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Gunlik yasamda kargilagilan travmaya bagli kanamalarin yani sira savaslar ve
afetler sirasinda olusan kontrol edilemeyen kanama en 6nemli 6lim nedenlerinden
biridir. Ozellikle savas alanlarinda yarali sayisinin fazla olmasi ve medikal
anlamda olanaklarin kisith olmasi efektif kanama kontrolini 6nemli hale
getirmektedir. Hali hazirda kanama kontroli igin bandaj, direkt basi, turnike ya da
koterizasyon gibi teknikler uygulanmaktadir. Ancak bu geleneksel teknikler bazi
yaralanmalarda yetersiz kalmakta ya da uygulanamamaktadir. Bu nedenle kiginin
kendisinin veya bir ilk yardimcinin kullanabilecegi, kolay tasinabilir, ucuz, yan
etkisi olmayan ve etkili bir hemostaz saglayacak malzemeye olan ihtiyag gin
gectikce artmaktadir. Hemostazda rol oynayan faktorler ve ortam kosullar g6z
ontne alindiginda, nanoteknolojik yaklasimlarla Uretilecek yapilarin hemostazi
kolaylastiracagi aciktir. Hazirlanacak olan nanofibriler bazh 6rti malzemelerinin
dogal ekstraselular matrikste var olan kollajen/elastin iplikciklerine benzerligi,



yuksek yuzey alani/hacim orani gibi 6zellikleriyle trombosit go¢uni hizlandiracagi
dusuntlmektedir.

Sunulan tez kapsaminda c¢ift katmanli bir kanama durdurucu 6rti malzemesinin
hazirlanmasi planlanmigtir. Oncelikle alt katman, medikal sektériinde siklikla
kullanilan kitosan ve sellloz bilesiminden hazirlanmistir. Hazirlama esnasinda
pihtilasma yolaginda aktif rol oynadigi bilinen hemostatik ajanlar (kalsiyum,
vitamin K, kaolin vb.) yapiya eklenmistir. Ust katman ise kanla uyumu yiiksek,
sutur malzemesi olarak sikhkla kullanilan ipek fibroin ve hicre membrani
yapisinda yer alan fostatidilkolin iceren nanofibriler bir orti tabakasindan
olusturulmustur. Hazirlanan modifiye hemostatik 6rti malzemelerinin etkinlikleri
karsilastirmali olarak caligiimigtir. Hemostatik Ortilerin ylzey 6zellikleri taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. Hemostatik ortllerin
etkinlikleri in-vitro ve in-vivo pihtilasma testleri ile caligilmistir. /n-vitro olarak,
parsiyel tromboplastin zamani (aPTT), protrombin zamani (PTZ) testleri ile
hazirlanan hemostatik ortulerin kani pihtilagtirma sireleri hesaplanmigtir. Laktat
dehidrogenaz (LDH) kiti ile hemostatik Ortller tGzerine yapisan trombosit sayisi
karsilastiriimistir. /n-vivo testlerde ise hazirlanmis olan hemostatik malzemenin
aktivitesi, saglikli ve diyabetik sicanlarin femoral arter kanama modeli tzerinde
test edilmistir.

Anahtar Sozcukler: Hemostatik ajan, kanama kontrolii, kanama durdurucu,

nanoteknoloji, nanotip, elektroegirme, nanofiber, ipek, kitosan, kaolin.
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Uncontrolled bleeding is the major cause of death in cases like war and disaster in
addition of bleeding dependant trauma encountered in daily life. Effective bleeding
control is essential because a lot of injured patients or limited medical equipment
on battlefield. Currently for bleeding control was used such as bandage, direct
pressure, tourniquet or cauterization. But these conventional techniques remain
incapable or not used in much injury. Therefore hemostatic agent requirement,
that is portable, low cost, no adverse effects to healing, effective control of
bleeding, easy administration even by layperson or by first-aider, increases day by
day. When the conditions and environmental factors play a role in hemostasis

were considered, products produced by nanotechnological approaches will



facilitate obviously the hemostasis. Similarity of the nanofibrilar structure to
collagen/elastin fibers in extracellular matrix and its high surface area/volume ratio

will accelerate thrombocyte migration in structure.

Within the scope of the thesis; it's planned that the double layer blood stopping
patches are prepared. At first step, top layer of hemostatic patches are prepared
from cellulose and chitosan that is frequently used in medical industry. Thereatfter,
hemostatic agents (calcium ions, vitamin K, kaolin etc.) that plays active role in
coagulation cascade are incorporated the structure of the hemostatic patches. A
nanofibrillar layer membrane on the top is created from the silk fibroin that widely
used as a suture material and phosphatdylcholine that be in the structure of cell.
The performances of the prepared modified silk fibroin nanofibrillar patches are
investigated comparatively. Surface properties of hemostatic dressing are
characterized using Scanning Electron Microscopy (SEM). The activity of the
prepared hemostatic dressings is examined by in-vitro and in-vivo coagulation
tests. The coagulation time of blood is determined using by partial thromboplastin
time (aPTT) and protrombin time (PTZ) tests. The amount of adhered thrombocyte
on the hemostatic dressings is compared using LDH assay. In vivo study, the
hemostatic activity of the hemostatic dressings is tested in healty and diabetic rat

femoral artery model.

Keywords: Hemostatic agent, bleeding control, bleeding stopper,
nanotechnology, nanomedicine, electrospinning, nanofiber, silk, chitosan, kaolin.
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1. GIRIS

Trafik kazalarn, diusme, darp, is kazalan ve atesli silah yaralanmalari sonucu
ortaya cikan travmalar toplumsal bir saglik sorunu haline gelmistir. Acil servislerde
travmaya bagli olarak bagvuran kisi sayisi her gecen gin artmaktadir. Diinya
genelinde 2000 yilinda bes milyon insan travma nedeniyle 6imustir ve olim orani
100.000'de 83.7'dir [1]. Travmalar dinya genelinde o6lumlerin % 9'undan
sorumludurlar ve tum hastaliklarin % 12’sini olustururlar [2]. Ulkemiz de travmaya
bagh olim oranlarinin en yuksek oldugu ulkeler arasindadir. Kanama, travmali
hastalarda 6lum ve sakatligin 6nemli sebeplerinden birisidir. Travma sonucu kiside
gorulen sakatliklarin yani sira ulke ekonomisine getirdigi mali yuk g6z ardi
edilemeyecek degerdedir. Bu nedenle kanama kontroli, travmaya bagh
yaralanmalarda hastane 0Oncesi slrecte ve cerrahi midahaleden sonra klinik
gidisat acisindan oldukca dnemlidir. Bu amagla hastane 6ncesi alanda, afetlerde,
savaglarda hastanin kendine uygulayabilecegi dizeyde basit, bir ilkyardimci
tarafindan da kolaylikla uygulanabilecek, fazla hazirlik gerektirmeyen, ucuz, kolay
taginabilen, etkili bir hemostaz saglayan hemostatik ajanlarin geligtiriimesi dncelikli

olmalidir.

Sivil hayatta ve askeri operasyonlar sirasinda savas alanlarinda merkezi sinir
sistemi hasarlari sonucu olugsan ve en Onemli 6lum nedeni olarak gdsterilen
travmaya bagli kanamalarda kullanilan biyomateryallerin yasami korumasi ve
saglhk hizmetlerini iyilestirmesi bakimindan buyidk avantajlari vardir. Simdilerde
hemostatik ajanlarin ya da prosedurlerin 3 temel kategorisi bulunmaktadir;
kimyasal, termal ve mekanik [3, 4]. Kimyasal ajanlar kanin pihtilasma aktivitesini
degistirir, kan akisini yavaslattigindan ve pihtilagsmay desteklediginden damarlarin
kasilmasina neden olan tromboksan A2 gibi vazokonstriktor olarak gorev yapar
[5, 6]. Termal cihazlar, elektrotlar, lazer ya da isinin kullanildigi koterizasyonu
kapsar [7]. Standart iki problu kateter cihazina benzer bir etki yaratan, uygulandigi
zaman ekzotermik reaksiyona giren ajanlar da bulunmaktadir. Mekanik metodlar
kan akigini yavaglatmak icin basi ya da baglamanin kullaniimasidir [8]. Bu
hemostatik ajanlarin uygulanmasi ve kisitlamalari ile ilgili olarak bes temel
problem bulunmaktadir. Ilki toz formunda oldugu gibi bu materyalllerin bazilari
katidir ve hemostatik etkilerini gostermek icin yara bolgesinin icine dogru sizacak

yetenekte degillerdir [9]. ikincisi siyanoakriatlar gibi bazi sivi ajanlar etkili olmak
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icin kuru bir cevreye ihtiya¢c duyar [10]. Uclincusi bazi materyaller iyilesmeyi
engelleyecek ya da geciktirecek vicut tizerinde ek bir strese neden olacak sekilde
komsu hicrenin 6lumune neden olan bir immun cevap yaratabilir [11]. Dérdincusu
bazi ajanlar kisa yarilanma suresine ve 6zel kullanim ihtiyaclarina sahiptir [12].
Son olarak kullanilan bazi hemostatlari kontrol edilemeyen ¢evrelerde kullanmak
zordur. Ayrica eger hemostatik aktivitenin bir kismi sisme ise, ek bir doku hasarina
ya da hatta 6lime neden olabilecek lokal kan ihtiyacini durdurdugundan ya da
azaltmadigindan emin olmak igin ekstra bir 6zene ihtiyag vardir.

Yukarida bahsedilen sorunlar ve ihtiyaclar gz ontne alindiginda hazirlanan tez
kapsaminda nanoteknolojik yontemler kullanilarak literatiirde var olan hemostatik
ajanlara alternatif olacak bir hemostatik malzeme Uretilmesi planlanmigtir.
Hazirlanacak olan hemostatik o6rtiide bilesen olarak medikal alanda siklikla
kullanilan biyouyumlu, biyobozunur ve minumum reaksiyon olusturan kitosan ve
sellloz tercih edilmigtir. Modifikasyonunda kullanilacak olan fosfolipidler, kalsiyum,
protamin sulfat, Vitamin K, kaolin gibi hemostazda aktif rol oynadigi bilinen
materyallerin kanin su igerigini absorblayip trombositlerin fonksiyonunu arttirmasi
ve kanin sekilli elemanlarinin buraya gocunu saglamasiyla etkili bir hemostatik
ortd icin iyi bir birlesim saglanacagi dusunulmigstir. Bunun yani sira hemostatik
ajanin nano boyutun vermis oldugu oOzellikleri de tagimasi, hazirlanan hemostatik
ortunun etkinligini bir kat daha arttiracaktir. Nanofibriler ortllerin hemostatik ajan
olarak dusunulmesinin altinda, bu ortulerin dogal ekstraselular matriksin
boyutlarina benzer olmasinin yani sira ekstraselular matriks (ECM)’'in 6nemli
biyomolekullerinden olan kollajene benzerligi yatmaktadir. Kollajenin hemostazda
aktif rol oynadigi da bilinmektedir. Ayrica nanofibriler ortllerin yiuksek ylzey
alani/hacim orani kanamanin durdurulmasini hizlandirirken, nanoboyut ise

trombositlerin buraya gogunu hizlandiracaktir.

Literatirde nanoteknoloji kullanilmadan uretilen hemostatik tikaclarin katyonik
baglama 06zelliginin ¢ok zayif oldugu ve trombositleri etkin bir sekilde aktif hale
getiremedigi yonunde bilgiler mevcuttur. Dolayisiyla yara bolgesinde kanamanin
yeniden baslama riski yuksek olacaktir. Bu nedenle geleneksel yontemlerin
kullanilmasinin  mumkin olmadigr 6zellikle kasik, sirt, kalca ve koltuk alti
bdlgelerinde etkin bir hemostaz saglayacak hemostatik malzeme gelistiriimesi
tezde ulasiimasi beklenen oncelikli amagtir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Hemostaz

Organlar arasinda gaz, besin, mineral, metabolik Grtnler ve hormonlarin
ulastirilabilmesi icin kardiyovaskuler sistem icerisinde kan dolasiminin saglikli
olmasi gereklidir. Hemostaz, kanin dolasimda sivi halde kalmasini saglayan
fizyolojik bir mekanizmadir ve travma, cerrahi girisim, damarin endotel désemesini
bozan hastaliklar, endotoksinlerin etkisi ve kanin endotel alti bag dokusu ile temas
etmesi gibi durumlarda baslatilir. Birbirini izleyen bir seri mekanizma ile hemostaz
saglanir. Bu mekanizmalar; damar spazmi, trombosit tika¢ olusumu, kanin
koagulasyonu sonucu kan pihtisinin olusumu ve fibréz dokunun pihti i¢cine dogru

biyumesiyle damardaki deligin kalici olarak kapatiimasidir [13].

Normal hemostaz, plazma, koagulasyon, fibrinolitik proteinlerin, plateletlerin ve
kan damarlarinin ortak etkilesimine bagimlidir. Hemostaz, bu kompleks prosesi
daha kolay anlaslilir hale getirecek 3 kategoriye ayrilabilir. Bu kategorinin her biri
genellikle farkli bir klinik anlami ifade eder. Ornegin primer hemostazdaki bir sorun
kopekte epistaksis ile kendini gosterirken sekonder hemostazda hemoartrozis ile
kendini gosterir. Ayrica bu 3 proses simultan ve in vivo ortamda ardisik olmayacak

sekilde gerceklesmelidir.
Bu 3 kategori;

v Primer hemostaz: Trombosit tikacin olusumu olarak tanimlanir. Hasari izleyen
saniyeler icerisinde gercgeklesir. Kapilerlerden, kuguk arteriol ve vendillerden kan

kaybinin durdurulmasi bakimindan 6nem tagir.

v'Sekonder hemostaz: Koagillasyon kaskadi siresince fibrin formasyonunun
olusumu olarak tanimlanir. Daha buylik damarlarda 6nem tasir ve hasari izleyen

saatler ya da gunler sonra kan kaybinin dnlenmesini saglar.

v’ Tersiyer hemostaz; pithtinin parcalanmasi icin plazmin formasyonunun olusumu

olarak tanimlanir.



2.1.1. Primer Hemostaz

Primer hemostaz plateletler, kan damari duvari ve von Willebrand faktoruni
kapsayan primer platelet tikacinin olusumu olarak tanimlanir. Genel bir kural olarak
primer hemostazda abnormaliteler, damar kesilmesi ya da yaralanma sonrasi uzayan
kanama, petesiyal ya da esiyomotik kanamalar, mukozal yilizeyden kanamalar
(epistaksis, melena, hematuri) ile sonuclanir [14]. Ayrica sorun birka¢ yerde ise,
sekonder hemostaz rahatsizliklarinin daha tipik kanamasi olan intrakavital kanamaya
yol acabilir. Bu nedenle, primer hemostazdaki bir sorunun tipik Kklinik gdstergelerini
sergileyen bir hayvan normal olmayan platelet sayisi ya da fonksiyonuna, kan damari
duvarindaki bozukluklara ya da normal olmayan von Willebrand faktore sahip olabilir.

Endotel hicreleri normal hemostazin birbirine karsit 6zelliklerini dizenler. Bir taraftan
antiplatelet, antikoagilan ve fibrinolitik Ozelliklere sahip iken, diger taraftan
prokoagulan aktivite gosterme egilimindedirler. Normal bir endotelyum trombositlerin
yuksek derecede trombojenik olan subendotelyal hiicre digi matriksle karsi karsiya
gelmesini engeller. Aktive olmamis trombositler endotele yapismazlar. Aktive
olduklarinda ise zarar gérmemis endotele yapismalarini gucli damar genigletici ve
trombosit agregasyonunu baskilayici maddeler olan nitrik oksit ve prostaglandin I2
(prostasiklin) engeller. Bu iki madde de trombosit i¢i siklik adenozin monofosfat ve
siklik guanozin monofosfat dizeylerini artirarak trombositlerin  ve [6kositlerin
agregasyonunu inhibe ederler. Ayrica endotel hicreleri elektriksel olarak negatif
yukli olduklarindan yine negatif yukli olan trombositleri uzaklastirirlar. Bu fiziksel
etkinin yani sira endotel yilzeyinde bulunan trombomodulin ve heparin sulfatin

trombini inhibe edici etkileriyle, fibrin pihtisinin damar igine yayilmasi sinirlanir.

Damar duvarinin yaralanmasini takiben, ilk asama gecici, bolgesel indiklenen
fenomen vazokonstriksiyondur. Vazokonstriksiyon sadece ekstravaskuiler kan
kaybini geciktirmez lokal kan akimini da yavaglatir. Burada amac¢ koagtlasyon
prosesinin  aktivasyonu ve subendotelial yuzeye plateletlerin  yapismasini
lyilestirmektir. Platelet yapismasini kapsayan primer platelet tika¢ olusumu, bir
platelet tika¢ formunun agregasyonu sonrasi plateletlerin aktivasyonunu takip eder.



A. Vazokonstruksiyon B.Primer Hemostaz

Sekil 2.1. Hemostazda gerceklesen vazokonstruksiyon ve primer hemostazin

sematik gosterimi.

Platelet adhezyonu: Hemostazda ilk agsama subendotelyuma plateletlerin

yapismasidir. Yuksek kayma hizi olan bélgelerde, bu yapisma platelet membranindaki
glikoprotein 1b-IX’e (GPIb-IX/V) baglanan von Willebrand faktor (vWf) tarafindan
gerceklestirilir.

Aort gibi duguk kayma hizi olan bolgelerde ise plateletlerin  subendoteliuma
baglanmasi fibrinojen araciliiyla gerceklesir (platelet reseptoru-integrine, glikoprotein
la/lla’a yapismasi ile).

Platelet aktivasyonu: Plateletlerin damar duvarina yapismasi onlari aktive eder,

plateletlerin sekil degistirmesine neden olur ve ylzeylerindeki kollajen reseptorini
(glikoprotein llb/llla denen bir integrin reseptoru) aktive etmeye ve salim
reaksiyonunun gerceklesmesine (alfa ve dens granil iceriklerinin salimina) neden olur.
Ek olarak aktivasyon ile birlikte plateletler thromboksan A2 (TXA2) ve platelet
aktivasyon faktoriini (PAF) sentezler ve salar.

Platelet agregasyonu:. Tromboksan, PAF, adenozin difosfat (ADP) ve serotonin (dens

grandllerinden salinan ADP ve serotonin) platelet agonistleridir ve yapisan platetlere
ek olarak yapigacak plateletlerin aktivasyonunu ve c¢ogalmasini saglarlar. Bu
aktivasyon koagulasyon kaskadi stresince trombin olugsumu ile iyilestirilir; trombin
onemli bir platelet antogonistidir. Platelet agregasyonu birincil olarak komsu
plateletdeki glikoprotein llb/llla ya baglanan fibrinojen araciligi ile gerceklesir (VWf
ikincil role sahiptir). Bu agregasyon fibrin formasyonu tarafindan stabilize edilmek
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zorunda olan primer platelet tikacin olusumuna yol acar. Plateletler koagulasyon
faktdrlerinin baglanmasi icin reseptérler ve fosfolipid yuzey (PF3 olarak adlandirilan)

tarafindan sekonder hemostaza katkida bulunur.

Yaralanma

Adhezyon

Aktivasyon

Agregasyon:
Fibrinojen-GPlIb/lla

Primer Platelet Tikaci

Sekil 2.2. Primer hemostatik tikacin olugsumu.

2.1.2. Sekonder Hemostaz

Koagulasyon kaskadi boyunca fibrin olusumu olarak tanimlanir. Enzim olarak rol
oynayan (aktivasyona ihtiya¢ duyan) koagulasyon faktorlerini ve kofaktorleri (faktor V
ve VIII), kalsiyum ve plateletleri (plateletler fosfolipidler icin bir kaynak saglar ve

koagulasyon kaskadinin ilerlemesini saglayan bir baglanma yizeyi olusturur) icerir.



Koagulasyon kaskadindaki sorunlar primer hemostazdan daha ciddi kanamalara
neden olur. Petesiyal kanama sekonder hemostaz bozukluklarinda gorilmez. Bu
sorunlar epitaksis ya da yaralanma, cerrahi sonrasindaki kanamalari iceren primer

hemostaz sorunlariyla ortak kanama semptomlarina sahiptir [15].

Koagulasyon kaskadi geleneksel olarak 3 yolaga ayrilir: intrinsik, ekstrinsik ve ortak
yol. Ekstrinsik yol, doku faktoru ve faktor X'u aktive eden faktor VII kompleksini icerir.
Intrinsik yol yilksek molekiiler kininojen, prekallikrein, faktor XIl, XI, IX ve VIII'i kapsar.
Faktor VI, faktor X'un faktor IX-aracili aktivasyonu igin kofaktér (kalsiyum ve platelet
fosfolipidleri ile) olarak rol oynar. Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar faktor X'un
aktivasyonu asamasinda birlesir. Ortak yol protrombinden trombinin faktor X-aracili
olusumu (faktor V, kalsiyum ve platelet fosfolipidleri tarafindan kolaylastirilan) ve

fibrinojenden fibrinin olusumudur.

‘ EKSTRINSIK YOLAK ’ { INTRINSIK YOLAK J

kaskadi

‘ Damar disl doku hasari ’ [ Damar dig! doku hasari J
inaktif Faktor
i X

Pihtilagma faktorlerinin J

‘ Doku Tromboplastini ’% l <&—

Aktif Faktor X ’

%

9

Sekil 2.3. Hemostazda gerceklesen intrinsik ve ekstrinsik yolaklarin sematik

gOsterimi.
Gecmiste blyuk cogunluk intrinsik ve ekstrinsik yolaklarin koagilasyonu baslattigina
inaniyordu. Simdi biliniyor ki intrinsik yolak koagulasyonun guclenmesini saglarken
(ama baglatmaz), koagulasyonun baglamasi icin ana yolak ekstrinsik yolaktir (faktor

VIl ve doku faktort). Bu baglamda faktor XII (intrinsik yolagin ilk komponenti)
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koagulasyonun baslatilmasindan ziyade bradikinin olusumu ve fibrinolizis uyarimi icin
¢ok onemlidir. Faktor XII noksanlhiginin kan kaybi icin bir anlam ifade etmedigi
insanlar ve hayvanlarda da (deniz memelileri ve bazi kediler) desteklenmektedir.
Ayrica koagulasyon kaskadinin intrinsik ve ekstrinsik olarak ayrilmasi koagilasyon
kaskadindaki hatalarin tanimlanmasi ve koagulasyon testlerinin arkasindaki

mekanizmay tanimlamak agisindan oldukga kullanighdir.

Koagulasyonun baglatiimasi: Koagulasyon kaskadi doku faktorinin (faktor I1lI)

olusumu ile ekstrinsik yolak tarafindan baglatilir. Doku faktéri endotelial hicreler,
subendotelial doku ve monositler tarafindan eksprese edilir. Doku faktéri sonrasinda
faktor VII'ye baglanir ve bu kompleks faktér X'u aktive eder. Faktor X, faktor V,
kalsiyum ve fosfolipid (protrombinaz kompleks) varliginda protrombini trombine aktive
eder. Bu yolak doku faktori yolagi inhibitéri denen lipoprotein-iligskili molekdl
tarafindan hizla inhibe edilir. Bu yolak tarafindan olugturulan trombinin kiguk bir
miktari koagulasyon kaskadini giclendiren intrinsik yolagin faktor XI'unu aktive eder.

Koagulasyonun guglendirilmesi: Ekstrinsik yolak tarafindan olusturulan trombinin

kuguk bir miktari tarafindan koagulasyon kaskadi guglendirilir. Bu trombin faktor XI ve
VIIl'un aktivasyonu araciligiyla intrinsik yolagi aktive eder. Aktive edilmis faktor 1X,
aktive edilmig faktor VIII ile birlikte, kalsiyum ve fosfolipid ("tenaz kompleks”), bol
miktarda trombin Ureterek faktor X'un aktivasyonunu gigclendirir. Trombin sirasiyla
daha sonra kendiliginden c¢6zunebilir fibrin polimeri haline gelecek fibrinojeni
¢ozinebilir fibrin monomerleri formuna béler. Trombin faktor Xli'u aktive eder,

kalsiyumla birlikte ¢ozunebilir fibrin polimerini stabilize eder ve ¢apraz baglar.

Alternatif yolak: intrinsik yolagi uyaran ikinci bir rota (alternatif yolak da denen) doku
faktori-faktor VII kompleksi tarafindan faktor IX'un direkt aktivasyonudur. Ayrica bu
kiguk bir yolaktir ve intrinsik yolagin ana stimulatori faktor XI aktivasyonu sayesinde

trombindir.

Kontakt yolak: Kontakt yolak prekallikrein (Fletcher faktor), yiksek-molekiler agirhikl
kininojen (Williams, Fitzgerald faktor) ve faktor XII (Hageman faktér) icerir. Bu kontakt
sistem Onemli antikoagilanta, profibrinolitik ve proinflamatdr role sahiptir ve
koagulasyon kaskadi tzerinde (faktor Xl'un faktor Xll-a aracili aktivasyonu ile)
minimal etkiye sahiptir.



Prekallikrein yiksek molekul agirlikli kininojen ile birlikte 1:1'lik komleksle dolagimi
saglar. Bu kompleks hiicre membraninin ylzeyindeki faktér Xl ile birlikte
(aktivasyonun negatif yluzeyi denen) biraraya gelir. Plateletlerin, endotel hiicrelerinin
ve granulositlerin  yUzeyindeki bu dizenleme ile Faktér XII'in aktivasyonu,
prekallikreini gucli  bir enzim, Kkallikreine donusturdr. Kallikrein  faktor  XlIl'in
aktivasyonunu guglendirir ve yuksek molekul agirlikli - kininojeni  bradikinine
donustartr ve bu notrofil bir kemotaksindir. Bradikinin, vaskuler diz kas buyimesini
ve cogalmasini saglayan, vaskuler gecirgenligi arttiran, vazodilasyona neden olan
onemli bir vaskuler aracidir. Yaralanan bir damarda, bradikinin damar onarimini
uyarmakla gorevlidir. Ayrica, bradikinin trombin aracili platelet agregasyonu
inhibisyonu araciligiyla antitrombotik role sahiptir. Bu kontakt sistem fibrinolizisin
guclu bir aktivatorudur. Kallikrein ve faktor Xlla direkt olarak plazminojeni plazmine
donusturebilir ve bradikinin endotel hicrelerinden salinan doku plazminojen
aktivatorunun en gugli ve spesifik uyaranidir. Bu kontakt yolak fibrinolizisin
aktivasyonu ve hemostazisden ziyade vaskiler biyolojinin  kodlanmasi ve

inflamasyonu igin ¢cok 6nemlidir.

Hemostazisin farkli prosesleri arasinda etkilenen bu kompleks, her iki primer (platelet
tikacin olugsumu) ve sekonder (koagulasyon igin zorunlu fosfolipid ylzey ihtiyacr)
hemostazda plateletlerin katilimi, fibrinolizisin uyariminda faktér XilI'in  rolu
(koagulasyonun basglatiimasindan ziyade) ve fibrinolizis inhibitdrt, koagulasyon
kaskadinin gtclendiricisi, plateletlerin aktivatori olarak trombinin etkisi ile resmedilir.

Trombin hemostazda 6nemli bir rol oynar, trombotik ve antitrombotik molekil olarak
fonksiyon gérmesi dolayisiyla Gizerinde durulmayabilir. Trombotik bir molekul olarak,
trombin farkli yollarla, en belirgini fibrinojenden fibrinin olugsumu ile, koagulasyonu
desteklemektedir. Fibrin olusumu intrinsik ve ekstrinsik yolaklar arasindaki kompleks
etkilesime ihtiya¢c duyan fazla miktarda trombine dayanmaktadir. Ek olarak, trombin
bir platelet antogonistidir, platelet agregasyonunu destekler ve ayni zamanda
protrombinaz ve tenaz kompleksleri igin zorunlu kofaktorler olan faktor V ve VI
aktive eder. Trombin de fibrin polimerinin ¢apraz baglanmasi stabil, t¢ boyutlu bir
fibrin kafesin olusumu igin zorunlu olan faktor XIII'G aktive eder. Antitrombotik bir
molekdl olarak, trombin tersine kendi inhibitoriymuas gibi davranir. Endotel hicreleri
uzerindeki trombomoduline baglanan trombin antikoagulan proteinler protein C ve S'i

aktive eder. Bu proteinler trombin olusumunu sinirlayan faktér V ve VIII'in
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aktivasyonunu inhibe eder.

[ iINTRINSIK YOLAK ] [ EKSTRINSIK YOLAK ]

Sekil 2.4. Koagilasyon kaskadinin sematik gosterimi. Koagulasyon ekstrinsik yolak
tarafindan baglatilir (doku faktori-faktor VII) ve trombin tarafindan intrinsik yolak
boyunca guclendirilir.  Faktor XIlI tarafindan XlI'un aktivasyonu kaskadin
aktivasyonunda minimum role sahiptir; faktor XIlI bradikinin olusumu icin dnemlidir
(fibrinolizisi stimlle eder). Alternatif yolak doku faktort-faktor VII kompleksi tarafindan
intrinsik yolagin (6zellikle faktor IX) aktivasyonudur. Kisaltmalar: High MW kininojen:
yiiksek molekil agirlikli kininojen, F: faktér, TF: doku faktéri, Ca*?: kalsiyum, PF3:
platelet fosfolipidi.
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2.1.3. Tersiyer Hemostaz

Tersiyer hemostaz, fibrinolizisden sorumlu ana enzim olan plazmin olusumu olarak
tanimlanir (pithtinin parcalanmasi). Ayni zamanda koagulasyon kaskadi aktive edilir,
doku plazminojen aktivatori (tPA) endotel hiicrelerinden salinir. Salim hipoksia ve
bradikinin gibi farkli faktorler tarafindan uyarilir. Doku plazminojen aktivatori pihti ile
birlikte plazminojene baglanir, onu plazmine donugsttrdr. Plazmin pihti icerisindeki
fibrinojen ve fibrin (¢OzUnebilir ve c¢apraz baglanmig) her ikisini de pargalar,
fibrinojen degredasyon drunlerini salar. Plazminojenin tPA tarafindan aktivasyonu
fibrin gerektirir, bundan dolay! trombus olusum boélgesine plazmin Uretimini kisitlar.
Plazminin yerlegim aktivitesi nonspesifik oldugundan ve sadece fibrin degil faktér V

ve VI, fibrinojen gibi diger faktorleri de pargaladigindan dnemlidir.

N =
Activation
\ f\ /’

PLG Plasmin

Inhibition Y
Fibrin A /

threads

Sekil 2.5. Tersiyer hemostazin sematik gosterimi. (tPA: doku
plazminojen aktivatoru; PAI: plazminojen aktivator inhibitord; PLG:
Plazminojen; AP: Antiplazmin; FDPs: Fibrin(ojen) degredasyon

urdnleri.



tPA'dan bagimsiz plazminojen aktivatorleri vardir. Bunlar drokinaz, faktor Xl ve
kallikreindir. Aktive olmus faktor Xl ve kallikrein plazminojeni plazmine aktive
edebilir. Ayrica, faktor XIlI ve Kkallikrein koagulasyonun intrinsik yolagr kontakt
asamasinda yuksek molekuler agirlikli kininojenden bradikinin dretir; bradikinin tPA
salimi icin en 0Ozel ve gucli bir uyarandir. Koagulasyondan ziyade bradikinin
olusumu ve fibrinolizisde intrinsik yolak komponentlerinin (yuksek molekul agirlikli
kininojen, prekallikrein ve faktor XII) rolinu vurgulamaktadir.

2.2. ideal Hastane Oncesi Ortiilerin Ozellikleri

Kan kaybi kritik zaman araliginda mudahale yapilamadigi takdirde agir bicimde
yaralanmig hastalar i¢cin ana olium nedenidir. 30 yilldan daha uzun bir stredir
Vietnam savagsindan beridir sivil hayatta uygulanmak Uzere daha iyi metotlar
geligtiriimektedir. Muharebe yaralanmalari diger yara tiplerinden epidemiyoloji,

yaralanma mekanizmasi ve patofizyoloji, viicudun cevabi bakimindan farklidir [16]

Travmatik dlumlerin % 40’1 ve sivil hayattaki 6lumlerin % 90’Indan fazlasi hastane
oncesi kosullardan kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda muharebe olimlerinin %
50’si kan kaybi kaynakli blyuk capta kan kaybindan dolayi rapor edilmektedir [17,
18].

Irak barig operasyonundaki kayiplarla yapilan calismalar ve ikinci dinya
savagindaki calismalar muharebe o6lumlerinin % 24’Gnun kanama kontrolindeki
iyilestirilmis metotlarla engellenebilecegini desteklemektedir ve bu 6limlerin % 85’i
kontrol edilmeyen kanamadan kaynaklanmaktadir. Yeni metolarin bulunmasi ve
kanama kontroll icin yeni materyallerin kesfinin gelecekteki kanamaya bagli
hastaliklari ve 6lumleri azaltmak icin dnemi vurgulanmigtir. Bu ytzden topikal ve
cerrahi hemostatik ajanlari iceren kanama kontroli igin alternatif metotlarin

geligtiriimesine odaklaniimistir.

Marketlerde okside rejenere sellloz, absorbentler, hemostatlar, sizdirmazlar,
nisasta bazli tozlar, kollajen bazl ortiler, topikal trombin, trombin-fibrinojen ortiler,

Isikla iyilestiriimis jelatin hidrojel, kitin ve kitosan bazli hemostatik ajanlar,
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siyanoakrilat adhesivler, polietilen glikol polimerleri, sigir aloimini ve glutaraldehid,
mikropor6z polisakkarit hemokdreler, mikrokristallin kollajen, jelatin sponge, fibrin
glue ve poly(L-glutamik asit) (PLGA) gibi cok sayida hemostatik ajan
bulunmaktadir. Bu ajanlarin her birinin kendi avantaj ve dezavantajlari

bulunmaktadir.

Cizelge 2.1. Hemostatik ajanlarin avantajlar ve dezavantajlari

AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR
En azindan birkac saat kanamay! | Kanamayl durdurma yeteneginde olmama ve

durdurma trombin formasyonuna yol agma

Kan kaybini azaltma ve o6lim oranini | Alerjik reaksiyonlara neden olma

azaltma

Yara bdélgesini mihirleme Kisa raf omri ve kullanmadan o6nce hazirlik
gerektirmesi

Vazospazmi indikleme Spesifik ambalajlama kurallari, bazi ortamlarda

yararlanmak zor

Suyu absorblama, kirmizi kan hicrelerinin | Pahall maliyeti
ve kanama bolgesindeki plateletlerin
konsantrasyonunu diizenlemek,

Platelet aktivasyonunu ve pihti formunu
indiklemek

ideal ortii malzemesi yoktur ancak en o6nde beklenen ozellikler ucuz olmasi,
dayaniklilik ve kolay kullanimdir. Ortli malzemesi kendisi hemostatik olmali ve
fazla eksuday! absorbe edebilmeli ve yaradan kontaminatlari uzaklastirmali nemli
termal olarak yalitilmis bir ¢cevre saglarken bakterilerin girigi igin bir bariyer gorevi

gOrmelidir.

2.3. Topikal Hemostatik Ajanlar

Binlerce yil once bir yaradaki kanamayi durdurmak icin ¢ok farkli hemostatik
ajanlar kullaniimaktaydi. Misirlilar waks, yag ve arpadan olusan bir karigim
kullanmaktaydilar [19]. Eski Yunanlilar muharebe bdlgelerinde yaralara hemostatik
bitkiler uygularlardi [20]. Amerikalilar ise hayvan postlarini sicak kumla
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karistirdiktan sonra kaziyarak yarali bolgeye uyguluyorlardi [21]. Son yUzyildaki
biyoteknoloji alanindaki gelismeler modern cerrahide uygulanabilecek topikal
hemostatik ajanlarda bir patlamaya neden olmustur. Asagida siklikla kullanilan
topikal hemostatik ajanlar, bunlarin mekanizmalari, avantajlari ve dezavantajlari

ortaya konmustur.

2.3.1. Fiziksel Ajanlar

2.3.1.1. Bone waks

Bay Victor Horsley 1886’da ari agdasi, salisilik asit ve badem yagindan olusan
antiseptik waks denilen bir karisimi kopeklerde hemostaz saglamak Uzere
geligtirmigtir [22]. Simdilerde cerrahlar bone waksi, ari waksindan, parafinden,
izopropil palmitat ve waks inceltici ajandan olusan absorbe olmayan bir karigim
olarak biliyorlar. Jonhson and Johnson, ethicon Inc, Somerville, NJ tarafindan
pazara sunulmustur. Bone waks tamponlayici etkisi ve kemikteki kanama
kanallarinin kapatiimasi ile hemostazi saglar. Kanamay! geri donusumsuz
durdurmak icin kolay bir yontemdir. Bone waksin diger bir avantaji diger
hemostatik ajanlara kiyasla dusuk maliyetidir [23, 24]. Ayrica bone waks vicut
tarafindan absorbe edilmediginden osteojenezi engeller ve kemik iyilesmesini
azaltir. Kemik granuloma formasyonu yabanci cisim reaksiyonu igin ortopedik
cerrahide [25, 26], ndrocerrahide [27], dental cerrahide [28] ve sternotomide [29]
bone waks kullaniminin bir komplikasyonu olarak literattirde tanimlanmistir. Ayrica
bakteriyel gecise izin verme ve yabanci bir cisim olarak enfeksiyon i¢in bir yuva
gorevi gorur [30, 31]. Pulmoner sirkulasyonu iceren bolgelerde emboliye neden

olabilir. Kemik waksi kontamine cerrahi bolgelerde asla kullaniilmamalidir [32].

2.3.1.2. Ostene

Wang ve arkadaglari 2001'de bone waksa alternatif olacak biyouyumlu ve absorbe
edilebilir hemostatik alternatiflerin  “pluronic kopolimer karigimi” kullanimini

tanimlamiglardir [33]. Yazarlar bir sican modelinde alkilen oksit kopolimerlerinin
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bone waks benzeri hemostaz yarattigi, kemik blylumesini inhibe etmedigini
gOzlemlemiglerdir. Alkilen oksit kopolimerleri Ceremed Inc., Los Angeles, CA
tarafindan “Ostene” adiyla pazarlanmigtir. Ostene cerrahin elinde bone waks hissi
verir, hidrofilik ve suda ¢ozunebilir. Insan viicudu tarafindan biyokimyasal olarak
degistirilemez ve degismeden elimine edilebilir. Bu karakteristik 6zelliklerden
dolayi, Ostene’nin bone waksdan ustin olduguna inaniimaktadir. Wellisz ve
arkadaslari median sternomi ameliyati olmus 20 sicanda Ostene’ni bone waksla
kiyaslamiglardir. Arastirmacilar Ostene grubunun bone waksa kiyasla daha giglu
oldugunu bulmusglardir [34]. Benzer bir calismada, Wellisz ve arkadasglari 24 sican
tibiasinda defekt yaratmiglardir ve Staphylococcus aureus inoklle etmiglerdir [35].
4 hafta sonra bone waks ile muamele edilmis tim siganlarda osteomyelitis
gelismigtir. Polimer grubunda sadece 2 sican osteomyelitis belirtisi gostermistir.
Osten’in  osteogenezisi zayiflatmaksizin ya da enfeksiyonu uyarmaksizin
hemostaz yarattigi gozlemlenirken simdiye kadar insanda yapilimis kontrollt bir
calisma bulunmamaktadir. Duke Universitesi Medikal Merkezi'nde kardiopulmoner
bypass ve sternomi ameliyati gecirmis Yorkshire domuzlarinda kullanilan Ostene
yeterli bir hemostaz yaratmistir ve sternomi kaynakli bir kanamada bone waksin

yerine kullanilmasi dnerilmektedir.
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Cizelge 2.2. Topikal hemostatik ajanlarin ¢alisma mekanizmasi, avantajlari/kullanim tavsiyeleri ve dezavantajlari/kullanimda dikkat

edilmesi gereken noktalar [36].

Hemostatik ajan Urtin Etki mekanizmasi Avantajlari Dezavantajlari
Bone waks Bone waks Kemikteki kanama | Kemik yuzeyinden efektif olarak kanama | Bakteriyel gegise izin verme
kanallarinin  kapatiimasi | kontrolunln yapiimasi ve enfeksiyon igin bir yuva
sayesinde tamponlama gorevi goérmesi, bu yuzden
kontamine bolgelerde

kullanmaktan kacinma
Embolize olma

Kemik  fizyonunun  kritik

oldugu yerlerde
kullanilmamalidir (vicut
tarafindan absorbe

edilmedigi igin)
Ostene Ostene Kemikteki kanama | Kemik ylzeyindeki kanama kontrolu igin | Aktif yada gecikmis
(alkilen oksit kanallarinin kapatiimasi Onerilmektedir (sternotomi icin) enfeksiyon bolgelerinde

. . . Lo - kullanilamaz.
kopolimerleri) Kemik buyumesini engellememe ve

zamanla absorbe olma Kemigi yapisal olarak

destekleyecek bdlgelerde
kullanimina dikkat edilmelidir.

