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Bu tez g¢aligmasinda, katekol ve hiicre dist matriks temelli bir biyoadhezif gelistirilerek,
karakterizasyon ¢aligsmalar1 gergeklestirildi. Biyoadhezif sentezi igin hiicresizlestirilmis tendon
matriksi ve dopamin segildi. Caligmanin ilk asamasinda oOncelikle sigir tendon dokusu
hiicrelerinden arindirilarak t-HDM yapisi elde edildi. Hiicresizlestirmenin etkinligini
degerlendirmek i¢in dogal doku ve elde edilen t-HDM yapilarinin DNA igerikleri karsilastirildi.
Dogal dokunun DNA igerigi %80 oraninda uzaklastirilarak t-HDM yapisi elde edildi. Ayrica
agaroz jel elektroforezi ile hiicresizlestirme isleminin etkinligi  degerlendirildi.
Hicresizlestirmenin ardindan t-HDM yapisi enzimatik olarak pargalanarak enjekte edilebilir
forma getirildi. Enjekte edilebilir formdaki t-HDM yapisinin protein ve GAG igeriginin yiiksek
oranda korudugu belirlendi. Ardindan dopaminin bu yapiya konjugasyonu asidik, nétral, bazik
kosullarda ve O, varliginda ve N, ortaminda gergeklestirildi. Dopaminin yapiya konjugasyonu
FTIR, HNMR ve UV-vis analizleri ile belirlenirken yapidaki katekol gruplari Arnow metodu
kullanilarak belirlendi. Karakterizasyon c¢alismalari, dopamin konjugasyonu i¢in en uygun
kosullarin nétral ve bazik kosullar oldugunu gostermistir. Ardindan tiim gruplarin yapiskanlik
performanslari incelendi ve en iyi yapisma performanst bazik kosullarda sentezlenen
konjugatlarda goriildi. Sisme ve kiitle kaybi analizleri ile, biyoadhezifin fiziksel 6zellikleri
belirlendi. Elde edilen biyoadhezifin biyolojik uygulamalarda kullanim potansiyeli, 1SO
standartlarina uygun sekilde, kan uyumlulugu ve ekstraksiyon temelli in-vitro sitotoksisite
testleri ile incelendi. In-vitro sitotoksisite deneylerinde dermal fibroblast hiicreleri kullamldi ve
hiicre canliligit MTT yontemi ile analiz edildi. Tiim konjugatlarin sitotoksik dzellik gostermedigi
belirlendi.
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In this study, a catechol and extracellular matrix based bioadhesive was developed and
characterization studies were carried out. Decellularized tendon matrix and dopamine were
chosen for bioadhesive synthesis. In the first stage of the study, first of all, the t-ECM structure
was obtained by removing cells from the bovine tendon tissue. To evaluate the effectiveness of
decellularization, the DNA contents of natural tissue and the obtained t-HDM structures were
compared. DNA content of the natural tissue was removed by 80%. Also the efficacy of
decellularization was evaluated by agarose gel electrophoresis. After decellularization, the t-
ECM structure was enzymatically digested and the injectable form was obtained. It was
determined that the t-HDM structure in injectable form highly preserved the protein and GAG
content. Subsequently, conjugation of dopamine to this structure was carried out in acidic,
neutral, basic conditions and in the presence of O, and in N, environment. While the
conjugation of dopamine to the structure was determined by FTIR, HNMR and UV-vis analysis,
catechol groups in the structure were determined by Arnow method. Characterization studies
have shown that neutral and basic conditions are the most favorable conditions for dopamine
conjugation. Then the stickiness performances of all groups were evaluated and the best
adhesion performance was seen in conjugates synthesized under basic conditions. Physical
properties of the bioadhesive were determined by swelling and mass loss analysis. The potential
of using bioadhesive in biological applications was evaluated via blood compatibility and
extraction based in-vitro cytotoxicity tests in accordance with 1SO standards. Dermal fibroblast
cells were used for the in vitro cytotoxicity experiments, and the cell viability was analyzed by
the MTT methodand It was determined that all conjugates were not cytotoxic.
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1. GIRIS

Kanama ve yara kapanmasini kontrol etmek i¢in otlarin veya yapraklarin yara ortiisii
olarak kullanildig1 cesitli yontemler, tarih Oncesi donemlere kadar uzanmaktadir
(Forrest 1982). Ot ve yapraklara ek olarak, yaralari kapatmak i¢in siitiir kullanildigina
dair kanitlar MO 1100 gibi erken bir tarihte belgelenmistir (Majno 1976). Dikis (siitiir),
yiiksek gerilme mukavemeti ve diisiik acilma 6zelligi sayesinde uzun yillardir yara
kapanmasi ve kanama kontrolii i¢in ¢okga tercih edilen bir uygulamadir. Bunun yaninda
hemostaz ajanlari, klipsler, zzimbalar, bantlar ve doku yapistiricilarinin kullanilmast
dahil olmak {izere daha hizli ve daha etkili kanama kontrolii ve yara kapanmasina
yardimet olmak igin bagka teknikler gelistirilmektedir (Quinn 2005). Siitiir, zimbalar ve
klipsler hala yara kapanmasi ve doku yeniden yapilanmasi i¢in 'altin standart' olarak
kabul edilir, ancak bu cihazlar islevlerinde eski tarihte kullanilan cerrahi aletlere benzer.
Dikislerin kullanim1 ¢ok dnemlidir ve tartismasiz ¢ok cesitli basit yaralarin kapatilmasi
icin en uygun ¢oziimdir (Myres 1933). Bununla birlikte cerrahi prosediirlerden sonra
dokular1 kapatmak ya da onarmak i¢in kullanilan bu mevcut yontemler, ozellikle
minimal invaziv prosediirlerde cesitli sinirlamalara sahiptir. Ornegin, yara kapanmasi
i¢in siitlir kullaniminin zaman almasi, uygulama zorlugu, daha fazla doku hasarina ve
enfeksiyona neden olma ihtimali siitlirlin dezavantajlar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle
hemostatlarin, sizdirmazlik maddelerinin ve yapistiricilarin uygun ve verimli kullanimi
bu zorluklarin {stesinden gelmenin olasi bir yontemidir. Hemostatlar, kanin
pihtilagsmasin1 saglayarak kanamayi durdurur. Sizdirmazlik maddeleri kan, lenf, beyin
omurilik sivist (BOS), gastrointestinal igerikler ve hava dahil viicut elemanlarinin
sizmasini Onleyerek komplikasyon risklerini azaltir. Sizdirmazlik malzemeleri,
damarlardan kan sizmasini Onleyen bir bariyer olarak islev goriir ve hemostatik bir
etkiye sahip olabilir. Doku yapistiricilar: ise, ameliyat prosediirlerinin daha kolay ve
daha hizli bir sekilde gergeklestirilmesini saglayan doku fiksasyonu i¢in kullanilabilir.
Yapistiricilar, kan kayb1 olasiligini azaltan vaskiiler yapilarin baglanmasini saglamak
icin kullanilirsa hemostatik bir etkiye sahip olabilirler. Her ic malzeme de kan kaybini
azaltarak kanamay1 durdurmaya veya Onlemeye yardimci olabilir (Spotnitz ve Burks
2012). Yapistiricilar, yara kapanmasi ve doku onarmmi i¢in geleneksel yontemlerin

yerini alma potansiyeli agisindan sistematik olarak arastirilmaktadir. Ayni zamanda



doku yapistiricilart ilag salim sistemleri olarak da kullanim alanina sahiptir (Quinn
2005). Bu kapsamda, biyomalzemeler ve bunlarin tiirevleri, proteinler, polisakkaritler
ve sentetik polimerler bu farmasétik iirlinlerin temel bilesenidir. Bu yapistiricilarin her
biri fiziksel-kimyasal 6zelliklerine (6rnegin yapiskanlik, sivi veya kati1 kivam, kimyasal
aktivasyon) bagli olarak optimal bir klinik uygulamaya sahiptir. Bu nedenle cerrahlar
tarafindan tek bir iiriin yerine spesifik ameliyat prosediirleri i¢in farkli biyo-
yapistiricilarin kullanilmasi muhtemeldir (Lauto 2008). Bu nedenle, kanamay1 durduran
ve dokular1 birarada tutabilen, ayn1 zamanda toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu
ve pargalanabilen, ekonomik agidan uygun bir yapiskan biyomalzeme gelistirmek 6nem

kazanmustir.

Mikro ve nano dlgeklerde dogadan esinlenilerek gelistirilen materyallerin sayist giin
gectikce artmaktadir. Adhezivler ve diger ilgili maddeleri iiretmek i¢in dogadaki
prensipleri anlayarak, biyo-esinlenilmis malzemelerin tiretilmesi 6nemli bir yenilik alani
olarak ortaya ¢ikmistir. Aga¢ kurbagalar1 ve bazi boceklerin siirtiinmeli temasi artiran
yapilarinin tasarimi yoluyla kilcal kuvvetlerden yararlanarak 1slak ortamda adhezyon
olusturulmaya g¢alisilmaktadir. Kimyasal adhezyonda ise, proteinler, polisakkaritler ve
karbohidratlardan olusan adhezifleri iiretmek i¢in gereken kuvvetlerin olusturulmasinda
bircok bitki ve yumusakca tarafindan kullanilan sistemlerden esinlenilmistir. Ortaya
cikan bu arastirma alani, biyo-esinlenilmis yapistiricilarin gelecekteki tasariminda
onemli etkilere sahiptir ve ¢esitli uygulamalar i¢in potansiyel sunmaktadir (Favi vd.
2014). Biyo-esinlenilmis yapistiricilar  biyomedikal alanda uygulama firsati
bulmaktadir. Biyomedikal alanda yapistiricilar: dokuya hizli bir sekilde yapismali,
toksik olmamali ve toksik olmayan metabolitler iiretmeli, operasyon esnasinda
kullanim1 ve manipiilasyonu kolay olmali, doku iyilestik¢e asamali olarak biyolojik
olarak pargalanmali ve klinik uygulama i¢in maliyet acisindan uygun olmalidir

(Spotnitz ve Burks 2010).

Bu alanda gelistirilen adhezivlerden biri de midyeden esinlenilerek iiretilmis
bioadhezivlerdir. Midye, okyanus ortamlarinda yasayan ve deniz kiyisinin tiirbiilansin
azaltmak icin kayalara ve diger sert alt tabakalara baglanabilen yumusakgalardir.

Ayaklarindaki byssal iplik¢iklerden salgilanan ve ylizeylere kalici sekilde yapismalarini
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saglayan dogal olarak {iretilen proteinleri kullanirlar (Cha vd. 2008). Bu midye ayagi
proteinlerinin (Mfps) (Mussel Foot Protein), yliksek araylizey baglanma mukavemeti ve
dayanikliliga sahip yapiskan plakalar olusturabilir. Dopa, Mfps'deki ana bilesenlerden
biridir ve yapismada ana rolii oynamaktadir. Dopa'nin katekol yan zinciri, ¢esitli
kimyasal etkilesimler ve capraz baglanmalar olusturabilir, bu da cesitli substratlara
sikica baglanmasini saglar. Bu proteinlerden esinlenerek yeni yapigkan malzemeler

gelistirmek i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (Ninan vd. 2003).

Ryu ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada katekol fonksiyonlu kitosan (CHI-C) ve
tiyol ile sonlandirilmig Pluronic F-127 (Plu-SH) igeren doku yapigskan hidrojeller
gelistirilerek in vitro ve in vivo jel stabilitesi degerlendirilmistir. Katekol gruplarina
sahip yapiskan kitosan / Pluronic enjekte edilebilir hidrojeller, yumusak dokulara ve
mukoza tabakalarina gili¢lii yapiskanlik ve hemostatik 6zellikler gostermistir. Elde
edilen bu kitosan / pluronic hidrojellerin, doku yapistiricisi, enjekte edilebilir ilag iletimi
ve doku mithendisligi gibi alanlarda faydali bir sekilde kullanilmasi beklenmektedir

(Ryu vd. 2011).

Biyomalzemeler doku miihendisligi stratejilerinde anahtar bir role sahiptir.
Biyomalzeme, hiicreler icin fiziksel destegi saglamanin yani sira islevsel dokularin
olusumu i¢in gerekli olan kimyasal ve biyolojik temel yapilari da igermelidir (Tirrell ve
Langer 2012). Teoride dogal olarak elde edilen biyomalzemeler implante edildiginde
yabanct malzeme yanitina sebep olmamalidir. Bu malzemeler, hiicre tutunmasi,
cogalmast ve farklilasmasi i¢in dogal bir substrat saglarlar. Bu kapsamda doku ve
organlardan elde edilebilecek biyolojik iskeleler 6nem kazanmistir (Badylak vd. 2009).
Hiicresizlestirme isleminde, doku ve organlarin hiicrelerinden arindirilmasi ile elde
edilen hiicre dis1 matriks (HDM) yapist doku miihendisligi ve rejenatif tipta yiiksek bir
kullanim potansiyele sahiptir. Bu islem sirasinda dogal yapmin ve HDM bilesiminin
miimkiin oldugunca korunmasi ¢ok oOnemlidir. HDM iskeleler, her bir doku veya
organdaki hiicreler tarafindan salgilanan yapisal ve islevsel proteinleri igermelerinin
yani sira hiicreler ve onlarin HDM’leri arasindaki etkilesimleri saglayan proteoglikanlar,
biiyiime faktorleri ve glikozamino glikanlart da icermektedir. HDM yapisi, hiicre

bliylimesini, go¢iinii, farklilagsmasini iyilestirir ayn1 zamanda doku onarimini ve yeniden
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modellemeyi olumlu yonde etkileyebilir (Elmashhady vd. 2017). Doku miihendisligi
alanindaki bir ¢ok ¢alismada iskelet kas1 (Corona vd. 2013), beyin (De Waele vd. 2015),
ince bagirsak submukozu (Ma vd. 2015), karaciger (Ren vd. 2013), kalp kapakgiklar
(Yang vd. 2017) ve tendonlar (Dong vd. 2015) gibi ¢esitli dokulardan elde edilen HDM

kullanilmistir.

Literatiirde biyoadhezif malzeme iiretiminde kullanilan bir¢ok dogal ve sentetik polimer
mevcuttur. Bu ¢alismalarda dogal malzemelerin  biyolojik  avantajlarindan
yararlanilarak, immiin yanit olusturmayan biyouyumlu ve bazi ¢alismalarda
biyobozunur adhezif malzemeler elde etmislerdir. Bu malzemelerin {iretiminde
genellikle bir c¢apraz baglayict vasitasiyla katekol grubu yapiya entegre edilmis;
ardindan kimyasal ya da enzimatik yontemlerle oksitlenmesi saglanarak adhezif 6zellik
gostermesi saglanmistir. Elde edilen malzemeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik a¢idan
karakterize edilmistir. Arastirdigimiz kadari ile bu alanda, doku miihendisligi
stratejilerinde siklikla kullanilan ve hiicreler i¢in bir¢cok avantaja sahip HDM yapist
adhezif iretiminde kullanilmamistir. Hiicreler igin dogal ortamimi en iyi taklit
edebilecek bu yapiyr kullanarak, yara kapanmasi veya kanamayi engelleyici, ilag

saliniminda kullanilabilecek bir biyoadhezif sistem gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, dogadan esinlenilerek iiretilen ¢ogu biyomalzemelerin, biyolojik
sistemlere daha fazla uyum sagladigimi goz oniinde bulundurarak HDM ve dopamin
temelli biyoadhezif 6zellikte enjekte edilebilir bir sistem gelistirdik ve karakterizasyon
calismalarini gerceklestirdik. Biyoadhezif icin HDM yapisinin se¢gmemizin neden dogal
bir yap1 olmasinin yani sira, literatiirde adhezif eldesinde simdiye kadar kullanilmamais
olmasidir. Bu kapsamda oncelike hayvansal kaynakli dokular hiicresizlestirilerek HDM
yapist elde edilmistir. HDM yapis1 enzimatik olarak pargalanarak uygulama kolaylig
saglayacak enjekte edilebilir forma donistiiriilmiistiir. Ardindan elde edilen bu yapiya
capraz baglayict kullanilarak dopamin yapist konjuge edilmistir. Dopamin
konjugasyonu analizlerde dogrulandiktan sonda elde edilen bu yapimnin, farkli pH’lar ve
cesitli oksitleyici ajanlara maruz birakilarak adhezif 6zelligi incelenmistir. In vitro
karakterizasyon g¢aligmalari ile yap1 degerlendirilmistir. Ardindan biyolojik 6zelliklerini

incelemek i¢in kan uyumlulugu ve sitotoksisite analizleri yapilmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Adhezyon

Adhezyon (yapisma) genel olarak, bir yiizeyin baska bir yiizeye tutunma egilimi veya
iki maddenin bir arada kalmasimi saglayan c¢ekim kuvveti olarak tanimlanabilir.
Adhezyon iki maddenin molekiilleri arasindaki etkilesimler oldugunda ortaya ¢ikar.
Adhezyon kuvveti, yiizey kimyasi, maddelerin ara yiizii ve yapisma mekanigi gibi bazi
ozelliklere baglidir (Li ve Zeng 2016). Adhezyon siirecinde, yapigsmaya katkida bulunan
kuvvetler fiziksel, kimyasal ve mekanik olarak siniflandirilabilir. Baglanma, yapistirict
ve substrat ara yiizeyinde gerceklesir. Fiziksel baglanma kuvvetleri genellikle ¢ok
zayiftir. Kimyasal baglanma kuvvetlidir, ancak bir arayiiz boyunca siirekli tiretilmesi
zordur. Fiziksel baglanma zayif olmasina ragmen her zaman mevcuttur. Bu nedenle, van
der waals kuvvetleri her arayiizde meydana gelir ve genellikle daha kuvvetli baglarin
(dipol gibi) katkilariyla desteklenir. Kimyasal bag kovalent, iyonik, metalik ve bazi
durumlarda selasyon baglarini icerir. Kimyasal bag olusturmak icin ¢ok sayida olasilik
vardir. Mekanik baglanma ise, giiclii baglanti noktalar1 olusturmasi agisindan en
kuvvetli olanidir. Kohezyon, bir maddenin molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvveti olarak
tanimlanabilir. Kohezyon, benzer molekiiller arasinda olusan kimyasal baglarin bir
sonucu olarak ortaya c¢ikan bir c¢ekim kuvvetidir. Dolayisiyla, kohezyon, bir
yapistiricinin igindeki kiitleyi birbirine baglayan ¢esitli etkilesimler nedeniyle, bir
yapistiricinin i¢ mukavemeti olarak da rol oynamaktadir (Marshall vd. 2009). (Sekil
2.1)



‘ Kohezyon ‘

Sekil 2.1 Adhezyon ve kohezyon

2.2 Biyoadhezyon

Biyoadhezyon (biyoyapisma) terimi ise dogal veya sentetik malzemelerin biyolojik
ylizeylere yapismasi olarak tanimlanabilir. Biyoadhezyon, biyolojik organizmalarin ve
yiizeylerin baz1 6zellikleri disinda, geleneksel yapismaya benzer. Dolayisiyla, bu terim
hem sentetik hem de dogal yiizeylerin (hiicreler gibi) yapiskan 6zelliklerini kapsar
(Palacio ve Bhushan 2012). Dogada da yaygin olarak goriilen, kertenkele ve agag
kurbagalarinin diisey ve bas asagi hareketi, kozalarin aga¢ dallarina asili kalmasi,
ahtapot ve midyelerin su altindaki yiizeylere giiclii bir sekilde baglanmasi gibi olaylar
biyolojik yapismaya/biyoadhezyona ornek olarak verilebilir (Li ve Zeng 2016).
Biyoadhezyonun en belirgin &zelliklerinden biri, yapigsmanin genellikle suyun
varhginda, nemli bir ortamda meydana gelmesidir. Ug farkli tiir biyoadhezyon

tanimlanmaistir;

I. Biyolojik nesneler arasindaki yapisma (hiicre-hiicre adhezyonu),

II: Organizmada canli dokular ile canli olmayan yapilar arasindaki yapisma,

[II: Yapay bir bilesenin biyolojik bir substrata yapismasi (Donkerwolcke vd. 1998;
Farrar 2011).



Biyoadhezyon; proteinler (Wiegemann 2005), polisakkaritler (Kaur vd. 2013) ve
lipitlerden (Gohad vd. 2014) olusan ¢esitli biyo-yapiskanlarin salgilanmasi ve bazi
fiziksel kuvvetler sayesinde gergeklesir. Ortam, biyoadhezyonun gelisiminde ¢ok
onemli bir rol oynamistir. Hiicreler ve dokularin yaklasik %70’1 sudur. Kan plazmasi,
lenf ve deniz suyu gibi tuzlu sivilar hiicreleri, dokulari, organizmalar1 ve implantlar
cevreler. Sulu ortam, neyin baglanabilecegini ve nereye baglanabilecegini sinirlayan bir
faktordiir (Lee vd. 2011). Islak adhezyon/yapisma, adindan da anlasilacagi gibi,
genellikle sulu ortamda meydana gelen yapismayr ifade eder. Mevcut sentetik
yapistiricilarin - baglanma kuvveti, nem veya diger kirletici maddeler nedeniyle
zayiflamigtir. Bu nedenle sulu ortamda yasayan canlilarin tirettigi dogal yapistiricilardan
tistlin giig, su gegirmezligi ve dayanikliligi ilham alinarak biyoadhezifler gelistirilmeye
calisiimaktadir (Li ve Zeng 2016).

