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OZET

KERATIN TEMELLI iSKELE URETIiMi VE DOKU MUHENDISLiGi
UYGULAMALARI iCiN ETKINLiGiNIN DEGERLENDIRILMESI

Tugba SEZGIN ARSLAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dali1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Dog. Dr. Ahmet Liitfi UGUR
04/01/2017, 81

Bu ¢alismada, keratin insan sagindan ekstrakte edilmis (Tescilli patent: TPE 2014
02104) kollajen ise Rhizostoma pulmo tiirti denizanasindan izole edilmistir. Elde edilen
protein ekstraktlar, Lowry protein, hidroksiprolin ve serbest siilfidril grup tayini ve SDS-
PAGE ile karakterize edilmistir. Denizanasi kollajeni ve insan sag1 keratin ekstraktlar1 % 3
(w/v) konsantrasyonda ultra saf suda ¢6ziilmiis ve dondurma-kurutma teknigi kullanilarak
kollajen ve kollajen-keratin siingerimsi iskeleler tiretilmistir. Elde edilen siingerimsi {ig-
boyutlu doku miihendisligi FTIR, TGA ve SEM ile karakterize edilmistir. Biyoiskelelerin
gozenek caplar1 kollajen ve kollajen-keratin i¢in yaklasik olarak 68,65 £ 17 um ve 64,08 +
17,93 um’dir. Ayrica sivi yerdegistirme yontemi ile yapilan analiz sonucuna gore kollajen
iskelelerin goézenekliligi % 89,93 + 0,83 (n=3), kollajen-keratin iskelerin gézenekliligi ise
% 95,14 + 0,30 (n=3) olarak hesaplanmustir. Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (IAMKH) kiiltiire edilmis ve in vitro g¢oklu soy farklilasma kapasitelerini
belirlemek  amaciyla, adipojenik, osteojenik ve  kondrojenik  indiiksiyonlar
gerceklestirilmistir. Kok hiicreler daha sonra siingerimsi iic-boyutlu DMI’ler iizerine
ekilmistir ve iskeleler lizerinde hiicre canliligt MTT temelli mitokondriyal dehidrogenaz
aktivite testi ile degerlendirilmistir ve sitotoksik etki gozlenmemistir. Ayrica iskeleler
tizerindeki hiicre yogunlugunun giinden giine arttigt mikroskobik goézlemlerle
kanitlanmistir. Sonug olarak, kollajen ve kollajen-keratin iskelelerin doku miihendisligi

uygulamalarinda kullanilabilecek potansiyel adaylar olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Anahtar sézciikler: Dondurma-Kurutma, Insan Adipoz Mezenkimal Kok Hiicreler,

Keratin, Iskele, Denizanas1 Kollajeni, Doku Miihendisligi.
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ABSTRACT

KERATIN-BASED SCAFFOLD FABRICATION AND EVALUATION OF THE
EFFECTIVENESS FOR TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS

Tugba SEZGIN ARSLAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural And Applied Sciences
Master of Science Thesis in Bioengineering and Materials Science Engineering
Advisor : Assoc. Prof. Ahmet Liitfi UGUR
04/01/2017, 81

In this study, keratin was extracted from human hair (National registrated patent :
TPE 2014 02104) and collagen was also isolated from Rhizostoma pulmo species
jellyfishes. Obtained protein extracts were characterized by Lowry protein, hydroxyprolin
and free sulfhydryl assay and SDS-PAGE. And then jellyfish collagen and human hair
keratin extracts were dissolved in distilled water at a concentration of 3 % (w/v). Collagen
and collagen-keratin spongy scaffolds were fabricated via freeze-drying technique. The
resultant spongy 3D-TES were characterized by FTIR, TGA and SEM. Pore diametres of
collagen and collagen-keratin bioscaffolds were approximately 68,65 + 17 um and 64,08 +
17,93 um, respectively. The porosity of collagen was determined to be 89,93 + 0,83 %
porous (n=3) and the porosity of collagen-keratin scaffolds was also determined to be
95,14 + 0,30 % porous (n=3) by liquid displacement analysis. Human adipose-derived
mesenchymal stem cells (hAMSCs) were expanded and induced into adipogenic,
osteogenic and chondrogenic lineages to determine their in vitro multi-linage
differentiation capacity. Stem cells were seeded onto these spongy 3D TES and cell
viability was assessed by MTT based mitochondrial dehydrogenase activity test and there
was no cytotoxic evidence for these scaffolds. Microscopic observations also showed that
cell density increased day by day. In conclusion, it is believed that collagen and collagen-

keratin scaffolds have the potential candidates to use in tissue engineering applications.

Keywords: Freeze-Drying, Human Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells, Keratin,

Scaffold, Jellyfish Collagen, Tissue Engineering.
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BOLUM 1
GIRIS

Rejeneratif tip icerisinde yer alan doku miihendisligi, hasar gormiis veya yapisal ya
da islevsel eksikligi olan dokularin onarilmasi amaciyla yeni biyolojik esdegerlerinin
gelistirilmesini hedefleyen malzeme miihendisligi ve molekiiler biyoloji temel prensiplerini
iceren multidisipliner bir bilim dalidir (Kim ve ark., 2008). Doku miihendisliginin
temelini hiicreler ve biyomalzemeler olmak iizere iki 6nemli bilesen olusturmaktadir. Kok
hiicreler, progenitér hiicreler veya farklilasmis primer hiicreler olmak iizere doku
miihendisliginde kullanilabilecek ti¢ farkli hiicre tipi vardir. Farklilasmamis hiicreler olan
kok hicreler, kendini siirekli yenileme ve sinirsiz  ¢ogalma kapasiteleri ile
tanimlanmaktadirlar. Embriyonik kok hiicreler (EKH’ler), somatik veya yetiskin kok
hiicreler, doku veya organlarda bulunan yetiskin kok hiicreler veya farklilasmis yetiskin
hiicrelerden yeniden programlanarak embriyonik kok hiicrelere doniistiiriilen indiiklenmis
pluripotent kdk hiicreler (IPKH’ler) farkli kok hiicre tiplerini olusturmaktadirlar (Lorenti
ve ark., 2012). Son zamanlarda kok hiicre biyolojisi alanit EKH ve yetiskin kok hiicrelerin
izolasyonundan dolay1 daha fazla dikkat ¢ekmeye baslamistir. Her bir hiicre tipinin 6zel
biyolojik 0Ozelliklerinden dolayr kisitlamalar1 ve avantajlart  mevcuttur. Sinirsiz
pluripotensiyelliklerine ragmen EKH’ler, timor olusumu gibi istenmeyen farklilagsmalari,
etik ve yasal bazi kaygilar nedeniyle temel arastirma ve klinik uygulamalarda
kullanilamayan hiicre kaynaklaridir (Seo ve Na, 2011) . Buna ragmen yenilenme ve
cogalma ozellikleri ile yetiskin kok hiicreler, doku rejenerasyonu i¢in umut verici hiicre
kaynag1 olarak ortaya ¢ikmustir. Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(IAMKH’lerin) rejeneratif tip agisindan belli avantajlar1 vardir (Seo ve Na, 2011; Jung ve
Kleinheinz, 2014).

Doku miihendisligi iskeleleri (DMI) hiicre adezyonu, proliferasyonunu ve
farklilasmasim1 hizlandirarak hasarli dokularin iyilesmesine destek olabilir. DMI’lerin
se¢imi ve dizayn1 doku mithendisliginde 6nemli bir rol oynamaktadir (Huang ve Fu, 2010).
DMI iiretimi igin kullanilan polimerler genel olarak sentetik veya dogal polimerler olarak
siiflandirilabilmektedir. Polilaktik asit (PLA), poli(L-laktik asit)(PLLA), poli(D,L-laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA), poliglikolik asit (PGA) ve polikaprolakton (PCL) siklikla
kullanilan sentetik polimerlerdir. Dogal polimerlere ise kollajen, kitosan, sodyum aljinat,
jelatin ve pektin 6rnek verilebilir (Mallick ve ark., 2016). Dogal ve sentetik polimerlerin

baz1 avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Ornegin, sentetik malzemelerde hiicresel tanima



sinyalleri yoktur. Dogal olarak tiirevlenmis polimerlerin ise islenmesi ve par¢alanma hizin
kontrol etmek zordur. Bu sorunlari ¢ézmek i¢in rekombinant protein teknolojilerinin
kullanimi 6nerilmektedir. Rekombinant dogal polimerler, sentetik polimerlerin istenilen
bircok 0zelligini birlestirebildigi i¢in hiicre adezyonu ve biliylimesini destekleyen
malzemeler i¢in iyi adaylardir. Bir¢ok ilging dogal kaynakli polimerler doku miihendisligi
aragtirmalarinda kullanilmaktadir (Huang ve Fu, 2010). Ornegin kollajen 1970-1980 yillar:
arasinda akademik ve ticari aragtirmacilar tarafindan miikemmel biyouyumluluk, disiik
antijenite, yiiksek biyobozunurluk, iyi mekaniksel, hemostatik ve hiicre baglama gibi
Ozelliklerinden dolay1 ¢esitli bag doku uygulamalarinda biyomalzeme olarak kullanilmaya
baslanmistir (Song ve ark., 2006). Kollajen ekstraksiyonu igin baslica kaynaklardan biri
olan s1g1r kullanimi s1g1r siingerimsi ensefalopati (BSE) ve bulasici siingerimsi ensefalopati
(TSE) hastaliklarin olugsma ihtimalinden dolayi risklidir. Alternatif olarak domuz kollajeni,
deniz siingeri ve deniz anas1 kollajeni kullanilabilmektedir (Song ve ark., 2006; Swatschek
ve ark., 2002). Yapisal ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle son zamanlarda keratinler de yara
iyilesmesinde, ilag sanayisinde, doku miihendisliginde ve medikal aletlerin
uygulamalarinda yer alan biyomalzemelerin gelisimine katki saglamaktadir (Reichl ve ark.,
2011). Insan ve hayvan derisinin stratum korneum epidermisinin temel yapi parcasini
olusturan keratinler; boynuz, toynak, sag, tily ve tirnak gibi ekzoiskelet yapilarda da
bulunmaktadir (Kakkar ve ark., 2014). Ayrica yapilan g¢alismalar neticesinde keratinin
diger malzemelerle (dogal proteinler ve polisakkartitler) olusturulan kompozitlerinin
istenilen 6zellikte malzeme {iretiminde daha iyi oldugu disiiniilmektedir (S. Wang ve ark.,
2015).

Bu tez calismasinda insan sagindan ekstrakte edilmis keratin ile Rhizostoma pulmo
tiri denizanasindan izole edilen kollajen belli oranlarda karistirilip kompozitleri
olusturularak 3-boyutlu slingerimsi doku miihendisligi iskeleleri tiretilmistir. Elde edilen
DMi’ler SEM, FTIR ve TGA ile karakterize edilmistir. iAMKH’ler satin alinmis ve kok
hiicre ¢ogaltma vasatinda kiiltiire edilmistir. Kok hiicrelerin in vitro ¢oklu soy farklilagsma
kapasitelerini belirlemek amaciyla, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyonlar
gerceklestirilmistir. Kok hiicreler daha sonra siingerimsi iig-boyutlu DMI {izerine ekilmistir
ve iskeleler iizerinde hiicre canliigt MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir) temelli  mitokondriyal dehidrogenaz aktivite testi ile

degerlendirilmistir. Ayrica bu yiizeylerdeki hiicre tutunmasi1 SEM ile analiz edilmistir.



1.1. Doku Miihendisligi

Insan viicudunda; hastalik, yaralanma ve travma nedeniyle olusan hasarlarin
rejenerasyonu veya tamir edilmesi gerekmektedir. Genel olarak tedavi hastanin
kendisinden (otogreft) veya baska bir bireyden alinan dokunun (transplant veya allogreft)
transplante edilmesi ile gergeklestirilir. Her iki teknik de hayat kurtarict olmasina ragmen
biiyiilk sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Otogreftlerin eldesi pahali, agrili ve
anatomiksel olarak sinirlidir. Ayrica hematoma ve enfeksiyondan dolayr donor saha
morbiditesine neden olabilmektedir. Benzer sekilde verici doku kaynagi kisitlamalari, doku
reddi ve vericiden bulasabilecek olan enfeksiyon riski gibi sebeplerden otiirii allogreftler
ve transplantlarin kullanimi da kisithidir (O’Brien, 2011; Arslan ve ark., 2015). Alternatif
olarak, doku miihendisligi hastalikli veya hasarli dokunun iyilesmesini hizlandiran yeni
tedavi edici bir stratejidir. Aralarinda acik bir tanimlama olmamakla birlikte “doku
mithendisligi”, “rejeneratif tip”, “hiicresel tedavi” ve ‘“hiicre transplantasyonu” gibi birkag
teknik terim kullanilabilmektedir (lkada, 2006). Doku miihendisligi teknolojilerinin
kullanimiyla basarili bir rejenerasyon saglanmasi biyomalzeme, ilag ve biyolojik alanlarin
isbirligine ihtiyag duymaktadir (Huang ve Fu, 2010). Doku miihendisligi alani son on yilda
cok fazla gelisme kaydetmis ve insan viicudunun hemen hemen her doku ve organinin
rejenerasyonunu saglayabilen potansiyel bir aday haline gelmistir. Arastiricilar, deri,
kikirdak, kemik, karaciger, kalp kapakgiklar1 ve arterler, mesane, pankreas, sinir, kornea ve
diger ¢esitli yumusak dokularin gelistirilmesi i¢in ¢alismiglardir (Dhandayuthapani ve ark.,
2011).

1.2. Doku Miihendisligi Temel ilkeleri

Doku miihendisligi hiicresel biyoloji, biyomalzemeler ve miihendislik bilimlerini
birlestiren, hasarli veya kaybedilmis dokularin tedavisinde potansiyel bir aday olarak
ongoriilen multidisipliner bir alandir (Akbari ve ark., 2016; Mansouri ve Bagheri, 2016).
Bu teknik, biopsi ile alinan kii¢iik bir dokudan hiicre izolasyonunu, hiicrelerin in vitro
ortamda ¢ogalmasini ve daha sonra bu hiicrelerin yeni bir doku veya organ olusturmak i¢in

biyobozunur ve gozenekli bir iskele {izerinde kiiltiiriinii igermektedir (Sekil 1.1).



Mekaniksel qp

— uyarici
Bilyiime

faktoru
& Biyopsi

Transplantasyon

.s’:x-.; i
> Tk, @
o
P Hiicre izolasyonu
Doku geligimi

i
iskele - A
= Jy =

Hiicre kiiltiirii
Hiicre proliferasyonu

Sekil 1.1. Doku mithendisligi temel ilkeleri

(https://en.wikipedia.org/wiki/Tissue_engineering)

Hiicreli iskele tekrar hastaya transplante edildikten sonra zamanla degradasyona
ugramakta ve yerine ¢ogalan ve farklilasan hiicrelerin olusturdugu ekstraseliiler matriks
geemektedir. Boylelikle hasarli doku onarilmaktadir. Teorik olarak yeni ve elverisli canli
dokularin iiretilebilmesi i¢in canli hiicreler, matriks veya iskele ve sinyal molekiilleri gibi

bazi temel bilesenlerin bulunmasi gerekmektedir (Mansouri ve Bagheri, 2016) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Doku miihendisliginin temel bilesenleri (Seo ve Na, 2011)



1.3. Hiicreler

Doku miihendisliginde hiicreler vericiden alinan kii¢iik bir par¢a dokudan izole
edilirler. Elde edilen bu hiicreler ya dogrudan hastaya implante edilirler ya da in vitro
ortamda kiiltlire edilerek ¢cogaltildiktan sonra destek matriksine tutturulur ve hastaya tekrar
implante edilir. Verici doku kaynagi heterolog (kemik gibi), allojenik (aym tiirler, farkli
bireyler) veya otolog (hastanin kendisinden alinan) olabilmektedir (Koh, 2004). Allojenik
0zel hiicre hatlariin kullanim1 hastalik ve yaralarin tedavisi i¢in giincel bir yaklagimdir.
Ancak immunojeniteye sebebiyet verebildiklerinden dolay1 tedavi siiresince bagisiklik
sistemini baskilayici ilag kullanimi gerekmektedir. Kadavradan elde edilen retinal pigment
epitel hiicreler immiin bir bariyer saglanmasi igin enkapsiile edilmis ve Parkinson
hastaliginin tedavisi i¢in kullamlmustir. Titan Pharmaceuticals® bu konuda Kklinik
arastirmalarda ilerleme saglamis ve ilk pozitif sonuclariyla faz II klinik calismalarina
devam etmektedir (Fodor, 2003).

Immiinojeniteyi veya hastalik bulasma riskini en aza indirmek igin hiicreler hastanin
kendisinden izole edilebilirler. Ancak, gerekli olan hiicre tipini direkt olarak hastadan
temin etmek her zaman kolay olmamaktadir. Ornegin, kardiyomiyositler, osteoblastlar,
hiicreleri ve dopaminerjik noronlar sirasiyla hasarli kalp dokularini, kemik defektlerini,
diyabet ve Parkinson hastaligini tedavi etmek icin gerekli olan hiicre tipleridir. Bu hiicreler
boyle hastaliklar veya komplikasyonlar1 olan hastalardan kolayca elde edilememektedir.
Bu kisitlamalar nedeniyle doku miihendisligi stratejileri igin alternatif hiicre kaynaklarinin
gelistirilmesi ve bulunmasi1 i¢in calismalar hiz kazanmustir. Arastiricilar eksplant
dokulardan izole edilen primer hiicrelerin kullanimiyla ilgili karsilagilan bazi1 sorunlarin
¢Ozlimiini saglayan, istenilen hiicre tipine direkt olarak farklilasabilecek, elde edilmesi
daha kolay olan hiicre kaynaklar1 kesfetmislerdir (Polak ve Bishop, 2006; Gersbach, 2011).
Bu hiicre kaynaklar1 kemik iligi mezenkimal kok hiicreler, hematopoietik kok hiicreler, kas
kaynakli kok hiicreler veya adipoz kaynakli kok hiicreler gibi yetiskin kok hiicreler veya
progenitor hiicrelerdir. Ayrica, iskelet kasindan elde edilen miyoblastlar veya deri
fibroblastlar1 gibi yetiskin hiicre tipleri de yeniden programlanarak veya transdiferansiye
edilerek rejenereatif tip igin yeni bir hiicre kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Gersbach,
2011). Rejeneratif ve proliferatif 6zellikleri ile eriskin kok hiicreler doku rejenerasyonu
icin ¢ok uygun kok hiicre kaynaklaridir. Travmatik lezyon sonrasi ndronal iyilesme
stireclerini desteklediklerinden dolay1 6zellikle eriskin kok hiicrelerin plastik cerrahideki
klinik basarilar1 kadar operasyonel yetenekleri de kanitlanmistir (Jung ve Kleinheinz,
2014).



1.4. Kok Hiicreler

Cogalabilen farklilagmamis hiicreler olarak tanimlanabilen kok hiicreler 6zellesmis
hiicrelerin bir ya da birkagina farklilasabilme ve kendini yenileyebilme kapasitelerine
sahiptirler (Baksh ve ark., 2004; Polak ve Bishop, 2006; Hui ve ark., 2011). K6k hiicreler
simetrik boliinmeyle kendilerini yenileyebilirler. Bu hiicre bdliinmesi ile tek bir orijinal
hiicreden iki 6zdes kopya (yavru hiicre) iiretilmektedir. Asimetrik olarak boliinme
stiresince iki 0zdes yavru hiicreden biri sabit kalirken diger hiicre sitolojik profilini
degistirebilmekte ve belirli bir hiicre tipine farklilasabilmektedir (Sekil 1.3) (Jung ve
Kleinheinz, 2014).

/ Asimetrik \

Simetrik

S

Y Kendini yenileme

S‘ Farkhlasma
-
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Sekil 1.3. Simetrik ve asimetrik kok hiicre boliinmesi (Jung ve Kleinheinz, 2014)

Biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan kok hiicreler, farkli biyolojik
fonksiyonlar1 ve ¢esitli hiicre tiplerine farklilagsma 6zellikleri ile birgok doku ve organlarin
gelisimini  saglamaktadirlar. Kok hiicreler hastaliklara kars1 yapilan savasta hiicre
terapisiyle dokularin tamiri i¢in potansiyel sunmaktadir. 21. yiizyilda biyoloji ve tip
alanlarinda kok hiicre calismalari 6ne ¢ikmaktadir (Hui ve ark., 2011). Hedeflenen
potansiyel terapdtik kullanimlari spinal kord yaralanmalari, miyokardiyal enfarktiis,
Parkinson hastalig1 ve diyabet gibi klinik uygulamalar olan kok hiicreler, cerrahi tedavide
dogrudan yeni bir alan olabilir. Bu yilizden kdk hiicrelerin temel biyolojisini anlamak
onemlidir (Fortier, 2005). Kok hiicrelerin siniflandirilmasi iki sekilde yapilabilmektedir.
Kok hiicrelerin alindig1 kaynaga gore yapilan smiflandirma en ¢ok kullanilan
siiflandirmadir. Konak yerlerine bagl olarak kok hiicreler fetiisten veya dogum sonrasi
bireylerden elde edilen EKH’ler ve yetiskin kok hiicreler olmak iizere iki kategoriye
ayrilabilmektedir. Kok hiicrelerin ikinci ve daha fonksiyonel simiflandirmasi gelisme

potansiyellerine gore yapilan smiflandirmadir. Buna gore kok hiicreler;  totipotent,
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pluripotent, multipotent ve unipotent olmak iizere dort baslik altinda incelenebilirler (Sekil
1.4) (Can, 2008).
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Sekil 1.4. Kok hiicre tipleri  (Balogh ve Engelmann, 2011)
(http://cursoenarm.net/UPTODATE/contents/mobipreview.htm?25/10/25767)

Totipotent kok hiicreler tam bir organizmayr olusturma kapasitesine sahip
hiicrelerdir. Dollenmeden sonra olusan zigotun, 8 hiicreli morula evresine kadar
boliinmesiyle meydana gelen hiicreler de totipotent 6zelliktedir. Pluripotent hiicreler tiim
embriyonik germ tabakalarindan (endoderm, mezoderm ve ektoderm) dokularin
olusumunu saglamaktadirlar. Multipotent kok hiicreler ise hiicre soylarinin daha kisitli bir
alt kiimesini olusturma kabiliyetindedirler. Unipotent kok hiicreler sadece bir hiicre tipini
tiretebilmektedirler (Fortier, 2005).

