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OZET

KEMIK DOLGU MALZEMESI OLARAK BIYOLOJIiK OLARAK
PARCALANABILEN KERATIN BAZLI MACUNLARIN GELISTIRILMESI

Serife YENICAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Yavuz Emre ARSLAN
06/07/2023, 76

Dogal polimerler, doku miihendisligi uygulamalarinin cephaneliginde 6nemli bir
ara¢ olarak konumunu korumaktadir. Bu ¢alismada kemik doku miihendisligi i¢in mimik
yap1 ve islev gosterebilecek, keratin macun (KP) ve keratin macun/ Bombyx mori ipek
fibroini (KPSF) kompozit yapr iskelelerinin iiretimleri i¢in kimyasal ¢apraz baglamaya gerek
duyulmayan yenilik¢i bir yaklasim sunulmaktadir. Bu yaklasimda keratin ile karboksil
gruplarinca zengin sitrik asit arasinda hidrojen baglariyla gii¢lii etkilesimler olusturuldu ve
elde edilen keratin macun tozlarinin hidrolize ipek fibroini igerisinde dagitilmasiyla
kompozit iskeleler iiretildi. Her iki iskele Fourier dontisimii kiziltesi (FT-IR)
spektroskopisi, X-1sin1 kirinimi (XRD), termogravimetrik analiz (TGA), taramali elektron
mikroskopu (SEM), mikromekanik testleri ve biyobozunurlugu derinlemesine karakterize
edilmistir. Ayrica in ovo civciv koryoallantoik membran (CAM) tahlili ile malzemelerin
anjiyogenez Ozellikleri test edilmistir. Elde edilen sonuglar malzemelerin mekanik
dayanimlarinin, biyobozunurluk ve anjiyogenez Ozelliklerinin tatmin edici diizeyde
olduklarini sergilemis ve dolayisiyla kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in potansiyel

olusturduklarini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Keratin Macun, Ipek Fibroini, Kemik Dolgu Malzemesi,
Kemik Doku Miihendisligi
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIODEGRADABLE KERATIN-BASED PASTES AS BONE
FILLERS MATERIALS

Serife YENICAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Bioengineering
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Yavuz Emre ARSLAN
06/07/2023, 76

The use of natural polymers remains an important tool in the arsenal of regenerative
medicine and tissue engineering applications. In this study, an innovative method for
producing keratin paste (KP) and keratin paste/Bombyx mori silk fibroin (KPSF) composite
scaffolds that can mimic structure and function for bone tissue engineering is presented,
which does not require chemical cross-linking. In this approach, strong interactions formed
between keratin and citric acid rich in carboxyl groups by hydrogen bonds, and composite
scaffolds were created by dispersing the obtained keratin paste powders in hydrolyzed silk
fibroin. The scaffolds have been extensively characterized by Fourier transform infrared
(FT-IR) spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric analysis (TGA),
scanning electron microscope (SEM), micromechanical tests and biodegradability. In
addition, the materials' angiogenesis properties were also evaluated using the in ovo chick
chorioallantoic membrane (CAM) assay. The results showed that the materials’ mechanical
strength, biodegradability, and angiogenesis properties were satisfactory, indicating that they

had potential for bone tissue engineering applications.

Keywords: Keratin Paste, Silk Fibroin, Bone Filler, Bone Tissue Engineering
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Kemik, viicuda mekanik destek ve hareketlilik saglamasinin yani sira bazi
minerallerin depolanmasi, homeostaz ve kan pH diizenlenmesi gibi 6nemli iglevlere sahiptir
(Kashte vd., 2017). Oldukga dinamik ve vaskiilerize bir bag dokusu olan kemigin kendisini
yenilemek igin i¢sel bir kapasitesi mevcuttur (Farokhi vd., 2018; J. J. Li vd., 2018). Bununla
birlikte timor rezeksiyonlari, travma, enfeksiyonlara bagli durumlar ve artan yasa baglh
olarak azalan rejenerasyon kapasitesi bir doku onarimi ihtiyact meydana getirmektedir
(Farokhi vd., 2018; Guo vd., 2021). Ote yandan, kemik iyilesmesi icin klinikte yaygin olarak
kullanilan otogreftleme ikinci bir cerrahi prosediir gerektirmesi ve deformite, morbidite,
dondr alan yaralanmalari, yara izi, enfeksiyon ve kronik agri gibi komplikasyonlara yol
acabilmesi sebebiyle sinirlamalara sahiptir (Haugen vd., 2019). Bu sinirlamalarin iistesinden
gelebilmek i¢in, kemik dokusunun onarimini ve yenilenmesini tetikleyebilecek farkli doku
miithendisligi yaklagimlari ¢alisilmistir (Maia vd., 2022). Kemik doku miihendisligi i¢in
gelistirilen stratejiler, doku yenilenmesini tetikleyerek fonksiyonel kemik dokusu gelisimini
desteklemek i¢in karmasik kemik dokusunun taklit edilmesi esasina dayanmaktadir (Maia
vd., 2022; X. Zhao vd., 2015). ideal bir kemik doku ikamesinin yiizey 6zellikleri ve
gozenekli yapisinin hiicre gogii, proliferasyonu ve anjiyogenez igin uygun ortam
saglayabilmesi beklenmektedir (Haugen vd., 2019).

Yeni nesil dogal polimerik biyomalzemeler, biyobozunmalar1i sirasinda
sitotoksisiteye sebep olmayan biyouyumlu malzemeler olmalar1 sebebiyle rejeneratif tip
uygulamalarinda ¢ekiciliklerini muhafaza etmektedirler (Ebhodaghe, 2021; Venkatesan &
Kim, 2010). Biyopolimerlere, kondroitin siilfat, hiyaliironik asit, dekstran, heparin, seliiloz,
aljinat gibi polisakkaritler ile jelatin, elastin, albiimin, keratin ve ipek fibroini gibi
polipeptitler 6rnek verilebilir (Muir & Burdick, 2021).

Keratinin hiicre adezyonu ve proliferasyona olanak saglamasi, biyouyumlulugu ve
dikkat ¢ekici mekanik dayanimi sayesinde yapi iskelesi malzemesi olarak kullanimi genis
capta ilgi gormistir (Esparza vd., 2017). Ayrica diger protein polimerlerle
karsilastirildiginda kollajenden sonra en 6nemli hayvansal protein olmasi ve dogal bollugu
sebebiyle keratin, doku miihendisligi ¢alismalarinda kendisine énemli bir yer edinmistir
(Islam vd., 2022). Bunlara ek olarak hayvan kaynakli diger osteoindiiktif proteinlerin aksine

tirnak, tiiy, ylin ve sa¢ gibi hayvan dokularindan elde edilebilmesi dolayisiyla hayvan kurban
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edilmesine gerek kalmamasi keratini daha ¢ekici bir polimer olarak one ¢ikarmaktadir
(Bloise vd., 2020; Islam vd., 2022). Ote yandan antibakteriyel 6zellige sahip olan sitrik asit,
mekanik ozelliklerin iyilestirilmesi i¢in bazi polimerlerle birlikte plastiklestirici ve
uyumlastirict olarak kullanilabilmektedir. Bununla birlikte sitrik asit dogal polimerlerin
yapilarindaki hidroksil gruplariyla etkilesime girerek daha giiclii hidrojen baglar
olusturmasi1 sebebiyle molekiiller arasi etkilesimi artirmaktadir (Ramirez vd., 2017).
Plastiklestirici ve ¢apraz baglayict olarak sitrik asidin kullanilmasi, malzemenin
biyobozunmasi sirasinda toksisiteye sebep olacak maddelerin salinmasi probleminin
iistesinden gelinmesi acisindan 6nem arz etmektedir.

B. mori ipek fibroini (SF) biyouyumlulugunun yam sira diisiik immiinojenite ve
toksik olmama gibi o6zellikleriyle dikkatleri iizerine ¢eken bir dogal polimerdir (Tian vd.,
2021a). Simdiye kadar hidrojel, siinger, film ve kompozit iskeleler gibi farkli formlarda
calisilmis olan SF yiiksek mekanik 6zelliklere sahip olmasi1 nedeniyle kemik doku onarimlari
icin uygun bir materyaldir (X. Ding vd., 2021; Gambari vd., 2019). Ayrica SF’ in lifli ve
beta tabakali yapiy1 bir arada bulundurmasi osteojenik farklilasmay:1 destekleyebilecek
ozelliklere sahip oldugunu gosterir. Oyle ki bu polimerin lifli yapis1 kollajen tip I ile biiyiik
bir benzerlik gosterirken beta tabakalar arasindaki baglantilar diger proteinlerin anyonik
yapilarina benzer davraniglar gosterebilir ve boylece kemigin dogal yapisini rahatlikla taklit
edebilir (Farokhi vd., 2018). Bunlara ek olarak SF’ in sundugu bir diger avantaj da kristal
yapisinin indiiklenebilmesi i¢in metanol muamelesinin yeterli olmast dolayisiyla zararli
kimyasallara ihtiya¢ duyulmadan suda ¢oziinmeyen gézenekli malzemeler elde etme imkéan1
sunmasidir (Hines & Kaplan, 2011).

Mevcut calismada, yeni bir osteoindiiktif biyomateryal olarak WK ve SF’ den
yapilmis yap1 iskelelerinin tiretimi sunulmustur. Keratin macunun tiretiminde sitrik asidin
hidroksil gruplartyla gii¢lii baglar olusturma egilimlerinden yararlanilmis ve ii¢ boyutlu
go6zenekli yap1 i¢in liyofilizasyon teknigi kullanilmigtir. Kompozit iskelenin imalati, keratin
macun tozlarmin SF ¢ozeltisiyle karistirilmasi ve dondurarak kurutmanin ardindan metanol
muamelesi ile gerceklestirilmistir. Her iki malzemenin yapisal, biyokimyasal,
fizikokimyasal ve mekanik ozellikleri arastirildi. Iskelelerin kemik doku miihendisliginde
uygulanabilirligini belirlemek ve vaskiilarizasyon o6zelliklerini incelemek iizere in ovo

koryoallantoik membran (CAM) testi kullanildi.



1.1. Kemik Anatomisi

Insan viicudundaki diger tiim organlar i¢in saglam bir destek saglayan iskelet sistemi
206 kemikten meydana gelmistir. Kaslarin ve diger organlarin bagli oldugu iskelet yapisi
adaptif bir yap1 olma 6zelligi tasir. Kisinin ¢ocukluktan eriskinlige kadar olan biiylime
stirecinde kemik doku biiyiidiikce onunla birlikte viicudun geri kalani da biiyiir (Le vd.,
2017). Cok gesitli islevleri yerine getirebilme potansiyeline sahip olan kemik, viicutta gesitli
fiziksel, metabolik ve endokrin uyaranlara karsi yanit olusturabilme yetenegine sahiptir.
Kemiklerin viicuttaki islevlerini siniflandiracak olursak karsimiza su 5 madde ¢ikmaktadir

(Amini vd., 2012):
1. Insan bedeninin hareket mekanizmasinin temel unsurudur,

2. Iskelet sisteminin yapilanmasi viicuda yiik tasima kapasitesi saglamanin yani

sira i¢ organlar i¢in de koruma saglar,

3. Hematopoez aktivitelerinin gergeklestirilebilmesi i¢in gereken biyolojik

elementleri biinyesinde barindirir,
4. Kursun gibi bazi tehlikeli metallerin hapsedilmesinde rol oynar,

5. Kalsiyum ve fosfat iyonlarinin depolanmasi gorevini iistlenerek viicuttaki

temel elektrolit dengesini kontrol altinda tutar.

Oldukg¢a dinamik ve vaskiilerize bir dogal doku olan kemik, insan yasami boyunca
stirekli kendisini yeniden sekillendirmektedir (Zhu vd., 2021). Bu yeniden sekillenme
mekanizmasi, hem dis mekanik taleplerin hem de i¢ aracilarin sebep oldugu yapisal ve
kimyasal degisimlerin meydana getirdigi siirekli bir yenilenme dongiisiinii kapsamaktadir

(Amini vd., 2012).

Kendisine ait 6zel hiyerarsik sisteme sahip bir bag dokusu olan kemigin esas olarak
yaklasik %10-20’lik bir kism1 kollajen liflerinden, %60-70’lik kism1 inorganik bilesenleri
olusturan hidroksiapatit ve bazi nano kristallerden, son olarak yaklasik %9-20’lik bir kism1
ise su molekiillerinden olusmustur (Z. Ding vd., 2021). Ayrica kemik doku, yapisinda diger
baz1 polisakkaritler, protein, lipid, sodyum, magnezyum ve bikarbonat gibi organik ve
inorganik bilesenleri de barindirir. Kemik dogal matrisi, bir dizi kollajen harici protein
(NCP), lipid ve su ile stabilize edilmis olan kollajen fibrillerinden meydana gelir.

Mikrofibriller belirlenemeyecek uzunlukta ve degisken captaki fibrilleri olusturmak icin



birbirleriyle hem uzunlamasina hem de yanal olarak bir araya gelirler. Agir metal tuzlari ile
boyanan kollajenin, gecirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiilerinde fibril eksenine dik
olacak sekilde degiskenlik gosteren bazi agik ve koyu bantlardan olusan bir model
gozlemlenebilir. Bu bantlar pozitif ve negatif yiiklii alanlara karsilik gelmektedir. Kemik
biyomineralizasyonlarinda yiiklii aminoasitler énemli bir rol oynamaktadir. Ote yandan
osteoblastlarin salgiladig1 alkalin fosfataz (ALP) iceren vezikiiller, fosfat gruplarinin
parcalanmasi ile fosfat ve kalsiyumun ¢okelmesi gorevlerini tistlenerek kemigi mineralize
etmektedirler. Kemik minerali, Ca/P orami yaklasik olarak 1,67°den az olan ve kemige
sertligini veren hidroksiapatitten (HA) olusur. Dogal kemik matrisinin yaklasik %10’luk bir
kismina tekabiil eden NCP’ler, biyomineralizasyon isleminde mineral biiylimesi ve
¢ekirdeklenmesinde kritik bir diizenleme gorevi iistlenmektedirler. Ayrica NCP’ler ,
kemigin mekanik 6zellikleri ve yapisal hiyerarsisini belirlemek i¢in ¢ok islevli roller sergiler.
Son olarak kemik yapisi icerisinde bulunan su molekiilleri, kollajen yapisinin stabilizasyonu
icin bitisik bazi molekiilleri hidrojen baglariyla kdpriilemenin yan1 sira kemigin mekanik ve

yapisal 6zelliklerine katkida bulunan bazi gorevleri tistlenmektedir (Liu vd., 2016).

Kemik dokusu, anizotropik ve hiyerarsik bir yapiya sahiptir. Bu hiyerarsik yapi, biitiin
kemik dokusundan makro ve mikro 6lgekli yapilarina kadar agiklayabilmeyi amaglayan bazi
ardisik aragtirma diizeylerine ayrilabilir. Weiner ve Wagner ilk olarak 1988 yilinda kemik
dokusunun hiyerarsik yapisini yedi seviyeye ayirmay1 6nermislerdir. O zamandan giiniimiize
kadar olan siirecte hiyerarsik yapilarin dort ila dokuz seviyeli siniflandirilmasiyla ilgili ¢esitli

yontemler sunulmustur (Zhu vd., 2021).
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Sekil 1. Kemigin makrodan nanoya hiyerarsik yapisi
(Liu vd., 2016)

1.2. Kemigin Doku Diizeyinde Incelenmesi

Kemigin en dis tabakasi olan ve bir oOrtii gorevi iistlenen yapi periosteum olarak
adlandirilir ve bu tabaka tendon baglantilari, ligament baglantilari, eklemli kikirdak gibi
yapilarla kapl kisimlarm diginda kalan alanin tamamini drtmektedir. Ote yandan endosteum
tabakasi ise kemik iligi boslugunu olusturan duvarin yilizeyini tamamen kaplayan zar olarak
bilinmektedir. Bu tabakalar kemigin yeniden sekillenmesi ve kiriklarin iyilesmesi igin
gerekli olan hiicreleri barindirmalar1 sebebiyle rejenerasyon siirecinde onem arz
etmektedirler. Oyle ki, kemigin islevsel durumunun periosteum zari iizerindeki etkileri
mikroskopik diizeyde incelendiginde gozle goriiliir degisikliklere sebep oldugu sdylenebilir
(Ahmed Nahian; Pradip R. Chauhan., 2022). Bu baglamda kemigin periosteum, endosteum
ve bu zarlarm orttiigli diger kisimlar olan kemik dokusu, kemik iligi gibi katmanlarinin

anlasilmas1 kemigin patolojik durumlarinin ¢oziimiine 151k tutacak niteliktedir.
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Sekil 2. Kemik anatomisi
(Le vd., 2017)

Periosteum: Periosteum tabakasi hemen hemen viicutta bulunan her kemigin en dis
tabakasini olusturur. Cocuklarda kemige kismi kan temini, apozisyonel kemik biiytimesi ve
kemik kikirdagi onarimi gibi bazi islevleri istlenmektedir. Periosteum, temelde iki
tabakadan olusmaktadir. Bahsi gecen tabakalar, icerisinde bol miktarda osteoprogenitor
hiicre barindiran i¢ kambiyum tabakasi ve yapisal destek gorevini iistlenen dis fibroz tabaka
olarak aciklanabilir. Cerrahlar tarafindan 18. Yiizyilin baglarinda periosteum zarinin yeni
kemik olusumuna Onciiliik edebilecek potansiyele sahip oldugu kesfedilmistir. Bu sebeple
giniimiiz klinik uygulamalarinda yaralanma bdlgelerinin etrafinda bulunan periost

tabakalarina zarar verilmemeye 6zen gosterilmektedir.

Kemik Dokusu: Kemik dokusu esasen mineralize ve sert bir doku olmasi sebebiyle
iskeletin yapisal yoniinii temsil eden doku olarak tanimlanmaktadir. Ayni1 zamanda kemik
doku, endosteum ve periosteum tabakalari arasinda yer alan ve kemik iliginin haricindeki
bolgeyi temsil eden doku olarak agiklanabilir. Kemik dokusunda biyokimyasal olarak 6zdes
osseoz dokusuna sahip olmalarina ragmen yapisal anlamda farklilik gosteren kortikal ve
stingerimsi kemikten bahsedilebilir. Kortikal kemik dokusunun yapisal o6zellikleri

incelendiginde volkman kanallari, haversian kanallari, kanalikiiller ve bosluklar1 igeren
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yaklasik %10 gozeneklilige sahip kat1 bir yap1 oldugu soylenebilir. Ote yandan %50-90
arasinda gozeneklilige sahip siingerimsi kemik dokusu birbirine bagh, kiiciik trabekiil
plakalar1 ve bu plakalar arasinda bulunan nispeten genis boslukardan meydana gelen bir
agdir. Kemik dokusu allojenik, otojenik, ksenojenik ve baska birgok kemik gerfti

materyallerinde tercih edilen birinci bilesendir.

Endosteum: Apozisyonel kemik biiylimesi esnasinda periosteumun sikismasindan
kaynaklanan endosteum kemik bilesenleri arasinda en az calisilan bilesendir. Periosteum
tabakasindan farkli olarak endosteum, ortalama kalinlig1 yaklagik 10-40 pm olan, birkag
hiicre tabakasi ve belirsiz bir bag dokusu tabakasindan olusan oldukca ince bir zardir. Bu
yapmin igerisinde barindirdigi hiicreler dinlenme, bi¢cimlendirme ve resorptif alanlarin
olusturdugu, preosteoblast, aktif osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin varligiyla karakterize
edilmis mozaik bir model seklinde diizenlenmistir. Osteoprogenitor hiicrelerin endosteum
icerisindeki mevcudiyeti bu yapiya kemigin yeniden yapilanmasi ve onariminda fonksiyonel
olarak katkida bulunmasini saglar. Biitlin bu 6zelliklerine ek olarak, kemigin kalinlagmas1
stirecinde gereksiz kemik dokusunu mediiller bosluktan emerek kemiklerdeki agirlik-kuvvet

oranindaki dengenin kontrol altinda tutulmasi hususunda hizmet eder.

Kemik iligi: Kemigin icerisinde bulunan hassas ve yumusak dokulardan biri olan
kemik iliginin kemik anatomisinin bir par¢ast olmasina karsin kan orgami olarak islev
gostermesi onu daha iy1 karakterize etmektedir. Kan organi isleviyle o6ne ¢ikan kemik iligi
hematopoetik kok hiicreler i¢in bir nig gorevi listlenmektedir. Hematopoetik kok hiicreler
tiim kan sistemini kii¢iik tek bir hiicrede yeniden liretebilme potansiyeli gosteren hiicreler
olarak agiklanabilir. Uzun kemiklerin bir pargast olan kemik iliginin doku yenilenmesi

caligmalarinda kullanilabilirligi gliniimiizde tartisilmaz bir gergektir (Le vd., 2017).
1.3. Kemigin Mekanik Ozellikleri

Kemigin mekanik 6zellikleri kemik kalitesi, anatomik bolge ve yasa gore degiskenlik
gostermektedir. Kemik dokusunun mekanik oOzelliklerini tam manasiyla anlamak,
giiniimiizde bilimsel agidan biiylik bir zorluktur. Kemigin dayaniklilik, yorgunluk, sertlik
gibi cesitli biyomekanik 6zellikleri arasinda elastik modiil, yapay implant gelistirilmesine
rehberlik etme ve kemikteki cesitli patolojilerin karakterizasyonu adma kritik 6nem arz
etmesi sebebiyle en cok ilgi goéren arastirma konusu olmustur. Kemigin mukavemeti ve
elastik modiilii anizotropiktir. Kompakt kemik mekanik kuvvete diyafiz ekseni boyunca yani

uzunlamasina maruz birakildiginda radyal enine nazaran hem daha sert hem daha giiclii
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oldugu goriliir. Bununla birlikte sikistirilmasinda gosterdigi mukavemetin  germe
mukavemetinden yiiksek oldugu da goriilebilir. Ote yandan trabekiiler doku igin mekanik
ozellikler gozeneklilige bagl oldugu gibi her bir trabekiil i¢in farklilik gosterebilen mimari
ozelliklerine de dogrudan bagimlidir. Insan kemiginin mekanik ve fiziksel &zellikleri

literatiirde bildirilen verilerin ortalamasi olarak Tablo 1’ de verilmistir (X. Wang vd., 2016).

