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OZET

BiYOMEDIKAL KULLANIM iCiN GOZENEKLi BAKTERIYEL
SELULOZ URETIMI VE KARAKTERiIiZASYONU

ILMENOZ, Doruk Deniz

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dali
Tez Danmismani: Prof. Dr. Elif Esin HAMES TUNA
Ocak 2020, 52 sayfa

Biyouyumlu, iiretimi kolay, yiiksek cekme dayanimi gosteren, nanofibril ag yapisi ile
yiiksek su tutma 6zelliginde olan Bakteriyel seliilloz (BS) baz1 mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen dogal bir polimerdir. Medikal uygulamalar icin iyi bir aday olan BS, membran
yapisit nedeniye deri ikamesi ¢alismalarinda da potansiyel tagsimaktadir. Ancak, siki olan
nanoseliiloz fiberleri hiicre tutunmasi ve gogiine imkan vermemektedir. Bu tez kapsaminda
deri ikamesi olarak kullanilabilecek yeterli gozenek capina sahip BS’nin in situ iretimi,

keratin ile modifikasyonu ve karakterizasyonu amaglanmustir.

Glucanoacetobacter xylinus ATCC 700178 sus kullanilarak iki farkli yontemle (agar
parcalama ve agar damlatma) seliiloz nanofibrilleri arasindaki gozenek capi arttirilarak
tiretilen BS daha sonra derinin énemli bir bileseni olan keratin ile modifiye edilmistir.
Keratin kaynagi olarak atik insan saglari kullanilmis ve Shindai 6ziitlemesi ile keratin elde
edilmistir. Keratin ¢dzeltisi BS membranlarina emdirilerek malzemenin karakterizasyonu
FTIR (Fourier doniistimlii kizil 6tesi spektrometresi), SEM (Taramali elektron mikroskobu)
ve fiziksel dayanim testleri ile gergeklestirilmistir. Sonucta, yeterli gdzenek capina sahip
(>100pum) yapisinda keratin igeren ve 0,5- 1N dayanima sahip, deri ikame aday1 BS iiretimi

gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel seliiloz, keratin, deri, biyokompozit malzemeler
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ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF POROUS
BACTERIAL CELLULOSE FOR BIOMEDICAL USE

[ILMENOZ, Doruk Deniz

MSc Thesis, Biomedical Technologies
Supervisor: Prof. Dr. Elif Esin HAMES TUNA
January 2020, 52 pages

Bacterial cellulose (BS), which is biocompatible, easy to produce, has high
tensile strength, has high water retention with its nanofibrile network structure, is a
natural polymer produced by some microorganisms. Being a good candidate for
medical applications, BS also has potential in skin substitution studies due to its
membrane structure. However, dense nanocellulose fibers do not allow cell attachment
and migration. In this thesis, in situ production, modification and characterization of

BS with adequate pore diameter that can be used as skin substitution is aimed.

BS was produced by using Glucanoacetobacter xylinus ATCC 700178 strain
by two different methods (agar spliting and agar dropping) by increasing the pore
diameter between cellulose nanofibrils and then modified with keratin, an important
component of the skin. Waste human hair was used as the source of keratin and keratin
was obtained by Shindai extraction. The characterization of the material by absorbing
the keratin solution into BS membranes was carried out by FTIR (Fourier transform
infrared spectrometer), SEM (Scanning electron microscope) and physical strength
tests. As a result, BS was produced with a pore diameter (> 100 um) containing keratin

and a 0,1-1N strength.

Keyword: Bacterial Cellulose, keratin, skin, biocomposite materials
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ONSOZ

Biyomedikal iirlinler, insan hayatina etkisi sebebiyle kiiresel
olarak yogun calisilan ve son biyoteknolojik gelismelerle calisma hizi
ivmelenmis bir alandir. Bu alanda, o6zellikle iirlinlesme ve ticari
potansiyeli yiiksek malzemelerin ¢aligilmasi da 6nem tagimaktadir.

Bakteriyel seliiloz, potansiyelinin farkedildigi son yillarda
ozellikle biyomedikal alaninda caligmalarin yogunlastigi dogal bir
polimerdir. Yiiksek safligi, biyouyumlulugu ve nanofiber ag yapisi ile
hidrojel 6zellik sergileyen bu malzeme doku iskelesi, ila¢ tasima, doku
miihendisligi gibi bir¢ok medikal uygulamada iyi bir aday olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Bakteriyal seliilozun deri ikamesi alaninda yapilan
caligmalar1 hem bu konudaki kisitlarin {istesinden gelinmesi hem de
ilkemiz icin katma degeri yiiksek biyoteknolojik iriinleri
gelistirilmesinde bazi1  becerilerin  kazanilmasi1 agisindan 6nem
tasimaktadir.

Bu calismada engin bilgisi, deneyimi ve dogru yonlendirmeleriyle
caligmalarimi bir st seviyeye tasiyan danismanim Prof. Dr. Elif Esin

HAMES TUNA ya tesekkiirii bir borg bilirim.

iZMirR
29/01/2020
Doruk Deniz ILMENOZ
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1.GIRIS

Diinyada canlilar tarafindan en ¢ok iiretilen biyopolimer olan seliilozun
bakteriler tarafindan iiretilmesi gesitli sekillerde gelistirilmesine ve modifikasyona
on ayak olmustur. Son yillarda hizli bir sekilde artan biyomedikal malzeme
cesitliligi igerisinde bakteriyel selilloz (BS) Onemli iirlinlerden biri haline
gelmistir. Ancak, BS tasidig1 6zelliklere ragmen farkli biyomedikal kullanimlar

i¢in gelistirilmesi gereken bir malzemedir.

Bu calisma kapsaminda BS-keratin biyokompozit yapisinin icerdigi por
¢aplarinin arttirilmasi amaclanmistir. Bunun sebebi, 6zellikle deri ikamelerinde
kullanilacak iiriinlerin, yara iyilesme hizin1 ve kapasitesini arttiracak hiicre
tutunma ve gogiline izin verecek sekilde istenmesi nedeniyledir. Por ¢aplarinin
arttirllmasi, yaraya uygulanma potansiyeli tasiyan biyokompozitin igine viicut
hiicrelerin niifuz ve tutunmasini saglamak i¢in O6nemli bir 6zelliktir. Mevcut
calismalarda ve biyomedikal iirlinlerde BS yara ortiisii olarak kullanilmaktadir.
Pek cok farkli biyomalzeme ile kompozit haline gelebilen BS’nin keratin ile
olusturdugu kompozitinin, deri ikamesi olarak daha o©nce bir kullanimina
rastlanmamistir. Bu konuda tezimi yiiriittiigiim laboratuvarda ayrintili bir ¢aligma
yapilmis ve yaymlanmistir. Ancak kullanilan BS por capr ile ilgili bir

modifikasyon yapilmamustir.

Deri iyilesmesinde en 6nemli unsurlardan biri, 1yilesme esnasinda yeniden
olusan damarlardir. Ancak agik veya kronik yaralara damarlanma i¢in dogrudan
uygulanan biliyiime faktorleri kanser hiicrelerinin olugsmasina ve/veya ¢ogalmasina
yol acgabilmektedir (Davidson ve ark., 2013). Keratinositlerin kendi {irettigi
biiyiime faktorlerinde ise bdyle bir bulguya rastlanmamustir. Ozellikle, kronik

yaralardaki eksikligi bilinen biiyiime faktorleri, yara dokusunun tamirinde gorev



alacak hiicrelerin gogilinii sagladigi i¢in iyilesme asamasinda Onem tagiyan
unsurlardan biridir. Yara dokusunda olusan yeni damarlar ise gé¢ eden hiicrelerin
oksijen ve besin agisindan zenginlesmesini saglayarak, yeni olusacak dokuya

kaynak tasiyacaktir.

Bu tez ¢alismasinda BS’nin porlu yapisini arttirmak iizere iki farkli yontem
kullanilmisgtir. Her iki yontemde de por c¢apini arttirmak i¢in ortamdan
uzaklastirilabilecek, BS iireten mikroorganizmalarin {iretim kapasitesini
etkilemeyen, besin olarak kullanilmayan ve toksik etkisi olmayan agar
kullanilmistir. Agar, BS iretim besiyerine eklenmis ve iiretim sonrast BS
membranlar1 hasat edilerek ardindan yiiksek sicaklikta yikama islemleri ile
yapidan uzaklastirilmis ve bulunduklar1 bolgeler yapida porlart olusturmustur.
Daha sonra derinin énemli bir bileseni olan ve keratinositlerin biiylimesini tesvik
eden keratin kullanilarak biyokompozit malzeme olusturulmus ve karakterize

edilmisgtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri

Epidermis, dermis ve deri alti dokusu olmak {iizere 3 tabakadan olusan
deri, yerine getirdigi bariyer, homeostas ve duyu fonksiyonunun yaninda dis
gorliniim i¢in de 6nemli bir organdir (Sekil 1). Dis tabakada bulunan, ince yapida
ve damar icermeyen epidermis, ¢ogunlukla keratinosit hiicrelerinden meydana
gelir ve az miktarda melanosit Lagerhans ve Merkel hiicreleri barindirir (Javier ve
Ackerman, 2001). Ayrica ince oldugu ic¢in derinin mekanik dayanimina ve
davranigina etkisi ¢ok diisiiktiir. Keratinositlerin yapisinda bulunan keratin hiicre
ici dayanikliligr arttirir. Ayrica baglanti komplekslerinden olan dezmozomlarin
(makula adherens) yapisina katilan keratin filamanlar1 (tonofilamanlar)
araciligiyla keratinositler arasi baglantiyr saglarlar. Boylece epidermis tabakasi
hem viicudu sararak fiziksel biitlinliigli saglar hem de patojenlere karsi bariyer
gorevi goriir. Diger tabaka olan dermis ise, viicut bolgesine gore degismekle
birlikte 2 - 4 mm kalinligindadir ve vaskiiler yap1 gosterir. Dermiste hiicreler arasi
destek dokusu ve fibroblast hiicreleri, sinirler, damarlar, lenfatik yapilar, ter ve
yag bezleri, tirnak ve kil folikiilleri yer almaktadir. Dermisin yapisinda birgok
protein bulunur, bunlarin basinda kolajen, elastin ve keratin gibi proteinler gelir.
Bu proteinler, epidermiste oldugu gibi, dermise de fiziksel dayanim ve esneklik
saglarlar (Nyame ve ark. 2015). Insan derisinin ¢ekme dayanimi 17.9-36.5 Mpa,
elastisite modiilii ise 56.8-141.11 Mpa arasinda degigsmektedir (Gallagher ve ark.
2012).

Deri, insan hayatt boyunca pek ¢ok kez hasar goren bir organdir. Yaralar,
tyilesme donemlerine gore akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilir (Dreitke ve
ark., 2015). Akut yaralar, saglikli bireylerde zamanla iyilesebilecegi gibi genis
yiizeyi kaplayan yaralarin iyilesme donemi tibbi miidahale ile hizlandirilabilir.
Kronik yaralar ise derinin kendisini tam olarak tamir edemedigi yaralardir. Bu
durum genelde pek cok patolojik sorundan otiirii ortaya ¢ikabilecegi gibi genelde,

yanma, diyabet ve obezite gibi durumlarda goriilmektedir (Guerra ve ark. 2018).
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Sekil 1: insan derisinin yapis1 (Guerra ve ark, 2018)

Deri hasar olustuktan sonra yara iyilesme prosesi baslar. Yara iyilesmesi
genel olarak 4 ayr1 safhada incelenir: hemostati, enflamasyon, proliferasyon ve
doku modellemesi (Singer ve Clark, 1999). Hemostati, acik yara iizerinde platelet
ve fibrin iplik¢iklerin koagiilasyon ile bir kabuk olusturmasi ve kan kaybini
azaltmasidir. Koagiilasyonun aksine, plateletler PDGF (platelet derived growth
factor) salgilayarak kanamanin durmasi i¢in hiicresel aktiviteyi hizlandirirlar.
Enflamasyon sathasinda ise, yara bolgesi yabanci partikiiller, bakteriler ve o6li
dokulardan temizlenir. Yara bolgesine gelen noétrofiller dnce patojenleri ortadan
kaldirirlar. Ardindan makrofajlar bolgeye goc ederek temizleme islemine devam
ederler. Notrofil ve makrofajlar c¢esitli kimyasal sinyaller salgilayarak diger
hiicrelerin, yani keratinosit, fibroblast ve endotel hiicrelerin, bolgeye gociinii
baslatir (Tranquillo ve Lauffenburger, 1987). Proliferasyon sathasinda doku
olusumu baslar, yeniden epitel hiicrelerin c¢ogalmasi ve vaskiilarizasyon
gozlemlenir. Fibroblastlardan salgilanan biliylime faktorleri artarak kolajen ve
ECM (ekstra selliller matriks) olusumu artar, bu yapilar da saglikli derinin
yapitaslarini olusturmaktadir (Chiquet ve ark., 2009). Fibroblastlardan salgilanan
bliylime faktorleri ayrica keratinositlerin de ¢ogalmasim1i  hizlandirr,
keratinositlerin ¢ogalmasi yeniden epitelizasyona ortam hazirlar. Epitel hiicrelerin
artmast da neovaskilarizasyona, yani derideki kilcal damarlarin yeniden
olusumuna ortam hazirlar. Neovaskiilerizasyon deri iyilesmesindeki Onemli

asamalardan biri olup, yara bdlgesinin ihtiyaci olan besin ve oksijeni yeniden



olugsan hiicrelere tasimakla gorevli olan kilcal damarlarin yeniden olusumu
anlamma gelir (Du ve ark., 2005). Yara yiizeyi kapandiktan sonra doku olusum
safhasi baslar. Bu donemde ECM’nin bdlgeye yeniden dagilimi ve diizenlenmesi
meydana gelir. Bu diizenlenme sonucunda yara bolgesinin hacmi deri iizerinde
kiigtiliir. Ayrica, kolajen III yapilar1 fibroblastlar tarafindan hizlica kolajen I
yapilarma ¢evrilir, bu da derinin yara dokusu iistiindeki dayanimini saglar. Doku
olusum donemi diger sathalara gore ¢ok daha uzun siirmekle beraber, yara
bulunmayan deri bolgesine nazaran daha zayif dayanima sahip olmaktadir

(Maurice ve ark, 2013).

Kronik yaralarda, yukarida bahsedilen safhalarin bir veya birkaginin
gerceklesmesinde aksamalar gozlemlenmistir. Genelde, enflamasyon ve
proliferasyon safhalarinda olusan bu aksamalar, yaralarin tam olarak iyilesmesini
engellemektedir (Enoch ve Leaper, 2008). Yara iyilesmesini etkileyen en biiyiik
etmenlerin, saglikli oksijen iletimi, vaskiiler yapt ve difiizyon mesafesi oldugu

bilinmektedir (Davidson ve ark., 2013).

2.2 Bakteriyel Seliiloz

Temel iireticileri bitkiler olan seliilozun, mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen formu olan BS, bitkisel seliilozla ayn1 kimyasal formiile sahip olmasina
ragmen (Sekil 2), tasidig1 farkli fiziksel ozellikleri ve safligi ile son yillarda
biyomedikal ve hiicre-doku kiiltiirii tekniklerinin ilerlemesi sayesinde 6zellikle
medikal alandaki potansiyeliyle 6n plana ¢ikmaktadir (Hornung ve ark. 2006;
Jozala ve ark. 2016). B(1-4) baglar1 ile tekrarli olarak birbirine baglanan
glukopiranoz seker (C¢H;9Os), formiiliine sahip BS, lineer bir yap1 gosterir
(Festucci-Buselli ve ark. 2007). BS'nin sahip oldugu fiziksel 6zellikler, yiiksek 1s1l
ve fiziksel dayanim, yiiksek su tutma kapasitesi, bu lineer baglanma yapisinin
bitkilerdeki gibi lignin ve pektin gibi yapilarla kesintiye ugramamasindan
kaynaklanmaktadir. ~ Yapilan = ¢aligmalara  bakildiginda  yaygin  olarak
Gluconacetobacter xylinus (Acetobacter xylinum) (Sekil 3) olmak iizere,
Aerobacter  Achromobacter, Alcaligenes,  Agrobacterium, Azotobacter,
Pseudomonas, Sarcina ve Rhizobium tiirleri tarafindan sentezlenebilen BS, hiicre
dis1 bir polimerdir (Cheng ve ark. 2011, Wei ve ark. 2011).
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Sekil 2: Seliilozun molekiiler yapis1 (Guerra ve ark, 2018)

BS, ekstra selliiler matrikse (ECM) benzemesi ve toksik olmayan yapisi
sebebiyle yiiksek biyouyumluluga sahiptir. Protein yapida degil karbohidrat
yapida olmasiyla biliyik oranda non-immunojenik yapidadir (Petersen ve
Gatenholm, 2011). Biyouyumlulugu arastirmak igin hem in vivo hem de in vitro
caligmalar yapilmistir. In vivo ¢alismalardan, NIH3T3 fibroblast hiicrelerinin
ekilen BS ylizeyinde 48 saat inkubasyonda tutulduktan sonra, hiicrelerin saglikli
bir tutunma ve ¢ogalma gostermesi biyouyumluluga ornek gosterilebilir (Cheng
ve ark, 2011). Bir baska calismada ise BS yapisinda inkiibe edilen insan damar
endotel hiicrelerinin hem yatay hem de dikey yonlerde biiylime gosterdigi ve
naovaskiilerizasyon i¢in hiicre gocii gergeklestirdigi gozlemlenmistir. Ancak,
oksijen dagilimindaki gradient farkindan 6tiiri, 5 mm kalin BS membranlarinda
hiicre penetrasyonunun ve adhezyonun zayifladigi bulgular arasindadir (Jeong ve

ark., 2010)
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Sekil 3: Calisma sirasinda G. xylinus tarafindan iiretilen BS nanofibrilleri (Ilmenoz)



Coklu tabaka fermentasyon yontemiyle iiretilen BS filmleri disiik
sitotoksisiteye ve hiicreler i¢in iyi bir proliferasyon ortamina sahiptir. BALB/c
farelerin sirtinda agilan tam deri yaralarinda 7 giin boyunca hem ticari yara
ortiileri hem de islemden gegmemis BS membranlan yerlestirilerek iyilesme hizi
takip edilmistir. Sonuglar, BS’nin ticari yara Ortiileriyle ayn1 sonuglart verdigini
gostermistir ve herhangi bir enfeksiyon veya kontaminasyona yol agtigi

gozlemlenmemistir (Mohd Amin ve ark., 2012).

