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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FIBROIN ESASLI DOKU ISKELELERININ URETIMINDE KULLANILAN
FiZIKSEL SARTLARIN OLUSAN YAPI UZERINE ETKISININ
BELIRLENMESI

Giilbahar KIDIMAN
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Ana Bilim Dal1

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Nuray EMIN

Ipek fibroini, dogal yapili bir biyopolimer olup, biyouyumluluk, biyobozunurluk,
biyoinertlik gibi 6zelliklerinin yani sira dogal yara iyilestirici etkiye sahip olmasi
nedeniyle, doku miihendisligi c¢aligmalarinda biyomalzeme olarak siklikla tercih
edilmektedir. Fibroin yapisinda bulunan antiparalel zincirlerden dolay1r amfoterik
ozellik gostermektedir. Fibroinin farkli sicaklik ve basing seviyelerine farkli
siirelerde maruz birakilmasi da yapisinda bulunan protein komplekslerini farkli
sekillerde etkilemektedir. Bu degisimler fibroinle elde edilen doku iskelelerinin
derisimlerini, gozeneklilik yapisini, mekanik mukavemetlerini, fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerini etkilemektedir. Yiiriitilen tez c¢alismasinda ipek fibroinin amfoterik
yapist dikkate alinarak farklt pH degerlerinde hazirlanan akuajenik ¢o6zeltileri
kullanilarak farkli basin¢ ve sicaklik sartlarinda doku iskeleleri iiretilerek bunlarin,
elde edilen yapilarin fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile biyouyumluluguna olan
etkileri cesitli analizler ile incelenmistir. Biyouyumluluk analizleri kemik iligi
mezenkial kok hiicreleri kullanilarak MTT reaktifi kullanilarak kalitatif ve kantitatif
olarak gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak farkli yontemlerle iretilen iskelelerin
biyouyumlu 6zellikte oldugu, bazi iskelelerin doku rejenerasyonuna destek
olabilecek sekilde biyobozunma siiresine sahip oldugu belirlenmistir. SEM ve 151k
mikroskobisi ile iskelelerin iiretim yontemlerine bagli olarak farkli morfolojilere
sahip oldugu, civali porozimetre Olgiimleri ile de toplam ylizey alam ve
gozenekliliklerinde 6nemli farkliliklar oldugu bulunmustur. FTIR spektroskopisi
incelemesi ile de orijinal fibroin yapist spektrumlarindan farkli olarak yapilan pH
degisimleri, sicaklik ve basing etkileri sonucunda spesifik pikler gézlemlenmistir.
Termogravimetrik 6zelliklerinin tiretim ve pH degisimlerine gore dnemli derecede
degismedigi tespit edilen iskelelerin, farkli fizikokimyasal sartlar altinda {iretiminden
kaynakli olarak kendi amfoterik yapisi sebebiyle c¢apraz baglayicilara ihtiyag
duyulmadan molekiil i¢i ¢apraz baglanmalarin gerceklestigi belirlenmistir. Bu sonug
hazirlanan iskeleleri doku miihendisliginde daha yiiksek biyouyumluluk ile yeni
dokularin olustrulmasinda daha yiiksek rejeneratif kapasitede islev gorebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Doku iskelesi; pH Degisimi; sicaklik etkisi; fibroin; amfoterik
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Bilim Kodu: 91



ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF THE EFFECT OF PHYSICAL CONDITIONS USED IN
THE PRODUCTION OF FIBROIN BASED TISSUE SCAFFOLDS ON THE
FORMED STRUCTURE

Giilbahar KIDIMAN
Kastamonu University
Institute of Science and Technology
Department of Material Science and Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Nuray EMIN

Silk fibroin is a natural structure biopolymer and is preferred as a biomaterial in
tissue engineering studies since it has a natural wound healing effect besides
biocompatibility, biodegradability, bioinertivity. Fibroin structure shows an
amphoteric due to antiparallel chains. Exposure of fibroin to different temperature
and pressure levels at different times influences the protein complexes in the
structure in different ways. These changes affect the concentration, porosity,
mechanical strength, physical and chemical properties of tissue scaffolds obtained by
fibroin. In the thesis study, by taking into consideration the amphoteric structure of
silk fibroin, the different scales of pressure and temperature were used in different
pH values. The scaffolds were produced and their effects on the physical and
chemical properties and biocompatibility of the obtained structures were investigated
with various analyzes. Biocompatibility analyzes were performed qualitatively and
quantitatively by using MTT reagent by using bone marrow mezenkial stem cells. As
a result, it was determined that the scaffolds produced by different methods have
biocompatible properties and some scaffolds have biodegradation time to support
tissue regeneration. It has been found that there are different morphologies
depending on the production methods of scaffolds by SEM and light microscopy, and
there are significant differences in total surface area and porosity with mercury
porosimeter measurements. FTIR spectroscopy examination showed that no specific
peaks were observed as a result of pH changes, temperature and pressure effects. Due
to its amphoteric structure due to the production of thermogravimetric properties of
scaffolds, which are determined to be not changed significantly according to
production and pH changes, it has been determined that intra-molecule cross-linking
occurs without the need of crosslinkers due to their ampHoteric structure. This result
will serve to a higher regenerative capacity in the formation of new tissues with
higher biocompatibility in tissue engineering of prepared scaffolds.

Key Words: Tissue Scaffold; pH Change; temperature effect; fibroin; amphoteric

2019, 124 pages
Science Code: 91
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1. GIRIS

Ipek fibroini (IF), dogal polimerler sinifina giren, siipermolekiiler lifli protein
yapisinda olan, biyouyumluluk, biyobozunurluk, biyoinertlik, giiclii kimyasal
stabilite, yiiksek mekanik mukavemet ve mekanik Ozelliklerde dogal doku ile
karsilagtirilabilme gibi oldukca onemli 6zelliklere sahip olan doku miihendisligi
caligmalarinda sikga tercih edilen bir biyomalzemedir (Kaplan vd., 1992; Langer ve
Vacanti, 1993; Kaplan, 1998; Megeed, Cappello ve Ghandehari, 2002; Altman vd.,
2003; Wanga, Kima, Vunjak-Novakovic ve Kaplan, 2006). Bununla birlikte,
fibroinler in vivo olarak rahatca kullanilabilen, hiicresel destekli bazal membran
seklinde modifiye edilebilen, hiicreler i¢in besiyerine eklenen biiyiime faktdrlerinin
fonksiyonlarim1 destekleyen ve dokulara sikistirma Ozelliklerini veren suyu
depolayabilen bir glikosaminoglikan bilesenine de sahiptir (Minoura ve Tsukada,
1990; Tsukada, Freddi, Minoura ve Allara, 1994; Cooper, 2000; Gobin, Froude ve
Mathur, 2005).

Yapisal olarak fibroin, genel olarak glisin ve alanin gibi kisa yan zincirli amino
asitlerden ve yiiksek yan zincirden olusan daha karmasik sekanslara sahip hidrofilik
bloklardan olusan, yiiksek diizeyde korunmus tekrarlanan dizi igeren hidrofobik
bloklardan olusan dogal blok kopolimerler olarak karakterize edilir. Yapida
bulunan amino asitlerin biiyiikk bir bolimii yiiklii amino asitlerden olugsmaktadir
(Winkler ve Kaplan, 1990; Bini, Knight ve Kaplan, 2004). Hidrofobik bloklar,
hidrojenle baglama ve hidrofobik etkilesimler yoluyla beta-tabakalar1 veya
kristalleri olusturma egilimindedir ve ipek fibroinlerin mekanik-gerilme
mukavemetinin temel olusturmaktadir (Simmons, Ray ve Jelinski, 1994; Simmons
ve Michal, 1996). Burada bahsedilen hidrofobik bloklar, ipek fibroinlerinin
esnekligini ve dayanikliligini arttirmak i¢in daha az emilen hidrofilik bloklarla
birlesmektedir (\VVollrath, 2000; Vollrath, 2005).

Canli dokular ile biyouyumlu olan ipek fibroini aynm1 zamanda biyobozunurluk
ozeligine de sahiptir. Bu 6zellikleri nedeniyle son yillarda yapilan arastirmalarda,
doku miihendisligi ve ilag salinim sistemlerine yonelik kullanimlart artmistir
(Rujiravanit, Kruaykitanon, Jamieson ve Tokura, 2003; Meinel, Hofmann,
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Karageorgiou, Kirker-Head, McCool, Gronowicz, Zichner, Langer, Vunjak-
Novakovic ve Kaplan, 2005). Doku miihendisliginde kullanilan yap1 iskelelerinin
olusturulmasinda fibroin tek basina kullanilabildigi gibi kollajen, kitosan, jelatin,
hiyaluronik asit, seramikler, PLGA, PLA vb.gibi etkinligi daha iyi bilinen ve uzun
yillardir doku miihendisliginde kullanilan polimerik malzemeler ile kompozit
yapilar1 da test edilmeye baslanmistir (Rujiravanit vd, 2003; Meinel vd., 2005;
Bhardwaj ve Kundu, 2011; Mirahmadi, Tafazzoli-Shadpour, Shokrgozar ve
Bonakdar, 2013; Yodmuang, McNamara, Nover ve Mandal, 2015).

Dogal yapili bir biyopolimer olan ipek fibroini biyouyumluluk ve biyoinertlik gibi
ozelliklerinin yani sira 6nemli olarak dogal yara iyilestirici etkiye sahiptir. Bu
ozelligi yiizyillardir bilinmekte olup, halk arasinda yara kapatici ve kan durdurucu
olarak kullanilmasinin yami sira medikal firmalarca da ipek yara bantlari imal
edilerek haricen yara kapatici olarak kullanilmaktadir. Biyomalzeme olarak fibroin
3B iskele, lif, jel, film gibi farkli sekillerde ve farkli fiziksel 6zelliklerde
tiretilebilmektedir (Kundu, Rajkhowa, Kundu ve Wang, 2013).

1.1. Fibroinin Yapis1 ve Kimyasal Ozellikleri

Ipek fibroin, iki ana zincirden olusmaktadir. Bunlardan biri agir bir zincirdir ve
yaklagik 325 kDa’luk zincir agirligina sahiptir. Digeri ise tek bir distilfid kopriisii

ile baglanmis hafif zincirdir ve zincirin agirligr yaklagik 25 kDa’dur.

Gly-X sekansi, Bombyx Mori’den elde edilen ipek fibroinin agir zincirinin
sekansinin dikkat ¢ekici bir 6zelligidir (Lucas ve Shaw 1958; Zhou, Confalonieri,
Medina, Zivanovic, Esnault, Yang, Jacquet, Janin, Perasso, Li, 2000; Zhou,
Confalonieri, Jacquet, Perasso, Li ve Janin, 2001). Iki zincir, bir serisin kaplama ile
birbirine baglanmaktadir. Ipek fibroinin yapisi, kristal ve amorf bolgelerden
olugsmaktadir. Kristalin bdlge, serin ve tirozin amino asitleri ile birbirine baglanmis
glisin-alanin tekrarlarindan olusmaktadir (Kaplan, Adams, Farmer, Viney, 1994,
Kaplan, Mello, Arcidiacono, Fossey, Senecal, Muller, 1998; Altman vd., 2003;
Wanga vd., 2006).



Amorf bolge ise, aspartik asit gibi daha biiyilk amino asitlerden meydana
gelmektedir. Alanin-glisin tekrarlart antiparalel tabakanin-zincirin sekonder
yapisint olusturan kristalli alanlardir ve daha esnek amorf bolgelerin aralarina
serpistirilmistir. Bu yapisal konfigilirasyon, ipek fibroine esneklik oOzelligi ile
yiiksek mukavemeti i¢eren benzersiz mekanik 6zellikler kazandirmaktadir. Minoura

ve Tsukada, 1990; Paulsson, 1992, Tsukada vd., 1994; Gobin vd., 2005).

Ipek fibroin sahip oldugu yiiksek mukavemet (dogada bilinen en giiglii fiber olarak
4.8 GPa'a kadar) ve kayda deger sertlik ve elastikiyet oran1 (yaklasik % 35'e kadar)
ile milkkemmel bir kombinasyon saglamaktadir. Ornegin, lifli yapidaki ipeklerin
cekme mukavemeti, yiiksek mukavemete sahip Kevlar 49 gibi sentetik liflerinkiyle
karsilastirilabilir iken, esnekligi Kevlar 49'dan 4 ila 7 kat daha yiiksektir ve kivrik
yapidaki ipligi koparmak icin gereken enerji, 3 ila 4 kat daha yiiksektir. Fibroinin
olagantistii mekanik 6zelliklerine ek olarak, ipekler 250°C'ye kadar termal kararlilik
gostererek yapilarini koruyabilir ve genis bir sicaklik araliginda islem yapilmasina
imkan saglayabilmektedir (Winkler ve Kaplan, 1990; Kaplan vd., 1994; Kaplan vd.,
1998; Kaplan, 1998; Vollrath, 1999; Foo ve Kaplan, 2002; Rising ve Nimmervoll,
2005).

Malzemenin mekanik ozelliklerine ek olarak, cok yonli islenebilirlik ve ylizey
modifikasyonu segenekleri ile doku miihendisliginde hiicresel molekiiler yap1 ve
morfolojiyi kontrol etme yetene8i yapilan ¢alismalarda basar1 yiizdelerini

arttirmaktadir.

Cesitli bicimlerde sekillendirilebilme (filmler, lifler, aglar, membranlar, iplikler ve
stingerler) 6zelligiyle ipek fibroin, in vivo kok hiicre adezyonunu, proliferasyonunu
ve farklilagmasimi destekledigi ve doku rejenarasyonunu in vivo ortamlarda
destekledigi gozlenmistir.  Ozellikle, 3B ipek fibroin iskeleleri kullanarak kok
hiicre bazl1 doku miihendisligi, deri gibi bag dokularin yan1 sira kemik ve kikirdak
gibi iskelet dokularinin bir dizi miithendislik ¢aligmalariyla desteklenerek kullanimi
rejeneratif tip icin olduk¢a umut vaad edicidir (Langer ve Vacanti, 1993; Wanga
vd., 2006)



Ipek fibroin lifleri su, etanol, seyreltik asitler ve bazlar gibi cogu ¢oziiciide
coziinmezler, ancak formik asit, heksafluoroizopropanol (HFIP), kalsiyum nitrat
veya LiBr ¢ozeltilerinde ¢oziinmektedirler (Haider, Megeed ve Ghandehari, 2004;
Wanga vd., 2006)

Fibroinler 58 adet kalintili C-terminal dizisi icerir. Bu dizi amorf bolgeye
homologtur. Bu diziden tamamen farkli olarak bir de N- terminal dizisi mevcuttur
ve bu dizi de kristalin bdlgesine homolog pozisyondadir. Her bir kristal alan
GAGAGS hekzapeptidin tekrarlar ile baslayip ve GAAS tetrapeptid tekrarlar1 ile
sonlanmaktadir. Bu yapi1 ifadesi fibroin i¢in klasik olan Pauling-Corey modelini
giiclii bir sekilde desteklemektedir; burada Gly/Gly ve X/X kontaklarinin birbirini
izleyen katmanlarinda birbiri tizerine beta-tabakalar(beta-sheet) paketlenmistir. Her
bir kristalin alanda bulunan beta-tabakalari, fibroin yapisinin temelini olusturan

antiparalel zincirin olusumunu desteklemektedir (Zhou vd., 2001).

Pauling-Corey modeli i¢in Takahashi ve ark.(2001), beta-ipliklerini ve Dbeta-
tabakalarin1 paketlemenin dort yolunu test etmistir: Bir beta-tabakanin igindeki
bitisik seritler paralel veya antiparalel olabilir ve yan zincirleri ya hepsi ayn1 yonde
(polar mod) veya alternatif olarak Ala/Ser yan zincirleri ile yukari ve asagi
(antipolar mod) isaret edebilmektedir. Bu ifade ile Pauling-Corey modelinde
fibroinin zincir yapisinin kutuplu ve antiparalel oldugu gosterilmektedir. Fibroin
sekansinin sadece poli- (Ala-Gly) oldugu varsayilarak bir dizi 26 kirinim

yogunluguna en iyi uyumu saglamaktadir.

Antipolar beta-yapraklarin (tabakalarin) glisin amino asidine sahip olmadigi igin
paketlenmeleri Pauling-Corey modeline gore daha az diizenlidir Yapida bulunan
kristalli alan, birbirinin {izerine ya bir beta-levha ya da iki adet beta-tabaka ihtiva
etmektedir. Bu beta tabakalar yaklasik 200A boyutuna sahiptir ve 6 veya daha fazla
alt alan iceren GX1, GX2, GX5, GX7, GX8 ve GXI11 sekanslar1 icermektedir.
Beta-ipliklerinin ve beta-yapraklarinin polariteleri fibroinin bag kuvvetleri
acisindan olduk¢a onemlidir ve N-terminalden C-terminaline olan yonelimler ile
desteklenmektedir (Zhou vd., 2001).



Bir uzun zincirli ve kompleks protein yapisini, paralel beta-tabakalarina katlamak
icin kullanilan dogal bir yol, iki katmanli bir solenoid yap1 olusturmaktir. Ust ve alt
katman arasinda degisen ardisik beta-iplikcikleri ile katlanan polipeptit zinciri

tarafindan yapilan konformasyon, globiiler al-beta proteinlerinde yaygindir.

Ipek fibroin difraksiyonunda gozlemlenen ve tekrar eden iinitelerinin tek bir beta-
ipligi oldugu tesbit edilmistir. Bu yapida bulunan aminoasit dizilerinden, sadece
poli-(Ala—Gly) tek ipliklidir. Fibroin X-ray kirinim testine maruz kaldiginda, diisiik
acida poli-(Ala—Gly) birim hiicre tizerinde indekslenemeyen zayif yansimalara
sahiptir. Bu yansimalar bu zincirin uzantilarinda serinlerin varligina atfedilmektedir

(Richard ve Marsh, 1955; Lucas ve Shaw, 1958; Zhou vd., 2000; Zhou vd., 2001).

Fibroin molekiilleri hidrofobik alanlardan ve az miktarlarda pozitif ve negatif yiiklii
amino asitlerden olusur ve izoelektrik noktas: pl = 4,5 civarindadir. Bu nedenle SF
membran1 amfobiktir. Genel olarak proteinler suda ¢oziinmez ve amfoterdir. Bu
proteinler —fibroin ve serisin- hem asitlerle hem de bazlarla birleserek tuz
olusturmaktadirlar. Ham ipegin kimyasal bilesiminde %2 oraninda parafin(wax) de
bulunmaktadir. Ozellikle koza igerisindeki parafinin hidrofobik gorev aldig

diistiniilmektedir.

Ipek fibroin protein membrani amfoterik iyon degisimine uygundur. Bu iyon
degisimi ylizeylerinde bulunan zayif asidik ve zayif bazik gruplardan olusan
kimyasal baglar ile miimkiin olmaktadir. Ayrica membranin pozitif veya negatif
yiikii, fibroin soliisyonunun pH degerine baglidir. Fibroin ¢6zeltisinin pH'1 4,5'in
altinda oldugunda, pozitif yiiklii olan fibroin bulundugu ortamlardaki anyonlari
algilar. Boylece, fibroin kullanilarak modifiye edilmis tiim materyallerin

miikemmel iyon degisim 6zellikleri vardir.

Fibroin proteinin yapisinda bulunan polipeptit zincirleri ¢esitli konfiglirasyonlarda
bulunur. Bu konfigiirasyon deneysel olarak birgok lifli ve globiiler proteinin ve
sentetik  polipeptidlerin ana yapisal bir bileseni olarak gosterilmistir.
Konfiglirasyonda bulunan amid gruplarmin bazilari, C-C ve C-N tekli baglar
etrafinda belirli yonelimlere sinirlidir (Lucas ve Shaw, 1958; Zhou vd., 2000; Zhou
vd., 2001).



Polipeptit zincirinde bulunan bir diger konfigiirasyonda ise -C=0O- ve -N-H-
gruplar1 ardigik bigimde yerlesmislerdir. Ana zincirde —C-O- ve -N-H- gruplar1, bu
konfiglirasyon sarmallarinin karsit taraflarindan ¢ikinti yapar; onlarin yonelimi,
sarmalin eksenine neredeyse dikdir. Bu pozisyon, bitisik sarmallar arasinda yanal -
C=0--N-H- hidrojen baglarinin olusumu igin elverislidir. Bu sekilde birbirine
baglanmis bir sarmallar dizisi, iki tabaka yapisi olusturabilir. Paralel zincir ve
antiparalel zincir kivrimli tabakalar, bitisik sarmallarin paralel veya antiparalel bir
diizenine karsilik gelir, bu iki yapi orijinal olarak, muhtemelen -C-C- ve -C-N- tek
baglar1 etrafinda spesifik yonelimler gostermistir (Richard ve Marsh, 1955; Lucas
ve Shaw, 1958; Minoura ve Tsukada, 1990; Paulsson, 1992; Simmons ve Michal,
1996; Cooper, 2000; Zhou vd., 2000; Zhou vd., 2001; Bini, Knight ve Kaplan,
2004; Rising ve Nimmervoll, 2005; Vollrath, 2005).

Fibroin materyallerinin X 1511 altinda yapilan analizleri sonucunda ipek fibroinin
temel zincir yapisinin yani sira bu temel zincire antiparalel olan sanal bir protein
zincirinin (Sekil 1.1) varligi tesbit edilmistir. Bu zincirde de yine C-O-N atomlari
spesifik sekilde dizilmislerdir. Fibroinde bulunan bu antiparalel zincir amfoterik

ozelligin olusmasinin ana sebebidir.
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Sekil 1.1. Fibroinin yapisinda bulunan beta-tabakali antiparalel yapili polipeptit zincirleri
(Richard ve Marsh, 1955)




Ipek fibroinin polipeptit zincirinde bulunan aminoasitlerin dizilisi su sekildedir:
Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala-Ala-Gly-[Ser-Gly-(Ala-Gly)n]  sTyr.  Ancak
fibroinin yapisinda genel olarak Sekil 1.2°de oldugu gibi glisin-alanin bloklar1
olusur ve ana zincir bunlar tizerinden devam etmektedir. Ana polipeptidin dizilisi
ise, (Gly, Ser, Gly, Ala, Gly, Ala)n seklinde bir hekzapeptidin tekrar1 seklindedir.
Gozlenen bu 9’lu amino asit sekansi fibroine kristallik 6zelligi kazandirmaktadir

(Lotz ve Cesari, 1979; Sashina, Bochek, Novoselov ve Kirichenko, 2006).

Fibroinin Kimyasal Yapisi
H O H H O H
B | B |
/N\(L/Q\ /Ql\(j/l\\(lﬁ/Q\N/Ql\(ﬁ/
| S - | | | =" ||
CH; H O CHj H O
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Sekil 1.2. Fibroinin amino asit dizileriyle beraber genel kimyasal yapis1 (Lotz ve Cesari,
1979)

Ipek fibroinin ana bileseni glisindir. Tiim bilesenler ve bulunma oranlar1 Tablo
1.1.”de verilmigtir. Fibroinin yapisinda bulunan amino asit tiirlerinin temel kimyasal
yapilar1 da Sekil 1.3.’te gosterilmistir. Fibroinin yapisinda az miktarlarda bulunan
Tyr, Val, Arg ve Asp gibi aminoasitler ana peptit zincirinde biiyiik yan zincirler
olusturmaktadir. Bunlar yapinin yer yer kristal diizeninden sapmasina sebep
olmaktadir. (Lotz ve Cesari, 1979; Sashina, Bochek, Novoselov ve Kirichenko,
2006).



Tablo 1.1. Fibroinin protein yapisinda bulunan amino asit tirleri, yapida bulunma
yiizdeleri ve molekiil agirliklart (Richard ve Marsh, 1955)

AMINO ASIT BIiLESIiM % MOL
Toplam Agir zincir Hafif Zincir

Glisin 42,9 49,4 10,0
Alanin 30,0 29,8 16,9
Serin 12,2 11,3 7,9
Trosin 4,8 4,6 34
Valin 2,5 2,0 74
Aspartik Asit 1,9 0,65 15,4
Glutamik Asit 1,4 0,70 8,4
Treonin 0,92 0,45 2,8
Fenilalanin 0,67 0,39 2,7
Metiyonin 0,37 - 0,37
Isolésin 0,64 0,14 73
Lésin 0,55 0,09 7,2
Prolin 0,45 0,31 3,0
Arginin 0,51 0,18 3,8
Histidin 0,19 0,09 1,6
Lisin 0,38 0,06 15

Ipek liflerin supramolekiiler yapismin elemanlari, 6,5 A’a kadar genislige sahip
olan makrofibrillerdir. Helezonik olarak paketlenmis nanofibriller 170 nm
capindadir (Sashina vd., 2006). Nanofibriller, ipek fibroinlere artirilmis mukavemet
kazandirmakta 6nemli bir rol oynamaktadir. Ipek fibroinin molekiil agirligi 370000
Da'ya ulasir; fibroin makro zincir uzunlugu, 150 nm; ve makro halka ¢api, 0,45
nm’dir (Tsukada, Gotoh ve Minoura, 1990; Gotoh, Niimi, Hayakawa ve Miyashita,
2004; Sashina, 2006). Fibroin i¢indeki polar karboksi ve amino gruplari ayrica,
dipol etkilesimlerinde ve proton transferi durumunda da elektrostatik etkilesimlerde
rol oynayabilmektedir. Fibroindeki asit ve baz gruplarmin igerigi diisiik
oldugundan, sekonder yapinin olusumunda elektrostatik faktor belirleyici degildir;
bununla birlikte, fibroin ¢éziinmesinde bu durum belirleyici olabilmektedir (Dill,
1990).
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Sekil 1.3. Fibroinin yapisinda bulunan amino asit tiirlerinin temel kimyasal yapilari
(Sashina vd., 2006)

Tsukada ve ark. (1994), X-isim1 sacilma verilerinden hesaplanan protein
zincirlerinin  ¢esitli uyumlar1 i¢in interatomik mesafeleri ve bag acilarmi
bildirmislerdir. En enerjik olarak uygun model, alanin-glisin bloklarinin (AlaGly)
iki molekiil i¢i ve bir molekiiller arasi hidrojen bagi olusturdugu makro zincirlerin
antiparalel diizenlemesi ile ve (AlaGly) 2-SerGly fragmanlarinin olugmasidir.
Ayrica li¢ tane igyapida ve bir de molekiiller arasi hidrojen baglari (Tablo 1.2.)
bulunmaktadir (Sashina vd., 2006).

Tablo 1.2. Fibroinde interatomik mesafeler, hidrojen baglari, yapisal model ve kristalin
alanlar (Sashina vd., 2006)

Fibroinin Yapisal Molekiiller Aras1 Hidrojen Baglari Molekiil ici Hidrojen Baglar:
Modeli
Bag Atomlar | Aa1 Bag Atomlar | Aa
arasi derecesi arasi derecesi
Mesafe Mesafe
Ala-Gly N(Ala)..O(Gly) | 2,87 77,7 N(Gly)..O(Ala) | 3,02 123,7
N(Ala)..O(Ala) | 2,84 83,6
(Ala-Gly)2-Ser- N(Ala)..O(Gly) | 2,98 76,9 N(Gly)..O(Ala) | 3,13 125,6
Gly
N(Ala)..O(Ala) | 2,88 86,4
O(Ser)..O(Ala) | 2,65 88,5

Fibroinin izoelektrik noktasi, ¢6zelti hazirlama kosullarina bagli olarak pH 3,6-5,2
araliginda degisirmektedir (Tsukada vd., 1990; Altman, Diaz, Jakuba ve ark., 2003,;
Gotoh, Niimi, Hayakawa ve Miyashita, 2004; Sashina vd., 2006).



Makromolekiiller paralel veya antiparalel modda diizenlenir, katlanmis bir
tabaka(alfa) olusturmaktadir. ipek fibroin antiparalel beta-tabakalar yiiz yiize, arka
arkaya pozisyonunda paketlenmektedir. (Sekil 1.4.) Makromolekiillerin hidrofobik
parcalar1 i¢in bu yapt en disik enerjiye sahip oldugu i¢in en kararli yapiyi

saglamaktadir (Lazo ve Downing, 1999; Dwyer, 1999).

?Q‘.ﬁi‘:::ii ) @ ©) ~ .ofi“:; '

Sekil 1.4. a. Fibroinin makromolekiiler protein yapisinda bulunan alfa-helix yapilarin
gosterimi b, Fibroinin makromolekiiler protein yapisinda bulunan beta-
katman(beta-sheet) yapilar1 (Sashina vd., 2006)

Fibroin, konsantre sulu cozeltilerde (fosforik, formik, siilfiirik, hidroklorik) ve
konsantre edilmis sulu, organik ve sulu-tuz ¢ozeltilerinde ¢oziilmektedir: [LiCNS,

LiBr, CaCly, Ca(CNS)2, ZnClz, NH4CNS, CuSO4", NH4OH, Ca(NOs)].

Sulu tuz sistemlerinin ¢oziinebilirligi tuz konsantrasyonuna baghdir ve asagidaki
sirayla artar: anyonlar igin, siilfat < sitrat < tartrat < asetat < klorid < nitrit < bromiir
< iyodiir < tiyosiyanat < dikloroasetat; katyonlar igin, Cao" < Sr2" < Baz" < Li* <

Zn*. Baz1 tek bilesenli organik ¢oziiciilerde (heksafluoroizopropanol,
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heksafluoroaseton), fibroin sadece on aktivasyonundan sonra ¢dziilebilmektedir.
Fibroin aktivasyonu, proteinin bir sulu tuz ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilmesinden sonra
¢ozeltinin diyalizinden ve polimerin kuru ¢dzelti ile sulu ¢ozeltiden bir film olarak

geri kazanilmasindan olusmaktadir.