Tablo 1

Kompakt ve trabekiiler kemigin mekanik 6zellikleri (X. Wang vd., 2016)

Gozeneklilik modiil mukavemet poisson
(GPa) (MPa)
orani
kompakt %3-5 boyuna 17,9+39 gerilme 135=15.6 0.4+
kemik 0.16
sikistirma ~ 205+=17,3
enine 10,1 =24 gerilme 53=10,7 0,62+
0,26
sikistirma 131207
kesme 3.3=04  kesme 65+4,0
frabekiiler %90’a kadar  omur 0,067+ 2,4+1.,6
kemik 0,045
kaval 0,445+ 5,3+2.9
kemigi 0257
uyluk 0,441+ 6,8+4.8
kemigi 0,271

1.4. Kemik Hiicreleri

Hiicre dis1 kemik dokulari, esasen tip-1 kollajenden ve nano-HA molekiillerinden
olusan ii¢ boyutlu (3B) bir nanokompozit iskele olarak anlasilabilir. Bu dokular gézeneklilik,
yapisal organizasyon ve mekanik 6zelliklerinin gosterdikleri farkliliklara gore temel olarak

stingerimsi veya kortikal kemik olarak tanimlanir (Fernandez-Yague vd., 2015). Siingerimsi



kemik ve kortikal kemik, kemik doku hiicreleri igin koruyucu ve destekleyici bir alan
saglayarak hiicre biiyiimesinde Onemli rol istlenir (Zhu vd., 2021). Kemikte temelde
mezenkimal kdkenli ve osteojenik fonksiyonlara sahip olan osteoblastlar, kemigin rezorbe
edilmesinde gorev alan ve monosit makrofaj hatt1 kaynakli ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlar ve
hareketsiz olgun osteoblastlardan kaynaklanan ve toplam kemik hiicrelerinin biiylik bir
cogunlugunu olusturan (%90’dan fazla)  osteositler olmak iizere {i¢ hiicre tipi

bulunmaktadir(Fattore vd., 2012).

Osteoblastlar: Osteoblastlar, kemik yiizeyi boyunca yer alan, genelde kemik
olusturma igvevleriyle bilinen ve kemikte bulunan hiicrelerin yaklasik %4-6’sin1 olusturan
kiibik hiicrelerdir. Bu hiicreler belirgin golgi aygiti ve bol miktarda endoplazmik retikulum
ile birlikte ¢esitli salgi keseciklerini de igerisinde bulunduran protein sentezleme kabiliyetine
sahip hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini sergilemektedirler. Kemik matrisine dogru osteoid

salgilanmasi gbrevini iistlenen osteoblastlar ayn1 zamanda polarize hiicrelerdir.

Osteositler: Osteosit hiicreleri kemik hiicrelerinin %90-95 oraninda ¢ok biiyiik bir
kismini olusturmalarinin yani sira olduk¢a uzun dmiirlii hiicrelerdir. Osteoblast farklilagmasi
yoluyla mezenkimal kok hiicre (MKH) soyundan tiiretilen osteositler dendritik bir morfoloji
gostermektedirler. Bu hiicrelerin igerisinde bulundugu lakiinler mineralize bir matriksle
cevrilidirler. Bununla birlikte osteositler kemik tipine goére morfolojileri degiskenlik

gosteren hiicrelerdir (Rinaldo vd., 2015).

Osteoklastlar: Islevi ait oldugu dokuyu rezorbe etmek olan dzel hiicrelerdir. Howship
lakunasi, osteoklastlarin kemik rezorbe etme aktivitelerinin bir sonucudur ve ve osteoklast
hiicreleri bu kiigiik ¢okiintiiler igerisinde kemik matriksine yapisik bir sekilde goriiniirler.
Monosit makrofaj soyuna ait monontikleer hiicrelerin fiizyonundan tiiretilen ve 4 ila 50
cekirdek iceren polikaryalardir. Bu hiicreler kemigi rezorbe etmek icin polarize olurlar,

rezorbe olan lakunayi asitlestirirler ve proteolitik enzimler salgilarlar(Fattore vd., 2012).
1.5. Kemik ve Ilgili Patolojiler

Kemik hastaliklari, kemik dokusunda giic ve yogunluk kaybina neden olabilir. Bu
rahatsizliklar anormal gelisim, besin eksiklikleri, bozulmus damar sistemi, genetik
bozukluklar ve diger nedenlerden kaknakli olabilir. Kemik hastaliklarinin ¢ok faktorlii
dogasi, travmaya bagli yaralanmalarin artmasi ve yaslanan niifus nedeniyle kemik doku
bozukluklarr biyiik bir endise kaynagi olmaya devam etmektedir. ilgili alandaki mevcut

tedaviler optimal sonuglar saglamakta yetersiz kalmaktadir. Belirli hastaliklarin nedenlerinin
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ve ilerlemesinin incelenmesi, aday terapotik stratejilerin gelistirilmesi gibi konular tizerine
odaklanan doku miihendisligi ¢alismalar1 bu ve diger eksikliklerin iistesinden gelmek icin
onem arz etmektedir (Pirosa vd., 2018). Kemik dokusunu etkileyen ana patolojilerin

Ozetlenmesi ve karsilastirilmasi Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2
Kemik dokusu patolojileinin risk faktorleri ve mevcut tedaviler (Pirosa vd., 2018)

Patolojiler Etiyoloji/risk faktorleri Mevcut tedaviler

Osteoporoz, Kemik yeniden sekillenmesinin degisen | Osteoklast émriinii kisaltan ve kemik
kemik dengesi: osteoklastlar tarafindan daha fazla | rezorpsiyonunu engelleyen
yogunlugunun kemik  uzaklagtirilmasi ve  ardindan | bifosfonatlarin uygulanmasi

kayb1 osteoblastlar tarafindan iiretim

Osteoartrit ~ , | Travmatik, dogustan, ameliyat sonrasi, | Fizyoterapi, ortopedik yardimcilar ve
kikirdak ve | metabolik, endokrin; yas, asir1 eklem | ortezler, farmakoterapi, total eklem
kemigin kullanimi, obezite yaygin risk faktorleridir replasman1  yoluyla  semptomatik
ilerleyici tedaviler

dejenerasyonu

Osteomiyelit, Staphylococcus aureus'un yani sira diger | Genis  spektrumlu  antibiyotiklerin
kemik  icinde | Gram-negatif koklar ve Gram-pozitif | parenteral seyri ve cerrahi debridman
enfeksiyon basillerin neden oldugu enfeksiyon

Osteonekroz, Kemige yetersiz vaskiller besleme; uzun | Agri ve iltihaplanmay1 azaltmak igin
kemik stireli steroid tedavisi, alkol kotiiye kullanimi, | nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar;
hiicrelerinin eklem yaralanmasi, artrit, kanser yaygin risk | kemik cerrahisi, asilama ve eklem

O6lumi, artrit ve

kemik yikimi

faktorleridir

replasmant

Kiriklar, kemik

Agirlikli olarak travma; osteoporoz, diisitk

Kirik rediiksiyonu ve immobilizasyon;

biitiinliigiiniin mineral yogunlugu, yas, tiimérler yaygin risk | kemik otogrefti, allogreft veya sentetik

kaybr . faktorleridir materyaller

Osteosarkom, Cogunlukla wuzun kemiklerin mediller | Evreye bagli olarak kemoterapi,

kemik boslugunda meydana gelir: ¢cevresel faktorler, | radyasyon tedavisi, cerrahi

malignitesi kromozomal anormallikler, p53 mutasyonu | (ampiitasyon, greftleme, lokal
yaygin risk faktorleridir eksizyon)
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1.6.Kemik Doku Onarmmu icin Klinik Thtiyaclar

Kiriga kars1 normal fizyolojik reaksiyon, kisaca ilk enflamasyon olarak ozetlenen
spontan olaylar dizisidir. Ardindan yumusak kallus olusumu, sert kallus olusumu ve
nihayetinde kemigin yeniden sekillenmesi gelir. Kirik kaynamamalarinda veya biiyiik
Olcekli travmatik kemik yaralanmasinda oldugu gibi bu dogal siire¢ meydana gelmediginde,

cerrahi miidahale garanti edilir (Khan vd., 2008).

Kemik greftleme, kemik tedavisinin temel dayanagidir. Kemik grefti, tek basina veya
diger malzemelerle kombinasyon halinde kullanilan, osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon ve
osteogenez yoluyla kemik iyilesmesini destekleyen implante edilmis bir malzemedir . Doku
canliligi, kusur boyutu, greft boyutu, sekli ve hacmi, biyomekanik 6zellikler, greft kullanimi
ve maliyet, ideal bir kemik greftinin se¢imini etkileyen faktorlerden sadece birkacidir. Bu,
bir otogreft (hastadan hasat edilmis), bir allogreft veya ksenogreft (bir donérden veya
hayvandan elde edilmis), tasarlanmis bir sentetik veya biyomateryal ikamesi seklinde
olabilir. Y1lda iki milyondan fazla kemik grefti yapilmaktadir (Tang vd., 2016).

~ Otogreft
Allogreft
DOGAL KEMIK ¢
GREFTLERI
Ksenogreft
T
— . ;
KEMIK ~  Biyomalzemeler 4 Biiyiime Faktorleri 4+ Hiicreler
REJENERASYONU Metaller BMPlex, TGF}, Csleiiiat Sl
VEGF, PDGF .
@
Seramikler ,. ° a
> o b =
- -
SENTETIK KEMIK : o o Mezen"klmal Kok
GREFTLERI Polimerler g Hiicreler
Kompozitler
&
=== R

Sekil 3. Kemik rejenerasyonlarinda kullanilan dogal ve sentetik kemik greftleri
(Ansari, 2019)
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Kemik kiriklarmin ¢ogu, uygun olmayan veya yetersiz kemik rejenerasyonunun bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Biiyiik segmental kemik kiriklar1 i¢giidiisel olarak tamir
edilememekte ve ortopedik operasyon gerektirmektedir. Ayrica spinal fiizyon ameliyatlar
siklikla kaynamama ile sonuglanabilmektedir. Kemik kusurlar1 giiniimiizde kemik otogrefti
(cerrahlar i¢in altin standart), allogreftler ve biyouyumlu, osteointegratif “konak¢i kemik
dokusu ve ikame edilen materyaller arasinda yogun iletisim saglayan”, osteokondiiktif
“malzemelerin konakg¢1 kemik hiicreleri ve kan damarlar tarafindan kolonize edebilen™ ve
osteoindiiktif  "ev sahibi mezenkimal kok hiicreleri ¢evreleyen dokulardan kemik
hiicrelerine  farklilasmaya motive edebilen" 6zellikleri  biinyesinde  barindiran

biyomalzemeler igeren yaklagimlarla tedavi edilebilmektedir (Battafarano vd., 2021).

Son yillarda kemik yerine gegen materyallerde ¢ok sayida yenilik gerceklesmis
olmasina ragmen, kemik defektlerinin otolog kemik greftleme materyali ile tedavisi, diger
yontemlerle karsilastirildiginda hala altin standart olarak kabul edilmektedir. Otolog kemik,
bir kemik asilama malzemesinde istenen tiim Ozellikleri bir araya getirir: Kemik
rejenerasyonu ic¢in gerekli hiicrelerin i¢ bliylimesi i¢in bir yap1 iskelesi saglar
(=osteokondiiktif); kok hiicrelerin ¢ogalmasimni ve osteojenik hiicrelere farklilagsmasini
destekler (=osteoindiiktif) ve yeni kemik dokusu olusturabilen canli hiicreleri tutar
(=osteojenik). Bununla birlikte, bir hastadan alinan mevcut otolog kemik grefti hacmi
sinirlidir ve 6nemli bir donor bolgesi morbiditesi riski ile iligkili olan greftleme materyalinin

alinmasi i¢in ek bir cerrahi prosediir gereklidir (Henkel vd., 2013).

Allogreftlerde, kemik grefti bir dondrden alinmaktadir ve otogreft ile
kargilagtirildiginda daha biiyiikk miktarlarda elde edilebilmektedir. Standart toplama ve
depolama protokolleri nedeniyle hastalik bulasma riski ihmal edilebilir diizeydedir; ancak,
bu greftler otogreftlerden daha yavastirlar ve daha diisiik derecede entegrasyonla
gergeklesmektedir. Ksenogreftler veya heterolog greftler, diger tiirlerden, genellikle domuz
ve sigir kaynaklarindan elde edilmektedirler. Ksenogreftlerin mevcudiyeti, potansiyel
zoonoz bulagma riskine ragmen, konakgt igin giivenli ve dogru bir sekilde islendiginde teorik
olarak smirsizdir. Hem allogreftler hem de ksenogreftler, antijenisiteyi azaltmak i¢in
hiicresizlestirmeye tabi tutulmaktadir, bu da onlarin doku miihendisligi kategorisine ait

olmalartyla sonuglanmaktadir (Ansari, 2019).
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Tablo 3

Kemik doku rejenerasyonlarinda kullanilan greftlerin avantajlart ve dezavantajlar1 (Tang

vd., 2016)
Yontemler Avantajlar Dezavantajlar
Otogreft Osteoindiiktif Artan hasta morbiditesi: dondr bdlgesinde agr1
Osteoindiiktif ve enfeksiyon, hasat sirasinda i¢ organ
yaralanmasi
Vaskiilarizasyon eksikligi
Sinirlt miktar ve mevcudiyet
Allogreft veya Osteokondiiktif Osteojeniklik ve vaskiilarizasyon eksikligi
Ksenogreft . . .. L
Osteoindiiktif Nispeten daha yiiksek ret riski

Yiiksek kullanilabilirlik

Donér alan morbiditesi yok

Hastalik bulasma riski
Daha yiiksek maliyet

Biyolojik veya
sentetik malzemeler

Osteojenikligi ve greft
entegrasyonunu iyilestirmek

Osteojeniklik, malzeme gozenekliligi ile
sinirhidir (liretim siirecinin bir sonucu olarak)

kullamlarak icin bilyiime faktorlerini ve kok . ..

. . ; .. Farkli malzemelerin degisken
tasarlanmis hiicreleri dahil etme yetenegi y 3
ikameler biyobozunurlugu

3D baski teknikleri kullanilarak
defekt bolgesiyle eslesecek
sekilde kaliplanabilme

Zayi1f neovaskiilarizasyon
Bilinmeyen bagisiklik tepkisi

Donor alan morbiditesi yok Sinirlt mekanik 6zellikler

1.7. Kemik Doku Miihendisligi

Kaybolan veya hasar goéren kemigi laboratuvar yapimi malzemeler kullanarak onarma
girisimlerine iligkin ilk raporlar, cerrahlarin kemik asis1 olarak kalsiyum fosfat kullanimini
arastirmaya basladiklar1 19. ylizyilin baslarma dayanmaktadir. Kemik kusurlarini tedavi
etmek i¢in kullanilan implantlar, o zamandan beri, biyolojik olarak inert bir madde ile kusur
hacmini basit¢e doldurarak kayip kemigi degistirmeyi amaglayan stratejilerden, biyolojik
olarak aktif malzemeler kullanarak fonksiyonel kemik dokusunun yenilenmesine yonelik
stratejilere dogru evrilmistir. Sonraki yillarda farkli malzeme tiirleri tanitilmis ve kemik doku
miithendisligi sonunda 1990'larda bagimsiz bir arastirma alani olarak ortaya ¢ikmistir (Koons

vd., 2020).

Doku miihendisligi, tedavi amaciyla dogal dokularin ve hiicrelerin rejenerasyonunu ve
biiylimesini kolaylastirmak i¢in 6zel olarak tasarlanmis gegici yapay ortamlar yaratarak

kemik greftleri olusturmaya alternatif bir yaklasimdir. Kemik doku miihendisligi bu
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baglamda, kemik dokusu biiylimesi i¢in destekleyici bir ortam yaratmak amaciyla kontrollii
gozeneklilige sahip ii¢ boyutlu yapilarin olusturulmasini igerir. Bu yapilar genellikle kemik

iskeleleri olarak bilinir (Wubneh vd., 2018).

Elektroegirme, dondurarak kurutma, biyobaski ve hiicresizlestirme gibi ¢esitli yap1
iskelesi tiretim teknikleri doku miihendisliginin 6n saflarinda yer almaktadir. Bu imalat
yontemleriyle birlikte kemik doku miithendisligi i¢in ¢ok cesitli malzemeler secilmistir. Bu
secim genellikle inorganik ve dogal bilesenlerden olusan, oldukca hiyerarsik bir sekilde
organize edilmis kompozit bir malzeme olan kemik dokusunun fonksiyonel ve biyolojik

gereksinimlerine dayanmaktadir (Collins vd., 2021).

Yap1 iskeleleri, hastalikli bolgede yeni doku olusumuna kadar mekanik destek
saglarken, hiicre adezyonu ve proliferasyonu i¢in gegici sablon gorevi goren gozenekli ii¢
boyutlu matrislerdir. Yap1 iskeleleri ayrica , konak¢mnin bagisiklik tepkisini veya toksik
metabolitlerin salgilanmasimni aktive etmeden dogal hiicre disi matrisini taklit edebilir.
Metaller, seramikler, dogal ve sentetik polimerler ve bunlarin kombinasyonlar1 gibi ¢esitli
malzemeler, hasar gérmiis veya travmatize olmus kemik dokularmin degistirilmesi ve

onarilmasi i¢in arastirtlmistir (Kashte vd., 2017).

Kemik doku miihendisligi uygulamalarina uygun bir iskele yapmak icin modiile
edilebilen, iyilestirilebilen veya degistirilebilen iskele 6zellikleri; biyolojik gereksinimler,
yapisal 6zellikler, biyomalzeme bilesimi ve imalat siireci tiirleri olmak {izere dort ana tipte

gruplandirilabilir (Roseti vd., 2017).
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/ Biyomimetik \

Toksik olmayan . . -
Biyoesinlenilmis

Biyouyumlu . .
Biyolojik olarak Uyarlanmigs mimari
emilebilir Ozellestirilmis sekil

Yiksek gozeneklilik

Biyobozunur
Gozenek baglantilar

immiinojenik
olmayan i N Mekanik ézellikler
Biyoaktif / Biy0|0jik Yap|sa| \Yﬂzev topografisi

, O gereksinimler Nzellikler /
Kemik

‘Rejenerasyonu igin|

iskeleler
{ Bilesim Uretim b
Biyomalzemeler teknolojileri Geleneksel
= Seramik Gaz kopurtme
= Polimer Cozicl dokim
*  Kompozit Liyofilizasyon
Gelismis
Elektrospinning
Hizl prototipleme
AMACLAR

| Hiicre Tutunmasi | [Hiicre canling| | Konaklama | | Proliferasyon |

[Konak Entegrasyonu][ Yiik Tasima ][ Osteojenik Farklilasma ][ Damar Buylimesi }

Sekil 4. Kemik doku miihendisligi uygulamalart i¢in ideal iskelede bulunmasi gereken
ozellikler

(Roseti vd., 2017)

Ideal bir kemik doku miihendisligi iskelesi, osteoprogenitér hiicrelerin baglanmasina,
cogalmasina ve fonksiyonel kemik dokusuna farklilagsmasina, yani kemik hiicreleri i¢in bir
biiyiime matrisi olarak hizmet etmesine olanak vermelidir. Daha spesifik olmak gerekirse,

yapi iskelelerinin asagidaki bes 6zelligi tasimasi beklenir (X. Y. Zhang vd., 2017):

1. lyi biyouyumluluk;

2. Kemik hiicresi infiltrasyonu ve biiyiimesi i¢in uygun gozenek boyutlart ve
gozenekliligi;
Bitisik kemik dokusu ile karsilastirilabilir mekanik 6zellikler;

4, Osteokondiiktivite ve osteoindiiktivite;
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5. Biyobozunurluk. Kemik defekti iyilestiginde orijinal protezden eser kalmamalidir.

Bozunma iiriinlerinin insan viicudu tizerinde hicbir yan etkisi olmamalidir.

Biyouyumluluk: Konakta lokal veya sistemik olumsuz etkiler ortaya ¢ikarmadan
veya uyandirmadan molekiiler sinyalizasyon sistemleri dahil olmak iizere normal hiicresel
aktiviteyi destekleme yetenegidir. Viicutta iskele implantasyonu {izerine ortadan
kaldirilmasi, en aza indirilmesi veya kontrol edilmesi gercken, istenmeyen etkilere
sitotoksisite, genotoksisite, immiinojenisite, mutajenisite, trombojenisite ve sisme Vb.
durumlar &rnek verilebilir. Ornegin, rejenerasyon oranini azaltabilecegi ve doku reddini

artirabilecegi igin iltihaplanmadan kaginilmalidir (Velasco vd., 2015).

Birbirine bagli gézenekler ve yiiksek gozeneklilik, hiicre baglanmasina, 3 boyutlu
doku yenilenmesine, hiicre biiyiimesine, g¢ogalmasina ve farklilasmasina, atiklarin
diflizyonunu ve yap1 iskelelerinin bozunma triinlerini kolaylastirmasina olanak tanir (Qu
vd., 2019). Gozenek boyutu, hiicrelerin go¢ etmesine izin verecek kadar biiyiik, ancak
hiicrelerin yapi iskelesine baglanmasina izin verecek kadar kii¢iik olmalidir (Chocholata vd.,

2019).

Ideal bir kemik iskelesinin mekanik 6zellikleri, konak¢1 kemigin &zellikleriyle
eslesmelidir ve uygun yiik transferi bu baglamda 6nemli bir parametredir. Kemigin mekanik
Ozellikleri siingerimsi kemikten kortikal kemige kadar genis Olgiide degiskenlik
gostermektedir. Kortikal kemigin Young modiilii 15 ila 20 GPa arasinda ve siingerimsi
kemigin modiilii 0,1 ila 2 GPa arasindadir. Basing dayanimi kortikal kemik i¢in 100 ile 200
MPa arasinda ve siingerimsi kemik i¢in 2 ile 20 MPa arasinda degismektedir. Mekanik
ozellikler ve geometrideki biiyiik ¢esitlilik, 'ideal bir kemik iskelesi' tasarlamay1 zorlastirir
(Maia vd., 2022).

Osteokondiiktivite, tiim ylizeylerinde hiicre dis1 martiks (HDM) olusumunun yani
sira kemik olusturan hiicrelerin ¢ogalmasina ve yapismasina izin vermesi gerektiginden,
iskelenin yiizeylerinde ve gdzeneklerinde osteogenezi tesvik etme kabiliyetini ifade eder.
Iskelenin osteokondiiktivitesi, iskelenin kimyasal bilesimi, yapisi, biyobozunurlugu,
biyouyumlulugu, hidrofilikligi, gozenekliligi ve mekanik Ozellikleri gibi ¢esitli
parametrelerle belirlenir. Ideal bir yap: iskelesi, anjiyogenezin yani sira osteogenez igin
gerekli olan besinlerin, atiklarin ve oksijenin diflizyonuna izin vermek i¢in ortalama 100 pm

gbzenek boyutuna sahip olmalidir.
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Osteoindiiksiyon, yapi iskelesinin progenitor hiicreleri iyilesme bolgesine toplama
ve biyomolekiiler sinyalleme yoluyla onlarin osteojenik farklilagsmasini destekleme yetenegi
olarak tanimlanabilir. iskelenin piiriizlii yiizeyinin ve nano 6lgekli yapilarinin, kok hiicrelerin
osteoblastlara osteojenik farklilasmasini destekledigi gozlemlenmistir. Oksijen kismi basinci
azaltilmis implantlarin, kan damarlarindaki perisitlerin kemik olusturan hiicrelere

farklilagsmasini tesvik ettigi de gozlenmistir (Abdelaziz vd., 2023).

