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OZET

KERATIN ICEREN BAKTERIYEL SELULOZ TABANLI
KOMPOZIT BIYOMALZEME URETIMIi, KARAKTERIZASYONU
VE BIYOYAPAY DERi GELISTIRILMESINDE KULLANIM

POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

KESKIN, Zalike

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. E. Esin HAMES
Agustos 2015, 81 sayfa

Bu tezde Acetobacter xylinum tarafindan iiretilen bakteriyel seliiloz (BS),
insan keratin proteini ile birlestirilerek yeni bir dogal kompozit biyomalzeme
tiretimi  gergeklestirilmistir. Calismada iretimle es zamanli (in situ) ve tretim
sonrasinda (post) olmak tizere iki farkli yaklasim kullanilarak BS tabanli keratin
igeren yeni bir nanokompozit malzeme tretilmistir. Atik insan sagindan keratin
izolasyonu Shindai yontemi ile gerceklestirilmistir.

BS’ye in situ olarak %1, 2, 3 w/v, iiretim sonrasi (post) 0,1 ml/cm? keratin
¢ozeltisi (3,66 mg/ml) kullanilarak modifikasyonlar uygulanmistir. Uretimler
sonrast %3 keratin ile in situ BS/keratin kompoziti ve post modifiye BS/keratin
kompozitlerinin SEM, EDX, FTIR, XRD, sitotoksisite ve endotoksisite analizleri
ile ileri karakterizasyon caligsmalar1 gerceklestirilmistir. Uretilen yeni BS/Kkeratin
kompozitinin biyoyapay deri gelistirmede kullanim potansiyelinin arastirilmasi
amaciyla in vitro hayvan hiicre kiiltiirii teknikleri ile insan deri fibroblast ve
keratinosit hiicreleri ile olan ko-kiiltiir etkilesimlerine bakilmistir.

BS’nin Keratin ile birlestirilmesi deri hiicreleri ile etkilesimi destekleyici
ozellikte, biyoyapay deri malzemesi gelistirmede yiiksek potansiyele sahip
olabilecek yeni bir kompozit biyomalzeme tiretimi ile sonuglandirilmistir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyel seliiloz, keratin, deri, kompozit biyomalzemeler
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ABSTRACT

A NEW COMPOSITE BIOMATERIAL PRODUCTION BASED ON
BACTERIAL CELLULOSE CONTAINING KERATIN, ITS
CHARACTERIZATION AND RESEARCH OF APPLICATION
POTENTIAL FOR USING BIOARTIFICIAL SKIN
DEVELOPMENT

KESKIN, Zalike

MSc in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. E.Esin HAMES
August 2015, 81 pages

In this thesis, a new natural biocomposite production has been done by
combining bacterial cellulose (BC) produced by Acetobacter xylinum with keratin
protein isolated from human hair. Two different composite production approaches
have been used named as in situ production and post modification. Both two
methods have vyielded successful results for production of BC based
nanocomposite-containing keratin. Keratin isolation from human hair has been
performed with Shindai method. BC modifications have been made using 1, 2, 3
% wiv keratin for in situ production and 0,1 ml/cm? keratin (3,66 mg/ml) for post
modification. A new biocomposite materials have been investigated for surface
properties, appearence, elemental analysis, chemical bond structure, cytotoxicity
and endotoxicity.

Human skin fibroblast and keratinocyte cells coculture interaction have
been investigated by using in vitro animal cell culture techniques for the
assessment of application potential of the new BC/keratin composites as
bioartificial skin.

Combining of BC with keratin have been provided a new composite
biomaterial production which could have high potential for bioartificial skin by

supporting skin cells.

Keywords: Bacterial cellulose, keratin, hair, skin, composite biomaterials
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1.GIRIS

Giliniimiizde mikroorganizmalar sahip olduklar1 genis metabolik ¢esitlilikleri
nedeniyle birgok arastirmada kullanilmaktadir. Polimerler bu metabolik
cesitliligin onemli {irlin gruplarindan birini olusturmaktadir. Bitkiler disinda bazi
mikroorganizmalar tarafindan da iiretilebilen bakteriyel selilloz (BS),
biyomalzeme olarak doku miihendisliginin pek ¢ok alaninda cesitli ¢alismalara
konu olmus bir polimerdir. BS iiretim prosesi kimyasal yapisi ve essiz 6zellikleri
sayesinde kompozit olusturma modifikasyonlarina miisait bir malzemedir.
Literatiirde BS kullanilarak {iretilen pek ¢ok kompozit calismalar1 yer almaktadir.
BS’nin aragtirma c¢aligmalar1 ve endiistriyel kullanim alanlar1 yaygin olarak deri
doku miihendisliginde yogunlagmistir. Bu alanda BS menseili pek ¢ok patent ve
ticari lirtin bulunmaktadir.

Bu tez kapsaminda BS’nin modifikasyonunda kullanilan dogal malzeme
insan sagindan izole edilen Keratin proteinidir. Protein i¢eren makromolekiiller
cesitli fizikokimyasal 6zellikleri, biyolojik aktiviteleri ve biyouyumlu yapilar ile
biyomedikal uygulamalar i¢in ilgi ¢ekici malzemelerdir. Bir ¢ok biyomateryalin
gelistirilmesinde kollajen, albiimin, jelatin, fibroin ve keratin de dahil olmak iizere
cesitli proteinler kullanilmistir (Jillian vd. 2010). BS ve keratinin ayr1 ayr1 pek ¢ok
materyal ile kompozitleri ¢alisilmistir. Fakat bu iki materyalin birlikte kullanildig:
bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Viicudun en biiyiik organlarindan biri olan deri sahip oldugu Kkeratin ve lipid
tabakasi1 ile mikroorganizmalarin ve zararli maddelerin viicuda girisini
engellemektedir. Viicutta sivi kaybini onleyerek ve dermis ile mekanik esneklik
saglayarak alttaki dokulari travmalardan korumaktadir. Derimizde yanik, damar

ve diyabetik llser veya akut yaralanma gibi durumlarda meydana gelen hasar



bazen yasami tehdit eden boyutlara ulagabilmektedir. Derinin 6nemli bir kisminin
hasar gordiigii derin yamik yaralar1 vakalarinda istenilen deri dokusu
uiretilememekte ve deri nakli veya yapay deri kullanimi1 gerekmektedir. Bu gibi
durumlarda insan deri keratinositleri normal sekilde tiremeleri icin deri fibroblast
hiicreleri tarafindan {retilen kollajenden olusmus hiicre dis1 matris yapisina
ihtiya¢ duyarlar (Rostislav et al., 2010; Anthony et al., 2007). Deri naklinde doku
hastanin kendi derisinden alindigindan hem hastanin genel saglik durumu hem de
ihtiya¢ duyulan derinin biiyiikligi 6nemli kisitlar olusturmaktadir. Bu gibi
durumlarda ya sentetik/yari-sentetik malzeme kullanilmakta ya da hastaya ait
keratinosit hiicrelerin in vitro gogaltimi ile olusturulan epidermis tabakasi,
hayvansal kaynakli kollajen dermal tabaka ile biraraya getirilerek yapay deri
olarak kullanilmaktadir. Her iki uygulamada da deri katmanlar1 arasinda istenilen
diizeyde baglanma saglanamamaktadir. Hastadan alinan (otolog) keratinosit
hiicrelerden in vitro kiiltir ile elde edilen epidermis tabakasi halen yanik
tedavilerinde en etkili yontem olarak kullaniliyor olsa da 6zellikle yeterli kalitede
ve biyiiklikte yapay deri elde edilememesi ve baglanma sorunlarinin
giderilememesi bu alandaki 6nemli kisitlar1 olugturmaktadir.

Bu tez c¢alismasi istenilen biiyiikliik ve sekilde iiretilebilen, biyouyumlu,
icerdigi keratin sayesinde deri fibroblast ve keratinosit hiicreleri i¢in lireme ve
gelismeyi destekleyici, fibroblastlarin iirettigi kollajeni seliilozun gozenekli ag
yapist ile tutabilen ve bdylece keratinosit hiicreleri i¢in hiicre digi matrisi
saglayan, biyoyapay deri gelistirmede kullanim potansiyeline sahip olabilecek BS
tabanli yeni bir kompozit biyomalzeme iiretimini ve karakterizasyonunu konu

almaktadir.



2.ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bakteriyel Seliiloz (BS)

Yerkiirede temel iireticisi bitkiler (1012 ton/y1l) olan seliiloz ayn1 zamanda
mikroorganizmalar (bakteriler, algler ve kiifler) tarafindan da {iretilebilen dogal
bir polimerdir (Klemm et al., 2006). Giiniimiizde gida, tekstil, kagit endiistrisi gibi
alanlarda kullanim potansiyelinin yaninda biyomedikal alanda da giderek onem
kazanan bakteriyel seliiloz, temelde bitkisel seliiloz ile ayn1 molekiil formiiliine
sahip olmasina ragmen bitkisel seliiloza gore tasidig1 baz1 fiziksel karakteristikler
ve saf olarak iiretilebilmesi ile 6n plana ¢ikmaktadir.

BS, glukopiranoz seker monomerlerinin tekrarlanan B(1—4) baglanmasiyla

olusan (CgH100s), formiiliine sahiptir (Bkz. Sekil 1).

H OH
H
OH H oH
CHOH
n

Sekil.1 Bakteriyel seliillozun molekiiler yapisi

B(1—4) baglar1 molekiile lineer bir yap1 verir ve siralanmig her glukoz
birimi birbirine hidrojen baglart ile baghdir (Bkz. Sekil 2). (Og=> OpH ve
OpH=> Og). BS; yaygin olarak Gluconacetobacter xylinus olmak {izere
Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter,
Pseudomonas, Rhizobium ve Sarcina tiirleri tarafindan sentezlenebilen hiicre disi

bir polimerdir (Czaja, Krystynowicz, Bielecki, & Brown, 2006; Lin et al., 2013).
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Sekil.2 Bakteriyel selillozun molekiiler zincir yapist ve hidrojen baglar (diiz ¢izgi

molekiil i¢i H bagi; kesikli ¢izgi molekiiller aras1 H bagi) (Martins, Prado, & Leite, 2011)

Sekil.3 Laboratuvarimizda A. xylinum tarafindan tiretilen BS’nin SEM goriintiisii

Gluconacetobacter suslari (Acetobacter) patojen olmamasi, meyve ve
meyve lrilinlerinde siklikla bulunmasi, laboratuvar ortaminda kolaylikla kiiltive
edilebilmesi, gorece yiiksek verimde ve kararli bakteriyel seliiloz iiretme
kabiliyeti nedeniyle en ¢ok kullanilan BS fireticileridir (Klemm et al., 2006). Sekil
3’te A. xylinum tarafindan {iretilen seliiloz fiberleri ve bakterilerin basil
goriiniimleri verilmistir.

BS besi ortaminda sivi-hava ara ylizeyinde tiretildiginden kullanilan kiiltiir
kabimin yilizey alani biiyiikliigiinde ve seklinde tiretilebilmektedir (Brown, 2004).

Statik kiiltiir ile bakteriler tarafindan {iretilen selilloza tip ve kozmetik



uygulamalarindaki potansiyeli sebebiyle son zamanlarda ilgi giderek artmistir
(Hornung et al., 2006). BS yiiksek saflikta nanofibril ag yapisi, yiiksek kristalinite
ve polimerizasyon derecesi, yiiksek su tutma kapasitesi, yliksek ¢ekme dayanimi
ve biyouyumluluk basta olmak {izere fiziksel ve mekanik olarak ayirt edilebilir
Ozelliklere sahip olmasinin yaninda katlandiginda seklini koruyabilen, esnek,
iretim sirasinda ¢esitli modifikasyonlara uygun bir polimerdir (Iguchi et al. 2000;
Jonas & Farah, 1998).

BS makromolekiiler yap:1 ve 0Ozellikleri bakimindan bitkisel seliilozdan
farklilik gostermektedir. Bakteriyel selillozun olgunlasmamis zincirleri, Onciil
fibril yapisindadir. Yaklasik olarak 1,5 nm genisligindedir. BS onciil fibrilleri
birikerek mikrofibrillere kristalize olur. Bunlar ise yigin olusturarak serit halini
alir (Czaja et al., 2006) Sekil 4’te bakteriyel seliilozun 50000 kat biiyiitme ile

alinan elektron mikroskobu goriintiisiinde nanofiber ag yapisi goriilmektedir.

Sekil.4 Laboratuvarimizda iiretilen bakteriyel seliillozun fiber ag yapist SEM goriintiisii

2.2. BS’nin Biyouyumlulugu Ve Medikal Uygulamalar

BS’nin biyouyumlulugu doku miihendisligi acisindan belirgin bir avantajdir.
Bakteriyel seliilozun viicut ile yiiksek biyouyumlulugu ve ince bir tabaka halinde

tiretilebilmesi nedeniyle yara ortiisii veya yapay deri olarak kullanim kapasitesini



arttirmaktadir (Fu et al., 2013). Ayrica BS’nin modifikasyonlara uygun 6zellikler
tasimast (Klemm et al., 2006) ve biyobozunurlugunun modifikasyonlarla
arttirtlma potansiyeli nedeniyle birgok 0Ozelligi gelistirilmeye agik olan bir
polimerdir (Luo et al., 2014; Pandey et al., 2005). Fibroblastlar ve kondrositlerler
ile yapilan ko-kiiltiir uygulamasinin ardindan farelere implante edilen BS’nin
farenin derisine oldukga iyi bir sekilde entegre oldugu bildirilen ¢alismada BS’nin
hiicre baglanmasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun oldugu gosterilmistir (Fu et al., 2013;
Jacquel et al., 2008).

Literatiirde BS’nin degredasyonu ile ilgili kesin sonuglar veren yeterince
calisma bulunmamaktadir. Genelde pek ¢ok arastirma malzemenin yavas bir
degredasyona sahip oldugundan bahsetmektedir. Park ve arkadagslari (2014) bir
Gluconacetobacter susu kullanilarak tiretilen ve temizlendikten sonra steril hale
getirilmis seliiloz tabakalarini (0.8-1 mm kalinliginda, lcm®) ratlarin subkiitandz
dokusuna implante etmisler ve 28 giin sonra parcalanarak ortadan kayboldugu,
doku ¢evresinde de herhangi bir enflamasyona rastlanmadigi rapor etmislerdir.

