniflandirmasi (Derece I-11)
**%* Clavien-Dindo Siniflandirmasi (Derece I-11-11I-1V)
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VVF goriilme sikligr gelismis ve gelismekte olan {ilkeler arasinda farklilik
gostermektedir. Ekonomik Kalkinma ve Is birligi Orgiitii (OECD)’niin verilerine gére,
incelenen ¢alismalarin sekiz tanesi OECD iiyesi lilkelere ait iken (%32), bu ¢aligmalarin
on yedi tanesi (%68) OECD f{iyesi olmayan iilkelere aittir. Veriler hasta sayis1 bazinda
incelendiginde, OECD iiyesi iilkelerdeki toplam hasta sayisinin 315, OECD iiyesi
olmayan {ilkelerdeki toplam hasta sayisinin ise 755 oldugu tespit edilmistir. Fistiiller
etiyolojik ag¢idan {ilkeler baz alinarak incelendiklerinde, OECD iiyesi iilkelerde
jinekolojik kokenli fistiiller goriilirken, OECD iiyesi olmayan iilkelerde goriilen
fistiillerin nedenlerinin hem jinekolojik hem de obstetrik oldugu goriilmiistiir. OECD
iiyesi iilkelerin, VVF onariminda basari orani ortalamasi %91,1 iken, OECD iiyesi
olmayan {ilkelerdeki bagar1 orani ortalamasimin 88,2 oldugu goriilmiistiir. Literatiirde
incelenen ¢aligmalarin ait oldugu iilkeler ¢alisma sayilariyla birlikte ¢izelgede Cizelge
2.9’da verilmistir. Incelenen calismalardaki vakalarin iilkelere gore % dagilimi Sekil

2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.9. incelenen calismalarin ait oldugu iilkeler [99].

Ulke Calisma Sayilari (n)
Amerika Birlesik Devletleri* 4
Ingiltere* 2
Fransa* 1
Almanya* 1
Hindistan 6
Misir 3
Afrika 3
Iran 2
Cin 1
Rusya 1
Bosna-Hersek 1

*OECD tiyesi iilkeler
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Misir

Bosna-Hersek _ %12 Amerika*

% %16

Rusya_ _Ingiltere*
9 %8

Fransa*
%4

Cin

_Almanya*
%4

Hindistan/
%24

Sekil 2.4. Incelenen calismalardaki vakalarin iilkelere gore dagilimi (%) [99].

VVF onariminda kullanilan doku interpozisyon flepleri karakteristik 6zellikler ve cerrahi
acilardan degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler neticesinde, otolog fleplerin cerrahide
sentetik fleplere kiyasla daha yaygin olarak kullanildiklar1 goriildii. Literatiirde, bildirilen
basar1 oranlarinin ise hem otolog hem de sentetik flepler i¢in olduk¢a yiiksek oldugu
saptand1 fakat bu ¢aligmalarin biiyiik bir kisminin kiigiik hasta gruplarinin dahil edildigi,
prospektif veya retrospektif kohort ¢caligsmalari olduklari saptandi. Bu nedenle ¢aligmalar
metodolojik olarak sinirli ve bulgular agisindan heterojen bir yapr gostermektedirler.
Postoperatif komplikasyonlara ait olan veriler incelendiginde, c¢alismalarin biiyiik bir
kisminda komplikasyonlarin standardize bigimde degerlendirilmedigi goriilmektedir. Bu
nedenle de doku interpozisyon fleplerinin etkinlikleri ve giivenilirlikleri hakkinda kanita

dayal1 yorum yapilamamaktadir.

Doku interpozisyon fleplerinin etkinliklerini degerlendiren klinik c¢aligmalarin kanit
diizeyleri genel olarak diisiiktiir. VVF tedavisine iligskin cerrahi literatlirdeki metodolojik
zay1flik, tedavinin kanita dayali yonetimi konusunda belirsizliklere neden olmaktadir. Bu
belirsizliklerin ortadan kaldirilmasi, VVF tedavisi i¢in gelistirilen yeni malzemelerin

giiclii kanitlarla literatiire sunulmasini saglayabilir bunun icin gelistirilen malzemelerin,
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iyi tanimlanmig fistiil Ozelliklerine sahip, prospektif, randomize kontrollii klinik
caligmalarda arastirilmasi gerekmektedir.

VVF onarmi i¢in kullanilan sentetik doku interpozisyon flep olarak kullanilan
malzemeler, dogal ekstraseliiler matriksler ya da hemostatik ajanlardir. Bu flepler, VVF
onarimi i¢in 6zel olarak tasarlanmadiklarindan, bdlgenin iyilesme siirecine katkilar

degerlendirildiginde eksiklikler goriilmektedir.

3. YARA [1YILESMESI VE DOKU ONARIMINDA KULLANILAN
BiYOMALZEMELER

3.1. Yara lyilesmesi

Yara, cesitli sebeplerden dolay:1 canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitlinliigliniin
bozulmasi sonucu meydana gelmektedir. Yara iyilesmesi, zamana bagli olarak yeni doku
olusumunu saglayan, viicuttaki en karmasik biyolojik mekanizmalardan biridir. Yara
olusumunun hemen ardindan, ¢oklu biyolojik basamaklar birbirleriyle es zamanli olarak
aktif hale gelerek bu siireci baglatirlar [125, 126]. Bu siireg, fizyolojik ve biyokimyasal
olaylar biitiinlidiir. Yara iyilesme siireci; hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon ve

olgunlagma olmak iizere baslica {i¢ asamadan meydana gelir.

Hemostaz ve inflamasyon fazi: Yara olusumunun hemen ardindan, hiicre
membranlarindan vazokonstriktér ajanlar olan, tromboksan A2 ve prostaglandin 2-a
hiicre membranlarindan salimi baglar. Bununla birlikte, trombositler kollajen ile temas
ederek aktive olurlar ve piht1 olusumunu baslatarak kanamay1 azaltirlar. Pihti igeriginde,
kollajen, platelet, trombin, fibronektin bulunur. Piht1 olusumu, inflamatuar cevabin
baslamasini saglayan fazdir. Bu siirecte olusan fibrin, yara alanina gé¢ eden, notrofiller,
monositler, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler i¢in doku iskelesi olusturur. Buna ek
olarak fibrin, sitokinlerin ve biliylime faktorlerinin salimimdan sorumludur. Pihti
olusumundan sonra, kemotaktik faktorlerin etkisiyle, notrofiller ve monositler yara
bolgesine goc ederler. Notrofiller, interlokinler (IL)-1, tiimor nekrozis faktér (TNF)-a,
doniistiiriicti bliylime faktorii (TGF)- B, platelet faktor-4 (PF4) ve bakteriyel iiriinler,

notrofiller, salgiladiklar1 proteolitik enzimler sayesinde, bakterileri ve doku kalintilarim
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etkisiz hale getirirler. Yara bolgesine go¢ eden diger hiicreler ise makrofajlar ve
l6kositlerdir. Monositler, yara olusumundan 48-96 saat icerisinde makrofajlara
doniisiirler. Yara iyilesimi i¢in olduk¢a 6nemli olan makrofajlar, yara olusumundan 72
saat sonrasinda bolgede en aktif olan hiicrelerdir. Lokositler ise bu siirecte bakterilerin
etkisiz hale getirilmesini saglarlar. Makrofajlar, bakterilerin, 6lii doku ve 16kositlerin
fagositozundan ve kollajenaz, IL’ler ve TNF gibi enzim ve sitokinlerin salgilanmasindan
sorumludur. Bu enzim ve sitokinler sayesinde fibroblastlar uyarilarak anjiyogenezin
baglamasi saglanir. Fibroblastlar, olusan yeni damarlarin ¢evresinde kollajen,
proteoglikan ve fibronektin tretiminden sorumludur. Proteoglikanlar, kollajenlerin
birbirine baglanmasini ve yara bolgesinin daha esnek olmasini saglarlar. Fibronektin ise,

kollajen ve diger hiicrelerin bir arada durmasini saglar [127, 128].

Proliferasyon fazi: Bu safhada, epitelizasyon, anjiyogenezis, granulasyon dokusu
olusumu ve kollajen olusumu meydana gelmektedir. Epitelizasyon yara iyilesmesinin
erken evresinde olugsmaya baglar. Yaralanmada, doku kaybi meydana gelmediyse,
epitelyal hiicreler normal biiylimelerine devam ederek epidermis hasarini 2-3 giinde
onarirlar. Ancak doku kaybi varsa epitelyal hiicreler, yara kenarindan bagslayarak onarimi
gergeklestirirler. Anjiyogenezis, (TNF)-a tarafindan kontrol edilir ve endotelyal hiicre
gocilinii uyarir. Proliferatif sathanin son asamasi granulasyon dokusunun olusumudur.
Fibroblastlar ¢evre dokulardan yara bdlgesine go¢ ederek aktiflesir, ardindan kollajen
sentezini baglatarak ¢ogalirlar. Trombosit ve makrofaj kaynakli olan platelet kokenli
biliylime faktorii (PDGF) ve endotelyal biiyiime faktorii (EGF) fibroblastlara ulagsan ana
sinyallerdir. Fibroblastlar, makrofajlar tarafindan salgilanan TGF-B1 biiylime faktoriiniin

uyarimi ile yara miyofibroblastlara dontsiir [127, 128].

Olgunlasma ve yeniden modellenme: Proliferasyon safthasindan hemen sonra baglayan
ve bir yil kadar siirebilen olgunlagma safhasinin, klinik olarak en 6nemli siire¢ oldugu
diistinilmektedir ve bu siirecte, kollajen birikimi ve matriks olusumu meydana gelir.
Kollajen sentezi yara olusumunun ardindan 4-5 hafta kadar siirmektedir [127, 128]. Bu
stirecte kollajen tretimi ve yikimi dengelenir, kolljen matriksi dermis tabakasina
baglanarak yeniden sekillenir ve kontraksiyonla birlikte yeni gelisen dokunun mekanik
dayanimi artar. Olusan kilcal damarlarlar gelisir, deri uzantilari (sag, yag bezi, vb.) olusur

ve zamanla olusan doku fonksiyonellik kazanir.
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Akut yaralar yukarda bahsi gegen iyilesme siireclerden gecerek iyilesirken kronik yaralar
enflamasyon asamasinda durarak normal siirede iyilesme siirecinde kapanmazlar. Yara
iyilesmesini etkileyen bir¢ok faktdr vardir. Bunlari lokal ve sistemik olmak iizere 2 sinifa
ayrabiliriz. Lokal faktorler, yara iyilesmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Bunlarin baginda

iskemi, enfeksiyon, yabanci cisim varligi, 6dem, radyopterapi gelmektedir.

Iskemi, lokal kan dolasiminin belirli bir bdlge igin gegici olarak azalmasi durumu olup
yara iyilesmesini etkileyen 6nemli faktdrlerden biridir. Yara bolgesine kan akist ile glikoz
ve oksijen taginmaktadir. Yara iyilesmesi, enerji gerektiren bir siirectir ve enerji kaynagi
olarak, glikoz kullanilmaktadir. Adenozin trifosfat (ATP), glikoliz sonucu olarak elde
edilmektedir. Proliferatif fazda, protein sentezi ic¢in olduk¢a fazla miktarda ATP
gereksinimi oldugundan, kan akisi ile yeterli glikoz saglanmasi, iyilesme siirecini
hizlandirmaktadir. No6trofil hiicrelerinin aktivitelerinin diisiikk oksijen seviyelerinde

azaldig1 ve yara iyilesme siirecini olumsuz etkiledigi de bilinmektedir.

Yara bolgesinde ve cevresinde enfeksiyon olusumu proliferasyon fazin uzamasina ve
dolayisiyla yara iyilesmesinin gecikmesine neden olmaktadir. Enfeksiyon;
epitelizasyonu, kollajen olusumunu ve birikimini engellemektedir. Bakteri varligi sonucu
ortaya ¢ikan endotoksinler, fagositozu uyararak, kollajen yikimina sebebiyet verirler.
Doku hipoksisi ile ilintili kontaminasyon, makrofajlar tarafindan diizenlenen
proliferasyonu baskilayarak yara iyilesme siirecini engeller. Benzer sekilde yabanci cisim
bulunmasi da epitelizasyonu engellemektedir. Yara ¢evresindeki 6lii dokular da yabanci
cisim olarak kabul edilmekte ve iyilesme siirecini olumsuz etkilemektedir. Ayrica yara
bolgesinde olusan 6dem, doku iizerindeki basinci artirarak iskemiye neden olur ve
inflamatuar cevabin gecikmesine yol agmaktadir. Bu durum yara iyilesmesini olumsuz

yonde etkilemektedir.

Radyoterapi, fibroblast proliferasyonunu, go¢iinii, birikimini yavaglatmakta ve bunlara ek
olarak akut inflamatuar cevabin gecikmesine ve granulasyonun bozulmasina neden
olmaktadir. Tiim bu siireclerdeki aksamalar yara iyilesmesini olumsuz yonde
etkilemektedir. Radyoterapi, serbest radikaller nedeniyle dogrudan deoksiriboniikleik asit
(DNA) ve riboniikleik asit (RNA) hasarlarina sebep oldugu i¢in kollajen sentezinde

gecikmeler goriilmektedir.
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Sistemik faktorler arasinda ise yas, hipotermi, agr1 ve sepsis sayilabilir. Ileri yaslarda
azalan ECM ve protein {iiretimi, biiylime faktorlerinin yetersizligi gibi nedenler yara
iyilesme siirecini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu faktorlerin yaninda ileri yaglarda
ortaya ¢ikan kronik hastaliklarin da iyilesme siireci lizerinde olumsuz etkilerinin oldugu

diistinilmektedir.

Hipotermi, vazokonstriiksiiyonu tetikleyen kutandz perfiizyon iizerinde etkilidir. Bu
nedenle yara cevresinin 1sisinin sabit tutulmasi gerekmektedir. Agrili uyaranlar,
adrenerjik  desarja neden olarak  vazokonstriiksiiyon meydana  getirirler.
Vazokonstriiksliyon, yara ve ¢evresindeki kan akisini etkileyerek, yara iyilesmesinin

gecikmesine yol agmaktadir.

Lokosit aktivitesinde ve inflamatuar cevapta meydana gelen diizensizlikler yara
iyilesmesinde gecikmeye neden olmaktadir. Sepsis, trombosit aktivitesinde azalma
meydana getirerek pihtt olusumunu olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Yetersiz
beslenme, hormon iiretiminde bozukluklar, immiin ve hematolojik etkiler, sitotoksik,
antimetabolik ve steroid ila¢ kullanimlar1 sepsis siiphesini artirarak yara iyilesmesinde
aksamalar meydana getirmektedir. Bunlara ek olarak, hipotroid, diyabet gibi hastaliklarin
varligt ve organ yetmezlikleri de yara iyilesimini olumsuz etkileyen sistemik
faktorlerdendir. Cutis laxa, ehlers-danlos sendromu, homosistiniiri, osteogenesis
imperfekta gibi genetik hastaliklarin da yara iyilesmesi lizerinde olumsuz etkilerinin

oldugu bilinmektedir [125-128].

3.2. Doku Onariminda Kullanilan Biyomalzemeler

Gilinlimiize yaranin ¢esidine ve enfeksiyon durumuna bagl olarak yara bdlgesini ¢evresel
faktorlerden korumak, enfeksiyonu 6nlemek, nemli tutmak ve doku onarimini saglamak
icin farkli formlarda (film, k&piik, slinger, hidrokolloid, hidrojel, fiber vb.) bir¢ok
biyomalzeme kullanilmaktadir. Doku onarimina yonelik kullanilan biyomalzemeler
arasinda en yaygin kullanimda olanlar dogal ve sentetik polimerler, aseliiler matriksler ve
hibrid malzemelerdir [129]. Bunlarin kullanimi1 hedeflenen bdlge g6z Oniine alinarak

biyolojik, kimyasal ve biyomekanik 6zelliklerine gore tercih edilmektedirler.
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Dogal polimerler, canli organizmalar tarafindan {iretilen polimerler olarak
tanimlanmaktadirlar. Kollajen, laminin, elastin ve fibronektin gibi yapisal proteinlerdir.
Kollajen, memeli hiicrelerinde en fazla bulunan ECM elemani oldugu icin doku
onariminda siklikla tercih edilmektedir. Hyaliironik asit, dekstran, aljinat, kitosan gibi
karbonhidrat bazli dogal polimerler ise benzer sekilde yaygin olarak kullanilan dogal
polimerler arasindadir. Essiz fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle, ipek fibroin de siklikla

tercih edilen dogal polimerlerdir [129].

Sentetik polimerler, tekrar eden monomerlerin kovalent baglanarak biiyiik molekiil
agirlikli makromolekiilleri meydana getirmesi sonucunda olusur. Ozellikle biyobozunur
polimerlerin mekanik 6zelliklerinin ve bozunma kinetiklerinin kontrol edilebilir olmasi
nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda ve doku onariminda oldukca genis bir
uygulama alanina sahiptirler. Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), poli (laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA), polikaprolakton (PCL) gibi polimerler, literatiirde yaygin

olarak kullanilan biyobozunur sentetik polimerlerdir.

Sentetik polimerlerin biyomedikal uygulamalarda tercih edilmelerinin nedeni kolay sekil
alma, mekanik dayanima sahip olma ve esnekliktir. Dogal polimerler ise biyouyumlu
olmalar1, biyobozunur olmalar1 ve bozunma iiriinlerinin canli organizmalarda toksik etki
yaratmamasi nedeniyle tercih edilmektedir. Dogal polimerlerin mekanik dayanimlarinin
diisiik olmasi, sahip olduklar1 en biiyiik dezavantajdir. Bu nedenle dogal polimerler
biyolojik ozelliklerini kaybetmeden mekanik dayanimlarinin artirilmasi igin sentetik

polimerler ile karigim halinde kullanilmaktadir [130].

Dokularin deseliilerize edilerek hiicre igeriklerinin uzaklastirilmasiyla elde edilen aseliiler
dokular doku iskelesi olarak ve biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Deseliilerizasyon sonrasinda elde edilen matriks, dogal dokuya olan biyolojik, yapisal ve
biyomekanik benzerlikleri nedeniyle ideal bir doku iskelesi 6zeliklerini tagimaktadir.
Deseliilerizasyon iglemi sonrasinda yapida kalan kollajen, fibronektin, glikozaminoglikan
(GAG), laminin ve biiylime faktdrleri gibi biyoaktif molekiiller yeni hiicrelerin biiylimesi
icin zengin bir ortam saglamaktadirlar. Literatiirde siklikla kullanilan aseliiler matriks

ince bagirsak mukozasi, cerrahi islemlerde pek ¢ok alanda kullanilmaktadir [129].
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4. TEZIN AMACI

VVF tedavisinde kullanilan otolog ve sentetik doku interpozisyon fleplerinin klinik
olarak degerlendirilmesi sonucunda, hastanin fizyolojisine, fistiiliin biiylikliigiine ve
fistliliin konumuna bagli olarak pek c¢ok kisitlamanin var oldugu tespit edilmistir.
Hastanin fizyolojisi, otolog doku interpozisyon fleplerinin elde edilmesi i¢in uygun
olmadig1 durumda fistiil onarimi bu fleplerle yapilamamaktadir. Buna ek olarak, otolog
interpozisyon fleplerinin elde edilmesi, ikinci bir cerrahi islem ve yara iyilesmesi
gerektirdiginden dezavantaj saglamaktadir. Otolog doku interpozisyon fleplerinin
kullaniminin miimkiin olmadig1 durumlarda dogal ya da sentetik interpozisyon flepleri
kullanilmakla birlikte bu fleplerinin hi¢biri VVF tedavisi i¢in 0zel olarak
tasarlanmamistir. Bu tez kapsaminda VVF onariminda kullanilan doku interpozisyon
flepleri; cerrahi, biyomalzeme ve basar1 oranlari acisindan klinik degerlendirilmesi
yapilmis ve elde edilen sonuglar derlenerek yayinlanmistir [99]. Bu degerlendirmeye gore
otolog ve sentetik doku interpozisyon fleplerin tedavide bagari orani agisindan énemli bir
fark olmadigi tespit edilmistir. Bunun nedeni olarak fleplerin klinik sonuglarinin tiim

yonleriyle heterojenlik gostermesi oldugu degerlendirilmistir.