Biyobozunur malzemeler, biyolojik olarak parcgalanabilirlikleri nedeniyle kemik
dokusu miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Greft bozulduk¢a, kemik dokusu
greftin i¢ kismima dogru bliylir ve bozunmanin irettigi kiiciik biyomolekiiller, kemik
dokusunun biiyiimesine uyum saglamak icin rejeneratif mikro ortami diizenleyebilir. Ayni
zamanda greftin mekanik 6zellikleri giderek azalir ve viicudun biyolojik stresi greftten yeni
kemik dokusuna gecer, bu da doku rejenerasyonunu uyarmaktadir. Bu nedenle, bozunabilir
biyomateryal, ikinci bir ameliyatin neden oldugu yaralanmay1 ve buna bagli ekonomik yiikii

onler (Wei vd., 2020).

1.8.Kemik Doku Miihendisliginde Biyomalzemeler

Biyomalzeme kavrami, "canli sistemlerin bilesenleri ile etkilesimlerini kontrol
ederek herhangi bir terap6tik veya teshis prosediiriiniin seyrini yonlendirmek i¢in kullanilan,
bir form almak tizere tasarlanmis bir madde" olarak tanimlanmistir. Biyomalzemelerdeki
yaklagimlar, hastalikli bir doku veya organin yapisal yoniinii degistirme ve fonksiyonel
biyolojiyi geri kazandirabilen rejeneratif siirecleri tetikleme/kullanma arzusuyla

yonlendirilir (W. Cui vd., 2022).

Dogal ve sentetik polimerlerden biyoseramiklere ve bunlarin kompozitlerine kadar degisen
farkli biyomalzemeler, kemik dokusunun 6zelliklerini olabildigince taklit etmek icin ¢esitli

teknikler kullanilarak iiretilmektedir (Maia vd., 2022).

Iskelelerin temel bilesenleri olan biyomalzemeler (biyomedikal malzemeler), kemik
doku mithendisliginde 6nemli rol oynamaktadir. Arkeolojik bulgular, insan veya hayvan
kemikleri ve disleri, mercanlar, kabuklar, tahta ve ¢esitli metaller (altin, glimiis ve amalgam)
gibi malzemelerin eksik insan kemikleri ve dislerinin yerine kullanildigin1 gostermistir.
Ornegin, eski zamanlarda Etriiskler, hasarli disleri dkiiz kemiklerinden elde edilen yapay
asilarla degistirmeyi Ogrendiler. 1960'larin  baslarinda, biyolojik kemik ikame

malzemelerinin sinirlamalari, “Biyomateryaller” adi verilen multidisipliner bir alanin ortaya
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¢ikmasina neden oldu. Biyomalzemeler, viicuttaki doku veya organlarin degerlendirilmesi,
tedavisi, biiylitiilmesi, onarimi1 veya degistirilmesi i¢in kullanilir. Eski alternatif malzemeler
cogunlukla biyoinerttir ancak malzemeyi ¢evreleyen dokularla daha az etkilesime girer ve
hatta insanlar igin toksiktir. ideal bir biyomateryal sitotoksik olmamali, basilabilir, biyolojik
olarak parcalanabilir, biyoaktif ve in vivo osteokondiiktif olmalidir. Iskelelerin cesitli
ihtiyaclar1 nedeniyle, miikemmel 6zelliklere sahip iki veya daha fazla malzemeden olusan
kompozit materyaller, kemik doku mithendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir (Qu vd.,
2019).

Son yiizyilda, cesitli biyomalzemeler cerrahi implantasyonda yaygin olarak
kullanilmigtir. Polimer malzemeler, parcalanabilirlik, biyouyumluluk ve islenebilirlik
kolaylig1 gibi iyi Ozelliklerinden dolayr doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sentetik ve dogal olmak tizere iki tiir polimer malzemeden bahsedilebilir.
Polimer malzemeler, molekiiler agirliklari, polidispersiteleri, kristallikleri, termal gecisleri
ve polimer iskele ozelliklerini giicli bir sekilde etkileyecek farkli bozunma hizlari
bakimindan farklilik gosterir. Ornegin, polimer hidrofobikligi ve kristallik yiizdesi hiicresel
fenotipi etkileyebilirken yiizey yiiklerindeki sapma hiicresel yayilmay: etkilemektedir.
Dolayisiyla bu 6zellikler, hiicresel aktivitelerdeki degisikliklerin nedeni olabilir (Sabir vd.,
2009).

1.9.Kemik Doku Miihendisligi icin Sentetik Polimerler

Cogu arastirma, ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan cihazlarda
halihazirda kullanilan polimerlere odaklanmig olsa da yeni polimerlerin biiyilik
kitapliklarinin hiicre fenotipi ilizerindeki etkisini dogrudan degerlendirmek icin yliksek

verimli tarama yaklasimlar1 da devam etmektedir (Stevens, 2008).

Dogal malzemelerle karsilastirildiginda, sentetik malzemeler belirlenmis kimyasal ve
fiziksel ozellikler icin tasarlanabilir ve 6zellestirilebilir olmalar1 sebebiyle bazi avantajlar
sunmaktadirlar. Bu 6zellikler, gerilme mukavemeti, esneklik ve bozunma orani dahil olmak
iizere yapi iskelelerinin kontrol edilebilir mekanik 6zelliklerine ve toksisite, immiinojeniklik
ve enfeksiyon risklerinin azaltilmasi gibi arzu edilen biyolojik sonuglarin uyarlanmasina
katkida bulunur. Bununla birlikte, sentetik malzemeler, biyouyumluluk, osteoindiiktivite ve
osteokondiiktivite gibi biyoaktif 6zelliklerden yoksundur ve kullanimdan 6nce daha fazla

modifikasyon gerektirir (Cheng vd., 2016).
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Yaygin olarak kullanilan baz1 sentetik polimerler ve 6zellikleri Tablo 4°de verilmistir

(Ghassemi vd., 2018).

Tablo 4
Kemik doku miihendisliginde kullanilan bazi sentetik polimerlerin 6zellikleri (Ghassemi vd.,
2018)
isim Mekanik | Avantajlar Uygulamalar Toksisite
Ozellikler
Polilaktik +++ biyouyumlu Kemik dokusu miihendisligi | toksik degil
it (PLA
asit ( ) biyolojik olarak parcalanabilir siniisler ve burun boslugu enflamatuar degil
|
hiicre yapigmasini destekler dolgusu FDA onayli
Poli glikolik +++ biyouyumlu kemik doku miihendisligi toksik degil
asit (PGA) . " . -
biyolojik olarak pargalanabilir enflamatuar degil
hiicre yapismasin destekler FDA onayl
Poli (laktik- + biyolojik olarak parcalanabilir kemik doku miihendisligi immiinojenite
ko-glikolik il destekl sergiler ve patojenik
asit) F yapismgiigiiestekier safsizliklar igerir
(PLGA) FDA onayl
Polietilen + biyouyumlu kemik rejenerasyonu oksik degildir
likol
?PIEG) hiicreleri yapi iskelelerine eczacilik FDA onaylidir
yonlendirme . .
tip-biyoloji
viicutta ozmotik etkiler . .
endiistriyel kimya
siniisler ve burun boslugu
dolgusu
Poli €- ++ biyolojik olarak pargalanabilir kemik doku miihendisligi toksisite eksikligi
kaprolakton
(PCL) FDA onayl
Polivinil +++ biyolojik olarak parcalanmaz kalic1 implantlar oral tilketimde ¢ok
Ikol (PVA toksik etki
alkol ( ) organik ¢oziiciilere kars1 yiiksek az foksikcetid
direng
Polipropilen ++ biyouyumlu biyomedikal miihendisligi toksik degildir
fumarat . . :
(PPF) uygun fiziksel 6zellikler ve ortopedik uygulamalar FDA onaylidir
bozunma hizi
poliakrilik + biyolojik olarak par¢alanmaz kalic1 implantlar Belirgin olmayan
asit (PAA) sitotoksik etki
FDA onayli
Poliiiretan + degisken pargalanabilirlik doku miihendisliginde
PUR &P . A k §l k
(PUR&PU) enjekte edilebilirlik yumusak ve saglam doku -
kemik ¢imentosu
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1.10. Kemik Doku Miihendisligi icin Dogal Polimerler

Biyopolimerler, bitkisel veya hayvansal kaynaklardan elde edilebilmekle birlikte
bakteriyal veya ekolojik kaynaklardan da elde edilebilen ve biyolojik olarak parcalanabilen
polimerlerdir (Pramanik vd., 2022). Hiicre dis1 matris ile biyobozunurluk ve yapisal
benzerlik, dogal polimerleri kemik rejenerasyonu i¢in uygun bir aday yapmaktadir. Dogal
polimerlerin ana avantaji, kimyasal yapilarinin biyolojik olarak taninmasi nedeniyle ytiksek
derecede iskele-doku uyumlulugudur (Ozdil & Aydin, 2014). Hiicre adezyonu, hiicre
hareketliligi ve hiicre boliinmesi temel olarak hiicre dis1 matris yapisina baglidir ve dogal
polimerler, dokularin dogal &zelliklerini in vitro veya in vivo olarak olgiilii bir sekilde
ozetlemek igin 6nemli bir baslangic noktasi olarak yardimei olmaktadirlar (Pramanik vd.,
2022).

Son zamanlarda, dogal polimer bazli kompozitler, kemik doku miithendisligi uygulamalari
icin sentetik polimer kompozitlerden daha fazla ilgi gormektedir. Bunun nedeni genellikle
dogal polimerlerin biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir davranislaridir
(Biswal, 2019). Dogal polimerler genellikle oldukc¢a organize yapilara sahiptir ve hiicre
reseptorlerine baglanmak i¢in gerekli olan, ligand adi verilen hiicre dis1 bir madde igerebilir.
Kemik dokusu mithendisligindeki uygulamalari i¢in ¢esitli dogal polimerler rapor edilmistir.
Dogal polimerik malzemeler, polisakkaritleri veya proteinleri ve lignoseliilozlar gibi gesitli
biyolifleri igeren biyopolimerlerdir (Swetha vd., 2010). Dogal polimerler i¢erisinden protein
ve polisakkaritler, hiicre yapismasini ve fonksiyonlarimi desteklemek i¢cin HDM ile olan
benzerlikleri sebebiyle kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan baglica dogal

tiirevli ve biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerdir (Shi vd., 2016).

Dogal kaynakli pargalanabilir polimer hidrojeller ve bunlarin tiirevleri, hiicreleri
kapstillemek, hiicre g¢ogalmasini ve doku yenilenmesini desteklemek i¢in basariyla
kullanilmistir. Kisacas1 dogal polimerler, HDM yapilarina benzemeleri, toksik olmamalar1
ve enflamatuar veya imminolojik reaksiyonlari uyarmamalari agisindan avantajlar
sunmaktadir. Ayrica, bu polimer yapi iskeleleri viicut igerisinde bozunabilir ve metabolizma

slireci yoluyla viicut tarafindan emilebilir (W. Zhao vd., 2013).
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Tablo 5

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan bazi dogal polimerlerin uygulamalari,

avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Guo vd., 2021)

Polimer Avantaj Dezavantaj Formiilasyon
Kitosan Biyouyumluluk, biyobozunurluk, | Diisiik stabilite, zay1f Kompozit yapi
antimikrobiyal aktivite, mekanik dayanim iskeleleri,
immiinojeniklik yok hidrojeller,
stinger, mikro-
nanosfer
Kollajen Biyouyumluluk, biyobozunurluk, | Zayif sertlik, Iskeleler
hidrofiliklik, yiiksek gozeneklilik, diisii o
o . . stk antijenite
diger polimerlerle birlesme
kolaylig1
Jelatin Biyouyumluluk, biyobozunurluk, | Diisiik mekanik 6zellikler, | Hidrojeller,
jellesme yetenegi hizli bozunma orani mikro-
nanosfer
Seliiloz Biyouyumluluk, biyobozunurluk, | Disiik hiicre baglama Kompozit
yiiksek mekanik dayanim ozellikleri iskeleler
aljinat Biyouyumluluk, biyobozunurluk, | Diisiik mekanik 6zellikler | Hidrojeller,
jellesme yetenegi mikro-
nanosfer
Nisasta Biyouyumluluk, biyobozunurluk | Diisiik yiizey alani, Kompozit
kirilgan iskeleler
1.11. Keratin

Keratin, kiikiirt amino asitleri i¢eren lif proteinleri grubundan bir polimerdir. Keratinin
molekiiler zincirleri, disiilfit baglar1 yoluyla giiclii enine baglar olusturur ve fibréz yapida
uygun mekanik ozellikler saglar. Ayrica keratinin dogal biyouyumluluk, biyobozunurluk,
uygun fiziksel ve mekanik 6zellikler, dogal bolluk, antimikrobiyal 6zellikler ve hiicresel
uyumluluk gibi avantajlar1 doku miihendisligi uygulamalarinda g¢ekiciliklerini artirmaktadir
(Naderi vd., 2020).

Keratin, sag¢, boynuz, tiiy, yiin ve tirnak gibi hiicre iskeleti ve epidermal yapilarin
biiyiik kismini olusturan ara filamentler ile birlesen, sistein agisindan zengin bir fibroz
proteindir. Bu biyopolimerler, o6zellikleri ve yapilar1 bakimindan genis farkliliklar

gostermekle birlikte kiikiirt miktarina gore sert ve yumusak keratinler olarak
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simiflandirilabilirler. Keratin {izerine 1940 ve 1970 yillar1 arasinda yapilan arastirmalar,
biyomalzemelerin temellerine yonelik yeni bir yaklagim sunmustur. Birgok keratin sinifi ve
alt sinifinin gesitli 6zellikleri farkli bilimsel ¢alismalar kapsaminda incelenmistir (Feroz vd.,

2020).

Keratin, polipeptit sinifindan bir proteindir ve hem polar olmayan hem de polar
asitlerin intra ve inter molekiiler baglartyla birlikte distilfidsistein amino asidinin molekiiller
aras1 baglantisina sahip bir dizi amino asitten olusmaktadir. Keratin, biyolojik 6zellikleri ve
amino asitlerin ¢ok islevli yapis1 nedeniyle hiicre yapismasini ve c¢ogalmasini

kolaylastirabilir (Biswal, 2019).

Keratin, omurgalilarin belirli epitel hiicrelerinde bulunan en 6nemli yapisal ara
filament proteinlerden biridir. Keratin proteinleri, uzun polipeptit zincirleri ve capraz
baglanan liflerle oriiliidiir. Polipeptit zincirleri, keratinin temel makromolekiiler yapisini
olusturur. Keratinler saglam, oldukc¢a kararli ve organik ¢oziiciilerin ¢ogunda ¢éziinmeyen
bir yapiya sahiptir. Ayrica proteolitik enzimler tarafindan enzimatik bozunmaya karsi
direnglidirler. Keratindeki yiiksek sistein i¢erigi, mekanik ve kimyasal direng saglamaktadir.
Keratin proteini ayrica yiiksek bir termal dirence sahiptir ve 100 °C'den daha yiiksek bir

sicaklikta denatiire olabilmektedir (Chilakamarry vd., 2021).

Molekiil i¢i ve molekiiller arasi disiilfid, hidrofobik, hidrojen ve iyonik baglarin
varhigi, keratine miikemmel gerilme Ozellikleri tokluk, ¢6ziinmezlik, enzimatik
parcalanmaya karsi direng ve yiiksek stabilite verir. Kollajenden farkli olarak keratin, yiiksek
denatiirasyon sicakligi nedeniyle 1sil isleme direnclidir, suya toleranslidir ve daha az

kirllgandir (Ranjit vd., 2022).

Yiiniin lifi yapist son derece karmasiktir ve yaklasik %82 oraninda sistein acgisindan
zengin keratindz proteinler, yaklasik %17 oraninda hiicre zarinda yer alan sistein agisindan
fakir keratindz olmayan proteinler, yaklagik %1 oraninda mumsu lipidler ve az miktarda
polisakaritten olusmaktadir. Genel olarak yiin ve insan sag1 birgok benzer 6zellige sahiptir.
Kiitikdiliin {ist tiste binen diiz kiitikiil hiicreleri, ig seklindeki kortikal hiicrelerin olusturdugu
korteksi ¢evreler. Bununla birlikte, ylin insan sagindan 6nemli 6l¢iide daha kiigiik bir ¢capa
sahiptir (20 pm'ye kars1 80 pm) . Sag ve yiine 6zgii keratinlerin izoelektrik noktasi (pI) 4,7—
5,4'tiir (Rajabi vd., 2020).
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Sekil 5. Yiin keratininin yapisi
(Rajabi vd., 2020)

Keratin proteinleri, kendiliginden bir araya gelme ve gozenekli, lifli iskeleler halinde
polimerlesme konusunda igsel bir yetenege sahiptir. Keratin soliisyonlarinin kendiliginden
birlesmesi, hem mikro 6l¢ekte hem de makro lgekte gergeklesebilir. Ek olarak, yiin ve insan
sacindan elde edilen keratin biyomalzemelerinin, losin-aspartik asit-valin (LDV) ve
glutamik asit-aspartik asit-serin (EDS) gibi hiicre baglama motiflerine sahip oldugu rapor
edilmistir. Bu 6zellikler hiicresel sizmaya, baglanmaya ve ¢ogalmaya izin veren uygun bir
ii¢ boyutlu matris olusumuna katki saglar. Diger ara filamentler gibi, keratinlerin de hiicresel
davranisa aracilik eden bazi diizenleyici islevlere katildigina inanilmaktadir. Bu nedenle,
rejenere keratin biyomalzemeleri igerisindeki biyolojik aktivitenin korunmasi, gesitli doku
miihendisligi uygulamalarinda spesifik biyolojik fonksiyonlarin kontrolii i¢in avantajli

olabilir (Rouse & Van Dyke, 2010).

Keratin, birincil yap1 seviyesinde 19 amino asidin kopolimerizasyonu ile olusturulur.
Ikincil yapi seviyesinde ise iki farkli yapidan séz edilebilir: a-heliks (Sekil 6a) ve B-tabaka
(Sekil 6b); a-heliks yapist uygun esneklige sahiptir ve B-tabaka yapisi yiliksek gerilme
mukavemetine sahiptir. Keratin, a-sarmal ve f-tabaka yapisini igermesi nedeniyle giiglii
tokluga ve mekanik dayanima sahiptir. Ugiinciil yap1 diizeyinde, keratin molekiillerinin a-

heliks yapisi, peptit zincirleri igerisinde hidrojen baglar igerirken B-tabaka yapisi, peptit
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zincirleri arasinda hidrojen baglar1 igermektedir. Keratin makromolekiillerinin ana zincirleri
esas olarak disiilfit baglarinin ve hidrojen baglarinin etkisiyle birlesir, bdylece peptit
zincirleri ¢apraz baglanir ve yogun bir ti¢ boyutlu ag yapisi olusur. Bu sayede keratinin suda

¢ozlinmeyen ve belirli bir stabiliteye sahip yapisi olugsmaktadir (Yan vd., 2022).
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Sekil 6. Keratinin (a) a-heliks ve (b) B-tabaka yapisi
(Yan vd., 2022)

1.12. ipek Fibroini

Ipekbocegi ipegi, parlaklik, hafiflik, esneklik ve giiclii mekanik mukavemet gibi
olaganiistii fiziksel 6zelliklerinden dolay1 geleneksel tekstil endiistrisinde 4000 y1l1 agkin bir
siiredir ticarilestirilmistir. Ayrica ipek, FDA tarafindan siitiirlerde kullanim i¢in
onaylanmistir ve yaklasik olarak son 20 yildir biyomedikal uygulamalarda kullaniimaktadir
(Sun vd., 2021).

Son arastirmalarda, ipekbdcegi ipeginin yapi iskeleleri i¢in potansiyel olarak mevcut
materyallerin bir¢ok sinirlamasinin iistesinden gelebilecek olasiliklari tizerinde durulmustur.
Ipek fibroini, biyouyumluluk, ayarlanabilir biyobozunma, minimum immiinojenisite, gesitli
formatlara uyarlanabilirlik, miikemmel mekanik dayanim, kolay erisilebilirlik, maliyet
etkinligi ve cevre dostu isleme teknikleri gibi 6zellikleri sayesinde doku miihendisliginde
kullanilmak iizere potansiyel sunmaktadir. SF aynm1 zamanda farklilasma, ¢ogalma ve

baglanma gibi hiicresel davraniglart sinerjistik olarak tesvik edebilen SF-bazli kompozit
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iskeleler olusturmak i¢in diger polimerlerle birlestirilebilir ve SF-bazli biyomateryalleri

cesitli materyal formatlarinda imal etmek miimkiindiir (G. Li & Sun, 2022).
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Sekil 7. Ipek fibroininin (a) farkli materyal formlarinda kullanim1 ve (b) farkli uygulama
alanlari

(G. Li & Sun, 2022)

R

{ic boyutlu yapi nanoparcacik

Biyotip icin islevsellik, arastirma odaklarindan biri haline gelmistir. Son yillarda
yapilan ¢alismalar, SF'nin hiicre adezyonunu, ila¢g yiikleme kapasitesini ve
osteoindiiktivitesini arastirmay1 amacglamaktadir. Lifli yapi, SF'nin tipik 6zelligidir. Farkli
gozeneklilik ve lif kalinligina sahip SF-bazli yapi iskeleleri, makrofajlarin ve T hiicrelerinin
bagisiklik aktivasyonunda degisiklikler meydana getirebilir ve dolayisiyla inflamatuar
yanitin farkli ipek fibroin mimarileri araciligiyla diizenlenebilecegi soylenebilir (Fan vd.,
2022).

Dogal ipek lifi, bir serisin tabakasiyla kapli iki fibroin ¢ekirdeginden olusur. Dogada
serisin, kozanin yapisini korumaya yardimci olmay1 amaglayan bir yapistirict gibi davranir.
Ote yandan, ipegin bir biyomateryal olarak kullanimi degerlendirildiginde, implantasyonun
ardindan viicut igerisinde ters bir bagisiklik tepkisine neden olabilecek serisin proteininin
yapidan uzaklastirilmast Onem arz etmektedir. Sakizli serisin proteini, ipekbdcegi
kozalarmin tuzlu suda kaynatilmasi islemiyle kolayca uzaklastirilabilmektedir (Sell vd.,
2010).