EKH’ler, blastosist sathasindaki (bu siire¢ insanlarda déllenmeden sonraki 5-6 giin
icinde gerceklesir) embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden izole edilmektedirler. Klinik
uygulamalar i¢in EKH’lerin kullaniminin birgok avantajlar1 mevcuttur. Bunlardan ilki,
EKH’lerin farklilasma olmadan belirlenen kosullar altinda sinirsiz ¢ogalma kapasitesine
sahip olmasidir. EKH’ler implante edilmeden Once rejeneratif doku tamiri igin istenilen
birgok hiicre tipine farklilagsabilmektedir. Bir baska 6nemli avantaj ise minimal genetik
manipiilasyon gostermeleri ve bunun bir sonucu olarak iPKH hatlariyla kiyaslandiginda
anormal tiimor olusma riskinin daha az olmasidir. EKH’ler terapotik klonlama
uygulamalar1 boyunca genetik hastaliklarin tedavisinde dnemli bir potansiyele sahiptir.
EKH’lerin klinik faydalarina ragmen kullanimlarini kisitlayan bazi dezavantajlari da ele
alinmalidir. Rutin olarak i¢ hiicre kiitlesinden izole etmek i¢in kullanilan metotlar bir

embriyonun tahribatina sebebiyet verdiginden tiirler arasinda oOzellikle insan EKH
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arastirmalarinda etik kaygilara yol agmaktadir. EKH’lerin klinik uygulamasi i¢in bir baska
endise ise allojenik immiinojenite gdsterme potansiyelleridir. Bir diger dnemli dezavantaji
ise EKH hatlarimi farklilasmamis durumda kalmasini saglamak ve ¢ogaltmak icin spesifik
ve komplike Kkiiltiir ortaminin gerekli olmasidir. Ayrica fenotipik stabilitelerinin
saglandigindan emin olmak adina kiiltlir ortamindaki hiicrelerin genomik durumundaki
degisimlerinin siklikla izlenmesi gerekmektedir. EKH’lerin verimliliginde 6nemli bir rol
oynayan blastosistin genetik alt yapis1 da ¢oziilmesi gereken bir diger problemdir. ilaveten
cerrahi implantasyon oOncesi EKH’ler farklilagsmig bir hiicre tipine tamamen
yonlendirilemezse tiimor olusma riski ortaya ¢ikabilmektedir (Hackett ve Fortier, 2011).
EKH’ler hiicre transplantasyon tedavilerinde verici kaynaklar olarak umut vaat etse de
transplantasyon sonrast immiin reddi ve etik kaygilar kullanimlarini kisitlamaktadir. Bu
sorunun ¢Oziimii i¢in arastiricilar iPKH’leri direkt olarak hastanin somatik hiicrelerinden
elde etmislerdir. iPKH’ler retroviral transfeksiyon yontemiyle Oct3/4, Sox2, c-Myc ve
KIf4 gibi 4 genin aktarilmasiyla fare fibroblastlarindan elde edilmektedir. Elde edilen
IPKH’ler, EKH’ler ile benzer oOzellikler gostermektedir. Etik problemlerin asilmasina
karsin iPKH kolonisi olusumu icin viral vektorlerin kullanimi timoér olusum riskini
arttirmakta ve klinik ¢aligmalarda yeniden programlanmis hiicrelerin tranplantasyonu igin
kaygiya neden olabilmektedir (OKita ve ark., 2007; Hackett ve Fortier, 2011).
Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) kendini yenileme ve coklu soy farklilasma
yeteneklerine sahip olan stromal hiicrelerdir. MKH’ler gobek kordonu, endometrial

polipler, kemik iligi, adipoz doku gibi kaynaklardan izole edilebilmektedir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. MKH kaynaklar1 ve ¢oklu soy farklilagsma potansiyeli (Isakson ve ark., 2015; Liu
ve ark., 2015)



Izolasyon kolayligi ve elde edilen miktar bakimindan bu kaynaklar klinik
uygulamalar ve deneysel ¢alismalar i¢in en kullanigh kaynaklardir. Adipoz kaynakli kok
hiicreler insan viicudunda her yerde bulundugundan dolay1t MKH’lerin umut vaad edici bir
kaynagi olabilmektedirler. MKH’lerin multipotensi 6zelligi onlar1 klinik uygulamalar igin
gekici bir segenek haline getirmektedir (Ding ve ark., 2011). MKH’ler adipojenik,
retikiiler, osteoblastik, miyoblastik ve fibroblastik soylara farklilasabilirler ve yiiksek
derecedeki plastisite veya interkonversiyon ile istenilen tek bir veya daha fazla hiicre hatti
icin progenitorler olusturabilirler (Oreffo ve ark.,, 2005). Coklu soy farklilasma
potensiyellerinin yam1 sira B, T ve dogal oldiriicii hiicrelerin fonksiyonunu ve
proliferasyonunu inhibe edici gii¢li modiilatér etkileri vardir. Immiinbaskilamanin
fizyolojik onemi belli olmamasina ragmen temelinde yatan mekanizma stromal fonksiyon
olabilmektedir (Ding ve ark., 2011). Arastiricilar MKH’leri lipoaspirat veya kemik
aspiratinda bulunan diger hiicrelerden ayirt etmek i¢in iki strateji gelistirmislerdir.
Bunlardan birincisi MKH’lerin hiicre kiiltliri plastigine yapisma ozelligi géstermesidir.
Ikinci 6zellik ise MKH’lerin CD105, CD73, CD90, CD44, CD166 ve CD29 gibi yiizey
isaret¢ilerine pozitif; CD45, CD14 ve CD34 gibi hematopoietik kok hiicrelere (HKH’lere)
ait hiicre yiizey antijenlerine ise negatif olmasidir. Kendini yenileme ve osteoblast,
kondrosit ve adiposit gibi ¢coklu mezenkimal hiicre soylarina farklilasma kapasitesine sahip
MKH’ler igsi formda kiibik fibroblastik hiicrelerdir (Arslan, 2013; Liu ve ark., 2015).

Kok hiicreler doku miihendisligi i¢in neredeyse tiikenmez hiicre kaynaklari
saglamaktadirlar. Son zamanlarda arastiricilar, kok hiicrelerin hastalikli veya hasarl
dokularda 1istenilen soylar i¢in farklilasmayr hizlandirmasi, uyumlu hiicrelerin
saflagtirilmasi, hiicre poplilasyonunda karsinojenik bir kalintinin  bulunmadiginin
dogrulanmasi ve yerini tutabilecek bir big¢imde implantasyon veya islevlerini arttiric
calismalar tizerine odaklanmistir. Ancak istenilen dokunun olusmasi i¢in baglangic

asamasi, en uygun kok hiicre se¢imidir (Polak ve Bishop, 2006).

1.5. Biyomalzemeler

Son birka¢ yildir, doku miihendisligindeki etkileyici gelismeler hastalikli veya
yaralanmis viicut kisimlar1 ve organlarin gelistirilmesine yonelik yeni yaklasimlarin ortaya
cikmasini saglamistir. Doku miihendisligi, matriks (g¢ogunlukla fonksiyonel ve yeni
DMI’ler) ve hiicrelerin birlikte kullanildigi bir yaklasimla yeni doku olusumunu
amacglamaktadir. Farkli organlarin rejenerasyonu igin farkli DMI’ler ile tasarimlar

mevcuttur (Amrollahi ve Tayebi, 2015). Ideal bir DMI biyo-uyumlu, esnek, elastik ve



biyo-bozunur olmalidir. Go6zenekli iskele, damar doku olusumu, hiicre adezyonu ve
¢ogalmasi i¢in ii¢ boyutlu bir alan saglamali, besinlerin ve metabolik atik iiriinlerinin
difiizyonuna olanak tanimali ve yeni olusan dokunun olgunlasmasina kadar uygun
mekaniksel 6zelliklerini muhafaza etmelidir (Pavia ve ark., 2012).

Doku miihendisligi son yillarda onemli olclide gelismesine ragmen, yeni doku
innervasyonunun kontrol edilememesi, belirli dokularmn kiiltiire edilmesiyle ilgili
problemler ve yapilardaki yetersiz mikro vaskiilarizasyon gibi etmenler bu yaklagimi
kisitlayici bazi problemlerdir. Bilim insanlar1 bu problemleri ¢dzmek icin DMI’lerin
olusumunda biyomalzeme kullanimi, DMI’lerin dizayni ve hiicre ekim teknikleri gibi doku
miithendisligi yapilmis dokular etkileyen ii¢ ana faktor lizerine odaklanarak arastirmalar
yapmislardir (Amrollahi ve Tayebi, 2015). Genel olarak, DMI’lerin iiretimi igin dogal ve
sentetik olmak {izere iki tip biyomalzemeler kullanilmaktadir. Her iki tiir biyomalzeme
grubunun spesifik avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Dolayisiyla farkli fazlardan olusan
kompozit biyomalzemelerin kullanimi giderek daha yaygin hale gelmektedir (O’Brien,
2011).

Biyomalzemeler rejeneratif tiptaki modern stratejilerde merkezi roller oynarlar ve
tasarlanabilen biyofiziksel ve biyokimyasal ¢evreler olarak hiire davranigini ve
fonksiyonunu yonlendirebilirler. Biyomalzemeler tarafindan saglanan rehberlik hasarl
dokularin yeniden yapilanmasini ve fonksiyonunu yeniden saglamasini kolaylastirir. Yeni
nesil biyomalzemeler dogal HDM ve HDM bagli biiylime faktorlerinin diizenleyici
ozelliklerini taklit edebilecek 6zellikte iic boyutlu hiicre dis1 mikrogevreler olarak terapdtik
ve temel biyolojik ¢aligmalar igin biiylik bir hizla gelistirilmektedir (Lutolf ve Hubbell,
2005).
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Biiyiime faktorit
Hormonlar
Sitokinler

Dlger 'l:nekanllksel
hucrele/ uvvetler

Hiicre
o Y

Biyomalzeme

AR

Cogalma
Gocme
Farklilagma

Farklilagmama

Sekil 1.6. Mikrogevre diyagrami (Lorenti ve ark., 2012)

Hiicreler ve biyomalzemeler bir biitiin olarak diisiiniilmelidir. Karakteristik bir
mikrogevre biitiin hiicre tipleri, biyomalzemeler, HDM bilesenleri, biiylime faktorleri
tarafindan iretilen sinyaller, hormonlar, sitokinler ve mekaniksel kuvvetler ile
olugmaktadir. Hiicreler, mekaniksel kuvvetlerden gelen sinyalleri biyokimyasal cevaplara
doniistiirebilme  kabiliyetindedirler.  Hiicrelerin ~ ¢ogalmasi,  farklilasmasi  veya
farklilasmamasi, gocii, apoptozisi ve diger spesifik olaylar HDM efektorler ile molekiiler
etkilesimlere gore belirlenmektedir (Sekil 1.6).

Dogal, sentetik veya hibrit biyomalzemelerden hangisi segilirse secilsin, kullanilan
biyomalzeme doku onarimini kolaylastirici, implant bdlgesinin yeniden modellenmesini
saglayict ve in vivo ortamda hiicrelerin bulundugu fizyolojik c¢evreyi ¢ogaltict nitelikte

olmalidir (Lorenti ve ark., 2012).

1.5.1. Sentetik Biyomalzemeler

Biyobozunur sentetik polimerlerin rejeneratif tip uygulamalar1 i¢in mekaniksel
ozelliklerinin iglenebilir olmas1 ve gesitli uygulamalar i¢in uygun bozunma kinetikleri gibi
0zel bir¢ok avantajlar1 vardir. Diger tiim sentetik polimerler gibi belirli kalitede, saflikta,
sekillerde ve kiitlelerde istenilen ¢esitli yiizey 6zellikleri ile iiretilebilmektedirler. Ayrica,
polimerlerin fonksiyonel gruplart kimyasal olarak modifiye edilip doku biiylimesini
indiikleyebilecek hale getirilebilmektedir. Biyobozunur sentetik polimerlerin ¢ok fazla
klinik uygulamalar1 vardir ve emilebilir siiturlar, ilag tasima sistemleri ve ortopedik
aletlerde siklikla kullanilmaktadir. Son zamanlarda, sentetik biyobozunur polimerler

genellikle doku miithendisligi uygulamalari igin arastirilmaktadir (Hacker ve Mikos, 2011).
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Cok ¢esitli kat1 ve hidrojel formda polimerler gelistirilmektedir. Bozunur polimerler viicut
stvilarinda kapsamli zincir ayrilmasi reaksiyonlarina maruz kalarak kiiciik ¢Ozilinebilir
oligomerler veya monomerler olustururlar. Bu bozunma biyolojik aktif prosesler veya pasif
hidrolitik boliinmelerle devam edebilmektedir. Ancak bozunma {irlinleri toksik ve
immiinojenik olmamali ve viicut i¢inde bobrek veya baska yollarla yok edilebilmelidir
(Griffith, 2002).

PLA, PLLA, PLGA, PGA ve PCL gibi sentetik polimerler klinik uygulamalarda
siklikla kullanilan bazi sentetik polimerlerdir (Sekil 1.7) (Gunatillake, 2003).

o 0
Ho O —= J)J\/C%E PGA

() O

HO)J\:;/OH — 'PJ\_;/D{} PLA

CH, CHs
o 0 0 o CHs
Hok/o"' HGJ\{OH_. :)\/Oﬁy\c-*y PLGA
CH;

'IZTJH:.r 9] (?H3 0

Ho oH —» o P3-HB

X

O 8]
MOH —= W\_)J\ PCL
HO . Oﬁ

Sekil 1.7. Baz1 sentetik polimerlerin kimyasal yapilar1 (Ricapito ve ark., 2016)

PLA, PGA ve PCL gibi sentetik biyobozunur polilaktonlar ve kopolimerlerinin hepsi
biyouyumlu olmakla birlikte bozunma iiriinleri metabolik yollarla (sitrik asit dongiisii)
veya direkt bobreklerle viicuttan atilmaktadirlar. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), bu
polimerler arasindaki birkag¢ sentetik biyobozunur polimerin emilebilir siitiir ve ila¢ tagima
sistemleri gibi biyomedikal aletlerde insan kliniginde kullanimina onay vermistir (Ishaug
ve ark., 1994; Savioli Lopes ve ark., 2012). Doku miihendisliginde yaygin olarak

kullanilan sentetik polimerlerin genel 6zellikleri Cizelge 1.1’de verilmistir.
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Cizelge 1.1. Doku miihendisligi c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bazi sentetik

polimerler ve 6zellikleri (Kim ve ark., 2011)

Polimerler Biyouyumluluk  Dezavantajlari Biyo bozunurluk Uygulamalar
PLA Minimum Rastgelezincir 24 ay Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve hidrolizi kemik,
inflamasyon ligament,
damar, sinir
PGA Minimum Rastgele zincir 6-12 ay Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve hidrolizi kemik,
inflamasyon ligament,
damar, sinir
PLGA Minimum Rastgele zincir 1-6 ay Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve hidrolizi kemik,
inflamasyon ligament,
damar, sinir
PCL Minimum Hidrofobik yap1 3yl Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve kemik,
inflamasyon ligament,
damar, sinir
Polianhidritler Minimum Sinirli mekaniksel Yiizey Kemik

Ozellik asimmasi,kontrol

edilebilir

sitotoksisite ve

inflamasyon

1.5.1.1. Poli(Laktik asit)

PLA, %100 yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilen, ¢ok ¢esitli, biyobozunur
alifatik poliesterdir. Siitiir, kemik fiksasyon malzemeleri, ila¢ tasima sistemleri ve doku
miithendisligi gibi biyomedikal alanlarda kullanilan dikkat ¢ekici bir malzemedir. Laktik
asit kiral bir molekiil oldugu i¢in PLA’nin PLLA, poli (D-laktik asit) (PDLA) ve poli(D,L-
laktik asit) (PDLLA) gibi steroizomerleri vardir. Nispeten ataktik ve optik olarak inaktif
olan PDLLA amorf bir yapida iken, optik olarak aktif olan PLLA ve PDLA kristal
formdadir. Laktik asidin biyolojik kaynaklarda en ¢ok bulunan formu L-izomerdir. Bu
yiizden L-izomer biyolojik bir metabolittir ve PLA’nin ana fraksiyonunu teskil etmektedir.
PLA, cerrahi implant malzemesi ve ilag¢ tasima sistemlerinde; yeni doku olusumu i¢in
gelistirilen gozenekli iskelelerin yapiminda kullanilmaktadir (Pavia ve ark., 2012; Revati
ve ark., 2015).
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1.5.1.2. Poli(L-laktik asit)

PLLA genellikle biyobozunurluk, biyouyumluluk, termal plastisite ve uygun
mekaniksel 6zellikleri nedeniyle biyomedikal alanlarda kullanilmaktadir. Fakat, ytliksek
kristalinite ile baglanmis fragmanlarimin bozunma zamanlar1 uzun oldugu i¢in viicutta
inflamasyon reaksiyonlarina sebebiyet vermektedir. Bu sorunu ¢ézmek i¢in PLLA, L-
laktik ve D,L-laktik asit monomerlerinin kombinasyonlar1 seklinde kullanilabilir.
Boylelikle, kristal formdaki fragmanlar olugsmazken bozunma daha hizli gergeklesir
(Savioli Lopes ve ark., 2012; Revati ve ark., 2015). Malzeme kuvvetinin uzun siire stabil
kalmasi gereken ligament ve tendon rekonstriiksiyonu veya tirolojik ve damar cerrahisi
gibi uygulamalarda PLLA fiberler siklikla tercih edilmektedir. Ayrica enjekte edilebilir
mikrokiire formunda elde edilebilen PLLA, rekonstriiriktif yiiz cerrahisinde gegici dolgu
olarak kullanilmaktadir (Savioli Lopes ve ark., 2012).

1.5.1.3. Poli(glikolik asit) ve Kopolimeri Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit)

PGA, biyomedikal malzeme olarak kullanilan ilk ticari sentetik biyobozunur
polimerdir. Tip ve cerrahide daha c¢ok yara ortiisii uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Nispeten hidrofilik dogasi sebebiyle, PGA in vivo ortamda sulu ¢ozeltilerde hizli bir
sekilde bozunarak 2 veya 4 hafta arasinda mekaniksel biitlinliiklerini kaybetmektedirler.
Biyobozunur 06zelliklerinden dolayi, son zamanlarda deri veya kan damarlarinin
rekonstriiksiyonundaki kullanimlari artmistir (Chu ve Browning, 1988; Ma, 2004).

PLA ve PGA’nin kopolimeri olan PLGA lineer alifatik poliesterlerin bir ailesidir.
Kemik doku tamiri uygulamalarinda siklikla kullanilan PLGA, biyouyumlu bir
kopolimerdir. Bu malzemelerden yapilan implantlarin sican tibialarinda kemik iyilesmesini
hizlandirdigi ve kraniyal hasarlarda tedavi edilmemis kontrol grubuna gore kemik
olusumunu daha fazla indiikledigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, tavsanlar iizerinde yapilan
caligmalar neticesinde herhangi bir inflamasyona sebebiyet vermeden osteokondral

defektlerdeki artikiiler iyilesmeyi hizlandirdig1 gériilmistiir (Athanasiou ve ark., 1996).

1.5.1.4. Diger Sentetik Biyomalzemeler

Lineer alifatik poliesterlerin diger iiyeleri olan PCL ve poli(hidroksi biitirat) (PHB)
gibi sentetik polimerler de ayrica doku miihendisligi arastirmalarinda kullanilmaktadir.
PCL’nin bozunma hizi PLA ve PGA polimerlerine goére énemli 6l¢iide daha yavastir. Bu
yavas bozunma hizi, genel doku miihendisligi uygulamalarinda PCL’nin kullanimini

sinirlamaktadir. Ancak, uzun siirede kalic1 olan implantlarin énemli oldugu kontrollii
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salinim uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadirlar. Bozunma 6zelliklerinin gelistirilmesi
adma PCL temelli kopolimerler sentezlenmektedir. PHB mikroorganizmalar tarafindan
fermantasyon yoluyla iiretilmektedir. PHB ve PHB temelli kopolimerler hidrofobik
Ozellikte olduklar1 i¢in bozunma hizlar ¢ok yavastir. Dolayisiyla PGA, PLA ve PLGA gibi
polimerlerle karsilastirildiginda, doku miihendisligi uygulamalarinda daha az
kullanilmaktadirlar (Ma, 2004).

Polimerik malzemelere ek olarak arastirmacilar, kemik ve diger mineralize dokularin
rejenerasyonu i¢in kalsiyum fosfat seramiklerini (CaP) kullanmiglardir. Kemigin yapisinda
dogal olarak bulunan Hidroksi apatit (HA), B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ve tiirevleri gibi
CaP seramikleri biyouyumluluk, osteokondiiktivite (ylizey 6zelliklerinin osteoblastik hiicre
adezyonu, ¢ogalmasi ve farklilagsmasini desteklemesi), osteoindiiktivite (kemik olusumunu
indiikleme yetenegi) ve biyobozunurluk ozellikleri ile ortopedik kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonu i¢in kullanilmaktadirlar. Ancak, mekaniksel olarak ¢ok kirilgan olduklari
icin doku miihendisligi uygulamalar i¢in gozenekli yapilar haline getirmek ve iglemek
oldukca zordur. Bu nedenle boyle inorganik malzemelerin diger sentetik veya dogal
polimerle olusturulan kompozit malzemeleri olusturularak elde edilen ii¢ boyutlu iskeleler

kemik doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ma, 2004; Oh ve ark., 2006).