Yiiksek ¢oziilebilirlik lityum halojeniirlerin organik ¢oziiciileri dimetilasetamid
(DMAA) ve dimetilformamid (DMF) olarak adlandirilir. Kompleks bir ¢oziicliniin
onemli bir 6zelligi, fibroin makromolekiillerinin elektrofilik merkezlerine (hidroksi,
amid, amino gruplar1) saldiran anyonun niikleofilik olmasidir. Protonsuz
coziiclilerde anyonlar ¢6ziilmez; bu nedenle niikleofilik o6zellikleri sulu
cozeltilerden bile daha yiiksek olabilmektedir. Organik tuz c¢ozeltilerinin
¢ozilinebilirligi, bir anyona bagl olarak asagidaki sirayla azalir: Cl > Br > SCN.
Anyonun niikleofilikliginde azalma ile korelasyon gostermektedir. Sulu
cozeltilerde, bu egilim terstir, c¢linkii su molekiilleri, fibroin elektrofilik
merkezleriyle rekabet eder ve daha niikleofilik anyonlar, suyla, polimerden daha

giiclii bir sekilde etkilesmektedir.

Organik coziiciiler icinde tiyosiyanatlarin ¢ozeltileri, sulu bir LiSCN ¢odzeltisinin
polimeri kolaylikla ¢6zdiigii halde, verimsiz oldugunu kanitlamistir. Katyonlarin
aktivitesi i¢in, sulu ve organik sistemler de bu agidan farklidir. ZnClz'nin sulu
¢ozeltileri en etkili ¢oziiciilerdir, oysa DMAA, DMF ve N-metil-2pirolidon igindeki
ZnCly c¢ozeltilerinde, fibroin nispeten seyreltik c¢ozeltiler (agirlikga %1-2)

olusturmak icin sadece 155 °C'de ¢oziilmektedir.

Cesitli sistemlerde fibroin ¢oziinmesinin spesifik 6zellikleri, molekiiler yapist ile
iliskilidir. Yogunlastirilmis asit ¢ozeltilerinde, fibroin makromolekiilleri gii¢lii bir
iyon-iyon etkilesimi sayesinde ¢6ziiliir, bu da polimerin amino ve amid gruplarinin
protonlanmasiyla miimkiin olmaktadir. Tuz sistemlerinde ¢o6ziinme, ¢oziicli
iyonlarinin fibroin makromolekiillerin fonksiyonel gruplari ile etkilesmesinden

kaynaklanir.

DMAA, LiCl sisteminde seliillozun c¢oziinmesi ile benzer sekilde, anyonun
niikleofilik saldirisinin sonucu olarak fibroin yapisindaki molekiiller arasi ve
molekiiller aras1 hidrojen baglarinin koptugu varsayilabilmektedir. Solvent iyonlari,

11



polar ve vyiikli fibroin zincirlerinden olusan gruplarla etkilesime girerek,
makromolekiiller arasindaki hidrojen baglarim1 koparmaktadir (Parker, 1969;
Dawsey ve McCormic, 1990; Dwyer, 1999; Ohgo, Zhao, Kobayashi ve Asakura,
2003; Sashina vd., 2006).

LiCl, LiBr, NaSCN ve KSCN'nin sulu ve sulu-organik ¢ozeltileri, agirlik¢a % 20
fibroine kadar ¢oziiliir; Karisimlarin ¢oziinebilirligi ¢6ziicii icindeki suyun nispi
iceriginde bir azalma saglanmasi ile artmaktadir (Matsumoto ve Uejima, 1949).
Soliisyonlarin igsel viskozitesi, karisimlarin su muhtevasi ile ters orantilidir ve
30°C'de 0,3 — 0,7 dl g'dir. Huggins sabiti kH, 0,5-1°dir, minimum %10 su
iceriginde gozlenmektedir. Bu nedenle, sulu ve susuz cozeltilerdeki iyonlarin
¢oziinmesindeki farkliliklar nedeniyle, fibroin ¢ozeltilerinin 6zellikleri, su:organik
¢Oziicii orani ile farklilasmaktadir. Fibroinin sulu c¢ozeltilerinin molekiiler

karakteristik 6zellikleri Tablo 1.3.’te bulunmaktadir (Sashina vd., 2006).

Tablo 1.3. Fibroinin sulu ¢ézeltilerinin molekiiler karakteristik ozellikleri (Sashina vd.,

2006)
) Diyaliz sonrasi
Ozellik Akuajenik Fibroin
Cozeltisi

Molekiiler Kiitle, Da 188 000
Hidrodinamik Uzunluk, L, A 8 563
Dénme Yarigapy, R, A 81,5
Enine Kesit Yaricapi, Rc, A 43,0
Kalici1 Uzunluk, a*, A 37,3
Hacim, Vx106, A3 2,3
Enine Kesit Alan, A, A2 7,9

Coziicii ile etkilesim, mutlaka fibroin makromolekiillerin ve bunlarin ikincil
yapisinin konformasyonunda bir degisiklige yol agmaktadir. Polar olmayan

coziiciiler, fibroinin hidrofobik fragmanlarini ¢6zmektedir.
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Sonug¢ olarak, amid, hidroksi ve diger polar gruplar, H baglar1 vasitasiyla

birbirleriyle etkilesir ve boylece alfa-helix sarmal yapisini sabitlemektedir.

Polar solventlerde, mevcut H baglar1 kirilir ve bu da alfa yapisina gegisi tesvik eder;
islemde, makromolekiiller ayni diizlemde diizenlenir, bitisik makromolekiillerin
hidrofobik gruplari, diizlemler i¢inde birbirleriyle etkilesirler ve makromolekiil
diizleminin digindaki polar gruplar, i¢c ve molekiiller aras1 H baglan

olusturmaktadir.

Cozeltilerdeki fibroin makromolekiillerin konformasyonel durumu, c¢oziiciiye
baghdir. Cozeltideki fibroin makromolekiilleri, suludan organik coziiciilere dogru
gittikge artmaktadir. Sulu tuz sistemlerinde, makromolekiiller ¢ogunlukla rastgele
globiiller seklinde bulunur ve diizensiz bir ikincil yap1 gézlemlenmektedir. Bir veya
bagka bir fibroin yapisinin prevalansi(orani) belirli bir organik ¢6ziiciiye baglidir.
N-Metilmorfolin, N-oksit, lifler ve filmler halinde fibroin islenmesi i¢in bir
teknolojinin gelistirilmesinde oldukca iimit vaat etmektedir, bdylece tuz iceren sulu,
sulu-organik ve organik ¢oziiciilerle gerekli olan tuz giderme asamasi, ortadan
kaldirmaktadir (Matsumoto ve Uejima, 1949; lizuka, 1966; Parker, 1969; Dawsey
ve McCormick, 1990; Dwyer, 1999; Altman vd., 2003; Sashina vd., 2006).

1.1.2. Fibroinin Bombyx Mori ipek Boceginden Elde Edilis Yontemleri

En ¢ok calisilan ipek tiirleri, ipekbocegi Bombyx Mori ve oriimcek NepHila
Clavipe'lerinden elde edilen ipek kozalaridir. Ipekbdcegi kozasi, fibroin olarak
adlandirilan lifli bir protein igermektedir. Ipek lifleri esas olarak iki protein
seklinde, serisin ve fibroinden meydana gelmektedir. Ayni zamanda az miktarda
diger amino asit kalintilart ve gesitli safsizliklar da icermektedir: yaglar, mumlar,

boyalar ve mineral tuzlar1 (Wanga vd., 2006).

Koza tiiriine bagli olarak, fibroin igerigi % 66,5-73,5 ve serisin igerigi % 26,5-33,5
oranlarinda degismektedir. Hem agir hem de hafif iplik ¢ekirdeklerini ve fibroin
liflerini ¢evreleyen serisinler, tutkal benzeri proteinleri bir araya getiren zincirlerdir.
Serisinler fibroin fiberleri arasina yerleserek ipek kozasinin biitlinligiini

korumaktadir.
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Ipek fibroin, evcillestirilmis ipekbocegi Bombyx mori tarafindan sentezlenen bir
proteindir ve biyouyumluluk, biyo-bozunabilirlik ve minimum enflamatuar
ozelliklerinden dolayr umut veren bir biyomateryal olarak ¢alisilmistir (Bhardwaj
ve Kundu, 2011). Fibroinleri kullanmadan once etraflarindaki serisin kaplamasinin
cikarilmasi, ipek fibroinin doku miihendisliginde trombojenik ve enflamatuar

yanitlarin1 ortadan kaldirmaktadir (Gobin, 2005).

1.1.3. Fibroinin Doku Miihendisliginde Kullamim Alanlari

Doku miihendisliginde, hiicrelerin birbirlerine baglanmasi neo doku olusumunu
desteklemesi ve yeni doku biiyiimesi ile karsilastirilabilir bir oranda bozunmak i¢in
yeterli mekanik stabilite amaciyla ii¢ boyutlu gézenekli matrisler kullanilmaktadir.
Ayrica hiicre migrasyonu ve genlesmesine yeterli bir firsat saglamak icin
gozeneklilik olduk¢a Onemlidir. Iskelelerin mekanik o6zellikleri aym zamanda
istenen doku onarim sahasindaki gereksinimleri de karsilamalidir. Bu tasarim
gereksinimlerinin bir kismim1 karsilayan polimerlerdeki goézenekli {i¢ boyutlu
yapilarin iiretilmesi igin bir takim metotlar Sekil 1.5te bildirilmistir (Ishaug, Crane,
Miller, Yasko ve Yaszemski, 1997; Agrawal ve Ray, 2001; Nazarov, Jin ve Kaplan,
2004). Ozellikle, kemik dokusu rejenerasyonu icin diisiiniildiigiinde mekanik

dayanim, iskele uygulamasinda énemli bir rol oynamaktadir.

Kemigin in vivo ortaminda siklikla mekanik kompresyona maruz kalma bulunur; bu
nedenle, yeterli bir gézeneklilik ve biyouyumluluk saglarken, bir iskele bu kuvvete
dayanacak sekilde tasarlanmalidir. Kemik iskeleleri i¢in birgok polimer
diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, bozunabilirlik, kontrol edilebilir gbézeneklilik,
dokunun biiylimesi veya biyobozunmayla beraber rejenerasyon(yerine koyma-
degistirme), biyouyumluluk ve gozenekli matrislere islenebilirlik sirasinda uzun
sire stabilite kombinasyonu ¢ogu polimerin kullanimini smirlandirmaktadir.
Ipekler, geleneksel olarak tekstilde iplik malzemesi olarak ve binlerce yildir
biyomedikal ihtiyaclar i¢in ameliyat ipligi seklinde kullanilmis olan ipekbocegi
Bombyx mori tarafindan tiretilen dogal liflerdir (Nazarov vd., 2004).
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Son zamanlarda, genis bir biyomedikal ¢esitliligi icin ipekler arastirildiginda
osteoblast ve fibroblast hiicre destek matrisleri ve ligament doku miihendisligi dahil
olmak tizere olduk¢a genis uygulama alani bulmaktadir.  Fibroin, mekanik
ozelliklerde bilinen en giiclii dogal elyaflar1 ve diger dogal polimerlere oranla
yiiksek performansh sentetik lifleri temsil etmektedir. Kontrollii salim ilag salinim
sistemleri de ipek fibroin membranlar i¢in bir uygulama alamidir. Ila¢ salinim

sistemlerinde fibroinin amfoterik 6zelliginden yararlanilarak sistem kurulmaktadir.

Doku miihendisliginde genel olarak fibroinler, baska bir biyobozunur polimer ile
kompozit halinde kullanilmaktadir. Fibroin tabanli kompozit iskelelerde, fibroin
oran1 toplam kiitle icerisinde arttirildiginda iskelenin mekanik mukavemeti
artmaktadir. Kompozitlenmis iskeleler, saf ipek fibroine kiyasla daha yiiksek
gozenek boyutlarina sahiptir. Ancak fibroin orani azaltildiginda basing dayanimi ve
modiiliiniin kademeli olarak azaldig: tesbit edilmistir (Cunniff, Fossey, Auerbach,
Song, 1993; Nazarov vd., 2004; Bhardwaj ve Kundu, 2011).

Doku miihendisliginde fibroin iskeleler, ekstraseliiler matrikse (ECM) destek ve
giic saglayarak, homeostaziyi koruyarak ve doku gelisimi ve rejenerasyonunu
yonlendirerek dogal dokularda 6nemli bir rol oynamaktadir. Doku rejenerasyonu
icin kullanilacak bir biyomateryal, ECM o&zelliklerinin g¢ogunu taklit etmesi

gerektirmektedir.

Sivilarin fibroin tlizerinde serbestce yayilmasi yetenegi hiicre-besin atiklarinin ve
besin maddelerinin tasinmasina olanak sagladigindan, depolama hem dogal
dokularda hem de biyomalzemelerde 6nemli bir faktordiir. Buna ek olarak, sivinin
depolanmasi biiylime faktorlerinin depolanmasina yardimci olur ve dokunun
sikistirict 6zelliklerini saglamaktadir (Hubbell, 2003; Kleinman, Philp ve Hoffman,
2003; Rosso, Giordano ve Barbarisi, 2004; Gobin vd., 2005).
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Sekil 1.5. Fibroinden 3 farkli yontem ile doku iskelesi hazirlanmasi (Nazarov vd., 2004)

Genel olarak yapilan islemler sonucunda ipek fibroin konsantrasyonu ne kadar
yiikksek olursa gozenekler o kadar az oldugu belirtilmistir. NaCl ile porojen
arindirma yonteminde elde edilen iskelelerin gozenek boyutunun, dondurarak
kurutma yontemiyle elde edilen iskelelere gore daha biiyiik oldugu gozlemlenmistir

(Nazarov vd., 2004).
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2. FiBROININ pH DEGiSIMLERINE TEPKIiSi

Fibroinin yapisinda bulunan antiparalel zincirlerden dolayr amfoterik o6zellikler

gostermektedir. Bu 6zelligi ile pH degisimlerine spesifik tepkiler vermektedir.

2.1. Fibroinin Protein Yapisinda Meydana Gelen Olusumlar ve Fibroinin

Amfoterik Ozelliginin Etkinligi

Bir fibroin membranin izoelektrik noktasi, pH 4,5 civarindadir. pH 4,5'in altinda bir
anyon degistirici olarak calisir ve pH 4,5 iizerinde oldugunda ise bir katyon

degistirici olarak gorev almaktadir (Chen, Minoura ve Tanioka, 1994).

Chen ve ark.(1994)’nin yaptig1 bir ¢alismada Tablo 2.1°de belirtilen 5FU, V¢, Res,
SPS, BTAC adli pH etkileyici kimyasallar ile ipek fibroin muamele edilmis ve

fibroinin amfoterik 6zelligiyle bu pH degisimlerine tepkileri incelenmistir.

Tablo 2.1. Fibroinin pH degimi i¢in hazirlanan deney kosullart ve malzemeler (Chen vd.,

1994)
pH Etkileyici U.V. Dalga 3
Kimyasallar Mw Boyu H(10™M
5FU: C4H3FN202 130,08 266 6
265
Vc: CsHs06 176,13 3,7
250(pH:3)
Res: CeHa(OH)2 110,11 273 6,4
SPS: HOCsH4SO3Na 196,19 230 58
BTAC:
CoHsCH2N(CHza)sCl 185,70 208 6

BTAC, sulu ¢ozelti i¢inde katyonik oldugundan, BTACnin gecirgenlik katsayisi,
artan pH ile artmistir. Bu artig, katyonik penetranlar ve membranda sabitlenmis

negatif yiiklii gruplar arasindaki elektrostatik etkilesime atfedilebilmektedir.
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Ek olarak, izoelektrik noktada (yaklasik pH 4,5), membran nétr hale gelir ve
membran {izerindeki sabit yiikiin, gecirgenlik iizerinde higbir etkisi yoktur. SPS
anyonun molekiiler biiylikliigli, BTAC katyonununkiyle neredeyse ayni seviyededir
(Chen vd., 1994).

Izoelektrik noktada SPS ve BTAC katsayilar1 hemen hemen aymdir. SFU'nun
gecirgenlik katsayis1 pH 7'min altindaki pH'a bagli degildir, pH 7'nin {izerinde ise
gecirgenlik katsayisi azalmistir. Bu islem ile fibroinin izoelektrik noktasinin

etkilemedigi gozlenmistir.

5FU'luk gecirgenlik katsayisi, ancak pH 9'daki gegirgenlik, pH 6'daki bir faktoriin
1/25'1 kadar azaltilmistir. SFU'nun pH titrasyon deneyleri; ayrisma sabiti pK 8
civarindadir. Bu, SFU'nun, pH 7'nin {izerinde bir anyon olarak varoldugu anlamina

gelmektedir.

C vitamininin bir anyon (pKal = 4,25) oldugu bilinmektedir. C vitamininin
gegirgenlik katsayis1 aniden pH 4'{in tizerine diigsmiistiir. Bu diisiisiin nedeni ise ipek
fibroin membraninin amfoterik iyon degistirebilirlik 6zelligi nedeniyle, ipek fibroin
membraninin farmasotiklere gecirgenliginin, harici ¢o6zeltinin pH degerinin

degistirilmesiyle diizenlenebilecegi sonucuna varilmistir (Chen vd., 1994).

Sulu ipek fibroin soliisyonunun, azalan pH (asidik durum) ile arttig1 goriilmustiir.
Viskozite, pH 4 ve 6 arasinda hizla degismistir. Sulu ipek fibroin g¢ozeltisinin
viskozitesi, pH 3'te yaklasik 1.4x10%(cps)’dir. pH < 4,5 cozeltilerinde elektrot
pozitif yiikliidiir. ipek fibroin protein membran1 amfoterik iyon degisimine oldukca
uygundur. Fibroin membranin su ile etkilesimi sonucu meydana gelen pH degerleri
grafigi Sekil 2.1°de verilmistir. Bu membran zayif asidik ve zayif bazik gruplardan

olugmaktadir. Membranin pozitif veya negatif yiikii, pH degerine baghdir.
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Sekil 2.1. Fibroin membranin su ile etkilesimi sonucu meydana gelen pH degerleri grafigi
(Chenvd., 1994)

Zar ile ayrilan sulu KCI ¢ozeltisi arasinda iiretilen potansiyel, membrandaki sabit
yiikk grubundan etkilenmektedir. Izoelektrik nokta, sulu KCl ¢ozeltisinin pH'sinin
bir fonksiyonu (Sekil 2.2) olarak membran potansiyelinden belirlenmektedir.
Izoelektrik nokta yaklasik olarak pH 4,5'dir. Bu, membranin pH 4,5'in altinda bir
anyon degistirici ve pH 4,5 {lizerinde bir katyon degistirici olabilecegini
diisiindirmektedir. Cozeltt pH'1 4,5'in tizerinde oldugunda, negatif yiiklii olan

fibroin modifiye elektrot, katyonlar: tespit etmek i¢in kullanilabilmektedir.
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Sekil 2.2. Fibroin membranin 0,01 M KCIl ve HCI ile titrasyonu neticesinde meydana
gelen pH degisim grafigi (Chen vd., 1994)
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Cozelti pH' 4,5'in altinda oldugunda, pozitif yiikli olan fibroin modifiye edilmis
elektrot, anyonlar1 algilamaktadir. Boylece, fibroin modifiye edilmis elektrotun
milkemmel iyon degisimi 6zellikleri vardir. Analitik uygulamada yiiksek segicilige
sahiptir ve enterferansa karsit dayaniklidir. Fibroin elektrodu, in-vivo biyoanalizde
ndrotransmitterleri segici olarak tespit etmek igin kullanilmistir. Ipek fibroin
elektrotunun iyon degisimi o6zellikleri, analitik ve biyoanalitik kimyada ¢ok fazla
potansiyele sahip oldugu anlamina gelmektedir (Chen vd., 1994). Terry ve
ark.(2004) yaptiklar1 bir ¢alismada hazirladiklar1 ipek fibroin soliisyonun belirli
stirelerde (yaklasik 5 dk) buhara maruz kaldiginda pH dengesine ve son pH'a (2

veya 11) ulagsmasi igin ¢esitli islemler yapilmistir.

E (mV)

1. 35 .40 4. 45 4. 50 .55 4.60 4.65

pH

Sekil 2.3. Fibroin membranin pH potansiyel grafigi (Chen vd., 1994)

pH'taki azalma, ipek fibroin yapisinin homojen olarak jellesmesi igin yeterli
olustur. Jel olusumu, sabit gerilme ve frekansta dinamik modiilleri 6lgerek pH'n bir
fonksiyonu olarak izlenebilmistir. Sirasiyla asetik asit (pH-2) ve amonyak (pH-11)
ile pH diistirilmiis ve yiikseltilmistir. Bombyx mori ipek fibroindeki temel yapisal
protein olan H-zinciri fibroin, olduk¢a diisiik tahmin edilen bir pl noktas1 (4,2) ve
asidik yan zincirlerle amino asitlerin ilging bir dagilimina sahiptir. Oldukca
hidrofilik N-terminali, bu bdlgedeki temel degerleri fazlasiyla asan yiiksek bir

asidik yan zincir yogunlugu icermektedir.
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Molekiiliin merkez bolgesinde, asitli amino asit gruplar1 sadece uzun hidrofobik
bloklar arasinda yer alan kisa hidrofilik ara parcalarin her birinde goriilmektedir. Bu
ara parcalarin sadece ilk ve sonlar1 da pozitif yiikli amino asitler icermektedir.
Boylece, notr pH'larin yakininda, protein-protein etkilesimlerine giiglii bir itici

bilesen saglayarak negatif yiikler agir basmaktadir.

pH'm disiiriilmesi, asidik gruplarin iyonizasyonunu, mevcut oldugu diisiiniilen sivi
kristalin durumunun korunmasindan sorumlu olan itici ve c¢ekici kuvvetlerin
dengesini bozmaktadir. Bu, hidrofobik bloklarin, jelin baslangicta stabilize olmasi,
onerilen hidrofobik etkilesimler {iretmek igin birbirine yaklagmasina izin

vermektedir.

Belirli prosediirlerle elde edilen fibroin jeli aside daha uzun siire maruz kaldikca,
hidrofobik bloklarin kisimlariin giderek, i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglari ve
dolayisiyla jel tabakasini daha gii¢lii bir sekilde stabilize eden alfa-tabaka formunu
olusturdugu yerlerde denatiirasyon meydana gelmektedir. Ayrica, pH degisikligi
katyonlarin, proteinlerin agregasyonu ve ikincil yapisal gegisleri tizerindeki bilinen
etkilerini de modiile edebilmektedir (Vollrath ve Knight, 2001; Terry, Knigh,,
Porter ve Vollrath, 2004).

pH'm, Bombyx mori ipekbocegi fibroinin reolojisi tizerinde belirgin bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. pH'in diisiiriilmesi, aside maruz kalmanin nispeten kisa
olmasi durumunda tekrar pH ytikseltilerek tersine cevrilebilen bir jelin olusumunu
indiiklemektedir. Jel, fibroin molekiiliiniin iki bolgesinde negatif yiiklerin
bastirilmasi, komsu molekiillerin daha yakin bir yaklasimina izin verilmesi ve
boylece hidrofobik etkilesimlerin olusumu ve daha sonra molekiiller arasindaki
hidrojen baglarinin bir sonucu olarak olusturulabilmektedir. pH kontroliiniin,
fibroin iskelelerin {iretimi asamasinda olduk¢a Onemli oldugu belirlenmistir

(Vollrath ve Knight, 2001; Terry, Knigh,, Porter ve Vollrath, 2004).
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3. FIBROININ SICAKLIK DEGiSiIiMLERINE TEPKiSi

Fibroinler supramolekiiler kompleks bir protein yapisindadir. Proteinler ise bag
kuvvetlerinin  giiglerine bagli olarak belirli seviye sicakliklarda degrede
olabilmektedir. Degrede olmaya baslayan protein yapisiyla birlikte fibroinlerin
standart yapilarinda da degisiklikler meydana gelmektedir. Meydana gelen bu
degisiklikler fibroinlerin her alanda 6zellikle doku miihendisliginde tek basina veya

diger polimerlerle kompozit olarak kullanimini etkilemektedir.

3.1. Fibroinin Protein Yapisinda Meydana Gelen Farkhihiklar ve Doku Iskelesi
Uretimi Uzerindeki Etkileri

Yeo ve ark.(2003) ve Hino ve ark.(2003), yaklasik 85 ve 120 °C sicaklikta
puskiirtmeli kurutma sistemi ile olusturulan fibroin mikrokiirelerin genel
konformasyon yapisi incelemesinde sirasiyla Beta-tabakalarin konformasyonlarinin
degistirebildigini bildirmislerdir. Suda c¢oziinmeyen fibroin mikrokiireleri elde
etmek i¢in metanol islemi gergeklestirilmistir. IF mikrokiirelerin  FTIR
spektrumunda metanol muamelesi sonrasi Peta-tabakalarin karakteristik bantlarini
arttirdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak bu ¢alisma, konformasyonun rastgele
bobin i¢inden Peta-tabaka formunun degistigini kismen gostermistir (Srisuwan,
Srihanam ve Baimark, 2009).

Cams1 gecis sicakligi, ipek fibroin matrisi i¢indeki gozeneklerin olusumunda
olduk¢a onemlidir. Sulu bir ¢ozelti i¢indeki ipek fibroinin camsi gegis bolgesi -20
ile -34 °C arasindadir.. Camsi gegisinin tizerindeki donma sicakligi ne kadar yiiksek
olursa buzun olusmasi ve biiyiimesi o kadar uzun siirmektedir. Bu nedenle, buz
parcaciklarinin gozeneklerin biiylikliigli iizerinde daha biiyiik bir etkisi olacaktir

(Nazarov vd., 2004).

Dondurma siiresi ne kadar uzun olursa gozenekler o kadar biiyiimektedir. Sicaklik,
camst gecis bolgesinin altinda oldugunda, gozenek boyutu artik sicakliga baglh
degildir. Sicakligin -80 °C'ye diisiiriildiigii zaman, gdzenek caplarinin 15 pum’ye
distiigiinii  (Tablo 3.1) ve ipek fibroinin kiiclik agregalar olusturdugunu
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gostermektedir. Donma sicakligi arttikca, gozenek c¢ap1 artmaktadir. Buz
parcaciklarinin biiyiikliigii biiyiime hizina ve zamanina baghdir (Cunniff, Fossey,
Auerbach, Song, 1993; Ishaug, Crane, Miller, Yasko ve Yaszemski, 1997; Agrawal
ve Ray, 2001; Hubbell, 2003; Nazarov vd., 2004).

Tablo 3.1 Fibroin iskelenin gézenek boyutu ol¢iimleri (Nazarov vd., 2004)

Metot Ornekler Gozenek boyutu(pm)
Porojen Arindirma NaCl/Fibroin 155+ 114
Dondurarak Kurutma ( -20°C’de 4 Fibroin 50+ 20

saat)

Don)durarak Kurutma (-20°C’de 1 Fibroin 15+7

saat

Camsi gecis sicakligr lizerinde, ¢ozelti makro gbdzenekli bir yapi olusturan buz
kristallerinin yavas biiyiimesine neden oldugu stabil bir bolgede bulunmaktadir.
Cams1 gecis sicakligl bolgesinin altinda, hizli dondurma islemi, buz kristallerinin
bliylime siiresini kisaltir, bu da biiyiik buz parcaciklarinin biiyiimesini zorlastirir,
dolayisiyla mikro gozenekli birbirine bagl yapilarin olustugu dengesiz bir bolgeye
neden olmaktadir (Cunniff, Fossey, Auerbach, Song, 1993; Ishaug, Crane, Miller,
Yasko ve Yaszemski, 1997; Agrawal ve Ray, 2001; Hubbell, 2003; Nazarov vd.,
2004).

Dondurarak kurutma ile hazirlanan iskeleler, incelenen degiskenlere bakilmaksizin
% 99'luk gozenekliliklere neden olmustur. Tuz lingi:porojen arindirma (porojen
maddeyi degistirerek) ve gaz kopiirtme yontemi sonucunda, gézenekler 84 pm’dir.
Dondurarak kurutulmus iskelelerin yapisi, kopiik benzeri ve cok gozeneklidir
(Nazarov vd., 2004).

Yiiksek oranda 3B gozenekli aglar olusturmak i¢in kullanilan baska bir yol da,
kriyotropik jellesme veya Kriyojenizasyon olarak bilinen diisiik sicaklikli jellestirme
teknigidir. Bu yontem Lozinsky ve calisma arkadaslarinin 6ncii ¢aligmalarindan bu
yana, bir yliksek sicaklik ve siiper hizli tepki veren makro gozenekli jeller

(kriyojeller) tiretmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir kriyolasyon teknigidir.

23



Bu teknikle, polimerizasyon ve/veya c¢apraz baglanma reaksiyonlari

gerceklestirilmektedir.