Ipege karsi alerjik reaksiyonlarmn, ilk olarak onun biyomedikal uygulamalardan

dislanmasiyla sonuglanan serisine atfedildigi bildirilmistir. Bununla birlikte, son yillarda
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sadece serisin biyouyumlu bir materyal olarak kabul edildiginden, bu reaksiyonlara serisin
ve fibroin kombinasyonunun neden oldugu diisiiniilmektedir. Fibroini kaplayan yapiskan
benzeri protein serisin, gam giderme olarak da bilinen kozalarin termokimyasal bir islemiyle

yapidan uzaklastirilabilir (Melke vd., 2016).

SF, kiigiik hidrofilik gruplar tarafindan kesintiye ugrayan, hacimli, tekrarlayan
modiiler hidrofobik alanlara sahip ve biiyiik molekiiler agirliga (200-350 kDa veya daha
fazla) sahip bir proteindir. B. mori'nin ipek lifi, bir disiilfit bagi ile birbirine baglanmis bir
agir (A) ve bir hafif (H) zincirden olusur. A zincirlerinin hidrofobik alanlar1 Gly-X (X, Ala,
Ser, Thr, Val'dir) tekrarlari icerir ve anti-paralel B-tabakalar1 olusturabilir. H-zinciri dogas1
geregi hidrofiliktir ve nispeten elastiktir (Kundu vd., 2013). Yapidaki yiiksek glisin
iceriginin, 6rnegin potasyum fosfat veya metanol islemi ile indiiklenebilen son derece kararli
B-yaprakli nanokristaller halinde siki bir paketlemeye izin verdigi sdylenebilir (Melke vd.,
2016).

Ipegin arastirmacilari cezbeden mekanik oOzellikleri ile ilgili olarak, kopma
mukavemeti, modiilii ve uzamanin uygun dengesi, esneklik ve sertlikle sonuglanmaktadir.
Ipegin mukavemet-yogunluk orani celikten on kat daha fazladir. Bu iistiin mekanik 6zellikler
g6z Oniine alindiginda, ipek lifinin yiiksek ¢cekme mukavemeti siitiir i¢in uygunken, esnekligi
ise yiik tasiyict iskele hazirlamak igin uygundur. Ipek fibroininin bu 6zellikleri, farkli

formlarda SF bazli materyaller tasarlarken genis segenekler sunabililir (Ma vd., 2018).
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Roche C. de Guzman ve arkadaslar1 FDA onayli, kollajen temelli, klinikte kemik
doku rejenerasyonunu hizlandirmak i¢in kullanilan Infuse adli biyomateryalin
dezavantajlarindan bahsetmis ve onun yerine kullanilabilecek bir keratoz biyomalzeme
onermislerdir. Infuse ile karsilastirildiginda keratoz biyomateryallerin kemik morfogenetik
proteini (BMP-2) salinimini daha kontrollii sekilde gergeklestirdigi ve bunun nedeninin
malzemelerin bozunma mekanizmasiyla ilgili oldugunu gostermislerdir. BMP-2 ile modifiye
edilmis keratoz iskeleleri sican femurlarinda olusturulan defektlerin yerine yerlestirdikten
sonra kemik doku rejenerasyonunu kontrollii bir sekilde incelemislerdir. Yapilan analizler
sonucu elde edilen verilere gore keratoz yapi iskelesinin direkt olarak doku rejenerasyonunu
indiikleme 6zelligini goremeseler de implante edildikleri bolgede yag dokusu olusumunu
engelleyerek rejenerasyonu hizlandirdiklari ve Infuse yerine kullanilabilecek bir

biyomateryal oldugunu gostermislerdir (de Guzman vd., 2013).

George J. Dias ve arkadaslar1 yogun gozenekli, hidroksiapatit (HA) igerikli, keratin
iskele (KP) ve yogun hidroksiapatit igerikli keratin iskele (KS) ile ticari olarak bulunabilen
polilaktik asit hidroksiapatit kompozit iskelenin (PLA-HA) kemik doku rejenerasyonlarina
etkilerini karsilastirmiglardir. Elde edilen keratin temelli kompozit yapi iskelelerini
koyunlarin uzun kemiklerinde denemisler, doku rejenerasyonunu belli zaman araliklarinda
incelemigler, rejenere dokunun histolojik ve mekanik 6zelliklerini analiz etmislerdir. Elde
edilen sonuglara gore PLA-HA iskelenin 18 aydan daha uzun siire bozunma davranisi
gostermeyip doku rejenerasyonuna yardimci oldugu dogrulanmistir. Karsilagtirilan ii¢
kompozit yapr iskelesinin de inflamasyona veya enfeksiyona sebep olmadigim
gostermislerdir. Bununla birlikte KS iskelenin hizli bir bozunma gergeklestirmesi ve 8
haftadan sonra rejenerasyonu yavaslatmasi nedeniyle yeterli etkinlikte olmadigini
gostermislerdir. Ancak KP iskelenin karsilastirilan diger iki malzemeye gore tistiin 6zellikler
gosterdigini vurgulamislardir. Implantasyondan 18 hafta sonra defekt bdlgesinin tamamen
rejenere oldugunu ve orijinal kemige yakin mekanik 6zellikler sundugunu goézlemlemislerdir

(Dias vd., 2010).

Xinxin Zhao ve arkadaslar1 elektrospinning yontemi kullanarak CaP kapli,

polikaprolakton (PCL) igerikli ve ¢apraz baglanmis bir yap1 iskelesi imal etmislerdir. Bu

27



iskelenin imalat1 i¢in 6ncelikle PCL ve keratini karistirarak kompozit olusturmus ardindan
da ¢oziniirligl gidermek i¢in ¢apraz baglama islemi gergeklestirilmistir. Elektrospinning
islemi ile tiretilen bu iskelede, CaP kaplamasi sayesinde mekanik mukavemeti daha yiiksek
iskeleler elde etmis ve mineralizasyon oranini artirdigim gozlemlenmistir. Iskelelere CaP
kaplamasi yapmadan Once yiizey kaplamasmin indiiklenmesi amaciyla HA eklenmistir.
Daha sonra morfolojik, mekanik ve histolojik analizler yapilmis ve optimizasyonu
gerceklestirilen bu iskelenin artan mekanik 6zellikleri ve biyouyumlulugu gibi 6zelliklerinin
yani sira insan mezenkimal kok hiicrelerinin proliferasyon hizini artirdigi da gézlemlenmistir

(X. Zhao vd., 2015).

Shinichi Hamasaki ve arkadaglar1 partikiil siizme ve liyofilizasyon yontemlerini
birlestirerek keratin temelli esnek ve yliksek gozenekli yapr iskeleleri gelistirmek icin yeni
bir yaklasim sunmuslardir. Oncelikle indirgenmis keratin soliisyonunu elde edip daha sonra
yine kendi elde ettikleri ve kuruttuklar1 kalsiyum aljiant tanecikleriyle elde edilen keratin
solisyonunu karistirmislar. Elde edilen bu karisimi liyofilize ettikten sonra iki asamada
yikama gerceklestirmisler. Ilk asamada EDTA igerisinde kalsiyum aljinat taneciklerinin
yapidan uzaklastirilmasi saglanip daha sonra saf suda iyice ytkanmistir. i¢erisinde bulunan
kalsiyum aljinat tanecikleri ve su elemine edildikten sonra elde edilen keratin siinger, sadece
keratin soliisyonunun liyofilizasyonuyla elde edilen keratin siingerle karsilagtirilmistir. Bu
karsilastirmaya gore, birlestirilmis yontemle elde edilen siingerin sadece keratin siingere
gore son derece esnek bir yapiya ve oldukga yiiksek gozeneklilige sahip oldugu goriilmiistiir

(Hamasaki vd., 2008).

Sandleen Feroz ve arkadasi alveolar kemik rejenerasyonu i¢in koyun yiinii keratini
temelli ve dondurarak kurutma teknigiyle elde edilmis iskelelerin {iretimini sunmuslardir.
Gelistirilen bu iskelede inorganik bilesen olarak hidroksiapatit kullanilmasiyla birlikte
capraz baglama i¢in hidroksipropil metilseliiloz (HPMC) kullanilmistir. Capraz baglama i¢in
kullanilan HPMC nin hiicreler igin toksik bir etkiye sahip olmadig: bilinmektedir. Caligma
kapsaminda gelistirilen iskelenin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklerini farkli analiz
yontemleriyle incelenmistir. Gelistirilen iskelenin yapisinin oldukga stabil oldugu rapor
edilmistir. Bununla birlikte, yapilan in vitro biyouyumluluk testi ile iskelenin sitouyumlu
oldugu gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, yapisal benzerlik ve biyouyumluluk
acisindan yiiksek potansiyel gosteren bu iskelenin alveolar kemik yenilenmesi i¢in ideal bir

biyomalzeme olabilecegi vurgulanmistir (Feroz & Dias, 2021).
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Dias ve arkadaslar1 gozenekli keratin kemik greftlerinin immiinojenitesinin
gbzlemlenmesi i¢in koyun modelinde inceleme yapmuslardir. Calismada kullanilacak olan
on iki koyundan kan ve kemik 6rnekleri alinmistir. Yeniden yapilandirilmis keratinden elde
edilen sert doku iskeleleri, koyunlarin tibial kemiklerinde cerrahi olarak olusturulan defekt
bolgelerine yerlestirilmistir. Lokal kemik dokusunda inflamatuar isaretleyicinin mRNA’sin1
saptamak i¢in ve serumdaki antikeratin antikorlarmi saptamak igin c¢esitli yontemler
kullanmiglardir. 1,2,4,6,8 ve 12. haftalarda her hafta iki hayvan incelenmistir. Biitiin bu
incelemeler sonucu ne serumdaki antikeratin antikorlarinda ne de inflamatuar isaretleyici
mRNA’sinda herhangi bir artis goézlemlenmemistir. Bu sonuglara dayanarak modifiye
edilmis keratin yap1 iskelelerinin bir timmiin tepkiye neden olmadigini gostererek

yapilabilecek olan ¢aligmalara 151k tutmuslardir (Dias vd., 2020).

Trang Vu ve arkadaslar1 dogal ipek kozasi fibroinleri ve koyun yiinii keratinlerinden
protein polimerleri kullanilarak biyouyumlu hidrojellerin iiretimini sunmuslardir. iki grup
numune iizerine yaptiklar1 ¢aligmada, birinci grupta hizli ve homojen bir jellesme igin
ultrasonikasyon kullanirken ikinci grupta keratin/ipek fibroini karigimlarinin  oda
sicakliginda birkag giin bekletilmesiyle dogal olarak jellesmis soliisyonlar elde edilmistir.
Ipek/yiin karisimli ¢ozeltilerin, yiin igerigi birinci grup icin (ultrasonikasyon) agirlikca yiizde
30'dan ve ikinci grup i¢in (dogal jel) agirlikca ylizde 10'dan az oldugunda, miikemmel
sekilde birbirine bagl jel yapisiyla farkli karisim oranlarinda hidrojeller olusturabildigini
rapor etmislerdir. Fibroin/keratin hidrojel sisteminin homojenliklerinin, ikincil yapilarinin
ve Orneklerin karakteristik morfolojilerinin (hem mikro hem nano 6lgekte) incelenmesi igin
diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), sicaklik modiilasyonlu DSC (TMDSC), Fourier
dontistimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) yontemleri kullanilmistir. Sistem her iki numune grubu i¢in daha
fazla ipek igcerdiginden, molekiiller aras1 B-yaprak igeriklerinin 6nemli dl¢iide arttig1, bunun
da harmanlanmis hidrojel yapilarinda kararli kristal capraz baglayicilar ile sonuglandig:
goriilmistiir. SEM ve AFM verileri, ultrasonik dalgalarin ¢apraz baglayici olusumunu
onemli Olclide artirabildigini ve harmanlanmis sistemlerde ipek ve keratin molekiilleri
arasindaki faz ayrimini onleyebildigini gostermistir. Kimyasal olmayan bir sekilde ¢apraz
baglar olusturabilen bu ipek/yiin hidrojellerinin, protein molekiillerinin iyi biyouyumlulugu
ve hidrojel sistemlerinin ¢esitli 6zellikleri sayesinde ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in

ekonomik olarak faydali olabilecegi sonucuna varilmistir (Vu vd., 2016).

29



Andreia Vasconcelos ve arkadaslari tarafindan, yiin ve ipek kompozit filmlerin
hazirlanmasi i¢in iki farkli sistem Onerilmistir. Birinci sistem, ipek fibroin ve keratin sulu
cozeltilerinden elde edilen kompozit filmleri temsil ederken, ikinci sistem formik asit
igerisinde ¢ozdiirilmiis ipek fibroini ve keratinden elde edilen filmleri temsil etmektedir.
FTIR sonuglari ile, formik asidin SF kristallesmesini indiikleme ve keratin {lizerindeki f-
tabaka yapilarinin miktarini artirma kabiliyeti gosterdigi kanitlanmistir. Karigimlarin termal
davraniglarinin incelenmesiyle, FTIR sonuglarinin dogrulugu desteklenmistir. Her iki
SF/keratin sisteminin FTIR analizinden ve DSC egrilerinden elde edilen farkli
parametrelerin dogrusal olmayan egilimi, proteinler karistirildiginda katki maddelerinin
kurallarina uymadiklarini ancak molekiiller aras1 etkilesimler kurabildiklerini gostermistir.
Tripsin ile in vitro enzimatik bozunma davraniglarinin incelenmesi sonucu, sulu
cozeltilerden elde edilen SF/keratin filmler, formik asit igerisinde hazirlanan filmlerden daha
yavas bir biyolojik bozunmaya sergiledigi gézlemlenmistir. Bu ¢alisma, doku miihendisligi
yap1 iskeleleri veya kontrollii salimli ila¢ dagitim araglari olarak uygulanmak iizere sunulan

matris tiirlerinin daha fazla arastirilmasini tesvik etmektedir (VVasconcelos vd., 2008).

Yankuan Tian ve arkadaslari kikirdak doku miihendisligi i¢in mimik yap1 ve isleve
sahip gozenekli Bombyx mori ipek fibroin (SF)/yiin keratin (WK) kompozit yapi iskelesi i¢in
bir yaklagim sunmuslardir. Uygun bir konsantrasyon ve kiitle oraninda SF/WK'den yapilan
gozenekli kompozit iskele, dondurarak kurutma teknigi kullanilarak hazirlanmstir.
Sonuglar, kompozit yap1 iskelelerinin suda ¢6ziinmez oldugunu gostermis; iyi mekanik
ozelliklere, %80'in lizerinde gozeneklilige ve 200 um'nin {izerinde gbézenek boyutuna sahip
oldugu rapor edilmistir. Kompozit iskelenin saf SF iskelelerinden daha biiyiik gozenek
boyutu ve daha iyi baglanabilirligi, WK ilavesisinin yapisal dzelliklere katkida bulundugunu
gostermistir. WK'nin termal stabilitesi ve sulu ortamda sigsme 6zelligi gostermesi, kompozit
yap1 iskelelerinin termal ve mekanik Ozelliklerini iyilestirmeye katkida bulunmustur.
Laboratuvar ortaminda gerceklestirilen sitotoksisite degerlendirmeleri, hiicrelere karsi
herhangi bir toksisite olmadigini dogrular nitelikte iyi bir bitylime durumuna sahip hiicrelerin
varligmi gostermistir. [n vivo biyouyumluluk degerlendirmelerinin sonuglari, siganlarin
implantasyon bolgesindeki dokularinda neredeyse hi¢ inflamatuar yanita rastlanmadigin
gostermistir. Gozenekli SF/WK kompozit yap1 iskelesinin gelistirilmesinin, kikirdak doku
miithendisliginde kullanilmak {izere bir potansiyel sergileyebilecegi rapor edilmistir (Tian
vd., 2021a).
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Matine Atrian ve arkadaslar1 keratinin zwitteriyonik ozelliklerine gore, bir keratin
kaplama kullanarak antibakteriyel ve biyoaktivite Ozelliklerine sahip kilavuzlu kemik
rejenerasyonu (GBR) zar1 gelistirmeyi hedeflemislerdir. Bu ¢alismada, GBR membranlari
olarak elektrospun ipek fibroin (SF)-Laponit (LAP) lifli membranlar gelistirilmis ve koyun
yiiniinden ekstrakte edilen keratin iizerine elektrosprey uygulanmistir. Sonugclar, basit bir
elektrosprey islemi kullanarak SF-LAP lifli membranlar iizerinde homojen yiin keratin
kaplamanin basarili bir sekilde gergeklestirildigini gostermistir. Yiin keratin kaplama, SF-
LAP membranin uzamasini ve hidrofilikligini 6nemli Olgiide artirirken, mekanik
mukavemetini negatif yonde etkilemistir. Keratin kaplama, amino asitlerin karboksil
gruplart sayesinde SF-LAP membranlarinin biyoaktivitesini ve bozunma oranini 6nemli
olciide iyilestirmistir. Son olarak, yiin keratin kaplamanin esit pozitif (NH*) ve negatif
(COO) yiiklerinden kaynaklanan zitteriyonik 6zelligi, SF-LAP membraninin antibakteriyel
aktivitesini onemli Olclide iyilestirmistir. Genel olarak, onemli mekanik ve biyolojik
ozelliklere sahip oldugu gozlemlenen keratin kapli SF-LAP lifli membranlarin, GBR

membranlari igin potansiyele sahip olabilecegi vurgulanmistir (Atrian vd., 2022).

Cal ve arkadaslar1 kemik doku rejenerasyonlari i¢in kullanilmak {iizere sol-jel
reaksiyonlar1 yardimiyla bor ve silisyum iceren kolajen/sag¢ keratini kriyojellerinin {iretimi
icin yenilik¢i bir yaklasim sundular. Bu yaklasimda, kolajen ve sa¢ keratini, silika dnciisii
olarak tetraetil ortosilikat kullanilarak bir B-Si ag1 ile birlestirilmistir. Elde edilen kriyojeller
FT-IR, kat1 hal NMR, XRD, TGA, gozeneklilik ve sisme testleri, BET-BJH analizleri,
frekans taramasi ve sicakliga bagli reoloji, temas agis1 analizi, mikromekanik testler ve enerji
dagilimli X-1g1m1 analizi ile SEM yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir. Ek olarak,
kriyojellerin hiicre canliligi ve osteojenik 0Ozellikleri MTS testi, canli/6lii tahlili,
immiino/histokimya ve kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizleri ile
degerlendirilmistir. Iyi mekanik dayamkliliga ve osteoindiiktif 6zelliklere sahip B-Si-agl
Col-HK kriyojellerinin potansiyel kemik olusturma kabiliyetine sahip olacagi sonucuna

varimistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez galigmasinda kemik dolgu malzemesi olarak gelistirilen iskelelerin iiretiminde

keratin ve ipek fibroini dogal polimerleri kullanilmistir.

Keratin ekstraksiyonunda kaynak olarak kullanilan koyun yiinleri Canakkale’ de
bulunan yerel bir c¢iftlikten temin edilmistir. Koyun yiinleri satin alinirken 6nceden
temizlenmis olmasina dikkat edilmis bu nedenle keratin ekstraksiyonu agsamasinda 6n isleme

tabi tutulmadan kullanilmistir.

Deneysel stireclerde kullanilan bir diger polimer olan ipek fibroini ekstraksiyonu i¢in
kullanilan Bombyx mori ham ipek kozalar1 Bursa ilinde bulunan Koza Han’dan temin

edilmisgtir.

Tez galismasinin deneysel siirecinde kullanilan kimyasallar ve reaktifler Merck
firmasindan tedarik edilmistir. Deneylerde ve analizlerde kullanilan cihazlarin marka ve

model bilgileri isimlerinin gectigi ilgili boliimlerde belirtilmistir.

3.2. Yontem

Bu tez galismasinda koyun yiinlerinden keratin ve ham Bombyx mori ipek
kozalarindan ipek fibroini ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Keratin ekstraksiyonu igin
CAL 2021’in tezinde agiklanan optimize siilfitoliz reaksiyonu kullanilmistir. Suda
¢oziinebilen koyun yiinii keratini ve yaklagik 1-2 ay kadar stabil kalabilen sulu ¢ozelti
formunda saklanan ipek fibroini ekstraktlarinin biyokimyasal analizleri ger¢eklestirilmistir.
Koyun yiinii keratinlerinin Lowry protein tayini ve serbest siilfidril gruplar tayini analizleri
ve ayrica ipek fibroini proteinlerinin SDS-PAGE analizi ilgili tez kapsaminda
gerceklestirilmistir. Belli optimizasyon asamalar1 sonucu gelistirilen keratin macun ve
keratin macun/ipek fibroini kompozit iskeleleri dondurarak kurutma yontemiyle
hazirlanmistir. Uretilen iskelelerin fizikokimyasal 6zellikleri FT-IR, XRD, TGA ve SEM

cihazlar1 kullanilarak belirlenmistir. Ayrica mikromekanik testler ve enzimatik in vitro
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biyobozunurluk deneylerinin yani1 sira in ovo CAM testi ile malzemelerin anjiyogenez

aktiviteleri degerlendirilmistir.

Deneysel siireglerin ana bagliklari, koyun yiiniinden keratin ekstraksiyonu, ipek
fibroini sulu ¢ozeltilerinin eldesi, protein ekstraktlarinin biyokimyasal karakterizasyonu,
kemik dolgu malzemelerinin {iretimi, KP ve KPSF iskelelerinin fizikokimyasal
karakterizasyonu, mikromekanik testler, enzimatik in vitro biyobozunurluk testi ve

iskelelerin anjiyojenik 6zelliklerinin belirlenmesi seklinde diizenlenmistir.

3.2.1. Koyun Yiiniinden Keratin Ekstraksiyonu

Keratin, daha onceden bildirilen ¢alismaya gore modifiye bir siilfitoliz reaksiyonu
kullanilarak ekstrakte edilmistir (Cal vd., 2021). Onceden temizlenmis koyun yiinleri
reaksiyon ¢ozeltisine eklenmeden once kiigiik pargalar halinde kesilmistir. Daha sonra
Na>S03 (%5, w/v) ve NaOH (%5, w/v) igeren 200 ml reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve
onceden tartilan yiin lifleri (10 g) ¢6zelti igerisine eklenmistir. Ardindan karigim bir dinamik
calkalayic1 yardimiyla (Incu-Shaker, Mini Benchmark, ABD) 50°C 'de yaklasik 2-3 saat
boyunca karistirilarak iglenmistir. Inkiibasyonun ardindan akan su altinda 1-2 dk bekletilerek
oda sicaklhigina getirilen nihai ¢06zelti, igerisindeki ¢oziinmeyen yiin liflerinin
uzaklastirilmasi i¢in tibbi gazli bez yardimiyla siiziilmiis ve siiziintii 6000 rpm'de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir (Hettich, EBA20, Almanya). Santrifiij isleminin ardindan
toplanan siipernatant, i¢eriginde bulunan NaOH ve Na2SOs3 gibi safsizliklardan arindirilmasi
ve ¢ozelti pH’ sinin 7,2-7,4 olarak ayarlanmasi igin bir membran igerisinde (Dialysis tubing
cellulose membrane, flat width 43 mm, D9527, Sigma) 72 saat siireyle oda sicakliginda saf
suya kars1 diyaliz edilmistir. lgili siiregte diyaliz sular1 giinde 2 kez olmak iizere her giin
degistirilmistir. Elde edilen diyalizat, agrega olmus proteinlerin ¢ozeltiden uzaklastirilmast
icin 5 dk boyunca 14000 rpm’de santrifiij edilmistir (Hettich, Micro120, Germany). Cam
balonlara aktarilan saflagtirilmis keratin ¢ozeltileri -26°C’de gece boyunca dondurulmus ve
liyofilizasyon (Telstar, LyoQuest, Ispanya) isleminin ardindan keratin tozlar1 elde edilmistir.