1.5.2. Dogal Biyomalzemeler

Dogal kaynakli biyomalzemeler tiim diinyada bilim insanlar1 tarafindan ilgi
cekmektedir. Dogal kaynakli polimerlerin hiicre adezyonu, dogal dokulara benzer
mekaniksel 0Ozellikler, biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi miikemmel biyolojik
ozellikleri nedeniyle doku miihendisligi alaninda siklikla kullanilmaktadirlar. Dogal
kaynakli biyomalzemeler protein temelli biyomalzemeler (kollajen, jelatin, ipek, vb.),
polisakkarit temelli biyomalzemeler (seliiloz, kitin/kitosan, glukoz, vb.) ve hiicrelerinden
arindirilmis (deseliilerize) doku temelli biyomalzemeler (deseliilerize kalp kapakgiklari,
kan damarlari, karaciger, vb.) olmak {izere farkli gruplara ayrilabilir (B. S. Kim ve ark.,
2011; Ha ve ark., 2013).
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Cizelge 1.2. Doku miihendisligi c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bazi dogal

polimerler ve 6zellikleri (B. S. Kim ve ark., 2011)

Polimerler Biyouyumluluk Dezavantajlar Biyobozunurluk Uygulamalar
Kollajen Minimum Kiigiik heliksel Kontrol edilebilir Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve olmayan telopeptitlerin kemik, ligament,
inflamasyon proteolitik yikimi tendon, damar,
sinir
Hyaliironik Minimum Yiiksek vizkozite, 1 saat-1 ay Deri, kikirdak,
asit bagisiklik sistemi  kimyasal modifikasyon kemik, ligament,
tepkisi, sonrasi ¢ok sayida damar, sinir,
inflamasyon yok saflastirma basamagi karaciger
Aljinik asit Minimum Kontrol edilemeyen 1 giin-3 ay Deri, kikirdak,
bagisiklik sistemi  hidrojel ¢6ziinmesi kemik sinir, kas,
tepkisi, pankreas
inflamasyon yok
Kitosan Minimum Kontrol edilemeyen 3 giin-6 ay Deri, kikirdak,
bagisiklik sistemi  deasetillenme ve kemik, damar,
tepkisi, molekiiler agirlik sinir, pankreas,
inflamasyon yok karaciger
Jelatin Minimum Zayif mekaniksel Kontrol edilebilir Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve ozellik kemik, ligamen,
inflamasyon meme
Fibrin Minimum Zay1f mekaniksel Kontrol edilebilir Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve Ozellik kemik, ligament,
inflamasyon karaciger, tendon,
damar
Ipek Minimum Serisinin inflamasyonu  Kontrol edilebilir Deri, kikirdak,
sitotoksisite ve kemik,

inflamasyon

ligamentler, kulak
zarl, tendon,

damar

Dogal biyomalzemeler yapi, icerik ve uyarict etkiler bakimindan HDM’yi taklit

edebilecek nitelikte ve hiire adezyonunu, ¢ogalmasini ve farklilasmasini arttirici 6zellikte
olmalar1 sebebi ile sentetik olanlara gore bazi avantajlara sahiptirler. Ancak, inflamasyon,
enfeksiyon veya bagisiklik sistemi tepkisi ve patojen bulagma riskleri gibi bazi 6zellikleri
ise kullanimlarini sinirlamaktadir. ilaveten zayif mekaniksel dayanimlari ve viicutta hizln
bir sekilde metabolize olmalari arasinda Sentetik

da dezavantajlan sayilabilir.

biyomalzemelerin ise patojen bulastirma riski yoktur ve biyobozunurluk 6zellikleri kontrol
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edilebilmektedir. Ancak, hiicre adezyonu ve ¢ogalmasini tetikleyen yiizey molekiillerinin
olmayis1, viicutta parcalanmalar1 sirasinda istenmeyen yan iiriinlerin olugsmasi gibi bazi
dezavantajlar1 vardir (De la Puente ve Ludefia, 2014). Dogal ve sentetik biyomalzemelerin

Ozellikleri karsilastirilmali olarak ¢izelge 1.3’de verilmistir.

Cizelge 1.3. Dogal ve sentetik biyomalzemelerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 bakimidan

karsilastirilmasi (De la Puente ve Ludeiia, 2014)

Avantajlar Dezavantajlari
Dogal malzemeler Genellikle biyouyumlu, Patojen bulagma riski
(Kollajen, fibrin, aljinat, vb.) biyobozunur, toksik veya Genellikle modifikasyon ve
immiinojenik degil isleme tekniklerinin gereksinimi

Dogal HDM’yi (yapy, igerik ve  Uygulamaya bagli olarak
uyarici etkiler bakimindan) mekaniksel ve bozunma
taklit edebilecek nitelikte ozellikleri

Besinlerin hiicrelere iyi bir

sekilde iletimi

Sentetik malzemeler (PGA, Nispeten biyouyumluluk Hiicre etkilesimini gelistirmek
PLA, PLGA, vb.) Kullanim kolaylig1 icin gerekli yiizey
Kontrollii bozunma oranlari modifikasyonu
Patojen iletimi gibi risklerin Isleme tekniklerinin mekaniksel
olmamasi ve bozunma 6zelliklerini
etkilemesi

Bozunma iiriinlerinin
inflamasyona sebebiyet

verebilmesi

1.5.2.1. Hiicrelerinden Arindirilmis Doku Temelli Biyoiskeleler

Hiicrelerinden arindirilmis dokulardan elde edilen biyolojik iskeleler arastirma ve
klinik amaglar i¢in basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Hiicrelerinden arindirma
(deseliilerizasyon) prosesleri ile elde edilen hiicresiz HDM’ler, yapilarinda bulunan
kimyasal sinyallerle kok hiicreleri indiiklerken dogal ve mekaniksel saglam yapilar
sayesinde hiicrelerin hasarl1 bolgede yeniden toplanmasini desteklemektedirler. Bu nedenle
rejeneratif tipta kullanilan biyomalzemeler olarak umut vaat etmektedirler (Erten ve ark.,
2016). Deseliilerize matrikslere 6rnek olarak tip I kollajen, GAG ve baz1 biiyiime faktorleri
iceren incebagirsak submukozasi verilebilir. Incebagirsak submukozasi birgok dokunun

rekonstriksiiyonu i¢in kullanilmaktadir. Tiim bu olumlu etkilerine ragmen, deseliilerize
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matriks kullanimi1 patojen bulagma riski ve immiin red gibi problemleri de beraberinde
getirmektedir (Ma, 2004).

.

9
v
»

¢
Sekil 1.8. Domuz tiriner sisteminden elde edilen ekstraseliiler matriks (Badylak, 2004)

1.5.2.2. Kollajen

Tiim bag dokuda bulunan ve yapisal proteinlerin ana sinifini olusturan kollajen en
cok calisilan HDM biyomolekiillerden biridir. Bu fibréz protein tiirii kemik ve derinin
onemli bir bileseni olup memelilerin kuru agirhgmin yaklasik % 25’ini teskil
etmektedirler. Bu giine kadar 29 farkh tip kollajen karakterize edilmistir. Tiim kollajen
tiplerinin tiglii heliks yapida oldugu gosterilmistir. Kollajen tip I, I, III, V ve XI’in kollajen
liflerden olustugu bilinmektedir. Kollajenin molekiiler yapisini bir araya gelmis {i¢ o zincir
olusturmaktadir. Her bir a zincir —Gly-X-Y- dizisindeki binden fazla amino asitten
olusmaktadir. Tropokollajen molekiiliindeki ii¢ a zincirin sik1 paketlenmesi i¢in her tiglincii
amino asidin glisin olmasi gerekmektedir (Sekil 1.9). Ayrica X ve Y pozisyonlari ise
genellikle prolin ve 4-hidroksiprolin amino asitleriyle tamamlanmaktadir (Parenteau-Bareil
ve ark., 2010).

Biyouyumluluk, diisiik toksisite, kontrol edilebilir biyobozunurluk 6zelliklerinin yani
sira biyoyapisal, fiziksel, kimyasal ve immiinolojik 6zellikleri nedeniyle kollajen genellikle
deri, kikirdak, kemik ve sinir doku miihendisliginde kullanilmaktadir. Ancak bu
avantajlarina ragmen ¢apraz baglanmamis kollajen iskelelerin zayif mekaniksel
dayanimlar1 ve hizli bozunma oranlar1 uygulamalarini siirlayan 6énemli problemlerdir. Bu
sorunlar1 agsmak i¢in ¢apraz baglama ve diger biyomalzemeler ile kompozit iskele iiretimi

gibi islemler kullanilabilmektedir (H. M. Wang ve ark., 2013).
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Sekil 1.9. Kollajenin yapisi (a) Kollajen o zincir tiglii heliks yapisi (b) tropokollajen
molekiilleri (c) 10-300 nm ¢apindaki kollajen fibril (d) Kollajen fibrillerin bir araya gelerek
olusturdugu 0.5-3 um ¢apindaki bir kollajen fiber (Parenteau-Bareil ve ark., 2010)

Kollajen kaynagi olarak sigir veya domuz kullanimi, BSE, TSE ve sap gibi
hastaliklarinin bulasmasina sebebiyet verebilmektedir. ilaveten Miisliimanlar domuz
tiriinlerini; Hindular ise sigir ve domuz {iriinlerini inanglari sebebiyle tilketmemektedir. Bu
nedenle bilim insanlar1 yeni kollajen kaynaklar1 arastirmiglar ve hastalik bulasma riskinin
diisiik olmasi, dini acidan engel teskil etmemesi, ham materyallerin bollugu ve diger
alternatif kaynaklara gore yiiksek verimlerde kollajen ekstraksiyonu gibi avantajlari
sebebiyle deniz hayvanlarindan elde edilen kollajenin umut vaat edici oldugunu
diistinmislerdir. Kollajen miirekkep baligi, kahverengi serit kirlangi¢c baligi, yassi balik,
tirpana, kirpi baligi, kahverengi bantli bambu, kopek baligi ve sazan gibi bircok deniz
hayvanlarindan ekstrakte edilebilmektedir. Ancak Stomolophus meleagris ve rhizostoma
gibi denizanas: tiirlerinden kollajen izolasyonu ile ilgili sadece birkag ¢alisma yapilmistir.
Rhizostoma ve Stomolophus melagris gibi bazi denizanasi tiirleri Cin’de bin yili agkin bir
siiredir gida ve tipta kullamilmistir. Kollajen igerigi cok fazla olan bu tiirler artrit,
hipertansiyon, bronsit, sirt agrisi, mide iilseri, astim, soluk borusu iltihab1 ve deri yanigi
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmislardir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar
denizanas1 kollajeni ve tlirevlerinin romatoid artrit, osteoartrit ve osteoporoz gibi

hastaliklar1 6nlemede etkili oldugunu gostermektedir (Barzideh ve ark., 2014).
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1.5.2.3. Kitin-Kitosan

Kitin, seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ikinci biyopolimerdir ve genellikle
deniz kabuklularinin ve boceklerin kabuklarindan, mantarlarin ve yesil alglerin hiicre
duvarindan ve mayalardan farkli biyoteknolojik yaklasimlar kullanilarak elde
edilmektedirler. Kitosan (1—4)-2-asetamido-2-deksi-p-D-glukan (N-asetil D-glukozamin)
and (1—4)-2-amino-2-deoksi-p-D-glukan (D-glukozamin) birimlerinden olusan lineer
semi-kristal bir polisakkarittir. Dogada yaygin olarak bulunmayan bu polimer Kitinin
kismi deasetillenmesi ile kolayca elde edilebilmektedir (Sekil 1.10). Kitinin

deasetillenmesi, alkali ortamda veya enzimatik yontemler kullanilarak kimyasal hidroliz

ile yapilmaktadir.
KiTiN
H

H NHCOCH,

NHCOCH,

H

H HCOCH, OH
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Sekil 1.10. Kitin ve kitosanin yapilar1 (Anitha ve ark., 2014)

H

Kitosan ve kitinin gida, beslenme, malzeme bilimi, biyoteknoloji, ilag, tarim ve
cevresel koruma gibi ¢ok boyutlu uygulama potansiyelleri vardir. Kitosan, antibakteriyel,
antigungal, muko-adeziv, analjezik, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve hemostatik
Ozellikleri nedeniyle kaybedilmis veya hasarli dokularin rejenerasyonu ig¢in kullanilan
iskelelerin tiretiminde kullanilan uygun bir biyopolimerdir. Sekil 1.11°de deniz siingeri
Lanthella basta’nin iskeleti ve Verongula gigantea’dan elde edilmis gozenekli iskeleler

goriilmektedir.
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Sekil 1.11. (a) Deniz siingeri Lanthella basta’nin iskeleti (b) Lanthella basta’dan elde
edilen iki boyutlu kitinli 6rgii (c) Verongula gigantea siingeri (sagda) ve ondan elde
edilmis iki boyutlu kitinli iskele (solda) (Anitha ve ark., 2014)

Kitosanin  biyodegradasyonu sonucu toksik olmayan farkli uzunluklarda
oligosakkaritler olusmaktadir. Bu oligosakkaritler metabolik yollarla elimine edilebilirler.
Kitosanin bozunma orani deasetillenme derecesiyle, N-asetil D-glukozamin kalintilar1 ve
molekiil agirligiyla ilgilidir. Hiicrelerin tutunmasini ve ¢ogalmasini destekleyecek nitelikte
olan kitosan temelli biyolojik iskeleler cerrahi siitiirlarda, dis implantlarinda, kemik ve deri
uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir (Croisier ve Jérome, 2013; Anitha ve ark.,
2014).

1.5.2.4. Aljinat ve Jelatin

Aljinat kahverengi alglerde dogal olarak olusan anyonik ve hidrofilik bir
polisakkarittir. Ticari olarak ulasilabilen aljinatlar Laminaria hyperborean, Ascophyllum
nodosum ve Macrocystia pyrifera gibi ii¢ kahverengi alg tiirlinden ekstrakte
edilmektedirler (Saltz ve Kandalam, 2016). Orta derecede pH ve sicaklikta hidrojel forma
getirilebilen aljinat, genel olarak toksik olmayan, biyouyumlu, biyobozunur, daha ucuz ve
dogada cokg¢a bulunan bir biyopolimer olarak kabul edilmektedir. Tiim bu Onemli
avantajlar aljinatlar1 biyomedikal uygulamalar igin ¢ok faydali yapmaktadir. Ozellikle ilag
ve diger biyolojik olarak aktif maddelerin kontrollii tasima sistemlerinde ve hiicrelerin
enkapsiilasyonu gibi ¢alismalarda kullanilmaktadirlar. Kalsiyum aljinat dogal bir hemostat
oldugu i¢in aljinat temelli yara ortiileri kanamali yaralar i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

Kollajenin kontrollii hidrolizi ile elde edilen jelatin yiiksek miktarda glisin, prolin ve
hidrosiprolin gibi amino asitler icermektedir. Yapisal olarak jelatin molekiilleri glisin-XY
ticlii sekanslariin tekrarlarini icermektedir. X ve Y genellikle prolin ve hidroksiprolin gibi
amino asitlerdir. Bu sekanslar jelatinin tiglii heliksel yapisi ve jellesme yeteneginden

sorumludur. Jelatin plazma ¢ogaltici, yara ortiisii, cerrahi kullanim igin yapistirict ve emici
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ped olarak biyomedikal alanlarda kullanilmaktadir (Ha ve ark., 2013). Sekil 1.12°de jelatin

/ aljinat biyokompozit iskeleler ve SEM mikrografileri verilmistir.

7/

Sekil 1.12. (a) Jelatin/aljinat biyokompozit iskele (b) Iskelelerin SEM mikrografisi (Ha ve

ark., 2013)

1.5.2.5. Fibrin

Kanin pihtilasmasinda gorev alan fibréz bir protein olan fibrin ticari olarak
iiretilmekte ve cerrahi iglemler sirasinda hemostatik ara¢ ve doku yapistiricist olarak
kullanilmaktadir. Doku miihendisligi uygulamalarinda biiylime faktorlerinin, hiicrelerin,
ilaglarin ve genlerin taginmasinda bir vektor olarak kullanimi da s6z konusudur (Sekil
1.13). Fibrin iskelelerin en sik kullanilan formlari ise fibrin hidrojeller, fibrin yapistiricilar
ve fibrin mikroboncuklardir.

Biiylime faktorleri, yara iyilesmesi, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda merkezi bir
rol oynarlar. Viicut iginde hizli metabolize olduklarindan, biiylime faktorleri ile yara
iyilesmesi i¢in yaygin olarak yapilan in vivo klinik ¢alismalar basarisiz olmaktadir. Ancak
tiretilen fibrin hidrojeller sayesinde biiyiime faktorleri korunarak bozunma siiregleri kontrol
altina alinabilmektedir. Ayrica ¢caligmanin igerigine ve amacina gore optimum salinim i¢in

modifiye edilebilmektedir (Whelan ve ark., 2014).
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Sekil 1.13. Klinik ve deneysel olarak fibrinin kullanim alanlar1 (Whelan ve ark., 2014)

1.5.2.6. ipek Fibroini

Ipek, genellikle ipek bocegi, driimcek, akrep ve sinekler gibi Lepidoptera larvalart
tarafindan {iretilen fibroz protein liflerdir. Ipek biyopolimerlerinden elde edilen doku
iskeleleri, deri yaniklart ve yaralarmin tedavisi i¢in doku rejenerasyonunda
kullanilmaktadirlar. Ipek fibroin peptitleri, parlak, esnek, elastik kaplama giicii, elverisli
yayilma ve yapisma 6zellikleri nedeniyle kozmetikte de siklikla kullanilmaktadir. Tlaveten,
ipek lifler biyouyumlu ve biyobozunur polimerler olduklari ig¢in cerrahi siitiirlar olarak
kullanilmaktadir. Biyolojik iskele olarak umut vaat edici diger medikal uygulamalari ise
kan damarlari, kemik doku, kikirdak doku ve dis rekontriiksiyonudur. Daha 1yi oksijen
gecirgenligi saglayan yeni nesil kontak lens iiretimi, yapay kornealar, deri, greftleri ve
epilepsi hastaliginin tedavisi i¢in ilag tagima sistemi gibi uygulamalar ipek proteini temelli
biyomalzemelerin gelecekteki ¢alismalari arasinda sayilabilir (Kundu ve ark., 2013). Sekil

1.14°te ipek fibroini ile iiretilen bazi biyomalzemeler gosterilmistir.
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Sekil 1.14. ipek fibroini ile iiretilen biyomalzemeler (a) hidrojeller (b) toz formda ipek
fibroini (c) 3D gozenekli iskele (d) dogal ipek liflerinin SEM goriintiisii (e) ipek
mikropargaciklarinin SEM goriintiisti (Kundu ve ark., 2013).

1.5.2.7. Keratin

Keratin, sistein amino asit kalintilar1 arasinda bulunan -S-S- ¢apraz baglar (distilfit
baglar1) nedeniyle yiiksek kararlilik ve diisiik ¢ozlniirliik gibi 6zelliklerle karakterize
edilen yapisal fibroz bir proteindir (Zoccola ve ark., 2009). Amino asit analiz sonucuna
gore keratinlerin sistein igerigi diger proteinlere gore daha fazladir (toplam amino asit
rezidiilerinin % 6-17’si) ve bu da daha fazla molekiil i¢i disiilfit bag olusumu anlamina
gelmektedir (Fujii ve Li, 2008).

Keratinler stilfir miktarlarina ve molekiil agirliklarina bagli olarak [ keratin
(yumusak keratin) veya a keratin (sert keratin) olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Distilfit
baglar1 fazlaligi daha sert ve daha dayanikli yapilar anlamina gelmektedir. Dolayisiyla
yumusak keratinlerde siilfiir miktar1 daha azdir. Keratin doku; kuslarda, siiriingenlerde ve
memelilerde bulunmaktadir. Insan ve hayvan derisinin stratum korneum epidermisinin
temel yap1 pargasini olusturan Kkeratinler; boynuz, toynak, sag, tily ve tirnak gibi
ekzoiskelet yapilarda da bulunmaktadir (Kakkar ve ark., 2014).
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a- keratin

B-keratin

Sekil 1.15. Memeli, kus ve siiriingenlerin ¢esitli dokularinda olusan keratin tipleri (Weiss
ve Kirchner, 2011)

Keratinler karakteristik X 111 kirinim modeli (o ya da  kirinim modeli) verebilirler
(Zoccola ve ark., 2009). Memelilerin tiimiinde a tip keratinler vardir. Ancak kuslar ve
stiriingenler o ve B tip keratinlerin her ikisini de {iiretebilirler. Yiin lifleri kendi dogal
hallerinde a keratin icerirken germe esnasinda  tabakali yapilara dontigmektedirler (Sekil
1.15) (Zhang ve ark., 2013).

Sanayi devrimiyle birlikte insanlar ortalama yasam siirelerini arttirmak igin gok
sayida faydali teknolojiler gelistirmislerdir. Teknolojinin gelismesi beraberinde dnemli
cevresel problemleri de getirmistir. Son yillarda bu g¢evresel problemleri aragtirmak ve
¢Oziim Onerileri sunmak adina ¢esitli ¢calismalar yapilmaktadir. Bunlardan bir tanesi evsel,
sanayi, hayvansal veya bitkisel organik atiklardan farkli alanlarda kullanilmak tizere
sirdiirilebilir malzemeler ve/veya kompozitler tretmektir (Park ve ark., 2013).
Stirdiiriilebilir malzemeler icin talep arttikca oOzellikle kiimes ve/veya kiigiikbas
hayvanciligi, kesimhaneler (mezbaha) ve tekstil sanayiinde diinya capinda yilda 5.000.000
tondan daha fazla olusan yiin, tily, tavuk gagasi, boynuz, toynak ve tirnak gibi atiklarda bol
miktarda bulunan keratin ve/veya yan iirlinlerinin yenilenebilir bir kaynak olarak kabul
edilmeye baslandigi goriilmektedir (Zoccola ve ark., 2009). Ayrica bay/bayan
kuaforlerinde diinya genelinde her yi1l 300.000 tondan fazla keratin proteinince zengin
saglar atilmaktadir. Ozellikle insan sag1 keratin ekstraktindan elde edilen biyomalzemelerin

canl sistemlerde kullanilan uygun bir materyal olarak kullanimina yonelik caligmalar
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dikkat ¢ekicidir (Park ve ark., 2013). Birgok dogal kaynakli biyomolekiil gibi keratinler de
temel biyolojik aktivite ve biyouyumluluk 6zellik gosterirler (Zoccola ve ark., 2009).