Kimyasal bir capraz baglayici igeren sulu polimer c¢ozeltisinin dondurulmasi
sirasinda, polimer zincirleri ve capraz baglayict molekiilleri, buz kristalleri
arasindaki sivi kanallar i¢indeki buz konsantratindan disar1 atilir, bdylece ¢apraz
baglanma reaksiyonlar1 sadece bu donmamais bolgeler iginde ilerlemektedir. Capraz
baglandiktan ve buz ¢oziildiikten sonra, mikro yapisi olugsan buzun negatif kopyasi
olan makro gozenekli bir malzeme {iretilmektedir (Cunniff, Fossey, Auerbach,
Song, 1993; Ishaug, Crane, Miller, Yasko ve Yaszemski, 1997; Ishaug-Riley,
Crane-Kruger, Yazemski ve Mikos, 1998; Agrawal ve Ray, 2001; Hubbell, 2003;
Yeo, Lee, Lee ve Kim, 2003; Hino, Tanimoto ve Shimabayashi, 2003; Nazarov
vd., 2004).

Faz ayirma teknigi ile hazirlanan mekanik olarak zayif makro goézenekli jellerin
aksine kriyojenler ¢ok serttir ve kalict deformasyon veya kirilma olmaksizin ¢ok
bliylik suslara dayanmaktadir. Bu teknik ile % 90 gozeneklilik ve sikistirma sonrast
yiiksek mekanik stabilite gdsteren makro gozenekli fibroin kriyojenler iiretilmistir.
Zayif ve kirilgan fibroin hidrojellerinin aksine, kriyojellerin i¢inde su bulundugu
kriyojenler catlak olusmadan yaklasik % 100 susa kadar sikistirilabilmektedir.
Sikistirilmis kriyojel, orijinal seklini geri kazanmak icin bosaltma sirasinda hemen
sismektedir. Fibroin kriyojellerin dondurarak kurutulmasiyla elde edilen ¢okeltiler,
sentez parametrelerine bagli olarak 50 ila 10 um arasinda degisen, birbiriyle
baglantili caplarda gozenekler icermektedir. 50 MPa'ya kadar ¢ok yiiksek bir basing
modiili sergilemektedirler ve bu da onlar1 kemik doku iskelesi materyalleri olarak

iyi bir aday haline getirmektedir (Ak, Oztoprak, Karakutuk ve Okay, 2013).

Fibroin kriyojellerinin sismesi, esnekligi ve ag yapisi incelendiginde ise, jel
ornekleri standart fibroinlere gore daha fazla sikistirildigr i¢in 6nemli farklar
gbézlemlenmistir. Fibroin hidrojel, 50°C'de, diisiik deformasyon altinda kirilarak,
uygulanan mekanik stresin, etkili dagilim olmadan lokalize oldugunu
gostermektedir. Onemli nokta, kriyojenin pistonun altinda veya el ile

sikistirtlmastyla, jelin tiim suyu serbest birakarak tamamen sikistirilabilmesidir.
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Kriyojellerde higbir enerji dagitma mekanizmasi kullanilmamasina ragmen, stres
altindaki gozeneklerden suyun salimmasi biiylik deformasyon oranlarinda catlak
olusumunu 6nlemektedir. Yiikiin serbest birakilmasindan sonra jel 6rnegi, serbest

birakilan suyu emerek orijinal seklini hemen geri kazanmaktadir.

Sikistirilmis kriyojel, orijinal seklini geri kazanmak i¢in bosaltma sirasinda hemen
sismektedir. Sikistirma dongiilerinin % 0 ile % 99,8 arasinda degismesi, fibroin
kriyojellerin ~ ayirma  iglemlerinde  kullanilabilecegini  diisiindiirmektedir.
Kriyojellerin dondurularak kurutulmasi ile elde edilen ¢okeltiler, sentez
parametrelerine bagli olarak 50 ila 10 um arasinda degisen, birbiriyle baglantili

caplarda gdzenekler igermektedir (Ak, Oztoprak, Karakutuk ve Okay, 2013).

Fibroin ¢ozeltileri veya fibroin iskeleler sterilizasyon islemlerinde kullanilan
sicaklik ve basin¢ degerlerine maruz birakildiginda herhangi bir ¢apraz baglayici
veya reaktif kullanmadan gozenek yapisinin arttigi, beta sheet (beta tabakalar)in
arttigi, baglarin farkl sekillerde kirilarak yeni baglar olusturdugu ve bu sayede
mekanik mukavemet kazandig1 yapilan cesitli caligmalar ile tesbit edilmistir.
Otoklavlama yontemi, ipek fibroinin kritik yapisal yeniden diizenlemelerine yol
acarak, bozunma ve mekanik 6zellikleri etkilemektedir (Hofmann, Stok, Kohler,
Meinel ve Miiller, 2014).

3.2. Buharh Otoklav Yontemi

Iskeleler kuru halde, su ile nemlendirildikten sonra nemli halde, su igerisine
daldirildiktan sonra 1slak halde cam petri kaplarda paketlenmistir. Buhar
sterilizasyonu 121 °C'de ve 20 dakika boyunca 1 bar basingta gerceklestirilmistir.

3.3. Kuru Hava Etiivlerinde Isil Sterilizasyon

Kuru iskeleler bir cam petride paketlenmis ve etiivde 30 dakika 180 ° C'de 1siyla
sterilize edilmistir (Hofmann vd.,2014). Sterilizasyon islemleri sonucunda elde

edilen iskelelerin muhtemel yapisal gortntiileri Sekil 3.1°te verilmistir.
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A. not sterile B. aseptic C. autodry

Sekil 3.1. Sterilizasyon islemleri sonucunda elde edilen iskelelerin yapisal goriintiileri
(Hofmann vd.,2014)

Iskele sterilizasyonundan sonra iskele morfolojisinde bariz farkliliklar tespit
edilememistir. Tiim iskeleler, % 80'lik bir makroporoziteye sahip, oldukca diizensiz
bir gozenek sistemi gostermistir. Ortalama gozenek capmin 200 um'ye yakin
oldugunu ve bu nedenle de porojen c¢apindan (300-400 pum) g¢ok daha kiiciik
oldugunu  gostermistir. Bu  parametreler iskelenin  kuru  durumunda
degerlendirildiginden, bu fark kurutma islemi sirasinda iskele biiziilmesine

atfedilebilmektedir.

Sadece nemli bir durumda otoklavlanmig iskelelerin, gozenek biiyikligi
dagilimmin belirgin olmayan bir genislemesi ve daha kiigiik bir ortalama gozenek
capma dogru bir kayma ile isaret edilen sterilizasyon isleminden etkilenmis gibi

goriinmektedir.

Kruskal-Wallis  testi, iskele gozenekliliginin sterilizasyon yonteminden
etkilendigini dogrulamistir (p <0,05). Mann-Whitney testi ile es zamanl
karsilagtirmasi, nemli bir durumda otoklavlanmis iskelelerin, sterilize edilmemis
iskeleler ya da herhangi bir baska sterilizasyon metodu (her bir karsilastirma igin p
<0,05) ile karsilagtinnldiginda sterilizasyon disinda Onemli Olgiide azalmig

gozeneklilik oldugunu gostermistir.
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Ortalama iskele gozenek c¢ap1 ve iskele ylizey yogunlugu, sterilizasyondan once
veya sonra Onemli bir farklilik gostermemistir. Genel olarak, ¢cogu sterilizasyon
metodu, derecelendirilmemis iskelelere kiyasla artan bir varyansa dogru bir egilim

gostermistir.

Farkli sterilizasyon prosediirlerinden once ve sonra iskelelerin yiizey topografisi
SEM(Taramal1 Elektron Mikroskobu) ile degerlendirilmistir. Goriintiiler, iskelelerin
yiiksek gozenekliligini ve gozenek ara baglantilarini dogrulamaktadir. Yiizey
topografyasinin ayrintili bir goriiniimii, ylizeyin piirlizsiiz olmadigi, daha c¢ok
tabaka oldugu ve 1 ila 10 um arasinda ¢ok sayida ¢apa sahip oldugunu gostermistir.
Morfometrik parametreler, tiim sterilizasyon yontemlerinden sonra daha kii¢lik bir

gozenek boyutu dagilimina dogru bir egilim gostermislerdir.

Ozellikle iskelenin mekanik oOzellikleri dénem tasidiginda, bu yontem uygun
oldugundan ve iskelenin ilk mekanik Ozelliklerini etkilemeyecek ve hatta
diisiirmeyecek sekilde, iskelelerin kuru bir durumda otoklavlanmasi dnerilmektedir.
Sterilizasyon yonteminin hiicre farklilasmasi ve hiicre dis1 matris iiretimi tizerindeki

etkisi her hiicre tipi ve doku incelemesi i¢in ayr1 ayr1 belirlenmelidir.

Mekanik, termal, optik ve dielektrik ozellikleri gibi ipek ipliklerin fiziksel
ozellikleri, ipe8in yapisina ve beta-sheet tabaka kristallerinin igerigine bagl olarak
degismektedir. Bu tabakalar, ¢esitli yontemler ile indiiklenmektedir. En ytliksek -
tabaka kristallik (% 60), tabakalarn hem yiiksek sicaklik hem de yiiksek basing
tarafindan indiiklendigi buhar-otoklavlama yoluyla elde edilmektedir. Diisiik
yaprak icerikli materyal, oda sicaklifinda suyla tavlama yontemiyle elde
edilmektedir; bu, bliylik miktarda ipek I sarmal yapisi ile karistirilmis % 30 B
yaprak igerigine yol agmaktadir (Hu, Shmelev, Sun, Gil, Park, Cebe ve Kaplan,
2011).

Hoffman ve ark.(2014), nemli haldeki otoklavlamanin fibroin iskele gozenekliligini
etkiledigini, kuru hallerde otoklavlamanin mekanik ozellikleri etkiledigini ve tiim
sterilizasyon tekniklerinin ipek fibroin iskelelerinin fiziksel Ozelliklerinde

degiskenligi artirdigini tesbit etmislerdir.
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Moraes ve ark.(2013), sikistirilmis kopiik ve liyofilizasyon ile yapilan yogun ipek
fibroin filmleri ve gézenekli ipek fibroin membranlari tizerinde farkli sterilizasyon
tekniklerinin (otoklavlama, UV veya gama irradyasyonu, etilen oksit ve % 70
hacim-% etanol i¢ine daldirma) etkilerini arastirmistir. Etanol, otoklavlama ve
etilen okside maruz kalmanin, iskelelerin kristallenmesini ve mekanik 6zelliklerini

etkiledigini ve bu etkilerin biyomateryalin tiiriine bagli oldugunu kanitlanmislardir.

Zhao ve ark.(2011), farkli sterilizasyon tekniklerinin ipek fibroin fiberleri
iizerindeki etkilerini incelemis ve lifler otoklavlama ile sterilize edildiginde
sekonder yapida ve mekanik 6zelliklerdeki degisikliklerini bulmuslardir. [66] Bu
calismanin amaci, farkli sterilizasyon tekniklerinin liyofilize 3 boyutlu gozenekli
ipek fibroin iskelelerinin Ozellikleri {iizerindeki etkilerini degerlendirmektir.
Liyofilize ipek fibroin iskeleleri yumusak doku implantlar1 i¢in genis acidan

arastirilmaktadir.

Liyofilize ipek fibroin iskeleleri sulu ipek fibroin soliisyonunun dondurulmasiyla
iiretilir, ardindan suyu uzaklastirmak icin liyofilizasyon yapilir ve bdylece buz
kristalleri uzaklagirken gozeneklere doniistiirmektedir. Gozenek biyiikligi ve
sekli, donma hizinin bir fonksiyonudur ve bir dizi gézenek biiyiikliigiine ve
hizalanmis gozeneklere sahip iskeleler olusturmak i¢in yonlii dondurma segenegi de
degerlendirilmektedir. Ayrica, liyofilizasyon ipek fibroin iskelelerinin yapisal
bitlinliigiinii de korumaktadir (Rnjak-Kovacina, DesRochers, Burke ve Kaplan,
2015).

Steril ipek fibroin iskeleleri iki sekilde hazirlanabilir: ipek fibroin soliisyonu
sterilize edilebilir, ardindan steril kosullar altinda iskele olusumu yapilir ya da
iskeleler olustuktan sonra sterilize edilebilmektedir. Sterilizasyon tekniginin
avantajlar1 ve dezavantajlart Tablo 3.2’de verilmistir. Siv1 ipek fibroin ¢ozeltisinin
sterilizasyonu, yiiksek basin¢ta doymus bir buhar ¢evriminde 20 dakika siireyle
121°C'de otoklavlama yoluyla yapilmaktadir (Rnjak-Kovacina vd., 2015).
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Tablo 3.2. Sterilizasyon

tekniginin avantajlart ve dezavantajlart (Rnjak-Kovacina vd.,

2015)
Teknik Sterilizasyon |Sterilizasyon |Avantajlar |Dezavantajlar
Kosullar: Prensipleri
Sivi Otoklavlama |Yiiksek basing |[Koagiilasyon  [Hazr, Fiziksel
Fibroin doymus buhar; |hayati mikrobik [sitotoksik  [0Z¢IKlerbMW
_ olmayan ve degisir,
121°C, 20 dk. |proteinler ve ' rotein
A . maliyetli P
sivi dongiisii  |[hticresel agregasyonu ,
bilesenler mekanik
ozellikleri
degisir.
Fibroin  |Otoklavlama |Yiiksek basing |Koagiilasyon  |Hazir, Ipek fibroin
kel doymus buhar; [nayati mikrobik [sitotoksik ~ |><cele "
121°C, 20 dk. |proteinler ve olmagly Ozelliklerini
kat: déngii hiicresel maliyetli degistirir:
bozunma orani ve
bilesenler sikigtirma
modiilii degisir.
Fibroin  |Kuru Sicak | Yiiksek Hiicresel Hazir, uygun |Biyolojik
Iskele Sicaklik, bilesenlerin maliyetli molekiiller ile
180°C, 30 dk |oksidasyonu- fonksiyonel hale
pihtilagsmast getirilmis ipek
fibroin iskeleleri
icin gegerli
degildir.
Termal sterilizasyon protokolleri, ozellikle otoklavlama yoluyla buhar

sterilizasyonu biyomedikal polimerler ve ozellikle proteinler i¢in mekanik ve

bozunma 6zelliklerinde biiyiik degisikliklere neden olmaktadir (Rogers, 2012).

Bununla birlikte, ipek fibroininin benzersiz mekanik ve stabilite 6zelliklerinden

otiirli, otoklavlama, ipek fibroin esasli biyomateryalleri sterilize etmek i¢in, beta-

tabaka icerigini en iist diizeye ¢ikarmak ve boylece sertlik ve dayaniklilik i¢in rutin

olarak kullanilmaktadir. Bir dizi sentetik ve dogal polimerin fiziksel 6zelliklerini

etkiledigini ve bunun da molekiller agirlik dagilimi, bozunmasi ve mekanik

ozelliklerinde degisikliklere neden oldugunu goéstermistir (Zhao, Yan, Ding, Yang
ve Gu, 2011; Rogers, W., 2012; Moraes, Weska ve Beppu, 2013; Rnjak-Kovacina

vd.,2015).
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Otoklavlanmis iskeleler, her zaman noktasinda sterilize olmayan iskelelere kiyasla
kiitle olarak onemli dlgiide daha az kayipla birlikte bozunmaya karsi en direncli
olmustur. Diger sterilize edilmis iskeleler, zaman i¢inde bozulma derecesinde, steril
olmayan iskelelerle benzer durumda kalmistir. Otoklavlamay1 takiben ipek
fibroinindeki degisiklikler muhtemelen ipek fibroinin amorf bdolgelerindeki
degisikliklerin bir sonucudur. Otoklavlamanin, ipek fibroin zincir aginin amorf
bolgelerindeki inter ve intra-molekiiler etkilesimlerinde daha biiyiik bir kisitlamay1
tesvik ettigini, bdylece beta-tabaka iceriginden bagimsiz olarak, ipek fibroin
iskelelerinin mekanik o6zelliklerini ve degradasyonunu etkiledigini gostermistir

(Rnjak-Kovacina vd.,2015).

Yiiksek sicakliklarda ipek liflerinin 1s1l isleminin, amorf bdlgelerde yogunlasan
molekiiler hizalanma kaybina yol ac¢tigina dair kanitlar bulunmaktadir. Bununla
birlikte, sheet-yaprak kristal yapilari1 da etkilenir ve bunlar kademeli olarak rastgele
yapilara dontismektedir (Hashimoto, Taniguchi, Kameda ve Tamada, 2015;

Jaramillo-Quicenoa, Alvarez-Lépez ve Restrepo-Osorio, 2017).
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4. FIBROININ BASINC DEGIiSiIiMLERINE TEPKIiSi

4.1. Fibroinin Yapisinda Meydana Gelen Farklilasmalar ve Doku Iskelesi
Uretimi Uzerindeki Etkileri

Elastik modiil, iskele tamamen elastik oldugunda stresin gerilime oranmidir; ayni
zamanda sertlik ve sikistirma mukavemetinin bir O6l¢iisli, kirilma olmaksizin

stirdiiriilebilen maksimum miihendislik gerilmesidir.

Yapilan caligmalar neticesinde NaCl ile porojen arindirma ydntemiyle iiretilmis
iskelelerin gozenekliligi % 84 ile % 98 arasinda degisen bir basing dayanimu ile 175
(3 KkPa) arasinda degismistir ve gaz kopiirtilmis iskeleler % 87-97 arasi
gozeneklere ve 280'e kadar basing dayanimina sahip oldugu bulunmustur. Bu
iskelelerin gozenekliligi % 99'a kadar ve maksimum basing dayanimi 30’dur. (2
kPa). Tuz ile porojen arndirma yontemi ile yiiksek sikistirma mukavemeti,
birbirine bagli gézenekler ve gbézenek biiyiikliiklerinin faydali bir kombinasyonuna
sahip iskeleler ftretilmistir. Capt 100 mikrondan daha yiiksek olan gozenek
boyutlart biyomedikal uygulamalarda kullanim igin ideal fibroin bazli 3 boyutlu

matrislerin olusturulabildigini gostermektedir.

Fibroin i¢in simdiye kadar bulunan en biiylik basing modiilii ve basing mukavemeti
gaz kopiirtme teknigi ile iiretilen skalalar sirasiyla 3 MPa ve 60 kPa'dir. Bu
calismada hazirlanan kriyojenizasyon teknigi ile kriyojel skalalar1 16 kat daha
biiyiik modiil ve mukavemet gdstermektedir (48 + 10 MPa ve sirasiyla 970 + 50
kPa). Kriyojel ¢ekirdeginin olaganiistii mukavemeti, gozenek duvarlarinin yiiksek
fibroin konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu ayni zamanda, sismis

hallerinde kriyojenlere yiiksek derecede sertlik saglamaktadir ( Ak vd., 2013).

Yapilan baska bir ¢alismada, -80°C'de hazirlanan, %15 ve % 25 konsantrasyonlarda
metanol ve 2-propanol ile muamele edilen fibroin iskelelerin basing dayanimi ve
basing katsayisinda bir artis s6z konusudur. Bu artis, sicaklik diisiisiiniin neden

oldugu artan donma hizina bagli olmaktadir.
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Mekanik olarak ezildiginde, iskeleler pargalara ayrildiginda ve porojen arindirma
yontemiyle {iretilen iskelelerde, % 87 gozenekli, % 97 gozenekli iskeleler
arasindaki basing gerilmelerinde onemli bir fark bulunmaktadir. Yiiksek gozenekli

iskeleler, diisiik gozenekli iskelelerden daha diisiik bir basing dayanimina sahiptir
(Nazarov vd., 2004).

Gaz kopiiklii iskeleler, porojen arindirma yontemiyle elde edilen iskelelerden daha
yiikksek bir sikistirma mukavemetine ve basing modiiliine sahiptir. Mekanik
ozelliklerdeki bu farkliligin nedenleri, daha tutarli mekanik Ozelliklere veya
gozenek boyutlarindaki farkliliklara yol agan gaz kopiirtme iskeleleri i¢indeki
gozeneklerin homojen dagilimi olabilmektedir. Matrise uygulanan stres gozenek
ara yiizeylerinde yogunlasir ve eger gozenek dagilimi esit degilse, bu durumda
polimer matrisi tipik olarak daha diisiik bir basing dayanimi ile deforme
olabilmektedir. Tuzla yikanmis-porojen arindirma islemi ile elde edilen iskeleler
hem agik hem de kapali gbzenekli yapilardan olustugundan sikistirma kuvvetlerinin
dagilimi esitsizdir ve bu da iskelenin daha az stres altinda ¢okmesine neden

olmaktadir.

Genellikle doku miihendisligi ¢alismalarinda géz Oniine alinan gézenekli biyolojik
olarak parcalanabilir polimerik iskelelere kiyasla, ipek fibroin gozenekli iskeleler %
1 ve % 2 susta benzer 6zelliklere sahiptir. Gaz kopiiklii iskeleler en yiiksek basing
katsayisin1 gostermistir. Bu veriler ayn1 zamanda kortikal kemik ve kikirdak giicii

ile karsilastirilabilmektedir (Nazarov vd., 2004).
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5. MATERYAL ve METOD

5.1. Kimyasal ve Reaktifler

Calismalarda doku miihendisligi uygulamalarina yonelik biyomalzeme iiretimi
hedeflendiginden hiicre kiiltiiriinde test edilmis, yerine gore mikroskopi saflifinda,
analitik saflikta (ya da daha yiiksek saflik diizeyindeki) kimyasallar ve reaktifler

kullanilmistir.

Hiicreler, kiiltiir kaplarindan pasajlama sirasinda Tripsin ve EDTA (Sigma, ABD)

kullanilarak ortamdan ayirilmiglardir.

Ipek fibroini, Kozabirlik Sinirli Sorumlu Bursa Koza Tarim Satis Koop. Birliginden
temin edilen ipek kozasindan kimyasal ayristirma, ¢ozme ve saflagtirma islemleri

ile elde edilerek kullanilmastir.

Hiicrelerin in vitro kiiltiiriinde kullanilmak tizere hazirlanan kiltiir sivisinda; MEM
(Gibco, UK), fetal s1g1ir serumu (FBS) (Sigma, ABD),
penisilin/streptomisin/amfoterisin (Sigma, ABD), DMEM (Sigma) kullanilmistir.

SEM oOrneklerinin  hazirlanmas1 asamasinda, hiicrelerin tespiti i¢in %2,5’lik

glutaraldehit (Sigma, ABD) ¢ozeltisi kullanilmigtir.

Hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-
i1)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir]’ye dayali ticari bir kit (Sigma, ABD)

kullanilarak 6lgiilmiistiir.

Biyobozunurluk siiresinin tesbiti i¢in Hank’in dengeli tuz ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich,

ABD) kullanilmistir.
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5.2. Deney Plam

Tez galigmasi kapsaminda yapilacak islemlerde belirli bir diizen takip edilmistir. Bu
islemler asagida listelenmistir. S6z konusu iglemlerin akabinde elde edilen

numunelerin karekterizasyon iselmeleri yapilmistir.

Bombyx Mori Ipek bocegi kozasindan fibroin eldesi
Ajisawa ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Fibroin ¢dzeltisinin eldesi

Fibroin ¢6zeltisinde pH degisimlerinin yapilmasi
Liyofilizasyon ile fibroin iskele liretimi

Vakumlu etiiv ile fibroin iskele tiretimi

Fibroin ve fiboin iskelelerin buharl: otoklav ile muamelesi

Fibroin iskelelerin Etiv-sterilizator ile muamelesi

© 0o N o g B~ w DN PE

Analizler

5.3. Bombyx Mori Ipek Bocegi Kozasindan Fibroin Eldesi

Ipek iki tip proteinden olugmaktadir. Birincisi ipegin yapisini olusturan lifli
yapidaki fibroin ve digeri bu yapiy1 sararak birarada tutan, yapiskan 6zellige sahip
serisin proteinidir. Oncelikli olarak yapiyr birarada tutan serisin uzaklastirilmustir.

Akabinde geriye kalan fibroin lifler suda ¢6ziiniir hale getirilerek saflagtirilmistir.
5.3.1. Bombyx Mori Ipek Bocegi Kozasindan Serisinin Uzaklastirilmasi

Fibroinin, saf olarak elde edilerek biyomalzeme yapiminda kullanilabilmesi i¢in
ipegin yapisindan serisinin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Serisin, alkali tuz
cozeltileri ya da deterjanlar kullanilarak yapidan yikama islemleri ile bertaraf

edilerek fibroin lifler elde edilmektedir.

Serisin, Wang ve ark. (2008), tarafindan verilen genel prosediire gore, koza
parcalarinin 0,02 M Na2,CO3z (Mw: 105,99 g/mol, Sigma-Aldrich, USA) ¢ozeltisi
icerisinde sicakta yikanmasi suretiyle uzaklastirilmistir. Bu islem i¢in asagidaki

islem basamaklar takip edilmistir:
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1. 500 ml kaynayan su igerisine derisimi 0,02 M olacak sekilde 1,06 g Na,COs
dikkatlice eklendi.

2. Kozalar makas yardimiyla kesilerek igerisindeki bdcek kalintilari
temizlendi. Bu asamada kozalarin kirli kisimlar1 kullanilmayarak atildi.
Temizlenen kozalar diseksiyonla kii¢lik pargalara ayrildi. Kaynayan ¢ozelti
icerisine 10 g ince kesilmis ipek kozasi eklenerek magnetik karistirici
tizerinde karigtirilarak 30 dk kaynatildi. Siirenin agilmasi durumunda
verimde kayba neden oldugu, siirenin kisa olmasinda ise serisinin yapidan
tam olarak uzaklastirilamadig tespit edildiginden kaynama siiresine
ozellikle dikkat edilmistir.

3. Tuzun uzaklastirilmasi i¢in lifler 20 dk karistiric1 tizerinde destile su ile 2
kez yikandi.

4. Yikama islemi tamamlandiktan sonra lifler fazla suyu sikildiktan sonra oda
sicakliginda ¢eker ocak igerisinde yaklasik 3 giin siireyle kurumaya
birakildu.

5. Kuruyan fibroin lifleri tartilarak verim ve uzaklastirilan serisin miktari

hesaplandi. Serisinin yapidan tamamen uzaklasmasi FTIR ile test edildi.

5.3.2. Fibroin Liflerinden Saf Fibroin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Fibroin liflerin ise tam olarak saflagtirilarak malzeme yapiminda kullanilabilmesi
icin saf c¢oOzelti haline getirilmesi gerekmektedir. Fibroin, konsantre asit
cozeltilerinde (fosforik, formik, siilfiirik, hidroklorik) ve konsantre edilmis sulu-tuz
cozeltilerinde ¢oziilmektedir. LiSCN, LiBr, CaCl;, Ca(SCN)2, ZnClz, NH4SCN,
CuSOg4, NH4OH, Ca(N03): fibroini ¢6zmek i¢in kullanilmaktadir.

Sulu tuz sistemlerinin ¢oziinebilirligi tuz konsantrasyonuna baglidir ve asagidaki
sirayla artar: anyonlar i¢in, siilfat < sitrat < tartrat < asetat < klorid < nitrit < bromiir
< iyodiir < tiyosiyanat < dikloroasetat; katyonlar i¢in, Cap" < Sr," < Ba;" < Li* <

Zn?* (Langer ve Vacanti, 1993; Vollrath, 1999; Wanga vd., 2006).

Bazi tek bilesenli organik ¢oziiciilerde-heksafluoroizopropanol, heksafluoroaseton-

fibroin sadece 6n aktivasyonundan sonra ¢oziilebilmektedir. Fibroin aktivasyonu,

35



proteinin bir sulu tuz ¢ozeltisi i¢inde ¢dzlilmesinden sonra ¢dzeltinin diyalizinden
ve polimerin kuru ¢ozelti ile sulu ¢ozeltiden bir film olarak geri kazanilmasindan

olusmaktadir (Bini, Knight ve Kaplan, 2004; Rising ve Nimmervoll, 2005).

Yiiriitiilen tez ¢alismasinda LiBr ve Ajisawa c¢ozeltisi kullanilarak fibroin suda
¢Ozlinlr hale getirilmistir. C6zme isleminin ardindan ortamda yiiksek

konsantrasyonda bulunan tuzlar diyaliz islemi ile ortamdan uzaklastirilmistir.

5.3.2.1. Ajisawa metodu ile fibroin ¢ozeltisinin eldesi

Akiyosh1 AJISAWA (1998), fibroinin sulu ¢ozeltilerinin, polipeptit zincirlerini
kirmadan sadece molekiiller arasi baglarin ayrismasiyla elde edilmesi iizerine
caligmalar yaparak, hafif kosullar altinda kolayca fibroin ¢6zen bir ¢oziicii elde
etmistir. Ajisawa, bir CaCl-H20-EtOH (Sigma-Aldrich, GERMANY), sisteminde
fibroinin ¢oziiniirliigiini incelemis ve en yiiksek ¢oziiniirliigi 1:8:2°lik mol oranina
sahip bir ¢oziiciiniin ortaya ¢ikardigini bulmustur. Optimum deney sartlarini ise 55
°C'ye, 1 saat olarak belirlemistir. Literatiirdeki Ajisawa’nin deney sartlari esas
aliarak farkli deney prosediirleri hazirlanip test edilmistir ve sonug¢ olarak 1:8:2
mol oran1 ve 1:8:1 mol oranina gore yapilan islemlerin yiiksek verimle fibroinin

cozlinmesini sagladig: tespit edilmistir.

Ajisawa ¢ozeltisi, CaCl>-H20-EtOH kullanilarak 1:8:2 mol oranina gore hazirlandi
ve toplam kiitlesi 383 gr, toplam ¢ozelti hacmi 300 ml olarak &lgiildii. Burada
yapilan hesaplama sonucunda toplam c¢ozelti miktarimin ka¢ gram fibroini

¢ozebilecegine yonelik 7 farkli oransal yontem izlendi.

