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OZET

YAPAY DERIi GREFTLERI OLARAK KERATIN/BORIK ASIiT TEMELLI
YAPILARIN SENTEZI

Safiye Nur YILDIZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
Biyomiihendislik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Yavuz Emre ARSLAN
06/07/2023, 87

Deri-doku miihendisliginde yara iyilesmesi i¢in tasarlanan yapay deri greftleri
incelendiginde yara iyilesmesine yardimci olabilecek filmlerin, hidrojellerin vb.

uygulamalarin 6nemli ve dikkat ¢eken bir yere sahip oldugu goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda ise koyun yiinii keratini (KK) ve denizanasi kollajeninin (DK)
benzersiz kimyasal ve fiziksel ozellikleri ile yara iyilesmesi mekanizmasina biyoaktif
ozelliklerinden dolay1 bor ve silisyumun modifiye edilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda
sol- jel reaksiyonlari kullanilarak keratin ve kollajen biyomalzemelerine bor ve silika
molekiilleri eklenmistir. Sentez sonucunda kompozit filmler elde edilmistir. Koyun
yiiniinden keratin ekstraksiyonu gergeklestirilmesi sonrasinda -SH gruplar1 ve Lowry protein
analizleri ile biyokimyasal karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Filmlerin, organik ve
inorganik molekiilleri arasindaki baglar1 gostermek amaciyla ATR-FTIR, 2Si-MAS-NMR,
11B-MAS-NMR ve XRD analizleri yapilmistir. Ayrica TGA teknigi ile filmlerin termal
stabilitesine bakilirken mikro mekanik ¢ekme testi ile mekanik mukavemeti incelenmistir.
Filmlerin yiizey alanlar1 ve gozenekliligi BET-BJH teknigi ile belirlenirken bozunma
davranigi in vitro biyobozunurluk testi ile belirlenmistir. FE-SEM, EDX ve elementel
haritalama analizleri ile ayrtili olarak filmlerin karakterizasyonlar gergeklestirilmistir.
Filmlerin karakterizasyonlarindan sonra tavuk koryoallantoik membran testi ile anjiyogenez

potansiyeli arastirilmistir.



Bor ve silika nanoparcaciklariyla baglanmis olan proteinler ile filmlerin ylizey alani
ve gozenekliligini arttirmistir. Boylelikle oldukga iyi bir biyobozunurluga sahip oldugu
goriilmistir. Kompozit filmlerin, bor ve silikanin etkisi olarak termal ve mekanik olarak
dayanimlart artmistir. Yapilan in-ovo caligmalarina gore filmler pro-anjiyogenik bir etki
gostermislerdir. Tim bu sonuglar disiiniildiigiinde tasarlanan filmlerin, deri doku
mithendisligi uygulamalarinda kompozit bir malzeme olarak potansiyel bir terapotik fayda

saglayabilecegi diisiilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Keratin, Denizanas1 Kollajen, Bor, Silisyum, Sol-Jel

Reaksiyonlari, Deri Doku Miihendisligi



ABSTRACT

SYNTHESIS OF KERATIN/BORIC ACID-BASED NETWORKS AS ARTIFICIAL
SKIN GRAFTS

Safiye Nur YILDIZ
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Bioengineering
Advisor: Assoc. Prof. Yavuz Emre ARSLAN
06/07/2023, 87

This thesis aims to modify boron and silicon due to the unique chemical and physical
properties of sheep wool keratin and jellyfish collagen and their bioactive properties to
wound healing mechanisms. Boron and silica molecules were added using sol-gel reactions
in this direction. Composite films were obtained as a result of synthesis. After the extraction
of keratin, biochemical characterizations of -SH groups and Lowry protein analyses were
performed. In addition, ATR-FTIR, ?°Si-NMR, "B-MAS-NMR, and XRD analyses were
performed to show the bonds between organic and inorganic molecules of the films. In
addition, the thermal stability of the films was examined with the TGA technique, while the
mechanical strength was concerned with the micromechanical tensile test. The BET-BJH
technique determined the surface areas and porosity of the films, while the degradation
behavior was determined by the in vitro biodegradability test. Detailed characterizations of
the films were carried out with FE-SEM, EDX, and elemental mapping analyses. After the
characterization of the films, angiogenesis potential was investigated by the chicken
chorioallantoic membrane test. Proteins bonded with boron and silica nanoparticles
increased the surface area and porosity of the films. Thus, it has been observed that it has

excellent biodegradability.



Furthermore, the thermal and mechanical strength of the composite films increased
due to the effect of boron and silica. According to the in-ovo studies, the films showed a pro-
angiogenic effect. Considering all these results, the designed films could provide a

therapeutic benefit as a composite material in skin tissue engineering applications.

Keywords: Keratin, Jellyfish Collagen, Boron, Silicon, Sol-Gel Reactions, Skin
Tissue Engineering
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SIMGELER VE KISALTMALAR

KK Koyun ylinii keratin

DK Denizanasi kollajen

BA Borik asit

Si Silisyum

KK-BA-Si Keratin-Borik asit-Silisyum
DK-BA-SI Denizanasi Kollajeni-Borik asit-Silisyum
KK-DK-BA-Si  Keratin-Deniazanasi1 Kollajen-Borik asit-Silisyum
HDM Hiicre dis1 matriksi

DDM Deri doku miihendisligi
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TEOS Tetraetil ortosilikat
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CAM Koryoallantoik membran testi
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EDC N-(3-dimetilaminopropil)-N’-ethilkarbodiimit hidrokloriir



LDV
FDA
ATR-FTIR

XRD
29Si-MAS-NMR
11B-MAS-NMR
PCL

TGA

BET

SEM

°C

M

mM

wiv

ml

pm

ul

ng

mg

Leu-Asp-Val

Amerikan Gida ve Ilac idaresi

Zayiflatilmig  toplam  yansitmali-Fourier dontigiimlii
spektrometresi

X-151m1 difraktometresi

Silisyum niikleer manyetik rezonans spektrometresi
Bor niikleer manyetik rezonans spektrometresi
Polikaprolakton

Termogravimetrik analiz

Brunauer-Emmett-Teller

Taramal1 elektron mikroskobu

Derece Santigrat

Molar

Milimolar

Kiitle/Hacim

Mililitre

Mikrometre

Mikrolitre

Mikrogram

Miligram

Xi

kizil6tesi



TABLOLAR DIZIiNi

Tablo No Tablo Adi Sayfa No
Tablo 1 Sentetik biyomalzemeler 18
Tablo 2 Polisakkarit temelli biyomalzemeler 20
Tablo 3 Protein temelli biyomalzemeler 21
Tablo4  Lowry reaksiyon ¢ozeltileri 42

Tablo 5 Filmlerin BET-BJH sonuglar1 58

xii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil No  Sekil Adi Sayfa No
Sekil 1 Insan deri dokusunun yapis1 5
Sekil 2 Derinin yapist ve hiicre tipleri 6
Sekil 3 Epidermisin yapist 7
Sekil 4 Yara iyilesme basamaklarinin tahmini siiresi 11
Sekil 5 Yara iyilesmesinin agamalari 14
Sekil 6 Ideal yara ortiisiiniin 6zellikleri 15
Sekil 7 Keratin kaynaklar1 22
Sekil 8 Keratinin yapisi 24
Sekil 9 Keratinin yara iyilesmesi agsamalarindaki etkisi 25
Sekil 10  Keratinin doku miihendisliginde kullanim alanlar1 26
Sekil 11  Kollajen kaynaklari 27
Sekil 12 Kollajen kaynaklarinin avantaj ve dezavantajlari 28
Sekil 13 Kollajen yapisi 29
Sekil 14  Kollajenin doku miihendisligi uygulamalari 30
Sekil 15 Silisyum aktiviteleri 32
Sekil 16  Keratin ekstraksiyonu 40
Sekil 17  Denizanasindan kollajen izolasyonu 41
Sekil 18  rTEOS eldesi 44
Sekil 19 :81{3 rim (giréi’)niisﬁmﬁ ve filmlerin eldesi sonrasinda makro 16
Sekil 20  Filmlerin stereo mikroskop goriintiileri 47
Sekil 21 Filmlerin ¢ekme testi ile uzama ve kopma hali 49
Sekil 22 in ovo makro goriintiileri 50
Sekil 23 Siilfitolizis reaksiyonu 51

xiii



Sekil 24
Sekil 25
Sekil 26
Sekil 27
Sekil 28

Sekil 29

Sekil 30

Sekil 31
Sekil 32
Sekil 33
Sekil 34
Sekil 35
Sekil 36

Sekil 37

Sekil 38

BSA kalibrasyon grafigi Lowry yontemine gore
L-sistein ile yapilmis olan kalibrasyon grafigi
FT-IR sonuglari

KK-DK-BA-SI filmin NMR sonuglari
Filmlerin XRD spektrumlar1

Filmlerin TGA termogramlari

Filmlerin ¢ekme testi sonucu gerinim-gerilim grafigi ve Young
Modiili

Filmlerin ¢ekme giicii ve kopma gerilimi

Filmlerin SEM-EDS analizleri

Filmlerin elementel haritalama sonuglari

Filmlerin 3. ve 7. Giin araliklarla bozunma oranlari

Kan damar yogunlugu indeksi sonuglari

Filmlerin in ovo CAM analizleri

Filmlerin CAM ile EDD 10 da alindiktan sonra SEM goriintiileri

Filmlerin H&E boyayama ile kan damarlarinin histolojik
degerlendirilmesi

Xiv

52
53
54
55
56

57

59

60
61
62
63
64
65
65

67



BIRINCI BOLUM
GIRIS

Deri, viicudu korumak amaciyla bir bariyer gibi davranan en biiylik organlarimizdan
biridir. Deri dig ortama dogrudan maruz kalmasindan kaynakli olarak bir¢ok yaralanmalara
Ozellikle yanik gibi hasarlara kars1 fazlasiyla agiktir. Deride gergeklesen yaralanmalar ikiye
ayrilir: kronik ve akut yaralar (Kamoun vd., 2017). Akut yaralar genellikle iyilesmenin hizli
oldugu ve sonrasinda yara izinin kalmadig1 yaralanmalardir. Bunlar genellikle ameliyat
sonrasi veya sirasinda olusan cerrahi kesiler, basit yanik ve kesiklerden kaynakli
olusmaktadir (Prasathkumar & Sadhasivam, 2021). Kronik yaralar, iyilesmesi olduk¢a uzun
siiren ya da iyilesemeyen yaralardir. Genel olarak diyabete ya da kansere bagl iilserlerden
kaynaklanmaktadir. (Wu vd., 2022). Derinin sahip oldugu yara iyilesme mekanizmasinda
dolay1 bir¢cok yara zaman icerisinde dogal kosullarda yenilenip diizelebilmektedir. Ancak
bazi agir, biiylik yaralarda ve doku kayiplarinin yasanildigi kronik yaralarda bu mekanizma
sekteye ugrayabilir ya da yeterli gelemeyebilir. Bu tiir durumlarda tedavi siireci, iyilesme
sirelerinin uzamasi ile biiylik maliyetler gerektiren oldukca sancili siireclerdir. Ayrica
yasanilan doku kayiplar1 kisinin hayatinda fiziksel anlamda etkilemekle beraber sosyo-
psikolojik olarak etkileyebilmektedir (Selig vd., 2012). Zaman igerisinde hasta
popiilasyonunun artmasi, giinlimiizde uygulanan tedavilerin karmasiklig1 ve tiim bunlarla
birlikte hasta beklentilerinin sonuncunda doku rejenerasyonunun etkisini arttirabilecek yeni
stratejilere ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (Ehrenreich & Ruszczak, 2006). Son yillarda
doku miihendisligiyle beraber rejeneratif tip uygulamalari, doku yenilenmesini ve onarimini
desteklemek amaciyla yeni yaklagimlar i¢eren ¢alismalar ilgi gekmektedir. Bu ¢aligmalarda,
insanlarin yasam kalitesini iyilestirmek i¢in tekrarlanabilir, saglam ve daha ideal bir sekilde

doku yenilenmesini desteklemek amaciyla yenilikgi iskeleler, kok hiicreler ve hiicre-iskele

etkilesimlerini kullanilmaktadir (H. S. Kim vd., 2019).

Literatiire bakildiginda, sitotoksik olmayan, yeteri kadar gaz gegirgenligi saglayip,
mikroorganizmalarin penetrasyonunu engelleyen, daha hizli iyilesme siireci ve yara
kapanmasini amaglayan ¢aligsmalar yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarda biyopolimerleri baz alan
tirtinler tasarlayip ve ticarilestirmeye yonelik girisimler yapilmaktadir. Bu konuda birgok
yontem gelistirilmistir. Bunlar hidrojeller, filmler, kopiikler gibi biyomalzemelerin

kullanilmasina dayanan yontemlerdir. (Zheng vd., 2022) (Hu vd., 2020)



Doku miihendisligi alaninda gelistirilmis ideal bir deri ikamesinin ya da yara
Ortiilerinin;
1- Yara iyilesme mekanizmasinin asamalarmi  bozmayip (Hemostaz-

inflamasyon -Proliferasyon- ve Yeniden Sekillenme) aksine iyilesmeye katki saglayabilir

olmast
2- Nem ortamini diizenlenme
3- Oksijen degisimi gibi gaz gegirgenligine izin verme
4- Hareketi kolaylastirabilmesi i¢in esnek bir yapida olmasi
o- Zararl olabilecek mikroorganizmalardan koruma

6- Sitotoksik etki olmayan
gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekir (Singh vd., 2022).

Deri yenilenmesinin gerceklesemeyecek durumda oldugu vakalarda; rejenerasyonu
tetikleyebilecek, iyilesmeyi hizlandirabilecek uygun malzemelerin tercih edilmesi kritik
noktalardan biridir. Protein bazli biyomalzemeler, hiicresel etkilesimler, hiicre dis1 matriksi
(HDM) olarak gorev yapabilme yeteneklerinden dolay1 biyomedikal ve doku miihendisligi
uygulamalarinda 6nemli bir potansiyele sahip malzemelerdir. Keratin, kollajen, jelatin, ipek,
fibrin vb. proteinler dogal biyomalzemelerin gelistirilmesinde aragtirilmislardir (Eisenbarth,
2007).

Keratin, sag, tiiy, yiin, boynuz, gibi epidermal yapilarin ve hiicre iskeletlerinin 6nemli
bir kismin1 olusturan ara filamentlerle iliskisi olan sistein agisindan oldukca zengin
proteinlerdir. Keratin, biyouyumlulugu, fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden Otiirii
biyomedikal alanindaki kullanimlari igin incelenmisdir. Insan sag1 veya yiinden elde edilen
keratinlerin, hiicresel baglanmaya yardimci olan glutamik-aspartik asit-serin ve 16sin-
aspartik asit-valin (LDV) gibi hiicre baglayicilara sahip oldugu gosterilmistir. Bu 6zelligi
sayesinde hiicresel baglanma, ¢ogalma gibi davranislar1 saglayan {i¢ boyutlu bir yapi

olustururlar.

Yiiksek biyouyumluluklari, rejenerasyon yetenekleri kontrol edilip daha ayrintili
incelendiginde aslinda keratin bazli biyomalzemelerin, rejeneratif tip, doku miihendisligi ve
biyomedikal gibi alanlarda kullanimlar1 oldukg¢a avantajli olabilmektedir (Rouse & Van
Dyke, 2010).



Doku miihendisligi calismalarinda tercih edilen diger bir 6nemli biyomalzeme ise
kolajendir. Kollajen, bag dokularinda ve HDM’nin yapisinda bulunan 6énemli bir proteindir.
Elastikiye, yiiksek gerilme mukavemeti, yeniden sekillendirme gibi 6zelliklerinden dolay1
yara iyilesmesi siirecinde 6nemli derecede katkida bulunur. Kollajen igeren formiilasyonlar,
bahsi gecen Ozelliklerden dolayi, yara iyilesmesi uygulamalarinda fazlasiyla

kullanilmaktadir (Sharma vd., 2022).

Son zamanlarda bor, magnezyum, ¢inko gibi mineraller farkli 6zellikleri nedeniyle
saglik ve tip alanlarinda ¢esitli uygulamalarla kullanilmaktadir. Bor tiirevleri, gosterdikleri
antimikrobiyal aktivite, biiyiime faktorii ekspresyonu, vaskiilarizasyon, keratinosit gogii ve
proliferasyonu gibi essiz 6zellikleri nedeniyle yara iyilesme siirecini hizlandirabilmektedir
(Chebassier vd., 2004). Silika bazli biyomalzemelerin anjiyogenezde etkin role sahip olan
malzemelerden oldugu goriilmiigtiir. Silikanin epidermal hiicre proliferasyonunu ve
farklilagsmasini artirarak destekledigi de kesfedilmistir (Fan vd., 2022).Tiim bunlar, silika ve
bor bazli biyomalzemelerin yara ortiilerinin formiilasyonunda anahtar faktorler olabilecegini

diistindiirmektedir.

Deri dokusu miihendisligi calismalarinda sol-jel reaksiyonlari ile elde edilen silika
icerikli kompozit biyomalzemelerin kullanimi dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Sol-jel
tekniginin bu tiir uygulamalarda baz1 énemli avantajlar1 vardir. Ornegin reaksiyon, diger
uygulamalara kiyasla daha diisiik sicakliklarda daha uygun maliyetli bir gsekilde
gergeklesebilir. TEOS genellikle sol-jel yonteminde silika 6nciisti olarak kullanilir. TEOS
ile sadece reaksiyon parametrelerindeki degisimlerle elde edilen yapilarin morfolojileri

degisebilmektedir. Bu nedenle siklikla tercih edilmektedir (Singh vd., 2016)

Bu ¢alisma ile gelistirilen filmler, biyopolimerlerin iyilestirme yetenekleri nedeniyle
farmasotik ve deri-doku miihendisligi uygulamalari i¢in kullanim potansiyellerinin kapsamli
bir sekilde arastirilmasina olanak saglamistir. Boylelikle benzeri yara iyilestirme
stireclerinde istenen gereksinimlere gore dretilen filmler, pansuman malzemeleri,
merhemler, hidrojeller, siingerler, elekrospun fiberler gibi biyomateryal bazli sistemlerin
gelistirilmesinde Onciiliik saglayarak bu tlir sistemlerin {retilmesini hizlandirabilme

potansiyeli ile kuramsal olarak yarar saglayabilecektir.