2.3 Biyoadhezif

Diinya capinda sayis1 her gegen giin artan bir¢ok cerrahi prosediir uygulanmaktadir.
Mevcut cerrahi kapatma teknikleri olarak, invazif sayilabilecek siitiir (dikis), zzimba
veya Klipsler kullanilmaktadir (Weiser vd. 2015). Siitiir, en yaygin kullanilan doku
kapatma yaklasimidir ve bircok amag i¢in ¢ok uygundur. Dikisler yliksek ¢cekme giicline
sahiptir ve basarisizlik oran1 ¢ok disiiktir (Lloyd vd. 2007). Dikis igin kullanilan
materyaller tlirlerine gore genel olarak biyolojik / sentetik ve emilebilir / emilemez
(absorbable-nonabsorbable)  seklinde  smiflandirilabilir.  Emilmeyen  dikislerin
dezavantajlari, materyalin dikis bolgesinde strese neden olmasi, uzun siire viicutta
kalmasindan dolay1 graniilom olusturma olasilig1 ve uzaklagtirmak icin tekrar miidahale
gerektirmesidir. Emilebilen dikisler ise siklikla enflamasyona sebep olur ve nispeten
daha maliyetlidir. Bu yaklasimin en yaygin dezavantajlari, ¢evre dokunun kaginilmaz
penetrasyonu (niifuz etmesi), olusabilecek sinir hasari, cerrahi miidahale sonrasi
yapisma ve hasar goérmiis kilcal damarlarin neden oldugu doku nekrozudur. Olusan igne
delikleri ve nekrotik bosluklar, sivi veya havanin sizmasina neden olabilir. Bu tiir doku
anastomozu, sizint1 yapan materyale (6rnegin kan, bagirsak icerigi, safra, beyin omurilik
stvist veya hava) bagli olarak ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Zimba, doku

kapatma yaklagimlarinda bir diger alternatiftir. Uygulamasi dikislere gére daha hizlidir



ve dikis materyallerindeki gibi hem emilebilir hem de emilmeyen zimbalar mevcuttur.
Bununla birlikte, dikisler gibi, zimbalar da ¢evre dokuya zarar verme, yangi ve nedbe
doku olusumuna neden olma egilimindedir. En Onemlisi, zimba kullaniminin
basarisizlik orami daha yiiksektir (Bouten vd. 2014; Lloyd vd. 2007; Tajirian ve
Goldberg 2010). Bu yontemler genellikle sekonder doku hasari, mikrobiyal enfeksiyon,
stvi veya hava kagagi ve bazi durumlarda estetik olmayan goriintiilerle

sonug¢lanmaktadir (Lauto 2008).

Doku damarlanmasini saglamaya yonelik daha giivenilir, daha pratik ve daha hizli doku
kapama yoOntemleri gelistirmek amaciyla ¢ok cesitli kimyasal ve mekanik kapatma
malzemeleri gelistirilmistir. Hemostatik ajanlar, sizdirmazlik maddeleri ve yapistiricilar
gelistirilen bu malzemeler arasinda sayilabilir (Bouten vd. 2014). Quinn ve arkadaslar
yaptiklart  bir ¢alismada travmatik yirtiklarin  tedavisinde siitir ve adezif
uygulamalarinin etkinligini karsilagtirmiglardir. Ayrica kozmetik sonuglar da ¢esitli
zaman araliklarinda (5-10 giin, 3 ay, 1 yil) degerlendirilmistir. Calismada doku
yapistiricist - olarak  oktilsiyanoakrilat kullanilmis ve dikise karst etkinligi
degerlendirilmistir. Yara onarimindan bir yil sonra, oktilsiyanoakrilat doku yapistiricist
ve dikis ile tedavi edilen travmatik yirtiklarin kozmetik sonuglarinda higbir fark
goriilmemistir (Quinn vd. 1998). Blondeel ve arkadaslar tarafindan yapilan bir baska
caligmada, derialt1 ve / veya derin dermal dikis gerektiren 4 cm'lik kesilerin epidermal
kapanmasi i¢in, 2-oktilsiyanoakrilatin yiiksek viskoziteli yeni bir formiilasyonu, diisiik
viskoziteli  2-oktilsiyanoakrilat ve ticari olarak temin edilebilen cihazlarla
karsilastirilmistir.  Sonuglara  bakildiginda  2-oktilsiyanoakrilatin  uzun cerrahi
insizyonlarin kapatilmasindan sonra hem yeterli yara iyilesmesini saglamada hem de
kozmetik acidan dikislere ve diger geleneksel epidermal yara kapatma cihazlarina
esdeger oldugu goriilmistiir (Blondeel vd. 2004). Doku yapistiricilari, yara kapanmasi
ve tyilesmesi, ilag sunumu, tibbi cihazlarin implantasyonu ve doku miihendisligi gibi
cesitli uygulama alanlarinda giderek daha fazla popiilerlik kazanmaktadir (Mehdizadeh
ve Yang 2013). Bir doku yapistiricisi, hemostat, sizdirmazlik maddesi/dolgu maddesi
veya bir yapistirici olarak islev goriir. Bir hemostat kanin pihtilagmasindan sorumludur
ve kan yoklugunda islev gérmez. Bir sizdirmazlik maddesi, sivi veya gaz sizintisini

onlemek icin bir bariyer tabakasi gelistirir ve bir yapiskan, iki yiizeyi sikica baglamak



ve bir arada tutma islevini goriir. Bir doku yapistiricisinin 1slak ortamda giiclii bir
sekilde yapismasi, fizyolojik kosullar altinda stabil olmasi, ¢apraz baglanmasi, toksik
olmamasi, biyouyumlu ve biyobozunur olmasi gibi 0&zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir (Bhagat ve Becker 2017). Bir biyoadhezif ise, yara iyilesmesini
kolaylagtiran, dokular1 bir arada tutan, kan pihtilarinin veya sivi/hava sizintilarinin
olusumunu Onleyen bir yapistirici, bir yama veya hemostatik bir ajan olarak
tamimlanabilir. Bir baska deyisle yapiskan maddelerden en az birinin biyolojik bir
bilesen oldugu durumda (yani hiicre, doku veya organ), kullanilan yapiskan

biyoyapiskan/biyoadhezif olarak adlandirilir (Sekil 2.2) (Zhu vd. 2018).

doku blyoadhazif doku

adhezif
uvveller

Sekil 2.2 Bir biyoadhezifin sematik gosterimi

Bir biyoadhezifin en 6nemli &zelligi yapisma performansidir. Mikro diizeyde bir
biyoadhezifin toplam baglanma performansi, iki fiziksel kuvvetin, adhezif ve kohesif
kuvvetlerin toplamima esittir. Bir biyoadhezifin ideal bir yapigsma performansi
gostermesi icin, adhezif ve kohesif kuvvetleri arasinda bir denge belirlemek oldukca
onemlidir. Adhezif ve kohesif etkilesimleri genellikle mekanik kilitleme (mechanical
interlocking), molekiiller aras1 baglanma, elektrostatik baglanma, zincir dolagmasi ve

¢apraz bag olusumunu igerir (Zhu vd. 2018).



Ideal bir biyoadhezifin kendisi ve bozunma iiriinleri biyouyumlu olmalidir. Bir
biyoadhezifin biyouyumlulugu degerlendirilirken; biyolojik, kimyasal, klinik, yasal ve
fiziksel yonleri dikkate alinmalidir. Adezifin ve bozunma iirlinlerinin toksisitesi test
edilmelidir (Donkerwolcke vd. 1998). Bunun yani sira, biyobozunurluk, uygulanan
dokuya mekanik uyum, kabul edilebilir bir sisme indisi ve raf stabilitesidir.
Uygulamaya bagli olarak, su gecirmezlik, ayarlanabilir yapisma ve ilaglarin veya
bliylime faktorlerinin verilmesiyle iyilesme siirecini  gelistirme kabiliyeti bir

biyoadhezifde bulunmasi gereken 6zellikler arasindadir (Bouten vd. 2014).

2.3.1 Midyeden esinlenilerek iiretilmis biyoadhezifler

Arastirmacilar, suda yasayan canlilarin irettigi dogal yapistiricilarin iistiin yapisma
kuvveti, su gecirmezligi ve dayanikliligindan ilham alarak doku yapistiricilar
gelistirmektedirler. Deniz midyeleri, tiirbiilansh ortamlarda bile ¢esitli sualt1 cansiz veya
canli yilizeylerine yapiskan proteinleri salgilayarak tutunabilmektedir, bu da
biyomimetik aragtirmalarda deniz midyelerini popiiler bir hale getirmistir (Li ve Zeng
2016). Midyelerin yapigmasi, hizla sertlesen ve suya dayanikli, bir tir protein
yapistiricisinin salgilanmasini igeren dogal bir siirectir. Midyelerin bu kuvvetli yapisma
ozelligi, tibbi uygulamalar i¢in ¢esitli sentetik malzemelerin gelistirilmesine ilham
kaynagi olmustur (Fan vd. 2016; Kaushik vd. 2015; Stewart vd. 2011). Bu konuda
yapilan ¢ok sayida galisma mevcuttur. Ornegin; Scognamiglio ve arkadaslart
polisakkarit temelli bir membranin (aljinat), bagirsak seroza yapismasini arttirmak igin
yap1y1 dopamin ile fonksiyonellestirmislerdir. Bu biyomateryalin yapiskan 6zellikleri in
vitro ve in vivo kosullarda karakterize edilmistir. Gelistirilen membran iyi bir
biyouyumluluk sergilemistir, ayrica dopamin konjugasyonu materyalin in vivo ve in
vitro kosullarda adhezifligini belirgin 6lglide gelistirmistir (Scognamiglio vd. 2016).
Yapilan bir bagka c¢alismada Brubaker ve Messersmith enzimatik olarak bozunabilen
midye esinli bir yapistirict gelistirerek malzemenin potansiyel biyomedikal
uygulamalarint arastirmiglardir. Bu calismada yaralanma veya iltihap bdlgelerinde
yumusak dokuya temas eden yapiskan bir hidrojel tasarlanarak in vitro karakterizasyonu

ve in vivo performansi degerlendirilmistir. Dalli PEG polimerinin omurgasina DOPA
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baglanarak polimer modifiye edilmistir. Oksitleyici kosullar altinda, katekol gruplarinin
molekiiller arasi ¢apraz baglanmasi jellesmeyi saglarken, ayni anda katekol doku
yiizeylerine ¢apraz baglanarak adhezyonu saglamistir. Gelistirilen bu malzeme, enzimde
pargalanabilen midyeden esinlenilmis adhezifin ilk 6rnegidir ve kronik olarak iltihapli
bir ortamda yapisma igin gerekli ozellikleri gostermistir (Brubaker ve Messersmith
2011).

Midyelerin salgiladigi protein karisimi (MFP; mussel foot protein), yapiskan bir plak
olusturarak, midyelerin biitiin yiizeylere sikica tutunmasina olanak saglar (Sekil 2.3).
Cesitli midye tiirlerinin yapiskan plaklarinda en az alt1 ¢esit Mfp (Mfp-1 ila Mfp-6)
tanimlanmistir. Bu proteinler, yiiksek katyonik amino asit igerigine bagli olarak temel

bir izoelektrik nokta (pl) ile karakterize edilir (Kord Forooshani ve Lee 2017).

Mfp1
74 preCol-D/preCol-P
’ Mfp3, Mfp5, Mfp6

- / Mfp2, Mfpd

......

Midye “s( substrat

organi

Sekil 2.3 Midye bysall plak sematik gosterimi

Mfp-1, yiiksek molekiil agirlikli (6rnegin, Mytilus edulis'te 108 kDa) ve ¢ok az ikincil
yaptya sahip bazik bir proteindir (Filpula vd. 1990). Mfp-1 bysus iplik¢iklerinin
kiitikiillerinde ve yapiskan plakalarda bulunur ve koruyucu bir tabaka goérevi goriir
(Benedict ve Waite 1986). Mfp-2, disiilfit baglar1 formunda yiiksek sistein tortusu (% 6
mol) icerir ve bu proteinin yapiskan plakalara yapisal biitiinliik sagladigi
diistintilmektedir (Rzepecki vd. 1992). Mfp-4, 36 defadan fazla art arda tekrar eden
histidin bakimindan olduk¢a zengin bir dekapeptitten olusur ve bu da bakir gibi gecis
metal iyonlarina son derece iyi baglanmasini saglar. Mfp-4, yapiskan plak ile byssus
iplik¢igin distal kismi arasina yerlesmistir ve plak proteinlerini (6rnegin, Mfp-2), byssus

iplikgikler i¢inde bulunanlarla etkili bir sekilde baglar (6rnegin, pre-COL) (Liu vd.
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2015; Zhao ve Waite 2006). PreCOL’ler, yiksek DOPA ve histidin igerigine sahip
kolajendz proteinlerdir ve bu proteinler c¢ogunlukla byssus iplik¢ikleri boyunca
dagilmistir (Qin ve Waite 1995, 1998). Ozellikle, Mpf-4'iin, pre-COL'lerin histidince
zengin alaniyla, metal iyon birlesimi yoluyla etkilesime girdigi diistiiniilmektedir (Liu
vd. 2015; Warner ve Waite 1999; Zhao ve Waite 2006). Mfp-3, 5 ve 6 genellikle plak-
substrat ara yliziinde bulunarak nemli ortamdaki gii¢lii yapismaya katki saglar. Mfp-3,
plak proteinleri arasindaki en kiigiik yapiskan proteindir (6rnegin, Mytilus edulis ve
Mytilus californianus 5-7 kDa molekiil agirligi), ayrica tekrarlayan dizileri olmayan
bilinen en polimorfik yapiskan proteindir (Papov vd. 1995; Warner ve Waite 1999;
Zhao ve Waite 2006a). Mfp-5, 8.9 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahip ve en kiigiik
polimorfik plak proteinidir (Waite ve Qin 2001). Mfp-5 plak proteinleri i¢inde, DOPA
icerigi (%30 mol) en yiiksek olan proteindir. Mfp-5, hidrofilik olusu ve yiiksek
katyonik amino asit i¢eriginden dolay1 bazik bir pl ile karakterize edilir. Ayrica degisik
miktarlarda posttranslasyonel modifiye fosfoserin igerir, bu da kalkerli mineral
materyallerine (statherin ve osteopontin gibi) baglanmay1 saglar (Silverman ve Roberto
2007). Yiiksek DOPA igerigi ve fosfoserin varligi, Mfp-5'in arayiizey baglanmasinda
onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Diger arayiizey plaklar1 proteinlerinin aksine,
Mfp-6 ¢ok daha diisiik miktarda Dopa (%3 mol), ancak daha yiiksek seviyede tirozin
(%20 mol) icermektedir. Ayrica Mfp-6, yapisinda yliksek miktarda yiiklii kalintilar ve
sistein bulundurmaktadir. Yiiksek tiyol miktar, Mfp-6'ya diger plak proteinlerinde
bulunan Dopa kalintilarinin redoks kimyasini etkin bir sekilde kontrol etme yetenegi

verir (Yu 2014; Zhao ve Waite 2006a).

2.3.2 Katekol kimyasi

Mfp’nin essiz 6zelliklerinden biri, protein dizilerinde katekolik amino asit DOPA'nin
¢ok miktarda bulunmasidir (Sekil 2.4) (Kord Forooshani ve Lee 2017). Adhezyon
mekanizmasinin, DOPA birimindeki katekol gruplarinin oksidasyonu yoluyla meydana
geldigi disiiniilmektedir (Moulay 2014). Cok basit bir yapiya sahip olmasina ragmen,
sadece iki komsu hidroksil grubu tasiyan bir benzen halkasindan olusan katekol hemen
hemen her tiirlii yiizeyle etkilesir. Katekol, zayif dagilim kuvvetlerinden kovalent

baglara kadar etkilesimlerde bulunarak, bulundugu yilizeye uyum saglayabilir (Sekil
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2.5). Bu sayede katekol, farkli kimyasal etkilesimler vasitasiyla organik ve inorganik

yiizeylere etkin bir sekilde baglanabilir (Saiz-Poseu vd. 2019).

OH

‘N7 N
H H
o o
Midyeden esinlenilmis polymer
HO OH
Midye ayak proteini ,/

Sekil 2.4 Midye ayak protein yapisi

\H O\H '-k @
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™ o é.z
| B L
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c d " %

Sekil 2.5 Katekol yiizey etkilesimlerinin sematik gdsterimi, @) hidrojen bagi, b) n-n
etkilesimleri, ¢) koordinasyon ve d) kovalent bag

2.3.2.1 Non kovalent (kovalent olmayan) etkilesimler

Katekoliin dihidroksi fonksiyonelligi, mukozal dokulara (Catron vd. 2006; Schnurrer ve
Lehr 1996) ve hidroksiapatit (HA) (Chirdon vd. 2003) yiizeylere absorpsiyonunu

destekleyen, giiclii H baglar1 olusturmasini miimkiin kilar. Yapilan bir caligmada
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katekoliin diger kimyasal gruplara gore HA tarafindan adsorpsiyonu ve yapistiricilarda
adsorptif gruplar olarak ne kadar etkili olabilecegi degerlendirilmistir. Sonuglar, katekol
ve katekol gruplar1 igeren molekiillerin, hidroksiapatite adsorpsiyonunun alkoller,
aminler ve karboksilik asitlere goére daha yiiksek oldugunu géstermektedir (Chirdon vd.
2003). Katekolin benzen halkasi, p-p elektron etkilesimi yoluyla diger aromatik
halkalarla etkilesime girebilir (Waite 1999), bu da katekol igeren polimerlerin kohesif
Ozelliklerini gelistirir ve hem aromatik bilesiklerce zengin hem de altin yiizeylere
(Baker vd. 2001) yapismasimi saglar. Aromatik halka ayrica, sudaki en giiglii non-
kovalent etkilesimlerden biri olan pozitif yiliklii iyonlarla katyon-p etkilesimi olusturur
(Gallivan ve Dougherty 2000; Lu vd. 2013). Katyon-p etkilesimi, katekolin yikli
yiizeylere emilimini arttirir ve hem aromatik hem de katyonik fonksiyonel gruplar
acisindan zengin malzemelerin kohesif 6zelliklerine katkida bulunur (Das vd. 2015).
Katekoller, oksijen bakimindan zengin bir ortamda zayif adhezif kinon formuna kolayca
oksitlendiginden, katyon-p etkilesimi katekoliin sualti yapiskan o6zelligini giiclendirir

(Hwang vd. 2012).

Katekol, Cu*, Zn**, Mn*, Fe**, V¥, Ti*" ve Ti** dahil olmak iizere gesitli metal
iyonlar1 ile giiglii, geri doniisiimlii kompleksler olusturmak {izere metal iyonlarim
selatlar (Borgias vd. 1984; Sever ve Wilker 2006). Katekol, metal iyonunun degerligine,
katekol metal iyonu molar oranma ve pH'a bagli olarak farkli stokiyometriye sahip
kompleksler olusturur (yani mono-, bis- ve tris-katekolat-metal iyon kompleksleri).
(Matin vd. 2017; Sever ve Wilker 2006; Taylor vd. 1994). Bu komplekslesme kimyasi,
kendi kendini iyilestiren hidrojeller (Holten-Andersen vd. 2014; Krogsgaard vd. 2013),
pH'a duyarli ilag tastyicilart (Kim vd. 2015) ve mekanik olarak giiglendirilmis polimerik
liflerin iiretilmesinde kullanilmaktadir (Kim vd. 2015; Krogsgaard vd. 2014). Katekol,
metal iyonlar ile gii¢lii kompleksler olusturmasinin yan1 sira, metal oksit ylizeyleri ile
de gii¢lii, geri doniisiimlii arayiizey baglar1 olusturur (Lee vd. 2006). Katekoliin ¢esitli
metal yiizeylere (6rn. Au,O3, Al,O3, SiO,, TiO,, NiTi ve paslanmaz ¢elik) tutunma
kabiliyeti, onu yiizey modifikasyonu i¢in ideal bir grup haline getirmektedir (Dalsin vd.
2003, 2005). Bununla birlikte, katekoliin metal substratlara baglanma mukavemeti
yiiksek oranda oksidasyon durumuna baghdir ve katekol oksitlendiginde baglanma

mukavemeti biiyiik 6lgtide azalir (Yu 2013; B.P. Lee vd. 2006; H. Lee vd. 2006) (Sekil
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2.6). Kim ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Fe(II[)-DOPA kompleksi ve
polikaprolakton kullanilarak elektrospun nanofiberler iretilmistir. Nanofiberlerin
mekanik ozellikleri, Fe(III)-DOPA kompleksi ile giiclendirilmistir. Deneysel sonuglar,
nanofiberlerde Fe(l11)-DOPA komplekslerinin sitokiyometrisinin, tampon pH kosullar
ile kontrol edilebildigini ve nanofiber sertliginin dogrusal olarak Fe(III)-DOPA
komplekslerinin konsantrasyonu ile arttifin1 gostermektedir. Sonuglar, nanofiber
biyomedikal malzemelerin mekanik ozelliklerini modiile etmek i¢in Fe(III)-DOPA
komplekslesmesinin etkili bir strateji olarak potansiyelini gostermektedir (Kim vd.