Canli sistemlerde iyi tolere edilen keratinin, biyomalzemelerin gesitli potansiyel
biyomedikal uygulamalarini1 stimiile ettigi hayvan modellerinde yapilan deneyler ile test
edilmistir. Ayrica yapilan diger ¢alismalarda keratinlerin hiicre adezyonunu destekleyen tip
I a keratinlerde bulunan LDV (16zin-aspartik asit-valin) ve EDS (glutamik asit-aspartik
asit-serin) peptin domainleri gibi baglayict motiflerinin varligi saptanmistir (Burnett ve
ark., 2013). Glutamik asit ve sistein yiin keratininde bulunan iki major amino asittir.
Ornegin, Glutamik asit mental aktivite ve beyin foknsiyonunu arttiran insan viicudunda
hiicresel metabolizmada gorevli 6nemli bir amino asittir. Sistein ise beyaz kan hiicrelerinin
aktivitesini hizlandirarak zararli etkilere karsi viicuda direng saglamaktadir (Zhang ve ark.,
2013). Tiim bu yapisal ve fiziksel 6zellikleri nedeniyle keratinler; yara iyilesmesinde, ilag
sanayisinde, doku miihendisliginde ve medikal aletlerin uygulamalarinda yer alan
biyomalzemelerin gelisimine katki saglamaktadir. DMI’lerin iiretiminde dogal veya
sentetik biyomalzemeler kullanilmaktadir. Kullanilan her iki tiir biyomalzemelerin bazi
avantajlari ve dezavantajlarmdan daha &nce bahsedilmistir. Ozellikle, bu proteinlere
(kollajen, jelatin, ipek, vb.) erisimin sinirli olmasi, klinik uygulamalar i¢in protein temelli
iskelelerin genis bir yelpazede iiretimini engelleyen faktorler arasindadir. Giincel protein
tretim teknolojileri protein temelli iskele tiretimi taleplerinin gerisinde kalmaktadir.
Organik kimya ve peptit sentezi gibi kullanilan iki en 6nemli protein iiretim metodu
maksimum 50 amino asitlik peptitlerin iiretimini saglayabilmektedir. Rekombinant protein
teknolojisi ise endiistriyel dlgekte hala maliyeti yliksek metotlar arasinda yer almaktadir.
Diger taraftan, ¢esitli hayvansal kaynaklardan ekstrakte edilen proteinler immiin intolerans
ve hastaliklarm tiirler aras1 tasinma riski gibi sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. insan
sac keratinleri kolayca ulagilabilir olmalari, insan kaynakli olmalari, otogreft olarak
kullanilabilmeleri, kolayca ekstrakte edilmeleri, yenilenebilir bir kaynak olmalar1 ve uygun
biyokimyasal 0Ozellikleri nedeniyle bahsedilen zorluklarin iistesinden gelebilecek
potansiyel malzemeler olarak ortaya ¢ikmislardir. Giinlimiizde, klinik kullanimlar igin
keratin temelli triinler sinirli sayida olmasima ragmen, bu malzemenin cesitliliginin
kanitlamas1 i¢in Onemli sayida calismalar yapilmistir. Insan sa¢ keratinlerinden
kaplamalar, filmler, siingerler, lifler ve jeller liretilmistir. Ayrica, bu matrikslerin ¢esitli
potansiyel uygulamalari iizerine fonksiyonel ¢aligmalar yapilmistir (S. Wang ve ark.,
2015).
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Sekil 1.16. insan sac1 keratin temelli biyomalzemelerin biyomedikal uygulamalar1 (Lee ve

ark., 2014)

Keratinler destek materyali olarak kullanilan 2 boyutlu membran, nanolif, {i¢ boyutlu
iskele, film ve hidrojel formda biyomalzeme yapiminda kullanilmaktadir (Sekil 1.16).
Insan sagindan ve/veya hayvansal dokulardan (yiin, tily vb.) izole edilebilen keratin, dogal
proteinler ve polisakkaritlerle belirli oranlarda karistirtlarak 2 boyutlu filmleri ve/veya
membranlar iiretilebilmekte ve tretilen bu filmler ve/veya membranlar deri hasar1 onarim
icin kullanilabilmektedir (Xu ve ark., 2013). Ayrica yapilan calismalar neticesinde
keratinin diger malzemelerle (dogal proteinler ve polisakkartitler) olusturulan
kompozitlerinin istenilen 6zellikte malzeme {iiretiminde daha iyi oldugu diistiniilmektedir
(S. Wang ve ark., 2015). Ancak ekstraksiyonu i¢in sinirli sayida metot bulunmasi ve elde
edilen ekstraktin suda ¢oziinmemesi gibi olumsuz faktorler sebebiyle ge¢miste keratinin
rejeneratif tip alaninda biyomalzeme olarak kullanimu ile ilgili ¢aligmalar kollajen kadar
ilgi ¢ekici olmamistir. Fakat son on yildir gelistirilen yeni metotlarla cesitli hayvansal
dokulardan veya insan sagindan ekstrakte edilen veya modifiye edilen keratinin doku
miihendisligi yaklasimi ¢ercevesinde hiicrelerin {izerinde c¢ogalip farklilastigi destek
materyali olarak kullanimiyla ilgili ¢alismalarin sayisinin arttigi goriilmektedir (Reichl ve
ark., 2011). Tiy, yin veya insan sagindan elde edilen biyobozunur malzemelerin
gelistirilmesi i¢in keratinin suda ¢oziilebilen fraksiyonlari (tiirevleri) kadar iyi mekaniksel
ozelliklerini arttirici ve stabilitesini saglamakla gorevli olan disiilfit baginin da belli oranda
var olmasi gerekmektedir. Ancak ekstraksiyon sirasinda kullanilan indirgen veya

yiikseltgen ajanlarin kullanimi ile yapidaki disiilfit baglarinin yikimi sonrasinda olusan
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keratin polipeptit zincirleri diyaliz gibi saflastirma islemleri sirasinda agregasyona
ugramakta ve sistein kalintilar1 (-SH gruplari) tekrar okside olarak (disiilfit bag olusumu)
beyaz, opak bir jel olusmaktadir. Dolayisiyla yapilan bazi ¢calismalarda elde edilen keratin
ekstrakt diyaliz dncesinde iyodoasetamit, iyodoasetik asit, veya bromostiksinik asit gibi
serbest tiyol gruplarini bloke edici ajanlarla kismen modifiye edilmektedir (Schrooyen ve
ark., 2000). Ayrica literatiirde hayvansal kaynaklardan ve insan sagindan Kkeratin
ekstraksiyonu i¢in {ire, tiyoiire, SDS ve 2-merkaptoetanol gibi indirgen ajanlarin farkli
oranda ve derisimde karisimini igeren Shindai ¢ozeltisi bulunmaktadir. Bu yontem de yine
disiilfit baglarin indirgenerek -SH gruplarinin olusumunu saglamaktadir (Tanabe ve ark.,
2004). Shindai yontemi iyi verimlerde ve nispeten daha az zarar goérmiis keratin
ekstraksiyonu i¢in standart bir yontem olmasia karsin, 2-merkaptoetanoliin, pahali ve
toksik bir kimyasal madde olmasi nedeniyle endiistriyel olarak uygun degildir. Dolayisiyla,
arastiricilar daha az toksik, ucuz ve basit ekstraksiyon yoOntemleri gelistirmeye

calismislardir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Thirupathi Kumara Raja ve ark. (2013), yara iyilesmesi ve hemostazinda biiyiik
uygulama alani bulunan protein temelli yapistirici bir malzeme hazirlamiglar ve karakterize
etmislerdir. Jelatin-keratin yapistirici ismini verdikleri bu malzemeyi, jelatin-keratin
konjugatlarini kinon pargalart ile modifiye edip kafeik asit ile aktif hale getirdikten sonra
okside ederek tiretmislerdir. Maksimum yapisma giicii in vitro ortamda 16.6 kPa ve in vivo
ortamda 1,67 MPa olarak Ol¢ililmiistiir. Diger geleneksel cerrahi yapistiricilarla
karsilagtirildiginda elde ettikleri bu yapistiricinin yara iyilestirme etkinliginin % 30°dan
fazla oldugu tespit edilmistir. Konjugatlar arasindaki molekiil i¢i etkilesimler, hiicre
tutunmasi ve yara iyilesmesine katkida bulunan {i¢ boyutlu bir ag yapist kazandirmistir.
Yapilan biyouyumluluk calismalar1 ile bu malzemenin klinik uygulamalar i¢in uygun
oldugu kanitlanmistir.

Y. Wang ve ark. (2016) gergeklestiridkleri ¢alismada keratinin, jelatin ve kollajene
gore hiicre proliferasyonuna etkisini karsilagtirmali olarak degerlendirmislerdir. Bunun igin
kollajen, jelatin ve keratinin ayni miktar poli(hidroksibutirat-ko-hidroksivalerat) (PHBV)
ile elektro egirme yontemi kullanilarak nanolif orgii iiretilmistir. Elde edilen nanolif
iskelelerin karakterizasyonu i¢in SEM, FTIR ve X-isin1 foto elektron spektroskopisi (XPS)
kullanilmistir. Hiicre canliligt ve proliferasyonu sirasiyla MTT ve BrDU testleriyle
belirlenmistir. Buna gore aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmamakla birlikte,
her {i¢ proteinin de hiicre proliferasyonunu arttirdig belirlenmistir.

Xu ve ark. (2013) yaptiklart bir ¢alismada, insan sa¢ keratininden elde ettikleri
iskelelerin deri yaralarinin tamiri ve rejenerasyonu i¢in etkinliklerini degerlendirmislerdir.
Insan sagindan keratin ekstraksiyonu icin distile suda hazirlanan belli oranlarda Tris-HCI,
SDS, fiire, tiyolire ve 2-merkaptoetanol iceren Shindai ¢dzeltisini kullanmiglardir.
Dondurma-kurutma yontemi kullanarak elde ettikleri indirgenmis keratin ile gozenekli
iskeleler iiretmislerdir. Iskelelerin hiicre proliferasyonuna etkileri, biyobozunurluk ve
biyouyumluluk gibi 6zelliklerini ise yaptiklari in vivo ¢alismalarla degerlendirmislerdir.
Bunun i¢in siganlarda tam kalinlikta yara modeli olusturmus ve keratin iskeleleri deri altina
implante etmislerdir. Sonu¢ olarak, tam kalinliktaki yaralarin kendi kendine iyilesme
stireciyle kiyaslandiginda, keratin iskelelerin daha iyi bir deri tamiri ve damarlanma

sagladig1 goriilmiistlir. Ayrica, keratin iskelelerin hasarli bélgede, daha kalin bir epidermis
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olusturdugu, iyilesme siirecinde olusan yara kasilmalarinin daha az oldugu ve hatta yeni
olusan kil folikiillerinin gbzlemlendigi belirtilmistir.

S. Wang ve ark. (2015) insan sa¢1 keratini ile {i¢ boyutlu hidrojel tiretmislerdir.
Keratinin ekstraksiyonu i¢in indirgen ajan olarak NazS (sodyum siilfiir) kullanilmistir. Elde
edilen keratin hidrojeller ve kollajen hidrojeller ile 1.929 fare fibroblastlar1 enkapsiile
edilmis ve 16 giin siire ile kiiltiire edilmistir. Her iki tip hidrojelin hiice canlili1 ve
proliferasyonu iizerine etkisi karsilastirilmistir. Sonug olarak, 16 giinliik kiiltiir boyunca
keratin hidrojeller énemli dl¢iide daha az biiziilme gdstermistir. Ilaveten, kemirgenlerde
yapilan in vivo ¢alismalar neticesinde deri altindan implante edilen keratin hidrojellerin
orta derecede akut konake1 doku tepkisi gosterdigi kaydedilmistir. Bu nedenle, arastiricilar
tim bu sonuglar neticesinde hiicre enkapsiile edilmis keratin hidrojellerin klinik
uygulamalarda {i¢ boyutlu kiiltiir sistemleri olarak gelistirilebilecegini vurgulamislardir.

Guzman ve ark. (2013) trettikleri keratoz iskeleleri kullanarak osteoindiiktif faktor
olarak bilinen kemik morfogenetik faktor 2’nin (BMP-2) iletimi iizerine bir ¢alisma
yapmislardir. Bunun i¢in dnce insan sag1 peroksit gibi yiikseltgeyici ¢esitli kimyasallar ile
yiikseltgenmis. Daha sonra tris baz ile ekstrakte edilmistir. Bu sekilde elde edilen
yiikseltgenmis keratini ‘keratoz’ olarak isimlendirmislerdir. Keratoz biyomalzeme yeni bir
tasiyici /iskele olarak degerlendirilmis ve sicanda kritik 6l¢iide olusturulan femoral defektli
bolgeye implante edilmistir. Yapilan c¢alismalar neticesinde keratose biyomalzemenin
kemik doku miihendisliginde kullanilabilir ozellikte iyi bir BMP-2 tasiyici matriks
olabilecegi vurgulanmastir.

Zhao ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, elektro egrilmis keratin-PCL
kompozit nanolifsi malzeme tlizerine kemik dokunun dogal yapisinda biiylik 6lclide var
olan kalsiyum fosfat (CaP) minerallerinin homojen sekilde kaplanmasi igin yeni bir metot
gelistirilmistir. Keratin insan sagindan NaxS’iin sulu ¢ozeltisi kullanilarak 40 °C’ta 4 saat
stireyle ekstrakte edilmis ve liyofilize edilerek toz forma getirilmistir. Elde edilen CaP-
keratin-PCL kompozit biyomalzeme tiizerine iAMKH’ler ekilmis ve hiicre canliligi ve
proliferasyonu Olcililmiistiir. Sonug¢ olarak, olusturulan kompozit biyoiskelenin hiicre
proliferasyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Arastiricilar, kompozit biyomalzemenin kemik
doku miihendisligi i¢in potansiyel bir aday oldugunu vurgulamislardir.

Balaji ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada keratin hayvan boynuzundan SDS,
iire ve 2-merkaptoetanoliin belli oranlarda suda hazirlanmis ekstraksiyon c¢ozeltisi ile
ekstrakte edilmistir. Kollajen ise sigir asil tendonundan izole edilmistir. Toz formdaki

ekstraktlardan kollajen/keratin iskeleler hazirlanmis ve karakterize edilmistir. Elde edilen
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kompozit iskelelerin gozeneklilik ve mekaniksel kuvvet agisindan daha iyi oldugu
saptanmistir. Fibroblast ve miyosit hiicre hatlari ile yapilan in vitro ¢calisma sonucunda ise
gozenekli keratin kollajen hibrit iskelelerin doku miihendisligi uygulamalari i¢in umut vaat
edici bir aday olabilecegi kanitlanmistir.

K. Wang ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir c¢alismada yiinden Kkeratin
ekstraksiyonu i¢in yeni bir metot dnerilmistir. Kesimhanelerden temin edilen yiin pargalari,
aseton/etanol iceren karisimda dezenfekte edilmis, kurutulmus ve kiiclik pargalara
kesilmistir. Kiigiik yiin pargalar1 belirli derisimde iire, L-sistein ve NaOH (sodyum
hidroksit) (pH 10.5) igeren ekstraksiyon ¢ozeltisinde dinamik kosullarda 75 °C’ta 5 saat
boyunca bekletilmistir. Elde edilen keratin ekstrakt X-1s1m difraksiyon (XRD) ve *C NMR
(Niikleer manyetik rezonans) analizi ile karakterize edilmis ve yiin keratini ekstraktindaki
a heliks yapi iceriginin dogal yline gore daha fazla oldugu gortilmiistiir. Ayrica, S-S capraz
baglarinin azaldigi ve yaklasik % 62’sinin parcalandigi yapilan raman spektroskopsi
analizi neticesinde belirlenmistir.

Ji ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada keratinin Grdek tiiylerinden
ekstraksiyonu i¢in imidazol iyonik sivi, Na;SOz (sodyum siilfit) ve su igeren bir
ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Tiiyler dezenfekte edilip kiigiik parcalara ayrildiktan
sonra bu ekstraksiyon c¢ozeltisinde farkli sicaklik ve siirelerde bekletilerek keratin
ekstraksiyonu saglanmistir. Ayrica kullanilan imidazol iyonik sivi ile atik tiiylerden
keratinin hizli bir sekilde yiiksek verimlerde ekstrakte edilebilecegini; giiclii asit veya
alkali ¢ozeltiler gibi geleneksel metotlar ile karsilastirildiginda ugucu olmadiklar1 igin
tekrar geri kazanilabilen doga dostu ydntemler oldugu vurgulanmistir. Ilaveten, dnerilen
yontemde keratinde bulunan S-S distilfit baglarin1 kirabildigi, tekrar geri kazanilabildigi,
keratinden kolayca arindirilabildigi ve ekstrakte edilen keratinin kalitesine zarar vermedigi
gibi gerekcelerle Na2SOgz kullandiklarini belirtmiglerdir.

Derkus ve ark. (2016) essiz biyolojik Ozelliklerinden dolay1 kollajenin tip, ilag ve
biyomedikal miihendisligi alanlarinda kullanilan en yararli ve umut vaat eden
biyomalzemelerden biri olarak kabul edildigini belirtmislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada
alternatif bir kaynak olarak denizanasi kollajeni kullanmiglardir. Rhizostoma pulmo tiiri
denizanasindan kollajen izole edip gerekli tiim karakterizasyonlarimi yaptiktan sonra
aptasensOr uygulamalar1 i¢in ¢alismalar yapmiglardir. Denizanasi kollajeni kullanilarak
tasarlanan aptasensor, noroklinik ¢aligmalarda belirlenen dikkat ¢ekici yiiksek dedeksiyon
limitleri gostermistir. Ilaveten, sonuglar ELISA testleriyle kiyaslanarak dogrulama

yapilmistir. Elde edilen aptasensoriin, trombin seviyesiyle belirlenen ¢esitli hastaliklarin
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klinik tanisinda kullanilabilecegi vurgulanmistir. Sonug olarak, deniz kaynakli kollajenin,
memeli kollajenine alternatif olarak biyomiihendislik uygulamalarinda kullanilabilecegi

belirtilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullamlan Malzemeler

Keratin kaynagi olarak kullanilan boyasiz ve islem gormemis insan sagl,
kuafor/berber gibi sa¢ bakim merkezlerinden temin edilmistir. Sa¢ materyallerinin
temininden &nce, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan gerekli izinler (Karar Numarasi: 2016-04-11) alinmustir.

Deniz kaynakli kollajen izolasyonu i¢in kullanilan Rhizostoma pulmo denizanas tiirii
Canakkale Bogazi’ndan temin edilmistir.

izole edilen denizanasi kollajenini kiyaslamak ve karakterizasyonu igin standart
olarak kullanilan tip I memeli kollajeni, Wistar Albino tiir siganlarin kuyruklarindan izole
edilmistir. Sican kuyruklari Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nde gerceklestirilen deneyler sonucu ortaya ¢ikan hayvansal atiklarindan temin
edilmistir.

Denizanas1 kollajeni ve insan sa¢ keratin ekstraksiyon ve karakterizasyonu igin
kullanilan kimyasal ve plastik sarflarin tamami Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.
Denizanasi kollajeni ve keratin ekstraktlarin saflastirma islemi i¢in diyaliz tubing seliiloz
membran (MWCO: 14000Da, Sigma Aldrich, D9527) kullanilmistir.

Uretilen iskelelerin mekaniksel dayanimlarmi arttirmak amaciyla N-hidroksi
stiksinimit (NHS) (Sigma Aldrich) ve N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit
hidrokloriir (EDC) (Merck) gibi kimyasallar ile ¢apraz baglama islemi gergeklestirilmistir.

Hiicre kiltiirii calismalarinda kullanilan iAMKH’ler (Merck-Millipore, lot no:
QVP1303200) yurt disindan temin edilmistir. Temin edilen kok hiicrelerin ¢oklu soy
farklilasma potansiyellerinin belirlenmesi i¢in adipogenezis (Gibco, A10064-01),
kondrogenezis (Gibco, A10064-01) ve osteogenezis (Gibco, A10066-01) Kkitleri
kullanilarak indiiksiyon c¢alismalari yapilmigtir. Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik
farklilasmanin histokimyasal karakterizasyonu i¢in sirasiyla Alizarin Red S (Sigma
Aldrich, A5533), Safranin O (Sigma Aldrich, S8884) ve Alcian Blue 8gX (Sigma Aldrich,
A3157) ve Oil Red O (Sigma Aldrich, A0625) boyalari kullanilmistir.

Kok hiicreler 6zel bir besiyerinde (Merck-Millipore Human Mesenchymal —LS
Supplemnet Kit, Lot: 2395792), steril doku kiltiir kaplarinda (Corning, NY, ABD)
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cogaltilip kiiltiire edilmistir. Hiicreleri pasajlama isleminde tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Sigma
Aldrich) kullanilmastir.

Iskeleler iizerindeki hiicre canlilik ve ¢ogalma diizeyleri MTT test kiti (Sigma
Aldrich) ile belirlenmistir.

3.1.2. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

Deneylerde kullanilan Tip I ve Tip Il kalitesindeki saf su, Merck-Millipore marka
Milli Q model saf su sistemi kullanilarak temin edilmistir.

Ektraksiyon i¢in kullanilan ¢6zeltilerin ve tamponlarin hazirlanmasinda Elma marka
S 30H model ultrasonik banyo kullanilmstir.

Ekstrakte edilen proteinlerin karakterizasyonlari i¢in gerekli tiim spektrofotometrik
6lgtimler Shimadzu marka UV mini-1240 model spektrofotometre cihazi ile yapilmistir.

Iskeleler iizerine ekilen hiicrelerin canlilik ve cogalma diizeyleri spektroskopik
olarak mikro plaka okuyucu (Thermo-Scientific, Multiskan™ with mdrop™ plate)
kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Gozenekli DMI’lerin iiretimi igin liyofilizasyon (dondurma-kurutma) islemi
yapilmustir. Bu amagla Telstar (Spain) marka LyoQuest model liyofilizator kullanilmigtir.