Bu tez calismasinda atik koyun yiiniinden siilfitoliz yontemi ile keratin ekstraksiyonu
ve denizanasindan pepsin ¢oziiniir kollajen izolasyonu yapilmistir. Yukarida bahsedilen
keratin, kolajen, bor ve silikanin biyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degerlendirilerek,
antibakteriyel 6zellik gosterecek ve anjiyogenezi arttiracak yara Ortilisii benzeri yeni filmler
tasarlanmistir. Bu amag igin silika ve bor igeren ii¢ farkli film tasarlandi: keratin (KK-BA-
Si), kolajen (DK-BA-Si) ve keratin/ kolajen (KK-DK-BA-Si). Tim filmler, BA-Si'nin
kovalent olmayan etkilesimler yoluyla proteinlere baglandig1 sol-jel prosediiriiyle elde
edildi. Yara ortiilerinin yapisal, fizikokimyasal, biyokimyasal ve mekanik o6zellikleri
incelenerek bagliklar altinda deneysel c¢alismalarin sonuglar1 paylagilmistir. Ayrica
gelistirilen filmlerin anjiyogenez oOzellikleri in-ovo modelinde tavuk koryoallontoik
membran (CAM) testi ile incelenmis ve sonuglar histolojik olarak degerlendirilip, SEM

mikrograflari ile gosterilmistir.

1.1. Deri ve Yapisi

Deri, gevreye karsi koruyucu bir kalkan gérevi olan en biiylik organdir. Tiim viicudu
kaplayarak viicut 1s1s1n1 diizenleyen, su ge¢irmeyen yalitkan bir bariyer gibi davranir. Ayrica
fiziksel yaralara kars1 korurken, ter bezleri ile atik {irlinlerin atilmasina yardimci olmak gibi
islevleri de yapmaktadir. Bunlarin haricinde enfeksiyonlar: 6nlemek ve biyolojik etkileri
olan, antimikrobiyal peptidler, néropeptitler ve sitokinler tiretir. Cildi ultraviyole 1sinlardan
koruyan ve rengini belirleyen pigment hiicrelerini icerir (Gilaberte vd., 2016) (Banerjee &
Sen, 2015). Deri tabakasi, disaridan igeriye dogru olacak sekilde ii¢ katmandan meydana
gelmektedir. Bunlar epidermis, dermis ve hipodermistir. (Sekil 1)
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Sekil 1. Insan deri dokusunun yapis1 (Gorsel BioRender ile ¢izilmistir.)

Insan derisi birgok hiicre tiplerini de igermektedir. Derinin her bir tabakasinda farkli
hiicreler ve faktorler bulunmaktadir. Bunlar Sekil 2° de 6zetlenmistir. Ektoderm kokenli
epidermis tabakasinda keratinositler, melanositler, Langerhans hiicreleri bulunmaktadir.
Epidermis, icerisinde vaskiiler yapilar bulundurmaz. Mezoderm yapisindaki dermis
tabakasinda ise daha ¢ok kan ve lenf damarlari, fibroblastlar, nétrofiller, makrofajlar

bulunmaktadir.
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Sekil 2. Derinin yapisi ve hiicre tipleri (Chong vd., 2013)

1.1.1. Epidermis

Deri de ki en dig katman olan epidermisin, viicutta bulundugu konuma gére 0,5 mm
ile 1,5mm arasinda kalinlig1 degismektedir. UV, patojenler gibi dis etken olarak kabul edilen
durumlara kars1 koruyucu kalkan gorevi iistlenir. Ayrica viicut 1sisinin diizenlenmesinden ve
nemin tutulmasindan sorumlu olan 6nemli bilesendir. Epidermis, 6len hiicreler ve farklilasan
hiicrelerin siirekli olarak yenilendigi bir dokudur. Bu yenilenme yaklasik olarak 2 ay
stirebilmektedir. Tirnaklarin ve ter bezlerinin olusumu epidermis sayesindedir. Epidermisin
hiicre tipleri incelendiginde melanositler, Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri ve

keratinositlerden olusmaktadir (Baroni & Buommino, 2012).

Keratinositler epidermisin  %80°ni olusturan keratini iiretmekten sorumlu

hiicrelerdir. Keratinazasyon, keratinin sentezi ve keratinin parcalanmasi ile ilgilidir.



Epidermisin katmanlarinda keratinositlerin, korneositlere farklilagmasi ile gergeklesir

(McGowan & Coulombe, 2000). Boylelikle keratin ara filament demetleri olusur.

Keratinler bir tabaka olusturup ¢evresel bir bariyer gorevi ile uygulanan strese karsi
dayanan sertligi saglarlar. Langerhans, yabanci cisimlerden ve patojenlerden koruyan
bagisiklik hiicreleridir (Merad vd., 2008). Merkel hiicreleri dokunma duyusundan sorumlu
iken Melanositler, melanin treterek cilde rengini verip UV radyasyonundan korurlar.

(Sulaimon & Kitchell, 2003)

Epidermis genellikle dort katmana ayrilir (Sekil 3). Bu tabakalar stratum corneum,
stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum basale’dir. Bazal tabaka epidermisin
yenilenmesinden sorumludur. Bu katmandaki hiicreler farklilasmaya devam etmek igin
stratum spinosuma dogru yiikselirken, sinyal molekiillerinde olusan sorun nedeniyle diger
hiicreler apoptoza ugrarlar. Graniiler hiicre tabakasi, canli hiicre iceren son tabakadir. Bu
katmanda, graniiler hiicreler, keratin iiretir ve depolarlar ayn1 zamanda stratum corneum'da
su itici bir bariyer olusturan lipitleri serbest birakan graniiller igerir. Stratum corneum,
epidermisin en dis tabakasidir. Keratinositlerin, c¢ekirdekli 6l hiicrelere doniistiigi

korneositlerden olusur. Bu hiicreler ile deri bir bariyer gorevi goriir.
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Sekil 3. Epidermisin yapis1 (Gorsel BioRender da ¢izilmistir.)



1.1.2. Dermis

Derinin biiylik bir kismim1 olustura dermis yapisal ve beslenme destegi
saglamaktadir. Dermis, bag dokusu, damarlar, sinirler ve diger 6zellesmis hiicrelerden
olusmaktadir. Bu katman igerisinde kil folikiilleri, ter bezi ve yag bezi de bulunmaktadir.
Dermis papiller tabaka ve retikiiler tabakalardan olusur. Papiller dermis siki olmayan bir
yapida diizenlenmis kollajen lifleri icerirken retikiiler tabaka cilde paralel uzanan kalin
kollajen demetleri icerir. DermiS epidermal hiicrelere besin ve oksijen saglamaktadir.
Retikiiler tabaka ise kollajen lifler ve elastik lifler ile cilde elastikiyetini ve saglamligini
vermektedir. Kan ve lenf damarlarinin yapisal hiicrelerinde yer aldigi stromal hiicreler ve
fibroblastlar dermis tabakasinda bulunmaktadir. Ayrica lenfoid ve miyeloid hiicreleri
dermisde bulunabilmektedir. Dermisin yapisinda bulunan bilesenlerinin birgogu
mezodermal kokenlidir (Smith & Holbrook, 1986). Dermis, igerdigi mukopolisakkarit jel
sayesinde kollajen ve elastik lifler bir arada durabilmektedir. Dermisin en biiyiik kisminm
olusturan kollajen lifleri yapiya giic kazandirmaktadir. Elastin lifleri ise esneklik saglarken
aynit zamanda hidrasyon ve viskozite saglamaktadir. Fibroz doku igerisinde sinirler, kil

kokleri, kan ve lenfatik damarlar gémiilii bir sekildedir (Brincat vd., 2005).

Kan ve lenfatik damarlar, besin saglamak ve immiinolojik siiregler gibi onemli
homeostatik gorevlerden sorumludur. Kan damarlar1 epidermisin altinda bulunurken,
lenfatik damarlar dermisin iginde ¢ok daha derinde yer almaktadir. Kan damarlar1 doku
icinde besin ve oksijen saglamaktadir. Ayrica yara iyilesmesi, sicaklik ve immiinolojik
gorevleri vardir. Derinin damar yapisina bakildiginda diger dokulara kiyasla bag dokusu
tarafindan desteklenen kalin duvarlart nedeniyle kesme kuvvetlerine kars1 uyumludur. Veil
hiicreleri dermisde bulunan damarlara 6zel bir alan saglar. Dermis igerisinde bulanan deri
damarlar1 epidermali beslemektedir (Huggenberger & Detmar, 2011). Lenf kanallar1 ise
dokular1 bakterilerden, hiicrelerden, proteinlerden temizleyip damardan yayilan siviy1 emer
boylelikle interstisyel sivinin basincini diizenlemektedir. Derideki lenf akisi, doku

hareketlerine ve biiyiik 6l¢ekli kas kasilmalarina baglidir (Skobe & Detmar, 2000).

1.1.3. Hipodermis
Yedek bir enerji kaynagi olarak gdrev yapan hipodermis bir yastik gibi deriyi
korumaktadir. Ayrica alttaki yapilar listiinde hareket etmesini saglamaktadir. Viicut hatlarin

sekillendirmede etkisi bulunmaktadir. Hipodermis, adipositlerden olugsmaktadir.
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Adipositler fibroz bag dokusu tarafindan tanimlanmaktadir. Hipodermis, ekzotropi,
endotrofi gibi biyolojik reaksiyonlar yoluyla enerji depolamaktadir. Adipositler, viicut

agirh@inm diizenleyen leptini tiretmektedirler (Gilaberte vd., 2016).

1.2. Yarave Tipleri

Yara, ciltte ya da kemiklerde olusabilen viicut dokularinin fiziksel yaralanmasidir.
Birgok faktor travma, yaniklar veya enfeksiyonlar yaralara sebep olabilir. Yaralar kendi
icinde iyilesme siirecine gore veya siiresine gore siniflandirilabilir. Yara yonetimi yaranin
ciddiyetine yahut tipine bagli olarak ardigik siirecler igermektedir. Akut ve kronik olmak

tizere yaralar ikiye ayrilabilirler.

1.2.1. Akut Yara

Genellikle kesik, delinme, yanik gibi ani gelisen yaralar ya da travmalarin neden
oldugu yaralar akut yara olarak siniflandirilir. Ongoriilebilir bir iyilesme siirecine sahiptirler.
Genellikle 8-12 hafta arasindaki siirelerde iyilesme goriilmektedir. Akut yara tedavisinde,
zarar almis nekrotik dokunun uzaklastirilmasi, yaralarin arastirilmasi, olusan enfeksiyonun
tedavisi seklinde ve kapatilmasi seklinde gerceklestirilebilir. Akut yaralarin tedavisi,
temizlenmesi, pansuman uygulanmasi gibi basit yara bakimi ile yapilabilmektedir. Yara
iyilesmesini bazi Onemli faktorler etkileyebilmektedir bunlar nemli yara ortaminin

stirdiiriilmesi ve uygun hasta egitimin gerekli sekilde saglanmasidir (Dai vd., 2020).

1.2.2. Kronik Yara

Kronik yaralar iyilesme siireci olduk¢a uzun siiren yahut iylesmenin tam olarak
gerceklesmedigi durumdur. Genellikle diyabet, enfeksiyonlar, iilserler gibi nedenlerden
kaynaklanabilir. Kronik yara tedavisinde inflamasyon ve enfeksiyonun kontrolii 6nemlidir.
Tedavisi genellikle yara pansumanlari, cerrahi miidaheleler veya yara debridmani ile
olabilmektedir. Deri ikameleri, tedavi siirecinde oldukga aktif olarak incelenen ve kullanilan

uygulamalardir (Han, 2017).



1.3. Yara yilesmesi

Insan hayati boyunca bircok yaralar meydana gelebilmektedir. Yaralanmalar
gerceklestikten sonra doku biitiinliigii tekrardan saglanip hiicre i¢i veya hiicre disi
yolaklarinin aktivasyonunun gerceklesmesi durumu kontrol edilmelidir. Yara iyilesmesi
doku da gelen hasara gore gergeklesen biyolojik bir siirectir. lyilesme siirecinde hasarl
dokularin onarimi veya eksilen dokunun tekrardan olusturulmasi i¢in viicudun fakl
kisimlarinda anlagilmasi zor olan bir dizi olay ger¢eklesmektedir. Kullanilan ilaglar, yas,
kisinin genel saglik durumu, kronik rahatsizliklar, yasam tarzi gibi etkenler, yara iyilesme
siirecini etkileyebilmektedir. Iyilesme siirecinin nasil gergeklestigini anlamak, iyilesmeye
yardime1 olmay1 ve komplikasyon olusmasini 6nlemek i¢in 6nemli bir adimdir (Reinke &

Sorg, 2012; Rezvani Ghomi vd., 2019).

1.4. Yara iyilesmesi Asamalan

Yaranin iyilesmesi kademeli olarak dort farkli asamaya boliinebilir. Bu agamalar
hemostaz asamasi ile baslayarak, inflamasyon asamasi, proliferasyon asamasi ve son olarak
yeniden sekillenme asamasi olarak devam etmektedir. Normal bir yara iyilesme siirecinin

asamalari ve tahmini siireleri Sekil 4’te verilmistir.

fvilesme (24)
\
Hemostaz  Inflamasyon  Proliferasyon Yeniden sekillenme
(0-24 saat) (16 giin) (4-24 giin) (21 giin-2 yil ve daha fazla)

Sekil 4. Yara iyilesme basamaklarinin tahmini siireleri (Than vd., 2017)
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1.4.1 Hemostaz

Deri yaralanmalar gergeklestiginde etkilenen bolgedeki kan damarlart hasar goriir
ve ¢ogu zaman bir kanama gerceklesir. Bu kanama mikroorganizmalar1 temizlemeye
yardime1 olur. Boylelikle hemostaz asamasi aktive olur ve bu durum kanamay1 durdurarak
iyilesme siirecini baglatmak i¢in viicudun verdigi dogal bir tepkidir. Yara iyilesme
stirecindeki ilk agsama olan hemostaz, gerceklesen kanamay1 durdurmak i¢in kan pihtisinin
olugmasint i¢ermektedir. Daha sonrasinda gergeklesen yara iyilesmesi asamalart olan
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenmenin dogru c¢alisabilmesi i¢in énemli ve
gerekli bir asamadir. Hemostaz kendi icinde {ic basamakta gerceklesmektedir. Ilk olarak
vazokonstriksiyonda, yirtilan ve etkilenen damarlar kan akigini azaltarak kanamayi
durdurmak i¢in hizlica daralmaya baglar. Bu siire¢ sinir sisteminin etkisi ile kan
damarlarindaki diiz kaslarin kasilmasiyla gerceklesir. Bu asamada trombositler, kan
damarlarinin duvarlarinda yer alan diiz kaslarin ¢aligmasini aktive eden trombosit kaynakli

biiytime faktoriinii (TKBF) tiretirler (Berk vd., 1986).

Hemostazdaki ikinci adim ise birincil hemostaz seklinde isimlendirilen trombosit
tikacinin olusmasini igerir. Trombositler, pihtilasma da ki en etkin kan hiicreleridir. Aktive
edilmis trombositler ayn1 zamanda trombosit agregasyonunu artiran tromboksan A2 gibi
bilesikleri de serbest birakir. Tiim bu olaylar trombosit tikacinin olugsmasiyla sonuglanir

(Sekil 5).

Tika¢ icerindeki trombositler, asagida siralanan cesitli biliylime faktorlerini
salgilayan alfa graniillerini degraniile eder ve onlar1 serbest birakir:

* Trombosit kaynakli biiylime faktorii

« Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1

* Epidermal biiytime faktorii

* Doniistiiriicii biiylime faktorii-f3

* Trombosit faktorii-1V.

Salian biiyiime faktorleri ¢esitli yaralanmalarin tedavisinde 6nemli etkilere sahiptir.
(Golebiewska & Poole, 2015) Son asama ise fibrin pihtisinin olusmasidir. Trombosit

tikacinin etrafini sararak daha kalici bir pithti olusmasina yardimci olur (Rodrigues vd.,
2019).
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1.4.2. inflamasyon

Hemostazdan sonraki asama olan inflamasyon yara iyilesmesinde viicudun verdigi
dogal bir tepkimedir. Bu asamanin amaci yaranin temizlenip enfeksiyon olusumunu
engelleyerek yarayr bir sonraki asamaya hazirlamaktir. Yaralanma gercgeklestikten hemen
sonra ndtrofiller yaraya go¢ ederler. Notrofiller, TGF-B sinyali, interlokin aktivasyonu gibi
bir¢ok mekanizmalara aracilik ederler (Broughton). Notrofiller yarada bulunan bakteri gibi
mikroorganizmalari1 yok ederler. Bu asamada ti¢ farkli mekanizma gergeklesebilir. Birinci,
fagositoz olarak isimlendirilen dogrudan yutup yok ettikleridir (Levin vd., 2016). Ikinci
mekanizma ise, katepsin, laktoferrin gibi maddeleri salarak bakteri veya 6lii dokuyu yok
ederler. Son olarak ise hiicre dis1 bosluga uzanan kromatin ve proteaz tuzaklari iireterek
bakterileri yakalayarak oldirirler (Yipp & Kubes, 2013). Notrofiller ilk gorevlerini
bitirdikten sonra apoptoza ugrayabilirler ya da makrofajlar tarafindan fagosite olabilirler
(Bratton & Henson, 2011). Makrofajlar, oldukga biiyiik fagositik hiicrelerdir. Yaralanmadan
48 saat sonra konsantrasyonlar1 artmaktadir. TGF-§ ve EGF gibi anjiyogenezi uyarmada ve
inflamatuar yaniti diizenlemede gorev alan biiylime faktdrlerini i¢inde barindirir. Yara
iyilesmesinin geri kalan kisminda makrofajlar baskindirlar. Kalan mikroorganizmalari,
hiicresel kalintilar1 ve gorevini tamamlamis olan nétrofilleri yok ederler. Bunun haricinde
yara onarimini baslatmak i¢in gerekli olan faktorleri ve sitokinleri salgilarlar (Krieg vd.,
2010). Yara iyilesmesinde iltihaplanmaya kars1 bir dizi hiicre daha savagmaya devam eder.