2015).
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Sekil 2.6 Katekol gruplarinin kovalent ve nonkovalent etkilesimleri
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2.3.2.2 Oksidasyon araciligiyla kovalent capraz baglama

Katekol oksitlendiginde, oldukga reaktif hale gelerek molekiiller aras1 kovalent ¢apraz
baglanmaya katilabilir. Katekol, molekiiler oksijen varliginda otoksidasyona ugrayarak,
kimyasal (6rn., periyodat) veya enzimatik (0rn., tirosinaz, peroksidaz) oksidanlarin
ilavesiyle semi-kinon ve kinon olusturmak tizere oksitlenebilir. Kinonun diger katekol
gruplariyla capraz baglanmasi, katekol gruplarinin dimer olusumuna ve ardindan
polimerizasyonuna yol agar (McDowell vd. 1999; Stewart vd. 2011). Bunlarin yani sira
kinon biyolojik substratlarda bulunan ¢esitli niikleofilik fonksiyonel gruplarla (-NHy, —
SH, imidazol vb.) reaksiyona girerek arayiizey kovalent bagi olusturur (H. Lee vd.
2006). Kinon gruplari kararsiz ve oldukga reaktif elektrofilik molekiillerdir. Cogunlukla
amino gruplari ve tiyol gruplari ile reaksiyon verirler. Kinonlar aminler ile Michael tipi
ilave ve Schiff bazi reaksiyonu verirler (Sekil 2.7). Katekol ve amino gruplari arasindaki
reaksiyonlar ortamin pH sindan oldukg¢a etkilenir. Elektrofilik kinon gruplar1 ayrica
Michael-tipi ilavesiyle niikleofilik tiyol gruplar1 ile de reaksiyona girebilir. Bu
reaksiyonun etkinligi katekollerin oksidasyon hizina ve tiyollerin niikleofilik giiciine

baglidir (Yang vd. 2014).
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Sekil 2.7 a) Tiyol ve b) amino gruplarinin katekol grubu ile verdigi tepkimeler

16



Katekol aminin, serbest bir birincil amin grubu (6rn., dopamin) ile oksidasyonu,
molekiil i¢i halkalagsma ve polimerizasyon ile sonuglanir (Lee vd. 2002). Dopamin veya
polidopaminin polimerik formu, soy metallerden inert polimerlere ve farkli geometri ve
boyutlara sahip seramiklere kadar birgok yiizeye yapisabilme 6zelligine sahiptir (Black
vd. 2013; Cheng vd. 2012). Polidopamin filminde bulunan amin grubu, polidopamin
filmleri arasinda olusan yapisma kuvvetine katkida bulunmaktadir (Lee vd. 2007; Lim
vd. 2016). Ek olarak, polidopamin kaplama reaktifligi devam ettirir ve fonksiyonel
gruplar (-NH,, -SH, vb.) veya metal iyonlar1 ile modifiye edilebilir (Lee vd. 2007; Ren
vd. 2011; Kang vd. 2012). PEG ve aljinat gibi polimerler, hiicrelerin ve bakterilerin
spesifik olmayan bir sekilde baglanmasini 6nleyen antifouling yiizeylerin tasarlanmasi
icin polidopamin kapli yilizeylere asilanabilir (Lee vd. 2007). Kim ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada alginat katekol ile konjlige edilmis ve bu iirlin polidopamin kapl
Si / Si0; substrati iizerine spin kaplama metodu ile kaplanarak Alg-C filmleri elde
edilmistir. Ardindan diisik pH'ta Alg-C ve Fe®* arasinda koordinasyon baglarmin
olusturularak ¢ok katmanli Alg-C filmleri hazirlanmistir. Alg-C Kkonsantrasyonu
degistirilerek farkli kalinliklarda Alg-C filmleri elde edilmis ve bu filmlerin asidik,
notral ve bazik kosullar altinda stabil oldugu ayni1 zamanda bakteriyel yapismaya karsi

miikemmel bir direng gosterdigi kanitlanmistir (Kim vd. 2016).

Katekoliin oksidatif capraz baglanmasi, pH, oksidatif tlirii ve konsantrasyonu gibi
birgok faktdre baglidir. Dogal sistemlerde, katekoliin otooksidasyonu igin gerekli
yiiksek aktivasyon enerji bariyeri, enzimlerin veya metal iyonlarinin varlig: ile asilir.
Tirozinaz tarafindan katalize edilen reaksiyon mekanizmasi iki elektronlu bir
oksidasyon islemidir. Tirozinaz, canli organizmalarda yaygin olarak bulunur, bakir
igeren protein sinifina aittir ve oksijeni baglayabilir (Sekil 2.8). Cesitli arastirmalar,
katekoliin enzimatik oksidasyonu sirasinda tamamen oksidasyonu i¢in katekol molekiilii
basina iki oksijen atomunun gerektigini gostermistir. Wright ve Mason, oksijen
tilketiminin enzime ve katekol konsantrasyonuna bagli oldugunu bildirmistir (Wright ve
Mason 1946). Tirozinaz kullanilarak katekollerin oksidasyonunun kinetigi, pH ve
katekoliin halka yapisindaki siibstitiientler gibi c¢esitli parametrelerden etkilenebilir
(Yang vd. 2014).
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Sekil 2.8 Katekol gruplarinin tirozinaz ile reaksiyonu

Katekoller ayrica kimyasal oksidanlarin varliginda kolayca oksitlenir. En yaygin olarak
kullanilan oksidan sodyum periodattir (Burzio ve Waite 2000) Periyodat aracili ¢capraz
baglamada, periyodat ve katekoliin molar oran1 1:0,5 oldugunda maksimum c¢apraz
baglanma gozlenir ve katekoliin a, b-dehidro formunun polimerizasyonunu igerir. Artan
pH ile birlikte, katekoliin kinona doniisiimii ve dolayisiyla ¢apraz baglanma hizi artar
(Cencer vd. 2014; Lee vd. 2002). Ote yandan, kinon metid gibi katekoliin oksidasyon
ara maddesi, 1liman/hafif asidik ortamda (pH 5.7-6.7) daha stabildir ve ¢apraz baglama
hizi yavaglar (Li ve Christensen 1994). Benzer sekilde, niikleofilik fonksiyonel
gruplarin asidik bir pH'da protonlanmasi, kovalent ¢apraz baglanma yeteneklerini
siirlar, bu da katekol iceren adhezif ile asidik bir pH'ta yumusak doku ylizeyi arasinda
araylizey baglanmasini zayiflatir (Cencer vd. 2014). Asidik ortamda azalan capraz
baglama kabiliyeti, katekoliin, hafif asidik dokular (Tannock ve Rotin 1989), deri
(Ohman ve Vahlquist 1994) ve deri alti dokularda (Soller vd. 1996) kullanimini
kisitlayabilir.

Katekol oksidasyonu sirasinda siiper oksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretilir. ROS'un sitotoksik etkisi, katalaz varliginda engellenir. Bu
durum, katekole bagli bir sitotoksisitesinin varligini gostermektedir. ROS'un biyolojik
etkilerinin konsantrasyona bagli olarak yararli (yara iyilesmesi, antimikrobiyal etkiler)
ve zararli (kronik inflamasyon, tiimor baslangici) oldugu sdylenebilir (Bryan vd. 2012;
Cooper vd. 2000; Loo vd. 2012; Chigurupati vd. 2013). Bu nedenle, amaca bagl olarak
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gelistirilen biyomalzemelerin katekol icerigi ve iiretilen ROS'un hassas bir sekilde

diizenlenmesi gerekmektedir.

2.3.3 Katekol yiizey etkilesimini etkileyen faktorler

2.3.3.1 Katekol icerigi ve molekiiler agirhk

Yiizey adsorpsiyonunu desteklemenin yani sira, katekol-katekol etkilesimleri capraz
baglanma yoluyla kohezyona katkida bulunur. Biyolojik agidan bakildiginda, kovalent
capraz baglanma esnasinda kinonlarin (katekol oksidasyonundan sonra elde edilir)
varlig1 birgok sliphe uyandirir. Bununla birlikte, midyelerin yapiskan plaginin olusumu
sirasinda, DOPA'nin oksitlenmesini dnlemek i¢in indirgeyici bir ortam olusturdugu
bilinmektedir (Xu vd. 2016). Genel olarak, daha fazla katekol igerigi daha biiyiik
kohezyon kuvveti ile sonuglanir. Ancak bir sinir vardir; fazla katekol, asir1 kohezyon
kuvvetlerine yol agarak daha az adezif yiizey etkilesimine sebep olur ve sert bir
malzeme meydana gelir. Bu sebeple yapilan caligmalarda katekol igerigi optimize
edilerek adezif malzemelerin sentezine odaklanilmistir (Jenkins vd. 2017; Matos-Pérez
vd. 2012; Yang vd. 2015). Optimum katekol igerigi, kullanilacak malzeme tiiriine gore
farkliliklar gostermektedir. Yiiksek oranda adhezyon saglamak i¢in daha az katekol
kullanilmas1 gerektigi yapilan bazi ¢alismalarda vurgulanarak % 10-15 mol miktarim
optimum katekol igerigi olarak bildirmektedir ( Matos-Pérez vd. 2012; Wu vd. 2016).
Giclii bir adhezyon saglamak i¢in bir polimer i¢indeki en diisiik optimum katekol
icerigi, polimerler i¢in % 5 ila 8 mol arasinda degismektedir (Jenkins vd. 2017; Lin vd.
2015; Ye vd. 2015). Ayrica polimerin molekiil agirligi da adezif 6zelligi etkilemektedir
(Yu ve Deming 1998). Genel olarak, diisiik molekiil agirlikli tiirler daha iyi hareket
kabiliyetine sahiptir ve bu nedenle ylizeyle daha iyi etkilesim s6z konusudur ancak
kohesif kuvvetlerde azalma goriiliir (Shanahan ve Garré 1995). Yiiksek molekiiler
agirliklar ise, kohezyonun artmasina katkida bulunan ilave zincir dolagmalarina yol

acar (Nielsen ve Landel 1994).
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2.3.3.2 Diger fonksiyonel gruplar

Katekoliin yani sira, katyonik, anyonik, polar ve polar olmayan fonksiyonel gruplar gibi
diger tiirlerin varligi da adhezyonu etkilemektedir. Katekol tiirevleri ile bu fonksiyonel
gruplar etkilestirmek i¢in genel olarak capraz baglayicilar kullanilmaktadir. Aminler
veya tiyoller gibi polimerik zincirdeki giiclii veya zayif niikleofiller, Michael tipi
ilaveler veya Schiff bazi reaksiyonlar1 yoluyla oksitlenmis katekollerle reaksiyona
girebilir (Wu vd. 2011; Yang vd. 2014). Bu islem, kovalent ¢apraz baglanma yoluyla
kohezyonu arttirir. Protonlanmis aminler gibi bazi fonksiyonel gruplar, sudaki en giiclii
kovalent olmayan etkilesimlerden biri olan katyon-r etkilesimlerini olusturabilir (Ma ve
Dougherty 1997). Katyon-r etkilesimleri, katekollerin yiiklii yiizeylere adsorpsiyonunu
ve kohesif Ozelliklerini arttirir (Gebbie vd. 2017; Pillai ve Renneckar 2009). Bu

etkilesimler, oksitleyici ortamlarda kinonlarin adhezyonuna katkida bulunur.

2.3.3.3 pH ve redoks reaksiyonlari

pH degerinin artmas1 veya bir oksidan varlifinda katekollerin kinonlara gecisi soz
konusudur (Yang vd. 2014). Katekol bazli materyallerin adhezifligi, kovalent olmayan
etkilesimler veya kimyasal baglanma yoluyla katekol kisminin sorumlulugundadir.
Bununla birlikte kohezyon, reaktif kinonun esas olarak sentetik malzemelerle ¢apraz
bagli yapilar olusturmasiyla meydana gelir. Bu baglamda, katekolik formun uygun
fraksiyonunu saglamak i¢in asidik ve notral pH degerleri gereklidir (Das ve Reches
2016; H. Lee vd. 2006). Buna karsilik bazik pH degerleri kohezyonu saglayan capraz
baglanmalar i¢in gereklidir. Bu nedenle, uygun bir pH dengesi elde etmek, yapisma i¢in
gerekli adhezyon/kohezyon oranimi saglamak acisindan ¢ok Onemlidir. Yapilan bir
calismada, Cencer ve arkadaslar1 polimer olarak 4 kollu bir PEG kullanarak, pH'nin
midyeden esinlenilerek  iiretilmis adhezif performansi {izerindeki etkisini
incelemislerdir. pH'nin kiirleme hizi, sitotoksisite ve PEG-D hidrojelinin mekanik ve
biyoyapiskan 6zellikleri tizerindeki etkisi belirlenmistir. Bulgulara bakildiginda, PEG-D
yapisinin hafif asidik kosullar altinda, gegici oksidasyon ara maddelerinin stabilitesinin
artmasi sonucu daha yavas bir oranda kiirlendigini, 6te yandan pH 8 civarinda hizli bir

kiirlenmenin gerceklestigi goriilmistiir. PEG'in  fiziksel, mekanik ve yapiskan
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Ozelliklerinde gozlenen degisiklikler, pH''!m dopaminin ¢apraz baglanma kimyasi
tizerindeki etkisinden kaynaklanmaktadir. Bu sonuc¢lardan yola ¢ikarak pH'nin
midyeden esinlenilmis adhezif performansinda 6nemli bir rol oynadigi goriilmektedir
(Cencer vd. 2014). Shi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir baska ¢alismada DOPA
temelli bir hidrojel gelistirilerek, hidrojelin pH degisikligindeki davranislari
incelenmistir. Bu amagla poli (vinil alkol) -DOPA (PVA-DOPA), bir esterlestirme
reaksiyonu yoluyla PVA'nin DOPA ile modifiye edilmesi yoluyla sentezlenmistir.
Reolojik analizler, PVA-DOPA polimerlerinin tampon ¢ozeltilerinin pH'ina bagl olarak
farkli dinamik modiillere sahip oldugunu goéstermistir. FTIR ve UV-vis
spektrumlarindan elde edilen sonuglar, diisiik pH kosullar1 altinda PVA-DOPA
polimerleri arasinda hidrojen bag etkilesimlerinin, yiikksek pH kosullar1 altinda ise hem

hidrojen bagi hem de kovalent etkilesimlerin oldugunu géstermistir (Shi vd. 2015).

2.3.3.4 Ortamdaki iyonlar

Yapisma islemi temelde iki asamada gerceklesir; katekoliin yiizeye tutunmasi, protein
icinde biiyiik capta ¢apraz baglanma ile sonuglanan yavas bir sertlestirme (curing)
islemi meydana gelmesi. Capraz baglamanin amaci iki yonliidiir: iplik¢iklerin mekanik
performansin1 gelistirmek ve adhezif plak olusumunu saglamak (Wilker 2010).
Kovalent etkilesimlere ek olarak, geg¢is metali iyonlari ile ¢apraz baglama en ¢ok
kullanilan mekanizmalardandir (Taylor vd. 1994). Metal iyonlar1, katekol-metal iyon
molar oranina ve pH degerine bagli olarak mono-, bis- veya tris-koordinasyon
kompleksleri olusturur (Fullenkamp vd. 2014). Kovalent ¢apraz baglamanin aksine,
metal-ligand koordinasyonu tersinirdir ve boylece mfps'ye esneklik ve kendi kendini
iyilestirme Ozellikleri verir (Holten-Andersen vd. 2011). Metal iyonlar1 ¢apraz

baglamanin yani sira, katekollerin farkli yiizeylere adhezyonunu da kolaylastirir.

Katekol bazli malzemelerin yapisma performanslar: i¢in iki ana faktdr goz Oniinde
bulundurulmalidir; katekoliin yiizeye adsorpsiyonu ve capraz baglama ile tiim
malzemenin kohezyonu. Katekol, baglanacagi substratin yapisina bagli olarak g¢ok
sayida etkilesim kurabilir. Bu etkilesimler, hatta kovalent olmayanlar bile, dnceden

adsorbe edilmis su molekiillerinin yerini alacak kadar giigliidiir, boylece katekollerin
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1slak ortamlarda bile adsorbe olmasini saglar. Ayrica katekol benzen halkasi, aromatik
sistemlerce zengin substratlara yaklagtiginda organik yiizeylerle farkli etkilesimlerin (m—
n  istiflenmesi gibi) kurulmasina izin verir. m—m istiflemenin haricinde, katekol ve
organik substratlar arasinda kovalent baglar da olusabilir. Bu durumlarda katekoller,
aminler veya tiyoller gibi gruplarin niikleofilik saldirisin1 desteklemek/kolaylagtirmak
icin kinon formuna oksitlenmelidir. Cogu durumda farkli adsorpsiyon ¢esitlerinin bir
arada var oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, katekol-yiizey etkilesimlerinde bir

siirlandirma s6z konusu degildir.

Kohezyon, katekol igerigi ve malzemedeki spesifik fonksiyonel gruplarin varligi gibi
farkl1 faktorlerle ayarlanabilir. Polimerik zincirde aminler veya tiyoller gibi giiclii veya
hafif niikleofillerin bulunmasi, ¢apraz baglanma derecesini ve dolayisiyla kohezifligi
arttirabilir. pH degeri veya metal iyonlariin varhigi gibi faktorler de malzemenin
adsorpsiyon / kohezyon 6zelliklerini degistirir. Kohezif ¢apraz baglanma sadece kinonik
duruma degil, diger faktorlere de dayanir, ¢iinkii farkli metal iyonlar1 katekol ile
etkilesime girebilir ve bdylece koordinasyon yoluyla kohezyonu arttirir. Metal iyonlari
koordinasyon capraz baglayicilar1 olarak aktif bir rol oynamanin yani sira, yari-
kinonlarin olusumunda da gérevlidir. Bu yari-kinonlar radikal-radikal bir mekanizma ile
reaksiyona girer ve kovalent olarak capraz bagli tiirlerin olusmasina neden olur.
Bununla birlikte, asir1 derecede ¢apraz baglanma zararli olabilir, ¢iinkii asir1 sert bir

malzeme olusumuna ve adhezyonda bir azalmaya yol agabilir (Saiz-Poseu vd. 2019).

Kisaca katekol temelli bir adezif gelistirilirken substratin yapisi, katekol/malzeme orani

ve ¢evre ortamin kosullar1 g6z oniinde bulundurulmalidir.

2.4 Doku miihendisligi

Doku miihendisligi, doku veya organin kaybinin veya hasarinin tedavisi i¢in alternatif
bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir (El¢in 2004). Doku miihendisligi terimi ilk olarak
1987°de Dr. Y. C. Fung tarafindan dile getirilmistir. Ancak doku onarimi ya da yerine
konmast fikri c¢ok daha eskilere dayanmaktadir. Viicut uzuvlarinin yenilenme

denemelerinin en eski kanitlar1 2500 yil oncesine dayanmaktadir. Etriiskler, eksik
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dislerin yerini, si@ir kemiginden yapilma kopriilerle doldurmuslardir. Ciiriik dislerin
onarimi i¢in dis amalgaminin ilk kullanimi Cin kaynaklarinda 659 yili olarak
kaydedilmistir. 20. yiizyilin ortalarinda kalga ve diz eklemlerinin yenilenmesinde, kalp
pili ve yapay kalp kapakg¢ig: ile ilgili ileri diizeyde buluslar yapilmistir (Eisenbarth
2007).

Doku miihendisliginde ii¢ temel parametre; hiicreler, iskeleler ve ekzojen biyoaktif
faktorlerdir (Sekil 2.9). Ozellikle iskele, entegre sinyal molekiilleri ile birlikte, hiicre
davranigin1 ve doku gelisimini diizenlemek i¢in yapisal, biyokimyasal ve biyomekanik
ipuglar1 saglar (Gilpin ve Yang 2017). Doku miihendisligi stratejilerinde kullanilan
iskeleler dogal kokenli ve sentetik malzemeler olarak iki grupa ayrilabilir. Her iki
malzeme tiirliniin de belirgin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Sentetik malzemeler
hassas ve tutarli bir sekilde iretilebilir ve bu nedenle minimum degiskenlik gosterir.
Ayrica, mekanik mukavemet ve bozunma profili gibi 6zellikleri de kolayca kontrol
edilebilir (Fitzgerald ve Kumar 2014). Bununla birlikte, yeterince uyumlu olmama veya
konak doku ile biitiinlesememe gibi eksik yanlar1 da mevcuttur. Malzeme tamamen
bozunmadiginda inflamatuar yanit olusturma potansiyeli vardir. Diger yandan sentetik
malzemelerle ilgili bir baska endise de bozunma {irlinlerinin biyouyumluluk sorunudur

(Chan ve Leong 2008).
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Sekil 2.9 Doku miihendisliginde ii¢ temel parametre
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2.4.1 Doku miihendisliginde HDM’nin rolii

Doku miihendisliginde kullanilan dogal iskelelerde kollajen, kitosan, alginat, fibrin,
elastin, laminin, heparin siilfat ve hyaluronik asit gibi dogal biyopolimerlerin yan1 sira
cesitli dokulardan hiicresizlestirme yoluyla elde edilen hiicre disi matriks (HDM)
kullanilabilir. Hiicresizlestirilmis doku ve organlardan tiiretilen biyolojik iskeleler hem
klinik 6ncesi hayvan caligmalarinda hem de insan klinik uygulamalarinda basariyla
kullanilmaktadir (Badylak 2004; Dellgren vd. 1999; Kolker vd. 2005). HDM, yapisal ve
fibroz proteinlerden, proteoglikanlardan ve glikozamino glikanlardan olusan, ayrica
hiicre iletisimini, go¢linli, ¢ogalmasini, farklilagmasini, tutunmasini ve sinyallesmesini
de saglayan, karmasik yapili dogal bir iskeledir (Leor vd. 2005). HDM’nin dogal
dokudaki fonksiyonlari;

- Hiicreler icin yapisal destek saglamak,

- Dokunun mekanik 6zelliklerine katkida bulunmak,

- Hiicrelerin mikro ¢evrelerine yanit vermesinde biyoaktif isaretler saglamak,

- Biiyiime faktorii rezervi gibi islev gormek,

- Yara iyilesmesi gibi dinamik doku siire¢lerinde yeniden modellenmeye izin veren
esnek bir fiziksel ¢cevre saglamak,

seklinde sayilabilir (Chan ve Leong 2008; Leor vd. 2005).