BS hidrojel yapisinda bir biyopolimer oldugu i¢in antimikrobiyal 6zelligi
saglayan diger bilesikler ile modifiye edilebilir bir yapidadir. Bununla beraber BS
antimikrobiyal 06zelligi bilinen glimiis elementiyle nanokompozit yap1
olusturabilmektedir. Bu nanokompozit yap: yiiksek oranlarda antimikrobiyal ve
antifungal yapidadir (Rai ve ark., 2009). BS fibrilleri iizerine hiicre tutunmasini
arttirmak icin yapin 1slaklik, goézeneklilik ve yiizey modifikasyonlar: iizerine
calismalar da yapilmistir. Bu c¢alismalardan biri plazma teknigi ile hiicrenin
viicutta bulundugu ECM ortamint BS {izerinde taklit etmektedir. Mevcut
biyouyumlulugu arttirarak yapilan c¢aligmalarda, BS’nin temel 6zelliklerini
kaybetmeden yapilan modifikasyonlar hiicre tutunmasint ve biyofonksiyonu
arttirmistir (Chu ve ark., 2002). BS biyoyuyumlulugunu arttirmak i¢in yapilan
calismalardan biri de BS yilizeyine ECM bilesenlerinden olan hyaluranon
eklenmesiyle gergeklestirilmistir. Bu g¢alisma sonucunda fibroblast, epitel ve

keratinosit sayisinda artis gozlemlenmistir (Li ve ark, 2014).

BS ilag salim sistemi g¢alismalarinda da kullanilan bir biyopolimerdir.
Lidocaine ve ibuprofen ile iki ayr1 ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarda BS, jel
ve sivi ortamlarla karsilastirilmistir. BS, ibuprofen calismasinda toplam ilacin
%9011 20 dakikada ortama salmistir. Lidocaine ile yapilan ¢aligmalarda ise diger
kontrol ortamlarina kiyasla dikkat c¢ekecek bir yavashikta ilag salinimim
gerceklestirmistir (Trovatti ve ark., 2011). Bir bagka denemede ise parasetamol
model tabletin iistiinde kaplama olarak BS kullanilmistir. BS’nin sahip oldugu
fizyokimyasal, morfolojik ve termal 6zelliklerin kontrolii sonucu BS’nin
parasetamol taginmasinda c¢ok iyi bir aday oldugu gézlemlenmistir. Ayrica BS nin
yumusak esnek ve katlanabilir olmas1 ve herhangi bir bagka katki maddesine de

ithtiya¢c duymamasi 6nemli 6zelliklerindendir (Mohd Amin ve ark., 2012).



G. xylinus ile yiiksek verimli ve tiretimi goreceli olarak kolay BS tiretimi
yapilabilmektedir. Organizmanin patojen olmamasi, meyve ve meyve irilinlerinde
bulunmasi ve Dogu Asya llkelerinde gida irlinlerinde kullanilmasi,
Gluconacetobacter suslarim1  (Gluconacetobacter xylinus, Gluconacetobacter
hansenii, Gluconacetobacter swingsii ve Gluconacetobacter rhaeticus) 6zellikle

medikal amagli liretimlerde 6n plana ¢ikarmaktadir (Klemm ve ark. 2006).

BS, statik kiiltiirde besin ortami igerisinde sivi-hava ylizeyinde lretilir ve
kiiltiir kabinin yiizey alani biiytikliigiinde ve seklinde (kare, daire, dikdortgen) BS
membrant elde edilir (Brown 2004). Uygun bir kiiltivasyon kabi kullanilarak
kolaylikla istenen sekilde BS membranlar1 elde edilebildigi gibi (Sekil 4)
inkiibasyon siiresinin degistirilmesi ile de kalinlig1 ayarlanabilir veya besin ortami
bilesenlerinin  kompozisyonunun degistirilmesiyle kompaktligi bir miktar
degistirilebilir. Farkli amaglara yonelik olarak yapilan calkalamali kiiltivasyon
sartlarinda ise BS, membran seklinde degil pellet seklinde de iiretilebilmektedir
(Tanskul ve ark. 2013).

Sekil 4: Dikdortgen kapta statik kiiltiirde siv1 besiyeri yiizeyinde iiretilmis dikdortgen
sekilde BS membran (Ilmenéz tarafindan laboratuvarda cekilmistir 2019)



2.3 Bakteriyel Seliiloz Esash Kompozitler

Bakteriyel seliiloz:

e Yiksek saflikta nanofibril ag yapisi (<120nm), (Yamanaka ve ark.1989;
Cannon & Anderson 1991),

e Yiiksek kristalinite (%70-80) ve polimerizasyon derecesi,

e Yiiksek su emme ve tutma kapasitesi (>%99),

e Cok fazla sayida molekiil i¢i ve arasi hidrojen bagi ile kararli yapist,

e Yiiksek cekme kuvveti (138 gpa elastisite modiilii 2 gpa ¢ekme dayanimi)

ve biyouyumlulugu

basta olmak iizere katlandiginda seklini koruyabilen, esnek ve gerek iiretim
esnasinda gerekse lretim sonrasinda modifikasyonlara uygun bir polimerdir
(Tablo 1) (Jonas & Farah 1998, Iguchi ve ark. 2000, Klemm ve ark. 2001, Hong
ve Qiu 2008). Bu modifikasyonlar sayesinde BS’nin mevcut 6zellikleri istenen

amaca gore iyilestirilme potansiyelindedir (Czaja ve ark. 2006).

Berberin hidroklorid ve berberin siilfatin kontrollii tasinmasinda da BS
kullanilmistir. Salinma denemeleri ve transdermal deneyler sonucunda BS’nin ilag
tasimasint mevcut ticari Uriinlere kiyasla ¢ok daha uzun siirede gerceklestirdigi
gozlemlenmistir. Dondurulan ve kurutulan 10 mm kalinlifinda BS
membranlarinda yapilan DOSY (diffusion-ordered spectroscopy) analizlerinde BS
ve ilaclar arasinda bir etkilesim goriilmiistiir. BS’nin yapisi, sivi ortam ve ilacin
¢Oziinebilirligi BS’nin ila¢ salmim hizin1 etkilemekte ve kontrollii hale
getirmektedir. Bu sayede kontrollii ila¢ salintminda oral veya transdermal yollarla

BS kullanilabilir bir aday durumundadir (Huang et al, 2011).

Doku miihendisliginde kullanilan {i¢ boyutlu doku iskelesi sistemlerinde

BS nanoyapilar1 da kullanilmaktadir. Saf nanoseliiloz fibril ag sistemi
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mikromimarisi bakterinin fermentasyon prosesi esnasinda kontrol edilebilir
durumdadir (Backdahl ve ark., 2008). Bu kontrolii saglamak i¢in parafin mumu ve
nisasta partikiilleri kullanilmistir. Uretimden sonra bu partikiiller ortamdan
uzaklastirilarak BS doku iskeleleri iiretilmistir. Uretilen doku iskeleleri diiz
kaslara eklenerek, potansiyel kan damari olusumlari i¢in incelenmistir.Ancak
paraffin ve nisastanin yapidan tamamen uzaklastirilmas: agar gibi kolay

olmamaktadir.

BS’nin dayanimini ve olusan fibréz yapinin diizenliligini arttirmak i¢in BS
olusumu esnasinda ortama grafen oksit (GO) eklenerek GO/BS kompoziti
iiretilmistir. Bu denemede GO siispansiyonu BS kiiltiir ortamina homojen bir
sekilde eklenmis ve BS’nin ii¢ boyutlu yapis1 korunmustur. Boylece BS yapis1t GO
ile desteklenmis ve BS’nin fiziksel dayaniminda 9%20’lik bir artis
gbzlemlenmistir. Bu dayanim, doku miihendisligi calismalar1 ve doku iskeleleri

icin Onem tasimaktadir (Nandgaonkar ve ark., 2018)

Tablo 1: Medikal amagli yapilan BS modifikasyonlar1 Keskin 2015’den modifiye

edilmistir.