Bunlar lenfositler, trombositler, keratinositler ve fibroblastlardir.

1.4.3. Proliferasyon

Yara iyilesmesinin {i¢lincii agsamasi1 olan proliferasyonda es zamanl olarak yeniden
epitelizasyon, neovaskiilarizasyon ve immiinomodiilasyon gibi siirecler ile graniilasyon
dokusunun olusmast seklinde goézlemlenir. Bir yaranin iyilesebilmesi igin yeni kan
damarlarin yahut neovaskiilarizasyonun gergeklesmesi olduk¢a onemlidir. Anjiyogenez,
hemostatik tikacin, trombositleri, TGF- B, PDGF ve FGF serbest birakmasiyla
baslamaktadir. Bu agsamada kan damarlarinin onarimi i¢in endotel hiicrelerini indiikleyen
VEGF salinmaktadir. VEGF ve HDM’nin yeniden sekillenmesi ile anjiyogenez
baslamaktadir. Bu siireg ilerledik¢e yaranin etrafinda damarlarla bir ag olusmaktadir (Eilken

& Adams, 2010).
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Fibroblastlar, proliferasyonda oldukga biiyiik bir rol oynarlar. Biiyiime faktorleri ile
uyarilan fibroblastlar ¢ogalir ve yaraya dogru goc ederler. Fibroblastlar, hyaliironan,
proteoglikanlar ve fibronektinlerle graniilasyon meydana gelmektedir. Bu asamada
fibroblastlar tarafindan sentezlenen kollajenler dokunun gii¢glenmesi agisindan oldukga
onemlidir (Fujiwaravd., 2013). En biiyiik hiicre gruplarindan olan keratinositler lokal olarak
salmman biiylime faktorleri ile ¢ogalir ve yaraya gi¢ etmeye baslar. Keratinositler yara

istiinde boliiniip ve farklilasarak yeni bir deri tabakasi olustururlar.

1.4.4. Yeniden Sekillenme

Son asama olan yeniden sekillenmede, graniilasyon dokusunun olgunlasarak bag
dokusuna ya da skara doniismesidir. Ancak bu siire¢ aylar hatta yillarca siirebilmektedir.
Biriken kollajen ve diger proteinler artik daha iyi organize olmaya baglarlar. Sonunda saglam
doku goriinene kadar sentez ve bozunma arasindaki denge devam etmektedir. Bu siirede
kollajen demetlerinin gilicii artmaya, fibronektin ve hyaliironan degismesi ile devam

etmektedir. Neovaskiilarizasyon artik durur (Frances, 2001).

@ Hemostaz @ inflamasyon

Makrofaj —4 |\ /
Notrofil ——4) »— Fibroblast
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Cogalan ——a. - dokusu -
fibroblastlar =~ —— Granglasyon -
- dokusu

Created in BioRender.com bio

Sekil 5. Yara lyilesmesinin asamalar1 (Gorsel BioRender da ¢izilmistir.)
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1.5. Yara Ortiisii Uygulamalar1

Yara iyilesmesinde siireci hizlandirmak ve enfeksiyon gibi komplikasyonlarin
olusmasinin 6niine gegmek adina deri i¢in ideal olabilecek bir yara ortiisii gerekmektedir.
Yara iyilesmesinin ger¢eklesebilmesi i¢in elverisli bir ortama ihtiya¢ duyulmaktadir. Yara
ortillerinde bulunmasi ihtiyag olan ozellikler Sekil 6’da goriilmektedir. Bu o6zellikler
diisiiniilerek farkli yara Ortiisti uygulamalar1 yapilmaktadir. Yara ortiileri siniflandirilirken
fiziksel formlarma gore hidrojel, film, kopiik, siingerler seklinde olabilir. Yara ortiilerini iki
baslik altinda modern ve gelencksel yara ortiileri seklinde siniflandirabilmekteyiz (Rezvani
Ghomi vd., 2019).

Gaz

gecirgenligi

Uygun

maliyetli

ideal Yara
Ortiisiin

Enfeksiyonu
onleme

Eksiidayi
onleme

Created in BioRender.com bio

Sekil 6. Ideal yara ortiisiiniin dzellikleri (Rezvani Ghomi vd., 2019)
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1.5.1. Geleneksel Yara Ortiileri

Geleneksel ortiilerdeki amag, yara iyilesmesine katki saglamak degil yarayi dis
ortamdan korumak ve enfeksiyon gibi kontaminasyonlar1 Onlemektir. Gazli bezler,
bandajlar, flasterler, yara bantlar1 bunlara Ornektirler. Pamuk, ipek, polyester gibi
malzemelerden yapilan ortiiler bakteriler ve mikroplara karsi koruma saglamakta iken bazi
gazli bezlerde yaradan gelen akintilari emmek amaciyla kullanilir. Pansumanlarin sik sik
degistirilmesi yara bakiminda oldukca 6nemlidir. Geleneksel yara ortiileri, yara iyilesmesine
yeterli katki saglamadigindan ¢ok daha gelismis olan modern yara ortiileri gelistirilmeye

calisilmistir (Boateng vd., 2008).

1.5.2. Modern Yara Ortiileri

Modern yara ortiilerinde amag ise, gazli bezlerde oldugu gibi yaray1 kapatmak degil
yara iyilesmesi asamalarina katki saglamaktir. Yaranin bulundugu yere, nedenine ve tipine
gore degisebilmektedir. Sentetik veya dogal polimerlerden yapilabilmektedir. Bunlar
hidrojel, film, siinger ya da kopiik formda bulunabilir.

Stingerler soliisyonlarin dondurularak kurutulmasi ile elde edilen yara iyilestirme de
kullanilan ortiilerdendir. Siingerlerde kullanilan malzemeye ve yapilan yonteme gore
gozeneklilik degismektedir. Sahip olduklar1 gozeneklilik, oksijen geg¢irgenligi, sivi emme
kabiliyeti gibi 6zellikleri nedeniyle bir¢ok tedavide kullanilmistir. Stingerler, nemli ortami
saglanmasi ve graniile dokunun olusumuna yardim etmektedir. Deri-doku miihendisliginde
kullanilmak amaciyla kollajen, aljinat, ipek ve kitosan gibi dogal polimerler ile siingerler
gelistirilmistir. Siingerlerin bir dezavantaji ise sahip olduklar1 genis gézeneklerde biiyiime

faktorlerinin ve ilaglarin hizli dagilmasi ile tesirin eksik olmasidir (Ramanathan vd., 2017).

Hidrojeller ise yliksek su icerigine sahip olan polimerlerin, fiziksel veya kimyasal
yollarla ¢apraz baglanmasi ile polimer zincirlerin ii¢ boyutlu bir yap1 almasiyla elde edilir.
Oldukga gozenekli yapilardir. Sahip olduklart hidrofilik yapist ile gaz degisimi ve sivi
dengesini saglayarak yara ¢evresinde gerekli nemi saglamaktadirlar. Hidrojeller, HDM nin

yapisini taklit ederek hiicre gog¢iinii, proliferasyonunu destekleyebilmektedir.

15



Hem dogal hem de senteteik malzemeler kullanilarak c¢esitli, hidrojeller
sentezlenebilmektedir. Hidrojellerin dezavantajlari ise sahip olduklart yapr ile dikilebilir
formda olmamasi ve genis gézenekli yapisi ile ilag salinimlarinda sorunlar olabilmektedir

(Annabi, 2014).

Bu tez ¢aligmasinda ise yara Ortiilerinin film formuna odaklanilmistir. Filmler solvent
dokiim teknigi, tuz lici, kaliplama gibi yontemlerle elde edilebilmektedir. Esnek yapilari ile
yara ¢evresine uyum saglamalar ile avantajhidirlar. Gaz gegirgenligi oldugu gibi bakteri
gecirimsizdir.  Filmler sentetik, dogal polimerler ve aktif malzemeler ile

hazirlanabilmektedir (Savencu vd., 2021).

1.6. Deri Doku Miihendisligi icin Biyomalzemeler

Deri doku miihendisligi uygulamalarinda cesitli sentetik, dogal veya kompozit
malzemeler kullanilabilmektedir. Kullanilan biyomalzemeler nano yahut mikro 6l¢ekte de
olabilmektedir. Bugiine kadar deri doku miihendisligi uygulamalarinda deri dokusunun
yenilenmesine destek olup yara iyilesmesine katki saglayabilen c¢esitli malzemeler
kullanilmistir. Kullanilan biyomalzemelerin HDM’yi taklit ederek yapisal destek
saglayabilecek Ozellikte malzemeler seklinde tasarlanmaktadirlar. Biyomalzemeler, uygun
mekanik 6zellikler, biyouyumluluk, biyobozunurluk, hiicresel aktivitelere izin verme gibi
ozelliklere sahip olmalidir. DDM’de kullanilan biyomalzemeleri sentetik ve dogal
polimerler seklinde siiflandirabiliriz. Kullanilan dogal polimerler karbonhidrat ya da
protein kokenli olabilmektedir. Bunlar iyilesmeye katki saglayarak doku yenilenmesini
desteklemektedir. Diger yandan sentetik polimerler kontrol edilebilir sekilde

tiretilebilmektedir (Chaudhari vd., 2016).

1.6.1. Sentetik Polimerler

Sentetik malzemeler ayarlanabilen bozunurluga, giizel mekanik 6zelliklere
sahiptirler ayrica tiretilmeleri olduk¢a kolay ve maliyeti diisiiktiir. Bu 6zelliklerinden dolay1
deri doku mihendisligi uygulamalarinda kullanimlar1 arastirilmistir.  Deri  doku
miihendisliginde Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayli olan, kopolimleri de dahil
olmak {tizere poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA), polikaprolakton (PCL) yaygin

olarak kullanilmaktadir.
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Sentetik polimerlerde fonksiyonel gruplar kimyasal olarak ayarlanip, doku
rejenerasyonu icin uygun hale getirilebilmektedir. Her ne kadar ayarlanabilir olsalar da
biyouyumluluklar1 ve hiicre afinitesi, dogal biyomalzemelere oranla diisiiktiirler. Kullanilan
sentetik materyallerin bazi durumlarda bozunma tiriinleri inflamatuar yanitlara neden olacak
sekilde sitotoksik olabilmektedir (Griffith, 2002). Deri doku miihendisliginde kullanilabilen

bazi sentetik malzemeler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1
Sentetik biyomalzemeler (Ghorbani vd., 2018)

PLA = Biyouyumlu
= Biyobozunur
= Termal stabiliteye sahip
+ Hiicre adezyvonunu destekleyvici
= Toksik ve inflamatuar degildir

+ Biyoborunur

»  Zayif mekanik mukavemet
+  Ayarlanabilir 5zellikler

= Biyouyumlu

+ Esnek

*  Yavag biyobozunuriuk
+ Hidrofobik

+ Digiik biyoaktivite

= Diigiik erime noktas:

= Biyouyumlu

= Biyobozunur

+ Hiicre adezvonunu destekler
« Inflamatuar degildir

1.6.2 Dogal Polimerler

Dogal polimerler, biyouyumluluklari, hiicre proliferasyonu, biyolojik olarak
pargalanabilir olmas1 gibi dogal biyoaktiviteleri nedeniyle deri doku miihendisliginde

siklikla tercih edilen 6nemli polimerlerdir.
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Dogal polimerlerin bu o6zellikleri dogal olarak karsiladiklari i¢in kullanimlar
olduk¢a uygundur (Naseri & Ahmadi, 2022). HDM, hiicrelerin ¢ogalma, go¢ ve
farklilasmasina yardimci oldugu gibi hiicrelere fiziksel destek saglayip homeostaz,
morfogenez benzeri hiicresel aktiviteleri diizenlemek ile doku yenilenmesinde kritik bir

onem arz etmektedir (Achilleas vd., 2016).

Viicut zarar gordiigii durumlarda HDM ile kusurlart iyilestiremeyebilir. Bunlar
distiniildiigiinden dogal polimerlerle iiretilmis yara Ortiileri deri doku miihendisligi
uygulamalarinda siklikla kullanilmistir. Yara iyilesmesine destek baglaminda kullanim igin

diisiiniilebilecek bir¢ok dogal biyomalzeme bulunmaktadir.

Deri yenilenmesinde kullanilan dogal biyomalzemeler protein veya polisakkarit
kaynakli olabilmektedir. Bu polimerler, zarar gérmiis dokuyu onararak iyilesmeyi uyarir ve

etkili deri rejenerasyonunu destekler (Huang & Fu, 2010).

Deri doku miihendisliginde protein kaynakli malzemeler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Proteinler, deri bilesenlerinin biiyiik ¢ogunlugunu olustururlar. Bundan
kaynakli olarak fibroblastlar ve keratinositler i¢in uygun bir mikro ortam saglarlar. Ayni
zamanda, hiicre adezyon dizilerinin varlifindan dolayi, proteinler HDM’nin gelismesinde
etkin parametrelerden biridir. Bir malzeme gelistirirken dogay: taklit etme girisimlerimiz,
aslinda bir rutin seklinde protein biyosentezinin hiicresel sistemleri tarafindan inanilmaz bir
sekilde yiiksek bir verimlilikle gerceklesir. Tasarlanan tiriinlerde istenilen 6zelliklere sahip
olunabilmesi i¢in dikkat edilecek temel husus, tanimlamis proteinlerin iyi oranda
saflastirilmis olmasidir. Protein kaynakli biyomalzemelere keratin, kollajen, ipek, aljinat,

jelatin gibi drnekler verilebilir (Malafaya vd., 2007).

Polisakkaritler, basit seker monomerlerinin, monosakkaritlerin  hidroksil
gruplarindan birine O -glikosidik baglarla birbirine baglanarak polimerler olugsmaktadir.
Monosakkaritlerin bilesimindeki, zincir sekilleri ve molekiiler agirliklar1 polimerlerin
¢coOziiniirliik, jellesme bicimi ve yiizey Ozellikleri gibi bircok fiziksel 6zelliklerini
belirlemektedir. Polisakkarit temelli biyomalzemelere kitosan, hyaluronik asit ve aljinat

ornek verilebilecek en popiiler malzemelerdir.
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Bunlar kitosan, seliiloz, desktran ve glukanlar gibi homoglikan polisakkaritler oldugu
gibi aljinat, agaroz, pektin, zamklar ve glikozaminoglikanlar gibi heteroglikan
polisaakaritler seklinde siniflandirilabilmektedir. Hepsi kendi 06zgii biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve fizikokimyasal 6zellikler sergilemektedir (Nishinari & Takahashi, 2003).
Tablo 2 ve 3’te DDM uygulamalarinda siklikla kullanilan polisakkarit ve protein kdkenli

dogal polimerler kisaca 6zetlenmistir.

Tablo 2
Polisakkarit temelli biyomalzemeler (Lin vd., 2015)

Bryolojik olarak venilenebilir

Biyouyumlu

Antijentk ve toksik degildir

Antibakterivel

Yiiksek kirilganlik

Iyi hiicre afinitesi

Geligmis viskoelastik Gzellikler

Diigiik mekanik mukavemet

Bivouyumlu

Bivobozunabilir

Mikrofiber dzellifinden dolayi

olafaniisti mekandk ozellik]

sahiptir

Hidrofilik

Kolay ayarlanabilir ézellikler

Bryouyumlu

Kontrol edilemeyen bozunma

St dere A i

» Karboksil ug gruplanna sahip
anyonik bir polimer

Hyaliironik asit
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Tablo 3

Protein temelli biyomalzemeler (Gu & Coulombe, 2007)

Polimerler

eraiin

Ipek Fibroin

Keratin

Eararh kimyasal dzellikler
Yiiksek mekanik gii¢
Biyobozunur

Biyouyumlu

Hiicresel etkilesim
Biyouyumluluk

Digiik antijenite

(apraz baglanma kabiliyet
Hiicre dis1 matrisin ana protein
Esneklik ve gerilme mukavemeti
gib1 1yl mekanik ozelliklere sahiptir
Bozunma triinleri toksik degil
Biyouyumlu

Biyobozunur

Biyvouyumlu

Hemostatik dzellik

Layif mekaniksel dzellik
Kirilgan

Graniilasyon dokusu olusumu
Fibroblast proliferasyvonunu
destekler

Bivowyumludur

Keratin, epitel hiicrelerinde en ¢ok bulunan yapisal proteinlerdendir ve kollajenlerle

birlikte hayvanlarda en 6nemli biyopolimerin basinda gelir (Coulombe & Omary, 2002).

Keratinler, omurgalilarin bazi epitel hiicrelerinde {iretilen, ¢dziinmeyen ve filament

olusturan proteinlerdir. Ara filament proteinlerinin {ist ailesindedirler (Riemer & Weber,

1998). Epidermisin biiyiik kismini olusturan keratinler sag, yiin, tirnaklar, boynuzlar ve

tilyler gibi epidermal uzantilari olusturan fibr6z bir proteindir. (Sekil 7)

Keratini, diger proteinlerden ayristiran en 6nemli ve kritik 6zelliklerinden biri yiiksek

sistein igerigi bardirmasidir (Bragulla & Homberger, 2009).
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Sekil 7. Keratin kaynaklar1 (Chilakamarry vd., 2021)

Keratinin yapisina bakildiginda temel olarak makromolekiiller polipeptit
zincirlerinden olusmaktadir. Igerigindeki aminoasit dizisi, yiikii, boyutu, polaritesi ile
farklilik gosteren bu polipeptit zincirler keratitin birincil yapisinin  farkliligini
yansitmaktadir. Bu zincirler heliks seklinde yani a -sarmali seklinde veya yan yana kivrimli
- tabakalar halinde baglanabilmektedirler. Bu zincirler sarmal bir bobin halinde kivrilir ve
yan yana siralanir. Memelilerde o -keratin varyanti, sag, derinin epidermal tabakasi, tily,
tirnak ve boynuz 6nemli bilesenler arasindadir. Stirtingenler ve kuslarin tiiyleri, pengeleri ve
gagalar [ -tabaka ile yapilanmistir. a -heliksler ve B-tabakalar, proteinlerdeki destekleyici
yapilardir bundan dolay1, keratinlerin siniflandirilmasinda kullanilir. o keratin, yiin, tiiyler,
sa¢, tirnaklar, boynuzlar, toynaklar ve stratum corneum da bulunmaktadir. B-tabakalar ise
tiiyler, kus gagalar1 ve pengeleri, siiriingen pengeleri ve pullarinda bulunmaktadir. a- ve -

keratin birlikte siirtingen epidermisi, pangolin pullarinda bulunur (Alibardi vd., 2009).

