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OZET

Kollajen dogada farkli hayvansal kaynaklarda en sik rastlanan protein tiirtidiir.
Yirmiden fazla tiirii olmakla birlikte, Tip I; deri, kemik, tendon, ligament gibi
yapilarda en fazla rastlanan ¢esididir. Biyomedikal uygulamalarda karsilasilan en
biiylik sorunlardan bir tanesi kullanilan malzemenin toksik etki gostermesidir. Simdiye
kadar yapilan ¢aligmalarda kollajenin kayda deger bir toksik etki gdstermemesi,
kollajenin biyomedikal uygulamalarda yaygin bir kullanim alanina sahip olmasina
sebep olmustur. Kullanima uygun hale getirmek i¢in kollajenin farkli formlarda (film,
membran, fiber) yeniden {iiretilmesi gerekmektedir. Kollajen, ekstraseliiler matriksin
yapisinda, fiber formunda bulundugu i¢in, biyomedikal ve doku miihendisligi gibi
alanlarda kullanimi agisindan bu formda tiretimi 6zellikle 6nem kazanmaktadir. Bunun
i¢cin Onerilen metot ise elektriksel egirme islemidir. Elektriksel egirme yontemi kolay,
ucuz ve kisa zamanda fiber iiretimi i¢in uygun bir tekniktir. Ayn1 zamanda gerekli
parametreler degistirildigi takdirde fiber c¢ap1 nanometre boyutlarina kadar
indirilebilmektedir. Bunun yaninda elektriksel egirme yontemi kesintisiz fiber

iiretimini saglayan, bilinen tek teknik olma 6zelligine de sahiptir.

Kollajenin yaygin olarak kullanilmasinin 6niindeki en ©Onemli problemler;
ekstraksiyon yontemlerinin uzun siirmesi, pahali olmasi, ¢ok asamali ve tiretim sonrasi
verimi diisiik prosediirlerden olusmasindan kaynaklanmaktadir. Kollajenin yurt
disindan temin yoluna gidildiginde ise disariya 6nemli miktarda kaynak aktarimi s6z
konusudur (Ulkemizde suan igin kayda deger bir kollajen iiretimi yapilamamaktadir).
Tiim bu sorunlar1 asabilmek i¢in, 6nerilen bu proje ile kendi kollajen hammaddemizi,
simdiye kadar kullanilan ve uzun zaman alan yontemlerde bazi modifikasyonlar

yaparak, liretmeyi hedeflemekteyiz.

Simdiye kadarki yaptigimiz ¢alismalarda kollajen nanofiber iiretimi gerceklestirilmis,

kollajenin dogal yapisina ¢ozeltilerin etkisi, elektriksel egirme metodunun ve
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uygulanan farkli islemlerin etkisi basarili bir sekilde gosterilmistir. Ancak
karsilastigimiz en 6nemli sorun, farkli biyolojik ve biyomedikal uygulamalar igin
diisiiniilen bu {iriiniin suda kolayca ¢oziinmesidir. Literatiirdeki ¢alismalar, agirlikli
olarak fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglama tekniklerini icermektedir. Fiziksel ¢apraz
baglama yontemlerinin en énemli dezavantaji kollajenin dogal yapisini bozmasi ve
istenilen Ozellikleri kazandiramamasidir. Kimyasal ¢apraz baglama yontemlerinde ise
nanofiberlerin ¢ézlinme hizi, ¢apraz baglanma hizina gore daha yiiksek oldugunda,
islem gerceklesmeden nanofiberler deforme olup seklini kaybetmektedir. Bu da son
tirtinde beklenilen fiber morfolojisinin korunamamasina sebep olmaktadir. Bu sebeple
Onerilen bu projede iki temel yontemde gozlenen zafiyetin ortadan kaldirilmasi i¢in iki
asamal1 ve iki temel yontemin birlestirilmesinden olusan yeni bir prosediir yenilik¢i

bir yaklasim olarak sunulmaktadir.