Keratin/kollajen kompozit iskelelerin hazirlanmasi sirasinda diizgiin homojen bir
karisim elde etmek amaciyla vorteks (IKA Genious 4) kullanilmigtir.

Tiim deneysel asamalar sirasinda gerekli tartimlar Mettler Toledo marka hassas
terazide yapilmigtir.

SDS-PAGE sirasinda proteinlerin 100 °C’ta belirli siirelerde denatiirasyonu igin
Jeiotech marka blok 1sitict kullanilmigtir. Maksimum 100 °C’ye kadar 1sitma kapasitesi
olan cihaz dinamik kosullarda istenilen sicakliklarda karistirma islemi icin de
kullanilmistir.

Tamponlarin ve diger ¢ozeltilerin pH’sin1 ayarlamak i¢in Mettler Toledo marka pH
metre kullanilmistir.

Ekstraksiyon ¢aligmalar1 sirasinda elde edilen verileri etkileyen bir¢cok parametrenin
(sicaklik, derigim, ¢esitli kimyasallar vb.) ayn1 anda hizli ve karsilastirmali olarak
incelenmesi i¢in ¢oklu manyetik karistiric1 (Jeiotech) kullanilmigtir.

Ekstrakte edilen proteinlerin karakterizasyonu i¢in belirli bir pH’da elektriksel bir
alanda ve iyonize ortamda molekiil biiyiikliigiine gore ayrilmasi ve safligimin belirlenmesi

icin yaygin olarak kullanilan bir teknik olan SDS-PAGE analizi yapilmistir. Bunun igin
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Thermo (Dual-Gel Vertical Electrophoresis Systems (P8DS, MA, USA)) marka jel sistemi
kullantlmistir.

Proteinlerin ekstraksiyonu sirasinda ¢oziinmeyen parcalart veya safsizliklar
uzaklastirmak igin diisiik devirlerde (Hettich EBA20, 145 Germany) ve yiiksek devirlerde
(Hettich Micro120, Germany) santrifiij islemi yapilmustir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 Class II A-2 laminar akisli kabinde (Telstar) yapilmistir.
Ayrica hiicreler %5 CO2 , % 95 hava ve % 90 bagil nem ve 37 °C’de sicaklik saglayan
inkiibatorde (Panasonic) kiiltiire edilmistir. Histokimya c¢aligmalar1 ve hiicrelerin
mikroskobik gozlemi ig¢in invert faz-kontrast (Zeiss, Primovert, Almanya) ve 151k

mikroskobu (Zeiss, Axio Scope A1, Almanya) kullanilmistir.

3.2. Yontem

Bu tez c¢alismasinda insan sagindan keratin ve Rhizostoma pulmo tiiri
denizanasindan kollajen izolasyonu gergeklestirilmistir. Literatiirde var olan yontemler ile
kiyaslanarak yapilan optimizasyon ¢alismalart neticesinde, keratin ekstraksiyonu igin yeni
bir yontem gelistirilmistir. Ayrica standart olarak kullanilan memeli tip I kollajeni sican
kuyrugundan izole edilmistir. Elde edilen suda ¢oziilebilir 6zellikte olan toz seklinde
keratin ve kollajen ekstraktlar biyokimyasal olarak (Lowry protein tayini, SDS-PAGE,
stilfiir ve hidroksiprolin tayini) karakterize edilmistir. Belli oranlarda suda ¢oziilerek elde
edilen protein cozeltiler 6zel kaliplara alindiktan sonra dondurarak kurutma yontemi
kullanilarak {i¢ boyutlu gozenekli kollajen ve kollajen/keratin kompozit DMI’ler
tiretilmistir. Iskeleler mekaniksel dayanimlarini arttirmak amaciyla capraz baglanmustir.
Uretilen DMI’ler SEM, FTIR ve TGA cihazlari ile fizikokimysal olarak karakterize
edilmistir. Satin alinan iMKH’lerin kondrojenik, osteojenik ve kondrojenik olmak {izere
coklu soy farklilasma caligmalar1 yapilmistir. Farklilasma diizeyi histokimyasal olarak
karakterize edilmistir. Uretilen biyoiskeleler iizerine iMKH’ler ekilmis ve 14 giin boyunca
kiiltiire edilmistir. Biyomalzeme iizerindeki canlilik ve cogalma diizeyleri 3, 7 ve 14.giinler
igin MTT testi ile belirlenmistir.

Yapilan c¢aligmalar, insan sagindan keratin ekstraksiyonu, denizanasindan kollajen
izolasyonu, sican kuyrugundan kollajen izolasyonu, proteinlerin biyokimyasal olarak
karakterizasyonu, DMI’lerin iiretimi, iskelelerin fizikokimyasal karakterizasyonu, SEM

analizi ve hiicre kiiltiirii calismalari seklinde gruplandirilmistir.
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3.2.1. insan Sacindan Keratin Ekstraksiyonu

Insan sagindan keratin ekstraksiyonu i¢in yikama, dezenfeksiyon ve delipidizasyon
gibi islemler uygulanmistir. On hazirlik asamasina tabi tutulan sa¢ numuneleri cesitli
ekstraksiyon ¢ozeltileri ile muamele edilerek optimum izolasyon ydntemi belirlenmeye
calisilmistir. Insan sagindan keratin ekstraksiyonu i¢in” yapilan tiim deneysel ¢alismalar

asagida siralanmigtir.

3.2.1.1. Yikama, Dezenfeksiyon ve Delipidizasyon Islemi

Rastgele secilip laboratuvara getirilen saglar sicak su ve deterjanla (% 1 (w/v) SDS)
30 dk. boyunca yikanarak iyice durulanmistir.Yikanip kurutulan saglar dezenfeksiyon
islemi i¢in % 99,9’luk etanol ile 30 dk. daha muamele edildikten sonra oda sicakliginda
kurutulmus ve kiigiik pargalara kesilmistir. Harici lipitleri uzaklastirmak amaciyla, kiiciik
pargalara kesilen saglar (2:1) (v\v) kloroform:metanol igeren ¢ozelti ile 16 saat boyunca
delipidize edilmistir. Delipidizasyon igleminden sonra saglar tekrar oda sicakliginda

kurutulmustur.

3.2.1.2. Ektraksiyon Islemi
Ekstraksiyon isleminin optimizasyon g¢alismalar1 i¢in 4 ayr1 yontem kullaniimistir.
Bu yontemlerde kullanilan ekstraksiyon g¢ozeltilerinin igerigi ve siireleri haricinde yapilan

diger islemler ayni olup ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Ekstraksiyon yontemleri

Yontem no Sag Ekstraksiyon Siire Sicakhk Kaynak
miktari cozeltisi
1. yontem 59 0,1 M Na,Sve % 5 2 saat 40-50 °C (Wrzesniewska-Tosik
(w/v) NaOH’in ve Adamiec, 2007)
sulu ¢ozeltisi (100 makalesinden modifiye
ml) edilmistir.
2. yontem 59 %5(w/v) NaOH ve 45 dakika  40-50 °C -

%5(w/v) Nay
SO3’in sulu

¢ozeltisi (100 ml)

3.yontem 59 %35(w/v) NaOH’in 1 saat 40-50 °C -
sulu ¢ozeltisi (100
ml)
4.y6ntem 59 8 M iire, 0.26 M 16 saat 40-50 °C (Reichl ve ark., 2011;
SDS ve 1.66 M 2- Tanabe ve ark., 2004)
merkaptoetanol’iin makalelerinden
sulu ¢ozeltisi (100 modifiye edilmistir.
ml)

Cizelge 3.1°e gore yapilan ekstraksiyon islemleri dinamik kosullar altinda (1siticili
magnetik karistirici ile) gerceklestirilmistir. Elde edilen keratin ekstraktlar oda sicakligina
getirildikten sonra c¢oziinmeyen sa¢ parcalarindan uzaklastirilmasi i¢in gazli bezden
slizilmiigtiir. Stiziintii daha sonra 6000 rpm 15 dk. boyunca santrifiij edilmistir. Ekstraktin
igeriginde var olan asir1 alkali ortam, SDS, iire, 2-merkaptoetanol gibi safsizliklardan
arindirmak ve ekstraktin pH’sim1 7,2-7,4 ‘e ayarlamak i¢in, elde edilen siipernatant oda
sicakliginda 2-5 giin siireyle distile suya karst diyaliz edilmistir. Diyaliz suyu her giin
degistirilmistir. Diyaliz sonunda olusan protein agregatlarin1 ayirmak i¢in 14000 rpm 25
dk. boyunca santrifiij edilmistir. Berrak protein ¢ozeltiler cam balonlara konularak -40
°C’ta dondurulmustur. Toz formda keratin elde etmek igin bir gece boyunca liyofilize
edilmistir. Elde edilen toz keratin -26 °C’ta saklanmistir. Insan sagindan keratin
ekstraksiyonunu gosteren genel sema Sekil 3.1°de verilmistir. Semada verilen

numaralandirmada ¢izelge 3.1°de bahsi gecen ekstraksiyon yontemleri belirtilmistir.
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Asama 1: Yikama ve Asama 2: Delipidizasyon Asama 3: Ekstraksiyon
dezenfeksiyon

LX)

-

Asama 5: Diyaliz Asama 4: 6000 rpm
15 dk santrifiij

Asama 6: 14000 rpm
25 dk santrifiyj l

Asama 7: Liyofilizasyon

Toz formda keratin

Sekil 3.1. Insan sagindan keratin ekstraksiyonunun sematik gosterimi

3.2.2. Denizanasindan Kollajen izolasyonu

Rhizostoma pulmo tiirii denizanasindan kollajen izolasyonu Derkus ve ark. (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada Onerilen prosediir takip edilerek yapilmistir. Bu prosediire
gore, ¢cok tuzlu bir koruma ¢dzeltisinde laboratuvara getirilen denizanalar1 saf suyla birkag
tur yikanmustir. Yikanan denizanasi pargalart % 99,99’luk etanol ile 4-6 saat boyunca
muamele edilmistir. Bu sekilde dehidrate edildikten sonra oda sartlarinda bir gece
bekletilerek kurutulmustur. Kollajen olmayan yapilardan arindirmak amaciyla, 1 g 6rnek
0,1 M NaOH igeren sulu ¢ozeltide dinamik ortamda 4°C’ta 2 giin boyunca bekletilmistir.
Bu islem, alkali ¢ozelti giinde bir kez degistirilerek yapilmistir. Daha sonra, kollajen
tabakalar pH 7,2-7,4 oluncaya kadar saf su ile yikanmistir. Tabakalar, -40 °C’ta
dondurulmus ve liyofilize edilerek daha sonra kullanilmak iizere -86 °C’ta saklanmistir.
Kollajen tabakalar (yaklasik 1g) 0,5 M 100 ml asetik asit ¢ozeltisinde 4°C’ta su-buz
banyosu iizerinde 2 dk. homojenize edilmistir. Atelokollajen elde etmek amaciyla,

homojenizat igerisine 100 mg pepsin (600-1200 U/mg) ilave edilerek 3 giin boyunca
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4°C’ta kanistinnllmistir. Soguk ortamda gergeklesen reaksiyon nedeniyle protein ¢ozelti hafif
jellesebilmektedir. 37-40 °C ‘ta hazirlanan sicak su banyosunda hafif isitildiktan sonra
¢oziinmeyen kollajen pargalarini uzaklastirmak amaciyla elde edilen vizkoz protein ¢ozelti
3400 g’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Enzim inaktivasyonu icin, santrifiij sonrasi
siipernatanlar toplanip 0,02 M Na2HPOs (pH: 8,8) iceren tampona kars1 4 °C’ta 3 giin
boyunca diyaliz edilmistir. (Bu islem sonunda soguk nedeniyle protein ¢ozelti jellesmisse
bahsi gegen 1sitma islemi tekrarlanabilir). Coken protein agregatlarin ayrilmasi amaciyla,
diyalizat 10,000 g’de 2 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatanlar cam balonlara konulup -40
°C’ta dondurulmus ve 24 saat siireyle liyofilize edilerek toz formda suda ¢oziilebilir
ozellikte atelokollajen elde edilmistir. Toz formdaki kollajen -26 °C’ta saklanmustir.

Denizanasindan kollajen izolasyonunu gosteren genel sema Sekil 3.2°de verilmistir.

Asama 2: Denizanast
pargalan kollajen olmay:«n} Asama 3: Kollajen
vapilardan anndinimast igin tabakalar pepsin ile
alkali ortamda bekltilmektedir. muamele edilerek
Daha sonra elde edilen atelo kollajen elde
kollajen tabakalar lyofilize edilnektedir.
edilerek dondurucuda
saklanmaktadsr.

0.1 M NaOH
¢ozeltismdeki
denizanast
tabakalan

Asama 5: Enzim inaktivasyonu
i¢in siipernatanlar toplanarak

¢ Asama 1: Denizanalan parcalarmm yikanmasy,
R hizostoma pulmo dehidratasyonu ve kurutulmas: sonucu
turt denizanast denizanas: tabakalan elde edilmektedir.

Asama 8: Sonug olarak toz Asama 7: Elde edilen o
formda suda ¢ozillebilir siipernatanlar kahba almdiktan Asama 6: Diyalizat "
ozellikte atelo kollajen elde sonra dondurulak liyofilize 10.000 g'de_ 2 dk. santrify
edilmektedir. edilmektedir. edilmektedir.

3400 g'de 5 dk. santrifiy
edilmektedir.

Sekil 3.2. Denizanasindan kollajen izolasyonunun sematik gosterimi (Derkus ve ark.,

2016)

3.2.3. Sican Kuyrugundan Kollajen Tip I izolasyonu

Soguk zincirle laboratuvara getirilen sican kuyruklar1 suyla yikanip temizlendikten
sonra % 80’lik etil alkolde bir siire bekletilerek sterilize edilmistir. Sterilize edilen
kuyruklar tekrar distile suya batirilip fazla suyu alindiktan sonra 24 saat -26 °C’ta
dondurulmustur. Ertesi giin donmus sican kuyruklarinin buzu ¢6ziildiikten sonra tekrar %
80’lik alkolde bir miiddet bekletilmistir. Alkolle muamele edildikten sonra oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir. Izolasyon icin oncelikle pens, makas, bistiiri gibi
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cerrahi aletler yardimiyla kuyrugun dis derisi alinip atilmigtir. Daha sonra beyaz filament

seklindeki kollajen tendonlar tutulup ¢ekilmistir (Sekil 3.3).

Sigan kuyrugu Tzolasyon asamast Kollajen tendonlar

Sekil 3.3. Sican kuyrugundan kollajen tendon izolasyonu (Gil ve del Rio, 2012; Rajan ve
ark., 2006)

Alman kollajen tendonlar tekrar etil alkolle birka¢ tur yikandiktan sonra oda
sartlarinda kurutulmus ve kullanilmayan kisim -26 °C’ta saklanmistir. Elde edilen uzun
kollajen tendonlardan 500 mg tartilmis ve kiigiik parcalara kesilerek 50 ml 0,5 M asetik
asit i¢inde oda sicakliginda karistirllmaya baslanmistir. Karistirma islemine kollajen
tendonlar tamamen ¢oOziinene kadar devam edilmistir. Reaksiyon sirasinda ¢ozelti
jellesebilmektedir. Bunun igin viskoz c¢ozelti birkag dakika 37-40 °C’ta sicak su
banyosunda bekletilebilir. Elde edilen siispansiyon iki defa gazli bezden siiziilmiistiir.
Siizlintii, asitligi dengelemek amaciyla 0,1 M asetik aside kars1 24 saat boyunca diyaliz
edilmistir. Diyalizat cam balona alinmis ve -26 °C’ta dondurularak bir gece boyunca
liyofilize edilmistir. Elde edilen toz seklinde asitte ¢oziinmiis tip I kollajen daha sonra
kullanilmak iizere -26 °C’ta saklanmuistir.

Pepsinde sindirilmis tip I kollajen elde etmek amaciyla, 100 mg pepsin (600-1200
U/mg) igeren 100 ml 0,01 N HCI ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1g toz seklindeki asitte
¢Ozlinmis kollajen bu enzim c¢ozeltisine ilave edilip oda sicaklifinda 24 saat boyunca
karistirilmistir. Enzim inaktivasyonu i¢in, 0,02 M NaHPO4 (pH: 8,8) igeren tampona karst
4 °C’ta 3 giin boyunca diyaliz edilmistir. Elde edilen protein ¢dzeltisi cam balonlara alinip
dondurulduktan sonra liyofilize edilerek toz forma getirilmistir. Daha sonra kullanilmak

lizere -26 °C’ta saklanmistir.
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3.2.4. insan Sac¢ Keratini ve Denizanasi Kollajeninin Biyokimyasal Analizi

Izole edilen denizanas1 kollajeni ve sa¢ keratininin biyokimyasal karakterizasyonu
icin Lowry protein tayini ve SDS-PAGE analizi yapilmistir. Ayrica kollajen ve keratin i¢in
sirastyla hidroksiprolin ve serbest siilfidril grup tayini gibi spesifik karakterizasyonlar da

yapilmustir.

3.2.4.1. Lowry Protein Tayini

Insan sag¢ keratini ve denizanas: atelokollajeninin protein igerigi Lowry metodu ile
belirlenmistir. Bunun i¢in Oncelikle standart kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Keratin ic¢in
BSA (Sigir serum albiimin) ve denizanasi kollajeni igin ise izole edilen pepsinde ¢dziinmiis
sican kuyrugu tip I kollajeni, standart protein olarak kullanilmigtir. Protein tayin metodu,
Lowry ve ark. (1951) tarafindan Onerilen prosediire gore yapilmistir. Bu yontem,
Fosfomolibdik/fosfotungustik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) alkali kosullarda

proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdigi reaksiyona dayanmaktadir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Lowry protein tayin metodu i¢in muhtemel reaksiyon mekanizmasi

Reaksiyon i¢in oncelikle A reaktifi ( 100 ml saf suda hazirlanmis 0,571 g NaOH ve
2,86 g NaxSOs igeren ¢ozelti), B reaktifi (100 ml saf suda hazirlanmis 1,4232 g
CuS04.5(H20)) ve C reaktifinin (100 ml saf suda hazirlanmis 1.34 g NaK(COO):
(CHOH)2.4H20 igeren ¢ozelti) sirasiyla 100:1:1 oranlarinda karigtirilmasiyla elde edilen
Lowry ¢ozeltisi ve Folin-Ciocalteau reaktifi (5 mL 2N Folin Ciocalteu’s Fenol Reaktifi ve

6 ml ultra saf su) hazirlanmistir. Bu iki ¢ozeltinin taze hazirlanmasina dikkat edilmelidir.

41



BSA standart stok ¢ozeltisi 1mg/ml konsantrasyonda ultra saf suda hazirlanmis ve 0,02-0,2
mg/ml olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmistir. Sigan kuyrugu tip I kollajen standart stok
¢ozeltisi ise 1 mg/ml konsantrasyonda 0,1 M asetik asitte hazirlanmig ve 0,01-0,3 mg/ml
olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmistir. Reaksiyon i¢in dncelikle 0,5 ml protein ¢ozeltisi
0,7 ml Lowry ¢ozeltisi ile karigtirilarak iyice vortekslenmistir. Karisim 20 dk. karanlikta
bekletilmistir. Daha sonra 0,1 ml Folin-Ciocalteau reaktifi (sar1 renkte) eklenmis ve yine
karanlikta 30 dk. daha bekletilmistir. Reaksiyon tamamlandiginda ¢ozeltilerin mavi renkte
oldugu gorilmistir. UV-VIS  spektrofotometre kullanilarak standart ¢6zeltilerin
absorbanslar1 650 nm’de Olg¢iilmiistiir. Denizanas1 kollajeni ve insan sa¢ keratini
diyalizatlarindaki konsantrasyonlar1 baz alan % verim hesaplari, kalibrasyon grafikleri ve

denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmigtir:

Lowry sonucuna gore % verim hesabi: [(OD650 / egim) X (seyreltme faktorii) X

toplam diyalizat hacmi (ml)] / [(ham malzeme miktar1 (mg)] x 100 (3.1)

Liyofilize edilen denizanasi kollajeni ve insan sa¢ keratininin kuru agirliklar1 baz

alinarak % verim hesaplart denklem 3.2 kullanilarak hesaplanmustir:

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

(mg))] x 100 (3.2)

3.2.4.2. SDS-PAGE Analizi

Proteinlerin molekiiler biiyiikliigiinii analiz etmek ve proteinlere ait polimer
zincirlerinin karakteristik bandlarin1 belirlemek i¢in SDS-PAGE analizi yapilmigtir. SDS-
PAGE analizi en ¢ok kullanilan metotlardan biri olan Laemmli (1970) metoduna gore
yapilmistir. Bu metoda gore 4 farkli yontem ile ekstrakte edilen keratin ve BSA icin %
12,5’luk ayirma jeli ve % 4’liikk ylikleme jeli hazirlanmistir. Denizanasi atelokollajeni ve
sican kuyrugu tip I kollajeni i¢in ise % 10’luk ayirma jeli ve 4’lik yiikleme jeli
hazirlanmistir. Jel hazirlama prosediirii ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Oncelikle jel sistemi igerisinde yer alan jel tanki diiz bir sekilde ayarlanmstir.
Ayirma jeli igerigi hazirlanmis ve jelin kalinligini belirleyen agikliktan diizgiin bir sekilde
uygulanmistir. Hemen {izerine jelin hava almamasi ve diizgiin polimerlesmesi i¢in % 99,9
izopropil alkol ilave edilmis ve yaklasik bir saat beklenmistir. 1 saat sonunda jelin

tizerindeki alkol dokiilmiis ve hazirlanan ayirma jeli overlay ile 2 defa yikanip filtre
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kagidiyla iyice kurulanmistir. Daha sonra yiiklemi jeli hazirlanarak diizglin bir sekilde
uygulanmis ve kuyucuk agmak icin kullanilan taragi ayirma jeliyle yaklasik 1 cm mesafe
kalana kadar tank agikligindan igeri sokulmustur. Jelin donmasi i¢in yaklagik 30 dk.
beklenmis, bu siire sonunda yliriitme tamponu tankin ve jelin igine gelecek sekilde belli bir
seviyeye kadar ilave edilmistir. Jelin iyice islandigindan emin olunduktan sonra tarak
cikarilarak kuyucuklarin olusumu saglanmigtir. Bekleme siiresinde uygulanacak olan
protein ¢ozeltiler hazirlanmistir. Keratin ¢ozeltisi (her 4 yontem i¢in)(10 mg/ml),
denizanasi kollajeni ¢ozeltisi (10 mg/ml) ve BSA c¢ozeltisi (0,2 mg/ml) ultra saf suda
hazirlanmistir. Sigan kuyrugu tip I kollajen ¢ozeltisi ise (10 mg/ml) 0,1 M asetik asitte

hazirlanmastir.
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Cizelge 3.2. SDS-PAGE jel hazirlama ¢ozeltileri ve prosediirii (jel kalinligi 0,75 mm)

% 10’luk 10

% 12,5’luk 10

Kullanilan ¢ozeltiler ml yiiriitme ml yiiriitme jeli
jeli

Akrilamid ¢ozeltisi (% 30 (w/v) akrilamid ve % 0,8 (w/v) bisakrilamidin 3,3ml 4,2 ml
sudaki ¢ozeltisi. Elde edilen ¢ozelti 4 °C’ta karanlik sisede 3 ay
saklanabilir)
4x ayirma jeli tamponu (1,5 M Tris-hidrokloriir (Tris-HCI)iin sudaki 2,5ml 2,5ml
cozeltisi (pH 8.8). Elde edilen ¢dzelti 4 °C’ta 3 ay saklanabilir.)
% 10 SDS (% 10 (w/v) SDS’in sudaki ¢ozeltisi. Elde edilen ¢ozelti oda 0,1ml 0,1ml
sicakliginda karanlik sisede 6 ay saklanabilir)
Ultra saf su 4 ml 3.2ml
Amonyum per siilfat (APS) (% 10 (w/v) APS’nin sudaki ¢ozeltisi. Taze 50 ul 50 ul
hazirlanmalidir.)
TEMED (Ticari olarak satin alinmustir.) 3,3 ul 3,3 ul
% 4 ’litk 10 ml yiikleme jeli
Akrilamid ¢6zeltisi 1,33 ml
4x yiikleme jeli tamponu (0.5 M Tris-Cl’tin sudaki ¢ozeltisi (pH 6,8). Elde edilen ¢ozelti 4 2,5ml
°C’ta 3 ay saklanabilir.)
% 10 SDS 0,1 ml
Ultra saf su 6 ml
APS 50 ul
TEMED S5ul

Diger cozeltiler

Elektroforez tamponu (0,025 M Tris, 0.192 M glisin, % 0.1 SDS’in sudaki ¢6zeltisi (pH 8.3). Elde edilen ¢ozelti

oda sicakliginda 1 ay saklanabilir. Kullanilan tampon siiziilerek tekrar kullanilabilir. pH kontrol edilmelidir.