HDM iskeleler, her bir doku veya organdaki hiicreler tarafindan salgilanan yapisal ve
islevsel proteinlerden meydana gelir. HDM’nin yapisinda her bir dokuya 6zgii olmak
lizere, basta kollajen, elastin, fibronektin, vitronektin, laminin gibi proteinler yer alir. Bu
proteinlerin yani sira hiicreler ve onlarin HDM’leri arasindaki etkilesimleri saglayan
proteoglikanlar, biliylime faktorleri ve basing dayanimimi saglayan heparin siilfat,
dermatan siilfat ve hyaluronik asit gibi glikozamino glikanlar yer almaktadir. HDM’den
olusan biyolojik iskeleler, hayvan 6n c¢alismalarinda ve klinik uygulamalarda birgok

farkli dokunun yapici yeniden modellenmesini kolaylastirmaktadir (Badylak vd. 2009).
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HDM bilesimi dokudan dokuya degistigi i¢in oldukc¢a heterojen bir yapidir. Organa
0zgl hiicreler HDM'yi salgilar ve siirekli olarak yeniden diizenler. Hiicreler, hiicre
ylizey reseptorleri vasitasiyla HDM'ye baglanir, boylece hiicre gogii, cogalmasi ve
farklilagsmasi gibi stirecler aktive olur (Frantz vd. 2010). Her dokuya ve organa 0zgii
HDM bilesenleri, yapisal organizasyonu ve biyomekanigi, biyomalzeme tasarimi ve

tiretimi i¢in oldukga ilgi ¢ekicidir.

Hiicresizlestirilmis materyaller ilk olarak 1948'de rapor edilmistir. Hiicresizlestirme
HDM'yi yerlesik hiicrelerinden izole etmeyi amaclamaktadir. Bu ¢ok erken aragtirmada
Poel ve ark. kas dokusunu -70°C'de tahta bir kutuda doku tamamen homojen hale
gelinceye kadar kiigiik pargalara ayirdilar. Santrifiijlemeden sonra, bazi hiicrelerin
dokudan uzaklastigini1 buldular ve boylece hiicresizlestirme bilimi baslamis oldu (Poel
1948). Hiicresizlestirilmis doku ¢aligmalar1 ile ilgili ilk raporlardan biri 1991'de Nrejci
ve ark. tarafindan gergeklestrilmistir. Calismada hiicresizlestirilmis insan derisi, insan
keratinositleri ve fibroblastlar1 birlestirilek yeniden yapilandirilmis bir deri tiretilerek bir
fare modeline nakledildi. Hiicre dis1 dermisin in vivo kosullarda Kkeratinosit
baglanmasini, tabakalagsmasini, biiylimesini ve farklilagsmasini destekledigi goriilmiistiir
(Krejci vd. 1991). 1995 yilinda Badylak, asil tendon onarimi i¢in bir biyomateryal
olarak ilk kez ksenojenik hiicresizlestirilmis ince bagirsak submukozu (SIS) HDM
kullanmigtir (Badylak vd. 1995). Grup, SIS ile onarilan tendonlarin kontrol grubundan
daha giiclii oldugunu ve SIS'in ameliyattan sonraki ilk 8 hafta i¢inde parcalandiginm
gosterdi, bu da viicudun SIS'1 dogal bag dokusu ile bozmaya ve yer degistirmeye
basladigim1 gostermektedir. ilerleyen zaman dilimlerinde dermal, kalp kapakeigi,
vaskiiler ve 6zofagus doku miihendisligi alanlarinda implant olarak hiicresizlestirilmis
doku ve organlarin kullanimi1 goriilmektedir (Gilbert vd. 2006; Isch vd. 2001; Kaushal
vd. 2001; O’Brien vd. 1999; Reagan vd. 1997). Hiicresizlestirme, hiicrelerin HDM den
cikarilmasin1 ve bdylece yangisal bir tepkiye veya implant reddine neden olabilecek

potansiyel antijenleri ¢ikarmayi amaglamaktadir (Gilbert vd. 2006).
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2.4.1.2 Hiicresizlestirme

Hiicresizlestirme islemi sirasinda dogal yapmin ve HDM bilesiminin korunmasi ¢ok
onemlidir. HDM’ nin elde edildigi dokunun kdkeni, hiicresizlestirme yontemleri ve
sterilizasyon islemleri oldukca ¢esitlilik gostermektedir. Tiim bu degiskenlerin her biri
HDM’nin yapisini ve bilesimini degistirecegi i¢in konak doku yanitim da etkiler.

Hiicresizlestirme islemi neredeyse tiim doku ve organlara uygulanmaktadir (Crapo vd.
2011).

Hiicresizlestirme islemi genel olarak, fiziksel, kimyasal, enzimatik islerimleri veya bu
uygulamalarin kombinasyonunu igerir. Fiziksel uygulamalar arasinda, karistirma,
sonikasyon ve dondurup ¢dzme gibi yontemler sayilabilir. Bu yontemlerle hiicre zarinin
zedelenmesi sonucunda hiicre icerigi salinir ve yikama ile de HDM’den hiicresel
kalintilarin uzaklagsmasi amaglanir. Fiziksel yontemler tek basina yeterli degildir. Bu
nedenle fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamalar1 igeren ¢esitli kombinasyonlar
uygulanmaktadir. Bir hiicresizlestirme protokolii genellikle fiziksel uygulamalar
araciliiyla hiicre mebraninin lizisi ile baglar, ardindan enzimatik yontemler kullanilarak
HDM’den hiicresel bilesenlerin ayrilmast ve kimyasal ajanlar yardimiyla sitoplazmik
icerigin ¢Ozilinlr hale getirilmesi ile devam eder, son olarak hiicresel kalinti dokudan
uzaklastirtlir ve HDM elde edilmis olur (Gilbert vd. 2006). Hiicresizlestirme isleminin
etkinligini degerlendirmek icin genel olarak, c¢esitli kantitatif testlerde genetik
materyalin miktari, protein ve GAG igerigi gibi hiicresel diizenlenmeye yardimci

molekiillerin miktar1 ve mekanik 6zellikler degerlendirilir.

Hiicresizlestirilmis iskelelerin doku miihendisligi alaninda kullanimi  giderek
yayginlagsmaktadir. Hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matrikisin (HDM) en yaygin klinik
kullanimlardan bazilarina, yamik yaralari ve diyabetik {ilser gibi yumusak doku
onarimina yonelik hiicre dis1 insan derisinden tiiretilen iiriinlerin, domuz ince bagirsak
submukozasinin (SIS) ve domuz idrar kesesinin kullanildig1 caligmalar 6rnek olarak

verilebilir (Brown ve Badylak 2014; Spang ve Christman 2018).
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Domuz ince bagirsagi ve idrar kesesinden tiiretilen bir hiicre dis1 matris (HDM) iceren
biyolojik iskele malzemelerinin, yemek borusu dahil olmak {izere ¢esitli viicut
sistemleri i¢in klinik oncesi ve klinik uygulamalarda bolgeye 6zgii dokunun yeniden
modellemesini tesvik ettigi gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada Nieponice ve
arkadaglari, kopeklerde cevresel EMR sonrasi 6zofagus darliginin onlenmesi igin
endoskopik olarak yerlestirilmis bir HDM iskele materyalinin etkinligini
degerlendirmistir. Deney grubunda, bir HDM iskelesi endoskopik olarak rezeksiyon
bolgesine yerlestirilirken, kontrol grubunda HDM yerlestirilmeden ¢evresel 6zofagus
MR  gorlintiisii  almmistir.  Kontrol  grubunun  hepsinde 6zofagus stenozu,
tamamlanmamis epitelizasyon ve inflamasyon gozlenmistir. Endoskopik olarak UBM-
HDM iskelesi yerlestirilmis deney grubunun tamaminda 6zofagus darligini 6nlenmistir.
Ayrica bolgeye 6zgli yeniden doku modellenmesi indiiklenirken, inflamasyon ya da

nedbe doku olusumu goriilmemistir (Nieponice vd. 2009).

Hiicresizlestirme protokoliiniin amaci, kalan HDM yapinin bilesimi, biyolojik aktivitesi
ve mekanik biitiinliigii izerindeki olumsuz etkileri en aza indirerek tiim hiicresel igerigi
etkili bir sekilde uzaklastirmaktir. Kalp kapakgiklari (Booth vd. 2002), kan damarlar
(Dahl vd. 2003), deri (Chen vd. 2004), sinirler (Kim vd. 2004), iskelet kas1 (Borschel
vd. 2004), tendonlar (Cartmell ve Dunn 2000), baglar (Woods ve Gratzer 2005), ince
bagirsak submukozasi (SIS) (Badylak vd. 1995), idrar kesesi (Chen vd. 1999) ve
karaciger (Lin vd. 2004) dahil olmak tizere ¢esitli dokulardan elde edilen HDM doku
miihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilmigtir. Bu doku ve organlar
arasindan tendonlar kaslar1 kemige baglayarak hareket sirasinda kuvvet translasyonu
saglarlar (Youngstrom ve Barrett 2016). Kuru tendon kiitlesinin %80 kadar1 fibriler
kollajendir ve kollajen iplikleri, tendon yapismin ii¢lii sarmal temelini olusturur
(Kannus 2000). Tendon igindeki kollajen ekspresyonu ¢ok sayida molekiil tarafindan
diizenlenir  (Espira  vd. 2009). Prokollajen  molekiilleri  posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrar ve bunlarin montaji1 molekiiler saperonlar tarafindan diizenlenir
(Ezura vd. 2000). Tip-III kollajen tendon ECM'nin 6nemli bir bilesenidir ve yaralanma
sonras1 onarimda rol oynar. Tip V kollajen fibrillerin ¢ekirdeginde de bulunur ve HDM'
nin yapisal diizenlenmesine katkida bulunur (Birk vd. 1990; Maffulli vd. 2000).

Tendonda hiicresel yogunlugunun diisiikk olmasi sebebiyle, hiicresizlestirme islemi
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sonunda aktif biiylime faktorlerinin korundugu, kollajence zengin, hiicre biiyiimesini ve
farklilasmasini destekleyen ve biyouyumlu bir HDM elde edilir (Ning vd. 2012). Bu
avantajlarindan dolay1 hiicresizlestirilmis tendon HDM iskeleleri doku miihendisliginde
siklikla kullanilmaktadir (Giingoérmiis vd. 2015; Youngstrom vd. 2015; Zhang vd.
2010).

2.4.2 Enjekte edilebilir biyomalzemeler

Enjekte edilebilir biyomalzemeler diger iskele tiplerine gére 6nemli avantajlara sahiptir
ve doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir (Hou vd. 2004). Bu yontemle,
hiicreler, biiylime faktorleri ve / veya biyoaktif molekiiller, enjekte edilebilir
biyomalzemeler kullanilarak hedef dokuya etkili bir sekilde iletilebilir (Langer ve
Vacanti 1993). Bunun yanisira ortopedik cerrahi ve rekonstriiktif cerrahi alaninda
potansiyel hiicresiz kullanimlari da mevcuttur (Kretlow vd. 2009; Lewis 2006). Enjekte
edilebilir biyomateryaller ilag iletiminde de uygulanabilmektedir. Iskele implantasyonu
icin invaziv bir cerrahi miidehale gerekli olacaktir, ancak enjekte edilebilir iskeleler,
actk cerrahi ile iligkili komplikasyonlar1 Onleyen igne-kaniil enjeksiyonu yoluyla
minimal invaziv bir alternative sunmaktadir. Ayrica enjekte edilebilir biyomalzeme
uygulanmasinin agik cerrahinin enfeksiyon risklerini azaltmasi, yontemin avantajlar
arasinda sayilabilir. Herhangi bir siitiirlin olmamasi hastaya hareket Ozgiirliigii
saglayacak ve hastanin 1iyilesme silirecini hizlandiracaktir. Enjekte edilebilir
biyomalzemeler, defekt bolgesini doldurmak i¢in uygun bir viskoziteye sahip olmali ve
defekti entegre etmek icin sertlesme siiresi kontrol edilebilir olmalidir. Ayrica, enjekte
edilebilir biyomalzemeler herhangi bir konak yanitina neden olmamali ve doku

yenilenmesi i¢in mekanik bir destek saglamalidir (Ercan vd. 2018; Kretlow vd. 2007).

Enjekte edilebilir biyomalzemeler minimal invaziv cerrahi prosediirle kompleks
tedavilere olanak tanir. Bu biyomalzemelerin bir diger onemli o6zelligi, diizensiz
defektleri doldurarak dogal doku ile kolayca entegre olabilmeleri ve boylece her hasta
icin 6zel bir yaklasim sunmalaridir (Young ve Christman 2012). Etkili bir tedavi igin,

enjekte edilebilir biyomateryaller mekanik direng, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
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dokuya ozgii etkilesimler gibi bazi 6zelliklere sahip olmalidir. Enjekte edilebilir
biyomalzemeler ve ozellikleri ilgili dokuya bagli olarak degisebilir (Kona vd. 2011,
Naahidi vd. 2017). Temelde ii¢ ana smifa ayirabilir; sentetik polimerler, dogal

polimerler ve hiicresizlestirilmis matrisler.

Dogal saglikli dokuda hiicre disi g¢evre, hiicre tutunmasini, canliligini, gog¢iinii,
cogalmasimi ve farklilasmasini saglayan protein ve proteoglikanlarin kompleks bir
bilesimini igerir. Bu kompleks ¢evrenin yerini alabilecek en iyi yap1 dogal HDM’nin
kendisidir (Badylak vd. 2009). Hiicresizlestirme sonrasi elde edilen HDM sahip oldugu
avantajlardan dolayr doku miihendisligi alaninda siklikla kullanildig1 formlardan biri de
uygulama kolayligindan dolay:1 enjekte edilebilir formudur (Sekil 2.10). HDM yapisi
enzimatik parcalama ile c¢oziilebilir hale getirilerek kullanim alani ve sahip oldugu
avantajlar acgisindan daha fazla segenek sunmaktadir. Cok cesitli doku kaynaklarindan,
hiicresizlestirme sonucu elde edilen HDM vyapilar1 enzim vasitasiyla pargalanarak

enjekte edilebilir forma getirilmistir (Spang ve Christman 2018).

Yapilan bir ¢alismada Seif-Naraghi ve ark. hiicresizlestirilmis domuz perikardinin
enzimatik olarak pargalayarak enjekte edilebilir hale getirmislerdir. Ardindan bu
malzemeyi sican miyokardina enjekte edilerek wvaskiiler hiicrelerin infiltrasyonu
gozlemlenip degerlendirilmistir. Sonuglar, enjeksiyon bolgesinde c-kit hiicre varligini
gostermis ayni zamanda yerlesik progenitorlerin de aktive oldugu kanitlanmistir
(Naahidi vd. 2017). Biyomalzeme destegi ile birlikte hiicresel transplantasyon kalp
onarimini etkileyebilir. Bununla ilgili bir ¢aligma Badylak ve ark. tarafindan yapilmistir.
Hiicresizlestirilmis domuz ince bagirsak submukozasi (SIS), hiicre fonksiyonu ve
baglanmasin1 kolaylastiran glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerce zengindir ve
calismada HDM'nin anjiyogenezi arttirdigt bulunmustur (Badylak vd. 2003). Baska bir
calismada, Zhao ve ark. SIS-HDM'nin MI modeline enjeksiyonunu takiben, kok hiicre
faktorii ekspresyonunda artis, kemik iliginden tiiretilen c-kit pozitif hiicrelerin alimi ve
VEGF ekspresyonunda da bir artis oldugunu rapor etmislerdir. Bu sonuglar
hiicresizlestirilmis biyomateryalin kardiyak yeniden modelleme iizerinde olumlu etkileri

oldugunu gostermektedir (Zhao vd. 2010).
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Sekil 2.10 Hiicresizlestirme siireci

Yapilan bir ¢alismada, arka bacak iskemi modelinde periferik arter hastaliginin (PAD)
tedavisi i¢in enjekte edilebilen hiicresizlestirilmis iskelet kasi HDM bazli hidrojelin
potansiyeli aragtulmistir. Enjeksiyonun ardindan, hasarli bolgeye hiicre infiltrasyonunu
destekleyen gozenekli bir iskele olusmustur. Enjeksiyondan 1 hafta sonra kilcal damar
ve arteriol yogunlugunun arttirdig1 ve pozitif kontrole kiyasla daha fazla sayida MyoD
ve desmin hiicre toplandigi gorilmiistiir. Sonuglar enjekte edilebilir HDM
hidrojellerinin PAD kaynakli iskemi tedavisi i¢in bagimsiz bir tedavi olarak daha da

gelistirilebilecegini gostermektedir (DeQuach vd. 2012).

Baska bir calismada insan kadavra tendonundan tiiretilmis enjekte edilebilir bir hidrojel

gelistirilmistir. Elde edilen tendon HDM iizerine insan adipoz mezenkimal kok hiicreler
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ekilerek sican modelinde jelin in vivo uygulamasi, yeniden modelleme ve konak hiicre
repopiilasyonu i¢in degerlendirilmistir. Enjeksiyondan sonra, HDM nin termo duyarl
davranigi, polimerlesmeyi ve viicut sicakliginda goézenekli bir jel olusturmasini
saglamistir. Kolajen lifleri hasarin ii¢ boyutlu bosluguna uyarak destekleyici bir yap1
olusturmustur. Enjekte edilen HDM yapisinin, hiicre infiltrasyonunu ve yeniden

modellenmeyi kolaylastirdig1 gorilmiistiir (Farnebo vd. 2014).

Dogal dokunun hiicresizlestirme siirecinin ardindan elde edilen HDM yapisi, sahip
oldugu biyolojik avantajlardan dolay1 hiicrelerin tutunup, cogalabilecegi bir ortam
sunmaktadir. Bu yapiy1 elde ederken hiicresizlestirme siirecinin minimum invazif
olmasi elde edilen HDM yapinin igerigini korumast agisindan onemlidir. Dogadan
esinlenilerek iiretilen c¢ogu biyomalzemeler, dogal siiregleri taklit etmeye dayali
oldugundan biyolojik sistemlere daha fazla uyum saglayabilir. Bu baglamda
midyelerden  esinlenilerek iretilen biyoadheziflerin yapisma ve  biyolojik
performanslarini  degerlendiren ¢ok sayisa ¢alisma mevcuttur. Bu calismalarda
cogunlukla sentetik ve dogal polimerler kullanilmistir. Ancak bizim arastirmalarimiz
kadar1 ile adhezif eldesinde HDM temelli bir yaklamis yoktur. Biz de bu tez
calismasinda HDM ve dopamin kullanarak bir biyoadhezif sistem gelistirdik. Bu iki
dogal sistemin bir araya getirilmesi ile gelistirilen biyoadhezifin, doku miihendisligi

alaninda biiytik bir potansiyel gostermesi beklenmektedir.

31



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Deneyde kullanilan sigir tendonlari Ankara Et ve Balik Kurumu Genel Midiirligii
blinyesindeki hayvan kesim tesisinden, veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan saglikli

sigirlardan elde edildi.

Bu tez caligmasi kapsaminda biyoadhezif eldesinde ve karakterizasyonunda kullanilan,

kimyasal maddeler, saflik dereceleri ve markalar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler

SDS (Sodyum dodesil siilfat)

PAA (Perasetik asit)

Etanol >99.8%
HCI (Hidroklorik asit) 37%
TRIS
EDTA
(Etilendiamintetraasetik asit)
NaCl (Sodyum kloriir) Sigma-
Proteinaz K Aldrich
EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride)
NHS

St. Louis, MO, ABD

0,
(n-hydroxysuccinimide) 98%
Dopamin hidrokloriir
Papain
BSA (Bovine serum albumine)
Tripsin Liyofilize
L . Antibiyotik
Penisilin / Streptomisin Antimikotik Biological et Mok fcra]
FBS i Industries © CREG S
(Fetal Bovine Serum)
DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s L-Glutamin Lonza Basel, Isvicre
medium)
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Dondurma ve saklama islemleri icin -80 Heto marka ultra dondurucu kullanildi.
Liyofilizasyon islemi Christ Alfa marka liyofilizatérde gerceklestirildi. Santrifiij
islemleri Hettich Universal 32Rmarka cihaz ile gerceklestirildi. DNA Ol¢iimlerinde,
protein ve GAG igeriginin belirlenmesinde, SpectraMax M5 model (Molecular Devices)

spektrofotometre kullanildi.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda, hiicrelerin ekilip ¢ogaltildigr steril doku kiiltiir kaplari
(Corning, NY, ABD), besiyeri olarak o-MEM (Minimum Essential Medium Alpha)
(Sigma), besiyeri katkis1 olarak L-glutamin, penisilin-streptomisin (P/S) ve fetal sigir
serumu (FBS) (Sigma, St. Louis, MO, ABD), hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ise
tripsin/EDTA c¢ozeltisi (Sigma) kullanildi. Caligmalarin tamami laminer akisli steril
kabinde (Nuaire) yapildi ve hiicre kiiltiirleri 37°C, %5 CO3, %95 nem ortamini saglayan
bir karbondioksitli inkiibatorde (Heracell 240®, Waltham, MA, ABD) gerceklestirildi.

Hiicrelerin mitokondriyel dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan MTT
[3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] kiti ve GAG analizi i¢in
kullanilan Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay kiti Sigma firmasindan temin
edildi ve dl¢iimler UV mikro plaka okuyucu (Biotrak II, Amersham Biosciences, ABD)

cihazinda alindi.

3.2 Yontem

3.2.1 Hiicresizlestirme

Ankara Et ve Balik Kurumu Genel Miidiirliigli biinyesindeki hayvan kesim tesisinden,
veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan saglikli sigirlardan elde edilen tendonlar,
kesimin ardindan 1-2 saat igerisinde, PBS ortaminda muhafaza edilerek laboratuvara
getirildi. Yikanarak kalintilar uzaklastirildi. Hiicre par¢alanmasini kolaylastirmak igin -
80°C’de donduruldu. Hiicresizlestirme baslamadan once oda sicakligina getirilen
tendonlar, hiicresizlestirme etkinligini arttirmak ve siiresini kisaltmak amac ile kiiciik
parcalara ayrildi. Pargalar 6ncelikle 24 saat boyunca hipotonik/hipertonik tuz ¢ozeltileri
ve ardindan PBS ile yikandi ve kalintilar uzaklastirildi. Ardindan 24 saat boyunca %1
SDS ve 6 saat boyunca %0,1 PAA / %4 EtOH ile muamele edildi. Tiim basamaklardan
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sonra dokular saf su ile yikanarak mevcut kalintilar uzaklastirildi. Daha sonraki
analizlerde ve deney basamaklarinda kullanilmak iizere, elde edilen tendon hiicre dis1
matriks (t-HDM) yapis1 once -80°C’de donduruldu ve liyofilize edildi. Liyofilize
ornekler analizlerde kullanilmak iizere toz haline getirilerek +4°C’de muhafaza edildi

(Sekil 3.1).