Bakteriyel selillozun biyouyumluluk ve yiiksek su tutma kapasitesinden
dolay1 plastik cerrahide, 6zellikle de yaniklarin tedavisinde kullanilmasi iizerine
kapsamli aragtirmalar yapilmaktadir (Krystynowicz et al., 2002).

Klinik denemeler de gostermistir ki bakteriyel seliilozun yara Ortiisii olarak
kullanimi 1yilesmeyi olumlu yonde etkilemektedir. Yanik ciltlerde ve 1yilesmeyen

alt ekstremite iilserlerinde basarili sonuglar elde edilmistir (Czaja et al., 2006).



2.3. BS Kompozit Uretim Cahsmalari

BS’nin 6zellikleri ve morfolojisi bakteri biiylimesi i¢in zaruri olmayan farkli
katk1 maddelerinin s1v1 iiretim ortamina eklenmesiyle degistirilebilmektedir (Ruka
et al., 2013). BS’nin keratin ile kompozit hale getirilmesinde iki yaklasim
kullanilabilir. Bunlardan biri BS’nin tiretimi sirasinda (in situ) yapiya keratinin
eklenmesidir. ikinci yaklasimda ise iiretilen bakteriyel seliilozun iiretimden sonra
keratin ile birlestirilmesidir (post modifikasyon).

Literatiirde ve laboratuvarimizda yapilan 6n ¢alismalarda bakteriyel seliiloz
baz alinarak cesitli modifikasyonlar yapilmis ve farkli amacglara yonelik farkli
yeni malzemelerin elde edilebildigi goriilmiistiir.

In situ BS modifikasyonunda iiretim ortamina suda ¢6ziinebilir bilesiklerin
eklenmesi seliiloz zincirlerinin biyosentezini ve polimer yapisini etkilemektedir.
Yapilan bir ¢alismada N-asetil glukozamin (GlcNAc) varliginda bakteriyel seliiloz
kiiltivasyonu sonucunda GIcNAc birimlerinin polimer yapisina eklenerek
varyasyonlar meydana getirdigi ve bu sayede ¢ok ince nanoseliiloz-kitin melez
membran formlarinin idretiminin miimkiin oldugu gorilmistir (Klemm et al.,
2006). Bir diger modifikasyon calismasinda ise nalidiksik asit kloramfenikol
(antibiyotikleri) ve dithiotreitol gibi biyoaktif organik ajanlarin bakteriyel seliiloz
kiltir ortamima eklenmesi c¢alisilmistir. Bunun sonucunda seliilloz fiberlerin
kristalizasyonu ve materyalin ozellikleri degismistir (Yamanaka & Sugiyama,
2000). Bu caligmalar in situ modifikasyon ile suda ¢oziinebilen maddelerin
selilloz iiretimi esnasinda seliilloz zincir yapisina katilabildigini ve iretim ile
eszamanli biyolojik bir kompozit malzeme olusturmanin miimkiin oldugunu
gostermektedir.

Dubey ve arkadaslar1 (2005) bakteriyel seliiloz yiizeyine kitosan emdirerek



post modifikasyon yapmislar ve agirlikgca %?2-8 arasinda kitosan iceren
kompozitler elde etmislerdir. Arastirmacilar elde edilen modifiye malzemenin
EtOH/H,0 azeotrop karisimlarinin pervaporatif ayriminda kullanilabilecegini de
gostermiglerdir. Ayrica bu yeni kompozit malzemenin biyolojik olarak
parcalanabilir, alkol, keton, aldehit, hidrokarbon, eter gibi ¢ozeltilere kars1 en az,
seyreltik asit/baz ¢ozeltilerine oldugu kadar dayanikli oldugunu bildirmislerdir.
Baska bir calismada ise iki dogal polimer olarak bakteriyel seliiloz ve jelatin
kullanarak yiiksek mekanik dayanima sahip ¢ift ag yapili (DN:Double Network)
hidrojel olusturulmustur (Nakayama et al., 2004). Uretim sonrasi yapilan
modifikasyonlarla BS’nin bazi uygulamalar igin istenen biyobozunurluga
getirildigi de rapor edilmistir (Klemm vd. 2006). Bakteriyel seliilozun bir baska
bilesik ile post modifikasyonunda; jelatin gibi albuminoitler, farklt monomer ve
sentetik polimerler, metaller, metal oksitler ve inorganik liflerin kullanim1 iizerine
caligmalar yapilmistir (Bkz. Tablo 1). Bu bilesiklerin bakteriyel seliiloz ile
modifikasyonu sonucunda siradan fiber bazl iiriinlerle karsilastirildiginda farkli
ozelliklere sahip yeni biyomalzemeler elde edilebilmistir.

Kiziltasg ve arkadaslari (2015) BS iiretiminde in situ modifikasyon yaklagim1
ile pullu grafit nanoplateletler (xGnP) ve nanokil (Nc¢) nanopartikiillerini BS ile
birlestirerek yeni bir nanomateryal iiretimi ve karakterizasyonu tiizerinde
calismiglardir. Nanopartikiiller BS matriksi igerisinde gdmiilii olarak iyi bir
dagilim sergilemis ve malzemenin termal stabilitesini arttirmistir.

Wang ve arkadaglar1 (2015) BS nanofiber membranlarin1 kaplama, yikama
ve ¢apraz baglama yontemleri ile polietilenamin (PEI) ve gliserol diglisid eter
soliisyonu ile modifiye etmislerdir. Modifiye BS/PEI kompoziti Cu*® ve Pb*?

iyonlart i¢in miikemmel bir absorbsiyon kapasitesi gdstermistir. Bu calisma ile



modifiye BS’nin atik su aritma uygulamasinda kullanilmasi i¢in potansiyel bir
aday oldugunu gostermislerdir.

Culebras ve arkadaslar1 (2015) poly-L-lizin ve kollajen ile yaptiklari
calismada bu iki malzemeyi BS nanofiberlerine ayri ayr1 eklemislerdir. Yapilan
yiizey modifikasyonundan sonra Cin hamster1 yumurta hiicreleri ile yaptiklari in
vitro ¢alismalarda BS yiizeyinde hiicre canliliginin ve yasayabilirliginin standart
polisitren kapli hiicre kiiltiir kaplari ile benzer oldugunu bildirmislerdir.

Nandgaonkar ve arkadaglar1 (2014) in situ biyosentez metodu ile
indirgenmis grafen oksit ve BS’den olusan kontrol edilebilir kompozitler
olusturmuslardir. Yapinin basitligi ve toksik olmamasi bu kompoziti biyomedikal
ve Dbiyoelektronik uygulamalarinda yeni bir biyouyumlu malzeme olarak
sunmaktadir.

Blaker ve arkadaslart (2014) polilaktik asidin (PLA) 6zlelliklerini
gelistirmek icin eriyik-egirme (melt spinnig) teknikleri ile PLA/nanoseliiloz
kompozit fiberlerini gelistirmislerdir. BS polimerin viskozitesini arttirmistir ve
BS’nin varlig1 polilaktik asit kristallerinin biiylimesini arttirmistir.

Lopes ve arkadaslar1 (2014) sabit kosullar altinda BS hibrit membranlarinin
olusumu agisindan hyaluronik asitin BS fizerindeki etkisini degerlendirmistir.
Hyaluronik asit fermentasyon prosesine ilk giin (BC-T0), tigiincii giin (BC-T3) ve
altinct giin (BC-T6) olmak iizere 3 farkli zamanda eklenmistir. FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) ve NMR (Nuclear Magnetic Resonance)
analizleri ile BS membranlarinda hyaluronik asit varhigi tespit edilmistir.
BS/hyaluronik asit membranlarinin yiizey enerjisi hesaplanarak ii¢iincii ve altinci
giinlerde hyaluronik asit eklenmesi sonucunda daha hidrofilik ve termal yonden

daha kararli materyallerin {iretimi saglanmistir. Elde edilen sonuglar
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BS/hyaluronik asit hibrit membranlarinin in situ tiretilebilirligini kanitlamaktadir.

Pavaloiu ve arkadaslar1 (2014) kontrollii ilag salim1 i¢in poli vinil alkol —
kitosan ve bakteriyel seliilozdan olusan bir kompozit film tlretmislerdir. Tek ve
cok katmanli bu kompozit filmler model ilag olarak ibuprofen sodyum tuzu
kullanilarak denenmistir. Sonuglar bu kompozitlerin biyopolimerik tasiyici olarak
ilag salim uygulamarinda kullanilabilirligini gostermistir.

Li ve arkadaslar1 (2014) BS/hyaluronan nanokompozit biyomalzemesi
tizerine yaptiklari ¢caligmada birlestirme yontemi olarak emdirme (impregnasyon)
kullanarak 3 boyutlu BS/hyaluronan iiretmislerdir. BS yapisina hyaluranan
eklemede bu yontem basarili olmus ve kontrol BS ile karsilastirildiginda kompozit
biyomalzemenin termogravimetrik analizleri daha 1iyi sonuglar vermistir.
Hyaluronanin iyilestirmeye olan olumlu etkisi de diisiiniildiigiinde bu kompozitin
yara kaplama malzemesi olarak deri doku miihendisliginde kullanim potansiyelini

vurgulamiglardir.
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Tablol: 2008 yilindan bu yana medikal amagli yapilan bakteriyel selilloz modifikasyonlar1 (Lin et al., (2013)’den modifiye edilmistir).

Modifikasyon bileseni

Uygulama

Kaynak

Hidroksiapatit ve jelatin

Altin nanopartikiiller
Nikel Nanopartikiiller
Giimiis Nanopartikiiller

Karboksimetil seliiloz

Protein - peptid
Poli-laktik asit

Kitosan

Hidroksiapatit

Mlaclar
Hyaluronan

Grafen oksit
Poli-vinil-alkol, Kitosan

Poly-I-lizin Kolajen
Polietilenamin - Gliserol
diglisid eter

XGNP — NC Nanopartikiilleri

Su tutma kapasitesinde azalma ve yiizey 6zellikleri ile mekanik dayaniminda artma

Biyosensor iiretimi ve enzim immobilizasyonunda kalip olarak kullanim
Manyetografik baskida 6zelliklerinin gelistirilmesi manyetik doku iskelesi yapimi
Antimikrobiyal 6zelligi ile yara ortiisii olarak BS modifikasyonu

BS’nin malzeme 6zelliklerinin modifikasyonu

Seliilaz ile modifikasyon ve biyobozunurlugun pH degisikligi ile kontrolii.
Antimikrobiyal film gelistirilmesi

Malzemenin mekanik 6zelliklerinin gelistirilmesi

doku iskelelerinde hiicre

BS’a hiicrelerin adezyonunun arttirilmast  ve

immobilizasyonunun gelistirilmesi

Hiicre ¢ogalmasini destekleyen potansiyel doku iskelelerinin gelistirilmesi
BS’ye ilag yiiklemesi ile ilag tasiyict 6zellikte yara 6rtii materyali gelistirilmesi

Daha hidrofilik ve termal yonden daha stabil materyallerin {iretimi
Yara kaplamam malzemesi olarak deri doku miihendisliginde

Biyomedikal ve biyoelektronik uygulamalarinda
Biyopolimerik tasiyici olarak ilag salim uygulamarinda

CHO hiicreleri canlilik ve adezyonunun arttirilmasi
Cu *? ve Pb ** iyonlar1 igin absorbsiyon kapasitesi arttirma
Atik su aritma uygulamasi

Yeni nanomateryal {iretimi

(Jing et al., 2013)

(W. Wang et al., 2011)

(Thiruvengadam & Vitta, 2013)

(Ifuku, et al., 2009), (Barud et al., 2011)
(Cheng, Catchmark, & Demirci, 2011;
Huang, Chen, Lin, Hsu, & Chen, 2010)

Shi et al. (2012), Saska et al.(2012).

Quero et al. (2010)

Kingkaew et al. (2010)

(Grande, Torres, Gomez, & Carmen Bao,
2009; Jing et al., 2013)

(Nguyen et al. 2008)

(Li, Qing, Zhou, & Yang, 2014; Lopes,
Riegel-Vidotti, Grein, Tischer, & Faria-
Tischer, 2014)

(Nandgaonkar et al., 2014)

(Pavaloiu, Stoica-Guzun, Stroescu, Jinga,
& Dobre, 2014)

(Culebras et al., 2015)

(J. Wang et al., 2015)

(Erbas Kiziltas, Kiziltas, Blumentritt, &
Gardner, 2015)
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2.4. Keratin

Insan keratini epitelyumun tipik ara filament fibrdz proteinidir. Keratin

filamentleri yapisal olarak ¢ok saglamdirlar ve suda ¢oziinmezler (Moll et al.,

2008).

Sekil.5 Keratinin molekiiler yapist “The Role of Chemistry in History” (Dickinson
University)

Tez kapsaminda kullanilan keratin, ¢esitli dokulardan izole edilebilen
yapisal bir proteindir. “Yumusak™ keratinler epitelyal dokularda bulunan hiicre
iskelet bileseni iken “sert” keratinler sag, tirnak ve tiiy gibi koruyucu dokularda
bulunurlar. Sert keratin 30 yildan fazladir biyomalzeme arastirmalarinin konusu
olmustur (Hill et al., 2010).

Keratin ¢ok fazla sistein aminoasidi distlfit baglarin1 icermektedir. Distilfit
baglar1 yapisal proteinlerin en 6nemli elemanlardir ¢linkii giiclii kovalent bag

olustururlar. Insan sac1 % 65-95 oraninda keratin igerir ve bunun %14’ sistein
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aminoasitidir. Ayn1 zamanda keratin gibi fibr6z (ipliksi) proteinler disiilfit baglar
ve molekiil i¢i hidrojen baglar1 sebebiyle ¢oziinmezlige sahiptir (Rouse & Van
Dyke, 2010).