Modifikasyon

bileseni Uygulama Kaynak
qurokslapatlt Mekanik saglamllglp aftmam. ve Jing ve ark. 2013
ve jelatin sus tutma kapasitesinin diismesi
Altin - En sm - lfnm.ob.lhzasyonu ve Wang ve ark. 2011
nanopartikiiller | biyosensor iiretimi
Nikel Manyetik doku iskelesi | Thiruvengadam & Vitta,
Nanopartikiiller | gelistirilmesi 2013
Glimiis Antimikrobiyal yara ortisi | Ifuku, ve ark. 2009;
Nanopartikiil gelistirilmesi Barud ve ark. 2011
Karboksimetil o gt o . | Cheng ve ark. 2011;
seliiloz Mekanik 6zelliklerin degistirilmesi Huang ve ark. 2010
) ) ) ) e e . Grande ve ark. 2009;
Hidroksiapatit | Doku iskelesi gelistirilmesi Jing ve ark. 2013
Yara oOrtisu ggllstlrllm?51, j[ermgl Li ve ark. 2014: Lopes
Hyaluronan ve mekanik ozelliklerin
C . ve ark. 2014
tyilestirilmesi
Grafen oksit 'Bl.yorr%edlkal kullanim alaninda | Nandgaonkar ve ark.
lyilestirme 2014
qul-V1n11-alkol, Il'ag Faslma ve salinim Pavaloiu ve ark., 2014
Kitosan sistemlerinde

Poly-1-lizin

CHO hiicreleri tutunmasinin  ve

Culebras ve ark. 2015
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Kolajen canlilik oranlarinin arttirilmasi

Polietilenamin -

Gliserol diglisid = Atik su aritimi1 i¢in optimizasyon Wang ve ark. 2015
eter

xGnP - NC
Nanopartikiilleri

Nanomateryal iiretimi Erbas ve ark. 2015
Bakteriyel seliilozun, biyouyumluluk, yiiksek mekanik dayanim ve tiibiiler
formda iiretilebilme Ozellikleri ile yapay damar, iireter, iiretra, mesane veya
miyelin kilif (Helenius ve ark. 2006; Scionti 2010); biyouyumluluk, membran
seklinde tretilebilme ve yiiksek mekanik dayanim ozellikleri ile doku kiiltiirii

iskelesi, yara oOrtiisii veya yapay deri olarak kullanimi iizerine bir¢ok arastirma

yirltilmistiir (Czaja ve ark. 2006; Backdahl ve ark. 2008; Putra ve ark. 2010).

2.4 Keratin

Keratin, pek cok farkli hayvan tiiriinde iiretilen, genelde suda ¢oziinmeyen,
yiiksek kiikiirt igerikli ve filament yapidaki proteinlerden (Sekil 5) olusan, epitel
dokunun agirlikli yapitaslarini olusturdugu sag, tirnak, penge, boynuz, gaga ve tily
gibi organ ve dokularin temel bilesenidir. Sayilan organ ve dokulardan da
anlagilabilecegi gibi keratin, biyolojik sistemlerde iiretilen en saglam ve dayanikl

materyallerden biridir (Javier ve Ackerman, 2001).

cC

F 8-172nm‘i

Monomer —» Dimer —— Tetramer — Protofilament — Intermediate filament

Sekil 5: intermediate filamentlerin yapisal organizasyonu (Guharoy et al., 2013)
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Keratinler alfa, beta ve amorf olarak siniflandirilabilir. Alfa ve beta yapilar
karakteristik filament yapiya sahiptirler. Filamentlerin ¢ap1 alfa keratinde 7, beta
keratinde 3 nm boyutundadir. Bu filamentler amorf keratin matriksinin i¢indedir.
Alfa keratin yapilar1 kendi iclerinde sarmallar olustururken, beta keratinler diiz

yiizey seklindedir (Javier ve Ackerman, 2001).

Hayvanlarda bahsedilen keratin yapilari, epitel hiicrelerin yapitaglarini
olustururlar. Yiiksek oranda keratin iceren epitel hiicreler de hayvan doku ve
organlarindaki polimerik kompozitleri olusturur. Keratin viicutta iiretilirken, orta
filament olarak adlandirilan bir birim yap1 lizerinden ¢ogaltilir. Orta filament
olusumunda 6nce tip I keratin baska bir tip II keratin ile heterodimer olusturur.
Heterodimerler, ters yonde olacak sekilde tetramerlere etkilesime girerler. Polar
olmayan onfilamentler, tetramerlerin uzamasindan sorumludur. Onfilamentlerin
bir araya gelmesiyle birim filament olusur. Tip I ve tip II keratinlerin bu
yapilardaki oran1 bulundugu dokuyla alakalidir. Bu oranlarin degismesiyle, basit
keratin yapilar (i¢ organlarin zarlari), tabakali keratin yapilar (epidermis) ve
yapisal keratinler (sa¢ ve tirnak) gibi yapilar meydana gelebilmektededir.
Keratinler, cogu proteolitik enzime dayaniklidir ve suda, seyrek asit ve bazlarda
coziinmezler. Bu sebeple hayvan sindirimine de katilmazlar (Verma ve ark.,

2008).

Insan sag1, hayvan kiirkii gibi yapilari olusturan keratin alfa tipi keratindir.
Alfa keratinin molekiiler yapisi sarmallanan yapilardan meydana gelir ve bu
yapiya alfa heliks ad1 verilmektedir. Dogada olusan tiim alfa heliks proteinleri sag
elli bir yap1 sergilemektedir. Heliks zincirlerini stabilize eden kuvvet ise hidrojen

baglaridir (Magin ve ark., 2007).
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2.5 Deri ikameleri ve Bakteriyel Seliilozun Deri Ikamesi Olarak

Kullanim Potansiyeli

Amerika’da yilda yaklagik 2.4 milyon yanik yaralanmasmin ~75.000
vakas1 hastaneye yatirilmakta ve bunlarin da 20.000 kadar1 viicut ylizeyinin en az
%25’ini iceren yaniklara sahip olmaktadir. Derinin yaklasik %60°’nin yandigi
durumlarda iyilesme tam olarak gerg¢eklesmedigi igin hastalarin hayatini yiiksek
oranlarda kaybettigi goriilmistiir (Beele, 2002; Jones ve Rehg 2002; Schulz ve
ark. 2000). Yanik vakalarinda, en sik tedavi bi¢cimi hastanin kendisinden alinan
deri tabakasimnin hasarlanmis bdlgeye yama olarak uygulanmasidir. Ancak
hastadan her zaman yeterli kalite ve biiyiikliikte deri elde edilemediginde, bu
tedavi uygun olmamaktadir. Bu durumda uygulanacak yontem yapay deri

ikamelerinin kullanimidir.
Yanik yaralarinda kullanilacak deri ikamelerinin;

e Enfeksiyona direng

e Su kaybini engelleme

e Kaydirici kuvvetlere kars1 koyabilme

e Diisiik maliyet

e Yaygin olarak bulunabilme

e Yiiksek raf omrii ve depolama kolaylig
e Antijen bulundurmamasi

e Kalinliginin ayarlanabilmesi

e Uzun siire yaranin istiinde kalabilme

e Diizensiz ylizeylere de uygulanabilme

e Kolay kullanim
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gibi Ozelliklere sahip olmasi beklenmektedir (Sheridan ve Tompkins 1999,

Haddad ve ark. 2017).

Ancak yukarida sayilan 6zelliklerin bir kismini tagiyan ticarilesmis yapay
deri ikamelerinin ¢ogunlugu, canli hiicrelerle (hastanin deri hiicreleri veya fare
hiicreleri) birlikte kullanilmasi gereken {iriinlerdir. Bu sebeple iiretim ve bakim
maliyetleri geleneksel tedavilere gore yiiksektir. Ayrica mevcut yapay deri
ikameleri sigir ve domuz kolajeni (Integra, TransCyteTM), fare hiicreleri
(EpicelTM), naylon nanofiberler (BioBraneTM) gibi alerjik reaksiyona yol
acabilecek bilesenler icermektedir. Hiicrelerinden arindirilmis kadavra derisi
(GammaGraft™, GraftJacket™) iceren bir diger {iriin grubu ise her zaman patojen
riski tasimaktadir. Kolajen iceren yapay deri ikameleri hari¢ diger ticarilesmis
iriinler neovaskiilarizasyonu (yeni damar olusumu) desteklememektedir.
Geleneksel deri nakli tedavisine gore yiliksek maliyet, alerjen igerik,
neovaskiilarizyonun desteklenmemesi ve patojen tasima riski, piyasadaki deri

ikamelerinin kullanimini sinirlamaktadir (Nyame ve ark., 2015).

BS sahip oldugu biyouyumluluk ve yiiksek su tutma kapasitesi nedeni ile
plastik cerrahi ve 6zellikle de yanik tedavisinde arastirilan bir malzemedir (Czaja
ve ark. 2006). Statik kiiltiirden elde edilen BS membrani steril edilebilir, biyolojik
olarak uyumlu, elastik, kullanim1 ve saklanmasi kolay, salgilar1 emebilen ve
gerekli nemi saglayabilen yapidadir. Ayrica tiretimi diisiik maliyetli, nanofiber ag
yapisina sahip ve kalinhigr kiiltiir kosullar1 ile ayarlanabilir 6zelikte bir
malzemedir (Bilgi ve ark. 2016). Yara iizerine ortii olarak kullanildiginda dokuyu
ikincil enfeksiyonlardan ve mekanik yaralanmalardan korumasinin yaninda klinik
denemelerle de iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir (Czaja ve ark.
2006; Czaja ve ark. 2006; Portal ve ark. 2009). Ozellikle yanik yaralarinda, su
kayb1 ve mikrobiyal kontaminasyon Onlenmesi gerek en onemli sorunlardandir.