B |

Sekil 3.1 Tendon hiicresizlestirme siirecinde doku goriinimii

3.2.1.1 DNA i¢eriginin belirlenmesi

Hiicresizlestirme isleminin etkinligini degerlendirmek i¢in t-HDM’nin DNA igerigi
dogal doku ile karsilastirildi. Yaklasik 10 mg dogal liyofilize edilmis doku ve t-HDM,
T:N:E:S (Tris: NaCl: EDTA: SDS) tamponunda proteinaz K ile 55°C’de 3 giin
bekletilerek par¢alanmasi saglandi. Par¢alanma tamamlandiktan sonra 6rneklere 150 pL
6M NaCl ilave edildi ve 30 saniye vortekslendi. 4°C’de 3000 devir/dakika’da 5 dk siire
ile santriflij edildi. Ayr1 bir tlipe alinan siipernatan {izerine 500 pL soguk etanol eklendi
ve yaklasik 20 dakika -20°C’de bekletildi. Tekrar 4°C’de 3000 devir/dakika’da 5 dk
stire ile santrifiij edilerek DNA pellet halinde elde edildi, supernatan uzaklastirildi. 500
uL %70 soguk etanol ilave edilen tiipler son kez 4°C’de 3000 devir/dakika 5 dk siire ile
santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirild1 ve kalan etanolii uzaklastirmak i¢in tiipler oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Tiiplere 100 pL steril su eklenerek DNA igerigi
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Kore karst 260 nm ve 280 nm dalga boyunda
Olgtim alinarak dogal ve deseliilerize 6rneklerdeki DNA miktar1 karsilastirildi (Aljanabi
ve Martinez 1997). Her grup igin iigcer Ornek ile c¢alisildi. Ortalama DNA

konsantrasyonu ve safligi esitlik 3.1’e gore hesaplandi.
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DNA Konsantrasyonu = ODyg x Seyreltme faktorii x 50 ng/pL (3.1)

DNA Saflik = ODogoj280 = ~ 1,8  ideal saflik
<< 1,8 Kkontaminasyon

>>1,8 kontaminasyon

3.2.1.2 Agaroz jel elektroforezi

Hiicresizlestirme isleminin etkinligini degerlendirmek icin ayrica agaroz jel
elektroforezi uygulandi. Ornekler, etidiyum bromiir ilave edilmis %1 agaroz jel
elektroforezinde yaklasik 2 saat yiiriitiildii ve jel goriintiisii alindi. DNA belirteci, t-
HDM ve dogal tendon dokusundaki DNA bantlar1 karsilastirildi.

3.2.2 Hiicresizlestirilmis t-HDM’nin enzimatik parcalanmasi ve enjekte edilebilir
matriksin elde edilmesi ve karakterizasyonu

Enjekte edilebilir matriks elde etmek i¢in t-HDM enzimatik olarak parcalanarak
¢oziilebilir hale getirildi (Rothrauff vd. 2018; Seif-Naraghi vd. 2012; Wolf vd. 2012).
Oncelikle HCI igerisinde pepsin (1 mg pepsin/l mL 0,01N HCI) tamamen ¢oziildii.
Ardindan bu ¢ozelti kii¢iik pargalara ayrilmis t-HDM o6rneklerine eklendi (10:1) ve oda
sicakliginda ~48 saat boyunca siirekli karistirildi. Bu siirenin sonunda enjekte edilebilir

formda t-HDM yapist elde edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 a) t-HDM ve b) enzimatik par¢alanmanin ardindan elde edilen enjekte
edilebilir t-HDM yapist

Ardindan, dopamin konjugasyonu i¢in farkli pH’larda enjekte edilebilir t-HDM
hazirlamak iizere, pepsin ile par¢alanmis bu yapi 3 gruba ayrildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Dopamin konjugasyonu i¢in farkli pH lar ve ortamlarda deney gruplari

pH 2

pH 7

pH 10

O, varliginda

O, varliginda

O, varliginda

N, ortaminda

N, ortaminda

N, ortaminda

3.2.2.1 Enjekte edilebilir t-HDM’nin Lowry yontemi ile protein igeriginin

belirlenmesi

Lowry yonteminin esasi; peptit baglari ile Cu?1n biiire reaksiyonu vermesine dayanir.
Bu yontemde peptit baglar1 alkali ortamda bakir ile renkli kompleks olusturur. Bu
calismada da enzimatik parcalanmanin ardindan yapidaki protein igerigi kolorimetrik
olarak Lowry ydntemi ile tayin edildi. Uger 6rnek olarak hazirlanan standart ¢ozeltilere
ve numuneye (dogal tendon dokusu, t-HDM ve enjekte edilebilir t-HDM) reaktifler

eklendikten sonra oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletildi ve olusan renk
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yogunlugu 750 nm dalga boyunda olgiilerek ortalamasi alindi. 20-120 pug BSA/mL
derisim araliginda hazirlanan standartlarin absorbans ol¢iimii yapilarak kalibrasyon
egrisi ¢izildi ve dogal doku ve numunenin absorbansindan yola cikilarak protein

igerikleri hesaplandi. Her bir standart ve numune i¢in tiger 6rnek ile ¢alisildi.

3.2.2.2 SDS-PAGE

Orneklerin protein icerigi SDS-PAGE yoéntemi ile de degerlendirildi. Enjekte edilebilir
t-HDM, dogal doku ve hiicresizlestirilmis dokunun protein igerigi, protein standardi ve

ticari kollajen ile karsilastirildi.

Cizelge 3.3 SDS-PAGE ‘de kullanilan jel igerikleri

Cozeltiler %12’lik Ayirma Jeli %4’liik Toplayici Jel
dH.O 3,2mL 2,975 mL

Akrilamit (%30) / 4 mL 0,67 mL

Bis-akrilamit (%0,8)

1M Tris-HCI (pH 6,8) 2,6 mL 1,25 mL

%10 SDS 0,1 mL 0,05 mL

%10 Amonyum perstilfat | 0,1 mL 0,05 mL

TEMED 10 uL S5uL

Cizelge 3.2°’de belirtilen oranlara gore hazirlanan ayirma jeli elektroforez tankina
dokiildii, tizerine izopropil alkol eklenerek jelin diizgiin bicimde donmasi saglandi.
Izopropil alkol uzaklastirildiktan sonra toplayict jel, donmus olan ayirici jel iizerine

dokiildii ve drneklerin yiiklenmesine hazir hale getirildi.

Ornekler, lizis tamponu (0,035 M SDS, 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 2 mg bromofenol,
%0,56 gliserol, %0,06 2-merkaptoetanol) (1:2) igerisinde 95°C’deki su banyosunda 10
dakika bekletildi. Ardindan her bir kuyucuga 10uL 6rnek eklendi ve jelde 6nce 80V’da
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30 dk ardindan 200 V’da ve 40 dK siire ile yiiriitme tamponunda (0,19 M glisin, 0,025
M Tris, 3,5 mM SDS) yiiriitiildi. Yiiriitme isleminin ardindan jel, boyama ¢ozeltisi (1,2
g Comassie brilliant blue, 454 mL %50 metanol, 46 mL glasiyel asetik asit ile
hazirlanan boya ¢6zeltisi kullanilmadan once Whatman no 1 kagidindan siiziildii)
icerisinde 1 giin siire ile bekletildi. Boyama ¢ozeltisinden sonra jel, boya uzaklastirma
cozeltisi (%5 metanol, %7,5 glasiyel asetik asit) igerisinde 3 giin bekletilerek boyadan

aridirildi ve jelin goriintiisii ¢ekildi.

Ornekler, lizis tamponu (0,035 M SDS, 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 2 mg bromofenol,
%0,56 gliserol, %0,06 2-merkaptoetanol) (1:1) icerisinde 95°C’deki su banyosunda 5
dakika bekletildi. Su banyosundan ¢ikarilan 6rneklere 6rnek tamponu (0,5M Tris-HCI
(pH 6,8), %10 gliserol, 3,5 mM SDS, 2 mg bromofenol, %0,25 2-merkaptoetanol) (2:1)
eklendi. Her bir kuyucuga 10 ul 6rnek eklendi ve jelde 6nce 80V’da 45 dakika ardindan
200 V’da ve 60 dakika siire ile yiiriitme tamponunda (0,19 M glisin, 0,025 M tris, 3,5
mM SDS) yiiriitiildii. Ardindan jel, boyama ¢ozeltisi (1,2 g Comassie brilliant blue, 454
mL %50 metanol, 46 mL glasiyel asetik asit. Hazirlanan bu boya ¢ozeltisi
kullanilmadan 6nce Whatman no 1 kagidindan siiziildii) icerisinde 1 giin siire ile
bekletildi. Boyama ¢ozeltisinden sonra jel, boya uzaklastirma ¢ozeltisi (%5 metanol,
%7,5 glasiyel asetik asit) igerisinde 3 giin bekletilerek boyadan armndirildi ve jelin

gorlntiisii ¢ekildi.

3.2.2.3 GAG analizi

Glikozaminoglikanlar, uzun anyonik polisakkarit birimlerinden olusmus ve hiicresel
gevreyi olusturan en biiyiilk makromolekiillerdendir. GAG’larin, gesitli siireglerde,
enzim diizenlenmesi, hiicresel tutunma, biiyiime, go¢ ve farklilagma gibi farkl: islevleri

vardir (Yung ve Chan 2007).

t-HDM’nin yapisindaki GAG igeriginin belirlenmesinde, 1,9 dimetil metilen mavisi
boyasinin GAG ile baglanmasi sonucu, absorpsiyon spektrumunda meydana gelen

degisimlerin spektrofotometrik olarak takibi yapildi. Bunun icin Blyscan Sulfated
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Glycosaminoglycan Assay kitinden faydalanildi.

Islem gormemis dogal tendon dokusu liyofilize edildi. Dogal doku, t-HDM ve enjekte
edilebilir t-HDM yapis1 papain ekstraksiyon soliisyonunda 65°C’de gece boyu inkiibe
edildi. Santrifiijin ardindan supernatant toplandi. Orneklerden ve hazirlanan
standartlardan 100 pL alindi ve tizerine boya reaktifi eklenerek 30 dk boyunca
karistirildi. Tekrar santrifiijiin ardindan supernatant uzaklastirildi ve pellet kurutuldu.
Elde edilen pellet iizerine dissociation reaktifi eklenerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra
656 nm dalga boyunda absorbans oOl¢iimii yapildi. Kalibrasyon grafiginden yola
cikilarak orneklerin icerdigi GAG miktar1 belirlendi. Her bir standart ve numune igin

ticer 6rnek ile ¢alisildu.

3.2.3 Dopamin konjugasyonu

Elde edilebilir enjekte edilebilir t-HDM yapisina 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimit hidrokloriir (EDC) ve N-hidroksisiiksinimit (NHS) suda ¢oziilerek damla
damla eklendi ve bir saat boyunca karistirildi. Ardindan dopamin hidrokloriir (0,01 g
dopamin/mL t-HDM) distile su igerisinde ¢oziilerek damla damla ilave edildi ve 24 saat
boyunca karigtirildi (Sekil 3.3). Elde edilen 6rnekler saf suya kars1 2 giin boyunca
diyaliz edildi. Diyaliz sonunda 6rnekler donduruldu ve liyofilize edilerek +4°C’de

muhafaza edildi.
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Sekil 3.3 Farkli pH ve ortamlarda dopamin konjugasyonu ardindan konjugatlarin
goruntisu

3.2.3.1 Dopamin konjugasyonunun belirlenmesi

t-HDM yapisina dopamin konjugasyonu, EDC/NHS kullanilarak ¢apraz baglanma
sayesinde gerceklesir (Sekil 3.4). Tendon dokusunun bilesiminin %85°1 kollajen kalani
ise proteoglikan, glikoproteinler ve glikokonjugatlardan olusur. Kollajen igeriginin
%95’1 tip | kollajendir (Screen vd. 2015). Tip I kollajende sik tekrar eden amino asitler,
glisin, hidroksipirolin, pirolin ve alanindir. Tendon dokusunun hiicresizlestirilmesinin
ardindan pepsin ile enzimatik parcalanmasi esnasinda, peptid baglar1 kirilir ve ortamda
farkli biiyiikliikte polipeptid zincirleri olugsmaya baslar. Bu polipeptit zincirlerinin ug
kisimlarindaki amino ve karboksil gruplari uygun kosullarda reaksiyona girebilir.
EDC/NHS c¢apraz baglayici yardimi ile dopaminin bu sekilde ortamda fazlaca bulunan

farkli uzunluktaki polipeptit zincirlerine eklendigi diisiiniilmektedir.
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Polipeptit zincirleri (t-HDM) Dopamin Dopamin konjugati

Sekil 3.4 t-HDM dopamin konjugatinin sentez semasi

3.2.3.1.1 Fourier Doniisiim Kizilotesi (FT-IR) analizi

Yapidaki fonksiyonel gruplarin titresimlerinden kaynaklanan yapi, bilesim ve
fonksiyonel grup bilgilerinin elde edilmesini saglayan FT-IR matematiksel Fourier
dontisiimii yontemi 15181n infrared yogunluguna karsi dalga sayisini 6lgen bir kimyasal
analitik yontemdir. Enjekte edilebilir t-HDM yapisina eklenen dopaminin
konjugasyonunu degerlendirmek i¢in KBr-FTIR spektrum ol¢timleri Alpha Bruker
Foruier Transform Spectroscopy kullanilarak gergeklestirildi. Jel formundaki
konjugatlar iizerine, 130 °C’ de 4 saat kurutulmus KBr eklendi ve 37°C’de tamamen
kurutuldu. KBr ile karistirilip kurutulmus 6rnekler basing altinda ince bir pellet haline
getirilerek  olcimler alindi.  Spektrum  Slgiimleri  400-4000 cm™  arahiginda

gergeklestirildi.

3.2.3.1.2 H NMR analizi

NMR spektroskopisi, kuvvetli bir manyetik alan igerisine yerlestirilen bir molekiilde
bulunan bazi atom c¢ekirdeklerinin radyo frekansi alanindaki elektromanyetik 1sinlar
absorblamas1 esasina dayanan bir tekniktir. Bilesiklerin yapilarmin aydinlatilmasinda

siklikla kullanilan yontemlerden biridir.

Bu c¢alismada da farkli kosullarda gergeklestirilen dopaminin t-HDM yapisina
konjugasyonu, proton niikleer rezonans spektroskopisi (*H NMR) ile analiz edildi.
Dimetil siilfoksit (DMSO-d6) icerisinde hazirlanan 6rnekler 5 mm'lik bir NMR tiipiine
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aktarildi ve Bruker Avance-300 NMR spektrometresine kaydedildi. Ayrica kontrol
grubu olarak, t-HDM ve dopaminin de *H NMR spektrumlart alindi.

3.2.3.1.3 UV-vis analizi

Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-vis) absorpsiyon spektroskopi, 6rnekten gecen 1sin
demetinin Ornekten gectikten sonraki azalmasmin Olglilmesi esasina dayanir. Isigin
siddetinin azalmasi, absorpsiyonun fazla oldugunu gosterir. UV-vis spektroskopisi ile
atom, iyon ve molekiillerin, orbital ve bantlar1 arasindaki elektron transferini incelemek
miimkiindiir. Bu ¢alisamda UV-vis analizi ile 6rneklerde yer alan dopamindeki —OH
gruplarinin (katekol gruplarina ait) oksidasyonu belirlendi. Tiim gruplara ait liyofilize
orneklerin ve t-HDM’nin %1’lik (g/mL) ¢ozeltileri distile su ile hazirlandi ve 200-700

nm araliginda dl¢timler gerceklestirildi.

3.2.3.1.4 Arnow yontemi

Katekol grubunun igerigi 3,4-dihidroksifenilalaninin kantitatif tayini i¢in bir
kalorimetrik  yontem olan Arnow metodu ile belirlendi. Yontem, 3,4-
dihidroksifenilalanin asit ¢ozeltisinin bir nitrit-molibdat reaktifi ile sar1 renkli bir bilesik
verecek sekilde reaksiyona girmesi ve alkali ilavesiyle bu rengin kirmiziya doniismesi
esasina  dayanmaktadir. Bu c¢alismada standart olarak dopaminin  farkl
konsantrasyonlart (0.5, 1, 2, 5 ve 10 mg/mL) hazirlandi. Standartlar, kontrol olarak
pepsin ile parcalanmis enjekte edilebilir t-HDM ve ornekler (asidik, nétral ve bazik
ortamda ve O; varliginda/N, ortaminda dopamin konjugasyonu yapilan 6rnekler)
tizerine nitrit-molibdat reaktifi (%10 (w/v) sodyum nitrit ve %10 sodyum molibdat
(w/v) hidroklorik asit (0.5 M) icinde hazirlanir) ilave edildi. Ornekler 5 dakika oda
sicakliginda vorteks ile karigtirildi. Ardindan tim 6rneklere 1 M NaOH ilave edildi ve

520 nm'de absorbans 6l¢timleri alindi.
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3.2.4 Adezif ozelligin degerlendirilmesi

3.2.4.1 Mekanik test

Elde edilen konjugatlarin adezif 6zellikleri, Shimadzu AGS-X test cihazi kullanilarak
kesme gerilimi testleri ile belirlendi. Mekanik test i¢in kullanilan sigan derisi ornekleri
2016-12-133 sayih A.U. HADYEK karar1 kapsaminda atik durumundaki &lii
sicanlardan elde edilmistir. Sigan derisi 2cm ye 6¢cm boyutlarinda seritler halinde kesildi
(Sekil 3.5). Kesilen seritlerden birinin nemli yiizeyine elde edilen farkli konjugatlar
eklendi ve diger serit iizerine kapatilarak agirlik altinda bir siire bekletildi ve ¢ekme testi
uyguland1 (Sekil 3.6). Testler, 5.0 mm/dakika gerilme hizinda gergeklestirildi. Yapisma
testleri, yapisma mukavemetinin, uygulanan maksimum kuvvet ve maksimum yiike

karsilik gelen {ist {iste binme alanina bolerek hesaplandi.

AR
L8

Sekil 3.5 Mekanik i¢in hazirlanan sigan derisi 6rnekleri
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Sekil 3.6 a) Adhezif uygulanan sigan deri 6rnegi ve b) mekanik test islemi

3.2.5 Biyoadhezifin fiziksel karakterizasyonu

3.2.5.1 Sisme kapasitesi analizi

Farkli kosullarda hazirlanan dopamin konjuge t-HDM o&rneklerinin su tutma
kapasitelerini belirlemek amaciyla kuru kiitlesi (mj) bilinen 6rnekler, fosfat tamponu
(pH 7.4) igerisinde 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Belirli zaman noktalarinda
(30 dk., 1, 2, 3, 6, 12 ve 24 saat) alinan 6rneklerden suyun fazlasi uzaklastirildiktan
sonra kiitle 6l¢iimii yapildi (m2). Meydana gelen kiitle degisimi esitlik 3.2’ye gore
hesaplandi.

Sisme kapasitesi (%) = [(m2-my1)/m;]x100 (3.2)

m; : Baslangigtaki kuru kiitle

m; : Belirli zaman noktalarindaki 1slak kiitle
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3.2.5.2 Kiitle kaybi analizi

Analize baslamadan oOnce konjugatlarin kuru Kkiitleleri Olgiilerek kaydedildi (my).
Ardindan ornekler, 5 ml hacminde fosfat tamponu (pH 7.4) igeren petrilere alinarak,
37°C’de inkiibe edildi. Belirli zaman noktalarinda tampon ¢ozeltisi degistirildi. Farkli
zaman noktalarinda (3., 7., 14., 21. ve 28. giin) tampon igerisindeki ornekler alinarak
tampon uzaklastirildi ve ornekler 37°C’de kurutularak, kuru kiitleleri tartildi (ms).
Deneyin baslangicinda kuru kiitlesi bilinen ve belirlenen zaman noktalarinda yine kuru

kiitleleri alinan 6rneklerin kiitle kayb1 miktarlar1 Egitlik 3.3’e gore hesaplandi.

Kiitle kayb1 (%) = [(mp-ms)/m;]x100 (3.3)

my, : Baslangigtaki kuru kiitle

ms : Belirli zaman noktalarindaki kuru kiitle

3.2.6 In vitro karakterizasyon calismalar:

3.2.6.1 Kan uyumlulugu analizi

Kan uyumlulugu, malzeme ve kan arasinda dogrudan temas hakkinda bir ipucu veren
biyouyumlulugun 6nemli bilesenlerinden biridir. Elde edilen 6rneklerin kan uyumluluk

dereceleri ISO 10993-4 hemoliz test prosediirii ile degerlendirildi.

Liyofilize konjugatlarin %10 luk ¢ozeltileri saf su iginde hazirlandi. Teste baglamadan
once, ornekler UV 151k kaynagi altinda 1 saat boyunca tutularak steril edildi. Ardindan
orneklerin tizerine 2 mL 1/20 oraninda PBS ile seyreltilmis kan 6rnekleri eklendi.
Pozitif kontrol (PK) i¢in igerisinde herhangi bir 6rnek bulunmayan PBS ile seyreltilmis
kan 6rnegi kullanilirken, negatif kontrol (NK) i¢in ayni oranda saf su ile seyreltilen kan
ornegi kullanildi. Tiim gruplar iiger tekrarli olarak ¢alisildi. Ornekler 37°C’de 1 saat
calkalanarak inkiibe edildikten sonra 10 dk 1500 rpm’de santrifij edildi.
Siipernatanttan, 200 pL alinarak 96 kuyulu plakalara aktarildi ve 545 nm dalga boyunda
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Ol¢iimler alindi. Yiizde hemoliz degerleri asagidaki Esitlik 3.4’e gore hesaplandi. Test

icin her gruptan iicer 6rnek ile ¢alisildi.