Koyun yiinlinden keratin ekstraksiyonu agsamalarin1 gosteren sema Sekil 8’de verilmistir.
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Kirpilmig Koyun Yinleri

Toz Keratin

Sekil 8. Koyun yiinlerinden keratin ekstraksiyonu isleminin genel semasi

3.2.2. B. mori Ipek Kozalarindan Ipek Fibroini Eldesi

Ipek fibroini ekstraksiyonu D. Kaplan ve arkadaslarinin daha énceden bildirdigi
protokole gore gergeklestirilmistir (Rockwood vd., 2011). Bu islem igin 6ncelikle ham ipek
kozalar1 makas ve bistiiri gibi cerrahi aletler yardimiyla ikiye kesilmis ve ardindan igerisinde
bulunan ipek bocegi ¢ikarilmis, varsa istenmeyen hasarli kisimlar temizlenmistir.
Temizlenmis ipek kozalari tekrar iki parcaya kesilmis ve kozalar toplamda dort es parga elde
edilecek sekilde hazirlanmustir. Ipek kozalari, yapisinda serisin ve fibroin olmak iizere iki
gesit protein bulundurmaktadir. Ipek kozalarinda bulunan tutkal benzeri serisin proteininin
uzaklastirilmasi islemi zamk giderme islemi olarak adlandirilmaktadir. Bu islem i¢in otoklav
siselerinde Onceden kaynatilarak hazirlanan 1 litre saf su igerisine Na.COz (0,02 M),
tasmamasina dikkat edilerek, yavasca eklenmistir. Hazirlanan ¢ozelti igerisine temizlenmis
ve es parcalara ayrilmis olan ipek kozalar1 (2,5 g) eklenmistir. ipek kozalar1 15 dk boyunca
zamk giderme ¢ozeltisi igerisinde kaynamaya birakilmis ve islem bitiminin ardindan saf su
igerisinde 3 kez 20 dk boyunca durulanmistir. Daha sonra fazla suyu uzaklastirilan ham ipek

fibroinleri oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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ipek Kozasi Kesilmis Kozalar Zamk Giderme Suyla Yikama

Diyaliz Kurutma

-

Sekil 9. Ipek kozalarindan rejenere ipek fibroini ¢ozeltisi eldesi

Ham ipek fibroinlerinden berrak ¢ozeltiler elde edilmesi igin 9,3 M LiBr ¢ozeltisi
kullanilmigtir. Ekstraksiyon islemi i¢in 1 g kurutulmus ham ipek fibroini tartilmis ve
ardindan, 6nceden hazirlanan 4 ml LiBr ¢ozeltisi fibroinlerin tizerine eklenmistir. Reaksiyon
icin karigim evaporator cihazinin sicak su kazani igerisinde (Buchi, B-491 Heating Bath
120V, Marshall Scientific) 60 °C sicaklikta 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda elde edilen berrak ¢ozelti 24 saat boyunca saf suya karsi diyaliz edilmis ve diyaliz
sular1 bu siire zarfinda 6 kez degistirilmistir. Elde edilen diyalizat, igerisindeki ¢dziinmeyen
fibroinlerden arindirilmasi i¢in 9600 rpm’de 20 dk boyunca santrifiij (Hettich, Micro120,
Germany) edilmistir. Nihai rejenere ipek fibroini ¢ozeltisinin konsantrasyonu, liyofilize

edildikten sonra kalan kati kiitlenin 6lgtilmesi ile belirlenmistir (Lu vd., 2011).

3.2.3. Koyun Yiinii Keratininin Biyokimyasal Analizleri: Lowry Protein Tayini

Keratin ekstraksiyonunun gergeklestirilmesinin ardindan elde edilen diyalizatin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Lowry protein tayini yontemi kullanilmistir

(LOWRY vd., 1951). Bu yontem igin 6ncelikle BSA (Sigir Serum Albiimin) standart
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proteini kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Lowry metodu, Folin-Ciocalteau
reaktifinin alkali ortamda protein iceriklerindeki fenolik aminoasitlerle girdigi tepkime
sonucu gerceklesen renk degisiminin dl¢limiine dayali bir yontemdir. Reaksiyon i¢in gerekli
olan Cozelti A (0,571 g NaOH ve 2,86 g Na,SO3-100 ml ultra saf su igerisinde), Cozelti B
(1,4232 g CuS04.5(H20)- 100 ml ultra saf su igerisinde) ve Cozelti C (1,34 g NaK(COO):
(CHOH)2.4H20 - 100 ml ultra saf su igerisinde) stok olarak hazirlanmistir. Deney sirasinda
kullanilacak olan Lowry ¢ozeltisi (A, B ve C ¢ozeltilerinin sirasiyla 100:1:1 oranlarinda
karistirilmasi sonucu elde edilir) ve Folin-Ciocalteau reaktifi (6 ml ultra saf su ile 5 ml Folin

Ciocalteu’s Fenol reaktifinin karistirilmasiyla elde edilir) taze hazirlanarak kullanilmastir.

Standart protein c¢ozeltisi olan BSA 1 mg/ml bir stok ¢ozeltisi olarak %0,9 (w/v) NaCl
¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 0,01-0,1 konsantrasyon
araliklarinda diliisyonlar elde edilmis ve her bir konsantrasyon icin {i¢ tekrarla deney
gerceklestirilmistir. Reaksiyon i¢in 0,5 ml protein ¢dzeltisi ile 0,7 ml taze hazirlanmis Lowry
cozeltisi iyice karigtirildiktan sonra 20 dk boyunca karanlik ortamda inkiibasyona
birakilmustir. Tlk inkiibasyonun ardindan yine taze hazirlanmis olan Folin-Ciocalteau her bir
numune i¢in 0,1 ml eklenmis ve iyice karistirllmasinin ardindan 30 dk boyunca karanlik
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Ayni islemler protein icermeyen kor ¢ozelti icin de
tekrarlanmistir. Tepkimelerin tamamlanmasinin ardindan protein yogunlugu arttikga daha
yogun sekilde gozlemlenen mavi renkli kompleks ¢ozeltiler elde edilmistir. Son olarak, elde
edilen kompleks ¢ozeltilerin absorbanslari bir spektrofotometre (Shimadzu UVmini-1240,

Japonya) yardimiyla kor ¢ozeltiye karsi 650 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir.

Keratin diyalizatlarinin % verim hesaplari, kalibrasyon egrilerinden ve denklem 3.1’den

yararlanilarak hesaplanmuistir.

Lowry sonuglari i¢in % verim: [(OD650 / egim) x (seyreltme faktorii) x toplam diyalizat
hacmi (ml)] / [(ham malzeme miktar1 (mg)] x 100 (3.2)

Liyofilize edilmis olan koyun yiinii keratininin kuru agirhiga gore yiizde verim hesabi

denklem 3.2 kullanilarak hesaplanmustir.

Kuru agirliga gore % verim: [(proteinlerin kuru agirligi (mg)) / ham malzeme miktari

(mg))] x 100 (3.2)
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3.2.4. Serbest Siilfidril Gruplar1 Tayini

Sistein igerigi oldukca yiiksek olan keratinin ekstraksiyonu sirasinda disiilfit
baglarinin par¢alanmasi neticesinde sistein tiyol gruplart meydana gelmektedir. Bu nedenle
indirgenmis (hidrolize) keratinin yapisindaki serbest siilfidril gruplarinin analizi Ellman's
reaktifi (5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)) kullanilarak spektrofotometrik Olgiimlerle
gerceklestirilmistir.  Analiz, Silva ve arkadaglarinin  Onerdigi  yOnteme  gore

gerceklestirilmistir (Silva vd., 2014).

Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi igin ticari olarak elde edilmis L-sistein standart proteini
kullanilmistir. Oncelikle reaksiyon tamponu igin 0,1 M NaH2POs (sodyum fosfat mono
bazik) ve 1 mM etilendiamintetra asetik asit (EDTA) saf su igerisinde hazirlanmis ve pH 8,0
olarak ayarlanmigtir. Daha sonra Ellman's reaktifi (5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit))
cozeltisi konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde reaksiyon tamponu igerisinde
hazirlanmistir. L-sistein standart ¢ozeltisi icin 1 mM stok, benzer sekilde reaksiyon tamponu

icerisinde hazirlanmis ve 0,1-1 mM konsantrasyonlarda diliisyonlar elde edilmistir.

Reaksiyon i¢in, 250 pl protein ¢ozeltisi tizerine 2,5 ml reaksiyon tamponu ve 50 pl Ellman’s
reaktifi igeren ¢ozelti eklendikten sonra iyice karistirilarak oda sicakliginda 15 dk boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon sonucunda, protein derisimi arttik¢a renk yogunlugu
artan sart renkli c¢ozeltiler elde edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, UV-VIS
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda Ol¢limler alinmis ve nihai kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

Son olarak, serbest siilfidril gruplarmin belirlenmesi igin toz keratin reaksiyon tamponu
icerisinde ¢ozdiiriilmiis ve deneysel siireg benzer sekilde tekrarlanmistir. Serbest siilfidril

grup iceriginin hesaplanmasi i¢in kalibrasyon grafigi ve denklem 3.3 kullanilmistir.

mM serbest SH gruplar1 /g keratin = [(OD412 / egim) x (seyreltme faktorii x toplam hacim)]
/ keratin agirlig1 (g) (3.3)
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3.2.5. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Analizi

izole edilen ipek fibroin proteinlerinin molekiiler agirliklariin belirlenmesi ve
proteine 6zgii bantlarin gosterilmesi i¢in SDS-PAGE analizi gergeklestirilmistir. Analizin
gergeklestirilmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan Laemli (1970) metodu modifiye
edilerek kullanilmistir. Bombyx mori ipek fibroini ekstraktlari i¢in yiikleme ve ayirma jelleri

sirastyla %4’lik ve %12,5’luk olarak Tablo 6‘ya gore hazirlanmistir.

Oncelikle dikey elektroforez sistemi dikkatli bir sekilde ayarlanmistir. Bu asamada
Ozellikle camlarin temizligine ve iki cam arast boslugun boyutunu belirleyen spacerlarin
diizgiince yerlestirilmesine dikkat edilerek jel diizenegi kurulmustur. Kurulan diizenek jel
dokme standina dikkatle yerlestirildikten sonra daha kalin bir cam ile basimncin homojen
dagilmasimi saglayarak, mandallar yardimiyla esit sekilde sikistirilmistir. Jellesmenin
diizgiin bir sekilde gerceklestirilmesi icin jel standinin su terazisi dikkatli bir sekilde
ayarlanmistir. Dikey elektroforez sisteminin hazirlanmasi bu sekilde tamamlanmistir. Sistem
icerisinde jeller alt kisimda ayirma jeli ve iist kisimda yiikleme jeli olacak sekilde
dokiilmelidir. Bu nedenle ilk olarak %12,5’luk ayirma jeli prosediire gore hazirlanmig ve
daha 6nce hazirlanan diizenek igerisine diizgiin bir sekilde eklenmistir. Jellerin hazirlanmast
asamasinda baglatic1 olarak kullanilan APS ve katalizor olarak kullanilan TEMED diger
cozeltilerin  homojen olarak karigtirilmasinin  ardindan  sirasiyla  eklenmelidir.
Polimerlesmenin diizgiin bir sekilde gerceklesmesi ve havayla temasinin kesilmesi i¢in
iizerine 1 ml izopropil alkol (%99,9) eklenmis ve polimerlesme i¢in bir saat kadar
beklenmistir. Polimerlesmenin tamamlanmasinin ardindan jel {izerine eklenmis olan alkol
uzaklastirilmis ve ardindan 2 kez overlay ile yikama islemine tabi tutulup filtre kagidi
kullanilarak dikkatli bir sekilde kurulanmistir. Ardindan, %4’liik yiikleme jeli hazirlanmis
ve icerisinde yiirlitme jelini barindiran diizenege eklenmistir. Bu asamada kuyucuklari
olusturmak tizere kullanilan tarak, hem hizli hem dikkatli bir sekilde ve alttaki jel ile arasinda
kalan mesafe en az 1 cm olacak sekilde yerlestirilmistir. Polimerlesmenin ger¢eklesmesi igin
beklenen 30 dk’lik siirenin ardindan jel diizenegi tank igerisine yerlestirilmistir. Tankin alt
kisminda belirtilen referans ¢izgisine kadar ve iist kisminda da jelin 1slanmasina olanak
saglayacak seviyeye kadar yiirlitme tamponu eklenmistir. Jelin yeterli diizeyde 1slanabilmesi
icin bir siire beklenmesinin ardindan kuyucuklarin dagilmamasina dikkat edilerek tarak

cikarilmistir.
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Tablo 6

SDS-PAGE jel hazirlama ¢ozeltileri ve jel hazirlama prosediirii

2012,5°luk yiiriitme jeli | %o4°lik yiikleme jeli
Jel Hazirlama Cozeltileri (10 ml) {5 ml)

Akrilamid-Bisakrilamid cozeltisi: %30 (w/v) 4,16 ml 0,66 ml
Akrilamid ve %0 8 (w/v) Bisakrilamid sulu ¢ozeltisi

4X yiiriitme jeli tamponu: 1,5 M Tris-HCI*tin ultra 2,5ml -
saf sudaki ¢ozeltis: (pH 8,8)

4X yiikleme jeli tamponu: 0,5 M Tris-HCI'tn ultra - 1,26 ml
saf sudaki ¢ozeltisi (pH 6,8)

SDS cozeltisi: %10 (w/v) SDS’in ultra saf sudaki 100 pl 50 ul
cozeltisi

Ultra saf su 3,185 ml 3ml
Amonyum persiilfat c¢ozeltisi:%10 (w/v) APS'min 50 ul 25 ul
ultra saf sudaki ¢ozeltisi. (Taze hazirlanmalidir)

TEMED (Ticari olarak satin alinmigtir) 5ul 5ul
Diger cizeltiler

1X Yiiriitme Tamponu: 0,025 M Tris, 0,192 M glisin ve %00,1 (w/v) SDS’in sudaki ¢ozeltisi (pH 8.3).
(Oda sicakliginda muhafaza edilebilir ve kullanilan tampon stizilerek tekrar kullanilabilir.)

2X Numune Hazirlama Tamponu: 0.125 M Tris-HCI, %2 SDS, %25 (v/v) gliserol ve 260,01 (w/v)
bromofenol blue’nun sudaki ¢ézeltisi (pH 6.8). (Tampon 1g1ktan korunmalidir. Porsiyonlanarak -26 “C’de
saklanabilir)

Merkaptoetanollii Numune Tamponu: 2X numune hazirlama tamponu (950 pl) ile 2-merkaptoetanol (50
ul) karigimidir. (Karigim taze olarak hazirlanmalidir )

Ayvirma jeli overlay: 0.375 M Tris-HCI, % 0,1 SDS"1n sudaki ¢ozeltisi (pH 8.8).
(Elde edilen ¢ozelti 4 °C'ta 3 ay saklanabilir.)

Bekleme siiresinde kuyucuklara yiiklenecek olan ipek fibroini protein ¢ézeltisi 25
mg/ml ve BSA ¢ozeltisi (ultra saf su igerisinde) 0,2 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Protein ¢ozeltileri her iki numune i¢in merkaptoetanol i¢eren numune tamponu kullanilarak
1:1 oraninda seyreltilmistir. Homojen bir karisim elde edilmesi i¢in iyice pipetlenen
numune-tampon karisimi denatiirasyon igin bir blok 1sitict yardimiyla 100 °C sicaklikta 5 dk
boyunca karigmaya birakilmistir. Denatiirasyon isleminin ardindan numuneler sogutulmalar1

icin hemen buz akiisii igerisine alinmig, bdylece soguyan protein ¢ozeltileri yiiklemeye hazir
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hale gelmistir. Kuyucuklarin igerisine ipek fibroini, BSA protein ¢6zeltilerinden ve protein
marker (Biorad, Precision Plus Protetein Dual Xtra Standarts; Katalog numarasi: 161-0377)
cozeltisinden 5’er pl olacak sekilde yiikleme yapilmistir. Sonug¢ olarak, kuyucuklarin
icerisine 125 pg ipek fibroini ve 0,5 ng BSA yiiklenmistir. Daha sonra yiiriitme islemi gii¢
kaynaginin 15 mA’de sabit tutulmasi ile 10 °C’de 120-150 dk siireyle tamamlanmustir.

Sekil 10. SDS-PAGE (a) numunelerin yiiklenmesi ve (b) yiiriitme islemi

Yiriitme isleminin tamamlanmasinin ardindan ¢esme suyu ile yice yikanarak dikkatli
bir sekilde cikarilan jel, boyama islemi dncesinde igerisinde kalan SDS’in uzaklastirilmasi
i¢in 3 tur 10’ar dk yikama islemine tabi tutulmustur. Daha sonra jel, kolloidal Coomassie
Brilliant Blue G-250 ile boyama islemine tabi tutulmustur. Boyanin hazirlanmasi i¢in Tablo
7°de belirtilen prosediir kullanilmustir. {1k olarak, ultra saf su icerisinde aliiminyum siilfat-
(14-18)-hidrat homojen bir karisim elde edilecek sekilde ¢ozdiiriilmiis ve ardindan etanol
eklenmistir. Devamli karismakta olan homojen ¢6zelti icerisine Coomassie Brilliant Blue
G250 boyasi (toz formda) dikkatli bir sekilde eklenmis ve tamamen ¢Oziinene kadar
karismaya birakilmistir. Tamamen ¢0zlinmesinin ardindan ¢ivit mavi renkte elde edilen
karisim iizerine ortofosforik asitin eklenmesinin ardindan ¢ozelti igerisinde kolloidal
parcaciklar olusmus ve petrol yesilimsi mavi renkte bir nihai ¢ozelti elde edilmistir. Son
hacim i¢in ultra saf su eklenmesinin ardindan boya ¢ozeltisi hazir hale gelmistir. Yikama
islemi tamamlanan jel boya c¢ozeltisi igerisine alindiktan sonra gece boyunca oda

sicakliginda boyanmaya birakilmistir. Daha sonra bboya ¢ozeltisinden ¢ikarilan jel 10’ar dk
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2 kez saf su igerisinde yikanmis ve ardindan boya uzaklastirma ¢6zeltisi igerisine alinip 1
saat boyunca boya uzaklastirma islemine tabi tutulmustur. Tablo 7’de verilen prosediir
dikkate alinarak hazirlanan boya ¢ikarma ¢ozeltisi protein bantlarin belirginlestirilmesi ve
jel {lizerine tutunan boyalarin uzaklastirilmasiyla kontrastin artirllmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Son olarak tekrar 10’ar dk 2 kez saf su ile yikanan jel goriintiileme i¢in
hazir hale gelmistir. Biorad goriintiileme cihazi (Gel Doc XR+, ABD) kullanilarak nihai jel

goriintiilerii elde edilmistir.

Tablo 7

Kolloidal Coomassie boya ¢ozeltisi ve boya uzaklastirma ¢ozeltisi hazirlama protokolii

Boyama Cizeltisi Total hacim: 100 ml
Coomassie Brilliant Blue G-250 %0,02 (w/v) 20 mg
Alaminyum siilfat-(14-18)-hidrat %65 (wi'v) S5g

Etanol 2610 (v/v) 10 ml
Ortofosforik asit 262 (viv) 235ml

Ultra saf su 87.65 ml

Boya Uzaklastirma Cdzeltisi Total hacim: 100 ml
Etanol 2610 (v/v) 10 ml
Ortofosforik asit %2 (viv) 235ml

Ultra saf su 87,65 ml

3.2.6. Keratin Macun Kriyojellerinin Uretimi

Keratin macun (KP) kriyojellerin iiretimi i¢in 6ncelikle toz formdaki koyun yiinii
keratini %5 (w/v) konsantrasyonunda 5 ml ultra saf su i¢erisinde hazirlanmistir. Daha sonra
¢ozelti karismaya birakilmis ve 175 mg sitrik asit tartilmigtir. Tartilan kati haldeki sitrik asit
karigmakta olan ¢ozelti igerisine dikkatli bir sekilde ve yavasca ilave edilmistir. Cozeltinin
bulaniklasmasmin ardindan sitrik asidin tamamen karigsmasi ve c¢okeltilerin bir araya
toplanmasi i¢in bir siire karismaya birakilmistir. Bir araya gelerek ¢okelti olusturan keratin

macunlar toplanmis ve ardindan saf su igerisinde 3 kez 5’er dk yikama islemine tabi
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tutulmustur. Keratin macunlar dikkatle kaliplandiktan sonra -26 °C’de gece boyunca

dondurulmus ve ardindan liyofilize edilerek kriyojeller elde edilmistir.

Keratin Cozeltisi Sitrik Asit ilavesi Keratin Macun Olusumu
; o - - "

fsma e § |

Liyofilize Keratin

Macun Liyofilize Form Macunun Kaliplanmasi Yikama Sonrast Macunun Esnek Yapisi
4 )
\ E L= ! e
7 T ——
e

Sekil 11. Keratin macun kriyojellerin {iretimi

3.2.7. Keratin Macun — Ipek Fibroini Kompozit iskelelerin imalati

Kompozit iskelelerin iiretimi i¢in ilk olarak keratin macun kriyojelleri dikkatli bir
sekilde ezilerek ince toz haline getirilmistir. Daha sonra tartilan 50 mg keratin macun tozu
iskele kalibinin icerisine eklenmistir. Konsantrasyonu daha 6nceden %5 olarak ayarlanan
150 pl ipek fibroini ¢ozeltisi kalip igerisinde bulunan keratin macun tozu iizerine eklenmistir.
Eklenen bilesenler kalip icerisinde kdplirmemesine dikkat edilerek karistirilmis ve viskoz,
yapiskan bir karigim elde edilmistir. Hazirlanan karisim -26 °C’de gece boyunca
dondurulmus ve liyofilizasyon islemiyle ii¢ boyutlu, gézenekli iskeleler elde edilmistir. Elde
edilen keratin macun-ipek fibroini (KPSF) kompozit iskeleler yapisal biitiinligiin
iyilestirilmesi i¢in metanol muamelesine tabi tutulmustur (Puerta vd., 2020). Metanol
muamelesinin siiresi 15 dk olarak optimize edilmistir. Son olarak, metanol igerisinden
cikartilan iskeleler 3 kez 5’er dk saf su icerisinde yikanmis ve tekrar liyofilizasyonun

ardindan nihai KPSF kompozit iskeleler elde edilmistir.
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eratin Macun Iskeleler

Sekil 12. Keratin macun ve kompozit iskelelerin goriintiisii

3.2.8. KP ve KPSF Kriyojellerin Fizikokimyasal Karakterizasyonlari

Izole proteinler, KP ve KPSF kemik dolgu malzemelerinin yapisal
karakterizasyonlart Fourier transform-infrared (FT-IR) spektroskopisi, X-isin1 kirmimi
(XRD) ve termogravimetrik analiz (TGA) analizleri kullanilarak derinlemesine

incelenmistir.