Sac¢ fiberleri sert keratinlerin ¢apraz baglanmasiyla uzayarak olusmus
keratinize yapilardir. Her fiber ii¢ temel tabakadan olusmaktadir: Kiitikul, korteks
ve medulla. Kiitikula tabakasi birincil olarak, sac¢ fiberini kimyasal ve fiziksel
hasardan koruma fonksiyonu olan beta-keratin igerir. Sa¢ fiberinin temel maddesi
keratin filamentlerini igeren pek ¢ok uzayan sekilli hiicrelerden olusan korteks
olarak adlandirilir. Sag fiberinin tam ortasinda gevsek bagli keratinize hiicrelerden
olusan ve medulla (6z bolge) olarak adlandirilan bir bolge vardir (Karthikeyan et

al., 2007) (Bkz. Sekil. 6).

Ara Filament

Keratin

Makro

Fibril Kortikal N2V Kiitikula

Hiicre

Sekil.6 Sag fiberinin hiyerarsik yapis1 (Hill et al., 2010)

Sag fiber korteksinin igerisinde iki temel protein grubu vardir: (1) Diisiik
stilfiir igerikli “alfa” keratinler ( MA: 40 — 60 kDa) , (2) yliksek siilfiirlii matriks
proteinleri (MA: 10-25 kDa). Toplamda sag fiberi % 50 - 60 oraninda alfa keratin
ve %20 — 30 matriks proteinlerinde olusur. Alfa keratinlerin bir araya gelmesiyle,

sa¢ fiberine sertlik veren ve Kkeratin ara filamentleri (KIFs) olarak bilinen
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mikrofibroz yapilar1 olusturur (Yu et al., 1993).

2.4.1. Keratin iceren biyomalzemelerin biyomedikal uygulamalari

Gectigimiz ylizyll boyunca sa¢ ve yiin liflerinden keratin proteininin
oziitlenmesi saflagtirilmas1 ve karakterizasyonundaki geligsmeler keratin temelli
biyomalzemelerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Pek c¢ok dogal olarak
tiretilmis biyomolekiil gibi keratin de biyolojik aktivite ve biyobozunurluk gibi
yapisal ozelliklere sahiptir. Ayn1 zamanda 6ziitlenen keratin, hiicresel tanima ve
davraniglar1 diizenleyebilen kendiliginden yapilar olusturabilme yetenegine
sahiptir (self assembly). Keratin gibi substratlar tanimli ii¢ boyutlu mikro yapilari
ile hiicre ¢ogalmasini ve doku olusumunu destekleme gibi doku iskelesi
biyomalzemeleri i¢in dnemli 6zelliklere sahiptir (Rouse & Van Dyke, 2010).

Oziitlenen yiin keratin proteinlerinin gozenekli ve lifli doku iskelelerinin
icinde kendiliginden polimerizasyonunda igsel bir yetenegi vardir. Ayrica yapilan
bir ¢alismada yiin ve insan sa¢indan elde edilmis keratinin I6sin-aspartik asit-valin
(LDV) ve glutamik asit-aspartik asit-serin (EDS) molekiilleri gibi hiicre
baglanmasini destekleme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Tanabe et al.,
2002).

Keratin; hiicrenin penetrasyonu, baglanmasi ve yayilmasina ortam saglayan,
uygun ii¢ boyutlu bir matris olusturdugu ve diger ara filamentler gibi, keratinin de
hiicresel davranig diizenleme islevlerine katildigi diisiiniilmektedir (lzawa &
Inagaki, 2006; Magin et al., 2007).

Biyomalzeme olarak keratin temelli hidrojellerin fare periferal sinir
yaralanma modelinde rejenerasyonu kolaylagtiran noroindiiktif etkisi oldugu

calisilmis ve biyomedikal alandaki uygulama potansyeli gosterilmistir (Sierpinski
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et al., 2008).

Insan sag¢ keratini hiicre proliferasyonunu ve Schwann hiicrelerinin énemli
noronal islevleri igin gerekli olan 6zel genlerin ifadesini arttirmistir (Apel et al.,
2008).

Insan sac1 kaynakli keratinden elde ettikleri biyomalzemeyi farelere enjekte
etmisler yaptiklar1 degredasyon testinde keratinin biyodegredasyon profilini

cikararak keratininin bir ayda yaklasik %350 oraninda bozundugunu rapor

etmislerdir (Shen et al., 2011).

2.5. Deri

Deri, viicudu travma ve patojenlere Karsi koruyan en biiyiik organimizdir.
Deri epidermis, dermis ve deri alti dokusu-pannikulus olmak iizere 3 tabakadan
olusmaktadir (Bkz Sekil.7)

Epidermis; derinin en dis tabakasidir ve ¢ogunlukla keratinosit
hiicrelerinden olusmaktadir. Damarsal yapilar igermez. Ayrica epidermisin su
icerigi deri kalinhigimni1 degistiren bir faktordiir. Bu durum BS’nin su tutma
kapasitesi ve su igerigine gore kalinliginin degismesiyle paralellik gostermektedir.

Dermis; epidermal tabakanin altinda, derinin ikinci tabakasidir. Dermis
viicut bolgesine gore degismekle birlikte 2-4 mm kalinligindadir. Dermiste hiicre
aras1 destek dokusu ve fibroblast hiicreleri, sinirler, damarlar, lenfatik yapilar, ter
ve yag bezleri, tirnak ve kil folikiilleri yer almaktadir. Dermiste ana hiicreler

fibroblastlardir.
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+/- Dogal/Sentetik

< !

& Matris

GIETTE3

Keratinositier )

+ Blyume faktorleri ) % ; W Sk
ve sitokinler ) VALY Pl
g = Yeni nesil, tam fonksiyonel

preadipositier deri replasmani

Progenitor hiicreler ) Sag folikul hucreleri

Sekil.7 Tam bir fonksiyonel deri replasmani i¢in gereken hiicresel yapilar (Metcalfe &
Ferguson, 2007)

Deri kaybi; saglik problemlerinin en eskisi, en maliyetlisi ve en sik
rastlanilanidir. Derin ve biliyiikk yaralarda yara ortiisii gibi malzemeler yeterli
gelmemekte deri nakli veya yapay deri kullanimi gerekmektedir. Amerika’da
yilda yaklasik 2,4 milyon yanik yaralanmasi raporlanmistir. Bunlarin yaklasik
650.000°1 ayakta tedavi edilmekte, 75.000 tanesi ise hastaneye yatirilmaktadir.
Hastaneye yatirilan yanik vakalarmin yaklasik 20.000 tanesi viicut ylizeyinin en
az %25’ini igeren yaniklara sahiptir. Yanik vakalarinda 8.000-12.000 arasinda kisi
oliirken yaklasik 1 milyon kisi kalict deri hasar1 ve sakatlikla hayatlarina devam
etmektedirler. Derinin yaklagik %60’nin yandigi durumlarda kalici olarak
yenilenme miimkiin olmadig1 ic¢in siklikla hastanin yasamadigr goriilmektedir
(Beele et al. 2002 ; Schultz & Champoux, 2008). Mevcut bu istatistikler deri
yerine gecebilecek, derinin kendini tamir etmesine olanak saglayacak bir
malzemeye olan ihtiyac1 ortaya koymaktadir. Ozellikle yanik yaralarinda su kaybi
ve mikrobiyal kontaminasyon asilmasi gereken en Onemli iki parametreyi

olusturmaktadir. BS, membran yapisi sayesinde o bolgeyi izole etme ve yiiksek su
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tutma kapasitesi ile gerekli nemi saglama 6zelligindedir

Insan keratinosit ve fibroblast hiicrelerinin bakteriyel seliiloz film iizerinde
tutunma ve biiylimesi iizerine yapilan bir ¢alismada, tutunmanin ardindan bu
hiicrelerin bakteriyel seliiloz film {izerinde yasama yiizdeleri polisitren kiiltiir
yiizeyi ile karsilagtirllmistir. Sonugta sadece keratinositlerin BS film {izerinde
yayilma gosterdigi belirlenmistir. Ureme kabiliyetleri olan fibroblastlar ise sadece
birbirleri ile kiimelenme gostermis ancak seliiloz yiizeyine yayilmamislardir
(Sanchavanakit et al., 2006).

Bu tez kapsaminda fibroblastlarin BS yiizeyine adhezyonunun diisiik
olmasindan kaynaklanan eksikligin hiicre baglanmasi ve yayilmasina olanak
saglayan keratin ile gelistirilmesi amaclanmustir. Insan deri dokusu keratinositlere
ve fibroblastik hiicrelere sahiptir. Yapay deri olarak kullanilabilecek bir
biyomalzemenin bu iki hiicre tipi i¢in de uygun olmasi gerektiginden keratin

iceren BS kompozitinin kullanim potansiyeli arastirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Tez siiresince izlenen yontem akis1 Sekil 8’deki semada 6zetlenmistir.

SAC NUMUNELERININ TEMINi

Keratin izolasyonu
Ogiitme

Shindai Y 6ntemi
Oksidasyon Yontemi

ANANRN

d Acetobacter xylinum ATCC 700178
v

IN SITU BS/KERATIN POST BS/KERATIN
URETIMI URETIMI

\%

BIYOMALZEME KARAKTERIZASYONU
v" Mekanik Cekme Testi
v Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)
v Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektrokopisi
(FTIR)
Enerji dagitict X-Ray (EDX)
X-Ray Kirimim Profili (XRD)
Endotoksin Testleri
Sitotoksisite Testleri (L929 ve HS2 hiicre
hatlar1)

ANENENEN

%

IN VITRO HAYVAN HUCRE
KULTURU DENEMELERI
Uretilen kompozitler iizerinde
(Detroit ve HS2 hiicre hatlar1 ko-
kiiltiri — SEM Analizi)

Sekil.8 Materyal- metot genel semasi

Izmir yerel kuaférlerinden boyasiz ve beyaz olmayan saghkli atik saglar
toplandi. Bu saglar insan kaynakl1 oldugu i¢in ¢alisma dncesinde Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan (13-12.1/12) izin alindh.

Keratin izolasyonu igin uygulanacak ti¢ farkli yontem Oncesinde temin

edilen tim sa¢ oOrnekleri % 0,5 sodyum dodesil siilfat (SDS) ile yikanarak
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temizlendikten sonra destile su ile durulanip kurutuldu.

3.1. Ogiitme

Bu yontemde kurumus olan sa¢ ornekleri laboratuvarimizdaki sanayi tipi
bicakl 6giitiicii kullanilarak 5 dakika ogiitiildii (Bkz. Sekil.9). Bu yontem ile
herhangi bir kimyasal siire¢ olmadan sadece fiziksel olarak sagin boyutu

kiiciiltiildi.

Sekil.9 Sanayi tipi bigakli dgiitiicii

3.1.1. A xylinum i¢in keratin kullamim denemesi

Calismada kullanacagimiz A. xylinum’un keratin proteinini besin maddesi
olarak kullanip kullanamadigini gostermek amaciyla igeriginde sadece 6gitiilmiis
sa¢ (5 g/l), NapHPOy (2.75 g/l) ve sitrik asit (1.15 g/l) (pH: 5.00) i¢eren ortamda
tiretim denemesi gerceklestirildi.

Denemede keratini pargalayarak besin olarak kullandigi bilinen pozitif
kontrol olarak Streptomyces sp. 2M21 susu kullanilds. igeriginde (5 g/l) CaCOs, (3
g/l) KoHPO,, (0,2 g/l) MgS0,4.7H,0, (5g/1) NaCl ve keratin kaynagi olarak ise

50/l sag igeren besin ortami bu deneme i¢in kullanildi (Demir et al., 2015).
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3.2. Shindai Oziitlemesi

Bu izolasyon yonteminde sirasiyla, 6n islemden ge¢mis olan sa¢ drnekleri,
sacin icerdigi dis lipitleri uzaklastirmak amaciyla 12 saat boyunca g¢eker ocak
icerisinde oda sicakliginda n-hegzan (Sigma) iginde bekletildi. Bu islemin
ardindan fazla hegzanin uzaklagmasi igin sa¢ ornekleri buharlagsmaya birakildi.
Hegzan1 uzaklasan ve kuruyan saglar makas yardimiyla daha kiigiikk parcalara
kesilerek ve sanayi tipi 6giitiicii ile 1 dakika kadar ogitiildi. Elde edilen 400 gr
sa¢ ornegi Ege Universitesi Ingaat Miihendisligi biinyesinde bulunan bilyali
degirmen kullanilarak (1devir/sn) hizinda 26000 devirde &giitiildi. Bu islemin

ardindan saglar kabaca %90 oraninda toz haline getirildi (Bkz. Sekil.10).

Sekil.10 a) Bilyali degirmene girmeden 6nceki sa¢ drneklerinin goriiniimii b) Kullanilan

bilyali degirmen c) Ogiitme sonrasi toz haline gelen saglarin goriiniimii

Toz haline getirilen sa¢ numunesinden 20 g sag igin; 25 mM tris (pH: 8,5),
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2,6 M tiyotlire, SM iire ve %5 v/v oraninda 2-fB- merkaptoetanol igeren 400 ml
oziitleme ¢ozeltisi icerisine eklendi. Saclar bu ¢ozelti icerisinde 50 °C’de 72 saat
boyunca oziitlendi. Oziitleme bittiginde karigim 4500 g’de 15 dakika
santrifiijlenerek ve {ist siv1 por ¢apt 2,5 um olan filtre kagid1 kullanilarak filtre
edildi. Elde edilen &ziite Shindai 6ziitii denilmektedir (Nakamura et al., 2002). Bu
oziit 100 ml 6ziit / 5000 ml destile su oraninda MWCO (Molecular Weight Cut
Off) 6-8 kDa olan diyaliz membran kullanilarak 10 giin boyunca 20 - 25 °C’de
diyaliz edildi (Bkz. Sekil 11). Diyaliz suyu her 12 saatte bir degistirilerek pH
kontrolii ile keratin dziitlinde higbir tuz ya da 2-B- merkaptoetanol kalmayincaya
kadar tekrarlandi. 2-B- merkaptoetanol kontrolii Ellman’s ajani kullanilarak
kalorimetrik olarak da kontrol edildi. Son olarak keratin diyalizatindan kaba
partikiillerinin uzaklastirilmasi1 amaciyla 6rnekler 9000 rpm’de 30 dk santrifii

edildi ve keratin proteini kullanima hazir hale getirildi (pH: 6.96 — 7.00).