%Hemoliz = [(Ornek Abs. -PK Abs.)]/(NK Abs. - PK Abs.)x100 (3.4)

3.2.6.2 Sitotoksisite analizi

Elde edilen orneklerin sitotoksisiteleri 1SO 10993-5:2009 standardina gore indirekt
sitotoksisite testi yapilarak incelendi. Ornekler test dncesi 1 saat UV 1s1k kaynag1 altinda
bekletilerek steril edildi. Sitotoksisitelerinin belirlenmesi amaciyla, 24 kuyucuklu petri
kaplarina yerlestirilen 6rnekler lizerine 2 mL besiyeri (%90 DMEM, %10 FBS %1 L-
Glutamin %0,2 Penisilin/Streptomisin) eklenerek, inkiibatdorde (Heracell 240®,
Waltham, MA, ABD) (37°C ve %5 CO,) 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra 24
kuyucuklu petri kaplarina dermal fibroblast hiicresi (5,0x10* hiicre/kuyucuk) ekildi ve
inkiibatorde (37°C ve %5 CO;) 24 saat kiiltire edildi. Hiicrelerin faz kontrast
mikroskobu goriintiisii alindi. Kiiltiire edilen hiicrelerin besiyeri, orneklere eklenip
inkiibe edilen besiyeri ile degistirildi. Bu sirada tiim gruplarin ekstraksiyon besi
yerlerinin pH degerlerine bakildi. Hiicreler bu besiyerleriyle 24 saat inkiibe edildi ve bu
stirenin sonunda steril PBS ile her bir kuyucuk yikandi. Bu asamada hiicrelerin yeniden
faz kontrast mikroskobu goriintiisii alindi. Hiicre canliligini kantitatif olarak belirlemek
i¢cin mitokondriyel dehidrojenaz aktiviteleri 6lgiildii. Bu amacla 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi yapild1 (Sekil 3.7). Hiicrelerin 24 saat
inkiibasyonundan sonra kuyucuklara 270 pL DMEM ve 30 uL MTT reaktifi eklenerek 4
saat inkiibe edildi. Hiicrelerin olusturdugu formazan kristallerini agiga ¢ikarmak ve
hiicre zarlarii pargalamak amaciyla kuyucuklara toplamda 300 pL. MTT c¢ozeltisi
(izopropanol/HCI ¢ozeltisi) eklendi. Yarim saat boyunca karanlik ortamda tutulan
hiicrelerin absorbanslar1 570 nm’de mikroplaka okuyucuda okunmustur. Pozitif kontrol
icin fenol ¢ozeltisi ile inkiibe edilen dermal fibroblast hiicreleri kullanilirken, negatif
kontrol i¢in hi¢bir 6rnekle muamele edilmeyen ve sadece besiyeri eklenen dermal
fibroblast hiicreleri kullanild1. Esitlik 3.5 kullanilarak % hiicre canlilig1 hesaplandi. Tim
gruplar {iger tekrarl olarak c¢aligildi.
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%Hiicre canliligi = (Ornek Abs.)/(NK Abs.)x100 (3.5)

T \ M|tochondnal Reductase \
N*
© Be®

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E, Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
MTT) (Formazan)

Sekil 3.7 MTT nin formazana yiikseltgenmesi
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4. BULGULAR

4.1 Hiicresizlestirmenin degerlendirilmesi

4.1.1 DNA igerigi

Calismanin ilk asamasinda hiicresizlestirme isleminin etkinligi degerlendirildi. Dogal
tendon dokusu ve hiicresizlestirilmis tendon dokusundan elde edilen DNA igerikleri
karsilastirildi. Esitlik 4.1.°¢ gore hesaplanan DNA igerikleri su sekildedir; dogal doku;
38,03 (£3,50) ng DNA/uL ve hiicresizlestirilmis doku 8,15 (+2,81) ng DNA/ul 6rnek
olarak bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Dogal doku ve hiicresizlestirilmis tendon dokusuna ait DNA igerikleri (*
p<0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001, n=3)
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Sekil 4.1 incelendiginde gore DNA igeriginde %80’e varan bir azalma oldugu

sOylenebilir.

Cizelge 4.1°de dogal ve hiicresizlestirilmis tendon dokularina ait, 260 ve 280 nm dalga

boylarindaki optik yogunluklarin ortalamasi goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Dogal ve hiicresizlestirilmis tendon dokularina ait 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki optik yogunluklariin ortalamasi

260 OD (ortalama) | 280 OD (ortalama) | OD2g0/280

Dogal doku 0,076 0,041 1,83587

Hiicresizlestirilmis doku 0,016 0,009 1,80439

Yine esitlik 4.1.’e gore dogal ve hiicresizlestirilmis dokularin 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbanslarinin oranina bakilarak DNA saflik oraninin ideale ¢cok yakin

oldugu ve islem sirasinda kontaminasyon olmadigi sdylenebilir (Cizelge 4.1).

4.1.2 Agaroz jel elektroforezi

Hiicresizlestirme isleminin ardindan DNA kalintilarimi belirlemek i¢in agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. Kargilagtirma yapabilmek i¢cin DNA standardi, kontrol olarak
dogal tendon dokusu ve t-HDM ornekleri jelde yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel elektroforez
gorlntiilerine gore dogal tendon dokusunda DNA bandi goriintiilenirken t-HDM
orneginin oldugu kuyuda herhangi bir DNA bandina rastlanmamistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Agaroz jel elektroforez goriintiisii (I: DNA belirteci, II: Dogal tendon dokusu,
I11: t-HDM)

Bu sonuglar bize hiicresizlestirme isleminin basari ile tamamlandigini géstermektedir.

4.2 t-HDM’nin analizi

4.2.1 Lowry yontemi

Enzimatik parcalanmanin ardindan yapinin protein icerigini degerlendirmek i¢cin Lowry
testi gerceklestirildi. Dogal doku ve hiicresizlestirilmis dokunun protein igerigi
enzimatik olarak parcalanan t-HDM yapisinin protein icerigi ile karsilagtirildi.
Hiicresizlestirme ve enzimatik muameleden sonra yapinin protein igerigi belirlendi.

Buna gore elde edilen sonuglar asagidaki ¢izelgede verilmistir.
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Cizelge 4.2 Lowry testine gore drneklerin protein igerigi

ug protein/mg doku

Dogal doku 23,868 (+1,153)

Hiicresizlestirilmis doku 18,344 (+0,920)

Enjekte edilebilir t-HDM (enzimatik) 16,103 (+0,267)

Elde edilen sonuglara bakildiginda dogal doku hiicresizlestirme isleminin ardindan
protein igeriginin yaklasik %25’ini kaybetmistir. Bu kaybin biyiik bir kisminin hiicresel
icerigin uzaklastirilmasindan kaynakli oldugu sdylenebilir. Hiicresiz doku ve enzimatik
par¢alanmanin ardindan elde edilen enjekte edilebilir t-HDM yapisinin protein igerikleri
karsilagtirildiginda, yapmnin protein igeriginin yaklasitk %90’ 11 korudugu
goriilmektedir. Bu sonug bize hiicresizlestirme ardindan HDM proteinlerinin ¢ok biiyiik

bir kisminin korunarak halen yapida oldugunu gostermektedir.
4.2.2 SDS-PAGE
SDS-PAGE, proteinlerin denatiire edilerek ve yiiklenerek, elektriksel alanda hareket

etmesi esasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem ile protein saflik kontrolii, molekiil

kiitlesi ve konsantrasyon ¢esitliligi de tayin edilebilir (Laemmli 1970).

SDS-PAGE ile, dogal tendon dokusu, t-HDM ve enzim ile pargalanan matriks yapinin
protein igerigi, protein standardi ve ticari kollajen ile karsilastirildi. Orneklere ve

protein standardina ait bantlar Sekil 4.3’te goriilmektedir.
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Sekil 4.3 Ornekler ve belirtece ait SDS-PAGE jel goriintiisii (I: protein belirteci, I1:
ticari kollajen, Ill: dogal tendon dokusu IV: enjekte edilebilir t-HDM, V: t-
HDM)

Enjekte edilebilir t-HDM’nin yiiklendigi kuyucukta, protein standardi ve kolajenin
yiklendigi kuyucuklardaki kollajene denk gelen bant gozlenmistir. Bu da
hiicresizlestirme ve enzimatik par¢alanmanin ardindan yapinin halen kollajen igerigini

korudugunu gostermektedir.

4.2.3 GAG analizi

Hiicresel ¢evreyi olusturan en biiyiikk makromolekiillerden olan GAG’larin, cesitli
siiregclerde, enzim diizenlenmesi, hiicresel tutunma, biiylime, go¢ ve farklilasma gibi
farkli iglevleri vardir (Yung ve Chan 2007). Bu nedenle hiicresizlestirme islemini
sonunda yapidaki GAG miktarinin biiyiik oranda korunmasi oldukg¢a dnemlidir. Blyscan
Sulfated Glycosaminoglycan Assay kiti kullanilarak tespit edilen dogal tendon dokusu,
t-HDM ve enjekte edilebilir t-HDM yapisina ait GAG igerikleri Cizelge 4.3’te

verilmistir.
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Cizelge 4.3 Orneklerin GAG igerigi

mg GAG/mg doku
Dogal doku 4,3691 (+0,0088)
Hiicresizlestirilmis doku 3,9893 (+0,0061)
Enjekte edilebilir t-HDM (enzimatik) 3,9096 (+0,0046)

GAG analiz sonuglarina bakildiginda, dogal doku ile kiyaslandiginda, enjekte edilebilir
t-HDM yapisinin GAG igerigini yaklasik %90 oraninda korumus oldugu goriilmektedir.

4.3 Dopamin konjugasyonunun belirlenmesi

4.3.1 Fourier Doniisiim Kizilotesi (FT-IR) analizi

Farkli pH ve kosullarda t-HDM yapisina dopamin konjugasyonu FTIR analizi ile
degerlendirilmistir. Dopamin konjugasyonunun ardindan, t-HDM yapisinda dopamine
0zgl piklerin varligi gorilmuistiir.

Dopamine ait FTIR spektrumunda, 3340 cm™ civarinda amin N-H gerilme titresimleri,
3270 cm™ civarinda fenol grubuna ait O-H gerilme titresimleri, 3050 cm™ civarinda
aromatik halkaya ait C-H gerilme titresimi, 2916 cm™de alkil grubuna ait C-H gerilme
titresimi, 1632, 1550 ve 1453 cm™de aromatik halkaya ait gerilme titresimleri, 1230-
1250 cm™de fenol grubuna ait C-O gerilme titresimlerine ait spesifik pikler
goriilmektedir (Thakur vd. 2018).

Asidik ortamda dopamin konjugasyonu gerceklestirilen grubun FTIR spektrumuna
bakildiginda, 6zellikle N, ortaminda gerceklestirilen konjugasyonda dopamine spesifik
pikler daha belirgin sekilde goriilmektedir (Sekil 4.4). 3272 cm™de fenol grubuna ait
O-H gerilme titresimi, 3067 cm™de aromatik halkaya ait C-H gerilme titresimi, 2925
cm™’de alkil grubuna ait C-H gerilme titregimi, 1651, 1547 ve 1451 cm™’de aromatik
halkaya ait gerilme titresimleri, 1230 cm ™ de fenol grubuna ait C-O gerilme titresimine
ait pikler gorilmiistiir. FTIR spektrumlari karsilastirildiginda, asidik kosullarda O,

varliginda elde edilen konjugatta da dopamine ait pikler goriilmiistiir ancak N;
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ortaminda sentezlenen konjugasyona ait piklerin daha belirgin ve spesifik olmasi, bu

kosullardaki konjugat sentezinin daha basarili oldugunu gostermektedir.

Notral ortamda dopamin konjugasyonu gerceklestirilen grubun FTIR spektrumuna
bakildiginda, bu kez o6zellikle O, varliginda gergeklestirilen konjugasyonda dopamine
ait spesifik pikler goriilmektedir (Sekil 4.5). 3058 cm™’de aromatik halkaya ait C-H
gerilme titresimi, 2926 cm ™ de alkil grubuna ait C-H gerilme titresimi, 1649, 1526 ve
1449 cm™ de aromatik halkaya ait gerilme titresimleri, 1238 cm ™ de fenol grubuna ait
C-O gerilme titresimine ait pikler goriilmiistiir. Notral grubun FTIR spektrumlari
karsilastirildiginda, notral kosullarda N, ortaminda elde edilen konjugatta da dopamine
ait pikler goriilmiistiir ancak O, ortaminda sentezlenen konjugata ait piklerin daha
belirgin ve spesifik olmasi, notral kosullardaki konjugat sentezinin O, ortaminda daha

basarili oldugunu gostermektedir.

Bazik ortamda dopamin konjugasyonu gerceklestirilen grubun FTIR spektrumuna
bakildiginda her iki grupta da (O, varliginda ve N, ortaminda) gerceklestirilen
konjugasyonda dopamine spesifik pikler goriilmektedir (Sekil 4.6). 3052-3054 cm™’de
aromatik halkaya ait C-H gerilme titresimi, 2928-2935 cm™de alkil grubuna ait C-H
gerilme titresimi, 1651-1652, 1526-1524 ve 1449-1450 cm ™ de aromatik halkaya ait
gerilme titresimleri, 1239-1238 cm™de fenol grubuna ait C-O gerilme titresimine ait
pikler goriilmiistiir. Bazik kosullarda hem O; varliginda hem de N; ortaminda dopamin

konjugasyonunun basaril1 bir sekilde gerceklestigi sdylenebilir.
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Sekil 4.4 Asidik kosullarda t-HDM, dopamin ve farkli ortamlardaki t-HDM/Dopamin
konjugatlarina ait FTIR spektrumlar1
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Sekil 4.5 Notral kosullarda t-HDM, dopamin ve farkli ortamlardaki t-HDM/Dopamin
konjugatlarina ait FTIR spektrumlari
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Sekil 4.6 Bazik kosullarda t-HDM, dopamin ve farkli ortamlardaki t-HDM/Dopamin
konjugatlarina ait FTIR spektrumlar1
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4.3.2 HNMR analizi

Dopamin konjugasyonunun etkinligini degerlendirmek i¢cin HNMR analizi
gerceklestirildi. Farkli kosullarda hazirlanan konjugatlarin  HNMR  spektrumlari

incelendi.

Asidik gruba bakildiginda t-HDM spektrumu ile, her iki ortamda hazirlanan konjugat
spektrumlar1 arasinda belirgin bir fark goériilmemistir (Sekil 4.7). Notral gruba ait
spektruma bakildiginda, t-HDM yapisi ile kiyaslandiginda konjugatlarin spektrumunda
farkliliklar gortilmustir (Sekil 4.8). Her iki ortamda sentezlenen konjugatlarda,
dopamine spesifik olan 6.5-6.8 ppm’de fenil grubu protonlarina ait pikler, 3.1 ppm’de
dopamindeki fenil grubuna yakin metilen grubu protonlarina ait pikler gézlenmistir.
Bazik kosullarda hazirlanan konjugatlara bakildiginda ise yine dopamine spesifik 6.5-
6.8 ppm’de fenil grubu protonlarina ait pikler ve 2.9 ppm’de dopamindeki fenil grubuna
yakin metilen grubu protonlarina ait pikler gozlenmistir (Sekil 4.9). Bu sonuglara
bakarak asidik kosullara gore, nétral ve bazik kosullarda sentezlenen konjugatlarda
dopamine spesifik piklerin goriilmesi, dopaminin yapiya basarili bir sekilde katildig
gostermektedir (Mehdizadeh vd. 2012; Mishra vd. 2016; Sadaba vd. 2018). Dopamin
HNMR spektrumunda 8 ppm civarinda goriilen pikin konjugatlarda goriilmemesi, Sekil
3.4’de onerilen mekanizmaya gore dopamindeki amin grubunun, polipeptit

zincirlerindeki karboksil grubu ile tepkime vererek yapiya katildigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.7 Asidik gruba ait HNMR spektrumu, t-HDM (1), t-HDM+Dopamin (O,
varliginda) (II), t-HDM+Dopamin (N, ortaminda) (I1I), dopamin (IV)
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Sekil 4.8 Notral gruba ait HNMR spektrumu, t-HDM (1), t-HDM+Dopamin (O,
varliginda) (II), t-HDM+Dopamin (N, ortaminda) (I1I), dopamin (IV)
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Sekil 4.9 Bazik gruba ait HNMR spektrumu, t-HDM (1), t-HDM+Dopamin (O,
varliginda) (II), t-HDM+Dopamin (N, ortaminda) (III), dopamin (IV)

4.3.3 UV-vis analizi

Farkli pH’lar ve farkli kosullarda gergeklestirilen dopamin kojnugasyonunun ardindan

UV-vis analizleri yapildi. Asidik, nétral ve bazik kosullarda, oksijen varliginda ve azot
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ortaminda dopaminin yapiya konjugasyonu ve katekol gruplarmmin oksidasyonu

degerlendirildi.

Dopamin konjugatlarma ait UV-vis grafigine bakildiginda 280 nm araliginda
maksimum absorbansin gozlenmesi, dopaminin (katekol gruplarinin) yapiya konjuge
oldugunu gostermektedir. Ayrica 395nm’deki pik de katekol gruplarinin oksidasyonu
hakkinda bilgi vermektedir (Fan vd. 2016; Mehdizadeh vd. 2012).

Asidik ortamda hazirlanan konjugatin UV-vis grafigine (Sekil 4.10) bakildiginda t-
HDM yapisina O, varliginda ve N, ortaminda dopamin ilavesinin ardindan her iki
grupta da t-HDM ile karsilagtirildiginda pik siddetinde artigin oldugu goriilmiistiir. Bu
da dopaminin yapiya her iki kosulda da katilabildigini géstermektedir. 395nm’de pik

gbzlenmemesi yapidaki katekol gruplarinin okside olmadigini géstermektedir.

Notral kosullarda hazirlanan konjugata ait UV-vis grafigine (Sekil 4.11) bakildiginda O,
varliginda ve N; ortaminda dopamin konjuge gruplarda t-HDM yapis1 ile
kiyaslandiginda pik siddetinin arttig1 goriilmiistiir. Bu da yapiya dopaminin katildiginm
gosterir. Pik siddetlerindeki artisa baktigimizda O, varliginda ve N, ortamindaki
konjugatlar arasinda ¢ok fark goriilmemektedir. Yine 395 nm’de pik gozlenmemesi

noétral kosullarda katekol gruplarinin okside olmadigini géstermektedir.

Bazik kosullarda hazirlanan konjugata ait UV-vis grafigine (Sekil 4.12) bakildiginda O,
varliginda ve N; ortammda dopamin konjuge gruplarda t-HDM yapist ile
kiyaslandiginda goriilen pik siddetinin artisi, dopaminin yapiya katildigim
gostermektedir. Bazik ortamda O; varliginda sentezlenen dopamin konjugatinda diger
gruba gore pik siddetinin arttig1r goriilmiistiir. Yine bu grupta 395nm’de goriilen pik ve
absorbans artis1 bazik ortamda ve O, varliginda sentezlenen konjugatta katekol

gruplarinin okside oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10 Asidik oramda 6rneklerin UV-vis spektrumu
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Sekil 4.11 Notral ortamda 6rneklerin UV-vis spektrumu
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4.3.4 Arnow yontemi ile katekol gruplarinin belirlenmesi

600 700

Sekil 4.12 Bazik ortamda 6rneklerin UV-vis spektrumu

Arnow yontemine gore Orneklerin Katekol grubunun igerikleri kalorimetrik olarak

belirlenmistir. Farkli pH ve ortam kosullarina gére dopamin konjugasyonun ardindan

tiim gruplara ait veriler Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Arnow metoduna gore 6rneklerin katekol grup igerikleri

mg katekol/mL Asidik Notral Bazik
O, varlhiginda 0,0277 (+0,0045) 3,9236 (+0,6541) 2,0285 (+0,0574)
N, ortaminda 0,0999 (+0,0269) 4,5833 (+0,3634) 3,9167 (+£0,6394)

Cizelge 4.5’¢ bakildiginda katekol grubu igeriginin notral ve bazik grupta, asidik gruba

gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir. Asidik, nétral ve bazik gruplarin hepsinde N;

ortamindaki konjugatlarda katekol miktarinin daha yiiksek oldugu goriilmistiir. O

varliginda gerceklestirilen dopamin kojugasyonunda katekol gruplarmin bir kisminin

oksidasyona ugradigi soylenebilir. Asidik ortamdaki dopamin konjugatinda katekol
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grup igeriginin ¢ok diisiik olmasi, bu ortamin sentez i¢in ¢ok uygun olmadigin

gostermektedir.