16



Gelatin kdpuk Gelfoam, gelfilm, | Pihtilasmayi baslatici | Kuigiik damar kanamalarini efektif olarak | Onemli siskinliklerin sinirlere
surgifoam fiziksel matriks sunmasi kontrol etmesi baski yapacag! kapali
Kemikteki kanamalari kontrol etmek igin bosluklarda kullaniimamali
kullanilabilir Hareketli arteriyel kanama
Okside seliiloz icerisinde hemostatik etrallﬁgda kullan;)r.r:.l spongeu
tikag olarak paketlenmesi tavsiye edilir yerinden oynatabilir.
4-6 hafta icinde absorbe olabilme Eger IntraVé.BISkl.ﬂ.el' _blr
kompartiman icerisinde ise
Nonantijenik embolize olabilir.
Notral pH biyolojik ajanlarla kullanimina
izin verir
Okside selluloz Surgicel Dusuk pH'in  koagulatif | Dusuk pH antimikrobiyal etki saglar Dusuk pH'dan dolayr diger
nehkr;aza katE|da|1 buluna.ra.lk Cok iyi kullanim karakteristikleri (koton blyOlOtj)I.k hemostatik ajanlggé
p.|.t| asma a§ angict |(;|n- benzeri katilik, kuru uygulandiginda en (trombin gibi)
fiziksel matriks gorevi iyisi) kullanilmamalidir.
gormesi R Dusuk pH cevre dokularda
Bolgeye yapismama . -
inflamasyonu artttirabilir.
2-6 hafta icinde tipik olarak ¢oziinme . o
Sisme gibi spinal korda yakin
bélgelerde kullanimina dikkat
ve surgical fiberler
kompresyona neden olarak
intervertebral forameni
gecerler
Mikrofibriler Avitene Flour, | Platelet yapismasi ve | Onemli bir sisme yok Trombositopenia olan
kollajen (MFC) Avitene Ultrafoam, | aktivasyonu hastalarda daha az efektif

Avitene Ultrawrap,

Helistat,

Helitene,

8 haftadan daha kisa siirede absorblama

Parenkimal kanama bélgesini kontrol

Operasyon yapan Kisinin
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Instat, Endoavitene

edebilme

Etki mekanizmasindan dolayl siddetli
heparinizasyona ragmen etkin olma

eldivenine yapisma
Noral yapilara baglanabilme

Kan dolasiminda MFC’nin
filtrelere  gecebileceginden,
dikkat edilmelidir.

Trombin Trombin- Fibrinojenin fibrine | Basi ya da baglama yetersiz kaldiginda | immiinolojik cevaptan dolay!
JMI(bovine), doénusumu pihti formunda, | kapilerlerden ve kiguk vendllerden mindr | ve  olasi  koagilapati ve
Evithrom  (human | pthtilasma faktorlerinin | kanamalarin efektif kontroli trombozisden dolayr sigir
plasma derived), rh | aktivasyonu trombin kullanimindan
i Kolay uygulama
Trombin/Recothrom kacinmak,
. Hizh etki , )
(recombinant Insan kan drtnleriyle
human) reaksiyonu bilinen bireylerde
kullanilmamalh
Jelatinle birlikte | Floseal Matriks icerisine c¢apraz | Jelatin granillerin tamponlayici | Fibrinojen kaynagi gibi kanla
trombin baglanmis jelatin grantller | etkisinden dolayl arteriyel kanamalarn | etkilesime ihtiyac vardir
vg tamponlayici etki .|c;?n h§f|fletmek icin fibrin macunlardan daha Uygulama  sonrasi %20
sisme; trombinin | iyi kontrol o
h tatik etkisi sigebilme
emos Acik ve laparoskobik nefrektomi yani sira
kardiyak cerrahide kullanimi
Onerilmektedir
Fibrin macunlar | Tisseel, Evicel, | Uygulama bolgesinde | Heparinize hastalarda efektif Uygulamadan once, yaralar
Crosseal trombin  ve f|br|n01§n Re-operatif kardiyak cerrahide, kolostomi trombin ve f|t?r|n.01en|
karisimi, trombin . .| denatiire eden alkol, iodin ya
T kapatmalarinda, splenik yaralarda, kemik .
fibrinojeni  fibrine, pihti da agrr metal iceren

formuna dénustardr.

onariminda, dural deri

greftlemede kullanilir.

sealing,

antiseptiklerle
temizlenmelidir.
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Platelet sealants | Vitagel Mikrofibriler  kollajen ve | Jel icerisindeki proteinler doku | Santrifije ihtiyac vardir ve 6n
thrombin, hastanin plazma | rejenerasyonu icin 6zellegirken, hastanin | hazirlik gerektirir.
k:)kelnll ) f!bnrlmj;:l_ .ve glclenmis pihtisindan plateletler icerir. Bypass ya da kan bosaltma
platelet erlvaF| ! r|n01.en Ortopedik, hepatik, rekonstrutif ve genel | durumlarinda dikkat
ve plateletler ile kombine . . . o . -
| cerrahi prosedurler icin kullanilabilir. edilmelidir.
olur.
Etkinligini zayiflattigindan
metilmetakrilat ve  diger
akrilik adhesivlerle
kullaniimamalidir.
Foci boébrek tasi olusumuna
neden olabildiginden renal
pelvis ya da Ureter
yakinlarinda kullanimina
dikkat edilmelidir.
Polietilen glikol | Coseal Yara boélgesinde karisan | Prekardiyal adhezyonlari engelleyebilir. 1 giin sonnrasinda baslangic
hidrojel ve capraz baglanan iki . . ... .| hacminin 4 katina kadar
i o . Vaskiler yeniden yapilanma igin iyi ) )
sentetik polietilen glikol : ¢ikabilme ve sismeye devam
o mekanik macun
polimeri etme
Ekzotermik degildir, inflamasyona neden . . .
. . o Kismi  nefrektomilerde iyi
olmaz ve bakteriyel enfeksiyon olasiligini i
performans sergilememe
arttirmaz.
Siyanoakrilatlar Dermabond Su varliginda sivi | Yuzde, ekstremitelerde ve torsodaki | Centikli yirtiklarda kullanimi

monomerlerin polimerlere
donusumi

yaralar olarak

kullanilir.

icin sUturlarin  yedegi

2.5 dk'da tam olarak baglanma, 7 gin
sonunda iyilesmis dokunun gictne
ulasma, su gecgirmez bariyer formu

zordur.

Carpisma, patlama
yaralarinda

kullaniilmamalidir.

Mukozal yizeylerde, aksilla
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ya da perineumda tavsiye
edilmez.

Glutaraldehid ile | Bioglue Yara bolgesinde glclu | 20 saniyede % 65 baglanma guci, | Buyimeyi  engellediginden
capraz bagl scaffold formasyonu icin | sicakia ya da havaya suya | gelisen vyapilar etrafinda
albumin glutaraldehid sigir | bakilmaksizin 2 dakika icerisinde gugcli | ¢evresel uygulama
albuminini hiicre | bir performans yapilmamalidir.
Erovtlemlerme §apPraz | siturlar ya da civiler etrafindaki kapatma | Sinirlere  yakin  bdlgelere
agiar. bosluklari icin kullanim, arteriyel kanama | dikkat, fonksiyon kaybina
icin iyi bir alternatif neden olabilir.
Karotid endarterektomi ve arteriovendz | Reaksiyona girmeyen
gecitler gibi periferal vaskuler prosedirler | glutaraldehid mutajenik
yani sira periferal aortik anevrizmalarda | etkilere neden olabilir.
kgpak degisimlerinde ya da a(?rt|k kesiler intrakardiyak ~ yapilara  ve
gibi kompleks kardiyovaskuler
kapakgik yapraklarina
prosedurlerde siklikla kullanim
uygulanamaz.
Hipersensitif ~ reaksiyonlara
neden olabilir.
Fibrin ortuler Kuru fibrin  macun | Gazh bez Uzerinde | FDA ilag arastirma protokoll altinda Irak | FDA onay! yok
ortler dondurup-kurutulmus ve Afganistan ile birlikte Amerikan N -
o o ) Kirllganhgindan dolay guclu
(liyofilize edilmis) | gugleriyle 6n basari

fibrinojen ve trombin

Genis yuzeyli abrazyonlarda kanamayi
efektif olarak kontrol etme

Fibrin sealantlardan daha uzun raf émri
ve uygulama esnasinda karistirmaya
gerek yok

paketlemeye ihtiyag var

20




Kitin ortiler

Rapid Deployment
Hemostat (RDH)

Vazokonstriksiyon,
mekaniksel tutturma,
RBCs, pihtilasma
faktorleri, plateletler

Hayvan modellerinde mindr yaralar igin
efektif

ilk kullananlarin gériisiine gére acil tip
kullanimi icin planlanmis

Hayvan modelinde splenik
yirtiklar gibi bazi yaralar igin
farkli sonuclar

Kitosan ortuler HemCon Kitinin deasetillenmis | ilk kullananlarin gériisiine gore acil tip | Basari orani ilk kullananlarin
formu, ayni mekanizma kullanimi icin planlanmig tecriibesine blyik oranda
FDA ila¢ arastirma protokoll altinda Irak Eaghdw I (bindﬁlm
ve Afganistan ile birlikte  Amerikan asarisizligr yapisarak altini
e kaldirmasiyla olusan
glcleriyle 6n basari o
efektifsizlik)
Antimikrobiyal 6zellige sahip olma .
Hayvan deneylerinde tutarsiz
sonuglar
Kabuklu deniz  urunlerinin
kitosan icermesi, kabuklu
deniz Urunlerine alerjisi olan
hastalarda kullanilamaz.
Mineral zeolit | QuickClot Pihtilasma  faktorlerinin, | ilk kullananlarin gérusine gére acil tip | Yaranin disina da tozlarin
ortuler plateletlerin,  RBCs’lerin | kullanimi igin planlanmis yayllmasindan dolayi yuksek
konsantrasyor?u_nu Dilsiik basingli kanamalar icin toz form batSInQ|.I .kanamalarda dikkat
arttirmak icin yara . edilmelidir.
bilaesindeki efektif
olgesindeki suyun . - -
molekiiler elekle | Yuksek basingli kanamalar igin mesh Vieut gt kullanim igin: genel

absorplanmasi

icerisine gémulmus zeolit

Ekzotermik yaralardan kaginmak
yeni Urtinlerde prehidrasyon

icin

olarak efektif, ancak yabanci
cisim reaksiyonlarina, skar
doku formasyonu ve bununla

iligkili komplikasyonlara
katkida  bulundugu rapor
edilmektedir.
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2.3.2. Absorblanabilir Ajanlar

2.3.2.1. Jelatin Kopukler (Gelfilm ve Gelfoam)

Jelatin kopuklerin Correll ve Wise tarafindan hemostatik ajan olarak gelistiriimesi
1945’lere kadar dayanir. Gelatin képuk cirpilarak ve kabartilarak koépik formuna
getirilerek hayvan deri jelatininden imal edilmistir [37]. Pihtilasmayi baslatmak icin
fiziksel bir matriks gorevi goriur ve Pharmacia ve Upjohn sirketi tarafindan (Pharmacia
sirketi, Pfizer'in alt kurulusu olarak) Gelfilm ve Gelfoam olarak temin edilebilir. Film,
sponge ya da toz halde uygulanabilir. Toz form, steril tuz soltisyonu ile karistirilir ve
kanama bdlgesine macun olarak uygulanir. Gelfoam macun, daha az enfeksiyona
neden olur ve bone waksa kiyasla daha az kemik iyilesmesinin inhibisyonu so6z
konusudur. Bu yuzden sternomi instzyonu gibi kemiksi ydzeyden kanamanin
durdurulmasinda kullanim icin iyi bir alternatiftir [38]. Gelfoam kollajen ve seliloz
urunlerinden daha ¢ok siser ve hacminin iki katina cikar. Ozellikle sinir yakinlarinda
ya da kusatilmis bolgelerde kullanildiginda iyi bir mekaniksel hemostatik aktivite
saglarken, sikistirici komplikasyonlara neden olabilir. Cerrah etkili travma ile birlikte
karakteristik avantajlar kazanir. Ozellikle kati organ yaralanmalarinda (hepatik barut
yaralarl)) okside selilllozla sikica paketlenmis jelatin kopUk iceren tubuler bir
hemostatik tikac ile kullaniimalidir. Bu ¢6zinebilir sttur ya da titanyum Klips ile tikac
saglam tutulabilir. Bu tika¢ bir yol gdsterici olarak bir suttr halkasi boyunca bir piston
ya da pens yardimiyla kavite icerisine dijital olarak gomulebilir. Bazen eger kavite
yeterli buyuklikte ise bir tikactan daha ¢oguna ihtiya¢ duyulur. Bu tikacglara dnceden
operasyon odasinda elle sekil verilebilir ve hatta travma merkezleri icin dnceden
paketlenebilir. Aksi halde cerrah artan kanama sayisina ligasyon, IsI tedavisi ya da
daha gucli ya da pahah topikal hemostatik ajanlar ile kontrol altina almak zorunda

kalir.
Gelatin kopuk 4-6 hafta arasinda absorbe olur ve hayvan Urini olmasina ragmen
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nonantijeniktir. Okside selllozun aksine, jelatin kopugun pH'1 nétraldir ve bu yizden
hemostatik aktiviteyi arttirmak icin trombinle ya da diger nétral pH biyolojikleri ile

birlikte baglayici olarak kullanilabilir.

2.3.2.2. Okside Seluloz (Surgicel Fibrillar ve Surgicel Nu-Knit)

Okside seliloz 1942'de Frantz tarafindan gelistirildikten sonra 1960’larda okside
rejenere sellloz ortaya cikmistir [39]. En son olarak kagit hamurunun parcalanmasi
ile Uretilmistir ve surekli seltloz fiberlerin imali ile sellloz rejenere edilmistir. Rejenere
selilozun gevsek 6rgl yapisindan dolayi ¢evre dokuya rahathkla uyum saglayacagi
dusunidlmektedir. Okside rejenere seliloz Surgicel Fibriller ve Ethicon, Johnson and
Johnson tarafindan Surgicel Nu-Knit olarak markalasmistir. Kuru uygulandigi zaman
daha buyldk bir hemostatik etki sergilediginden  kullanmadan  dnce
nemlendiriimemelidir. Jelatin kdpuklere kiyasla malzeme Ustin kullanim 6zellikleri
sunar ve orulmus fabrikleri herhangi boyuta getirmek icin islenebilir. Ameliyat
aletlerine yapismaz ve hemostaz olusana kadar kanama dokusuna karsi simsiki
tutulabilir. Surgicel fibriller katilik bakimindan kotona benzer ve bir yara igerisine

serildiginde yumusaklhigini strddrdr.

Okside seltlozun her iki formu cevre dokularin pH'ini dusdrir. Bu dusuk pH, kanla
etkilesim sonrasi ajanin kahverengi renk almasini aciklayan kirmizi hicre lizisine
neden olur. Salinan hemoglobin, asit hematin formunun asitleri ile reaksiyona girer.
Bu dusuk pH'in teorikteki avantajlarindan biri de farkl patojenik organizmalara karsi
antimikrobiyal etkisidir. Ayrica, disik pH olusan yapay pihti aracihla hemostaza
neden olan yakici bir ajan olarak goérev yapar. Okside seliloz dustk pH gibi
dezavantajlari g6z 6ntine alindiginda diger ajanlarla birlikte kullanildiginda aktivitesini
yitiren trombin gibi diger biyolojik topikal ajanlari inaktive eder. Ayrica Surgicel’in
asidik dogasi cevre dokuda inflamasyonu arttirabilir ve yara iyilesmesini geciktirebilir

[40].
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Kullanim siresine bagli olarak okside selllozun bozunmasi 2-6 hafta arasinda degisir
[38]. Ayrica kardiyak cerrahi sonrasinda birka¢ yil okside seliloz fiberlerin varhgini
tanimlayan raporlar bulunmaktadir [41-43]. Surgicel intervertebral foramen boyunca
yapilan toraktomi sirasinda kanamayi durdurmak icin kullanihir ve spinal kord
baskilarina neden olur [44, 45]. Bu yuzden en kiguk hacimlerde kullaniimaldir ve

hemostaz yaratilir yaratilmaz fazlasi uzaklastiriimalidir.

2.3.2.3. Mikrofibriler Kollajen (Avitene, Avitene Flour, EndoAvitene, Avitene

Ultrafoam, Avitene UltraWrap, Instat, Helitene ve Helistat)

Mikrofibriler kollajen (MFC) Hait tarafindan 1970’de gelistirilmistir. Sigir alt derisinden
kokenlenmektedir ve dizensiz yuzeylere iyi yerlesebilen beyaz, yumusak goériinen
kuru toz halde bir malzemedir (C. r. Bard, Inc’e bagli bir kurulus olan Davol tarafindan
Avitene Flour olarak; Ethicon, Inc tarafindan Instat olarak; Integra tarafindan Helitene
olarak). Toz formunun kompresyonu Oortlmemis bir tabaka formunu resmeder
(Avitene ve EndoAvitene Davol tarafindan pazarlanmaktadir). Son olarak mikrofibriler
kollajen sponge ve tampon formda bulunmaktadir (Davol tarafindan Avitene
Ultrafoam ve Aviten Ultrawrap, integra tarafindan Helistat ve Ethicon firmasi
tarafindan Instat). MFC genis bir ylzey alani sunar, kanla iletisimde oldugunda
plateletlerin fibrillere yapismasini ve salim reaksiyonu basglatir [46]. Bu platelet
aktivasyonu, platelet agregasyonunu ve trombus formasyonunu takip eder [47].
Hemostaz genellikle 2-5 dk arasi gerceklesir. Calisma mekanizmasi platelet
aktivasyonuna bagli oldugundan trombositopeniali hastalarda daha az efektiftir,
siddetli heparinizasyonda bile basari ile hemostaz yaratilir [48]. Onemli bir sisme
gostermez ve 8 haftadan daha az sirede absorbe edilir. MFC eldivenlere
yapistigindan cerrahin ellerini kullanmasindan ziyade kuru ameliyat malzemeleri ile
kanama bdlgesine uygulanmalidir. Genis yluzey alanl parenkim sizintilarini kontrol

etmek icin basariyla kullaniimistir. Laparoskobik prosedurlerde, Endo-Avitene
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MFC’nin rulo hali, bir aplikator yardimiyla standart laparoskobik troskari boyunca
yerlestirmeye uygundur [49]. Okside selllozda oldugu gibi, ndral yapilara
baglanabildiginden ve aciya ve hissizlige neden olabildiginden hemostaz
olusturulduktan sonra cerrahi bdlgeden MFC’nin uzaklastirilmasi tavsiye edilir. MFC
kan temizleme filtreleri boyunca gecebildiginden, MFC’nin kullanildi§i operasyon

bdlgesinden kan tekrar hastaya geri dondartlmemelidir.

2.3.3. Biyolojik Ajanlar

Biyolojik  kokenli hemostatik malzemelerin  kullanim  sikhdr  onlarin  etkili
mekanizmasina baglanabilir. Dogdal olarak olusan protein ve polisakkaritler ki bunlar
siklikla kullanilan koagulasyon faktorleri ya da diger hemostatik materyaller gibi
hemostazda direkt rol oynarlar. Albumin, kollajen, jelatin, polipeptit, keratin, kitosan
gibi bilesenler efektif ve kolay diizenlenebilir hemostatik ajan olarak izole edilebilir ve
duzenlenebilir.Koagilasyon proteinleri, sekonder hemostazda ve pihti formasyonunda

direkt role sahip fibrinojen, fibrin ve trombin hemostatik kullanim icin arastiriimaktadir.

2.3.3.1. Topikal Trombin (Trombin-JMI, Recothrom, Evitrom)

Trombin hicre sinyalinde, inflamasyon, hemostazdaki rolleriyle karakterize edilen
dogal bir enzimdir. intrinsik ve ekstrinsik koagiilasyon yolaklarinin aktivasyonun bir
sonucu olarak protrombinden olusur. Trombin fibrinojenin fibrine déntismesini tesvik
eden bir fibrin pihtisindan olusur. Trombin sayisiz kaynaktan saflastirilir ve 60 yildan
fazla klinik bir yardim olarak topikal hemostaz icin kullaniimaktadir. Simdiye kadar,
sadece ticari olarak uygun bagimsiz trombin, sigir plazma kokenlidir. Trombin
kanamay! durdurmak icin efektif olarak kullanilmasina ragmen, sigir kokenli trombinin
insan uygulamasi sonrasi gucli bir immun cevap yarattigi gorulmastar [49]. Sigir
trombin uygulamasini takiben trombin, protrombin, faktér V ve kardiolipine karsi
antibadi gelisimini iceren bir dizi klinik olaylar rapor edilmektedir [50, 51]. Topikal sigir

trombinin aksine artmis antibadi dereceli hemodiyaliz hastalarinda vaskuler tromboza
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ve sigir trombin uygulamasi sonrasi kanama ve koagulopatiye artan egilim
bulunmustur [52, 53]. Faz 3'deki, cerrahi hemostazdaki sigir trombinin aksine topikal
rekombinant insan trombininin karsilastirmali, randomize, cift kérli deneylerinde, rh
trombinin kiyaslanablir etkinlik, benzer guvenlik profili ve sigir trombinine kiyasla
onemli derecede daha az immun cevaba sahip oldugu bulunmustur [54]. Ayrintili
arastirmalar, rekombinant insan trombininin gelecekte sigir trombin kullaniminin yerini

alabilecegini gostermektedir.

2.3.3.2. Fibrin Sealants (Tisseel, Crosseal, Evicel, Floseal)

Avrupa’da fibrin tikaclarin cogalmasini saglayan Cohn damitma 1960’larda konsantre
fibrinojen Uretimine izin veriyordu. Bu tikaclar hemostaz, deri greftleme, dural kapama
ya da kemik onarimi icin kullaniimistir. Maalesef kullanimlari 1970’de FDA tarafindan
Amerika’da viral gecis riskinden dolayr yasaklanmigtir. 1989lara kadar
kullaniimamigtir, FDA Baxter firmasindan ilk ticari fibrin tikaca, Tisseel, onay
vermigtir. Ayni yil, kardiyak cerrahili ve acil sternotomi reoperativ hastalarda
geleneksel topikal hemostatik ajanlara kiyasla fibrin tikacin olasi klinik denemeleri
muhtemel azalan postoperatif kan kaybi ve kanamanin daha hizli kontrolini
goOstermistir [55]. O zamandan beri, birkac tane fibrin tika¢c onaylanmistir ve
kullanimdadir. Fibrin tikaclar trombini ve fibrinojeni (genellikle plazma koékenli)
kombine eden iki bilesenli Grinlerdir. Bu tikaclardaki bilesen uygulama oncesi 2
bileseni karistirmak icin cift siringal salim sistemi ile ayri bir viyal icerisinde takviye
seklindedir. Bilesenler uygulama sirasinda fibrin iceren stabil bir pihti formunda
etkilesir. Fibrin tikaclarin mekanik gtict fibrinojenin konsantrasyonu ile tanimlanir.
Gercek trombin konsantrasyonu, pihti formasyonunun hizini ve final fibrin tikacin
cekme gucund tanimlar. Tisseel'de bilesen 67-106 mg/mL konsantrasyonunda insan
kokenli fibrinojendir, diger bilesen ise insan trombini (400-625 IU/mL) ve kalsiyum
Klorittir. Crosseal 2003'de Amerikan Red Cross. tarafindan gelistirilmistir. Crosseal

Ethicon tarafindan pazarlanmistir, sadece insan Urdnleri (insan fibrinojeni ve
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transekzaminik asit yani sira plazmaca fakir insan trombini) icerir. Diger bir ajan, son

zamanlarda marketlere “Evicel” adiyla girmistir (Ethicon’dan temin edilebilir).

Evicel hicbir fibrinolitik inhibitér icermez ve sadece uygulama 6ncesi minimum hazirlik
suresine ihtiya¢ duyar, bu onu daha kullanigh hale getirir. Floseal Baxter'den temin
edilebilen marketlerde su anda var olan diger bir tikactir. Fibrin tikactan farklilasmistir
ve fibrinojen kaynagi olarak kana ihtiya¢ duyar. Floseal mikrograniller, glutaraldehid
ile capraz baglanmis ve insan thrombin soliisyonu iceren sigir kollajeninden jelatin
bazli bir matriks kombinasyonudur [56, 57]. Kanla etkilesir etkilesmez jelatin
partiktller siser ve tamponlayici etki gosterir. Bu 6zellikler, diger ajanlara kiyasla
arteriyel kanamanin  kontrolinde daha efektif olmasini saglar. Floseal kardiyak
cerrahide Gelfoam-trombine kiyasla daha Ustindir ve acilk ve laporoskobik
nefrektomilerde kullanildiginda kanamayi basariyla indirgedigi gézlemlenmistir [57,

58].

Urolojide, bu materyallerin farkli prosedirlerde uygulamalari bulunmustur. 1979'dan
beri tikaclar acik kismi nefrektomilerde kullaniimaktadir, fibrin glue hemostaz
yaratmak icin bobreklerin kesik ylzeylerine uygulanmaktadir. Minimum invaziv cerrahi
tekniklerinin gelistiriimesi laparoskobik kismi nefrektomi slresince bu bilesenlerin
yaygin kullanimiyla sonuc¢lanmistir [59]. Son yapilan bir arastirma, laparoskopik kismi
nefrektomi sirasinda Urolojik cerrahlarin %70’'inin  rutin olarak fibrin tikaclari

kullandigini desteklemektedir [60].

2.3.3.3. Platelet Jel (Vitagel)

Costasis (Orthovita, Malvern, PA) fibrinojen ve platelet iceren hastanin kendi
plazmasi ile kombine edilmis mikrofibriller kollajen ve trombin icermektedir. FDA
tarafindan 2000 yilinda onaylanmistir ve Vitagel olarak marketlerde yerini almistir.
Cerrahi prosedir sirasinda 10 mL hastanin kendi kani alinir, santriftij edilir ve plazma

bir siringa icerisine toplanir. Bu plazma iki cemberli siringa sistemine yerlestirilir,
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uygulama sirasinda hastanin kani Vitagel'in icerisindeki trombin ve mikrofibriler
kollajen ile kombine edilir. Plateletlerin varhdinin (hastanin plazmasindan) pihtinin
gucunda artirdigina inanilmaktadir ve daha gucli bir pihti icin blyime faktori
sunmaktadir. Platelet jeldeki proteinler doku rejenerasyonuna olanak saglar [61].
Diger kombinasyon Urdnleri gibi bu driinde pahalidir ve basarili kullanimi operator

deneyimine baglidir. Santrifiije olan ihtiya¢ ve proses triini daha az c¢ekici kilar.

2.3.4. Sentetik Ajanlar

2.3.4.1. Siyanoakrilatlar (Dermabond)

Siyanoakrilatlar sivi monomerlerdir, suyun varliginda hizlica polimer formuna gelir ve
bu ylzden yapigskan komsu ylzeye hizlica yapisir. Siyanoakrilatlar kimyaci Harry
Coover tarafindan 1942'de kesfedilmistir ve Superglue ve Krazy glue olarak satisa
sunulmustur. Vietham savagsl sirasinda, yarali askerler tibbi merkezlere nakliye
edilirken kanamay! yavaslatmak icin acik kanama yaralari spreylenmistir. Ayrica,
Superglue gibi etil siyanoakrilatlar degredasyon sirasinda yara iyilesmesini geciktiren
ve inflamasyon cevabina neden olan toksik yan drtinler (siyanoasetat ve formaldehid)
olusturur. Bu yuzden 1998’lere kadar kullanilamamistir, Amerika’da yara iyilesmesi
icin FDA onayl olan daha yavas degrade olan siyanoakrilat, oktil-2-siyanoakrilat
gelistiriimigtir. Halbuki batil-2-siyanoakrilat (Histoakril, Braun, Melsungen, Almanya)
Asya, Avrupa ve Kanada'da da ulagilabilir olmasina ragmen sadece oktil-2
siyanoakrilat Amerika’da elde edilebilir ve Ethicon tarafindan Dermabond olarak

satisa sunulmustur.

Oktil-2-siyanoakrilat 2-5 dk uygulamayla maksimum baglanma gucu gostermektedir
ve butil-2-siyanoakrilattan daha fleksibil olmasinin yani sira daha gtcli form
almaktadir [62]. Literatirden alinan sistematik raporlar standart suturlar, adhesiv
stripler, zimbalar ile karsilastirildiginda oktil-2-siaynoakrilatda derin  yirtiklar
onarilirken, kozmetik gérinimde tatmin, enfeksiyon ya da acllma acisindan bir
farklilik gorilmemistir [63, 64]. ik olarak Asya’da biitil-2-siyanoakrilat kanayan damar
icerisine doku adhesivinin direkt enjeksiyonu ile kanayan gastrik varislerin

embolizasyonu icin bulunmustur [65-68]. Halbuki kanayan gastrik varislerin icerisine
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glue enjeksiyonu cogu durumda cabuk hemostaz gelistirir gibi gézikirken mezentrik

ven trombozu riskini barindirir [69].

Vaka raporlari, anastomotik pdsodoanevrizmalar ve portosistemik ventz santlarin
embolizasyonu icin mudahalesel radyolojideki kullanimini tanimlamaktadir [70, 71].
Son zamanlarda, oktil-2-siyanoakrilat Almanya’da arterovendz fistullarda ve vaskuler
rekonstriksiyonda vaskuler anastomik bélgelerde hemostaz yaratmak icin basariyla
kullanilmigtir [72]. Benzer olarak, Dermabond, perianastomik bdlgeden kanamayi

durdurmak icin kardiyak cerrahi altinda 17 hastada kullaniimistir [73].

Siyanoakrilatlarin doku onarimi icin bir avantaji; daha hizli uygulama, kicuk yaralar
ve kesiler icin dikigleri almak icin tekrar ziyarete gerek kalmaksizin standart siturlara
kozmetik olarak esdeger onarim suresidir. Doku adhesivler su gecirmez bir bariyer
gorevi gormektedir. Ayrica, glue antibiyotik merhemle ya da vazelin ile birlikte
parcalanacaktir, bundan dolay! hastalarin her yaraya uygulanamayacigini bilmesi
gerekmektedir ve 7 gin boyunca boélgeyi temizlemekten kacinmasi gerektigini

bilmelidir.

Doku adhesivler derin yaralanmali dokularda, eklemleri kapsayan yaralanmalarda, el
veya ayaklarda ya da yirtilmis mukozal yuzeylerin onarimi igin kullanilamayabilir.
Vaskiler anastomozlar civarinda kanamay!r durdurmak igin siyanoakrilatlarin

kullanimi arastirma asamasindadir.

2.3.4.2. Polietilen Glikol Hidrojel (CoSeal)

Coseal, (FDA tarafindan 2001'de onaylanmistir, Baxter Healtcare Corporation,
Fremont, CA) sodyum fosfat tamponu icerisinde yiksek molekuler agirlikli polietilen
glikolin 2 solisyonunu icermektedir ve sentetik hidrojel matriks formunda dokuya
spreylenebilmektedir. On sekillendiriimis polimer matriksden ziyade, CoSeal
icerisindeki polimerlerden biri digerine ve kontakta oldugu dokuya in situ olarak
capraz baglanir. Bu capraz baglanan ag, yapisma ve hicrenin iceri dogru buyimesi
yani sira doku sivisina yapisir hale gelir. CoSeal ekzotermik degildir, inflamasyona

neden olmaz ve bakteriyel enfeksiyon riski yoktur.
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Bir hayvan calismasinda, 12 kdpegin her iki iliyak arterine PTFE interposition greft
yerlestiriimistir.  Grefttlerden bir tanesi Coseal ile etkilestirilirken digerleri
etkilestiriimeden yerlestiriimistir. CoSeal ile etkilestirilen greften ortalama kan kaybi
kontrol greften 15 kat daha az ve hemostaz etkilestiriimemis greftte 15 dk iken
etkilestirilmis greft de 5 dakika da olusmaktadir [74]. 48 hastayla yapilan randomize
deneylerde, CoSeal ile etkilestiriimis diyaliz santlarinin olusturulmasi ya da
infrainguinal revaskilarizasyon proseduirl icin PTFE greftlere sahip 74 hasta, 74
hastada kontrol olarak gelfoam/trombin ile etkilestirilmistir. Kontrol grubunun sadece
% 20'sinde iken, CoSeal ile etkilestirilen hastalarin % 47'sinde kapanma sz
konusudur. Buna ek olarak CoSeal ile etkilestiriimis olanlarda kanamayi durdurmak
icin 16.5 saniye gibi ortalama bir stre beklenmistir, kontrole kiyasla 189.0 saniye
daha azdir. Bu calisma CoSealin anostomotik kapatma performansinin
gelfoam/trombin ikilisine esdeger oldugunu goésteriyor, ancak daha hizl iglev goruyor.
CoSeal hastalardaki perikardiyal adhezyonlarin yapismasini 6nlemek icin de
kullanilabilmektedir [75, 76].

CoSeal ile ilgili diger bir konu, uygulamadan sonra ilk gtinlerde baslangi¢c hacminin 4
katina kadar sisebilmesidir ve bundan sonra da sismeye devam etmesidir [77].
Bundan dolayr anotomik yapilarin cevresi icin kullanilamaz, basi halinde zarar
gorebilir. Buna ek olarak, vaskuler cerrahi de oldugu gibi kismi nefrektomilerde
kulllanilacagi zaman iyi is gérmez. Bir calismada ciftlik kobaylari kismi nefrektomi
ameliyati gecirirler ve hemostaz icin CoSeal, fibrin glue ya da siturlama ile
etkilestirilir. Operasyon sonrasinda, 3 gin sonra 06len kobaylardan, CoSeal ile
etkilestirilenlerden 3 tanesinin hepsi uriner kacak gostermistir. Bunun aksine, stturla
etkilestirilenlerden 6 tanesinden 3 tanesi gosterirken fibrin glue ile etkilestirilenlerden
hicbiri Uriner kacak gostermemistir. Fibrin glue ile kiyaslandiginda CoSeal gevsekce
renal parenkimaya vyapisir [78]. Kanli ya da kansiz insan U0rin test tapleri
calkalandiginda ve inkube edildiginde, Coseal tipun dibinde kati pihti formuna gecer

ve 5 gin boyunca degismez [79].
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2.3.4.3. Glutaraldehid Capraz Bagli Albtimin (Bioglue)

Bioglue (1999'da FDA tarafindan onay almis, CryoLife Inc.) ikili kartuglar halinde ayri
kompartimanlarda tutulan % 10 glutaraldehid solisyonu ve % 45'lik sigir serum
albumini icerir. Bu kartus siringa dagitici icerisine yuklenir ve bilesenler uygulama
sirasinda karisir. Sigir serum albimini sigir spongiform ensefalopatisiz Ulkelerden
elde edilir ve coktirme, kromatografi ve radyasyonla saflastirilir [80]. Glutaraldehid
albumin proteinindeki ve ekstrasellular matriks icerisindeki, yara bdlgesinde hicre
ylzeyindeki lizin artiklarini capraz baglar ve kuvvetli bir doku iskelesi formuna gecer.
Buna ek olarak, Bioglue greft matriksin catlaklariyla mekaniksel olarak kenetlenme
sayesinde sentetik greft materyaline yapisir. Adhesiv, 20 saniyede % 65 baglanma
glcune sahiptir ve sicakliga, havada ya da suda olup olmadigina bakilmaksizin 2

dakikada kendi gicunu toparlayabilmektedir [81].

Bioglue hemostatik ajan olarak 79 kardiyak cerrahili hastada kullaniimistir ve bu
durumlarin 78’inde basariyla hemostaz yaratiimistir. Bioglue, laparoskobik nefrektomi
sirasinda kasitsiz dalak yirtiklarinin yani sira [80] mitral kapak degisiminde
atrioventriktler bozulmalarin onarimi icin PTFE patch ve sigir perikardiyumu ile

birlikte basariyla kullaniimistir [82].

Yenidoganlarda ve kiguk cocuklarda Bioglue kullanimindan dolayr sorun rapor
edilmemesine ragmen, Bioglue kullanan genc hastalarda uygulanan bolgede yapilarin
blyumesinin tehlikeye atilmak istenmemesinden dolayi kullanimindan kacinilir [80].
Bu sorun aorta-aortik anastomoz geciren 4 haftalik domuz yavrularinda, bunlardan 5
tanesi Bioglue ile anastomik takviye yapilmis hayvanlarda yuratilen calismada
desteklenmistir. 7 hafta blyime sonrasi Bioglue ile muidahale edilmis domuz
yavrular kontrole kiyasla 1.5 mm ortalama aortik dairede artis elde edilmistir [83].
Ozet olarak kardiyak cerrahide suturlarin mekaniksel olarak desteklenmesi igin

Bioglue effektif bir hemostatik ajandir.
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2.4. Hemostatik Ortiler

2.4.1. Kuru Fibrin Ortuler

Onceden de bahsedildigi gibi, glue ve kopik formunda insan ve sigir fibrin
tedavilerinin abdominal bélgede, kozmetikte ve kardiyovaskuiler cerrahide kullanigh
oldugu bulunmustur [84, 85] Ayrica, kisa raf 6mri ve kullanmadan 6nce karistirmaya
olan ihtiyac ve uygulama icin kuru, stabil bir ortama olan ihtiyacin vurgulanmasi fibrin
kullanimini kisitlamaktadir. 1999'da, Amerikan ordusu yara bdlgesinde koagilasyon
faktdrlerinin konsantrasyonunu arttirmak icin gazl bezlere liyofilize haldeki fibrinojen
ve trombini ekleyerek kuru fibrin 6rtii malzemeleri (DFSD) gelistirmistir. DFSD hayvan
calismalarinda cok basarili olmustur. Gazli bezlere liyofilize haldeki fibrinojen ve
trombin eklenmesi domuz arteriyel kanamalarda azalan kan kaybini gostermektedir

[86, 87].

Aortal, femoral transeksiyonun yani sira bobrek, karaciger yaralanmalari ile birlikte
normal ve koagulopatik domuzlarda, DFSD standard gazl bez tedavisine kiyasla kan

kaybini azaltmaktadir [88-96].

DFSD Kklinik uygulama icin FDA onay! almamistir, ancak FDA kontrolU altinda Irak ve
Afganistan’da Amerikan gucleri tarafindan arastirma asamasindaki ilac protokoll
olarak kullaniimaktadir. Stabil olmasi, kulllanim kolayhdi ve biyoabsorblayabilir bir

ajan olmasindan dolaylr muharebe alanlarinda 6n bir basari gostermistir.

2.4.2. Kitin, Kitosan (RDH, HemCon)

Kitin (poly-N-asetil glikozamin) artropodlarin iskeletlerinde bulunan bir polimerdir ve
fermentasyon sirasinda algler tarafindan uretilen bir polisakkaritdir. Kitin ve onun
deasetile formu kitosan hemostatik 6zelliklere sahiptir [97]. Kitin Ortllerin yaralanma

bdlgesine plateletlerin, pihtilasma faktorlerinin - ve eritrositlerin  hareketini ve
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vazokonstruksiyonu sagladigina inanilmaktadir [98]. En 6nemli kitin ortilerinden bir
tanesi rapid deployment hemostat (RDH) “Marine Polymer Technologies” tarafindan
imal edilmis ve ortl basina 300 dolar maliyeti vardir. Hayvan calismasinda, Kkitin
minor yaralarinin tedavisinde efektiftir, ancak bircok yara tipinde farkh sonuclar
goOstermektedir [97]. Bir calismada, domuzlarda dalak yirtiklarina uygulanan RDH 23
saniyede koagulasyon saglarken 173 saniyelik fibrin glue’dan daha hizhdir [99].
Bunun aksine, domuzlarda yapilan diger calismalar RDH'in standard gazli beze Ustln

gelecek istatiksel bir iyilesme saglamadigini gostermistir [100].

Hemcon gibi kitosan ortiler mekaniksel olarak yarayi tikama ve cevre dokuya
yapisma sayesinde islevini yerine getirmektedir. Hemcon Amerikan gugleri tarafindan
Irak ve Afganistan’da kullaniimaktadir. Sivil hayatta Hemcon ile yapilan bir calisma 34
vakadan 27’sinde kanamanin kontrol altina alindigini géstermektedir [101]. Kitosanin
diger bir avantaji asidik pH’larda polikatyonik dogasindan dolayr gram negatif
bakterilerin hiicre membranini parcalamasidir ve dogal bir antimikrobiyal 6zellik
kazanmasidir [102, 103]. Hemcon bandajdan kicuk bir parca, bakteriyle kontamine
fare yarasina uygulandigi zaman yuksek mikrobiyal etki gosterir ve dolasima
bakterilerin ulagsimini ve sepsisden olumu engeller [104, 105]. Sinirh insan
kullanimlarinda Hemcon’un basarili olmasina ragmen, hayvan denemeleri tutarsiz
sonuclar vermektedir. Domuzdaki birka¢ hepatik yaralanmaya uygulandigi zaman,
standart gazli bez basisi ile karsilastirildiginda, Hemcon kan kaybini 10 kat daha da
azaltiyor ve sag kalma oranini % 28.6’'dan % 87.5'lara cikariyor [106]. Ayrica,
domuzda kompleks kasik yaralanmasi kullanilarak yapilan bir calismada standart
gazh bez ile kiyaslandiginda Hemcon uygulanmis domuzlar tekrar kanama ve 6lim
orani bakimindan istatiksel olarak bir fark gostermiyor. Hemcon’'un hayvan
calismalarindaki basarisizl§i uygulandigi zaman bandajin dokuya yapismamasidir

[107].

Dikdértgen Hemcon bandaj 2 tarafa sahiptir; yaraya yapisan aktif tarafi iceren kitosan
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ve basinc¢ yapilan yapismaz taraf. Hemcon'un etkinligi iyi yapisip yapismamasina
baglidir, yaralar diz olmadigindan bandaj kesilerek yaraya uygun hale getrilir. Yaraya
uygun olarak bandajin kesilmesi travma durumunda zordur ve deneyim ve tecriibe

gerektirir.

Ozet olarak Hemcon gibi kitosan ortiiler RDH gibi kitin 6rtii malzemelerinden daha
etkilidir. Yaraya uygulandigi zaman Hemcon kan kaybini efektif olarak azaltir ve

antibakteriyel 6zellik kazandirir.