Sekil.11 Shindai 6ziitlemesi sonrasi filtrasyon ve diyaliz basamaklari

3.3. Oksidasyon Yéntemi

Patentlenmis olan bu yontemde keratinin igerdigi siilfit baglar1 kirilarak
peptit gruplart olusturulmaktadir. Destile su, asetik asit ve hidrojen peroksit

(1:1:1) karisim ile elde edilen %4’liik 500 ml perasetik asit soliisyonunda, 30 g
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ogiitilmiis sa¢ 2 saat kaynatildi. Okside olan saglar vakumlu filtrasyon sistemi
kullanilarak ayrild1 ve siiziilen kisim alind.

Siiziintii 40 °C’de ve 5-10 mm Hg basingta vakum distilasyonu ile viskoz bir
surup haline getirilerek 0,1 ml 3-4 N amonyum hidroksit ile nétralize edildi (pH:

7,0) (Van Dyke et al. 2001).

3.4. Keratin Stoklama, Protein Tayini

3.4.1. Keratin proteinin saklanmasi

Shindai ekstraksiyonundan elde edilen tiim keratin diyalizati Oncelikle
laminar hava akigh kabin icerisinde 0,22 pm’lik filtreden gecirilerek steril edildi.
Steril Eppendorflara 2’ser ml olarak porsiyonlanarak -80 °C’de kullanimima kadar

stoklandh.

3.4.2. Keratin protein tayini

Shindai ekstraksiyonundan elde edilen keratin diyalizatinin protein tayini

icin kuru agirlik 6l¢timii ve Bradford analizi yontemleri kullanildu.

3.4.2.1. Kuru agirhk olciimii

Shindai Oziitiiniin mililitresinde ka¢ gram keratin oldugunun tespiti igin
oncelikle kuru agirlik dlciimii yapildi. Onceden daras1 alinmus ii¢ farkli kaba 1’er
ml shindai 6ziitii eklendi ve 50°C’de 1 gece kurutuldu. Hassas terazi ile agirlik

Ol¢iimleri yapildi.

3.4.2.2. Bradford protein analizi

Bu analiz Bradford protein kiti (MERCK) ile gergeklestirildi. Test 0,1 — 1,4
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mg/ml derisim araliginda gergeklestirildi. Oncelikle sigir serum albumini (BSA)
ile standart protein ¢ozelti hazirlandi ve kalibrasyon egrisi ¢ikarildi.

Standart ¢ozelti i¢in 100 mg BSA tartilarak 10 ml ultra saf su iginde
¢ozdiiriildii ve ana protein stogu olusturuldu. Bu stoktan 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2
ve 1.4 mg/ml derisimlerinde seri seyreltmeler yapildi. Standart 6l¢tim igin her bir
stoktan 0,05 ml alinip 2,5 ml Bradford ¢ozeltisi ile karistirilarak spektrofotometrik
Olctim kiivetlerinde oda sicakliginda 5 dk bekletilerek 595 nm’de absorbans
Olgtimleri gerceklestirildi. Kor olarak 50ul ultra saf su eklenen 2,5 ml Bradford
ajan1 kullanildi.

Shindai ve oksidasyon yontemleri ile elde edilen keratin Ornekleri

seyreltilerek, yukarida belirtilen basamaklar ile protein tayini gergeklestirildi.

3.5. Keratin Karakterizasyonu

3.5.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS -
PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE),
oziitleme ile elde edilen keratin proteininin saflik kontrolii ve molekiil kiitlesinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. SDS-PAGE metodu;
Laemmli metoduna gore gerceklestirildi (Laemmli, 1996). SDS-PAGE igin mini
jel sistemi kullanildi (Biorad, Amerika). SDS- PAGE % 10 oraninda akrilamid
kullanilarak hazirlanip dokiildi. Protein molekiiler agirlik standardi olarak

PageRuler markérii (Thermo) (10-250 kDa) kullanilda.
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Tablo 2. %12 SDS-PAGE jel hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Ayirma-Jeli  Diizenleyici Jel

(%12) (%4)
Destile su 34 6,1
Akrilamid/Bisakrilamid (ml) 4 1,3
Jel Tamponu (ml) 2,5 2,5
%10 SDS (ml) 0,1 0,1
%10 APS (ul) 50 50
TEMED (pl) 5 5

Protein derisimi 1 mg/ml olarak ayarlanan Shindai 6ziitii Laemmli tamponu
ile seyreltildi. Bu tampon %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-B- merkaptoetanol,
%0.004 bromofenol mavisi ve 0.125M Tris-HCl ile hazirland1. Ornekler akrilamid

jel iizerinde 6nce 80 V, 30 dk ardindan 100 Volt (V) 100 dk yiiritiildi.

3.5.2. Zeta-Sizer par¢acik boyut dl¢iimii

Insan sagindan izole edilen keratin protein fraksiyonu igin gergeklestirilen
bir diger karakterizasyon ise pargacik boyut 6l¢iimii olmustur. Bu analiz i¢in
boliimiimiiz bilinyesinde siiperkritik akigskan laboratuarinda yer alan Zetasizer

Nano ZS (Malvern) cihazi kullanildi.

3.5.3. Keratin yapisal ve elementel 6zelliklerinin belirlenmesi

Shindai 6ziitlemesi ile elde edilen keratin diyalizati dondurularak kurutuldu.
Ardindan bolim biinyesinde algal biyoyakit laboratuvarinda bulunan FTIR cihaz
ile kimyasal bag analizi gergeklestirildi. SEM (Scanning Electron Microscopy),
EDX (Energy Dispersive X-Ray) ve XRD (X-Ray Diffraction) i¢in IYTE
MAM’dan (izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii- Malzeme Arastrma Merkezi

hizmet alim1 gerceklestirildi.
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3.6. Keratin Modifikasyonu ile BS Kompozit Uretimi
3.6.1. Mikroorganizma ve besin ortami

Bakteriyel selilloz {iretiminde mikroorganizma olarak Endiistriyel
Mikrobiyoloji laboratuvarimizin hiicre stoklarindan Acetobacter xylinum ATCC
700178 susu ve optimize edilmis Hestrin & Schramn (HS) besin ortami kullanildi.

Tablo 3. HS besin ortamu1 (pH: 5) (Hestrin ve Schramm, 1954)

Bilesen Miktar (g/l)
Glukoz 20
Na,HPO, 2.7
Pepton 5

Maya 0ziitli 5

Sitrik Asit 1.15

3.6.2. Organizma aktiflestirme

Stoktan (-20 °C) ¢ikartilan A. xylinum, HS besin ortami ile 30 °C’de 150
rpm calkalama hizinda 24-36 saat inkiibe edilerek inokulasyon i¢in as1 kiiltiirii

elde edildi (Bkz. Sekil 12).

Sekil.12 Aktiflestrilen A. xylinum kiiltiirii
3.6.3. In situ Keratin — BS modifikasyonu

Keratin igeren kompozit BS ve kontrol BS iiretimleri i¢in 250 ml’lik
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erlenlerde 100 ml ¢alisma hacmi kullanildi. Aktiflestirilen as1 kiiltiirlerinden %2
v/v inokulasyon oraninda iiretim erlenlerine ekim yapildi. Deney plani
cercevesinde farkli derisimlerde keratin igeren HS besin ortami Kullanilarak
dretim baglatildi. Statik kiiltiirde 5 giin inkiibasyon sonrast BS membranlari
kiiltiirin s1vi-hava ara yiizeyinde iiretildi. Yapilan denemelerde 3 erlen keratin
icermeyen HS besin ortami kontrol olarak kullamldi. Uger kontrollii 5 farkli
derisimde keratin igeren erlenlerde iiretim yapildi. Keratin igerigi Shindai
ozitlemesi ile elde edilen protein fraksiyonundan Bradford ile belirlenen
mililitredeki protein derisimine gére %1, %2, %3 w/v oranlarinda hesaplanarak
belirlendi. Keratin HS besin ortamina, ortam otoklavlandiktan sonra laminar hava
akish kabinde sonradan eklendi. Farkli derisimlerde eklenen keratin soliisyonlari

HS besin ortami igerisinde ¢okelmeden askida kaldi1 (Bkz. Sekil 13).

Sekil.13 -80 °C’den ¢ozdiiriilmiis keratin ve HS besin ortami icerisindeki goriiniimii

3.6.4. BS/keratin iiriin saflastirma

Bakteriyel seliilozun besin ortami artiklarindan ve mikrobiyal hiicre
kalintilarindan uzaklastirilmasi i¢in temizlenmesi gerekmektedir.
Hasat sirasinda BS iretim ortamindan alindiginda igerdigi safsizliklar

nedeniyle sarimsi bir renktedir (Bkz. Sekil. 14).
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10 ym
YTEMAM

Sekil.14 Saflagtirma 6ncesi BS’nin makro ve SEM goriiniimii
BS i¢in yaygin olarak kullanilan saflastirma yontemi seyreltilmis NaOH
alkali ¢Ozeltisi ile kaynatma ve destile su ile durulama prensibine dayanir.
Calismada hasat edilen BS 6rnekleri 6ncelikle akan ¢esme suyu altinda ardindan
2-3 kez destile su ile kaba besin ortami artiklarindan arimmmasi igin yikandi.
Ardindan hazirlanan 0,1 M NaOH ¢ozeltisi igerisinde 70-90 °C’ de 2 saat

kaynatildi (Bkz. Sekil. 15).

Sekil.15 BS saflagtirma islemi

Bu yikamada siire BS’nin sarimsi goriiniimiiniin seffaf beyaz goriiniime

ulagmast durumuna gore belirlendi. Alkali yikamanin ardindan BS 6rneklerinin
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pH degeri nétr olana kadar destile su ile durulama amagli seri yikamalara devam

edildi

3.6.5. BS sterilizasyonu

fleri deneme ve karakterizasyon calismalarinda kullanilmak iizere yikanan
BS membranlari, 1,5 x 1,5 cm boyutlarinda bistiiri yardim ile kesildi. Ornekler
destile su icerisinde 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edildi. Tiim 6rnekler

liyofilize edilmis ve kullanima hazir hale getirildi.

3.6.6. Post modifikasyon ile BS/keratin kompozit iiretimi

Keratin igeren bakteriyel seliiloz tabanli kompozit biyomalzeme {iretimi i¢in
diisiiniilen bir diger modifikasyon yontemi ise BS membranlarin iiretim sonrasi
keratin ile birlestirilmesi olmustur. Bu yontem igin saflastirildiktan sonra kesilen
ve steril edilen 1slak BS 6rneklerinin laminar akigh kabinde steril sartlar altinda
absorbladigi suyun bir kismu filtre kagidi yardimiyla alindi. Ardindan Shindai
Sziitlemesi ile elde edilen keratin diyalizat1 0,1 ml /cm? (0,366 mg / cm?) olacak
sekilde BS oOrneklerinin bir yiizeyine emdirmek suretiyle yiiklendi. Bu sekilde
keratin yiiklemesi yapilan drnekler fazla bekletilmeden -80°C’de donduruldu ve

liyofilizasyon yapilarak post modifikasyon tamamlandi.

3.7. BS/keratin Kompozitinin Karakterizasyonu

BS kontrol, in situ modifikasyon ile iiretilen BS/keratin kompozit ve post
modifikasyon ile iiretilen BS/keratin Orneklerinin hepsi i¢in Fourier kizilGtesi
spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskopisi (SEM), X- Isinlar1 kirnimi

(XRD) ve enerji ayirict X- 1ginlart (EDX) analizleri ile yapisal karakterizasyonlari
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gerceklestirildi. Tiim karakterizasyon islemlerinde Onceden liyofilize edilen

ornekler kullanildi.

3.7.1. BS ve BS/keratin kompozitleri i¢in endotoksisite testi

Limulus amebosit lisat (LAL), Food and Drug Administration (FDA),
yonergelerine uygun olarak kullanildiginda “insanlara enjekte edilebilen ilaglar
(biyolojik triinler dahil), hayvanlara enjekte edilebilen ilaglar ve tibbi cihazlar”in
son iriin testinin yapilmasi i¢in kullanilan Pirojen Testi’nin (tavsan ates testi)
yerine gecebilmektedir. Bu test i¢cin LAL endotoksin test Kitleri kullanilarak, BS
ve BS/keratin kompozitlerinin endotoksin igerip icermedigi; 37 °C’de 60 dakika
inkiibasyon sonrasi endotoksinlerin varliginda lisat pihtilagsmasina dayanan jel-
piht1 yontemi ile analiz edildi.

Kullanilan test malzemeleri; ES-F /HS-F Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) liyofilize bigimde 5.2 mL/sise ve LAL Miyar Su (LRW)’dur.

Standart endotoksin ya da diger adiyla kontrol standart endotoksin (CSE)
lisat duyarliligin1 dogrulamak ve pozitif kontrolleri hazirlamak i¢in kullanildu.

Ornekler aseptik yontemle pirojenik olmayan tiiplerin iginde muhafaza
edildi ve tiim pipetlemeler pirojensiz pipet uglari ile gerceklestirildi. Reaksiyon
karisiminin pH’si (Lizata 6rnek eklenmis) 6 ile 8 arasina ayarlandi. Ornekler

hazirlandiktan sonra test miimkiin oldugu kadar hizli gergeklestirildi.

3.7.1.1. Test prosediirii

- Endotoksin kontrolleri
a) Endotoksin standart serisi: Stok endotoksin ¢ozeltisinden taze bir

seyreltme seti hazirlandi. Seyreltmeler iki katli seyreltmenin son serisi Pyrotell
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duyarliligimmi (1) icine alacak sekilde hazirlandi. 2, A, 0.51 ve 0.25\ derisimleri
Lizat duyarliligin1 dogrulamak igin 6nerilen seyreltmelerdir.

b) Pozitif kontroller: Belirli kosullar altinda standart derisim serilerinin
yoklugunda kullanilan pozitif kontrol derisimi 2A olmalidir.