4.4 Adhezif ozelligin degerlendirilmesi

4.4.1 Mekanik test

Elde edilen konjugatlarin mekanik dayanimlari ¢ekme testi ile belirlendi. Toplam
kuvvet ve birim alana uygulanan kuvvet degerleri Sekil 4.13 ve 4.14°de verilmistir. En
yilksek mekanik dayanimin bazik kosullarda sentezlenen konjugatta oldugu
goriilmektedir. En diisiik mekanik dayanimi ise asidik kosullarda sentezlenen

konjugatlar gostermistir.
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Sekil 4.13 Mekanik testte uygulanan maksimum kuvvet grafigi (* p<0,05, *** p<0,001,

**** n<0,0001, n=3)
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Sekil 4.14 Mekanik testte birim alana uygulanan maksimum kuvvet grafigi (* p<0,05,
*** n<0,001, **** p<0,0001, n=3)

Al : Asidik t-HDM
A2 : Asidik t-HDM + Dopamin (O, varliginda)
A3 : Asidik t-HDM + Dopamin (N ortaminda)
N1 : Nétral t-HDM
N2 : Noétral t-HDM + Dopamin (O, varliginda)
N3 : Notral t-HDM + Dopamin (N, ortaminda)
Bl : Bazik t-HDM

67



B2 : Bazik t-HDM + Dopamin (O, varliginda)
B3 : Bazik t-HDM + Dopamin (N, ortaminda)

4.5 Biyoadhezifin fiziksel karakterizasyonu

4.5.1 Sisme kapasitesi analizi

Orneklerin sisme kapasitelerine bakildiginda, tiim gruplarda dopamin konjugasyonunun
ardindan sisme kapasitelerinin arttigi goriilmistiir. Dopaminin yapiya katilmasi ve
capraz baglanma, yapinin sisme kapasitesini arttirmistir. Asidik gruba bakildiginda her
iki ortamda sentezlenen konjugatin da neredeyse ayni oranda sisme kapasitesine sahip
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15). Notral (Sekil 4.16) ve bazik (Sekil 4.17) grupta ise
N, ortaminda sentezlenen konjugatin daha diisiik, O, ortaminda sentezlenen konjugatin

daha yiiksek bir sisme kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.15 Asidik kosullarda hazirlanan 6rneklerin % sisme degerleri
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Sekil 4.16 Notral kosullarda hazirlanan 6rneklerin % sisme degerleri

5000

4500

4000

3500

3000

2500
2000

1500

1000 —eo—t-HDM
—0—t-HDM + Dopamin (O2 varliginda)
500 t-HDM + Dopamin (N2 ortaminda)

0 5 10 15 20
Zaman (saat)

Sekil 4.17 Bazik kosullarda hazirlanan 6rneklerin % sisme degerleri
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4.5.2 Kiitle kaybi analizi

Orneklerin yiizde kiitle kaybia bakildiginda, tiim gruplarda dopamin konjugasyonunun
ardindan kiitle kaybiin nispeten azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil
4.20). Dopaminin yapiya katilmasi ve capraz baglanma, yapmin kiitle kaybinda
azalmayla sonuclanmistir. En az kiitle kayb1 notral ve bazik kosullarda O, varliginda
sentezlenen dopamin konjugatlarinda goériilmiistiir. Bununla birlikte asidik, nétral veya
bazik kosullarda N, ortaminda veya O, varliginda sentezlenen konjugatlarin kiitle

kaybinda ¢ok belirgin bir fark goriilmemistir.
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Sekil 4.18 Asidik kosullarda hazirlanan 6rneklerin % kiitle kayb1 degerleri
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Sekil 4.19 Notral kosullarda hazirlanan 6rneklerin % kiitle kayb1 degerleri
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Sekil 4.20 Bazik kosullarda hazirlanan 6rneklerin % kiitle kayb1 degerleri
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4.6 Biyoadhezifin in vitro karakterizasyonu

4.6.1 Kan uyumlulugu analizi

Orneklerin kan uyumlulugu 1SO-10933-4 testi ile belirlenmistir. Farkli kosullarda
sentezlenen konjugatlar PBS ile seyreltilmis kanla etkilestirilmistir ve bir dizi islemden
sonra spektrofotometrik 6l¢iim almmistir. Orneklerin % hemoliz degerleri Esitlik 3.4’¢
gore hesaplanmistir. ISO 10933-4 standardina gore %2,5’dan diisiik hemoliz degeri
orneklerin hemolitik akivite gdstermedigini, %2,5-5 araligindaki degerler 6rnegin hafif
hemolitik etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Hemoliz degerinin sinir degeri olan
%>5’tir ve 0rnegin hemoliz degerinin %5’ten yiiksek olmasi ciddi bir hemolitik aktivite
olarak degerlendirilmektedir. Elde edilen sonuglara gore asidik kosularda O, varliginda
sentezlenen konjugatin hemoliz degeri %6 ve noétral kosullarda O, varliginda
sentezlenen konjugatin hemoliz degeri %5 ¢ikmigtir. Diger tiim gruplarin hemoliz
degerlerinin %5’in altinda olmasi, bu kosullarda sentezlenen konjugatlarin hemolitik

aktivite gostermedigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.6 Sentezlenen konjugatlarin %hemoliz degerleri

Gruplar % Hemoliz
t-HDM 1,119 (+0,06)
Asidik t-HDM + Dopamin (O, varliginda) 6,100 (+0,02)
t-HDM + Dopamin (N, ortaminda) 4,353 (+0,04)
t-HDM 1,774 (+0,04)
Notral t-HDM + Dopamin (O, varliginda) 5,145 (+0,07)
t-HDM + Dopamin (N, ortaminda) 4,544 (+0,02)
t-HDM 1,815 (+0,02)
Bazik t-HDM + Dopamin (O, varliginda) 4,107 (+0,04)
t-HDM + Dopamin (N, ortaminda) 2,456 (+0,02)
Negatif Kontrol 0,000 (+0,02)
Pozitif Kontrol 99,999 (+0,03)
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4.6.2 Sitotoksisite analizi

Orneklerin  sitotoksik ozellikleri canlilik testi ile degerlendirilmistir. Oncelikle
Sitotoksisite testi Oncesinde ve sonrasinda hiicrelerin faz kontrast mikroskobu

goriintiileri karsilastirildiginda aralarinda higbir fark olmadigi gézlenmistir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21 a) Standart besiyerinde kiiltiire edilen hiicrelerin, b) Ekstraksiyon besiyerinde
kiiltiire edilen hiicrelerin ve C€) Fenol ile muamele edilen hiicrelerin faz
kontrast mikroskobu goriintiisii

Her bir konjugat besiyeri icerisinde 24 saat inkiibe edildikten sonra, elde edilen
ekstraksiyon besiyerinin pH’sina bakilmistir. Tiim gruplarin pH’sinin neredeyse ayni ve
7 civarinda oldugu gorilmistiir (Sekil 4.22). Tim gruplarin, hiicrelerin biiyiiyiip

¢ogalmasi i¢in uygun bir pH ortami olan nétral ortami sagladigi sdylenebilir.
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Sekil 4.22 Ekstrakiyon sonrasinda a) asidik, b) bazik, ¢) nétral ve d) standart besiyerine
ait pH degerleri

Farkl1 kosullarda sentezlenen konjugatlarin MTT testi sonucu elde edilen absorbanslari
Esitlik 3.3 kullanilarak hiicre canlilik oranlari hesaplanmistir (Sekil 4.23). 1SO
standartlarina gore %60’1n altindaki hiicre canlilik oranlar i¢in, malzeme toksik 6zellik
tasimaktdir. Pozitif kontrol grubunda hiicre canliligt %2 olarak bulunmustur. Asidik
konjugatlarda canlilik oran1 %60-66, notral konjugatlarda %67-73, bazik konjugatlarda
ise %66-83 araligindadir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak asidik, notral ve bazik kosullarda
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hazirlanan tiim konjugatlarin sitotoksik olmadigi sonucuna varilmistir (Humpolic¢ek vd.

2018).

% Hiicre canlilig1

Sekil 4.23 Farkli

100 -
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80 -
70 .

60 -

50
40
30
20
10

NK Al A2 A3 Bl B2 B3 N1 N2 N3

kosullarda
etkilesiminin ardindan elde edilen hiicre canlilik oranlari

Al : Asidik t-HDM

A2 : Asidik t-HDM + Dopamin (O, varliginda)
A3 : Asidik t-HDM + Dopamin (N ortaminda)
N1 : Noétral t-HDM

N2 : Noétral t-HDM + Dopamin (O, varliginda)
N3 : Notral t-HDM + Dopamin (N ortaminda)
Bl : Bazik t-HDM

B2 : Bazik t-HDM + Dopamin (O, varliginda)

B3 : Bazik t-HDM + Dopamin (N, ortaminda)

hazirlanan konjugat ekstraktlarinin hiicreler

NK : Negatif kontrol
PK : Pozitif kontrol
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda hayvansal kaynakli tendon dokusu hiicresizlestirilerek HDM yapisi
elde edilmistir. t-HDM yapis1 enzimatik olarak pargalanip enjekte edilebilir forma
doniistiriildiikten sonra farkli  pH ve kosullarda dopamin konjugasyonu
gerceklestirilmistir. Ardindan konjugatlarin karakterizasyon galismalart yapilmis ve
adezif oOzelligi degerlendirilmistir. Son olarak dopamin konjuge t-HDM yapisinin

biyouyumluluk ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Calismada dopaminin konjuge edilecegi yapi, dogal doku olarak belirlenmistir. Dogal
doku kaynagi olarak, adezif eldesinde literatiirde daha 6nce kullanilmamis olan sigir
tendonu  segilmistir.  Oncelikle tendon dokusunun hiicresizlestirme islemi
gerceklestirilmistir. Hiicresizlestirme isleminin siiresini  kisaltmak ve etkinligini
arttirmak amaci ile tendon dokusu oncelikle kiigiik parcalara ayrilmis, dondurup-¢dzme
islemi uygulanarak hiicresel par¢alanma hizlandirilmistir. Burk ve arkadaslar1 yaptiklar
bir ¢alismada dondurma-¢dzme dongiisiiniin, sadece deterjan bazli yontemlere kiyasla,
hiicresizlestirme isleminin etkinligini belirgin sekilde arttirdigini gostermislerdir (Burk
vd. 2013). Tendon dokusu deterjan ile muamele etmeden dnce hipotonik/hipertonik tuz
cozeltileri ile yikanarak kalintilar uzaklastirilmigtir. Biyolojik deterjan olarak, tendon
dahil bir¢ok dokunun hiicresizlestirme islemlerinde siklikla kullanilan ve etkin bir ajan
olan SDS tercih edilmistir (Tischer vd. 2009; Xu vd. 2017; Youngstrom vd. 2013). SDS
ile muamelenin ardindan doku PBS ve saf su ile yikanarak PAA ile etkilestirilmistir.
PAA, niikleik asitleri kalintilarini, HDM bilesimi ve yapisii minimum diizeyde
degistirerek uzaklastiran, sGAG igeriginin biiylikk oranda korunmasii saglayan ve
yaygin olarak kullanilan bir dezenfeksiyon maddesidir (Crapo vd. 2011; Hodde vd.
2007). Tim kimyasal uygulamalarin ardindan doku saf su ile yikanarak tiim kalintilar
uzaklastirilmigtir. Genel olarak doku hiicresizlestirme siiregleri, hiicresel igerigin
uzaklastirilmasinin ardindan, hiicresizligin kontrolii, DNA igerigi, histolojik boyamalar
ve SEM analizi gibi yontemlerle dogrulanmaktadir. Xu ve arkadaslart domuz tendon
dokusunu ¢esitli oranlarda deterjan kullanarak hiicresizlestirdikten sonra DNA
igeriginin yaklasik %75 oraninda uzaklastirmiglardir (Xu vd. 2017). Bir baska

calismada Whitlock ve arkadaslar1 tavuk fleksor tendonunu hiicresizlestirmislerdir.
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Yapilan analizlerde DNA igeriginin yaklasik %70 oraninda azaldigi gorilmistiir
(Whitlock vd. 2007). Bu tez ¢alismast kapsaminda sigir tendon dokusu
hiicresizlestirilmis, ardindan DNA miktar1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Dogal doku ile karsilastirildiginda, hiicresizlestirmenin ardindan DNA igeriginin %80
oraninda azaldigi gozlenmistir. Ayrica 260 nm ve 280 nm dalga boyunda yapilan
spektrofotometrik olg¢tim oranlarimin ~1,8 civarinda bulunmasi, DNA ekstraksiyonu
asamasinin basarili bir sekilde gergeklestigini ve islem sirasinda bir kontaminasyon

olmadigini gostermektedir.

DNA igeriginin uzaklastirildigini gdstermek igin ayrica agaroz jel elektroforezi
kullanilmistir. Gilbert ve arkadaslari yaptiklari bir calismada domuz ince bagirsak, idrar
kesesi ve karacigeri dokularinmi hiicresizlestirmis, DNA igerigini histolojik boyalar ve
spektrofotometrik  yontemlerin  yaninda agaroz jel elektroforezi ile de
degerlendirmislerdir (Gilbert vd. 2009). Baska bir ¢alismada Momtahan ve arkadaslar
domuz kalbini hiicresizlestirdikten sonra DNA igerigini, spektrofotometrik olarak
belirlemis ve agaroz jel elektroforezi ile de degerlendirmislerdir (Momtahan vd. 2015).
Bu tez calismasinda da hiicresizlestirmenin ardindan DNA kalintilarin1 degerlendirmek
i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmis ve t-HDM’nin bulundugu kuyucukta higbir banda
rastlanmamistir. Sonuglar spektrofotometrik caligmanin sonuglar1 ile uyumludur ve

tendon dokusunun basarili bir sekilde hiicresizlestirildigini gostermektedir.

t-HDM eldesinin ve hiicresizlestirme isleminin dogrulanmasinin ardindan, pepsin ile
pargalanarak c¢oziilmiis ve enjekte edilebilir bir forma doniistiiriilmiistiir. Enjekte
edilebilir malzemeler, uygulama kolayligi, hedef dokuya minimum invazif bir sekilde
iletilmesi ve diizensiz defektlerde kullanilabilmesi gibi birgok avantaja sahiptir. Bu
alanda 6zellikle HDM gibi yapisinda, protein, bliylime faktorleri ve GAG gibi hiicresel
aktiviteleri destekleyecek dogal molekiilleri barindiran bir yapinin enjekte edilebilir
formda kullanimi1 ¢ok daha avantajli olacaktir. Neredeyse tiim doku ve organlarin pepsin
ile pargcalanmasi, doku miihendisligi alaninda siklikla kullanilan bir yontemdir (Saldin
vd. 2017). Singelyn ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada domuz miyokardiyal
dokusunu hiicresizlestirdikten sonra pepsin ile parcalamis ve elde ettikleri enjekte

edilebilir formu sican miyokardina enjekte etmislerdir. Elde edilen bu yapinin in vitro
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ve in situ ortamda nanofibr6z jel olusturma kabiliyetini, vaskiiler hiicrelerin in vitro ve
in vivo ortamda miyokard matriksine gog ettigini gostermisler (Singelyn vd. 2009). Bir
baska calismada perifer arter hastalig1 tedavisi i¢in enjekte edilebilir domuz kaynakli bir
iskelet kast HDM hidrojeli gelistirilmis ve sican iskemi modellerinde test edilmistir.
Enjekte edilen yapinin, endotelyal hiicre infiltrasyonunu, arteriyogenezi, kas hiicresi
proliferasyonunu ve kas progenitdr hiicre infiltrasyonunu onemli Olglide arttirdigi
goriilmiistiir (DeQuach vd. 2012). Bu alanda tendon ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Maxwell ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada tendon HDM hidrojeli,
siganlara deri altina ve kas i¢ine enjekte ettiklerinde in vivo makrofaj ve fibroblast
gociinii gézlemlemislerdir. Elde edilne malzeme, sigan asil tendonu tam-kalinlik hasar
modelinde test edilmis ve enjeksiyondan 4 hafta sonra kontrol grubuna gore iyilesmeyi
olumlu yonde etkiledigini goéstermislerdir. Tez calismast kapsaminda, sahip oldugu
kullanim avantajlarini géz oniinde bulundurarak, elde edilen t-HDM yapis1 bu yonteme

bagvurarak enzimatik olarak pargalanmis ve enjekte edilebilir bir forma getirilmistir.

Pepsin ile HDM’nin parcalanmasi, yapisal olarak bazi1 degisimlere sebep olmaktadir,
ancak uygun yoOntemlerle hiicresizlestirme ve enzimatik pargalanmanin ardindan,
yapisal ve fonksiyonel bircok molekiil korunabilir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda t-HDM
yapisinin  enzimatik  parcalanmasmin ardindan biyokimyasal karakterizasyon
caligmalarin1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda oncelikle Lowry metodu ile yapidaki
toplam protein miktar1 belirlendi. Islem gérmemis dogal tendon dokusu ile
karsilagtirildiginda yapinin protein igeriginin %75’ini korudugu goriilmiistiir. Ardindan
literatlirde de siklikla kullanilan SDS-PAGE yontemi ile degerlendirmeler yapilmistir.
Pouliot ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, akciger HDM ve pepsin ile pargalanmis
akciger HDM jelinin protein profili SDS-PAGE ile karsilastirilmis ve enzimatik islemin
ardindan yapidaki proteinlerin varligi gosterilmistir (Pouliot vd. 2016). Bu ¢alismada
enzimatik olarak pargalanan t-HDM yapisindaki proteinlerin varligini gézlemlemek igin
SDS-PAGE analizi yapilmistir. Enjekte edilebilir t-HDM’nin verdigi bant ile dogal
dokunun verdigi bant, kollajenin bulundugunu kuyucuktaki banda denk diigmektedir.
Boylece enzimatik par¢lanmanin ardindan yapida halen bulunan protein ve kollajen

varligi kanitlanmistir.
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HDM yapisinin enzimatik par¢alanmasinin ardindan, yapinin biyokimyasal bilesiminde
olmasi beklenen molekiillerden biri de, hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde etkin
rolii olan GAG molekiilleridir. Rothrauff ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢calismada, sigir
tendonlarini hiicresizlestirmis ve islemin ardindan yapinin GAG igerigini %60 oraninda
korudugunu goézlemlemislerdir (Rothrauff vd. 2018). Youngstrom ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligmada at tendon dokusunun hiicresizlestirilip enzimatik pargalanmasinin
ardindan GAG igerigini %55 oraninda korudugu goriilmiistiir (Youngstrom vd. 2013).
Tez c¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen GAG igerik analizinde, dogal doku ile
karsilastirildiginda, elde edilen enjekte edilebilir t-HDM yapisinin GAG igerigini %89
oraninda korudugu goriilmiistiir. GAG igeriginin ¢ok biiyiilk oranda korunmasi, uygun
bir hiicresizlestirme yontemi kullanildigini ve enzimatik parcalanma sonrasinda da

dokunun biyokimyasal igerigine ¢ok fazla zarar verilmedigini gostermektedir.

Bu tez calismasinda, elde edilen enjekte edilebilir t-HDM, gelistirilecek biyoadhezif
icin, fonksiyonel gruplarin konjuge olacagi yapi olarak segildi. Midyeden esinlenilerek
tiretilen adeziflerde dogal ve sentetik bir ¢ok polimer kullanilmaktadir. Bu alanda
yaplan bir calismada, Lee ve arkadaslari lineer ve dalli PEG’i DOPA ile modifiye
ederek capraz baglanma ve hidrojel davraniglarini incelemiglerdir (Lee vd. 2002). Bir
baska ¢alismada Murphy ve arkadaglari, yumusak dokularda kullanim amaci ile, DOPA
ile fonksiyonellendirilmis PEG ve polikaprolakton (PCL) ile kaplanmis cerrahi aglari
sentezlemisler (Murphy vd. 2010). Mehdizadeh ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢aligmada,
sitrik asit, PEG ve dopamine kullanarak, enjekte edilebilir sitrat temelli bir biyoadhezif
gelistirmislerdir (Mehdizadeh vd. 2012). Sentetik polimerlerin yani sira dogal
polimerler ve kompozitleri de midye temelli adeziflerin sentezinde siklikla
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢calismada Lee ve arkadaslart hiyaliironik asit ve Pluronic
F127 kullanarak bir kompozit gelistirmislerdir. Kompozitin yapisina dopamin konjuge
edilerek, sicakliga duyarli ve enjekte edilebilir bir adezif gelistirmislerdir (Lee vd.
2010). Fan ve arkadaslar jelatin iizerine dopamine konjuge etmisler ve farkli oksitleyici
ajanlar varliginda yapinin adezif 6zelliklerini degerlendirmislerdir (Fan vd. 2016). Bir
baska ¢alismada Xu ve arkadaslar kitosani katekol grubu ile fonksiyonlandirarak elde
edilen yapmnin Ozelliklerini degerlendirmisler. Bu tez c¢alismasi kapsaminda

gelistirilmesi amaglanan biyoadhezif igin, fonksiyonel grup olan katekol grubu kaynagi
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olarak literatiirde de siklikla kullanilan dopamine seg¢ilmistir. Dopaminin konjuge
edilecegi yapt olarak, doku mihendisligindeki avantajlart g6z Oniinde
bulunduruldugunda, literatiirde daha once calisilmamis olan hiicresizlestirilmis tendon

dokusu belirlenmistir.

Dopaminin, elde edilen enjekte edilebilir t-HDM yapisina konjugasyonunda farkli pH
kosullar1 ve ortamlarin konjugasyona ve adheziflige etkisi incelenmistir. Bu amagla
oncelikle t-HDM yapis1 pepsin ile pargalandiktan sonra asidik (pH 2), nétral (pH 7) ve
bazik (pH 10) olmak fiizere 3 grup belirlenmistir. pH ayarlamasindan sonra her grup
kendi i¢inde tekrar ikiye ayrilmistir. EDC/NHS ve dopamin ilaveleri bir grupta O;
varliginda gerceklestirilirken diger grupta N, ortaminda gergeklestirilmistir. Dopamin
konjuge yapilarin adezif 6zellikleri dopaminin oksidasyonu ile yakindan ilgilidir. pH ve
oksidatif kosullar da dopaminin oksidasyonunu belirleyen baslica faktorlerdir. Tez
caligmasinda konjuge gruplar olusturulurken bu sartlar goz oniinde bulundurulmustur
(Cizelge 3.2). Dopaminin t-HDM yapisina konjugasyonunda pH’nin ve Oy varliginin,

oksidasyona, dolayisiyla adheziflige olan etkisini gormek amaglanmistir.