FTIR spektrumlari, dalga sayis1 aralig1 4000-500 cm™ ve her numune i¢in 2cm™
¢Oziiniirliige sahip zayiflatilmis toplam yansima (ATR) spektrofotometresi Nicolet 1S50 Flex
Gold Kizilétesi Spektrometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak toplandi.

Izole edilmis proteinlerin, KP ve KPSF kriyojellerinin amorf dogasinin
karakterizasyonlar1 XRD kullanilarak incelenmistir. Cu Ko radyasyonuna (A = 1,54056 A,
45 kV ve 40 mA) maruz birakilan numunelerden 20 = 5-70° aralifinda yansiyan 1sinlar
0,02°/dk tarama hizinda kaydedilmistir. Tiim verilerin islenmesi i¢in X'Pert High Score Plus

yazilimi kullanilmastir.

Numunelerin termal kararlili§i TGA 8000 (Perkin ELMER) kullanilarak
incelenmistir. Numunelerin ince tozu, 10 °C/dk 1sitma hizinda ve 30-700 °C tarama

araliginda analiz edilmistir.
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Malzemelerin (JEOL JSM-7100-F) yiizey morfolojisini ve gbzenekli yapisini
incelemek i¢in SEM mikrograftlari farkl biiylitmelerde 10kV prob akimi altinda alinmastir.

3.2.9. iskelelerin Mikromekanik Ozelliklerinin incelenmesi

Malzemelerin mekanik dayanimlar1 UniVert (CellScale Biomaterials Testing,
Canada) kullanilarak basma testi ile incelenmistir. Her bir numune 200N yiik hiicresi altinda,
0,025 mm/sn hizinda, 120 sn boyunca rampa modunda sikistirilmistir. Test sonucu her iki
numune i¢in de dogrusal olmayan gerilim-gerinim egrileri elde edilmistir. Numunelerin
sikistirma modiilleri diisiik ve yliksek gerinim degerlerinde, ilk ve son lineer bdlgelerin

egimleri olarak ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Cholas vd., 2016).

Sekil 13. KP ve KPSF kriyojellerin basma testi sirasindaki goriintiileri

3.2.10. Enzimatik in vitro Biyobozunurluk Testi

KP ve KPSF numunelerin biyobozunurluklar: proteaz muamelesiyle incelenmistir.
Ilk olarak Tris-HCI tamponu (0,02M, pH 8.0) hazirlanmis ve igerisine Proteinaz K (0,01%,
w/v) eklenmistir. Numunelerin inkiibasyonu sirasinda mikrobiyal kontaminasyonlarin
olusumunu engellemek igin sodyum azit (0,01%) c¢ozelti igerisine eklenmistir. Enzim
¢ozeltisi eklenmeden dnce numuneler tartilmis (mi) ve kuru agirliklart not edilmistir. Her bir
numune iizerine hazirlanan ¢ozeltilerden 500 pl eklenerek 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakilmistir. Numunelerin bozunma oranlar1 3-10 giin olmak iizere iki zaman noktasinda
incelenmistir. Belirlenen zaman noktalarinda dikkatlice enzim c¢ozeltisi uzaklastirilan

numuneler liyofilize edilip tartilmigtir (ms). Numunelerin agirlik degisimlerinin asagida
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verilen denklem yardimiyla hesaplanmasiyla bozunma yiizdeleri belirlenmistir (Tamburaci

vd., 2019; Yamauchi vd., 2008).

Toplam Kiitle kaybi (%) =[(mi)—(ms)/(mi)] x 100 (3.4)

3.2.11. KP ve KPSF Iskelelerin Anjiyojenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Iskelelerin anjyogenez aktivitelerinin degerlendirilmesi in ovo testleriyle yapilmistir.
Temizlenip 37 °C, %60 bagil nemde dondiirme fonksiyonlarma sahip bir kulucka
makinesine yerlestirilen yumurtalar 3 giin boyunca inkiibe edilmistir. ilk inkiibasyonun
ardindan yumurta kabugu tizerinde dikkatlice yuvarlak bir pencere agilip iizerleri parafilm
ile kapatilmistir ve dondiirme fonksiyonlar1 kapatilarak ayni kosullar altinda inkiibasyona 9.
gine kadar devam edilmistir. KP-KPSF iskelelerin implantasyonlar1 9. giinde
gerceklestirilmis ve deneyler 13. giinde sonlandirilmstir. Iskelelerin sem mikrograftlariin
degerlendirilmesi ve histolojik analizlerinin gerceklestirilmesi i¢in sirastyla PBS igerisinde
hazirlanan ~ %2,5 gluteraldehit ve %10 formalin  kullanilarak  fiksasyonlari
gerceklestirilmistir. SEM analizleri i¢in hazirlanan 6rnekler fiksasyonun ardindan artan alkol

serilerinden gecirilerek kurutulmustur.

Vaskiiler yogunluklarin hesaplanmasinda ImageJ programi (1.53t, National Institutes
of Health, USA), yazilima ait vascular density ve vessel analysis eklentileri kullanilarak
goriintliler iglenmistir. Vaskiiler indeks hesab1 eksplantasyondan hemen 6nceki damar
yogunlugunun implantasyonun hemen ardindan 6lgiilen damar yogunluguna orani olarak
hesaplanmistir. Damar yogunluklar1 her bir 6rnek i¢in, 6rnegin ¢apindan 1mm daha biiyiik

capa sahip merkezi ¢cemberi ¢cevreleyen 1 mm genislikteki halkasal bolgede kaydedilmistir.
3.2.12. Istatistiksel Analizler

Deneysel siireglerde elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Kantitatif analizler i¢in tim deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Deney setlerinde
gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik, Origin Pro8SR0O (v8.0724, Origin Lab
Corporation, MA, ABD) yazilimi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
ardindan Tukey testi ile belirlenmistir. Deney gruplari arasindaki farkliliklar p degeri <0.05

i¢in anlamli kabul edilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Koyun Yiiniinden Keratin Ekstraksiyonu

Bu ¢alismada koyun yiiniinden keratin ekstraksiyonu Cal 2021’in tezinde ayrintili
olarak aciklanan prosediire gore siilfitoliz reaksiyonu kullanilarak basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Cesitli BSA konsantrasyonlarinin modifiye Lowry metodu sonucu
Olciilen absorbans degerleri dikkate alinarak olusturulan kalibrasyon egrisi yardimiyla nihai
diyalizat konsantrasyonu 8,31 £+ 0,46 mg/ml olarak tespit edilmistir. Liyofilizasyon sonrast
elde edilen keratin tozlarimin agirhiginin baslangicta kullanilan koyun yiinii miktarinina
orantyla belirlenen ekstraksiyon verimi % 50,52 + 0,16 seklindedir. Literatiirde cesitli
stilfitoliz reaksiyonlar1 sonucu hidrolize keratinin yaklasik % 40’tan % 60’ a kadar verimle
elde edilebildigi rapor edilmistir (Giteru vd., 2023). Bu nedenle bu ¢alismada elde edilen

sonuclarin karsilagtirilabilir calismalarla tutarli oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 14. Lowry metodu ile olusturulan BSA kalibrasyon grafigi
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4.2. Serbest Siilfidril Gruplar: Tayini

Disiilfit bag ag1, yiin keratinin kararli ii¢ boyutlu konformasyonuna énemli bir katki
saglar. Yiin keratini ekstraksiyonu sirasinda kullanilan ¢oziiciiler disiilfid bag agina zarar
verebilir. Siilfitlerin keratin ekstraksiyonundaki rolii sistein kalintilariyla girdikleri tersinir
reaksiyonda onlar1 S-siilfonat anyonu ve sistein tiyollerine doniistiirmektir (Silva vd., 2014;
Z. Zhang vd., 2017). Bu nedenle, indirgenmis keratinlerin igerigindeki serbest siilfidril
gruplart Ellman’s reaktifi kullanilarak gergeklestirilen reaksiyon sonucu spektrofotometrik
Olctimlerle belirlenmistir. L-sistein kalibrasyon egrisinden yararlanilarak serbest SH grubu

miktart 0,068 £0,011 mmol SH/ mg keratin olarak bulundu.
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Sekil 15. L-sistein standard: ile ¢izdirilen kalibrasyon grafigi

4.3. ipek Bocegi Kozalarindan Hidrolize ipek Fibroini Eldesi

Hidrolize ipek fibroini, serisininden arindirilmis ipek kozalarinin yogun miktarda LiBr
tuzu igeren ortamda 60 °C sicakliga maruz birakilarak ¢dzdiiriilmesiyle elde edilmistir. ipek
fibroini hidrolizatlarinin konsantrasyonu diyalizattan alinan 1 ml ¢ozeltinin liyofilize edilip

tartilmasinin ardindan yaklasik 68 mg/ml olarak hesaplanmistir. Elde edilen konsantrasyon,
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uygulanan protokolde belirtilen nihai konsantrasyonla dogru orantilidir (Rockwood vd.,
2011).

Rejenere sivi SF’in molekiiler kiitle dagilimlarint incelemek igin gergeklestirilen SDS-
PAGE analizi sonucu elde edilen jel goriintiileri Sekil 16 da gosterilmistir. Jel gorselinde
kullanilan protein marker ve igerigindeki farkli molekiiler agirliklara tekabiil eden bantlar
goriilmektedir. Ipek fibroini ekstraktlari jel iizerine pozitif kontrol olarak yiiklenirken negatif
kontrol olarak BSA kullanilmistir. Zamki giderilmis fibroin liflerinin ¢ap1 yaklasik 10-25
um'dir ve esas olarak 391 kDa agir zincir ve 26 kDa hafif zincirden olusur (Y.-Q. Zhang,
2018). Jel gorintiileri incelendiginde hidrolize ipek fibroininin yaklasik 24 kDa civarinda
hafif zincirlere ait belirgin bir banda sahip oldugu goériilmiistiir. Bunun yani sira yaklasik 50-
250 kDa araliginda ve 250 kDa iizerinde yogunluk gdsteren ve agir zincirlere karsilik gelen
genis leke yapiskan serisin proteininin uzaklastirilmasi igin gergeklestirilen Na,COs ile
kaynatma islemi sirasinda SF peptit zincirlerinde ciddi hasarlar meydana getirdigini
gostermektedir (H. Y. Wang & Zhang, 2013; Z. Wang vd., 2019). Ote yandan BSA yaklagik
66 kDa civarinda spesifik bir bant gostermis ve sonuglarin literatiirle ortiistiigii goriilmiistiir

(Xia & Pack, 2014).

Protein Marker
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(Z-BZ';)R:;g) - ipek Fibroini
—— = 250 kDa
=— 150 kDa
= 100 kDa
W —75kDa .
— ~ 66 kDa
w — 50kDa
—37 kDa

W —25kDa 3
B . 2ik0a

—20 kDa

W — 5kDa e

Sekil 16. Ipek fibroini SDS-PAGE jel gériintiisii
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4.4. KP ve KPSF Kriyojellerinin Optimizasyonlari

Keratin macun gelistirilmesi asamasinda bazi optimizasyon ¢aligmalari
gerceklestirilmis ve kullanilacak konsantrasyonlara karar verilmistir. Macunun {iretimi igin
oncelikle liyofilize toz keratin ultra saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve oda sicakliginda
karismaya birakilmistir. Ardindan karigmakta olan ¢ozeltinin iizerine sitrik asit eklenmis ve
bir siire daha karistirilmaya devam edilmistir. Once bulaniklasip ardindan agrega olmaya
baslayan keratinler toplanmis ve esnek yapigskan kivamli suda ¢éziinmeyen keratin macun
elde edilmistir. Keratin macunun optimizasyon asamalarinda sitrik asit oranlar1 sabit
tutularak farkli keratin konsantrasyonlar1 denendiginde elde edilen malzemenin miktarinin
degistigi gozlemlenmistir. Keratin konsantrasyonlar: kaliplama i¢in yeterli boyutta macun
elde edilecek sekilde optimize edilmis ve agirlikca %35 keratin igeren 5 ml ¢ozeltilerle
reaksiyonlarin gergeklestirilmesi uygun goriilmistiir. Bir diger parametre olan sitrik asitin
optimizasyonu i¢in de ¢oOzeltideki keratin miktar1 sabit tutularak farkli sitrik asit
konsantrasyonlar1 denenmistir. Sitrik asit konsantrasyonlar1 azaldik¢a reaksiyon veriminin
diistiigli, macunun esnek ve yapiskan kivammin da azaldig1 gézlemlenmistir. Ote yandan
konsantrasyonlarin artmasi da giderek yiizey hidrofobikliginin artmasina sebebiyet verdi.
Hiicre yapismasi ve beslenmesi i¢in malzemenin belirli diizeyde hidrofilik olmasi
gerekmektedir. Biitiin bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda da nihai sitrik asit

konsantrasyonu agirlik¢a %3,5 olarak belirlenmistir.

KP Kriyojel

Sekil 17. Keratin macun Kkriyojellerin boyutlar1 ve stereo mikroskop goriintiisii
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Ote yandan kompozit iskelelerin optimizasyonlar1 igin keratin macun tozlari, ipek
fibroini sivi ¢ozelti miktar1 ve kullanilan ipek fibroini ¢dzeltisinin konsantrasyonlar
degistirilerek denemeler gerceklestirilmistir. Ipek fibroini ¢dzelti konsantrasyonlarinin
artirllmasi malzemelerin homojen olarak karigmasi ile ilgili sorun teskil etmistir. Ciinkii ipek
fibroini ¢ozeltisi olduk¢a viskoz olarak elde edilmektedir. Ote yandan konsantrasyonlarmn
%5’1n altina diisiiriilmesi hem yapinin yapiskan macun kivamindan uzaklasmasina sebep
olmus hem de yapiya katilan ipek fibroini miktarinin diismesi nedeniyle goézenekliligi
olumsuz yonde etkilemistir. Ipek fibroini ¢dzeltisinde kullanilacak oran %5 olarak
belirlendikten sonra keratin macun miktar1 ve ipek fibroini ¢ozeltisi miktar1 ile ilgili
konsantrasyon denemeleri benzer sekilde yapimin macun kivamina yakin bir kivamda
olmasina ve yeterli gozenekliligi saglayabilecek sekilde oranlanmasina dikkat edilerek
optimize edildi. Biitiin bunlarin ardindan kompozit iskeleler i¢in metanol muamelesi siireleri
optimize edildi. Iskelelerin metanol ile muamele edilme siireleri arttikca yapinin
saglamlastig1 ancak diger yandan yapinin daha dens bir hale geldigi goriilmiistiir. Yapisal
biitiinligiin korunmasi ve ideal densite i¢in metanol muamelesi 15 dk olarak optimize

edilmisgtir.
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Sekil 18. Keratin macun — ipek fibroini kompozit kriyojellerin boyutlari ve stereomikroskop

goruntisi
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4.5. Gelistirilen Kemik Dolgu Malzemelerinin Fizikokimyasal

Karakterizasyonlari: FTIR, XRD

Spektrumlar esas olarak peptit baglarinin piklerini sergilemislerdir (Sekil 19).
Literatiire goére 3200 — 3400 cm™ arasindaki genis bant Amit A olarak adlandirilan N-H
gerilme titresimlerine atfedilmektedir. Baska bir karakteristik amit zirvesi olan ve C-O
gerilme titresimlerinden kaynaklanan Amitl, 1700-1600 cm™ araliginda gdzlenmistir.
Amit2 ile ilgili N-H biikiilme ve C-H esneme bantlar1 1500-1600 cm™ tespit edilmistir .
1200-1300 cm™ araligindaki Amit3 bantlar1 ise C-N ve C-C gerilme absorpsiyonlar1 olarak
ifade edilebilir (Ramirez vd., 2017; Tian vd., 2021).

Peptit baglarinin gosterdigi karakteristik zirvelerin ayni zamanda inter veya intramolekiiler
hidrojen baglari ve yan gruplarin dogasina da bagli oldugu bilinmektedir (Jackson &
Mantsch, 1995).

Spektrumlar incelendiginde aralarinda yalnizca absorbans degerlerinin farklilik gosterdigi
acikca goriilmektedir. Bu bilgilerin 1s18inda Ipek fibroini ve Koyun yiinii keratini
spektrumlar1 arasindaki absorbans farkliliklart malzemelerin dogal yapilarindaki baglarin ve
yan gruplarin farkliliklarindan kaynaklandig: diistiiniilmektedir. Buna bagli olarak kompozit
biyoiskelenin de her iki proteini yapisinda bulundurdugu, sinyal siddetleri arasindaki

farklilik sayesinde dogrulanmustir.

Ote yandan ii¢ karboksil grubu igeren sitrik asit, kuvvetli hidrojen baglar1 olusturabilme
yetenegiyle bilinmektedir (Ghanbarzadeh wvd., 2011). Keratin macunun absorbans
degerlerinin yiin keratinine gore artig géstermesinin ise yapida bulunan hidrojen baglarinin

artisindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 19. Keratin macun, ipek fibroini, KPSF kompozit iskele ve toz keratinlerin FTIR

spektrumlari

XRD’nin sonucu keratin ve ipek fibroini polipeptitlerinin esas olarak kristal form

yerine amorf formda olduklarin1 gostermistir (Sekil 20).

Yiin keratini tozlarinnin spektrumlarinda 20 = 20° civarindaki tepe noktasinin 3 tabakali
yapidan kaynaklandigi bilinmektedir. Ancak alkali hidroliz sirasinda pargalanmalari
sebebiyle 9° civarinda alfa heliks yapilarimi karsilayan tepe noktasinin kayboldugu
goriilmiistiir (Abou Taleb vd., 2022). Buna karsin keratin macunun XRD spektrumlari
incelendiginde 20 = 9° civarinda elde edilen tepe noktas: sitrik asitin olusturdugu hidrojen

baglar sayesinde alfa heliks yapilarinin tekrar bir araya geldigini gosterebilir.
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Ote yandan Ipek fibroini igin 20 = 20-21° arasindaki kirmim tepe noktasi, ipegin ikincil
yapisinin 3 tabaka formlarmmi gosterdigi bilinmektedir (Narita vd., 2020). Kompozit
iskelelerin spektrumlarinin ise hem pik yogunluklarinin yapisindaki malzemelerin
yogunluklarina nazaran degiskenlik gostermesi hem de her iki pik noktasini sergilemesi

kompozit malzemenin her iki proteini i¢erdigini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 20. Keratin tozlari, ipek fibroini, keratin macun ve KPSF kompozit iskelelerin XRD

spektrumlari

4.6. Termal Karakterizasyon : TGA

TGA egrileri her ii¢ numune i¢in iki asamada belirgin kiitle kayb1 gostermistir (Sekil
21). KP, SF ve KPSF o6rnekleri i¢in 120 °C* ye kadar gergeklesen ilk ve yavas kiitle kaybi,

esasen numunelerde bulunan suyun buharlagsmasina atfedilmektedir. Esas olarak protein
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degredasyonunun gerceklestigi ikinci asamada, 200-500 °C araliginda hizli bir kiitle kaybi
gozlenmistir. Onceki raporlara gére disiilfit baglarmm kirilmas1 nedeniyle 230 ile 250 °C
arasinda kiikiirt dioksit ve hidrojen siilfiir salinim1 meydana gelmektedir (Feroz vd., 2022).
Ipek fibroini icin daha yiiksek olan termal kararliligin, yapidaki daha yiiksek miktarda beta
tabaka konformasyonundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ote yandan kompozit rnegin
termal stabilitesinin keratin macununkine yakin olmasi, kiitlece ipek fibroini miktarinin

yapidaki keratin macun tozlar1 oranina nazaran oldukga az olmalarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 21. Keratin macun, KPSF kompozit iskele ve ipek fibroini TGA egrileri

4.7. Yapisal Gozeneklilik ve Morfolojinin Degerlendirilmesi : SEM

KP ve KPSF kriyojellerin SEM mikrograftlart incelendiginde, malzemelerin
mikroyapilarinin belirgin bir sekilde gozeneklilik sergiledigi ortaya konmustur. KP
iskelelerin gbdzenek boyutlar1 yaklasik olarak 15-84 pum arasinda ve KPSF iskelelerin
gozenek boyutlart 18-82 pm arasinda degistigi kaydedilmistir. Osteoblast hiicrelerinin
boyutlarinin 10-50 pm araliginda oldugu bilinmektedir (Abbasi vd., 2020). Onceki bazi
caligmalarda 10-100 pum arasinda degiskenlik gosteren gozenek boyutlarina sahip

biyoiskelelerin kemik doku onarimi i¢in uygun malzemeler oldugu rapor edilmistir (Gundu
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vd., 2022; Tao & Liu, 2023). Bu bilgiler géz déniinde bulunduruldugunda gelistirilen kemik
dolgu malzemelerinin hiicre tutunmasi, vaskiilerizasyon ve kemik doku yenilenmesi igin
uygun ortam saglayabilecegi dogrulanmistir. Ayrica doku yenilenmesi siirecinin saglikli bir
sekilde ilerleyebilmesi i¢in gozeneklerin birbirleriyle baglantili olmalar1 da olduk¢a 6nemli
bir parametredir (Mour vd., 2010). Bu baglamda iskelelerin mikroyapilar1 incelendiginde,
KPSF iskelelerin daha homojen bir dagilim gosteren birbirine bagh gozeneklerden olusan
bir ag sergiledigi gozlenmistir. Bu nedenle, KPSF iskelelerin KP iskelelere nazaran kemik

doku yenilenme siireci agisindan daha elverisli olabilecegi ifade edilebilir.