On tedavi olarak eksizyon (yaray: kesip ¢ikarmak) ve devaminda cerrahi olarak
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graft eklenmesindeki temel amag¢ enfeksiyon riskidir (Rowan ve ark. 2015). BS,
membran yapisi sayesinde o bolgeyi izole etme ve yiiksek su tutma kapasitesi
sonucu hidrojel yapisi ile gerekli nemi saglama o6zelligindedir. Istenen temel
Ozellikleri tagtyan BS'nin yapay deri ikamesi ¢aligmalarina bir diger uygunlugu
da, ¢cok yavas bozunmasidir. Farelerde yapilan denemelerde, ilk 3 ay boyunca
herhangi bir bozunmaya rastlanmamistir (Backdahl ve ark. 2006; Mendes ve ark.
2009; Avila ve ark. 2014). Tavsanlarda yapilan 6 aylik bir baska denemede ise,
BS'nin enflamasyona yol agmadan ¢ok az miktarlarda parcalandigi goriilmiistiir
(Amorim ve ark. 2009). Yiiksek biyouyumluluga sahip BS, uzun siire viicutta
kalabilme kapasitesi sayesinde yara iyilesmesi tamamlanana kadar istenen

fonksiyonlarini koruyabilmektedir.

Bakteriyel seliillozun viicut ile yiiksek biyouyumlulugu ve ince bir
membran (film) seklinde diiretilebilir olmasi biyoyapay deri ikamesi olarak
kullaniminda 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Literatiirde BS {izerinde tutunma
afinitelerinin zayif oldugu bildirilen deri fibroblastlar1 (Detroit hiicre hatti)
gelistirilen keratin igeren BS esasli yeni kompozit biyomalzeme iizerinde 1yi bir
tutunma profili sergileyerek kendi morfolojilerinde gelisme gdstermislerdir
(Keskin ve ark. 2017). Keratin ile yapilan c¢alismalar hem alternatif diger
malzemeler (aljinat ve hidrokolloid) (Davidson ve ark. 2013) hem de geleneksel
yanik tedavilerine gore daha olumlu sonuglar vermistir. Keratinin yara iizerindeki
etkilerinin incelendigi klinik c¢alismalarda (yanik), keratin igeren jel ve
merhemlerle uygulanan tedaviler hastalarin ortalama iyilesme siiresini yariya
distirmistiir (Loan ve ark. 2016). Farelerde yapilan deneylerde ise keratinin,
derideki yaralarin iyilesmesini hizlandirdigi ve neovaskiilarizasyonda etkili
oldugu gosterilmistir. Ayn1 denemede, keratin tedavisi uygulanan deneklerde, bir
hafta sonunda yiizeysel yaralarda deri iyilesmeye baglamis ve eski damar aglarini

tekrar olusturmustur, kontrol grubunda ise dokular hemen iyilesmeye
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baslayamamistir (Wang ve ark. 2017). Biiyiik ve iyilesmeyen yaralarda keratin

iceren BS esasli deri ikamesinin iyilesmeyi hizlandirma potansiyeli yliksektir.

2.6. Deri iyilesmesi ve Neovaskiilerizasyon

Yapay deri caligmalarinda asil amag, hastanin kendisinden graft almadan,
deri {lizerindeki iyilesmeyi saglayabilmektir. Bu sebeple kronik ya da akut
yaralarda, biyouyumlu, alerjik olmayan, iyilesmeyi hizlandirici, derinin islevini
koruyucu ve yara sonrasi doku kaybini en aza indirecek yapay deri ikamesi
olabilecek iiriinler aragtirilmaktadir. Yakin zamanda adipoz doku kaynakli kok
hiicre ve fibrin kaplanmis keratinositlerden olusan doku iskelesinin deri dokusu
olusturulmasi ve hayvan denemeleri ile test edilmesini arastiran bir ¢aligma da
iilkemizde gerceklestirilmistir (Ozpur ve ark. 2016). Yapay deri iiriinleri, tiretim
cesitlerine gore, hiicresel ve hiicre barindirmayan olmak tizere ikiye ayrilirlar.
Hiicre bulundurmayan yapilar, hiicrelerinden arindirilmis deri veya molekiiler bir
iskele icinde tutulan hyaluronik asit, kolajen ve fibronektin gibi iyilesmeyi
hizlandiric1 bilesenler iceren yapilardir. Hiicresel iirlinler ise dogrudan hastadan
alian keratinosit ve fibroblastlarin doku iskelesi i¢cinde iiretilmesiyle olusturulur.
Yapay deri ikamelerinin bir diger smiflandirmasinda ise dermal (riinler,
epidermal {riinler ve dermal/epidermal f{iriinler olmak {izere 3 gruba
ayrilmaktadir. Derinin hangi bolgesinde kullanilacagina gore yapilan bu
siniflandirmada dermal/epidermal iirlinler tim deri tabakasinin kayboldugu
durumlarda kullanilir (Haddad ve ark. 2017). Bu tez ¢alismasinda hedeflene iiriin,
bu smiflandirmalar kapsaminda ‘“hiicre bulundurmayan iyilesmeyi hizlandirici
bilesenler (keratin) igeren deri ikamesi” veya ‘“dermal/epidermal deri ikamesi”

olarak degerlendirilebilir.

Insan deri dokusu keratinositlere ve fibroblastik hiicrelere sahiptir. BS

iizerinde lreyen ancak yayilma gostermeyen fibroblastlarin (Sanchavanakit ve
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ark. 2006) daha oOnce calismami yiirittiigiim Medikal Biyoteknoloji
laboratuvarinda tamamlanan bir TUBITAK projesi kapsaminda BS/keratin
biyomalzeme iizerinde orjinal morfolojilerinde kiimelenmeden gelismeleri
saglanmistir (Sekil 6) (Keskin ve ark., 2017). Burada keratin, hiicre penetrasyonu,
baglanma ve yayilmasina ortam saglayan, uygun ii¢ boyutlu bir matris olusturarak
(Magin ve ark. 2007; Izawa ve ark. 2006) BS'nin deri ikamesinde
kullanilabilirligini arttirmistir. Keratin kaynagi olarak insan sa¢i kullanilmis ve
¢Oziiniir peptit formuna getirilen keratinin yiin ve insan sacindan elde edilen
keratinde bulunan I6sin-aspartik asit-valin ve glutamik asit-aspartik asit-serin
molekiillerinin  hiicre baglanmasin1  destekleme yeteneginde oldugu rapor

edilmistir (Verma ve ark. 2008).

Sekil 6: Detroit hiicrelerinin 5. giin SEM fotografi a) BS kontrol, b) keratin ile modifiye
edilmis BS (Keskin ve ark., 2017)
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Hiicre = ¢ogalmasi  (proliferasyon), yara iyilesmesinin  6nemli
basamaklarindandir. Bu basamakta, yara dokusunda bir ka¢ degisim birden
goriiliir, bunlar; neovaskiilarizasyon, kolajen miktarinin artmasi, graniiler doku
olusumu, epitel doku olusumu ve yara dokusunun kii¢lilmesidir. Yara olustuktan
yaklagik 3 giin sonra fibroblastlar dokularin arasindan sizarak, hiicre gogiini
baslatir (Midwood ve ark. 2004). Yara iyilesmesinin en dnemli bilesenlerinden
biri hiicrelere oksijen ve besin maddeleri tedarik eden ve atik iirlinleri ¢ikaran
fonksiyonel kan damarlarinin varligidir (Jain ve ark. 2005). Neovaskiilarizasyon
olusmadig1 durumlarda deride tahrip goren damarlarin etrafindaki dokular oksijen
ve besin transferini diizgilin ger¢eklestiremediklerinden etkin iyilesme saglanamaz.
BS membranlarina tedavi i¢in kullanilacak ¢esitli etken maddelerin yiiklemesi
yapilabilir ve bdylece yara iyilesme siireci hizlandirilabilir. Tez c¢alismasinda
BS’nin deri ikamesi olarak kullanilabilecek ileri calismalari planlanirken
gelistirilen ~ BS/keratin  kompozit biyomalzemenin  neovaskiilarizasyonu
destekleyecek ilave bir bilesenle yiliklenmesine gerek yoktur. Yara dokusunda
neovaskiilarizasyonu tetiklemede hiicreler bazi biyolojik sinyaller salgilar.
(Martin, 1997). Keratinositlerin yara dokusunun etrafinda yeniden yer alabilmesi
icin kendi iskeletlerinde bulunan keratinle hiicreler arasi bir bag olusturmasi
gerekmektedir. Bu yapiy1r hizlandirmak i¢in yara dokusuna keratin uygulamak

dolayl1 olarak yara iyilesmesini hizlandiracaktir (Davidson ve ark. 2013).

Bu bilgiler 1s1ginda por ¢apir arttirilmis keratin igeren BS esasli yeni
kompozit biyomalzeme keratinosit hiicrelerinin tutunma ve cogalmasini tesvik
edecek ve bu hiicrelerden VEGF (Damar Epiteli Biiyiime Faktorii-Vascular
Endothalial Growth Factor) salgilanmasina yol agarak neovaskiilarizasyonu
destekleyecektir (Sekil 7). Diger yandan, yara dokusuna dogrudan VEGF
verilmesinin damarlasmay1 tetikledigi boylece, kanser dokusunun yayilmasini

hizlandirarak kanser olusumuna yardimci oldugu goriilmiistiir (Cheng ve ark.
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2011). Bu durumun ortaya ¢ikmamasi i¢in yaraya dogrudan VEGF uygulamak
yerine bu biiylime faktoriinii salgilayan keratinositler stimiile edilerek timor

olusum riski olmadan damar iiretimini saglanabilir.