Disiilfit bag miktar1 artikca yapr daha saglam ve sert olmaktadir. Buna kuslarin
gagalar1 ya da hayvanlarin toynaklar1 6rnek verilebilir. a-keratin, protein matriksi igerisinde
bulunan filamentler olusturmaktadir. Sistein bakimindan olduk¢a zengin iken daha az prolin

icermektedir.
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B-keratin yapisinda ise filamentler siki olmayan bir sekilde siralanmistir bundan
dolay1 yumusak keratin olarak bilinmektedir. Sistein bakimindan fakir iken alanin agisindan
oldukca zengindir. a- ve P-keratinin atomik Olgegi ile alt nano Olgegi arasindaki
karsilastirmas1 Sekil 8’de verilmistir. Her ikisi de atomik oOl¢ekte amino asitlerden
olugsmaktadir. a-Keratini yapisinda amino asitler hidrojen baglar ile baglanarak, a-sarmali

ikincil protein yapisini olugturmaktadir.

Polipeptit zincirleri seklinde de ifade edilen protein yapisi ara filamentlerin yap1
tasidar. Iki polipeptit zincirleri ile dimer yapis1 olusmaktadir. Dimerler, uzunlamasina disiilfit
baglar ile baglanarak protofilament yapisini olustururlar. Iki protofilmanet bir protofibrili
olustur ve dort protofibril yapisi baglanarak ara filamentleri olusturmaktadir. a-keratin ve -
keratin birbirinden nano oOlgekte ayrilmaktadir. p-keratinde benzer bir diizende
ilerlemektedir. Karsilastirildiginda, B-keratin farkl: bir ikincil protein yapisina sahiptir. -
keratin, anti paralel peptit zincirleri yana yana gelerek, sert bir ylizey olustururlar. Her ikisi

de daha sonra mikro 6lgekte, farkli organizmalar i¢in farklilik gostermektedir.

Amino asit analizlerine bakildiginda, keratin biiylik miktarda sistin, glisin, alanin,
prolin ve serin icermektedir. Ayrica diisiik miktarda lizin, histidin, metiyonin ve triptofan
icermektedir (Kornittowicz-Kowalska & Bohacz, 2011). Disiilfit baglarinin zincirler arasi
ve zincir i¢i olduk¢a fazla olmasi ayrica hidrojen, hidrofobik ve iyonik baglarla
kombinasyonlar halinde, kararli kimyasal yapit ve hem enzimatik hem de termal direng
saglamaktadir. Igerdikleri disiilfit baglar1 ve capraz baglar1 nedeniyle keratin gogu ¢dziiciide
¢oziinmezler. Bundan dolay1 keratini ¢ikarmak i¢in birgok yaklasim gelistirilmistir. Bunlar
indirgeme, oksidasyon, mikrodalga radyasyonu, iyonik sivilarin kullanimi ve enzimlerin

kullanildig1 yaklagimlardir (Shavandi vd., 2017).
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Sekil 8. Keratinin yapis1 (Lazarus vd., 2021)

Yara iyilesmesi, viicudun dogal bir sekilde gerceklestirdigi olduk¢a karmasik bir
stirectir. Dort asamada gercgeklesen bu siiregte keratinlerin belirli hiicreleri veya molekiilleri
diizenledigi tespit edilmistir (S. Y. Kim vd., 2019). Sekil 9 de keratinin yara iyilesmesi

siirecinde bulunan agamalarindaki etkisi gosterilmistir.
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Sekil 9. Keratinin yara iyilesmesi asamalarindaki etkisi (Ye vd., 2022)

Keratinler, hemostatik fazda trombositleri aktive ederek fibrin pihti olusumunu
desteklemektedir. Enflamatuvar fazda makrofajlarin polarizasyonunu etkileyerek M1 ve M2
fenotipini inhibe ederler. Boylelikle sitokin salimimini diizenler. Proliferasyonda ise
keratinosit aktivasyonunu ve goOciinii uyarirken ayni zamanda da anjiyogenezi
etkilemektedir. Son olarak yeniden sekillenme asamasinda ise tip IV ve VII kollajen

ekspresyonunu diizenler ve boylelikle miyofibroblastlarin olusumunu uyarmaktadir.

Antimikrobiyal 6zellikler yara tedavisinde oldugu gibi biyomedikal uygulamalarinda
da onemlidir. Keratinin pozitif yiike sahip amino gruplari, negatif yiike sahip bakteri

duvarlarina baglanarak bakteriyel biiyiimeye engel oldugu goriilmiistiir (Khajavi vd., 2016).

Yiin ve insan sag1 kaynakli keratinlerin 16sin-aspartik asit-valin (LDV) ve glutamik
asit-aspartik asit-serin (EDS) gibi hiicresel baglanmalara sahip oldugu gézlemlenmistir.
Keratin {i¢ boyutlu bir matris olusturarak hiicresel baglanmaya ve ¢ogalmaya yardimci olur

(Magin vd., 2007).

Keratin bu o6zellikleriyle beraber sahip oldugu miikemmel biyouyumluluklari ile
cesitli biyomedikal uygulamalarda dikkat cekmektedir. Keratin kaynakli filmler, hidrojeller,
stingerler ve fiberler gelistirilerek doku miihendisliginde bir¢ok alanda kullanilabilmektedir.

(Sekil 10)
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Sekil 10. Keratinin doku mithendisliginde kullanim alanlar1 (Ranjit vd., 2022)

Kollajen

Cilt, kemik ve kas yapisinda bulunan kollajen, olduk¢a dnemli olan fibrillerden
olusan bir proteindir. Memelilerin %25-30'unu olusturmaktadir (Sandhu vd., 2012).
Kollajen, kemiklere ve deriye yapisal destek saglayip esneklik ve giic kaynagi olan
HDM’nin bir proteinidir. Yapilardaki bu roliinden dolay1 bir¢ok tiirde bulunmaktadir.
Biyouyumlu olusu, antijenik olmamasi ve biyolojik aktivitelerinden dolay1 bir¢ok ¢alismada

kollajene 6zel olarak odaklanilmistir (Yeung & Kelly, 2021).

Hayvanlarda oldukga fazla bulunan kollajen, bundan dolay1 izolasyonunda hayvanlar
birincil kaynak olarak kullanilmaktadir. Sekil 11°de baslica kollajen kaynaklar
gosterilmigtir. Bitkiler, prokollajen yani kollajen Onciislinlin {retilmesine yardimci
olmaktadir. Ayrica bitkisel kaynaklar olan, vitaminler, antioksidanlar ciltte kollajen

sentezlenmesine destek olmaktadir (Cherim vd., 2019).
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Sekil 11. Kollajen kaynaklar1 (Gorsel BioRender da ¢izilmistir.)

Cesitli kaynaklardan elde edilen kollajenlerin, kaynaga gore avantajlari ve
dezavantajlar1 olabilmektedir. Kollajenin amino asit igerigi kaynaga gore farkliliklar
gostermektedir. Kollajen kaynaginin se¢imi yapilirken, fiziksel ve kimyasal ozelliklere
etkisi goz oniinde bulundurularak kullanilacak yere gore sec¢ilmesi 6nemlidir. Bu farkliliklar
sadece fiziksel ve kimyasal 6zellikleri etkilemekle kalmayip ayni zamanda termal stabiliteyi,
capraz baglanmasini etkilemektedir (Subhan vd., 2021) (Yousefi vd., 2017) (Gauza-
Wiodarczyk vd., 2017). Sekil 12 de kollajen kaynaklar1 karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 12. Kollajen kaynaklarinin avantaj ve dezavantajlari (Gajbhiye & Wairkar, 2022)

Kollajenin yapisina baktigimizda en yliksek oranda glisin, prolin ve alanin igeren 23
farkli amino asitten olusmaktadir. Amino asit dizisi, kolajenin yapisini belirlemektedir
(Pauling & Corey, 1951). Ug¢ farkli polipeptit zincirinin sarmal bir sekilde kompleks
olusturmasiyla kollajen molekiilii elde edilir. (Sekil 13) Her bir polipeptit zinciri yaklasik
1000 aminoasitten olugmaktadir. En temel aminoasit olan glisin hidrojen baglarini
kolaylastirip ti¢lii sarmal yapmin siki bir sekilde stabilize etmektedir.  Prolin ve
hidroksiprolin, kollajenin stabilitesinde kritik bir etkisi bulunmaktadir ve sarmalin biikiilmiis

yapisinin saglanmasina yardimci olmaktadir (O'Leary & Fallas, 2011).
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Sekil 13. Kollajenin yapis1 (Gorsel BioRender da ¢izilmistir.)

Kollajen, hiicrelerin gog, ¢cogalmasi ve farklilasmasini tesvik etmektedir. Boylelikle
yara iyilegsmesine yardimci olmaktadir. Fibroblastlarin biiyimesinin kontroliinde yer alan
kollajen, keratinosit ¢cogalmasi, farklilagmasi ve baglanmasini belirlerken fibroblastlarinda
proliferasyonunu etkilemektedir (Ruszczak, 2003). Faydali 6zelliklerinden dolay1 kollajen
siklikla yara iyilestirme ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Castile vd., 2001). Kollajen yikimi
ile tiretilmesindeki iligki deri iyilesmesindeki siire¢ agisindan onem arz etmektedir. Yaranin
oldugu bolgede kollajenin iiretilmesi, doniistliriicii biliylime faktorii- P, interlokin-1,

trombosit kaynakli biiyiime faktorii tarafindan gergeklesir.
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Boylelikle kollajen birikmesi gerceklesir ve bu da fibroblastlarin ¢ogalmasina ve

yeniden epitelizasyona neden olmaktadir (Mathew-Steiner vd., 2021).

Kollajen, yara iyilesmesini destekleyen fibroblastlar, makrofajlar vb. hiicreleri
indiiklemesi, biyouyumlulugu, kolay uygulanabilir olmasindan dolay1 birgok biyomedikal
uygulamasi yapilabilmektedir (Chattopadhyay & Raines, 2014). Sekil 14°te kollajenin

kullanildig1 sistemler gdsterilmistir.
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Bagl
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Sekil 14. Kollajenin doku mithendisligi uygulamalar1 (Gajbhiye & Wairkar, 2022)

1.7. Bor Mineralinin Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkileri

Dogada elementel halde bulunmayan bor, organizmalarda sodyum ve oksijen ile
orgonobor kompleksleri olusturabilmektedir. Bor, dogal olarak toprakta, suda ve kayalarda
yaygin olarak bulunabilmektedir (Walsh vd., 1994). Organizmalarda Bor’un ~%96’lik
dilimi borik asit (B(OH)3) olarak yer alirken, az bir oranda da borat anyonu (B(OH)s ™)
bulunmaktadir (Bolafios vd., 2004). Bor mineralinin, organizma iizerindeki biyolojik etkisi

tam olarak anlagilamamaistir. Bor, hormonlarin iiretimi, iyon tasinmasi, kemik rejenerasyonu
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gibi bazi metabolik olaylarda rol almaktadir. Yapilan caligmalarda %3 borik asit

soliisyonunun yaralarin iyilesme hizini arttirdigini1 gostermistir (Benderdour vd., 1998).

Bor ve tiirevleri, keratinosit gocilinii artirip, artan matris metalloproteinaz
ekspresyonu ile hiicre dis1 matris doniisiimiiniin arttirmaktadir. Ayn1 zamanda anjiyogenezi
indiikleyen TNF- o'nin yogunlugunu artirip, enflamatuvar mediatorden sorumlu genlerin

ekspresyonunu arttirmaktadir (Chebassier vd., 2004).

Bor ile yapilan tedavilerde, kemik dokularinin iiretimlerinden sorumlu HDM
proteinleri olan kollajen tip 1, osteopontin, osteokalsin sentezini arttirmaktadir (Dogan vd.,

2014).

Boronik asitle iglevsellestirilmis nanomalzemeler biyoalgilama igin fazlasiyla
kullanmilmistir (Fang vd., 2018; Hatamvand vd., 2019). Bor ve tiirevlerinin keratinosit
migrasyonu, antimikrobiyal &zelligi de dahil olmak f{izere yara iyilesmesini

hizlandirabilmektedir.

Yapilan bir ¢aligmada ipek fibroin, hyaluronik asit ve jelatinin kombinasyonlari ile
hidrojel filmler iiretip bunlarin yara iyilestirmedeki etkisini incelemek i¢in borik asit formiile
edilmistir. Sonuglara bakildiginda hidrojel film formiilasyonunda borik asitin, yara
tyilestirme Ozelligi saglamada anahtar oldugunu ve yara iyilestirme tedavisi i¢in alternatif
bir yaklagim sunabilecegini gdstermislerdir (Ozen vd., 2022). Tiim bunlar diisiiniildiigiinde

borun deri doku miihendisliginde 6nemli ¢aligmalara onciiliik edecegi ongoriilmektedir.

1.8. Silisyum Elementi ve Uygulamalari

Silisyum, glines sisteminde karsilasilan en c¢ok bulunan sekizinci elementtir.
Diinyanin agirlik¢a %27,7'sini olusturmaktadir. insanda demir ve ¢inkodan sonra bulunan
eser elementlerde iclincli siradadir. Element halinde olduk¢a nadir bir sekilde
bulunmaktadir. Genellikle oksijene olan ilgisinden dolay: silika ve silikat formlarinda
bulunmaktadir (Henstock vd., 2015). Silika i¢eren biyomalzemeler, yara iyilesmesinde,
anjiyogenezde ve kemik doku miihendisliginde etkilere sahiptirler. Potansiyel olarak bir
antibakteriyel Ozellik gosterme egilimlerindedirler (Wang vd., 2007). Silisyum, doku
miithendisliginde siingerler, nanoparcaciklar, hidrojeller, filmler gibi formlarda
kullanilabilmektedir.
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Toksik olmayan bir malzeme seklinde kabul goren silika bu 6zelliginden dolay1 ilag
verme ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Wu vd., 2011). Silika igerikli yara ortiileri yara
iyilesmesinde  ilgi  gérmektedir. Silika  nanopargaciklar1  fibroblast  hiicrelerinin
proliferasyonunu saglayarak yarali deriye yayilmasma yardim etmektedir (Quignard vd.,
2017). Sekil 15°de silisyumun aktiviteleri gosterilmektedir (Birdi-Chouhan vd., 2016).

Kolajen sentezi artisi . Elastin sentezi artisi

14 ™
Daha saglam glikozaminoglikan Si - Lizil-prolil hidroksilaz artis

Silisyum

Fibroblast aktivasyonu Metalloproteinaz inhibisyonu

Sekil 15. Silisyum aktiviteleri (Birdi-Chouhan vd., 2016)

Sol-jel metodu son zamanlarda dikkat ¢eken gesitli uygulamalar igin inorganik,
organik malzemelerin katkilanmasina izin vermektedir. Sol-jel tekniginde bir silika
onciisliniin bulundugu sivinin pH, kimyasal bilesim, sicaklik gibi faktorlerle jel formuna
gelmesini  igermektedir. Metiltrimetoksisilan, tetraetoksisilan, silisyum alkoksitler,
tetrametoksisilan, silika onciisii olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Lin & Kuo,
2016).

Silika tizerine yapilan bir ¢aligmada, kitosanla birlikte bir pansuman malzemesi
gelistirilmistir. Calisma sonuglarina bakildiginda silika nanopargaciklarinin bir kitosan
matrisine eklenmesiyle, hizli yara kapanmasi1 ve kollajen rejenerasyonunu hizlandirdigi

gorilmustiir (Park vd., 2017).

Baska bir calismada ise silika nanopargaciklarinin pihtilasma siiresini azaltarak,
diisiik konsantrasyonlarda trombin liretimini artirdigr goriilmiistiir. Boylelikle gelismis bir
sinerjistik etki yarattigin1 gostermislerdir. Yarali bolgede salinmis olan silikon iyonlari,
biiylime faktorlerini ve yara iyilestirme siirecini harekete ge¢irmektedir. Silikanin ek olarak
bir biyosentetik etki gerceklestirmeden insan akciger fibroblastlarinin proliferasyonunu
direk olarak uyardigi bulunmustur (Arcangeli vd., 2001). Bu etkileri diigiiniilerek tez
calismasinda silika nanoparcaciklar1 kullanilarak yara iyilesmesine katki saglayabilecek

filmler gelistirilmistir.
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IKiNCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

Tan vd. yaptiklar1 bir uygulamada, saflastirilmis insan sag1 keratinlerini kullanarak
filmler trettiler. Calismanin igeriginde capraz baglayic1 ya da plastiklestirici olmadan
basarili bir sekilde filmler iiretmislerdir. Filmlerin, mekanik ve termal 6zelliklerine, protein
ikincil yapilarina bakilmistir. Kuru haldeyken filmlerin Young modiilii 1.05 + 0.09 GPa iken
1slak formda viskoelastik bir yap1 gostermistir. Boylelikle aslinda plastiklestirici igermeden
oldukca yiiksek mekanik 6zellikler gosteren filmler elde etmislerdir. Bu filmler iizerinde
kiiltiirlenen insan epidermal keratinositlerinin (IEK'ler), yapismasmi, yayilmasmi ve
cogalmasini desteklemek i¢in hiicre uyumlu yiizeyler sundugunu gostermislerdir. Ancak
elde ettikleri keratinlerde ilk olarak keratinle iliskili proteinlerin (KIP) cikarilmasina

gereksinim duymaktadirlar ve boylelikle daha uzun bir liretim siiresi gerektirmektedir (Tan
vd., 2022).