Sonug olarak, 1,67 gr fibroinin 25 ml Ajisawa ¢o6zeltisi igerisinde, 55°C'ta

¢oziinmesi ile en uygun sonucun elde edildigi (Sekil 5.1) tespit edildi.
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Sekil 5.1. Ajisawa ¢ozeltisi kullanilarak fibroin ¢6zeltisinin elde edilmesi

Ajisawa’nin CaCl>-H20-EtOH karisimindan alkol oranini azaltmak ign 1:8:1°lik
molar oranina gore de hesaplamalar yapildi ve bu miktarlara gore yeni bir Ajisawa
¢ozeltisi (Ajisawa-1) hazirlandi. Bu ¢6zelti kullanilarak yine 1,67 gr fibroin 25 ml
Ajisawa-1 ¢ozeltisi kullanildi ve ortam sicakligt 55 °C'ye ayarlandi. Her iki ¢6zelti
ile elde edilen sonuglar Sekil 5.2°de karsilastirmali olarak verildigi {izere, benzer
verimde fibroin ¢ozeltisi elde edildi. Bu nedenle sonraki asamalarda Ajisawa-1

cozeltisi kullanilarak islemlere devam edildi.

Sekil 5.2. 1:8:2 mol (A) ve B. 1:8:1 mol (B) Ajisawa ¢ozeltisiyle hazirlanan fibroin
¢Ozeltilerinin karsilagtirilmasi
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5.3.2.2. Diyaliz islemi

Fibroin ¢ozeltisi, icerisindeki tuzdan arindirilmast i¢in diyaliz membran igerisine
alinarak saf suda 3 giin siiresince diyaliz edildi. Diyaliz islemi i¢in diyaliz membran
igerisindeki fibroin ¢oOzeltisi 500 ml bidestile su igerisine alinarak Sekil 5.3’te
verildigi gibi magnetik karistici lizerinde inkiibe edildi. Diyaliz suyu ilk giin icin:
linci, 3iincii, 4iincii ve 8inci saatte sonrasinda ise 12 saatte te bir olacak sekilde
degistirildi. Diyaliz isleminin bitimine miiteakip fibroin ¢ozeltisi 50 ml’lik santrifiij
tiip icerisine alinarak 4500 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek pelletten (Kirlilikler vs.)
arindirildi. Hazirlanan fibroin ¢6zeltisinden 500 pl’lik 2 6rnek alinarak iki farkli
tartim kabina konuldu ve etiivde kurutularak analitik terazide tartildi. Elde edilen

tartim sonucuna gore ¢ozeltinin % derisimi tespit edildi.

Sekil 5.3. Ajisawa ¢ozeltisiyle hazirlanan fibroin ¢ozeltisinin diyaliz membran kullanimi
ile osmoz olay1 kullanilarak saflagtirilmasi iglem adimlart.

5.4. Fibroin Cozeltilerinin Farklh pH’larda Ayarlanmasi

Fibroin, olduk¢a 6zgilin protein yapisiyla etkilesimde oldugu malzemelere karsi
amfoterik Ozellik gostermektedir. Bu 06zellik dogrultusunda fibroinin pH
degisimlerinin yapilmasi planlanarak meydana gelebilecek davranigsal farkliliklar
ve doku iskelesi hazirliginda yapiya ne gibi etkileri olacagi FTIR. TGA ve SEM ile
incelendi.
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Standart kosullarda elde edilen bir fibroin ¢ozeltisinin pH degerl 6-6,5 arasindadir.
Fibroin ¢ozeltilerinde pH 5’in altina inildiginde ve pH 8’in iizerine ¢ikildiginda
jellesme gozlendiginden pH degisimleri i¢in planlanan pH araligi 5, 6, 7 ve 8 olarak
secildi. pH degisimleri IN HCI1 ve 1N NaOH g¢ozeltileri kullanilarak elektronik pH

metre (Hanna Instruments, ABD) cihazi ile yapildi.

5.5. Fibroin Iskelelerinin Uretim Yontemleri

Planlanan deney prosediiriinde fibroin doku iskelelerinin iiretimi i¢in 7 ydntem
belirlendi. Yontemler genel hatlariyla standart liyofilizasyon, vakumlu etiiv, buharh
otoklav ve etiiv kullanilarak gerceklestirilen islemlerden olusmaktadir. Hazirlanan
iskelelerin morfolojik yapilar1 151k mikroskobu ve SEM; termal ozellikleri
termogravimetrik analiz; yiizey 6zellikleri civali porozimetre ve helyum piknometre

ile analiz edilmistir.

Uretim yontemleri ve ortamdaki fizikokimyasal sartlar sdyledir:

1. Standart Liyofilizasyon Standart Liyofilizasyon Islemi (Vakum-Cok diisiik
sicaklik etkisi)

2. Porojen Arindirma Yéntemi ve Vakumlu Etiiv Islemi (Oda kosullari-sicak
vakum etkisi)

3. Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin Otoklavlanmasi
(Cok diisiik sicaklik, vakum-kuru ortam-yiiksek sicaklik, vakum etkisi)

4. Standart Liyofilizasyondan Sonra Islak Haldeki Iskelelerin Otoklavlanmast
(Cok diisiik sicaklik, vakum-sulu ortam-yiiksek sicaklik, vakum etkisi)

5. Standart Liyofilizasyondan Sonra Nemli Haldeki Iskelelerin Otoklavlanmasi
(Cok diisiik sicaklik, vakum-nemli ortam-yiiksek sicaklik, vakum etkisi)

6. Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki iskelelerin Etiivde Yiiksek
Sicaklik Muamelesi (Cok diisiik sicaklik, vakum-kuru ortam-yiiksek
sicaklik etkisi)

7. Fibroin Cozeltisinin Otoklavlanmasindan Sonra Liyofilizasyon ile
Kurutulmasi (S1v1 form-yiiksek sicaklik, vakum etkisi- Cok diisiik sicaklik,

vakum)
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5.5.1. Liyofilizasyon ile 3B Iskele Uretimi

pH degisimleri tamamlanan 5, 6, 7 ve 8 pH larindaki fibroin ¢ozeltilerinden 3’er ml
alinarak 12°1i kuyucuklu petrilere aktarildi. Hazirlanan numuneler -20°C’de 3-4
saat, ardindan -86°C’de 24 saat bekletildi. Bu islemler tamamlandiktan sonra
numuneler liyofilizasyon islemi i¢in Sekil 5.4’de verildigi gibi liyofilizatére (Christ
AlpHa 1-2 LD Freeze Dryer) alind1 ve 24 saat siireyle -55°C’de kurutuldu.

Sekil 5.4. A. Liyofilizasyon cihazi B. Liyofilizasyon islemi igin liyofilizator cihazina
yiklenen numuneler C. Liyofilizasyon islemi sonrasi elde edilen fibroin
iskeleler.

5.5.2. Vakumlu Etiivde 3B iskele Uretimi

Caplart 5 cm olan cam petrilerin tabanlarina tanecik boyutlar1 300-425 nm olan
NaCl’den 10’ar gram tartild1 ve yayildi. Farkli pH’larda (5, 6, 7 ve 8) hazirlanan
fibroin ¢ozeltilerinden her bir petriye 10’ar ml diizglin ve yavasca dokiildii. Daha
sonra 45’er gram NaCl tartilarak tiim fibroin {izerine homojen olarak yayildi, 1slak
bir bolge kalmayana kadar tuz ilavesi yapildi (Sekil 5.5-A). Hazirlanan numuneler
daha sonra kurutulmak tizere vakumlu etiiv cihazina(J.P. SELECTA,s.a-4001490)
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koyuldu(Sekil 5.5-B). Islem 37°C’de tam vakum(%100) altinda 24 saat kurumaya
birakildi.

Sekil 5.5. A.ve C. Vakumlu etiive yiiklenmek ilizere hazirlanan numuneler B. Vakumlu
Etiiv icerisine kurutma islemenin gerceklestilmesi.

24 saat sonunda numuneler NaCl’den arinmalari i¢in distile su igerisinde yikamaya
alindi. Giinde 2 kez olmak iizere distile su yenilendi. NaCl fibroin iskelelerden
tamamen armdiginda iskeleler petrilerden alinip ¢eker ocakta kurutuldu. Kurutulan

fibron iskeleler Sekil 5.6’da verilmistir.

Sekil 5.6. Vakumlu etiivde kurutulan pH5 (A), pH6 (B), pH7 (C), ve pH8 (D) porojen
arindirma iglemiyle hazirlanmis, distile su icerisinde NaCl’den arindirilmis ve
¢eker ocakta kurutulmus fibroin iskeleler
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5.5.3. Fibroin iskelelerin Yapisina Sicakhigin Etkisi

Fibroin yapilar {izerine sicakligin etkisini incelemek igin sterilizasyon yontemleri
de dikkate alinarak etliv ve otoklavda kullanimi igeren deney prosediirleri tercih
edildi. Bu islemlerde sicaklik ve basing etkilerinin fibroin ¢6zeltisi ve fibroin
iskeleleri tizerindeki etkileri incelendi. Uygulanan yontemler Tablo 5.1°de

gosterildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 5.1. Fibroin ¢dzeltisi ve fibroin iskelelere uygulanan isil iglemler

Kullanilan Cihaz gﬂmﬂjnin Uygulanan islem

Buharli Otoklav Kuru skele 121°C’de, 1 bar, 20 dk

Buharli Otoklav Nemli Iskele 121°C’de, 1 bar, 20 dk
Buharli Otoklav Islak Iskele '1_|22 g) é({l(lil; (iatl)(zlllrr,llzrgl(slklskeleler,
Buharli1 Otoklav Siv1 Fibroin 121°C’de, 1 bar, 20 dk

Kuru Hava-Etiiv Sterilizator | Kuru Iskele 180°C’de, 60 dk

5.5.3.1. Buharli otoklav kullanimi

Otoklav islemleri yiiksek buhar basinct ve yiiksek sicaklik altinda
gergeklesmektedir. Deney prosediiriinde otoklav islemleri fibroin iskelelerinin kuru,
1slak ve nemli halde yapilmasi planlandi. Ayrica, liyofilizasyon Oncesinde sivi
fibroine de otoklavlama islemi yapild:. Islemlerin sonunda elde edilen numunelerin

yapisindaki degisimler FTIR, TGA ve SEM analizleri ile tespit edildi.

5.5.3.1.1. Liyofilizasyon islemi sonrast otoklav kullanimi

Standart liyofilizasyon islemleri sonucunda elde edilen fibroin iskeleler kullanildi.
Tablo 5.1°de belirtildigi gibi bu yontem kuru, islak ve nemli fibroin iskele

kullanimu ile 3 farkli sekilde planlandi.
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Kuru haldeki iskelelerin otoklav islemi

pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan kuru fibroin iskeleler aliminyum folyolara sarildi. Cam bir
petri igerine konuldu. Ardindan buharli otoklava (Hirayama, JAPAN) alindi(Sekil
5.7). Islem 121°C’de, 1 bar basing altinda, 20 dakika siirede yapild.

Sekil 5.7. A. Buharli otoklav B. Liyofilizasyon sonrasinda elde edilen fibroin iskelelerin
kuru halde otoklav islemi i¢in hazirlanmis numuneler

Islak haldeki iskelelerin otoklav islemi

pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan kuru fibroin iskeleler distile su (dH20) igine daldirilarak
1slanmasi saglandi. Ardindan aliiminyum folyolara sarildi. Cam bir petri igerine
konuldu. Sonrasinda buharli otoklava (Hirayama, JAPAN) alind1. islem 121°C’de,
1 bar basing altinda, 20 dakika siirede yapildi.

Nemli haldeki iskelelerin otoklav islemi

pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan kuru fibroin iskeleler 30 dakika stire ile distile su buharina
maruz birakilarak nemli hale getirildi. Ardindan aliiminyum folyolara sarildi. Cam
bir petri igerine konuldu. Sonrasinda buharli otoklava (Hirayama, JAPAN) alindi.
Islem 121°C’de, 1 bar basing altinda, 20 dakika siirede yapild.
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5.5.3.1.2. Fibroin ¢ézeltilerinin otoklavlanmasi sonrasi liyofilizasyon

pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan fibroin ¢ozeltileri 10’ar ml olacak sekilde cam deney
tiiplerine koyuldu. Cam tiiplerin agizlar1 delikli tipa ile kapatildi ve aliiminyum
folyoya sarildi. Bir beher igerisinde buharli otoklava (Hirayama, JAPAN)
alindi(Sekil 5.8). Islem 121°C’de, 1 bar, 20 dk gerceklestirildi.

Sekil 5.8. A. Siv1 fibroinin otoklavlama islemine hazirlanmasi B. Otoklavlama islemi
sonrast siv1 fibroinler

Otoklavlama islemi tamamlanan fibroin ¢6zeltileri oda sicakligina ulasana kadar
bekletildi. Ardindan kuyucuklu petrilere koyuldu. 4 saat siireyle -20°C donduruya,
sonrasinda bir gece boyunca -86°C dondurucuya alindi. Dondurma igleminden

sonra numuneler kurutulmak tizere liyofilizatore konuldu(Sekil 5.9).

24 saat siireyle kurutma islemi gergeklestirildi. Liyoflizatorden ¢ikartilan

numuneler ¢eker ocak igerisnde kapagi yari agik olacak sekilde 1 gece bekletildi.
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Sekil 5.9. A. Otoklavlanan sivi fibroinin liyofilizasyon islemine hazirlanmasi
B. Otoklavlanan siv1 fibroinden liyofilizasyon ile elde edilen iskeleler

5.5.4. Etiiv-Sterilizator Islemleri

Standart liyofilizasyon islemleri sonucunda elde edilmis pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan
kuru fibroin iskeleler aliiminyum folyolara sarildi. Cam bir petri icerine koyuldu.
Ardindan etiiv-sterilizator cihazina (Universal Oven UN110, GERMANY) alind:.
Islem kuru sicak altinda 180°C’de, 30 dakika siirede gerceklestirildi.

5.6. Biyouyumuluk Analizi

MTT, 1983 yilinda memeli hiicrelerinin hayatta kalmalarini ve proliferasyonlarini
belirlemek igin kantitatif kolorimetrik bir Olgiim olarak Mossman tarafindan
Onerilmistir ve glinlimiizde hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz aktivitelerini
belirlemek siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir (Mossman, 1983). Hiicre
kaynagindan izolasyon sonrasinda ¢esitli hiicre kiiltiirii serilerindeki hiicrelerin,
mitokondriyal dehidrojenaz aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5
difenil tetrazolyum bromiir]’ye dayali ticari bir kit (Sigma) kullanilarak
Ol¢lilmiistlir. Bu test i¢in 96-kuyucuklu bir petri kab1 kullanildi. Asagidaki islem
basamaklar takip edildi.
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* Hazirlanan her bir fibroin iskeleden es boyutlarda (0,5 cm®) 4’er adet numune
kesiti alindi. UV Sterilizasyon yapildi.

* Proliferasyonu devam eden kiMKH’i Tripsin-EDTA ile kiiltiir kaplarindan
kaldirilarak yikand1 ve slispanse edildi.

+ Siispanse hiicreler kullanilarak 1x10° hiicre/iskele olacak sekilde ekim yapildi.

* Ardindan 1., 3., 7. ve 14. Gilinlerde MTT testi ile prolifere olan hiicrelerin
mitokondriyal aktiviteleri ve canliliklar takip edildi.

* Petrinin kuyucuklarina temiz, taze hazirlanmis vasat konularak {izerine %10
konsantrasyonu saglayacak sekilde MTT kiti ilave edildi.

* Kuyucuklarin her birine numuneden alinan 6érnekler konularak 4 saat siiresince
karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi. Ancak, kuyucuklardan birine 6rnek
konulmayarak igerisindeki vasat kor olarak kullanildi.

* 4 saatin sonunda olusan formazan kristalleri invert ikroskop ile
goriintiilendikten sonra, MTT ¢oziiclisii (izopropanolde %]1’lik HCI)
kullanilarak ¢o6ziildii.

* Bagka bir 96 kuyucuklu petri igerisine her oérnekten 250 pl eklendi. 570 nm

dalga boyunda mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri 6lgiildii.

5.7. Biyobozunurluk Testi

Fibroin biyomateryalinin dogal bir polimer oldugu ve biyobozunur oldugu
bilinmektedir. Analiz ile bu 0Ozellik iizerine fibroin iskelelerinin hazirlanig
sartlariin bir etkisinin olup olmayacagi incelenecektir. Biyobozunurluk siiresinin
tesbiti icin Hank’s Balanced Salt Solution (Sigma-Aldrich, United Kingdom)

kullanilmastir.

Numunelerden belirli boyutlarda kesitler alindi ve her numunenin agirliklar

oOlgiildii. Ardindan tizerlerine 2’ser ml Hank’s Dengeli Tuz Cozeltisi eklendi (Sekil

5.10). Hazirlanan numuneler 37° C'de etiivde inkiibe edildi. Islemin baslama saati
baz alinarak her 24 saat sonunda kuyucuklardaki soliisyon alindi. Fibroin iskeleler
etlivde kurutulduktan sonra tekrar agirlik Ol¢climii yapildi. Bu islem 14 giin

stiresince yapildi.
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Sekil 5.10. Solda(A) Gruplara ait 5, 6, 7 ve 8 pH’larda numunelerden kesitler, Sagda(B),
hazirlanan numuneler ilizerine Hank’s dengeli tuz ¢ozeltisi eklenmis goriintiisii.
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6. ARASTIRMA BULGULARI

Yedi farkli deney prosediirii ile elde edilen fibroin iskeleleri gozeneklilik yapisi ve
orani, beta ve alfa-sheet tabakalari, biyouyumluluk ve biyobozunurluklarinin
belirlenmesi amaciyla c¢esitli analizlere tabi tutuldu. Her bir deney prosediirii ile
hazirlanan numunelere alfabetik adlandirma yapildi. Bu adlandirmalar Tablo 6.1°de

yer almaktadir.

Tablo 6.1. Deneylere gore yapilan alfabetik adlandirmalar

Alfabetik Yapilan Deneyler

Adlandirma

A Serisi Standart Liyofilizasyon Islemi
(Vakum-Cok diisiik sicaklik etkisi)

B Serisi Porojen Arindirma Yontemi ve Vakumlu Etiiv Islemi
(Oda kosullari-sicak vakum etkisi)

C Serisi Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin
Otoklavlanmasi
(Cok diistik sicaklik, vakum-kuru ortam-yiiksek sicaklik, vakum etkisi)

D Serisi Standart Liyofilizasyondan Sonra Islak Haldeki iskelelerin
Otoklavlanmasi
(Cok diisiik sicaklik, vakum-sulu ortam-yiiksek sicaklik, vakum etkisi)

E Serisi Standart Liyofilizasyondan Sonra Nemli Haldeki Iskelelerin
Otoklavlanmasi
(Cok diisiik sicaklik, vakum-nemli ortam-yiiksek sicaklik, vakum
etkisi)

F Serisi Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin Etiivde
Yiiksek Sicaklik Muamelesi
(Cok diisiik sicaklik, vakum-kuru ortam-yiiksek sicaklik etkisi)

G Serisi Sivi Fibroinin Otoklavlanmasindan Sonra Liyofilizasyon ile
Kurutulmast
(S1v1 form-yiiksek sicaklik, vakum etkisi- Cok diislik sicaklik, vakum)

D ve E grubuna ait numuneler, deneyler sonucunda yapisal biitiinlikklerini
koruyamadiklar1 ve analizlere uygun olmadiklar1 tespit edildiginden sonuglar

verilmemistir.

6.1. Isik MikrosKobisi ile Goriintilleme

Hazirlanan fibroin iskelelerin gozeneklilikleri ve i¢ tabakalarinin tesbiti amaciyla
morfolojik analizlerde faz kontrast 151k mikroskobu ile (Leica DMIL) incelenmistir.

Y apinin makroskobik goriintiisii tespit edilmeye caligilmistir.
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A Serisine ait iskele drneklerinin 10x biiylitme ile ¢ekilmis fotograflari sekil 6.1°de
verilmistir. Iskelelerden &zellikle pH 6 ve pH 7 degerine sahip iskelelerin
morfolojik olarak benzer ve yiiksek gozeneklilikte siingerimsi bir yapiya sahip
oldugu goriilmiistiir. Asidik ve bazik pH degerlerinde ise gbzenek boyutunun
kiiciildiigii tespit edilmistir. Kullanilan iiretim yontemi her iskele i¢in ayni oldugu

halde yontemden bagimsiz olarak gozenekliligin pH degerlerine bagli olarak

degisiklik gosterdigi anlasilmaktadir.

Sekil 6.1. A Serisi igin yapilan islemleri sonunda elde edilen iskelelerin 151k mikroskobisi
goriintiileri. A. pH 5, B. pH 6, C. pH 7, D. pH 8.

B Serisine ait iskele orneklerinin 10x biiyiitme ile ¢ekilmis fotograflart sekil 6.2°de
verilmistir. Yapidaki gézenek boyunun A serisine oranla daha biiylik oldugu ve
artan pH degeriyle gozenek biiyilikligiiniin de arttigi fotograflarda acikca
goriilmektedir. Bu durum go6zeneklilige sadece porojen boyutunun etkili
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olmadigini, kullanilan polimer ¢6zeltisinin asiditesinin de gézenek boyutuna etki

ettigini agikca gostermektedir.

Sekil 6.2. B grubu iglemleri sonunda elde edilen iskelelerin 151k mikroskobisi goriintiileri.
A.pH5,B.pH6, C.pH 7,D. pH 8.

C Serisine ait iskele orneklerinin 10x biiyiitme ile ¢ekilmis fotograflar1 Sekil 6.3’te
verilmistir. Iskeleler {izerinde A serisinden farkli olarak gozenekliligi olusturan
liflerin incelestigi ve otoklavdaki nispeten diisiik dis basing, yiiksek buhar basinci
ve yilksek sicaklik etkisiyle ag yapilarin olustugu goriilmiistiir. Ornekler
karsilastirildiginda ise sadece notral pH degere sahip 6rnekte ag yapilarin ¢ok daha
az oranda olustugu dikkat ¢gekmektedir.

50



Sekil 6.3. C grubu iglemleri sonunda elde edilen iskelelerin 151k mikroskobisi goriintiileri.
A.pH5 B.pH6,C.pH7,D. pH 8.

F Serisine ait iskele 6rneklerinin 10x biiyiitme ile ¢ekilmis fotograflar sekil 6.4°te
verilmistir. Isklelerin morfolojik olarak C serisi drnekleri ile benzerlik gdstermekle
birlikte daha yogun bir fibriler aga sahip oldugu tespit edilmistir. Lifsi yapilarin
bazik pH degerine yaklastikga mikroporoz yapidan tabakali yapiya kismen de olsa
gecis yaptigr gorilmiistiir.
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Sekil 6.4. F grubu islemleri sonunda elde edilen iskelelerin 151k mikroskobisi goriintiileri.
A.pH 5, B. pH 6, C. pH 7, D. pH 8.

G Serisine ait iskele drneklerinin 10x biiyilitme ile ¢ekilmis fotograflar: sekil 6.5°te

verilmistir. Iskelelerin morfolojik olarak F serisi drnekleri ile benzerlik gdstermekle

birlikte lifli yapilarin siireklilik kazandigi ve lifler aras1 ag yapisinda bozulmalar

oldugu dikkat ¢ekmistir. Asidik pH degerlerinde siirekli liflerden olusan tabakali

morfoloji dikkat ¢ekerken bazik pH degerlerinde liflerin nispeten daha ince oldugu

ve yapinin yogunlugunda artig oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 6.5. G grubu islemleri sonunda elde edilen iskelelerin 11k mikroskobisi goriintiileri.
A.pH5,B.pH6,C.pH 7,D. pH 8.
6.2. Biyouyumluluk Testi: MTT (Mitokondriyal Dehidrojenaz Aktiviteleri)
Analizi

MTT testinin temelini, prolifere olan hiicrelerin duragan fazdaki hiicrelerden daha
yiiksek mitokonriyal dehidrogenaz aktivitesi gostermesi olusturur. Ayrica bu
reaksiyon mitokondrisi bozulmamis, yasayan ve yeterli oksijeni bulunan hiicrelerde
gergeklesir. Bundan dolay1r bu test hiicrelerin farkli mitokondriyal metabolik

oranlarini 6l¢gmek i¢in uygundur.

Hiicrelerin canliligmin fazla olmasi, mitokondriyal aktivitenin artmasina neden

olacagindan, hiicre canliligini takip etmek icinde kullanilan bir yontemdir.

53



Hazirlanan fibroin iskelelerin biyouyumluluklarinin belirlenmesi amaciyla hiicresel
denemeler gergeklestirildi. Ardindan 1., 3., 7. ve 14. ginlerde MTT testi ile

prolifere olan hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri ve canliliklar: takip edildi.

Petrinin kuyucuklarina temiz, taze hazirlanmis vasat konularak {tizerine %10
konsantrasyonu saglayacak sekilde MTT Kkiti ilave edildi. Kuyucuklarin her birine
numuneden alinan 6rnekler konularak 4 saat siiresince karbondioksit inkiibatoriinde
bekletildi. Ancak, kuyucuklardan birine 6rnek konulmayarak igerisindeki vasat kor

olarak kullanildi (Sekil 6.6). MTT testi, iig-boyutlu fibroin iskele iizerindeki MKH

kiiltiirlerinden alian yaklasik olarak ayn1 dlgiilerdeki 6rneklere uygulanmigtir.

Sekil 6.6. 14.giin MTT testi, A. MTT ilave edilen hiicre iskelelerinin 4 saatlik inkiibasyon
sonrasi goriintiisii, B. Kuyucuklardan ¢ozeltinin uzaklastirilmas: ve iskeleler
iizerindeki renk degisiminin(formazan kristallerinin)  gozlenmesi, C.
Kuyucuklardan uzaklastirilan ¢ozeltilerin goriintiisii, D. Iskelelerde olusan
formazan kristallerinin MTT solventi ile ¢oziilmesi ve ¢dzeltinin farkl
kuyucuklara aktarilmis halinin goriintiisii.

Inkiibasyonun ~ sonunda  formazan  kristallerinin  olusumu  faz-kontrast
mikroskobunda incelenmistir (Sekil 6.7). Sonrasinda ise koyu mavi formazan
kristalleri MTT ¢oziiciisii ile ¢ozililerek renk siddeti 570 nm’de UV-

spektrofotometresinde 3 tekrarli olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 6.7. 14.giin MTT testi sonrasinda iskeleler iizerinde olusan formazan Kristallerinin
goriintiilenmesi

Formazan kristalleri ¢oziilerek UV-spektrofotometresinde absorbans degerleri
Olgtimlerinin sonucunda elde edilen grafik Sekil 6.8’de gosterilmektedir.
Spektrofotometrik dl¢iimlerde mitokondriyal aktivitenin 3. glinde arttig1 ilerleyen
zaman noktalarinda degerlerde kismi bir diisiis olmak birlikte fazla bir degisim

olmadigi tespit edilmistir.

En yiiksek mitokondriyal aktivitenin A serisinde pH-6 degerine sahip drnekte elde
edildigi tespit edildi. Ayrica G serisi orneklerinde de genel olarak 14. giinde
mitokondriyal aktivitenin yiiksek oldugu goriilmekle birlikte farkli olarak pH-5

degerine sahip 6rneke azalma gozlendi.

Diger orneklerde en diisilk metabolik aktivite B, C ve F serisisi i¢in dogal pH
degeri olan pH-6 degerine sahip orneklerde gozlemlendi. Bu durum pH degisimi ile
numunelerin kimyasal konfiglirasyonlarinda olan degisimin biyouyumluluguna da

etki ettigini gostermektedir.
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Sekil 6.8. Fibron iskelelerde olusan formazan kristallerinin UV-spektrofotometresinde
absorbans degerlerinin numune tiirii ve giinlere gore dagilimi

6.3. Biyobozunurluk Siiresi Tesbiti

Hazirlanan numunelerin biyobozunurluk siireleri in vivo ortami en iyi sekilde taklit
ettigi ve literatiirde siklikla karsilagildig: tizere Hank’in dengeli tuz ¢ozeltisi ile 14
giin siireyle test edilmistir. Uygulama gilinliik olarak numunlerin kuru kiitlelerinin
tespiti ve taze tampon ¢ozelti ile yeniden siispanse edilmesi ile gergeklestirilmistir.
Gilinliik olarak gerceklestirilen tartim sonuglart yiizde bozunma seklinde
hesaplanarak deney prosediirleri olarak serilere gore ve pH degisimlerine gore ayr1

ayr1 grafige gegirilmistir (Sekil 6.9 ve 6.10).

A ve G serisi numunelerinin pH’tan bagimsiz olarak ilk 24 saatin sonunda tamamen
bozundugu tespit edildi. Bu durum A ve G serisi numunlerinde yapinin stabilitesini
artirict molekiil i¢i ve molekiiller arasi capraz baglanmalarin olmadigini
gostermekle birlikte bu etkinin pH degisimlerininden bagimsiz gerceklestigini de
isaret etmektedir. A ve G serisi numunelerinin hepsi son islem olarak standart
liyoflizasyon yontemine tabi tutulmus olup, soguk vakum sisteminin ¢apraz

baglanmalar1 desteklemedigi anlasilmaktadir.
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F serisi numunelerinin de kisa bozunma stiresine sahip oldugu ve 48 saatin sonunda
tim numunelerin bozundgu tespit edildi. Ancak ilk 24 saatlik zamanda

bozunmalarin kismen de olsa pH degisiminden etkilendigi anlagilmaktadir.