Keratin

Keratinosit Biiyiime
Faktoru (VEGF)

Neovaskiilarizasyonun stimiilasyonu

Sekil 7: Neovaskiilarizosyonun baslama siirecinin sematik gosterimi

Giinlimiize kadar, nanofiberlerin arasina giren, iiretimden sonra kolaylikla
cikarilacak tuz, buz, seker ve jelatin gibi gozenek olusturan malzemeler
arastirmacilar tarafindan 6zellikle doku iskelesi ¢alismalarinda gézenek boyutunu
arttirmak i¢in kullanilmistir (Petersen & Gatenholm 2011; Ikada 2011). Ancak bu
malzemeler sivi besiyerinde BS iiretimine uygun olmadigindan bu proje
onerisinde degerlendirilmesi miimkiin olmamistir. BS’nin gdzenek boyutunu
arttirmak i¢in parafin ve nisasta kullanilan bir calismada parafin ile daha basarili
sonuglar elde edilmistir. Ancak mumsu yapida olan parafinin BS’den
uzaklastirilmas: i¢in etanol ile yiiksek sicakliklarda islem gerekmektedir
(Bickdahl ve ark. 2008). Lazer teknigi ise (Xiong ve ark. 2013; Xiong ve ark.
2015), homojen makrogézenek ve yeterli arabaglanti eksikligine neden
olmaktadir. ileri modifikasyonunu hedefledigimiz keratin iceren BS esash
kompozit biyomalzemenin gozenekli hale getirilmesinde literatiirde ilk defa
laboratuvarimizda uygulanan (Bayir ve ark. 2019) agar partikiil kullanimi

planlanmistir. Agar, kullanim1 kolay, mikroorganizmalar i¢in olumsuz etkisi
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olmayan ve nihai iiriinden sadece kaynatilarak uzaklastirilabilecek ideal bir

malzemedir.

Ozetle bu calismada istenilen biiyiiklik ve sekilde hazirlanabilen,
biyouyumlu, deri gibi bariyer islevi goren bir organ i¢in gerekli mekanik
dayanima ve esneklige sahip, icerdigi keratin sayesinde deri fibroblast hiicrelerini
destekleme potansiyelinde, neovaskiilarizasyon ve migrasyona uygun goézenek

yapisinda BS iiretimi hedeflenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez donemi boyunca yontem akisi1 asagida belirtildigi gibi ilerlemistir.

SAC ORNEKLERININ " L
FIZIKSEL OLARAK Glucanlicslcgtﬁlli};ltglx linus
KUCULTULMESI Y
SHINDAI YONTEMI In situ MODIFIKASYON
SAF KERATIN AGAR AGAR
ELDESI PARCALAMA DAMLATMA

MODIFIYE BS/KERATIN ELDE EDILMESI

|

KARAKTERIZASYON TESTLERI
*  Mekanik Cekme Testi
* Fourier Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR)
* Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Sekil 8: Tez siiresince izlenen cahismalar

3.1 G. xylinus Aktivasyonu ve Asi Kiiltiirii Hazirlanmasi

BS iiretiminde mikroorganizma olarak Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178

susu ve Hestrin & Schramn besiyeri kullanilmistir.
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Hestrin & Schramn besiyeri (pH 5.0): (Hestrin ve Schramn, 1954)

Glukoz 20 gr
Na,HPO, 2,7 gr
Bakto Pepton Ser
Maya Ekstrakti Ser
Sitrik Asit 1,15 gr
Distile Su 1000 ml

G. xylinus susu -20 °C’de bulunan stok c¢ozeltiden alinip 6nce oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan, 10 ml Hestrin&Schramn ortami bulunan
tiiplerde iiretilmeye baslanmustir. Bu tiipler, 5 giin boyunca 30° C’de kiiltivasyona
birakilmistir. Kultivasyona birakilan tiipler BS iiretimi gerceklestikten ve 1s1k
mikroskobunda  kontaminasyon  kontrol edildikten sonra, 100 ml
Hestrin&Schramn ortami igeren 250 ml hacmindeki erlenlere eklenmislerdir.
Erlenler 30°C’de 24-36 saat boyunca 150 rpm calkalama hizinda inkiibe
edilmigtir. Bu teknik ile pellet seklinde BS olusumu saglanmis ve asilama (%2
v/v) i¢in kullanilmistir(Sekil 8).

3.2. Agar Partikiillerinin Olusturulmasi

Agar partikiillerinin olusturulmasinda agar pargalama ve agar damlatma

yontemleri uygulanmustir.

Agar parcalama: Yiizde 2 w/v oraninda agar Hestrin&Schramm besiyeri

icerinde hazirlanmis ve otoklavda steril hale getirilmistir. Ardindan yaklasik 50-
60 ° C’ye sogudugunda igerisine katilasincaya kadar steril hava basilmustir.
Burada amag katilasmakta olan agarin igerisine havanin hapsedilmesini saglamak
ve dolayist ile daha sonra parcalanarak partikiil haline getirilen agar igerisine
hapsolmus hava kabarciklar1 nedeniyle bu partikiillerin sivi besiyerinde yiizeyde
kalmas: saglanmaya calisilmistir. Agarin soguyarak tamamen katilagmasinin
ardindan steril blender ile parcalanmis ve iiretim yapilacak erlenlere ilave

edilmistir.
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Agar damlatma: Yiizde 2 w/v oraninda agar Hestrin&Schramm besiyeri

icerinde hazirlanmis ve otoklavda steril hale getirilmistir. Ardindan sicak agar
cozeltisi (80 °C) siringaya alinarak soguk steril Hestrin&Schramm besiyerine
aseptik kosullarda damlatilarak agar partikiilleri olusturularak ve iiretim yapilacak

erlenlere ilave edilmistir

3.3. Por capi arttirilmas BS iiretimi

Bakteriyel seliiloz statik kiiltiirde uygun besin ve sicaklik sartlarinda
mikroorganizma tarafindan besiyerinin sivi-hava ara ylizeyinde iiretilmektedir.
Her bir mikroorganizma tarafindan hiicre disina salgilanan ¢ok ince seliiloz
nanofiberleri disarida siki bir ag yapist olusturmaktadir. Sekil 3’te bakteriyel
selilloz fibrilleri goriilmektedir. Calismada, organizma seliiloz fibrillerini
iiretirken yani BS membrani daha olusturulurken gozenekli sekilde olusturulmasi
(in situ) saglanacaktir. Bunun i¢in daha Once uygulanan agar partikiil yontemi

(Bayir ve ark. 2019) modifiye edilerek kullanilmistir.

Bu asamada iki farkli deney ve bir kontrol deney diizenegi kurulmustur.

Yontem I:

250 ml’lik erlenlerde 100 ml ¢alisma hacminde Hestrin & Schramn besiyeri
hazirlanmis ve onceden hazirlanmig steril agar partikiilleri (Sekil 9) besiyerine
ilave edilerek (5w/v) 3.1. bashiginda anlatildig1 sekilde hazirlanan as1 kiiltiirii ile
%2 v/v oraninda inokiile edilerek statik kiiltirde 30°C’de 5-7 giin inkiibe
edilmistir (Sekil 10).



Sekil 9: Hazirlanan agar partikiilleri

Yontem II:

250 ml’lik erlenlerde 100 ml c¢alisma hacminde Hestrin & Schramn
besiyeri hazirlanirken besiyerine %0,1-0,3 w/v agar ilave edilerek besiyerinin
vizkozitesi arttirllmistir (Tez kapsaminda yapilan daha onceki ¢alismada %0,3
w/v lzeri agar varlig firetimi olumsuz etkilediginden {ist limit burada
tutulmustur). Ardindan Yontem [’deki gibi agar partikiilleri besiyerine ilave
edilecek (%5 w/v) ve daha 6nceden 30°C’de 150 rpm galkalama hizinda 24-36
saat Hestrin & Schramn besiyerinde inkiibe edilerek aktif hale getirilmis G.
xylinus %2 v/v oraninda inokiile edilerek statik kiiltiirde 30°C’de 5-7 giin inkiibe

edilmistir.

Hedeflenen BS membran kalinligina (4-4,5 mm) ulasildiginda inkiibasyon
sonlandirilmistir.  Inkiibasyon sirasinda bakteriyel seliiloz {iretilirken agar
partikiillerinin seliiloz igerisine hapsolmasi saglanmistir. Uretim tamamlandiktan
sonra BS membranlar yiiksek 1sida hiicresel artiklarindan temizlenme agamasinda
yaptya hapsolmus agarin da eriyerek uzaklastirilmas:t ve BS fibrilleri igerisinde

bosluklarin olusturulmasi saglanmistir.

Daha sonra uygun gozenek yapisini ve c¢ekme dayanimini saglayan
sartlarda hayvan denemelerinde kullanilmak tizere gelik tepsilerde (24x30 cm)

biiylik 6l¢ekli tiretimler gerceklestirilmistir
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Kontrol:

250 ml’lik erlenlerde 100 ml c¢alisma hacminde Hestrin & Schramn
besiyeri hazirlanarak steril edilmistir. Ardindan daha 6nceden 30°C’de 150 rpm
calkalama hizinda 24-36 saat Hestrin & Schramn besiyerinde aktif hale getirilmis
G. xylinus kiiltiiriinden %2 v/v oraninda inokiile edilerek statik kiiltiirde 30°C’de

5-7 giin inkiibe edilmistir.