[Ik asamada dort farkli ajanin birbiriyle karsilagtirilmasi amaciyla, (Genipin,
Transglutaminaz, EDC(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimide hidroklorid)-
NHS(N-Hidroksisukkinimid), Gluteraldehit ), elektriksel egirme i¢in hazirlanan dort
farkli kollajen soliisyonu i¢ine ayr1 ayr1 katilarak nanofiber iiretimi esnasinda yapinin
saglamlagtirilmasi (in-situ baglama) amaglanmaktadir. Bu sekilde kollajenin fizyolojik
sartlara dayaniklilig1 arttirilirken, morfolojik yapisinin da 6énemli 6l¢iide korunmasi
planlanmaktadir. Boylelikle rejeneratif tip ve biyomedikal gibi alanlarda kullanimi

yayginlasacaktir.

Anahtar Kelimeler: kollajen, ekstraksiyon, elektro-egirme, nanofiber, capraz-

baglama
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SUMMARY

Collagen is the most common animal-derived protein in Nature. Even though there are
more than twenty types of collagen, Type I is the most common one that could be
found in skin, bone, tendon and ligament. This is the reason it has recieved attraction
as an alternative biomaterial to be used in different biomedical applications to avoid
any toxic effect. It is necessary to regenerate collagen in different forms (film,
membrane, fiber) to be able to answer different demands. Extracellular matrix (ECM)
is one of the components that contain collagen in nanofiber forms and electrospinning
technique is the best suitable method to imitate the ECM nanofiber structure.
Electrospinning is inexpensive, easy, efficient and robust method for fiber production.
It is possible to produce fibers from micro diameter to nano diameter by changing the
certain parameters. Moreover, the electrospinning is the only technique to produce
continues nano scale fibers.

The main limiting factor for collagen to become a common biomaterial is the
extraction methods that are time consuming, expensive, inefficient and consist of many
further purification steps. Main collagen production companies are located abroad, as
a result, a significant amount of money transfer to foreign countries (There is no
collagen production in Turkey, only gelatin production is possible). In order to solve
this problem, we are aiming to produce our own collagen raw material with some
modifications in established techniques.

In our previous publications, we have already successfully produced collage
nanofibers. The effect of different solvents, production techniques and electrospinning
process itself on natural structure of collagen were successfully investigated. Even
though the physical structure of ECM was successfully imitated, the main problem of
these nanofibers’ applications in biological and biomedical fields is their degradation
in physiological conditions. Until now, the major works in the literature focus on the
chemical and physical crosslinking of collagen nanofibers. The main disadvantage of
physical crosslinking method is the ineffectiveness for fiber degradation and lack of
required strength values. The main problem with the chemical crosslinking method is
the rate of collagen degradation is faster than the rate of crosslinking is. Therefore, the

nanofibers cannot preserve their fiber forms in solvent during the process. To be able
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to tackle these major problems, we propose to use two steps process, simple combining
these two major techniques in a noble way.

As a first step, four different crosslinkers (Genipin, Transglutaminaz, EDC-NHS,
Gluteraldehide ) will be added separately into different electrospinning solution to
compare their effectiveness. In this way, the crosslinking will be realized during
electrospinning process that called as in-situ crosslinking. As a second step, in-situ
crosslinked collagen nanofibers will be collected on lamellae that dipped into genipin
solution and dried over night before the deposition of the collagen nanofibers. The
second step is mainly physical crosslinking method. The fibers will not be just cross-
linked, but also the degradation will be avoided, and the fibers morphology will be
preserved. We expect that this approach will increase the usage (broaden the

application) of collagen nanofibers in biological and biomedical field.