B ve C serisi numelerinin bozunma siirelerinin diger gruplara oranla daha uzun
stirede gerceklestigi ve 14 giiniin sonunda B serisi pH 8 iskelelerin %32,5°1, C serisi
pH 6 iskelelerin ise %36’sinin bozundugu hesaplandi. Ayrica B ve C serisi
orneklerinde bozunmalarin pH degerleri ile degisim gosterdigi de hesaplamalar
sonucu bulundu. pH 6 degerine sahip 6rneklerde en yiiksek bozunma C serisinde
gerceklesirken diger pH degerlerinde bozunma oranin B serisinde daha fazla oldugu
goriildii. Bu sonuglar, fizyolojik sicaklikta vakum etkisinin ve kati iskelelerin
yiiksek buhar basincinda vakuma tabi tutulmasi ile molekiiller aras1 ve igi ¢apraz

baglanmalarin ger¢eklesmesi ile agiklanabilmektedir.
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Sekil 6.9. Biyobozunurluk siiresinin deney serileri bazinda giinlere gore yiizde bozunmalarinin grafikler ile gosterimi.
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Sekil 6.10. Ayn1 pH degerine sahip fibroin iskelelerin hazirlanma yontemlerinin bozunma siirelerine bagliliginin, bozunma yiizdelerinin giinlere gore

grafikler ile karsilatirmali olarak gdsterimi.
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6.4. Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Deney prodiiriine gore iiretimlerindeki fiziksel kosullar1 degisen fibroin iskelelerin
yapilarinda bulunan molekiillerdeki ¢esitli baglarin titresim frekanslarin1 6lgmek ve
molekiildeki fonksiyonel gruplart tespit etmek amaciyla elektromanyetik
spektrumunda 4000-450 cm™ dalga boyu arasinda Bruker Marka AlpHa model ATR

FTIR spektroskopisi ile numunelerin dl¢iimii yapildi.

Serisinden aynstirilmis ve Ajisawa ¢oOzeltisiyle c¢oziilerek saflagtirilan  ve
liyofilizasyon ile kurutulan fibroine ait FTIR spektrumunda, amid baglarinin 1615 ve
1616 cm™ bolgesinde, -CH gerilmelerinin 2914 ve 2551 cm™ bolgelerinde goriildiigii
ve —CH gerilmelerinin saflastirilmamis fibroine gore daha zayif gozlendigi, -NH
gerilmelerinin 3270 cm™ bolgesinde oldugu goriilmiistiir. Serisine 6zgii 1650, 1400
ve 1070 cm™ bolgesinde ¢ikan piklerin goriilmemesi Serisin proteininin basaril
sekilde uzaklastirildigin1 gdstermistir. Ayrica, fibroine 6zgii olan, kozada serisin
tarafindan baskilanan gly-gly ve —gly-ala- peptit motiflerinin 1000 ve 970 cm
bolgesinde goriildiigii tespit edilmis olup, bu durum serisinin ortamda olmadigi ya da

biiyilik oranda uzaklastirildigini géstermektedir.
6.4.1. A Serisi Fibroin Iskelelerin FTIR Grafikleri

A serisi numunelerin spektrumlarinda Amid I, II ve III, hidroksil, karboksil ile
aromatik ve alifatik fonksiyonel gruplari hakkinda ©nemli absorbsiyon pikleri
goriilmiistiir. Bu numunelere ait FTIR spektrumlar1 karsilagtirilmali olarak Sekil

6.11’de verilmistir.
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Sekil 6.11. A grubunda tiim pH’lara ait fibroin iskelelerin FTIR spektrumlari

A grubuna ait pH 5’te hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH baglarinin
gerilme titresimleri 3271,26 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik -C-H'nin gerilme titresimleri 3065,80 cm™ ve 2933,67 cm™ ile 3200-2850
cm? pikleri arasinda izlenmistir. 1635,61 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I;
1514,42 cm®, 1448,52 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1410,45
cm?, 1379,60 cm™, 1332,24 cm™, 1232,12 cm, 1165,38 cm™ ile 1450-1100 cm™
pikleri arasinda Amid III baglarnn gézlemlenmistir. Bu bag yapilar1 ve fonksiyonel
gruplar fibroinin protein yapisina Ozgii kimyasal yapilardir. Yapilan deneysel
asamalarda fibroinin kimyasal yapisinin korundugu goriilmektedir. Ayrica, spektrum
iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki Parmak izi bélgesinde, dlgiimii yapilan
numuneye ait kimlik bilgilerini iceren 6zel bolgeler de izlenmistir. Parmak izi
bolgesinde numune i¢in 946,97 cm™, 532,99 cm™, 435,78 cm™, 418,60 cm™, 406,50

cm? pikleri dl¢iilmiistiir.

FTIR olclimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu ve birbirleri arasinda
gecis bolgelerinde olusan alanlar da sayisal olarak belirlenmistir. Bu alanlarin her

numune i¢in farkli oldugu goriilmiistiir.
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A grubu pH 5 fibroin iskelede —OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve 3271,26 cm™
pikinin iizerinde olgiilen alan degeri 9.643’tiir. Amid I ve Amid II arasinda ve
1635,61 cm™ piki iizerinde olgiilen alan degeri 8.772’dir. Amid II ve Amid I
arasinda ve 1514,42 cm™ piki {izerinde dlgiilen alan degeri 9.740’dir. Amid III ve

Parmak izi bolgesi arasinda 1232,12 cm™ piki iizerinde dlciilen alan ise 4.937"dir.

A grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumunda(Sekil 6.12)
—OH baglarinin gerilme titresimleri 3271,13 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda
goriilmiistiir. Alifatik -C-H'nin gerilme titresimleri 3066,00 cm™ ve 2933,72 cm™ ile
3200-2850 cm™ pikleri arasinda izlenmistir. 1640,43 cm™ ile 1700-1600 cm
arasinda Amid I; 1513,89 cm?, 1451,17 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda
Amid 11; 1410,07 cm, 1379,72 cm™, 1333,34 cm™, 1232,89 cm™, 1166,56 cm™ ile
1450-1100 cm pikleri arasinda Amid III baglar1 gdzlemlenmistir. Bu bag yapilar1 ve

fonksiyonel gruplar fibroinin protein yapisina 6zgii kimyasal yapilardir.
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Sekil 6.12 A grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlart ve olusan
spesifik alanlar ve alan 6lgiileri.

Yapilan deneysel asamalarda fibroinin kimyasal yapisinin korundugu goriilmektedir.

Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki Parmak izi bdlgesinde
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numune igin 948,72 cm™, 542,34 cm™ pikleri olgiilmiistir. FTIR o6l¢iimlerinin
yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu pik alanlari; A grubu pH 6 fibroin iskelede
—OH ve —C-H- gruplar arasinda ve 3271,13 cm™ pikinin {izerinde 6lgiilen alan degeri
15.746°dir. Amid I ve Amid II arasinda ve 1640,43 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan
degeri 13.768°dir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1513,89 cm™ piki iizerinde
dlciilen alan 14.500°dir. Amid III ve Parmak izi bdlgesi arasinda 1232,89 cm™ piki

tizerinde Olgiilen alan ise 6.755°dir.

A grubuna ait pH 7 numunesinde; —OH- baglarinin gerilme titresimleri 3271,98 cm-1
ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir. Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri
3065,04 cm?t ve 293546 cm™ ile 3200-2850 cm™ pikleri arasinda izlenmistir.
1639,09 cm? ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,55 cm™®, 1451,73 cm™ ile
1600-1450 cm™* pikleri arasinda Amid II; 1409,98 cm™, 1379,68 cm™, 1333,52 cm™,
1232,60 cm™, 1166,11 cm™ ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid III baglari
gozlemlenmistir. Bu bag yapilar1 ve fonksiyonel gruplar fibroinin protein yapisina
0zgl kimyasal yapilardir. Yapilan deneysel asamalarda fibroinin kimyasal yapisinin
korundugu goriilmektedir. Ayrica, spektrumda 1000-400 cm™ arasindaki parmak izi

bolgesinde numune icin 946,86 cm™, 532,45 cm™ pikleri él¢iilmiistiir.

A grubu pH 7 fibroin iskelede -OH ve —C-H- gruplar arasinda ve 3271,98 cm
pikinin lizerinde Olciilen alan degeri 18.700°diir. Amid I ve Amid II arasinda ve
1639,06 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan degeri 13.979’dur. Amid II ve Amid Il
arasmda ve 1513,55 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan 16.221°dir. Amid III ve Parmak
izi bolgesi arasinda 1232,60 cm™ piki iizerinde &lgiilen alan ise 7.846°dir. A grubuna
ait pH 8’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumunda —OH- baglarinin gerilme
titresimleri 3270,68 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir. Alifatik C-
H'nin gerilme titresimleri 3065,25 cm™ ve 2935,21 cm™ ile 3200-2850 cm™ pikleri
arasinda izlenmistir. 1639,09 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,99 cm™,
1451,30 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1410,11 cm™, 1379,36 cm”
11333,40 cm™?, 1233,56 cm™, 1165,74 cm™ ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda
Amid III baglar1 gozlemlenmistir. Bu bag yapilar1 ve fonksiyonel gruplar fibroinin
protein yapisina 6zgii kimyasal yapilardir. Yapilan deneysel asamalarda fibroinin

kimyasal yapisinin korundugu goriilmektedir. Ayrica, Spektrum tizerinde 1000-400
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cm? pikleri arasindaki parmak izi bolgesinde numune i¢in 946,08 cm™, 544,64 cm?
434,96 cmt, 419,16 cm* pikleri dl¢iilmiistiir.

A grubu pH 8 fibroin iskelede —OH- ve —C-H- gruplar arasinda ve 3270,68 cm?
pikinin iizerinde Olciilen alan degeri 12,297°dir. Amid I ve Amid II arasinda ve
1639,09 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan degeri 14.768’dir. Amid II ve Amid III
arasinda ve 1513,99 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan 13.506°dir. Amid III ve Parmak

izi bolgesi arasinda 1233,56 cm™ piki iizerinde dl¢iilen alan ise 6.020dir.
6.4.2. B Serisi Fibroin Iskelelerin FTIR Grafikleri

B grubunda pH’lar 5, 6, 7 ve 8 olan numunelerin spektrumlarinda Amid I, IT ve III,
hidroksil, karboksil ile aromatik ve alifatik fonksiyonel gruplari hakkinda 6nemli
absorbsiyon pikleri goriilmiistir. Bu numunelere ait FTIR spektrumlar

karsilastirilmali olarak Sekil 6.13°de verilmistir.
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Sekil 6.13. B grubunda tiim pH’lara ait fibroin iskelelerin FTIR spektrumlar1
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B grubuna ait pH 5’te hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlarinda —OH-
baglarinin gerilme titresimleri 3271,84 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda
goriilmiistiir. Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri izlenmemistir. 1620,18 cm™ ile
1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1510,82 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda
Amid Il; 1444,10 cm™, 1338,24 cm™,, 1228,14 cm, 1164,73 cm™* ile 1450-1100
cm? pikleri arasinda Amid III baglari gdzlemlenmistir. Bu bag yapilari ve
fonksiyonel gruplar fibroinin protein yapisina 6zgii kimyasal yapilardir. Yapilan
deneysel agamalarda fibroinin kimyasal yapisinin korundugu goriilmektedir. Ayrica,
spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki parmak izi bolgesinde numune
icin 800,68 cm™, 671,21 cm™, 641,18 cm™, 601,95 cm™, 546,19 cm™, 511,66 cm™,
476,31 cm™ , 465,27 cm™ | 454,60 cm™ , 436,92 cm™ , 422,79 cm™ , 411,92 cm™

pikleri 6l¢iilmiistiir.

FTIR Olgimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin alanlar1 sayisal olarak
belirlenmistir. B grubu pH 5 fibroin iskelede ~OH- gruplar1 ve 3271,84 cm™ pikinin

tizerinde Olgiilen alan degeri 4.332°dir.

Amid I ve Amid II arasinda ve 1620,18 cm™ piki iizerinde &lgiilen alan degeri
5.384°diir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1510,82 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan
4.952’dir. Amid III ve Parmak izi bolgesi arasinda 1228,14 cm™ piki iizerinde

Olgiilen alan ise 2.170’dir.

B grubuna ait pH 6 fibroin iskelenin FTIR spektrumunda(Sekil 6.14) —OH-
baglarmin gerilme titresimleri 3270,66 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda
goriilmiistiir. Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri izlenmemistir. 1620,31 cm™ ile
1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,14 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda
Amid 11; 1443,75 cm™, 1408,91 cm™, 1337,18 cm™, 1228,73 cm™ ,1163, 66 cm™ ile
1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid III baglar1 gézlemlenmistir. Bu bag yapilari ve
fonksiyonel gruplar fibroinin protein yapisina 6zgii kimyasal yapilardir. Spektrum
iizerinde 1000-400 cm™* pikleri arasindaki parmak izi bolgesinde numune icin, 671,77
cm?, 619,61 cm™, 546,55 cm™, 510,72 cm™, 475,80 cm™, 464,52 cm™, 454,82 cm™
437,93 cm?, 427,72 cm* pikleri 6l¢iilmiistiir.
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FTIR Olgiimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin alanlar1 sayisal olarak
belirlenmistir. Bu alanlar her numune i¢in farklidir. B grubu pH 6 fibroin iskelede
OH- gruplar1 ve 3270,66 cm™ pikinin iizerinde dlgiilen alan degeri 6.060’dir. Amid I
ve Amid II arasinda ve 1620,31 cm™ piki iizerinde olgiilen alan degeri 8.023’diir.
Amid II ve Amid III arasinda ve 1513,14 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan 6.523"dir.
Amid III ve Parmak izi bolgesi arasinda 1228,73 cm™ piki iizerinde &lgiilen alan ise
2.836’dir.
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Sekil 6.14. B grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlar1 ve olusan
spesifik alanlar ve alan olgiileri.

B grubuna ait pH 7’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3272,30 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3065,61 cm™ 2929,08 cm™ ile 3200-2850 cm*
pikleri arasinda izlenmistir. 1620,67 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I;
1514,04 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1444,60 cm™, 1408,85
cm™?, 1337,35 cm™, 1230,17 cm™ ,1164,08 cm™ ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda
Amid I baglar1 gézlemlenmistir. Bu bag yapilart ve fonksiyonel gruplar fibroinin
protein yapisina 6zgii kimyasal yapilardir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™
pikleri arasindaki parmak izi bolgesinde numune igin, 671,86 cm™ 613,00 cm™,
546,90 cm™ 510,72 cm™ , 484,74 cm™, 427,21 cm™* pikleri dl¢iilmiistiir.
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FTIR Ol¢iimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin alanlar1 sayisal olarak
belirlenmistir. B grubu pH 7 fibroin iskelede ~OH- gruplar1 ve 3272,30 cm™ pikinin
lizerinde dlgiilen alan degeri 8.261°dir. Amid I ve Amid II arasinda ve 1620,67 cm™
piki lizerinde Slgiilen alan degeri 8.212°diir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1514,04
cm? piki iizerinde 6lgiilen alan 9.480°dir. Amid III ve Parmak izi bolgesi arasinda

1230,17 cm™ piki iizerinde dlgiilen alan ise 3.740’dir.

B grubuna ait pH 8’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3271,15 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3065,55 cm™ ile 3200-2850 cm™ pikleri arasinda
izlenmistir. 1619,75 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1511,57 cm™ ile 1600-
1450 cm? pikleri arasinda Amid II; 1443,99 cm™, 1409,61 cm?, 1337,61 cm™,
1228,01 cm™, 1164,27 cm™ ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid III baglari
gbzlemlenmistir. Bu bag yapilar1 ve fonksiyonel gruplar fibroinin protein yapisina

0zgii kimyasal yapilardir.

Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki parmakizi bolgesinde
numune icin, 975,98 cm™, 801,20 cm™?, 603,56 cm™, 545,87 cm™, 532,15 cm?,
509,37 cmt, 454,57 cm™, 436,61 cm™, 426,17 cm™ pikleri dl¢iilmiistiir.

FTIR olciimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin alanlari sayisal olarak
belirlenmistir. B grubu pH 8 fibroin iskelede ~OH- gruplar1 ve 3271,15 cm™ pikinin
lizerinde dlgiilen alan degeri 6.366 dir. Amid I ve Amid II arasinda ve 1619,75 cm™
piki lizerinde Ol¢iilen alan degeri 6.835 diir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1511,57
cm? piki iizerinde dlgiilen alan 6.445°dir. Amid III ve Parmak izi bolgesi arasinda

1228,01 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan ise 3.179’dir.
6.4.3. C Serisi Fibroin iskelelerin FTIR Grafikleri

C grubunda pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan numunelerin spektrumlarinda Amid I, II ve III,
hidroksil, karboksil ile aromatik ve alifatik fonksiyonel gruplari, karbon {iglii baglar

hakkinda 6nemli absorbsiyon pikleri goriilmiistiir (Sekil 6.15).
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Sekil 6.15. C grubunda tiim pH’lara ait fibroin iskelelerin FTIR spektrumlari

C grubuna ait pH 5’te hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3271,77 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3071,27 cm™, 2932,57 cm™ ile 3200-2850 cm
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon iiglii baglarm gerilme titresimleri 2349,56 cm™ ,
2326,44 cm™ ile 2500-2000 cm? pikleri araliginda bulunmaktadir. 1619,45 cm? ile
1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1511,70 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda
Amid 1l; 1443,01 cm™, 1408,66 cm™, 1227,01 cm™, 1162,60 cm™ ile 1450-1100
cm™ pikleri arasinda Amid III baglar1 gdzlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde
1000-400 cm™ pikleri arasindaki parmakizi bolgesinde numune igin, 999,01 cm™,
608,93 cm™, 544,94 cm™, 422,94 cm™ pikleri dl¢iilmiistiir

FTIR Ol¢limlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. C grubu pH 5 fibroin iskelede -OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve
3271,77 cmt pikinin {izerinde Olgiilen alan degeri 12.557°dir. Amid I ve Amid II

arasinda ve 1619,45 cm™ piki iizerinde 6lciilen alan degeri 9.686’dur.
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Amid II ve Amid III arasinda ve 1511,70 cm™ piki iizerinde 6lciilen alan 10.034"diir.
Amid III ve Parmak izi bélgesi arasinda 1227,01 cm™ piki {izerinde &lgiilen alan ise

5.286°dr.

C grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumunda (Sekil 6.16)
—OH- baglarnin gerilme titresimleri 3271,21 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri
arasinda goriilmistiir. Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3067,48 cm™ |, 2932,05
cm?tile 3200-2850 cm™ pikleri arasinda izlenmistir. Karbon iiclii baglarin gerilme
titresimleri 2349,57 cm™, 2326,11 cm™ ile 2500-2000 cm™ pikleri araliginda
bulunmaktadir. 1618,39 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1509,98 cm™ ile
1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1443,58 cm?, 1407,38 cmt, , 1227,85
cm?, 1163,07 cm? ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid III baglar
gbzlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki
parmakizi bdlgesinde numune igin, 604,57 cm™, 546,45 cm™, 421,39 cm? pikleri
Olctilmiustiir (Sekil 6.2.).
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Sekil 6.16 C grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlari ve olusan
spesifik alanlar ve alan 6lgiileri.

FTIR Ol¢limlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. C grubu pH 6 fibroin iskelede -OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve
3271,21 cm pikinin iizerinde &lgiilen alan degeri 12.158’dir.
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Amid 1 ve Amid II arasinda ve 1618,39 cm™ piki iizerinde olgiilen alan degeri
10.611°dir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1509,98 cm™ piki iizerinde dlgiilen alan
10.966°dir. Amid III ve Parmak izi bdlgesi arasinda 1227,85 cm™ piki iizerinde

Olgiilen alan ise 5.128’dir.

C grubuna ait pH 7’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlarinda —OH-
baglarinin gerilme titresimleri 3271,57 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda
goriilmiistiir. Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 2928,90 cm™ ile 3200-2850 cm*
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon ii¢lii baglarn gerilme titresimleri 2354,29 cm™ ,
2328,12 cm™ ile 2500-2000 cm™ pikleri araliginda bulunmaktadir. 1619,70 cm? ile
1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1514,20 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda
Amid I1; 144456 cm™, 1409,87 cm™, 1337,84 cm™, 1164,84 cm™ ile 1450-1100
cm? pikleri arasinda Amid III baglar1 gézlemlenmistir. Ayrica, spektrum {izerinde
1000-400 cm pikleri arasindaki parmakizi bolgesinde numune igin, 608,12 cm™,
546,29 cm™, 421,00 cm™? pikleri 6l¢iilmistiir.

FTIR o&lgiimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. C grubu pH 7 fibroin iskelede —OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve
3271,57 cm pikinin iizerinde dlgiilen alan degeri 10,199°dur. Amid | ve Amid Il
arasinda ve 1619,70 cm™ piki {izerinde 6lciilen alan degeri 12.623’diir. Amid II ve
Amid III arasinda ve 1514,20 cm™ piki iizerinde &lgiilen alan 10.815°dir. Amid III ve

Parmak izi bolgesi arasinda 1229,78 cm™ piki iizerinde dlgiilen alan ise 4.765dir.

C grubuna ait pH 8’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlarinda —OH-
baglarinin gerilme titresimleri 3272,73 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda
goriilmiistiir. Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3077,37 cm™, 2933,04 cm™ ile
3200-2850 cm™* pikleri arasinda izlenmistir. Karbon ii¢lii baglarin gerilme titresimleri
bulunmamaktadir. 1618,99 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1511,71 cm™
ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1443,36 cm™?, 1408,10 cm™, 1336,70
cm™, 1229,20 cm™ 1163,83 cm™ile 1450-1100 cm* pikleri arasinda Amid III baglar
gbzlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki
parmakizi bolgesinde numune igin, 975,10 cm?, 607,45 cm™, 545,76 cm™, 425,80

cm™ pikleri dl¢iilmiistiir.
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C grubu pH 8 fibroin iskelede -OH- ve —C-H- gruplar arasinda ve 3272,73 cm™
pikinin iizerinde Olgiilen alan degeri 17.723°diir. Amid I ve Amid II arasinda ve
1618,99 cm piki iizerinde dlgiilen alan degeri 13,739°dur. Amid II ve Amid III
arasinda ve 1511,71 cm? piki iizerinde Slgiilen alan 13,833’diir. Amid III ve Parmak

izi bolgesi arasinda 1229,20 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan ise 6.948’dir.
6.4.4. F Serisi Fibroin Iskelelerin FTIR Grafikleri

F grubunda pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan numunelerin spektrumlarinda Amid I, II ve 1ll,
hidroksil, karboksil ile aromatik ve alifatik fonksiyonel gruplari, karbon iiglii baglar
hakkinda 6nemli absorbsiyon pikleri goriilmiistiir (Sekil 6.17).
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Sekil 6.17. F grubunda tiim pH’lara ait fibroin iskelelerin FTIR spektrumlari

F grubuna ait pH 5’te hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3271,53 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3064,66 cm™?, 2934,06 cm™ ile 3200-2850 cm*

pikleri arasinda izlenmistir.
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Karbon iiglii baglarin gerilme titresimleri 2360,71 cm™, 2326,95 cm™ ile 2500-2000
cm™ pikleri araliginda bulunmaktadir. 1635,46 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda
Amid I; 1511,83 cm™ 1450,27 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II;
1409,83 cm™, 1378,89 cm™, 1332,28 cm™ 1229,81 cm™ 1165,89 cm™ ile 1450-1100
cm? pikleri arasinda Amid III baglar1 gozlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde
1000-400 cm™ pikleri arasindaki parmakizi bolgesinde numune igin, 947,30 cm™,
514,42 cmt, 437,26 cm™ pikleri 6l¢iilmiistir.

FTIR Olgtimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. F grubu pH 5 fibroin iskelede —-OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve
3271,53 cmt pikinin iizerinde Ol¢iilen alan degeri 16.215°dir. Amid I ve Amid II
arasinda ve 1635,46 cm™ piki iizerinde dlciilen alan degeri 14.752°dir. Amid II ve
Amid III arasinda ve 1511,83 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan 13.692’dir. Amid III

ve Parmak izi bolgesi arasinda 1229,81 cm? piki iizerinde Olgiilen alan ise 6.588°dir.

F grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3270,05 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Allifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3064,24 cm™, 2932,47 cm™ ile 3200-2850 cm
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon ii¢lii baglarin gerilme titresimleri 2381,25 cm™,
2351,44 cm?, 2326,66 cm™? 2261,41 cm? ile 2500-2000 cm™ pikleri araliginda
bulunmaktadir. 1637,14 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1512,23 cm™ ile
1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1448,98 cm™ 1410,28 cm™, 1378,23 cm™,
1331,89 cm™1320,26 cm™ 1165,13 cm™ ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid 111
baglar1 gdzlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki
parmakizi bolgesinde numune icin, 532,90 cm™, 455,68 cm™, 437,68 cm™ 420,52
cm™, 406,42 cm™ pikleri 6lciilmiistiir (Sekil 6.18).

FTIR ol¢iimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. F grubu pH 6 fibroin iskelede —-OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve
3270,05 cm™ pikinin iizerinde Olgiilen alan degeri 8.067°dir. Amid I ve Amid II
arasinda ve 1637,17 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan degeri 14.578’dir. Amid II ve
Amid 1l arasinda ve 1512,23 cm™ piki iizerinde &lgiilen alan 10.783’dir. Amid III ve

Parmak izi bolgesi arasinda 1230,26 cm™ piki iizerinde dlgiilen alan ise 4.363 dir.
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Sekil 6.18. F grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlari, olusan
spesifik alanlar ve alan dlgiileri.

F grubuna ait pH 7’°de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3270,75 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3063,97 cm™, 2932,93 cm™ ile 3200-2850 cm*
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon {g¢lii baglarin  gerilme titresimleri
bulunmamaktadir. 1635,60 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,34 cm™
ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1448,58 cm™ 1410,30 cm, 1379,17
cm?, 1336,83 cm™ 1229,43 cm™? 1165,12 cm™? ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda
Amid III baglar1 gézlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm pikleri
arasindaki parmakizi bélgesinde numune i¢in, 532,31 cm™?, 510,65 cm™, 436,86 cm™

pikleri 6l¢tilmiistiir.

FTIR o&lglimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. F grubu pH 7 fibroin iskelede —-OH- ve —C-H- gruplari arasinda ve
3270,75 cm™ pikinin iizerinde dlgiilen alan degeri 7.126dir. Amid | ve Amid II
arasinda ve 1635,60 cm™ piki {izerinde dlgiilen alan degeri 7.515°dir. Amid II ve
Amid III arasinda ve 1513,34 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan 7.104’dir. Amid IIT ve

Parmak izi bolgesi arasinda 1229,43 cm™ piki iizerinde dlgiilen alan ise 3.993"dir.
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F grubuna ait pH 8’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3269,73 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3063,64 cm™, 2933,42 cm™ ile 3200-2850 cm*
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon tglii baglarin  gerilme titresimleri
bulunmamaktadir. 1633,00 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1512,63 cm™
1452,55 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1409,95 cm™, 1378,94
cm™, 1335,47 cm™ 1229,02 cm™ ile 1450-1100 cm* pikleri arasinda Amid III baglar
gozlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki
parmakizi bolgesinde numune i¢in, 531,35 cm?, 508,46 cmt, 487,25 cm™, 437,44
cm?, 421,91 cm, 406,99 cm™ pikleri l¢iilmiistiir.

FTIR o&lgiimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. F grubu pH 8 fibroin iskelede —-OH- ve —C-H- gruplar1 arasinda ve
3269,73 cm? pikinin {izerinde &lgiilen alan degeri 7.236’dir. Amid 1 ve Amid Il
arasinda ve 1633,00 cm™ piki iizerinde olgiilen alan degeri 8.774’dir. Amid II ve
Amid III arasinda ve 1512,63 cm™ piki {izerinde dlgiilen alan 8.643’dir. Amid III ve

Parmak izi bolgesi arasinda 1229,02 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan ise 3.497°dir.

6.4.5. G Serisi Fibroin iskelelerin FTIR Grafikleri

G grubunda pH’lar1 5, 6, 7 ve 8 olan numunelerin spektrumlarinda Amid I, IT ve III,
hidroksil, karboksil ile aromatik ve alifatik fonksiyonel gruplari, karbon ti¢lii baglar
hakkinda 6nemli absorbsiyon pikleri goriilmiistiir (Sekil 6.19).