Sekil 10: Yontem 1’e gore inokiilasyon yapilan G.xylinus iiretimi

3.4 Bakteriyel seliilloz membranlarinin hasati ve temizlenmesi

Bakteriyel seliilozun, agar partikiillerinden, besin ortami artiklarindan ve
mikrobiyal hiicre kalintilarindan uzaklastirilmas: i¢in destile su icinde
kaynatilarak arindirilmasi gerekmektedir. Hasat sirasinda BS iiretim ortamindan
uzaklastirildiginda, besin ortamiyla ayni renktedir. BS i¢in yaygin olarak
kullanilan saflastirma yontemi seyreltilmis NaOH alkali ¢ozeltisi ile kaynatma ve
destile su ile durulama prensibine dayanmaktadir. BS saflastirmak icin genel
olarak 0,1 M NaOH alkali ¢ozeltisi ile 60-90 °C arasinda 20 dk — 4 saate kadar
bekletmenin ardindan destile su ile kaynatilarak durulama islemi
gerceklestirilmistir (Keskin ve ark. 2017). Yikama islemi ile seliiloz fibrilleri

tamamen hiicresel artiklardan ve i¢erdigi agar partikiillerinden arindirilmastir.



26

3.5 Shindai Oziitlemesi ve Keratin Cozeltisi Hazirlanmasi

[zmir’de kuafdrlerden boyasiz ve agarmamus saclar etik kurul onay ile
[Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul (13-12.1/12)]
toplanmis ve % 0,5 sodyum dodesil siilfat (SDS) ile yikanarak destile su
igerisinde bekletilmistir. Ardindan geriye kalan tiim kirliligi uzaklastirmak igin
saglar n-hegzan igerisinde 12 saat boyunca ¢eker ocak igerisinde bekletilmistir. n-
Hegzan i¢inden almman Ornekler bir siire ¢eker ocakta bekletilip kurutulduktan
sonra, once makasla kiiclik parcalara ayrilmis ardindan degirmen kullanilarak

ogiitiilmiis ve toz haline getirilmistir.

Toz halindeki 20 g sacg; 25 mM tris (pH: 8,5), 2,6 M tiyoiire, SM iire ve %5
v/v oraninda 2-B- merkaptoetanol igceren 400 ml Oziitleme ¢oOzeltisi igerisine
alinarak, 50 °C’de 72 saat bekletilmistir. Ardindan 4500 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenecek ve {ist sivi por ¢ap1 2,5 um olan filtre kagidi kullanilarak filtre

edilmistir (Nakamura ve ark., 2002).

Elde edilen keratin ¢ozeltisi 1:50 oraninda destile su ile MWCO
(Molecular Weight Cut Off) 6-8 kDa olan diyaliz membran kullanilarak 10 giin
~25 °C’de diyaliz edilmistir. Diyaliz suyu her 12 saatte bir degistirilerek pH
kontrolii ile keratin ¢ozeltisinde hicbir tuz kalmayincaya kadar tekrarlanmistir.

Ardindan liyofilize edilerek kullanilincaya kadar saklanmigtir.

3.6 Keratin Yiikleme

Saflastirildiktan sonra kesilen (1-2 cm?) ve 121°C’de 15 dakika boyunca
steril edilen 1slak BS membranlar1 laminar akisli kabinde aseptik sartlar altinda
absorbladig1 suyun bir kismu filtre kagidi yardimiyla alinmig ve keratin ¢ozeltisi 6
farkli noktadan 1 ml hacimde BS membranlarinin iizerine damlatilarak

emdirilmistir (Keskin ve ark. 2017)
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3.7 Mekanik Egme ve Cekme Analizleri

Mekanik analizler Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde TA Instruments Q800 cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. 37°C’de gergeklestirilen analizlerde, malzemenin
¢cekme dayanimi Olgiilmiistiir. BS yapisim1 degistiren iki parametre olan keratin
modifikasyonu ve gozeneklilik i¢in ayr1 ayr1 denemeler yapilmistir. Denemeler
birim kalinlik T{zerinden yapildigi i¢in BS’nin kalinligi g6z Onilinde

bulundurulmamistir.
3.8 SEM (Taramal Elektron Mikroskopisi) Goriintiileme

Denemeler Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirilmistir. Preparat
hazirlig1 esnasinda, BS membranlarindan numuneler alinmis liyofilizasyon ile
kurutulmustur. Ardindan, 6rnekler Leica EM ACE600 Kaplama Cihaz1 ile %80
altin ve %20 palladyum ile kaplanmistir. Kaplama igslemi tamamlandiktan sonra

Taramal1 Elektron Mikroskopu ile goriintii ve 6l¢glimler alinmistir.
3.9 FTIR (Fourier Déniisiimlii Kiz1l Otesi Spektrometresi) Analizi

FTIR analizi Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Liyofilize
edilen orneklerde amid gruplarmin varligi incelenmis ve kontrol ornekleri ile

karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Agar Partikiil Eldesi

Agar partikiil elde edilmesinde iki farkli yontem izlenmistir. Uygulama
olarak bu iki yOntemin uygulama acisindan birbirine herhangi bir istiinliigi
yoktur. Agar partikiil eldesinde uygulanan damlatma ydnteminde Once siringa
pompast ile denemeler yapilmistir. Ancak siringa pompasi istenilen hizda
calistirilamamis ve siringanin haznesinde sogumaya baslayan agar, siringa
ignesini tikayip istenilen agar akisina engel olmustur. Bu sebeple damlatma
yonteminde siringadan dogrudan el ile agar H&S ortamma damlatilmistir.
Damlatma yonteminde daha kiiresel ve boyutlar1 birbirine yakin agar partikiilleri

eide edilmistir.

4.2. Por Cap1 Arttirilmis BS Uretimi

Agar parcalama ve agar damlatma yontemi ile elde edilen agar partikiilleri
hem 1 hem de 2. Yontemdeki sekilde besiyerine eklenerek BS membranlari
dretilmistir.  Besiyerinin  vizkozitesinin  arttirlldigi  ikinci  yontem agar
partikiillerinin s1v1 besiyerinin sivi-hava ara ylizeyinde toplanmasi konusunda
daha basarili sonu¢ verdigi i¢in %0,3 oraninda agar besiyeri hazirlanirken
icerisine ilave edilerek besiyerinin vizkozitesinin arttirilarak kullanilmasina karar
verilmistir. Uretim sonras1 BS membranlar hasat edilerek yikanmustir (Sekil 11).
Agar pargalama ve agar damlatma ile elde edilen agar patikiilleri ile yapilan BS

iiretim sonucunda ayni siirede esit kalinlikta BS membranlari elde edilmistir.
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Sekil 11: Hasat sonrasi (a) ve yikama sonrasi (b) BS membraninin goriiniimii
4.3. Shindai Oziitlemesi ve keratin ¢6zeltisinin hazirlanmasi

Shindai 6ziitlemesinde amag sacin igerdigi keratin proteinini ¢oziiniir halde elde
etmektir. Bu asamada sa¢ icerisindeki keratin elde edilmis ve ¢6zeltinin ml basina

0,3mg keratin igerdigi tespit edilmistir.
4.4 SEM Goriintiileme

Elde edilen BS membranlart gozenek yapilarinin incelenmesi i¢in SEM
goriintlilemesi yapilmistir. Sekil 12°de kontrol BS 6rneginde nanoseliiloz fibrilleri
iiretici organizmanin (a) gorlintiisii ve fibriller aras1 yaklagik por biiyiikliikleri (b)
sunulmustir. Fotograflardan da goriildiigii lizere seliilloz fibrilleri arasindaki
bosluklar yaklasik nanometre biiyiikliiglindedir ve hayvan hiicrelerinin gog
etmesine izin verecek Ozellikte degildir. Tez ¢alismasinda agar partikiillerinin
iretim sirasinda yapiya katilmasi ve iiretim tamamlandiktan sonra yapidan

uzaklagtirilmasi sonrasi istenen por biiyiikliigiine erisilmesi hedeflenmistir.
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¢ | 11/25/2019 HV spot usecase mag O WD det l/mode ——— 2pym—

12:20:18 PM 10.00kV 9.0 Standard 65000x 9.9 mm ETD SE EGE-MATAL

h

- _ A 3
% | 11/25/2019 | HV spot use case det = mode  —11 Ul | — |

1:42229PM 5.00kV 9.0 Standard 35000x 9.7 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 12: Farkh bityiitmelerde dogal BS nanofibrilleri a) fibriller arasinda iiretici organizma,
b) fibriller arasi bosluklarin boyutlari

Agar parcalama ile elde edilen agar partikiilleri kullanilarak in situ BS
membran {iretimi sonrasi istenen biiylikliikklerde porlarin olusturuldugu SEM

goriintiilerinde gézlemlenmistir.