Sekil 22. KP (a) ve KPSF (b) kriyojellerin SEM mikrografileri

4.8. Mikromekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

KP ve KPSF kriyojellerin gerilim-gerinim egrileri ve diisiik/yiiksek gerinim

degerlerindeki sikistirma modiilleri Sekil 23’de verilmistir.
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Sekil 23. KP ve KPSF iskelelerin gerilim-gerinim egrileri, diisiik ve yiiksek gerinim

degerlerindeki sikistirma modiilleri

KP ve KPSF yap1 iskelelerinin diisiik gerinim degerlerindeki sikistirma modiilleri
sirastyla 11,25 + 1,04 MPa ve 3,22 + 0,62 MPa olarak, yiiksek gerinim degerlerindeki
sikistirma modiilleri ise sirasiyla 26,05 + 1,69 MPa ve 18,25 + 0,93 MPa olarak
hesaplanmistir. Bununla birlikte KP iskelenin diisiik ve yiliksek gerinim degerlerinde
sikistirma modiillerinin, KPSF iskelenin gerilim degerlerine oranlari sirasiyla 3,5 ve 1,4 kat

olarak hesaplanmuigtir.

Mekanik ozellikler arasinda goriilen bu farkin iskelelerin yapisal olarak goézenek
dagilimlarmin farklilik goéstermesine bagl oldugu disiiniilmektedir (Tian vd., 2021).
Yapisinda daha fazla birbirine bagli gdzenek barindiran kompozit iskelelerin mekanik
dayanimi oldukga dens bir yapiya sahip olan keratin macuna nazaran diisliktiir. Bunun yan1
sira KPSF iskelelerin diisiik ve yiliksek gerinim degerlerindeki sikigtirma modiilleri arasinda
goriilen yliksek farkin malzemenin sikistirilmasiyla kapanan gozeneklere bagli oldugu

diisiiniilebilir. Literatiirle karsilagtirildiginda, her iki yap1 iskelesinin de mekanik
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dayanimlari keratin ve keratin/ipek iskelelerinden daha yiiksektir (X. Cui vd., 2019; Placone
vd., 2017).

4.9. KP ve KPSF Iskelelerin Enzimatik Biyobozunurluklarinin Degerlendirilmesi

Biyobozunurluk, doku onarimi i¢in bir indiikleyici olarak kullanilan biyomalzemelerin
degerlendirilmesinde Onemli parametrelerden biridir. Etkili bir onarim i¢in doku
rejenerasyonu ve biyodegradasyon dogru orantili olmalidir (Y. Wang vd., 2020). Bu
kapsamda, iskelelerin bozunma Gzelliklerini incelemek i¢in proteaz aktivitesi
gerceklestirilmis ve agirlik kaybi yiizdesi degerlendirilmistir. Ug giinliik inkiibasyonun
ardindan KP ve KPSF yapr iskelelerinin agirliklarmin sirasiyla %3,29 + 1,09 ve 8,82 +
1,63%'linti kaybettigi goriilmistiir. On giinliik inkiibasyonun gerceklestirildigi baska bir
deney setinde, KP iskeleleri agirliklarinin %7,44 + 2,40'mi1, KPSF iskeleleri ise %16,96 +
0,78'ini kaybettigi kaydedilmistir. Hesaplanan kiitle kayb1 degerleri her iki iskele i¢in de 3
ve 10 giinliik inkiibasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermistir. Elde
edilen verilere gore KP ve KPSF yapi iskelelerinin enzimatik biyobozunurluklari
karsilastirildiginda, kompozit biyoiskelenin pargalanabilirliginin nispeten daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Kompozit yapi iskelesinin daha hizli bozunmasinin, enzim ¢ozeltisinin
birbirine daha bagli gézenekleri nedeniyle yapi iskelesine daha 1yi niifuz etmesi ve bdylece

proteaz aktivitesinin artmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Luo vd., 2015).
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Sekil 24. iskelelerin 3 ve 10 giinliik periyotlarda kaydedilen bozunma oranlar1
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4.10. KP ve KPSF iskelelerin Anjiyojenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Deneysel siiregte arastirilan vaskiiler aglarin temsili anjiyogramlar1 ve Imagel
algoritmalar1 tarafindan belirlenen vaskiiler yogunluklardan elde edilen indeksler Sekil 25’

de gosterilmektedir.
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Sekil 25. iskelelerin implantasyon sonrasi ve eksplantasyon éncesi kaydedilen goriintiileri,

vaskiilerizasyonun degerlendirilmesi i¢in islenmis gorseller ve vaskiiler indeksler

Vaskiiler yogunluk miktar degisimlerini sergileyen indeksler KP 6rnegi i¢in 1,13 +
0,05 ve KPSF igin 1,25 + 0,06 olarak hesaplanmistir. Sonuglar KPSF kriyojellerinin KP

kriyojellere oranla daha ytiksek pro-anjiyojenik etki gosterdigini sergilemistir.

CAM esasen allantoik epitel, mesoderm ve karyonik epitel olmak iizere {i¢ alt
katmandan olusur. Bahsedilen alt katmanlarin tiimii embriyonik inkiibasyonun 11 ve 15
giinleri arasinda gerceklesen karmagsik bir siirecte ilerleyen hiicre tipi farklilagmalari
sayesinde kayda deger morfolojik gelisimler gosterir. Bu siiregte farklilasmaya baglamis bazi
hiicreler ticgen sekilli ve microvillus igeren hiicrelerdir ki bunlara tip 1 hiicreler denir,
yuvarlak sekle sahip olan baz1 hiicreler tip 2 hiicreler olarak adlandirilir ve son olarak besgen

veya altigen sekle sahip olan tip 3 hiicreleri seklinde siniflandirilabilir. Tip 3 hiicrelerin (6-
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7 adet) tip 2 hiicrenin etrafin1 sarmasiyla ¢i¢ek benzeri motifler olusmaktadir (Halgrain vd.,
2022).

Sekil 26. in ovo CAM testi sonucu iskelelerden elde edilen histogramlar

Cam tahlili ardindan sabitlenerek korunan numunelerden alinan kesitler Hematoksilen
ve Eozin (H&E) ile boyandi ve histoloji kesitleri elde edildi (Sekil 26). Histogramlar her iki
ornegin ylizeyinde c¢ogunlukla tip 2 hiicrelerin varligin1 gostermistir. Daha yliksek
gozeneklilige sahip olan KPSF iskelelerde hiicrelerin numune ile etkilesimleri daha fazla

olup derin kesitlerle de hiicrelerin iskele igerisine niifuz ettigi dogrulanmistir.

Ayn1 zamanda her iki silindirik iskelenin kenarlarindan hiicrelerin iskele i¢ine dogru
goclerinin gozlemlenmesi malzemelerin ¢evre dokularla etkilesimlerinin iyi oldugu
sonucunu verebilir (Kocak vd., 2020). Bunlara ek olarak KP iskelelerin aksine KPSF
iskelelerde kan damarlariin iskele igerisine s1zdig1 da histogramlarin degerlendirilmesiyle

tespit edilmistir.
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Sekil 27. in ovo CAM testi sonrasi iskelelerin SEM gériintiileri

Orneklerin sabitlenmesi ve oda sicakliginda kurutulmasinin ardindan alman SEM
mikrografileri incelendiginde malzemelerin yiizeylerinde kilcal damarlarin varligi acikca
gorlintiilenmistir. Bunun yan1 sira her iki malzemenin yiizeyinde ¢esitli kan hiicrelerine
rastlanmasinin - malzemelerin  eksplantasyonu sirasinda gerceklesen kanamalardan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Prue Talbot, 2011). Ayrica numune yiizeylerindeki tip 2
hiicrelerinin varliginin SEM mikrografileriyle kanitlanmasi histoloji analizlerini destekler

niteliktedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Kemik kaybinin genel olarak hastanin yagam kalitesi iizerinde dnemli etkileri vardir.
Giiniimiizde kemikle ilgili tibbi tedaviler ve bu tedavilere yonelik maliyetler artmaktadir.
Ayrica, uzayan yasam siiresi ve yaslanan diinya niifusu nedeniyle kiriklar, bel agrilari,
skolyoz, osteoporoz, kemik enfeksiyonu veya tiimdrleri, dogumsal kusurlar ve agiz ve ¢ene-

yiiz patolojileri gibi kas-iskelet sistemi patolojilerinde hizli bir artig goriilmektedir.

Kandan sonra en sik nakledilen doku kemiktir; bununla birlikte, klinik ortamda on
yilt askin bir siiredir kullanilmasina ragmen, kemik greftleri tedavide uygulamalarini
sinirlayan bazi dezavantajlar sergilemektedir. Mevcut altin standardi temsil eden otogreft
tekniginin (vaskiilarize olsun ya da olmasin) dezavantajlar1 sunlardir: tedarik sinirlamasi,
degisken rezorpsiyon, donor saha morbidite riski, belirli bolgelerde yiiksek basarisizlik orani
ve ikinci bir ameliyat ihtiyaci. Demineralize Kemik Matriksi ve ksenogreftler (hayvan
kaynakli) gibi allogreftlerle (insan kadavralarindan veya canli donérlerden) iliskili
problemler, alicinin viicudu tarafindan patojen iletimi ve reddi olabilir. Su anda eklem
artroplastileri ve uzun kemik ve vertebral kiriklar i¢in mekanik ve yapisal destek saglamak
amaciyla kullanilan eklem protezleri, plakalar ve vidalar gibi metal implant stratejileri
(titanyum alasimlar1 ve paslanmaz ¢elik), bozulmazlik, yiiksek sertlik, yorgunluk, kirilma,
konak¢1 dokuya entegrasyon eksikligi, ekstriizyon ve enfeksiyon nedeniyle sinirlamalar

sunar.

Gilinlimiizde, doku miihendisligi ve rejeneratif tip, geleneksel tekniklerle iliskili
komplikasyonlarin iistesinden gelme amaciyla, kemik rekonstriiksiyonu i¢in umut verici
stratejiler olarak ortaya konmustur. Son zamanlarda, organ nakli i¢in siirekli artan talep ve
ayni1 zamanda donor mevcudiyetinin ciddi bir eksikligi nedeniyle rolleri daha stratejik hale
gelmistir. Bu sorunlar1 ¢6zmek igin potansiyel bir ¢ozliim, yap1 iskeleleri, hiicreler veya

mekanik faktorlerin kombinasyonu yoluyla miihendislik yapilarinin gelistirilmesidir.

Su anda kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in kullanilan yapi iskelelerinin ¢cogu
polimerler, biyoaktif seramikler ve kompozit yapidalardir. Iskele iiretimi i¢in kullanilan
polimerler dogal veya sentetik olabilir. Keratin, ipek fibroini, hyaluronik asit , kitosan ve
kollajen gibi dogal olarak tiiretilen polimerler, iyi biyouyumluluk, osteokondiiktivite ve

diisiik immiinojenisite sergilerler. Bununla birlikte, dezavantajlari, kontrol edilmesi zor bir
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bozunma orani ve diisiik mekanik stabilite ile temsil edilmektedir. Polianhidrit, polipropilen
fumarat (PPF), polikaprolakton (PCL), polifosfazen, polilaktik asit (PLA), polieter eter keton
gibi sentetik polimerler(PEEK) ve poli(glikolik asit) (PGA), kontrollii bir bozunma orant,
kemik mekanik ozelliklerini tasarlama veya ayarlama, karmasik sekiller iretme olasiligi,
hiicre eki iyilestirmesi ve ¢ozilinebilir molekiiller verme potansiyeli gosterir. Ayrica, bu tip
polimerler diisiik maliyetlerle, biiyiik tiniform miktarlarda iiretilebilir ve uzun bir raf 6mriine
sahiptir. Kritik bir dezavantaj , igsel dogalari nedeniyle daha iyi biyoaktif 6zellikler gosteren
dogal polimerlere kiyasla hiicrelerle etkilesime girme yeteneginin daha diisiik olmasidir.
Yapilan arastirmalar dogal polimerlerin dogal hiicre dis1 matrisini taklit edebilmeleri ve
biyolojik olarak aktiflikleri sebebiyle doku yenilenmesinde kullanimlarinin daha avantajli

olduklarini ortaya koymustur.

Tez ¢aligmasi kapsaminda, yenilik¢i kemik dolgu malzemelerinin gelistirilmesi igin
keratin ve ipek fibroini dogal polimerleri kullanilmistir. Her iki polimer herhangi bir
toksisiteye sebep olmamalari, biyolojik olarak pargalanabilirlikleri, siirdiiriilebilirlikleri ve
hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi, doku yenilenmesi i¢in uygun bir ortam olusturabilmeleri
nedeniyle tercih edilmistir. Bu ¢aligmada keratin macun ve keratin macun/ipek fibroini
kompozit iskeleleri toksik kimyasallar kullanarak ¢apraz baglama islemi gerceklestirilmeden
iiretilmistir. Keratin macun Uretimi i¢in sitrik asit ile muamele sonucu bir ¢okelme islemi
gerceklestirilirken hazirlanan kompozit iskeleler liyofilizasyon islemi ardindan metanol
muamelesiyle yapisal olarak saglamlastirilmistir. Kemik doku miihendisliginde kullanilmak
iizere tasarlanan her iki malzemenin fizikokimyasal, mekanik ve anjiyojenik analizleri
gergeklestirilmistir. Kriyojellerin karakterizasyonlari i¢in ATR-FTIR, XRD, TGA, mekanik
basma testi, SEM goriintiileme, enzimatik in vitro biyobozunurluk ve in ovo CAM analizleri
gergeklestirilmistir. Kriyojellerin analiz sonuglar1 genel olarak karsilastirildiginda artan
gozeneklilik ile dogru orantili olarak kompozit iskelelerin mekanik ve termal
dayanikliliklarinin daha yiiksek oldugu ve histolojik goriintiiler incelendiginde benzer

zamanda daha fazla hiicre gogiine izin verdigi gorilmiistiir.

Gelistirilen her iki malzemenin ileri asamalarda hiicre kiiltiirii galismalarinin ve in vivo
degerlendirmelerinin gergeklestirilmesi doku onarimi mekanizmalarinin daha iyi anlagilmast
ve aciklanabilmesi acgisindan faydali olacaktir. Sonu¢ olarak KP ve KPSF kemik dolgu

malzemelerinin kemik doku rejenerasyonlarinda kullanim i¢in uygun materyaller olduklari,
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malzemelerin gelistirilebilirlik agisindan uygun olduklar1 ve sunulan tez ¢alismasinin doku

mihendisligi alaninda yenilik¢i ¢alismalara onciiliik edebilecegini diisiinmekteyiz.

63



KAYNAKCA

Abbasi, N., Hamlet, S., Love, R. M., & Nguyen, N. T. (2020). Porous scaffolds for bone
regeneration. Journal of Science: Advanced Materials and Devices, 5(1), 1-9.
https://doi.org/10.1016/j.jsamd.2020.01.007

Abdelaziz, A. G., Nageh, H., Abdo, S. M., Abdalla, M. S., Amer, A. A., Abdal-hay, A., &
Barhoum, A. (2023). A Review of 3D Polymeric Scaffolds for Bone Tissue
Engineering: Principles, Fabrication Techniques, Immunomodulatory Roles, and
Challenges. Bioengineering, 10(2). https://doi.org/10.3390/bioengineering10020204

Abou Taleb, M., Mowafi, S., Vineis, C., Varesano, A., Sanchez Ramirez, D. O., Tonetti, C.,
& El-Sayed, H. (2022). Effect of Alkali Metals and Alkaline Earth Metals Hydroxides
on the Structure of Wool Fibers. Journal of Natural Fibers, 19(9), 3351-3364.
https://doi.org/10.1080/15440478.2020.1846659

Ahmed Nahian; Pradip R. Chauhan. (2022). Histology, Periosteum And Endosteum. I¢inde
StatPearls. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557584/

Amini, A. R., Laurencin, C. T., & Nukavarapu, S. P. (2012). Bone tissue engineering: Recent
advances and challenges. Critical Reviews in Biomedical Engineering, 40(5), 363—408.
https://doi.org/10.1615/CritRevBiomedEng.v40.i5.10

Ansari, M. (2019). Bone tissue regeneration: biology, strategies and interface studies.
Progress in Biomaterials, 8(4), 223-237. https://doi.org/10.1007/s40204-019-00125-z

Atrian, M., Kharaziha, M., Javidan, H., Alihosseini, F., & Emadi, R. (2022). Zwitterionic
keratin coating on silk-Laponite fibrous membranes for guided bone regeneration.
Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, 16(11), 1019-1031.
https://doi.org/10.1002/term.3350

Battafarano, G., Rossi, M., De Martino, V., Marampon, F., Borro, L., Secinaro, A., &
Fattore, A. Del. (2021). Strategies for bone regeneration: From graft to tissue
engineering. International Journal of Molecular Sciences, 22(3), 1-22.
https://doi.org/10.3390/ijms22031128

Biswal, T. (2019). Biopolymers for tissue engineering applications: A review. Materials
Today: Proceedings, 41, 397-402. https://doi.org/10.1016/j.matpr.2020.09.628

64



Bloise, N., Patrucco, A., Bruni, G., Montagna, G., Caringella, R., Fassina, L., Tonin, C., &
Visai, L. (2020). In vitro production of calcified bone matrix onto wool keratin scaffolds
via osteogenic factors and electromagnetic stimulus. Materials, 13(14).
https://doi.org/10.3390/mal13143052

Cal, F., Sezgin Arslan, T., Derkus, B., Kiran, F., Cengiz, U., & Arslan, Y. E. (2021).
Synthesis of Silica-Based Boron-Incorporated Collagen/Human Hair Keratin Hybrid
Cryogels with the Potential Bone Formation Capability. ACS Applied Bio Materials.
https://doi.org/10.1021/acsabm.1c00805

Cheng, Y.-L., Lee, C.-Y., Huang, Y.-L., Buckner, C. A., Lafrenie, R. M., Dénommée, J. A.,
Caswell, J. M., Want, D. A., Gan, G. G., Leong, Y. C., Bee, P. C., Chin, E., Teh, A. K.
H., Picco, S., Villegas, L., Tonelli, F., Merlo, M., Rigau, J., Diaz, D., ... Mathijssen, R.
H. J. (2016). We are IntechOpen , the world ’ s leading publisher of Open Access books
Built by scientists , for scientists TOP 1 %. Intech, 11(tourism), 13.
https://www.intechopen.com/books/advanced-biometric-technologies/liveness-

detection-in-biometrics

Chilakamarry, C. R., Mahmood, S., Saffe, S. N. B. M., Arifin, M. A. Bin, Gupta, A.,
Sikkandar, M. Y., Begum, S. S., & Narasaiah, B. (2021). Extraction and application of
keratin from natural resources: a review. 3 Biotech, 11(5), 1-12.
https://doi.org/10.1007/s13205-021-02734-7

Chocholata, P., Kulda, V., & Babuska, V. (2019). Fabrication of scaffolds for bone-tissue
regeneration. Materials, 12(4). https://doi.org/10.3390/ma12040568

Cholas, R., Kunjalukkal Padmanabhan, S., Gervaso, F., Udayan, G., Monaco, G., Sannino,
A., & Licciulli, A. (2016). Scaffolds for bone regeneration made of hydroxyapatite
microspheres in a collagen matrix. Materials Science and Engineering C, 63, 499-505.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2016.03.022

Collins, M. N., Ren, G,, Young, K., Pina, S., Reis, R. L., & Oliveira, J. M. (2021). Scaffold
Fabrication Technologies and Structure/Function Properties in Bone Tissue
Engineering. Advanced Functional Materials, 31(21).
https://doi.org/10.1002/adfm.202010609

Cui, W., Santos, H. A., Zhang, B., & Zhang, Y. S. (2022). Functional biomaterials. APL

65



Bioengineering, 6(1), 2020-2022. https://doi.org/10.1063/5.0078930

Cui, X., Xu, S., Su, W., Sun, Z., Yi, Z., Ma, X., Chen, G., Chen, X., Guo, B., & Li, X. (2019).
Freeze—thaw cycles for biocompatible, mechanically robust scaffolds of human hair
keratins. Journal of Biomedical Materials Research - Part B Applied Biomaterials,
107(5), 1452-1461. https://doi.org/10.1002/jbm.b.34237

de Guzman, R. C., Saul, J. M., Ellenburg, M. D., Merrill, M. R., Coan, H. B., Smith, T. L.,
& Van Dyke, M. E. (2013). Bone regeneration with BMP-2 delivered from keratose
scaffolds. Biomaterials, 34(6), 1644-1656.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2012.11.002

Dias, G. J., Mahoney, P., Swain, M., Kelly, R. J., Smith, R. A., & Ali, M. A. (2010). Keratin-
hydroxyapatite composites: Biocompatibility, osseointegration, and physical properties
in an ovine model. Journal of Biomedical Materials Research - Part A, 95(4), 1084—
1095. https://doi.org/10.1002/jbm.a.32908

Dias, G. J., Ramesh, N., Neilson, L., Cornwall, J., Kelly, R. J., & Anderson, G. (2020). The
adaptive immune response to porous regenerated keratin as a bone graft substitute in an
ovine model. International Journal of Biological Macromolecules, 165, 100-106.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.09.133

Ding, X., Huang, Y., Li, X,, Liu, S., Tian, F., Niu, X., Chu, Z., Chen, D., Liu, H., & Fan, Y.
(2021). Three-dimensional silk fibroin scaffolds incorporated with graphene for bone
regeneration. Journal of Biomedical Materials Research - Part A, 109(4), 515-523.
https://doi.org/10.1002/jbm.a.37034

Ding, Z., Cheng, W., Mia, M. S., & Lu, Q. (2021). Silk Biomaterials for Bone Tissue
Engineering. Macromolecular Bioscience, 21(8), 1-12.
https://doi.org/10.1002/mabi.202100153

Ebhodaghe, S. O. (2021). Natural Polymeric Scaffolds for Tissue Engineering Applications.
Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 32(16), 2144-2194.
https://doi.org/10.1080/09205063.2021.1958185

Esparza, Y., Ullah, A., Boluk, Y., & Wu, J. (2017). Preparation and characterization of
thermally crosslinked poly(vinyl alcohol)/feather keratin nanofiber scaffolds. Materials
and Design, 133, 1-9. https://doi.org/10.1016/j.matdes.2017.07.052

66



Fan, J., Abedi-Dorcheh, K., Vaziri, A. S., Kazemi-Aghdam, F., Rafieyan, S., Sohrabinejad,
M., Ghorbani, M., Adib, F. R., Ghasemi, Z., Klavins, K., & Jahed, V. (2022). A Review
of Recent Advances in Natural Polymer-Based Scaffolds for Musculoskeletal Tissue
Engineering. Polymers, 14(10). https://doi.org/10.3390/polym14102097

Farokhi, M., Mottaghitalab, F., Samani, S., Shokrgozar, M. A., Kundu, S. C., Reis, R. L.,
Fatahi, Y., & Kaplan, D. L. (2018). Silk fibroin/hydroxyapatite composites for bone
tissue engineering. Biotechnology Advances, 36(1), 68-91.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2017.10.001