2.4.3. Mineral Zeolit (QuickClot)

QuickClot gibi mineral zeolit hemostatik ajanlar silikon, magnezyum, aliminyum,
sodyum oksit gibi in6rt materyallerden yapilmis molekiler elekler iceren grantler
tozlardir. QuickClot yara boélgesinde siviyl absorblar ve bu ylzden hemostazisi
stimile etmek icin eritrositleri, plateletleri, pihtilasma faktérlerinin  lokal
konsantrasyonunu arttirir [99]. Stabil, kullanimi kolay ve paket basina 10 dolardir. Irak

ve Afganistan’da Amerikan gugleri icin hemostatik ajan olarak piyasaya surtlmastir.

QuickClot dusuk basinch kanamalar icin cok etkindir ancak yuksek basincli
kanamalar icin daha az etki gosterir. Askeri ve gindelik yasamda rapor edilen 103
calisma da, vaka bdlgesinde ilk uygulama olarak uygulandiginda % 100 etkinlik
gOsterdigi gorulmustir ve koagulapatik 6lumcil hastalarda son bir care olarak
hekimler tarafindan kullanildiinda sadece basarisizlik olusmustur [108]. Ayrica
Irak’tan verilen diger anektotlar yiksek basin¢h kanamalarin QuickClot'u yara disina
ittigini tanimlamaktadir. QuickClot eksternal kanamanin kontrol edilmesi icin sadece
onay almasina ragmen, yukaridaki vakalarin 20’sinde travma cerrahlarn tarafindan

intrakorporeal kullanimin érnekleridir.

Domuzdaki kompleks kasik yaralanmalarinda ve gecikmis  hipotensif

canlandirmalarda, QuickClot ile muamele edilmis batin bireyler hayatta kalmistir,
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standart gazli bez ile muamele edilmiglerin sadece yarisi yasamina devam
edebilmistir [100]. Butin deneylerdeki QuickClot'un basarisi domuzun inguinal
kavitedeki kan havuzundan kaynaklanmaktadir. Bunun aksine, insan arter
transeksiyonlari daha hizl bir akistadir ve havuz yoktur, bu da pihtilagsmay! zorlastirir,
bu aciklama Irak'taki yiksek basincli kanamalarda QuickClot basarisiziigi ile
uyumludur. Kompleks kasik yaralanmasi olan domuzlarda yapilan bir ¢calismada, 12
domuzdan 11'i hayatta kalmistir, insiz edilmis damarlari tamamen kaplamadigindan

komsu yumusak dokulara gécini engellediginden ayak olimu gerceklesmistir.

Yuksek basincli kanamalarda QuickClot’'un etkinliginin azalmasinda Ureticiler son
jenerasyon Urlnlere dikkati ¢cekmektedir. Mineral zeolit gazli bir mesh kese ile
kusatilmistir. Zeolit olmaksizin kan akigiyla yikanarak yara bolgesine basin¢ altinda
uygulanabilir. Yorkshire domuzlarinda yayinlanmamis calismalarda Duke Universitesi
Medikal Merkezi'nde zeolitin kusatilmasi zordur ancak tstesinden gelinmistir. Mineral
zeolit tarafindan sivinin absorbsiyonu ekzotermik bir prosestir, QuickClot'un baglangic
formulasyonunda, salinan sicaklik dokularda hasara neden olabilir. Hayvan
calismalarinda dlcilen yara sicakligi kan akisina ve eklenen QuickClot miktarina
bagli olarak 42-70.8 °C araliginda degismektedir. Rapor edilen 103 QuickClot
kullanimindan, hastalarin % 25’i 3 yara vakasi ile birlikte hafiften agir agrilarin eslik
ettigi rapor edilmigtir. Ureticiler zeolitin 6n hidratasyon ile daha az ekzotermik sekilde

suyu absorblayacagina isaret etmektedirler.

Son jenerasyon Urtnler QuickClot baslangi¢ formulasyonu tarafindan konumlanmistir
ve bu problemlere isaret etmektedir. Zeolit cerrahi megler icerisine goémiulerek
kompres olarak kullanilabilir ve zeolitin prehidratasyonu ile daha az ekzotermik

reaksiyonla suyu absorblarlayabilir.
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Cizelge 2.3. Topikal hemostatik ajanlarin fiyat ve boyut tanimlamalari [36].

Topikal Hemostatik Ajanlarin Fiyat ve Boyut Tanimlamalari

Uriin Sirket Fiyat (USD) | Tanim

Fiziksel ajanlar

Bone wax Ethicon (Johnson and | 120 25¢g
Johnson)

Ostene Ceremed 75 25¢g

Absorblanabilir ajanlar

Gelatin kdpuk

Gelfoam Pharmacia and | 85 1 sponge(8x12.5 cm)
Upjohn (Pfizer)

Gelfilm Pharmacia and | 88 1 sponge(10x12.5 cm)
Upjohn (Pfizer)

Oxide seluloz

Surgifoam Ethicon 22 1 sponge(12.5x8 cm)

Surgicel Ethicon 33 1 pad (2x14 in)

Mikrofibriler Kollajen

Avitene Flour Davol 215 05¢g

Avitene ultrafoam Davol 120 1 sponge (2x6.25 cm)

Avitene ultrawrap Davol N/A Artik Uretilmiyor

Helistat Integra 125 1 sponge (2.5 cmx5

cmx5mm)

Helitene Integra 144 05¢g

Instat Ethicon 105 19

EndoAvitene Davol 83 1 sponge (5cmx5mmxlmm

preloaded)

Biyolojik Ajanlar

Topikal trombin Monarch 85 5000 IU her biri

Trombin JMI Ethicon 115 5000 IU her biri

Evithrom ZymoGenetics 100 5000 IU her biri

rhTrombin (recothrom)

Fibrin sealants

Tisseel Baxter 160 2 mi

Evicel Ethicon 208 2mi

Crosseal Ethicon N/A Artik Uretilmiyor

Floseal Baxter 250 5mi

Platelet sealants

Vitagel (formerly Costasis) Orthovita 280 2ml

Sentetik ajanlar

Polyetilenglikol hidrojeller

Coseal Baxter 400 2mi
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Siyanoakrilatlar

Dermabond Ethicon 38 0.5 ml

Glutaraldehid capraz bagli

albimin

Bioglue Cryolife 400 2ml

Hemostatik ortuler

Fibrin ortuler

Kuru fibrin ortiler (DFSD) American Red Cross 500-1000 1 bandaj (4x4 in)

Kitin/kitosan ortuler

Hemcon Hemcon Medical | 120 1 bandaj (4x4 in)
Technologies

Rapid deployment | Marine Polymer | 300 1lbandaj

hemostat (RDH) Technologies

Mineral zeolit ortler

Quickclot Z-medica 20 1 bandaj (4x4 in)

Cizelge 2.4. Su an USA’de ticari olarak satilan hemostatik trtnler.

(https://biotextiles2013.wordpress.com/hemostatic_wound_dressings/)

Ortl Malzemesi

Prokoagulant

Saticisi

ChitoSeal™

Kitosan

Abbott Vascular

V+ Pad™

d-Glukozamin

Angiotech

HemCon Bandaj

Kitosan

Cardinal Health

Syvek™

Poly-n-asetil-glukozamin

Marine Polymer Technologies

Clo-Sur P.A.D.™

Kitosan

Medtronic

SafeSeal™

Polisakkarit (MPH)

Possis Medical

FemoStop HD™

Seliuloz

Radi Medical Sytems

Stasys™

Polisakkarit (MPH)

St. Jude Medical

Neptune Pad™

Kalsiyum Aljinat

TZ Medical

D-Stat Dry™

Trombin, Sodyum
karboksimetilseliiloz, CaCl

Vascular Solutions
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2.5. Kitosan ve Hemostazda Kullanimi

Kitosan rastgele dagiimis beta (1,4) bagh D-glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden
olusur. Kitosanin buyik bileseni yengec, karides istakoz ve bocek gibi kabuklularin
dis iskeletinden kdkenlenir ve mantarlarin ve kahverengi alglerin hiicre duvarlari
tarafindan ekstraselular olarak uretilir. Kitosan nadiren dogada bulunur. Mucor rouxii

gibi dimorfik fungilerde kitin Gzerindeki deasetialaz enziminin faaliyetiyle olusur [109].

% Hm%\(gi

QIH

(li o]

| CH3 CH:: CH3
Kitin

AN m o

\A 0

| NHZ NHZ

Kitosan

Sekil 2.6. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi.

Kitosan tzerindeki aminler asidik pH’da protonlanir ve kitosan zincirleri icin pozitif yuk
tasir. Kitosan katyonik yapisindan dolayl hemostatik ajan olarak secilir. Cogunlukla
hicre ylzeyleri anyoniktir ve kitosanin elektrostatik etkilesimlerle yara bdlgesindeki

dokuya guclice yapisacagi dusuntlmektedir.

Son yillarda kesfedilen kitosan bazli hemostatik ajanlar normal pihtilasma
mekanizmasindan ziyade plateletlerden bagimsiz olarak fonksiyon gorir. Kitosan
guclu bir pozitif elektriksel yike sahip, negatif yukli molekillere guclu sekilde
baglanabilen bir aminopolisakkaritdir. Hizla gelisen dinyada, fonksiyonel, nontoksik,

biyouyumlu, biyoabsorblanabilir ve biyobozunur biyopolimer ajan olarak dikkate deger

38



bir 6nem arz etmektedir. Potansiyel farmotik ve medikal uygulamalar icin kullaniminin
kimyasal yapisina, molekuler boyutuna ve enzimatik hidrolizisine baglh oldugu rapor
edilmektedir. Ayrica kitosanin farkli biyolojik aktivitelerle farkli yapilara sahip oldugu

kayda deger bir bilgidir.

Yeni hemostatik ajanlara benzemesinin yani sira, yara bolgesinde enfeksiyonu
engelleyecek antimikrobiyal 6zellik gosterir. Genel olarak kitosan 3 reaktif fonksiyonel
gruba sahiptir. Amino gruplari C(2), C(3)ve C(6) pozisyonlarinda primer ve sekonder
hidroksil gruplar icerir. Bu gruplar spesifik uygulamalar icin doku muhendisliginde
kullanigh kitosan benzeri greft kopolimerizasyonu modifikasyonuna izin verir.
Kitosanin kimyasal dogasi mekanik ve biyolojik 6zelliklerini diizenleyecek kovalent ve
iyonik modifikasyonlar icin pek ¢ok imkan sunar. Biyoaktif kitosanin her bir 6zel tipi

enzimatik hidrolizis ve kimyasal bilesiminin degismesiyle zaman icinde geligir [110].

2.5.1. Kitosanin Hemostatik Ajan Olarak Medikal Alanda Kullanimi

Kitosan kanayan yluzeye toz, sollisyon, kaplama, film, hidrojel, ve filament kompozit
gibi farkh fiziksel formlarda direkt olarak uygulanmak icin kullanilabilir. Son
zamanlarda, kan kaybini durduran hemostatik ajan olarak islev gorecek cok farkli
drtnler dizayn edilmektedir [111-113] Bundan 6nce, Malette ve arkadaslari kitosanin
hemostatik aktivitesini rapor etmistir. Genel olarak kitosanin hemostatik aktivitesi
normal bir hemostaz kaskadina bagh degildir. Aksine, molekul agirhgina,
deasetilasyon derecesine ve kitosanin 6zelliklerine, hticre yizeyindeki negatif yukla
molekullere saldirmasini saglayan polikatyonik 6zelliklerine baglidir [114]. Lee ve
arkadaslar dustuk molekil agirhkh kitosanin effektif koagulasyonu destekleyecek

yetenekte olmadigini rapor etmistir [115].

Olsen ve arkadaslar kitosan tuzunun farklh fiziksel formlari ile kan koagilasyonunun
olasi mekanizmalarini aciklamislardir. Hayvanlar GUzerindeki farkli  kitosan
kompozitlerinin verimliligini ayrintil tanimlayan deney sonuclarini 6zetlemislerdir
[116]. Kitosan glutamat liyofilize film, kitosan glutamat ya da kollajen liyofilize pedler
ve kitosan glutamate sulu soliisyon formlari bulunmaktadir. Hoekstra ve arkadaslari

arteriyel kanama bdlgesi icin tika¢ olarak mikrokristalin kitosan kullanmistir ve
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biyouyumlu bir polimer olarak karakterinden dolayl glvenli oldugu bulunmustur.
Modifiye kitosan ortuler kanama sonrasi mudahale de énemli bir iyilesme gostermistir

ve ortalama arteriyel basing araliksiz alinmistir [117].

Baska bir calismada, kitosan ve suda ¢oztnebilir kitin solisyonu suda ¢6zundr kitinin
hidrofilik dogasindan dolayl ve biyobozunur 6zelliginden dolayl diger bilesenlere
kiyasla 6ne cikan bir cekme direnci ve iyilestirilmis bir yara iyilesmesi gostermistir
[118].

2.5.2. Kitosan ve Eritrositler

Kitosan aktivitesinin spesifik mekanizmasi c¢ok fazla arastirlmamistir ancak
arastirmacilar kitosan varliginda eritrositlerin koagulasyonunu gostermektedir [119-
122]. Eritrositlerin yapismasi, eritrositlerin capraz baglanmasi ile kitosan varliginda
artmistir. Kitosan polimer zinciri tarafindan birbirine baglanir ve yapay pihti dreten

yakalanan hucreler latis formunda tekrar polimerize olur [123].

Eritrosit morfolojisindeki degisiklikler, kitosanin yapismasina bagli olarak in vivo
calismada aciklanmistir. Hucreler kan kaybini engellemek agregat olusturmak icin
baglanirlar. Klokkevold ve arkadaslari anestezi altindaki sicanlarin eritrositlerinin tipik
bikonkav morfolojisini kaybettiklerini ve birinin digerine olagan olmayan bir ilgi
gOsterdigini gormastir. Ek olarak kitosan uygulanmig yaralar eritrosit pihtisi ya da
tikac formu alir. Bu pihtilarin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu ile

goruntilenmis, sonugctaki kan pihtisi biri digeriyle ayni ilgiyi géstermemistir [124].

Kind ve arkadaslar derin bir karaciger yaralanmasi kullanarak kitosanin heparinize ve
kontrol sicanlarinda kan koagilasyonunda basarisiz oldugunu goéstermistir. Bu
olumsuz sonu¢ kullanilan metoda baglanmistir. Kullanilan pamuk aplikatori pihti
formasyonu boyunca derin yirtiktan uzaga cekilmistir. Kitosanin azalan bu etkisi ve
kanamaya egimlilik korunmustur. Kanla iletisimine bagh olarak, kitosan suyu
absorblamasi ve temel hasarli dokuya yapisan adhesiv malzeme icerisinde

degistiriimesiyle kanamay1 durdurmustur [125].
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Fukasawa ve arkadaslari peritoneal abrazyonlar Gzerine kitosanin yapismasindan
dolay! sicanlarin fibrinolitik aktivitesinin sinirlandigini aciklamiglardir [126]. Kitosanin

eritrositler Uzerine etkisi pihti formasyonun kaybolmasi olarak goze carpar [127].

2.5.3. Kitosanin Platelet Adhezyonu, Agregasyonu ve Aktivasyonu Uzerine
Etkisi

T.C. Chou ve arkadaslari konsantrasyona bagl olarak kitosanin 5. ve 30. dakikada
platelet adhezyonunu ve agregasyonunu indikleyecek yetenekte oldugunu rapor
etmislerdir. Bir tavsan modelinde, kitosan zamana bagl olarak platelet yapismasini
ve doza bagli olarak platelet ¢okelmesini iyilestirmistir. Bu arastirmacilar tavsan
plateletlerini yikamis ve 37 °C’de 3 dk 6n Isitmaya tabi tutmuslardir. Kitosanin farkl
konsantrasyonlari, platelet ¢cokelmesini uyarmak icin eklenmistir. Sonuclar hasarli

dokuda kitosanin etkilesimi olarak ac¢iklanmigstir [128].

Kitosan filmin, platelet yapismasini, agregasyonunu ve intrinsik kan koagulasyonunu
aktive ettigi gosterilmistir. Shen ve arkadaslarl kitosanin platelet agregasyonunu ve
adhezyonunu plazma icerisindeki platelet konsantrasyonuna bagli olarak agregasyon

derecesini de not dusirerek uyardigini kesfetmiglerdir [129].

Okamoto ve arkadaslari kitinin kan pihtisinda kitosandan daha cok platelet agrege
etmesine ragmen kitosanin kitinden daha efektif olarak islev gérdugunt belirtmiglerdir
[130].

Platelet agregasyonu direkt olarak kan koagilasyonunu belirtmez. Kitin ve kitosanin
koagulasyon profili Gzerindeki etkisi fiziksel 6zellikleri ile aciklanmistir ve kimyasal
yapilari ile 6zellikle aminoasit artiklari ile bagdastiriimistir. Elektron mikroskobu
degerlendirmeleri baz alindiginda uzayan surecle birlikte plateletler kitin ve kitosanin
ylzeyine daha gucli baglanir. Plateletler yapisir ve dizensiz bicimler halinde agrege
olmus kitleler halinde biri digerine baglanir. Kitosan platelet adhezyonunu
destekleyecek ve Glikoprotein llb/llla aktive etmek ve tromboksan A2/ADP salan
intraselular sinyal reaksiyonlarini olusturacak yetenektedir. Bu sinyaller platelet

yayllimini ve adhezyon stabilitesinin gticina arttirir [131].
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Qing He ve arkadaslarl kitosan ve kitosan-heparin kompozit film kullanarak platelet
adhezyonu ve aktivasyonunu Olcmustir. Plateletce zengin plazma ile muamele
edilmis bu filmin taramali elektron mikroskobu goérunttleri pésodopod formunda bircok
platelet gostermistir. Kito-hep kompozit film platelet yapismasini inhibe etmistir.
Platelet aktivasyon testi icin, kito-hep kompozit doku iskelesi tarafindan indiklenen
pozitif p-selektinlerin ylzdesi kitosanla uyarilanlara kiyasla énemli dlciide azalmistir.

Bu kompozit matriksteki artan platelet uyumlulugunu gostermektedir [132].

M. S. Lord ve arkadaslari kitosan varliginda yapisan plateletlerin aktin sitoiskeletini
arastirmiglardir. % 0.01-1 (w/v) konsantrasyon araliginda kitosana yapisan plateletler
ve yildiz seklinde aktince zengin psddopod gelisimi gdzlemlenmeksizin yuvarlak bir
morfoloji gostermiglerdir. Plazmayla kaplanmis kitosana platelet yapismasi radyal
aktince zengin cikintilarla birlikte daha cok yayilan bir morfoloji gostermektedirler.
Kitosan kapl olan % 0.1 plazma ya da % 10 plazma icerisinde her birinde plateletlerin
morfolojisinde farklilik yoktur. Platelet aktivasyon testi icin, saglikli kandan izole edilen
plateletlere kiyasla kitosana maruz kalan plateletler Gzerinde artan p-selektin derecesi
tespit edilmistir. % 0.001-1 araligindaki kitosan konsantrasyonunda kitosana yapisan

plateletler tarafindan artan derecede Integrin a2p32’Un eksprese edildigi bulunmustur.

Plateletlerin kitosan tarafindan tek basina aktive edildigi bulunmustur ve aktivasyonun
kitosan tarafindan adsorbe edilen proteinlerin varligi tarafindan duzenlendigi

bulunmustur [133].
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Cizelge 2.5. Kitin ve kitosan igceren ticari Grtinler [134].

Uriinler Etki mekanizmasi
HemCon® Dondurup kurutulmus kitosan asetat tuzu, kan kaybini durdurmak,
plateletleri iyilestirmek icin acil durumlarda ana kullanim
Chitoflex® Doku ylzeyine kuvvetlice yapismasi ile birka¢ kanamayi
yumusatici olarak dizayn edilmis antibakteriyel ve biyouyumlu yara
ortisu, yara bolgesini stabilize eden ve tikayan esnek bir bariyer
formunda
Chitoseal® Hemorajik yaralar icin seltiloz bir 6rtl ile destek, baski stresini
azaltma
Clo-Sur® Vaskdiler yaralanma bdlgesinde yara iyilesmesini uyarmak igin
topikal olarak uygulanir
TraumaStat® Yiksek derecede poréz silica iceren dondurup kurutulmus kitosan,

birka¢c kanamay! kontrol altina almak icin eksternal gecici kullanim
icin 6nerilmektedir

Syvek-Patch®

Kirmizi kan hiicrelerinin yapismasi, plateletlerin aktivasyonu ile
daha hizli hemostazis yaratmak, diyagnostik operasyonlarda
kateter degisimini takiben kanamayi kontrol altina almak

BST-CarGel®

Kitosan-gliserofosfat hidrojel, kikirdak hasarini onarmak icin
kullanilan biyobozunur jel

BST-CarGel®

Cok efektif manada dokuya yapisma, sizintiy1 ve mikrobiyal ihlalleri
engelleyecek, normalden yasami tehdit eden arteriyel delikleri
iceren yaralanmalarin tedavisinde uygun

Celox

Oliimciil kanamalarda kullanilan, sadece 30 saniyede ¢ok efektif,
IsI olusturmaz, ajan kirmizi kan hicreleri ile reaksiyona girdiginde
saglam bir tikac olusturma

Celox-A

Aplikator ve piston salim sistemi, klicik penetre yaralarin
derinliklerinde reaksiyona girebilme yeteneginde

Celox Trauma
Gauze

Travmatik kanamalari kontrol altina alma ve serinlemeye yardimcl,
birincil ve ikincil derece yaniklarda koruma

Chitipack S

Genellikle travmatik yaralar icin ve cerrahi doku defektleri kullanim,
kullanima bagl olarak caydirici bir skar olusumu rapor edilmemis,
polietilenterefitalat Gizerinde desteklenme, buyulk deri hasarlarinin

tedavisi i¢in, sltur atmaya uygun olmayan hasarlar icin uygun.

Chitipack P&C

Koton benzeri kitosan asetat tuzlarinin etilen glikol, buz ve sodium

hidroksit koagilasyon banyosunun igine spinlenmesi ile elde edilir,

normal subkutan dokunun tekrar yapilanmasi ile viicut dokularinin
tekrar yapilanmasi ve derinin rejenerasyonu icin kullanilabilir

Tegasorb

Kitosan partikilller iceren bu ortii eksudayi absorplarken siser,
yumusak bir jel Uretir

Tegaderm film

Su gecirmez ortinun bir tabakasi hidrokolloidle drtilmustir, kronik

dressing yaralarda, sakral yaralarda ve ayak ulserleri icin kullanilir
Chitodine Elemental halde iyodin adsorbe edilmis kitosan toz, cerrahi
ortllerin ve yaralanmis dokularin temizlenmesi ve
dezenfeksiyonunda
QuikClot® Blyuk yaralar i¢in uygun, kan kaybini durdurma, koagulasyon

profilini hizlandirici adsorbent hemostatik ajan
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2.6. Seliiloz ve Hemostazda Kullanimi

Seliloz, en bol bulunan biyobozunur materyallerden biri olarak ekonomik bir 6neme
sahiptir. Pamugun (% 94 Uzerinde) ve agacin (% 50 Uzerinde) ana bilesenidir. 30
yildan daha fazla suredir, molekiler biyolojideki kaydedilen gelismeler ve in vitro
hicre sistemlerinin uygulanmasi dogada selllozun biyosentez mekanizmasinin genis

caph arastiriimasiyla sonuclanmistir.

Bakteriyel seliloz bitki biyokitlesinin ana bilesenidir ve mikrobiyal ekstraselular
polimerin temsilcisidir. Bakteriyel seltloz primer metabolizmanin spesifik trtnleridir ve
esasen yapisal bir role sahip oldugundan koruyucu bir kiliftir. Bakteriyel sellloz
Asetobacter, Rhizobium, Agrobacterium ve Sarcina bakterileri tarafindan sentezlenir
[135]. Seliloz Uzerindeki basit ve uygulamali calismalar icin model organizma olarak
kullanilan gram negatif asetik asit bakterisi Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter
xylinus olarak tekrar klasifiye edilen) en etkili Greticidir [136, 137] Bu fotosentetik
organizma glikoz, seker, gliserol ya da diger organik substratlari kullanabilir ve bunlar
saf sellloza donuasturebilir. Agac hamurundan elde edilen selilozun aksine,
Acetobacter tarafindan dretilen sellloz diger kontamine edici polisakkaritleri
kullanmaz, izolasyon ve purifikasyonu oldukca basittir, yogun enerji ya da kimyasal
proseslere ihtiya¢c duymaz [138]. Arastirmalar selllloz yapisi ve 6zelliklerinin yani sira
biyopolimer sentezinin mekanizmasi Uzerine odaklanmistir. Bakteriyel selllozun en
onemli o6zelliklerinden biri onun kimyasal safligidir. Bitkisel seltloz genellikle
hemiselilloz ve lignin ile baglantili oldugundan dogal olarak uzaklastirmasi zordur.
Bitki selilozuna kiyasla BS deri doku materyali olarak avantajlar saglayacak yuksek
kristalinite, cekme dayanimi, su absorbsiyon kapasitesi, iyi gecirgenlik,
biyokompatibilite, degredasyona direnclilik ve dusuk cozanarluk gibi 6zelliklere
sahiptir. BS pelikulleri kollajen yapisina benzer olarak ince nanofibriler bir yapi iceren
asimetrik yapilya sahiptir. BS'un gerilim-gerinim cevap egrisinin bicimi her iki
nanofibriler yapinin benzer yapisindan dolay! karotid arterinkini andirmaktadir.
Mannitol, gliserol gibi kiiltir ortamina farkli bilesenler eklenerek BS film uretilebilir. iki
BS film kristalin 6zellikler bakimindan cok zayif bir farkhlik gésterir. MannitollU

besiyerindeki BS seliloz fibrilleri daha incedir ve gliserollii ortama kiyasla daha kicuk
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poroziteye sahip agsi formdadir.

Sellloz, beta-1,4 baglari ile baglanmis dallanmamis glukopiranoz parcalarindan
olusmaktadir. Bakteriyel selllozun baslangic zinciri ortalama genigligi 1.5 nm olan
dogal olarak olusan en ince fibril olan subfibril seklinde agrege olur. BS subfibrilleri

mikrofibrillere [135], demetlere ve en sonunda seritlere kristalize olur [137].

Sekil 2.7. Seliloz biriminin molekuler yapisi, beta 1-4 glukosidik

baglar ve zincirler arasi hidrojen baglari gosterir.

Sekil 2.8. Seluloz mikrofibillerinin kristalin boélgeleri ile
birlikte sellloz molekuler zincirleri arasindaki etkilesimin

sematik gosterimi.
Mikrobiyal selllozun uzunlugu 1-9 ym arasinda degdisen ince seritler halinde agsi
yogun bir yapiya sahiptir, hidrojen baglari tarafindan stabilize edlir.

Makroskobik morfolojsi kiltlr sartlarina baglidir [139, 140]. Statik sartlarda bakteri
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oksijence zengin sivi-hava ara ylzeyinde besiyerinin ylzeyinde seltloz ortl biriktirir.
Selulozun subfibrileri mikrofibrilere kristalize olan ve besiyerinin icerisine dogru
genisleyen bakteri hicresinin yizeyinde linear olarak dizilmis porlardan araliksiz
cekilir. Bu yuzden deri benzeri pelikiller A. xylinum hicreleri tarafindan desteklenen,
birbiri Gzerine binmis ve bukulmus sellloz seritleri parallel hale gecer. Calkalamali
kaltir metodu bakteriyel selilozun endustriyel dretimi icin uygundur ve farkli
uygulamalarda ticari uygulama olarak gorev yapar. Calkalamali kultirde Uretilen BS
pelikullerinden S-BS iplikleri daha sik dallanmistir ve birbiriyle baglantidadir. Elektron
mikroskobu acisindan fark S-BS fibrilleri daha uzamis ve yukaridakiyle capraz gecis
halindedir. A-BS iplikleri karismistir ve egimlidir. Watanebe ve arkadaslari calkalamali
ortamda Uretilen bakteriyel selilozun statik kiltire kiyasla daha diustk polimerizasyon
ve kristalizasyon derecesine sahip oldugunu goérmistir. Bu bulgular calkalamall
bakteriyel sellilozun daha kicuk partiktl boyutunun statik bakteriyel seliiloza kiyasla
daha yiksek su tutma kapasitesini desteklemektedir [139]. ACP/MAS '3C NMR
analizleri sellloz | alfa iceriginin calkalamali kiltirde statik kiltirde Uretilenden daha
dusuk oldugunu gostermektedir. Bu yluzden statik kiltirden daha dusuk elastitite
moduli, daha yutksek su tutma kapasitesi ve daha yiksek sispansiyon viskozitesi
gOsterir [141].

Sekil 2.9. Statik kiltirde olusan BS pelikilleri (A); durgun
kultirde olusan BS peleti (B).
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Bakteriyel sellloz essiz yapisal ve mekanik 6zelliklerinden dolayi, cesitli alanlarda
aranan malzeme haline gelmistir. BS fiberler 20-100 nm capla birlikte yuksek boy en
oranina sahiptir. Sonuc olarak BS yuksek ylzey alanina sahiptir. Bu 6zellikler yiksek
hidrofilik doga ile kombine edildiginde yuksek bir sivi yukleme kapasitesi ile
sonuclanir. Ayrica biyokompatibilitesi, hidrofilitesi, transparan ve nontoksik olusu onu
farkl alanlarda genis uygulamalar icin cazip bir aday haline getirir. Calismalarin ¢ogu
BS den yapay deri, yapay kan damari, yapay kornea, kalp kapagi protezleri, yapay
Ureter, yapay kemik, yapay kikirdak, yagay sigir diz meniskisu ve ilag, hormon ve

proteinlerin salimi gibi ideal biyomedikal cihaz dizayni Gzerine yogunlasmistir. [142].

Deri

Kalp Kan
kapag! Damari

Kornea Uretra

Kikirdak Kemik Meniskls

Sekil 2.10. Bakteriyel seliiloz bazli materyallerin farkl

biyomedikal uygulamalari.

Bakteriyel selllozun biyouyumluluguna baktigimizda fibroblastlar ve kondrositler
kokdltur yapildiktan sonra BS bilesenleri ciplak farelere implante edilmistir. BS
kokdlturler ¢iplak farelerin derisi icerisine kadar iyice entegre olmustur. Bundan dolay!
BS, yukaridaki kosullar altinda hticre yapismasi ve cogalmasi icin faydalidir sonucuna

variimistir [143].
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BALB/mice sirtinda kalin deri yarasi yaratilmis ve histolojik arastirmalar ticari trlinlere
kiyasla 7. giinde BS grubunda yara bolgesinde dnemli bir taze doku rejenerasyonu ve

kapiler formasyonu gostermistir [144].

Farkl kitosan matrikslere (iki farkli polimerizasyon derecesinde ve suda ¢dzunebilir
tirevli kitosan) degredasyon ve BS kaynakli nanokompozit filmler kitosan ve BS
pelikilllerinin su bazli siispansiyonlari test edilerek hazirlanmistir. Uretilen filmler
oldukca transparan, esnek ve katiksiz kitosana kiyasla mekanik dzellikleri daha iyidir
[145].

Diger bir calismada farkli oranlarda (% 20/80’den 60/40 w/w) dondurarak (-30 ve -80)
ve liyofilize edilerek mikrofibriler BS siispansiyonu ve kitosan sollisyonu karisimindan
polisakkarit bazli BS/kitosan pordz doku iskelesi hazirlanmistir. Karistirma oncesi
yizey karboksil  gruplarini  gelistirmek icin  mikrofibriler BS 2,2,6,6-
tetramethylpyperidine-1-oxyl-radikal (TEMPO)-aracih oksidasyona maruz
birakilmistir. Kompozit doku iskeleti por boyutu 120-280 um arasinda degisen,

iyilesen kompres modulid ve gicu ile birlikte 3 boyutlu acik por yapisina sahiptir [146].

BS'nin klinik uygulamalari da bulunmaktadir. Ornegin BS’nin kronik yaralarda
uygulanmasinda ortalama % 75 epitalizasyon siresini ortalama 81 ginden 79 glne
indirmistir. iyilesmeyen ilserlere uygulandiginda, BS yara ortilleri standart bakima

kiyasla yaranin kapanmasi icin gecen sireyi kisaltmistir [147].

Sekil 2.11. Yaralanmis yliz ve toraksa uygulanan bakteriyel seltiloz
ortaler. Farkl vicut boyutlari icin uygunluk, nemli bir cevre saglama ve

onemli derecede agri hissini azaltma [148].
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2.7. Ipek ve Hemostazda Kullanimi

ipek proteini, ipek ureten artropodlarin (ipek kurtcuklarinda, ériimcek, akrep, akar ve
arilar gibi) salgi bezlerinde bulunur ve metaforfozlari suresince fiberler seklinde
spinlenir. ipek kurtcuklari tekstil endiistrisinde kapsaml sekilde kullanilan yerlesmis
bir fiberdir. Diger taraftan érimcegin kanibalik dodasi érimcekten Uretilen ipegin
ticari Uretimini kisitlamaktadir [149]. Tek bir ipek kozasindan elde edilen fiber
verimliligi 600-1500 m iken tek bir 6érimcegin salgl bezinden sadece 137 m'dir ve

orimcek agindan elde edilen ise 12 m’dir [150].

Oriimcek ipegi dogada heterojendir. Bu yuzden ipek bazli biyomateryaller ipek
kurtcugunun ipeginden elde edilerek hazirlanir. Bombxy mori tarafindan tretilen ipek
Bombycidae ailesinin bir Gyesidir. B. mori dut ipedi olarak bilinir. Diger bir ipek

Ureten aile ise Saturniidae ailesidir ve dut olmayan ipek olarak bilinir.

Fibroin, ipek fibere mekaniksel kuvvet verir, serisin fibroin filamentlerini ipek ipligi
seklinde baglar. Serisin tekstil islemlerinde kullanilmasina ragmen, ipegin
biyouyumlulugu hakkindaki in vivo calismalar serisin kilifin immun cevaptan sorumlu
oldugunu, bakir ipek kullanildiginda sadece gucli immun cevap olustugunu
gostermektedir. Bu ylzden baslangicta genellikle serisin dogal ipegin alkali suyun
icerisinde kaynatilmasiyla uzaklastiriir. Bu siure¢ sakizin giderilmesi olarak
adlandirihr.  Bu slre¢c boyunca % 22-25 oraninda bir agirlik kaybi olusur. Sakizi

giderilmis ipek indrt oldugundan dikkati cekmektedir [151].

serisin

fibroin

ipek kokonlari ipegin protein bilesenleri

Sekil 2.12. ipek filamentinin bilesimi.
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Bombxy mori ipek fibroin ylksek oranda ¢ tane aminoasit icerir, ortalama molar
oranlari sirasiyla 3:2:1 olacak sekilde glisin (G;Gly), alanin (A;Ala), ve serin (S; Ser)
[152]. Yap! olarak dogal ipek fibroin Gly-Ala-Ser sekansinin siklikla tekrarlandigi,
kokonlarin spinlenmesi sirasinda mekanik stres tarafindan bir antiparallel beta
tabakall kristalin yapidir (ipek II) [153, 154]. Bu aminoasitler kiicik yan gruplarla
birlikte molekuler zincirlerin sikica paketlenmesi imkani sunar. Bu uzamis zig-zag
zincirleri hidrojen baglari aracilhigiyla birbiriyle etkilesime girer ve % 70 civarinda
yuksek fiber kristalinitesi ile beta tabakall yapi kazandirir. Beta tabakalari arasinda
sadece Van der Waals kuvvetleri igler. Bu kristalin yapi, ipede blok bir kopolimer
yapisi veren aspartik asit gibi daha blyuik aminoasitleri iceren daha fleksibil amorf bir
domain tarafindan dagitilir [155]. Bu yapisal karakteristik konfiglirasyon ipege yuksek

mukavemet ve fleksibiliteyi iceren essiz mekaniksel 6zellikler kazandirir.

ipek allojenik ya da ksenojenik doku kaynakli diger protein bazli biyomateryallere
kiyasla Ustin 6zelliklere sahiptir. Bu materyallerin enfeksiyon riski yuksektir. Zorlu
protein izolasyonu ve saflastirma protokolinden dolayr bu materyaller pahalidir.
Bunun aksine, ipek yerlesmis bir tekstil fiberidir ve yaklasik 1000 metre ton Uretilir ve
yillik iglenir. Ipek fiber saflastirma serisini giderilmis ipek bazli biyomateryaller icin
baslangic materyali olarak basit bir alkali ya da enzim bazli zamk giderme proseduri
kullanilarak rutin olarak gerceklestiriimektedir. Bu ylzden geleneksel ipek tekstil
endustrisinin blyuk olcekte Uretim altyapisina uygunlugundan dolay! biyomedikal
uygulamalar icin ipek kullanimi ekonomik olarak avantajlidir. ipegin diger dogal
biyopolimerlere kiyasla avantaji Ustin mekaniksel 6zellikler godstermesidir. Diger
onemli bir avantaji biyokompatibilitesi, su bazl dGretim, biyobozunurluk ve fonksiyonel

modifikasyon icin kolay ulasilabilir kimyasal gruplarin varhginin olusudur.

Sakizin giderilmesi (yapistirici protein serisinin uzaklastiriimasi) ipek fiber tretiminde
ilk adimdir. Farkl diger malzeme formatlarini tretmek icin, sakizi giderilmis ipek fiber,
ipek solusyonu elde etmek icin ¢ozular. Bazi durumlarda, fiberleri ¢6zmek zordur,
ipek uygun tampon soltsyonlari kullanilarak ipek kurtcugu salgi bezlerinden direkt
olarak ekstrakte edilebilir [156]. Son birka¢c yildir, muhendislikteki kolay

kullanimindan, 1slak sartlardaki harika mekanik 6zelliginden, hicre buydmesi igin
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biyouyumlu olusu, yuksek oksijen ya da su ve ila¢c gecirgenligi ve enzimatik
degredasyona direncliliinden dolay! ipek fibroinin biyomedikal ve biyoteknolojik
kullanimina iligkin artan bir ilgi vardir [157-159]. Bu avantajlar cerrahi sttur, deri
tedavisi, enzim immobilizasyonu, yara yanik ©6rti materyali, hicre Kkultari icin
substrat, kontrollu ila¢c salimi tasiyicilari ve doku muhendisligi icin doku iskelesi gibi

biyomedikal uygulamalari icin fayda saglamaktadir.

Umut vaat edici 6zelliklerine ragmen, fibroin bazli biyomateyallerin biyomedikal
uygulamalari tam anlamiyla cahlsilmamistir. Son zamanlarda, fibroin filmin
inflamasyon makrofaj ve humoral immun cevabini, hicrelerde tam bir yayillma
olmaksizin filopodlari ile fibroine yapismasini arastirmak icin calisiimaktadir [160].
Bunlara ek olarak ipek fbroinin kitosanla kombinasyonu ya da modifikasyonu ile ipek
fibroinin yeni biyomedikal uygulamalarini olusturmak icin calismalar yapiimaktadir
[161].

Hemostatik yara yanik orti materyallerin uygulamasi icin, ipek fibroin serum
proteinlerini  adsorpsiyon yeteneginden dolayr tercih edilmektedir. Serum
proteinlerinin, fibrin(ojen)in, ipek fibroin fiberlere ve filmlere hidrofobik etkilesimlerle
daha cok hidrofobik beta tabakali zengin domainlerinden baglandidi rapor edilmistir
[162]. Ayrica ipek fibron fabrikler Gizerine serum proteinin adsorpsiyonu ipek fibroinin
konformasyonu muhendislik yodntemleri ile dizenlendiginde dramatik olarak
degismektedir [163]. Bu 6zellikler ipek fibroinin hemostatik 6rti materyali icin kullanisli

bir materyal oldugunu desteklemektedir.

2.7.1. Ipegin Kan Plazmasi ile Etkilesimi

Plazma proteinleri ile fibroin materyali arasindaki etkilesim, ipek fibroin hemostatik
yara 6rti malzemelerinin gelistiriimesi icin anahtar noktadir. Su anda, fibroin fiberlere
proteinlerin yapismasi hakkinda sinirli yayinlanmis calisma bulunmaktadir. Son
zamanlarda, Santin ve arkadaslari fibrinojenin fibroin fiberlere ve rejenere filme
baglandigini rapor etmektedir [162]. Fibroin érnekleri, trombin ve faktér Xl iceren
izole fibrinojen sollisyonu icerisinde inkibe etmiglerdir. Bilindigi gibi faktor XllI fibrin

fibrillerinin pihtt formuna capraz baglanmasini indiklerken, trombin de fibrinojenin
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fibrine polimerizasyonunu aktive eder. Bu deneyler kalsiyum varliginda ve
noksanliginda baglanma prosesinde kalsiyuma bagl enzimlerin rolini arastirmak icin
gerceklestiriimistir. SEM’den de anlasilacagi Uzere, fibroin film herhangi bir gorsel
fibrin polimerizasyonu gostermez, fibroin fiberler kalsiyumdan bagimsiz bir
mekanizma araciligi ile duzenli aralikh baglanma boélgeleri sayesinde fibrin

demetlerine baglanir (Sekil 2.13.)

Sekil 2.13. Kalsiyum varliginda polimerize fibrin i¢erisinde fibroin fabriklerin
inkiibasyonu sonrasi fiber/pihti ara yuzeyin kriyo-SEM goruntisu. a) fiberler ile
kopra olusturan laminar yapilar (x1500); b) bir fiberle kontakt halinde olan
demetler (x50000). Oklar degme noktasinin morfolojisini gostermektedir [163].