% 11/25/2019 HV spot use case 'magl:l WD
12:53:54PM 7.00kV 9.0 Standard 200x 9.5 mm

o g 2

% 11/25/2019 HV spot usecase mago WD det mode |——— 400 pum
* 12:58:59PM 7.00kV 9.0 Standard 350x 9.8 mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 13: Agar parcalama ile elde edilen agar partikiilleri kullamlarak iiretilen BS
membranin farkh bityiitmelerdeki goriiniimii

Epitel hiicreleri i¢in 100um den daha biiyiik goézeneklerin varligi hiicre
gocline izin verdiginden bu yoOntem ile basarili sekilde BS membraninda

gozenekler olusturulmustur (Sekil 13).
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Agar damlatma ile por boyutlar1 arttirllan BS membranindaki gozenekler 80
mikrometreye varan bosluklar olusturmustur. Sekil 14 a ve b’de agar damlatma ile
olusan ancak istenenden daha kiiclik olan bir por goriintiisii verilmistir. Bu porlar
epitel hiicrelerin yerlesmesi icin uygun boyuta sahip olmadiklarindan agar
parcalama ile elde edilen 100um tizerindeki porlar ile daha basarili sonuclar elde

edilmistir.

/ Y & ‘ "
11/25/2019 HV spot usecase mag O WD det mode ———10um—
12:38:17PM 7.00kV 9.0 Standard 10000x 9.9 mm ETD SE EGE-MATAL
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11/25//2019 HV spot use case
1:17.06 PM  7.00kV 9.0 Standard 3500x 10.3mm ETD SE EGE-MATAL

Sekil 14: Agar damlatma ile elde edilen agar partikiilleri kullanilarak iiretilen BS
membranin farkh bilyiitmelerdeki goriiniimii

Genel olarak;

Kontrol grubu, yani herhangi bir sekilde modifiye edilmemis BS membranin
yapisi, beklenildigi gibi siki yapida seliiloz fibrillerinden olusmaktadir. Bu
goriintiiler literatiir ile uyumludur (Reddy ve Narendra, 2014). Ozellikle fiberler

aras1 mesafe onceki literatiir ¢aligmalariyla ortiismektedir (Keskin, 2015).

Agar pargalama ile liretilen BS yapisinda diizensiz ve 300 mikrometreye varan
bosluklar gozlemlenmistir. Bu bosluklar, epitel hiicrelerin yerlesebilecegi
boyutlardadir. Keratin ile modifikasyondan sonra fibril kalinliklar1 keratin
kaplanmas1 nedeniyle nanoboyutta kalinlasmis olsa da mevcut gozenekleklerin

boyutlarinda 6nemli bir degisime neden olmamustir.

4.5. Modifiye BS Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Por biiytikliikleri ve sayis1 arttirilan ve ayrica keratin yliklenen orneklerin

mekanik testleri Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari
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Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde TA Instruments Q800 cihazi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 15: Keratin icermeyen BS membranlarinin fiziksel dayanim grafigi (CTRL: kontrol,
AD:agar damlatma, AP: agar parcalama)

Herhangi bir islem goérmemis BS’nin ¢ekme dayanimi 1.705 N olarak
Ol¢iilmiistiir. Gozenek yapisi arttirilan BS Orneklerinde ise agar parcalama
yonteminde 0,987 N ve agar damlatma yonteminde 1,021 N ¢ekme dayanimi
Ol¢iilmiigtir (Sekil 15). Yiizey modifikasyonlari malzeme dayanimlarini
diisiirmektedir ancak, agar parcalama yontemi damlatmaya gore daha biiyiik
porlar olusturdugundan BS yapisin1 daha ¢ok zayiflatmigtir. Beklendigi sekilde
gozenek yapisinin artmast malzemenin ¢ekme dayanimini diistirmekle birlikte
elde edilen deger hala malzemenin deri ikamesi olabilecegi sinirlardadir.

(Gallagher ve ark. 2012) (Nyame ve ark., 2015; Keskin ve ark, 2017).

Keskin ve ark. (2017) ile Scionti (2010) yaptiklar1 ¢aligmalarda ¢ekme
dayanimini 1,7 mm kalinliktaki BS i¢in 18 Newton olarak belirlenmistir. Ancak,
birim kalinlikta yiiriitiilen analizde, elde edilen sonuglar bahsedilen sonuglarla

uyumlu olarak gézlemlenmistir.
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Sekil 16: Keratin ile modifiye edilmis BS membranlarinin fiziksel dayamim grafigi

Gozenek yapisi kazandirilmis Orneklerin keratin yiiklemesinden sonraki
mekanik dayanimlar1 ise agar damlatma 6rnegi icin 1,019N, agar parcalama
ornegi i¢in ise 0,5513N olarak Slciilmiistiir (Sekil 16).

Keratin yiiklenmemis oOrneklerde fiziksel dayanim daha yiiksek
gozlemlenmistir. Keratin ile modifiye olan BS membranlarinin %30 ila %40
araliginda dayaniminin azalmasi da literatiire uygun olarak gozlemlenmistir.

(Nyame ve ark., 2015; Keskin ve ark, 2017).

4.6. FTIR Analizi

Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) analizi Ege
Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir.

Keratin ve iki farkli yontemle modifiye edilmis BS kullanilan analizlerde,
1650 cm™ ve 1300 cm™ degerlerindeki amid grubuna rastlanmistir. Amid gruplar

incelenen numunelerde keratin bulundugunu gdstermektedir.
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Sekil 17: BS ve keratinin FTIR analizi ve aralarindaki korelasyon
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Sekil 18: Agar parcalama ile modifiye edilen BS-keratin 6rneginin sadece keratin ile
karsilastirilmal FTIR analizi
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Sekil 19: Agar damlatma ile modifiye edilen BS-keratin érneginin sadece keratin ile
karsilastirilmali FTIR analizi

Elde edilen bu sonuglara gore agar parcalama ile elde edilen keratin
yiiklenen BS membranin keratin ile benzerligi 0,635 (Sekil 18) olarak
belirlenirken agar damlatma ile bu deger 0,324 (Sekil 19) olarak belirlenmistir.
Saf BS ve keratinin benzerligi 0,209 (Sekil 17) olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
agar damlatma ile daha fazla gdzenek olustugundan keratin ¢ozeltisinin bu

orneklerde yapi icerisinde daha fazla yer aldigin1 dogrulamaktadir.
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5. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

BS yiizey modifikasyonu iki farkli yontemle basariyla denenmistir. Bu
ylizey modifikasyonlari, hem BS genel yapisina zarar vermeyecek hem de

modifikasyon sonrasi BS yapisindan uzaklastirilacak sekilde se¢ilmistir.

BS’nin gbzenekliligini arttirmak ic¢in bir ¢ok calisma yapilmis ve gesitli
yontemler denenmistir (Petersen ve Gatenholm 2011; Ikada 2011; Backdahl ve
ark., 2008; Xiong ve ark., 2015). Ancak, agar parcalama yontemi diger
yontemlere nazaran uygulamasi daha kolay, istenilen gézenek capini veren ve

yapinin istenilen 6zelliklerini koruyan bir modifikasyon seklidir.

BS modifikasyonlar sonrast genel Ozelliklerini korumakla beraber
yapisindaki gozenekler sebebiyle fiziksel dayanimi, hipotezi destekleyecek
bigimde diismiistiir. Ozellikle, agar parcalama ydnteminde por yapisi daha genis

oldugundan fiziksel dayanim buna orantili olarak daha diisiik olarak dl¢tilmstiir.

Fibroblastlarin yerlesebilecegi ve tutunacagi bosluklar yaratmak amaciyla
olusturulan bu porlar, agar damlatma yontemiyle yeteri biiyiikliige sahip olarak
uretilememislerdir. Agar pargalama yonteminde ise gerekli biyiiklikte
gozlemlenen por olusumu, hem miktar hem de geometri olarak uygun diizeyde

gozlemlenmistir.

Literatiirde daha Once gozenek yapis1 arttirilarak keratinle modifiye
edilmis BS yara ikamesine rastlanilmamistir. Keratin ile modifikasyon ilk defa
caligmalarimi ylirGittiiglim laboratuvarda gergeklestirilmis ve uygunlugu in vitro
hiicre kiiltiirii ile dogrulanmistir (Keskin ve ark., 2017). Bu tez ¢alismasinda da
malzeme gozenek yapist modifiye edilerek gelistirilmistir. BS 6zellikle 2013°ten
beri biyomedikal ¢aligmalarda popiiler bir biyomalzemedir. Bu ¢alisma, 6zellikle

ticari iirlin degeri tasiyan bir deri ikamesi gelistirme arastirmalarinda da bir
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basamaktadir. Ucuz ve kolay flretim, yiiksek saflik, modifikasyona agik bir

biyomalzeme olan BS, biyomedikal pazarinda yer almaya aday bir polimerdir.

Mevcut c¢alismanin devami niteliginde olacak in vivo denemelerin
yapilmasi halinde gozenekliligin arttirilmasinin, keratinle modifiye edilmis
BS’nin yara ikamesine olan etkisi kesin olarak ispatlanacaktir. Canli iizerinde
yapilacak olan caligmalar, ayrica, keratinle modifiye edilmis BS’nin yara Ortiisii
olarak kullanim kolayligmi, canli dokularin iyilesme oranim1i vb. gibi

parametrelerin dl¢lilmesini de saglayacaktir.
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