Bu bilgiler 15181nda doku interpozisyon fleplerinin, pro-anjiogenik 6zellik gostererek
mesanedeki agiklig1 kapatmasi ve doku iyilesmesini destekler 6zellikte olmasi ve ayni
zamanda doku ¢evresinin enfekte olmasini engellemek amaciyla antibakteriyel 6zellikte
olmasinin klinik ihtiyaci karsilayacagi degerlendirilmistir. Mesane, steril bir yapiya sahip
olmasina karsin, vajina yapisi bakteriyel ve fungal flora agisindan olduk¢a zengindir. Bu
nedenle, sentetik interpozisyon fleplerinin, yara etrafindaki bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlarin olusumunu engeller nitelikte olmasi gerekmektedir. Ayrica yara
iyilesmesinin hizlandirilmas1 amaciyla, interpozisyon fleplerinin pro-anjiyogenik
ozellikte olmasi klinikte tercih edilmektedir. Bu gereksinimler dikkate alinarak klinik
ihtiyact karsilamak i¢in bu tez kapsaminda, VVF tedavisinde kullanilmak iizere pro-
anjiogenik ve antibakteriyel ozelliklere sahip 2 katmanli doku interpozisyon flep
esleniginin tasarimi ve gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amagla ipek fibroin (Fib) ve
polikaprolakton (PCL) iceren fiberler elektro-egirme yontemi ile tiretilmesi planlanmustir.
Fib/PCL fiberlerin birinci katmaninin pro-anjiogenik ozellik gosteren estradiol (E2)
icermesi planlanmistir (Sekil 4.1). Fiberlere pro-anjiogenik faktor olarak eklenen E2’nin

kisa donemde anjiyogenezi uyararak mesane ve vajina arasindaki dokunun onarilmasi
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hedeflenmektedir. Uretilen fiberlerin ikinci katmaninda ise giimiis nanopartikiillerin

(AgNP) varlig1 ile mesane ve vajina ¢evresindeki olasi enfeksiyonun oOnlenmesi

hedeflenmistir.
_ Mesane tarafi
Ipek fibroini/PCL-17B-Estradiol
= m
= m

ipek fibroini/PCL-PCL-AgN
Vajina tarafi

Sekil 4.1. Pro-anjiogenik ve antibakteriyel oOzelliklere sahip 2 katmanli doku
interpozisyon flep esleniginin sematik gosterimi.

Interpozisyon flep esleniginin fiber yapida olmasi tercih edilmistir. Fiberler, doku
miihendisliginde ve yara iyilesmesinde siklikla kullanilan ve basarili sonuglar elde edilen,
gbzenekli biyomalzemelerdir. Fiberlerin ii¢ boyutlu gézenekli yapilar, ECM‘nin dogal
yapisina benzerlik gosterdiginden hiicre tutunmasina, epitelizasyona ve anjiyogeneze
olanak saglar. Ayni zamanda gézenekleri yapilari sayesinde oksijen gegirgenligine olanak

saglarlar.

Fiber yapilarin iiretilmesinde ipek fibroini ve PCL polimerlerinin kullaniimasi
planlanmistir. Tekstil endiistrisinde eski ¢aglardan beri kullanilan ipek, son yillarda
biyomalzeme olarak siklikla tercih edilmektedir. Jel, siinger, film ve fiber formlarinda
elde edilebilen ipek biyomalzemeler doku miihendisligi alaninda kullanilmaktadir.
Fibroin ipek boceginin iirettigi salgidan elde edilen, protein yapida dogal bir polimerdir.
Yiizlerce tiirli olan ipekbdceginin, Bombycoidea familyasi ticari agidan Onemlidir.
Bombyx mori tiirii, tamamen evcillestirilmis bir tiirdiir ve bu nedenle dogal yagamda yer
almamaktadir. Ipek boceginin salg1 bezlerinde yer alan ipek, bezlerden salgilanir ve hava
etkisiyle iplik haline dontiserek bocegin etrafinda birikerek koza olusturur. Koza

yapisinin - %72-81’lik kismi fibroin proteininden, %19-28’lik kism1 ise serisin
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proteininden meydana gelmektedir. Hidrofobik bir glikoprotein olan fibroin suda
cozlinmez. Fibroin; amorf ve kristal olmak iizere bdlgeler iceren bir proteindir.
Fibroindeki kristal B-tabakalar1 olduk¢a diizenli olup yapiya mukavemet ve kararlilik
saglarken, amorf bolgeler ise elastikiyet saglamaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ipek

fibroinin fiber liretiminde kullanilmasi planlanmstir.

Diger taraftan alifatik poliester ailesinden olan PCL ise hidrofobik, biyouyumlu ve
biyobozunur o&zellikleri sayesinde biyomedikal alanda siklikla tercih edilen bir
polimerdir. Yar1 kristalin yapida olan PCL’in erime sicakligi 59-64°C arasindadir. Erime
sicakligy, viicut sicakliginin iizerinde oldugu icin yapisindaki amorf bolgeler sayesinde
viicut igerisinde elastik yapisini muhafaza eder [131]. Bunlara ek olarak, PCL’in
bozunma 06zelliginin ve mekanik 6zelliklerinin kontrol edilebilir olmasi, reolojik ve
viskoelastik 6zelliklerinin biyomalzemeler i¢in uygun olmas: ve PCL, PGA ve PDLA
polimerlerine kiyasla daha yavas bozunma hizina sahip olmasi ve ila¢ tasima
sistemlerinde kullanildiginda, 1 y1l boyunca bozunmadan islevini yerine getirmesi gibi
sebeplerden dolayr doku miihendisligi alaninda genis bir kullanim olanagina sahiptir
[132]. Diger alifatik polyesterler ile karsilastirildiklarinda ucuz iiretim yontemlerine sahip
olmast ve FDA onayli bir polimer olmasi da son yillarda biyomalzeme alaninda
poplilaritesinin artmasina neden olmustur [133]. Literatiirde ozellikle kemik,
kardiyovaskiiler, sinir ve deri doku miihendisligi alanlarinda doku iskelesi olarak

kullanilmaktadir [134].

Gelistirilmesi planlanan iki katmanli fiber yapisinin bir katmanina anjiyogenezi artirmak
icin Ostrojenin en baskin formu olan, 17-f estradiol’lin yliklenmesi (E2) tercih edilmistir.
E2 kadinlarda yetiskinlik doneminde yumurtaliklardan salgilanan ve tiremeden sorumlu
olan steroid hormondur. Yumurtaliklarda, folikiiler granuloza ve teka hiicrelerinin
koordinasyonu, gonadotropinlerden salgilanan luteinize edici hormon ve folikiil stimiile

edici hormonun diizenlemesiyle sentez islemi gergeklesir.

Kadinlarda, lokal ya da sistemik Ostrojen seviyesinin, menopoz oncesi ve sonrasinda
gosterdigi farkliliklara dayanarak, dstrojenin yara iyilesmesi iizerinde olumlu etkilerinin
oldugu bildirilmistir. Menopoz sonrast donemde, hormon replasman tedavisi sonucunda
hastalarda yara iyilesmesinin hizlandig1 goriilmistiir. Yapilan c¢aligmalar, hastalarda

yastan bagimsiz olarak yara {izerine topikal Ostrojen uygulamasinin, kollajen
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depolanmasin1 ve buna bagli olarak granulasyon dokusunun yogunlugunu artirdigini
gostermektedir. Ostrojen uygulamasi, elastaz enzim aktivitesini azaltarak kollajen ve
fibronektin depolanmasini artirarak, yara iyilesme siirecini destekledigi bildirilmistir [40,
135]. Yara iyilesmesinde major olarak gorev alan fibroblastlarda bulunan Ostrojen
reseptorleri sayesinde, fibroblastlarin fonksiyonlar1 da Ostrojen tarafindan kontrol
edilebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, yara iylesmesine onemli katkilar1 olan TGF-$1
biiylime faktoriiniin fibroblast hiicrelerindeki miktarinin dstrojen miktari ile dogru orantili
oldugu goriilmiistiir [136]. Diger taraftan ¢aligmalarda E2’nin anjiyogenezi artirdigi
kanitlanmistir. E2, anjiyogenezi diizenleyen bir sinyal protein olan, vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (VEGF) niin liretimini diizenleyerek, anjiyogenezi artirmaktadir [137].
Ayn1 zamanda matriks metalloproteinaz inhibitorii olan E2, kollajen sentezini uyararak
kollajen tiretiminde de 6nemli bir rol oynamaktadir [138, 139]. E2’nin viicuttaki seviyesi
yasa bagli olarak degismekle birlikte normal menstrual dongiisiindeki bir kadinda 21-251
pikogram/mL araliginda degismektedir [140].

Fiber yapisinin ikinci katmanina ise AgNOs eklenerek antibakteriyel etkinin saglanarak
mesane ve vajina ¢evresindeki olasi enfeksiyonun dnlenmesi amaglanmistir. Formik asit
icinde giimiis iyonlarmin indirgenerek fiber yapisinda giimiis nanopartikiillerin (AgNP)

olusmasi ve yapidan salinarak antibakteriyel etki gostermesi beklenmektedir [141].

Bu bilimsel gerekgeler 1s181nda tez ¢alismasi gergeklestirilerek ileriki boliimde sonuglar

sunulmus ve tartisilmistir.
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5. DENEYSEL CALISMALAR

5.1. Ipek Fibroin Eldesi

Bombyx mori kozasi, Bursa Koza Birlik (Bursa)’ten temin edilmistir. Bombyx mori

kozalar1 kesilerek igerisinden ipek bdocekleri ¢ikartilmistir. Kozalar; %0,5 (w/v)’lik

NaHCO; alkali ¢ozeltisinde 100 °C’de 1 saat kaynatilarak serisin proteini ortamdan
uzaklastirllmistir (Sekil 5.1). Kaynama siiresi bittikten sonra, ipek fibroin fiberler distile
su ile yikanarak 24 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Kuruyan ipek fibroin ¢ozeltisi
elde edilmesi amaciyla 9,3 M LiBr ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti icerisinde, ipek ve

LiBr oran1 1:4 olacak sekilde hazirlanmistir. LiBr ¢ozeltisi, ekzotermik bir reaksiyon
oldugu igin, ¢dzeltinin sicakhign 60 °C olarak olciilmiistiir. Ipek fibroin ¢dzeltisinin
hazirlanmasi i¢in reaksiyonun 60 °C’de 4 saat karistirilarak gerceklesmesi gerekmektedir.

Bu nedenle, 1siticili manyetik karistiricinin sicaklign 60 °C’de sabit tutulmustur. Bu
reaksiyonda, beher igerisine ipek fibroin ve LiBr ¢dzeltisinin koyulmasi sirasinda

reaksiyonun verimi agisindan onemli oldugu i¢in, beher igerisine dnce ipek fibroin

fiberler yerlestirilmis, ardindan iizerine 60 °C’deki LiBr ¢ozeltisi eklenmistir. Cozelti,
ipek fibroin fiberlerin homojen dagilmasi1 amaciyla karistirilmistir. 4 saatin sonunda, ipek
fibroinin tamamen ¢6ziinerek amber rengini aldig1 gézlemlenerek viskoz yapida bir ipek

fibroin ¢ozeltisi elde edilmistir.

Elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi, safsizliklarin uzaklagtirilmasi amaciyla diyaliz
membranlara alinmigtir. Diyaliz membranlarda ¢6zeltinin yikanma siiresi 4 giin olarak
belirlenmistir. Diyaliz membranlar kesilerek distile su dolu beherlerin igerisine alinmistir.
Daha sonrasinda, siringa igerisine alinan ipek fibroin ¢dzeltisi, membranlara

koyulmustur.

Ipek fibroin ¢ozeltisi membranlara aktarildiktan sonra, membranlar distile su dolu beher
icerisine alinmistir. Beher igerisindeki su, yikama islemi bagladiktan 1 saat sonra ve 4
saat sonra degistirilmistir. Ardindan 4 giin boyunca distile su, sabah ve aksam olmak
iizere giinde 2 kez degistirilmistir. Yikama isleminin ardindan, ipek fibroin ¢ozeltisi,

kalan safsizliklarin da uzaklastirilmas1 amaciyla, santrifiij edilmistir. Santrifiij tiiplerine

alman ¢ozelti 9.000 rpm’de ve 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Eppendorf 5430 R
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Almanya). Ipek ¢ozeltisi 4 °C’de 1 ay buzdolabinda saklanabilmektedir. Elde edilen
cozelti, uzun siire bozunmadan saklanabilmesi amaciyla liyofilize edilmistir.
Liyofilizasyon basamagi igin ipek fibroin ¢ozeltisi falkon tiiplere alinarak -80 °C’de
dondurulmustur. Ardindan liyofilizatdre alinan ¢o6zelti, ¢oziicli tamamen uzaklasana
kadar (ortalama 3 giin) kurutulmustur. Coziiciisii tamamen uzaklasan ipek fibroinler, kuru
bir ortamda muhafaza edilebilmektedir [142]. ipek bocegi kozasindan ipek fibroinin elde

edilmesi sematik olarak Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Bomb i ) ipek fiberlerin
oy Sna S Koza_!ann. NaHCO; Ipek fiberlerin kurutulmasi
kozalari kesilmesi ¢ozeltisinde
yikanmasi
kaynatiimasi
w

P em / @m § @m | @
e L

. e ; s ipek cozeltisinin ipek ¢ozeltisinin ipeklerin

Ipek It Ipek ¢ozeltisinin .

Tieozri)zzzs I;:‘:n sapntriiuj edilmesi diyaliz membranlarda 4 saat 60 °C'de uzerine 9,3 M
Y Y 3 gun yikanmasi karistirnimasi LiBr eklenmesi

Sekil 5.1. Ipek bdcegi kozasindan ipek fibroinin eldesinin asamalari.

5.2. Elektro-egirme Yontemi ile Fibroin/PCL Fiberlerin Uretilmesi

Bu tez kapsaminda, VVF tedavisinde kullanilmak iizere pro-anjiogenik ve antibakteriyel
ozelliklere sahip 2 katmanli doku interpozisyon flep esleniklerinin elekto-egirme yontemi
ile iiretilmesi planlanmistir. Bu amagla formik asit/asetik asit i¢cinde hazirlanan %15°1lik
(w/v) ipek fibroin ve %?20’lik (w/v) PCL c¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirilarak
fibroin/PCL (Fib/PCL) fiberler iiretilmistir. Mesane ve vajina arasindaki doku onarimini
indiiklemek i¢in fiberlerin ilk katmanina pro-anjiogenik etkili estradiol (E2) eklenmis
ikinci katmana ise AgNO; eklenerek mesane ve vajina ¢evresindeki olasi enfeksiyonun
Onlenmesi amaglanmistir. Bu amagla hazirlanan elektro-egirme c¢ozeltilerinin

kompozisyonu Cizelge 5.1°de verilmis olup yontem asagida sunulmustur.
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Cizelge 5.1. Uretilen fiberlerin kompozisyonu.

Fiber Fibroin PCL Fibroin/PCL = Estradiol = AgNQO;
cozeltisi cozeltisi orani (v/v) (E2) % % (W/v)
% (w/v) % (W/v) (w/v)
Fib/PCL 15 20 1 - -
E2Fib/PCL 15 20 1 1 -
Fib/PCL-Ag 15 20 1 - 1
E2Fib/PCL-Ag 15 20 1 1 1

Fiberlerin iiretimi igin Inovenso-Ne300 Nanospinner marka elektro-egirme cihazi
kullanilmistir. Bu amagcla igerikleri Cizelge 5.1.’de verilen polimer ¢ozeltileri hazirlanmis
ve 12 mL polimer ¢ozeltisi siringaya konmustur. Siringa ucu ile toplayict mesafesi, akis
hiz1 ve voltaj parametreleri i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalar
sonucunda boncuksuz ve homojen fiberlerin eldesi i¢in akis hiz1 500 pL/saat, 23 kV voltaj
altinda ve siringa ucu ile toplayict arasindaki mesafe 13 cm olarak belirlenmistir. Fiber
iiretimi doner ve sabit toplayici lizerinde gerceklestirilmis ve {iretilen fiberlerin kalinlik
karsilastirilmistir. Sabit toplayici ile tiretilen fiberlerin daha yogun oldugu goriilmiis ve
fiber iiretiminde 13 cm c¢apindaki sabit toplayicinin kullanilmasina karar verilmistir.
Ayrica cihazin toplayici linitesinin yatay olarak saga sola hareket etmesi kontrol edilerek
fiberlerin toplayicinin tiim yiizeyine esit olarak dagilmasi saglanmistir. Sonug olarak 12
mL polimer ¢6zeltisi kullanilarak 500 pL/saat akis hizi ile 23 kV voltaj altinda ve siringa
ucu ile toplayici arasindaki mesafe 13 cm’de homojen fiberler elde edilmistir. Polimer
cozeltilerine E2 veya AgNOs eklenmesi fiber iiretimindeki bu parametrelerde bir
degisiklige neden olmamustir. Fiber iiretimindeki ayrintilar asagidaki bdliimlerde

sunulmustur.

5.2.1. Fibroin/PCL Fiberlerin Uretimi

Liyofilize edilmis ipek fibroin, formik asit/asetik asit (Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya))
icinde ¢oziilerek %15 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanmigtir. PCL (Mw 80.000) (Sigma
& Aldrich, Inc. (Almanya)), asetik asit (Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)) ve formik asit
icerisinde 1:1 oraninda ¢oziinmiis ve %20’lik (w/v) PCL c¢ozeltisi hazirlanmistir [143].

Daha sonra %15 ipek fibroin ve %20 PCL ¢ozeltisi 1:1 oraninda karistirilmis ve 12 mL

39



polimer ¢ozeltisi siringa i¢ine konarak 500 pL/saat akis hiz1 ve 23 kV voltaj altinda
elektro-egirme yontemi ile Fib/PCL fiberler elde edilmistir.

5.2.2. 17-p Estradiol (E2) iceren Fibroin/PCL Fiberlerin Uretimi

%15 ipek fibroin/%20 PCL (1:1) ¢ozeltisi igerisine pro-anjiyogenik etkisinden dolay1 %1
(w/v) oraninda E2 eklenmistir. Bu amagla E2 etanol (Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya))
icerisinde c¢oziilerek, bu ¢ozelti %15°1lik ipek fibroin ¢ozeltisi igerisine eklenmistir.
Homojen bir sekilde karistirildiktan sonra iizerine PCL ¢ozeltisi eklenerek, E2 iceren
E2Fib/PCL hibrit ¢ozelti elde edilmistir. 12 mL bu ¢ozelti siringa igine koyularak, 500
uL/saat akis hizi ile 23 kV voltaj altinda elektro-egirme yontemi ile E2Fib/PCL fiberler

iiretilmistir.