Baska bir calismada formaldehid kullanarak ipek fiberlerin yuzeyini modifiye
etmislerdir. Seyreltik formaldehid soliisyonu kullanilarak protein Uzerindeki amino
gruplarini bloke eden Schiff's bazi formasyonu araciligi ile yaratilan uzatici kollar
kovalent olarak fibroine baglanir [164]. Olusan imid gruplari sulu ortam sayesinde
disari cikar ve alkole indirgenir, bu nedenle fiber ylzeyi daha hidrofilik bir karakter
kazanir. Bu miudahale dramatik olarak fibroin fiberlere baglanan fibrini (ojen) inhibe
eder; birka¢c temsili olmayan bdlgede fibroin fiberlerine baglanip polimerize olan
gevsek pihtilar gozlemlenmistir. Bu sonuclar ipek fibroinin dogal yapisi Gzerindeki
duzenli aralikh hidrofobik domain varliginin polimerize fibrinojen ile birlikte etkilesim

kurma yeteneginde oldugunu gostermektedir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Kalsiyum varliginda polimerize fibrin icerisinde inkiibasyondan sonra
formaldehit ile etkilestirilmis fibroin fiberlerin kriyo-SEM goruntiusu, a) dogal
ylzey (x1500), b) iki polimer arasindaki etkilesimlerin nadir gérulen bolgeleri

(x3000) [163].

Bu sonuclar fibroin fiberler tGzerinde spesifik fibrin (ojen) baglanma bdlgelerinin var
olabilecegini ve fiber ylzeyinde hidrofobik beta tabakaca zengin domainlerin
polimerize fibrinojenle etkilesime girebilecek yetenekte oldugu konseptini
desteklemektedir [162].

2.8. Vitamin K ve Hemostaz

Vitamin K, Gla-protein ailesine ait proteinlerin sentezi icin zorunludur. Bu ailenin
dyeleri 6zellikle karacigerde olusturulan 4 koagilasyon faktdriine 6zgudur. Vitamin K
normal kan koagulasyonu icin gerekli oldugundan ismini oradan alir ve yarim yuzyildir
hemostazin sadece vitamin K iceren metabolik bir proses olduguna inanilir. Bu gérus
simdiler de kabul gérmemektedir. Gla olarak refere edilen gammakarboksiglutamat
icerisindeki her bir protein, osteokalsinden (kemikteki non kollagenous zorunlu
protein) Gla protein matriksine kadar (MGP, arterlerimizdeki potansiyel kalsifikasyon
inhibitérd) ve bldyumeyi durdurucu 6 protein sekansi (Gas6, hicre biyume
duzenlenmesinde gorevli bir protein) sentezlenirken vitamin K faaliyetinin parmak izini
tasidiklari  bulunmustur. Kan koagilasyonunda gorevli proteinler degismeden
karacigerde sentezlendiginden, yeni kesfedilen Gla-proteinleri diger metabolik

proseslerde anahtar fonksiyona sahiptir ve farkli dokularda sentezlenir.
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Vitamin K’'nin molekiler fonksiyonu tam olarak bilinmektedir; memeli htcrelerinin
endoplazmik retikulumunda bulunan ve glutamat amino asidinin Gla dondsumuni
saglayan gammaglutamat karboksilaz enzimi icin kofaktor olarak goérev yapar. Vitamin
K, hidrokinon oksidasyonu, karboksilasyon reaksiyonu icin enerji saglar. Tum Gla
proteinleri ekstraselular matrikste ya da vicut sivisinda salgilayici protein olarak
bulunur. Gla artiklari proteinlerde proteinlere yapisan guclu kalsiyum baglayan
gruplari olusturur ve bu proteinlerin fonksiyonu icin Gla artiklarinin zorunlu oldugu

bilinmektedir.

Vitamin K hepatik hticrelerle birlikte birka¢ karboksilaz enzimi akivitesi icin zorunludur
ve bu ylzden koagilasyon faktérlerinin VII, IX ve protrombin aktivasyonu icin
gereklidir. Bu faktorler memeli hicrelerinde bulunan endoplazmik bir enzim olan
gamma-glutamil karboksilaz tarafindan karboksillenir. Vitamin K bu proseste aktif
koenzimdir, oksidasyon boyunca reaksiyon icin enerji saglar [165]. Karboksilasyon
sonrasinda, bu proteinler trombositlerin yizeyindeki negatif yuklu fosfolipidler icin ve

koagulasyonu desteklemek icin egilim kazanir [166].

2.9. Protamin Siulfat ve Hemostaz

Protamin stlfat, negatif yukli parcalara ayrilmamis heparine baglanan (UFH) somon
baligi kokenli 5 kDa'luk bir katyonik polipeptitdir [167]. Protamin ve heparin arasindaki
molekiler etkilesimin mekanizmasi tam olarak tanimlanmamigs olmasina ragmen, bu
baglanma heparinin antitrombin aracili antikoagulan 6zelligini nétralize etmeye yarar.
Ayrica, ortaya cikan protamin-heparin kompleksi retiktiloendoteliyal sistem tarafindan
hizlica temizlenir [168]. Dolayisiyla, 30 yildan fazladir UFHIn antikoagulan etkisini
tersine cevirmek icin protamin siklikla kullaniimaktadir. Protamin UFH'In yarattigi
onemli kanama komplikasyonlarinin olustugu kisilerde tedavi icin dikkate alinmaktadir
[169]. Ayrica, protamine rutin olarak kardiyak cerrahi ve kardiyopulmoner bypass
(CPB)’a giren hastalar icin istenen yiuksek UFH konsantrasyonunu tersine cevirmek
icin operasyon sonrasi uygulanir [170]. Sonuc¢ olarak, hesaplamalar 2 milyar
heparinize hastadan daha fazlasinin her vyl protamin ile idare ettigini

desteklemektedir [171]. Paradoks olarak, in-vitro calismalar protaminin intrinsik
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antikoagulant 6zelliklere sahip oldugunu desteklemektedir [172, 173]. Protaminin
dogasinda var olan antikoagulant potansiyel 6zelligine iliskin ilgiden dolayi, protamin
dozuna iligkin su anki fikir birligi 100 IU heparin basina 1 mg protamin ile sinirhdir
[169, 170]. Ayrica, farmokinetik ¢calismalar protaminin insan plazmasindan (yarilanma

omri 7.4 dakika) hizlica temizlendigini gostermektedir [174].

Hayvan calismalari protaminin dusuk molektl agirlikli heparinin (LMWH) trombin
inhibe edici aktivitesini nétralize ettigini gostermesine ragmen, antifaktor Xa (FXa)
aktivitesini kismen nétralize edebilir [175, 176]. Bu yuzden, LMWH-tarafindan
induklenen antikoagtlasyon kalintilarinin geri dondsttrtlmesi icin protaminin klinik
etkisi acik degildir. Protaminin klinikte yaygin kullanimina ragmen, onun intrinsik
antikoagulant etkisi altinda yatan molekiler mekanizma tam olarak tanimlanmamistir.
Protaminin artan konsantrasyonlari (50-300 ug/ml) ile ilgili 6n calismalar ex vivo
heparinize hasta o6rneklerine eklenmis ve heparin antikoagllasyonunun protamin
heparin orani 1.3.1 oldugunda maksimum geri dontisim oldugu goérulmastir [177].
Ayrica, daha yuksek protamin eklenmesinin, heparin orani (artan serbest protamin)
aktif pihtilasma stresinde 6nemli bir uzamayla tanimlanmamis bir mekanizma ile
sonuclanir. Benzer sekilde, normal toplanmis plazmaya ex vivo protamin eklenmesi
onemli derecede doku faktori aracili (TF) tromboelastografiyi azaltmistir [178].
Protamin konsantrasyonuna bagh olarak, dnemli 6lcide pihti baslama siresini (R
zamani) arttirmakta, pihti yayilim oranini (alfa acisi) azaltmakta ve pihti gicuni

(maksimum genlikte) dustrmektedir.

2.10. Kaolin ve Hemostaz

Kaolin 1:1 tabakali bir mineraldir. Mineralin bir tabakasi oktohedral alumina ve oksijen
atomlarini  ve birbirine hidrojen baglariyla baglanmis mineralin tekrarlayan
tabakalarini iceren bir silika tetrahedral tabakadan olusur. Silika/oksijen ve
alumina/hidroksil tabakasi olarak gosterilir. lyi paketlenmis bir yapidir ve kaolinit
partiktller kolayca kirllmaz ve tabakalari birbirinden ayrilmaz. Bu ylUzden yapinin

ylzeyi ve koseleri boyunca daha fazla sorbsiyon aktivitesi olusur. Kaolin az reaktif bir
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kildir. YUksek pH’ina bagll olarak cevrenin pH’'ina gbére metallerin adsorpsiyonunu

iyilestirebilir ya da inhibe edebilir.

Son zamanlarda yeni kaolin kapli hemostatik gazli bezlerin uygulama avantaji ve
kolayca kaldirilabilmesi yonuyle i¢ organlarda kanama ve letal ekstremite
modellerinde kanama kontrolindeki etkinligi gdsterilmistir. Sena ve arkadaslari
domuzda birka¢ hepatik yaralanmada kaolin kapli gazli bezde azalan kan kaybini ve
canlandirma ihtiyacini gostermislerdir [179]. Ayrica, 20 yasindaki erkeklerde yasami
tehdit eden hemorajik gastrit de (intra-luminal kanama) direkt olarak kaolin kapli gazli
bez uygulamasini rapor etmislerdir. Kaolin, kaolin kaph gazli bezin aktif ajanidir ve
insan, hayvan ve bitkisel protein icermeyen, kendi biyolojik 6zelligi olmayan tabakall
bir silika mineralidir. Orllmemis polyester ve yapay ipek vyizeylere kolaylkla
uygulamak icin baglanir ve pihtilasma kaskadinin baglamasi igin plateletleri ve Faktor

XIl'yi aktive ettigi géralmuastdr.

Cha'vez-Delgado ve arkadaslari kronik ya da hipertropik bademcik iltihabi olan
ortalama 8 yasinda olan 230 hasta ile (138 ¢alisma grubu ve 92 kontrol grubu) kaolin
ile iyilestirilmis gazh bezi kullanarak bir ¢calisma yuratmuglerdir. Kaolin iceren grup da
kontrol grubuna kiyasla uygulama siresi ve kan kaybi bakimindan énemli bir azalma
saptanmistir. 5 dakika da kontrol grubundaki % 34.8 hastada hemostaz gorilirken, %
84.8 hastada kaolin iceren gazli bez kullanilarak basariyla hemostaz saglanmistir.
Kontrol grubuna kiyasla operasyon sonrasi 6 ve 12. saatte daha az agri gértlmuastar.
Kaolin iceren grubun daha az analjezik ila¢ tedavisine ihtiyac duydugu, normal

beslenme ve aktivitelerine kontrole gére daha hizli déndugi goralmustir [180].
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2.11. Fosfotidilkolin (PC) ve Hemostaz

Doku faktort ve faktor Vlla kompleks (TF:FVIla) tarafindan katalizlenen reaksiyon gibi
kan pihtilasma reaksiyonlari fosfotidilserin gibi anyonik fosfolipid iceren membran
yluzeylerinde gerceklesir. Bu acidan dusundldigunde, membrana baglanma kan
pihtilasma kaskadindaki adimlardan cogunun fonksiyonu igin kritiktir. Kan pihtilasma
kaskadinda bircok adim bir membran yizeyindeki onun akraba dizenleyici proteinleri
ile birlikte serin proteazlarinin dizenlenmesine ihtiya¢ duyar. Serin proteaz (6rnegin
Vlla, IXa ya da Xa) ve onun protein kofaktéri (doku faktord, faktor VI-lla ya da faktor
Va, sirayla) membran ylzeyinde koagulasyonun fonksiyon gérmesi ve diizenlenmesi
icin spesifik membran interaktif domainler icerir. Membran yuzeyi anyonik fosfolipidler
iceriyorsa ki en aktif olani fosfatidilserindir sadece pihtilasma faktorlerinin baglanmasi
ve dizenlenmesini destekler. Ancak membrana baglanma, doku travma bdlgesi icin
substratlar ve enzimlerin lokalize olmasindan daha 6nemlidir. Membran katalizde
kritik rol oynar, kan pihtilasma enzimleri gibi membran ytzeyinden salindigi zaman bir
kez daha aktif olur. Amfifilik kimyasal yapilarindan dolayi, fosfolipidler hicre
membraninin temel yapi tagl olarak cift tabakali matriks halinde organize olurlar.
Fosfolipidler yukli bir bas gruba ve doymamishgin farkhh miktarlarini iceren bir
hidrokarbon kuyruga sahiptir. Onemli calismalar fosfolipid reaktifleri ile fonksiyonalize
fosfolipid polimerizasyonu ya da postpolimerizasyon fonksiyonilizasyonun bir sonucu
olarak stabil membran mihendisligi tUzerinde yogunlagsmistir. Ornegin, Nakaya ve
arkadaslar platelet yapismasi ve protein adsorpsiyonu baskilanmis bir fosfolipid bas
grubu ile bir alkil metakrilat monomeri sentezlemiglerdir [181]. Bu ytzden, fosfolipid
iceren polimerler kan saflastirma membranlari, yapay kalp kapaklari, yapay organlar
ve birkac diger prostetik cihazlar icin cazip adaylardir [182]. Biyoyumlu cihazlar
gelistirmek icin alternatif bir metot uygun substratlarin fosfolipidlerle kaplanmasi
olmustur [183].

Nonwoven fibr6z membranlar lesitin solisyonundan tek bir adimda olusturulabilir.
Elektroegrilmis fosfolipid fiberler coklu sentetik stepler, kompleks elektroegirme

dizaynlari kullanilmaksizin biyolojik bazl yiksek ylzey alanli membranlarin direkt
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fabrikasyonu icin bir potansiyel sunmaktadir. Mckee ve arkadaslar yaptiklari
calismada lesitinden elektroegrilmis membranlar hazirlamiglardir [184]. Lesitin
konsantrasyonu arttikca, misel morfolojisi kiresel formdan silindirik forma

donusmektedir ve yiuksek konsantrasyonlarda silindirik miseller tst tUste binmektedir.

2.12. Hemostazda Kullanilan Nanoteknolojik Yaklagimlar

Hemostaz, cerrahi prosedirlerde ve majér travma sonrasi buydk bir problemdir.
Sekonder hasara neden olmaksizin kanamay! durdurmak igin birkac efektif metot
vardir. Basi, kotaterizasyon, ligasyon, ve Klinik olarak indiiklenen vazokonstruksiyon
gibi basit girisimlerden baslayarak doktorlugun gelisiminden bu yana hemostaz
gelistirmek icin yollar bulunmustur. Ancak glnimuzde nanoteknolojinin medikal
teknolojide degisiklikler icin yeni imkanlar sunmasiyla son zamanlarda kanamay!
durdurmak icin yaraya uygulandigi zaman nano dizeyde yeniden dizenlenen
materyaller kullaniimaktadir. Bu metot viicutta herhangi bir iyonik ¢evrede kanamayi
durduran nanofiber bariyer formasyonudur, ayrica materyal dogal |-amino asitlere

parcalanir, cevre dokular tarafindan onarim icin kullanilabilir.

Rutledge ve arkadaslari yaptiklari caismada hazirladiklart NHS-1 ve NHS-2
kendiliginden diuzenlenmis solliisyonu beyinde, spinal kordda, karacigerde, femoral
arterde ya da memeli derisindeki yaraya uygulayarak hemostaz yaratmayi
amaclamislardir. Bu materyaller sentetik, biyobozunur, ve herhangi bir kan Grind,
kollajen ya da biyolojik kontaminant icermezler. Arjininin platetet agregasyonunu
inhibe etmesi NHS-1 deki arjininden kaynaklandigini desteklemektedir. NHS-1 ve
NHS-2 solisyonu kan akisini yavaslatacak ve hasarli dokunun onarimi icin komsu
dokuya hareketini kolaylastiracak bir bariyer halinde dizenlenebilmektedir.
Hazirlanan kendiliginden dizenlenmis nano hemostat sollisyonlari 15 saniyeden

daha az bir stirede hemostaz yaratmaktadir [185].

Ruan ve arkadaslari yaptigi calismada 9 artikh bir peptit dizayn etmislerdir. Peptit

konsantrasyonu ve mekanik yariimalara bagh olarak balik agi seklinde guclu bir nano
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yap! olusturmuslardir. Bu peptit intramolekiler amfifiliktir, bir ucundaki bir ¢ift iyonik
kalintilardan dolayi, Lys ve Glu ve diger ucunda iyonik olmayan Phe, Cys ve Phe. Bu
uzun fiberler dallanir ve % 99'dan daha fazla su iceren kendiliginden iyilesen peptit
hidrojel formunda Ust Uste binerler. Bu peptit hidrofobik model ilag, pireni enkapsule
edebilir ve pireni kapli mikrokristallerden lipozomlara yavasca salabilir. Urettikleri bu
peptitin hemostatik aktivitesine bakabilmek icin sican karaciger sol lateral lobu
secilmistir. 2. derece yara yuzeyi olusturarak hazirlanan peptitler gazli bez ile
karsilastinimistir. Gazli bez 120 saniyede kanamay! durdururken %1'lik peptit
solisyonu 16 saniyede kanamay! durdurmustur. Alinan sonuclar peptitler tarafindan
kendiliginden dizenlenen hidrojelin en umut vaat edici nano malzeme oldugunu

savunmaktadir [186].

Shoffstall ve arkadaslari ise intraven6z hemostatik nanopartikiller (GRGDS-NP1)
gelistirmiglerdir ve femoral arter yaralanmasini takiben olusan kanamayi azaltma ve
sicanlarda oldurtct karaciger travmasi sonrasi hayatta kalma sirelerini uzatma
yeteneklerini gostermiglerdir. Bu nanopartiktler poli (laktik —ko-glikolik asit)-b-poly I-
lizin-b-poly(etilenglikol)’den hazirlanmistir. Yizeye konjuge edilmis hedeflendirilmis
ligand yogunlugu bu sistem araciligi ile sikica kontrol edilebilmektedir. Calismada

farkli yogunluklarin hemostaz ve biyoyayilim tzerindeki etkisi arastiriimistir [187].

Kendiliginden duzenlenmis peptit nanofiber doku iskelelerinin hemostaz icin
kullanimina yonelik olarak Luo ve arkadaslarinin yaptigi calismada D-amino asitleri
kullanarak 3 boyutlu nanofiber doku iskelesi formunda kiral kendiliginden dizenlenmis
peptit d-EAK16 hazirlamiglardir ve hazirlanan bu malzeme eslenigi I-EAK16’dan
farkhdir. Bu kiral peptitler D-amino asitler icerirler, d-EAK16 iyi dizenlenmis nanofiber
formunda duzenlenebilmektedir. Yaptiklari deneysel calismalarda %1 d-EAK16
karaciger yaralanmasl hemostazi yaklasik 20 saniye almistir, ancak alternatif olarak
D- ve L-aminoasitler iceren %1 E*A*K16 ve EA+*K16 kullanilarak yaklasik 70 ve 80
saniye almistir [188].

Dai ve arkadaglari kanama kontroli icin bozunma ve antibakteriyel 6zellligi

iyilestirilmis gumusle degistirilmis kalsiyum katkilanmis mezopor6z silika koreler

59



(AgCaMSS) gelistirmiglerdir. Simetrik hekzagonal AgCaMSS kdireler 3.2 nm por
boyutuna sahiptir. Alinan sonuglar optimum AgCaMSS formulasyonunun o6nemli
Olcide kan pihtilasmasini destekledigini, koagtlasyon kaskadinin intrinsik yolagini

aktive ettigini, trombosit yapismasini uyardigini géstermistir [189].

Dowling ve arkadaslart hizlica kani jellestiren amfifilik bir biyopolimer rapor
etmislerdir, ayrica seker bazli supramolekiliin eklenmesi ile jelasyonun altinda yatan
kendiliginden dizenlenmenin geri  donusumli olabildigini gostermiglerdir. Bu
biyopolimer hidrofobik olarak modifiye edilmis (hm) polisakkarit tarevli kitosandir. Hm-
kitosan heparinize insan kani ile kontaga gectiginde, sivi hizlica elastik jel formuna
gecer. Bunun aksine dogal kitosan (hidrofobik olmayan) kani jellestiremez. Jelasyon,
kan hicrelerinin  membranlarinin igerisine giren hm-kitosan Uzerindeki hidrofob
molekullerden dolayi olmaktadir ve bu nedenle hiicreler érnegi ceken bir agsi yapi
icerisine baglanir. Jelasyon kan hiicrelerinden bagimsiz, siklodekstrinlerle gomulmus
i¢ hidrofobik cebinde bir supramolekiile sahip a-siklodekstrinlerin eklenmesi ile tersine
donebilir, bu yuzden de hiicre agini paracalayabilir. Kictk ve buyik hayvan kanama
modellerinde yaratilan hemostazda artan etki, bir sican modelinde femoral ven
transeksiyonunu kontrol altina almak icin kanama siresinde % 90 bir azalma

g6zlemlemiglerdir [190].

2.12.1. Elektroegirme ve Hemostatik Ortii Malzemesi Uretimi

Onceleri "elektrostatik spinning” olarak bilinen elektroegirme prosesi, Zeleny
tarafindan 1914’'de ilk olarak kesfedilmistir ve kicguk capli polimerik fiberlerin
spinlenmesi icin uygun bir teknik olarak bulunmustur [191]. 1934’ e kadar fiber
formasyonuna iliskin teknik zorluklar gelisimi geciktirmistir, bu prosedirdeki cihazi
kullanarak Formhals sentetik fiberlerin spinlenmesi prosesi icin ilk US patentini
yayinlamistir [192]. Bu patentde, aseton/alkol sollisyonunda c¢o6zilen sellloz asetat
hareketli bir toplayici tUzerine fiberler halinde spinlenmistir. Baslangic patentini takip
ederek, elektroegirme yontemi kullanilarak ¢cok sayida polimerden nanofiberlerin

gelistirimesi prosesi baglamistir. ilk basar sonrasinda, elektroegirmeye odaklanma
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yerini fiber olusum mekanizmasini anlamaya birakmistir. 1969'da Taylor jet olusum
prosesi ile ilgili ilk kez elektrostatik kuvvetler ytzey gerilimini dengeledigi zaman
askida duran damlaciktan gelisen Taylor konisi fenomenini acgiklayan calismasini
yayinlamistir. Bu calismada Taylor dizeye kiyasla daha kicuk capli fiberlerin
olusumunu aciklayan koninin ucundan bir fiber jetinin salimini gézlemlemistir. Taylor
konisinin kesfedilmesinden kisa bir sire sonra, ilgi daha cok elektroegirme
proses/soliisyon parametreleri ve olusan fiberlerin yapisal karakterizasyonlari
arasinda iligkinin anlasiimasina kaymistir. 1971'de Baumgarten
poliakrilonitril/dimetilformamid sollisyonu kullanarak elektroegrilmis fiberlerin yapisi
Uzerindeki proses parametrelerinin ve solisyonunun etkisini calismistir [194]. Fiber
capi ve soliisyon viskozitesi arasinda pozitif bir ilgi kesfetmistir [193]. Ayni zamanda,
diger arastirmacilar diger uygulamalar icin elektrospin fibroz matrikslerin potansiyelini
arastirmaya baslamiglardir. 1978'de, Annis ve Bornat vaskiler protez olarak
elektrospin politretan ortilerin uygunlugu degerlendirmistir. 1985’de, Fisher ve Annis
elektrospin arteriyel protezlerin uzun vadede in vivo performansi degerlendirmistir
[195]. Nanoteknolojiye olan ilgiden dolay1 1990’larda farkh polimerlerden nano boyutta
caplara sahip fiberlerin kolay fabrikasyonuna izin veren bu proses, elektroegirme
yeniden ilgi odag! olmustur. Elektroegirme teknigindeki bu yeniden canlanma 1998
sonrasindaki yayinlarda artisla géze carpmaktadir. Su ana kadar 50 farkli polimerden

daha fazlasi ince fiberler halinde basaril bir sekilde spinlenmistir.

Tipik bir elektroegirme kurgusu 3 bilesen icerir; yiksek bir voltaj kaynagi, kapiler ug
ya da pipet ve topraklanmis bir toplayici (Sekil 2.15.). Elektroegirme siresi boyunca,
yercekim gicuyle ya da siringa pompasiyla genellikle salinan, bir igneden ya da

pipetten askida duran polimer soltiisyonunun asili damlacigina uygulanir [196].
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Siringa  Soliisyon  Ug¢ Jet

Pompa Taylor

Yuksek voltaj Toplayici

Elektrospinning Bilesenleri

Sekil 2.15. Tipik bir elektroegirme kurgusunun bilegenleri.

Sivi ve toplayici arasindaki atraktif giclerin yani sira solliisyondaki benzer yuklerin
Urettigi itici gucler solisyon tzerinde gerilim kuvveti uygulamak icin birlikte caligirlar.
Kapilerden elektrik glcle damlacik ayrilirken polimer solisyonunun viskoelastik ve
ylzey gerilim kuvvetleri askida duran damlacigin hemisferik bicimini korur. Uygulanan
voltaj kritik bir degeri astigi zaman, kapilerin ucunda damlacigin ytzey gerilimi
elektrostatik gtclerle dengelenir, Taylor konisi olusur. Sonu¢ olarak, bir fiber jeti
koninin ucundan figkirir ve topraklanmis toplayici boyunca hizlanir. Fiber ¢cekme
prosesini aciklamak icin iki farkli model ©nerilmektedir: bir fiberin kicguk fiberler
halinde ek filamente uzamasi ya da ayrilmasi. Bazi arastirmacilar tek fiber teorisinin
rapor ettigi "Fiber jet kaotik bir kirbaglamaya maruz kalir ve polimer jetindeki benzer
yukler arasindaki itici etkilesimlerden dolayl toplayici boyunca hizlanirken
yortuingesinde bukilmeler olur” gorusiunid desteklemektedir. Bu prosesde toplayiciya
olan mesafe ve gecis slresinin artmasi ¢ozucu buharlasma ve fiber incelmesinde
yardimcli olur. Son calismalar yiksek hizli gérintileme yardimi ile fiber jetinin stabil
olmayan zonunu go6runttlemistir. Bu calismalar bir cirpma instabilitesinin tek bir

fiberin donme ve bukilmesine neden oldugunu acikliga kavusturmaktadir, bu nedenle
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fiber bélinmesinde dogru olmayan digtinceler vardir [197,198]. Son teknik gelismeler
ve prosesin daha iyi anlagiimasi ile birlikte nanometreden birka¢c mikrometreye kadar
capli sdrekli fiberler farkl fibroz dizeneklerinde materyalleri farkh kullanarak
olusturulabilmektedir. Ayrica dizenegin basitligi, bu yontemi akademi de ve

endustride oldukca aktif kilmaktadir.

Elektroegirme ile Uretilmis malzemelerin hemostazda kullanimina yonelik olarak sinirli
saylda yayin bulunmaktadir. Son zamanlarda nanoteknoloji uygulamalarinin
hemostazda yaratacagl etki arastiriimaya baglanmistir. Jiang ve arkadaglar yara
ylzeyine saniyeler icerisinde hemostazi saglamak icin n-octyl-2-cyanoacrylate (OCA)
ultra ince fiberler biriktirmek icin in-situ hava akisi ile yonlendirilen bir elektroegirme
metodu kullanmiglardir. In-vivo ve in-vitro deneyler domuz karaciger reseksiyonunda
kendiliginden dizenlenmis OCA elektroegrilmis membranlarin yuksek guce, |iyi

elastikiyete ve integriteye sahip oldugu gorilmustiar [199].

Gu ve arkadaglari 2013’'de yayinladiklari ¢calismada nanofibr6z hemostatik malzeme
gelistirmek icin kitosani kullanmiglardir. Asidik kitosanin suda c¢6zunurliginden
dolayi, farkh alkalin solUsyonlari optimum nétralizasyon sarti saglayabilmek icin
tanimlanmistir. Notralize edilmis kitosanin por boyutu ve kalinhdr ultra sonikasyon
kullanilarak kontrol edilmistir. Kani pihtilastirma etkinligi kitosan sponge ve
Surgicel’dan 1.35-3.41 kat daha iyi bulunmustur [200].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal ve Yontemler

Tez calismalarinda kullanilan A. xylinum ATCC 10245 Amerika Birlesik Devletleri,
Tarimsal Arastirma Servisi Kiltir Koleksiyonu’'nda, Agricultural Research Service
Culture Collection, ARS, USA) liyofilize formda temin edilmigtir. Bakteriyel seliiloz
dretimi icin Hestrin-Schramm (HS) besi ortami kullanilmistir [201]. Kitosan 100
(molekdler agirhdr 150,000 ve deasetilasyon derecesi %75-85, Sigma, USA)
Protamin HCI (50001U/5 ml), kaolin (Aluminum silicate hydroxide, Sigma) ve vitamin K
(Konakion,10 mg/mL) temin edilmistir. Elektrospin solisyonlarinin hazirlanmasinda

kullanilan trifloroasetikasit (TFA) Sigma, Almanya’dan satin alinmistir.

Hazirlanan hemostatik ortti malzemelerinin karakterizasyonunda Fourier Transform
IR spektrofotometresi (Perkin EImer SpectrumOne, Nicolet 520, USA), atomik kuvvet
mikroskobu (High Performance AFM Head, Nanomagnetics, Turkiye) ve taramal
elektron mikroskobu (JEOL, JSM7000F, ABD) kullaniimistir.

Hazirlanan kanama durdurucularinin in vitro pihtilagsma testleri Sprague Dawley cinsi
disi erigkin sicanlarin kanlarl %3.8 sodyum sitrat iceren mavi kan tiplerine alinarak

hemen caligiimistir.

3.2. Bakteriyel Seliiloz Uretimi

3.2.1. Acetobacter xylinum Stok Kultara

ATCC’den temin edilen liyofilize formdaki Acetobacter xylinum bakterisi Cizelge
3.1’de yer alan 100 ml besiyeri icerisine acildiktan sonra 30 °C’ de, 150 rpm
karistirma hizinda 24 saat inkiibe edilmistir. Besiyeri 1 M hidroklorik asit ve 1 M
NaOH ile pH 5e ayarlandiktan sonra 110 °C'de 20 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.
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Cizelge 3.1. Acetobacter xylinum bakterisinin stok besi yeri.

Besi Yeri icerigi

Glikoz 25 g/L
Pepton 3g/L
Maya 6zUtl 5g/L

Acetobacter xylinum bakterisinden stok hazirlamak icin Cizelge 3.1'de verilen besi
yerinde Uretilen bakteriler 1’er mL ependorf tlupler icerisine konularak % 10 steril
gliserol eklenmistir. Hazirlanan bakteri stoklari vortekslenerek daha sonra kullaniimak

Uzere -80 °C’de saklanmistir.

3.2.2. Bakteriyel Seltloz Polimer Ortami

Bakterinin ana uretimi icin Cizelge 3.1'de verilen besi yeri hazirlanir ve 1 M hidroklorik
asit ve 1 M NaOH ile pH 5’e ayarlandiktan sonra 110 °C’'de 20 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Stok olarak hazirlanmis -80 °C’de korunan Acetobacter xylinum
bakterisinden besiyerlerine 6ze ucu ile ekim yapilarak 30 °C’ de, 150 rpm karistirma

hizinda 24 saat inkibe edilmigtir.

Bu coOzelti asi ¢cozeltisi olarak kullaniimigtir. Bakteriyel seltiloz tretimi icin ise Cizelge
3.2'de verilen besi ortami kullaniimistir. Hazirlanan icerigin pH'1 5’e ayarlanarak 30

°C’de durgun kultirde bakteriyel selilozun olusumu gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Acetobacter xylinum bakterisinin polimer ortami.

Besi Yeri icerigi

Glikoz 20 g/L
Pepton 10 g/L
Maya 6zutl 10 g/L
KH,PO, 8 mM
KoHPO, 12 mM

Uretilen bakteriyel selulozun saflastirma iglemi icin 0.1 M NaOH c¢ozeltisi
kullaniimigtir. 80 °C’de NaOH solisyonu icerisinde 5 saat boyunca bekleyen

bakteriyel sellloz icerisindeki bakteri hicreleri parcalanmakta ve sulu c¢ozelti fazina
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gecmektedir. Ortamdaki safsizliklari gidermek icin bakteriyel sellloz distile su ile
birkac kez yikanmistir. Doku iskelesi hazirlama islemi 6ncesi kurumasini engellemek

icin saf suda bekletilmigtir.

3.3. Bakteriyel Seliloz (BS) /Kitosan (KTS) Hemostatik Ajanlarin Hazirlanmasi

BS/KTS doku iskeleleri dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmistir. Bunun igin
oncelikle % 1 asetik asit icerisinde % 2’lik kitosan soliisyonu hazirlanmistir. BS/KTS
orani 2 g/mL olacak sekilde, soliisyon bir homojenizatér (IKA T18 UltraTuraks,
Almanya) yardimi ile iyice karistiriimistir.  Sonrasinda bu karisima 0.5 g CacCl,
eklenerek tekrar homojenize edilmistir. Boylece saf BS/KTS doku iskeleleri
hazirlanmistir. Modifiye edilmis BC/KTS doku iskelelerinin hazirlanmasi icin gerekli
olan bilesenler ve oranlari Cizelge 3.3 de verilmistir. Kao/BS/KTS doku iskelelerinin
hazirlanmasi icin yukaridaki hazirlanan karisima 1 g kaolin eklenmistir. Protamin
sulfat (PS/BS/KTS) ve Vitamin K (Vit K/BS/KTS) kompozit doku iskelelerinin
hazirlanmasi icin ise saf bilesime sirasiyla 1 mL protamin silfat ve 5 mL Vitamin K

eklenerek karisimin homojen olmasi saglanmistir.

Cizelge 3.3. Saf BS/KTS ve modifiye kompozit hemostatik ajan bilesenlerinin

miktarlari.
Deney gruplari CaCl, | Kaolin Vitamin K Protamin Sulfat
BS/KTS 059
SF kapli BS/IKTS 05¢g -
SF/PC kapli BS/KTS 059 -
SF kapl Kao/BS/KTS 05¢g (g/14g/7mL)
SF kaph Vit KIBS/KTS 05¢g - (mg/1.4 g/ 0.7mL) -
SF kapli PS/BS/KTS 05¢g - - (1000 1U/14g/7mL)

Farkll bilesimlerde hazirlanan hemostatik ajanlar 24 kuyucuklu polisitren doku kulttr
kaplarina konularak (2 g) — 80 °C’de (Revco ULT390-5-V31, USA) bir gece boyunca
dondurulmustur. Katilasan karisim 24 saat boyunca liyofilizatérde (CHRIST ALPHA 2-
41D, Germany) kurutulmustur. Hazirlanan BS/KTS doku iskelelerinin sulu ortamdaki

stabilitesini saglayabilmek icin kitosanin capraz baglama iglemi 70 °C sicaktaki etliv
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icerisinde epiklorohidrin (1-chloro-2, 3-epoxypropane) buhari altinda

gerceklestirilmigtir.

3.4. Morfolojik Karakterizasyonlar

3.4.1. ATR-FTIR Spektroskopisi

BS/KTS doku iskeleleri capraz baglanma reaksiyonu oncesi ve sonrasi Fourier
Transform IR spektrofotometresi (Perkin EImer SpectrumOne, Nicolet 520, USA) ile
karakterize edilmigtir. Ayrica saf bakteriyel selilozun ve kitosanin da spektrumlari

karsilastirma yapabilmek i¢cin alinmigtir.

Ust nanofibriler katman icin hazirlanan saf ipek fibroin (SF) ve ipek
fibroin/fosfatidilkolin  (SF/PC) nanofibriler tabakalarin da spektrumlari alinarak

karsilastirilmistir. Tim spektrumlar 4.000-500 cm™ araliginda alinmistir.

3.4.2. Taramali Elektron Mikroskobu

Tez calismalarinda hazirlanan saf bakteriyel seliloz, BS/KTS hemostatik ajanlar ve
bunlarin kaolin, protamin silfat ve vitamin K kombinasyonlarinin karakterizasyonlari
taramali elektron mikroskopisi (SEM) teknigi ile gerceklestirilmistir (JEOL, JSM7000F,
ABD). Ayrica hazirlanan por6z hemostatik ajanlarin tzerinin nanofibriler ortt ile
kaplanmasinda kullanilacak olan nanofibriler fosfatidilkolin ve ipek fibroinin taramall
elektron mikroskobu goéruntuleri alinmistir. Ortalama ipek fibroin ve fostatidilkolin fiber
caplari goruntt igleme programi kullanilarak hesaplanmistir (ImageJ, NIST).
Nanofiber-por6z doku iskelesi enine kesit gortintisu alabilmek icin drnek sivi nitrojene
10 dakika boyuna daldirilmis ve keskin bir bicak yardimiyla kesilerek enine kesit elde
edilmistir. Tum SEM incelemeleri icin 6rneklerin ylzeyi altin ile 15 kV'da 5 dakika

boyunca 5 nm kalinhginda kaplanmistir.

3.4.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu

Liyofilizatérde kurutulan bakteriyel seliloz AFM gorintist icin mika ylzey Uzerine

konmustur. Gortntuler mika yuzey Uzerinde, havada tapping modda AFM (High
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Performance AFM Head, Nanomagnetics, Turkiye) ile alinmigtir. EGim derecesi 5-10

nm, yay sabiti 1-5 N/m olan yumusak silikon kantilever kullaniimistir.

3.5. Elektroegirme Dlzenegi

3.5.1. ipek Fibroin Eldesi

ipek fibroin kokonlarinin sakizinin giderilmesi yerlesmis protokole uygun olarak
gerceklestirilmistir [202]. Bombxy mori (Kozabirlik, Bursa, Turkiye) ipek kokonlari
kiicuk parcalara ayrilarak 0.05 M Na,HCO; icerisinde 30 dakika boyunca tutkal

benzeri serisin dis tabakasinin uzaklastiriimasi icin kaynatilir. Elde edilen ipek fibroin

kismi distile su ile yikanarak 1 gece boyunca etiivde 40°C’de kurutulur (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. ipek kokonlarindan ipek fibroin eldesinin sematik gdsterimi.
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3.5.2. BS/KTS Poréz Hemostatik Ajanlar Uzerine SF ve SF/PC Elektroegirme
Prosesi

Elektroegirme diuzenegi, bir yiksek gerilim guc¢ kaynagi (Glassman Europe, Tadley,
Birlesik Krallik), egirme cozeltisini paslanmaz celik igneye ileten siringa pompasi
(Harvard Apparatus, Edenbridge, Birlesik Kralllk) ve metalik bir toplayicidan

olusmaktadir. Dizenegin sematik gosterimi Sekil 3.2’de verilmistir.

Sekil 3.2. Kullanilan elektroegirme dizenegi.

BS/KTS hemostatik ajanlarin yizeyinin nanofibriler ipek fibroin ile kaplanmasi icin
ajanlar toplayici (izerine monte edilmistir. ipek fibroinin elektroegrilmesi icin % 12.5
(w/v)'lik ipek fibroin solisyonu trifluoro asetik asit icerisinde ¢ozulerek hazirlanmistir.
Proses parametresi olarak ipek fibroinin elektroegrilmesi icin optimum kosullar olarak;
uygulanan elektriksel alan 20kV, akis hizi 0.4 ml/dk ve toplayici-igne ucu arasi

mesafe 20 cm olacak sekilde ayarlanmistir.

SF/PC kompozit elektroegirme prosesi icin trifluoro asetik asit icerisinde SF:PC orani

5:1 (w/w) olacak sekilde elektroegirme sollisyonu hazirlanmistir. Bu sollisyon icin
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proses parametreleri uygulanan elektriksel alan 16 kV, akis hizi 0.4 ml/dk ve

toplayici-igne ucu arasi mesafe 20 cm olacak sekilde belirlenmistir.

BS/KTS doku iskelelerinin ytizeyinin kaplanmasi icin her iki soliisyonun ytzeyde 20

dakika boyunca elektroegrilmesi saglanmistir.

3.6. Porozite

1 cm capa sahip BS/KTS doku iskelelerinin ortalama por capi ve yuzde olarak
porozitesi civall porozimetre (Quantachrome Corporation, Poremaster 60, Amerika)
yardimiyla O6lculmustir. Civali porozimetreler, tepkimeye girmeyen, islatimsiz bir
sivinin yeterli basin¢g uygulanmadikca kicik godzeneklere giremeyecegi fiziksel
prensibine gore calismaktadirlar. Uygulanan basing ile gbzenek capi arasindaki iligki

Washburn denklemi ile elde edilmektedir:
D=(-4y cosB)/P

Burada P uygulanan basing, D gdzenek capl, y civanin yizey gerilimi (480 dyne/cm)

ve 0 civa ile gozenek duvari arasindaki kontak acidir (genellikle 140°).

Olcuimler disuik basingta (50 psi'a kadar) alinmistir. 200-4 um cap araligi analiz
edilebilmistir.

3.7. Mekanik Test (Basma Testi)

BS/KTS doku iskelelerinin mekanik testleri universal test cihazi (Zwick, 250 kN,
Amerika) kompresyon modunda gerceklestirilmistir. Dondurup kurutulmus 1 cm
capinda ve 1 cm yuksekligindeki silindir seklindeki hemostatik ajanlar silindirik eksene

parallel olarak kompresyon altinda 10 mN/dk’da test edilmistir.

Kompresyon guci iki quartz kristal parallel plakanin arasina yerlestirilen test
ornegdinin merkezinde gorev yapacak bir prob kullanilarak uygulanmistir. Kompresyon
testleri kuru (ortam kosullarinda) ve islak (PBS icerisinde, 37 C'de) BS/KTS doku
iskeleleri Uzerinde gerceklestiriimigtir. Hemostatik ajanlar PBS icerisinde (pH=7.4, 37

C'de) testin 30 dakika ©ncesine kadar bekletilir. Uygulanan kuvvete karsi %
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deformasyon egrisi cizilmis ve kompresiv elastik modulus (E’) tiim hemostatik ajanlar
icin tanimlanmistir. Basma testleri her grup icin Uc tekrarh yapilmis olup ortalama

degerler alinmigtir.