Zhang vd. insan sac1 keratinleri ve poli (L -laktatkaprolakton) kopolimer (PLCL)
kullanarak nanolifli /keratin hidrojel tasarlamislardir. Cift katmanli hazirlanan yara
ortiisiine fibroblast biiyime faktorii (FBF-2) yiiklenmislerdir. Hidrojelin elastik modiilii
44kPa ile dermisin elastik modiiliine benzer bir sonug gostermistir. Yapilan ¢aligmalarda
katmanli yara Ortiisiiniin biyouyumlu ve biyobozunur oldugunu gésterirken in vivo
caligmalarda sag folikiillerinin rejenerasyonu, kollajen birikimi ve yeniden epitelizasyon gibi
ozellikleri destekledigini gostermislerdir. FGF-2'nin eklenmesi ile daha iyi bir onarim
gerceklesmistir. Sonug olarak Keratin, deri onarimi igin heyecan verici bir malzeme

olabilecektir (Zhang vd., 2023).

Yapilan bir ¢alismada Jun-Sung Oh ve Eun-Jung Leea, kitosanin yara iyilestirme
ozelligini arttirmak i¢in sol-jel reaksiyonlarini kullanarak kitosan-silika hibrit yara ortiisiinii
gelistirdiler. Hibrit yara ortiisiine daha sonrasinda keratinosit biiyiime faktori (KBF)
yliklemiglerdir. Yara ortiisi KBF icin bir salim profili gostermistir. Boylelikle
keratinositlerin baglanmasi, ¢ogalmasini iyilestirmistir. Yapilan in vivo denemelerde
yaralarda iltihap olmadan yeni deri olusumu gézlemlenmis ve KBF'li pansumanin en iyi yara
lyilesmesini gosterdigi bildirmistirler. Silikanin, kitosan ile kullanimi ve biiylime
faktorlerinin eklenmesi, membranlarda olumlu etkilere neden olmustur. Boylelikle
potansiyel olarak yara iyilesmesini hizlandirabilmek i¢in kullanilabilecek bir yara ortiisii
gelistirilmiglerdir (Oh & Lee, 2019).
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Sun vd. Nil Tilapyasi derisinden elde edilen kollajen ile kitosanin eklenmesiyle
yapilmis olan yara Ortiilerinin etkinligini degerlendirmislerdir. Gelistirdikleri ¢ift katmanli
kompozit yara ortlisti, in vivo degerlendirmek igin tam kalinlikta deri yara modelinde
uygulayarak, interlokin (IL-1, IL-6, IL-8), tiimér nekroz faktor alfa (TNF-o), doniistiiriicii
bliylime faktorii beta (TGF-B), vaskiiler epidermal biiylime faktorii (VEGF) ve temel
fibroblast biiylime faktorlerini (bFGF), kiiltiirlenen fibroblast hiicrelerinin canliligt ve
biiyiime aktivitesini incelemislerdir. iki katmanli kompozit sargmin yara iyilesmesini
uyardigini ve 28 giinliik bir siire i¢inde yara iyilesmesini sagladigini gosterdiler. Ayrica yara
ortiistiniin ~ kollajen sentezini artirip, fibroblast proliferasyonunu ve canliligini

destekleyebilecegini gosterdiler (Sun vd., 2022).

Sun vd. Nil Tilapyasi derisinden tip 1 kollajen izolasyonu gerceklestirmislerdir. Elde
ettikleri kollajenden dondurarak kurutma yontemi ile siingerler yapmislardir. Siingerlerin
capraz baglanmasinda kullanilacak olan yontemleri karsilagtirarak arastirmislardir.
Genipin + ethanol, nordihidroguaiaretik asit (NDGA), EDC/NHS, genipin + PBS, gibi
kimyasal ¢apraz baglama yOntemlerini incelemislerdir. Siingerlerin hepsi ¢apraz baglama
sonrasinda mekanik olarak daha saglamlasmislardir. Tim capraz bagl siingerler
biyomedikal alanlarda kullanimi i¢in hemostatik uyumluluga sahiptirler. Ancak bakildig:
zaman EDC/NHS go6zenekli mikro yapist ve 6zellikleri ile oldukga 1yi bir ¢apraz baglayici
olarak kabul edilmistir. Bundan dolayr EDC/NHS ile ¢apraz baglanmis kolajen siinger,
oldukga iyi bir hemostatik malzeme olarak kullanilabilecektir (Sun vd., 2017).

Nzietchueng vd. yaptiklar1 ¢calismada, Bor’un hiicre dis1 matrisi metabolizmasinda
yer alan spesifik enzimler iizerindeki etkisini incelemislerdir. Ayrica bu enzimler lizerindeki
etkisini  hiicreler ile arastirmiglardir. Sonuclara bakildiginda bor proteinlerin
fosforilasyonunu desteklemektedir. Bu etkinin bor elementinin dogrudan degil, yara
iyilesmesinde yer alan sitokinlerin sentezi ya da serbest radikallerin iiretilmesini arttirdigi
yoniinde olabilecegini diistinmektedirler. Bor’un enzim aktiviteleri iizerindeki etkisi
fibroblastlar ile de test edilmistir. Diger sonuglarin aksine bor, fibroblastlarda, kollajenaz ve
katepsin D aktivitelerini arttirmistir. Yapilan ¢alisma Bor’un yara iyilesmesindeki roliine
iliskin bazi noktalar1 her ne kadar agiklasa da daha ayrintili olarak belirlenmesi i¢in daha

fazla ¢alismalar gerektirmektedir (Nzietchueng vd., 2002).
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Ozen vd. yara iyilesme siirecini hizlandirmak icin ipek fibroin/jelatin ve hyaluronik
asitin kombinasyonu ile hidrojel filmler yapmislardir. Yara iyilestirme davranislarini
incelemek i¢in filmlere farkli oranlarda borik asit ilave edilmistir. Filmlerin fizikokimyasal
analizleri yapilmis ve L929 fibroblast hiicre hattinda biyouyumluluk ve yara iyilesmesine
bakilmistir. Borik asitin hidrojellere karsi mekanik 6zelliklerine olumlu etkileri olmustur.
Borik asit ile yapilan hidrojeller, bliytime faktoriinii, hiicrelerin proliferasyonunu, makrofaj
gbciinli, Onemli Ol¢iide arttirmistir. Bu c¢alismada, hidrojel filmlerde %1 oraninda
(agirlik/hacim) borik asitin, mekanik saglamlik ve yara iyilestirme 6zelligi saglamada etkili
olabilecegini ve yara iyilestirme tedavisi i¢in farkli bir secenek olarak kullanilabilecegini

gostermislerdir (Ozen vd., 2022)

Xu vd. insan saclarindan elde ettikleri keratinleri kullanarak farkl
konsantrasyonlardaki keratin ¢ozeltilerinden dondurarak kurutma yontemi ile yapi iskeleleri
hazirladilar. Iskelelerin gozenekli yapisi ve hiicre uyumlulugu degerlendirildi. Ayrica
keratin iskelelerin bozunurluk 6zelligi ve yara iyilestirmedeki etkisini degerlendirmek i¢in,
sicanlarda deri alti implantasyon ile tam kalinliktaki cilt kusurlarinin tedavisine bakilmistir.
Yapilan yonteme bagh olarak iskeleler oldukga iyi bir gdzeneklilik gdstermistir. Iskeleler iyi
bir biyouyumluluk ve hidrofilik 6zellik gostermistir. Elde edilen in vivo sonuglara gore 3.
hafta itibari ile tedavi edilen tam kalinlikli cilt yaralarinda eksiksiz epidermis ve sag
folikiillerinin olustugunu gosterdiler. Bu sonuglar, insan sa¢1 keratinlerinin cilt yenilenmesi

i¢cin umut verici dermal ikameler oldugunu géstermektedir (Xu vd., 2013).

Wang vd. gergeklestirmis olduklari ¢alismada tavuk tiiylinden ekstrakte ettikleri
keratinlerle yaptiklar1 hidrojelin yara iyilestirme potansiyelini ve biyouyumlulugunu bir
sican modeli ile arastirmiglardir. Keratin hidrojelleri H20O> (hidrojen peroksit) kullanarak
tiyol gruplarinin ¢apraz baglama reaksiyonu ile hazirlamiglardir. Hidrojel ile tedavi ettikleri
yara modelinin kullanilmayana kiyasla ¢ok daha fazla kollajen birikimin oldugunu ve yara
kapanmasinin hizlandigini gostermislerdir. Keratin hidrojellerin olumsuz doku enflamatuvar
veya immiin toksisitede tepkileri olmamistir. Bunlar goze alindiginda tiiy keratini iyi bir

biyouyumluluk ve yara iyilestirme etkisi sergilemistir (Wang vd., 2017).
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Hara ve Mori yiin keratinden yapilmig olan hidrojelini hidrolik bir sistem kullanarak
mekanik olarak sikistirilmasi ile seffaf filmler elde etmislerdir. Keratinden yapilmis olan
hidrojel ve sikistirilmasi ile elde edilen filmleri biyouyumluluk, biyobozunurluk ve ¢ekme
testleri ile inceleyip karsilastirmislardir. Keratin film, hidrojelden daha yiiksek bir mekanik
mukavemete sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica keratin film ¢ok daha yavas bir
bozunma orani sergilemistir. Biyouyumluluklarinin degerlendirilmesi i¢in farelere deri alt1
implantasyonu gerceklestirilmistir. Keratin film herhangi bir iltihaplanma veya

kapsiillenmeye neden olmamistir (Mori & Hara, 2018).

Demirci vd. sodyum pentaborat pentahidratin (NaB) ve borik asit, insan fibroblast
hiicreleri (HF) iizerindeki gen ve biiylime faktorii ekspresyonunu tesvik edici 6zellikleri,
antimikrobiyal aktivite, hiicresel ¢ogalma, go¢ ve anjiyogenez agisindan etkinliklerini
incelemislerdir. Tiim bunlara ek olarak bor igerikli hidrojellerin, streptozotosin kaynakli
diyabetik yaralarin iyilestirme potansiyelini degerlendirmek amaciyla, sicanlarda tam
kalinlikta bir yara modeli olusturmuslardir. Yapilan ¢alismalar neticesinde bor igerikli
{iriinleri mantar ve mayalara karsi antimikrobiyal etki gostermistir. Insan fibroblast
hiicrelerinin gdgiinii, proliferasyonunu, gen ekspresyonunu artirirken, sigan modellerinde
yara lyilesme mekanizmasini hizlandirp skarlarin iyilestigini gostermislerdir. Ancak
etkisini arttirmak icin formiilasyonu ve dozu ile ilgili ekstra ¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica farkli kronik yara modellerinde yara iyilestirme etkisi incelenmesi

gerekmektedir (Demirci vd., 2016).

DNA hasar onarimi ve oksidatif stres regiilasyonu normal hiicrelerden kanserli
hiicrelere gecis asamasinda fazlasiyla 6nemlidir. Bu nedenle Tepedelen ve ark. insan epitel
hiicre hattinda, borik asitin yara iyilesmesini ve DNA hasarindaki koruyucu etkisini
incelemislerdir. Bunun i¢in H202, ETP, Doxo gibi oksidatif stres ve DNA hasar1 ajanlari
kullanilmistir. Borik asitin varliginda ve yoklugunda immiinofloresan ile DNA hasari
tizerindeki etkisine bakilmistir. Ek olarak bu ajanlarla tedavi edilen epitel hiicrelerinde yara
iyilesmesindeki etkisi incelenmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda, borik asidin epitel
hiicrelerinde oksidatif stresi, DNA hasarim1 azalttigi ve boylelikle koruyucu bir roli
oldugunu gostermiglerdir. Buna ek olarak borik asit uygulamasinin ilagh tedavisinde, HS-2
hiicrelerinde proliferasyonu artirip in vitro yara boyutunun azalmasina neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Borik asitin enzimler yoluyla DNA hasarini azaltip azaltmadig1 yoniinde

cok daha fazla ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir (Tepedelen vd., 2016).
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Kim vd. bir ¢aligmalarinda, insan sag1 keratini bazli hidrojeller gelistirerek bunlarin
yara iyilesme mekanizmasi iizerindeki etkilerini, insan keratinosit hiicreleri ve cilt kusurlu
fare modeli kullanarak in vitroyla beraber in vivo uygulamalarla degerlendirmislerdir.
Keratinin PEG (poli etilen glikol) ve TA (tiramin) ile konjugasyonuyla bir sol-jel gegisi
saglayarak hidrojeller gelistirmislerdir. Yaptiklart degerlendirmeler sonucunda keratinosit
hiicrelerinin EMT’yle (epitelyal-mezemkim ge¢isi) gociiniin keratin ile indiiklenebilecegini
Ve in vivo yara modelinde de yara iyilesme mekanizmasinin hizlandigini gostermislerdir (S.

Y. Kim vd., 2019).

Sumiyoshi vd. yaptiklari ¢alismada deniz anas1 kollajeninin, sigir tip 1 kollajeninden
yapilmis olan deri greftlerine harici olarak uygulanmasinin etkilerini incelemislerdir. Sigir
kollajeninden t- butil alkol ile dondurarak kurutma metoduyla yapay deri greftlerini
hazirlamiglardir. Deri greftlerini tam kalinlikta yaraya sahip olan fare modellerine
naklettiler. Deniz anasi Kkollajeni soliisyonunu harici etkisini incelemek amaciyla deri
greftlerinin {stlerine belirli oranlarda damlatmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore deniz
anast Kollajeninin harici bir sekilde uygulanmasi keratinosit gégiiniin artmasini tesvik
etmistir. Ek olarak gecikmis olan yara iyilesmesinin tedavisinde oldukca etkili oldugunu

gostermislerdir (Sumiyoshi vd., 2021).

Jinno vd. yaptiklar1 ¢alismada kollajen siinger (KS) ile kollajen- jelatin siingerin
(KJS) yara iyilestirme potansiyelini karsilastirmiglardir. KS ve KJS siingerler dondurarak
kurutma metodu ile elde etmislerdir. Her iki slingerin bFGF’li (temel fibroblast biiylime
faktorii) ve eklenmemis halini fare modellerinde etkinligini karsilastirmislardir. Sonug
olarak KS-bFGF’siz siingerlerin etkinligi KJS siingerler ile esit olabilecegini
gostermiglerdir. KJS- bFGF siingerler ise yara 1iyilestirme silirecini oldukc¢a

hizlandirmiglardir (Jinno vd., 2016).

Wang vd. jelatin, kollajen ve keratinin biyouyumluluklarini ve hiicre
proliferasyonuna karsi etkinligini, esit miktarda ekledikleri PHBV (poli(hidroksibutirat-ko-
hidroksivalerat)) ile elektrospun yontemiyle hazirladiklar1 nanoliflerle karsilastirmislardir.
Yapmis olduklar1 analizler sonucunda malzemelerin hiicre proliferasyonunu arttirdigini,
oldukca iyi bir biyouyumluluklarinin oldugu ve istatiksel anlamda biiyiik farklara sahip

olmadiklarin1 géstermislerdir (Wang vd., 2016).
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Sol-jel teknigi, bircok uygulama igin yeni hibrit jelleri sentezlemek igin
kullanilmaktadir. Silika igerikli jellerin hazirlanmasi igin Oncii olarak tetraetil ortasilikat
(TEOS) sikca kullanilir. Kakkar ve Madhan yaptiklar1 bir calismada sol-jel ge¢isinin hidrojel
olusturmak i¢in kullanildig1 keratini silika ile birlestirerek yeni bir keratin hidrojel sisteminin
gelistirilmesi lizerinde durmuglardir. Keratin kaynagi olarak sigir toynaklari ve silika onciisii
olarak TEOS kullanmiglardir. MTT tahlili ve DAPI boyamasi sonuglarina bakildiginda,
gelistirilen  keratin-silika hidrojelin  fibroblast hiicreleriyle biyouyumlu oldugunu
goriilmiistiir.  Ayrica, yiksek bir sikistirma modiili  ve aninda yaylanma
sergilemistir. ~ Gelistirilen hidrojelin, ozellikle yara iyilesmesi gibi biyomedikal
uygulamalarinda biyomateryal olarak kullanilabilecegini 6ngormektedirler. Ancak

caligmada hidrojelin rejeneratif ozelligi tizerine bir ¢alisma yapilmamistir (Kakkar &

Madhan, 2016).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda koyun yiinleri, Canakkale sehrinde bulunan yerel ¢iftliklerden
temin edilmistir. Kullanilan tiim kimyasal aksi belirtilmedikge Merck (Sigma-Aldrich)
firmasindan temin edilmistir. Deniz kaynakli kollajen izolasyonu i¢in kullanilan Rhizostoma

pulmo denizanas: tiirii, Canakkale Bogazi’ndan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Koyun Yiiniinden Keratin Ekstraksiyonu

Bu proje kapsaminda kullanilan Keratin, koyun yiinlerinden ekstrakte edilmistir. Bu
ekstraksiyon literatiirde yer alan yontemin g¢alismaya uyarlanmasi ile gergeklestirilmistir
(Arslan vd., 2017). Atk koyun yiinleri alindiktan sonra temizlenip oda sartlarinda
kurutulmustur. Kiiciik parcalara kesilmis olan koyun yiinleri her 5 g i¢in, %5 NaOH (sodyum
hidroksit) ve %5 NaxSO3 (sodyum siilfit) ile 50°C sicaklikta, ¢alkalayic1 kullanilarak (Incu-
Shaker, Mini Benchmark, ABD) 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
elde edilen keratin ekstrakti, oda sicakligina getirilip ¢oziinmeyen pargalarindan
uzaklastirmak igin tiilbent yardimiyla siizilmistiir. Siiziintii daha sonra 15 dk. 6000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Toplanan siipernatant, safsizliklardan arindirmak ve ekstraktin pH’1n1
7,2-7,4 ‘e ayarlamak i¢in saf suya kars1 oda sicakliginda 3 giin boyunca diyaliz (MWCO:
14000Da, Sigma Aldrich, D9527) edilmistir. Diyaliz islemi sonrasi protein agregatlarinin
ayrilmasi igin diyalizat, 5 dakika siireyle 14000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Protein ¢ozeltileri cam balonlara aktarilarak -26°C’de gece boyunca dondurulmustur.
Keratinin toz forma getirilmesi igin, dondurulmus olan protein ¢ozeltileri liyofilize (Telstar,

LyoQuest, Ispanya) edilmistir. Koyun yiinii keratin ekstraksiyonu Sekil 16° da dzetlenmistir.
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Kirpiimig koyun yind Toz keratin

Alkali ve dinamik kosullarda ekstraksiyon

(2 saat 50°C) ’ -r
‘?g

Diyaliz 2 giin boyunca distile suya kargi

Liyefilizasyon islemi
(48 saat)

-~
-

Sekil 16. Keratin ekstraksiyonu

3.2.2. Denizanasindan Kollajen izolasyonu

Kollajen izolasyonu, Derkus vd. tarafindan yapilan prosediire gore
gerceklestirilmistir (Derkus vd., 2016). Laboratuvara getirilen denizanalar1 saf su ile
temizlenip 24 saat %99,9 etanole maruz birakilmistir. Daha sonrasinda denizanalar1 oda
sartlarinda kurutulmustur. Kurutulmus denizanalari, saf bir kollajen tabakas1 elde etmek i¢in
0,1 M NaOH igeren bir ¢ozelti igine alinmistir. Kollajen tabakalar1, dinamik bir ortamda
4°C'de iki giin siireyle islendi. Kollajen tabakalari, pH 7,2-7,4’e diisene kadar distile su ile
yikanmigtir. Kollajenler -26°C’de dondurularak liyofilize edildi ve sonraki kullanimlar i¢in
saklandi. Her 1 g kollajen tabakasi, 100 ml 0,5 M asetik asit soliisyonunda 4°C'de 2 dakika
homojenize edilmistir. Homojenizata, her 1 g kollajen i¢in 100 mg pepsin (Sigma Aldrich,
500 U/mg)) ilave edilmis ve manyetik karistirici kullanilarak oda kosullarinda iki giin
boyunca karistirilmistir. Sonrasinda 3400 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek ¢ozliinmeyen
partikiiller uzaklastirildi. Santrifiij isleminden sonra enzim inaktivasyonu i¢in 0,02 M
Na2HPO4(pH: 8.8) iceren tampona karsi ii¢ giin diyaliz edildi. Diyaliz isleminden sonra,
14000 rpm’de 2 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir. Stipernatant cam balonlara alinip

-26°C de bir gece dondurulmustur.
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Son olarak, dondurulmus ¢ozeltilerin liyofilize edilmesi ile toz formda atelokollajen
elde edilmistir. Liyofilize edilen denizanasi atelokollajeni +4 °C’de sonraki kullanimlar i¢in

saklanmistir. Kollajen izolasyonunu Sekil 17°de sematik olarak verilmistir.