¢) Pozitif iiriin kontrolleri (SPK-Spike) inhibisyon kontrolleridir ve drnekten
ya da standart endotoksin eklenen seyreltme 6rneginden meydana gelirler. Test
ornegine eklenmis endotoksinin final derisimi 2\ olarak ayarlandi.

- Negatif kontroller

Lal Reagent Water (LRW) negatif kontrol, test edilmis 6rneklerin her bir
grubuna dahil edildi. Uriiniin onaylanmas1 ya da inhibisyon/artma testi sirasinda,
standart endotoksini seyreltmek i¢in kullanilan 6rnek ayrica negatif kontrol olarak
da kullanildi.

- Testin Gergeklestirilmesi

1. 0.1 mL test 6rnegi ya da kontrol igeren her bir reaksiyon tiiptine 0.1 mL
sulandirilmig Lizat eklendi. Tamamen karismasini saglamak igin tiipler 20-30 sn
vortexle karistirildi.

2. Reaksiyon tiipleri 37 °C’de su banyosunda (etiive) 60 dakika siire ile
bekletildi. Inkiibasyon periyodu sirasinda reaksiyon tiiplerini sarsacak herhangi bir
islem yapilmadi. Jel olusum reaksiyonu hassas oldugundan ani hareketlerden
kaginildi.

3. Siire sonunda reaksiyon tiipleri bir kerede c¢ikarildi ve her bir tiip
degerlendirildi. Bunun igin tiip tek bir diizgiin hareketle ters gevrilip incelendi.
Jelin olusumu acik sekilde goriilmedigi siirece ¢evirme sirasinda hareket
duraklatilmadi. Tiip ters ¢evrildiginde diismeyen jel olusumu pozitif, digerleri ise

negatif olarak degerlendirildi.
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3.7.2. BS ve BS/keratin kompozitleri icin biyodegradasyon testleri

Uretilen farkli kompozitler yapay (simiile edilmis) viicut sivist (SBF,
pH=7,4), ve Fosfat tampon tuzu (PBS) i¢inde 37°C’de calkalayic1 etiivde
bozunmaya birakildi. Kompozitler iki haftalik araliklarla bozunma ortamindan

cikartilarak agirlik kaybi ile bozunma miktarlar1 belirlendi.

Tablo.4 SBF Igerigi (Kokubo et al., 1990)

Kimyasal adi  Miktar (g/l)

NaCl 8,035
NaHCO; 0,355
KCI 0,225

K;HPO,.3H,0 0,231

MgCl,.6H,0 0,311

CaCl, 0,292
Na,SO, 0,072
Tris 6,118

1 Molar HCI 39 ml

Kompozit biyomalzemenin degredasyon testlerinde kullanilan simiile
edilmis viicut s1vis1 (SBF) su sekilde hazirlandi: Insan kan plazmasi ile neredeyse
esit iyon derisimine sahip pH degeri 7,40 olan, 50 mM trishidroksi metil amino
grup metan ve 45 mM HCI igeren SBF ¢ozeltisi 36,5°C sicaklikta kullanildi.
Kullanilacak tiim malzemeler 1 N HCI ¢ozeltisi, notral deterjan ve ultra saf su ile
yikand1 ve kurutuldu. 500 ml ultra saf su igeren polietilen kap icinde Tablo 4’teki
reaktifler manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢oziildii. Bilesenler sirayla suya
eklendi ve bu islemde bir 6nceki tamamen ¢oziindiikten sonra digeri eklenerek
islem tamamlandi. Cozeltinin sicakligi su banyosu yardimi ile 36,5°C’ye pH’s1 IN

HCI ile titre edilerek 7,40’a ayarlandi. Soliisyon kullanima kadar polipropilen bir
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kap igerisinde +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Literatiir bilgileri ¢ergevesinde bozunma testi i¢in SBF soliisyonu 36,5°C’ye
isitildi ve BS/keratin  kompozitleri steril sartlar altinda soliisyon igerisine
yerlestirildi. Kontrol dahil tiim ornekler 3 tekrarli calisildi ve deneme Oncesi
hepsinin kuru agirliklar1 6lgiildii. Ardindan SBF igerisinde 4 hafta siiresince 10
rpm calkalamali ortamda 37°C’de degredasyona birakildi. Her hafta rneklerin
SBF sivisindan ( = 3 ml) 6rnek alinarak, alinan kadar taze SBF ¢ozeltisi pleytlere
ilave edildi. Iki ve 4. haftalarda kontrol BS ve BS/keratin kompozitleri icin
degredasyon testi sonlandirilarak liyofilizasyon yontemiyle kurutma yapildi ve

kuru agirlik 6l¢iimii alindu.

3.7.2.1. Degredasyon sonrasi kuru agirhk olciimi

SBF igerisinden 2. ve 4. haftalarda c¢ikartilan BS ve BS/keratin kompozit
ornekleri 37°C’de 12 saat agirliklar1 sabitlenene kadar kurutuldu ve tartildi.
Agirlik kaybr yiizdeleri,

w = (w0 —wt )/w0 x 100%

hesabu ile belirlendi (wO: ilk kuru agirlik, wt: t. giin kuru agirlik) (Li et al., 2014)

3.7.3. Mekanik dayanim testi

BS kontrol 6rnekleri ve in situ BS/keratin kompozit 6rneklerinin ayni batch
tiretimlerinden ¢ekme testi icin 2 X 6 cm boyutlarinda 6rnekler kesildi. Keratin
eklemesinin malzemenin mekanik dayanimi iizerindeki etkisi incelendi. Bu test
icin Ege Universitesi Makine Miihendisligi Boliimii Mekanik Laboratuvari

biinyesinde bulunan Shimadzu marka ¢ekme cihazi kullanildi.
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3.7.4. Sitotoksisite testleri

BS kontrol ve BS/keratin kompozit materyallerinin sitotoksik davranislari in
vitro kosullarda, materyal ekstraktlar1 kullanilarak yapilan MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a yellow tetrazole) ve
dolayli temas testleri ile degerlendirildi.

Tez siiresince yapilan sitotoksisite testleri i¢in, yapay deri uygulama alanlari
ve materyalin viicutta etkilesimde bulunacagi dokular goz 6niine alinarak, in vitro
kosullarda HS2 (insan epitel) ve L929 (fare fibroblast) hiicre hatlariyla ¢aligildu.

In vitro sitotoksisite testleri i¢in kullanilan HS2 ve 1929 hiicreleri,
boliimiimiiz Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’ndan
temin edildi. Bu ¢alismada oncelikle HS2 ve L929 hiicrelerinin gogaltilmasi, in
vitro hayvan hiicre kiiltiirii tekniklerine uygun sekilde yapildi. HS2 ve L929
hiicreleri i¢in hiicre kiiltiir besin ortam1 olarak, DMEM: HAM’s F12 (Biochrom,
Almanya), % 10 fotal sigir serumu (FBS; Biochrom, Almanya), % 1 L-Glutamin
(Biochrom, Almanya), %0,1 penisilin/streptomisin (Biochrom, Almanya)

kullanildi.

3.7.4.1. Stok hiicrelerin cozdiiriilmesi

-196°C (Air Liquide DMC-Cryopal TP 60-60 L)’de stoklanmig olan kriyo
tiip ¢ikartilarak 37°C” deki su banyosunda ¢ozdiiriildii. Tiip igerigi besin ortamu ile
santrifiij tlipline toplanip hiicreler 1000 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika santrifiijlendi.
(Eppendorf, 5810 R). Ardindan {ist s1vi dokiildii, hiicre pelleti hafifge tiipiin dibine
vurularak yilizeyden kaldirildi ve besin ortami ile siispanse edildi. Siispanse
haldeki hiicreler flaska (Greiner, Almanya) almip 37°C’ de %5 CO; igeren

inkiibatorde (Heraeus, Heracell, Almanya) inkiibasyona birakildu.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
http://en.wikipedia.org/wiki/Tetrazole
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Hiicre kiiltiirlerinin  canliliklar1 diizenli olarak ters faz mikroskopta

(Olympus, Japonya) incelenerek takip edildi.

3.7.4.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin tizerinde bulunan kullanilmis besin ortami c¢ekildikten sonra
hiicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg*® igcermeyen PBS ile yikand1 ve % 0,05’lik
tripsin-EDTA (HyClone, USA) eklenerek 3-4 dakika 37°C’deki inkiibatorde
bekletildi. Mikroskop ile tiim hiicrelerin yilizeyden kalktigi gozlendiginde serumlu
besin ortami ile hiicreler santrifiij tiipiine toplandi. Ardindan 1000 rpm 4°C 5
dakika santrifiijlendi. Ust siv1 dokiildii ve santrifiij tiipiiniin dibindeki hiicreler
hafifce vurularak yiizeyden kaldirildi, besin ortamu ile siispanse edildi. Hiicre
siispansiyonu 1:4 oraninda yeni bir flaska alinip, lizerine taze besin ortami

koyularak kiiltiire devam edildi.

3.7.4.3. Ekstraksiyon yontemi

BS kontrol Ekstrakti kalinliklar1 ortalama 0,5 mm olan materyaller i¢in
6cm?/ml oraninda hazirlandi. Tiim materyallerin her iki yiizeyi de 30’ar dakika
ultraviyole 1s1n ile sterilize edildi.

Tiim test materyalleri serum igermeyen hiicre kiiltiirii ortaminda (DMEM
F12), steril kosullarda 24 saat siiresince 37°C’deki inkiibatérde inkiibasyona
birakilarak ekstrakte edildi. 24 saat sonunda elde edilen ekstraktlar 1/1
(seyreltilmemis) ekstrakt olarak kullanildi. Test edilen diliisyonlar; elde edilen 1/1
ekstrakttan 1/2, 1/4, 1/8 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Test icin kiiltiire edilen HS2 ve L929 hiicreleri tripsin-EDTA ile tripsinize

edilerek tiretildikleri flask yiizeyinden kaldirilarak hiicre yogunlugu 10° hiicre/ml
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olacak sekilde 96 gozlii hiicre kiiltiir kaplarinda 24 saat siiresince 37°C’de, %35
CO; igeren inkiibatorde inkiibe edildi. 24 saat sonunda, hazirlanan 1/1, 1/2, 1/4,
1/8 oranindaki ekstraktlar, 96 g6zl hiicre kiltiir kaplarindaki besin ortami
bosaltilarak, her bir ekstrakttan 6 tekrar olacak sekilde diliisyonlar 100’er ul besin
ortamina eklendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicreler morfolojik olarak ters
faz mikroskopta incelendi.

Hiicrelerin  kontroliiniin ardindan, MTT (Sigma-Aldrich, USA) testine
gecildi ve canli hiicre sayisi tespit edilerek hiicre ekstraktlarmin sitotoksisiteleri
belirlendi. Hiicreler fosfat buffer salin (PBS) ile yikandi ve MTT ((3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ¢o6zeltisi ile inkiibe
edilerek boyandi. Ust sivi da DMSO kullanilarak formazan kristallerinin
¢ozdiirilmesi ile olusan mor renk spektrofotometrede (SpectraMax 190,
Molecular Devices), 570 nm ve 690 nm’ de kalorimetrik olarak 6l¢iildii. Degerler

hiicre kontrolii ile karsilastirilarak canlilik degerlendirilmesi gerceklestirildi.

3.7.4.4. indirekt (Dolayh) sitotoksisite yontemi

Dolayli temas testleri ISO 10993-5 (2009) standartlarina uygun sekilde
yapildi. Kiiltiire edilen HS2 ve 1929 hiicreleri tripsin-EDTA ile tripsinize edilerek
tiretildikleri flask yiizeyinden kaldirildi, 6 gozlii hiicre kiiltiirli kaplarina ekilmis
ve 37°C’de, %5 CO, igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicreler %85-90
konfluensiye ulastiginda tizerindeki besin ortami gekilerek yerine 1:1 oraninda
agarli besin ortam1 koyuldu. Agar katilastiktan sonra, sterilize edilmis Grnekler
agar lizerine koyularak 72 saat 37°C’de, %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edildi.
72 saat sonunda hiicrelere lizerindeki materyaller ve agar uzaklastirilarak hiicreler

giemsa ile boyandi. Boyanan hiicreler mikroskop altinda incelenerek varsa
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materyalin olusturdugu sitotoksik etki gdzlemlendi.

3.8. Invitro Hayvan Hiicre Kiiltiirii Denemeleri

Tez kapsaminda iretilen BS/keratin  kompozit biyomalzemelerinin
biyoyapay deri gelistirmede kullanim potansiyelinin arastirilmasi igin in vitro
hayvan hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda insan deri hiicreleri olan HS2 keratinosit
hiicre hatt1 ve Detroit deri fibroblast hiicre hatt1 kullanildi.

HS2 hiicre hatt1 i¢in hiicre ¢ozdiirme ve alt kiiltiirleme yontemlerinin
detaylar1 sitotoksisite denemeleri igerisinde verildi. Detroit hiicre hatt1 i¢in ise

farkli olarak besin ortam1 hazirlanirken %1 oraninda Na-Piruvat eklendi.

3.8.1. BS/keratin kompozitleri iizerine hiicre ekim yontemi

3.8.1.1. Malzemelerin ekime hazirlanmasi

Uretilen BS kontrol ve BS/keratin kompozit malzemeleri 1.5 cm — 1.5 cm
boyutlarinda kesildikten sonra liyofilize edildi. Liyofilizasyon sonrasi aliiminyum
folyo ile sarilip tekrar otoklavlanarak (121°C — 15 dk) steril edildi. Ardindan
laminar hava akigh kabin icerisinde yiizeyleri agar kapl pleytlere yerlestirildi.
Malzemeler kiiltlir siiresince kullanilan hazir besin ortami (DMEM F12, %10
FBS, %0.1 penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin, %1 Na-Piruvat ) ile 2 saat

siiresince 37 °C’de sartlandirilds.