5.2.3. AgNO; Iceren Fibroin/PCL Fiberlerin Uretimi

%15 ipek fibroin/%20 PCL (1:1) hibrit ¢ozeltisi icerisine antibakteriyel etkisinden dolay1
%1 (w/v) AgNOs (Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)) eklenmistir. AgNO3 tuzu, PCL
coziiclisii olan formik asit ve asetik asit karisimi igerisine eklenerek c¢oziinmesi
saglanmistir. AgNO; tuzunun ¢oziinmesinden sonra PCL ¢oziicii igerisine eklenerek 12
saat karigtiricida ¢oziinmesi saglanmistir [ 144]. Homojen PCL/AgNOs3 ¢ozeltisi igerisine
ipek fibroin ¢ozeltisi eklenmis ve daha sonra 12 mL ¢ozelti siringa igine koyularak, 500

uL/saat akis hizi ile 23 kV voltaj altinda Fib/PCL-Ag fiberler tiretilmistir.

5.2.4. E2 ve AgNOs Iceren Fibroin/ PCL Fiberlerin Uretimi

E2 ve AgNO;s igeren fibroin/ PCL fiberler 2 katmanli olarak {iretilmistir. Bu amagla E2
iceren Fib/PCL polimer ¢ozeltisi Boliim 5.2.2°de sunuldugu gibi hazirlanmis ve bu
cozeltinin 6 mL’si siringa i¢ine koyularak, 500 uL/saat akis hizi ile 23 kV voltaj altinda
elektro-egirme yontemi ile ilk katman tiretilmistir. Daha sonra iiretime 6 mL AgNO3
iceren Fib/PCL c¢ozeltisi (Boliim 5.2.3) ile ayni1 sartlar altinda devam edilerek 2 katmanl
E2Fib/PCL-Ag fiberler elde edilmistir.
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5.3. Fiberlerin Karakterizasyonu

5.3.1. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Analizi

Uretilen fiberlerin yapisal analizi Perkin Elmer Spectrum 400 cihazi ve ATR eklentisi
kullanilarak yapilmistir. Analiz i¢in belirlenen spektrum araligi 4000-400 cm! olarak

belirlenmistir.

5.3.2. Fiberlerin Morfolojik Analizi

Uretilen fiberlerin morfolojik karakterizasyonlar, QUANTA 400F Field Emission SEM
marka taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Fiber yapisindaki Ag varligi,
enerji dagilim X 1511 spektroskopisi (EDX) analizi yapilarak gosterilmistir. Fiberlerin
SEM goriintiileri 25.000X biiytitmede alinmistir. Fiber ¢aplar1 Image J program ile
Ol¢lilmils ve fiber cap dagilimlarinin ortalamalari hesaplanarak, dagilim grafigi elde

edilmistir.
5.3.3. Fiberlerin Termal Ozelliklerinin Analizi

Fiberlerin termogravimetrik analizi (TGA) Perkin Elmer Pyris 1 cihazi kullanilarak
yapilmistir. Analiz i¢in tarama hizi 10°C/dk ve sicaklik araligi 25-800°C olarak
belirlenmistir. Deney atmosferi olarak azot gazi kullanilmigtir. Ayrica iiretilen fiberler
diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile analiz edilmis bu amagla Perkin Elmer
Diamond cihaz1 kullanilmig olup analiz azot gazi altinda yapilmistir. Yapilan analizde

tarama hiz1 10°C/dk ve sicaklik araligi 0-300°C olarak belirlenmistir.

5.3.4. indirekt Sitotoksisite Analizi

Fiberlerin sitotoksik analizi ISO 10993-5:2009(E) standardina gore indirekt sitotoksisite
testi yapilarak belirlenmigtir. Bu amagla fiberler, 1x1 cm? boyutlarinda her kesilmis (n=6)
ve fiberlerin her iki yiizii UV 1s1k altinda 1 saat steril edilmistir. Daha sonra fiberler,
tiiplere yerlestirilerek {lizerlerine, 2 mL besi yeri (Mem Alpha Modification, Cegrogen,
Almanya, %10 fetal bovine serum (FBS), Sigma, US, %1 L-glutamin (200 mM),
Cegrogen, Almanya, %0,1 Penisilin/Streptomisin(100x), Cegrogen, Almanya) koyularak
inkiibatorde (Thermo Scientific HeraCell, Almanya) (37°C ve %5 CO;) 72 saat
bekletilmistir. 96 kuyucuklu kaplara, her bir kuyucuga 1x10* L929 fibroblast hiicresi
ekilerek inkiibatorde ayni sartlarda 24 saat kiiltiire edilmistir. 24 saat inkiibasyon siiresi

sonunda, hiicrelerin iizerinde bulunan besi yeri alinarak, yerine fiberlerin igerisinde 72
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saat bekledigi besi yeri koyulmustur. Bu besi yeri, hiicrelerin iizerine koyulmadan 6nce
0,22 um filtreden gegirilerek olasi bir kontaminasyon riski ortadan kaldirilmigtir. L.929
fibroblast hiicreleri, bu besi yeri igerisinde, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siireleri sonunda, hiicrelerin iizerinden besi yeri ¢ekilerek, yerine %10 MTT
(3-4,5 Dimetil-tiyazolil-2-5-Difeniltetrazolyum bromiir) igeren besi yeri koyulmustur.
Hiicreler bu sekilde 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda, enzimatik yolla
tetrazolyum bilesiginin formazan kristallerine dontismesi gerceklesmistir. Formazan
kristallerinin hiicre zarindan disar1 ¢ikmasini saglamak amaciyla kuyucuklara DMSO
(dimetil siilfoksit) eklenerek 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra absorbanslar1 570 ve
690 nm’de mikroplaka okuyucuda okutulmustur. indirekt sitotoksisite testinde pozitif
kontrol olarak %10 DMSO igeren besi yeri, negatif kontrol olarak ise besi yeri
kullanilmistir. MTT deneyi her fiber grubu i¢in 6 tekrarli olarak yapilmistir

5.4. In vitro Salim Testleri

5.4.1. Fiberlerden E2 ve Ag Saliminin incelenmesi

Uretilen fiberlerden salinan E2 miktar1 miktarinin belirlenmesi amaciyla, 1x1 cm?
boyutlarinda kesilen Fib/PCL, E2Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiberler tartilarak (n=3)
hazirlanmustir. Fiberler, 5 mL PBS/etanol (4:1, v/v) ¢dzeltisi igerisine alinarak, 37°C’deki
su banyosu igerisinde salim deneyi baslatilmistir. Belirli zaman araliklarinda salim
ortamindan 1 mL 6rnek alinarak yerine PBS/etanol ¢6zeltisi eklenmistir. Alinan 6rnekler
UV spektrofotometrede (Shmadzu UV-1280) 280 nm dalga boyunda 6l¢ililmiis ve zamana

kars1 salinan E2 miktar1 grafik ile gosterilmistir.

Uretilen fiberlerden salinan Ag miktarnin tayini igin yukardaki metodun aynisi
uygulanmig olup, salim ortamindan alinan Orneklerdeki Ag miktar1 Perkin Elmer
(AAnalyst 800) atomik absorbsiyon spektrofotometresinde Olgiilerek zamana karsi

saliman Ag miktar1 grafik ile gosterilmistir.
5.4.2. Fiberlerden E2 Saliminin Franz Difiizyon Yéntemi ile incelenmesi

Fiberlerden E2 salimi ayrica 0,63 cm?alan ve 5 mL hacme sahip Franz diflizyon hiicreleri
(Sigma Aldrich ABD) kullanilarak incelenmistir. Bu amacla reseptor faz ve donor faz
olarak, PBS/etanol (4:1 v/v) karisimi kullanilmustir. Franz hiicrelerinde, 1x1 cm?

boyutlarinda kesilen E2Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiberler membran {izerine

42



yerlestirilmistir. Daha sonra dondr faz, yerlestirilen fiberin iist kismina, reseptor faz ise
fiberin alt kismina gelecek sekilde hiicreler igerisine koyulmustur. Franz hiicreler, 130
rpm karigtirma hizindaki karistiricinin iizerinde olacak sekilde 37°C’deki su banyosu
icerisine yerlestirilmistir. E2 salim miktari, belirli zaman araliklarinda reseptor fazdan
alinan orneklerin UV spektrofotometrede (Shmadzu UV-1280) 280 nm dalga boyunda

Ol¢iilmesiyle belirlenmis ve bu miktarlar zamana kars1 grafikte gosterilmistir.

5.5. Fiberlerin Pro-anjiogenik Etkisinin Koryoallantoik Membran (CAM) Y 6ntemi

ile incelenmesi

E2 igeren fiberlerin pro-anjiogenik etkisi ex ovo bir yontem olan koryoallantoik membran
(CAM) iizerinde incelenmistir. Bu amacla dollenmis tavuk yumurtalari, Tavukc¢uluk
Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi’'nden (Ankara) temin edilmistir. Laboratuvara getirilen
dollenmis tavuk yumurtalarinin temin edildigi giin, 0. giin olarak kabul edilmistir.
Doéllenmis yumurtalar, %?20’lik etil alkol ile yumurta kabuguna zarar vermeden
temizlenmis ve ardindan sicakligi 37°C ve nem oran1 %60-65 olan kulugka makinesine
(Cimuka) yatay olarak yerlestirilmistir. Kulucka makinesinde, yumurtalar belirli

araliklarla dondiiriilerek embriyolarin yapismasi onlenmistir.

5.5.1. Déllenmis Yumurtalarin Inkiibasyonu ve Ex Ovo Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Kulugka makinesine koyulan yumurtalar (0.giin kabul edilmis), 3. giinde kirilarak
embriyolar dikdortgen kaplara alinmistir. Yatay konumda duran yumurtalarda embriyo,
yumurtanin st tarafinda yer almaktadir. Bu nedenle embriyonun yer aldigi yumurtalarin
iist kisimlart bir kalem ile isaretlenmistir. Kirllma isleminin embriyonun bulundugu
kismin tam karsisindan yapilmasi planlanmigtir. Laminer kabinde petri kaplarina nem
saglamas1 amactyla petri kaplarma 2 mL steril su konmustur. Diger taraftan kabin i¢ine
dikdortgen kaplar alinmis ve bunlarin i¢ine %1°lik penisilin-streptomisin ¢ozeltisi i¢eren
2 mL PBS konularak petri kabinin i¢ine yerlestirilmistir. Daha sonra yumurtalarin isaretli
kisim iiste gelecek sekilde tutulmus ve sert bir cismin (1000 mL beher) kenarina vurularak
kirilmistir. Embriyo dikkatli bir bicimde kabuktan ¢ikarilarak dikdortgen petri kabina
aktartlmistir (Sekil 5.2). Petri kabinin kapagi kapatilarak inkiibatér (Panasonic) igerisine
yavas hareketlerle yerlestirilmistir. Inkiibatér kosullar;, 37 °C’de sabit tutularak

embriyolarin gelisme evreleri gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.2. Embriyonik gelisim. A) dollenmemis yumurta goriintiisii, B) koryoallantoik
membranin (CAM) goriintiisii.

5.5.2. Dollenmis Yumurtalarin Sag Kalim Analizleri

CAM deney protokoliiniin optimizasyonu i¢in her bir seride 36 yumurta olacak sekilde
15 deney serisi yapilmistir. Bu deney serilerinde sag kalim analizleri yapilarak, ilerleyen
deneylerdeki embriyolarin yasam siirelerinin durumu gézlemlenmistir. Sag kalim analizi
her bir yumurtanin yasadig giin sayisinin, Graphpad (Version 6.1) programinin sag kalim

analizi fonksiyonuna eklenmesi yoluyla yapilmistir.

5.5.3. Pro-anjiogenik Ajanlarin Etkilerinin CAM ile incelenmesi

CAM deneyinin optimizasyonu i¢in vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) pozitif
kontrol grubu olarak, fosfat tamponu (PBS) kontrol grubu olarak secilmis ve CAM
iizerine uygulanmistir. Her deney grubunda n=5 embriyo yer almistir. Serbest E2 ¢ozeltisi
ise fiberlerden salinan E2 ile karsilastirma yapilabilmesi agisindan kontrol olarak
kullanilmistir. Bu amagla; VEGF 100 ng/giin ve E2 30 nM/giin olarak CAM f{izerine
uygulanmigtir. Etken maddelerin konsantrasyonlar1 literatiir baz alinarak secilmistir

[145].

Deney asamasinda Boliim 5.5.1.’de inkiibe edilen embriyolar, 7. glinde laminar kabine
alinmis ve yer belirteci plastik halkalar CAM iizerine embriyoya zarar vermeyecek
sekilde yerlestirilmistir. Bu halkalar etken ajanlarin uygulama yerini belirlemek amaciyla
CAM ile embriyo arasindaki bolgede bulunan iki ana damar arasina yerlestirilmistir
(Sekil 5.3) (n=5). Daha sonra etken madde iceren ¢ozeltiler ve PBS, 8.glinden itibaren
CAM fizerindeki halka icerine sabah ve aksam, 10 uL olmak iizere gilinde iki kez
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damlatilmis ve 10. giinde deney sonlandirilmistir. Embriyolarin 8. ve 10. giinler arasinda

her giin fotograflar1 ¢ekilmis ve gelisen yeni damarlar analiz edilmistir.

Yer belirteci halka

Koryoallantoik zar

Sekil 5.3. Yer belirteci halkanin iki ana damar arasina yerlestirilmesi (7. giin).

5.5.4. Fiberlerin Pro-anjiogenik Etkisinin Incelenmesi

Fiberlerin pro-anjiogenik etkisinin belirlenmesi amaciyla (Fib/PCL, E2Fib/PCL,
Fib/PCL-Ag, E2Fib/PCL-Ag) fiberler 0,6 mm capinda pung aleti ile esit alana sahip
olacak sekilde kesilerek 30 dk UV ile steril edilmistir. Daha sonra embriyolar 7. glinde
laminar kabine aliarak fiberler CAM ile embriyo arasindaki bdlgede bulunan iki ana
damar arasina yerlestirilmistir (Sekil 5.4) (n=5). Embriyolarin 8. ve 10. giinler arasinda

her giin fotograflar1 ¢ekilmis ve gelisen yeni damarlar analiz edilmistir.

Fiber

Koryoallantoik zar

Sekil 5.4. Fiberlerin iki ana damar arasina yerlestirilmesi (7. giin)
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5.5.4. Pro-anjiyogenik Yamtin Sayisal Degerlendirilmesi

Etken maddelerin ve fiberlerin CAM iizerine uygulanmasinin 10. gilinlinde deney
sonlandirilmis ve ¢ekilen fotograflarin tamaminin, embriyolara esit uzaklikta ve esit alani
kapsayacak sekilde olmasi saglanmistir. Fotograflarin analizi i¢in Fiji (https:/fiji.sc/)
programi kullanilmistir. Fiji; gorilintli analizi i¢in kullanilan Image] (National Institutes
of Health) programinin, bilimsel gorlintii analizini kolaylastiran bir¢ok eklentisini
icerisinde barindiran bir versiyonudur. Fiji programinin eklentilerinden biri olan damar

analizi eklentisi (https://imagej.net/plugins/vessel-analysis) programa dahil edilerek, 10.

giinde cekilen embriyo fotograflarinda belirlenen alan igerisindeki damarlarin %
yogunlugu hesaplanmistir.  Goriintii analizi i¢in fotograflar Fiji programi ile gri
tonlamaya (8 bit) doniistiiriilmiistir. Daha sonra fotograflara goriintii esikleme
(tresholding) uygulanmistir. Gortintii esikleme, fotograflar lizerindeki giiriiltiiyii azaltmak
ya da nesneleri belirginlestirmek amaciyla kullanilmistir. Analiz bolgesinde yapilan
goriintii esikleme islemi, goriintiilenen damarlarin belirginlestirilmesini saglamaktadir.
Belirginlestirilen damarlar, ikili goriintii (binary) elde edilmesi amaciyla siyah beyaz
olarak tanimlanmistir. Daha sonra siyah beyaz olarak tanimlanan damarlarin, sayim
yapilmas1 amaciyla iskelet goriintiisii (skeletonize) elde edilmistir. Iskelet goriintiisii
eklentisi (analyze skeleton), goriintiideki tiim baglanti noktalarini, uzunluklar1 ve
yogunlugu belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Iskelet goriintiisii analiz edildikten
sonraki basamakta, damar analizi eklentisi (vessel-analysis) ile goriintii alanindaki
damarlarin yogunlugu Olgiilmiistiir. Damar analizi eklentisi, belirlenen alandaki
damarlarin dallanma sayilarini, her bir dalin uzunlugunu, dallarin ortalama uzunluklarini
ve belirlenen alandaki damar yogunlugunun yiizdesini analiz edilebilmektedir. Fiji

programi kullanilarak yapilan goriintii analizinin akis semasi Sekil 5.5°de verilmistir.
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1. CAM Fotografi 2. Gri Tonlama (8 bit) 3. Goriintii Esikleme

6. Damar Yogunlugunun 5. iskelet Goriintiisii 4. iKkili goriintii (Binary)
Hesaplanmas Skel i

‘e00 Vascular Length Density Measurement ts

 [%Area |

1 9.143

Sekil 5.5. Gorlintii analizinin akis semasi.

5.6. E2Fib/PCL-Ag Fiberlerin Antibakteriyel Etkisinin Incelenmesi

E2Fib/PCL-Ag fiberlerin antibakteriyel etkisinin arastirilmasi amaciyla, mesane ve
vajina florasinda yaygin olarak bulunan Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 [146] ve Candida albicans ATCC 90028 [147] suslar kullanilarak
disk difiizyon testi yapilmistir. Ayrica mikrobiyota liyesi olan faydali mikroorganizmalar
iizerine etkinliklerini test etmek amaciyla Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 [148]
susu kullanilmigtir. Antimikrobiyal aktivite Kirby-Bauer yOntemi baz alinarak test

edilmigtir [ 149].

E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 taze kiiltiirleri Tryptic Soy Agar’da (TSA,
(Difco, Detroit, MI), C. albicans ATCC 90028 Sabouraud Dextrose Agar (Merck,
Germany) kullanilarak 37°C’de 16-24 saat inkiibasyon sonrasi elde edilmistir. L.
acidophilus ATCC 4356 ise De Man Ragosa Sharpe Agar’da (MRS, Merck, Germany)

37°C’de anaerobik kosullarda tiretilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in Mueller Hinton Agar (MHA) (Difco,

Detroit, MI), besiyeri her bir petri kabina 20 mL olmak tizere dagitilmistir. 0.5 McFarland

bulanikliga denk gelecek sekilde hazirlanan bakteri (1.5x10% c¢fu/mL) siispansiyonlari

MHA besiyerine, C. albicans (1-5x10° cfu/mL) siispansiyonu, %2 glukoz iceren MHA
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besiyerine steril ekiivyon ¢ubuklar1 yardimiyla ekilmistir. L. acidophilus ATCC 4356 igin
antimikrobiyal aktivite ise 0,5 McFarland bulaniklikta hazirlanan L. acidophilus
stispansiyonu MRS Agar yiizeyine yayilarak test edilmistir. Her bir petri igerisinde, deney
grubu olarak E2Fib/PCL-Ag fiber ve kontrol grubu olarak Fib/PCL fiber yerlestirilmistir.
Fiberler, 5 mm ¢apinda kesilerek kullanilmistir. Daha sonra petriler, 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir, L. acidophilus ise 37°C’de 24 saat anaerobik kosullarda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde, fiberlerin cevresinde olusan zon c¢aplari

Ol¢iilmiistiir.