~

0.1 M NaOH igerisinde

Rhizostoma pulmo kurutulmus denizanalari

tlirli denizanasi tabakalar saf kollajen tabakalari 0.5 M asetik asit Homojenize edilmis
kollajen tabakalari

soliisyonunda 4°C’de
homejenize edildi

\
JH] E = . . LA
T -
\ | 86 5EE-
Saf kollajen cézeltisi 14000 rpm’de 2 Enzim inaktivasyonu 3400 tpm'de 5 dakika Pepsinile muamele
dakika santrifiij icin diyaliz edilmistir. santrifij edilmis kollajen cézeltisi

Sekil 17. Denizanasindan kollajen izolasyonu

3.2.3. Koyun Yiinii Keratini Biyokimyasal Analizleri: Lowry Protein Tayini

Ekstraksiyon sonucunda toplam protein konsantrasyonunu belirlemek ig¢in Lowry
yontemi kullanilmistir. BSA (Sigir serum albiimin, Merck-Millipore) standart proteini
kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Literatiirde yer alan yonteme gore tayin
yapilmistir (Classics Lowry vd., 1951). Reaksiyonun temeli Folin-Ciocalteau reaktifinin
proteinler igerisindeki fenolik aminoasitlerle bazik ortamlarda girdigi tepkimeye

dayanmaktadir.

Reaksiyon asagida verilen Tablo 4 ‘e gore yapilmustir;
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Tablo 4

Lowry reaksiyon ¢ozeltileri

Cozelti A CozeltiB Cozelti C Lowry Soliisyonu | Folin-Ciocalteau
reaktifi

0,571gNaOHve 1,4232¢g 1,34 g NaK 100:1:1 oraninda 5 ml Folin

2,86gNa,S0;  CuSO,5(H,0)  (COO),(CHOH),4H,0 sirasiylacozelti A, Ciocalteu’sFenol
BveC Reaktif

100 ml ultrasaf 100 ml ultrasaf 100 ml ultra saf su - 6 ml ultra saf su

su ierisinde su igerisinde icerisinde

BSA 0,01-0,1 mg/ml konsantrasyon araliginda olacak sekilde %0,9 (w/v) NacCl ile
hazirlanmistir. 500 pl protein ¢ozeltisi, 700 ul lowry soliisyonu ile karistirilarak 20 dk
karanlik oda sartlarinda inkiibe edilmistir. Daha sonrasinda 100 ul Folin-Ciocalteau reaktifi
eklenip 30 dk karanlik oda sartlarinda inkiibe edilmistir. Ek olarak protein haricindeki
cozeltiler ile kor ¢dzelti olusturulmus ve protein ¢ozeltileriyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda protein yogunluguyla dogru orantili olarak c¢ozeltilerde mavi bir renk
gbzlemlenmistir. Spektrofotometrik dl¢timler (Shimadzu UVmini-1240, Japonya) i¢in 650

nm de kore kars1 absorbanslar alinmastir.

Keratin diyalizatlarinin konsantrasyonlari ve % verimi, Lowry yontemi ile kalibrasyon

grafigi ve denklem (3.1) kullanilarak hesaplanmistir.

) _ proteinlerin kuru agirhigi (mg)
Kuru kiitle % verim = - x 100
ham malzeme miktar1 (mg)

3.1)

Liyofilizasyon sonrasinda keratinlerin kuru kiitlelerine gore % verimi denklem (3.2)

ile hesaplanmustir.
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[(0D650 / egim) x (seyreltme faktori) x toplam diyalizat hacmi (ml)] +100

Lowry % verim =

[(ham malzeme miktar1 (mg]]
(3.2

3.2.4. Serbest Siilfidril Grubu Tayini

Keratin diger proteinlere kiyasla yiiksek sistein i¢erigine sahiptir. Sistein miktarinin
fazlaligiyla molekiiler i¢i disiilfit baglar1 (S-S) olusmaktadir. Boylelikle proteinin stabilitesi
artmaktadir. Keratin ekstraksiyonu sirasinda distilfit baglar1 kirilarak siilfidril gruplari (-SH)
olusmaktadir. Siilfidril gruplar1 reaksiyonlar: indiikleyebilen, keratinler icin Onemli
molekiillerdir. Keratin igerigindeki siilfidril gruplarinin tayini Ellman's reaktifi (5,5°- ditiyo-
bis-(2-nitrobenzoik asit)) kullanilarak Silva vd. tarafindan yapilan prosediire gore
gerceklestirilmistir (Silva vd., 2014). L-sistein standardi ile kalibrasyon grafigi elde
edilmistir. Oncelikle ultra saf su igerisinde 0,1 M NaH.PO4ile 1 mM etilendiamintetra asetik
asit kullanilarak pH 8,0 olacak sekilde bir tampon hazirlanmistir. EIlman's reaktifi 4 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde tampon igerisinde hazirlanmistir. L-Sistein standart
diliisyonlart 0,1-1 mM konsantrasyon araliklarinda, reaksiyon tamponunda ¢ézdiiriilerek
elde edilmistir. Bu islemlerin ardindan 2,5 ml tampon ¢ozeltisi, 250 pl protein ¢ozelti ve son
olarak 50 pl Ellman’s reaktif ¢ozeltisi karistirilarak, 25°C sicaklikta 15 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Gergeklesen reaksiyon sonucunda sari renkli bir ¢ozelti gozlemlenmistir.
Absorbanslar, 412 nm’de UV-VIS spektrofotometre cihazi ile 6l¢iilmiis ve kalibrasyon
grafigi cizdirilmistir. Keratindeki siilfidril gruplarmin belirlenmesi igin ayni prosediir

uygulanarak denklem (3.3) ile hesaplamalar yapilmistir.

mM serbest SH gruplar: [(%)x (seyreltme faktori x toplam hacim) (33)

g keratin keratin agirhg (g)
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3.2.5. Bor ve Silisyum Temelli Malzemelerin Sol-Jel Sentezi ve Yapay Deri
Greftlerinin Uretimi

Yapay deri greftlerinin, bor ve silisyum temelli sentezi sol-jel reaksiyonlarina
dayanarak gerceklestirilmistir. Silika nanopartikiillerinin kaynagi olarak %98 saflikta
tetraetil ortosilikat (TEOS, Merck-Millipore) kullanilmistir. Oncelikle sol hazirlanirken
kullanilmak tizere TEOS’un asidik ortamda hidrolizi gergeklestirilmis ve reaktif TEOS
(rTEOS) hazirlanmistir (Sekil 18). ilk olarak TEOS (1,1 ml), ultra saf su (0,816 ml) ve HCI
(0,1 M,0,125ml) bir cam siseye eklenip 5 dakika boyunca durmadan oda sicakliginda vorteks
(IKA Genious 4) ile karstirildi. 5 dk sonunda karisimin beyaz, bulanik bir hal aldig
gozlenmistir. Ardindan beyaz renkli karisim berraklagip homojen oluncaya dek 55°C’de
ultrasonik banyoda (Elma, S 30H, Almanya) sonike edildi. TEOS ¢ozeltisi islemlerden dnce

taze olarak hazirlanmistir.

TEOS+HCI+Ultra saf su karisimi 5 dk. Vortex sonrasi bulanik 10 dk. Sicaklik kontrollii
TEOS karigimi ultrasonik su banyosu
sonrasi seffaf rTEOS

Sekil 18. rTEOS eldesi

Filmlerin sentezinde bor kaynagi olarak %99,5 saflikta borik asit (H3BOs, Merck-
Millipore,) kullanilmistir. Tlk olarak %3 (w/v) konsantrasyonda borik asit ultra saf suda
hazirlanmistir. Literatiirde bor ile yapilan ¢alismalara bakildiginda polimerlesme sirasinda
borik asidin kompleks olusturmasi i¢in pH’in yaklasik 9,24 olmasi gerektigi iizerinde
durulmustur (Siqueira vd., 2007).
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Hazirlanan borik asit ¢ozeltisini pH > 9,24 ayarlamak i¢in NaOH (1M) yavas yavas

eklenmistir. Boylelikle, tetrahedral tetrahidroborat anyonu olusturulmustur.

Keratin, kollajen, keratin-kollajen olmak tiizere ti¢ farkli formiilasyonda film sentezi
gerceklestirilmistir. Ik olarak borik asit soliisyonunda (B, pH > 9,24) %10 (w/v)
konsantrasyonda KK kopiirtmeden karistirilarak hazirlandi. Ardindan ¢ozeltiye %10 (v/v)
oraninda gliserol eklenmistir. Soliisyona, polikondenzasyon reaksiyonunu baglatmak igin 1:
10 (v: v) oraninda taze hazirlanmis olan rTEOS eklenir ve karistirma islemi yapilir. Bu islem

oda sicakliginda gece boyunca devam eder ve sol-jel doniisiimii gergeklesir.

DK, borik asit soliisyonunda %5 (w/v) konsantrasyonda ¢ozdiiriilmiistiir. Cozeltiye
%S5 (v/v) oraninda gliserol eklenmistir. Polikondenzasyonun gergeklesmesi igin 1: 10 (v: v)

rTEOS eklenip ardindan oda sicakliginda gece boyunca bekletilmistir.

Son olarak borik asit soliisyonunda %5 (w/v) KK ve %5 (w/v) DK ¢ozdiiriilmiistiir
ve ¢ozeltiye %10 (v/v) gliserol eklenmistir. Sonrasinda ¢6zeltiye 1: 10 (v:v) oraninda rTEOS

eklenip gece boyunca oda sicakliginda jeller olgunlastirilmistir.

Sol-Jel doniisiimii gerceklestikten sonra jeller, 1:4 (v:v) oraninda ultra saf su ile
seyreltilip silikon kaliplara dokiilmiistiir. Filmler 40°C de 48 saat boyunca hafif nemli bir
ortamda kurutulmustur. Uretilen filmlerin daha kararl1 yapida olmasi ve kaliplardan kolayca
¢ikarilmasi i¢in 110°C de 2 saat kiirleme yapilmistir. Sonug olarak silika/borik asit temelli

yapay yara Ortiileri sentezlenmistir. (Sekil 19)
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Sekil 19. Sol-jel doniistimii ve filmlerin eldesi sonrast makro goriintiileri

3.2.6. Yapay Deri Greftlerinin Capraz Baglanmasi

Sentezlenen filmlerin mekanik olarak dayanikliginin artmasit ve yapisal
biitiinliigiiniin korunmasi igin kimyasal bir gapraz baglama islemi gergeklestirilmistir. Bunun
icin  N-hdiroksisiiksinimit (NHS) ile N-(3- dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimit
hidrokloriir (EDC) ajanlar1 kullanilmistir. Capraz baglama prosediirii 2017 yilinda Sezgin

Arslan’in yapmis oldugu yonteme gore, bu tez ¢alismasinda uygulanmistir (Arslan, 2017).

Filmler oncelikle 30 dakika 6 kuyucuklu well-plate igerisinde %99,9 safliktaki
etanolde (Millipore-Sigma, Almanya) rijitlesmesi i¢in bekletilmistir. Bu siirecte gerekli olan
soliisyonlar hazirlanmustir. ilk olarak capraz baglayicilarin calismast igin gerekli olan ortam,
0,05 M MES (2- morfolinoetansiilfonik asit) ultra saf su igerisinde hazirlanip, pH 5,5'a

ayarlanmistir. Hazirlanan MES tamponu 1:9 oraninda %99,9’luk etanol ile karistirtlmistir.
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Her 6 mg film i¢in, 1 ml hazirlanan tampon igerisine 27,6 mg EDC ile 6,72 mg NHS
eklenmistir. 30 dakikalik bekleme siiresi sonunda filmlerin bulundugu ortamdan etanol
uzaklastirilmistir. Hazirlanan ¢apraz baglayicili ¢ozelti filmlere eklenmistir. Filmler, 120

rpm 25°C'ye ayarh calkalayicida inkiibe edilmistir.

Iki saat boyunca capraz baglanan filmler, capraz baglayicidan armndirmak igin saf
suda yikanmistir. Sonug olarak ¢apraz bagli filmler elde edilmis, in-ovo ¢alismalar1 ve tiim
karakterizasyon islemleri i¢in hazir hale getirilmistir. Filmlerin stereo mikroskop goriintiileri

Sekil 20’de verilmistir.

KK-BA-Si

DK-BA-Si

KK-DK-BA-Si

Sekil 20. Filmlerin stereo mikroskop goriintiileri

3.3. Yapay Deri Greftlerinin Fizikokimyasal Analizleri

3.3.1. ATR-FTIR

Yapay deri greftlerinin kimyasal yapilarinin anlasilmasi igin ATR-FTIR
spektrumlari, bir Nicolet IS50 Flex Gold Kizil6tesi Spektrometre (Thermo Fisher Scientific,
ABD) iizerinde 4000-500 cm* dalga sayilar1 araliginda kaydedildi.
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3.3.2. Kati1 Hal Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (*:B-MAS NMR ve
295i NMR)

JEOL ECZ500R (11,75 Tesla, Japonya) marka NMR cihazi kullanilarak oda
sicakliginda KK-DK-B-Si filminin B NMR ve Si NMR spektrumlar1 elde edilmistir.

Spektrumlar, 6 kHz doniis hizina sahip 3,2 mm zirkonyum oksit rotor kullanilarak alinmstir.

3.3.3. X-Istm1 Kirmim (XRD) Analizi

Uretilen filmlerin kristallik gibi énemli yapisal bilgilerini elde etmek igin 0,02%dk
tarama hizinda Cu Ko radyasyonuna (A=1,54 A, 45 kV, 40 mA) maruz birakilarak XRD
analizi (PANalytical Empyrean, Hollanda) gergeklestirildi. 20=5-70° araliginda veriler
aliip X'Pert High Score Plus yazilimi kullanilarak islenmistir.

3.3.4. Termogravimetrik (TGA) Analizi

Yapay deri greftlerinin termal davranislart TGA 8000 (Perkin Elmer, Waltham, MA,
ABD) ile incelenmistir. Olgiimler 10%dk 1sitma hiziyla 30-650° arasinda sicaklikla kiitle

degisimine gore alinmustur.

3.3.5 Brunauer-Emmett-Teller (BET) Analizi

Filmlerin, gozenek boyutu karakterizasyonu ve toplam yiizey alani hesaplamasi,
Quadsord SI 5 BET (Quantachrome Instruments, Anton-Paar GmbH, Graz, Avusturya)
cthazi1 kullanilarak ve malzeme igerisindeki gozenekli yapinin tespiti i¢in Barrett-Joyner-
Halenda (BJH), BET analizleri yapildi. Analiz, 0,01- 0,99 P/P0O basing araliginda nitrojen
emici gaz (77K) ile yapildi.

3.3.6 Mikromekanik Cekme Testi

Filmlerin gekme testleri mikromekanik test cihazi (UniVert, Mechanical test system,
CellScale biomaterials testing) ile oda sicakliginda yapilmistir. Numunelerin ¢ekme testi, 50
N yiik hiicresi ve 0,16 mm/s ¢ekme hiz1 ile gerceklestirilmistir. Her numune i¢in ti¢ tekrarlt
sekilde analiz gergeklestirilmistir (Sekil 21). Filmlerin mekanik olarak dayanakliligini

degerlendirmek i¢in gerilim-gerinim grafikleri ¢izilmistir.
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DK-BA-Si KK-BA-Si KK-DK-BA-Si

Sekil 21. Filmlerin ¢gekme testi ile uzama ve kopma hali

3.3.7 Alan Emisyonlu Taramah Elektron Mikroskobu (FE-SEM) ve Enerji
Dagilimh X-Isim1 Spektroskopi (EDS) Analizi

Yapay deri greftlerinin gézenek yapisi ve yiizey morfolojisi FE-SEM (JEOL JSM-
7100-F) ile incelenmistir. Ayrica, EDAX EDS birimi ile elementel bilesimi gézlemlenmis
ve elementel haritalama analizleri de yapilmigtir. Tiim numuneler analiz 6ncesinde 90 saniye

altinla kaplandi ve farkl biiyiitmelerde 10 kV’ta mikrograflar ¢ekilmistir.