Farkli kosullarda gergeklestirilen dopamin konjugasyonun ardindan yapidaki dopamin
varlig1 ¢esitli analizlerle gosterilmistir. Bu konuda siklikla uygulanan analizlerden biri
olan FTIR analizi yapilmistir. Mehdizadeh ve arkadaslar1 farkli oranlarda dopamine
kullanarak sitrat temelli bir adezif sentezlemis ve dopaminin varligim1 FTIR analizi ile
incelemislerdir (Mehdizadeh vd. 2012). Bir baska c¢alismada Lih ve arkadaslari
hyaliironik asit ile farkli oranlarda dopamine etkilestirmislerdir. Elde ettikleri
yapilardaki dopamine varligin1 FTIR ile gostermislerdir (Lih vd. 2016). Biz de bu tez
caligmasinda t-HDM, dopamin ve dopamin konjuge t-HDM yapilarnin FTIR
spektrumlarin1 kiyaslayarak yapidaki dopamin varligini degerlendirdik. Tiim deney
gruplarinin FTIR spektrumlari, kontrol ile kiyaslandiginda yapiya dopaminin girmis
oldugunu gostermektedir. Konjugatlarin sentezlendigi pH kosullar1 kiyaslandiginda
asidik ve bazik grupta, N, ortaminda sentezlenen konjugatta, notral grupta ise O,

varliginda sentezlenen konjugatta dopamin varlig1 ¢ok net bir bigimde goriilmektedir.
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Farkli kosullarda sentezlenen konjugatlardaki dopamin varligt HNMR analizi ile de
degerlendirilmistir. Bu yontem de literatiirde siklikla basvurulan yontemler arasindadir.
Yapilan bir ¢alismada jelatin-dopamin konjugatina ait HNMR spektrumunda, 2.75
ppm’de dopamindeki fenil grubuna yakin metilen grubu protonlarina ait pik gézlenmis
ve dopaminin yapidaki varligi dogrulanmistir (Fan vd. 2016). Yapilan bir bagka
calismada yapiya dopamine katildiktan sonra elde edilen konjugatin HNMR
spektrumunda 6.4-6.7 ppm’de fenil grubu protonlarina ait pikler, 2.55-2.90 ppm’de
dopamindeki fenil grubuna yakin metilen grubu protonlarina ait pikler gozlenmis ve
dopaminin varligi gosterilmistir (Mehdizadeh vd. 2012). Bu tez ¢alismasinda diger
yontemlerin yaninda HNMR analizi ile dopaminin t-HDM yapisina katildigi
dogrulanmistir. Asidik kosullarda t-HDM spektrumu ile konjugat spektrumlar1 arasinda
belirgin bir farka rastlanmamistir. Bu sonug, asidik ortamin t-HDM yapisina
konjugasyonu i¢in ¢ok elverigli olmadigini diisindiirmektedir. Notral ve bazik
kosullarda sentezlenen konjugatlara ait spektrumlar incelendiginde, dopamine spesifik
piklerin varligina rastlanmistir. 6.5-6.7 ppm araliginda fenil grubu protonlara ait
pikler, 2.9 ppm civarinda fenil grubu yakinindaki metilen grubu protonlarina ait pikler
goriilmistiir. 8 ppm civarindaki amino grubu pikinin konjugatlarda olmamasi,
dopaminin amino iizerinden t-HDM yapisina baglandigini diisiindiirmektedir. Bu

sonuglara bakarak dopaminin yapiya basarili bir sekilde katildig1 sdylenebilir.

Dopamin konjugasyonunun ardindan yapidaki katekol gruplarinin korunmasi adezif
Ozellik tizerindeki etkisi biiyiiktiir. Bu nedenle konjugasyonun ardindan oksidasyona
ugramamis hidroksil gruplarint belirlemek i¢in UV-vis analizi gergeklestirilmistir.
Yapilan bir¢ok calismada kullanilan polimer i{izerine dopamin konjuge edildikten sonra
UV-vis analizi yapilarak hidroksil gruplarinin durumu degerlendirilmistir. Dopamin
konjugasyonundan sonra 280 nm civarindaki maksimum pik ve bu pik siddetindeki artig
dopaminin yapiya girdigini gosterir. 395 nm’de pik gdzlenmesi ise dopamin yapisindaki
katekol gruplarmin oksidasyona ugradigini gosterir (Fan vd. 2016; Mehdizadeh vd.
2012). Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan UV-vis analizinde, hazirlanan 6rneklerin 280
nm’de gosterdikleri maksimum pik ve kontrol grubuna gore bu pik siddetinin fazla
olmasi tiim gruplarda dopamin konjugasyonunun oldugunu goéstermektedir. Asidik

kosullara bakildiginda, N, ortaminda sentezlenen konjugatta O, ortamina gore hafif bir
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pik siddeti artigt goriilmiistiir. 395 nm’de pik goriilmemesi yapiya katilan katekol
gruplariin okside olmadigini gostermektedir. Notral kosullara bakildiginda her iki
ortamda da sentezlenen konjugatlarda, pik siddeti artiglar1 arasinda bir fark olmadigi
gorilmistiir ve yine bu kosullarda 395 nm’de pik goriilmemesi yapiya katilan katekol
gruplarinin  okside olmadigim1 gostermektedir. Bazik gruba bakildiginda ise N
ortaminda sentezlenen konjugatta 395 nm civarinda bir pik genislemesi goriilmezken,
O, varliginda sentezlenen konjugatta 395 nm civarinda belirgin bir pik genislemesi
gorilmektedir. Bunun sebebi, alkali ortam veya oksidan varliginda dopamindeki katekol
grubu oksitlenerek kinonlara doniismesidir. Dolayisiyla bazik sartlarda ve oksijen
varhiginda sentezlenen konjugattaki katekol gruplarinin oksidasyona ugradigi

sOylenebilir.

Konjugatlardaki dopamin varliginin kanitlanmasinin ardindan, adhezyon i¢in 6nemli
olan katekol gruplarinin miktari Arnow yontemi ile spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Asidik, nétral ve bazik kosullarda sentezlenen konjugatlarin hepsinde N
ortaminda gerceklesen sentezde katekol iceriginin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Sentezlenen konjugatlar incelendiginde en diisiik katekol igeriginin asidik grupta
oldugu, en yiiksek katekol iceriginin ise notral kosullarda sentezlenen konjugatta oldugu
gorilmektedir. Bazik gruba bakildiginda O, varligindaki katekol igeriginin N ortamina
gore neredeyse yar1 yartya distiigii goriilmiistiir. Bu da bize konjugatin bazik kosullarda
ve O, varliginda sentezlendiginde oksidasyona ugradigim1 gostermektedir. Bu veriler
UV-vis sonuclart ile uyum gostermektedir. Katekol icerigine baktigimizda bu {i¢
ortamdan nétral ve bazik kosullarin, asidik kosullara gére daha yiiksek miktarda katekol
grubu igermektedir. Adezif eldesi siirecinde katekol gruplari aktif rol oynadigindan
notral ve bazik ortamda sentezlenen konjugatlarin asidik ortamdakine gére daha uygun

oldugu sodylenebilir.

Gelistirilen adheziflerin mekanik dayanimlari, uygulama alan1 belirlemek ve
karakterizasyon calismalart i¢in Onemlidir. Farkli malzemeler kullanilarak iiretilen
adheziflerin mekanik dayanim testleri yapilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada jelatin
kullanilarak dopamin temelli bir adhezif gelistirilmistir. Domuz derisi kullanilarak

adhezifin dayanimi olgiilmiis ve en yiiksek deger olarak 194 kPa bulunmustur. Bu
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degerin, ticari olarak satilan fibrin yapistiricidan daha {istiin oldugu belirtilmistir (Fan
vd. 2016). Biz de bu tez calismasinda farkli kosullarda sentezlenen konjugatlarin
mekanik dayanimlarimi  birbirleri ile karsilagtirdik. Sigan derisi kullanilarak
gergeklestirilen mekanik testlerde Kontrol olarak t-HDM yapisi segildi. Tiim gruplarda
kontrole gore yapiya dopamin ilavesinden sonra mekanik dayanimda artis gézlendi. En
diisiik mekanik dayanimi gosteren grubun asidik kosullarda sentezlenen konjugatlar
oldugu goriildi. Asidik kosullarda sentezlenen konjugatlarin ¢ekme testi sonuglart 25
kPa civarinda bulunmustur. Bunun sebebi adhezifligi saglayan katekol grubunun asidik
kosullardaki konjugatlarda ¢ok az miktarda bulunmasi olabilir. N6tral grubun mekanik
dayaniminin asidik grubun iki katindan daha fazla oldugu gorilmiistiir. Notral
kosullarda sentezlenen konjugatlarin ¢cekme testi sonuglar1 43-73 kPa araligindadir. En
yiksek mekanik dayanimi bazik grup gostermistir. Bazik ortamda o6zellikle O;
varliginda sentezlenen konjugatin mekanik dayanimi tim gruplardan daha yiiksektir.
Bazik kosullarda sentezlenen konjugatlarin ¢ekme testi sonuglart 109-201 kPa
araligindadir. Tiim degerler ticari olarak kullanilan yapistiricilarin dayanimlarina yakin
araliktadir. Bazik kosullarda sentezlenen konjugatlarin ¢ekme testi sonuglarinin en
yiiksek ¢ikmasinin sebebi bazik ortamda ve oksijen varliginda, yapiya konjuge olan
katekol gruplarmin oksidasyona ugramasidir. Adezifligi saglayan bu grubun okside
olarak reaktif tiirler olan kinon ve semikinona doniismesi, bu gruplarinda kuvvetli
etkilesimlerde bulunarak kohezif ve adezif kuvvetlere katki sagladigi disiiniilmektedir.
Okside olan katekol gruplar1 dokuda bulunan fonksiyonel gruplar ve niikleofil gruplarla
etkileserek adhezyonu saglar. Bu kosullar1 saglayan en uygun konjugatin bazik

kosullarda ve O, varliginda sentezlenen oldugu goriilmiistiir.

Sisme kapasitesi hidrojeller i¢in 6nemli parametrelerden biridir. Hidrojellerin sisme
kapasiteleri, ag yogunlugu, kullanilan ¢6ziicii, polimer ¢oziicii etkilesimleri gibi birgok
faktore baglidir (Ottenbrite vd. 2010). Sisme kapasitesi adezifler igin de Onemli
parametrelerden biridir. Yapilan bir caligmada farkli polimer ve dopamin oranlari
kullanilarak gelistirilen adezifin sisme kapasitesi degerlendirilmis ve en yiliksek sigsme
orani %3400 olarak bulunmustur (Mehdizadeh vd. 2012). Baska bir ¢alismada Guo ve
arkadaglan ¢ift ¢apraz bagl bir adhezif sistem gelistirmislerdir. Gelistirilen adezifin
sisme orant %3000 olarak bulunmustur (Guo vd. 2017). Bu tez ¢alismasi kapsaminda
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farkli kosullarda elde ettigimiz konjugatlarin sisme oranlarini1 degerlendirdik. Oncelikle
tiim gruplarin, yapiya dopaminin katilmasindan sonra sisme kapasitesinin biiylik oranda
artt1g1 gorilmiistiir. Yapiya dopamin katilmadan 6nce t-HDM yapisinin sisme kapasitesi
tiim gruplarda yaklasik %2000 civarinda bulunmustur. Capraz baglanma ve dopaminin
yaptya konjuge olmasi, yapinin sisme kapasitesini neredeyse 2 kat arttirak %4500
civarina c¢ikarmistir. Asidik kosullarda sentezlenen konjugatlara bakildiginda her iki
konjugatin sisme kapasitesi arasinda belirgin bir fark olmadig1 goriilmektedir. Notral
kosullarda N, ortaminda sentezlenen konjugatin sisme kapasitesi %2600, O, varliginda
sentezlenen konjugatin sisme kapasitesi ise %3600 olarak bulunmustur. Bazik
kosullarda N, ortaminda sentezlenen konjugatin sisme kapasitesine bakildiginda
%3700, O, varliginda sentezlenen konjugatin sisme kapasitesine bakildiginda %4500
oldugu goriilmiistiir. Notral ve bazik ortamdaki konjugatlarda O, varliginda sentezlenen
konjugatin sisme kapasitesinin N, ortaminda sentezlenen konjugata gore biraz daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi, O, varliginda dopaminin oksidasyona
ugramasi ve bunun sonucu ¢apraz baglanmalar ve polimerizasyonun gerceklesmesidir.
Asidik grupta her iki konjugat arasinda belirgin bir fark olmamasi, asidik kosullarda
yapida ¢ok az miktarda dopamin olmasi veya/ve oksitlenmenin de ¢ok az oranda
gerceklesmesi sonucu ¢apraz baglanma ve polimerizasyonunda diisilk oranda olmasi
seklinde yorumlanabilir. Asidik ve bazik ortamda sisme degerlerinin nétral ortama goére
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin dopamin etkisinin diginda, yapinin
temel yapitasi olan kollajenden kaynakli oldugu disiiniilmektedir. Kollajen iyonize
oldugunda, molekiiler zincir tizerindeki elektrik yiikiiniin itici kuvveti sisme derecesinin
artmasina neden olur. Boylece asit ve bazik ortamda kollajenin sisme derecesi artar

(Zhang vd. 2000).

Gelistirilen adeziflerde kiitle kaybi, adezifin bozunma 6zelliklerini degerlendirmek igin
bakilan ozelliklerden biridir. Yapilan bir ¢alismada Sitrat temelli gelistirilen adezifde
farklt oranlarda dopaminin yapinin bozunma o6zelliklerine etkisini incelemislerdir.
Yapida dopamin miktarinin artmasi ile ¢apraz baglanmanin arttigi ve bunlarla ters
orantili olarak kiitle kaybinin azaldigi gézlenmistir (Mehdizadeh vd. 2012). Yapilan
baska bir ¢alismada yap1 iki kez capraz baglanarak 6zellikleri incelenmis ve bozunma

derecesinin ¢apraz baglanma ile ters orantili oldugu gorilmiistiir (Guo vd. 2017). Tez
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caligmas1 kapsaminda gelistirdigimiz biyoadheziflerin kiitle kaybi1 degerleri 28 giin
boyunca incelenmistir. Asidik, notral ve bazik kosullarda hazirlanan konjugatlarin kiitle
kayb1 degerleri arasinda ¢ok belirgin bir fark goriilmemistir. Ancak tiim gruplarda t-
HDM vyapisina dopamin konjugasyonunun ardindan yapinin kiitle kaybinda azalma
gozlenmistir. Dopaminin yapiya girmesi ve ¢apraz baglanmalar kiitle kayb1 oranini t-

HDM yapisina kiyasla azaltmistir.

Malzemelerin kan uyumlulugu in vivo calismalar ve uygulama alanlari belirleme
acisindan 6nem tagimaktadir. Gelistirilen adezifler igin de kan uyumlulugu ¢alismalari
gerceklestirilmektedir (Fan vd. 2016; Lih vd. 2016). Tez ¢alismasi kapsaminda farkli
kosullarda sentezlenen konjugatlarin hemoliz degerleri belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore yalnizca asidik ve notral kosularda O; varliginda sentezlenen
konjugatlarin hemoliz degeri %5 ve lizerinde ¢ikmistir. Diger tiim gruplarin hemoliz
degerlerinin %5’in altinda olmasi, bu kosullarda sentezlenen konjugatlarin hemolitik

aktivite gostermedigini ortaya koymaktadir.

Tez caligmasinda biyouyumluluk c¢aligmalart kapsaminda gelistirilen biyoadhezifin
toksik 6zellikleri hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Literatiirde gelistirilen adeziflerin
hiicre canliligina olan etkisi incelenmektedir. Yapilan bir ¢alismada adezif farkli
konsantrasyonlarda hazirlanarak besiyeri ile etkilestirilmistir. Ardindan ekstrakte
besiyeri hiicrelerle etkilestirilmis ve hiicre canliliklar1 MTT testi ile degerlendirilmistir.
Hiicre canlilik oranlar1 %66-78 arasinda bulunmustur (Mehdizadeh vd. 2012). Bir baska
caligmada gelistirilen adezifin ekstraksiyon besiyeri seyreltilerek farkli oranlarda ve iki
fakli hiicre tipi (kondrosit ve dermal fibroblast) ile etkilestirilmis ve farkli zaman
noktalarindaki hiicre canliliklari degerlendirilmistir. Kontrol olarak ticari ve aldehit
bazli bir adhezif kullanilmistir (BioGlue). Aldehit temelli adezifrin uygulandigi
hiicrelerin canliliginin olumsuz yonde etkilendigi, dopamin temelli gelistirilen adezifin
ise her iki hiicre tipinde de hiicre canliliginin zaman igerisinde arttig1 ve toksik etkisinin
olmadig1 gozlenmistir (Fan vd. 2016). Bu tez c¢alismasi kapsaminda farkli kosullarda
sentezlenen konjugatlardan elde edilen ekstrakt besiyeri dermal fibroblast hiicreleri ile
etkilestirilerek, hiicre canliligt MTT testi ile degerlendirilmistir. Tiim deney gruplarina

bakildiginda hiicre canliliginin %60-83 arasinda oldugu goriilmektedir. Bu degerlere
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bakilarak asidik, notral ve bazik kosullarda hem O, varliginda hem de N; ortaminda
sentezlenen biyoadheziflerin toksik olmadigi sdylenebilir.

Ozetle bu tez calismasinda hayvansal kaynakli tendon dokusu hiicresizlestirilerek HDM
yapist elde edilmis ardindan enzimatik olarak parcalanmis ve enjekte edilebilir forma
doniistiiriilmiistiir. Elde edilen bu yapiya capraz baglayici kullanilarak dopamin yapisi
konjuge edilmistir. Dopamin konjugasyonu analizlerde dogrulandiktan sonda elde
edilen bu yapinin, farkli pH’lar ve ve adezif ozellikleri incelenmistir. Tiim bu veriler
1s1¢inda tendon dokusu basarili bir sekilde hiicresizlestirildigi ortaya konmustur. Bu
stirecte tendon dokusundaki protein ve GAG yapilari biiylik oranda korumustur. Protein
ve GAG igeriginin korunmasi hiicresel aktivite acgisindan Oonem tasimaktadir. Elde
edilen yapiya dopamin konjuge edilmistir. Gruplar1 kendi igerisinde kiyaslayacak
olursak, karakterizasyon ¢alismalari ve mekanik test sonuglar1 gbéz Oniinde
bulunduruldugunda asidik kosullarda sentezlenen konjugatlarin, diger konjugatlara gore
dezavantajli oldugu goriilmiistiir (Cizelge 5.1). Asidik gruba ait konjugatlarin HNMR
analizinde dopamine spesifik pik goriilmemesi, Arnow yontemi ile belirlenen ve
adhezyonda rol oynayan katekol igeriginin diger gruplara gore ¢ok diisiik olmast ve
mekanik test ile belirlenen mekanik dayanimimin diger gruplardan ¢ok daha diisiik
olmasi asidik ortamin konjugasyon icin ¢ok uygun olmadigini diisiindiirmektedir. Nétral
gruba baktigimizda FTIR ve HNMR analizleri ile dopaminin yapiya basarili bir sekilde
katildig1 goriilmiistiir. Ayrica Arnow yontemi ile tayin edilen en yiiksek katekol icerigi
notral kosullardaki konjugatlara aittir. Sitotoksisite testi ile de toksik 0Ozellikleri
olmadig1 goriilmiistiir. Mekanik dayanimi ise asidik gruba gore daha yiiksektir. Notral
kosullarin dopamin konjugasyonu i¢in daha uygun oldugu sodylenebilir. Bazik gruba
baktigimizda ise yine FTIR ve HNMR analizlerinde dopaminin yapiya katildig
rahatlikla sdylenebilir. Arnow yontemi ile de yapidaki katekol iceriginin nétral gruba
yakin oldugu goriilmektedir. UV-vis analizlerinde goriilen pik genislemesi O
varhiginda sentezlenen konjugatta katekol grubunun kismen oksidasyona ugradigini
gostermektedir. Bu oksidasyon ise adhezif o6zellik i¢in 6nemli bir parametredir. Bu
durum mekanik test sonuclara yansiyarak en yiiksek dayanimin bu grupta oldugunu

ortaya koymustur. Katekol gruplarinin  kismi oksidasyonu adezif ozelligi
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giiclendirmistir. Ayrica bu gruptaki konjugatlarin hemolitik etkisinin olmamasi ve

toksik 6zellik tagimamasi da in vivo galismalar i¢in umut vadedicidir.

Cizelge 5.1 Tiim konjugatlara ait verilerin karsilagtirilmasi

FTIR | HNMR | UV-vis | Arnow | Mekanik | Kan Sitotoksisite
test uyumlulugu

Asidik t-HDM +

Dopamin - - + - - - +
(O, varliginda)

Asidik t-HDM +

Dopamin + - + - - + +
(N, ortaminda)

Notral t-HDM +

Dopamin + + + + + - +

(O, varhginda)

Notral t-HDM +
Dopamin - + + + + + +
(N, ortaminda)

Bazik t-HDM +
Dopamin + + + + +++ + +
(O, varhginda)
Bazik t-HDM +
Dopamin + + + + ++ + +

(N, ortaminda)

Tez kapsaminda yaptiZimiz ¢aligmada biyoadhezif eldesi i¢in simdiye kadar
kullanilmamig olan HDM yapisina dopamin konjuge ederek bir biyoadhezif gelistirildi.
Sentez sirasinda pH’nin etkisini degerlendirmek igin, sentez asidik, notral ve bazik
ortamlarda yiritildi. O, varhiginin katekol gruplarinin oksidasyonuna ve adheziflige
etkisini gozlemlemek ic¢in sentezler hem O; varliginda hem de N, ortaminda
gerceklestirilerek, bu kosullarin adheziflige olan etkisi incelendi. Sonug olarak, dopamin
konjugasyonunu nétral ve bazik ortamlarda daha basarili bir sekilde gerceklestigi
belirlendi. Adhezif 6zellik incelendiginde en yiiksek performans bazik kosullarda
sentezlenen konjugatlarda, bunlarin igerisinde de O, varliginda sentezlenen konjugatta
oldugu belirlendi. Bu tez calismasinda &zellikle HDM ve dopamin temelli bir
biyoadhezif sentezinde pH ve ortam kosullarmin etkileri incelendigi i¢in bu alanda

tasarlanmasi planlanan biyoadhezifler igin yol gosterici oldugu diisiiniilmektedir.
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