5.7. E2Fib/PCL-Ag Fiberlerin Doku interpozisyon Flepi Olarak In Vivo Yanitimin

Degerlendirilmesi

5.7.1. E2Fib/PCL-Ag Fiberlerin Sicanlara Uygulanmasi

Gelistirilen E2Fib/PCL-Ag fiberlerin doku interpozisyon flep eslenigi olarak in vivo doku
yanit; Sprague Dawley disi siganlarda 655 protokol numarali etik kurul izni ile
incelenmistir. Bu amagla E2Fib/PCL-Ag fiberler, disi sicanlarin mesane ve vajina arasi
ve abdomen olmak iizere iki ayr1 bolgeye implante edilmistir. /n vivo deneyde, 32 adet
dogurganlik donemindeki disi sican kullanilmigtir. Deneyde toplamda 4 grup yer almis
ve her bir grupta 8 adet sican kullanilmistir. Deney 28 giinliik tek zaman diliminde
gergeklestirilmistir. Gelistirilen fiberlerin doku yanit1 ticari olarak kullanilan polipropilen

(PP) doku iskelesi ile karsilastirilmistir. /n vivo deney gruplar asagida verilmistir.

1. Grup (Pozitif kontrol): Ticari polipropilen (PP) doku iskelesi yerlestirilen grup,

2. Grup (Negatif kontrol): Diger gruplarla ayni cerrahi islemler uygulanan ancak flep
kullanilmayan grup,

3. Grup (Fiberler i¢in kontrol grubu): Fib/PCL fiberlerin yerlestirildigi grup,

4. Grup (Pro-anjiyogenik ve antibakteriyel fiberler): E2Fib/PCL-Ag fiberlerin
yerlestirildigi grup.

Deney 6ncesinde siganlara anestezik ajan olarak, intraperitoneal enjeksiyon ile ksilazin
(100-200 mg/kg) verilerek genel anestezi uygulanmistir. Operasyon dncesinde sicanlarin
karin alt bolgeleri tiraglanarak hazir hale getirilmistir. Siganlarin gobek altindan dikey bir
insizyon ile cilt ve cilt alt1 dokular kat kat gecilerek karin igerisine girilmistir. Periton

gecildikten sonra, vajina ve mesane belirlenmistir (Sekil 5.6.A). Mesanenin arka duvari
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ile vajinanin iist kismi arasindaki dokular kesilerek bir cep olusturulmustur. Ticari olarak
doku interpozisyon flep eslenigi olarak kullanilan PP doku iskelesi bu cep igerisine
yerlestirilmistir (Sekil 5.6.C, D). Ayn1 zamanda PP doku iskelesi, farkli bolgedeki doku

yanitinin incelenmesi amaciyla ayni sican iizerinde abdomen kisminda cilt altina da

yerlestirilmistir (Sekil 5.7.B).

E s, o' )
LA ' sy a7 : S 4 FM WA
Sekil 5.6. A) Sprague Dawley sicanlarin mesane ve vajina goriintiisii, B) Mesane ve
vajinanin st kismi arasinda olusturulan cep, C) ve D) Ticari PP doku iskelesinin
olusturulan cebe yerlestirilmesi.

(U
i

Benzer sekilde gelistirilen Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiberler mesane ve vajina arasinda
ve abdomende olusturulan cepler (Sekil 5.7.A) igerisine yerlestirilmistir. Ancak
E2Fib/PCL-Ag fiberler mesane ve vajina arasina yerlestirilirken E2 igeren 1. katman
ylizeyi mesane iizerine, Ag i¢eren 2.katman ylizeyi ise vajina tarafina gelecek sekilde
yerlestirilmistir. Abdomende ise, Ag iceren katman yiizeyi cilde yakin olan kisma (list
kisim) gelecek sekilde yerlestirilmistir. Negatif kontrol grubunda, bu cepler
olusturulduktan sonra herhangi bir malzeme yerlestirilmemistir. Malzemelerin
yerlestirilmesi islemi tamamlandiktan sonra batin katlar1 sirasiyla kapatilmistir (Sekil

5.7.0).
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Sekil 5.7. Gelistirilen fiberlerin ve PP doku iskelesinin sigan abdomeninde olusturulan
cebe yerlestirilmesi: A) Fib/PCL fiberler, B) PP doku iskelesi, C) batin katlarinin
kapatilmasi.

Sicanlar, 28 giin sonra yliksek doz ksilazin enjeksiyonu ile sakrifiye edilerek sicanlarin
abdomen kismina ve mesane ve vajina arasma yerlestirilen PP doku iskelesi ve
E2FibPCL-Ag fiberler eksplantasyon prosediiriine uygun olarak ¢ikarilmistir. Bu amacla
PP doku iskelesi, Fib/PCL fiber ve E2Fib/PCL-Ag fiberlerin implante edildigi bolgeler

kesi olusturularak acilmis ve etrafindaki dokularla birlikte kesilip alinarak, %10 tampon

iceren formalin igerisinde fiksasyon i¢in 48 saat bekletilmistir.
5.7.2. Histolojik Analizler

Histolojik analizler i¢in dokular fiksasyondan sonra parafin igerisine gdmiilerek 7 mikron
kalinlikta kesilmis, daha sonra Mayer’in hematoksilen eozin ve Masson’un trikromu ile

boyanarak mikroskop altinda analiz edilmistir.

Hematoksilen Eozin boyama: Dokularin boyanmasi icin, alinan kesitler bir gece
60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 3x15 dk olmak flizere toplamda 45 dk ksilolde
tutularak deparafinize edilmistir. Ksilolden sonra kurutulan kesitler, rehidratasyon i¢in
%96’l1ik alkolde 2x10 dk olmak iizere toplamda 20 dk ve %380’lik alkolde 10 dk
bekletilmistir. Dokular, ¢cesme suyunda yikandiktan sonra, Mayer’s Hematoksilen ile 15
dk boyama yapilmistir. Ardindan tekrar ¢esme suyunda yikanan kesitler amonyakli suya
batirip cikarilarak tekrar ¢cesme suyu ile yikanmistir. Sonrasinda kesitler, eozin ile 1 dk
boyanmistir. Kesitler, %80°1ik ve 2 kere %96’lik alkollere batirilip ¢ikartilarak dehidrate

edilmigtir. Ksilol ile en az 45 dk seffanlandirma isleminden sonra, kesitler entellan ile
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kapatilmistir. Kesitler digital kamera (Leica DC490, Wetzlar-Germany) bagh 151k

mikroskopu (Leica 6000B) ile incelenmis ve fotograflanmistir.

Masson’un Trikromu boyama: Deparafinize edilen kesitler, ksilol igerisinde 15 dk
bekletilmis ve bu basamak 3 kez tekrarlanmistir. Ardindan 6rnekler, 15 dk kurutulmustur.
Sonrasinda 10’ar dk sirasiyla %96, %96 ve %80 alkoller igerisinde bekletildikten sonra
cesme suyunda yikanmistir. Yikanan Ornekler, 25 dk hematoksilen igerisinde
bekletildikten sonra yikanarak amonyakli suya batirilmistir. Tekrar yikama isleminin
ardindan, 20 dk trikrom boya icerisinde bekletilmistir. Ardindan 3 dk asetik asitte
bekletilen dokular, bu basamaktan sonra, sirasiyla %80 ve %96 alkoller icerisine
batirilmistir. Ardindan kurutulan kesitler, ksilol ile en az 45 dk seffaflandirma isleminden

sonra, entellan ile kapatilmistir.

5.7.3. Degerlendirme Kriterleri ve Skorlama

Her 6rnekte mesane ile vajina ve abdomen bolgelerindeki alanlarda eksplant ¢evresindeki
dokuda Ortlismeyen 10 alan 200X biiylitmede polimorfoniikleer 16kosit (PMN),
mononiikleer hiicre (MN), bag dokusu organizasyonu ve damarlanma acisindan Cizelge
5.2’de verilen kriterlere gore degerlendirilerek skorlanmistir [150]. Ayrica bu alanlarda

dev hiicre saymmi yapilmistir.

Cizelge 5.2. Dokularin mikroskop incelemesinde elde edilen bulgularinin skorlama
kriterleri.

Skor
Degerlendirme
Kriteri 0 1 2 3
. .. ) 61le 10 ,
Polimorfonikleer Yok 0 ile 5 arasinda arasinda 10’dan fazla
lokositler (PMN) PMN hiicre var 3t PMN hiicre var
PMN hiicre var
.. 0 ile 5 arasinda 6ile 10 10°dan fazla
Mononiikleer . arasimnda N
N Yok mononiikleer .. mononiikleer
hiicreler (MN) .. mononiikleer .
hiicre var N hiicre var
hiicre var
Bag dokusu Tamamen . orta derecede .. .
. . . Hafif organize . Iyi organize
organizasyonu disorganize organize
1 ile 3 kan 4 ile 10 kan 10 dan"fazla
Damarlanma Yok mononikleer
damar1 var damar1 var ..
hiicre var
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5.7.4. In vivo Sonuclarma Ait Verilerin istatistiksel Analizi

Polimorfoniikleer 16kosit (PMN), mononiikleer hiicre (MN), bag dokusu organizasyonu
ve damarlanma acisindan degerlendirilerek skorlanan ve dev hiicre sayimi yapilan her bir
ornege ait veriler, tek yonliit ANOVA ve gruplar arasinda tespit edilen farklarin istatiksel
anlamlilig1 Tukey post hoc testi kullanilarak incelenmistir. p<0.05 istatiksel anlamlilig1
ve * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 ve **** p<0.0001 ifade etmektedir. Istatiksel analiz
GraphPad programi (Version 6.1) kullanilarak yapilmistir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA
6.1. Pro-anjiyogenik/Antibakteriyel Fibroin/PCL Fiberler

Pro-anjiyogenik ve antibakteriyel fiberler elektro-egirme yontemi ile iiretilmistir.
Elektro-egirme yontemi, 1930’lu yillarin basinda gelistirilmeye baglamis ve son yillarda
fiber tiretiminde yaygin olarak kullanilan bir teknik olmustur. Bu yontem ile ¢ok cesitli
polimerler boyutlar1 birkag nanometre ile mikrometre arasinda degisen daginik ve paralel

fiberler uiretilebilmektedir.

Bu tez kapsaminda biyomalzeme alaninda siklikla kullanilan ve dogal bir polimer olan
ipek fibroini ve biyouyumlulugu ve mekanik 6zellikleri dolayist ile tercih edilen PCL
hacimce 1:1 oranlarinda karistirilarak elektro-egirme yontemiyle fiberler elde edilmistir.
Literatiirde, dogal polimerler mekanik 6zelliklerini iyilestirmek icin sentetik polimerler
ile birlikte siklikla kullanilmaktadir [151]. Polimer ¢ozelti konsantrasyonu, jetin Taylor
konisinden ayrilmasini dogrudan etkiledigi i¢in fiber liretiminde 6nemli bir parametredir
[152]. Tez kapsaminda farkli konsantrasyonlarda ipek fibroin ve PCL ¢ozeltileri formik
asit/asetik asit karisiminda hazirlanarak denemeler yapilmis ancak %15’lik (w/v) fibroin
ve %20’lik (w/v) PCL c¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirildiginda boncuksuz ve homojen
fiberler elde edilmistir. Fiber iiretiminde polimer ¢ozeltisinin akis hizt 500 pl/saat, 23
kV voltaj altinda ve siringa ucu ile toplayici arasindaki mesafe 13 cm olarak

belirlenmistir.

Ipek fibroini ve PCL’in ortak ¢oziiciisii oldugu igin formik asit/asetik asit tercih
edilmistir. PCL, tetrahidrofuran, kloroform, metilen klorid, karbon tetraklorid, benzen,
toluen, siklohekzanon dihidropiran ve 2-nitropropan, 2- butanon, etil asetat, asetonitril ve
dimetil fumarat igerisinde c¢oziinmekte olup aseton igerisinde ise kismi olarak
coziinmektedir. Elektro-egirme yonteminde, PCL i¢in ¢oziicli kombinasyonlari arasinda;
kloroform/metanol, metilen klorid/metanol, metiln klorid/N, N-dimetil formamid (DMF),
metilen klorid/toluen ya da tetrahidrofuran/DMF kullanilmistir. Elektro-egirme yontemi
icin uygun olan bu ¢ozeltiler toksik ve sagliga zararli olmalar1 nedeniyle kullanimlari
oldukga kisithdir. Son yillarda yapilan galigsmalar, saglik iizerinde daha az toksik etkiye
sahip ve tehlikesiz olarak nitelendirilebilecek c¢dziiciiler tizerinde durmaktadir. Bu
coziiciiler, formik asit, asetik asit gibi asidik ¢oziiciiler ve asetondur [153]. Polimerik

cozeltilerin elektro-egirme verimlerinin artirilmasi amaciyla iki ya da daha fazla ¢oziicii
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birlikte kullanilabilmektedirler. PCL elektro-egirme c¢ozeltisi olarak formik asit ile
hazirlandiginda boncuklu fiberler elde edilirken, formik asit ve asetik asit ile birlikte
kullanildiginda bu sorun ortadan kalkarak boncuksuz fiberler elde edilebilmistir.
Literatiirde onerilen ideal formik asit/asetik asit orani hacimce 1:1 olarak bildirilmistir
[154]. Bu veriler 15181nda, tez kapsaminda {iretilen fiberlerde PCL polimerinin ¢dziiciisii
olarak, formik asit/asetik asit ikili ¢oziicii sistemi kullanilarak, boncuksuz yapidaki

fiberler elde edilmistir.

Fibroin, kozadan NaHCO; alkali ¢dzeltisi icerisinde serisin proteininin ortamdan
uzaklagtirilarak elde edilmistir. Elde edilen fibroin LiBr igerisinde c¢oziilerek fiber
iiretiminde kullanilmistir. Literatiirde, ipek fibroin ¢ozeltisi elde etmek amaciyla ¢oziicii
olarak organik bir bilesik olan heksafloro-2-propanol (HFIP) kullanilmaktadir. HFIP nin
florlu alkol yapida olmasi nedeniyle 6zel bir protokol uygulanarak imha edilmesi
gerekmektedir. Buna ek olarak dermal ve inhalasyon toksisitesine neden oldugu igin,
farkli ¢oziicii secenekleri degerlendirilmektedir [155]. Ipek fibroin fiberleri ¢dzmek
amaciyla, alternatif bir ¢6ziicii olarak, molar oranlari:1:2:8 olan CaCly/EtOH/H,O igeren
Ajisawa ¢ozeltisi kullanilmaktadir [156]. Diger bir alternatif olarak kullanilan ¢6ziicii ise
lityum bromiiriin (LiBr) sulu ¢6zeltisidir. Ajisawa ve LiBr ¢ozeltilerinin her ikisinin de
verimleri %90’ {izerindedir. Ipek, Ajisawa cozeltisinde 10-15 dakikada, LiBr
cozeltisinde ise 4-5 dakikada ¢oziilmektedir. Bu iki ¢6ziicli sistemi arasindaki fark ise,
LiBr ¢ozeltisi ipek fibroinin o heliks ve B tabakalarinda konformasyonel degisimlere
neden olmazken, Ajisawa ¢ozeltisi bu yapilarda degisiklikler meydana getirmektedir. o
heliks ve B tabakalarindaki degisimler, ipek fibroinin kristal yapisinda ve termal
stabilitesinde degisikliklere neden olmaktadir [157]. Bu bilgiler 1s18inda, ipek fibroin
yapisinin degismeden kalabilmesini saglamak amaciyla ipek fibroinin ¢oziiciisii olarak

LiBr sulu ¢ozeltisi tercih edilmistir.

Fib/PCL fiberler igerisine pro-anjiyogenik Ozelligi nedeniyle eklenen E2, etanol
icerisinde ¢oziilerek ipek fibroin ¢ozeltisine eklenmistir. Diger taraftan Fib/PCL fiberler
icerisine antibakteriyel etkisi nedeniyle eklenen AgNO; tuzu, dnce formik asit/asetik asit
karisiminda ¢oziilmiis, ardindan PCL bu karisima eklenerek ¢ozlinmesi saglanmistir.
Hazirlanan hibrit ¢ozeltilerden, elektro-egirme diizeneginde, optimize edilen

parametreler kullanilarak fiber {retimi gerceklestirilmistir. Fib/PCL fiberlerin
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karakterizasyonlari, salim testleri, in vitro testleri, antibakteriyel analizleri, CAM deneyi
Fiberlerin SEM goriintiileri (Sekil 6.2-3) incelendiginde, homojen, daginik, boncuksuz

ve in vivo deneyleri yapilmis ve elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.
6.2. Pro-anjiyogenik/Antibakteriyel Fibroin/PCL Fiberlerin Ozellikleri

6.2.1. Fiber Morfolojisi ve Cap Dagilimlar:
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0,28 um, E2Fib/PCL i¢in 0,30 um, Fib/PCL-Ag i¢in 0,34 um, E2Fib
E2 igeren tarafi i¢in, 0,35 um, E2 Fib/PCL-Ag fiberlerin Ag iceren
minimal bir artis meydana gelmistir. Fiberlerin ¢cap dagilimlar1 Seki
Literatiirdeki farkli ¢alismalarda da, fiber yapisina E2 [158] ve Ag

fiberlerin basartyla elde edildigi izlenmistir. Fiberlerin ortalama ¢apla
oldugu belirlenmistir. Fib/PCL fiberlerin yapisina E2 ve Ag eklenmes

fiber ¢aplarinda artigsa neden oldugu belirtilmektedir.

Sekil 6.1. Fiberlerin ¢ap dagilimlari; A) Fib/PCL fiber, B) E2 Fib/PCL fiber, C) Fib/PCL-
55

Ag fiber, D) E2 Fib/PCL-Ag fiber (E2 tarafi), E) E2 Fib/PCL-Ag fiber (Ag tarafi).
Fiberlerin EDX analizlerinde, Fib/PCL-Ag ve E2Fib/PCL-Ag fiberlerdeki Ag miktar

belirlenmistir. Bu analiz sonucunda, Fib/PCL-Ag fiberlerde, yiizeydeki elementlerin
%2,15’inin Ag elementinden olustugu, E2Fib/PCL-Ag fiberlerin Ag tarafindaki

elementlerin, %?2’sinin Ag elementinden olustugu ve ayni fiberin E2 tarafindaki



elementlerin %1’inin Ag elementinden olustugu goriilmiistiir (Sekil 6.2-6.3). Bu veriler

1s181nda fiber yapisindaki Ag varligi ispatlanmustir.