3.4. in vitro Biyobozunurluk Testi

Capraz baglh filmlerin biyobozunurlugu proteinaz K (Merck-Millipore) enzimi
kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle 0,02 M Tris-HCI, pH 8 olacak sekilde hazirlanmustir.
Mikrobiyal kontaminasyonu engellemek i¢in tampon igerisine %0,01 sodyum azid (>99,5%)
eklenmistir. Sonrasinda %0,01 proteinaz K enzimi tampon igerisinde c¢ozdiiriilmiistiir.
Filmlerin kuru agirligi (mj) soliisyon eklenmeden 6nce tartilmigtir. Ardindan numuneler
steril 24°liik well-plate i¢erisine alinip istlerini gegecek sekilde 1’er ml enzimatik ¢ozeltiden
eklenmistir. Numuneler 37 °C de 3 ve 7 giinliik zaman noktalarinda her ii¢ giinde bir enzim

soliisyonu yenilenerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda filmler saf su ile yikanarak
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liyofilize edilmistir. Filmlerin son kiitleleri (ms) tartilip not edilmistir. Deney seti 3 tekrarli
olarak gergeklestirilmis ve ortalama biyobozunurluk oranlar1 kaydedilmistir. Filmlerin

ylizde kiitle kayb1 asagida yer alan formiille hesaplanmustir:
Toplam Kiitle kaybi (%) =[(mi)—(ms) /(mi)] x 100 (3.4)
3.5. in ovo Civciv Koryoallantoik Membran Analizi (CAM)

Greftlerin vaskiilarizasyonu indiikleme potansiyeli, bir in-ovo modelinde civciv
koryoallantoik membran (CAM) analizi ile degerlendirildi. Dollenmis tavuk yumurtalar
Canakkale, Tirkiye'de bulunan yerel bir giftlikten saglanmistir. Kisaca, embriyonik
gelisimin 0. giiniinde (EDD 0) tavuk yumurtalari, 37,5°C'de ve %60 bagil nemde tutulan bir
kulugka makinesinde 72 saat inkiibe edildi. Bu islem sirasinda embriyolarin yumurta
kabuklarina yapismasini 6nlemek i¢in yumurtalar belli zaman araliklarinda dondiiriilmiistir.
Inkiibasyon sonrasinda, kii¢iik bir pencere olusturmak igin yumurta kabugu kesildi ve
cikarildi. Yumurtalardaki pencere parafilm kullanilarak kapatildiktan sonra 37°C'de {i¢ giin
stire ile tekrardan inkiibe edilmistir (Sekil 22).

Daha sonra EDD 7’de kiigiik pargalara ayrilan filmler UV 1sik ile sterilize edilip
CAM iizerine implante edilmistir. Yerlestirilen filmlerin etrafindaki alanlar stereo
mikroskop (Stemi 305, Zeiss) ile dijital kamera (Axiocam 105 color, Zeiss) kullanilarak
goriintiilendi. Daha sonra EDD10'da pencere acilarak implante edilen filmlerin goriintiisii
alindi. EDD7 ve EDD10'daki goriintiiler ImageJ yaziliminda bulunan ‘Vessel Analysis’ ve
‘Vascular Density’ eklentileri kullanilarak analiz edildi. Vaskiiler yogunluk, filmlerin
etrafina ¢izilen bir 1 mm'lik gergeve ile fark edilebilir kan damarlari, kilcal damarlar,
arterioller ve veniiller dikkate alinarak hesaplanmistir. EDD 10 ve EDD 7'de filmlerin
belirlenen alandaki vaskiiler yogunlugunun orani indeks hesabi yapilarak degerlendirildi.
Deneyler ¢ tekrarli yapilmistir. Eksplante edilen greftlerdeki vaskiilarizasyon ve hiicre
yogunlugunu SEM goriintiileri ile gostermek i¢in d6rnekler PBS (PH 7.2-7.4) ile hazirlanan
%2,5 Glutaraldehit ile sabitlendi.
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Sekil 22. in ovo makro goriintiileri. (a) EDD 7 parafilmle kapatilmis yumurtalarin
inkiibasyonu. (b) EDD 10 filmler eksplante edilmeden 6nce.

3.6. Anjiyojenik Yamtlarin Histolojik Degerlendirmesi

CAM vaskiilatiiriniin anjiyogenezinin derinlemesine bir degerlendirmesi i¢in
histolojik analiz yapildi. Histolojik degerlendirme i¢in greftler PBS (PH 7,2-7,4) ile
hazirlanan %10 formalin ile fikse edildi. Tiim kesitler, hematoksilen-eozin ile boyanmistir.
Tiim kesitler dijital 151k mikroskobu kullanilarak goriintiilendi (Axiocam 105 renkli kamera

ile entegre Zeiss Primostar, Jena, Almanya).

3.7. istatistiksel Analiz

Deneyler, sonuglarin tutarliligi agisinda ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Elde edilen
sonuglarin ortalama + standart sapmalar1 hesaplandi. ANOVA yontemi olarak bilinen tek
yonlii varyans analizi ve ardindan Tukey testi OriginPro 2022b (9.9.5.167 OriginLab
Corporation, Northampton, MA, ABD) programi kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel
olarak, *p<0,05 anlamli olarak kabul edilirken, **p>0,05 ise anlamli degil seklinde kabul
edilmektedir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Koyun Yiiniinden Keratin Ekstraksiyonu

Yiinden ekstrakte edilen keratin, biyomedikal alanlarda ¢esitli lirtinlerin tasarlanmasi
icin oldukca ucuz, atiklarin degerlendirildigi, yenilenebilir bir malzeme kaynagi olarak
kullanilabilecek potansiyele sahiptir. Koyun yiiniinden ekstrakte edilen keratinin, diger
yapisal kollajen, elastin gibi proteinlerden farki yaklagik %7-13'liik sisteine sahip olmasidir
(Feroz & Dias, 2021). Diger polimerlerle karsilastirildiginda keratin olduk¢a zor ¢dziinme
ve ekstraksiyona sahiptir. Yiin keratin, polar ve apolar asitlerle beraber molekiil ici ve
molekiiller arasi disiilfit baglarindan olusur. Yiin keratinleri enzimler, organik ¢oziiciiler, su
vb. ¢oziiciilerde ¢oziinmezler. Igerdigi sistein nedeniyle yiiksek stabiliteyle beraber diisiik
¢ozlinlirlige sahiptir. Bu sebeple keratinin ekstraksiyonlar1 igin farkli yontemler
kullanilmistir. Bunlar siilfitolizis reaksiyonu, indirgeme, oksidasyon, mikrodalga isinlari

gibi yontemlerdir (Alahyaribeik & Ullah, 2020).

Bu c¢alismada siilfitolizis reaksiyonu kullanilarak koyun ylinlerinden keratin
ekstraksiyonu yapilmistir. Bu yontem kapsaminda Na>SOz ile NaOH kullanilmistir. Na2SO3
reaksiyonda disiilfit baglarin1 pargalayarak reaksiyon hizini arttirir. Sekil 23°te reaksiyon
mekanizmasi gosterilmistir. NapSOs3 tek basina yeterli olmadigi i¢in ve verimin arttirilmasi
amaciyla NaOH ilave edilmistir. NaOH ile peptit baglar1 parcalanarak kii¢iik fraksiyonlarda
keratin elde edilmistir (Wang vd., 2018).

g N >\ 7 & .
®-0-0-@® + Naso: — @—-0 + @-O-so°
KERATIN SODYUM SULFIT SISTEIN TiYoL SISTEIN-S-SULFONAT

Sekil 23. Siilfitolizis reaksiyonu
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Ekstrakte edilen keratinlerin total konsantrasyon igeriginin belirlenmesi amaciyla
Lowry metodu ile Sigir Serum Albiimin kullanilarak standart kalibrasyon grafigi
olusturulmugtur. (Sekil 24) Diyalizatin protein icerigi 8,81+£0,10 mg/ml olarak
hesaplanmistir. Proteinlerin diyalizata gore konsantrasyon verimi %51,49 +0,67 iken kuru
agirliga gore hesaplanan konsantrasyon verimi ise %50,78+0,17 bulunmustur. Her iki
yontem sonucunda konsantrasyonlar karsilastirildiginda benzer sonuclar elde edilmistir. Bu

nedenle proteinlerin yeterince saflastirildig diistiniilmektedir.
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Sekil 24. BSA kalibrasyon grafigi Lowry yontemine gore

4.2. Serbest Siilfidril Grubu Tayini

Siilfitolizis prosediirii ile gergeklesen keratin ekstraksiyonu sonucunda disiilfiir
baglar1 kirilmistir. Bunun sonucunda siilfidril gruplar1 elde edilmistir. Keratinin -SH
gruplarin miktar1 Ellman’s reaktifi ile belirlenmistir. Sekil 25’ de verilen L-sistein

kalibrasyon grafigi ile hesaplamalar yapilmustir.
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Keratin i¢erisindeki -SH, 0,0674+0,009 mmol SH/ mg keratin seklinde bulunmustur.
Keratin igerisinde az miktarda bulunan sistein, filmlerde gézenekli ag yapilarin olusmasina

yardimeci olarak jellesmeye katki saglayabilir.
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Sekil 25. L-sistein ile yapilmis olan kalibrasyon grafigi

4.3 Yapay Deri Greftlerinin Fizikokimyasal Analizleri

4.3.1 ATR-FTIR

Sekil 26” da KK-B-Si, KK-DK-B-Si ve DK-B-Si filmlerinin ATR-FTIR spektrumu
kargilagtirmali olarak gosterilmektedir. Protein esashi filmlerde FT-IR spektrumlari, peptit
baglarina 6zel olan absorpsiyon bantlarini ifade etmektedir. FT-IR spektrumunda, 3200-
3400 cm? arasinda gozlemlenen pikler, amit A'nin N-H gerilme titresiminin karakteristik
pikleridir (Tonin vd., 2006). 1640, 1520 ve 1250 cm™*deki pikler, sirasiyla Amit I, 11 ve 111
olarak adlandirilir ve proteinlerin konformasyonel diizenini incelemek icin kullanilir
(Kakkar & Madhan, 2016). Amit I'in 1640 cm™deki keskin zirvesi, C=O cift bag germe
titresiminden kaynaklanmaktadir. 1540 cm™'de gozlemlenen Amit I, N-H germe ve C-H

gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Son olarak 1240 cm™'de gézlemlenen amit 111,

53



C-N gerilme ve N-H, biikiilme absorpsiyon piklerine karsilik gelir. Bu karakteristik amit
pikleri keskin olarak goriilememistir bu durum filmlerin sentezi sirasinda proteinlerin
yapisinin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Spektruma incelendiginde TEOS un varligi ile
ilgili olan Si-O-Si asimetrik titresim tepe noktasi 1090 cm™'de gdzlenmistir (Bramanti vd.,
2022).

Bor ile modifiye edilmis filmler, B-O germe titresimi nedeniyle 1345 cm™'de bir
absorpsiyon zirvesi gostermistir. 1190 cm™'deki absorpsiyon zirvesi, B—-OH ile
iliskilendirilmistir. Ayriyeten 880 cm™'de Si-O-B baglarindan dolay1 kiigiik bir bant
gdzlenmistir. 810 cm™'deki absorpsiyon zirveleri simetrik B-O-Si'den kaynaklanmaktadir
(Siqueira vd., 2007). Son olarak, 637 cm™'de gézlemlenen pikler, B-O-B baginin asimetrik
titresiminden kaynaklanmaktadir (Islam & Nebhani, 2021). Genel olarak, ATR-FTIR analiz
sonuglari, silisyum ve borun yapiya dahil edildigini ve buna ek olarak filmlerin karakteristik

yapisinin piklerini gostermistir.
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Sekil 26. FT-IR sonuglari
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4.3.2. NMR Analizleri

KK-DK-BA-Si filminin 11B MAS NMR ve 29Si-NMR spektrumlari, Sekil 26’da
gosterilmektedir. Elde edilen filmin 11B MAS NMR spektrumlari, bor igeren silikadan
olusan zirvelere sahiptir (Sekil 27.a). 0 ppm civarindaki pikler, tetrahedral bor olarak
atanmaktadir. Bu nedenle, 0,844 ppm ve -0,268 ppm'deki kaymalar ile, B(OH)s~ formundaki
borat iyonlarinin tetra-koordinatli oldugu kabul edilmektedir (Hiraishi vd., 2021). Yaklasik
11.541 ppm'de gozlenen sinyal, silisyum atomlarinin iki ¢er¢evesine bagl bor ve B(OSi-
)20H ile iliskilidir (Koller vd., 2005). Ortalama izotropik kimyasal kaymalar 15 ppm ile 17,5
ppm arasindadir (Angeli vd., 2010).

16 ila 14 ppm arasinda degisen kaymalar, li¢ koordinatli borat iyonu B(OH)s ile
tanimlanir (Ferlat vd., 2008). Spektruma bakildiginda bu durum 15.643 ppm’de
goriilmektedir. Bu, B-O-B bag agisina dogrusal bagimlilig: ile tutarlhidir. Son olarak, 17,292
ppm'deki sinyal, diisiikk silisyum konsantrasyonuyla iliskili B(OSi—(OH)2'ye karsilik
gelmektedir (Fild vd., 2000).

KK-DK-BA-Si filminin 29Si-NMR spektrumlar1 Sekil 27.b'de gosterilmektedir.
Sekilde 27.c’de Qn tiirlerinin ilgili kimyasal kaymalar1 (ppm cinsinden) ve molekiiler yapisi
gosterilmektedir. Sol-jel reaksiyonlarinin tamamlanmasi bu sekilde ifade edilmistir. -110

ppm'de gozlenen pik, Si-O-Si baglarin1 géstermektedir (Xu vd., 2007).

O i =0 Q=i =X D=3 =X Ko =X

CQ‘t-l[[l|l|ln| Q'=-100ppm  QP=-90ppm Q' =-84 ppm

Sekil 27. KK-DK-BA-Si filmin NMR sonuglar1. (a) 11B MAS NMR. (b) 29Si-NMR. (c)
Qn kimyasal kaymalari.
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4.3.2. XRD Analizleri

KK-BA-Si, KK-DK-BA-Si ve DK-BA-Si filmlerinin XRD spektrumlar1 Sekil 28°de
sunulmustur. DK-BA-Si filminde, 26=21,75'te genis bir karakteristik kollajen tepe noktasi
goriilmiistiir (Saska vd., 2012). Benzer sekilde, KK-BA-Si ve KK-DK-BA-Si filmlerinde 26
= 20° civarinda keratinin B-tabaka yapisiyla ilgili tipik bir genis tepe gézlemlenmistir (Wang
vd., 2022). Ancak keratinin o heliks yapisi net bir sekilde gozlemlenememistir. Bu, keratinin
orijinal yapisinin bozuldugu anlamina gelmektedir. Ayrica 20 = 20—25°'de genis merkezli
bir pik olarak tiim greftlerde silikanin amorf yapisi gozlemlenmistir (Islam & Nebhani,
2021). Bu nedenle, silika ve keratin tepe noktalari ortiismektedir. Son olarak, XRD
spektrumunda 260 = 43 ve 62° civarinda bor etkisi gézlemlenmistir. (Belaid vd., 2020)
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Sekil 28. Filmlerin XRD spektrumlari
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4.4. Filmlerin TGA Analizleri

Filmlerin termal 6zellikleri TGA analizi ile incelenmis ve sonug¢ olarak bozunma
egrileri Sekil 29'da gosterilmistir. Termogramlardaki egri kiitle kaybin1 yiizde seklinde
vermektedir. Egriler, malzemelerin 30-650 °C sicaklik araliginda bozuldugunu
gostermektedir. Termogramlara incelendiginde iki 6nemli agirhik kaybi gézlenmistir. 125
°C'ye kadar gozlenen %5-9'luk ilk kiitle kaybi, fiziksel olarak adsorplanmis veya yapisal
olarak bagli suyun buharlasarak uzaklastigimi gostermektedir. Ayrica termogramlarda
gozlemlenen ikinci kiitle kaybi, proteinlerin 1s1l bozunmasina baglanabilmektedir. Genel
olarak termal bozunma islemi tamamlanirken DK-BA-Si filminde %50, KK-BA Si’de %30
ve KK-DK-BA-Si filminde ise %40’lik bir kiitle kayb1 yasanmistir. KK-DK-BA-Si filminin
diger iki film arasinda bir degere sahip olmasi, keratin i¢eren filmlere kollajen eklenerek
termal dayanikliligr artirdigini gostermektedir. Bunun disinda literatiirdeki ¢alismalarla
karsilastirildiginda tiim filmlere bor ve silisyumun eklenmesinin B/Si-OC baglarindan dolay1

1s1l kararliligi arttirdigr gézlenmistir (Bose vd., 2022) (Cao vd., 2022).
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Sekil 29. Filmlerin TGA termogramlari
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4.5. BET Analizi

Filmlerin, gézenek boyutlar1 ve toplam yiizey alanlart BET ve BJH analizleri
kullanilarak karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5°te gdsterilmistir. Filmler kendi
iclerinde karsilastirildiginda, kollajen ilavesiyle gozeneklilik arttik¢a kompozit filmin ylizey
alani da artmistir (Leén-Mancilla vd., 2016). Ayrica literatiirle karsilastirildiginda filmlere
eklenen bor ve silisyumun yiizey boyunca kaplanmasi ile daha piiriizlii bir yiizey elde
edilmis, boylelikle yiizey alanini arttirdigi gézlemlenmistir. BJH gozenek yarigapina gore
filmler, IUPAC (Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) siniflandirmasinda mikro
gozenekli (<2 nm) araliktadir (Zdravkov vd., 2008). Kompozit filmin genis yilizey alani ve
gozenekli yapist vaskiilarizasyon ve sivi emme oranini artirabilir. Bu nedenle hiicre

cogalmasini ve farklilasmasini arttirarak yara iyilesmesine katkida bulunabilir.