G grubuna ait pH 5’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3269,35 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3064,25 cm™, 2933,77 cm™ ile 3200-2850 cm*
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon {glii baglarim  gerilme titresimleri
bulunmamaktadir. 1635,58 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1514,17 cm™,
1455,03 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1410,72 cm?, 1378,88
cm?, 1337,25 cm™ 1231,24 cm?, 1166,09 ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid
III baglart gdzlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri
arasindaki parmakizi bélgesinde numune i¢in, 671,80 cm™1, 531,32 cm™?, 490,97 cm’
1 465,26 cm™, 453,93 cm™, 437,44 cm™, 409,78 cm™ pikleri lgiilmiistiir.
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FTIR Olgtimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin bulundugu alanlar sayisal olarak
belirlenmistir. G grubu pH 5 fibroin iskelede —-OH- ve —C-H- gruplar arasinda ve
3269,35 cm? pikinin iizerinde olgiilen alan degeri 5.847’dir. Amid I ve Amid II
arasinda ve 1635,58 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan degeri 7.087°dir. Amid II ve
Amid III arasinda ve 1514,27 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan 7.489°dur. Amid III ve

Parmak izi bolgesi arasinda 1231,27 cm™ piki iizerinde dlgiilen alan ise 3.086dur.
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Sekil 6.19. G grubunda tiim pH’lara ait fibroin iskelelerin FTIR spektrumlar

G grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3271,41 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3064,91 cm™, 2932,97 cm™ ile 3200-2850 cm*
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon {g¢lii baglarin  gerilme titresimleri
bulunmamaktadir. 1641,85 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,16 cm™,
1453,00 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1410,71 cm™, 1378,99
cm?, 1335,32 cm™ 1231,74 cm?, 1165,62 ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid

III baglar1 gozlemlenmistir.
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Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki Parmak izi bolgesinde
numune i¢in, 975,37 ecm’l 671,54 cml, 664,62 cm™, 533,05 cm?, 508,28 cm?,
421,10 cm™ pikleri dlgiilmiistiir. FTIR &lgiimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin
bulundugu alanlar sayisal olarak belirlenmistir. G grubu pH 6 fibroin iskelede —OH-
ve —C-H- gruplari arasinda ve 3271,41 cm™ pikinin iizerinde &lgiilen alan degeri
7.617°dir. Amid I ve Amid II arasinda ve 1641,85 cm™ piki {izerinde dlgiilen alan
degeri 7.704°dir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1513,16 cm™ piki iizerinde dl¢iilen
alan 7.361°dur. Amid III ve Parmak izi bolgesi arasinda 1231,74 cm™ piki iizerinde
Olctilen alan ise 3.699 dir (Sekil 6.20).
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Sekil 6.20. G grubuna ait pH 6’da hazirlanan fibroin iskelenin FTIR spektrumlari, olusan
spesifik alanlar ve alan dlgiileri.

G grubuna ait pH 7’°de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin

gerilme titresimleri 3271,53 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.

Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3067,31 cm™, 2934,50 cm™ ile 3200-2850 cm*

pikleri arasinda izlenmistir.

Karbon iiglii baglarin gerilme titresimleri bulunmamaktadir. 1638,59 cm™ ile 1700-
1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,78 cm™, 1450,77 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri
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arasinda Amid II; 1409,74 cm, 1379,62 cm™, 1332,70 cm™ 1232,93 cm™, 1168,88
ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid III baglar1 gdzlemlenmistir. Ayrica
spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri arasindaki parmak izi bdlgesinde numune
igin, 945,92 cm1 671,10 cm'1, 664,62 cm™, 527,05 cm™, 445,85 cm™, 413,29 cm,
400,58 cm™ pikleri 6lgiilmiistiir. FTIR 6l¢iimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin
bulundugu alanlar sayisal olarak belirlenmistir. G grubu pH 7 fibroin iskelede —OH-
ve —C-H- gruplan arasinda ve 3271,53 cm™ pikinin iizerinde &lgiilen alan degeri
16.460°dir. Amid I ve Amid II arasinda ve 1638,59 cm™ piki iizerinde 6lgiilen alan
degeri 12.546’dir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1513,78 cm™ piki iizerinde
dlciilen alan 15.451°dir. Amid III ve Parmak izi bdlgesi arasinda 1232,93 cm™? piki

tizerinde Olgiilen alan ise 7.349’dur.

G grubuna ait pH 8’de hazirlanan fibroin iskelenin FTIR grafiginde —OH- baglarinin
gerilme titresimleri 3270,96 cm™ ile 3600-3200 cm™ pikleri arasinda goriilmiistiir.
Alifatik C-H'nin gerilme titresimleri 3066,90 cm?, 2935,01 cm™ ile 3200-2850 cm™
pikleri arasinda izlenmistir. Karbon gl baglarin  gerilme titresimleri
bulunmamaktadir. 1639,24 cm™ ile 1700-1600 cm™ arasinda Amid I; 1513,77 cm™,
1450,63 cm™ ile 1600-1450 cm™ pikleri arasinda Amid II; 1409,72 cm™, 1378,83
cm?, 1332,88 cm™ 1233,04 cm?, 1168,22 ile 1450-1100 cm™ pikleri arasinda Amid
Il baglart gdzlemlenmistir. Ayrica, spektrum iizerinde 1000-400 cm™ pikleri
arasindaki parmakizi bolgesinde numune i¢in, 946,36 cm?, 539,72 cm™, 436,53 cm™,
413,55 cm™ pikleri 8lgiilmiistiir. FTIR dlgiimlerinin yaninda fonksiyonel gruplarin
bulundugu alanlar sayisal olarak belirlenmistir. G grubu pH 8 fibroin iskelede —OH-
ve —C-H- gruplan arasinda ve 3270,96 cm™ pikinin iizerinde &lgiilen alan degeri
17.185°dir. Amid I ve Amid II arasinda ve 1639,24 cm™ piki {izerinde 6lgiilen alan
degeri 23.106°dir. Amid II ve Amid III arasinda ve 1513,77 cm™ piki iizerinde
dlgiilen alan 15.937°dir. Amid III ve Parmak izi bolgesi arasinda 1233,04 cm™ piki
tizerinde Olcililen alan ise 7.168’dir. Fibroin iskelerin hazirlanma prosediirlerinin
birbirleri ile karsilastirmasi yapilmis olup, karsilastirma sonuglar1 Tablo 6.2°de
verilmistir. Tablodan da goriilecegi tlizere farkli fiziksel sartlar altinda
gerceklestirilen iskele hazirlama teknikleri fibroin iskelelerin yapist iizerinde

degisiklikler olusmasina neden olmustur.
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Tablo 6.2. Izlenen deney prosediirlerine gére FTIR spektrumlarinin karsilastirilmast

siddette pik gosterdi.

ise pik gozlenmistir.

ancak pH 7°de pik farklilik
gostermistir.

siddette pik gosterdi.

Spektrum A GRUBU B GRUBU C GRUBU F GRUBU G GRUBU
Bolgeleri
Tiim grup ve pH’larda yaklasik |Tiim grup ve pH’larda yaklasik |Tiim grup ve pH’larda yaklagik |Tiim grup ve pH’larda yaklasik |Tiim grup ve pH’larda yaklasik
aym siddette pik olugtu. Ancak |ayn1 siddette pik olustu. Ancak |aym siddette pik olugtu. Ancak |ayni siddette pik olustu. Ancak |aymi siddette pik olugtu. Ancak
-OH- bolgesi pH’lar degistikge piklerin bu pH’lar degistikge piklerin bu pH’lar degistikge piklerin bu pH’lar degistikce piklerin bu pH’lar degistikce piklerin bu
bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de
degismistir. degismistir. degismistir. degismistir. degismistir.
Tiim pH degerlerine ait pH-5 ve 6 da pik pg'{ fi:ﬁe\;fefi N jll(tl;u:lr(n ;nellgﬁle Tiim pH degerlerine ait Tiim pH degerlerine ait
-C-H- bolgesi numuneler, yaklagik ayni gbzlenmemistir. pH-7 ve 8’de p & yaxiasix ayn numuneler, yaklagik ayni numuneler, yaklagik ayni

siddette pik gosterdi.

-C=N-bolgesi

Bu bolgede pik izlenmemistir.

Bu bolgede pik izlenmemistir.

pH 5, 6, 7 de yaklasik ayni
degerde pikler izlenmistir. pH
8’de ise pik izlenmemistir.

pH 5, 6 yaklasik ayn1 degerde
pikler izlenmistir. pH 7 ve 8’de
ise pik izlenmemistir.

Bu bolgede pik izlenmemistir.

Tiim pH degerlerine ait
numuneler, yaklagik ayni

Tiim pH degerlerine ait
numuneler, yaklasik ayni

Tiim pH degerlerine ait
numuneler, yaklagik ayni

Tim pH degerlerine ait
numuneler, yaklasik ayni

Tiim pH degerlerine ait
numuneler, yaklasik ayni

siddettedir. Ancak pH’lar
degistikce piklerin bu bolgede
verdigi pik siddetleri
degismistir.

siddettedir. Ancak pH’lar
degistikce piklerin bu bolgede
verdigi pik siddetleri
degismistir.

siddettelerdir. Ancak pH’lar
degistikce piklerin bu bolgede
verdigi pik siddetleri
degismistir.

Ancak pH’lar degistikce
piklerin bu bolgede verdigi pik
siddetleri degismistir.

Amid | siddette pik gosterdi. F ve G siddette pik gosterdi. C grubuyla [siddette pik gosterdi. B grubuyla [siddette pik gosterdi. A ve G siddette pik gosterdi. A ve F
gruplartyla benzer siddettelerdir. |benzer siddettelerdir. benzer siddettelerdir. gruplartyla benzer siddettelerdir. |gruplartyla benzer siddettelerdir.
Tiim grup ve pH’larda yaklasik |Tiim grup ve pH’larda yaklasik |Tiim grup ve pH’larda yaklagik |Tiim grup ve pH’larda yaklasik |Tiim grup ve pH’larda yaklasik
ayni siddette pik olustu. Ancak |ayni siddette pik olustu. Ancak |ayni siddette pik olustu. Ancak |ayni siddette pik olustu. Ancak |ayni siddette pik olustu. Ancak

Amid 11 pH’lar degistik¢e piklerin bu pH’lar degistik¢e piklerin bu pH’lar degistikge piklerin bu pH’lar degistikge piklerin bu pH’lar degistikge piklerin bu
bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de bolgede verdigi piksiddeti de
degismistir. degismistir. degismistir. degismistir. degismistir.
Tiim pH degerlerine ait Tiim pH degerlerine ait Tiim pH degerlerine ait Tiim pH degerlerine ait
numuneler, yaklagik ayni numuneler, yaklagik ayni numuneler, yaklasik ayni F-pH 5 ve 8, A ve G gruplariyla, [numuneler, yaklasik ayni
siddette pik gosterdi. F-pH-5, 8 |siddette pik gosterdi. F-pH-6, 7 |siddette pik gosterdi. F-pH-6, 7 |F-pH 6 ve 7 ise Bve C siddette pik gosterdi. F-pH-5, 8

Amid 111 ve G gruplariyla benzer ve C gruplariyla benzer ve B gruplariyla benzer gruplariyla benzer siddettedir. |ve A gruplariyla benzer

siddettelerdir. Ancak pH’lar
degistikce piklerin bu bolgede
verdigi pik siddetleri
degismistir.

Parmak izi bolgesi

Farkl1 pH’taki numune igin
kaymalar gostermektedir

Farkl1 pH’taki numune igin
kaymalar gostermektedir

Farkli pH’taki numune igin
kaymalar gostermektedir

Farkli pH’taki numune igin
kaymalar gostermektedir

Farkli pH’taki numune igin
kaymalar gostermektedir
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6.5. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik yontem, haziranan fibroin iskeleler iizerinde sicaklik degisiminin
numune kiitlesinde degisim olusturmasi nedeni ile biiyiikk 6lgiide bozunma ve
yiikseltgenme (oksidasyon) reaksiyonlar1 ile buharlasma, siiblimlesme ve
desorpsiyon gibi islemlerde olusan etkileri 6l¢gmek amaciyla kullanilmistir. Polimerik
yapilan termal oOzellikleri ve 1s1 karsinda gosterdikleri davraniglari, Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar Uygulma ve Arastirma Merkezinde
bulunan HITACHI marka STA7300 model termogravimetrik analiz (TGA) sistemi

kullanilarak incelendi.

Orneklerden belirli miktarlara tartilarak aliiminyum pan igerisine yerlestirilmistir.
Numunler i¢in deney kosullari, oda sicakligindan (21°C) 600°C’ta kadar 10 °C/dk
1sitma hizi ile azot/kuru hava karigiminin kullanilmasi ile olusturulmustur. Sicaklik
artisgina kars1 kiitle degisim verileri istatistiki olarak incelenmis olup, kiitledeki
yiizdesel degisim tespit edilerek sicakliga karsi grafige gecirilmistir (Sekiil 6.21 ve
6.22). Fibroine ait termogramlarda, 6l¢iim sicakligi araliginda sadece bir kere
bozunmanin gergeklestigi goriildii. Bu durum fibroinin protein yapisinda olmasindan
dolay1 sahip oldugu sekonder ve tersiyer yapilarindan kaynaklanmaktadir. Molekiil
primer yapida lifli yapidadir ve sekonder yapi olarak genel olarak beta tabakali
yapitya sahip olmakla birlikle daha az oranda alfa heliks yapida bulunmaktadir.
Fibroin zincirlerinde, molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢ok sayida hidrojen bagi
mevcuttur. Bu nedenle fibroin 1s1l bozunmalara, amfortik 6zelliginden dolay1 da asit
ve bazlara kars1 direnglidir. Yapilarin termogravimetrik degisimleri incelendiginde
genel olarka birbirine benzer sonuclar elde edilmistir. Uretim ydntemleri
karsilatirildiginda en yliksek bozunma orani C serisinde elde edilmistir. Ayni iiretim
yontemleri igerisindeki pH degisimlerinin termal bozunma hizi iizerine ¢ok etkili
olmadig1 goriilmekle birlikte bu etkinin en belirgin B ve C serisinde ortaya ¢iktigi
tespit edilmistir (Sekil 6.21). pH degerlerinin termal bozunma hiz1 {izerisine etkisini
gosteren grafiler sekil 6.22°te verilmistir. Grafikten de goriildiigii tizere genel olarka
tiretim yonteminden bagimsiz olarak ayni pH degerine sahip numunelerin sicaklikla
bozunma hizlar1 genel olarak aynidir. Ancak asidik pH degerlerinde bozunma hizinin

iiretim yontemlerine bagli olarak kismen de olsa farklilik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 6.21. Deneysel serilerdeki numunelerin artan sicaklifa bagl olarak yapisindaki kiitle azalmasinin istatistiksel olarak pH bazinda kargilatirmali

gosterimi.
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Sekil 6.22. Ayni pH degerine sahip farkli deney serilerindeki numunelerin artan sicakliga bagli olarak yapisindaki kiitle azalmasinin istatistiksel olarak pH
bazinda karsilatirmali gosterimi.
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6.6. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Bombyx Mori ipek boceginden izole edilerek saflastirilan fibroinlerin farkli pH
degerlerlerinde hazirlan ¢ozeltilleri ile farkli deney prosediirleri kullanilarak elde
edilen iskelelerden belirli boyutlarda kesilen numuneler, paladyum ile kaplanarak
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (FEI, Quanta FEG 250) ile goriintiilenerek

morfolojileri incelenmistir. SEM goriintiileri Sekil 6.23 - 6.32 araliginda verilmistir.

A grubu numunelerinin SEM analizinde; pH 5’c¢ sahip fibroin iskelenin SEM
gorintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu, diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagh
acik gozenekli yapilarin bulundugu goriildi. Fibroin iskelede makro ve mikro
porozitenin yaninda beta-sheet benzeri tabakali yapilar da gozlendi. pH 6’ya sahip
fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinligiin korundugu, yar1 diizenli
yerlesimli, birbirlerine bagh kii¢iik ve agik gézenekli yapilarin bulundugu goriildii.
Fibroin iskelede ¢ogunlukla mikro porozitenin yaninda beta-sheet benzeri tabakali

yapilar da gozlendi.

Sekil 6.23. Standart Liyofilizasyon(A Grubu) prosediirii ile elde edilen ve pH’lar1 5 (A,C) ve
6 (B, D) olan numunelerin farkli yakinlagtirmalarda alinan SEM goriintiileri.
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pH 7’ye sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagl diizensiz gozenekli ve lifli yapilarin bulundugu
goriildii. Fibroin iskelede ¢ogunlukla mikro-makro porozitenin yaninda fazla oranda
beta-sheet benzeri tabakali yapilar da gozlendi. pH 8’e sahip fibroin iskelenin SEM
goriintlisiinde yapisal biitiinliiglin korundugu, yar1 diizenli yerlesimli, birbirlerine
baglh agik gozenekli ve lifli yapilarin bulundugu goriildi. Fibroin iskelede

cogunlukla mikro-makro porozitenin yaninda fazla oranda beta-sheet benzeri

tabakal1 yapilar da gézlendi.

Sekil 6.24. Standart Liyofilizasyon (A Grubu) prosediirii ile elde edilen ve pH’lar1 7 (A, B)
ve 8 (C,D) olan numunelerin farkli yakinlastirmalarda alinan SEM gériintiileri.

B grubu numunelerin SEM analizinde; pH 5’e sahip fibroin iskelenin SEM
goriintlisiinde yapisal biitiinliiglin korundugu, diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagh
diizensiz bliylik gdzenekli yapilarin bulundugu goriildi. Fibroin iskelede ¢cogunlukla
mikro-makro porozitenin yaninda birbirleriye baglantili tabaka(beta-sheet) ve lif
benzeri yapilar da gozlendi. Biiyiik-makro gozenekli yapilarin olusumu deneyde

kullanulan porojen pargaciklari (NaCl) ile dogru orantilidir.
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pH 6’ya sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagli diizensiz gdzenekli yapilarin bulundugu
goriildi. Fibroin iskelede ¢ogunlukla mikro-makro porozitenin yanmda birbirleriye
baglantili tabaka(beta-sheet) ve lif benzeri yapilar da goézlendi. Biiyiik-makro
gozenekli yapilarin olusumu deneyde kullanulan porojen pargaciklart (NacCl) ile

dogru orantilidir.

Sekil 6.25. Porojen Arindirma Yontemi ve Vakumlu Etiiv Islemi (B Grubu) ile elde edilen
pH’lar1 5 (A,C) ve 6 (B,D) olan fibroin iskelelerin farkli yakinlagtirmalarda
alman SEM goriintiileri.

pH 7’ye sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitlinliiglin korundugu
ancak gozenekli yapilar ile tabakali yapilarin homojen yayilmada bulunmadigi,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagli diizensiz agik gdzenekli yapilarin bulundugu
goriildii. Fibroin iskelede ¢ogunlukla makro, az oranda mikro porozitenin yaninda
birbirleriye baglantili tabaka(beta-sheet) benzeri yapilar da gozlendi. Tabakalar
iizerinde yine kiigiik gézenekli yapilar izlendi. Biiyiikk-makro goézenekli yapilarin
olusumu deneyde kullanilan porojen parcaciklari(NaCl) ile dogru orantilidir. pH 8’e
sahip fibroin iskelenin SEM goriintlisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu ancak
gozenekli yapilar ile tabakali yapilarin homojen yayilmada bulunmadigi, diizensiz

yerlesimli, birbirlerine bagl diizensiz acik gbézenekli yapilarin bulundugu goriildii.
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Fibroin iskelede makro ve mikro porozitenin yaninda birbirleriye baglantili
tabaka(beta-sheet) benzeri yapilar da gozlendi. Tabakalar iizerinde yine kiigiik

gozenekli yapilar izlendi. Biiyiik-makro gozenekli yapilarin olusumu deneyde

kullanulan porojen parcaciklari(NaCl) ile dogru orantilidir.

Sekil 6.26. Porojen Arindirma Yéntemi ve Vakumlu Etiiv islemi (B Grubu) ile elde edilen
pH’lar1 7 (A,C) ve 8 (B,D) olan fibroin iskelelerin farkli yakinlastirmalarda
alman SEM goriintiileri.

C grubu numunelerin SEM analizinde; pH 5’e¢ sahip fibroin iskelenin SEM
goriintlisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu, diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagl
diizensiz ve agik gozenekli yapilarin bulundugu goriildii. Fibroin iskelede ¢ogunlukla
makro, az oranda mikro porozitenin yaninda birbirleriye baglantili yogun tabakalar

(beta-sheet) ve lif benzeri yapilar da gézlendi.

pH 6’ya sahip fibroin iskelenin SEM goériintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagh diizensiz ve agik gozenekli yapilarin
bulundugu goriildii. Fibroin iskelede c¢ogunlukla makro porozitenin yaninda

birbirleriye baglantili yogun tabakalar (beta-sheet) ve lif benzeri yapilar da gozlendi.
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Sekil 6.27. Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin Otoklavlanmasi (C
Grubu) ile elde edilen pH’lar1 5 (A, C) ve 6 (B, D) olan fibroin iskelelerin farkli
yakinlagtirmalarda aliman SEM goriintiileri.

pH 7’ye sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagli yar1 agik gozenekli yapilarin bulundugu
goriildii. Fibroin iskelede cogunlukla makro porozitenin yaninda birbirleriye
baglantili ince ve yer yer kalinlasan yogun tabakalar(beta-sheet) ve inceli kalinli lif
benzeri yapilar da gozlendi. Lif ve levha benzeri yapilarin u¢ kisimlarinda da ufak
boyutlarda yine farkli uzantilar ve yapilanmalar dikkati ¢ekti. Ayrica bu O6rnegin
SEM goriintiisii diger grup numunelerinden ve C-pH-5 ile C-pH-6’ya gore oldukga
farklidir.

pH 8’e sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagli yar1 agik gozenekli yapilarin bulundugu
goriildii. Fibroin iskelede ¢ogunlukla makro porozitenin yaninda Dbirbirleriye
baglantili orta kalinlikta ve yer yer daha da kalinlasan yogun tabakalar(beta-sheet) ve
inceli kalinli lif benzeri yapilar da gozlendi. Lif ve tabaka benzeri yapilarin ug

kisimlarinda da yine farkli uzantilar ve yapilanmalar dikkati ¢ekti.

86



Ayrica bu ornegin SEM goriintiisii C-pH-7 ile olduk¢a benzer olup, diger grup

numunelerinden ve C-pH-5 ile C-pH-6’ya gore oldukga farklidir.

Sekil 6.28. Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin Otoklavlanmasi
Islemi(C Grubu) ile elde edilen pH’lart 7 (A,C) ve 8 (B,D) olan fibroin
iskelelerin farkli yakinlastirmalarda alinan SEM goriintiileri.

F grubu numunelerin SEM analizinde; pH 5’e sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde

yapisal biitiinliigiin korundugu, diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagli olmayan, yari

acik ve kiiciik gozenekli yapilarin bulundugu goriildii. Fibroin iskelede farkli oranda
daginik mikro-makro porozitenin yaninda birbirleriye baglantili olduk¢a yogun ve
genis tabakalar(beta-sheet) bulundu, bazi levhalarin iizerlerinde ise yine mikro
gozenekler izlendi. Genis levhalarin baglanma bdlgelerinde yine gozenekli yapilar

goriildil.

pH 6’ya sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine bagli olmayan, yar1 acik ve kiigiik gozenekli

yapilarin bulundugu goriildii.
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Fibroin iskelede farkli oranlarda dagimik mikro-makro porozitenin yaninda
birbirleriye baglantili olduk¢a yogun ve genis tabakalar (beta-sheet) bulundu, bazi
tabakalarin iizerlerinde ise yine mikro gézenekler izlendi. Genis levhalarin baglanma
bolgelerinde yine gozenekli yapilar goriildii. Bu numunenin SEM goériintiisiinde
gbzlenen tabakalarin diger tim numunelerden farkli oldugu, pH 5’e goére daha kalin

oldugu izlendi.

Sekil 6.29. Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin Etiivlenmesi (F
Grubu) ile elde edilen pH’lart 5 (A,C) ve 6 (B,D) olan fibroin iskelelerin farkli
yakinlastirmalarda aliman SEM goriintiileri.

pH 7’ye sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine yer yer bagli, agik ve gozenekli yapilarin bulundugu
goriildii. Fibroin iskelede farkli oranlarda daginik, ¢cogunlukla makro porozitenin
yaninda birbirleriyle baglantili olduk¢a yogun, ince ve genis tabakalar (beta-sheet)
goriildii. Tabakalarin baglanma bolgelerinde yine gozenekli yapilar goriildi. Bu
levhalarin u¢ kisimlarinda olusan ince uzantilarin yine kendi aralarinda temas

kurmasi ile biiyiik gézenekli yapilarin da meydana geldigi gorildii.
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Bu numunenin SEM goriintiisiinde gézlenen katmanlarin diger tim numunelerden ve

pH-5 ve 6’dan farkli oldugu, pH-8’e gore daha ince oldugu izlendi.

pH 8’e sahip fibroin iskelenin SEM goériintiisiinde yapisal biitiinliiglin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine yer yer bagli, agik ve gézenekli yapilarin bulundugu
goriildli. Fibroin iskelede farkli oranlarda daginik, ¢ogunlukla makro porozitenin
yaninda birbirleriyle baglantili olduk¢a yogun, ¢ogunlugu genis tabakalar (beta-
sheet) olan, genis tabakalardan uzayan uzun ince tabakalar bulundu. Bu tabakalarin
uc kisimlarinda olusan uzantilarin yine kendi aralarinda temas kurmasi ile biiyiik
gozenekli yapilarin da meydana geldigi goriildii. Bu numunenin SEM goriintiisiinde
gozlenen tabakalarin diger tim numunelerden ve pH-5 ve 6’dan farkli oldugu, pH-

7’ye gore daha kalin oldugu izlendi.

400 ym
KASTAMONU UNIVERSITY

Sekil 6.30. Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki iskelelerin Etiivlenmesi (F
Grubu) ile elde edilen pH’lar1 7 (A,C) ve 8 (B,D) olan fibroin iskelelerin farkh
yakinlagtirmalarda alinan SEM goriintiileri.
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G grubu numunelerin SEM analizinde; pH 5’¢ sahip fibroin iskelenin SEM
goriintlisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu, diizensiz yerlesimli, birbirlerine yer
yer bagli lifsi yapilarin bulundugu goriildii. Fibroin iskelede farkli oranlarda daginik,
cogunlukla makro porozitenin yaninda birbirleriyle baglantili olduk¢a yogun,
cogunlugu genis tabakalar(beta-sheet) olan, genis tabakalardan uzayan ince kisa
tabakalar bulundu. Bu tabakalarin u¢ kisimlarinda olusan uzantilarin yine kendi
aralarinda temas kurmasi ile kiiglik gézenekli yapilarin da meydana geldigi goriildii.
Bu numunenin SEM gériintiisiinde gozlenen tabakalarin F grubu numuneleri ile
benzer oldugu ve pH 7 ve 8’den farkli oldugu, pH 6’ya gore daha ince oldugu

izlendi.

pH 6’ya sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine yer yer bagh lifsi yapilarin bulundugu goriildii.
Fibroin iskelede farkli oranlarda daginik, cogunlukla mikro porozitenin yaninda
birbirleriyle baglantili olduk¢a yogun, ¢ogunlugu genis levhalar(beta-sheet) olan,
genis tabakalardan uzayan ince kisa tabakalar bulundu. Bu levhalarin ug¢ kisimlarinda
olusan uzantilarin yine kendi aralarinda temas kurmasi ile kiiglik-biiyiik gozenekli
yapilarin da meydana geldigi goriildii. Bu numunenin SEM goriintiisiinde gézlenen
tabakalarin F grubu numuneleri ile benzer oldugu ve pH-7 ve 8’den farkli oldugu,

pH-5’e gore daha kalin oldugu izlendi.
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Sekil 6.31. Fibroin ¢ozeltilerinin 121°C’ta otoklavlanmasindan sonra standart liyofilizasyon
ile tretilen (G Grubu) pH’1 5 (A,C) ve 6 (B,D) olan fibroin iskelelerin farkli
yakinlastirmalarda alinan SEM goriintiileri.

pH 7’ye sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliigiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine yer yer bagh lifsi yapilarin bulundugu goriildi.
Fibroin iskelede farkli oranlarda daginik, ¢ogunlukla mikro porozitenin yaninda
birbirleriyle baglantili olduk¢a yogun, ¢cogunlugu genis tabakalar(beta-sheet) olan,
genis tabakalardan uzayan ince kisa tabakalar ve lifsi yapilar bulundu. Bu levhalarin
u¢ kisimlarinda olusan uzantilarin yine kendi aralarinda temas kurdugu gorildii.
Genis tabakalarin kendi aralarinda kurdugu temas bolgelerinde mikro gdzeneklerin
oldugu, tabakalarin birbirlerine yakin konumlandigi tespit edildi. Bu numunenin
SEM goriintiisiinde gozlenen tabakalarin pH-5 ve 6’dan farkli oldugu, pH-8’e gore
daha kalin lifsi yapilar ve daha az gézenekli yap1 oldugu izlendi.

pH 8’e sahip fibroin iskelenin SEM goriintiisiinde yapisal biitiinliiiin korundugu,
diizensiz yerlesimli, birbirlerine yer yer bagli ince lifsi yapilarin bulundugu goriildii.
Ince lifsi yapilarin birbirlerine baglandiklari noktalarda mikro gdzeneklerin oldugu

izlendi.
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Fibroin iskelede farkli oranlarda daginik, ¢ogunlukla mikro porozitenin yaninda
birbirleriyle baglantili, ince ve genis tabakalar(beta-sheet) olan, genis levhalardan

uzayan ince kisa tabakalar ve lifsi yapilar bulundu.

Bu levhalarin u¢ kisimlarinda olusan uzantilarin yine kendi aralarinda temas kurdugu
goriildii. Numunede ince tabakalarin-lifsi yapilarin genis tabakalardan daha fazla
miktarda bulundugu, genis tabakalarin kendi aralarinda kurdugu temas bolgelerinde
mikro gozeneklerin oldugu, tabakalar birbirlerine yakin konumlandig: tespit edildi.
Bu numunenin SEM goériintiisiinde gézlenen tabakalarin pH-5 ve 6’dan farkli oldugu,

pH-7’ye gore daha ince lifsi yapilar ve daha fazla gézenekli yap1 oldugu izlendi.