Fib/PCL E2Fib/PCL

Fib/PCL-Ag (EDX)

Element Wt % At 3 K-Ratio 2z A F

CK 83.87 89.13  0.6473 1.0064 0.7668 1.0001
0K 13.25 10.57  0.0160 0.9923  0.1219 1.0000
AuM 0.73 0.05 0.0095 0.7597 1.7194  1.0001
AqL 2.15 0.25 0.0225 0.7660 1.3686 1.0000
Total 100.00 100.00

Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error B/B

cX 556.72 5.91 0.73 94.22
oK 45.54 4.42 2.17 10.31
AuM 11.88 12.23 8.68 0.97
AgL 39.40 13.51 3.54 2.92
Ag
Ag
)
LU VI
Au ag

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 kev

Sekil 6.2. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri (25.000 X) ve enerji dagilimli
X 15101 analizi (EDX).
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E2Fib/PCL-Ag (Ag tarafi) E2Fib/PCL-Ag (Ag tarafi) (EDX)

Element Wt % At 3 E-Ratio z A F
cK 82.64 88.06 0.6256 1.0065 0.7521 1.0001
oK 14.57

11.65 0.0179 0.9924 0.1236 1.0000
AuM 0.80 0.05 0.0104 0.7597 1.7139 1.0001

L 2.00 0.24 0.0209 0.7661 1.3654 1.0000
Total 100.00 100.00

Element Net Inte. Bkgd Inte. Inte. Error P/B

CEK 470.27 5.42 0.98 86.75
oK 44.38 4.76 3.47 9.32
AuM 11.37 13.88 11.55 0.82
AgL. 32.04 16.26 5.26 1.97
A Au n':q

L

Element Wt % At K-Ratio 2 A 13

C K 83.56  B8.29  0.6346 1.0051  0.7556  1.0001
0K 14.54  11.53 0.0178 0.9910 0.1239  1.0000
Aul 0.91 0.06 0.0119 0.7587 1.7315 1.0000
AgL 1.00 0.12  0.0105 0.7647 1.3697 1.0000
Total 100.00 100.00

Element Net Inte.  Bkgd Inte. Inte. Error P/B
c K 735.89 7.26 0.66 101.34
0K 68.46 5.61 2.32 12.20
AuM 20.17 14.84 6.23 1.36
AgL 24.83 16.39 5.44 1.51

Ag

Au Au Ag

Au A o
1.00  2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 keV

Sekil 6.3 (devami). Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri (25.000 X) ve enerji
dagilimli X 1511 analizi (EDX).

6.2.2. Fiber Yapilarin FT-IR Spektrumlar:

Fib/PCL fiber yapilarinin incelenmesi amaciyla FT-IR analizi yapilarak, spektrumlar
incelenmistir (Sekil 6.4). 1700cm™-1500cm™ bandi amit I ve amit II peptitlerinin pik
verdigi bant arahigidir. 1654 cm™” deki pik, amit I, 1532 cm™ !’deki pik amit IT ve 1238
cm ’deki pik amit III peptitlerine ait piklerdir [160]. Spektrumdaki, 1626 cm™ ve 1518

cm’deki pikler, amit I bandindaki fibroin silk II (B-kristalin) yapisimin varligini
gostermistir [161], [162].
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1727 cm’deki kuvvetli pik, PCL’in karbonil (C=0) gruplarinin gerinimini
gostermektedir. 2949 cm! bandindaki pikler, PCL yapisinda bulunan asimetrik metilen
(CH») gruplarmn varligini, 2865 ¢cm™! bandindaki pikler ise, simetrik CH> gruplarimin
varhgini gostermektedir. 1293 cm™’deki pikler, PCL’in kristalin fazindaki C-O ve C-C
gerinimini isaret eden piklerdir. 1240 cm™! bandindaki pikler PCL yapisindaki asimetrik
C-O-C gruplariim varligini gosterirken, 1170 cm™ deki pikler simetrik C-O-C gruplarini
isaret etmektedir [163].

350
E2Fib/PCL-Ag+

300

250 Fib/PCL-Ag+
W——'—_—
E 200
2 E2Fib/PCL
5 _ - —_—
@ 150 ™
o
2
Fib/PCL
100
m\/\l\jm W
50 CH,
c-0-C c=0
0
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Dalga boyu (cm-1)

Sekil 6.4. Fiberlerin FT-IR spektrumlari.

6.2.3. Fiberlerin Termal Ozellikleri

Fiberlerin TGA termogramlar1 incelendiginde; Fib/PCL ve E2Fib/PCL fiberlerde tek
basamakli 1s1l bozunmanin gerceklestigi goriilmiis olup bu durum polimerlerin iyi
harmanlandigin1 gostermektedir (Sekil 6.5). Bu bozunma PCL polimer zincirlerinin ve
fibroin yapisindaki peptitlerin bozunmasindan kaynaklandigi degerlendirilmistir. E2’nin
polimer harmanina katilmasi 181l bozunmaya bir etki gostermemistir. 300-450 °C arasinda
toplam kiitle kayiplar1 Fib/PCL fiberler i¢in %100 ve E2Fib/PCL fiberler icin ise %98,8
olarak belirlenmistir. AgNPs iceren Fib/PCL-Ag fiberler ise 2 basamakli 1s1l bozunma
gosterirken, E2Fib/PCL-Ag fiberler 3 basamakli 1511 bozunma profili sergilemistir. Bu
fiberler i¢in kiitle kayiplari 200-600 °C araliginda meydana gelmis olup bu sicak
araliginda kiitle kayiplar1 E2Fib/PCL-Ag fiberler icin %100, Fib/PCL-Ag fiberler icin
%86,5 olarak izlenmistir. 400 °C civarinda AgNPs igeren fiberlerde yaklasik %20
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oraninda kalan kiitle, kiil kalintis1 olarak degerlendirilmistir. AgNPs igeren fibroin
fiberler i¢in 400 °C civarindaki kiitle kayiplar literatiirdeki veriler ile uyumlu sonuglar
gostermektedir [164]. Bu verilerden yola ¢ikarak AgNPs’lerin fiber yapisina

eklenmesinin 1s1l bozunma profilini degistirdigi gozlenmistir [165].

100 4 »
80
60
40

201 [——Fib/PCL
|| ——E2Fib/PCL
—— Fib/PCL-Ag

E2Fib/PCL-Ag

Kiitle Kaybi (%)

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Sicaklik (°C)

Sekil 6.5. Fiberlerin TGA termogrami.

DSC analizleri polimer harmanlarinin; karisabilirlik, molekiilleraras1 etkilesimler,
kristallenme derecesi gibi 6zellikleri hakkinda bilgiler sunmaktadir. Fib/PCL fiberlerin
DSC analizleri 0-250 °C araliginda gergeklestirilmis ve elde edilen termogramlar Sekil
6.6-7’de verilmistir. Bu sicaklik araliginda DSC termogramlarinda 1sitma ve sogutma
dongiilerinde sadece endotermik ve ekzotermik pikler izlenmistir. Isitma dongiilerinde
gorlilen endotermik pikler, polimerlerin erime sicakligini (Tm) verirken, sogutma
dongiilerindeki ekzotermik pikler polimerlerin kristallenme sicakligini  (Tc)

gostermektedir [165].

Fib/PCL fiberler 1.1s1itmada 55,87 °C’de, ikinci 1sitmada ise 51,59 °C’de endotermik pik
gostermis olup bu pik erime sicakligi (Tm) ile iligkilendirilmistir. Tm degerlerinde
goriilen bu kayma polimer zincirlerinin yeniden diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir.
Fib/PCL fiberlerin 26,78 °C’de gostermis oldugu ekzotermik pik ise Tc’dir (Sekil 6.6).
E2 igeren fiberlerin (E2Fib/PCL) Tm degerleri, 1. 1sitmada 57,39 °C, ikinci 1sitmada ise
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52,67 °C oldugu endotermik pikler ile izlenmistir. Bu fiberlerin Tc degeri ise 27,5 °C’de
izlenmistir (Sekil 6.7).

25

/ \ Tm=55.87°C 1. 1sitma

15 +

5] Te=26.78°C

Tm=51.59°C
1 )L 2. 1sitma

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Sicaklik (°C)

DSC (mW)

Sekil 6.6. Fib/PCL fiberlerin DSC termogramu.
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Sekil 6.7. E2Fib/PCL fiberlerin DSC termograma.

Fib/PCL-Ag fiberlerin Tm degerleri, 1. 1sitmada 59,96 °C, ikinci 1sitmada 53,99 °C’ olup
Tc ise 26,51°C’de izlenmistir (Sekil 6.8). E2 ve AgNPs igeren fiberlerin (E2Fib/PCL-Ag)
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Tm degerleri; 1. 1sitmada 58,79 °C, ikinci 1sitmada 53,69 °C olarak bulunmustur. Bu
fiberlerin Tc ise 27,65°C olarak gozlenmistir (Sekil 6.9).

15 - Tm=59.96°C
1ﬂna//
10 4
— 5 -
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Tm=53.99°C
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10 -
. T ol T bl T ol T b 1
0 50 100 150 200 250
Sicaklik (°C)

Sekil 6.8. Fib/PCL-Ag fiberlerin DSC termogramu.
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Sekil 6.9. E2Fib/PCL-Ag fiberlerin DSC termogramu.
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DSC analizleri 0-250 C° araliginda gergeklesmesinden dolay1 termogramlarda camsi
sicakligr (Tg) izlenmemistir. Literatiirde PCL polimerinin erime sicakligir 56,6 °C ve
kristallesme sicakligi ise 30,1 °C olarak verilmistir [165]. Diger taraftan Bombyx mori
ipek fibroini amorf (o helix yapisi, Silk I) ve kristal (J tabaka yapisi, Silk II) bolgelere
sahip bir proteindir. Ancak fibroin islem gordiikten sonra bu yapidaki amorf ve kristal
yapidaki degisiklerden dolayr 1s1l &zelliklerinde farklilik gozlenmektedir. Ornegin;
yapilan bir ¢alismada amorf fibroin fiberlerin 190 °C Tg gosterdigi ve 270 °C’de ise
bozunmanin basladig: bildirilmistir. Bununla birlikte methanol ile islem goren fibroin
fiberler kismi olarak kristal B-tabaka yapisina ge¢cmesinden dolay1 fibroin fiberlerin Tg
degeri 190 °C, Tm ve Tc ise sirasiyla 275 ve 225 C° olarak izlenmistir (164). Diger bir
calismada ise saf fibroin filmler 289 C”de, PCL fiberler 65.2 °C’de, fibroin/PCL fiberler
ise icerdikleri fibroin miktaria bagli olarak 57,1 °C ve 56,3 °C’de Tm gostermistir [166].
Bu calismada ise fiberlerin DSC analizleri 0-250 C° araliginda gergeklesmis olup bu
sicaklik araliginda izlenen Tm ve Tc degerleri literatiir degerleri ile uyumlu bulunmustur.
E2 ve Agetken maddelerinin Fib/PCL yapisina eklenmesi sonucunda, Tm degerlerinde
artisa neden olmustur. Polimer yapisina E2 eklenmesi ile yapidaki hidrojen baglarinda
meydana gelen artis, sterik engel yaratarak polimer zincirinin serbest doniisiinii
yavaglattigt ve bunun sonucu olarak Tm degerinde artis meydana geldigi
diistiniilmektedir. Buna ek olarak Fib/PCL fiberlerin yapisina eklenen Ag ise polimer
zincirlerinin ~ dinamigini  degistirerek Tm degerinin artmasmna neden oldugu

degerlendirilmistir [167].

6.2.4. Fiberlerin Sitotoksisitesi

Fib/PCL fiberlerin, E2 ve Ag iceren fiberler de dahil olmak iizere, tiim fiberler L929 hiicre
hatt1 i¢in toksik etki gOstermemistir. Hiicre canliligi Fib/PCL fiberler i¢in %93,06,
E2Fib/PCL fiberler i¢in, %93,46, Fib/PCL-Ag fiberler icin; %99,1, E2Fib/PCL-Ag
fiberler icin ise %98,01 bulunmustur. Fiberlerin L929 hiicreleri iizerindeki % hiicre
canlilif1 pozitif ve negatif kontrol gruplar ile karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde,
fiberlerin hiicre canliligini iizerinde olumsuz bir etkisinin goriilmedigi saptanmigtir.
Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda, fiberlerin hiicre canliligi kabul edilebilir
sinirlar  icerisindedir (Sekil 6.11). Tim gruplar ile pozitif kontrol grubu
karsilagtirildiginda hiicre canlilifi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulundugu saptanmistir (p<<0,0001).
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Sekil 6.10. Fib/PCL fiberlerin hiicre canliligina etkisi.

6.3. E2Fib/PCL-Ag fiberlerden E2 ve Ag Salim Profilleri

6.3.1. E2 Salim Profili

Fib/PCL fiberlerden E2 salim profili incelendiginde her iki fiber fomiilasyonu i¢in ilk 7
giinde ani salim gbzlenmis olup, bu ani salimin fiberin genis ylizey alanina bagli olarak
ylizeye yakin olan E2’nin difiizyon-bozunma sonucu salim ortamina daha hizli ge¢gmesine
dayandirilmistir (Sekil 6.11-12). E2 salimi1 14. giinde en yliksek konsantrasyona ulagarak;
E2Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiberlerden sirasiyla 0,037 mg ve 0,021 mg olarak
gergeklesmistir. Daha sonra siirekli bir salim profili izlenmistir. E2 saliminin E2Fib/PCL
fiberlerde daha yiiksek olmasinin nedeni fiber iiretim asamasinda %1 E2 iceren 12 mL
Fib/PCL polimer ¢dzeltisinin tamamin kullamlmasindan kaynaklanmaktadir. ki
katmanli E2Fib/PCL-Ag fiberlerde ise E2 katmanini iiretmek icin %1°lik E2 i¢eren 6 mL
polimer ¢6zeltisinin kullanilmasiyla E2 miktar1 yariya diismiistiir. E2Fib/PCL fiberlerde
bulunan E2’nin %20’sinin, E2Fib/PCL-Ag fiberlerde bulunan E2’nin ise %17’sinin PBS

ortamina saliminin gergeklestigi goriilmiistir (Sekil 6.12).
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Sekil 6.11. Fib/PCL fiberlerden kiimiilatif salim grafigi.
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Sekil 6.12. Fib/PCL fiberlerden E2 saliminin % salim/zaman grafigi.

Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak yapilan salim ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen E2
salim profili incelendiginde ise ilk 3 gilinde ani salim gozlenmistir (Sekil 6.13).
E2Fib/PCL fiberlerde 3. giinde 0,255 mg E2 ortama diflize olurken, E2Fib/PCL-Ag
fiberlerden 3. giinde 0,197 mg E2 membrandan diflize olmustur. Daha sonra E2 salimi
her iki fiber 6rneginde de kademeli olarak azalmistir. Bu azalan salim profilinin Franz
hiicresinin reseptor fazina her 6rnek alimindan sonra taze PBS eklenmesiyle ortamdaki

E2 miktarinin seyreltilmesi sonucunda E2 konsantrasyonun diismesine dayandirilmistir.
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Sekil 6.13. E2Fib/PCL fiberlerin E2 diflizyon grafigi.
6.3.2. Ag Salim Profili

Fib/PCL fiberlerden Ag salimi incelendiginde ilk 7 giinde ani salim gerceklestigi
gorlilmiistiir. E2 salim profiline benzer sekilde gergeklesen bu ani salimin genis yiizey
alana sahip fiberlerde yiizeye yakin olan Ag’nin fiber yiizeyinden difiizyon-bozunma ile
ortama daha hizli gegmesine dayandirilmistir (Sekil 6.14). 28. giinde fiberler icerisindeki
Ag salim1 en yiiksek konsantrasyona ulasarak, Fib/PCL-Ag fiberlerden 3,85 ppm,
E2Fib/PCL-Ag fiberlerden ise 3,19 ppm olarak gerceklesmistir. Daha sonra siirekli bir
salim profili izlenmistir. Ag saliminin Fib/PCL-Ag fiberlerde daha yiiksek olmasi, fiber
iretim asamasinda %1 Ag igeren 12 mL Fib/PCL polimer ¢ozeltisinin tamaminin
kullanilmasinda kaynaklanmaktadir. E2Fib/PCL-Ag fiberlerde ise %1°lik Ag igeren 6 mL

polimer ¢ozeltisinin kullanilmasiyla Ag miktar1 yartya diismiistiir.
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Sekil 6.14. Fib/PCL fiberlerin Ag salim grafigi.

Fib/PCL-Ag fiberlerden 28. giinde Ag miktarimin %98,7’sinin, E2Fib/PCL-Ag
fiberlerden ise Ag miktarinin %81,8’inin PBS/etanol ortamina salimi1 ger¢eklesmistir.
Ag’nin % salim grafigi Sekil 6.15’te verilmistir. Fib/PCL fiberlerden Ag salimu literatiir
verileri ile karsilastirildiginda, literatiirdeki sonuglara benzer sonuglar elde edilmistir.
Calamak ve ark. yaptig1 calismada 14. giinde ipek fibroin fiberlerden Ag saliminin % 63
oldugunu bildirmistir [164]. Sekil 6.15’teki grafik incelendiginde literatiir ile uyumlu Ag
salim miktarina ulasildig1 gorilmistiir.
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Sekil 6.15. Fib/PCL fiberlerin % Ag salim grafigi.
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6.4. E2 Yiiklii Fiberlerin Pro-anjiyogenik Etkileri

Biyomalzemelerin hayvan modelleri {izerinde test edilmesi, uzun soluklu ve pahali
caligmalar oldugundan son yillarda daha hizli sonu¢ veren yontemler oncelikli olarak
tercih edilmektedir. Ex ovo bir yontem olan koryoallantoik membran (CAM) testi doku
yanitinin arastirilmasinda kullanilmaktadir [168]. Bu tez kapsaminda E2 iceren fiberlerin
pro-anjiogenik etkisi CAM testi ile incelenmistir. CAM, civciv embriyosunda bulunan ve
embriyonun dig ortamdan gaz aligverisini saglayan bir organ olarak gdrev yapan
ekstraembriyonik bir zar olup yogun kilcal damar aglarina sahiptir. Ayni1 zamanda CAM,
gelisen embriyonun tizerinde kaldigi i¢in, deneysel miidahaleler i¢in erisim kolayligi
saglamaktadir. CAM testi ilaglarin ya da biyomalzemelerin pro-anjiyogenik ve anti-
anjiyogenik yanitlarinin belirlenmesinde ve tiimdr anjiyogenezinin tiim ydnleri ile
arastirilmasinda kullanilmaktadir [169]. CAM deneyi, in ovo ve ex ovo olmak iizere iki
farkl1 yontem kullanilarak yapilmaktadir. /n ovo yéntemde, inkbasyon siiresinden sonra,
yumurta kabugu iizerinde kiigiik bir delik acilir ve deneyler bu delikten siirdiiriilmektedir.
Bu yontemin kisitliliklari, CAM’e ulasmada yasanan sorunlar ve deney sonuglarinin
fotograflanma asamasinda 1yi bir goriintii alamama ve buna bagli olarak giivenilir bir
damar analizi yapamamak seklinde siralanabilir. Ex ovo kiiltiirde ise, CAM’e olan erigim
ve damar gelisiminin goriintiilenmesi in ovo yonteme kiyasla daha kolaydir [170]. Bu
nedenle bu tez kapsaminda E2 igeren fiberlerin anjiogenik etkisi ex ovo CAM deneyi ile

incelenmistir.