Tablo 5
Filmlerin BET-BJH sonuglari

BJH YOontemi

BET Yiizey Yiizey Alani (m?/g) Gozenek Gozenek Capi
Alani(m?/g) Hacmi(mL/g) (nm)

1,242 1,469 0,004

DK-BA-Si 8,087 8,098 0,021 1,551

KK-DK-BA-Si 8,372 5,975 0,025 1,938

4.6. Mikromekanik Cekme Testi

Hemostaz ve yara iyilesmesinde, malzemelerin kullanilabilirligi i¢in iyi mekanik
ozelliklere sahip olmas1 gereklidir. Bu nedenle, filmlerin mekanik 6zellikleri ¢ekme testleri
kullanilarak degerlendirilmis ve kendi iglerinde kiyaslanmuistir. Filmlerin ¢ekme testi
sonuglart Sekil 29 ve 30°da gosterilmektedir. Sekil 30, gerilim-gerinim egrisini ve Young

modiiliinii gostermektedir.



KK-BA-Si, DK-BA-Si ve KK-DK-BA-Si filmlerin E degerleri sirasiyla 1500, 800
ve 1900 kPa olarak hesaplanmistir. KK-DK-BA-Si elastisite modiilii diger ikisine gore daha
yiiksek ¢ikmistir. Bu sonug bizlere KK-DK-BA-Si filmin digerlerine kiyasla ¢ok daha rijit
bir yapida oldugunu gostermektedir. Boylelikle, KK-DK-BA-Si filmi digerlerinden daha

fazla stres altinda daha az deformasyona ugramaktadir.

Ayrica, KK-DK-BA-Si filminin (250 kPa) gerilme mukavemeti ve kirilma gerilimi,
KK-BA-Si (225 kPa) ve DK-BA-Si (40 kPa) filmlerine kiyasla daha fazladir. Bu da keratin
iceren filmlere kollajen polimerinin eklenmesinin yapiy1 daha saglam hale getirdigini
gostermektedir (Sekil 31) (Moore vd., 2006). Ote yandan, literatiirle karsilastirildiginda bor
ve silisyumun keratin filme baglanmasiyla Young modiiliinde bir artis gézlenmistir (Zhao

vd., 2022) (Mori & Hara, 2018).
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Sekil 30. Filmlerim ¢gekme testi sonucu gerinim- gerilim grafigi ve Young modiili
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Sekil 31. Filmlerin ¢ekme gilicii ve kopma gerilimi

4.7. SEM ve EDS Analizleri

Filmlerin, SEM goriintiileri 250x ve 50.000x biiylitme oranlarinda alinmis olup,
mikrograflart Sekil 31°de incelenmistir. Filmlerin 250x biiyiitmede alinan goriintiilerinde
diizgiin, homojen dagilimli yiizeyler sergiledikleri goriilmistiir. Bunun baslica nedeni
olarak, B ve Si’un polimerlerle kimyasal olarak baglanmasi ve dolayisiyla filmlerde homojen
bir sekilde dagilmasindan kaynaklanmasi olabilir (Zirak Hassan Kiadeh vd., 2017). Ote
yandan filmlerde 50.000x biiyiitmelerde daha gozenekli bir yiizey goriilmektedir. Bu
gozenekli yap1t B ve Si’un ¢apraz baglanmasindan kaynaklanmaktadir (Aliasgharlou vd.,
2020) ,(Ozen vd., 2022). Yapidaki gdzeneklilik, hiicrelerin yapismasina ve hemostaz hizinin
artmasina yardimei olabilir. Ek olarak, filmlerin elementel bilesimi, EDS analizi ve
elementel haritalama ile belirlenmistir (Sekil 32, Sekil 33). Bu sonuglar, B ve Si "un yapilara

homojen bir sekilde dahil edildigini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 32. Filmlerin SEM-EDS analizleri. (a) DK-BA-Si, (b) KK-BA-Si, (c) KK-DK-BA-Si
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Sekil 33. Filmlerin elementel haritalama sonuglari. (a) DK-BA-SI, (b) KK-BA-Si,

Spm

(¢) KK-DK-BA-Si

4.8. Filmlerin in vitro biyobozunurluk ¢alismalari

Bir biyomateryal i¢in biyouyumluluk 6nemli oldugu gibi, materyalin bozunabilirligi
de oldukga 6nemli bir 6zelliktir. Gelistirilecek olan malzemelerin bozunma siiresi, yaranin
iyilesme siiresine karsilik gelecek sekilde olmalidir. Bozunma {iriinlerinin toksik olmayip,

viicuda zarar vermemesi de dnemli bir parametredir (Song vd., 2018).
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Filmlerin pargalanabilirligini incelemek igin, proteinaz K enzimi ile 3 ve 7 giinliik
zaman noktalarinda inkiibasyon gergeklestirilmistir. Filmlerin bozulma oranlar1 hesaplanmig

ve agirlik kaybi yiizdesi olarak gosterilmistir (Sekil 34).

Ug giinliik inkiibasyonun ardindan KK-BA-Si ve DK-BA-Si filmlerinin sirasiyla
kiitle kaybt %15 (£1,15) ve %57,21 (£6,57) olarak hesaplanmistir. Filmler inkiibasyonun
yedinci giinlinde, kiitlelerinin yilizde 53,83%ini (£2,59) ve ylizde 81,99'unu (+2,52)
kaybetmislerdir. Ote yandan, KK-DK-BA-Si filminin 3. giinde %39,41 (2,53) ve 7. giinde
%68,39 (3,63) kiitle kayb1 vardir. Boylelikle KK-DK-BA-Si filmi, diger iki film arasinda bir
kiitle kaybina sahiptir. Biyomalzemelerin bozunma siireci, polimerin gézeneklilik, toplam
ylizey alan1 ve viicudun hangi bolgesine implante edilecegi gibi 6zellikleri ile ilgilidir.
Filmlerin Tablo 5’te gosterilen gozeneklilik ve yiizey alanlari dikkate alindiginda,
gozeneklilik arttikca bozunma yiizdeleri de artmaktadir. Gozenekli yapilar: arttik¢ca su emme
egilimleri artmakta dolayisiyla agirlik kaybr hizlanarak filmlerin bozunma kinetiklerinde
degisikliklere neden olmaktadir (Ulery vd., 2011). Malzemenin viicut tarafindan biyolojik
olarak pargalanabilme 6zelligi, uygulama sonrasi eksplantasyonun gerekliligini de ortadan

kaldirmaya yardimci olur. Bu nedenle, maliyet tasarrufu saglanabilmektedir.

166 I 3. Gun 7.Gin

1 * p<0,05 "
" ‘ |

80 - ‘ ‘
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40

Kitle Kaybi (%)

KK-BA-Si KK-DK-BA-Si DK-BA-Si

Sekil 34. Filmlerin 3. ve 7. giin zaman noktalarinda bozunurluk oranlari
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4.9. CAM Analizi

Filmlerin kan damar1 olusumunu indiikleme kapasitesi CAM testi ile incelenmistir.
Veriler, Sekil 35'te gosterildigi gibi Image] yaziliminda Anjiyogenez Analizi eklentisi
kullanilarak kantitatif olarak hesaplanmistir (Mangir vd., 2019). Stereomikroskobik
goriintiilere bakildiginda seffaf filmlerin altinda ¢ok sayida koryoallantoik damar olusumu
gozlendi. Ayrica kan damarlarinin filmlere dogru yoneldigi goriildii. Filmlerin yeni olusan
kan damar1 yogunluk indeksi Sekil 36'da verildigi gibi hesaplanmistir. DK-BA-Si filminin
en yiiksek yogunluga sahip olmasi kolajen etkisinden dolay1 literatiir ile uyumludur. Ancak
keratin, kollajene gore ¢ok daha az damar olusumu gostermistir. Bunun nedeni, kolajenin,
endotel hiicrelerinin biiyiimesini ve gogiinii tesvik ederek fiziksel bir ortam yaratmasi ve kan
damarlarinin insasi i¢in bir yapi iskelesi gorevi gorebilmesidir (Yang vd., 2022). Bu nedenle,
KK-DK-BA-Si, iki film arasinda damar yogunlugu gosterdi. Filmlerin tiimii pro-anjiyojenik
bir etki gosterdi. Bu nedenle, anjiyogenezin énemli bir yere sahip oldugu yara iyilesme
slirecinde tasarlanan filmler, potansiyel bir terapétik fayda saglayabilir (Wang vd., 2023).
Filmlerin EDD 10'da ¢ekilen SEM mikrograflart Sekil 37°de gosterilmektedir. Mikrograflar,
histogramlar1 ve stereomikroskobik gézlemleri dogrulayan benzer sonuglar verdi. Ayrica
film {izerinde tavuk kan hiicrelerinin arttig1 gézlemlenmistir (Steinlage vd., 2003). Bununla

birlikte, yeni olusan kan damarlar1 da gdsterilmistir.

oty b » N @ @
[ &) (=) o [} 3]
1 1 1 1 1 1

Kan damari yodunluk indeksi

o
3}
1

o
[}
1

DK-BA-Si KK-BA-Si KK-DK-BA-Si

Sekil 35. Kan damar yogunlugu indeksi sonuglari (n=3)
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DK-BA-Si

KK-BA-Si

KK-DK-BA-Si

DK-BA-Si

KK-BA-Si

KK-DK-BA-Si

Sekil 36. Filmlerin in ovo CAM analizleri. (a) Filmler EDD 7°de implante edildikten sonra
ImageJ anjiyogenez analizorii ile belirlenen goriintiileri. (b) EDD 10 ‘da filmlerin eksplante
edilmeden 6nce Imagel anjiyogenez analizorii ile belirlenen goriintiileri.
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Sekil 37. Filmlerin CAM ile EDD 10 da alindiktan sonra SEM goriintiileri

4.10. Anjiyojenik Yanitlarin Histolojik Degerlendirmesi

EDD10'da eksplante edilen filmlerin histolojik kesitleri alinmig ve H/E ile
boyanmugtir. Sekil 38’de histoloji goriintiileri verilmistir. Yara pansumaninda ve CAM
dokusunda akut, kronik enflamasyon, nekroz veya ters doku tespit edilmedi. Bu sonuglar,
pansumanlarin biyouyumlu oldugunu ve anjiyogenezi engellemedigini gosterdi. Histoloji
kesitleri, hiicrelerin gogalmasinin yani sira kan damarlarimnin filmlere sizmasini gosterdi (Eke

vd., 2017).
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Vaskiilarizasyon, filmlerin gozenekliligine ve bilesimine bagli olarak farkli oranlarda
meydana gelmistir. (Dhinasekaran vd., 2021). En yogun vaskiilarizasyon, KK-DK-BA-Si
yara sargisinda ve bitisik CAM dokusunda gozlendi. Diger pansumanlarda da benzer orta

diizeyde bir artis gézlemlenmistir.
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Sekil 38. Filmlerin H&E boyama ile kan damarlarinin histolojik degerlendirilmesi (siyah
ok imleci kan damarlarini gdstermektedir.)

67



BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Toplumda zaman igerisinde gerek insan Omriiniin uzamasi gerek yasl niifusun
artmasi Ve bunlara bagli olarak da bazi hastaliklarda artis yasanmasina sebep olabilmektedir.
Ozellikle de diyabete bagl olarak olusan iilserler buna rnek verilebilir. Deri yaralanmalar
ve yaniklardan kaynaklanan kronik yaralar, diinya geneli saglik sistemlerinde oldukga biiyiik
bir maliyet gerektiren, ihtimamli ve uzun siireli tedavileri olan bir siirectir. Kronik ve enfekte
yaralar, yalnizca derinin fizyolojik yapisin1 bozmayip ayni zamanda oliimlere neden
olabilmektedir. Maalesef, yara tedavileri i¢in yapilan siki aragtirmalara ragmen bir¢ok
vakada yara yoOnetimi yetersiz kalabilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda yara Ortiilerinin
gelistirilmesine yonelik ilgi giderek arttigi sdylenebilir. Simdiye kadar yara tiplerini tedavi
etmek i¢in ¢ok sayida yara oOrtiileri gelistirilmistir. Cesitli yara Ortiilerine ragmen hala bazi
eksiklikler bulunmaktadir. Tiim bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda kutandz yara
iyilesmesinin kalitesini arttirmak igin, deri doku miihendisligi calismalar1 ile halk
sagligindaki bu ag1g1 kapatmaya yonelik yenilik¢i hiicresel deri ikameleri gelistirmek merak

uyandiran bir konu olmustur.

Doku miihendisligi yaklagimlar1 son donemlerde yasanilan sorunlar nedeniyle
alternatif bir yontem olarak dikkat ¢cekmektedir. Bu yontemde yapay dokularin gelistirilmesi
amaciyla dogal ve yapay olmak iizere bircok polimerler, mineraller, metaller arastirilip
caligmalar yapilmaktadir. Deri doku miithendisligi ¢alismalarinda 6zellikle de bir yara ortiisii
gelistirmek i¢in kompozit malzemeler kullanilmaktadir. Bu ¢alismalarin birgogu gliniimiizde

kullanilabilmekte iken bazilar1 su an in vitro test asamalarindalardir.

Deri yenilenmesinde genel olarak kullanilan malzemeler dogal ve sentetik
polimerlerdir. Sentetik biyomalzemeler ayarlanabilir 6zellikleri olmasindan dolay1 bu alanda
ilgi odag1 olmusken dogal biyomalzemeler ile kiyaslandiginda daha az biyouyumlu olmalar1
kullanimlar1 agisindan sikinti olmaktadir. Dogal polimerlerle yara ortiilerinin gelistirilmesi
son zamanlarda fazlasiyla ilgi ¢eken ¢alisma konulari olmusturlar. Bunun nedeni matriks

ortamini taklit edebilen malzemeler olmalaridir.
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Baska bir agidan bakildiginda dogal polimerlerle inorganik malzemelerin beraber
oldugu hibrit biyomalzemeler, ¢esitli avantajlarindan dolay1 son donemlerde tercih edilen
yontemlerdir. Hibrit malzemelerin deri miihendisligi caligmalarinda dogal polimerden
kaynakli esneklik, hiicresel destek saglar iken inorganik malzemelerden gelen mekanik

dayanim bu konunun dikkat ¢ekmesini saglamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda ise insan derisinin yapisi ve igerigi géz onlinde bulundurarak
koyun yiiniin keratini ve denizanasindan izole edilmis olan kollajen dogal polimerleri ile
silisyum ve borik asit kaynakli bor minerallerinin 6zellikleri birlestirilmistir. Keratinin sahip
oldugu matriks benzeri biyokimyasal 6zellikleri ve hiicre disi matriksi ana proteinlerinde
olan kollajen, gelistirilen filmlerin temelinin olusturmaktadir. Diger bir agidan ise bor ve
silisyumla filmlere destek saglanmak istenmistir. Bunlar 1s1ginda sol-jel reaksiyonlari
kullanilarak ti¢ farkli film tasarlanmis ve kendi iglerinde karsilagtirilmistir. Reaksiyon
asamalarinda, koyun yiiniinden siilfitiolizis metodu ile keratin ekstrakte edilmis ve
denizanalarindan ise kollajen izolasyonu gerceklestirilip kullanilmak {izere atelokollajen
yapisi elde edilmistir. Keratinin ekstraksiyonu %50 gibi bir verim ile oldukga iyi bir sekilde
gerceklestirilmistir.

Borik asit ve silika onciisi TEOS’dan yararlanilmistir. Sol- jel metodu ile
polimerlerle kimyasal bir ag yapisi elde edilip dokiim teknigi ile filmler elde edilmistir.
Mekanik olarak dayanim saglamak i¢cin EDC ve NHS ajanlari ile kimyasal capraz baglama
gergeklestirilmistir. Filmlerin kimyasal yapist kati NMR ve ATR-FTIR analizleri ile
incelenmis, kristal yapisi ise XRD ile belirlenmistir. TGA analizi ile termal stabilitesine

bakilirken mekanik dayanimi ise mikro mekanik ¢ekme testi ile belirlenmistir.

NMR ve FTIR sonuglart incelendigi bor ve silisyum tiim filmlerde istenildigi gibi
yapiya katildig1r gézlemlenmistir. Ayrica literatiirle kiyaslandiginda yapiya katilan bor ve
silisyum sayesinde filmlerin mekanik ve termal dayanimin arttig1 gozlemlenmistir. Bor ve
silikanin ylizey boyunca kaplanmasi ile filmlerin yiizey alanlar1 olduk¢a artmistir. Bundan
kaynakli olarak emilim artarak bozunma orani da artmistir. Boylelikle besin, oksijen gibi
ortamlar1 saglayabilecek oldugu diisiiniilmektedir. Yara iyilesmesinde 6nemli bir adim olan
anjiyogenez ig¢in, filmler ile in-ovo caligma yapilarak vaskiilerizasyona ne kadar izin

verdigine bakilmistir.

69



Sadece keratin igerikli filmlere kollajen eklenmesi ile yeni kan damarlarinin olugsmasi
artmaktadir. Denizanasi kollajenin, kan damarlarinin olusmasindaki etkisi net bir sekilde
ortaya konmustur. Tiim filmler pro-anjiyojenik 6zellikler gostermistir. Keratin ve denizanasi
kollajenin birlikte kullanilmasi tek baslarina kullanimlarla karsilagtirildiginda etkisinin daha
fazla oldugu gorilmiistiir. Sonug¢ olarak, tasarlanan filmlerin deri yaralanmalarinda
kullanilmak iizere uygun olabilecegini, yara iyilesmesi siirecine destek olabilecegini
diistinmekteyiz. Filmler eksik oldugu noktalarda gelistirilmeye agiktir ve yenilik¢i yara
ortiilerinin gelistirilmesine yonelik yeni ¢alismalara onciiliikk ederek bir alternatif olabilecegi

diistiniilmektedir.
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