3.8. BS/KTS Hemostatik Ajanlarin PBS Absorblama Ozellikleri

BS/KTS doku iskelelerinin PBS alim calismalari, hemostatik ajanlarin (n=3) 37 °C’de
fosfat tampon icerisinde (PBS, pH 7.4) 10 gun boyunca inkibe edilmesiyle
gerceklestiriimigtir. Farkh agirliklardaki BS/KTS hemostatik ajanlarin kuru agirhiklari
alinarak 10 mL’lik PBS soltsyonunun icerisine daldirilmistir. PBS solliisyonu her gin
yenilenmistir. Onceden belirlenen zamanlarda, hemostatik ajanlar PBS soliisyonu
icerisinden alinip filtre kagidi Uzerine birakilarak fazla suyun uzaklastiriimasi
saglanmistir. Hemostatik ajanlarin her gin tartimlari yapilarak tekrardan PBS
solisyonu icerisine birakilmistir. Su alim oranlarn asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmistir.
Su alimi (%) = [(Ww-W4)/W4] x100%

Bu esitlikteki W,, hemostatik ajanlarin islak agirliklari, Wy ise kuru agirliklaridir.

3.9. Hemostatik Ajanlarin Koagiilasyonun Plazmatik Fazi Uzerindeki Etkisi
(@PTT/ PTZ)

Klinik standart koagtlasyon testleri (protrombin zamani (PTZ) ve aktive edilmis
parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) vyari otomatik bir koagilasyon cihazi
(Diagnostica Stago, Start 4, Fransa) ile gerceklestiriimistir. Calisma 250-300 g
agirhgindaki disi Sprague-Dawley cinsi sicanlardan alinan kan ile yapilmistir. % 3.8
sodyum sitratli tUpler tzerine alinan kanlar 2500 rpm’de 10 dakika santrifilj edilerek
plateletce fakir plazma (PPP) elde edilmistir. Her bir test icin, drnekler 3 tekrarli
olacak sekilde 1 mL PRP ile 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmigtir. PTZ testi icin,
100 uL reaktif ve doku iskelelerinin inkiibasyon ortamindan alinan 50 yL numune test

tubune koyularak élcim alinmigtir. aPTT testi icin 50 pl reaktif ve 50 yL numune test
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tipune koyularak 180 saniye beklenmis ve 50 yL 0.025 mol/L CaCl, test tipine

eklenerek olcimler alinmistir.

3.10. Platelet Yapigma Testi

Platelet yapismasi laktat dehidrogenaz testi kullanillarak tanimlanmistir. Deney
oncesinde, 250-300 g agirhgindaki disi Sprague-Dawley cinsi sicanlardan % 3.8
sodyum sitratli tUpler tzerine alinan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifilj edilerek
plateletce zengin plazma (PRP) elde edilmistir. Hazirlanan hemostatik ajanlar 1ml
PRP ile 37 °C’'de 1 saat boyunca inkibe edilmistir (n=3). 1 saatin sonunda baska bir
tipe alinan hemostatik ajanlar tzerine yapisan trombositler 0.25 mL %2’lik Triton X-
100 ile parcalanmigtir. 10 dakika boyunca bekletildikten sonra lizatin, LDH Kiti
kullanilarak (Sigma-Aldrich, USA) laktat dehidrogenaz aktivitesine bakilmistir. 450'nm
de spektrofotometrik (Nanodrop Spektrofotometre, Thermo Sci.) 6lcim alinarak LDH

konsantrasyonlari tanimlanmistir.

Hazirlanan hemostatik ajanlarin Gzerine yapisan trombosit morfolojisi taramal
elektron mikroskobu (SEM, JEOL, JSM7000F, ABD) ile degerlendirilmigtir. Ornekler
ayni miktardaki trombositce zengin plazma ile 1 saat 37 °C’de muamele edilmigtir.
Daha sonra % 2.5 glutaraldehid ile 1 saat fikse edilerek bir seri ethanol
solisyonundan gegcirilmigtir (% 25, 50, 75, 90 and 100). Sonrasinda o6rnekler
hekzametildisilizan ile dehidre edilmistir. Ornekler kurutulduktan sonra, SEM

goriantilemesi icin altin/palladyum karisimi ile kaplanmistir.

3.11. in-vitro Saglikli Tam Kan ve PRP Absorblama Orani

Malzemelerin absorbsiyon verimliligi saglikli tam kanda ve PRP’de 6rneklerin agirhgi
basina maksimum sivi absorpsiyonun Olgilmesi ile tanimlanmistir. Oncelikle
orneklerin ilk agirhklar tartilarak kaydedilmistir (W), daha sonra 250-300 g
agirhgindaki disi Sprague-Dawley cinsi sicanlardan % 3.8 sodyum sitratli tlpler
Uzerine alinan kandan 2 mL ornekler Uzerine pipetlenmistir. Filtre kagidi ile fazla sivi
uzaklastirildiktan sonra érneklerin yas agirliklari tartiimistir (W ,giax). Ayni prosedir tam

kanin santrifij edilmesiyle elde edilen plateletce zengin plazma (PRP) icinde

72



izlenmistir.  Orneklerin  absorpsiyon oranlari asagidaki esitlik  kullanilarak

hesaplanmistir.
Absorpsiyon orani (%) = [(Ww-Wg)/Wy4] Xx100%

Bu esitlikteki W,, hemostatik ajanlarin i1slak agirliklari, Wy ise kuru agirhklaridir. Her

absorpsiyon deneyi icin U¢ tekrarl calisiimistir.

3.12. Hayvan Modelinde Hemostaz

Hazirlanan hemostatik malzemelerin hayvan uygulamalari icin planlanan deney

gruplari asagidaki cizelge de belirtiimistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Hayvan uygulamalari i¢in olusturulan deney gruplari.

Hemostatik Ajanlar

1 Kontrol grubu (Standart gazh bez)

2 BS/KTS: Herhangi bir hemostatik etken madde ile modifiye edilmemis
BS/KTS pordz yapi (n=8)

3 SF kaph BS/KTS: ipek fibroin nanofibriler yiizey ile kaplanmis BS/KTS
pordz yapi (n=8)

4 SF/PC kapli BS/KTS: ipek fibroin/fostatidilkolin nanofibriler yiizey ile
kaplanmig ile BS/KTS pordz yapi (n=8)

5 SF kapl Kao/BS/KTS: ipek fibroin nanofibriler yiizey ile kaplanmis kaolin
katkill BS/KTS pordz yapi (n=8)

6 SF kaph Vit K/BS/KTS: ipek fibroin nanofibriler yiizey ile kaplanmis vitamin
K katkili BS/KTS pordz yapi (n=8)

7 SF kaplh PS/BS/KTS: ipek fibroin nanofibriler yiizey ile kaplanmis protamin
sulfat katkili BS/KTS por6z yapi (n=8)

Kontrol grubu olarak baz alinacak standart gazli bez grubu diger gruplarin ortalama

agirliklari ile ayni olacak sekilde tartilarak hazirlanmistir (Sekil 3.3)
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Sekil 3.3. Kontrol grubu olarak hazirlanan standart gazli bezler.

Bu calisma icin toplam 117 adet ortalama 350-400 g Spraque Dawley cinsi disi erigkin
sican ayrilmistir. Bunlardan 5 tanesi esas calisma oncesi yapilacak pilot calismada
kullaniimigtir. Hazirlanan hemostatik malzemelerin hayvan uygulamalari icin iki model
ongorulmustir. Birinci modelde, 56 tane saglikli hayvanda femoral arter kanama
modeli olusturulmustur, geriye kalan 56 hayvanda ise diyabet modeli olusturularak

yine femoral arterde kanama olusturularak hemostatik malzemeler test edilmigtir.

3.12.1. Saglikli Ratlarda Femoral Arter Kanama Modeli

Her iki tip kanama modelinde, deney siresince hayvanlar monitérize edilmistir. Kan
basinci icin karotis kanule edilerek kan basinci degerleri alinmistir (Powerlab Bridge
Amplifier, USA). Kalp ritmi degerleri ise hayvana yerlestirilen elektrotlar yardimi ile
toplanmistir. Kan basinci ve kalp ritmi degerleri bir dijital veri toplayici sistem
(Powerlab, AD Instruments) araciligiyla kayit altina alinmigtir. Kullanilan sistem Sekil

3.4'de verilmisgtir.
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Sekil 3.4. Hayvanlarin monitérizasyonunda kullanilan dijital veri toplayici sistem.

Uygulama sirasinda hayvanlari kan gazi degerleri de (Gazlar: pH, pCO,, pO,, cHCO3
, BE (ecf), ¢SO,; Kimya: Na*, K*, Ca’, CI, cTCO,, AGapK, Hct, cHgb; Metabolit:
Glukoz, Laktat, Kreatin) takip edilmistir (Epoc Portable Vet Kan Gazi Cihazi, USA)
(Sekil 3.5). Ayrica deney sirasinda deney gruplarinin bir tanesinde aktif ajan olarak
kullanilan kaolinin kanama bélgesinde olusturdugu 1si dijital termometre ile (Sper

Scientific Ltd,2 Channel Type K/J - 800007) uygulama suresince ol¢culmustir.

Sekil 3.5. Hayvanlarin kan gazi analizlerinde kullanilan portatif kan gazi cihazi.
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Bu tip kanama modeli olusturmak icin hayvanlar deney ©ncesi standart diyetle
beslenmis ve deneyden bir gece dnce besleme kesilerek sadece suya izin verilmistir.
Sicanlar anestezik madde [ketamin/ksilazin, 2:1 (v/Vv)] ile uyutulmustur. Sicanlarin
vicut sicakhgr kontrol edilerek 1sitict lamba yardimi ile 37£0.5 °C’de tutulmaya
calisiimistir. Oncelikle karotis arterden hayvan kaniile edilerek kan basinci degerleri
alinmaya baslanmistir. Elektrotlar da hayvan derisine tutturularak EKG degerleri
kaydedilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Ratlarda kan basinci dlgmek icin kantlin yerlestirildigi karotis arter (A),

kan basinci ve EKG verilerinin alinmasi icin yerlestirilen kantl ve elektrotlar (B).

Femoral arter kanama modeli icin hayvanin pelvis bélgesinde bir kesi olusturularak

sag femoral artere ulasilmistir (Sekil 3.7)
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Sekil 3.7. Hemostatik ajanin uygulanacagi rat femoral arterin gérintusa.

Sag femoral arter 24 G’lik bir igne yardimi ile delinmis ve kanama olustuktan sonra
onceden agirhg bilinen hemostatik 6rti malzemeleri, hemostatik ajanin iceriginden
haberdar olmayan bir uzman tarafindan bélgeye uygulanmistir. Her 30 saniyede bir
hazirlanan hemostatik ajanlarin kanama bolgesindeki aktiviteleri kontrol edilerek 150
saniye sonrasinda uygulamaya son verilmistir. Hemostatik 6rtllerin uygulama sonrasi
yas agirliklari da tartilarak kanama sdreleri karsilastiriimistir. Uygulama sonunda

hayvanlarin 1 saat boyunca hayatta kalma sureleri gézlemlenmistir.

3.12.2. Diyabetik Ratlarda Femoral Arter Kanama Modeli

Ratlarda diyabet olusturmak icin ©ncelikle hayvanlar tartilarak agirliklar
kaydedilmistir. Her bir hayvanin agirhgina gére 45 mg/kg olacak sekilde taze sitrat
tamponu (pH:4.5) icerisinde hazirlanan streptozisin ¢ozeltileri bir giin 6ncesinden ac¢
birakilmis hayvanlara pelvis bélgesinden enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 3 gin
sonra hayvanlarin kan sekeri degerleri 6lctlmisttr. 250 mg/dL Gzerindeki hayvanlar

diyabetik olarak tanimlanmistir.

Diyabet olan hayvanlarin da uygulama 6ncesinde karotis arteri acilarak kan basinci
degerleri ve elektrotlar yardimi ile elektrokardiyografisi alinmistir. Kan gazi degerleri
de uygulama sirasinda ol¢ulmustir. Saghkh hayvanlarda olusturulan femoral arter

kanama modeli bu hayvalarda da olusturulmustur. Sag femoral arter 24 G’lik bir igne
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yardimi ile delinmis ve 6nceden agirligi tartilmis olan hemostatik ortii malzemeleri
hemen kanama boélgesine uygulanmistir. Uygulama hemostatik ajanin iceriginden
haberdar olmayan bir uzman tarafindan yapilmistir. Her 30 saniyede bir hazirlanan
hemostatik ajanlarin kanama bolgesindeki aktiviteleri kontrol edilerek 150 saniye
sonunda uygulamaya son verilmistir. Hemostatik ortilerin uygulama sonrasi yas
agirhiklar da tartilarak gruplar arasi total kan kaybi karsilastiriimistir. Uygulama

sonunda hayvanlarin 1 saat boyunca hayatta kalma sireleri gbzlemlenmistir.

3.13. Histolojik incelemeler

Uygulama sonunda femoral arterin bir parcasi uygulama yapilan taraftan alinmistir.
Bu dokular daha sonra parafine gomulmek tzere %10 formaldehid solisyonunda
fikse edilmistir. Taze gonderilen dokulardan frozen cihazinda kesit alindiktan sora
cOzdurilen dokular rutin paraffin takip islemi sonrasinda hematoksilen-eozin ile
boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus BX51-Floresan) incelenmistir. Alinan
kesitler nekroz, dejenerasyon ve inflamasyon cevabi bakimindan incelenmigtir.
Uygulama sonrasi alinan kesitler, makrofaj varhgi kullanilan hemostatik o6rtilerin

inflamasyon cevabl acgisindan degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Bakteriyel Seliiloz Uretimi ve Karakterizasyonu

Hazirlanan tez kapsaminda hemostatik ajanlarin hazirlanmasinda kulanilacak olan
bakteriyel seliloz “Acetobacter xylinum” bakterisi kullanilarak Gretilmistir.
Bakterinin polimer ortaminda Urettigi seliloz goruntist Sekil 4.1'de verilmigtir.
Selulozik fibriler yapi Hestrin-Schramm ortaminin yizeyinde kalin bir tabaka olarak
elde edilmistir.

Sekil 4.1. Aceobacter xylinum tarafindan Uretilen seliilozik fiber yapisi.

Bakteri artiklarini da iceren elde edilen bakteriyel sellloz seyreltik NaOH cozeltisi
ve Islya maruz birakilarak saflagtiriimistir. Saflastirma iglemi sonrasi birka¢ kez
destile su ile yikanarak bazik ortam giderilmistir. Saflastirma iglemi sonrasi elde
edilen bakteriyel selliloz goruntisu Sekil 4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Saflastirma islemi sonrasi elde edilen bakteriyel selliloz

goruntusa.

Bakteriyel selilozun karakterizasyonu ATR-FTIR ile yapilmigtir. Alinan spektrum
Sekil 4.3'de verilmigtir. Hestrin-Schramm ortaminda dretilerek elde edilen
bakteriyel selillozun IR spektrumu 3283 cm™de O-H gerinimini temsil eden giclii
bir absorbsiyon piki gdstermistir. Yine 1652 cm™, 1433 cm™ ve 1043 cm™de
sirasiyla COOH, karbonil grup ve C-O-C gerinimine ait olan pikler elde edilmistir.
Sun ve arkadaslari HS ortaminda buylyen Acetobacter xylinum bakterisinin
iiretmis oldugu selillozun 3400 cm™ bélgesinde IR spektrumu gésterdigini rapor
etmistir [203]. 1644 cm™de gozlemlenen giicli pikin seliloz yapisindaki
karboksilik asit (COOH) gruplarinin varligini dogruladigini goéstermiglerdir. 1428
cm™'de elde edilen bandin ise BS'daki karbonil grubunun varligina baglamislardir.
1163 cm™ ve 1068 cm™'deki bandlar BS’daki C-O-C fonksiyonun gdstergesi olarak
kaydedilmigtir. Bu veriler dikkate alindiginda uretilen bakteriyel selilozun IR
spektrumu literatiirde elde edilen saf BS’nin spektrumu ile értismektedir.
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Sekil 4.3. Bakteriyel seltlozun FTIR spektrumu.

Uretilen bakteriyel seliilozun morfolojik yiizey karakterizasyonu ise SEM ve AFM
ile yapiimistir. Sekil 4.4’de de géraldugu gibi, elde edilen bakteriyel seliloz yapisi
fibriler bir ylizey morfolojisi gostermektedir. Alinan AFM goruntileri de yuksek

ylzey alani ile birlikte nanofiberlerin dagihimini desteklemektedir.

Sekil 4.4. A) BS’un taramali elektron mikroskobu gérintist, B) atomik kuvvet

mikroskobu goruntisa.

4.2. BS/KTS Hemostatik Ajanlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Uretilen BS, % 2'lik kitosan soliisyonu ve CaCl, ile bir homojenizatér yardimi ile
karigtinlip dondurulup liyofilize edildikten sonra saf BS/KTS portz doku iskeleleri
hazirlanmistir. Ayni sekilde s6zi edilen bu karigsima hemostatik etken maddeler
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(Vit K, Kaolin ve PS) eklenerek kompozit hemostatik ajanlar da hazir hale
getirilmigtir. Hazirlanan hemostatik ajanlarin  sulu ortamda stabilitesini
saglayabilmek icin, ajanlar 70 °C’de 1 gece boyunca epiklorhidrin buharina maruz
birakilmigtir. Hemostatik ajanlarin ¢apraz baglama 0Oncesi ve sonrasi alinan
gorantaleri Sekil 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5. Liyofilize edilmis BS/KTS hemostatik ajanlar; A) capraz baglanma

oncesi, B) capraz baglanma sonrasi.

Hemostatik ajanlarin ¢apraz baglama oncesi ve sonrasi alinan goriuntilerinden de
anlasilacagr uzere ECH buhan ile yapilan muamele hazirlanan yapilarin
morfolojisinde bir degisiklige neden olmamistir.

Yapilan capraz baglama isleminin bagsarisi ATR-FTIR ile dogrulanmigtir.
Hemostatik ajanlarin islem 0©ncesi ve sonrasi IR spektrumlari alinarak
karsilagtinimistir (Sekil 4.6). Bakteriyel seliloza 6zgu spesifik IR spektrumlarindan
4.1'de bahsedilmistir. Kitosan ise tipik bir IR spektrumunda 3396 cm™, 1636 cm™,
1550 cm™ ve 1406 cm¥da sirasiyla 0-H; N-H; Amid I; Amid II; Amid lII'e ait bandlar
gosterir. BS/KTS kompozit hemostatik ajanin IR spektrumuna bakildiginda ise
3421 cm™deki N-H gerinim bandi, O-H gerinim bandi ile kombine hale gelmistir.
Kitosanin yapida varligindan dolayr 1632 cm™, 1553 cm™ ve 1403 cm™de
sirastyla Amid I, Amid 1l ve Amide IIlI'e ait olan 3 yeni band gozlemlenmistir [204].
Kitosanin ECH ile capraz baglama islemi sonrasi 1632 cm™de bir amin
deformasyonu olmustur ve C-N gerinim bandindaki (1406 cm™) artis kitosanin NH;
gruplarindaki capraz baglanmayi desteklemektedir. Ayrica C-O gerinimine karsilik
gelen 1085 cm™de elde edilen pik artmis ve genislemistir. Bu yiiksek sicakliklar
altinda OH gruplarinin ¢apraz baglandigini géstermektedir [205].
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Sekil 4.6. Saf BS, KTS ve capraz baglanma 6éncesi ve sonrasi BS/KTS hemostatik

ajanlarin FTIR spektrumlari.

Hazirlanan saf BS/KTS hemostatik ajanlarin morfolojik karakterizasyonu SEM ile
yapilmistir (Sekil 4.7). Alinan SEM goruntilerinde acgik ve birbiriyle baglantili bir
por yapisi gosteren morfoloji elde edilmigtir. Sekil 4.7B’de i¢ duvar yapisinin fibriler
goruntusu de alinmigtir. Ayrica ECH buhar ile yapilan ¢capraz baglama igleminin
yapida bir deformasyona neden olmadigi alinan gérunttlerden de anlasiimaktadir.

Sekil 4.7. Saf BS/KTS hemostatik ajanlarin SEM goriintusi; A) Ustten alinan
gorunti, B) i¢ duvar yapisinin goriintiisi (Olgek cubugu: 400 ve 1 um).
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Sekil 4.8'de kaolin, vitamin K ve protamin sulfat katkil/BS/KTS hemostatik
ajanlarin ECH buhari ile ¢apraz baglanma 6ncesi ve sonrasi FTIR spektrumlari
verilmistir. Kaolin iceren grupta O-H gerinimine ait 3688 cm™, SiO,deki SiO
bandina ait 1027 ve 996 cm™, Si-O simetrik gerinimine ait 785 and 746 cm™'de
pikler alinmistir [206]. Protamin siilfat iceren grupta ise 1610 and 1544 cm™de
primer aminlerin karakteristik bandlari, 1156 ve 1056 cm™de S=O simetrik ve
asimetrik gerinim titresimleri gorulmustir [207]. Vitamin K tipik bir FTIR
spektrumunda ise C=O valens gerinimine ait 1646 cm™, 1548 ve 1271 cm™de
aromatik halkalara ait titresimler ve 1339 cm™de C=0, C=C, 867 cmYde C-H
komsu halkalardaki deformasyona iligkin titresimlere ait bandlar gérulmastur [208].
Capraz baglama igslemi sonrasi da her grup igin tipik pikler alinmistir.

Sekil 4.8. Kaolin, Vit K ve PS katkili BS/KTS hemostatik ajanlarin ¢capraz
baglanma sonrasi FTIR spektrumlari.

4.3. Saf ve Kompozit BS/IKTS Hemostatik Ajanlarin Elektroegirme ile Yizey
Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

ipek fibroin kapli BS/KTS, ipek fibroin/fosfatidilkolin kaph BS/KTS ve yine ipek
kapli kompozit BS/KTS (Kao/BS/KTS, Vit K/BS/KTS, PS/BS/KTS) hemostatik
ajanlarin hazirlanmasi icin Uretilen pordz yapilarin yizeyi elektroegirme yontemiyle

kaplanmigtir. Kaplama oncesi saf ipek fibroin ve ipek fibroin/fostatidilkolin
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karisiminin elektroegrilmesinden elde edilen SEM gorantileri ve fiber capi
dagilimlar Sekil 4.9'da verilmigtir.

Alinan SEM goruntulerinde hem saf SF hem de SF/PC karisimdan hazirlanan st
katman yapisinda “bead” dedigimiz boncuksu yapilarin varligina rastlanmamistir.
Birbiriyle baglantili, pordz, defekt olmayan bir fiber morfolojisi elde edilmigtir. Elde
edilen ortalama fiber ¢aplarina bakildiginda ise saf SF igin ortalama ¢ap 450 nm
olarak bulunmustur. Zhi Hai Fan ve arkadaslarinin 2011’'de yapmis oldugu
calismada da Schwann hicrelerinin  biyokompatibilitesini  arastirmak igin
hazirladiklan ipek fibroin doku iskelesinde ortalama ¢ap 400 nm olarak rapor
edilmistir [209]. SF/PC nanofibriler tabakadaki ortalama cap ise 750 nm olarak
bulunmustur. Matthew ve arkadaslari 2006 yilindaki calismalarinda lesitini tek
basina spinleyerek kurtcuk seklinde miseller halinde 1-5 pm arasi ¢aplara sahip
olan bir fiber morfolojisi elde etmislerdir [184].
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Sekil 4.9. Saf SF (A, C) ve SF/PC (B, D) kompozit nanofibriler ajanlarin SEM
goruntusu ve fiber capi dagilimlar

(Olgek cubugu: 10 ym).

85



Ust katman malzemesi olarak secilen SF ve SF/PC karisiminin elektroegirme
sonrasi FTIR spekrumlari alinmigtir (Sekil 4.10). Saf SF'in IR spektrumuna
bakildiginda elde edilen pikler sdyledir; 1637 cm-1 Amid | bandina ait spektrum,
1514 cm-1'de Amid Il spektrumuna ait bir band ve 1231 cm™¥'de Amid Il bandina
ait bir spektrum elde edilmigtir. Tipik olarak, silk fibroin yapisi sirasiyla N-H
bidkulmesi, C-H gerinimi ve C=0 bukilmesi olmak tzere 3 karakteristik band
gosterir; amid | (1700 cm™-1600 cm™), amid Il (1540 cm™-1520 cm™) ve amid IlI
(1300-1220 cm™) [210]. 1600 cm™de (Amid I) ve 1515 cm™de (Amid Il) elde
edilen bandlar ipek Il yapisal konformasyonu (beta tabakali yapr) simgelerken,
1530 cm™ (Amid 1I) ve 1229 cm™ (Amid IlI) ipek Il konformasyonunu (random coil
ve alfa heliks yapisi) resmetmektedir [211]. Elde edilen veriler ipek fibroine ait
batin spesifik bandlarin gozlemlendigini gostermektedir. SF/PC yapisinin IR
spektrumuna bakildiginda ise C-H gerinimi, PO, ve C-O-C’a ait spektrumlar
siraslyla 2925 ve 2851 cm™; 1234 ve 1058 cm™; 1133 cm™de elde edilmistir. Bu
veriler PC’e ait literatirde kaydedilen bandlar ile uyusmaktadir [212]. Ayrica
karigimda yer alan ipek fibroin, kendine ait bandlari da korumaktadir.

Sekil 4.10. Saf SF ve SF/PC kompozit nanofibriler ajanlarin FTIR spektrumu.

BS/KTS hemostatik ajanlarin nanofiber Gst katman ve por6z alt katmandan olusan
bilayer goruntist SEM ile karakterize edilmistir (Sekil 4.11). Sekil 4.11’de sol
tarafta verilen goriintuler ajanlarin enine kesit goriintileridir. iki tabakall yapi biitiin
gruplarda goérilmektedir. Nanofibriler SF ve SF/PC tabaka yapisi alt katman ile
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batinlesmis durumdadir. BS/KTS por6z yapi goéruntilerine bakildiginda ise
dondurup kurutma prosesi sonrasi tum gruplarda yiksek derecede birbiriyle
baglantili porlarla, agik bir por mikro yapisi elde edilmigtir.
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Sekil 4.11. SF kaph BS/KTS (A, B); SF/PC kaplh BS/KTS (C, D); SF kapli
Kao/BS/KTS (E, F); Vit KIBS/KTS (G, H) ve PS/BS/KTS (I, J) kompozit hemostatik
ajanlarin SEM goruntuleri (sol gorunti bilayer tabaka gortntisu, élgek cubugu:
100 ym; sag gorunti alt poréz katman, 6lgek cubugu: 300 um).

4.4. Saf ve Kompozit BS/KTS Hemostatik Ajanlarin Poroziteleri

Hazirlanan saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin % porozite degerlerine
ve ortalama por capi dagilimlarina civali porozimetre ile bakilmigtir. Alinan %
porozite degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir. Degerlere bakildiginda gruplar arasi %
porozite degerleri yaklagik birbirine yakindir. Protamin silfat katkili olan grupta

porozite degeri % 67+0.4 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin % porozite degerleri.

Porozite (%)

Deney Gruplari %

BS/KTS 88+0.4
SF kapli BS/KTS 78+0.9
SF/PC kapli BS/KTS 85+0.7
SF kapli Kao/BS/KTS 85+0.6
SF kapli Vit K/IBS/KTS 83+0.8
SF kapli PS/BS/KTS 67+0.4

Hazirlanan gruplarin por ¢api (um) histogramlari ise Sekil 4.12°’de verilmistir. Tim
gruplarda por ¢api 0-250 pym arasinda degismektedir. BS/KTS grubunda ortalama
por ¢capl 22+0.4 um, SF kapli BS/KTS'de 20+£0.3 pym, SF/PC kaph BS/KTS'de
26+0.5 um, SF kapli Kao/BS/KTS’de 24+0.4 um, SF kaph Vit K/BS/KTS'de 22+0.4
um, SF kaplih PS/BS/KTS’'de 21+0.3 ym ‘dir. Por boyutu acisindan bakildiginda
tum gruplarda ortalama por ¢api aynidir. Bu sonu¢ yapiya kaolin, vitamin K ya da
protamin suilfat katkilanmasinin por boyutu ve dagiliminda herhangi bir degisiklige

neden olmadigi yéniinde yorumlanabilir.
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Sekil 4.12. Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin por ¢api histogramlari.

4.5. Saf ve Kompozit BS/KTS Hemostatik Ajanlarin Mekanik Ozellikleri

Hazirlanan saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin mekanik 6zelliklerine
basma testi yapilarak bakilmigtir. Kuru haldeki ajanlarin uygulanan kuvvete karsi
gosterdikleri deformasyon Sekil 4.13'de verilmistir. Hazirlanan ajanlar kuru halde

iken uygulanan kuvvet ve deformasyon yuzdeleri bakimindan incelendiginde en
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dayaniksiz olarak SF kapli BS/KTS go6zukmektedir. BS/KTS ve SF/PC kaph
BS/KTS uygulanan kompresyona kargi verdikleri cevap bakimindan benzerdir. SF
kaph Vit K/BS/KTS bu gruba gore daha iyi bir mekanik 6zellik gostermektedir. Oda
kosullarinda kuru hemostatik ajanlar ile yapilan testte en iyi cevabi SF kapli
PS/SF/KTS ve Kao/BS/KTS gbéstermektedir.

Tang ve arkadaglari U¢ boyutlu mezoporéz doku iskelesine (MBG) kaolin
katkilayarak kaolini kemik doku muihendisligi uygulamalarinda kullanmak Uzere,
mekanik Ozelliklerini ve biyouyumlulugunu arastirmiglardir. Sonuglar yapiya kaolin
eklenmesinin, MBG doku iskelelerini daha stabil hale getirdigini ve mekanik
Ozelliklerini iyilestirdigini gostermistir [213].

1800 «===BS/KTS

. 1600 ===SF kapli BS/KTS
©
22 1400 SF/PC kaph B.S/KTS
=< ====SF kaph Kaolin/BS/KTS
§ 1200 SF kapli Vit K/BS/KTS
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Sekil 4.13. Kuru haldeki saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin
uygulanan kuvvete kargi gosterdigi deformasyon ytizdeleri.

PBS icerisinde bekletilien hemostatik ajanlarin basma testinin sonuclar Sekil
4.14’de verilmigstir. Islak haldeki saf ve kompozit ajanlarin kuvvete kargi verdikleri
cevap kargilastirildiginda BS/KTS, SF kapli BS/KTS ve SF kapli PS/SF/KTS
gruplarinin vermis oldugu cevaplar benzerdir. Islak halde iken SF kaph
Kao/BS/KTS kuru formda gosterdigi basariyr gosterememistir. Bu kosullarda en iyi
performansi SF/PC kapl ve SF kapli Vit K/BS/KTS gostermistir.
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Sekil 4.14. Islak haldeki saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin uygulanan
kuvvete karsi gosterdigi deformasyon ytzdeleri.

Test kosullari gbz onine alindiginda, 1slak durumdaki hemostatik ajanlarin
mekanik O©zelliklerinde dramatik bir azalma go6zlemlenmistir. Ancak Nge ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada kitosani 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid hidroklorid (EDC)- aracili ¢agraz baglama metodu ile bakteriyel
seluloza entegre etmislerdir. Calismadaki basma testinin sonuglari alinan degerler
ile kiyaslandiginda hazirlanan hemostatik ajanlarin performanslari oldukga iyidir.
Ornegin —80°C’de liyofilize ettikleri BS/KTS’in (50:50 % agirlikga) 1slak haldeyken
vermis oldugu sikistirma moduli 5.49+0.8'dir [146]. Hazirlanan BS/KTS‘In
sikistirma modull ise 25+0.37 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin islak ve kuru mekanik

Ozellikleri.
Kuru Durumda Islak Durumda
(oda kosullarinda) (PBS'de, 37 °C)
Deney Gruplari Ortalama E(kPa) Deformasyon E(kPa) Deformasyon
por capi (%) (%)
(um)
BS/KTS 22+0.4 1331+74 83+3.83 25+0.37 66+0.10
SF kapli BS/KTS 20 +0.3 755436 76+5.91 29+0.16 70+0.34
SF/PC kapli BS/KTS 26 +0.5 1344+63 80+6.25 139+0.94 66+0.30
SF kapli Kao/BS/KTS 24+ 0.4 2463+56 70+2.44 11+0.73 66+0.33
SF kapli Vit K/IBS/KTS | 22+0.4 1443+33 70+2.45 50+0.88 68+0.12
SF kapli PS/BS/KTS 21+0.3 3089+78 79+1.05 29+1.66 70+0.44

4.6. Saf ve Kompozit BS/KTS Hemostatik Ajanlarin PBS Alim Ozellikleri

Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin 10 gin boyunca yapilan su
absorplama yuzdelerini Olgcen testin sonuclari Sekil 4.15'de verilmistir. 1. gin
sonunda alinan yuzdeler karsilastinldiginda SF kapli BS/KTS ve SF kapl Vit
K/BS/KTS, PS/BS/KTS degerleri ile Kao/BS/KTS arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). Yine 1. gin sonunda BS/KTS grubunun su alim yuzdesi
SF/PC kapli BS/KTS'ye (p<0.005) gore daha iyi bulunmustur. SF kapli Vit
K/BS/KTS, PS/BS/KTS ve SF/PC kapli BS/KTS arasinda anlamli bir farkhlik
bulunmustur (p<0.05). 10. gin sonunda Kao/BS/KTS'ye kiyasla BS/KTS ve SF
kapli Vit K/IBS/KTS daha iyi su alim ytzdesi sergilemistir (p<0.05). Test sirecince
alinan PBS absorplama yuzdeleri goz 6nudne alindiginda BS/KTS, SF kapl
BS/KTS, SF kapli Vit K ve PS/BS/KTS gruplarinin SF/PC kapli BS/KTS’ye gore
Ozellikle Kao/BS/KTS'’ye kiyasla anlamli derecede farkli oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.15. Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin PBS absorblama
yuzdeleri (**: p<0.005, *: p<0.05).

4.7. Saf ve Kompozit BS/KTS Hemostatik Ajanlarin Koagulasyonun Plazmatik
Fazi Uzerindeki Etkisi (aPTT/PTZ)

Saglikh Sprague Dawley cinsi disi erigkin siganlardan alinan kanlar ile
gerceklestirilen PTZ (protrombin zamani) ve aPTZ (aktif parsiyel tromboplastin
zamani) testlerinin sonuglari Cizelge 4.3'de verilmigtir. Normal olarak Sprague
cinsi sicanlarda alinan PTZ siresi 13.6-16.6 saniye iken aPTT ic¢in 10.4-16.3
saniyedir [214]. Kontrol olarak plazma ile yapilan test sonuglar bunu
dogrulamaktadir. Gazli bez ile alinan sonuglarda bir uzama gozlemlenmistir.
BS/KTS grubunda PTZ suresi 14 saniye olarak kaydedilirken aPTT slresi
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alinamamisg, pihtilasma go6zlemlenememistir. SF ve SF/PC kapll BS/KTS, SF kapl
Vit K ve Kaolin BS/KTS'de oldugu gibi plazma ile etkilestirildikten sonra PTZ ve
aPTT sureleri alinamamistir. Bu durum plazma ile etkilesen bu gruplarda
pihtilagma faktorlerinin - hemostatik ajanlar tarafindan toplanmasi olarak
yorumlanmigtir. Ancak SF kapli Kao/BS/KTS grubunda PTZ testinde bir sire
alinabilmigtir. Bu da aPTT'yi aktive eden kaolinin PTZ'de ayni sonucu

gOstermemesine baglanmistir.

Cizelge 4.3. Saglikh ratlarin kan plazmasi ile yapilan PTZ ve aPTT test sonuglari.

Grup PTZ (sn) aPTT (sn)

Kontrol 15.8+0.45 42.0+0.3

Gazli Bez 45+0.5 180 £0.9

BS/KTS 14.0£0.5 Pihtilagsma goéraldi

SF kapli BS/IKTS

Pihtilagma goruldi

Pihtilagma goruldi

SF/PC kapli BS/IKTS Pihtilagsma goéraldi Pihtilagsma gorildu

SF kapli Kao/BS/KTS 10.5£0.7 Pihtilagma goruldi

SF kapli Vit K/IBSIKTS Pihtilagsma goéraldi Pihtilagsma goéraldi

SF kapli PS/BS/KTS 16.3+0.8 33.5+£0.4

Sekil 4.16'da saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin saglikh ratlardan
alinan kan plazmasi ile etkilegtirildikten sonraki fotograflari verilmistir.
Fotograflarda da goraldugu gibi plazma ile etkilesim sonrasi hemostatik ajanlarin
etrafinda jel benzeri bir yap!r olusmustur ve plazma icerigini tamamen uzerine
hapsetmigtir. PTZ ve aPTT testi sonucunda alinan veriler de bu goérintlyd
destekler niteliktedir.
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SF kapli SF kapli BS/KTS

PS/BS/KTS Kao/BS/KTS
SF kapli BS/KTS SF/PC kapli SF kapl Vit
BS/KTS K/BS/IKTS

Sekil 4.16. Saghkh Sprague Dawley cinsi digi erigkin siganlarin kanindan elde
edilen plazma ile etkilestirilen saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin

goruntuleri.

Sekil 4.17°de ise aPTT testleri sonucunda test kuvetleri icerisinde olusan gortnti
sunulmustur. Goéruntulerde kontrol ve SF kaplh PS/BS/KTS grubunda bilye
pihtilasma sonrasi ortada kalirken BS/KTS, SF/PC kapl BS/KTS, SF kapl Vit K ve
Kaolin/BS/KTS gruplarinda bilyeler test sonrasi plazma igerisindeki hareketini
devam ettirebilmektedir. Bu goruntl plazmada koagulasyonda gorevli bilesenlerin

hemostatik ajanlarca toplanmasi olarak yorumlanmaktadir.
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Sekil 4.17. Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlar ile etkilestirilen saglikli
Sprague Dawley cinsi disi erigkin rat plazmasi ile yapilan aPTT testi gorintileri.

Calismada ikinci hayvan modeli olarak kullanilan diyabet olusturulmus ratlarda da
PTZ ve aPTT testleri ¢ahsiimistir. Alinan veriler Cizelge 4.4'de sunulmustur.
Cizelge 4.4’e gore kontrol grubunda PTZ suresi 16 saniye, aPTT suresi ise 150
saniye olarak bulunmugtur. Saghkl ratlarin kanlari ile yapilan pihtilagsma yolaklari
testlerinde de go6zlemlendigi gibi SF ve SF/PC kapli BS/KTS, SF kapl Vit K ve
Kaolin BS/KTS gruplarinda plazma ile etkilesim sonrasi PTZ ve aPTT sureleri
alinamamigtir. Saglkh ratlardan alinan kan plazmasi testlerine kiyasla diyabetik

ratlarda uzayan bir pithtilagma siresi tanimlanmistir.
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Cizelge 4.4. Diyabetik ratlarin kan plazmasi ile yapilan PTZ ve aPTT test

sonuglari.
Grup PTZ (sn) aPTT (sn)
Kontrol 16£0.3 150.0£0.3
Gazli Bez 50+0.3 210 0.7
BS/KTS 180+0.5 Pihtilagsma goéraldi

SF kapli BS/IKTS

Pihtilagma goruldi

Pihtilagma goruldi

SF/PC kapli BS/IKTS Pihtilagsma goéraldi Pihtilagsma goéraldi

SF kapli Kao/BS/KTS 10.5+£0.7 Pihtilagma goruldi

SF kapli Vit K/IBSIKTS Pihtilagsma goéraldi Pihtilagsma goéraldi

SF kapli PS/BS/KTS 45+0.6 180+0.5

Sekil 4.18'de diyabetik ratlardan alinan kan plazmasi ile etkilestirilen érneklerin 1
saat sonraki goruntusu verilmistir. Saglikli rat plazmasinda oldugu gibi diyabetik

rat plazmasi da 6rneklerin ¢eperlerinde bir jel gérinttsi olusturmustur.
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Sekil 4.18. Diyabetik Sprague Dawley cinsi disi erigkin sicanlarin kanindan elde
edilen plazma ile etkilestirilen saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin

goruntaleri.
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Sekil 4.19'da ise oOrnekler ile etkilestirilen diyabetik ratlardan alinan kan
plazmasinin aPTT testi sonrasinda test kivetleri icerisinde olusturdugu gorintd
verilmigtir. Saghklh ratlarda oldugu gibi gazli bez ve SF kapl PS/BS/KTS grubunda
bilye pihtilasma sonrasi ortada kalirken BS/KTS, SF kaph BS/KTS, SF/PC kapli
BS/KTS ve SF kapl Vit K/BS/KTS gruplarinda bilyeler test sonrasi plazma
icerisindeki hareketini devam ettirebilmektedir.

SF kapl
SF/PC kapli BS/KTS BS/KTS

Gazli Bez
SF kapl
T PS/BS/IKTS T

SF kapl

Vit KIBS/KTS

BS/KTS

Sekil 4.19. Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlar ile etkilestirilen diyabetik

Sprague Dawley cinsi disi erigkin rat plazmasi ile yapilan aPTT testi goriuntuleri.

4.8. LDH (Laktat Dehidrogenaz) Aktivite Testi

Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlar tzerine yapigsan plateletlerin LDH
aktivitesi olculmustur. Saghkh ratlardan alinan kan plazmasi ile 30 dakika boyunca
etkilestirilen 6rneklerin LDH degerleri Sekil 4.20’de verilmistir. Alinan sonuclara
gore SF/PC kapli BS/KTS Uzerindeki LDH aktivitesi dolayisiyla platelet adhezyonu
gazh beze kiyasla anlamli derecede farkl bulunmustur (p<0.05). Yine BS/KTS, SF
kapli BS/KTS ve Vit K/BS/KTS, SF kapli PS/BS/KTS ile gazli bez arasinda alinan
LDH konsantrasyonu bakimindan anlamli bir fark vardir (p<0.005). SF kaph Vit
K/IBS/KTS, BS/KTS, SF kapli BS/KTS ve SF kaph PS/BS/KTS, SF kapli
Kaolin/BS/KTS’a goére daha iyi bir LDH aktivitesi sergilemistir (p<0.005).
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Sekil 4.20. Saglikli ratlarin PRP ile etkilestirilen drneklerde LDH aktivitesi

(**: p<0.005, *: p<0.05).

Saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlar 1 mL saglikh rat plazmasi ile
etkilegtirildikten sonra fikse edilmis ve SEM goruntileri alinmistir (Sekil 4.21)
Alinan gorantulere bakildidinda 6zellikle kompozit BS/KTS grubu Uzerinde
BS/KTS ve SF kaph Kaolin/BS/KTS'ye kiyasla daha ¢ok platelet agregasyonu ve

yayllimi gozlemlenmigtir.
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Sekil 4.21. Saglikli ratlardan alinan PRP ile etkilestirilen drneklere yapisan
plateletler; BS/KTS (A), SF kapli BS/KTS (B), SF/PC kapli BS/KTS (C), SF kapl
Kao/BS/KTS (D), Vit K/IBS/KTS ve PS/BS/KTS (F) (Olgek cubugu: 2 ym).

Sekil 4.22'de ise diyabet olusturulmus ratlarin kan plazmasi ile gerceklestirilen
LDH aktivite sonugclari verilmistir. Sonuclara gére SF ve SF/PC kaph BS/KTS, SF
kapl Vit K/BS/KTS Uzerine yapisan plateletlerin aktivitesi gazli beze kiyasla
anlamli bir farklihk goéstermektedir (p<0.005). SF kapli BS/KTS, kaolin katkih

101



kompozit gruba (p<0.005) ve BS/KTS'ye nazaran anlamh bir platelet
konsantrasyonunu uzerinde toplayabilmigtir (p<0.005). Ancak saglikl rat plazmasi
ile diyabetik rat plazmasinin LDH aktivite degerleri genel olarak incelendiginde
diyabetik rat plazmasi ile etkilegtirilen hemostatik ajanlar saglikli rat plazmasi ile
kiyaslandiginda daha dusuk bir LDH aktivitesi sergilemistir.
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Sekil 4.22. Diyabetik ratlardan alinan PRP ile etkilestirilen

orneklerde LDH aktivitesi (**: p<0.005).

Diyabetik ratlardan alinan kan plazmasi ile etkilestirilen saf ve kompozit BS/KTS
hemostatik ajanlar Uzerindeki platelet adhezyonu alinan SEM goruntuleri ile Sekil
4.23'de verilmistir. Ylzey Uzerine tutunan platelet sayisi bakimindan
degerlendirme yapildiginda, kompozit BS/KTS lizerine BS/KTS’a kiyasla daha ¢ok
platelet yapistigi alinan goruntilerden de anlasiimaktadir. Nanofibriler yizeyin
platelet adhezyonunu iyilegtirdigi yénunde bir sonuca varilabilir.
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Wan ve arkadaslari yapmis oldugu calismada nanofiber varliginin platelet
adhezyonu ve aktivasyonunu destekledigini, topografi ve ylzey yikiunin bunda
onemli rol oynadigini gostermislerdir [215].

Sekil 4.23. Diyabetik ratlardan alinan PRP ile etkilegtirilen drneklere yapigan
trombositler: BS/KTS (A), SF kapli BS/KTS (B), SF/PC kapli BS/KTS (C), SF kapli
Kao/BS/KTS (D), Vit KIBS/KTS (E) ve PS/BS/KTS (F) (Olgek cubugu: 2 um).
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4.9. in-vitro Saglikli Tam Kan ve PRP Absorblama Orani

Sekil 4.24'de hemostatik ajanlarin saglikli rat kan ve plazmasini absorpsiyon
yuzdeleri verilmigtir. Saf ve kompozit hemostatik ajanlarin hem PRP’yi hem de tam
kani absorplama yuzdeleri gazli beze kiyasla anlamh derecede farkli ¢ikmistir
(p<0.05). Tam kani igcerisine hapsetme bakimindan hazirlanan gruplar arasinda bir
kiyaslama yapildiginda tum gruplar kaolinle modifiye edilmis gruba goére blytk bir
farklihk gostermistir (p<0.05). Saghkl tam kani en fazla absorplayan ise SF kapl
PS/BS/KTS olmustur.

PRP absorblama orani bakimindan bir degerlendirme yapilacak olursa, gazli bez
%537+51'lik bir yuzde ile deney gruplar icerisinde en digsiuk performansi
sergilemistir. Hazirlanan deney gruplarinda sirasiyla absorplama yulzdeleri
sOyledir; 1399+70, 1386+40, 826+40, 983+20, 1150+30, 1736+20. Tam kanda
oldugu gibi en yiksek PRP absorplama yuzdesini SF kapli PS/BS/KTS
gOstermigtir.  Tum gruplarin  kaoline kiyasla yizdelerinde anlamh bir artis
g0Ozlemlenmistir (p<0.05).

Dai ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada antibakteriyel gumusle
degistirilmis mezoporéz silika kureler (AgCaMSS) rat femoral arter ve karaciger
yaralanmasi modelinde kullaniimistir [189]. Calismada hazirladiklari kirelerin in
vitro saglikl kani absorblama yeteneklerine bakmiglardir. Toz haldeki AgCaMSS
% 285.2 oraninda bir absorplama yuzdesi gosterirken granil AgCaMSS %
198.4’'luk bir deger vermigtir.

Gruplarin saglikli tam kan ve PRP’yi absorplama da c¢izmis olduklari performans
farklilk gostermemektedir. Genel itibariyle gruplarin tam kan ve PRP’de vermis
olduklari deg@erler birbirine yakindir.
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Sekil 4.24. Saglikh ratlardan alinan tam kan ve PRP’nin saf ve kompozit BS/KTS
hemostatik ortuler tarafindan absorplanma yuzdeleri (**: p<0.005, *: p<0.05).

Sekil 4.25'de ise saglkh ratlardan alinan tam kan ile etkilestirilen hemostatik
ajanlarin absorplama yetenekleri alinan fotograflarla gosterilmistir. Tum gruplar
tam kani icerisine hapsederken gazli bez tam kani absorplayamamistir.
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Sekil 4.25. Saglikl ratlardan alinan tam kan ile etkilestirilen hemostatik ajanlar;
gazli bez (A), BS/KTS (B), SF kapli BS/KTS (C), SF/PC kaplh BS/KTS (D), SF kaph
Kao/BS/KTS (E), SF kapli Vit KIBS/KTS (F) ve SF kapli PS/BS/KTS (G).

Diyabetik tam kan ve plazmasi ile yapilan in vitro absorpsiyon testi sonuclari Sekil
4.26'da sunulmugtur. Gazh bezin tam kani absorplama yuizdesi 247+5 iken SF
kapli PS/BS/KTS icin su absorplama ylzdesi 2214156 olarak bulunmustur. Gazli
bez ile diger gruplar tam kan absorplama yizdeleri bakimindan karsilastirildiginda
SF ve SF/PC kapl BS/KTS, SF kaph Vit K ve PS/BS/KTS 6nemli bir farkhlik
goOstermektedir (p<0.005). Ayni sekilde SF kapli Kaolin/BS/KTS grubuna kiyasla
saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlar daha iyi performans sergilemektedir
(p<0.05). Tam kani absorplama oranlari bakimindan degerlendirildiginde en
yuksek absorplama yiizdesini SF kapl Vit K ve PS/BS/KTS gostermistir.

PRP absorplama yuzdeleri bakimindan degerlendirilecek olursa kaolin iceren
modifiye grup da olmak tzere tim gruplar gazl bez ile kargilastirildiginda anlamli
derecede farkhlik gostermektedir (p<0.05). Kaolin ile modifiye edilmig grup, diger
gruplarla kiyaslandiginda ise diger gruplarin daha iyi absorblama yuzdeleri
gOsterdigi gorulmustir (p<0.05). En yuksek absorblama ytizdesini ise SF/PC kapl
BS/KTS ve SF kapl BS/KTS gostermistir.
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PRP ve tam kan absorblama ylUzdeleri bakimindan gruplar degerlendirildiginde her
iki durumda da genel egilim aynidir. Saghkh ratlarin verdigi sonuglarda oldugu gibi
PRP ve tam kan absorbsiyon yuzdeleri bakildiginda SF kapli PS/BS/KTS en iyi
performansi sergileyen grup olmustur.

Gruplarin normal ve diyabetik kandaki absorblama yuzdeleri incelendiginde
diyabetik kanda alinan degerler daha iyidir. Ornegin SF kaph PS/BS/KTS'nin

absorplama yilzdesi saglikli bireylerde 1736+20 iken diyabetiklerde 2214156
olmustur.

Diabetes mellitus halk dilinde seker hastaligi koagulasyon sisteminin kronik
platelet aktivasyonu ve azalan fibrinolitik potansiyeli ile nitelendiriimektedir. Son
zamanlarda sayisiz galisma geker hastasi olanlarda farkh platelet fonksiyonunun
oldugunu gostermektedir. Farkh agonistlere (ADP, trombin, kollajen) karsi iyilesen
platelet agregasyonu tip | ve Il diyabetik hastalarinda gosterilmistir [216, 217].
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Sekil 4.26. Diyabetik ratlardan alinan tam kan ve PRP’nin saf ve kompozit BS/KTS
hemostatik ortuler tarafindan absorplanma yuzdeleri (**: p<0.005).
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Sekil 4.27'de 2 mL diyabetik tam kan ile etkilestirildikten hemen sonra ters diz
edilen hemostatik ajanlarin fotograflari gérulmektedir. Gazli bez haricindeki tim
gruplar saniyeler icerisinde tum kani absorplarken, igcerisinde gazli bez bulunan

tup kan ile dolu kalmigtir.

A B C D E F

Sekil 4.27. Diyabetik ratlardan alinan tam kan ile etkilestirilen hemostatik ajanlar;
BS/KTS (A), SF kapli BS/KTS (B), SF/PC kapl BS/KTS (C), SF kapli Kao/BS/KTS
(D), SF kaph Vit KIBS/KTS (E), SF kaph PS/BS/KTS (F) ve gazl bez (G).

4.10. Hayvan Modelinde Hemostaz

4.10.1 Saglikli Ratlarda Femoral Arter Kanama Modeli

Saglikli ratlarda yaratilan femoral arter kanama modelinde hemostatik
malzemelerin kanamay! durdurma sureleri Sekil 4.28'de verilmigtir. Gazli bez

245+4 saniyede kanamayi! durdurmustur. Diger gruplarin kanamay! durdurma
sureleri 180£2 ve 80+3 saniye arasinda degismektedir. Hazirlanan tim hemostatik
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Ortulerin kanamay! durdurma sureleri gazli beze gore kiyaslandiginda anlamli
derecede farklilik bulunmustur (p<0.05). Kaolin katkili grup digindaki Orttlerde bu
farklilik oldukga artmistir (p<0.005). Gruplari kendi aralarinda degerlendirdigimizde
kaolin katkih grup en yiksek hemostaz suresini vermigtir. En diguk hemostaz
suresini 80+0.3 saniye ile SF kapli PS/BS/KTS gostermisgtir.

Luo ve arkadaglari hazirladiklari G¢ boyutlu kendiliginden duzenlenmig peptit
nanofiber doku iskelelerini karaciger yara iyilesmesi modelinde denemislerdir ve
hemostaz suresini 80 saniye olarak rapor etmiglerdir [188].

Henderson ve arkadaslar dihidroksi asetonun (MPEG-pDHA) polymerize sekansi,
PEG’lenmis kolayca emilebilir, non-toksik topikal bir hemostatik ajan
geligtirmiglerdir. Sprague cinsi ratlarin lateral hepatektomi modelinde denedikleri
bu malzeme kanama stiresini 97 saniyeye dustrmustir [218].

BGazl bez EBBS/KTS
ESF kapli BS/KTS ESF/PC kapl BS/KTS
NSF kapli Kao/BS/KTS OSF kapli Vit KIBS/KTS
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Sekil 4.28. Saglikh ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde
hazirlanan hemostatik ajanlarin kanamayi durdurma sareleri (**: p<0.005).
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Sekil 4.29'da ise uygulama sonrasi hemostatik ortilerin ilk ve son agirliklarin farki
ve olusan kanamanin eklenmesi ile elde edilen kan kaybi miktarlari gram olarak
sunulmustur. Hemostatik 6rtl gruplarinda, tim gruplar gazl beze kiyasla daha az
kan kaybettirmigtir (p<0.005). SF kapli BS/KTS ve SF kaph PS/BS/KTS kisa

hemostaz suresi olusturmalarinin yani sira daha az kan kaybettirmislerdir.

Nur ve arkadaslari liyofilizasyon yontemiyle hazirladiklari jelatin kopugu rat bobrek
modelinde denemigler ve kanama miktarini 3.02+2.9 g olarak bulmuslardir [219].

BOGazli Bez BBS/KTS
B SF kapli BS/KTS ESF/PC kapl BS/KTS
OSF kapli Kao/BS/KTS OSF kapli Vit K/IBS/KTS
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Sekil 4.29. Saglikh ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde
hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra olugan kan kaybi (**: p<0.005).

Sekil 4.30'da ise hemostatik ajanlarin uygulanmasi dncesi ve sonrasinda alinan
ortalama arteriyel basin¢daki degisim verilmigtir. Tum gruplarda yaralanma kan
basincinda hizli bir digtise neden olmustur (50-60 mm Hg). Ancak uygulama
sonrasinda kan basincinda iyilesme olmus ve stabil bir deger kazanmistir.
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Sekil 4.30. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli

suresince ortalama arteriyel basing.

Sekil 4.31'de saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanma modeli siresince
hayvanlardan alinan EKG degerleri sunulmustur.
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Sekil 4.31. Saglkh ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli suresince

hayvanlardan alinan EKG degerleri.
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Sekil 4.32A’da hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra hayvanlarin % 6lim
oranlar verilmistir. Gazli bezde 6lum orani % 75’lere ulasirken BS/KTS, SF kaph
BS/KTS, SF kaph Vit K ve PS/BS gruplarinda 6lim orani yariya indirilmigtir.

Celox Gauze ve ChitoGauze gibi ticari Urtnler igcin hayatta kalma ytzdesi sirasiyla
% 90 ve 70 olarak kaydedilmigti. Combat Gauze icin bu yluzde 60 olarak
bulunmusgtur [220].

Sekil 4.32B’de ise saglikh ratlarda femoral arter kanama modelinde uygulanan SF
kapli Kao/BS/KTS grubunun kanama bdlgesinde olusturdugu sicakhk degdisimi
Olctlmustir. Uygulama dncesinde 20 °C’de seyreden sicaklik kaolin katkili grubun
hemostazi saglamak tzere yerlestiriimesiyle 30 °C’ye ¢ikarak yaklagik 10 °C’lik bir

sicaklk farki olusmustur.

Arnaud ve arkadaglari bir ticari Urtin olan ACS™ (mineral Al/Si/Zeolit)'nin ve 9 ticari
ariniin domuzda olusturduklari modelde etkinliklerini arastirmiglardir. Sonuglara
goére ACS" calismada 2 dakika icerisinde 7.2+8.7’lik bir sicaklik artisina neden
olmustur [221].
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Sekil 4.32. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli sonrasi 6lim

oranlari (A) ve SF kapl Kao/BS/KTS’de uygulama sirasindaki sicaklik degisimi(B).
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Cizelge 4.5'de hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra ol¢ilen kan metabolit
degerleri verilmistir. Srague cinsi saglikli bir ratin ortalama kan glikoz, laktat ve
kreatin degerleri sirasiyla soyledir; glikoz 134-219 mg/dL, laktat 0.4-2.2 mg/dL,
kreatinin 0.1-5.6 mg/dL'dir [222, 223]. Alinan degerlere bakildiginda laktat ve
kreatin degerlerinin normal sinirlar arasinda oldugu go6zlemlenmistir. Sadece
glikoz degerlerinin 6zellikle SF kapli PS/BS/KTS grubunda uygulama yapildiktan

sonra arttigl gérulmastur.

Cizelge 4.5. Saglikli ratlarda olugturulan femoral arter kanama modelinde
hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan metabolit degerleri.

Gruplar Metabolit
Glu(mg/dl) | Lac(mmol/L) | Krea(umol/L)

BS/KTS 287.5+£0.6 0.8+0.03 33+0.8

SF kapli BS/IKTS 226.5+0.3 1.2+0.05 42+0.7
SF/PC kapli BS/IKTS 255.5+0.4 0.7+£0.21 38.5+0.1

SF kapli Kao/BS/KTS 272.5+£0.2 0.7+0.07 24+ 0.8

SF kapli PS/BS/KTS 337+0.3 1.09+0.17 23.5+£0.7

SF kapli Vit K/IBS/KTS 268.5+0.1 1.03+0.11 24+0.1

Gazli Bez 271+0.1 0.95+0.2 19+0.1

Cizelge 4.6'da ise saglikl ratlardan uygulama sonrasi alinan kan gazi degerleri
sunulmustur. Kan gazi bazinda alinan degerlerin normal ortalama degerleri
sirasiyla soyledir; pH 7.26-7.44, pCO;, 26-54 mm Hg, pO, 93-102 mm Hg, cHCO3
12.2-25.4 mmol/L, BE (ecf) -13.3-1.2 mmol/L, ¢SO, 10-89 mmol/L [224, 225]. pH
degerleri tim gruplarda normal sinirlar igerisinde seyretmektedir. pCO, degerleri
de sadece SF kapl BS/KTS ve SF kapli PS/BS/KTS grubunda kiguk bir artis
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gOstermigtir. Kandaki oksijen miktarinda tim gruplarda artis kaydedilmistir.
Kandaki bikarbonat konsantrasyonu acisindan degerlendirildiginde tim gruplarda
kicuk oynamalar kaydedilse de SF kapli BS/KTS konsantrasyonu 31 mmol/L
olarak bulunmustur. Ekstraselular baz fazlaligi [BE (ecf)] degerleri ise tim
gruplarda normal araliklarda seyretmigtir.

Cizelge 4.6. Saglikh ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde,
hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan kan gazi degerleri.

Gruplar Gazlar

pH pCO, pO, cHCO; BE (ecf) ¢SO,

(mmHg) (mmHg) (mmol/L) (mmol/L) (%)

BS/KTS 7.4+0.1 35.9+0.1 121.5+0.3 22+0.3 1.1+0.3 98.2+0.1
SF kapli BS/KTS 7.3+0.03 58.6+0.06 85.3+0.9 31+1.5 5.1+1.0 94.9+0.1
SF/PC kapli BS/IKTS 7.4x0.07 39.1+0.1 97.4+0.12 24,604 2.6x0.14 97.7+0.1
SF kapli 7.3x0 47.9+0.9 120+0.7 26.8+0.6 1.3+0.07 98.4+0.2
Kao/BS/KTS
SF kapl 7.3£0.01 57.4+0.1 91.1£ 0.3 28.7+0.07 2.5+0.14 95.9+0.5
PS/BS/KTS
SF kapli 7.37+0.02 44.7+0.1 94+0.1 26.1+0.7 0.9+ 0.1 96,8+0.1
Vit K/BS/KTS
Gazli Bez 7.310.1 44.7+0.1 90.4+0.1 26.6+0.3 1.7+0.1 96.1+0.3

Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde, hazirlanan
hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan kan kimyasi degerleri Cizelge
4.7'de verilmigtir. Saglkli bir rat igin hesaplanmig kan normal elektrolit degerleri;
Na® 142-163 mmol/L, K" 4.3-5.2 mmol/L, Ca™ 0.27-1.26 mmol/L, CI" 101-116
mmol/L, cTCO, 13-27.1 mmol/L, Hct (%) 36-44,cHgb 12.1-15.9 g/dL’dir [226, 227].

Alinan elektrolit degerleri incelendiginde tum parametrelerin normal sinirlar

115



icerisinde oldugu gorulmektedir.
hemostatik ajandan salinan Ca*" iyonlari seklinde yorumlanmistir.

Ca++

elektrolit miktarindaki

kiguk artiglar

Cizelge 4.7. Saglikh ratlarda olugturulan femoral arter kanama modelinde

hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan kan kimyasi degerleri.

Na" K* ca™ cr cTCO, Hct cHgb
Gruplar

(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (%) (g/dL)
BS/KTS 146.5 +0.7 5.1+0.1 1.3+0.1 108.5+0.7 23.1+0.4 39+0.1 13.2+0.4
SF kapli 143.5+0.1 5.1+0.1 1.26+0.07 103+0.1 32.8+0.17 40.5+0.5 13.8+0.1
BS/KTS
SF/PC kapl 150+0.2 5.25+0.1 1.41+0.07 109+0.1 25.85+0.5 3540 11.95+0.07
BS/KTS
SF kapli 145.5+0.3 5.25+0.2 1.38+0.07 107.5+0.3 28.3+0.7 38.5+0.2 13,05+0.4
Kao/BS/KTS
SF kaph 145.5+0.1 4.34+0.3 1.37+0.02 104.5+ 0.7 30.5+ 0.1 40+0.2 13.6+ 0.9
PS/BS/IKTS
SF kapli 145+0.1 4.6+0.3 1.38+0.03 105+0.1 27.5+0.7 38+0.4 13.1+ 0.1
Vit K/IBSIKTS
Gazli Bez 145.5+0.7 4.6+0.6 1.34+0.01 105.5+0.7 28+0.7 38+0.1 12.9+0.5

Sekil 4.33-4.36’da femoral arter kanama modelinde hemostatik ajanlarin uygulanip

kaldirildiktan sonra bolgede olusan kanama varligi

alinan fotograflarda

gosterilmigtir. Sekil 4.33'de gazh bezin uygulanmasi sirasinda ve sonrasinda

bolgede olugan kan, hemostazin saglanamadiginin gostergesidir.
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Sekil 4.33. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde gazh bez

uygulamasi ve sonrasinda olusan kan kaybi.

Sekil 4.34 ve 4.35'de SF ve SF/PC kapli BS/KTS uygulanmasi sonrasinda alinan
fotograflar gorilmektedir. Uygulama sonrasi kanin durduruldugu ve herhangi bir
sizintinin dahi olmadigi alinan fotograflarda da gortlmektedir.

A B

Sekil 4.34. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde SF kapl
BS/KTS uygulamasi ve sonrasi.
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Sekil 4.35. Saglikh ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeline SF/PC

kapli BS/KTS uygulamasi ve sonrasi.

Sekil 4.36'da ise hemostatik ajan olarak ratlara SF kapli Kao/BS/KTS
uygulanmistir. Uygulama sonrasi bdlgede olusan sizinti ve malzemenin yapisinda

olusan deformasyon gorilmektedir.

A B

Sekil 4.36. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeline SF kapl
Kao/BS/KTS uygulamasi ve sonrasi.

SF kapli Vit K/BS/KTS uygulanan femoral arter bolgesi Sekil 4.37'de
gorilmektedir. Bu grupta da uygulama sonrasi kanama boélgesindeki kanama
durdurulabilmis ve bdlgede stabilizasyon saglanmistir.
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Sekil 4.37. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde SF kapli

Vit K/IBS/KTS uygulamasi ve sonrasi.

Sekil 4.38 ve 4.39'da ise uygulanan BS/KTS ve SF kapli PS/BS/KTS hemostatik
Ortllerin ve uygulama sonrasi bdlgenin fotograflari verilmigtir. Her iki hemostatik

orti malzemesi de femoral arter de bagariyla hemostazi saglayabilmigtir.

A B

Sekil 4.38. Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama
modelinde BS/KTS uygulamasi ve sonrasi.
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Sekil 4.39. Saglikli ratlarda olusturulan kanama modelinde SF kapli
PS/BS/KTS uygulamasi ve sonrasi.

4.10.2. Diyabetik Ratlarda Femoral Arter Kanama Modeli

Saglikh ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinin aynisi diyabetik
ratlarda da olugturulmug ve hazirlanan hemostatik ajanlarin etkinligi bu modelde
de denenmigtir. Diyabet olusturulan hayvanlarin genel goriintiast Sekil 4.40'da
verilmigtir. Saglikh ratlar ile yapilan deneylerde elde edilen hemostazi olusturma
suresi, kan kaybi miktari ve uygulama boyunca hayatta kalma ylzdesi verileri
diyabetik ratlar icin de olusturulmustur. Sekil 4.41’de diyabetik ratlarda olusturulan
femoral arter kanama modelinde kullanmak tzere hazirlanan hemostatik ajanlarin
kanamay! durdurma sdreleri verilmistir. BS/KTS ve SF kapli Kaolin/BS/KTS
disinda hazirlanan hemostatik ortilerin kanamay! durdurma sireleri gazh beze
kiyasla anlamli olarak farkhdir (p<0.05). Kaolin katkili grup ile kiyaslandiginda SF
kaplh BS/KTS, SF kapli Vit K ve PS iceren hemostatik Ortller daha iyi bir sire
kaydetmistir (p<0.05). En kisa hemostaz siresine 138 saniye ile Vit K ve 144
saniye ile SF kapli BS/KTS ulagmistir.
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Sekil 4.40. Diyabet olusturulmus ratlarin gértntasa.
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Sekil 4.41. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde
kullanmak tizere hazirlanan hemostatik ajanlarin kanamayi durdurma sureleri (*:
p<0.05).

Sekil 4.42'de ise diyabetik rat modelinde uygulanan drneklerin agirliklarindan yola
cikilarak elde edilen toplam olusturduklari kanama miktarlari verilmigtir. Gazli bez
grubuna kiyasla kaolin iceren grup disinda tim gruplar anlamli bir Gstinlik
saglamistir (p<0.005). En az kanamayi olusturan ise protamin sulfat iceren grup
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olmustur. Ayni sekilde kaolin katkili olan grup diger kompozit BS/KTS hemostatik

ajanlara nazaran daha kotu bir performans sergilemisgtir.

Diyabetik ve saglikh ratlarda alinan hemostaz siresi ve toplam kan kaybi baz
alindiginda diyabetik grupta saglkh olanlara kiyasla bir uzama ve artis s6z
konusudur.

Nnah ve arkadaslari endojen 4 medikal bitkinin yaprak ekstraktlarinin hemostatik
Ozelliklerini alloksan ile indiklenmis diyabetik ratlar Gzerinde arastirmislardir.
Toplam kanama siresi, kanamay! durdurma ve platelet yapigsmasi yoninden
ekstraktlarin etkinliklerini incelemiglerdir. Saglkh ratlara kiyasla diyabetik ratlarda
pihtilagma ve total kanama siresinde kontrole kiyasla artis gbzlemlenmistir [228].
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Sekil 4.42. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde
hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra olugan kan kaybi (**: p<0.005).

Sekil 4.43'de diyabetik ratlarda femoral arter kanama modelinin olusturulmasi ve
hemosttaik ajanlarin uygulanmasi boyunca alinan ortalama arteriyel basing
degerleri verilmistir. Femoral arterde kanama olusturulmasini takiben arteriyel

basincta bir disis meydana gelmistir ve uygulama sonrasi basing eski degerini
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kazanarak normal seyirlerde devam etmigstir. Gazli bez grubunda bu dusus diger
gruplara kiyasla daha fazla olmustur. Her iki grupta da hem saglikli hem de
diyabetik ratlarda ortalama olarak hemostatik ajan uygulanan gruplarda kanama
mudahale O©Oncesi ve sonrasinda ratlarin yasamlarini tehdit edici basing
degisiklikleri olmamistir.
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Sekil 4.43. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli

suresince ortalama arteriyel basing.

Sekil 4.44°de diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanma modeli siresince
hayvanlardan alinan EKG grafikleri verilmigtir.
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Sekil 4.44. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli suresince

hayvanlardan alinan EKG degerleri.
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Sekil 4.45A'da ise diyabetik ratlardaki mortalite yizdeleri verilmigtir. Gazli bez 8
hayvandan sadece birisinin hayatta kalmasini saglarken kompozit gruplarda
uygulama yapilan hayvanlarin 8’inden 4’G hayatta kalabilmigtir. Bu oran saghkh
hayvanlarin yuzdesine bakildiginda biraz dusuktir.

Kaolin uygulamasina bagl olarak kanama bdlgesinde dlculen sicakliklar Sekil

4.45B’de sunulmustur. Saglikh ratlarda oldugu gibi 20 °C’'den 31 °C’e kadar artig
gOzlemlenmistir.
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Sekil 4.45. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli sonrasi
olum oranlari (A) ve SF kapli Kao/BS/KTS’de uygulama sirasindaki sicaklik

degisimi (B).

Cizelge 4.8.’de diyabetik ratlarin kan gazi analizleri sonucu elde edilen glukoz,
laktat ve kreatin degerleri verilmigtir. STZ (streptozisin) ile induklenen diyabetik
ratlarda yapilan bir ¢galismada glukoz igin ortalama deger 611+32.78 (mg/dl), laktat
icin 3.18+0.03 (mmol/L), kreatin igin 0.55+0.06 (mg/dL) olarak bulunmusgtur [222].
Glikoz ve kreatin icin uygulama sonrasi kan gazindan elde edilen metabolik

degerler diyabetik bir rat icin normal sinirlardardir. Ancak laktat degeri SF/PC kaph
BS/KTS ve SF kaplh Vit K/BS/KTS’de artmistir.
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Cizelge 4.8. Diyabetik ratlarda olugturulan femoral arter kanama modelinde

hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan metabolit degerleri.

Gruplar Metabolit

Glu(mg/dL) Lac(mmol/L) Krea(umol/L)
BS/KTS 484.5 0.7 3.5+0.3 8+0.11
SF kapli BS/IKTS 531+0.4 2.1+0.6 21+0
SF/PC kapli 607+0.1 5.1+0.3 15.5+0.2
BS/KTS
SF kapli 574.5+£0.3 2.6+0.2 23+0.8
Kao/BS/KTS
SF kaplh 467+0.6 1.0+0.2 31+ 0.1
PS/BS/KTS
SF kapli 539+0.7 4.310.1 26.5+£0.3
Vit K/BS/KTS
Gazli Bez 525.5+£0.5 1.8+0.1 14.5+0.1

Diyabetik ratlardaki femoral arter kanama modelinde hemostaz saglandiktan sonra
alinan kan gazi degerleri Cizelge 4.11'de verilmistir. Diyabetik ratlar ile yapilan bir
calismada pH, pCO,. ve pO; icin alinan ortalama degerler sirasiyla soyledir;
7.35+0.15, 41+3 mm Hg, 150+10 mm Hg [227]. Calismada alinan veriler bu bilgi
ile uyumludur. Ancak pCO; degerleri SF kapl BS/KTS ve SF kapl Vit K/IBS/KTS
gruplarinda artmigtir.
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Cizelge 4.9. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde

hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan kan gazi degerleri.

Gruplar Gazlar
pH pCO, pO; cHCO; BE (ecf) ¢SO,
(mm Hg) (mm Hg) (mmol/L) (mmol/L) (%)

BS/KTS 7.3 +0.03 51+0.13 83+0.1 28.6.5+0.5 3.2+0.49 94.7+0.39
SF kapli BS/IKTS 7.4£0.01 43.510.1 83.6+0.7 27.6£0.4 3.05+0.4 96.2+0.9
SF/PC kapli BS/IKTS 7.2+0.2 85.4+0.5 57+0.3 32.5+0.2 4.940.1 67.6+0.3
SF kapli Kao/BS/KTS 7.3£0.03 47.91£0.5 97.6+£0.4 27.5+0.6 2.2+0.07 97.2+0.07
SF kapli PS/BS/KTS 7.44+0.04 46.31£0.2 99.2+ 0.01 31.7+0.1 7.6£0.1 97.6+0.1
SF kapli Vit K/BS/KTS 7.3+0.2 61.8+0.3 69.3+0.5 28.1+0.3 1.7+ 0.1 68.8+0.4
Gazli Bez 7.3+0.06 52.8+0.3 91.5+0.04 31.05+0.2 5.9+0.3 96.60.1

Cizelge 4.10da ise hemostaz sonrasi alinan kan gazindaki elektrolit
konsantrasyonlari sunulmustur. Diyabetik bir rat icin alinan normal elektrolit
degerleri soyledir; Na® 129.7+11.3, K" 23.7+11.51, CI" 101.75+3.59, Hct (%)
39.17+2.78, cHgb (g/dl) 14.77+0.73 [226]. Sonuglara bakildiginda Na* elektroliti
konsantrasyonunda tim gruplar bazinda bir artts s6z konusudur. Diger
parametreler beklenen degerlerde seyretmektedir.
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Cizelge 4.10. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde
hazirlanan hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra alinan kan kimyasi degerleri.

Gruplar Na* K* ca™” cr cTCO;, Hct cHgb
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (%) (g/dL)

BS/KTS 144 +0.4 4.05+0 1.3+0 101.5+0.2 30.2+0.5 38.5+0.2 13.2+0.7

SF kapli 146+0.2 3.8+0.4 1.1+0.1 105.5+0.3 29+0.5 38.5+0.3 13.1+0.1

BS/KTS

SF/PC  kapl 141+0.1 4.9+0.8 1.3#0.1 103+0.1 35.1+0.4 40+0.2 13.4+0.9

BS/KTS

SF kapli 142+0.0 3.8+0.4 1.4+0 100.5+0.7 29+0.7 38.5+0.7 13.0+0.2

Kao/BS/KTS

SF kapli 141.5+0.7 4.3+0.2 1.3+ 0 99.5+ 0.7 33.1+ 0.1 37.5+0.2 12.7+ 0.6

PS/BSIKTS

SF kapli Vit | 148.5+0.1 4.5+0.1 0.8+0.4 111+0.7 30+0.4 39+0.2 13.3£ 0.9

K/BS/IKTS

Gazli Bez 142+0.1 4.2+0.2 1.3+0.02 101+0.1 32,6+0.2 38+0.14 12.9+0.4

Sekil 4.46-49'da diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde
uygulanan hemostatik ortilerin ve kanama bdlgesinin fotograflari verilmistir. Sekil
4.46'da gazli bez uygulamasi gorilmektedir. Uygulama sonrasi femoral arter

bdlgesinde kanama durdurulamamis ve hemostaz saglanamamistir.
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Sekil 4.46. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde gazl

bez uygulamasi ve sonrasinda olusan kan kaybi (A ve B).

BS/KTS (A) ve SF kapli BS/KTS (B)'In femoral arterdeki kanamaya uygulanisi
sonrasi Sekil 4.47'de verilmigtir. Bu hemostatik ajanlar kullanilarak hemostaz
basariyla saglanmis ve bélgede herhangi bir kan sizintisina rastlanmamistir.

Sekil 4.47. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde BS/KTS
(A) ve SF kapli BS/KTS (B) uygulamasi sonrasi.
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SF/PC kapli BS/KTS (A) ve SF kapli Kao/BS/KTS (B)'In uygulamasi Sekil 4.48'de
verilmigtir. SF/PC kapli BS/KTS’nin kanama sonrasi hala bir kismi kuru kalirken
kaolin iceren grup tamamen kani absorbe etmis ve formunu kaybetmistir. Bu
grubun uygulandigi bolgede kiicuk kan sizintilari kendini gostermektedir.

A B

Sekil 4.48. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde SF/PC
kapli BS/KTS (A) ve SF kapli Kao/BS/KTS (B) uygulamasi sonrasi.

Sekil 4.49'da Vit KIBS/KTS (A) ve SF kapli PS/BS/KTS (B) uygulamasi fotograflari
sunulmustur. Her iki grup da basariyla hemostazi saglayabilmis ve bolgede

tekrardan olusabilecek kanamanin 6niine gegilebilmigtir.
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Sekil 4.49. Diyabetik ratlarda olusturulan femoral arter kanama modelinde SF
kapli Vit K/IBS/KTS (A) ve SF kaph PS/BS/KTS (B) uygulamasi sonrasi.

4.11. Histolojik incelemeler

4.11.1. Saglkli Ratlarda Olusturulan Femoral Arter Kanama Modelinde
Histolojik incelemeler

Uygulama sonrasinda femoral arterden alinan dokular, kesit alma iglemlerinden
sonra hematoksilen-eozin ile boyanarak boélgede olusan inflamasyon cevabi
arastinlmistir. Sekil 4.50-A’da herhangi bir uygulama yapilmamig femoral arter
kesiti verilmigtir. Kesitlerde damar duvari oldukc¢a belirgindir. B'de ise gazli bez
uygulamasi sonrasi alinan doku kesiti gorunttsu yer almaktadir. Damar duvarinin
disinda hemen iki yaninda daha koyu-mor renkle boyanan inflamasyon gorunttsu
farkedilmektedir. Sekil 4.50-C-D'de ise saf BS/KTS ve SF kaplh BS/KTS
uygulamasi sonrasi boyanan dokular gorilmektedir. Her iki grupta da herhangi bir

inflamasyon varhigina rastlanmamigtir.
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Sekil 4.50. Saglikh ratlarda hematoksilen-eozin ile boyanan femoral arter doku
kesitleri: (A) Kontrol, (B) Gazli bez, (C) BS/KTS, (D) SF kapli BS/KTS.

Sekil 4.51'de de SF/PC kaplhi BS/KTS (E), SF kaph Kao/BS/KTS (F), SF kapli Vit
K/BS/KTS (G), SF kapli PS/BS/KTS (H) uygulamasi sonrasi hematoksilen-eozin
ile boyanan doku fotograflari verilmistir. Sekil 4.51'de de SF/PC kapli BS/KTS (E),
SF kaplh Kao/BS/KTS (F), SF kaph Vit K/IBS/KTS (G), SF kaplh PS/BS/KTS (H)
uygulamasi sonrasi hematoksilen-eozin ile boyanan doku fotograflari verilmistir.
SF/PC kapli damar kesitinde herhangi bir inflamasyon cevabi gbézlemlenmezken
Ozellikle kaolin katkili grupta blyuk, genis bir inflamasyon boélgesi gortlmektedir.
Literaturde alimina silikat turevli hemostatik ajanlarin olugturduklari ekzotermik
reaksiyondan dolayl uygulama bdlgesinde sicaklhigin arttigi ve yangilara neden
oldugu bilinmektedir [229].
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SF kaph Vit K/BS/KTS (G), SF kapli PS/BS/KTS (H) uygulamasi sonrasi
hematoksilen-eozin ile boyanan damar kesitleri incelendiginde her iki grup da
herhangi bir inflamasyon cevabi olugsmamigtir.

Sekil 4.51. Saglikh ratlarda hematoksilen-eozin ile boyanan femoral arter doku
kesitleri: (E) SF/PC kapli BS/KTS, (F) SF kapli Kao/BS/KTS, (G) SF kaph Vit
K/BS/KTS, (H) SF kaplh PS/BS/KTS.
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4.11.2. Diyabetik Ratlarda Olusturulan Femoral Arter Kanama Modelinde

Histolojik incelemeler

Sekil 4.52'de diyabetik ratlardan alinan femoral arter doku kesitleri verilmistir.
Gazli bez BS/KTS, SF kaplh BS/KTS gruplarinda herhangi bir inflamasyon

varligina rastlanmamigtir.

A B

Sekil 4.52. Diyabetik ratlarda hematoksilen-eozin ile boyanan femoral arter doku
kesitleri: (A) Kontrol, (B) Gazli bez, (C) BS/KTS, (D) SF kapli BS/KTS.
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Sekil 4.53'de ise SF/PC kapli BS/KTS, SF kapli Kao/BS/KTS, SF kaph Vit
K/IBS/KTS, SF kapl PS/BS/KTS'nin dokudaki cevabi goruntilenmistir. Gruplarin
tuminde herhangi br inflamasyon cevabina rastlanmamigtir. Kaolin katkili olan

grupta da uygulanan hemostatik ajana karsi bir yanit olusmamistir.

E F

Sekil 4.53. Diyabetik ratlarda hematoksilen-eozin ile boyanan femoral arter doku
kesitleri: (E) SF/PC kapli BS/KTS, (F) SF kapli Kao/BS/KTS, (G) SF kaph Vit
K/BS/KTS, (H) SF kaplh PS/BS/KTS.
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SONUCLAR VE ONERILER

v' Hazirlanacak hemostatik ajanin alt katmanini olusturacak olan seliloz,
“Acetobacter xylinum” bakterisinden Hestrin-Schram ortaminda retilmigtir ve
sonrasinda saflastiriimigtir.

v' Sentezlenen seliilozun IR spektrumunda yapidaki O-H, COOH, karbonil grup
ve C-O-C gerinimine ait olan pikler elde edilmigtir. Morfolojik yuzey
karakterizasyonu ise SEM ve AFM ile yapilmigtir. Alinan SEM ve AFM
goruntulerinde bakteriyel seliloz yapisi fibriler bir ylzey morfolojisi
goOstermektedir. Alinan goruntiler yiksek ylizey alani ile birlikte nanofiberlerin

dagilimini desteklemektedir.

v' Hazirlanan saf ve kompozit hemostatik ajanlarin sulu ortamda stabilitesini
saglayabilmek icin ajanlar 70 C%de 1 gece boyunca epiklorhidrin buharina
maruz birakilmistir. Epiklorhidrin ile ¢capraz baglama iglemi dncesi ve sonrasi
alinan spektrumlar karsilastiriimigtir. Kitosanin ECH ile capraz baglama iglemi
sonrasi 1632 cm™de bir amin deformasyonu olmustur ve C-N gerinim
bandindaki (1406 cm™) artis kitosanin NH, gruplarindaki capraz baglanmayi
desteklemektedir. Ayrica C-O gerinimine karsilik gelen 1085 cm™de elde
edilen pik artmis ve geniglemigtir. Bu yuksek sicakliklar altinda OH gruplarinin
capraz baglandigini gostermektedir.

v Saf BS/KTS hemostatik ajanlarin  SEM ile yapilan morfolojik
karakterizasyonlarinda acik ve birbiriyle baglantili bir por yapisi goralmugtir.
Uc boyutlu pordz alt katmanin i¢ duvar yapisi incelendiginde fibriler gérunti
de go6ze carpmaktadir. Ayrica ECH buhar ile yapilan capraz baglama
igsleminin yapida bir deformasyona neden olmadigi alinan goruntulerden de
anlasiimaktadir.

v Kaolin, vitamin K ve protamin sulfat katkili kompozit hemostatik ajanlarin ECH
buhari ile capraz baglanma 6ncesi ve sonrasi FTIR spektrumlari alinmistir.
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Her ajan igin tipik pikler alinmigtir. ECH buharinin yapida bir etkisi

goralmemisgtir.