CAM deneyinde oncelikle embriyolarin sag kalim analizleri yapilmistir (Sekil 6.16).
Grafikteki verilerin 15181nda, deney serilerinin optimizasyonu saglandiginda deney stiresi
boyunca yasayan embriyo sayisinin arttigi goriilmiistiir. CAM deneylerinde 15 deney
serisi yapilmistir. Her bir deney serisinde 36 adet embriyo yer almistir. Deney serilerinin
tekrar sayis1 arttikca embriyolarin yasam oranlariin arttig1 sag kalim analizi grafiginde

goriilmektedir.
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Sekil 6.16. Embriyolarin sag kalim analizi grafigi.

6.4.1. E2Fib/PCL Fiberlerin Pro-anjiyogenik Etkilerinin Goriintiillenmesi

E2Fib/PCL fiberlerin pro-anjiyogenik etkilerinin goriintiilenmesi amaciyla, CAM
deneyinde embriyolarin 10. giinde fotograflari c¢ekilmistir. Kontrol gruplarinda, yer
belirteci olarak kullanilan halkalarin i¢i ve etrafindaki damar olusumlari
degerlendirilmistir. Kontrol grubu olan PBS grubunda embriyonun normal gelisime
devam ederek, halka iginde ve etrafinda yeni damarlar olusturdugu, bir diger kontrol
grubu olan E2 grubunda ise, PBS grubuna kiyasla yeni kan damarlar1 gelisiminin halka
icerisinde ve ¢evresinde daha fazla oldugu, pozitif kontrol grubu olan VEGF grubunda
ise halka igerisinde ve ¢evresinde yeni olugsan kan damarlarinin her iki kontrol grubundan

daha fazla oldugu fotograflarda goriilmektedir (Sekil 6.17).
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Sekil 6.17. Kontrol gruplarinin CAM goriintiileri.

Fib/PCL Fiber E2Fib/PCL Fiber

Fib/PCL-Ag Fiber

Sekil 6.18. Fib/PCL fiberlerin CAM goriintiileri

Deney gruplarinda ise Fib/PCL fiberler, kontrol grubu olarak deney serilerinde yer
almistir. Deney grubu olarak ise E2 Fib/PCL fiberler, Fib/PCL-Ag fiberler, E2Fib/PCL-
Ag fiberler yer almistir. Fiberlerin pro-anjiyogenik etkilerinin gdzlemlenmesi
planlanirken, Fib/PCL-Ag grubunda, fiber icerigindeki Ag varligmin embriyolar
tizerindeki etkinliginin gézlemlenmesi hedeflenmistir. E2Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag
fiberlerde, Fib/PCL ve Fib/PCL-Ag fiberlere kiyasla yeni kan damarlari olusumunun
arttig1 goriilmiis olup bunun fiber yapilardan salinan E2’nin etkisinden kaynaklandigi

gbzlenmistir (Sekil 6.18).
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E2Fib/PCL fiberlerin pro-anjiyogenik etkilerinin sayisal olarak belirlenmesi amaciyla,
embriyolarin 10. giinlerinde ¢ekilen fotograflar, Fiji goriintii analizi programi kullanilarak
islenmistir. GoOriintii isleme yontemi, fotograflardaki damar yogunlugunun belirlenmesi
amaciyla kullanilmistir. 1. adimdaki goriintiilerin iskelet goriintiisii olan, 2. adimdaki
goriintliler kullanilarak (Sekil 6.19, Sekil 6.20), alandaki damar yogunluklari

hesaplanmistir

CAM Fotografi 1. Adim Gériintii isleme 2. Adim Gériintii isleme

PBS

E2 (30 nM)

VEGF (100 ng/giin)

Sekil 6.19. PBS, E2, VEGF’e ait olan CAM fotograflar1 ve 1. (binary), 2. (skeletonize)
adim islenmis gortintiiler.
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CAM Fotografi 1. Adim Goriintii isleme 2. Adim Gériintii isleme

E2Fib/PCL Fib/PCL

Fib/PCL-Ag

E2Fib/PCL-Ag

Sekil 6.20. E2Fib/PCL, Fib/PCL-Ag, E2Fib/PCL-Ag fiberlere ait olan CAM fotograflar
ve 1. (binary), 2. (skeletonize) adim islenmis goriintiileri.

Kontrol grubu olan PBS grubuna gore normalize damar yogunluklar1 Sekil 6.21°de
verilmistir. Elde edilen bu verilere gore, E2’nin kontrol grubu olan PBS’e gére damar
yogunlugunu %13 oraninda, VEGF’in ise %20 oraninda artirdigi goriilmiistiir. E2 ve
VEGF’in anjiyogenik 6zellikleri, literatiirde Dikici ve ark. tarafindan CAM deneyi ile
belirlenmistir. Bu ¢alismada da VEGF’in anjiyogenik etkisinin oldugu ve E2’nin VEGF’e

alternatif olabilecek kadar anjiyogenez lizerinde etkili oldugu gosterilmistir [171].
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Sekil 6.21. E2, VEGF gruplarinin belirlenen CAM alanindaki kontrol grubu olan PBS
grubuna gore normalize damar yogunluklari. Yukar: yonlii ok artig1 gdstermektedir. **
p<0.01 temsil etmektedir.

Sekil 6.22°deki grafikte kontrol grubuna gore (Fib/PCL) normalize damar yogunluklari
verilmistir. Bu verilere gore, E2Fib/PCL grubunda, kontrol grubuna gore damar
yogunlugunu %36 oraninda, E2Fib/PCL-Ag grubunda ise, %10 oraninda artirdigi
gorlilmektedir (p<0.05). Fib/PCL-Ag grubunda ise bir artis tespit edilememistir.

Fiberlerden E2 salim1 in vitro salim deneyi ile dogrulandigindan ve izlenen bu anjiyojenik
etkinin fiberlerden salian E2’nin etkisi olarak degerlendirilmistir. Fiberlerden salinan
E2, anjiyogenik etkisini gostererek yeni damar olusumunu artirmistir. Fiberlerin {iretim
siirecinde her bir grup fiber i¢in ayn1 miktarda (12 mL) polimer ¢dzeltisi kullanilmistir.
E2Fib/PCL fiber grubu firetilirken kullanilan polimer ¢o6zeltisinin tamaminda E2
bulunurken (12 mL), iki katmanli olan E2Fib/PCL-Ag grubunda ise ¢dzeltinin yarisinda
(6 mL) E2, diger yarisinda (6 mL) Ag bulunmaktadir. Franz difiizyon deneyinden elde
ettigimiz verilere gore, E2Fib/PCL fiberlerden 3. giinde salim1 gerceklesen E2 miktari,
0,255 mg, E2Fib/PCL-Ag fiberlerden salim1 ger¢eklesen E2 miktari ise 0,197 mg’dir. Bu
nedenle E2Fib/PCL grubunun meydana getirdigi damar yogunlugu artis1 yiiklenen E2
miktarina baglh olarak E2Fib/PCL-Ag grubundan %26 oraninda daha fazladir. Diger
taraftan Fib/PCL-Ag fiberlerin anjiyogeneze bir katkisinin olmadigi ve % damar
yogunlugunun Fib/PCL fiberler ile ayni oldugu goriilmiistiir. Bu sonug fiber yapisindaki

Ag varliginin embriyo tizerinde toksik bir etki olugturmadigini1 géstermistir.
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Sekil 6.22. E2Fib/PCL, Fib/PCL-Ag, E2Fib/PCL-Ag gruplarinin belirlenen CAM
alanindaki kontrol grubu olan Fib/PCL grubuna gére normalize damar yogunluklari.

6.5. E2Fib/PCL-Ag Fiberlerin Antibakteriyel Etkisi

E2Fib/PCL-Ag fiberlerin antibakteriyel etkilerinin arastirilmasi amaciyla, mesane ve
vajina florasinda yaygin olarak bulunan Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 29213 [146], Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 [148] ve Candida
albicans ATCC 90028 [147] suslan kullanilmistir. Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 susu; mikrobiyota iiyesi olup gelistirilen fiberlerin faydali mikroorganizmalar
tizerine etkisini test etmek amaciyla kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite Kirby-Bauer

yontemi baz alinarak test edilmistir [149]

Bu amagla yapilan disk difiizyon testinde fiberlerin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlar1
incelenerek caplar1 Slgiilmiistiir (Sekil 6.23). Inhibisyon zonlarma ait ¢ap degerleri
Cizelge 6.1’de yer almaktadir. Disk diflizyon testi sonuglari degerlendirildiginde,
E2Fib/PCL-Ag fiberlerde bulunan Ag nanopartikiillerin agar ylizeyine saliminin
gergeklestigi ve mesane ve vajina florasinda yaygin olarak bulunan Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus ve Candida albicans suslar lizerinde
etkili oldugu goriilmektedir. Fib/PCL fiber ¢evresinde bu suslarin tireme gosterdigi fakat
E2Fib/PCL-Ag fiberlerin ¢evresinde tiremedigi goriilmektedir. Literatiirde yer alan
verilerde de Escherichia coli [172], Staphylococcus aureus [173], Lactobacillus
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acidophilus [174] ve Candida albicans [175] suslar iizerinde etkili oldugu
gorlilmektedir. Ag nanopartikiiliin farkli suslar {izerinde olusturdugu inhibisyon zon
caplari istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmamakla birlikte bu inhibisyon ¢aplarinin
ortalamalar1 S. aureus i¢in 8,8 mm, E. coli i¢in 8,8 mm, C. albicans i¢in 9,6 mm ve L.
acidophilus i¢in 21,1 mm olarak Olcililmiistiir. Fiberlerin antibakteriyel etkinliklerinin
saptanmasi amactyla yapilan disk difiizyon testi sonucunda, L. acidophilus susunun Ag
nanopartikiillere karst duyarliliginin, E. coli ve S. aureus suslarindan daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Laktobasillerin asidik biliylime ortamlarinin daha fazla Ag nanopartikiil
salimina sebep oldugu ve bu sayede daha fazla mikroorganizma iizerinde etkili oldugu
literatiirde de belirtilmistir [174]. Deney sonuglarindan elde edilen veriler de literatiir

bilgisini destekler niteliktedir.

S. aureus L. acidophilus C. albicans

Sekil 6.23. Disk diflizyon testi sonucunda fiberlerin farkli bakteri suslar1 iizerinde
olusturdugu inhibisyon zonlar1.

Cizelge 6.1. Disk diflizyon testi sonucunda fiberlerin farkli bakteri suslari iizerinde
olusturdugu inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).
E2Fib/PCL-Ag (mm) Fib/PCL (Kontrol) (mm)
9,5 -
S. aureus ATCC 29213 8,5 -
8,5 -
9 -
E. coli ATCC 25922 9 -
8,5 -
21,5 -
L. acidophilus ATCC 4356 21 -
21 -
10 -
C. albicans ATCC 90028 9,5 -
9,5 -
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Mikroorganizamalara etki eden Ag nanopartikiil miktarlar1 (MIC) literatiirde, S. aureus
icin 5 ppm [176], E. coli i¢in 3,4 ppm [177] ve C. albicans igin 3,98 ppm [178] olarak
belirtilmistir. Ag salim c¢alismasinda, E2Fib/PCL-Ag fiberlerden ortama salimi
gerceklesen Ag miktarinin 3,19 ppm oldugu sonucuna varilmistir. Disk difiizyon testi
sonucunda Olgiilen inhibisyon zon c¢aplar1 ortalamalar1 géz Oniline alindiginda, Ag
nanopartikiillerin mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ag
nanopartikiillerin, mikroorganizmalarin hiicre duvarinda yapisal degisikliklere neden
oldugu ve c¢ekirdek zarina zarar vermek suretiyle oldiirdiigi yapilan caligmalarda
kanitlanmistir. Ayrica mikroorganizmalarin DNA ve RNA yapilarinda bozunmalara

neden olarak liremelerini engelledigi de bilinmektedir [179].

6.6. E2Fib/PCL-Ag Fiberlerin Doku interpozisyon Flepi Olarak in Vivo Yamt:

Uretilen Fib/PCL fiberlerden E2 saliminmn in vitro salim deneyi ile dogrulanmasinin
ardindan, E2’nin pro-anjiyogenik etkisinin arastirilmasi amaciyla ex ovo CAM deneyi
yapilmis ve elde edilen sonuclar E2 yiiklii doku iskelelerinin damarlanmay1 artirdig: tespit
edilmistir. Bununla birlikte Ag ve E2 yikli doku iskelelerininin inflamasyon,
damarlanma ve doku organizasyonuna etkisi bakimindan doku yanitinin arastirilmasi
amaciyla, Sprague Dawley disi sicanlarda mesane ve vajinasi arasi ve abdomen olmak
tizere iki farkli bolgeye, doku interpozisyon flep eslenigi olarak E2Fib/PCL-Ag fiberler
implante edilmistir. Yapilan literatlir arastirmalarinda benzer yondeki g¢alismalarda
iiretilen biyomalzemeler ya abdomen boélgesine [180, 181] ya da mesane—vajina
bolgesine [182, 183] implante edilmistir. Bu ¢alismada ise ayn1 hayvan {izerinde her iki
viicut bolgesine doku interpozisyon flep esleniklerinin yerlestirilmesi ile farkli viicut
bolgelerindeki doku yamiti karsilastirilmistir. Literatirde Chang ve arkadaslarinin
caligmasinda, ipek fibroin doku iskelesi siganlarda abdomen, pelvik bdlge ve vajinaya
implante edilerek doku yanitlar1 hiicre infiltrasyonu ve biyouyumluluk agisindan
arastirilmistir. Elde edilen veriler akut inflamasyon bakimindan abdomen, pelvik bolge
ve vajinada fark olugmadigini, ancak abdomen bdlgesine implante edilen ipek fibroin
doku iskelelerinde fibroblast biiylimesinin daha hizli oldugu, vajina bdlgesinde ise
abdomen ve pelvik bolgeye goére makrofaj infiltrasyonun daha fazla oldugunu
gostermistir [184]. Bu calismada da implantasyon bolgesine bagli olarak inflamasyon,
damarlanma ve dogal doku organizasyonu bakimindan benzer doku yaniti olustugu tespit
edilmistir. Bunun muhtemel nedeninin tiretilen malzeme igeriginin farkli olmasi olarak

diisiiniilmektedir.
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In vivo calismada ayn1 hayvan iizerinde iki farkli bélgeye Fib/PCL fiberler, E2Fib/PCL-
Ag fiberler, polipropilen (PP) ticari doku iskelesi implante edilmistir. Negatif kontrol
grubunda ise ayni cerrahi islemler uygulanmis ancak doku interpozisyon flep eslenigi
implante edilmemigtir. E2Fib/PCL-Ag fiberler mesane ve vajina arasina yerlestirilirken,
fiberlerin E2 iceren yiizeyi mesane tarafina, Agigeren ylizeyi ise vajina tarafina gelecek
sekilde koyulmustur. Bunun nedeni mesanenin yapisinin steril olmasi ve vajinanin dogal
florasinda Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus ve
Candida albicans suglarinin yer almasidir. Ag varliginin bu suslar iizerinde etkili oldugu
yapilan antimikrobiyal aktivite testleri ile dogrulandig i¢in olasi bir enfeksiyonun 6niine
gecilmesi hedeflenmistir. E2Fib/PCL-Ag fiberlerin abdomene implantasyonunda ise, Ag
iceren kisminin siganlarin cilt alti bolgesine gelecek sekilde konumlandirilmistir. Bu
yerlestirilmedeki amag ise siganlarda cildin {ist kisminda olusabilecek enfeksiyon riskini
en aza indirmektir. Fiberlerin E2 igeren kisminin cilt altindaki kan damarlarinin {izerine
yerlestirilmesinde de yeni kan damarlarinin olusumlarinin  desteklenerek yara
iyilesmesinin hizlandirilmasi hedeflenmistir. PP doku iskelesi ve fiberlerin implantasyon
alanindan uzaklagsmamasi icin kenarlarina bir siitlir atilarak sabitlenmistir. Sekil 6.24°te
deney gruplarinin ve kontrol gruplarinin mesane ve vajina ile abdomen bdlgeleri yer

almaktadir. PP doku iskelesi ve fiberler ok isaretleri ile gosterilmistir.

PP Doku Iskelesi Fib/PCL E2Fib/PCL-Ag
(Pozitif Kontrol) (Deney Grubu) (Deney Grubu)

Negatif Kontrol
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Sekil 6.24. Kontrol ve deney gruplarimin mesane ve vajina bolgeleri ve abdomen
bolgeleri.
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Yapilan makroskobik gozlemler 28 giinliik deney siirecinin sonunda, PP doku
iskelelerinin ve fiberlerin implantasyon bolgesinde doku ile biitiinlestikleri gortilmustiir.
Bununla birlikte PP doku iskelesi 28 giiniin sonunda bozunmadan kalirken [181],
fiberlerin yer yer bozunmaya basladiklar1 [185] ancak her iki bdlgede doku iskelesi
kaynakli lezyon ya da komplikasyon olugmadigi goriilmiistiir. Bu sonuglar literatiir ile

uyum gostermektedir.

Kontrol, PP, Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiber yerlestirilen gruplardan, mesane ve vajina
bolgesinden alinan doku oOrneklerine ait kesitlerde Hematoksilen-eozin ve Masson
Trickrom’u boyamalar1 yapilarak, polimorfoniikleer 16kositler (PMN), mononiikleer
hiicreler (MN), bag dokusu organizasyonu ile damarlanma agisindan skorlanmistir. Bu
alanlarda dev hiicre sayimi yapilmistir. Skorlamaya ait veriler mesane-vajina bolgesi i¢in

Cizelge 6.2°de ve grafikleri ise Sekil 6.25’de sunulmustur.

Cizelge 6.2. Mesane-vajina bolgesinde, 10 farkli alanda sayilan ortalama PMN, MN, bag
dokusu organizasyonu, damar sayisi”.

Polimorfoniikleer | Mononiikleer | Bag Dokusu Damarlanma
Lokositler Hiicreler Organizasyonu
Kontrol 0 1,26 1,61 1,45
PP Doku iskelesi 0,14 1,92 2,46 2,02
Fib/PCL Fiber 1,81 2,55 2,53 2,46
E2FIb/PCL-Ag Fiber | 6410 41 262/1,64 | 261262 | 286214
(E2 /Ag)

*(E2Fib/PCL-Ag fiber (E2/Ag); fiberin E2 ve Ag taraflarina ait skorlamalar birlikte
verilmistir).
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Skorlama

T

Kontrol Grubu PP Doku iskelesi Fib/PCL Fiber E2Fib/PCL-Ag (E2 [E2Fib/PCL-Ag (Ag
Tarafi) Tarafi)

PMN =MNH =Bagdokusu =Damarlanma

Sekil 6.25. Mesane ve vajina bolgesine ait 10 farkli alanda sayilan PMN, MN, bag dokusu
organizasyonu ve damarlanma verilerine ait grafik.