3.8.1.2. Malzeme Yiizeyine Hiicre Ekimi

Sartlandirmasi yapilan malzemelerin (kontrol BS, %3 keratin igeren in situ
modifiye BS/keratin kompoziti ve post modifiye BS/keratin kompozit

malzemeleri) kabin igerisinde steril gazli bez wve steril pens yardimiyla
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absorbladiklar1 fazla sivi emdirilerek alindi. Orneklerin bir yiizeylerine
tripsinizasyon ile kaldirilan HS2 deri keratinosit hiicreleri hemasitometri ile
sayilarak 10° hiicre/ml konsanstrasyonunda ekildi. iki saat siireyle %5 CO; li
etlivde 37 °C’de inkiibe edilerek tutunmalar1 beklenen hiicrelerin {izerine ardindan
2’ser ml taze DMEM (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 Na-Piruvat) besin ortami
ilave edildi. Yapilan ekimin ardinda 1. ve 3. giinlerde HS2 hiicresi ekilmis
malzemeler i¢in SEM fiksasyonu yapildi. Kiiltiire devam eden malzemelerin diger
yiizeylerine 4. giinde 5x10° hiicre /ml konsantrasyonda Detroit insan deri
fibroblast hiicreleri ekildi. Iki tip hiicre hattinin da oldugu bu ko-kiiltiirlere ise 5.

ve 7. giinlerde SEM goriintiilemesi i¢in fiksasyon yapildi.

3.8.2. SEM fiksasyonu

SEM fiksasyonu 1. basamaktan 4. basamaga kadar +4 °C’de (buz iistiinde)
yapildi.

1. Ornekler serum fizyolojik ile yikandh.

2. 30 dk tampon A’da (0,1 M sodyumkakodilat i¢inde %5 gluteraldehit (%
25°lik pH: 7.2) bekletildi.

3. Ardindan o6rnekler tampon B’ye (0,1 M sodyumkakodilat i¢inde %7
stikroz 7g/100ml) alinarak 30 dk bekletildi.

4. Daha sonra 6rnekler tampon C’ye (0,1 M sodyum kakodilat i¢inde %2
ozmiyum tetraoksit) alinarak 30 dk bekletildi.

5. Siire sonunda ornekler tampon C’den alinarak iki kez 5’er dk destile su
ile yikandi.

6. Yikama sonrasi ornekler artan derecelerdeki etanol serilerinde (sirasiyla

%35,%50, %70, %85, %95 ve %96, %96°lik) 5’er dk bekletilerek
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susuzlastirildi.

7. Alkol serileri tamamlandiktan sonra Ornekler Hekzametildisilan
(HMDS) soliisyonunda 5 dk bekletildi.

8. Ardindan HMDS c¢ekildikten sonra oOrnekler kurumasi igin oda
sicakliginda 30 dk bekletildi.

9. Kuruma tamamlandiktan sonra 6rnekler SEM goriintiilemesine kadar
desikatorde bekletildi.

10. SEM goriintiileme Oncesi drneklere altin kaplama uygulandi.



39

4. SONUC ve TARTISMA

Tez siiresince elde edilen tiim bulgular sagtan keratin izolasyonu, BS/keratin
tiretimi (in situ ve post modifikasyon), karakterizasyonu ve in vitro hiicre kiiltiirii

calismalar1 seklinde boliimlere ayrilarak bu boliimde verilmis ve tartigilmastir.

4.1. Sac Orneklerinin BS Uretiminde Substrat Olarak Kullanim

Sa¢ orneklerinden elde edilen keratinin BS {iretim ortamina eklenerek
tiretilecek BS yapisina katilmasi islemi gerceklestirilmeden dnce BS iireten A.
xylinum’un keratini besin olarak kullanip kullanmadiginin test edilmesi
gerekmektedir. Cilinkii organizma bu proteini besin olarak kullanirsa keratin
ortamdan uzaklasacagindan fretilecek BS yapisi igerisine etkili sekilde dahil
olmast miimkiin olmayacaktir. Sa¢ gibi sert ve yapitaglarina parcalanmasi zor
materyalleri kullanabilen smurli sayida mikroorganizma tiirti bulunmaktadir.
Dolayisiyla bu calismada pozitif kontrol olarak fibroz substratlart kullandigi
bilinen ve keratinaz iiretiminde kullanilmakta olan Endiistriyel Mikrobiyoloji

laboratuvarimiz stoklarinda bulunan Streptomyces spp. 2M21 susu kullanilmastir.

Sekil.16 Ogiitiilmiis sacin substrat olarak kullanimimin incelendigi {iretim denemesi

Sekil 16°da soldan ilk erlen (a) Streptomyces’in insan sagi kullanilarak
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yapilan kiiltivasyon denemesidir. Sekil 16a’daki goriintii ayni besin ortaminin
inokulasyonsuz goriintiisii (Bkz. Sekil 16b) ile karsilastirildiginda organizmanin
tiremesinden kaynaklanan ortam bulanikligi net olarak goriilmektedir. Bu deneme
de Streptomyces sag1 besin kaynagi olarak kullanarak iiremistir. Calisma siiresince
BS iiretimi i¢in kullanilan besin ortamu igerisine karbon ve azot kaynagi olarak
sadece sa¢ eklenerek hazirlanan besin ortaminda ise A. xylinum {irememis ve BS
iretmemis (Bkz. Sekil 16¢) inokiilasyonsuz besin ortami (Bkz. Sekil 16d) ile
karsilastirildiginda goriiniim degismemistir.

Yapilan bu deneme A. xylinum organizmasinin keratini besin maddesi olarak

kullanmadigini dogrulamistir.

4.2. Keratin On islemleri
4.2.1. Ogiitme

Ogiitme isleminde kullanilan bigakli 6giitiicli, sag1 yeterince dgiitemeyip
gozle goriiliir kiiglik kil pargaciklar: haline getirdiginden ilerleyen ¢alismalarda bu

yontem kullanilmamustir.

4.2.2. Oksidasyon yontemi

Bu yontem diger iki yonteme gore uygulamasi zor ve keratin eldesi diisiik
bir yontem olmustur. Kullanilan 20 g sag¢tan toz olarak 0,4 - 0,5 gr keratin izole
edilebilmistir. Van Dyke ve arkadaslarinin (2001) patentledigi yonteme gore 30 g
sactan 3 g keratin elde edilmis, son iiriin olarak sarimsi1 beyaz bir toz oldugu
bildirilmistir ancak bu yontemle elde ettigimiz son {iriin kahverengi toz halinde bir
keratin olmustur. Bunun sebebi patentte yapilan tim basamaklarin detayh

verilmeyisi veya bazi kimyasal ve cihaz farkliliklar1 olabilir. Bu sebeple sactan
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keratin izolasyonuna bu yontemle devam edilmemistir.

4.2.3. Shindai 6ziitlemesi

Bu yontem literatiire bakildiginda insan sa¢indan keratin izolasyonunda en
yaygin kullanilan yontemdir. Hizl1 ve nispeten kolay bir yontem olusunun yaninda
izole edilen keratin diyalizatinin BS’nin in situ ve post modifikasyonunda
kullanimina daha uygun olmasi sebebiyle ¢alismaya bu yontem secilerek devam
edilmistir. Tuzlarin uzaklastirilmast i¢in yapilan diyaliz sonrasi protein
fraksiyonunda tuz kalip kalmadiginin kontrolii Ellman’s reaktifi (Sigma D8130)
kullanilarak yapilmistir. Genellikle bu tarz izolasyonlarda kullanilan DTT
(Dithiothreitol) ve 2- p-merkaptoetanol gibi kimyasallarin uzaklastiriimasi

onemlidir.

4.3. Keratin Karakterizasyonu

4.3.1. Kuru agirhik 6l¢iimii

Kuru agirlik 6l¢iim sonuglarina gore shindai 6ziitiiniin protein miktari
ortalama 8,5 mg/ml olarak belirlenmistir. Karakterizasyonu tamamlamak amaciyla

protein tayini Bradford yontemi ile tekrarlanmistir.

Tablo 5: Kuru agirlik 6l¢tim sonuglari

Dara (mg) Olgiim (mg) Net (mg)
345,5 354,2 8,3
356,9 365,9 9

350,1 358,3 8,2
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4.3.2. Bradford kiti ile protein tayini

BSA (Bovine Serum Albumin) kullanilarak olusturulan Bradford protein
standardinin formiilii ile keratin ¢ozeltisinin ana stogundaki protein miktar1 3.66
mg/ml olarak belirlenmistir. Bu oran kuru agirlik 6lgiimii ile karsilastirildiginda
daha diisiik bir degerdir fakat kalorimetrik Ol¢iim daha giivenilir oldugundan

yapilan modifikasyon ¢aligmalarinda Bradford analizinin sonuglar1 kullanilmistir.

0,8
0,7 2

0,6 /
0,5

/ y = 0,605x + 0,11
0,4 / R?=10,9988
0,3 -
0,2

0,1

Absorbans

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/ml)

Grafik 1: Bradford standart egrisi

4.3.3. SDS-PAGE elektrofezi

Keratin proteininin literatiirde belirtilen ortalama molekiiler agirligi 44 — 66
kDa olarak bildirilmistir (Moll et al., 2008). Shindai ekstraksiyonu sonrasi elde
edilen protein fraksiyonunun SDS-PAGE sonucunda logMA-RF grafigi
kullanilarak yaklasik rolatif molekiiler kiitlesi sirasi ile 44 — 31 — 13 kDa olarak
hesaplanmistir (Bkz. Sekil.17). Bu veriler literatiir ile ortiismektedir. Literatiirde
keratin proteini i¢cin 44-66 kDa araligindaki bantlar alfa keratin, 20-30 kDa
araligindaki bantlar KAPs (Keratin Associated Proteins)olarak adlandirilan keratin

iliskili proteinleri ve 10-22 kDa araligindaki bantlar ise beta Kkeratinler olarak
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bildirilmistir (Fujii et al., 2013; Hill et al., 2010; Nakamura et al., 2002). Keratin
icin alman bant profilinde 13 kDa boyutunda tam ayrilma vermeyen bant ise

keratinin yapisindaki siilfiir igerigi yliksek gama keratin grubunun karakteristigidir

(Hill et al., 2010).

250 kDa =~ W

55 kDa =

35kDa~= -

Sekil.17 Keratin SDS-PAGE protein profili

Ayrica bu veriler keratin proteininin kesin tespiti i¢in sadece Onveri
niteliginde olup kesin karakterizasyon i¢in dizi analizi (Sekanslama), Western
Blot, saf keratin izomeri ile karsilastirma vb. ileri teknikler kullanilarak

degerlendirilmesi gerekmektedir.

4.3.4. Zeta-sizer parc¢acik boyut analizi

Shindai ekstraksiyonu ile elde edilen keratin diyalizatininin Zeta potansiyeli
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tizerinden pargacik boyut dagilim analizi yapilmistir. Buna gore zeta ortalama

parcacik boyutu 68.31 nm olarak Sl¢iilmiustiir (Bkz. Sekil.18).

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 68,31 Peak 1: 84,11 100,0 40,78
Pdl: 0,186 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,963 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 39: zalike 13.01.15 e 3

Sekil.18 Keratin Zeta sizer boyut dagilimi

Elde edilen sonuglar dogrultusunda keratin molekiillerinin BS’ nin nanofiber
ag bosluklarina girebilecek diizeyde boyuta sahip oldugu sdylenebilmektedir.
Uretilen BS membranindaki nanofiberler arasi bosluklarin (Bkz. Sekil 19) keratin
pargaciklarini alabilmeye miisait olduklari goriilmektedir. Bu sonug¢ BS’nin por
boyutlar1 ile Kkarsilagtirldiginda BS/keratin  kompozitinin  olusturulmasini

destekleyen sonuglar dogurmustur.
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T HV is;')otmdefvmarg O | pressure | WD | 2um-
3.00 kV | 3.0 |ETD |50 000 x |8.42e-4 Pa|9.9 mm IYTEMAM

Sekil.19 BC por boyutlart SEM goriiniimii

4.3.5. Keratin EDX, SEM ve XRD analizleri

Shindai ekstraksiyonu ile elde edilen keratin diyalizati malzeme

Ozelliklerinin tayini ve yapisal karakterizasyonlarindan once liyofilize edilmistir.

Sekil.20 Liyofilize edilen keratinin makro ve SEM goriintiisii

Liyofilize edilen keratin porlu bir iskelete sahip sarimsi toz bulutu seklini
almistir (Bkz. Sekil 20.).
SEM goriintlistinde homojen bir iskelet disinda herhangi bir farkli yapiya

rastlanmamistir. Keratinin ayni 6rnek {izerinden yapilan EDX sonuglar1 ise Sekil
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21 ve Tablo 6’da verilmistir.

|| Spectrum 8
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Sekil.21 Liyofilize keratin EDX analizi

EDX sonucuna gore insan sagindan izole edilen keratin agirlik¢a % 35 azot,

%48 oksijen, %16 siilfiir elementi icermektedir (Bkz. Tablo 6).

Tablo 6: Keratin EDX analizi

Element Wt% Atomik %
N 35.54 41.89
@) 48.18 49.73
S 16.28 8.38
Total: 100.00 100.00

Insan sag¢indan izole edilen keratin i¢in yapilan XRD analizi literatiirdeki
(Bkz. Sekil.23) keratin profilleri ile paralellik gostermektedir. 29 Teta noktasinda
fazla bir pik vermis olan protein, amonyum fosfat ve amonyum nitrat tuzlar
nedeniyle gozlenmistir (Bkz. Sekil. 22). Ilerleyen ¢alismalarda tuzlarin
uzaklastirilmasi icin keratin diyalizatlar1 kullanimdan 6nce tekrar diyaliz edilmis

ve Ellman’s ajani ile tuzlarin uzaklastirilmasi kontrol edilmistir. Tekrar bir XRD
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analizi yapilmamis ancak ikinci diyaliz Oncesi ve sonrasi Orneklerin Ellman

reaktifi ile elde edilen sonug tuzlarin uzaklastirildigini gostermistir.