Sekil 6.32. Fibroin ¢ozeltilerinin 121°C’ta otoklavlanmasindan sonra standart liyofilizasyon
ile tiretilen (G Grubu) pH’1 7 (A,C) ve 8 (B,D) olan fibroin iskelelerin farkli
yakinlastirmalarda alinan SEM goriintiileri.

92



6.7. Cival Porozimetre ile Yiizey Analizi

Civa gibi reaktif ve islatict olmayan bir sivinin, yeterli basing uygulanmadig
takdirde ince gozeneklere giremeyecegi ilkesine dayanan civali porézimetre cihazi
(Quantachrome, Poremaster-33) ile farkli yontemler ile hazirlanmis fibroin

iskelelerin gdzeneklilik orani incelendi.

Tablo 6.3. Deney serilerinndeki iskelelerin toplam yiizey alani degerleri.

Yiizey alani (m?%/g) pH5 pH6 pH7 pHS
A_Serisi 34,5992 1,6552 0,3697 1,7822
B_Serisi 67,6183 34,8452 0,9748 0,8652
C_Serisi 3.8425 3,0544 0,7954 9,6250
F_Serisi 0,3569 47,865 0,8080 9.0203
G_Serisi 5,0969 0,3066 0,4734 0,2116

Hazirlanan numunelerin yogunluk ol¢iimleri yapildiktan sonra 480 erg/cm? civa
yiizey gerilimi, 140° civa temas agisi, 52,195 PSIA’dan 32893,152 PSIA’a kadar
basing aralifinda iskelelerin toplam yiizey alani dl¢iilmiistiir. Ol¢iim 4 pm’den 0,006

um araliginda gézenek yarigapina sahip gozenekler taranarak gergeklestirildi.

Fibroin iskelelerin yogunluklari Quantachrome marka Ltrapyc 1200E model Helium
Picnometresi ile 6lgiildii. Olgiilen yogunluk degerlerine karsilik porozimetre
sonuglar1 dogrulanarak toplam ylizey alan1 degerleri elde edildi. Analiz sonuglari
sekil 6.33 ve 6.34’te verildi. Sonuc¢lardan kompozit yapilardaki artan fibroin oraninin

yogunlugu artirdig1 gézlendi.

Iskelelerin toplam yiizey alam1 pH degerleri ile biiyiik oranda degistigi gdzlenmistir.
Ayn1 lretim yontemi ve aym fizikokimyasal sartlara maruz kalan orneklerde pH
degerlerinin toplam yiizey alaninda énemli degisikliklere neden oldugu goriildii. En
yiiksek yiizey alan1 B Serisi pH 5 degerinde elde edilirken, en diistik yiizey alan1 G
serisi pH 8’de elde edilmistir.
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A serisinde pH 5 degerine sahip fibroin serideki diger yapilara gore yaklasik 15 kat
daha fazla gozeneklilige sahiptir. B serisinde artan pH ile birlikte ylizey alaninin ¢ok
yiiksek oranda azaldig: tespit edildi. C serisinde, notr pH’ta en diisiik degeri alan
toplam yiizey alaninin bazik pH’ta (8) en yiiksek degerini aldig1 goriildii. F serisinde,
dogal fibroinin asitlik degeri olan pH6’da en yiiksek yiizey alanin olustugu
belirlendi. G serisinde ise asidik pH’ta (5) toplam ylizey alanmin serideki diger

yapilardan yaklasik 10 kat daha fazla oldugu test edildi.

Ayni pH degerine sahip orneklerin de benzer sekilde iiretim sartlarindan dogrudan
etkilendigi ve toplam ylizey alaninda 6nemli farkliliklarin olustugu belirlendi. pHS5’te
vakum ortaminda hazirlan iskelelerin (B serisi) en yiiksek gozeneklilige sahipken,
dogal fibroinin asitlik degeri olan pH 6’da en yiiksek ylizey alami standart
liyofilizasyon sonras1 180°C’ta etiivde bekletilmesi (F serisi) ile hazirlanan yapida
belirlendi. Notr pH’ta toplam yiizey alanlarinin birbirine yakin oldugu goriilmekle
birlikte en yiiksek deger B serisinde elde edildi. Bazik pH 8’de en yiiksek
gozeneklilik C ve F serisinde tespit edildi. Bu degerlerin diger iiretim yontemlerine

gore yaklasik 10 kat daha fazla ylizey alan1 kazandirdigi belirlendi.
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Sekil 6.33. Ayni pH degerine sahip farkli deney serilerindeki iskelelerin toplam yiizey alan1 miktarlarinin karsilagtirmali grafikleri.
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Sekil 6.34. Farkli deney serilerindeki iskelelerin pH’a bagli olarak toplam yiizey alan1 miktarlarinin karsilastirmali grafikleri.

96



7. TARTISMA VE SONUC

Ipek proteini olan fibroin/fibrin bdcekler ve &riimcekler tarafindan iiretilmektedir
(Lehninger, 1970; edt. El¢in, 2013). Ancak yaygin olarak ipek bdcegi pupasi
tarafindan iiretilen kozadan elde edilmektedir (Pamuk, 2000). ipek kozasindan elde
edilen ipek iki tip proteinden olugsmaktadir. Bunlardan fibroin lifli yapida olup ipegin
yapisint olusturmakta, serisin ise bu yapiyr saran yapiskan Ozelige sahip bir
proteindir. Ancak serisin genelde yapida istenmedigi i¢in iiretim sirasinda yapidan

uzaklastirilmaktadir (Magoshi, Magoshi, Becker ve Nakamura, 1996; Pamuk, 2000).

Fibroin antiparalel polipeptit zincirlerinden olusmus beta tabakali yapisi glisince
zengirdir ve Gly-Ser-Gly-Ala Gly Ala dizisinin tekrar ile olusan zincirleri
icermektedir. Zincirler miimkiin olan en uzun boylarini aldigindan ipek lifleri fazla
uzamaz ve yliksek saglamliga sahiptir. Ancak, belirtilen amino asitlere ilave olarak
yapida az miktarda Tyr, Val, Arg ve Asp gibi biiyiik yan zincire sahip amino asitler
de bulunmaktadir ve yapinin yer yer kristal diizeninden sapmasina, dolayisiyla
liflerin bir miktar uzayabilmesine neden olmaktadir. (Pamuk, 2000; Lehninger, 1970;
edt. El¢in, 2013).

Fibroinin, ¢esitli ¢apraz baglayicilarin varhiginda yada 1sil prosesler kullanimiyla
fiziksel ve mekaniksel Ozellikleri degistirilebilmektedir (Rujiravanit vd., 2003;
Mirahmadi vd., 2013; Ghezzi, Marelli, Donelli, Alessandrino, Freddi ve Nazhat,
2014; Yodmuang vd., 2015). Ornegin suda ¢dziinebilirligi, dayaniklilig1 ve gdzenekli
yap1 olusumu 1s1l proseslerde degisiklik yapilarak yada metil alkol, glutaraldehit gibi
kimyasal ajanlar kullanilarak degistirilebilmektedir (Wang, Partlow, Liu, Zheng, Su,
Wang ve Kaplan, 2015). Tiim bu olumlu 6zellikleri ve dogal yapili bir polimer olusu
ipek fibroinini, doku miihendisliginde tercih edilebilir hale getirmis ve gilin gectikge

kullanimui iizerine arastirmalar hiz kazanmustir.

Fibroin yapisinda bulunan antiparalel zincirlerden ve peptit zincirindeki amino asit
diziliminden dolayr amfoterik 6zellik gostermektedir. Fibroinin farkli sicaklik ve
basing seviyelerine farkl: siirelerde maruz birakilmasi1 da yapisinda bulunan protein

komplekslerini farkli sekillerde etkilemektedir. Bu degisimler fibroinle elde edilen
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doku iskelelerinin derisimlerini, gdzeneklilik yapisini, mekanik mukavemetlerini,

fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkilemektedir.

Yiirtitiilen tez ¢alismasinda ipek fibroinin amfoterik yapisi dikkate alinarak farkli pH
degerlerinde hazirlanan akuajenik ¢ozeltileri kullanilarak farkli basing ve sicaklik
sartlarinda doku iskeleleri iiretilmis ve bu sartlarin elde edilen yapilarin fiziksel ve
kimyasal ozellikleri ile biyouyumluluguna olan etkileri FTIR, SEM, TGA, Cival
porozimetre ve MTT analizler ile incelenmistir. Yapinin morfolojileri ayrica 151k
mikroskobu ile biyobozunurluk siiresi de in vitro kosullarda HANK’s dengeli tuz

¢Ozeltisi icerisinde analiz edilmistir.

7.1. Kullanmlan Fizkokimyasal Sartlarin Fibroin iskelelerin Kimyasal Yapisi

Uzerine Etkisi

7.1.1. Diisiik Basing ve Diisiik Sicakhk Sartlarinin Fibroin Iskelenin Yapisina
Etkisi

A Grubu numunelerinde —OH- bdélgesi, -C-H- bolgesi, Amid I, 11, III ve parmak izi
bolgelerine ait pikler gozlenmistir. pH 5, 6, 7 ve 8’e sahip numunelerde ve diger
gruplardaki numunelerin parmak izi bolgeleri hari¢ diger bolgeleri benzer pikler
gostermistir. Numune {izerinde yapilan pH denemelerinin her fibroin iskelesine farkli
kimlik kazandirdigi gozlemlenmistir. Ayrica sahip olunan bolgelere ait piklerde

olusan alanlarin farkliligir da bu durumu desteklemektedir.

Fibroinin orijinal pH degeri 6’dir. pH 6’ya sahip olan numunelerde bolgelerdeki alan
siddetleri —OH- bolgesi: 15.746, -C-H- bolgesi: 13.768, Amid I bolgesi: 14.500,
Amid II bolgesi: 6.755’tir. %37’lik HCI ile pH 6’dan 5’e diisiiriildiiglinde bu
bolgelerdeki alan siddetleri azalarak su degerleri almistir: —O-H- bolgesi: 9.643,
Amid I bolgesi: 8.772, Amid II bolgesi: 9.740, Amid III bolgesi: 4.937.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH7’ye yiikseltildiginde bu bdlgelerdeki alan siddetleri
artarak su degerleri almistir: —OH- bolgesi: 18.700, Amid I bdlgesi: 13.979, Amid 11
bolgesi: 16.221, Amid III bolgesi: 7.846.
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1 N NaOH ile pH 6’dan pH 8’e yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri su
degerleri almistir: —OH- bolgesi azalarak: 12.297, Amid I bolgesi artarak: 14.768,
Amid II bolgesi azalarak: 13.506, Amid III bolgesi azalarak: 6.020. Fibroin
¢oOzeltisinde asidite arttirildiginda fibroin iskelenin FTIR grafiginde izlenen alanlarin
azaldigi, notr degerdeyken arttigi, bazik derecesi arttirildiginda ise genel olarak

azaldig1 tespit edilmistir.

7.1.2. Fizyolojik Sicakhk ve Vakum Sartlarimin Fibroin Iskelenin Yapisina
Etkisi

B Grubu numunelerinde —OH- bolgesi, Amid I, I, III ve parmak izi bélgelerine ait
pikler gozlenmistir. -C-H- bolgesinde pH-5 ve 6’da pik gézlenmemis, pH-7 ve 8’de

ise pik gozlenmistir.

pH-5 ve 6 ‘ya sahip numunelerde ve diger gruplardaki numunelerin parmak izi
bolgeleri hari¢ diger bolgeleri benzer pikler gostermistir. Numune iizerinde yapilan
pH denemelerinin her fibroin iskelesine farkli kimlik kazandirdigi gozlemlenmistir.
Ayrica sahip olunan bolgelere ait piklerde olusan alanlarin farkliligr da bu duruma

destektir.

Fibroinin orijinal pH degeri 6’dir. pH 6’ya sahip olan numunelerde bolgelerdeki alan
siddetleri —OH- bolgesi: 6.060, Amid I bolgesi: 8.023, Amid II bolgesi: 6.523, Amid
III bolgesi: 2.836°dir. 1N HCl ile pH 6’dan 5’e diisiiriildiigiinde bu bolgelerdeki alan
siddetleri azalarak —OH- bolgesi: 4.332, Amid I bolgesi: 5.384, Amid II bolgesi:
4.952, Amid III bolgesi: 2.170 degerleri aldig1 belirlenmistir. Bu durum pH degerinin
azalmasi ile izoelektronik bolgeden asidik bdlgeye sapma olmasi ve amin grulari

tizerinde (+) yiiklii polaritenin artmasi ile agiklanabilmektedir.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH 7’ye yiikseltildiginde bu bélgelerdeki alan siddetleri
artarak, —OH- bolgesi: 8.261, Amid I bolgesi 8.212, Amid II bolgesi:9.480, Amid 11l
bolgesi: 3.740 degerleri aldig1 belirlenmistir. Izoelektronik bolgeden bazik bolgeye
geciste karboksil gruplart lizerinde (-) polaritenin artmasi sonucu bazik karakterle
birlikte amid baglarinin giliclenmesini sagladigi ve zincirler aras1 yeni amid bag

olusumlarina neden oldugu diisiiniilmektedir.
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1 N NaOH ile pH 6’dan pH 8’e yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri su
degerleri almistir: —OH- bolgesi artarak: 6.366, Amid I bolgesi azalarak: 6.835,
Amid II bolgesi azalarak: 6.445, Amid III bolgesi artarak: 3.179. Fibroin
¢ozeltisinde asidite arttirildiginda fibroin iskelenin FTIR grafiginde izlenen alanlarin
azaldigi, notr degerdeyken arttigi, bazik derecesi arttirildiginda ise genel olarak

azaldig1 tespit edilmistir.

Izoelektrik nokta disindaki pH bolgelerinde peptit yapilar1 amfoter 6zellikte olup,
tamponlama yetenegine sahiptir. Bu nedenle izoelektrik nokta olan pH 6 disindaki
asidik ve bazik bolgelerde net bir polaritenin varligi zincirler arasi elektrastatik
etkilesimi artirmakta ve vakum etkisiyle de zincirlerin birbirine daha fazla
yaklagmasi saglanmigtir. Bu sartlar altinda zincirler arasi capraz baglanmalar
desteklenmekte olup, FTIR sonuglart da bunu dogrulamaktadir. Bu nedenle, herhangi
bir kimyasal ¢apraz baglayici kullanilmadig: halde, sicaklik, pH, vakum uygulanan
fizikokimyasal sartlar altinda olusan molekiiller arasi ¢apraz baglanmalar iskele

yapilarin stabilitesini artmis ve biyoboznurluk hizlart azalmistir.

pH’1n izoelektrik noktadan sapmasi i¢ tuz yapisini bozarak peptit zincirlerinde
polaritenin artmasi sagmistir. Vakum etkisi ise ortamdaki havayi1 bosaltarak olasi
reaksiyonu bozucu maddeleri (nem, O2, vb.) ortamdan uzaklastirdig1 gibi zincirlerin
birbirine yaklasmasini tesvik etmistir. Sicakligin artmasi ise zincirler arasi ¢apraz
baglanmalar i¢in gerekli olan aktivasyon enerjisinin asilmasini saglamistir. Bu sartlar
altinda zincirler tizerindeki fonksiyonel gruplar (-OH, NH3, COO, SH) birbirleri ile

etkilesime girerek molekiiller aras1 kuvvetli baglanmalar gergelesmistir.

7.1.3. Diisiik Basing ve Sicaklikta Hazirlanan Fibroin iskelenin Kuru Halde
Otoklav (121°C-Yiiksek Buhar Basine1) Muamelesinin Yap1 Uzerine
Etkisi

C Grubu numunelerinde —OH- bolgesi, -C-H- bolgesi, -C=N- bolgesi, Amid I, Il, I1I
ve parmak izi bolgelerine ait pikler gézlenmistir. pH 5, 6, 7 ve 8’e sahip numunelerde
ve diger gruplardaki numunelerin parmak izi bolgeleri hari¢ diger bolgeleri benzer

pikler gostermistir. Numune Tlizerinde yapilan pH denemelerinin her fibroin
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iskelesine farkli kimlik kazandirdig1 gézlemlenmistir. Ayrica sahip olunan bdlgelere

ait piklerde olusan alanlarin farklilig1 da bu duruma destektir.

pH 6’ya sahip olan numunelerde bolgelerdeki alan siddetleri —OH- bolgesi: 12.158,
Amid I bolgesi: 10.611, Amid II bolgesi: 10.966, Amid III bolgesi: 5.128°dur.
%37’lik HCI ile pH 6’dan 5’e diisiiriildiiglinde bu bolgelerdeki alan siddetleri su
degerleri almistir: —OH- bolgesi: 12.557, Amid I bolgesi: 9.686, Amid II bolgesi:
10.034, Amid III bolgesi: 5.286. bu gegiste —OH- , Amid III bolgesi alan degerleri

artmis, Amid | ve Amid II bolgesi alan degerleri azalmstir.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH 7’ye yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri su
degerleri almistir: —OH- bolgesi: 10.199, Amid I bolgesi 12.623, Amid II bolgesi:
10.815, Amid III bolgesi: 4.765. Amid 1 bolgesi alan degeri artmis, diger

bolgelerdeki alan degerleri ise azalmistir.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH 8’¢ yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri
artarak su degerleri almistir: —OH- bolgesi 17.723, Amid I bolgesi: 13.739, Amid 11
bolgesi: 13.833, Amid III bolgesi: 6.948. Fibroin ¢dzeltisinde asidite arttirildiginda
fibroin iskelenin FTIR grafiginde izlenen alanlarin genel olarak azaldigi, notr

degerdeyken azaldig, bazik derecesi arttirildiginda ise arttig1 tespit edilmistir.

7.1.4. Diisiik Basing ve Sicaklikta Hazirlanan Fibroin iskelenin Kuru Halde
Etiiv Sterilizator (180°C) Muamelesinin Yap1 Uzerine Etkisi

F Grubu numunelerinde —OH- bélgesi, -C-H- bolgesi, Amid I, I, 111 ve parmak izi
bolgelerine ait pikler gozlenmistir. -C=N- bdlgesinde ise pH 5 ve 6’da pikler
izlenmis, pH 6 ve 7°de ise izlenmemistir. Ancak genel olarak pH 5, 6, 7 ve 8’e sahip
numunelerde ve diger gruplardaki numunelerin parmak izi bdlgeleri hari¢ diger
bolgeleri benzer pikler gdstermistir. Numune iizerinde yapilan pH denemelerinin her
fibroin iskelesine farkli kimlik kazandirdig1 gézlemlenmistir. Ayrica sahip olunan

bolgelere ait piklerde olusan alanlarin farkliligi da bu duruma destektir.

pH 6’ya sahip olan numunelerde bolgelerdeki alan siddetleri —OH- bolgesi: 8.067,
Amid I bolgesi: 14.578, Amid II bolgesi: 10.783, Amid III bolgesi: 4.363 diir.
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%37’lik HCl ile pH 6’dan 5’¢ distirtildiigiinde bu bolgelerdeki alan siddetleri artarak
su degerleri almistir: —OH- bolgesi: 16.215, Amid I bolgesi: 14.752, Amid II bolgesi:
13.692, Amid III bolgesi: 6.588.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH 7’ye yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri
azalarak su degerleri almistir: —OH- bolgesi: 7.126, Amid I bolgesi 7.515, Amid II
bolgesi: 7.104, Amid III bolgesi: 3.993.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH 8’¢ yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri
azalarak su degerleri almistir: —OH- bolgesi 7.236, Amid I bolgesi: 8.774, Amid 11
bolgesi: 8.643, Amid III bolgesi: 3.497.

Fibroin ¢ozeltisinde asidite arttirildiginda fibroin iskelenin FTIR grafiginde izlenen
alan degerlerinin arttig1, notr degerdeyken ve bazik derecesi arttirildiginda ise

azaldig1 tespit edilmistir.

7.1.5. Fibroin Cozeltisinin Otoklav (121°C-Yiiksek Buhar Basinc1) Muamelesi
Sonrasi1 Standart Liyoflizasyon (-55°C-Vakum) ile Hazirlanan Fibroin

Iskelelerin Yapisal Ozellikleri

G Grubu numunelerinde —OH- bdlgesi, -C-H- bolgesi, Amid I, 11, 11l ve parmak izi
bolgelerine ait pikler gozlenmistir. Ancak genel olarak pH 5, 6, 7 ve 8’e sahip
numunelerde ve diger gruplardaki numunelerin parmak izi bdlgeleri hari¢ diger
bolgeleri benzer pikler gdstermistir. Numune {izerinde yapilan pH denemelerinin her
fibroin iskelesine farkli kimlik kazandirdigi gozlemlenmistir. Ayrica sahip olunan

bolgelere ait piklerde olusan alanlarin farkliligi da bu duruma destektir.

pH 6’ya sahip olan numunelerde bolgelerdeki alan siddetleri —OH- bolgesi: 7.617,
Amid I bolgesi: 7.704, Amid II bolgesi: 7.361, Amid III bolgesi: 3.699’dur. %37’1lik
HCI ile pH 6’dan 5’e diistiriildiigiinde bu bolgelerdeki alan siddetleri azalarak su
degerleri almigtir: —OH- bolgesi: 5.847, Amid I bolgesi: 7.087, Amid II bolgesi:
7.489, Amid III bolgesi: 3.086.
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1 N NaOH ile pH 6’dan pH 7’ye yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri
artarak su degerleri almigtir: —OH- bolgesi: 16.460, Amid I bolgesi 12.546, Amid 11
bolgesi: 15.451, Amid III bolgesi: 7.349.

1 N NaOH ile pH 6’dan pH 8’e yiikseltildiginde bu bolgelerdeki alan siddetleri
artarak su degerleri almistir: —OH- bolgesi 17.185, Amid I bolgesi: 23.106, Amid 11
bolgesi: 15.937, Amid III bolgesi: 7.168.

Fibroin ¢ozeltisinde asidite arttirildiginda fibroin iskelenin FTIR grafiginde izlenen
alan degerlerinin azaldigi, notr degerdeyken ve bazik derecesi arttirildiginda ise

arttig1 tespit edilmistir.
7.2. pH Degisimlerinin Fibroin Iskelelerin Kimyasal Yapis1 Uzerine Etkisi
7.2.1. pH 5 Degerine Sahip Iskelelerin Fonksiyonel Analizleri

Fibroin iskeleler incelendiginde —OH- bolgesinde goriilen piklerin olduk¢a benzer
seviyelerde oldugu ve alan degerlerinin her grupta farkli, F grubunda en yliksek, B
grubunda en diisiik oldugu goriildii. A grubundaki numunenin —C-H- bolgesinde tek
pik verdigi, B grubundaki numunenin pik vermedigi, C grubundaki numunenin A, F
ve G grubundaki numuneye gore daha siddetli pik verdigi, F ve G grubu
numunelerinin benzer siddetlerde ¢ift pik verdigi gozlenmistir. -C=N- bodlgesinde A,
B ve G grubu pH 5 numunelerinin pik vermedigi, C ve F grubu numunelerinin pik
verdigi ve F grubundaki numunenin C’ye gore daha yiiksek siddette oldugu

gOriilmiistiir.

Amid I bolgesinde A,F ve G gruplari ile B ve C gruplarindaki numunelerin benzer
siddette pikler verdigi, alan degerlerinin yine farkli ve en yiiksek degerin F grubunda,
en diisiik degerin B grubunda oldugu tespit edildi. Amid II bolgesinde A ve G ile B,
C ve F gruplarmin benzer siddetlerde pikler verdigi, en yiiksek alan degerinin F
grubunda, en diislik alan degerinin ise B grubunda bulundugu gézlemlenmistir. Amid
III bolgesinde B ve C ile A, F ve G gruplarinin benzer pikler gosterdigi, en yliksek
alan degerinin F grubunda, en diisiik alan degerinin B grubunda oldugu goriilmiistiir.

Parmak izi bolgeleri ise her grup lizerinde farkli pikler vermistir.
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7.2.2. pH 6 Degerine Sahip iskelelerin Fonksiyonel Analizleri

Fibroin iskeleler incelendiginde —OH- bdlgesinde goriilen piklerin oldukc¢a benzer
seviyelerde oldugu ve alan degerlerinin her grupta farkli, A grubunda en yiiksek, B
grubunda en diisiik oldugu gorildi. —C-H- bélgesinde B grubundaki numunenin pik

vermedigi, A, C, F ve G grubundaki numunelerin ¢ift pik verdigi izlendi.

-C=N- bolgesinde A, B ve G grubu pH 6 numunelerinin pik vermedigi, C ve F grubu
numunelerinin pik verdigi ve F grubundaki numunenin C’ye gore daha yiiksek

siddette oldugu goriilmiistiir.

Amid I bolgesinde A, F ve G gruplarindaki numunelerin benzer siddete pikler verdigi
diger gruplara gore daha yiiksek derecede oldugu, B ve C grubundaki numunelerin
de benzer siddette oldugu, alan degerlerinin F grubunda en yiiksek, G grubunda ise
en diisiik oldugu gozlemlenmistir. Amid II bolgesinde A, B, F ve G grubundaki
numunelerin benzer siddette pikler verdigi, C grubundaki numunenin ise
digerlerinden daha diisiik siddette pik verdigi, bu bolgedeki alan degerlerinin ise A
grubunda en yiliksek, B grubunda en diisiik oldugu gozlemlenmistir. Amid III
bolgesinde A ve G gruplari ile B ve C gruplarinin benzer siddetlerde, F grubundaki
numunenin ise farkli ve en yiiksek siddette pik verdigi, bu bdlgedeki alan
degerlerinde ise en yiliksek degerin A grubunda, en diisiik degerin B grubunda oldugu

goriildi. Parmak 1z1 bolgeleri ise her grup tizerinde farkli pikler vermistir.

7.2.3. pH 7 Degerine Sahip Iskelelerin Fonksiyonel Analizleri

Fibroin iskeleler incelendiginde —OH- bolgesinde goriilen piklerin oldukc¢a benzer
seviyelerde oldugu ve alan degerlerinin her grupta farkli, A grubunda en yiiksek, F
grubunda en diigiik oldugu goriildii. —C-H- bolgesinde A ve B gruplarinin benzer ve
cift pik, diger gruplarin farkli ve yine cift pik verdigi ve en diisiik pikin C grubunda

oldugu, -C=N- bolgesinde ise sadece C grubundaki numunenin pik verdigi goriildii.

Amid I bolgesinde her grupda farkli piklerin oldugu, en yiiksek pik siddetinin A
grubunda, en diisikk pik siddetinin ise C grubunda oldugu, bu bélgedeki alan

degerlerinin en yiiksek degerinin yine A grubunda, en diisiik degerin ise F grubunda
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oldugu gozlemlendi. Amid II bolgesinde tiim gruplardaki numuneler benzer siddette
pikler vermisglerdir. Bu bolgedeki alan degerleri ise en yliksek A grubunda, en diisiik
F grubundadir. Amid III bolgesinde A ve G grubu ile B ve C grubunun benzer pikler,
F grubunun ise en yliksek ve farkl pik verdigi goriildii. Bu bolgedeki en yiiksek alan
degeri A grubuna, en diislik alan degeri de F grubuna aittir. Parmak izi bolgeleri ise

her grup tizerinde farkli pikler vermistir.
7.2.4. pH 8 Degerine Sahip Iskelelerin Fonksiyonel Analizleri

Fibroin iskeleler incelendiginde —OH- bolgesinde goriilen piklerin oldukg¢a benzer
seviyelerde oldugu ve alan degerlerinin her grupta farkli, C grubunda en yiiksek, B
grubunda en diisiik oldugu goriildii. —C-H- bolgesinde A ve B gruplarinda benzer
siddette, diger gruplarda farkli ve C grubunda en yiiksek, F grubunda en diisiik
pikleri vermistir. -C=N- bdlgesinde bu pH’da hicbir grupta pik goriilmemistir.

Amid I bolgesinde A ve G ile B ve C grubunda benzer siddette pikler goriildi. Bu
bolgede olusan alanlarda en yiiksek degeri G grubu, en diisiikk degeri ise B grubu
vermistir. Amid II bolgesinde tiim gruplar benzer siddette piklere sahiptir. Bu
bolgede en yiiksek alan degerini G grubu numunesi, en diisiik degeri ise yine B grubu
gostermistir. Amid III bolgesinde B ve C grubunun benzer ve diger gruplara gore
daha yiiksek siddetli piklere sahip oldugu, A, F ve G gruplarindaki numuneler de
benzer pikler verdigi goriilmiistiir. Bu bolgede G grubu en yiiksek, B grubu en diisiik
alan degerine sahiptir. Parmak izi bolgeleri ise her grup iizerinde farkli pikler

vermistir.
7.3. Uretim Yéntemlerinin Fibroin Iskelelerin Morfolojik Yapisi Uzerine Etkisi

Uretim yontemlerinin fibroinin primer yapisini degistirmedigi termogravimetrik
analiz ve bozunurluk siiresi tayini ile anlagilmakatadir. Calisma sartlarinin yapilarin
morfolojilerini énemli Slclide etkiledigi SEM goriintiilemesi ile anlagilmistir. Yapi
morfolojilerinin hem pH hem de ¢alisma sartlarindan etkilenerek tabakali, mikro-
mezo pordz ve lifli yapilar igerecek sekilde degisim gosterdigi anlasilmistir. Bu
degisimler icerisinde molekiil i¢i ¢apraz balanmalarn da icermektektedir ve

iskelelerin bozunurluk 6zelligini dogrudan etkiledigi tespit edilmistir.
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Soyleki B serisi asidik pH degerinde C serisi ise noétral ve bazik pH degerlerinde
gruplar igerisinde en yliksek yiizey alanina ulasmistir. Yiizey alaninin yiiksek olmasi
sulu ortam ile temas ylizeyini artirmaktadir. Ancak buna karsin bozunma beklenenin
aksine daha yavas gerceklesmistir. Bu durum molekiil i¢i ¢apraz baglanmalar ile

acgiklanabilmektedir.