Mesane-vajina bolgesine implantasyonun yapildigi calismada kontrol grubuna ait
orneklerin 151k mikroskop incelemesinde kesitinin bir tarafinda mesaneye ait degisici
epitel, epitelin altinda kan damarlari, bag dokusu hiicreleri ve fibrilleri ile bag dokusu,
altinda diiz kaslardan olusan kas tabakasi1 izlenirken kesitin diger tarafinda ¢ok katl1 yass1
epitel, bag dokusu ve diiz kas tabakasi ile vajina izlenmistir [186]. Mesanenin kas
tabakasindan vajinanin kas tabakasina gecis alan1 yer yer adipositler iceren gevsek bag
dokusu damarlanma, kollajen diizenlenimi ile normal histolojik goriiniimdedir (Sekil
6.26) [187]. Birkag tane (alanda yok veya < 5) mononiikleer hiicre gézlenmistir (Sekil
6.27, Cizelge 6.2). Siitiirlin oldugu alanda siitiir materyaline karsi doku reaksiyonu

izlenmistir.
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Sekil 6.26. Kontrol grubunda mesane-vajina ara yiizi. Mikrograflarin iist kisminda
mesane, alt kisminda ise vajinaya ait tabakalar izlenmistir. Mesanenin kas tabakasi ile
vajinanin kas tabakasi arasinda yer yer adipositler iceren gevsek bag dokusu
gozlenmektedir. Bu alandaki bag dokusunun bir kismi1 (dikdortgen alan) B ve D de daha
biiylik biiyiitmede verilmektedir (A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un trikromu
A, C: X12,5, B, D:X40).
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Sekil 6.27. Kontrol grubunda mesane-vajina ara yiiziindeki bag doku. Bag dokusu i¢inde
fibroblastlar (beyaz ok), kan damarlar1 (mavi ok), ¢evresinde Masson'un trikrom boyasi
ile yesil gdzlenen kollajen fibriller, adipositler ve birka¢ tane monontikleer hiicre (kirmizi
ok) izlenmektedir (A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un trikromu A, C: X12,5, B,
D:X40).

Vajina-mesane bolgsine implante edilen ¢alismada PP doku iskelesi uygulanan grupta,
mesane ve vajinanin kas tabakalari altinda mesane ile vajina arasindaki bag dokusunda
polipropilene ait bos alanlar ve iskelenin makroporlart arasini dolduran doku ile ayirt
edilen PP doku iskelesinin bu alandaki dokuya iyi tutunarak entegre oldugu izlenmektedir

(Sekil 6.28) [188]. PP doku iskelesinin polipropilene ait bos alanlarini ¢gevreleyen dokuda
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orta derecede mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve damarlanma, organize olmus bag
dokusu ile kapsiil varlig1 ve ortalama 1,21 £0,15 dev hiicre/alan gdzlenmistir (Sekil 6.29,

Sekil 6.30, Cizelge 6.2).

PP doku iskelesi, klinikte doku interpozisyon flep eslenigi olarak kullanilan bir
biyomalzemedir. Roman ve ekibinin yaptig1 ¢alismada da elektro-egirme yontemi ile
iretilmis poliiiretan ve poli-I-laktik asit fiberlerin doku yanitlarinin arastirilmasinda
kontrol grubu olarak kullamlmstir. Uretilen fiberler bu calismada tavsanlarin abdomen
bolgesine uygulanarak doku yaniti aragtirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarinda da PP doku
iskelesi c¢evresinde kapsiil olusumu, bag dokusu olusumu ve yabanci -cisim
reaksiyonundan kaynaklanan enfeksiyon goriilmiistiir [181]. Doku igerisinde
bozunmadan kalan PP doku iskelesi, implante edildigi bolgede literatiir ile uyumlu

sonuglar gostermistir.

Sekil 6.28. PP doku iskelesi uygulanan grupta iskele ve komsulugunda iistte mesane altta
vajinanin kas tabakasi izlenmektedir. Polipropilene ait bos alanlarin ¢evresinde iskelenin
makroporlari arasini dolduran doku ile mesane ve vajina arasindaki gevsek bag dokuya
entegre oldugu izlenmektedir (A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un trikromu A,
C: X12,5, B, D: X40).
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Sekil 6.29. Uygulanan PP doku iskelesinin mikrofiberlerinin ¢evresinde kapsiil (beyaz
ok), dev hiicre (siyah ok), iskelenin makroporlar1 arasin1 dolduran bag dokusunda
damarlanma (mavi ok) ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok) izlenmektedir.
(Hematoksilen-eozin, X200).
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Sekil 6.30. Uygulanan PP doku iskelesinin mikrofiberleri ¢evresinde ince bir kapsiil ve
iskelenin makroporlar1 arasin1 dolduran dokuda yesil boyanan kollajen fibriller ile orta
derecede organize bag dokusu ve bu dokuda damarlanma izlenmektedir (Masson'un
trikromu, A: X100, B, C:X200, D: X400).

Fib/PCL fiber uygulanan grupta fiberlerin yabanci cisim reaksiyonuna neden oldugu ve
cok cekirdekli dev hiicreler ile smirlandirilmaya calisildigr izlenmistir (Sekil 6.31).
Fiberin tam olarak bozunmadig1, ancak bozunmanin yer yer bagladigi gézlenmistir. Doku
icinde ¢evresi histiositler ile c¢evrili homojen eozinofilik yer yer dalgali goriinlimde
yapmin fiber igerigindeki ipek fibroin ve PCL polimerinin bozunmaya bagladigini
diisiindiirmektedir. Literatiirde yer alan ipek fibroin ve PCL fiber igeren in vivo
caligmalar, 28. giiniin sonunda Fib/PCL fiberlerin bozunma davranisi gosterdigini
desteklemektedir [185, 189]. Fiberin her iki tarafinda epiteloid histiositler fiberi
cevrelerken, fiber bosluklari iginde i8si ¢ekirdekleri ile fibroblast hiicreleri ve yer yer ince
kollajen fibriller bulunmaktadir (Sekil 6.32). Bu grupta mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
damarlanma ve dev hiicreler (ort. 3,9 + 0,377 dev hiicre/alan) PP doku iskelesi uygulanan
grubu gore daha fazladir. Fiberin ¢evresindeki bag dokusu orta derecede organize olmus

bir bag dokusudur (Cizelge 6.2).
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Literatiirde Diedrich ve arkadaglar1 tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, koyun
mesane-vajina bolgesine doku iskelesi yerlestirilerek doku yaniti arastirilmistir. Bu
calismada da bozunma davranis1 gosteren doku iskelesinin implante edildigi gruplarda
hiicre infiltrasyonu ve bag doku olusumunun PP doku iskelesi grubuna kiyasla daha fazla
oldugu goriilmiistiir [ 182]. Bu ¢aligmanin verileri de bizim elde ettigimiz sonucu destekler

niteliktedir.

Incelenen 8 &rnekten 4 tanesinde fiberin hemen altinda fiberin bir parcasini da icine alan

cevresi nekrotik hiicreler, yogun polimorfoniikleer, mononiikleer hiicreler ve en dista

kapsiil ile saril1 abse olusmustur (Sekil 6.33).

Sekil 6.31. Mesane ile vajina arasinda her iki organin kas tabakasi altinda bag dokusu
icinde fiber izlenmistir. Fib/PCL fiberin ¢evresindeki dokuda ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler
(siyah ok) ve kapsiil (beyaz ok) gézlenmistir (A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un
trikromu A, B: X12,5, C, D: X100).

84



Sekil 6.32. Uygulanan Fib/PCL fiberin iginde fibroblastlar (beyaz ok), ince kollajen
fibriller (siyah ok), cevresindeki dokuda ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler (siyah okbast),
damarlar (mavi ok) ve mononiikleer hiicreler (kirmizi ok) gozlenmektedir. Histiositler
ile cevrili dalgali goriinlimde homojen eosinofilik ipek fibroin yapilar izlenmistir (A, C,
E, F: Hematoksilen-eozin, B, D: Masson'un trikromu A, B: X100, C, D, E: X200,
F:X400).
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Sekil 6.33. Sekilde abse olusan doku 6rnegi goriilmektedir. Absenin {ist kenarinda doku
icinde ipek fibroin yapisi (¢izgili dikdortgen), ¢evresindeki dokuda ¢ok cekirdekli dev
hiicreler (siyah okbasi), damarlar (mavi ok) ve mononiikleer hiicreler (kirmizi ok)
gozlenmektedir. Benzer yapilar Fib/PCL fiberin tiim c¢evresinde de izlenmektedir.
(Hematoksilen-eozin, A:X12,5, B: X40, C: X100, D: X200).

E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberin doku igerisinde katlandigi, fiberin tam
olarak bozunmadig1, ancak bozunmanin yer yer basladig1 ve fiberlerin yabanci cisim
reaksiyonuna neden olarak cok cekirdekli dev hiicreler ile sinirlandirilmaya calisildigi
izlenmigtir. Fiberin yer yer bozunma davranisi gostermesi de literatiirdeki benzer
caligmalar ile ortiismektedir [185]. Fiberin her iki tarafindaki doku reaksiyonunun farkli
oldugu saptanmustir (Sekil 6.34). E2 tarafinda epiteloid histiositlerin fiberi gevreledigi,
damarlanmanin artti§1, Ag tarafinda histiositlerin varligi ancak epiteloid ozellikte
olmadigi, bu tarafta cok daha fazla sayida dev hiicre oldugu, 6rneklerin bazi alanlarinda
da nekroz oldugu belirlenmistir. Fiberin i¢inde igsi ¢ekirdekleri ile fibroblast hiicreleri
bulunmaktadir (Sekil 6.35). Bu grupta E2 tarafinda orta-ciddi derecede mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, orta derecede damarlanma ve dev hiicreler (ort. 0,78 + 0,18 dev

hiicre/alan) belirlenmistir. Ag tarafinda hafif-orta derecede mononiikleer hiicre
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infiltrasyonu, orta derecede damarlanma ve dev hiicreler (ort. 7,94 £ 0,59 dev hiicre/alan)
belirlenmistir (Cizelge 6.2). Doku reaksiyonu PP doku iskelesi uygulanan gruba gore bu

grupta daha fazla oldugu gézlenmistir.

Incelenen 8 drnekten 3 tanesinde fiberi de igine alan gevresi nekrotik hiicreler, yogun
mononiikleer hiicreler ve en dista kapsiil ile saril1 abse olusumu gézlenmistir (Sekil 6.36).
Bu grup, Fib/PCL fiber uygulanan grup ile abse gézlenmesi acisindan karsilastirildiginda
E2Fib/PCL-Ag grubunda daha az 6rnekte abse olusumu belirlenmistir.

Sekil 6.34. E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberin doku icerisinde katlandigi, tam
degrade olmamakla birlikte degradasyonun basladig1 ve fiberin iki tarafindaki doku
reaksiyonunun farkli oldugu izlenmektedir. E2: Fiberin E2 yiizii, Ag: Fiberin Ag yiizii
(A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un trikromu A, C: X12,5, B, D: X40).
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Sekil 6.35. E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberin E2 tarafinda epiteloid
histiositlerin fiberi ¢evreledigi, damarlanmanin (mavi ok) arttig1, Ag tarafinda
histiositlerin varlig1 ancak epiteloid 6zellikte olmadigi, bu tarafta daha ¢ok sayida dev
hiicre (siyah ok) oldugu, oOrneklerin bazi alanlarinda bu tarafta nekroz (asteriks)
gozlenmektedir. Fiberin i¢inde igsi ¢ekirdekleri ile fibroblast hiicreleri izlenmektedir. E2:
Fiberin E2 yiizii, Ag: Fiberin Ag yiizii (Hematoksilen-eozin, A: X100, B, C, D: X200).

Sekil 6.36. E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberi i¢ine alan ¢evresi nekrotik
hiicreler, yogun mononiikleer hiicreler ve en dista kapsiil ile saril1 abse izlenmektedir. E2:
E2Fib/PCL-Ag fiberinin E2 yiizli, Ag: E2Fib/PCL-Ag fiberinin Ag yiizii (Hematoksilen-
eozin, A:X12,5, B: X200, C:X100, D: X400).
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Doku reaksiyonu agisindan, tiim gruplardaki PMN, MN skorlamalari ve bu alanlarda dev
hiicre sayilar istatistiksel olarak analiz edilmis ve elde edilen sonuglara dair detaylar

asagida verilmistir.

Polimorfoniikleer 16kosit skorlamalar1 agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek sayida
PMN Fib/PCL grubunda tespit edilmistir (p<<0.05). Kontrol grubunda ise PMN olmadig1
tespit edilmistir. E2Fib/PCL-Ag grubunun Ag tarafina kiyasla E2 tarafinda daha fazla
sayida PMN tespit edilmistir (p>0.05). MN skorlamalar1 agisindan degerlendirildiginde,
en yiiksek skor E2Fib/PCL-Ag grubunun E2 tarafinda, en diisiik skor kontrol grubunda
tespit edilmistir (p<0.05). PP doku iskelesi ile Fib/PCL fiber ve E2Fib/PCL-Ag fiber
uygulanan gruplar karsilastirildiginda tespit edilen farkin anlamli oldugu anlasilmistir
(p<0.0001). Tim bu sonuglar Fib/PCL fiber ve E2Fib/PCL-Ag gruplarinda, PP doku
iskelesi grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir bigimde doku reaksiyonu
gerceklestigini kanitlar niteliktedir. Vajina-mesane arasina implante edilen fiberlerin
doku yanmitinin tespit edilmesi i¢in degerlendirilen parametreler arasinda bag doku
organizasyonu ve damarlanma kritik dneme sahiptir [190]. Bu ¢alismada da gelistirilen
doku iskeleleri vajina-mesane arasina implante edilmis ve 28 giin sonunda bag dokusu
organizasyonu ve damarlanma degerlendirilmistir. Yapilan skorlama bag dokusu
organizasyonu agisindan kiyaslandiginda, kontrol grubu ve diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugunu (p<0.0001), ancak deney gruplarinda
benzer birbiri ile benzer sonuclar elde edildigini gostermistir. Son olarak tiim gruplar
damarlanma skorlamalar1 acisindan istatistiksel olarak degerlendirildiklerinde, kontrol
grubu, PP ve Fib/PCL fiber yerlestirilen grup, E2Fib/PCL-Ag fiber yerlestirilen grup ile
kiyaslandiginda, E2Fib/PCL-Ag fiber grubunun E2 tarafinda goriilen damarlanma diger
tim gruplarda ve bu grubun Ag tarafinda goriilen damarlanmadan fazla oldugu ve bu
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,0001). Kontrol grubu ve
E2Fib/PCL-Ag fiber grubunun Ag tarafinda goriilen damarlanma arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmakla birlikte bu farkin daha az oldugu saptanmistir
(p<0,05). E2Fib/PCL-Ag fiber yerlestirilen grupta E2 ve Ag taraflarinda goriilen
damarlanma skorlamalar1 kiyaslandiginda olusan farkin anlamli oldugu tespit edilmistir

(p<0,0001). (Sekil 6.37).
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Sekil 6.37. Mesane-vajina implantasyonu gerceklestirilen ¢aligmada deneysel gruplara ait
A) PMN, B) MN, C) bag doku organizasyonu ve D) Damarlanmaya ait skorlamalar. *
p<0.05, *** p<0.01 ve **** p<(0.0001 temsil etmektedir.

Kontrol, PP, Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiber yerlestirilen gruplardan, abdomen
bolgesinden almman doku o6rneklerine ait kesitler polimorfoniikleer 16kositler (PMN),
mononiikleer hiicreler (MN), bag dokusu organizasyonu ile damarlanma ac¢isindan
skorlanmigtir ve bu alanlarda dev hiicre sayimi yapilmistir. Skorlamaya ait veriler

abdomen bolgesi i¢in Cizelge 6.3’te ve grafikleri Sekil 6.38’de verilmistir.
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Cizelge 6.3. Abdomen bdlgesinde, 10 farkli alanda sayilan ortalama PMN, MN, bag
dokusu organizasyonu, damarlanma*

Polimorfoniikleer | Mononiikleer | Bag Dokusu Damarlanma
Lokositler Hiicreler Organizasyonu
Kontrol 0 1,31 1,82 1,47
PP Doku iskelesi 0,47 1,91 2,37 1,91
Fib/PCL Fiber 0 2,61 2,61 2,72
E2Fib/PCL-Ag Fiber 0,21/0,43 2,48/2,59 2,48/2,59 2,74/2,73
(E2 /Ag)

*(E2Fib/PCL-Ag fiber (E2/Ag); fiberin E2 ve Ag taraflarina ait skorlamalar birlikte

verilmistir).

Skorlama

|

Kontrol Grubu PP Doku iskelesi Fib/PCL Fiber E2Fib/PCL-Ag (E2 E2Fib/PCL-Ag (Ag
Tarafi) Tarafi)

PMN = MNH =Bag dokusu mDamarlanma

Sekil 6.38. Abdomen boélgesine ait 10 farkli alanda sayilan PMN, MN, bag dokusu
organizasyonu, damarlanma verilerine ait grafik.

Kontrol grubunun abdomen dokusundan alinan 6rneklerinde iskelet kasi ve kasin her iki
tarafinda gevsek bag dokusu gozlenmektedir. Cilde bakan yiizeyde gevsek bag dokusu
icinde adipositler arasinda meme bezi kesitleri bulunmaktadir. Diger gruplarda 6rneklerin
yerlestirilmesi hedeflenen alanda gevsek bag dokusu normal histolojik gdriinlimiindedir
(Sekil 6.39). Hiicre infiltrasyonu, damarlanmada artis, kollajen fibrillerin diizenleniminde
degisim gibi bulgular gozlenmemistir (Sekil 6.40). Siitiirlin oldugu alanda siitiir

materyaline kars1 doku reaksiyonu izlenmistir.
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Alman orneklerin 4 tanesinde siitiirlerin etrafinda dev hiicreler ve granulomatoz
inflamasyon gézlenmistir. Iki tarafli koyulan siitiir arasindaki dokuda paralel olarak siki
diizenlenmis kollajen fibriller, damarlanmada artis izlenmistir (Sekil 6.41).

Tiim 6rnekler birlikte degerlendirildiginde bu grupta hafif derecede mononiikleer hiicre

infiltrasyonu ve damarlanma saptanmistir (Cizelge 6.3).

e RV e I

um 5000

Sekil 6.39. Kontrol grubunun abdomen dokusundan alinan 6rneklerinde iskelet kasi ve
kasin her iki tarafinda gevsek bag dokusu gozlenmektedir. Cilde bakan yiizeyde gevsek
bag dokusu icinde adipositler arasinda meme bezi (ok) kesitleri yer almakta ve altinda
orneklerin yerlestirilmesi hedeflenen alanda gevsek bag dokusu normal histolojik
gorlinlimiinde izlenmektedir (A, B, C: Hematoksilen-eozin, D, E, F: Masson'un trikromu
A, D: X12,5, B, E: X40, C, F: X100).
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Sekil 6.40. Orneklerin yerlestirilmesi hedeflenen alanda normal histolojik yapist ile
gevsek bag dokusu izlenmistir. Bu alanda hiicre infiltrasyonu, damarlanmada artis,
kollajen fibrillerin diizenleniminde degisim bulunmamaktadir. (A, B: Hematoksilen-
eozin, C, D: Masson'un trikromu A, C: X200, B, D: X400).