Keywords: collagen, extraction, electrospinning, nanofiber, crosslink
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1. GIRIS

Nano kelimesi Yunanca ’da “cilice” anlamima gelmektedir. Kelime anlamindan da
anlasilabilecegi gibi “Nanobilim ve Nanomiihendislik” *de oldukga kiigiik boyutlarla
ilgilenen bir bilim dalidir. Nanometre 6l¢ii birimi olarak metrenin bir milyarda birine
esittir. Baska bir deyisle ifade etmek gerekirse 1 metre(m) = 10 nanometre(nm) ‘ye
esittir. Goziimlizde daha 1yi canlanmasi agisindan Diinya’y1 1 metre olarak kabul
edersek, bir bilye yaklasik olarak 1 nanometre olmaktadir. Bir nanometre 6l¢ii birimine
ancak 2-3 atom sigmaktadir. Bu sebeple, ancak yaklagik 1000 atom bir araya gelerek
nano Olgekte bir malzemeyi olusturabilmektedir. Ortalama 50 nanometrenin altindaki

(13

boyutlarda geleneksel fizik kurallar1 ortadan kalkar ve * kuantum fizigi kurallar1”
devreye girer. Bu kurallarin devreye girmesi ile malzemelerin iletkenlik, renk,
sicakliga dayaniklilik, esneklik veya sertlik gibi 6zelliklerinde degisiklikler meydana
getirir. Bu degisiklikler ise endiistriyel anlamda her a¢idan ¢ik daha iyi ¢6ziim olanagi
saglamasi agisindan onemlidir.

Nanobilim’ in dogusu, iinlii fizik¢i Richard Feynman’in “There is plenty of room at
the bottom” (asagida daha ¢ok yer var) baslikli konugmasiyla baglar (Feynman, 1960).
Feynman bu konusmasinda dinleyicilerine, atomlarin ve molekiillerin kontrol
edilebilecegini vurgulamistir. 1981 yilinda “Taramali Tiinelleme Mikroskobu(STM)
(1981) ve “Atomik Kuvvet Mikroskobu’nun(AFM)” bulunmasi ve diger bir iinli
fizik¢i Norio Taniguchi’ nin ilk olarak “Nanoteknoloji” terimini kullanmasi ile
Nanobilim ve Nanomiihendislik bilim dalinin yaptig1 arastirma alani1 Nanoteknoloji
adini almustir (Taniguchi, 1974). Taramali tiinelleme mikroskobunun (STM ) kesfiyle
birlikte iletken ylizeyler atomik seviyede incelenebilmis, ¢ekirdek c¢evresindeki
elektronlarin {i¢ boyutlu haritasi ¢ikartilabilmistir. Bunun nanobilim i¢in biiylik bir
bulus olmasinin sebebi, daha dnceki mikroskoplarla (elektron mikroskobuyla bile) tek
bir atoma odaklanip onu olusturan ¢ekirdek ve elektronlara dair bir resim elde
edebilmenin miimkiin olmamasidir. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) da taramali
tiinelleme mikroskobu gibi yiizeylerin atomik 6zelliklerini incelemeyi saglar ancak

diger mikroskobun yapamadigi bir seyi daha yapar; iletken olmayan yiizeyleri
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inceleme imkanm da sunar. iki mikroskop da birbirinden ¢ok farkli tekniklerle
yiizeydeki atomlar hakkinda bilgi saglarken AFM’nin goriintii kalitesi STM’ye gore
daha diistiktiir.

Ortaya ¢iktig1 giinden bu yana nanoteknoloji popiilerligini artarak siirdiirmiistiir. Bu
kadar popiiler olmasinin sebepleri arasinda, daha 6nceki bilim dallarina kiyasla, tek
bir alana bagli kalmayip tamamen multidisipliner bir arastirma alani olmasi ve
uygulama alanlarinin ¢ok genis olmasi gosterilebilir. Yapilan ¢alismalarin igeriginde
fizik, kimya, biyoloji gibi temel bilimlerin yanmi1 sira daha spesifik miihendislik
alanlarin da olmasi bir ¢ok farkli daldan bilim adaminin bir araya gelmesine imkan
saglamistir. Nano-Biyoteknoloji, nanomalzemelerin iiretimi, tip ve saglik, cevre ve
enerji, elektrik-elektronik ve bilgisayar teknolojiler, uzay ve havacilik caligmalar1 gibi
konularda ¢aligsma ve uygulama imkani olmasi, bu popiilerligini korumasi ve giderek

arttirmasina ile sonu¢lanmistir (www.understandingnano.com, 2007).