2X numune hazirlama tamponu (0.125 M Tris-HCI, % 4 SDS, % 20 (v/v) gliserol, 0.2 M 2-merkaptoetanol, %

0,02(w/v) bromofenol blue’nun sudaki ¢ozeltisi (pH 6.8). Elde edilen tampon 1g1ktan korunmalidir.

Porsiyonlanarak -26 °C’ta 6 aya kadar saklanabilir.

Ayirma jeli overlay (0.375 M Tris-HCI, % 0,1 SDS’in sudaki ¢ozeltisi (pH 8.8). Elde edilen ¢ozelti 4 °C’ta 3 ay

saklanabilir.)

Proteinler yiliklenmeden once numune tamponu ile 1:1 oraninda seyreltilmis ve
iyice vortekslendikten sonra blok 1siticida 100 °C’ta 5 dk. siireyle denatiire edilmistir.
Tarak c¢ikarildiktan sonra her bir kuyucuga protein marker (Biolabs, P7712S, Color
Prestained Protein Standard, 11-245 kDa) ve diger protein ¢ozeltilerden 5’er pl
yiiklenmistir. Sonug¢ olarak, BSA 0,5 pg ve diger proteinler 25’er ug olmak tizere her bir
kuyucuga yilikleme yapilmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra yiiriitme islemi 10

°C’ta vel5 mA’e sabitlenen giic kaynag ile yaklasik 60-90 dk. siireyle yapilmustir (Sekil

3.5).
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Sekil 3.5. SDS-PAGE analizi

Yiiriitme sonunda jel, cesme suyu altinda alinmis ve Coomassie Brilliant Blue R250
boyamas1 yapilarak bantlarin belirgin hale gelmesi saglanmistir. Boyama prosediiriinde

kullanilan ¢ozeltilerin icerigi ¢izelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.3. Coomasie Blue R250 boyama ¢ozeltileri

Coomasie Blue boyama cozeltisi (100 ml)

% 0,025 (w/v) Coomasie Brillant Blue R250 ve % 40 (v/v) metanol oda sicakliginda iyice karistirilir.
Karisim siiziiliir. Siiziintii tizerine (%7 (v/v)) asetik asit eklenir ve iizeri ultra saf su ile 100 ml’ye
tamamlanir. Hazirlanan boya 6 ay oda sicakliginda saklanabilir.

Boya geri alma I ¢ozeltisi (100 ml)

% 40 (v/v) metanol ve %7 (v/v) asetik asit karistirilir. Uzeri ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlanir. Karigim
oda sicakliginda saklanabilir.

Boya geri alma Il ¢ozeltisi (100 ml)

% 5 (v/v) metanol ve %7 (v/v) asetik asit karigtirilir. Uzeri ultra saf su ile 100 ml’ye tamamlanir. Karigim

oda sicakliginda saklanabilir.

Jel, hazirlanan boya igerisinde hafifce karistirilarak yaklasik 1 saat boyanmustir.
Daha sonra jel boya geri alma I ¢ozeltisi iginde yine dinamik ortamda 30 dk. boyunca
bekletilmistir. Son olarak jel boya geri alma Il ¢ozeltisinde arka planin rengi iyice agilip
bantlar belirgin hale gelene dek bekletilmistir. Elde edilen jelin goriintiisii Biorad
goriintiileme cihaz1 ile alinmustir. Jel Istenildigi takdirde, boya geri alma II ¢ozeltisinde

saklanabilir.
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3.2.4.3. Hidroksiprolin Tayini

Kollajenin 6nemli bilesenlerinden biri olan hidroksiprolin amino  asit
kompozisyonunun yaklasik % 13,5’unu olusturmaktadir. Bu agidan, dehidrate edilmis ve
kurutulmus ham denizanasi ve izole edilen denizanasi kollajeninde hidroksiprolin tayini
yapilmistir. Analiz i¢in ticari olarak satin alinmis hidroksiprolin 6l¢iim kiti (Sigma-
Aldrich) kullanilmis ve tiim islemler iiretici firmanin prosediiriine gore gergeklestirilmistir.
Oncelikle, denizanasi kollajeni ve ham denizanasindan 5’er mg tartilarak 100 pL 12 M
HCI ve 100 puL ultra saf su iceren asitli ¢ozeltide 120°C’ta 3 saat boyunca hidroliz
edilmistir. Bu islem sonunda komiirlesen partikiillerin arindirilmasi i¢in siispansiyon 14000
rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatandan 2 pL alinip 96 kuyucuklu kiiltiir plastigine
koyulduktan sonra 60°C’a ayarlanmig etiivde iyice kurutulmustur. Tim Ornekler kit
iceriginde var olan 0,4 pg hidroksiprolin standardi ile spike yapilmistir. Bu islem 6l¢iimiin
giivenilir olmas1 agisindan onem tasimaktadir. Orneklerin ve standardm bulundugu her bir
kuyucuga kloramin T/ oksidasyon tampon karisimi eklendikten sonra oda kosullarinda 5
dk. bekletilmistir. Daha sonra tlizerine 4-(Dimetilamino)benzaldehit (DMAB) eklenip 60
°C’ta 90 dk. daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltilerin absorbansi 560 nm’de
mikro plaka okuyucuda o6lgiilmistiir. Hidroksiprolin miktar1 denklem 3.3 kullanilarak

hesaplanmastir:

Ornekteki hidroksiprolin miktar1 = A560 (&rnek) / A560 (spike yapilmis kontrol) -
AS560 (6rnek) x 0.4 pg (3.3)

3.2.4.4. Serbest Siilfidril Grubu Icerik Analizi

Keratinlerin sistein icerigi diger proteinlere gore daha fazladir (toplam amino asit
rezidiilerinin % 6-17’si) ve bu da daha fazla molekiil i¢i disiilfit bag olusumuna sebep
olmaktadir. Sistein disiilfit baglar1 ekstraksiyon sirasinda parcalanarak sistein tiyol
(indirgenmis keratin) gruplar1 olusmaktadir. Dolayisiyla keratin ekstraktaki siilfidril
gruplarinin varligin1 spektrofotometrik olarak analiz etmek i¢in Ellman's reaktifi (5,5°-
ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)) kullanilmistir. Analiz, Silva ve ark. (2014) tarafindan
onerilen prosediire gore yapilmistir. Oncelikle ticari olarak satin alinan L-sistein standardi
kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bunun igin ultra saf suda hazirlanmis 0,1
M NaH2PO4 (sodyum fosfat mono bazik) ve 1mM etilendiamintetra asetik asit (EDTA)
iceren reaksiyon tamponu (pH 8,0) hazirlanmistir. Ellman’s reaktif (Sigma-Aldrich)

¢ozeltisi (4 mg/ml) reaksiyon tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir. L-sistein standart
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cozeltileri 0,1-0,8 mM konsantrasyonlarinda olacak sekilde reaksiyon tamponu iginde
hazirlanmistir. 250 pl protein ¢ozelti, 2,5 ml reaksiyon tamponu ve 50 pl Ellman’s reaktif
¢ozeltisi igeren karisim iyice vortekslenmis ve 15 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Reaksiyon sonunda olusan kompleks sar1 renklidir (Sekil 3.6).

s NO, R—SH HOOC
O3;N S —_— +
COOH 0N S,
SR
2-nitro-5-tiyobenzoik asit
(TNB)

HOOC

Ellman's reaktifi
(DTNB)

Sekil 3.6. Ellman’s reaksiyonu

Derisim arttikca rengin siddeti de artmistir. Inkiibasyon sonunda, ¢ozeltilerin
absorbanst UV-VIS spektrofotometrede 412 nm’de olgiilmiis ve kalibrasyon grafigi
olusturulmustur.

Keratindeki serbest siilfidril grup igeriginin belirlenmesi icin belli miktarda kati/toz
keratin reaksiyon tamponunda ¢o6ziilmiistiir (kalibrasyon grafiginin iist limitini agmayacak
sekilde absorbans vermesine dikkat edilmeli) ve ayni1 prosediir takip edilmistir. Serbest

stilfidril grup icerigi kalibrasyon grafigi ve denklem 3.4 kullanilarak hesaplanmistir.

mM serbest SH gruplari /g keratin = [(OD412 / egim) x (seyreltme faktorii X toplam
hacim)] / keratin agirlig1 (g) (3.4)

3.2.5. Kollajen ve Kollajen-Keratin Biyokompozit DMI’lerin Uretimi

Uc boyutlu gdzenekli DMI’ler liyofilizasyon islemi kullanilarak iiretilmistir. Bunun
i¢cin Oncelikle 2. yonteme gore elde edilen keratin fragmanlar1 ve atelokollajenin % 3 (w/v)
konsantrasyonunda sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Elde edilen kollajen ve keratin ¢ozeltiler
1:1 (v/v) oraninda karistirilmistir. Kollajen ¢ozelti (% 3 w/v) ve Keratin-kollajen karisimi
(% 3 wiv) 6zel kaliplara dokiildiikten sonra -26 °C’ta bir gece bekletilerek dondurulmustur.
Daha sonra liyofilize edilerek ii¢ boyutlu gdzenekli iskeleler elde edilmistir. Iskeleler,
saglamliklarint  arttirmak  amaciyla ~ N-hdiroksisiiksinimit ~ (NHS) ve  N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimit hidrokloriir (EDC) gibi kimyasallar kullanilarak
capraz baglanmistir. Capraz baglama islemi, Buttafoco ve ark. (2006) tarafindan yapilan
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calismadaki prosediir modifiye edilerek uygulanmistir. Oncelikle prosediir igin gerekli
cozeltiler hazirlanmistir. Bunun igin 0,05 M 2-morfolinoetansiilfonik asit (MES) tamponu
ultra saf suda ¢ozlinmiis ve pH’s1 5,5’a ayarlanmistir. Daha sonra sulu tampon ¢ozeltisi ve
% 99,99 etanol sirastyla 1:9 oraninda karistirllmistir. Her bir iskele (6 mg) icin yaklasik
Iml MES tamponu hazirlanmistir. Capraz baglama ¢ozeltisi (her bir iskele i¢in) 6,72 mg
NHS ve 27,6 mg EDC tartilip 1 ml MES tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir. Gerekli
tiim ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra iskeleler % 99,9’luk etanolde yarim saat bekletilmistir.
Daha sonra iskeleler lizerindeki alkol atilip yerine hazirlanan ¢apraz baglama ¢ozeltisinden
I’er ml ilave edilip oda sicaklifinda hafif ¢alkalanarak 7 saat boyunca inkiibe edilmistir. 7
saat sonunda iskeleler capraz baglayicidan arindirmak amaciyla ultra saf suda oda
sicakliginda 24 saat boyunca yikanmistir. Yikanan iskeleler tekrar dondurulduktan sonra
liyofilize edilmistir. Capraz baglanan ve baglanmayan iskelelerin yiiksekligi 4 mm ve ¢ap1

ise 10 mm olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.7).

N
Q&
&
'S &
N 3

Capraz bagh iskeleler Capraz baglanmamis iskeleler Capraz bagh iskeleler
(1slak form) (kuru form) (kuru form)

Sekil 3.7. Doku miihendisligi iskeleleri

3.2.6. Iskelelerin Fizikokimyasal Analizi

Uretilen biyoiskelelerin fizikokimyasal Karakterizasyonu i¢in FTIR (Shimadzu
IRAffinity-1, Japan) ve termal analizler (Shimadzu DTAG60O, Japan) yapilmistir. FTIR
analizi i¢in 600-4000 cm™ araliginda taramalar yapilarak spektrumlar elde edilmistir. TGA
analizi inert azot gazi altinda 10°C/1 dk. hizla 600 °C’a kadar 1sitilarak yapilmistir.

Boylelikle iskelelere ait bozunma egrilerini gosteren termogramlar elde edilmistir.

3.2.7. iskelelerin Gozenekliliginin Belirlenmesi
Iskelelerin gozenekliligi sivi yer degistirme metoduna (Erten ve ark., 2016) gore

belirlenmistir. Bu metoda gore oncelikle bir meziir i¢ine belli bir hacimde (V1) hekzan
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coOzeltisi koyulmustur. Daha sonra kuru formdaki capraz bagh iskele bu sivinin igine
yerlestirilip oda sicakliginda 5 dk. bekletilmistir ve toplam hacim V2 olarak
kaydedilmistir. Hekzan emdirilmis iskele alindiktan sonra meziirde kalan sivinin hacmi ise
V3 olarak kaydedilmistir. Iskele gozenekliliginin yiizdesi denklem 3.5 kullanilarak

hesaplanmustir.

% gozeneklilik = (V1-V3)/(V2-V3) x 100 (3.5)

3.2.8. Kok Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi ve Farklilasma Testlerinin Yapilmasi

1AMKH’ler -196°C’ta dondurulmus halde hiicre kiiltiiri laboratuvarina araci firma
tarafindan transfer edilmistir. Icerisinde 1x10° hiicre igeren 1 adet vial 37°C’a ayarlanmis
su banyosu igerisine alinmis ve kiiciik bir buz kristali kalana kadar bekletilmistir. Bu islemi
takiben vial kapag1 %70’lik izopropil alkol ile silinmis ve laminer akis saglanan bir kabin
icerisine alinmustir. Onceden hazirlanmis ve 37°C’a 1sitilmis ve igeriginde thFGF-b (5
ng/ml), Askorbik Asit (50 pg/ml), L-Glutamin (7,5 mM), hidrokortizon hemisiiksinat (1.0
pg/ml), rh Insiilin (5 pg/ml) ve Fétal Sigir Serumu (2%) bulunan kdk hiicre ¢ogaltma
vasati icerisine yavagca (ozmotik basinci dengelemek ve sok etkisini bertaraf etmek igin)
damlatilmistir ve 300 g’de 2-3 dk. boyunca santrifiij edilerek kriyo-prezervatif olarak
kullanilan dimetilsiilfoksitin (DMSO) uzaklastirilmasi saglanmistir. Coktiiriilen hiicre
pelleti daha sonra 5000 hiicre/cm? olacak sekilde T75 doku kiiltiirii kaplarma ekilmis ve %
5 COg2, 37°C sicaklik ve % 80-90 bagil nem saglayan bir inkiibatére alinmistir. Besi yeri
her 2-3 giinde bir tazesiyle degistirilmis ve hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile
goriintiilenmistir. Yeterli bolluga (% 80) ulasan hiicreler PBS (Sodyum kloriir i¢eren fosfat
tamponu) (pH 7,4) igerisinde hazirlanmis % 0,25 Tripsin ve 0,53 mM EDTA ¢ozeltisi
(steril filtreden gecirildi) ile muamele edilerek doku kiiltiirii plastigine yapisan kok
hiicrelerin besi yerine ge¢mesi saglanmistir (tripsinizasyon). Tripsinizasyon islemini
takiben hiicreler pasajlanmistir. K6k hiicrelerin (P3-P5) in vitro c¢oklu-soy farklilasma
kapasitelerini belirlemek amaciyla adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyonlar

gerceklestirilmistir.

3.2.8.1. Adipogenez
Yeterli bolluga (% 60-80) ulasmis kok hiicreler tripsinizasyon islemiyle kaldirilmig
ve 6-kuyucuklu doku kiiltiir kaplarma 1x10 hiicre/cm? yogunlugunda ekilerek inkiibatdre

alimmustir. 24 saat sonra kok hiicre ¢ogaltma vasati, adipogenez vasati ile degistirilerek
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indiiksiyon yapilmistir. Indiiksiyon her 3-4 giinde bir tekrarlanmistir. Indiiksiyonun 14.
giiniine gelindiginde fiksasyon Oncesinde hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile
goriintiilenmistir. Histolojik degerlendirme amaciyla hiicreler steril PBS ile birkac tur
yikanmis ve % 4’lilkk paraformaldehit ¢ozeltisi ile 30 dk. siireyle fikse edilmistir. Daha
sonra fiksatif atilmis ve tamamen ortamdan uzaklasmas: icin en az 3 kez saf su ile
yikanmistir. Bu islemi takiben hiicreler 5 dk. siireyle oda kosullarinda % 60’lik izopropil
alkol ile yikanmistir. Siire sonunda hiicrelerin tamamen kurumasi igin beklenmis (oda
kosullarinda) ve ilizerine tamamen doku kiiltiiri plastigini kaplayacak sekilde Oil Red O
calisma ¢ozeltisi eklenmistir. Boyama oda kosullarinda 10 dk. siireyle yapilmistir. Siire
sonunda boya atilmis ve hiicreler saf su ile defalarca yikanmistir (boya gelmeyene kadar).
Islemler sonunda boyanan hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile goriintiilenmistir.

Boyama cozeltilerinin hazirlanisi:

i.  Oil Red O stok ¢ozeltisi: 0,35 gram Oil Red O 100 ml izopropil alkol igerisinde
¢oziilmiis ve 0,2 um gozenek ¢apina sahip filtreden gegirilmistir.

ii.  Oil Red O ¢alisma ¢ozeltisi: 6 ml Oil Red O stok ¢ozeltisi 4 ml saf su ile
karistirilarak filtreden ge¢irilmis Ve oda kosullarinda 20 dk. siireyle dinlenmeye

birakilmustir.

3.2.8.2. Osteogenez

Yeterli bolluga (% 60-80) ulasmis kok hiicreler tripsinizasyon iglemiyle kaldirilmig
ve 6-kuyucuklu doku kiiltiir kaplarina 5x10° hiicre/cm? yogunlugunda ekilerek inkiibatore
alinmistir. 24 saat sonra kok hiicre ¢ogaltma vasati, osteogenez indiiksiyon vasati ile
degistirilmistir. Indiiksiyon her 3-4 giinde bir tekrarlanmistir. Indiiksiyonun 21. giiniine
gelindiginde fiksasyon oOncesinde hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile
goriintiilenmigtir. Histolojik degerlendirme amaciyla hiicreler steril PBS ile birkag tur
yikanmig ve % 4’liikk paraformaldehit ¢ozeltisi ile 30 dk. siireyle fikse edilmistir. Daha
sonra fiksatif atilmis ve tamamen ortamdan uzaklasmasi i¢in en az 3 kez saf su ile
yikanmistir. Bu igslemin ardindan hiicreler saf su icerisinde hazirlanmis % 2’lik Alizarin
Red S ile 30 dk. siireyle oda kosullarinda boyanmistir. Siire sonunda boya atilmig ve
hiicreler saf su ile defalarca yikanmustir (boya gelmeyene kadar). Islemler sonunda

boyanan hiicreler invert faz-kontrast mikroskobu ile goriintiilenmistir.
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3.2.8.3. Kondrogenez

Yeterli bolluga (% 60-80) ulasmis kok hiicreler tripsinizasyon islemiyle kaldirilmig
ve 6-kuyucuklu doku kiiltiir kaplarina 1.6x107 hiicre/cm? yogunlugunda ekilerek
inkiibatore alimmistir. 24 saat sonra kok hiicre ¢ogaltma vasati, kondrogenez indiiksiyon
vasat1 ile degistirilmistir. Indiiksiyon her 2-3 giinde bir tekrarlanmistir. Indiiksiyonun 28.
giiniine gelindiginde fiksasyon sonrasinda kondrojenik pellet makroskobik olarak
goriintiilenmistir. Histolojik degerlendirme amaciyla doku kiiltiirii plastiginde olusan
kondrojenik pellet steril PBS ile birka¢ tur yikanmis ve % 4’liik paraformaldehit ¢6zeltisi
ile 24 saat siireyle fikse edilmistir. Daha sonra fiksatif atilmis ve saf su ile defalarca
yikanmistir. Bu isleminin ardindan pellet etil akol serilerinden (% 50, % 70, % 80, % 95,
% 100) gegirilerek dehidrate edilmis ve parafine gdmme yapilmistir. Mikrotom ile alinan
kesitler daha sonra ksilen ile deparafinize edilmis ve tekrar hidrate edilmistir. Hidrate
edilmis slaytlar hem Safranin O hem de Alcian Blue 8gx ile boyanmistir. Safranin O
boyamasinda, hidrate edilmis slaytlar saf su igerisinde hazirlanmis %1°’lik Safranin O
¢ozeltisi ile 30 dk. siireyle oda kosullarinda bekletilmistir. Siire sonunda boya atilmig ve
hiicreler saf su ile defalarca yikanmustir (boya gelmeyene kadar). Islemler sonunda
boyanan hiicreler 151k mikroskobu ile goriintiilenmistir. Alcian Blue 8gx boyamasinda ise
hidrate edilmis slaytlar % 3’liikk asetik asit ¢ozeltisi ile 3 dk. siireyle inkiibe edilmistir.
Daha sonra % 1’lik Alcian Blue 8gx ¢ozeltisi (% 3’lik (w/v) asetik asit igerisinde
hazirlanmis, pH 2,5) ile 30 dk. siireyle oda kosullarinda boyama gergeklestirilmistir. Siire
sonunda boya atilmis ve hiicreler saf su ile defalarca yikanmistir (boya gelmeyene kadar).