Sekil 6.41. Kontrol grubunda siitiirlerin etrafinda dev hiicreler (siyah ok), iki tarafli
koyulan dikis arasindaki dokuda paralel olarak siki diizenlenmis kollajen fibriller,
damarlanmada (mavi ok) artis, mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok)
izlenmektedir (Hematoksilen-eozin, A:X12,5, B, D:X200 C: X40).
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PP doku iskelesi uygulanan grubun abdomenden almnan Ornekleri de mesane-vajina
arasina koyulan orneklerle ayni ozellikleri tasimaktadir ve kesitlerde kapsiil ile ¢evrili
iskeleye ait polipropilenin biraktig1 bos alanlar ve iskelenin makroporlari arasini dolduran
doku ile ayirt edilmektedir. PP doku iskelesi ¢evresinde orta derecede mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, damarlanmada artis, orta derecede organize olmus bag dokusu, kapsiil
varlig1 ve dev hiicreler (ort. 0,61 + 0,12 dev hiicre/alan) gozlenmistir [181] (Sekil 6.42,
Cizelge 6.3).

0 pm 1000

Sekil 6.42. PP doku iskelesi uygulanan grubun abdomen 6rneklerinde doku iskelesi
cevresinin kapsiil (siyah ok) ile ¢evrili oldugu ve polipropilenin biraktig1 bos alanlar ile
iskelenin makroporlar1 arasini dolduran doku gozlenmektedir. PP doku iskelesi
cevresinde orta derecede mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok), damarlanmada
(mavi ok) artig, orta derecede organize olmus bag dokusu izlenmektedir (A, B, C:
Hematoksilen-cozin, D, E, F: Masson'un trikromu A: X12,5, B, C, E, F: X200, D: X40).

Abdomene Fib/PCL fiber uygulanan grupta cilt altinda kasin tistiinde bulunan bag dokusu
icinde fiber yap1 gozlenmektedir. Fiberin her iki tarafi da epiteloid histiositler ile
cevrelenirken, fiber i¢inde igsi ¢ekirdekleri ile fibroblast hiicreleri bulunmaktadir (Sekil

6.43, Sekil 6.44). Bu grupta orta-ciddi derece mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
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damarlanma ve dev hiicreler (ort. 1,47 + 0,24 dev hiicre/alan) saptanmistir. PP doku
iskelesi uygulanan grubu gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Fiberin ¢evresindeki bag
dokusu orta-ciddi derecede organize olmus bir bag dokusudur (Cizelge 6.3). Incelenen 8

ornekten 7 tanesinde fiberi de igine alan c¢evresi nekrotik hiicreler, yogun

polimorfoniikleer, mononiikleer hiicreler goriilmiistiir ve fiberin en dis kisminda kapsiil

ile saril1 abse olusumu vardir [181] (Sekil 6.45).

Sekil 6.43. Abdomene Fib/PCL fiber uygulanan grupta cilt altinda kasin iistiinde bulunan
bag dokusu icinde fiber yap1 gozlenmektedir. Siitiir ¢gevresinde granulomatdz inflamasyon
izlenmektedir. Fiber katlanmis oldugu i¢in 2 tabaka halinde gozlenmektedir. Fiberin her
iki tarafi da epiteloid histiositler ile ¢evrelenmistir. Fiber i¢inde igsi ¢ekirdekleri ile
fibroblast hiicreleri, ciddi derece mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok),
damarlanma (mavi ok) ve dev hiicreler (siyah ok) izlenmektedir. Fiberin ¢evresindeki
yabanci cisim reaksiyonu c¢evresinde organize olmus bag dokusu (beyaz ok)
gozlenmektedir. (A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un trikromu A, C: X12,5, B,
D: X100).
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Sekil 6.44. Abdomene Fib/PCL fiber uygulanan grupta bag dokusu i¢inde fiberin
cevresinde epiteloid histiositler, fiber i¢inde igsi ¢ekirdekleri ile fibroblast hiicreleri, ciddi
derece mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kirmizi ok), damarlanma (mavi ok) ve dev
hiicreler (siyah ok) izlenmektedir. (Hematoksilen-eozin, X200).

Sekil 6.45. Abdomene Fib/PCL fiber uygulanan grupta fiberi i¢ine alan ¢evresi nekrotik
hiicreler, yogun mononiikleer hiicreler ve en dista kapsiil ile sarili abse olusumu
gozlenmektedir (Masson'un trikromu, A: X12,5, B, C: X40, D: X100).

Abdomene E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberin cilde bakan yiizii Ag, iskelet
kasima bakan ylizii ise E2 iceren kisim gelecek sekilde yerlestirilmistir. E2Fib/PCL-Ag
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fiberin tam olarak bozunmadig1, ancak bozunmanin yer yer basladigi ve fiberlerin yabanci
cisim reaksiyonuna neden olarak ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler ile simnirlandirilmaya
calisildig1 izlenmektedir. Literatiirde yer alan ipek fibroin ve PCL fiber igeren in vivo
caligmalar, 28. giiniin sonunda Fib/PCL fiberlerin bozunma davranisi gosterdigini
desteklemektedir [185, 189]. Fiberin iki tarafindaki doku reaksiyonunun farkli oldugu
gozlenmistir. E2 tarafinda epiteloid histiositlerin fiberi c¢evreledigi, damarlanmanin
arttig1, Ag tarafinda histiositlerin varlig1 ancak epiteloid 6zellikte olmadigi, bu tarafta
daha ¢ok sayida dev hiicre oldugu belirlenmistir. Fiberin i¢inde igsi ¢ekirdekleri ile
fibroblast hiicreleri bulunmaktadir (Sekil 6.46). Bu grupta E2 tarafinda orta-ciddi
derecede mononiikleer hiicre infiltrasyonu, orta derecede damarlanma ve dev hiicreler
(ort. 0,8 £ 0,22 dev hiicre/alan) belirlenmistir. Ag tarafinda orta-ciddi derecede
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, orta derecede damarlanma ve dev hiicreler (ort. 6,36 £
0,99 dev hiicre/alan) belirlenmistir. Doku reaksiyonu PP doku iskelesi ve Fib/PCL
uygulanan gruplara gére bu grupta daha fazladir. Dev hiicre sayisi bu grupta Ag tarafinda
diger gruplara gore belirgin sekilde fazla oldugu saptanmistir (Cizelge 6.3). Doku
reaksiyonu PP doku iskelesi uygulanan gruba goére E2Fib/PCL-Ag grubunda daha
fazladir. Literatliirde Diedrich ve arkadaslar tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada,
doku iskelesine ait doku yaniti arastirilmistir. Bu calismada da bozunma davranisi
gosteren doku iskelesinin implante edildigi gruplarda hiicre infiltrasyonu ve bag doku
olusumunun PP doku iskelesi grubuna kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir [182]. Bu

caligmanin verileri de bizim elde ettigimiz sonucu destekler niteliktedir.

Incelenen 8 drnekten 7 tanesinde fiberi de igine alan gevresi nekrotik hiicreler, yogun
mononiikleer hiicreler goriilmektedir ve en dista kapsiil ile sarili abse olusumu
izlenmektedir (Sekil 6.47). Abse gozlenmesi agisindan E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan
grup, Fib/PCL fiber uygulanan grup ile karsilagtirildiginda, E2Fib/PCL-Ag fiber

uygulanan grupta daha az 6rnekte abse olusumu belirlenmistir.
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Sekil 6.46. Abdomene E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberin iki tarafindaki doku
reaksiyonunun farkli oldugu izlenmistir. Fiberin icinde igsi c¢ekirdekleri ile fibroblast
hiicreleri izlenirken E2 tarafinda epiteloid histiositlerin fiberi ¢evreledigi, damarlanmanin
(mavi ok) arttig1, Ag tarafinda epiteloid 6zelligi kazanmamais histiositlerin varligi ve bu
tarafta daha ¢ok sayida dev hiicre (siyah ok) izlenmektedir. E2: Fiberin E2 yiizli, Ag:
Fiberin Ag yiizii (A, B: Hematoksilen-eozin, C, D: Masson'un trikromu A, C: X12,5, B:
X100, D:X200)
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Sekil 6.47. Abdomene E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta fiberi de i¢ine alan gevresi
nekrotik hiicreler, yogun mononiikleer hiicreler ve en dista kapsiil ile sarili abse
izlenmektedir. E2: Fiberin E2 yiizii, Ag: Fiberin Ag yiizii (A, B: Hematoksilen-eozin, C,
D: Masson'un trikromu A, C: X12,5, B: X200, D: X100).

Doku reaksiyonu agisindan, tiim gruplardaki PMN ve MN skorlamalari istatistiksel olarak
analiz edildiginde, E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan grupta, PP doku iskelesi ve Fib/PCL
fiber uygulanan gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir bi¢imde doku reaksiyonu
gerceklestigi  goriilmektedir.  Polimorfoniikleer 16kosit skorlamalari  agisindan
degerlendirildiginde, kontrol grubu ve PP doku iskelesi uygulanan grup ile E2Fib/PCL-
Ag grubu arasinda istatistiksek olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Kontrol
grubu ve PP doku iskelesi uygulanan grup arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir
(p<0.0001). Mononiikleer hiicre skorlamalar1 agisindan degerlendirildiginde, kontrol
grubu ile PP doku iskelesi, Fib/PCL fiber ve E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan gruplar
arasinda istatistiksek olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,0001). PP doku iskelesi
ile Fib/PCL fiber ve E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan gruplar karsilastirildiginda anlamli
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bir fark gortilmistiir (p<0,0001). Fib/PCL fiber ile E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan
grubun E2 tarafi karsilagtirildiginda ise yine fark oldugu gortilmistiir (p<0,05).

Gruplar arasindaki istatistiksel farklar, dev hiicre sayisi/alan ac¢isindan
degerlendirildiginde, kontrol grubu ve PP doku iskelesi grubuna kiyasla, Fib/PCL ve
E2Fib/PCL-Ag gruplarinda daha fazla dev hiicrenin var oldugu goriilmiistiir.

PMN hiicre, yabanci cisim reaksiyonuna bagli olarak gelisen dev hiicrelerin varlig
literatiirde yapilan benzer caligmalar ile birbirini destekleyen sonuglar gostermistir.
Diedrich ve arkadaslarinin ¢calismasinda, PMN hiicrelari 60. ve 180. giinlerde sayilarak
skorlanmigtir. PMN hiicre sayisinin 180. giinde, 60. giinden daha az oldugu goriilmiistiir.
Bu veriler, bizim ¢alismamizda 28. giinde goriilen erken donem doku reaksiyonunun fazla

olmasin1 agikladigi diistiniilmektedir [182].

Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag gruplarinda, PP doku iskelesi grubuna kiyasla daha faz PMN,
MN ve dev hiicre goriilmesinin yabanci cisim reaksiyonuna ek olarak, fiberlerin kademeli
bozunmast ile ilintili oldugu literatiirde yer almaktadir. Hjort ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, kademeli implant bozunmasinin bir sonucu olarak orta diizeyde ve zamanla
azalan bir inflamatuar yanitin varligindan s6z edilmektedir [191]. PP doku iskelelerinin
ve Fib/PCL ve E2Fib/PCL-Ag fiberlerinin yerlestirilen bolgelerde doku ile biitlinlestikleri
ve fiberlerin tam olarak bozunmalarmin gerceklesmedigi fakat yer yer bozunmaya
basladiklar1 goriilmistiir. Mikrograflarda goriilen yer yer dalgali gériinlimde yapinin fiber
icerigindeki ipek fibroin ve PCL yapilarin bozunmasiyla olustugu literatiirde yer alan in
vivo ¢aligmalar ile de desteklenmektedir [185]. In vivo deneylerde sican viicuduna
yerlestirilen Fib/PCL fiberlerin morfolojileri 28. giiniin sonunda degisim gostermistir ve
bozunmaya basladiklar1 mikrograflarda goriilen yer yer dalgali yapidan anlasilmaktadir.
Fiber yapilarin bozunmasi kollajen gibi ECM elemanlarinin bu yapi {izerine tutunmasini
kolaylastirdig1r dusiiniilmektedir. Fiber yapilarin g¢evresinde hiicre infiltrasyonunun
varlig1 da bu verileri desteklemektedir. Ayrica fiberlerin bozunma davranis1 gostererek
cevre dokulara entegre oldugu da mikrograflarda goriilmektedir. Bu veriler, 28 giinliik
kisa donem bir in vivo deneyde gorilen doku yanitimin varhigini acgikladigi
diistiniilmektedir. Buna ek olarak tiim gruplarda doku interpozisyon flep esleniginin
yerinin belirlenmesi amaciyla koyulan siitiir materyaline karst doku reaksiyonu

gbzlenmistir.
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Tiim gruplar bag dokusu organizasyonu agisindan kiyaslandiginda, kontrol grubu ve diger
tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriilmiistiir
(p<0.0001). PP doku iskelesi, Fib/PCL fiber ve E2Fib/PCL-Ag fiber uygulanan gruplar
arasinda bag dokusu organizasyonu agisindan bir fark saptanmamistir. Dokuya implante
edilen biyomalzemelerin, dokuda yeni gelisen ECM elemanlari i¢in mekanik bir destek
sagladig1 Feola ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada bildirilmistir [192]. Bu ¢alismadaki
verilerin, kontrol grubunda olusan bag dokunun diger gruplardan az olmasini kanitladig:

diisiiniilmektedir.

Tim  gruplar  damarlanma  skorlamalar1  agisindan  istatistiksel — olarak
degerlendirildiklerinde, kontrol grubu, PP doku iskelesi yerlestirilen grup ve Fib/PCL
fiber yerlestirilen grup, E2Fib/PCL-Ag fiber yerlestirilen grup ile kiyaslandiginda,
anlaml bir fark goriilmiistiir (p<0,01). PP doku iskelesi ve Fib/PCL fiber uygulanan
gruplar, E2Fib/PCL-Ag fiber grubunun E2 tarafi ile kiyaslandiginda damarlanma
acisindan arada anlamli bir fark bulunmustur. Bu farkin kontrol grubuna kiyasla daha
fazla oldugu gorilmiistiir (p<0,0001). E2Fib/PCL-Ag fiber grubunun E2 tarafi ve Ag
tarafi birbiri ile karsilastirildiklarinda ise goriilen damarlanma arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmakla birlikte, damarlanmanin E2 tarafinda daha fazla oldugu

gorlilmiistiir (p<0,0001), (Sekil 6.48).
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Sekil 6.48: Abdomen implantasyonu gerceklestirilen ¢calismada deneysel gruplara ait A)
PMN, B) MN, C) bag doku organizasyonu ve D) Damarlanmaya ait skorlamalar. *
p<0.05, *** p<0.01 ve **** p<(0.0001 temsil etmektedir.

PP doku iskelesi ile Fib/PCL fiber grubu arasindaki farkin az olmasi literatiirde benzer
bir ¢alismanin destegi ile aciklanabilmektedir. PP doku iskelesi ya da Fib/PCL fiberin
damarlanma iizerinde bir etkisinin olmadigi belirtilmektedir. Bu c¢alismada da elde
ettigimiz veriler bu yondedir [182]. /n vitro salim deneylerinde E2’nin ortama salimmin
gerceklestigi kanitlanmig, ardindan E2’nin pro-anjiyogenik etkisi CAM deneyleri ile
dogrulanmustir. /n vivo deneyde, E2Fib/PCL-Ag fiberden salimi gergeklesen E2’nin bu
gruplarda damarlanmay1 artirdig1 agikca goriilmektedir.

Mesane-vajina ve abdomen bdlgelerinden alinan doku 6rnekleri PMN, MN, bag dokusu

organizasyonu ve dev hiicre sayisi acisindan incelendiginde, bdlgeler arasinda anlamli
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farklar olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda iiretilen malzemeler ya
abdomen bolgesine [180, 181] ya da mesane-vajina bolgesine [182, 183] implante
edilmektedir. Bu ¢alismanin 6zgiin yonlerinden biri ayn1 hayvan iizerinde her iki bolgeye

de implantasyon yapilarak gruplar arasindaki farkin arastirilmasidir.
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7. YORUM

Elektro-egirme yontemi ile E2 ve AgNPs iceren Fib/PCL fiberler, homojen ve boncuksuz
olarak 0,28-0,55 um cap araliginda iiretilmistir. Fiberlerin EDX analizi yapilarak, fiber
yapisinda yaklagik %2 oraninda Ag oldugu belirlenmistir. Fiberlerin FT-IR spektrumlari
incelendiginde literatiir ile uyumlu olarak, ipek fibroin ve PCL’in karakteristik piklerinin
varlig1 goriilmiistiir. Fiberlere ait DSC termogramlari incelendiginde, Fib/PCL fiber
yapisina Ag eklenmesinin Tm degerlerinde artisa neden oldugu goriilmiistiir. Fiberlere,
L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak uygulanan in vitro MTT test sonucunda fiberlerin

L929 hiicreleri tizerinde toksik etki gdstermedigi izlenmistir.

Fib/PCL fiberlerden E2 ve Ag salim profilleri incelendiginde ani salimin ardindan stirekli
bir salim profili sergiledigi gozlenmistir. E2 ve AgNPs igeren fiberler, vajina florasinda
yaygin olarak bulunan Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ve Candida albicans ATCC 90028
suslarina kars1 antibakteriyel etki gostermis olup ortama salimi gerceklesen Ag miktarinin
antibakteriyel etki i¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir. E2 igeren fiberlerin pro-
anjiyogenik etkileri CAM deneyi ile arastirilmustir. Fiberlerden E2 saliminin gergeklestigi

ve E2’nin damar olusumunu artirdig1 gosterilmistir.

Uretilen Fib/PCL fiberlerin, doku interpozisyon flep eslenigi olarak in vivo doku yanitin
karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi amaciyla fiberler ayni siganda hem mesane-
vajina arasina hem de abdomene yerlestirilerek 28 giin izlenmistir. Deney sonucunda elde
edilen verilerde, bu iki viicut bolgesi arasinda PMN, MN, bag dokusu organizasyonu,
damarlanma ve dev hiicre sayis1 agisindan belirgin bir fark saptanmamaistir. Her iki viicut
bolgesinde de doku yanitlar1 birbirine benzer 6zellik gostermistir. Bu sonu¢ benzer

caligmalar1 yapmak isteyen arastiricilar i¢in yol gosterici niteliktedir.

Bu tez kapsaminda tiretilen E2Fib/PCL-Ag fiberlerin antibakteriyel ve pro-anjiyogenik
etkinliklerinin varlig1 yapilan in vitro, ex ovo ve in vivo deneyler ile kanitlanmigtir.
E2Fib/PCL-Ag fiberlerin sitotoksik etki gostermedigi hiicre kiiltiirii ¢aligmalar: ile
kanitlanmistir. Buna ek olarak embriyolar tizerinde toksik bir etkisinin olmadigi da CAM
deneyleri ile ispatlanmistir. Siganlarda yapilan in vivo deney, E2Fib/PCL-Ag fiberlerin

doku interpozisyon flep olarak kullanilan ticari PP doku iskelesi ile karsilastirilmasina
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olanak saglamistir. Doku reaksiyonu agisindan benzer 6zellik gosteren PP doku iskelesi
ve E2Fib/PCL-Ag fiberler, damarlanma ve bag dokusu organizasyonu agisindan
karsilastirildiklarinda, E2Fib/PCL-Ag fiberlerin damarlanmay1 ve bag dokusu olusumunu

artirdig1 goriilmiistiir.
Sonug¢ olarak gelistirilen E2Fib/PCL-Ag fiberlerin klinikte doku interpozisyon flep

eslenigi olarak kullanimi i¢in potansiyel oldugu ve ileriki asamalarda yapilacak

caligmalar ile klinige translasyonunun miimkiin oldugu diistiniilmektedir.
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