Nanofibriler ortu ile kaplanmis bilayer saf ve kompozit hemostatik ajanlarin
hazirlanmasi igin pordz yapilarin yuzeyi elektroegirme yontemiyle
kaplanmigtir.  Kaplamada  kullanilan saf ipek fibroinin ve ipek
fibroin/fostatidilkolin karigiminin elektroegrilmesinden elde edilen tabakalarin
SEM gorintileri alinmis ve fiber ¢cap dagihmlari hesaplanmistir. Hem ipek
fibroin hem de ipek fibroin/fosfatidilkolin yapisinda birbiriyle baglantili, poroz,
defekt olmayan bir fiber morfolojisi elde edilmistir. Ortalama caplar; ipek
bulunmustur. SF/PC blendin alinan FTIR spektrumun da her iki bilegenin de
spesifik pikleri gorulmustar.

BS/KTS alt katman Uzerine SF ve SF/PC nanofibriler Ust tabaka olacak
sekilde bilayer tabakanin enine kesit SEM goériintileri alinmigtir. iki tabakall
yap! batin gruplarda gortlmektedir. Yiksek derecede birbiriyle baglantih
porlarla, agik bir por mikro yapisi elde edilmistir.

Hazirlanan saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin % porozite
degerlerine ve ortalama por capr dagiimlarina civali porozimetre ile
bakilmistir. Gruplar arasi % porozite degerleri yaklagik birbirine yakindir
(~%80). Sadece protamin sulfat katkili olan grupta porozite degeri % 67+0.4

olarak bulunmustur.

Hemostatik ajanlarin alinan por ¢api (um) histogramlarina gére tim gruplarda
por capi 0-250 ym arasinda degismektedir. Bu sonug yapiya kaolin, vitamin K
ya da protamin silfat katkilanmasinin por boyut ve dagiliminda herhangi bir
degisiklige neden olmadidi yoninde yorumlanmaktadir.

Hemostatik ajanlarin kuru ve islak halde iken basma testi yapilarak mekanik

Ozellikleri incelenmistir. Kuru halde iken uygulanan kuvvet ve deformasyon

yuzdeleri bakimindan incelendiginde en dayaniksiz olarak SF kapli BS/KTS
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gO0zukmektedir. BS/KTS ve SF/PC kapli BS/KTS ajanlar uygulanan
kompresyona kargi verdikleri cevap bakimindan benzerdir. SF kapl Vit
K/BS/KTS bu gruba gore daha iyi bir mekanik 6zellik géstermektedir. Oda
kosullarinda kuru hemostatik ajanlar ile yapilan testte en iyi cevabi SF kapli
PS/SF/KTS ve Kaolin/BS/KTS gbéstermektedir.

Hemostatik ajanlarin islak halde iken mekanik 6zelliklerine bakildidinda ise
BS/KTS, SF kapli BS/KTS ve SF kapli PS/SF/KTS gruplarinin vermig oldugu
cevaplar benzerdir. SF kapli Kaolin/BS/KTS kuru formda gosterdigi basariyi
gosterememigtir. Bu kosullarda en iyi performansi SF/PC kapli ve SF kaph Vit
K/BS/KTS gostermistir.

Hemostatik ajanlar 10 gin boyunca PBS icerisinde bekletilerek su alim
yluzdeleri hesaplanmistir. 10. gin sonunda Kao/BS/KTS'ye kiyasla BS/KTS
ve SF kaph Vit K/IBS/KTS daha iyi su alim yuizdesi sergilemigtir (p < 0.05).
Test slrecince alinan PBS absorplama yuzdeleri gz 6nune alindiginda
BS/KTS, SF kapli BS/KTS, SF kapl Vit K ve PS/BS/KTS gruplarinin SF/PC
kapli BS/KTS'ye gore oOzellikle Kaolin/BS/KTS’a kiyasla anlamli derecede

farkli oldugu bulunmustur.

Hemostatik ajanlarin in vitro koagulatif 6zelliklerini dlgmek igin saglikli ve
diyabetik ratlarin plazmasinda PTZ ve aPTT testleri calisiimistir. BS/KTS ve
kaolin katkili olan ajanlarda PTZ suresi alinmis ancak aPTT sureleri
alinamamisg, pihtilasma gézlemlenememistir. SF ve SF/PC kaplh BS/KTS, SF
kapli Vit K gruplarinda PTZ ve aPTT sureleri alinamamistir. Bu durum plazma
ile etkilesen bu gruplarda pihtilasma faktorlerinin hemostatik ajanlar
tarafindan toplanmasi olarak yorumlanmistir. Plazma ile etkilestirildikten
sonra alinan fotograflarda bunu destekler niteliktedir. Hemostatik ajanlarin

etrafinda jel benzeri bir yapi olusmustur.
Diyabetik grupta yine SF ve SF/PC kapli BS/KTS, SF kapl Vit K BS/KTS

gruplarinda plazma ile etkilesim sonrasi PTZ ve aPTT sureleri alinamamistir.

Saglikh rat plazmasi ile etkilegtirilen hemostatik ajanlarin etrafinda gorulen jel

138



benzeri yap! diyabetik rat plazmasi deneylerinde de gorulmustir. Saglikli
ratlardan alinan kan plazmasi testlerine kiyasla diyabetik ratlarda uzayan bir

pihtilasma suresi tanimlanmigtir.

Saglikli ve diyabetik rat plazmasi ile hemostatik ajanlar Uzerine yapisan
platelet konsantarsyonunu belirlemek icin LDH aktivitesi calisiimistir. Alinan
sonucglara gére SF kapli Kaolin ve PS/BS/KTS ortuler Uzerindeki LDH
aktivitesi dolayisiyla platelet adhezyonu gazli beze kiyasla anlamh derecede
farkll bulunmustur (p<0.05). Yine BS/KTS, SF kaplh BS/KTS ve Vit K/BS/KTS,
SF/PC kaplhi BS/KTS ile gazli bez arasinda alinan LDH konsantrasyonu
bakimindan anlamli bir fark vardir (p<0.005). Saf ve kompozit BS/KTS ortuler
kiyaslandiginda ise SF kaplh PS/BS/KTS'iIn SF/PC kapli ve SF kapl
BS/KTS'ye kiyasla LDH aktivitesinin daha yuksek oldugu godzlemlenmistir
(p<0.05). SF kapli Vit K/BS/KTS, BS/KTS, SF ve SF/PC kapli BS/KTS, SF
kapl Kaolin/BS/KTS’a gore daha iyi bir LDH aktivitesi sergilemistir (p<0.005).

Hemostatik ajanlar tzerine yapisan plateletler SEM ile karakterize edilmistir.
Ozellikle kompozit BS/KTS ortiller Uzerinde BS/KTS ve SF kapli
Kaolin/BS/KTS'ye kiyasla daha c¢ok platelet agregasyonu ve yayilimi

gOzlemlenmistir.

Diyabetik ratlarin LDH aktivitelerine bakildiginda SF ve SF/PC kapli BS/KTS,
SF kapl Vit K/BS/KTS Uzerine yapigsan plateletlerin aktivitesi gazli beze
kiyasla anlamli bir farkhlik géstermektedir (p<0.005). SF kaph BS/KTS kaolin
katkili kompozit gruba (p<0.005) ve SF/BS’ye nazaran anlamh bir platelet
konsantrasyonunu Uzerinde toplayabilmigtir (p<0.05). Ancak saglkli rat
plazmasi ile diyabetik rat plazmasinin LDH aktivite degerleri genel olarak
incelendiginde diyabetik rat plazmasi ile etkilestirilen hemostatik ajanlar
saghkh rat plazmasi ile kiyaslandiginda daha dusik bir LDH aktivitesi
sergilemigtir.

Diyabetik ratlardan alinan kan plazmasi ile etkilestirilen saf ve kompozit
BS/KTS hemostatik ortilerin SEM goruntuleri platelet adhezyonu bakimindan
incelendiginde kompozit BS/KTS ortuler Gizerine BS/KTS’a kiyasla daha ¢ok
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platelet yapistigi alinan goéruntilerden de anlasiimaktadir. Buradan
nanofibriler ytzeyin platelet adhezyonunu iyilestirdigi yoniunde bir sonuca

varilabilir.

Saglikli ratlarda yapilan tam kan ve PRP absorplama calismalarinda en
yiksek tam kan ve plazma absorplama ytzdesini sirasiyla 1738+20 ve
1736+20 ile protamin sulfat katkili olan grup gostermistir. Saf ve kompozit
hemostatik ajanlarin hem PRP’yi hem de tam kani absorplama yuzdeleri gazli
beze kiyasla anlamli derecede farkh ¢ikmigtir (p<0.05). Ayrica PRP
absorplama da tim gruplarin kaoline kiyasla yiizdelerinde anlamli bir artig
g6zlemlenmistir (p<0.05). PRP ve tam kan absorpsiyon profili bakimindan
gruplar acisindan bir farkhlik yoktur.

Diyabetik tam kan ile yapilan in vitro absorpsiyon testi sonuglarina bakilacak
olursa en yiksek absorplama yizdesini SF kaph Vit K ve PS/BS/KTS
gostermigtir. SF kaph PS/BS/KTS’nin absorplama yuzdesi 2214456 olarak
bulunmustur. PRP’de ise en yuksek absorblama yiizdesini ise SF/PC kapli
BS/KTS ve SF kapli BS/KTS gostermigtir. Saglikli bireylerde oldugu gibi
diyabetik ratlarda da saf ve kompozit BS/KTS hemostatik ajanlarin
absorpsiyon yuzdeleri gazli beze kiyasla anlamh derecede farkli

bulunmustur.

Tam kan ve PRP absorplama yuzdelerini saghkh ve diyabetik bireylerde
kiyasladigimizda gruplarin diyabetik kanda alinan degerleri daha iyidir.
Ornegin SF kapl PS/BS/KTS'In absorplama yiizdesi saglkli bireylerde
1736+20 iken diyabetiklerde 2214+56 olmustur.

Deney gruplarinin PRP ve tam kan absorplama oranlari gorsel fotograflarda
da desteklenmistir. Hem saglikhh hem de diyabetik bireylerde gazli bez
haricindeki tim gruplar saniyeler icerisinde tim kani absorplarken, icerisinde
gazh bez bulunan tip kan ile dolu kalmigtir.

Hazirlanan hemostatik ajanlarin basarisi saglikli ve diyabetik ratlarda

olusturulan femoral arter kanama modelinde arastirilmistir. Hemostaz siresi,
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total kan kaybi, uygulama sirasinda bireylerin fizyolojik parametrelerindeki
degisiklikler gbzlemlenmistir.

Saglikh bireylerde alinan kanamay! durdurma suresi sonuglarina gore gazl
bez 245+4 saniyede kanamay! durdurmustur. Hazirlanan tim hemostatik
ortulerin kanamayi durdurma sureleri gazlh beze gore kiyaslandiginda anlamli
derecede farkli  bulunmusgtur (p<0.05). Gruplarn kendi aralarinda
degerlendirdigimizde kaolin katkili grup en yilksek hemostaz suresini
vermigtir. En dusik hemostaz siresini 80+£0.3 saniye ile SF kapli PS/BS/KTS
gostermistir.

Saglikh bireylerde olugsan kanama miktarlari degerlendirildiginde SF kapli
BS/KTS ve SF kapli PS/BS/KTS kisa hemostaz siresi olusturmalarinin yani
sira daha az kan kaybettirmistir. Gazli bez de kan kaybi miktari 5.8+0.2 g iken
SF kapli BS/KTS'de ve SF kapli Vit K/BS/KTS'de sirasiyla alinan degerler
soyledir; 2.3£0.5 ve 2.5+£0.2 g. Tum gruplar gazli beze kiyasla daha az kan
kaybettirmistir (p<0.005).

Saglikli bireylerin uygulama sirasinda alinan ortalama arteriyel basing
degerlerine baktigimizda kanamayi olusturmanin hemen ardindan digen kan
basinci sonrasinda normale dénmis ve normal degerlerde seyretmeye

devam etmistir.

Saglikli ratlarda olusturulan femoral arter kanama modeli siresince
hayvanlardan alinan EKG degerleri sunulmustur. EKG verilerine bakildiginda
tum gruplarda hafif tasikardi gozlemlenmektedir.

Saglikli ratlarda hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra 1 saat boyunca
hayvanlar gozlemlenmis ve % 6lim oranlari hesaplanmigtir. Gazli bezde 6lim
orani %75’lere ulasirken BS/KTS, SF kapli BS/KTS, SF kapl Vit K ve PS/BS
gruplarinda %37,5 ile 6lim orani yariya indirilmistir.

Saglikh ratlarda femoral arter kanama modelinde uygulanan SF kapli
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Kao/BS/KTS grubunun kanama bdlgesinde olusturdugu sicaklik degisimi
OlcUlmustir. Uygulama sonrasi ve oOncesi karsilastirildiginda kaolin katkili
grubun hemostaz bolgesinde 10 °C’lik bir sicaklik artigina neden oldugu

goralmustar.

Saglikh bireylerde hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra kan metabolitlerine
glikoz, laktat ve kreatine; kan gazlarina pH, pCO,, pO2, cHCOs, BE (ecf),
cS0,, kan elektrolitlerine Na*, K*, Ca™, CI, cTCO;, Hct (%), cHgb bakilmigtir.
Sonuclara gore uygulama sonrasinda genel anlamda kanda gazlar,
metabolitler ve elektrolitler bakimindan normal degerler alinmistir. Glikoz
degerlerinin 6zellikle SF kapli PS/BS/KTS grubunda uygulama yapildiktan
sonra arttigr gordlmustur. Kandaki bikarbonat konsantrasyonu agisindan
degerlendirildiginde SF kapli BS/KTS konsantrasyonunda artis bulunmustur.

Femoral arter kanama modelinde hemostatik ajanlar uygulanip kaldirildiktan
sonra bolgede olusan kanama varligi gorsel fotograflarla desteklenmistir.
Gazli bez uygulanmasi sirasinda ve sonrasinda bolgede biriken kan
gorulmektedir. Diger gruplarda bolge tamamen kandan temizlenirken kaolin
katkill grupta kucuk sizintilar ve uygulama sonrasi yapida deformasyon

g0Ozlemlenmistir.

Hazirlanan hemostatik ajanlarin etkinlikleri bir de diyabetik femoral arter
modelinde test edilmistir. Hemostaz sureleri kiyaslandiginda BS/KTS ve SF
kapli Kaolin/BS/KTS disinda hazirlanan hemostatik ortllerin  kanamayi
durdurma sdreleri gazli beze kiyasla anlamli olarak farkli bulunmustur
(p<0.05). Kaolin katkili grup ile diger gruplar kiyaslandiginda SF kapli
BS/KTS, SF kapli Vit K ve PS iceren hemostatik oOrtuler daha iyi bir sire
kaydetmistir (p<0.05). En kisa hemostaz suresine 138 saniye ile Vit K ve 144
saniye ile SF kaplt BS/KTS ulasmigtir.

Kanama olusturma miktarlarina bakilacak olursa gazl bez grubuna kiyasla
kaolin iceren grup disinda tim gruplar anlamh bir Gstinluk saglamistir
(p<0.005). En az kanamay! olusturan ise protamin silfat iceren grup olmustur.
Diyabetik ve saglikh ratlarda alinan hemostaz suresi ve toplam kan kaybi baz
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alindiginda diyabetik grupta saglkh olanlara kiyasla bir uzama ve artis s6z

konusu olmustur.

Diyabetik ratlarda uygulama boyunca hayvan monitorize edilmis ve arteriyel
basing, EKG degerleri toplanmistir. Femoral arterde kanama olusturulmasini
takiben arteriyel basingta bir disis meydana gelmis ve tekrar artarak
uygulama boyunca stabilizasyonunu korumustur. Her iki grupta da hem
saghkh hem de diyabetik ratlarda mudahale oncesi ve sonrasinda ratlarin
yasamlarini tehdit edici arteriyel basing degisiklikleri olmamistir. Diyabetik
ratlarin EKG degerlerinde de hafif tagikardik belirtiler gozlemlenmigtir.

Diyabetik ratlardaki mortalite yluzdelerine gére gazli bezde %87.5 olan 6lim
orani saf ve kompozit hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra %50’lere
dismustur. Hemostatik ajan uygulanan gruplarda 6lum oranini indirgeme

diyabetik olanlarda saglkl olanlara kiyasla biraz dusuktur.

Kaolin uygulamasina baglh olarak kanama bdlgesinde o6lcllen sicaklikta
saglikh ratlarda oldugu gibi 20 °C’den 31 °C'ye bir artis gbzlemlenmistir.

Diyabetik bireylerde hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra kandaki
metabolitlere, gazlara ve elektrolit seviyelerine bakilmistir. TUm parametreler
normal degerlerde seyretmeistir. Ancak laktat degeri SF/PC kapli BS/KTS ve
SF kapl Vit K/BS/KTS'de artmistir. Elektrolitterden de Na* elektroliti

konsantrasyonunda tum gruplar bazinda bir artig s6z konusudur.

Diyabetik ratlarda femoral arter kanama modelinde hemostatik ajanlar
uygulanip kaldirildiktan sonra bdlgede kanamanin tekrar olusup olusmadigi
alinan fotograflarla degerlendirilmistir. Saghkli olan grupta oldugu gibi gazl
bez hemostazi saglayamamistir. Kaolin digindaki gruplarda bodlgede kan

varhgina rastlanmamistir.

Histolojik incelemeler igin uygulama yapilan femoral arterden alinan doku
parcalari hematoksilen-eozin ile boyanarak bolgede olugan inflamasyon
cevabi arastirilmigtir. Saglikli ratlarda hemostatik ajanlar uygulandiktan sonra
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gazh bez, ve SF kapli Kao/BS/KTS'de inflamasyon varligina rastlanmistir.
BS/KTS, SF kapli BS/KTS, SF/PC kapli BS/KTS, SF kapli Vit KIBS/KTS ve
PS/BS/KTS gruplarinda temiz bir damar yapisi elde edilmistir. Diyabetik
modelde ise tum gruplar histolojik incelemelerde negatif cikmistir.

144



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

KAYNAKLAR

D. S. Kauvar and C. E. Wade, “The epidemiology and modern management
of traumatic hemorrhage: US and international perspectives.,” Crit. Care,
vol. 9 Suppl 5, pp. S1-9, Jan. 2005.

S. Murray, “Global injury and violence.,” CMAJ, vol. 174, no. 5, pp. 620-1,
Feb. 2006.

J. M. Blocksom, C. Sugawa, S. Tokioka, and M. Williams, “The Hemoclip: a
novel approach to endoscopic therapy for esophageal perforation.,” Dig. Dis.
Sci., vol. 49, no. 7-8, pp. 1136-8, Aug. 2004.

J. Hambleton, “Coagulation: Consultative Hemostasis,” Hematology, vol.
2002, no. 1, pp. 335-352, Jan. 2002.

S. J. Konturek and W. Pawlik, “Physiology and pharmacology of
prostaglandins.,” Dig. Dis. Sci., vol. 31, no. 2 Suppl, p. 65-19S, Feb. 1986.

I. A. Greer, “Therapeutic progress--review XXVIII. Platelet function and
calcium channel blocking agents.,” J. Clin. Pharm. Ther., vol. 12, no. 4, pp.
213-22, Aug. 1987.

M. Hoffman, “The cellular basis of traumatic bleeding.,” Mil. Med., vol. 169,
no. 12 Suppl, pp. 5-7, 4, Dec. 2004.

K. F. Binmoeller, F. Thonke, and N. Soehendra, “Endoscopic hemoclip
treatment for gastrointestinal bleeding.,” Endoscopy, vol. 25, no. 2, pp. 167—
70, Feb. 1993.

C. Schonauer, E. Tessitore, G. Barbagallo, V. Albanese, and A. Moraci,
“The use of local agents: bone wax, gelatin, collagen, oxidized cellulose.,”
Eur. Spine J., vol. 13 Suppl 1, pp. S89-96, Oct. 2004.

B. Petersen, A. Barkun, S. Carpenter, P. Chotiprasidhi, R. Chuttani, W.
Silverman, N. Hussain, J. Liu, G. Taitelbaum, and G. G. Ginsberg, “Tissue
adhesives and fibrin glues.,” Gastrointest. Endosc., vol. 60, no. 3, pp. 327-
33, Sep. 2004.

A. J. Quick, “Hemostasis in surgical procedures.,” Surg. Gynecol. Obstet.,
vol. 128, no. 3, pp. 523-32, Mar. 1969.

R. H. Cobden, E. L. Thrasher, and W. H. Harris, “Topical hemostatic agents
to reduce bleeding from cancellous bone. A comparison of microcrystalline
collagen, thrombin, and thrombin-soaked gelatin foam.,” J. Bone Joint Surg.
Am., vol. 58, no. 1, pp. 70-3, Jan. 1976.

G. D. Boon, “An overview of hemostasis.,” Toxicol. Pathol., vol. 21, no. 2,
pp. 170-9, Jan. 1993.

145



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

K. J. Clemetson, “Platelets and primary haemostasis.,” Thromb. Res., vol.
129, no. 3, pp. 220-4, Mar. 2012.

F. van Herrewegen, J. C. M. Meijers, M. Peters, and C. H. van Ommen,
“Clinical practice,” Eur. J. Pediatr., vol. 171, no. 2, pp. 207-214, Sep. 2011.

H. R. Champion, R. F. Bellamy, C. P. Roberts, and A. Leppaniemi, “A profile
of combat injury.,” J. Trauma, vol. 54, no. 5 Suppl, pp. S13-9, May 2003.

A. Sauaia, F. A. Moore, E. E. Moore, K. S. Moser, R. Brennan, R. A. Read,
and P. T. Pons, “Epidemiology of trauma deaths: a reassessment.,” J.
Trauma, vol. 38, no. 2, pp. 185-93, Feb. 1995.

R. F. Bellamy, “The causes of death in conventional land warfare:
implications for combat casualty care research.,” Mil. Med., vol. 149, no. 2,
pp. 55-62, Feb. 1984.

H. E. Sigerist, A History of Medicine: Early Greek, Hindu, and Persian
Medicine, vol. 0. 1987.

A. Aris, “Hemostatic herbs,” Ann. Thorac. Surg., vol. 74, no. 4, p. 1291, Oct.
2002.

E. Stone, Medicine among the American Indians. 1978.

T.-C. Tan and P. M. Black, “Sir Victor Horsley (1857-1916): pioneer of
neurological surgery.,” Neurosurgery, vol. 50, no. 3, pp. 607-11; discussion
611-2, Mar. 2002.

T. C. Howard and R. R. Kelley, “The effect of bone wax on the healing of
experimental rat tibial lesions.,” Clin. Orthop. Relat. Res., vol. 63, pp. 226—
32, Jan. 1969.

T. G. Brightmore, P. Hayes, J. Humble, and A. D. Morgan, “Haemostasis
and healing following median sternotomy.,” Langenbecks Arch. Chir., vol.
Suppl, pp. 39-41, Jan. 1975.

O. G. Anfinsen, B. Sudmann, M. Rait, G. Bang, and E. Sudmann,
“Complications secondary to the use of standard bone wax in seven
patients.,” J. Foot Ankle Surg., vol. 32, no. 5, pp. 505-8, Jan. 1993.

M. Lavigne, K. R. Boddu Siva Rama, J. Doyon, and P.-A. Vendittoli, “Bone-
wax granuloma after femoral neck osteoplasty.,” Can. J. Surg., vol. 51, no.
3, pp- E58-60, Jun. 2008.

O. Ates, S. R. Cayli, and I. Gurses, “Bone wax can cause foreign body

granuloma in the medulla oblongata.,” Br. J. Neurosurg., vol. 18, no. 5, pp.
538-40, Oct. 2004.

146



[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

L. Brignol, L. Guyot, O. Richard, and C. Chossegros, “« Abcés atypique »
jugal apres extraction de dents de sagesse: complication de l'utilisation
de cire hémostatique,” Rev. Stomatol. Chir. Maxillofac., vol. 108, no. 2, pp.
150-152, Apr. 2007.

B. Sudmann, G. Bang, and E. Sudmann, “Histologically verified bone wax
(beeswax) granuloma after median sternotomy in 17 of 18 autopsy cases.,”
Pathology, vol. 38, no. 2, pp. 138-41, Apr. 2006.

P. Johnson and D. Fromm, “Effects of bone wax on bacterial clearance.,”
Surgery, vol. 89, no. 2, pp. 206-9, Feb. 1981.

S. E. Katz and J. Rootman, “Adverse effects of bone wax in surgery of the
orbit.,” Ophthal. Plast. Reconstr. Surg., vol. 12, no. 2, pp. 121-6, Jun. 1996.

F. Robicsek, T. N. Masters, L. Littman, and G. V Born, “The embolization of
bone wax from sternotomy incisions.,” Ann. Thorac. Surg., vol. 31, no. 4, pp.
357-9, Apr. 1981.

M. Y. Wang, J. K. Armstrong, T. C. Fisher, H. J. Meiselman, G. J. McComb,
and M. L. Levy, “A new, pluronic-based, bone hemostatic agent that does
not impair osteogenesis.,” Neurosurgery, vol. 49, no. 4, pp. 962-7;
discussion 968, Oct. 2001.

T. Wellisz, J. K. Armstrong, J. Cambridge, Y. H. An, X. Wen, Q. Kang, C. M.
Hill, and T. C. Fisher, “The effects of a soluble polymer and bone wax on
sternal healing in an animal model.,” Ann. Thorac. Surg., vol. 85, no. 5, pp.
1776-80, May 2008.

T. Wellisz, Y. H. An, X. Wen, Q. Kang, C. M. Hill, and J. K. Armstrong,
“Infection Rates and Healing Using Bone Wax and a Soluble Polymer
Material,” Clin. Orthop. Relat. Res., vol. 466, no. 2, pp. 481-486, Jan. 2008.

H. E. Achneck, B. Sileshi, R. M. Jamiolkowski, D. M. Albala, M. L. Shapiro,
and J. H. Lawson, “A comprehensive review of topical hemostatic agents:
efficacy and recommendations for use.,” Ann. Surg., vol. 251, no. 2, pp.
217-28, Feb. 2010.

M. Sabel and W. Stummer, “Haemostasis in spine surgery. The use of local
agents: Surgicel and Surgifoam,” Eur. Spine J., vol. 13, no. S01, pp. S97-
S101, May 2004.

H. A. Wilkinson, S. Baker, and S. Rosenfeld, “Gelfoam paste in experimental
laminectomy and cranial trephination,” J. Neurosurg., vol. 54, no. 5, pp. 664—
667, May 1981.

V. K. Frantz, “ABSORBABLE COTTON, PAPER AND GAUZE : (OXIDIZED
CELLULOSE).,” Ann. Surg., vol. 118, no. 1, pp. 116-26, Jul. 1943.

147



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Y. Tomizawa, “Clinical benefits and risk analysis of topical hemostats: a
review.,” J. Artif. Organs, vol. 8, no. 3, pp. 137-42, Jan. 2005.

M. F. lIbrahim, C. Aps, and C. P. Young, “A foreign body reaction to Surgicel
mimicking an abscess following cardiac surgery.,” Eur. J. Cardiothorac.
Surg., vol. 22, no. 3, pp. 489-90; author reply 490, Sep. 2002.

Y. Tomizawa, M. Endo, M. Kitamura, A. Shiikawa, Y. Yagi, and H. Koyanagi,
“[Coronary artery bypass graft stenosis suspected to be due to hemostatic
agents: a case report].,” Kyobu Geka., vol. 44, no. 9, pp. 764—6, Aug. 1991.

T. lgari, F. lwaya, T. Abe, K. Hagiwara, M. Tanji, H. Satokawa, M.
Watanabe, H. Midorikawa, Y. Sato, and M. Kashida, “[A case of foreign body
granuloma after aortic valve replacement].,” Kyobu Geka., vol. 43, no. 7, pp.
550-2, Jul. 1990.

T. Banerjee and K. Goldschmidt, “Surgiceloma’ manifested as cauda equina
syndrome.,” South. Med. J., vol. 91, no. 5, pp. 481-3, May 1998.

A. R. Brodbelt, J. B. Miles, P. M. Foy, and J. C. Broome, “Intraspinal
oxidised cellulose (Surgicel) causing delayed paraplegia after thoracotomy--
a report of three cases.,” Ann. R. Coll. Surg. Engl., vol. 84, no. 2, pp. 97-9,
Mar. 2002.

W. H. Zucker and R. G. Mason, “Ultrastructural aspects of interactions of
platelets with microcrystalline collagen.,” Am. J. Pathol., vol. 82, no. 1, pp.
129-42, Jan. 1976.

W. R. Wagner, J. M. Pachence, J. Ristich, and P. C. Johnson, “Comparative
in vitro analysis of topical hemostatic agents.,” J. Surg. Res., vol. 66, no. 2,
pp. 100-8, Dec. 1996.

W. M. Abbott and W. G. Austen, “The effectiveness and mechanism of
collagen-induced topical hemostasis.,” Surgery, vol. 78, no. 6, pp. 723-9,
Dec. 1975.

R. K. Low, M. E. Moran, and J. E. Goodnight, “Microfibrillar collagen
hemostat during laparoscopically directed liver biopsy.,” J. Laparoendosc.
Surg., vol. 3, no. 4, pp. 415-20, Aug. 1993.

J. H. Lawson, K. A. Lynn, R. M. Vanmatre, T. Domzalski, K. F. Klemp, T. L.
Ortel, L. E. Niklason, and W. Parker, “Antihuman Factor V Antibodies After
Use of Relatively Pure Bovine Thrombin,” Ann. Thorac. Surg., vol. 79, no. 3,
pp. 1037-1038, Mar. 2005.

J. G. Schoenecker, R. K. Johnson, A. P. Lesher, J. D. Day, S. D. Love, M.
R. Hoffman, T. L. Ortel, W. Parker, and J. H. Lawson, “Exposure of Mice to
Topical Bovine Thrombin Induces Systemic Autoimmunity,” Am. J. Pathol.,
vol. 159, no. 5, pp. 1957-1969, Nov. 2001.

148



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

R. D. SARRE, “Evaluation of aeolian sand transport equations using
intertidal zone measurements, Saunton Sands, England,” Sedimentology,
vol. 35, no. 4, pp. 671-679, Aug. 1988.

M. R. Sarfati, D. J. DiLorenzo, L. W. Kraiss, and S. W. Galt, “Severe
Coagulopathy following Intraoperative Use of Topical Thrombin,” Ann. Vasc.
Surg., vol. 18, no. 3, pp. 349-351, May 2004.

W. C. Chapman, N. Singla, Y. Genyk, J. W. McNeil, K. L. Renkens, T. C.
Reynolds, A. Murphy, and F. A. Weaver, “A Phase 3, Randomized, Double-
Blind Comparative Study of the Efficacy and Safety of Topical Recombinant
Human Thrombin and Bovine Thrombin in Surgical Hemostasis,” J. Am.
Coll. Surg., vol. 205, no. 2, pp. 256-265, Aug. 2007.

J. Rousou, S. Levitsky, L. Gonzalez-Lavin, D. Cosgrove, D. Magilligan, C.
Weldon, C. Hiebert, P. Hess, L. Joyce, and J. Bergsland, “Randomized
clinical trial of fibrin sealant in patients undergoing resternotomy or
reoperation after cardiac operations. A multicenter study.,” J. Thorac.
Cardiovasc. Surg., vol. 97, no. 2, pp. 194-203, Feb. 1989.

B. Sileshi, H. E. Achneck, and J. H. Lawson, “Management of surgical
hemostasis: topical agents.,” Vascular, vol. 16 Suppl 1, pp. S22-8, Jan.
2008.

S. Samudrala, “Topical hemostatic agents in surgery: a surgeon’'s
perspective.,” AORN J., vol. 88, no. 3, pp. S2-11, Sep. 2008.

F. Richter, D. Schnorr, S. Deger, I. Trk, J. Roigas, A. Wille, and S. A.
Loening, “Improvement of hemostasis in open and laparoscopically
performed partial nephrectomy using a gelatin matrix-thrombin tissue
sealant (FloSeal).,” Urology, vol. 61, no. 1, pp. 73-7, Jan. 2003.

R. S. Pruthi, J. Chun, and M. Richman, “The use of a fibrin tissue sealant
during laparoscopic partial nephrectomy.,” BJU Int., vol. 93, no. 6, pp. 813—
7, Apr. 2004.

G. S. Gerber and B. R. Stockton, “Laparoscopic Partial Nephrectomy,” J.
Endourol., vol. 19, no. 1, pp. 21-24, Jan. 2005.

M. D. Palm and J. S. Altman, “Topical hemostatic agents: a review.,”
Dermatol. Surg., vol. 34, no. 4, pp. 431-45, Apr. 2008.

D. M. Toriumi and A. A. Bagal, “Cyanoacrylate tissue adhesives for skin
closure in the outpatient setting.,” Otolaryngol. Clin. North Am., vol. 35, no.
1, pp. 103-18, vi-vii, Feb. 2002.

K. J. Farion, M. H. Osmond, L. Hartling, K. F. Russell, T. P. Klassen, E.
Crumley, and N. Wiebe, “Tissue adhesives for traumatic lacerations: a
systematic review of randomized controlled trials.,” Acad. Emerg. Med., vol.
10, no. 2, pp. 110-8, Feb. 2003.

149



[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

P. Coulthard, M. Esposito, H. V Worthington, M. van der Elst, O. J. F. van
Waes, and J. Darcey, “Tissue adhesives for closure of surgical incisions.,”
Cochrane database Syst. Rev., no. 5, p. CD004287, Jan. 2010.

P. J. Belletrutti, J. Romagnuolo, R. J. Hilsden, F. Chen, B. Kaplan, J. Love,
and P. L. Beck, “Endoscopic management of gastric varices: efficacy and
outcomes of gluing with N-butyl-2-cyanoacrylate in a North American patient
population.,” Can. J. Gastroenterol., vol. 22, no. 11, pp. 931-6, Nov. 2008.

Y. Onozato, S. Kakizaki, H. lizuka, K. Mori, D. Takizawa, T. Ohyama, K.
Arakawa, H. Arai, H. Ishihara, T. Abe, N. Sohara, K. Sato, H. Takagi, and M.
Mori, “Ectopic varices rupture in the gastroduodenal anastomosis
successfully treated with N-butyl-2-cyanoacrylate injection.,” Acta Med.
Okayama, vol. 61, no. 6, pp. 361-5, Dec. 2007.

L. Cheng, Z. Wang, C. Li, F. Cai, Q. Huang, E. Linghu, W. Li, G. Chai, G.
Sun, Y. Mao, Y. Wang, J. Li, P. Gao, and T. Fan, “Treatment of gastric
varices by endoscopic sclerotherapy using butyl cyanoacrylate: 10 years’
experience of 635 cases.,” Chin. Med. J. (Engl)., vol. 120, no. 23, pp. 2081-
5, Dec. 2007.

K. Mumtaz, S. Majid, H. Shah, K. Hameed, A. Ahmed, S. Hamid, and W.
Jafri, “Prevalence of gastric varices and results of sclerotherapy with N-butyl
2 cyanoacrylate for controlling acute gastric variceal bleeding.,” World J.
Gastroenterol., vol. 13, no. 8, pp. 1247-51, Feb. 2007.

P. Noophun, P. Kongkam, S. Gonlachanvit, and R. Rerknimitr, “Bleeding
gastric varices: results of endoscopic injection with cyanoacrylate at King
Chulalongkorn Memorial Hospital.,” World J. Gastroenterol., vol. 11, no. 47,
pp. 7531-5, Dec. 2005.

R. Yoshimatsu, Y. Takeuchi, H. Morishita, N. lida, H. Okabe, T. Yamagami,
and T. Nishimura, “Successful embolisation of intrahepatic portosystemic
venous shunt using coils and n-butyl cyanoacrylate through two approach
routes,” Br. J. Radiol., vol. 79, no. 947, pp. e162—e165, Nov. 2006.

T. Yamagami, K. Kanda, T. Kato, T. Hirota, K. Nishida, R. Yoshimatsu, T.
Matsumoto, and T. Nishimura, “Embolisation of proximal anastomotic
pseudoaneurysm developing after surgical repair of abdominal aortic
aneurysm with a bifurcated graft with n-butyl cyanoacrylate,” Br. J. Radiol.,
vol. 79, no. 948, pp. e193—-e195, Dec. 2006.

J. Brunkwall, G. Ruemenapf, H. J. Florek, W. Lang, and T. Schmitz-Rixen,
“A single arm, prospective study of an absorbable cyanoacrylate surgical
sealant for use in vascular reconstructions as an adjunct to conventional
techniques to achieve haemostasis.,” J. Cardiovasc. Surg. (Torino)., vol. 48,
no. 4, pp. 471-6, Aug. 2007.

O. Aziz, M. S. Rahman, V. G. Hadjianastassiou, J. Kokotsakis, M. Vitali, A.
Cherian, A. Darzi, and T. Athanasiou, “Novel applications of Dermabond (2-

150



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

octyl -cyanoacrylate) in cardiothoracic surgery.,” Surg. Technol. Int., vol. 16,
pp. 46-51, Jan. 2007.

A. Hill, T. D. Estridge, M. Maroney, E. Monnet, B. Egbert, G. Cruise, and G.
T. Coker, “Treatment of suture line bleeding with a novel synthetic surgical
sealant in a canine iliac PTFE graft model.,” J. Biomed. Mater. Res., vol. 58,
no. 3, pp. 308-12, May 2001.

C. P. Napoleone, G. Oppido, E. Angeli, and G. Gargiulo, “Resternotomy in
pediatric cardiac surgery: CoSeal(R) initial experience,” Interact. Cardiovasc.
Thorac. Surg., vol. 6, no. 1, pp. 21-23, Oct. 2006.

W. F. Konertz, M. Kostelka, F. W. Mohr, R. Hetzer, M. Hubler, J. Ritter, J.
Liu, C. Koch, and J. E. Block, “Reducing the incidence and severity of
pericardial adhesions with a sprayable polymeric matrix.,” Ann. Thorac.
Surg., vol. 76, no. 4, pp. 1270-4; discussion 1274, Oct. 2003.

M. M. Saunders, Z. C. Baxter, A. Abou-Elella, A. R. Kunselman, and J. C.
Trussell, “BioGlue and Dermabond save time, leak less, and are not
mechanically inferior to two-layer and modified one-layer vasovasostomy.,”
Fertil. Steril., vol. 91, no. 2, pp. 560-5, Feb. 2009.

J. E. Bernie, J. Ng, V. Bargman, T. Gardner, L. Cheng, and C. P. Sundaram,
“Evaluation of hydrogel tissue sealant in porcine laparoscopic partial-
nephrectomy model.,” J. Endourol., vol. 19, no. 9, pp. 1122-6, Nov. 2005.

C. A. Uribe, L. Eichel, S. Khonsari, D. S. Finley, J. Basillote, H. K. Park, C.
C. Li, C. Abdelshehid, D. I. Lee, E. M. McDougall, and R. V Clayman, “What
happens to hemostatic agents in contact with urine? An in vitro study.,” J.
Endourol., vol. 19, no. 3, pp. 312-7, Apr. 2005.

G. Biggs, J. Hafron, J. Feliciano, and D. M. Hoenig, “Treatment of splenic
injury during laparoscopic nephrectomy with BioGlue, a surgical adhesive,”
Urology, vol. 66, no. 4, pp. 882.e3—-882.e5, Oct. 2005.

J. Passage, H. Jalali, R. K. W. Tam, S. Harrocks, and M. F. O’Brien,
“BioGlue Surgical Adhesive--an appraisal of its indications in cardiac
surgery.,” Ann. Thorac. Surg., vol. 74, no. 2, pp. 432-7, Aug. 2002.

R. Mejia and D. S. Thomson, “A new technique for repair of atrioventricular
disruption complicating mitral valve replacement.,” Ann. Thorac. Surg., vol.
75, no. 6, pp. 1973-4, Jun. 2003.

S. A. LeMaire, Z. C. Schmittling, J. S. Coselli, A. Undar, B. A. Deady, F. J.
Clubb, and C. D. Fraser, “BioGlue surgical adhesive impairs aortic growth
and causes anastomotic strictures.,” Ann. Thorac. Surg., vol. 73, no. 5, pp.
1500-5; discussion 1506, May 2002.

151



[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

M. G. Ochsner, M. E. Maniscalco-Theberge, and H. R. Champion, “Fibrin
glue as a hemostatic agent in hepatic and splenic trauma.,” J. Trauma, vol.
30, no. 7, pp. 8847, Jul. 1990.

W. Brands, J. Haselberger, C. Mennicken, and M. Hoerst, “Treatment of
ruptured kidney by gluing with highly concentrated human fibrinogen.,” J.
Pediatr. Surg., vol. 18, no. 5, pp. 611-3, Oct. 1983.

M. J. Larson, J. C. Bowersox, R. C. Lim, and J. R. Hess, “Efficacy of a fibrin
hemostatic bandage in controlling hemorrhage from experimental arterial
injuries.,” Arch. Surg., vol. 130, no. 4, pp. 420-2, Apr. 1995.

M. R. Jackson, S. A. Friedman, A. J. Carter, V. Bayer, J. R. Burge, M. J.
MacPhee, W. N. Drohan, and B. M. Alving, “Hemostatic efficacy of a fibrin
sealant-based topical agent in a femoral artery injury model: a randomized,
blinded, placebo-controlled study.,” J. Vasc. Surg., vol. 26, no. 2, pp. 274—
80, Aug. 1997.