Islemler sonunda boyanan hiicreler 151k mikroskobu ile goriintiilenmistir.

3.2.9. Keratin ve Keratin-Kollajen DMi’ler Uzerine Hiicre Ekilmesi

Iskeleler laminar akish kabinde UV 1s1k (254 nm) altinda 2 saat boyunca steril
edilerek 48 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarina alinmistir. Pasaj 6’ya kadar ¢ogaltilmis
hiicreler 150,000 hiicre/iskele yogunlugunda ekilmistir. Iskeleler iizerine kok hiicre
cogaltma vasati ilave edilmis ve inkiibatore (% 5 CO2, % 95 hava ve % 90 bagil nem
igeren 37 °C sicakliga ayarl) konulmustur. Kullanilmig vasat 2-3 giinde bir tazesiyle

degistirilerek inkiibasyona 14 giin boyunca devam edilmistir.

3.2.10. iskele Uzerine Ekilen Hiicrelerin Canhlik Diizeylerinin Belirlenmesi
Hiicre canliligl ve ¢cogalma diizeylerini belirlemek igin MTT testi kullanilmistir. Bu

yontem metabolik aktivitenin 6l¢limiine dayali kolorimetrik bir yontemdir. Proliferasyona

51



ugrayan hiicrelerin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile sari renkli tetrazolyumu
kullanarak mor renkli formazan kristallerini iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin
spektrofotometrik olarak 570 nm dalga boyunda absorbansinin 0&lgiilmesi esasina
dayanmaktadir (Sekil 3.8).

/NH
Mitokondriyal N
EEEE—
indi N
indirgeme \ N
N
S
3-(4,5-dimetiltiazol-2yl-2,5-difenil tetrazolyum bromir Formazan

(MTT)
Sekil 3.8. MTT reaksiyonu

MTT testi igin Oncelikle iskele iizerindeki vasat tamamen atilip serumdan arindirmak
amaciyla bir kez steril PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra iskeleler bagka bir
steril 48 kuyucuklu kiiltiir kabina alinarak her bir iskele tizerine 270 pl serumsuz vasat ve
30 ul MTT reaktifi iceren ¢ozelti ilave edilmistir. Daha sonra kiiltiir kab1 %5 CO2, % 95
hava ve % 90 bagil nem igeren 37 °C sicaklia ayarli inkiibatore yerlestirilerek yaklasik 4
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iskele iizerindeki ¢dzelti tamamen atilmistir.
Her bir iskele tizerine test kiti i¢inde bulunan MTT solventten (0,1 M HCI iginde
hazirlanan susuz izopropanol) 300 pl ilave edilmistir. Elde edilen mor renkli ¢6zeltinin 570

nm’de absorbansi ol¢lilmiistiir. Bu islemler kiiltiiriin 3, 7 ve 14. giiniinde tekrarlanmistir.

3.2.11. Taramah Elektron Mikroskop Analizi

Gozenekli DMI’lerin mikromimarisi ve hiicresel davranisi alan emiisyon taramali
elektron mikroskobu (FE-SEM JFM 7100F EDS, JEOL, Japan) ile incelenmistir. Hiicreli
iskelelerin mikroskobik goriintiilenmesi i¢in Oncelikle kiiltiir ortamindaki vasat tamamen
atilmistir ve iskeleler bir tur PBS ile yikanmistir. Daha sonra iskeleler PBS iginde
hazirlanan % 2,5 glutaraldehit ile en az bir gece fikse edilmistir. Fiksatifi uzaklastirmak
i¢in iskeleler ultra saf su ile yikanmis, % 50, % 70, % 80, % 90, % 95 ve % 100’liik etanol

serilerinden gegirilerek dehidrate edilmis ve oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir.
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Hiicreli ve ¢apraz bagli hiicresiz iskeleler 60 saniye siireyle Au-Pd ile kaplanmistir. Iletken

orneklerin goriintiileri 10 kV’de farkl biiylitmelerde ve yiiksek vakum altinda alinmigtir.

3.2.12. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Orijin Pro 8SR0 (v.0724, OriginLab Corporation, MA, USA)
programi kullanilarak yapilmistir. Biitiin degiskenlerin + standart hatalarni belirlemek igin
Microsoft Office Professional Plus 2016 Excel programi kullanilmustir. Istatistiksel
farkliliklar ANOVA (one-way analysis of variance) ve Tukey’s test ile belirlenmistir.

p<0,05 durumunda farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. iInsan Sacindan Keratinin Ekstraksiyon Metodunun Optimizasyon

Cahsmalan

Son on yildir sa¢, boynuz, tiiy ve yiin gibi kaynaklardan keratin ekstraksiyonu i¢in
bircok farkli metot uygulanmaktadir. Son zamanlarda ise insan sagindan keratin
ekstraksiyonu i¢in modifiye edilmis metotlar siklikla kullanilmaktadir. Sagta bulunan sert
keratinler, yapisinda bulunan sistin, yiiksek miktarda distlfit baglar1 ve hidrofobik amino
asitler nedeniyle ¢oziinmez molekiillerdir. Dolayisiyla sa¢ keratinini ekstrakte etmek ve
¢ozilebilir hale getirmek icin sert kosullar gerekmektedir. Ayrica elde edilen keratin
molekiillerinin stabilizasyonu i¢in modifiye edilmeleri de s6z konusudur. Sekil 3.1°de
gorsterildigi  gibi keratin ekstraksiyonu yikama ve dezenfeksiyon, delipidizasyon,
ekstraksiyon, saflagtirma basamagi (siizme, santrifiij ve diyaliz) ve liyofilizasyon gibi
temel islemler icermektedir. Cesitli kimyasallar, enzimler, yliksek basing gerektiren
fizikokimyasal yontemler, sicaklik gibi etmenler veya bunlarin farkli kombinasyonlar
literatiirde var olan bazi etkili ekstraksiyon yontemleridir (de Guzman ve ark., 2013; Xu ve
ark., 2013; K. Wang ve ark., 2016). Bu islemler igin temel olarak yiikseltgeme veya
indirgeme reaksiyonlar1 kullanilmaktadir. Ancak yenilenebilir bir kaynak olarak cesitli
amaclar i¢in kullanilabilen keratin ekstraksiyonu i¢in gelistirilen yontemlerin pahali ve
toksik olmalar1 nedeniyle bilim insanlari, ¢evre dostu ve ucuz olan yeni ydntemler
arastirmiglardir. Bu baglamda gerceklestirilen tez ¢aligmasinda keratin ekstraksiyonu i¢in
indirgen yontemler iizerinde durulmus ve ekstraksiyon metodunun optimizasyon
caligmalari i¢in Cizelge 3.1°de belirtilen dort ayr1 yontem denenmistir. Ekstraksiyon islemi
belirtilen miktarlarda ve sicakliklarda NaS ve NaxSOz’in tek baglarma kullanildig:
cozeltilerde 1 - 48 saat siirelerde denenmistir. Fakat ekstraksiyon icin etkili olmadiklar
goriilmiis ve tez kapsamina dahil edilmemistir. 1. ve 2. yontemlerde kullanilan NaOH’in
ekstraksiyona etkisini belirlemek i¢in aym1 oranda NaOH’in tek basma kullanildig: 3.
yontem de ayrica denenmis ve ekstraksiyon verimleri karsilagtirilmistir.

Yontem 1 Wrzesniewska-Tosik ve Adamiec (2007) yaptiklar1 ¢alismada
kullandiklar1 yontem modifiye edilerek sa¢ keratini ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir.
Yontemde kullanilan NapS’lin sudaki ¢oziiniirliigii neticesinde hidrosiilfiir ve hidroksit
iyonlar1 olusmaktadir. Bu iyonlar disiilfit baglarinin kirilmasini saglamaktadir. NaOH

ilavesiyle birlikte olusan hidroksit iyonlar ile bu etki daha da artmaktadir. Yiiksek alkali
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ortam ile hidrojen baglar1 par¢alanmakta ve protein fraksiyonlara ayrilmaktadir (Sekil 4.1)
(Poole ve ark., 2011).

®
Nazs + Hzo — 3 2Na =+ Hse+ OH@

R S o
~ \s/\R +HS — » R\/SH + R\/s\s@

Sekil 4.1. Yontem 1°de keratin ekstraksiyon reaksiyonu

llaveten yiiksek pH nedeniyle (pH 12-14) peptit zincirleri kirilarak cesitli amino
asitler de zarar gorebilmektedir. Bu durum ise 40 kDa’nin altindaki fraksiyonlarin
kaybolmasina sebebiyet verebilmektedir. Ayrica reaksiyon sonucunda olusan yiiksek
derecede reaktif olan siilfidril gruplari diyaliz sirasinda tekrar okside olup (disiilfit
baglarinin tekrar olusumu) keratin fraksiyonlarinin balgik seklinde ¢okmesine neden
olmaktadir. Suda ¢oziinmeyen bu protein parcaciklari daha sonra santrifiijle
uzaklastirllmistir. Ekstraksiyon veriminde azalma meydana gelmesi nedeniyle, kullanilan
bu yontemle elde edilen keratin ekstrakttaki stilfidril gruplarinin diyalizden 6nce modifiye
edilmesi (karboksimetilasyon vb. islemlerle) gerekmektedir (Lee ve ark., 2014).

Yontem 2 NazSO3 ve NaOH ‘in birlikte kullanimini igermektedir. NapSO3 keratinde
bulunan distilfit bagin1 pargalayabilmekte ve keratinin ¢oziinmesini hizlandirmaktadir.
Sekil 4.2°ye gore gerceklesen reaksiyon sonucu disiilfit bagi agilmakta ve S-siilfonatlar (S-
SO3’) olusmaktadir.

. © . 0
R\S/S\R' + 807 » R\s/sos +R—S

Sekil 4.2. Na2SOz’in disiilfit bagini kirmasi

Ancak zayif alkali bir tuz olmasi sebebiyle Onerilen ekstraksiyon sartlarinda tek
basina yeterli olmadig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla ekstraksiyon verimini arttirmak amaciyla
ortama NaOH ilave edilmistir. Olusan hidroksit iyonlar1 keratinde bulunan hidrojen baglar
gibi giiclii molekiil i¢i baglari yikarak ekstraksiyonu hizlandirmistir (Ji ve ark., 2014).

Yontem 3’de NaOH’in sulu cozeltisi (pH 12-14) kullanilarak belirtilen sartlarda
keratin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen alkali reaksiyonda hidroksit
iyonlar: disiilfit bagiyla reaksiyona girmis ve yapidan tiyolat (R'-S") ayrilarak siilfenik asit
(R"-SOH) ag1ga ¢ikmistir (Sekil 4.3) (Hogg, 2003).
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Sekil 4.3. Alkali hidroliz reaksiyonu

4. yontemde kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltisi Tanabe ve ark. (2004) ve saflastirma
basamaklar1 ise Reichl ve ark. (2011) yaptiklar1 caligmalar esas alinarak yapilmistir. Bu
yontemde kullanilan 2-merkaptoetanol, tire ve SDS igeren ekstraksiyon ¢6zeltisi (pH 7,5-8)
ile yapidaki disiilfit ve hidrojen baglar1 kirilip tiyolat anyon olusumu reaksiyonuyla

keratini ¢6ziilebilir forma getirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. 2-merkaptoetanol gerceklesen ile ekstraksiyon reaksiyonu

Literatiirde =~ 2-merkaptoetanolle ~ yapilan  ekstraksiyon = metodu  siklikla
kullanilmaktadir. 2-merkaptoetanol igeren ekstraksiyon c¢ozeltisine SDS ilave edilen
(Tanabe ve ark., 2004) ve edilmeyen (Reichl ve ark., 2011) yontemlerle yapilan
ekstraksiyon iglemi neticesinde elde edilen verimler sirasiyla yaklasik % 72 ve % 60-
65°dir. Hizlar ise sirasiyla 16 saat ve 72 saattir. Arastiricilar SDS ilavesinin ekstraksiyon
verimi ve hizini arttirdigini vurgulamislardir. Ayrica ekstraksiyon sirasinda olusan keratin-
SDS kompleksleri ile siilfidril gruplarinin diyaliz sirasinda tekrar okside olmasi
engellenmistir (Poole ve ark., 2011).

1. yontem disinda uygulanan diger tiim yontemlerin diyaliz asamasi sirasinda ¢ok az
bir protein ¢okelmesi goriigmiistiir. Diyalizattaki protein icerigi Sekil 4.5’teki kalibrasyon

grafigi kullanilarak bulunmustur.
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Sekil 4.5. Lowry metodu ile elde edilen BSA standart kalibrasyon grafigi

flaveten Lowry ydntemine gore belirlenen diyalizattaki protein konsantrasyonlart

ve (%) verimler ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Lowry yontemine gore belirlenen protein konsantrasyonlar1 ve (%) verim

Diyalizat konsantrasyonu Verim (%)(n=3) Verim (%)
(mg/ml)(n=3) (Lowry) (kuru agrlik)
1. yontem 7,45 + 0,06 23,84+0,19 23,4
2. yontem 8,12+ 0,09 27,72 + 0,46 27,6
3. yontem 4,70 £ 0,08 18,81 £0,33 20
4. yontem 9,61 £0,1 29,78 £0,32 29,74

Yapilan ANOVA testi sonucunda her 4 yontemle elde edilen keratin ekstraktlarin
miktarlari istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Cizelge 4.1
incelendiginde en yiiksek verimin 4. yontemde ve en diisiik verimin 3. yontemde oldugu
goriilmektedir. Ayrica 1. ve 4. yontemlerle yapilan ekstraksiyon verimlerinin literatiir
caligmalarina gore (sirasiyla yaklasik % 40-52 (Wrzesniewska-Tosik ve Adamiec, 2007)
ve % 60-65 (Tanabe ve ark., 2004)) daha diisiikk oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi
kullandigimiz diyaliz membranin molekiiler cut off (MWCO) degerinin 14000 Da
olmasidir. Ancak, tim ekstraksiyon (¢oziicii sistemi ve ekstraksiyon siireleri harig) ve
saflastirma basamaklar1 her yontem icin ayni oldugu g6z onilinde bulundurulursa, 6zellikle
Onerilen 2. yontemin ekstraksiyon veriminin literatiirde en ¢ok kullanilan yontemlerden
biri olan 4. yénteme gdre ¢ok yakin bir degerde oldugu gériilmektedir. ilaveten diyalizat

konsantrasyonlarina ve kuru agirliga gore belirlenen % verimler kiyaslandiginda
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sonuglarin yaklagik ayni degerde oldugu ve bu nedenle her 4 yontemle elde edilen
proteinlerin saf olduklar1 diisliniilmektedir. Bu baglamda, siire, kullanilan kimyasallarin
ucuz ve toksik olmamasi ve endiistriyel agidan uygulanabilir nitelikte olmasi sebebiyle

2.yontemin daha tercih edilebilir olacagi diisiincesindeyiz.

4.2. Denizanasindan Kollajen izolasyonu ve Atelokollajen Eldesi

Denizanasindan kollajen izolasyonu Derkus ve ark. (2016) calismasina gore
yapilmistir. Protein igerigi ve ekstraksiyon verimi gibi sonuglar bu calisma ile benzerdir.
Diyaliz sonrasinda elde edilen diyalizattaki protein icerigi Sekil 4.6’da verilen kalibrasyon

grafiginden elde edilmistir.
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Sekil 4.6. Lowry metodu ile elde edilen sigan kuyrugu tip I kollajenin standart kalibrasyon

grafigi

Diyalizattaki protein igerigi 12,5 £ 1,00 mg/ml (n=3) olarak bulunmustur. Kuru
denizanasi tabakalarinin agirligina gére belirlenen izolasyon verimi % 62 ‘dir. Lowry

sonucuna gore belirlenen % verim ise yaklasik % 60 (n=3) olarak bulunmustur.

4.3. Keratin ve Atelokollajenin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Denizanasi atelokollajeni ve si¢can kuyrugu tip I kollajeni i¢in elde edilen SDS-PAGE
analizi Derkus ve ark. (2016) yaptig1 calismaya goére yapilmistir ve elde edilen sonuglar
benzerdir. Her iki proteinin spesifik bantlari, hazirlanan % 10’luk ayirma jeli ve % 4’liik
yiiriitme jeli ile gortintiilenmistir (Sekil 4.7). Birinci kuyucuk kullanilan protein marker’in

molekiill agirhgimi (MW) gostermektedir. Denizanasi atelokollajeni (2. kuyu) ve sican
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kuyrugu kollajeninde (3. kuyu) goriilen 100-190 kDa’daki yogun bantlar kollajen tip I’de
bulunan al birimlerinin varliginin gdstergesidir. Ayrica, pepsin ile parcalanma sonucu elde
edilen atelokollajen 65 kDa ve 90 kDa civarinda iki yogun bant gostermektedir. Jelde
gorintiilenen 40 kDa civarindaki bant ise yine tiim denizanasi kollajen hidrolizatlarinda

yaygin olarak gdriilen bir banttir.

Sigan
Denizanasi kuyrugu
kDa MW  atelokollajen kollajeni
g
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Sekil 4.7. Denizanasi ve sigan kuyrugu tip I kollajeninin SDS-PAGE analizi

Her 4 yontemle elde edilen keratin ekstrakt ve negatif kontrol olarak kullanilan
BSA’ya ait spesifik bantlar hazirlanan % 12,5’luk ayirma jeli ve % 4’liik yiikleme jeli ile
goriintiilenmistir (Sekil 4.8). 4. yontemle elde edilen keratin ekstraktin (6. kuyu) SDS-
PAGE analizi sonucuna gore 40-60 kDa mikrofibril bandi, 10-20 kDa ‘da matriks
proteinleri band1 ve daha yiiksek molekiil agirliginda minér komponentlerin olusturdugu
yiiksek molekiil agirhiginda (100-200 kDa) bir bant goriilmektedir. Genis bir bant olarak
ortaya ¢ikan 40-60 kDa agirligindaki bant 45-50 kDa (asidik tip I a keratin) ve 55-60 kDa
(ndtral-bazik tip I o keratin) olmak tizere ikiye ayrilmistir (Xu ve ark., 2013). 1, 2 ve 3.
yontemler ile alkali kosullarda (pH 12-14) elde edilen keratin ekstraktlarin (sirasiyla 3, 4
ve 5. kuyu) SDS-PAGE analizinde bahsi gegen bantlar gériillmemekle birlikte keratinin ¢ok
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kiiciik fraksiyonlara ayrildig1 ve jelde siiriiklenme meydana geldigi goriilmektedir. 12-14
kDa arasindaki belirgin bantlar par¢alanma sonucu elde edilen protein fraksiyonlarina aittir

(Poole ve ark., 2011).
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Sekil 4.8 Keratin ekstraktlarin ve BSA’nin SDS-PAGE analizi

Kollajen dokusunun yaklastk % 10’unu olusturan hidroksiprolin, Kkollajenin
molekiiler yapisini olusturan o zincirin saglamliginda kritik bir rol oynamaktadir.
Denizanasindaki hidroksiprolinin miktart memeli tip I fibriler kollajenine gdre nispeten
daha az oldugundan denizanasi gibi omurgasiz hayvanlarin a zincirleri genellikle daha
zay1f olmaktadir (Swatschek ve ark., 2002; Song ve ark., 2006). Hidroksiprolin, kollajen
molekiilii i¢in dnemli bir belirtectir. Dolayisiyla, izole edilen denizanasi tip I atelokollajeni
ile dehidrate edilmis ve kurutulmus ham denizanasindaki hidroksiprolin igerigi
belirlenmistir. Ham denizanas1 ve denizanasi tip I atelokollajeninin hidroksiprolin igerigi
sirastyla 5.97 + 0.53 pg/mg (n=3) ve 7.34 £ 091 pg/mg (n=3), olarak bulunmustur.
Yapilan ANOVA testi sonucunda Orneklerdeki hidroksiprolin miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak onemli bir fark olmadig1 gorilmiistir (p>0,05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hidroksiprolin igerik analizi

Keratin karakteristik sistin koklerinden olugmustur. Sistin kalintilar1 ise sistein
amino asitlerinin oksidasyonu ile olusurlar ve igerdikleri -S-S- ¢apraz baglari nedeniyle
keratine mekaniksel, termal ve kimyasal dayanimlilik kazandirirlar. Yapisal fibroz bir
protein olan keratin bu o6zelligiyle diger proteinlerden ayrilmaktadir. Dolayisiyla her 4
yontemle ekstrakte edilen indirgenmis keratinin sistein icerigi serbest siilfidril gruplar
seklinde Ellman’s metodu ile dl¢iilmiistiir. Serbest siilfidril i¢erigi Sekil 4.10’daki L-sistein

standart kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.10. L-sistein standart kalibrasyon grafigi
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Tiim yontemlerle elde edilen indirgenmis keratindeki serbest stilfidril gup igerikleri
Sekil 4.11 ‘de verilmistir. Yapilan ANOVA testi sonucunda orneklerdeki serbest siilfidril
miktarlart istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0,05). Ayrica en fazla miktar 4.
yontem sonunda elde edilmis olup (0,18 mM / g keratin) Silva ve arkadaslarinin (2014)

yaptig1 ¢alisma ile benzerdir.
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Sekil 4.11. Tiim yontemlerle elde edilen indirgenmis keratindeki serbest siilfidril grup

igerikleri

4.4. iskelelerin Fizikokimyasal Karakterizasyonu

Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda kullanilmak iizere iiretilen ¢apraz bagli kollajen ve
kollajen-keratin biyoiskelelerin kimyasal yapi karakterizasyonu igin elde edilen FTIR
spektrumlar Sekil 4.12°de verilmistir. 2. yontemle ekstrakte edilen indirgenmis keratinin
FTIR spektrumu incelendiginde genellikle peptit baglarindan kaynaklanan primer amin,
amit I, II ve III olmak iizere dort karakteristik absorbsiyon bandi goriilmektedir. 3293 cm™
ve 3401 cm™ pikleri N-H baglarmin gerilme titresimlerinden kaynaklanan primer amin
gruplarma aittir. 1600-1700 cm™ piki keratindeki amid I titresiminden (C=0) ileri
gelmekle birlikte 1400-1500 cm™ piki ise B tabakalarda goriilen N-H egilme ve C-H
gerilme titresimlerinin yol actig1 amid II bandina aittir. 1220-1300 cm™ dalga sayis1 aralig
C-N ve N-H diizlem egilmelerinden kaynaklanan amit III titresimlerini ifade etmektedir.
C-S bagindan kaynaklanan zayif 628 cm™ piki ise keratin varhgm giiclii bir sekilde
kanitlamaktadir (Xu ve ark., 2013).
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Sekil 4.12. Biyoiskelelerin FTIR spektrumlari

Ayrica, 1365 cm™de gériilen yeni bir C-N bandi NHS/EDC ile yapilan gapraz
baglama isleminin basarili bir sekilde gerceklestirildiginin gostergesidir.