Fattorel, A. Del, Teti2, A., & Nadia Rucci2. (2012). Table of contents 1. Frontiers in
Bioscience, 1-11. https://doi.org/10.1109/epqu.2011.6128966

Fernandez-Yague, M. A., Abbah, S. A., McNamara, L., Zeugolis, D. I., Pandit, A., & Biggs,
M. J. (2015). Biomimetic approaches in bone tissue engineering: Integrating biological
and physicomechanical strategies. Advanced Drug Delivery Reviews, 84, 1-29.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2014.09.005

Feroz, S., & Dias, G. (2021). Hydroxypropylmethyl Cellulose (Hpmc) Crosslinked
Keratin/Hydroxyapatite (Ha) Scaffold Fabrication, Characterization And In Vitro
Biocompatibility Assessment As A Bone Graft For Alveolar Bone Regeneration.
Heliyon, 7(11), e08294. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2021.e08294

Feroz, S., Muhammad, N., Dias, G., & Alsaiari, M. A. (2022). Extraction of keratin from
sheep wool fibres using agqueous ionic liquids assisted probe sonication technology.
Journal of Molecular Liquids, 350, 118595.
https://doi.org/10.1016/j.mollig.2022.118595

Feroz, S., Muhammad, N., Ranayake, J., & Dias, G. (2020). Keratin - Based materials for
biomedical applications. Bioactive Materials, 5(3), 496-509.
https://doi.org/10.1016/j.bioactmat.2020.04.007

Gambari, L., Amore, E., Raggio, R., Bonani, W., Barone, M., Lisignoli, G., Grigolo, B.,
Motta, A., & Grassi, F. (2019). Hydrogen sulfide-releasing silk fibroin scaffold for bone
tissue engineering. Materials Science and Engineering C, 102(April), 471-482.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2019.04.039

Ghanbarzadeh, B., Almasi, H., & Entezami, A. A. (2011). Improving the barrier and

67



mechanical properties of corn starch-based edible films: Effect of citric acid and
carboxymethyl cellulose. Industrial Crops and Products, 33(1), 229-235.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2010.10.016

Ghassemi, T., Shahroodi, A., Ebrahimzadeh, M. H., Mousavian, A., Movaffagh, J., &
Moradi, A. (2018). Current concepts in scaffolding for bone tissue engineering.
Archives of Bone and Joint Surgery, 6(2), 90-99.
https://doi.org/10.22038/abjs.2018.26340.1713

Giteru, S. G., Ramsey, D. H., Hou, Y., Cong, L., Mohan, A., & Bekhit, A. E. D. A. (2023).
Wool keratin as a novel alternative protein: A comprehensive review of extraction,
purification, nutrition, safety, and food applications. Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, 22(1), 643-687. https://doi.org/10.1111/1541-4337.13087

Gundu, S., Sahi, A. K., Varshney, N., Varghese, J., K. Vishwakarma, N., & Mahto, S. K.
(2022). Fabrication and in vitro characterization of luffa-based composite scaffolds
incorporated with gelatin, hydroxyapatite and psyllium husk for bone tissue
engineering. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 33(17), 2220-2248.
https://doi.org/10.1080/09205063.2022.2101415

Guo, L., Liang, Z., Yang, L., Du, W., Yu, T., Tang, H., Li, C., & Qiu, H. (2021). The role of
natural polymers in bone tissue engineering. Journal of Controlled Release, 338(July),
571-582. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2021.08.055

Halgrain, M., Georgeault, S., Bernardet, N., Hincke, M. T., & Réhault-Godbert, S. (2022).
Concomitant Morphological Modifications of the Avian Eggshell, Eggshell
Membranes and the Chorioallantoic Membrane During Embryonic Development.
Frontiers in Physiology, 13(April), 1-10. https://doi.org/10.3389/fphys.2022.838013

Hamasaki, S., Tachibana, A., Tada, D., Yamauchi, K., & Tanabe, T. (2008). Fabrication of
highly porous keratin sponges by freeze-drying in the presence of calcium alginate
beads. = Materials Science and Engineering C, 28(8), 1250-1254.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2007.11.008

Haugen, H. J., Lyngstadaas, S. P., Rossi, F., & Perale, G. (2019). Bone grafts: which is the
ideal biomaterial? Journal of Clinical Periodontology, 46(S21), 92-102.
https://doi.org/10.1111/jcpe.13058

68



Henkel, J., Woodruff, M. A., Epari, D. R., Steck, R., Glatt, V., DIckinson, I. C., Choong, P.
F. M., Schuetz, M. A., & Hutmacher, Di. W. (2013). Bone Regeneration Based on
Tissue Engineering Conceptions-A 21st Century Perspective. Bone Research, 1, 216—
248. https://doi.org/10.4248/BR201303002

Hines, D. J., & Kaplan, D. L. (2011). Mechanisms of controlled release from silk fibroin
films. Biomacromolecules, 12(3), 804-812. https://doi.org/10.1021/bm101421r

Islam, M. T., Laing, R. M., Wilson, C. A., McConnell, M., & Ali, M. A. (2022). Fabrication
and characterization of 3-dimensional electrospun poly(vinyl alcohol)/keratin/chitosan
nanofibrous scaffold. Carbohydrate Polymers, 275(July 2021), 118682.
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2021.118682

Jackson, M., & Mantsch, H. H. (1995). The use and misuse of FTIR spectroscopy in the
determination of protein structure. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular
Biology, 30(2), 95-120. https://doi.org/10.3109/10409239509085140

Kashte, S., Jaiswal, A. K., & Kadam, S. (2017). Artificial Bone via Bone Tissue Engineering:
Current Scenario and Challenges. Tissue Engineering and Regenerative Medicine,
14(1), 1-14. https://doi.org/10.1007/s13770-016-0001-6

Khan, Y., Yaszemski, M. J., Mikos, A. G., & Laurencin, C. T. (2008). Tissue engineering of
bone: Material and matrix considerations. Journal of Bone and Joint Surgery,
90(SUPPL. 1), 36-42. https://doi.org/10.2106/IBJS.G.01260

Kocak, F. Z., Talari, A. C. S., Yar, M., & Rehman, I. U. (2020). In-situ forming ph and
thermosensitive injectable hydrogels to stimulate angiogenesis: Potential candidates for
fast bone regeneration applications. International Journal of Molecular Sciences, 21(5).
https://doi.org/10.3390/ijms21051633

Koons, G. L., Diba, M., & Mikos, A. G. (2020). Materials design for bone-tissue
engineering. Nature Reviews Materials, 5(8), 584-603. https://doi.org/10.1038/s41578-
020-0204-2

Kundu, B., Rajkhowa, R., Kundu, S. C., & Wang, X. (2013). Silk fibroin biomaterials for
tissue regenerations. Advanced Drug Delivery Reviews, 65(4), 457-470.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.043

Le, B. Q., Nurcombe, V., Cool, S. M. K., van Blitterswijk, C. A., de Boer, J., & LaPointe,

69



V. L. S. (2017). The Components of bone and what they can teach us about
regeneration. Materials, 11(1), 1-16. https://doi.org/10.3390/ma11010014

Li, G.,, & Sun, S. (2022). Silk Fibroin-Based Biomaterials for Tissue Engineering
Applications. Molecules, 27(9). https://doi.org/10.3390/molecules27092757

Li, J. J., Ebied, M., Xu, J., & Zreigat, H. (2018). Current Approaches to Bone Tissue
Engineering: The Interface between Biology and Engineering. Advanced Healthcare
Materials, 7(6), 1-8. https://doi.org/10.1002/adhm.201701061

Liu, Y., Luo, D., & Wang, T. (2016). Hierarchical Structures of Bone and Bioinspired Bone
Tissue Engineering. Small (Weinheim an der Bergstrasse, Germany), 12(34), 4611
4632. https://doi.org/10.1002/smll.201600626

LOWRY, O. H., ROSEBROUGH, N. J., FARR, A. L., & RANDALL, R. J. (1951). Protein
measurement with the Folin phenol reagent. The Journal of biological chemistry,
193(1), 265-275. https://doi.org/10.1016/s0021-9258(19)52451-6

Lu, Q., Huang, Y., Li, M., Zuo, B., Lu, S., Wang, J., Zhu, H., & Kaplan, D. L. (2011). Silk
fibroin electrogelation mechanisms. Acta Biomaterialia, 7(6), 2394-2400.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2011.02.032

Luo, Z., Zhang, Q., Shi, M., Zhang, Y., Tao, W., & Li, M. (2015). Effect of pore size on the
biodegradation rate of silk fibroin scaffolds. Advances in Materials Science and
Engineering, 2015, 1-8. https://doi.org/10.1155/2015/315397

Ma, D., Wang, Y., & Dai, W. (2018). Silk fibroin-based biomaterials for musculoskeletal
tissue engineering. Materials Science and Engineering C, 89(23), 456-4609.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2018.04.062

Maia, F. R., Bastos, A. R., Oliveira, J. M., Correlo, V. M., & Reis, R. L. (2022). Recent
approaches towards bone tissue engineering. Bone, 154(June 2021), 116256.
https://doi.org/10.1016/j.bone.2021.116256

Melke, J., Midha, S., Ghosh, S., Ito, K., & Hofmann, S. (2016). Silk fibroin as biomaterial
for bone tissue engineering. Acta Biomaterialia, 31, 1-16.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2015.09.005

Mour, M., Das, D., Winkler, T., Hoenig, E., Mielke, G., Morlock, M. M., & Schilling, A. F.

70



(2010). Advances in porous biomaterials for dental and orthopaedic applications.
Materials, 3(5), 2947-2974. https://doi.org/10.3390/ma3052947

Muir, V. G., & Burdick, J. A. (2021). Chemically Modified Biopolymers for the Formation
of Biomedical Hydrogels. Chemical Reviews, 121(18), 10908-10949.
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.0c00923

Naderi, P., Zarei, M., Karbasi, S., & Salehi, H. (2020). Evaluation of the effects of keratin
on physical, mechanical and biological properties of poly (3-hydroxybutyrate)
electrospun scaffold: Potential application in bone tissue engineering. European
Polymer Journal, 124(January), 109502.
https://doi.org/10.1016/j.eurpolym;j.2020.109502

Narita, C., Okahisa, Y., Wataoka, I., & Yamada, K. (2020). Characterization of ground silk
fibroin through comparison of nanofibroin and higher order structures. ACS Omega,
5(36), 22786-22792. https://doi.org/10.1021/acsomega.0c01750

Ozdil, D., & Aydin, H. M. (2014). Polymers for medical and tissue engineering applications.
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 89(12), 1793-1810.
https://doi.org/10.1002/jctb.4505

Pirosa, A., Gottardi, R., Alexander, P. G., & Tuan, R. S. (2018). Engineering in-vitro stem
cell-based vascularized bone models for drug screening and predictive toxicology. Stem
Cell Research and Therapy, 9(1). https://doi.org/10.1186/s13287-018-0847-8

Placone, J. K., Navarro, J., Laslo, G. W., Lerman, M. J., Gabard, A. R., Herendeen, G. J.,
Falco, E. E., Tomblyn, S., Burnett, L., & Fisher, J. P. (2017). Development and
Characterization of a 3D Printed, Keratin-Based Hydrogel. Annals of Biomedical
Engineering, 45(1), 237—-248. https://doi.org/10.1007/s10439-016-1621-7

Pramanik, S., Kharche, S., More, N., Ranglani, D., & Kapusetti, G. (2022). Natural
Biopolymers for Bone Tissue Engineering: A Brief Review. Engineered Regeneration,
4(2), 193-204. https://doi.org/10.1016/j.engreg.2022.12.002

Prue Talbot, G. M. (2011). Gallus gallus domesticu, blood cell. CIL. Dataset.
https://doi.org/https://doi.org/doi:10.7295/W9CIL12621

Puerta, M., Peresin, M. S., & Restrepo-Osorio, A. (2020). Effects of Chemical Post-

treatments on Structural and Physicochemical Properties of Silk Fibroin Films Obtained

71



From Silk Fibrous Waste. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology,
8(December), 1-11. https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.523949

Qu, H.,Fu, H., Han, Z., & Sun, Y. (2019). Biomaterials for bone tissue engineering scaffolds:
A review. RSC Advances, 9(45), 26252-26262. https://doi.org/10.1039/c9ra05214c

Rajabi, M., Ali, A., McConnell, M., & Cabral, J. (2020). Keratinous materials: Structures
and functions in biomedical applications. Materials Science and Engineering C,
110(January), 110612. https://doi.org/10.1016/j.msec.2019.110612

Ramirez, D. O. S., Carletto, R. A., Tonetti, C., Giachet, F. T., Varesano, A., & Vineis, C.
(2017). Wool keratin film plasticized by citric acid for food packaging. Food Packaging
and Shelf Life, 12(April), 100-106. https://doi.org/10.1016/j.fpsl.2017.04.004

Ranjit, E., Hamlet, S., George, R., Sharma, A., & Love, R. M. (2022). Biofunctional
approaches of wool-based keratin for tissue engineering. Journal of Science: Advanced
Materials and Devices, 7(1), 100398. https://doi.org/10.1016/j.jsamd.2021.10.001

Rinaldo Florencio-Silva, Gisela Rodrigues da Silva Sasso, Estela Sasso-Cerri, Manuel Jesus
Simdes, and P. S. C. (2015). Physiology of bone tissue. Immuno-analyse & Biologie
Spécialisée, 7(6), 17-24.

Rockwood, D. N., Preda, R. C., Yiicel, T., Wang, X., Lovett, M. L., & Kaplan, D. L. (2011).
Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin. Nature Protocols, 6(10), 1612—
1631. https://doi.org/10.1038/nprot.2011.379

Roseti, L., Parisi, V., Petretta, M., Cavallo, C., Desando, G., Bartolotti, 1., & Grigolo, B.
(2017). Scaffolds for Bone Tissue Engineering: State of the art and new perspectives.
Materials Science and Engineering C, 78, 1246-1262.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2017.05.017

Rouse, J. G., & Van Dyke, M. E. (2010). A review of keratin-based biomaterials for
biomedical applications. Materials, 3(2), 999-1014.
https://doi.org/10.3390/ma3020999

Sabir, M. 1., Xu, X., & Li, L. (2009). A review on biodegradable polymeric materials for
bone tissue engineering applications. Journal of Materials Science, 44(21), 5713-5724.
https://doi.org/10.1007/s10853-009-3770-7

72



Sell, S. A., Wolfe, P. S., Garg, K., McCool, J. M., Rodriguez, I. A., & Bowlin, G. L. (2010).
The use of natural polymers in tissue engineering: A focus on electrospun extracellular
matrix analogues. Polymers, 2(4), 522-553. https://doi.org/10.3390/polym2040522

Shi, C., Yuan, Z., Han, F., Zhu, C., & Li, B. (2016). Polymeric biomaterials for bone
regeneration. Annals of Joint, 1, 27-27. https://doi.org/10.21037/a0j.2016.11.02

Silva, R, Singh, R., Sarker, B., Papageorgiou, D. G., Juhasz, J. A., Roether, J. A., Cicha, 1.,
Kaschta, J., Schubert, D. W., Chrissafis, K., Detsch, R., & Boccaccini, A. R. (2014).
Hybrid hydrogels based on keratin and alginate for tissue engineering. Journal of
Materials Chemistry B, 2(33), 5441-5451. https://doi.org/10.1039/c4tb00776]

Stevens, M. M. (2008). Biomaterials for bone tissue engineering. Materials Today, 11(5),
18-25. https://doi.org/10.1016/S1369-7021(08)70086-5

Sun, W., Gregory, D. A., Tomeh, M. A., & Zhao, X. (2021). Silk fibroin as a functional
biomaterial for tissue engineering. International Journal of Molecular Sciences, 22(3),
1-28. https://doi.org/10.3390/ijms22031499

Swetha, M., Sahithi, K., Moorthi, A., Srinivasan, N., Ramasamy, K., & Selvamurugan, N.
(2010). Biocomposites containing natural polymers and hydroxyapatite for bone tissue
engineering. International Journal of Biological Macromolecules, 47(1), 1-4.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2010.03.015

Tamburaci, S., Cecen, B., Ustun, O., Ergur, B. U., Havitcioglu, H., & Tihminlioglu, F.
(2019). Production and Characterization of a Novel Bilayer Nanocomposite Scaffold
Composed of Chitosan/Si-nHap and Zein/POSS Structures for Osteochondral Tissue
Regeneration. ACS Applied Bio Materials, 2(4), 1440-1455.
https://doi.org/10.1021/acsabm.8b00700

Tang, D., Tare, R. S., Yang, L. Y., Williams, D. F., Ou, K. L., & Oreffo, R. O. C. (2016).
Biofabrication of bone tissue: Approaches, challenges and translation for bone
regeneration. Biomaterials, 83, 363-382.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2016.01.024

Tao, Y., & Liu, S. (2023). Design and Development of Tissue Engineering Materials based
on Imine Bonds. Journal of Physics: Conference Series, 2468(1).
https://doi.org/10.1088/1742-6596/2468/1/012095

73



Tian, Y., Wu, Q., Li, F., Zhou, Y., Huang, D., Xie, R., Wang, X., Zheng, Z., & Li, G. (2021a).
A flexible and biocompatible bombyx mori silk fibroin/wool keratin composite scaffold
with interconnective porous structure. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
208(April), 112080. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.112080

Tian, Y., Wu, Q., Li, F., Zhou, Y., Huang, D., Xie, R., Wang, X., Zheng, Z., & Li, G. (2021b).
A flexible and biocompatible bombyx mori silk fibroin/wool keratin composite scaffold
with interconnective porous structure. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
208(April), 112080. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.112080

Vasconcelos, A., Freddi, G., & Cavaco-Paulo, A. (2008). Biodegradable materials based on
silk  fibroin and keratin. Biomacromolecules, 9(4), 1299-1305.
https://doi.org/10.1021/bm7012789

Velasco, M. A., Narvaez-Tovar, C. A., & Garzon-Alvarado, D. A. (2015). Design, materials,
and mechanobiology of biodegradable scaffolds for bone tissue engineering. BioMed
Research International, 2015. https://doi.org/10.1155/2015/729076

Venkatesan, J., & Kim, S. K. (2010). Chitosan composites for bone tissue engineering - An
overview. Marine Drugs, 8(8), 2252-2266. https://doi.org/10.3390/md8082252

Vu, T., Xue, Y., Vuong, T., Erbe, M., Bennet, C., Palazzo, B., Popielski, L., Rodriguez, N.,
& Hu, X. (2016). Comparative study of ultrasonication-induced and naturally self-
assembled silk fibroin-wool keratin hydrogel biomaterials. International Journal of
Molecular Sciences, 17(9), 1-15. https://doi.org/10.3390/ijms17091497

Wang, H. Y., & Zhang, Y. Q. (2013). Effect of regeneration of liquid silk fibroin on its
structure and characterization. Soft Matter, 9(1), 138-145.
https://doi.org/10.1039/c2sm26945g

Wang, X., Xu, S., Zhou, S., Xu, W., Leary, M., Choong, P., Qian, M., Brandt, M., & Xie, Y.
M. (2016). Topological design and additive manufacturing of porous metals for bone
scaffolds and orthopaedic implants: A review. Biomaterials, 83, 127-141.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2016.01.012

Wang, Y., Fan, S., Li, Y., Niu, C., Li, X., Guo, Y., Zhang, J., Shi, J., & Wang, X. (2020).
Silk fibroin/sodium alginate composite porous materials with controllable degradation.
International Journal of Biological Macromolecules, 150, 1314-1322.

74



https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.10.141

Wang, Z., Yang, H., Li, W., & Li, C. (2019). Effect of silk degumming on the structure and
properties of silk fibroin. Journal of the Textile Institute, 110(1), 134-140.
https://doi.org/10.1080/00405000.2018.1473074

Wei, S., Ma, J. X., Xu, L., Gu, X. S., & Ma, X. L. (2020). RI[& 2R BB E£# ¥, Military
Medical Research, 7(1), 1-25.

Wubneh, A., Tsekoura, E. K., Ayranci, C., & Uludag, H. (2018). Current state of fabrication
technologies and materials for bone tissue engineering. Acta Biomaterialia, 80, 1-30.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2018.09.031

Xia, Y., & Pack, D. W. (2014). Pulsatile protein release from monodisperse liquid-core
microcapsules of controllable shell thickness. Pharmaceutical Research, 31(11), 3201
3210. https://doi.org/10.1007/s11095-014-1412-5

Yamauchi, C., Okazaki, W., Yoshida, T., & Karasawa, A. (2008). Enzymatic degradation of
keratin films and keratin fibers prepared from human hair. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 31(5), 994-997. https://doi.org/10.1248/bpb.31.994

Yan, R. R, Gong, J. S, Su, C., Liu, Y. L., Qian, J. Y., Xu, Z. H., & Shi, J. S. (2022).
Preparation and applications of keratin biomaterials from natural keratin wastes.
Applied Microbiology and Biotechnology, 106(7), 2349-2366.
https://doi.org/10.1007/s00253-022-11882-6

Zhang, X. Y., Fang, G., & Zhou, J. (2017). Additively manufactured scaffolds for bone tissue
engineering and the prediction of their mechanical behavior: A review. Materials,
10(1). https://doi.org/10.3390/ma10010050

Zhang, Y.-Q. (2018). SDS-PAGE for Silk Fibroin Protein. Bio-Protocol, 8(20).
https://doi.org/10.21769/bioprotoc.3054

Zhang, Z., Nie, Y., Zhang, Q., Liu, X., Tu, W., Zhang, X., & Zhang, S. (2017). Quantitative
Change in Disulfide Bonds and Microstructure Variation of Regenerated Wool Keratin
from Various lonic Liquids. ACS Sustainable Chemistry and Engineering, 5(3), 2614—
2622. https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.6b02963

Zhao, W., Jin, X., Cong, Y., Liu, Y., & Fu, J. (2013). Degradable natural polymer hydrogels

75



for articular cartilage tissue engineering. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, 88(3), 327-339. https://doi.org/10.1002/jctb.3970

Zhao, X., Lui, Y. S., Choo, C. K. C., Sow, W. T., Huang, C. L., Ng, K. W., Tan, L. P., &
Loo, J. S. C. (2015). Calcium phosphate coated Keratin—PCL scaffolds for potential
bone tissue regeneration. Materials Science and Engineering: C, 49, 746-753.
https://doi.org/10.1016/J.MSEC.2015.01.084

Zhu, G., Zhang, T., Chen, M., Yao, K., Huang, X., Zhang, B., Li, Y., Liu, J.,, Wang, Y., &
Zhao, Z. (2021). Bone physiological microenvironment and healing mechanism: Basis
for future bone-tissue engineering scaffolds. Bioactive Materials, 6(11), 4110-4140.
https://doi.org/10.1016/j.bioactmat.2021.03.043

76