Counts
Kontrol Kreatin
3000 1
2000+ \l/
1000
WWWMW
0 T T T T T T
10 20 30 40 50 60

Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Sekil.22 Keratin XRD paterni
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Sekil.23 Farkli kaynaklardan izole keratin XRD paternleri (Idris et al., 2014)

4.4. Keratin/BS Kompoziti Uretimleri

Tez onerisinde de belirtilen ve bu tez kapsaminda gergeklestirilmis olan

birincil hedef sagtan izole edilen keratinin BS yapisina iiretim esnasinda
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eklenmesi ve BS’nin in situ modifikasyonu ile yeni bir kompozit biyomalzeme
liretimi olmustur.

Ayn1 zamanda in situ modifikasyonun yani sira elde edilen keratin ve BS
iiretim sonrasinda (post) modifikasyon ile de birlestirilmesi denenmis ve basarili

sonuclar elde edilmistir.

4.4.1. In situ modifikasyon ile BS/keratin kompozit iiretimi

Onceki caligmalar boliimiinde de detaylandirildig1 gibi bakteriyel seliilozun
tiretim ortamina eklenen farkli maddeler ile in situ modifikasyonu pek ¢ok
calismada basarili sonuglar vermistir. Bu tez kapsaminda kurulan BS/keratin
iiretim hipotezi yapilan bu deneme ve sonugclari ile desteklenmistir.

Steril keratin diyalizati %1-2-3 w/v oranlarinda HS besin ortamina aseptik
kosullarda eklenmistir. Besin ortamina eklenecek keratin miktarinin se¢ilmesinde
onceki ¢alismalardaki veriler dikkate alinmistir (Abeer et al., 2014; Huang et al.,
2010; Klemm et al., 2006; Ruka et al., 2013; Wu et al., 2014). Bu iiretimlerden
elde edilen bakteriyel seliilozlara yapilan karakterizasyonlar sonucunda kontrol ile
karsilastirildiginda sadece %3 oraninda keratin igeren ortamdan hasat edilen
BS’lerin yapisinda keratine rastlanmistir. Bu sebeple ilerleyen c¢alismalarda
agirlik¢a %3 oraninda keratin igeren besin ortaminda in situ BS/Keratin {iretimi ile
devam edilmistir. Tez metninde in situ BS/keratin kompoziti olarak adlandirilan

ornekler %3 keratin igeren ortamda {iretilmis malzemeyi ifade etmektedir.
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Sekil.24 5 giinliik inkiibasyon sonras1 in situ modifikasyon denemesi tiretimleri ve
sirastyla tiretilen BS 6rnekleri kontrol, %1 w/v, %2 w/v, %3 w/v, saflastirma oncesi
goriintimleri

SEM goriintiilerinde keratin igeren ve icermeyen BS oOrnekleri arasinda
sekilsel (Bkz. Sekil24) ve mikroskobik bir fark gézlenmemektir. Bu goriintiilerde
hedeflenen yapay deri i¢in BS’nin sahip oldugu fibroblast ve keratinositlerin
yerlesip tutunabilecegi 3 boyutlu fiber ag yapisinin BS/keratin kompozitinde de

korundugu agikga goriilebilmektedir (Bkz. Sekil.25).

Sekil.25 a ) BS, b) in situ BS/keratin kompoziti SEM goriintiisii

BS’nin yapisinda amid I ve amid II baglari bulunmazken in situ BS/keratin
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kompozitinde amid pikleri gozlenmistir. Bu grafik in situ modifiye edilen BS
membraninda proteinlere karakteristik amid piklerinin varligi nedeniyle keratinin

basarili de yapiya eklendigini gostermektedir (Bkz. Sekil 26).
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Sekil.26 In situ BS/keratin kompoziti FTIR analizi

Amid | proteinlerin en yogun sogurulan bandidir. Birincil olarak C=0 (70-
85%) titresimlerinden ve C-N gruplarindan (10-20%) dogar ve frekans araligi
1600 and 1700 cm™ dir. Amid Il ise 1510 ve 1580 cm-1 band araligi bélgesinde
frekans verir ve amid 1’e gore ¢ok daha komplekstir. Amide Il ise agirlikli olarak
N-H (%40-60 potansiyel enerji) bagi kivrim diizleminden tiiremektedir. Potansiyel
enerjinin kalan1 C-N (%18-40) ve C-C (%]10) titresimlerinden ortaya ¢ikar (Bkz.

Sekil 27) (Jena Librarary of Biological Molecules ).
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Sekil.27 Amid baglar1 FTIR spektrumu “Jena Library of Biological Macromelcules”

Bakteriyel seliiloz literatiirden de dogrulandig: iizere sahip oldugu X 1511
kirmim pikleri 14,16, 22 tetadadir (Czaja et al., 2004).

Calismada kullanilan keratin XRD analizi in situ BS/keratin kompoziti ile
karsilastirlldiginda hem keratine hem de bakteriyel seliiloza ait kirmnimlarin
oldugu bir profil gdstermistir. Keratin literatiir verileriyle de ortiisen 20 tetalarda
kristalinetesi diisiik dar pikler vermektedir (Bkz. Sekil 23). Bu profil BS ile
olusturdugu kompozitte net olarak goriilmektedir (Bkz. Sekil 26).

Sekil 28’de 29 tetada isaretli olan pik diyaliz yetersiz kaldigindan yapida
kalan amonyum fosfat ve amonyum nitrat tuzlarmin verdigi bir piktir. XRD

search match programinin verdigi referans ile dogrulanmistir.
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Sekil.28 In situ iiretilen BS/keratin kompozitinin XRD analizi
4.4.2. Post modifikasyon ile BS/keratin iiretimi

Tez kapsaminda BS’nin modifikasyonu i¢in in situ yontemden farkli olarak
post modifikasyon yaklasimi da kullanilmistir. Bu asamada BS membranlar1 6nce
iiretilerek saflastirilmis ardindan 0,1 ml/cm? oraminda (0,366 mg/cm?) keratin
yiiklemesi yapilmuistir.

Emdirme (impregnasyon) ve liyofilizasyon yontemiyle yapilan keratin/BS
kompoziti dis goriiniis olarak kontrol BS wve in situ iretilen BS/keratin
kompozitinden farkli olarak daha siingerimsi ve sarimsi bir dis goriiniime sahip
olmustur (Bkz. Sekil 29a).

Bu yontem keratin diyalizatinin BS’nin adsorbe ettigi su yerine gegmesi
prensibine dayanmaktadir. SEM goriintiisiinden alinan sonuglara gore keratin
diyalizati BS fiberlerini nano boyutta kaplamis ve hiicre dist matris benzeri

karmasik ve porlu bir yap1 olusturmustur (Bkz. Sekil. 29b-30). Fiberler arasi
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bosluk hala korunurken bu yap1 hiicre baglanmasi ve sinyalizasyonu i¢in ideal

goriinmektedir.

Sekil.29 Post modifiye BS/keratin kompoziti: a) Makro goriintiisii b) SEM goriintiisii

Sekil.30 Post modifiye BS/keratin kompozitinin SEM goriintiisii

Post modifikasyonla iiretilen BS/keratin kompozitinin EDX sonucu
incelendiginde BS yapisinda normalde var olan karbon, hidrojen, oksijen ve

mikroorganizma kaynakli azot disinda (saflagtirillmis BS’de agirlikca maksimum
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%06 oraninda) agirlik¢a %4 oraninda siilfiir ve %10-15 kadar fazla azot elementi
bulunmaktadir (Bkz. Tablo 7, Sekil 31). Malzemenin azot miktarinin artis1 keratin
proteininin yapisindaki azottan, siilfir ise sahip oldugu disiilfit baglarindan
kaynaklanmaktadir.

Tablo 7: Post modifiye BS/keratin kompozitinin EDX analizi

Element Wit% Atomik %
C 55.80 62.56
N 19.30 18.56
(0] 19.89 16.75
S 4.21 1.77
Total: 100.00 100.00
2 I Spectrum 5
¢ IRERRY
c 1l
@ N (-
15 s |
Ma
K HERNEN
Weight % 60%

[

cps/eV

=
in

L=}

2 4 6 8 kel

Sekil.31 Post modifiye BS/keratin EDX analizi

Keratinden gelen isaretli Amid | ve Amid Il baglart Sekil 32’te de
goriilmektedir. Karakterizasyon bulgular1 hem in situ hem de post modifikasyon
yaklagimlar1 ile keratin iceren BS kompozit iiretiminde basarili sonuglari

gostermektedir.
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Sekil.32 Post modifiye BS/keratin kompoziti FTIR analizi

4.5. Mekanik Dayanim Sonugclari

In situ dretim ile BS’nin yapisina keratin katilmasinin mekanik dayanimi
nasil etkiledigini belirlemek igin mekanik ¢ekme testi yapilmigtir. Keratin ile

modifiye kompozit biyomalzemenin kontrol BS ile karsilagtirildiginda ¢ekme

dayaniminin % 41,4 oraninda azaldig1 belirlenmistir.

BS ¢ekme dayanimi 1,7 mm kalinlikta 6rnek i¢in 18 Newton ¢ikmistir. Bu

deger literatiir verileriyle paralellik géstermektedir (Scionti, 2010).

Shape: Plate
Thickness Width Gauge Length
Units mm mm mm
1-1 1.7000 20.7100 30.8000
Name Max Force Max Disp Max Stress Max_ Strain
Units N mm N/mm2 %
1-1 18.1250 9.65300 0.51481 31.3409
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Sekil.33 Kontrol BS ¢ekme testi
Shape: Plate
Thickness Width Gauge Length
Units mim mm mm
1-1 1.5000 22.7000 29.0000
Name Max Force Max Disp Max Stress Max Strain
Units N mm N/mm2 %
1-1 10.6250 7.57200 0.31204 26.1103
0.5
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04
0.35 -
5 03 Wa"
£ i |
: I
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g \
1 1 1 1 1
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Sekil.34 In situ BS/keratin kompoziti ¢cekme testi

In situ BS/keratin kompoziti 1,5 mm kalinlhigindaki 6rnek i¢in ¢ekme

dayanimi

10 Newton olarak Olgiilmiistiir.

Kontrol

ile karsilastirildiginda

BS/keratin kompozitinin ¢ekme dayanimimin diismesi keratinin bakteriyel

seliilozun yapisal kristalinitesini diisiirmiis olabilecegini gostermektedir.
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4.6. Sitotoksisite Sonuclari
4.6.1. Ekstraksiyon yontemi ile sitotoksisite testi

Bu testte amac¢ kompozit olusturmada kullanilan BS, keratin diyalizati, post
modifiye BS/keratin kompozit ve in situ BS/keratin kompozit ekstraktlarinin
farkli seyreltme miktarlarinin L929 fare fibroblast hiicre hatti {izerindeki varsa
toksik etkisini gbzlemektir. Bunun yaninda biyomalzemenin hedefi deri oldugu
icin sitotoksisite testleri HS2 insan deri keratinosit hiicreleri ig¢in de
tekrarlanmistir. 24. ve 48. saatlerde MTT analizi ile hiicrelerin canlilik 6lgiimleri
alinmustir.

Keratin diyalizati zaten s1vi formda bir ekstrakt oldugu i¢in fraksiyon direkt
olarak 1:1 Srnek olarak kullamlmustir. BS ise 6cm®/ml olacak sekilde kesilen
ornekler bir gece boyunca serumsuz besi ortaminda ekstrakte edilmistir. Bu besin

ortami 1:1 BS ekstrakti olarak adlandirilmustr.

0,35
P09 02895 0,275
03 7 0,2467
. 025 -
g
s 021 0,1576 0,1514
2015
2" 0,0922
< 01 -
’ 0,0419 00604
0,05 -
0 .
® >
R &
A2 I R %‘* & @““ %‘*
NN CHE CUP
R ¢ ¢
3

Grafik 2. BS ve Keratin diyalizati ekstraksiyon yontemi-sitotoksisite 24. saat
MTT (L929 hiicre hatt1)
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Grafik 3. BS kontrol ve keratinekstraksiyon yontemi - sitotoksisite 48. saat MTT
(L929 hiicre hatt1)

L929 fare fibroblast hiicreleri ile yapilan ekstraksiyon sitotoksisite
denemesinin 24. ve 48. saat canlilik analiz grafikleri incelendiginde keratin
diyalizatinin 1:1, 1:2, 1:4 seyreltme oranlarindaki ekstraktlar hari¢ higbir
BS/keratin kompozit malzemesinin sitotoksik etki gostermedigi belirlenmistir.
Ayrica keratin diyalizatinin 1:8 konsanstrasyonu fibroblastlar i¢in 48. saatte hiicre

canlilifina pozitif bir etki gostermistir.
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Grafik 5. BS kontrol ve keratin diyalizat1 ekstraksiyon yontemi ile yapilan
sitotoksiste 24.saat MTT (HS2 hiicre hatt1)
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Grafik 6.  BS kontrol ve keratin diyalizat1 ekstraksiyon yontemi ile yapilan
sitotoksisite 48.saat MTT (HS2 hiicre hatt1)

HS2 insan deri keratinosit hiicreleri iizerinde yapilan ekstraksiyon
sitotoksisite denemesinin 24. ve 48. saat analiz grafikleri incelendiginde BS
kontrol Orneginin bu hiicreler {izerinde hicbir toksik etki gdstermedigi
belirlenmistir. Keratin diyalizat1 tek basina kullamigdiginda ise 1:1, 1:2 ve 1:4

seyreltmelerde 48. saatte hiicrelerin 6lmeye basladigi goriilmektedir.