Denizanas1 atelokollajenin = FT-IR  spektrumu incelendiginde, N-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanan amit A bandi 3400-3440 cm™ goriilmektedir. Polipeptit
omurgasindaki karbonil gruplarinin gerilme titresimlerinden kaynaklanan 1600-1700 cm™
piki amit I bandini, 1550-1600 cm™ piki amit II bandini ifade etmektedir. Heliksel yapimnin
varhgin1 kamtlayan amit III absorbsiyon band1 ise 1200-1400 cm™ dalga sayis1 araliginda
goriilmektedir (Barzideh ve ark., 2014). Capraz bagl kollajen iskelenin spektrumu
incelendiginde, 1000-1200 cm™ dalga sayisi araliginda goriilen alkol ve karboksil
piklerinin gecirgenliginde diisiis gozlenmektedir. 1395 cm™ piki ise capraz bagdan

kaynaklanan C-N bandina aittir.
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Capraz baglh kollajen-keratin biyokompozit iskelenin spektrumu incelendiginde ise
karboksil veya alkol gruplarinin gegirgenligindeki (% T) disiisiin yine olusan ¢apraz
baglardan kaynaklandigi goriilmektedir.

Termal kararlilik ekstrem c¢evre kosullarinda biyomalzemelerin uzun siire
kullanilabilir oldugunu gdstermek amaciyla énemlidir. Ozellikle implante edilen rejeneratif
malzemelerin viicut sicakliginda belli bir siire bozunmamasi gerekmektedir. Dolayisiyla
tiretilen iskelelerin termogravimetrik analizleri yapilarak bozunma egrilerini gosteren

termogramlar elde edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Biyoiskelelerin termogravimetrik analizi

Tim biyoiskelelerde (keratin, kollajen ve keratin-kollajen) 60-100 °C sicaklik
araliginda goriilen kiitle kayb1 yapilarindaki suyun uzaklastigi anlamina gelmektedir.

Keratinin termal bozunma sicakligi 250-400 °C olup, bu sicaklik arasinda kiitlesinin
% 45-50’sini kaybetmektedir. Indirgenmis sac keratininin endotermik piki yaklasik 230-
250 °C sicakliklar1 arasindadir ve c¢esitli ayrisma reaksiyonlar1 sonucu iist iiste meydana
gelen heliks denatiirasyonlarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (K. Wang ve ark.,
2016).

Denizanasi atelokollajenin termal bozunma sicakligi ise 280-400 °C olup, bu sicaklik
arasinda kiitlesinin yaklasik % 30-35’in1 kaybetmektedir. Keratin ve kollajenin 1:1
oraninda karisimini igeren biyokompozit iskele ise 280-400 °C’ta kiitlesinin % 40-45’ini
kaybetmektedir. Her ii¢ iskelenin termal dayanimlar1 yaklasik olarak benzer olmakla

birlikte keratinin termal dayanima pozitif katkisinin olmadigi goriilmektedir.
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4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Satin alman iAMKH’ler 6zel vasatinda pasaj 4’e kadar ¢ogaltilmistir. T 75 hiicre
kiiltiirii plastigine tutunup fibroblastik morfoloji gosteren kok hiicreler ile osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik soylara farklilastirma c¢alismalar1 yapilmistir. Farklilasma
diizeyleri histokimyasal olarak karakterize edilmistir. Sekil 4.14 (A) incelendiginde
mezenkimal kok hiicrelerin karakteristik igsi-fibroblastik morfolojileri goriilmektedir.
Farklilastirma calismalarinda optimum indiiksiyon kosullarina gore dizayn edilmis kitler
kullanilarak c¢aligsmalar standardize edilmistir. Kok hiicrelerin adipojenik farklilasmasi
incelendiginde 14. giiniin sonunda yag damlaciklarimin petrinin tiim ylizeyine dagilan
hiicreler tarafindan tiretildigi goriilmektedir (Sekil 4.14 (C)). Ayrica adipogenezis Oil Red
O boyamasi ile de karakterize edilmis ve adiposit ve/veya pre-adiposit hiicreleri tarafindan
iretilen yag damlaciklari boyanmustir (Sekil 4.14 (C)). Benzer sekilde osteojenik
farklilasma incelediginde 21. giin sonunda olusan kalsiyum birikmesi goriilmekte (Sekil
4.14 (E)) ve osteosit ve/veya osteoblast hiicreleri tarafindan biriktirilen kalsiyum ise
Alizarin Red S ile boyanmaktadir (Sekil 4.14 (F)). Kondrojenik farklilasma 28. giinde
tamamlanmis ve petri icerisinde kendiliginden olusan kondrojenik pelletten kesitler
alinarak glikozaminoglikanlar sirasiyla Safranin O (Sekil 4.14 (G)) ve Alcian Blue 8gx
(Sekil 4.14 (H)) ile boyanmistir. Kondrojenik pellete ait makroskobik goriintii ise Sekil
4.14 (B)’de verilmistir.
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Sekil 4.14. Kok hiicrelerin in vitro ¢oklu-soy farklilasma kabiliyetlerinin belirlenmesi
Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (A), kondrojenik pellet (B), adipogenezis ve oil
red O ile karakterizasyonu (C,D), osteogenezis ve alizarin red S ile karakterizasyonu (E,F),

kondrogenezis; safranin O boyamasi (G) ve alcian blue 8gx boyamas1 (H)
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Coklu soy farklilagmas1 ¢alismasindan sonra iIAMKH’ler hazirlanan iskeleler iizerine
ekilmis ve 14 giin siireyle inkiibe edilmistir. Iskeleler iizerindeki hiicrelerin ¢ogalma ve
canlilik diizeyleri 3, 7 ve 14. giinler sonunda yapilan MTT testi ile belirlenmistir. Sekil
4.15 ‘de verilen MTT testi grafigi incelendiginde tiim biyoiskeleler {izerindeki canlilik

diizeylerinin arttig1 dolayisiyla herhangi bir sitotoksik etki goriilmedigi anlagilmaktadir.

140 *p<0,05

**p>0,05

Hacre canlihg (%)

Kollajen : Kollajen-Ketin
Sekil 4.15. Kollajen ve kollajen-keratin biyoiskeleler tizerinde iAMKH’lerin 3, 7 ve 14,

giinlerdeki ¢ogalma ve canlilik diizeyleri

[laveten grafik incelendiginde hiicrelerin kollajen-keratin biyoiskeleler iizerindeki (3,
7 ve 14. giinlerdeki ) proliferasyonunun, kollajen iskelelerdekine gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Keratinin hiicre canlilig1 tizerindeki pozitif katkisin1 makroskobik olarak da
gorlintiillemek amaciyla MTT reaktif ile boyanmis iskelelerin fotograflar1 alinmistir.
Reaksiyon sonucunda keratin-kollajen iskelelerde olusan formazan kristallerinin mor

renginin siddetinin giinden giline daha ¢ok arttig1 agik¢a goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. MTT reaktifi ile muamele edilmis biyoiskelelerin makroskobik goriintiisii

4.6. Tskele ve Hiicre-iskele Yapilarinin Morfolojik Olarak Karakterizasyonu

Doku miihendisligi uygulamalar igin iiretilen biyoiskelelerin hiicre adezyonu ve
cogalmasini tetikleyecek, besinlerin ve metabolik atik {irlinlerinin difiizyonuna olanak
saglayacak nitelikte iic boyutlu gozenekli yapida olmalart Onemlidir. Bu nedenle
dondurarak kurutma yontemiyle iiretilen DMI’lerin gdzeneklilik oran1 ve caplar gesitli
biiylitmelerde yapilan SEM analizleri ile belirlenmistir. Sekil 4.17 incelendiginde kollajen
ve kollajen-keratin biyoiskelelerin {i¢ boyutlu homojen ve gozenekliligi fazla yapilar
oldugu goriilmektedir. Biyoiskelelerin gozenek ¢aplar1 x250 biiylitmede 10 fakli bolgeden
Olciim almarak (Sekil 4.17 A ve C) belirlenmis olup kollajen ve kollajen-keratin igin
yaklagik olarak 68,65 + 17 um ve 64,08 + 17,93 um’dir. Ayrica sivi yerdegistirme yontemi
ile yapilan analiz sonucuna gore kollajen iskelelerin gézenekliligi % 89,93 + 0,83 (n=3),

kollajen-keratin iskelerin gozenekliligi ise % 95,14 £ 0,30 (n=3) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.17. DMI’lerin gdzenekliliginin SEM ile belirlenmesi (A) ¢apraz bagl kollajen DMI
(x250 biiyiitme), (B) capraz bagh kollajen DMI (x50 biiyiitme), (C) ¢apraz bagl kollajen-
keratin DMI (x250 biiyiitme), (B) ¢apraz bagh kollajen-keratin DMI (x50 biiyiitme)

Hiicre adezyonunu ve proliferasyonunu destekleme potansiyellerini arastirmak
amaciyla hiicre ekilmis iskelelerin 3, 7 ve 14. giinlerde SEM mikrografileri alinmigtir
(Sekil 4.18). 3. giinde iAMKH’lerin kollajen ve kollajen-keratin iskele yiizeyleri boyunca
yayildigi, 7 ve 14. giinde ise her iki iskele ylizeyinde hiicre proliferasyonunun arttig1 agik¢a
goriilmektedir. Dolayisiyla {iretilen tiim iskelelerin hiicre biiylimesi ve cogalmasini
destekleyen uygun bir HDM gibi davrandigi distiniilmektedir. Ayrica, Sekil 4.18 (B-F)
incelendiginde kollajen-keratin iskelelerin iizerini kaplayan iAMKH’lerin 3, 7 ve 14.
giinlerdeki proliferasyon diizeyinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum MTT
sonuclariyla da desteklenmistir. Keratinde bulunan EDS ve LDV gibi hiicre adezyonunu
destekleyen peptin domainleri varligt nedeniyle bu sonuclarin elde edildigi
diisiiniilmektedir. Ilaveten literatiirde keratinle modifiye edilmis yiizeylerin kok hiicre

proliferasyonunu daha ¢ok arttirdig1 yoniinde yapilan bazi ¢alismalar mevcuttur.
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Sekil 4.18. iskelelerin SEM mikrografileri (A) kollajen DMI iizerine tutunmus iAMKH’ler
(3.giin), (B) 3. giin kollajen-keratin DMI, (C) 7. giin kollajen DMI, (D) 7. giin kollajen-
keratin DMI, (E) 14. giin kollajen DMI, (F) 14.giin kollajen-keratin DMI
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BOLUM 5
SONUCLAR ve ONERILER

Doku miihendisligi hasar gérmiis veya yapisal ya da islevsel eksikligi olan dokularin
onarilmasi amaciyla ii¢ boyutlu biyomalzemeler, hiicreler ve biyolojik molekiillerin bir
arada kullanildig1 interdisipliner bir bilim dalidir. Bu yaklasim gergevesinde kullanilan
DMTI’lerin segimi ve dizayni énemlidir. Uretilen DMI’lerin yap, igerik ve uyarici etkiler
bakimindan HDM’yi taklit edebilecek nitelikte ve hiire adezyonunu, ¢ogalmasini ve
farklilasmasini arttiric1 dzellikte olmalar1 arzu edilmektedir. DMi’lerin iiretimi icin dogal
(kollajen, kitosan, jelatin, vb.) ve sentetik olmak (PLA, PLLA, PLGA, vb.) iizere iki tip
biyomalzeme kullanilmaktadir. Dogal ve sentetik polimer kullaniminin bazi avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Dezavantajlari arasinda biyobozunurluk, islenme zorlugu,
immiinojenite gibi Ozellikler sayilabilmektedir. Arastiricilar, bu sorunlari ¢ézmek igin
kompozit biyomalzeme kullanimin1 6nermektedir. Bu baglamda yapilan tez ¢alismasinda
gozenekli kollajen ve kollajen-keratin biyokompozit DMI’ler iiretilmis ve insan adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin DMI’ler iizerinde in vitro kosullarda davranisi
aragtirtlmistir. Kollajen kaynagi olarak Rhizostoma pulmo tiirii denizanasi kullanilmis ve
tip I kollajen izolasyonu gerceklestirilmistir. Son zamanlarda dogal kaynakli
biyomalzemeler olarak yeterli biyouyumluluk, hiicresel etkilesim ve biyobozunurluk
ozellikleriyle dikkat ¢ceken keratin ise insan sagindan ekstrakte edilmistir. Suda ¢oziilebilir
ozellikte olan keratin fraksiyonlarin elde edilmesi igin literatiirde siklikla kullanilan {i¢
ayr1 yontem uygulanip karsilastirmalar yapilarak yeni bir ydntem (2. yOntem)
gelistirilmistir. Tim yontemlerle elde edilen toz formda keratin ekstraktlar ve denizanasi
atelo kollajeni biyokimyasal (Lowry protein, serbest siilfidril grup, hidroksiprolin ve SDS-
PAGE analizi) olarak karakterize edilmistir. Ekstraksiyon verimleri karsilastirildiginda 2.
yontemle elde edilen keratin ekstraktin veriminin literatiirde siklikla kullanilan 4. yonteme
yakin bir degerde oldugu belirlenmistir. Keratin ekstraktlarn SDS-PAGE analizine
baktigimizda onerilen 2. yontemin ve diger yontemlerin (1, 2 ve 3) alkali sartlarda (pH 12-
14) ekstraksiyonu neticesinde proteinlerin 12-14 kDa agirligindaki polipeptitlere kadar
parcalandigi, ancak 4. yontemde keratin ekstraktlarin daha biiyiikk molekiiler agirlikta
oldugu gortilmiistiir. 2. yontemle elde edilen fraksiyonlar ile denizanasi atelokollajeni % 3
(w/v) konsantrasyonunda ¢oziilmiistiir. Kollajen ve keratin ¢ozeltileri 1:1 (v/v) oraninda
karistirilarak hazirlanan karisim 6zel kaliplara alinmis, dondurulmus ve 24 saat boyunca

liyofilize edilmistir. Elde edilen biyoiskeleler, mekaniksel dayanimlarmi arttirmak
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amaciyla c¢esitli kimyasal ajanlarla gapraz baglanmistir. FTIR ve termogravimetri gibi
fizikokimyasal analizler ile capraz baglamanin ve mekaniksel dayanimin etkinligi
aragtirilmgtir. Uretilen kollajen ve kollajen-keratin iskelelerin mekaniksel dayanimlarinin
in vitro calismalar i¢in uygun saglamlikta oldugu goriilmiistiir. FT-IR spektrumlarinda
proteinlere ait karakteristik baglar ve ¢apraz baglama sonucunda yapiya katilan diger
baglar goriilmiistiir. Bu durum da homojen kompozit iskelelerin iiretildigini ve capraz
baglamanin etkin bir sekilde yapildigint gostermektedir. Capraz baglama sonucunda elde
edilen iskelelerin fizyolojik tampon ortaminda dagilmadan dayanikli halde kalmasi ve
igerisine bir miktar tampon alarak sismesi 6nemlidir. Bu durum da yeterli miktarda ¢apraz
baglama ve gozeneklilik ile saglanmaktadir. Hazirlanan iskelelerin sivi yer degistirme
yontemi ile gozeneklilik (%) oranlari belirlendiginde kollajen-keratinin, kollajen iskelelere
gore daha gozenekli oldugu saptanmistir. Ayrica iskelelerin mikromimarisini incelemek
amaciyla yapilan SEM analizi sonucunda belirlenen goézenek caplarinin hiicrelerin
tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun oldugu gorilmiistiir.

Uretilen iskeleler iizerinde iAMKH’lerin in vitro proliferasyon kapasitesi
belirlenmistir. Bunun i¢in dncelikle satin aliman kok hiicreler standart kiiltlir kosullarinda
pasaj 4’e kadar ¢ogaltilmistir. Pasaj 4’teki iAMKH’lerin ¢oklu soy farklilasma calismasi
yaptlmistir. iIAMKH’lerin kondrojenik, osteojenik ve adipojenik soylara farklilastigi
yapilan histokimyasal analizler ile belirlenmistir. Iskeleler sterilize edildikten sonra
lizerlerine belli yogunlukta iAMKH’ler ekilmistir. Iskeleler {izerindeki hiicrelerin 3, 7 ve
14. giinlerde canlilik ve proliferasyon diizeyleri yapilan MTT testi ile belirlenmistir. Kiiltiir
boyunca kollajen ve kollajen-keratin iskeleler iizerindeki hiicrelerin canlilik ve
proliferasyon diizeyleri artmistir. Dolayisiyla iskelelerin toksik etki gdstermedigi
anlasilmistir. Ozellikle kollajen-keratin iskelelerdeki hiicre proliferasyonunun daha fazla
oldugu, dolayisiyla keratin fraksiyonlarin hiicre canlilig1 lizerine pozitif katki sagladigi
goriilmiistiir. Hiicre adezyonunu ve proliferasyonunu destekleme potansiyellerini
arastirmak amaciyla hiicre ekilmis iskelelerin 3, 7 ve 14. giinlerde SEM goriintiileri
alimmistir. SEM mikrografileri incelendiginde, hiicrelerin iskelenin {izerlerini ve porlarini
kaplayacak sekilde giinden giine ¢ogaldig1 goriilmektedir. MTT sonuglarina benzer sekilde,
kollajen-keratin biyokompozit iskelelerde hiicre proliferasyonu daha fazladir. Bu durumda
keratin fraksiyonlarda bulunan hiicre adezyonunu destekleyen EDS ve LDV gibi peptin
domainlerinin varlig1 ile aciklanabilir. Bu calisma ile elde edilen sonuglar neticesinde
yenilenebilir biyomalzemelerden elde edilen biyoiskelelerin doku miihendisligi

uygulamalarinda kullanilabilecek potansiyel bir aday olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
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calisma kapsaminda insan sag1 ve denizanasi gibi atiklar islenerek rejeneratif tip iirtinleri
gibi yararli malzemeler elde edilmistir. Jel, film, boncuk ve nano/mikro pargacik
formlarina modifiye edilebilen keratin, toksik olmayan dogasi ve essiz biyobozunurluk
Ozellikleri nedeniyle yesil kimya, gida bilimleri, ilag ve kozmetik sektorii gibi ¢ok ¢esitli
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Dolayisiyla arastiricilar sag, tily, yiin gibi
kaynaklardan keratin ekstraksiyonu i¢in ¢evre dostu ve diisiik maliyetli yontemler
gelistirme c¢abasindadirlar. Bu baglamda calisma kapsaminda insan sagindan keratin
ekstraksiyonu i¢in Onerilen 2. yontemde kullanilan kimyasallarin ucuz olmasi, toksik
olmamasi ve endiistriyel agidan uygulanabilir nitelikte olmasi sebebiyle bu yontemin tercih
edilebilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, hastalik bulagsma riskinin diisiik olmasi, ham
materyallerin bollugu ve diger alternatif kaynaklara gore yiiksek verimlerde ekstraksiyon
gibi avantajlar1 sebebiyle kollajen kaynagi olarak denizanasi kullamilmistir. Etkili bir
izolasyon islemi neticesinde elde edilen kollajen pepsin enzimiyle sindirilerek su ve
tamponlarda c¢oziilebilen atelokollajen hale getirilmis ve immiinojenite riski en aza
indirilmistir. Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecegi diistiniilen kollajen ve
kollajen-keratin  biyokompozit iskelelerin yapiminda kullanilan keratin kaynaginin
hastalardan kolaylikla alinabilen sa¢ olmasi sebebiyle otogreft uygulamalarini sinirlayan
verici doku kaynagi problemini kismen de olsa ortadan kaldirabilecegi ongoriilmektedir.
Arastirmanin sonucunda elde edilen keratin temelli biyoiskelelerin doku miihendisligi

uygulamalarinda yiiksek bir potansiyele sahip olacag: diisiiniilmektedir.
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