Bozunma siirelerinin pH degerlerinden genelde bagimsiz olarak ¢alisma sartlar1 ile
degisim gosterdigi tespit edilmistir. Boylece doku iskeleleri hazirlanirken ¢ozelti
pH’ma bagli olmaksizin basing, sicaklik gibi degiskenlerin molekiil i¢i baglanmalari
dogrudan etkiledigi ancak yiizey alanindaki degisimin hem pH hem de c¢aligma

kosullarindan dogrudan etkilendigi sdylenebilmektedir.
7.4. pH Degisimlerinin Fibroin Iskelelerin Morfolojik Yapis1 Uzerine Etkisi
7.4.1. pH 5 Degerine Sahip Iskelelerin Morfolojik Analizleri

Yapisal biitiinlik ve diizensiz yerlesim genel olarak tiim gruplardaki pH 5
numuneleri i¢in aynidir. Her numune grubunda yine beta sheet yapilari yani levhali
yapilar mevcuttur ancak boyutlar1 ve bulunma oranlari farklidir. pH 5 numunelerinde
en ¢ok beta katmanlar1 C, F ve G gruplarinda goriildii. A ve B gruplarinda daha az ve
diizlemsel katmanlar bulundu. Acik gozeneklilik yapilar1 ise A ve B grubu
numunelerinde daha fazla; C, F ve G gruplarinda onlara gére daha az miktarlarda
oldugu gozlendi. Mikro ve makro porozite kiyaslamasinda ise; birbirlerine bagh
makro gozeneklilik B grubunda, liflerin baglanma noktalariyla kendi kendine olusan
biiyiik gozeneklilik ise en ¢ok F ve G gruplarinda izlendi. Birbirleriyle es degerde
gozeneklere sahip numuneler en ¢ok A grubunda, ardindan B grubundadir. Yapida
gbzlenen beta tabakalarda olusan kisa ve ince uzantilar ise A ve B gruplarinda

bulunmayip, C, F ve G’de bulunmaktadir. En yaygin sekilde C ve F’dedir.

Genel olarak bu pH’a sahip numunelerde diger pH’lara sahip numunelere gore
gbozenekli yap1 kismen daha fazla, beta tabakalar daha az miktarlarda ve boyutlar

daha kiigiiktiir.
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7.4.2. pH 6 Degerine Sahip iskelelerin Morfolojik Analizleri

Yapisal biitiinlik ve diizensiz yerlesim genel olarak tiim gruplardaki pH 6
numuneleri i¢in aynidir ve genel hatlariyla bu numunelerin 6zellikleri beta katman
oranlarini1 daha fazla olmasi disinda pH 5’e benzerdir. Her numune grubunda yine
beta sheet yapilar1 yani levhali yapilar mevcuttur ancak boyutlar1 ve bulunma

oranlar1 farklidir.

pH 6 numunelerinde en ¢ok beta katmanlar1 C, F ve G gruplarinda goriildi. A ve B
gruplarinda daha az ve diizlemsel katmanlar bulundu. A¢ik gézeneklilik yapilari ise
A ve B grubu numunelerinde daha fazla; C, F ve G gruplarinda onlara gore daha az
miktarlarda oldugu gozlendi. Mikro ve makro porozite kiyaslamasinda ise;
birbirlerine bagli makro gozeneklilik B grubunda, liflerin baglanma noktalariyla
kendi kendine olusan biiylik gozeneklilik ise en ¢ok F ve G gruplarinda izlendi.
Birbirleriyle es degerde gozeneklere sahip numuneler en ¢ok A grubunda, ardindan B
grubundadir. Yapida gozlenen beta tabakalarda olusan kisa ve ince uzantilar ise A ve

B gruplarinda bulunmayip, C, F ve G’de bulunmaktadir.

Genel olarak bu pH’a sahip numunelerde pH 5’¢ gore daha fazla ve daha biiylik beta
tabakalar mevcuttur. pH 7 ve 8’den ise daha az ve kiigiiktiir. A¢ik gozeneklilik orani

ise yine pH 5’¢ gore yakin seviyede, 7 ve 8’den de daha fazladir.
7.4.3. pH 7 Degerine Sahip Iskelelerin Morfolojik Analizleri

Yapisal biitiinliik ve diizensiz yerlesim genel olarak tiim gruplardaki pH 7
numuneleri i¢in aynidir ve genel hatlartyla bu numunelerin 6zellikleri beta katman
oranlarini daha az olmasi disinda pH 8’e benzerdir. Her numune grubunda yine beta
sheet yapilar1 yani levhali yapilar mevcuttur ancak boyutlart ve bulunma oranlar
farklidir. pH 7 numunelerinde en ¢ok beta katmanlar sirasiyla G, F ve C gruplarinda
goriildii. A ve B gruplarinda daha az ve diizlemsel katmanlar bulundu. Diizlem
tizerinde acik gozeneklilik yapilar1 ise A ve B grubu numunelerinde daha fazla; C, F
ve G gruplarinda onlara gore daha az miktarlarda oldugu gozlendi. C, F ve G
numunelerinde olusan beta katmanlar {lizerinde diizensiz ve mikro gozeneklerin

meydana geldigi goriildii. Bu gozenekler pH 5 ve 6’da ¢ok azdir.
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Mikro ve makro porozite kiyaslamasinda ise; birbirlerine baglh makro gozeneklilik B
grubunda, liflerin baglanma noktalartyla kendi kendine olusan biiylik gézeneklilik ise
en ¢ok F ve G gruplarinda izlendi. Birbirleriyle es degerde goézeneklere sahip
numuneler en ¢ok A grubunda, ardindan B grubundadir. Yapida gozlenen beta
tabakalarda olusan kisa ve ince uzantilar ise B gruplarinda ¢ok az oranda, A
grubunda B’den daha fazla olmakla birlikte C, F ve G’de A ve B’den daha fazla

bulunmaktadir. Bu uzantilar en ¢ok C ve F grubundadir.

Genel olarak bu pH 7’ye sahip numunelerde pH 6’ya gore daha fazla ve daha biiyiik
beta tabakalar mevcuttur. pH 8’den ise daha az ve kiigliktiir. Agik gozeneklilik orani

ise yine pH 8’¢ gore yakin seviyede, pH 5 ve 6’dan daha azdir.
7.4.4. pH 8 Degerine Sahip Iskelelerin Morfolojik Analizleri

Yapisal biitiinlik ve diizensiz yerlesim genel olarak tiim gruplardaki pH 8
numuneleri i¢in aynidir ve genel hatlariyla bu numunelerin 6zellikleri beta katman
oranlarini daha fazla olmasi disinda pH 7’ye benzerdir. Her numune grubunda yine
beta sheet yapilart yani levhali yapilar mevcuttur ancak boyutlart ve bulunma
oranlar1 farklidir. pH 8 numunelerinde en ¢ok beta katmanlari sirasiyla G, F ve C
gruplarinda goriildii. A ve B gruplarinda daha az ve diizlemsel katmanlar bulundu.
Diizlem iizerinde agik gozeneklilik yapilar1 ise A ve B grubu numunelerinde daha

fazla; C, F ve G gruplarinda onlara gére daha az miktarlarda oldugu gozlendi.

C, F ve G numunelerinde olusan beta katmanlar ilizerinde diizensiz ve mikro
gozeneklerin meydana geldigi goriildii. Bu gozenekler pH 5 ve 6’da ¢ok azdir. Mikro
ve makro porozite kiyaslamasinda ise; birbirlerine bagli makro gozeneklilik B
grubunda, liflerin baglanma noktalariyla kendi kendine olusan biiylik gozeneklilik ise
en ¢cok F ve G gruplarinda izlendi. Birbirleriyle es degerde gozeneklere sahip
numuneler en ¢cok A grubunda, ardindan B grubundadir. Yapida gozlenen beta
tabakalarda olusan kisa ve ince uzantilar ise B gruplarinda ¢ok az oranda, A
grubunda B’den daha fazla olmakla birlikte C, F ve G’de A ve B’den daha fazla
bulunmaktadir. Bu uzantilar en ¢ok C ve F grubundadir.
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Genel olarak bu pH 8’¢ sahip numunelerde pH 5, 6 ve 7’ye gore daha fazla ve daha
biiyiik beta tabakalar mevcuttur. Acik gozeneklilik orani ise yine pH 7’ye gore yakin
seviyede, pH 5 ve 6’dan daha azdir.

7.5. Genel Degerlendirme

Standart pH seviyesi 6 olarak 6lgiilen fibroinin pH degeri disiiriildiigiinde (asiditenin
arttirtlmasi) veya yiikseltildiginde (asiditenin azaltilmasi) yapisinda bulunan Amid
gruplarinda, parmak izi bolgelerinde tiim gruplar igin gerilme siddetlerinde
degisimlere sebep oldugu goriildii. Ozellikle pH 5, 6 ve 7°de C ve F gruplar igin

diger gruplardan farkli olarak -C=C- bolgesinde gerilmeler meydana gelmistir.

Ayrica yapilan A, B, C, D ve F gruplar1 arasinda yapilan karsilagtirmalar ile fibroin
iskelelerin maruz kaldiklar1 islem farkliliklarinin da bu gerilme siddeti degisimlerine

etkisi oldugu tespit edildi.

pH degisimlerinin ve fibroin iskelelerin maruz kaldiklar1 islem farkliliklarinin
ozellikle parmak izi bolgelerinde farkli siddetlerde verdigi pikler, her numunenin
farkli karakterlere sahip olduklarini gosterdi. pH degisimleri ve islem farkliliklarinin
FTIR grafiklerinde incelenen beta-tabakali yapilarn bulundugu yerleri ve pik
siddetlerini de etkiledigi goriildii. Bu durum tabakali yapilarda bozulmalar oldugunu
gostermektedir. Fibroinin standart pH degeri olan 6’ya gore pH 5, 7 ve 8 pH’a sahip
numunelerin alan degerleri karsilastirildiginda bu bozulmalarin oranlar1 belirlendi.
Beta-tabakali yapilarda pH degisimi ve deney sartlarina gore meydana gelen

bozulmalarin oranlar1 Tablo 7.1°de verilmistir.
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Tablo 7.1. Beta-tabakali yapilarda pH degisimi ve deney sartlarina gore meydana gelen
bozulmalarin oranlar

pH pH5 pH7 pH 8
Degisimi/Deney
Grubu
A Grubu -OH- bolgesi: %38,75 -OH- bolgesi: %18,76 artma | -OH- bdlgesi:
azalma -Amid I: % 1,53 artma %21,90 azalma
-Amid I: %36,28 azalma -Amid 11: %11,86 artma -Amid |: %7,26
-Amid 11 %32,82 azalma -Amid 11 %16,15 artma artma
-Amid I11: %26,9 azalma -Amid I1: %6,85
azalma
-Amid I1I:
%10,88 azalma
B Grubu -OH- bolgesi: %28,51 - OH- bolgesi: %36,32 -OH- bolgesi:
azalma artma %5,04 artma
-Amid I: %32,89 azalma -Amid I: % 2,35 artma -Amid I:
-Amid 11: %24,08 azalma -Amid 1I: %45,33 artma %14,80 azalma
-Amid 1l1I: %23,48 azalma -Amid 11 %31, 87 artma -Amid 11: 9%1,19
azalma
-Amid II:
%12,09 artma
C Grubu -OH- bolgesi: %3,28 artma -OH- bolgesi: %16,11 -OH- bolgesi:
-Amid I: %8,71 azalma azalma %45,77 artma
-Amid 11: %8,49 artma -Amid I: %18,96 artma -Amid I:
-Amid I11: %3,08 artma -Amid 11 %1,37 azalma %29,47 artma
-Amid HI: %7,07 azalma -Amid I1:
%26,14 artma
-Amid I1I:
%35,49 artma
F Grubu -OH- bolgesi: %101,00 -OH- bolgesi: %11,66 -OH- bolgesi:
artma azalma %10,30 azalma
-Amid I: %1,19 artma -Amid I: %66,77 azalma -Amid I:
-Amid 11: %26,97 artma -Amid 11: %34, 11azalma %39,81 azalma
-Amid 11: %50,99 artma -Amid 11: %8,48 azalma -Amid I1:
%19,84 azalma
-Amid I1I:
%19,84 azalma
G Grubu -OH- bolgesi: %23,23 -OH- bolgesi: %116,09 -OH- bolgesi:
azalma artma %125,61 artma
-Amid I: %8,00 azalma -Amid I: %62,85 artma -Amid I:
-Amid 11 %1,738 artma -Amid 11 %109,90 artma %199,92 artma
-Amid 11l %16,57 azalma -Amid 111: %98,67 artma -Amid I1:
%116,50 artma
-Amid II:
%93,78 artma

Tablo 7.1’de goriildiigi lizere A, B ve G gruplar1 pH 5’te yani asidite arttirildiginda
fonksiyonel grup degerlerinde Ozellikle beta tabakalarin bulundugu Amid
bolgelerinde azalma, C ve F gruplarinda ise artma oldugu yilizdelik hesaplamalar ile
belirlendi. pH 7°de(nétr) A, B ve G gruplarinda asidite diistiriildiigiinde fonksiyonel
grup bolge degerlerinde beta tabakalarin bulundugu bélgelerde 6zellikle G grubunda

biiyiik oranlarda artig, C ve F gruplarinda ise azalma oldugu goriildii. pH 8’de yani
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asidite daha fazla diisiiriildiigiinde A, B ve F gruplarinda ozellikle beta tabakali

yapilarin bulundugu bolgelerde azalma, C ve G gruplarinda ise artma tespit edildi.

Vakum altinda ve porojen arindirma yontemi ile liretilen B grubu iskelelerinin diger
gruplara gore fonksiyonel gruplarda olusan pik siddetlerinde genel olarak en diisiik
degerlere sahip oldugu; tam vakum (%100)’un ve fizyolojik sicaklik degeri olan
37°C c¢alisgma sicakliginin bu duruma sebep olabilecegi disiiniildii. Vakum
ortaminda spesifik ¢apraz baglanmalarin oldugu FTIR grafiklerinde tesbit edildi.
Pikler genel olarak parmak izi bolgesinde meydana gelmistir. Bu pik degerleri
975,98 cm?, 801,20 cm?, 800,68 cm?, 672,21 cm?, 601,95 cm?, 532,15 cm?,
475,80 cm™, 454,82 cm™®, 436,61 cm™, 426,17 cm™’dir. B grubunda ayrica Amid |
bolgesinde 1620 cm™ civarinda pik siddeti goriilmesi diger gruplara gore beta

tabakalarinda biiyiik oranda degisim meydana geldigini gostermektedir.

Standart liyofilizasyon iglemi ile elde edilen A grubu numunelerinin diger gruplara
gore fonksiyonel gruplarda olusan pik siddetlerinde genel olarak en yiiksek
degerlere sahip oldugu; -20°C, -80°C ve -55 °C’deki calisma sicakliklarinin ve
basincin bu duruma neden olabilecegi diisiintildigli gibi yapida c¢apraz
baglanmalarin gerceklesmemis olmasinin da bu sonucu etiledigi sdylenebilir. Ayni
pH’lara sahip numunelerde C ve F gruplar1 disinda genel olarak parmak izi

bolgeleri, amid gruplari harig diger bolgeler de benzer gerilme siddetleri gosterdi.

A, B, C, F ve G gruplar i¢inde sadece C ve F gruplarinin sahip oldugu bir gerilme
siddeti izlendi. Bu gerilme siddeti -C=N- bolgesinde pH 5, 6 ve 7’de goriildi. C
grubu (Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin Otoklavlanmasi)
ve F grubu (Standart Liyofilizasyondan Sonra Kuru Haldeki Iskelelerin
Etiivlenmesi) numunelerinin ortak noktalar1 diger gruplardaki islemlerin sahip
oldugu sicakliklardan olduk¢a yiiksek olmasidir. C grubu 121 °C’de, F grubu ise
180°C’de islem gormiistiir. Bu sicakligin bu gruplardaki numunelerin kimysal
doniistime ugrayarak FTIR grafiklerinde -C=N- gerilme siddetleri goriilmesine sebep

olmustur.

B ve C gruplarindaki Amid I bolgelerindeki gerilme siddetlerinin diger gruplardan
diisiik; Amid III bolgelerindeki gerilme siddetlerinin ise diger gruplardan yiiksek
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piklerde ve farkli degerde oldugu izlendi. Bu durumun sebebinin gruplarda yapilan

yiiksek basingli muameleden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Literatiirde yapilan taramalar sonucunda bu calismadaki fizikokimyasal sartlarin
uygulamadaki eslesmelerinin olusan yap1 {izerine etkisini agiklayan benzer sekilde

yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Ancak sterilizasyon iglemlerinin fibroin iskeleler iizerine etkilerini aragtiran
makalelerde sicaklikla muamele edilen numuneler ile farkli makalelerde farkli
sekillerde elde edilen fibroin iskelelerin FTIR sonuglar1 incelenerek karsilastirmalari

yapilabilmistir.

Yaowalak Srisuwan ve ark. (2009), fibroin ¢6zeltisinden buharlastirma yontemiyle
elde ettikleri mikrokiirelerin FTIR analizinde Amid I’de 1654 cm™ ve Amid I1I’de
1560 cm? gerilme siddetleri goriilmiistiir. Burada goriilen gerilme siddetleri
yiirlitiilen tez calismasinda goriilen Amid I ve II degerlerinden daha yiiksek

frekansta elde edilmistir.

Sourabh Ghosh ve ark. (2013), islenmemis ipek fibroin numunesi igin, sirasiyla
Amid [, 11 ve III igin 1660, 1540 ve 1240 cm™ deki gerilme bantlar1 izlemistir. Islem
goren numunelerde bu bantlarin kaymasi beklenmektedir. Soyleki tez ¢alismasi
kapsaminda dl¢iilen degerler 1638, 1513 ve 1230 cm™ da elde edilmistir. Ustelik bu

degerlerin uygulanan yontemlere gore de kayma gdosterdigi belirlendi..

Arastirmada tiim numuneler i¢in genel olarak Amid I, II ve III i¢in gerilme siddetleri
benzerdir. 1700-1600 cm™ arasinda Amid I, 1600-1500 cm™ arasinda Amid II,
1300-1100 cm™ arasinda Amid III piklerinin oldugunu belirtmislerdir. Tez
caligmasinda elde edilen Amid gruplarina ait gerilme siddetleri de benzer olarak bu

araliklarda bulunmaktadir.

Natalia Jaramillo-Quiceno ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada 22 °C’de 22 saat
boyunca cevre ¢emberinde buharlastirma islemi yapilarak elde edilen ipek fibroin
iskele ile elde ettikleri iskelenin FTIR grafiginde Amid I, II ve III ile ilgili benzer

gerilme siddetleri elde ettikleri goriildii.
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Rina Nazarov ve ark. (2004), Porous 3-D Scaffolds from Regenerated Silk Fibroin
adli caligmalarinda porojen arindirma yontemi ile hazirladiklar1 fibroin iskelenin
SEM goriintiileri incelendiginde, B grubundaki pH 5 ve 6’daki fibroin iskelelerin
gozenek yapilarina benzer sekilde oldugu goriildii. Muadil ¢alismada pH degisimi

bulunmamaktadir.

Sandra Hofmann ve ark. (2014), Effect Of Sterilization On Structural And Material
Properties Of 3D Silk Fibroin Scaffolds adli ¢alismalarinda liyofilizasyon, otoklav ve
etiivleme islemlerini igeren fibroin iskele hazirlama prosediirleri bulunmaktadir.
Burada hazirlanan liyofilizasyon iglemi A grubuna, otoklavlama islemi C grubuna,
Etiivleme islemi ise F grubuna yapilan islemlere benzemektedir. Ancak pH degisimi
bulunmamaktadir. Bu calismada elde edilen fibroin iskelelerin SEM goriintiileri yine
tez ¢alismasinda bu gruplarda elde edilen SEM goriintiilerine gozeneklilik agisindan

az oranda benzemektedir.

Jelena Rnjak-Kovacina ve ark. (2015), The Effect of Sterilization on Silk Fibroin
Biomaterial Properties adli c¢alismalarinda sivi fibroinin otoklavlanmasi, ve
otoklavlama islemi yapilmistir ancak pH degisimi olmamigtir. Sivi fibroinin
otoklavlanmast G grubuna, otoklavlama islemi ise C grubuna tekabiil etmektedir.

Caligmada elde edilen SEM goriintiileri, kismi benzerlik gostermektedir.

Ph degisimi ve deney sartlarinin iskelelerin biitiinliigiinii bozmadig1 ancak yapida
diizensizlik meydana getirdigi izlendi. Fibroinin standart pH seviyesi 6’dir ve 1N
HCI ¢ozeltisi ile fibroinin pH’1 5’e diistiriildiiglinde yani asidite arttrildiginda fibroin
iskelede agik mikro ve mezo oranmin gozeneklilik arttigi, 1IN NaOH ¢ozeltisi ile
asidite diigtiriildigiinde ise bu oranmin genel olarak azaldigi goriilldi. Yani pH
degisimleri deney sartlarina bagh olmadan iskele lizerinde gozeneklilik yapisini

etkiledigi tespit edildi.

pH degisimi yapildiginda numuneye uygulanan deney sartlar1 da dahil edildiginde en
mezo gozenekli yapinin A grubunda oldugu gorildi. pH 6’dan 7 ve 8’e
yiikseltildiginde yani asidite azaltildiginda beta tabakalarinin oldukca arttigi,
yapilarin yogun oldugu hatta beta tabakalardan kisa ve ince boyutlarda lifsi yapilar
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ciktig1 tespit edildi. Ayrica lifsi uzantilar kendi aralarinda temas kurarak mezo

gozenekler meydana getirdigi gortildii.

Lifsi yapida uzantilarin meydana gelmesine pH degerinin yiikseltilmesinin yaninda
yiiksek sicaklikla muamelenin de etkili oldugu goriildii. Yani C, F ve G gruplarinda
lifli yapilar olduk¢a yogun sekilde gézlemlendi. Buna karsin A grubunda bu yapilara
benzer uzantilarin olugsmamasi, uygulanan deney sartlarindaki sicaliklarin sirasiyla -
20°C, -86°C ve -55°C olmasma, B grubunda da bu yapilara benzer uzantilarin
olusmamasi, yine deney sartlarinda uygulanan sicakliga (37°C) bagli olacagini isaret

etmektedir.

C, F ve G gruplarinin deney sartlarina bakildiginda 121°C ve 180°C gibi oldukca
yiikksek sicakliklar ile C ve G gruplarinda otoklav, F grubunda etiiv kullanildig1
goriilmektedir. Ayrica C ve G’de yiiksek buhar basinct uygulanmistir. Buhar
basincinin numuneye kati halde uygulandigi durumda beta tabakalari yiktigi ve
fibroin ¢ozeltisine de etki ederek yapinin etkilendigi ve tabakalrin bozulmasindan
kaynakli lifsi yapilarin olusarak gézenek boyutunu degistirdigi tespit edilememek ile
birlikte, yiiksek sicakligin fibroinin dogal yapisinda bulunan beta-tabakali yapilarini
bozup tekrar diizenledigi ve daha da yogunlastirdig: tespit edilmistir.

B grubunda diger gruplara gore daha kii¢lik gozeneklilik ve diizlemsel yapilarin daha
fazla olmasi tamamen uygulanan deney prosediiriindeki deney sartlarina baghdir.
Gozeneklilik yapisini destekleyen materyal, boyutuna gore ayrilarak kullanilan NaCl
partikiillerinden kaynaklanmaktadir. Diizlemsel yapilarin ise vakumlu ortam ve
distile su ile yapilan arindirma islemi sirasinda gerceklesmis olabilecegi

diistiniilmektedir.

G grubunda genel olarak literatlirde pek yaygin olmayan bir yontem izlenmis olup,
stvi fibroin ¢ozeltisinin  otoklavlanmasi, fibroinin yapisinda bulunan protein
zincirlerinin bozunarak sekonder ve tersiyer yapilarinin yeniden diizenlendigi tahmin
edilmektedir. Ciinkii bu gruba ait tiim numunelerde diger grup numunelerine benzer
olmayan morfolojide gbzenekli yapilar, katlanmalar ve uzantilar gozlenmistir. C ve
F gruplarinda yiiksek sicaklik ve pH yiikseltilmesinin gozenek boyutu ve miktarinda
azalma meydana getirdigi, tabakalarin ve uzantilarin arttig1 tespit edildi.
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A, B, C, F ve G gruplarina ait numuneler i¢in genel olarak bakildiginda doku
mithendisligi ¢alismalarida hiicre proliferasyonu ile dokulasma siirecine uygun

morfoloji ve yiizey alanina sahip oldugu sdylenebilmektedir.

Ozellikle C ve F serisine ait numunelerde molekiil i¢i ¢apraz baglanmalarin
kendiliginden gergeklestigi ve buna bagli olarak bozunma stiresinin kiiltiir sartlarina
daha uygun oldugu goriilmektedir. Olusan lifsi yapilarin kendi aralarinda kesisip
baglanarak farkli boyutlarda gozenekli yapilar meydana getirmesi de molekiil ici
baglanmalar1 desteklemektedir. Ayrica bu durum malzemenin mekanik dayaniminin
da arttigin1 isaret etmektedir. Bu nedenle ozellikle yiiksek gerinime maruz kalan
dokularin  doku miihendisligi yaklagimi ile in vitro rejenerasyonunda
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. MTT sonuglar1 da malzemelerin ve pargalanma

tiriinlerinin biyouyumlulu oldugunu gostermekte ve bu durumu dogrulamaktadir.

7.6. Sonuc¢

Elde edilen yapilarin biyouyumlulugunu artirmak i¢in kimyasal ¢apraz baglayicilarin
gerekliligi  laboratuvarimizda gerceklestirilen diger c¢alismalarimizda ayrica
arastirilmistir. Bununla birlikte fizikokimyasal sartlarin etkisinin daha net olarak
anlagilabilmesi i¢in ortama stabiletiyi artirict ya da bozucu, kimyasal ¢apraz
baglacilar da dahil herhangi bir madde ilavesi yapilmamistir. Sonugcta elde edilen
yapilarin kimyasal ve fiziksel Ozellikleri dogrudan fliretim sartlarina baglanarak

karsilastirilabilmistir.

Elde edilen bulgularda genel olarak, tiim polimerik iskelelerin 6zelliklerinin
kompozit yapilarda korundugu ve kompozit yapilarin biyobozunurluk, 1slanabilirlik
gibi fiziksel 6zelliklerinin doku miihendisliginde kullanilabilecek standartlara uygun

olarak ayarlanabilecegi gdsterilmistir.

Tasarim olarak s6z konusu yapilar, hiicre yerlesmesine ve interaksiyonuna izin
verecek agik gbzeneklilige sahip olarak basarili sekilde tretilmistir. Fibroinin sulu
ortamda c¢ozeltilerinin hazirlanarak iskele yapilarin olusturulmasi sirasinda serbest
halde bulunan zincirlerin mekanik stres sartlar1 altinda birbirleri ile daha kolay
etkilesime girdigi ve zincirler arasi hidrojen baglarinin yanisira FTIR sonuglarina
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gore ester ve amid baglarinin olustugu belirlenmistir. Bu nedenle polipeptit
yapisindaki fibroin zincirlerinin tersiyer ve sekonder yapilarinin bozuldugu SEM
goriintiileri ile de dogrulanmaktadir. Sonugta da mikro ve mezo gozenekli iskele

yapilar elde edilmistir.

Sonug olarak, yapilan analizler amfoterik Ozellik gosteren fibroinin yapisindaki
anyonik ve katyonik gruplar iizerinden ortam kosullarina gore farkli tepkiler
olusturdugunu acikg¢a gostermistir. Bu durum hazirlanan fibroin iskelelerin
morfolojik  Ozelliklerini  ile  biyobozunurluklarini  dogrudan  degistirmistir.
Biyouyumlulugu artirmak adina ¢apraz baglayici kullanmak yerine mekanik stres
altinda capraz baglanmalarin gercekleserek yapinin stabilitesinin artirilabilecegi
tespit edilmistir. Ancak molekiil i¢i olusan ¢apraz baglanmalarin termal bozunma
hizlar1 lizerine kismen etkidigi goriilmiis olup, capraz baglanmalarin daha yogun
goriildiigii C serisinde termal bozunmanin pH degerlerine gore farklilik gosterdigi
anlasilmistir. Termal analiz sonuglar1 ile bozunurluk siirelerinin  birlikte
degerlendirilmesi ayrica homofibroin yapisindaki numunelerin bozunma hizlarinin
yapmin sekonder ve tersiyer yapilarindan ziyade primer yapilara ve molekiil i¢i

capraz baglanmalara gore degistigini gostermistir.

Yiiriitiilen bu tez kapsaminda biyouyumlulugu artirilan ve doku miihendisligi i¢in
Oonemli bir parametre olan biyobozunurlulugu ayarlanabilen fibroin iskeleler elde
edilmistir. Bu yapilar, fiziksel Ozellikleri agisindan incelendiginde oOzellikle bag
dokusu ve eksternal doku rejenerasyonuna yonelik doku miihendisligi

uygulamalarinda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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