4.6.2. indirekt sitotoksisite testi

Indirekt sitotoksisite testi malzeme ile hiicrelerin direkt temasimin olmadigi,
arada agar besin ortami bulunan bir sitotoksisite yontemidir. Ayni sekilde bu
yontem ile de hem L929 hem de HS2 hiicre hatlar1 iizerinde BS kontrol ve
BS/keratin kompozit malzemelerin sitotoksisitesine bakilmistir. 72. saat sonunda
yapilan giemsa ve kristal viyole boyama ile hiicrelerin morfolojileri inclenmistir.
Bu testte sonug kalitatif gézleme dayalidir. Materyalin pleyt iizerinde tam alt
kisminda yer alan hiicrelerde 6liim veya morfolojik degisiklik gézlenmiyorsa bu

durum malzemenin toksik etkisi olmadigi, agar igerisinden hiicreler iizerine
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herhangi bir toksik madde difiizyonun ger¢eklesmedigi seklinde yorumlanabilir.

Sekil.35 1.929 hiicre hatt1 indirekt sitotoksisite sonuglari a) hiicre kontrolii b) BS kontrol
c) in situ BS/keratin kompoziti d) Post BS-keratin

Isik mikroskobu ve Giemsa boyama yardimiyla yapilan goézlemde 1.929

hiicreleri tizerinde kontrol BS’nin veya BS/keratin kompozitlerinin olusturdugu

bir sitotoksisite gozlenmemistir. 6 gozli pleytlerde yapilan bu testte, kontrolii

yapilan materyal pleytin tam ortasina yerlestirilmistir. Bu sebeple morfolojik

gbzlem fotograflari pleytlerin tam orta kisimlarindan gekilmistir (Bkz. Sekil 35).
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Sekil.36 HS2 hiicre hatt1 indirekt sitotoksisite sonuglari a) hiicre kontrol b) BS kontrol, ¢)
in situ BS/keratin kompoziti, d)Post BS-keratin kompoziti

Isik mikroskobu ve kristal viyole boyama yardimi ile bakilan HS2 hiicre

hattinda BS’nin kendisi ve kompozitlerinin bulundugu pleytlerde hiicre kontrolii

ile karsilastirildiginda morfoloji veya hiicre yogunlugu agisindan herhangi bir fark

goriilmemistir.Olusturulan in situ ve post modifiye BS/keratin kompozitlerinin ise

L1929 ve HS2 hiicreleri ile yapilan indirekt sitotoksisite testleri negatif sonuglar

vermis materyalin toksik etkisi gozlenmemistir.

4.7. Endotoksisite Testi Sonuclar:

Bu testin endotoksinlerle reaksiyon veren lizatin duyarlilik siir1 (1) 0,25
EU/mL’dir. Test sonuglar1 verilen lizat duyarliligi ile bir 6rnek konsantrasyonunu
test etmek ve test 6rneginin sinir degerden daha fazla ya da daha az endotoksin

varlig1 analizi esasina dayanmaktadir.
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Diliisyon ile 6rnegin endotoksin miktarim1 bulma: Endotoksin, bu testte
ornek dillisyon serisinin pozitif bulundugu son seyreltmeye gore 6lgiilmektedir.
Kitin test edilmesi amaciyla standart olusturulmasi i¢in LRW ile seyreltilmis ve
seyreltmeler test edilmistir.

Tablo 8. Endotoksisite sonuglari

Standart Test Sonucu
Seyreltilmemis +
1:2 (0,5 EU/ml) +
1:4 (0,25 EU/mI) +
1:8 (0,125 EU/ml) +

1:16 (0,06 EU/mI) -
1:32 (0,03 EU/ml) -
1:64 (0,0015 EU/mI) -
Negatif kontrol -
BS kontrol (1:1) +
Keratin (1:1) +
In situ BS/ker. (1:1) +
Post BS/ker. (1:1) +
BS kontrol (1:10) -
In situ BS/ker. (1:10) -
Post BS/ker. (1:10) -

Ornekteki endotoksin konsantrasyonunu hesaplamak igin son pozitif

diliisyonun karsiligi ile Pyrotell duyarlililigi (A) ¢arpilmustir.
Kons. = (1) x (10/1) = (0.25 EU/mL)(10) = 2,5 EU/mL

BS kontrol, keratin kontrol ve kompozit 6rnekleri ile yapilan denemeler i¢in
endotoksin igerigi seyreltilmemis 6rneklerde pozitif 10 kat seyreltilmis kontrol ve
kompozit Orneklerinde negatif sonu¢ vermistir. Bu sonuglar seyreltmesiz
ekstraktlar ile yapilmustir. Orneklerin farkli seyreltmeler igin endotoksisite test
tekrar1 yapilabilir. BS’nin saflastirilmasi farkli yitkama prosediirleri uygulanarak
tekrarlanabilir. Kantitatif bir entotoksin analizi yapilarak hassasiyeti daha yiiksek

sonugclar elde edilebilir.
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4.8. Biyodegredasyon Testi

BS kontrol ve hem in situ hem de post BS/keratin kompozitleri i¢in PBS
(Phosphate Buffer Saline) ve SBF (Simulated Body Fluid) olmak tizere iki farkli
tampon ile yapilan degredasyon denemesinin sonug¢larinda BS kontrol
orneklerinin  degredasyonu goézlenmemistir. Bununla birlikte BS kontrol
orneklerinin kuru agirliklar1 ilerleyen haftalarda (14. ve 28. giinlerinde) artig
gostermistir. Kullanilan tampon ¢ozeltilerin igerisindeki tuzlar BS ylizeyine
mineralize olarak kuru agirhigr arttirmistir (Bkz. Sekil 37 ve Sekil 38). In situ
BS/keratin kompozit drnekleri PBS ve SBF ¢ozeltilerinin her ikisinde de kontrol
ile karsilastirildiginda iyi bir degredasyon profili sergilemislerdir. PBS igerisinde
T14 sonunda %25 oraninda degredasyon gosteren in situ BS/keratin T28’de
sadece %06,6 oraninda bozunma gostermistir. Her hafta diizenli olarak sivi
degisimi yapilan drneklere yikama yapilmadan PBS/SBF eklemesi yapildig: igin
tuz ¢okelmelerinin olusumu bu durumun potansiyel sebeplerinden biri olabilir.

Post BS/keratin kompoziti T14 PBS’te %50 ile en yiiksek degredasyon
yiizdesini gostermistir.

PBS ile yapilan degredasyon analizleri daha anlamli sonuglar vermistir.
Laboratuvarimizda yapilan BS ile ilgili farkli bir ¢aligmada da SBF sivisi
icerisinde BS inkiibasyonu malzeme iizerinde yiiksek miktarda ¢okelme ve
mineralizasyon sonuclarin1  dogurmustur. Bu deneme kapsaminda SBF
degredasyon sonuglarinin PBS’e gore negatif ve tutarsiz ¢itkmasi mineralizasyon

kaynakli kuru agirlik nedeniyledir.
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Sekil.37 PBS igerisinde % degredasyon sonuglari
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Sekil.38 SBF icerisinde % degredasyon sonuglart

Keratin biyomalzeme olarak biyobozunurlugu yiiksek bir materyaldir.
Degredasyon sonuglart genel bir c¢ikarimla keratinin; BS’nin  yavag
degredasyonunu hizlandirabilecek potansiyelde oldugu yoniindedir. Degredasyon

denemeleri farkli yontemlerle tekrarlanabilir. BS yapisina katilan keratinin ¢gekme
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dayanimini azalttig1 sonuglar da gdz oniine alindiginda degredasyon potansiyelini

arttirmis olmasi tutarli bir sonug olarak yorumlanmaktadir.

4.9. Invitro Hayvan Hiicre Kiiltiirii

Uretimi ve karakterizasyonlar1 tamamlanan BS ve BS/keratin kompozit
malzemelerinin biyoyapay deri gelistirmede kullanim potansiyelinin arastirilmasi
kapsaminda in vitro hayvan hiicre kiiltiiri denemeleri gergeklestirilmistir. Bu
denemelerde BS kontrol, post modifiye BS/keratin kompoziti ve in situ BS/keratin
kompoziti malzemelerinin alt ve {ist yiizeylerine HS2 insan deri keratinosit ve
Detroit insan deri fibroblast hiicrelerinin ekilerek ko-kiiltiirii yapilmgtir. Oncelikle
T0’da malzemelerin st yiizeylerine HS2 hiicreleri ekilmis ve T1 (ekimden
sonraki 1. giin) ve T3 (ekimden sonraki 3. giin)’te fiksasyonlari yapilarak SEM
goriintiilemesi yapilmistir. Dordiincti giinde (T4)’te Ornekler ters gevrilerek
yiizeye Detroit hiicreleri ekilmistir. Ardindan bu 6rneklerin her iki ylizeyi i¢in de
T5 ve T7 de SEM goriintiilemesi yapilmaistir.

Bu deneme seti iki kez tekrarlanmistir 2. giinde 151k mikroskobu ile
hiicrelerin durumu takip edilip goriintii alinmistir.

Isik mikroskobu goriintiilerinden 2. giinde HS2’lerin tiim ylizeylerde

canliliklarini koruduklart goriilmektedir.
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Sekil.39 HS2 hiicrelerinin materyal tizerinde TO ve T2 de 151k mikroskobu goriintiileri a)
BS kontrol TO, b) in situ BS/keratin TO, c) Post BS/keratin TO, d) BS kontrol T2, €) in
situ BS/keratin T2, f) Post BS/keratin T2

Inkiibasyon siiresince yapilan mikroskobik gozlemler ve SEM
goriintiilerinden HS2 hiicrelerinin keratin varliginda daha iyi tutunma c¢ogalma
gosterdiklerini &zellikle post modifikasyonla iiretilen (emdirme - liyofilizasyon)
BS/keratin kompoziti lizerinde hiicre yogunluklarinin BS kontrole gore daha iyi
oldugu yorumu yapilabilmektedir (Bkz. Sekil 40,41,42,43). Sekil 41b ve 42b’de
Detroit hiicrelerinin orjinal morfolojilerindeki gelisimleri acik bir sekilde
goriilmektedir. Bu durumda tez hipotezini dogrulamig ve malzemelerin diger
yiizeyine ekilen Detroit hiicreleri her iki kompozit materyal iizerinde de kontrole

kiyasla kendi morfolojilerinde tutunma 6zellikleri gosterebilmislerdir.
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Sekil.41 In situ BS/keratin kompoziti tizerinde a) T3 — HS2 ve b) T7 — Detroit SEM

gorintiileri
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Sekil.42 Post BS/keratin kompoziti iizerinde a) T3 — HS2 ve b) T7 — Detroit SEM

goriintiileri
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Sekil.43 a-b) Post modifiye BS/keratin {izerinde HS2 hiicrelerinin tutunma - SEM
goruntiisu
Onceki c¢alismalarda Sancavanakit ve arkadaslart (2006) deri fibroblast
hiicrelerinin BS doku iskelesi iizerinde iyt tutunmadiklarini bildirmislerdir
(Sanchavanakit et al., 2006). Tez kapsaminda BS’nin keratin ile modifiye
edilmesiyle deri hiicreleri i¢in destekleyici 6zellikte yeni bir kompozit malzeme

iiretimi saglanmistir.
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5.GENEL SONUCLAR

Insan sacindan keratin izolasyonu Shindai ekstraksiyon ydntemi ile basarili
bir sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen keratin diyalizatin karakterizasyonlari
yapilmistir. Bu yliksek lisans tezinin hipotezini olusturan konu keratin ile
bakteriyel seliillozun birlestirilmesi ve yapay deri olusturma potansiyelinin
degerlendirilmesi olarak Ozetlenebilir. Tez kapsaminda bu hipotez iki farkli
yaklasim ile dogrulanmis ve gerceklestirilmistir. In situ ve post modifikasyon ile
keratin igeren bakteriyel seliiloz biyokompozitinin iiretimi ilk kez bu ¢aligmada
denenmis ve basarilmistir. Insan deri hiicreleri ile yapilan in vitro hayvan hiicre
kiiltiiri calismalar1 bu kompozit malzemenin deri hiicrelerinin biiylime ve
gelismesini destekledigi ve biyoyapay deri gelistirmede kullanim potansiyeli
olabilecegi dogrultusunda basarili sonuglar elde edilmistir.

Literatiirde BS {izerinde tutunma afinitelerinin zayif oldugu bildirilen deri
fibroblastlar1 keratin i¢eren bakteriyel seliiloz tabanli kompozitler tizerinde iyi bir

tutunma profili sergileyerek kendi morfolojilerinde gelisme géstermislerdir.
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6.ONERILER

Shindai 6ziitiinden keratin karakterizasyonu i¢in dizi analizi, Western Blot,
saf keratin ile karsilastirmali SDS PAGE vb. gibi ileri teknikler yapilabilir.

Endototksisite denemelerinde seyreltme yapilmayan Orneklerin endotoksin
igeri8i pozitif ¢ikmis, on kat seyreltilmis ornekler ise endotoksin negatif ¢ikmistir.
Orneklerin seri seyreltmelerine LAL testi tekrarlanarak sinir endotoksin degeri
bulunabilir veya farkli bir endotoksin testi ile deneme kantitatif olarak yapilabilir.

Degredasyon denemeleri sonucunda kuru agirliklarinda artis gozlenen
malzemelere SEM/EDX analizi yapilarak malzeme yiizeyindeki mineralizasyon
gosterilebilir. Haftalik olarak degistirilen bozunma sivilarina LC/MS cihazi ile
glukoz tayini yapilarak bozunma siireci izlenebilir. Degredasyon analizine
alternatif olarak tretilen kompozit malzemelerin degredasyon testleri in vivo
olarak da gerceklestirilebilir.

Malzeme iizerindeki hiicre-ylizey ve hiicre-hiicre etkilesimlerini daha
ayrmtilt incelemek igin cesitli floresan boyamalar yapilabilir. Keratinosit ve
fibroblast hiicreleri i¢in kompozitlerden kesit alimarak immunohistokimyasal
analizler gerceklestirilebilir.

Bu tez kapsaminda, in situ ve post modifikasyon yontemiyle iiretilen yeni
BS/keratin kompozit biyomalzeme, kil kokii ve sinir ucu gibi derinin diger
elemanlarini ve in vivo denemeleri de iceren daha ileri yapay deri gelistirilmesi

calismalarina temel olusturmaktadir.
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