A. E. Pusateri, S. J. McCarthy, K. W. Gregory, R. A. Harris, L. Cardenas, A.
T. McManus, and C. W. Goodwin, “Effect of a chitosan-based hemostatic
dressing on blood loss and survival in a model of severe venous
hemorrhage and hepatic injury in swine.,” J. Trauma, vol. 54, no. 1, pp. 177—-
82, Jan. 2003.

J. B. Holcomb, A. E. Pusateri, R. A. Harris, N. C. Charles, R. R. Gomez, J.
P. Cole, L. D. Beall, V. Bayer, M. J. MacPhee, and J. R. Hess, “Effect of dry
fibrin sealant dressings versus gauze packing on blood loss in grade V liver
injuries in resuscitated swine.,” J. Trauma, vol. 46, no. 1, pp. 49-57, Jan.
1999.

J. B. Holcomb, A. E. Pusateri, R. A. Harris, T. J. Reid, L. D. Beall, J. R.
Hess, and M. J. MacPhee, “Dry fibrin sealant dressings reduce blood loss,
resuscitation volume, and improve survival in hypothermic coagulopathic
swine with grade V liver injuries.,” J. Trauma, vol. 47, no. 2, pp. 233-40;
discussion 240-2, Aug. 1999.

A. E. Pusateri, J. B. Holcomb, R. A. Harris, M. J. MacPhee, N. C. Charles, L.
D. Beall, and J. R. Hess, “Effect of fibrin bandage fibrinogen concentration
on blood loss after grade V liver injury in swine.,” Mil. Med., vol. 166, no. 3,
pp. 217-22, Mar. 2001.

A. E. Pusateri, B. S. Kheirabadi, A. V Delgado, J. W. Doyle, J. Kanellos, J.
M. Uscilowicz, R. S. Martinez, J. B. Holcomb, and H. E. Modrow, “Structural
design of the dry fibrin sealant dressing and its impact on the hemostatic
efficacy of the product.,” J. Biomed. Mater. Res. B. Appl. Biomater., vol. 70,
no. 1, pp. 114-21, Jul. 2004.

A. F. Morey, J. G. Anema, R. Harris, V. Gresham, R. Daniels, R. W. Knight,
D. Beall, M. Macphee, and R. L. Cornum, “Treatment of grade 4 renal stab

152



[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

wounds with absorbable fibrin adhesive bandage in a porcine model.,” J.
Urol., vol. 165, no. 3, pp. 955-8, Mar. 2001.

J. L. Sondeen, A. E. Pusateri, V. G. Coppes, C. C. E. Gaddy, and J. B.
Holcomb, “Comparison of 10 Different Hemostatic Dressings in an Aortic
Injury,” J. Trauma Inj. Infect. Crit. Care, vol. 54, no. 2, pp. 280-285, Feb.
2003.

B. S. Kheirabadi, E. M. Acheson, R. Deguzman, J. L. Sondeen, K. L. Ryan,
A. Delgado, E. J. Dick, and J. B. Holcomb, “Hemostatic efficacy of two
advanced dressings in an aortic hemorrhage model in Swine.,” J. Trauma,
vol. 59, no. 1, pp. 25-34; discussion 34-5, Jul. 2005.

E. M. Acheson, B. S. Kheirabadi, R. Deguzman, E. J. Dick, and J. B.
Holcomb, “Comparison of hemorrhage control agents applied to lethal
extremity arterial hemorrhages in swine.,” J. Trauma, vol. 59, no. 4, pp. 865—
74; discussion 874-5, Oct. 2005.

D. Kulling, J. N. Vournakis, S. Woo, M. V Demcheva, D. U. Tagge, G. Rios,
S. Finkielsztein, and R. H. Hawes, “Endoscopic injection of bleeding
esophageal varices with a poly-N-acetyl glucosamine gel formulation in the
canine portal hypertension model.,” Gastrointest. Endosc., vol. 49, no. 6, pp.
764—71, Jun. 1999.

Y. Ikeda, L. H. Young, J. N. Vournakis, and A. M. Lefer, “Vascular effects of
poly-N-acetylglucosamine in isolated rat aortic rings.,” J. Surg. Res., vol.
102, no. 2, pp. 215-20, Feb. 2002.

M. W. Chan, S. D. Schwaitzberg, M. Demcheva, J. Vournakis, S.
Finkielsztein, and R. J. Connolly, “Comparison of poly-N-acetyl glucosamine
(P-GIcNAc) with absorbable collagen (Actifoam), and fibrin sealant (Bolheal)
for achieving hemostasis in a swine model of splenic hemorrhage.,” J.
Trauma, vol. 48, no. 3, pp. 454—7; discussion 457-8, Mar. 2000.

H. B. Alam, Z. Chen, A. Jaskille, R. I. L. C. Querol, E. Koustova, R.
Inocencio, R. Conran, A. Seufert, N. Ariaban, K. Toruno, and P. Rhee,
“Application of a zeolite hemostatic agent achieves 100% survival in a lethal
model of complex groin injury in Swine.,” J. Trauma, vol. 56, no. 5, pp. 974—
83, May 2004.

M. A. Brown, M. R. Daya, and J. A. Worley, “Experience with chitosan
dressings in a civilian EMS system.,” J. Emerg. Med., vol. 37, no. 1, pp. 1-7,
Jul. 2009.

G. J. Tsai and W. H. Su, “Antibacterial activity of shrimp chitosan against
Escherichia coli.,” J. Food Prot., vol. 62, no. 3, pp. 239-43, Mar. 1999.

E. I. Rabea, M. E.-T. Badawy, C. V Stevens, G. Smagghe, and W.

Steurbaut, “Chitosan as antimicrobial agent: applications and mode of
action.,” Biomacromolecules, vol. 4, no. 6, pp. 1457-65, Jan. 2003.

153



[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

M. Burkatovskaya, A. P. Castano, T. N. Demidova-Rice, G. P. Tegos, and
M. R. Hamblin, “Effect of chitosan acetate bandage on wound healing in
infected and noninfected wounds in mice.,” Wound Repair Regen., vol. 16,
no. 3, pp. 425-31, Jan. 2008.

M. Burkatovskaya, G. P. Tegos, E. Swietlik, T. N. Demidova, A. P Castano,
and M. R. Hamblin, “Use of chitosan bandage to prevent fatal infections
developing from highly contaminated wounds in mice.,” Biomaterials, vol. 27,
no. 22, pp. 4157-64, Aug. 2006.

S.-Y. Ong, J. Wu, S. M. Moochhala, M.-H. Tan, and J. Lu, “Development of
a chitosan-based wound dressing with improved hemostatic and
antimicrobial properties.,” Biomaterials, vol. 29, no. 32, pp. 4323-32, Nov.
2008.

B. G. Kozen, S. J. Kircher, J. Henao, F. S. Godinez, and A. S. Johnson, “An
alternative hemostatic dressing: comparison of CELOX, HemCon, and
QuikClot.,” Acad. Emerg. Med., vol. 15, no. 1, pp. 74-81, Jan. 2008.

P. Rhee, C. Brown, M. Martin, A. Salim, D. Plurad, D. Green, L. Chambers,
D. Demetriades, G. Velmahos, and H. Alam, “QuikClot use in trauma for
hemorrhage control: case series of 103 documented uses.,” J. Trauma, vol.
64, no. 4, pp. 1093-9, Apr. 2008.

M.N.V. Ravi Kumar and S. M. Hudson, “Chitosan, Encyclopedia of
Biomaterials and Biomedical Engineering, Informa Healthcare .” May. 2008.

J. Zhang, W. Xia, P. Liu, Q. Cheng, T. Tahirou, W. Gu, and B. Li, “Chitosan
modification and pharmaceutical/biomedical applications.,” Mar. Drugs, vol.
8, no. 7, pp. 1962-87, Jan. 2010.

I. Wedmore, J. G. McManus, A. E. Pusateri, and J. B. Holcomb, “A special
report on the chitosan-based hemostatic dressing: experience in current
combat operations.,” J. Trauma, vol. 60, no. 3, pp. 655-8, Mar. 2006.

V. Y. Sohn, M. J. Eckert, M. J. Martin, Z. M. Arthurs, J. R. Perry, A. Beekley,
E. J. Rubel, R. P. Adams, G. L. Bickett, and R. M. Rush, “Efficacy of three
topical hemostatic agents applied by medics in a lethal groin injury model.,”
J. Surg. Res., vol. 154, no. 2, pp. 258-61, Jun. 2009.

S. B. Gustafson, P. Fulkerson, R. Bildfell, L. Aguilera, and T. M. Hazzard,
“Chitosan dressing provides hemostasis in swine femoral arterial injury
model.,” Prehosp. Emerg. Care, vol. 11, no. 2, pp. 172-8, Jan. 2007.

W. G. Malette, H. J. Quigley, R. D. Gaines, N. D. Johnson, and W. G.
Rainer, “Chitosan: a new hemostatic.,” Ann. Thorac. Surg., vol. 36, no. 1, pp.
55-8, Jul. 1983.

V. F. P. Lee, Solution and Shear Properties of Chitin and Chitosan. 1975.

154



[116] J. Zhang, W. Xia, P. Liu, Q. Cheng, T. Tahirou, W. Gu, and B. Li, “Chitosan
modification and pharmaceutical/biomedical applications.,” Mar. Drugs, vol.
8, no. 7, pp. 1962-87, Jan. 2010.

[117] A. Hoekstra, H. Struszczyk, and O. Kivekas, “Percutaneous microcrystalline
chitosan application for sealing arterial puncture sites.,” Biomaterials, vol.
19, no. 16, pp. 1467-71, Aug. 1998.

[118] Y. W. Cho, Y. N. Cho, S. H. Chung, G. Yoo, and S. W. Ko, “Water-soluble
chitin as a wound healing accelerator.,” Biomaterials, vol. 20, no. 22, pp.
2139-45, Nov. 1999.

[119] S. B. Rao and C. P. Sharma, “Use of chitosan as a biomaterial: studies on
its safety and hemostatic potential.,” J. Biomed. Mater. Res., vol. 34, no. 1,
pp. 21-8, Jan. 1997.

[120] H. S. Whang, W. Kirsch, Y. H. Zhu, C. Z. Yang, and S. M. Hudson,
“Hemostatic Agents Derived from Chitin and Chitosan,” J. Macromol. Sci.
Part C Polym. Rev., vol. 45, no. 4, pp. 309-323, Oct. 2005.

[121] W. Janvikul, P. Uppanan, B. Thavornyutikarn, J. Krewraing, and R.
Prateepasen, “In vitro comparative hemostatic studies of chitin, chitosan,
and their derivatives,” J. Appl. Polym. Sci., vol. 102, no. 1, pp. 445-451, Oct.
2006.

[122] P. R. Klokkevold, H. Fukayama, E. C. Sung, and C. N. Bertolami, “The effect
of chitosan (poly-N-acetyl glucosamine) on lingual hemostasis in heparinized
rabbits.,” J. Oral Maxillofac. Surg., vol. 57, no. 1, pp. 49-52, Jan. 1999.

[123] A. G. Arand and R. Sawaya, “Intraoperative chemical hemostasis in
neurosurgery.,” Neurosurgery, vol. 18, no. 2, pp. 223-33, Feb. 1986.

[124] Chitin and Chitosan Derivatives: Advances in Drug Discovery and
Developments. CRC Press, 2013.

[125] G. M. Kind, S. D. Bines, E. D. Staren, A. J. Templeton, and S. G.
Economou, “Chitosan: evaluation of a new hemostatic agent.,” Curr. Surg.,
vol. 47, no. 1, pp. 37-9, Jan. 1990.

[126] M. Fukasawa, H. Abe, T. Masaoka, H. Orita, H. Horikawa, J. D. Campeau,
and M. Washio, “The hemostatic effect of deacetylated chitin membrane on
peritoneal injury in rabbit model.,” Surg. Today, vol. 22, no. 4, pp. 333-8,
Jan. 1992.

[127] B. Lorkowska-Zawicka, K. Kaminski, J. Ciejka, K. Szczubiatka, M. Biatas, K.
Okon, D. Adamek, M. Nowakowska, J. Jawien, R. Olszanecki, and R.
Korbut, “Inactivation of heparin by cationically modified chitosan.,” Mar.
Drugs, vol. 12, no. 7, pp. 3953-69, Jul. 2014.

155



[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

T.-C. Chou, E. Fu, C.-J. Wu, and J.-H. Yeh, “Chitosan enhances platelet
adhesion and aggregation.,” Biochem. Biophys. Res. Commun., vol. 302,
no. 3, pp. 480-3, Mar. 2003.

E.-C. Shen, T.-C. Chou, C.-H. Gau, H.-P. Tu, Y.-T. Chen, and E. Fu,
“Releasing growth factors from activated human platelets after chitosan
stimulation: a possible bio-material for platelet-rich plasma preparation.,”
Clin. Oral Implants Res., vol. 17, no. 5, pp. 572-8, Oct. 2006.

Y. Okamoto, R. Yano, K. Miyatake, I. Tomohiro, Y. Shigemasa, and S.
Minami, “Effects of chitin and chitosan on blood coagulation,” Carbohydr.
Polym., vol. 53, no. 3, pp. 337-342, Aug. 2003.

C. C. Wu, F. N. Ko, T. F. Huang, and C. M. Teng, “Mechanisms-regulated
platelet spreading after initial platelet contact with collagen.,” Biochem.
Biophys. Res. Commun., vol. 220, no. 2, pp. 388-93, Mar. 1996.

Q. He, Q. Ao, K. Gong, L. Zhang, M. Hu, Y. Gong, and X. Zhang,
“Preparation and characterization of chitosan-heparin composite matrices for
blood contacting tissue engineering.,” Biomed. Mater., vol. 5, no. 5, p.
055001, Oct. 2010.

M. S. Lord, B. Cheng, S. J. McCarthy, M. Jung, and J. M. Whitelock, “The
modulation of platelet adhesion and activation by chitosan through plasma
and extracellular matrix proteins.,” Biomaterials, vol. 32, no. 28, pp. 6655—
62, Oct. 2011.

M. H. Periayah, A. S. Halim, A. R. Hussein, A. Z. M. Saad, A. H. A. Rashid,
and K. Noorsal, “In vitro capacity of different grades of chitosan derivatives
to induce platelet adhesion and aggregation.,” Int. J. Biol. Macromol., vol.
52, pp. 244-9, Jan. 2013.

R. Jonas and L. F. Farah, “Production and application of microbial cellulose,”
Polym. Degrad. Stab., vol. 59, no. 1-3, pp. 101-106, Jan. 1998.

H. Yamada, K. Kumada, and M. Yanagida, “Distinct subunit functions and
cell cycle regulated phosphorylation of 20S APC/cyclosome required for
anaphase in fission yeast.,” J. Cell Sci., vol. 110 ( Pt 1, pp. 1793-804, Aug.
1997.

M. Yamada, T. Murata, S. Hirose, G. Lavorgna, E. Suzuki, and H. Ueda,
“Temporally restricted expression of transcription factor betaFTZ-F1:
significance for embryogenesis, molting and metamorphosis in Drosophila
melanogaster.,” Development, vol. 127, no. 23, pp. 5083-92, Dec. 2000.

Krassig, Cellulose. CRC Press, 1993.
K. Watanabe, M. Tabuchi, Y. Morinaga, and F. Yoshinaga, “Structural

Features and Properties of Bacterial Cellulose Produced in Agitated
Culture,” Cellulose, vol. 5, no. 3, pp. 187-200, Sept. 1998.

156



[140] S. Yamanaka and J. Sugiyama, “Structural modification of bacterial
cellulose,” Cellulose, vol. 7, no. 3, pp. 213-225, Sept. 2000.

[141] H. Ougiya, K. Watanabe, Y. Morinaga, and F. Yoshinaga, “Emulsion-
stabilizing Effect of Bacterial Cellulose,” Biosci. Biotechnol. Biochem., vol.
61, no. 9, pp. 1541-1545, Jun. 2014.

[142] C. Chang and L. Zhang, “Cellulose-based hydrogels: Present status and
application prospects,” Carbohydr. Polym., vol. 84, no. 1, pp. 40-53, Feb.
2011.

[143] F. G. Torres, S. Commeaux, and O. P. Troncoso, “Biocompatibility of
bacterial cellulose based biomaterials.,” J. Funct. Biomater., vol. 3, no. 4, pp.
86478, Jan. 2012.

[144] L. Fu, Y. Zhang, C. Li, Z. Wu, Q. Zhuo, X. Huang, G. Qiu, P. Zhou, and G.
Yang, “Skin tissue repair materials from bacterial cellulose by a multilayer
fermentation method,” J. Mater. Chem., vol. 22, no. 24, p. 12349, May 2012.

[145] S. C. M. Fernandes, L. Oliveira, C. S. R. Freire, A. J. D. Silvestre, C. P.
Neto, A. Gandini, and J. Desbriéres, “Novel transparent nanocomposite films
based on chitosan and bacterial cellulose,” Green Chem., vol. 11, no. 12, p.
2023, Dec. 2009.

[146] T. T. Nge, M. Nogi, H. Yano, and J. Sugiyama, “Microstructure and
mechanical properties of bacterial cellulose/chitosan porous scaffold,”
Cellulose, vol. 17, no. 2, pp. 349-363, Jan. 2010.

[147] N. Lin and A. Dufresne, “Nanocellulose in biomedicine: Current status and
future prospect,” Eur. Polym. J., vol. 59, pp. 302-325, Aug. 2014.

[148] W. K. Czaja, D. J. Young, M. Kawecki, and R. M. Brown, “The future
prospects of microbial cellulose in biomedical applications.,”
Biomacromolecules, vol. 8, no. 1, pp. 1-12, Jan. 2007.

[149] F. G. Omenetto and D. L. Kaplan, “New opportunities for an ancient
material.,” Science, vol. 329, no. 5991, pp. 528-31, Jul. 2010.

[150] R. Lewis, “Unraveling the Weave of Spider Silk,” Bioscience, vol. 46, no. 9,
pp. 636-638, Oct. 1996.

[151] H. K. Soong and K. R. Kenyon, “Adverse reactions to virgin silk sutures in
cataract surgery.,” Ophthalmology, vol. 91, no. 5, pp. 479-83, May 1984.

[152] S.-W. Ha, “Structural study of Bombyx mori silk fibroin during processing for
regeneration,” Jan. 2005.

[153] J. Magoshi, Y. Magoshi, M. A. Becker, M. Kato, Z. Han, T. Tanaka, S. Inoue,

and S. Nakamura, “Crystallization of silk fibroin from solution,” Thermochim.
Acta, vol. 352-353, pp. 165-169, Jul. 2000.

157



[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

B. Lotz and F. Colonna Cesari, “The chemical structure and the crystalline
structures of Bombyx mori silk fibroin.,” Biochimie, vol. 61, no. 2, pp. 205—
14, Jan. 1979.

G. Franz and S. Alban, “Structure-activity relationship of antithrombotic
polysaccharide derivatives.,” Int. J. Biol. Macromol., vol. 17, no. 6, pp. 311-
4, Dec. 1995.

B. B. Mandal and S. C. Kundu, “A novel method for dissolution and
stabilization of non-mulberry silk gland protein fibroin using anionic
surfactant sodium dodecyl sulfate.,” Biotechnol. Bioeng., vol. 99, no. 6, pp.
1482-9, Apr. 2008.

N. Minoura, M. Tsukada, and M. Nagura, “Physico-chemical properties of
silk fiboroin membrane as a biomaterial.,” Biomaterials, vol. 11, no. 6, pp.
430-4, Aug. 1990.

J. Chen, N. Minoura, and A. Tanioka, “Transport of pharmaceuticals through
silk fibroin membrane,” Polymer (Guildf)., vol. 35, no. 13, pp. 2853-2856,
Jun. 1994.

J. Gu, X. Yang, and H. Zhu, “Surface sulfonation of silk fibroin film by
plasma treatment and in vitro antithrombogenicity study,” Mater. Sci. Eng. C,
vol. 20, no. 1-2, pp. 199-202, May 2002.

M. Santin, S. P. Denyer, A. W. Lloyd, and A. Motta, “Domain-Driven Binding
of Fibrin(Ogen) onto Silk Fibroin Biomaterials,” J. Bioact. Compat. Polym.,
vol. 17, no. 3, pp. 195-208, May 2002.

X. Chen, W. Li, Z. Shao, W. Zhong, and T. Yu, “Separation of alcohol-water
mixture by pervaporation through a novel natural polymer blend membrane-
chitosan/silk fibroin blend membrane,” J. Appl. Polym. Sci., vol. 73, no. 6,
pp. 975-980, Aug. 1999.

A. Apap-Bologna, A. Webster, F. Raitt, and G. Kemp, “The influence of
calcium ions on fibrinogen conformation,” Biochim. Biophys. Acta - Protein
Struct. Mol. Enzymol., vol. 995, no. 1, pp. 70-74, Mar. 1989.

A. Motta, C. Migliaresi, A. W. Lloyd, S. P. Denyer, and M. Santin, “Serum
Protein Absorption on Silk Fibroin Fibers and Films: Surface Opsonization
and Binding Strength,” J. Bioact. Compat. Polym., vol. 17, no. 1, pp. 23-35,
Jan. 2002.

P. S. Panesar, S. Kumari, and R. Panesar, “Potential Applications of
Immobilized B -Galactosidase in Food Processing Industries,” Enzyme Res.,
vol. 2010, pp. 1-16, Jan. 2010.

B. Furie and B. C. Furie, “Molecular basis of vitamin K-dependent gamma-
carboxylation.,” Blood, vol. 75, no. 9, pp. 1753-62, May 1990.

158



[166] E. W. Davie, “Biochemical and molecular aspects of the coagulation
cascade.,” Thromb. Haemost., vol. 74, no. 1, pp. 1-6, Jul. 1995.

[167] J. C. Horrow, “Protamine: a review of its toxicity.,” Anesth. Analg., vol. 64,
no. 3, pp. 348-61, Mar. 1985.

[168] J. A. Carr and N. Silverman, “The heparin-protamine interaction. A review.,”
J. Cardiovasc. Surg. (Torino)., vol. 40, no. 5, pp. 659-66, Oct. 1999.

[169] T. Baglin, T. W. Barrowcliffe, A. Cohen, and M. Greaves, “Guidelines on the
use and monitoring of heparin.,” Br. J. Haematol., vol. 133, no. 1, pp. 19-34,
Apr. 2006.

[170] J. Hirsh, K. A. Bauer, M. B. Donati, M. Gould, M. M. Samama, and J. I.
Weitz, “Parenteral anticoagulants: American College of Chest Physicians
Evidence-Based Clinical Practice Guidelines (8th Edition).,” Chest, vol. 133,
no. 6 Suppl, p. 141S-159S, Jun. 2008.

[171] S. J. Wright, W. B. Murray, W. A. Hampton, and H. Hargovan, “Calculating
the protamine-heparin reversal ratio: a pilot study investigating a new
method.,” J. Cardiothorac. Vasc. Anesth., vol. 7, no. 4, pp. 416-21, Aug.
1993.

[172] A. S. Brecher and A. R. Roland, “Protamine inhibits formation of the covalent
factor IXa-anti-thrombin complex.,” Blood Coagul. Fibrinolysis, vol. 19, no. 6,
pp. 591-6, Sep. 2008.

[173] A. J. Chu, Z. G. Wang, M. Raicu, S. Beydoun, and N. Ramos, “Protamine
inhibits tissue factor-initiated extrinsic coagulation.,” Br. J. Haematol., vol.
115, no. 2, pp. 392-9, Nov. 2001.

[174] J. Butterworth, Y. A. Lin, R. Prielipp, J. Bennett, and R. James, “The
pharmacokinetics and cardiovascular effects of a single intravenous dose of
protamine in normal volunteers.,” Anesth. Analg., vol. 94, no. 3, pp. 514-22,;
table of contents, Mar. 2002.

[175] J. Van Ryn-McKenna, L. Cai, F. A. Ofosu, J. Hirsh, and M. R. Buchanan,
“Neutralization of enoxaparine-induced bleeding by protamine sulfate.,”
Thromb. Haemost., vol. 63, no. 2, pp. 271-4, Apr. 1990.

[176] P. C. Uppuluri, D. Kristol, R. R. Arora, and C. R. Spillert, “Coagulant effects
of protamine sulfate on human blood in absence of heparin,” in 2003 IEEE
29th Annual Proceedings of Bioengineering Conference, p. 248, 2003.

[177] A. Perkash, “A comparison of the quantitative action of protamine and

heparin on blood coagulation. Significance in clinical and laboratory usage.,”
Am. J. Clin. Pathol., vol. 73, no. 5, pp. 676-81, May 1980.

159



[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

V. G. Nielsen, “Protamine enhances fibrinolysis by decreasing clot strength:
role of tissue factor-initiated thrombin generation.,” Ann. Thorac. Surg., vol.
81, no. 5, pp. 1720-7, May 2006.

M. J. Sena, G. Douglas, T. Gerlach, J. K. Grayson, K. O. Pichakron, and D.
Zierold, “A pilot study of the use of kaolin-impregnated gauze (Combat
Gauze) for packing high-grade hepatic injuries in a hypothermic
coagulopathic swine model.,” J. Surg. Res., vol. 183, no. 2, pp. 704-9, Aug.
2013.

M. E. Chavez-Delgado, C. V. Kishi-Sutto, X. N. Albores de la-Riva, M.
Rosales-Cortes, and P. Gamboa-Sanchez, “Topic usage of kaolin-
impregnated gauze as a hemostatic in tonsillectomy.,” J. Surg. Res., vol.
192, no. 2, pp. 678-85, Dec. 2014.

S. Nakai, T. Nakaya, and M. Imoto, “Polymeric phospholipid analogs, 11.
Synthesis and polymerization of 2-aminoethyl 2-(p-
methacryloyloxybenzoyloxy)ethyl hydrogen phosphate,” Die Makromol.
Chemie, vol. 179, no. 10, pp. 2349-2353, Oct. 1978.

A. Korematsu, Y. Takemoto, T. Nakaya, and H. Inoue, “Synthesis,
characterization and platelet adhesion of segmented polyurethanes grafted
phospholipid analogous vinyl monomer on surface,” Biomaterials, vol. 23,
no. 1, pp. 263-271, Jan. 2002.

H. K. Kim, K. Kim, and Y. Byun, “Preparation of a chemically anchored
phospholipid monolayer on an acrylated polymer substrate.,” Biomaterials,
vol. 26, no. 17, pp. 3435-44, Jun. 2005.

M. G. McKee, “Phospholipid Nonwoven Electrospun Membranes,” Science
(80-.)., vol. 311, no. 5759, pp. 353—-355, Jan. 2006.

R. G. Ellis-Behnke, Y.-X. Liang, D. K. C. Tay, P. W. F. Kau, G. E. Schneider,
S. Zhang, W. Wu, and K.-F. So, “Nano hemostat solution: immediate
hemostasis at the nanoscale.,” Nanomedicine, vol. 2, no. 4, pp. 207-15,
Dec. 2006.

L. Ruan, H. Zhang, H. Luo, J. Liu, F. Tang, Y.-K. Shi, and X. Zhao,
“Designed amphiphilic peptide forms stable nanoweb, slowly releases
encapsulated hydrophobic drug, and accelerates animal hemostasis.,” Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 106, no. 13, pp. 5105-10, Mar. 2009.

A. J. Shoffstall, L. M. Everhart, M. E. Varley, E. S. Soehnlen, A. M. Shick, J.
S. Ustin, and E. B. Lavik, “Tuning Ligand Density on Intravenous Hemostatic
Nanoparticles Dramatically Increases Survival Following Blunt Trauma,”
Biomacromolecules, vol. 14, no. 8, pp. 2790-2797, Aug. 2013.

Z. Luo, S. Wang, and S. Zhang, “Fabrication of self-assembling d-form

peptide nanofiber scaffold d-EAK16 for rapid hemostasis,” Biomaterials, vol.
32, no. 8, pp. 2013-2020, Mar. 2011.

160



[189] C. Dai, Y. Yuan, C. Liu, J. Wei, H. Hong, X. Li, and X. Pan, “Degradable,
antibacterial silver exchanged mesoporous silica spheres for hemorrhage
control.,” Biomaterials, vol. 30, no. 29, pp. 5364-75, Oct. 2009.

[190] M. B. Dowling, R. Kumar, M. A. Keibler, J. R. Hess, G. V. Bochicchio, and S.
R. Raghavan, “A self-assembling hydrophobically modified chitosan capable
of reversible hemostatic action,” Biomaterials, vol. 32, no. 13, pp. 3351-
3357, May 2011.

[191] J. Zeleny, “The Electrical Discharge from Liquid Points, and a Hydrostatic
Method of Measuring the Electric Intensity at Their Surfaces,” Phys. Rev.,
vol. 3, no. 2, pp. 69-91, Feb. 1914.

[192] “Process and apparatus for preparing artificial threads.” 02-Oct-1934.

[193] S. Ramakrishna, K. Fujihara, W.-E. Teo, T. Yong, Z. Ma, and R.
Ramaseshan, “Electrospun nanofibers: solving global issues,” Mater. Today,
vol. 9, no. 3, pp. 40-50, Mar. 2006.

[194] D. Annis, A. Bornat, R. O. Edwards, A. Higham, B. Loveday, and J. Wilson,
“An elastomeric vascular prosthesis.,” Trans. Am. Soc. Artif. Intern. Organs,
vol. 24, pp. 209-14, Jan. 1978.

[195] A. C. Fisher, L. De Cossart, T. V How, and D. Annis, “Long term in-vivo
performance of an electrostatically-spun small bore arterial prosthesis: the
contribution of mechanical compliance and anti-platelet therapy.,” Life
Support Syst., vol. 3 Suppl 1, pp. 462-5, Jan. 1985.

[196] M. M. Hohman, M. Shin, G. Rutledge, and M. P. Brenner, “Electrospinning
and electrically forced jets. I. Stability theory,” Phys. Fluids, vol. 13, no. 8, p.
2201, Aug. 2001.

[197] A. L. Yarin, S. Koombhongse, and D. H. Reneker, “Bending instability in
electrospinning of nanofibers,” J. Appl. Phys., vol. 89, no. 5, p. 3018, Mar.
2001.

[198] D. H. Reneker, A. L. Yarin, H. Fong, and S. Koombhongse, “Bending
instability of electrically charged liquid jets of polymer solutions in
electrospinning,” J. Appl. Phys., vol. 87, no. 9, p. 4531, May 2000.

[199] K. Jiang, Y.-Z. Long, Z.-J. Chen, S.-L. Liu, Y.-Y. Huang, X. Jiang, and Z.-Q.
Huang, “Airflow-directed in situ electrospinning of a medical glue of
cyanoacrylate for rapid hemostasis in liver resection,” Nanoscale, vol. 6, no.
14, p. 7792, Jul. 2014.

[200] B. K. Gu, S. J. Park, M. S. Kim, C. M. Kang, J.-I. Kim, and C.-H. Kim,
“Fabrication of sonicated chitosan nanofiber mat with enlarged porosity for
use as hemostatic materials.,” Carbohydr. Polym., vol. 97, no. 1, pp. 65-73,
Aug. 2013.

161



[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

[212]

H. S. and S. M., “Synthesis of cellulose by <italic>Acetobacter
xylinum</italic>. 2. Preparation of freeze-dried cells capable of polymerizing
glucose to cellulose,” Oct. 1954.

D. N. Rockwood, R. C. Preda, T. Yucel, X. Wang, M. L. Lovett, and D. L.
Kaplan, “Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin.,” Nat. Protoc.,
vol. 6, no. 10, pp. 1612-31, Oct. 2011.

D. Sun, J. Yang, and X. Wang, “Bacterial cellulose/TiO2 hybrid nanofibers
prepared by the surface hydrolysis method with molecular precision.,”
Nanoscale, vol. 2, no. 2, pp. 287-92, Feb. 2010.

J. Kim, Z. Cai, H. S. Lee, G. S. Choi, D. H. Lee, and C. Jo, “Preparation and
characterization of a Bacterial cellulose/Chitosan composite for potential
biomedical application,” J. Polym. Res., vol. 18, no. 4, pp. 739-744, Jul.
2010.

A. E. Donius, M. A. Kiechel, C. L. Schauer, and U. G. K. Wegst, “New
crosslinkers for electrospun chitosan fibre mats. Part Il: mechanical
properties.,” J. R. Soc. Interface, vol. 10, no. 81, p. 20120946, Apr. 2013.

Y. M. Liew, H. Kamarudin, A. M. Mustafa Al Bakri, M. Lugman, I. Khairul
Nizar, C. M. Ruzaidi, and C. Y. Heah, “Processing and characterization of
calcined kaolin cement powder,” Constr. Build. Mater., vol. 30, pp. 794-802,
May 2012.

Y. Jiang, Q. Sun, L. Zhang, and Z. Jiang, “Capsules-in-bead scaffold: a
rational architecture for spatially separated multienzyme cascade system,” J.
Mater. Chem., vol. 19, no. 47, p. 9068, Nov. 20009.

“Vitamin k2 microspheres.” 23-Oct-2014.

Z. H. Fan, Z. G. Xie, B. Q. Zuo, P. Zhang, L. B. Li, Y. X. Shen, and H. X.
Zhang, “The Biocompatibility of Olfactory Ensheathing Cells on the Silk
Fibroin Scaffolds,” in Advanced Materials Research, vol. 175-176, pp. 224—
229, 2011.

X. Hu, D. Kaplan, and P. Cebe, “Determining Beta-Sheet Crystallinity in
Fibrous Proteins by Thermal Analysis and Infrared Spectroscopy,”
Macromolecules, vol. 39, no. 18, pp. 6161-6170, Sep. 2006.

M. A. de Moraes, G. M. Nogueira, R. F. Weska, and M. M. Beppu,
“Preparation and Characterization of Insoluble Silk Fibroin/Chitosan Blend
Films,” Polymers (Basel)., vol. 2, no. 4, pp. 719-727, Dec. 2010.

J. M. Nzai and A. Proctor, “Soy lecithin phospholipid determination by fourier
transform infrared spectroscopy and the acid digest/arseno-molybdate
method: A comparative study,” J. Am. Oil Chem. Soc., vol. 76, no. 1, pp. 61—
66, Jan. 1999.

162



[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

W. Tang, Y. Yuan, D. Lin, H. Niu, and C. Liu, “Kaolin-reinforced 3D MBG
scaffolds with hierarchical architecture and robust mechanical strength for
bone tissue engineering,” J. Mater. Chem. B, vol. 2, no. 24, pp. 3782-3790,
May 2014.

M. V Wohlauer, E. E. Moore, J. Harr, E. Gonzalez, M. Fragoso, and C. C.
Silliman, “A standardized technique for performing thromboelastography in
rodents.,” Shock, vol. 36, no. 5, pp. 524—6, Nov. 2011.

L.-S. Wan and Z.-K. Xu, “Polymer surfaces structured with random or
aligned electrospun nanofibers to promote the adhesion of blood platelets.,”
J. Biomed. Mater. Res. A, vol. 89, no. 1, pp. 168-75, Apr. 2009.

M. E. Carr, “Diabetes mellitus: a hypercoagulable state.,” J. Diabetes
Complications, vol. 15, no. 1, pp. 44-54, Jan. 2001.

A. Hughes, B. A. McVerry, L. Wilkinson, A. H. Goldstone, D. Lewis, and A.
Bloom, “Diabetes, a hypercoagulable state? Hemostatic variables in newly
diagnosed type 2 diabetic patients.,” Acta Haematol., vol. 69, no. 4, pp. 254—
9, Jan. 1983.

P. W. Henderson, D. J. M. Kadouch, S. P. Singh, P. N. Zawaneh, J. Weiser,
S. Yazdi, A. Weinstein, U. Krotscheck, B. Wechsler, D. Putnam, and J. A.
Spector, “A rapidly resorbable hemostatic biomaterial based on
dihydroxyacetone,” J. Biomed. Mater. Res. Part A, vol. 9999A, no. 2, p. NA—-
NA, May 2009.

“A gelatin sponge comprising an active ingredient, its preparation and use.”
24-Nov-2010.

B. L. Bennett, L. F. Littlejohn, B. S. Kheirabadi, F. K. Butler, R. S. Kotwal, M.
A. Dubick, and J. A. Bailey, “Management of External Hemorrhage in
Tactical Combat Casualty Care: Chitosan-Based Hemostatic Gauze
Dressings - TCCC Guidelines-Change 13-05.,” J. Spec. Oper. Med., vol. 14,
no. 3, pp. 40-57, Jan. 2014.

F. Arnaud, T. Tomori, W. Carr, A. McKeague, K. Teranishi, K. Prusaczyk,
and R. McCarron, “Exothermic reaction in zeolite hemostatic dressings:
QuikClot ACS and ACS+.,” Ann. Biomed. Eng., vol. 36, no. 10, pp. 1708-13,
Oct. 2008.

D. N. Sari, S. Endardjo, and D. I. S. Santoso, “Blood lactate level in Wistar
rats after four and twelve week intermittent aerobic training,” Med. J.
Indones., vol. 22, no. 3, p. 141, Aug. 2013.

B. H. Chin, S. J. Kozbelt, and L. J. Sullivan, “Measurement of 14 Blood
Components in Rats, Dogs, and Mice Using CentrifichemR Analyzer,”
Toxicol. Pathol., vol. 7, no. 2, pp. 10-13, Feb. 1979.

The Laboratory Rat: Biology and Diseases, 1. cilt. 2013.

163



[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

R. Uribe-Escamilla, P. S. Aparicio, A. C. Izquierdo, and A. Alfaro-Rodriguez,
“Reference Values for Electrolytes and Blood Gases in Wistar Rats with
Permanent Cerebral Ischemia: The Effect of Treatment with Glycine on
Gasometry and Electrolytes,” Multiciencias, vol. 11, no. 4, pp. 378-386,
2011.

T. Matsuzawa, Y. Hayashi, M. Nomura, T. Unno, T. Igarashi, T. Furuya, K.
Sekita, A. Ono, and Y. Kurokawa, “A survey of the values of clinical
chemistry parameters obtained for a common rat blood sample in ninety-
eight Japanese laboratories.,” J. Toxicol. Sci., vol. 22, no. 1, pp. 25-44, Feb.
1997.

C. L. Aleman, R. M. M4s, |. Rodeiro, M. Noa, C. Hernandez, R. Menéndez,
and R. Gamez, “Reference database of the main physiological parameters
in Sprague-Dawley rats from 6 to 32 months.,” Lab. Anim., vol. 32, no. 4, pp.
457-66, Oct. 1998.

I. Nnah, “Blood Coagulation Tests and Platelets Counts in Diabetic Rats
Treated with Ficus sur, Jatropha tanjorensis, Mucuna pruriens and
Chromolaena odorata Leaf Extracts,” Int. Blood Res. Rev., vol. 3, no. 1, pp.
47-53, Jan. 2015.

Y. Li, H. Li, L. Xiao, L. Zhou, J. Shentu, X. Zhang, and J. Fan, “Hemostatic
Efficiency and Wound Healing Properties of Natural Zeolite Granules in a
Lethal Rabbit Model of Complex Groin Injury,” Materials (Basel)., vol. 5, no.
12, pp. 2586-2596, Dec. 2012.

164



OZGECMIS
Kimlik Bilgileri
Adi Soyadi  : Zeynep KARAHALILOGLU

Dogum Yeri : KIRIKKALE

Medeni Hali : Bekar
E-posta . zeynok@hacettepe.edu.tr
Adresi . Hacettepe Universitesi, Kimya Bolim, Biyokimya Anabilim Dall,

Beytepe Kampusi, 06800, Ankara, Turkiye
Egitim
Lisans . Hacettepe Universitesi, Biyoloji Egitimi Bolimii, Ankara
Yilksek Lisans : Hacettepe Universitesi, Nanoteknoloji ve Nanotip A. D., Ankara
Yabanci Dil ve Duzeyi
ingilizce : Orta seviye
Almanca : Orta Seviye
is Deneyimi
2008 — 2009 : Aksaray Universitesi, Biyoloji Bolumi (Arastirma Gorevlisi)

2009-2015 : Hacettepe Universitesi, Nanoteknoloji ve Nanotip A. D (Arastirma

Gorevlisi)

165



Deneyim Alanlari

Doku Mduahendisligi ve Biyomalzeme: Doku muhendisligi uygulamalarinda
kullaniimak Uzere biyomalzemelerin Uretimi , modifikasyon ve karakterizasyon

calismalari.

Biyokompatibilite: Hazirlananan biyomalzemerin in-vivo  ve in-vitro

biyouyumlugunun, etkinliklerinin arastiriimasi. Hayvan modellerinin olusturulmasi.

Mikrobiyal Kaynakli Polimerler: Bakteriyel ve fungal kaynakh biyopolimerlerin
uretim ve karakterizasyon calismalari. Bu malzemelerden yola c¢ikarak doku
muhendisligi uygulamalarina yonelik biyomateryallerin tasarlanmasi.

Elektroegirme: Farkli polimerlerden elektroedrilme yontemiyle biyomalzemelerin
hazirlanmasi, karakterizasyon ve yiizey modifikasyon calismalari. Elektroegrilmis
yapilarin farkli doku muihendisligi uygulamalarinda kullaniminin in-vivo ve in-vitro

deneylerle arastiriimasi.
Tezden Uretilmig Projeler ve Biitcesi

“Nanoteknolojik Yaklagimlarla Koagulatif Sistemlerin Geligtirilmesi*
(014BiYP604003). Proje butcesi 34.840 TL, Yardimci Arastirmaci) Hacettepe
Universitesi, Ogretim Uyesi yetistirme Programi Destek Projesi.

Tezden Uretilmig Yayinlar

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar
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