Nano malzemelerin iiretimleriyle ilgili yontemler iki baslik altinda toplanmaktadir.
Bunlar; “Yukaridan agagi iiretim”(top-down) ve “Asagidan yukariya iiretim”(bottom-
up) olarak siralanmaktadir (Biswas, ve digerleri, 2012). Yukaridan asagi iiretim
metodu, biiyiik maddelerden kii¢iik maddelerin elde edildigi iiretim yontemidir. Baska
bir deyisle maddelerin boyutlarin1 kiigiiltmeye yonelik yontemleri igerir. Asagidan
yukartya tiretim metodu ise kiiciik molekiillerden biiyiik molekiiller in elde edildigi
yontemlerdir. Elektro-egirme islemi ile nanofiber iiretimi de yukaridan agagi liretim

yontemlerine bir 6rnektir.

Nano malzemeler genel olarak {i¢ grupta incelenmektedir (Stone, ve digerleri, 2010).
Bu ii¢ grup, nanopartikiiller, nanotiipler ve nanofiberlerdir. Nanopartikiiller, nano
boyutlarda i¢i bos partikiillerdir. Ilag ve kozmetik alaninda bir ilag veya bir molekiiliin
hedefe yonelik taginma islemlerinde yaygin olarak kullanilir. Nanotiiplerin en yaygin
ve bilinen 6rnegi karbon nanotiiplerdir. Yiizey-hacim oranlari oldukga fazladir. Oyle
ki ¢aplar1 nanometre boyutundayken uzunluklar1 mikron boyutlarina kadar ¢ikabilir.
Oldukg¢a dayanikli olmalarinin yani sira esneklik 6zellikleri de fazladir. Elektrigi iyi
iletmelerinden dolay1 yari-iletken teknolojileri, elektrik-elektronik ve bilgisayar
teknolojileri gibi alanlarda siklikla kullanilmaktadirlar (Herrera-Herrera, Gonzalez,

Borges, & Rodriguez, 2012). Nanofiberler de aymi sekilde ¢aplari nanometre



boyutlarindayken uzunluklar1 mikrometre boyutlarimi kadar c¢ikabilir. Gozenekli
yapida olmalar1 tip ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanimlarini elverigli hale
getirmistir. Bircok yolla ve bircok malzemeden iiretilebilmeleri ise diger bir
avantajlaridir. Kullanim alanlar1 oldukca genis olmakla birlikte, nanofiberin tiretildigi
malzeme ve yontemle de alakali olarak, doku miithendisligi, ila¢ taginimu, tekstil, tarim,

uzay uygulamalar1 ve savunma sanayi seklinde siralanabilir (Wei, 2012).



2. KOLLAJEN

Kollajen kelimesinin kokii Yunancaya dayanmaktadir.”Kolla” kelimesi bu dilde
yapistirict anlamina gelmektedir. Boylelikle kelimenin kdkeni de bu yapinin gérevine
151k tutmaktadir. Biyopolimerler canli organizmalar tarafindan iiretilen polimerlerdir.
Seliiloz, nisasta, kitin, proteinler, peptidler, DNA ve RNA biyopolimerlere 6rnek
olarak gosterilebilir. Sayilan bu biyopolimerler sirasiyla seker, amino asit ve niikleotid

ad1 verilen monomerlerden olugsmaktadir (Mohanty, Misra, & Drazel, 2005) .

Viicut igerisinde tanmimlanmis yaklasik olarak 20 adet kollajen tipi mevcuttur
(Bornstein & Sage, 1980). Her farkli tipin bulundugu yerler ve gorevleri
degismektedir. Bazi kollajen tipleri ve viicutta bulunduklari yerler Tablo 1°de
gosterilmigtir. Kollajen ailesi, lif olusturucu kollajen, lifleraras1 bag kurucu kollajen,
ag olusturucu kollajen, zarlar aras1 kollajen, bazal membran kollajeni ve bunun benzeri
bircok essiz goreve sahiptir. Kollajen deri, tendon, kemik, ligament kikirdak gibi
yapilar dahil olmak {izere tim viicut proteinlerinin %30’unu olusturan fibréz bir
proteindir ve bu yapilarin temel yap: tasi gorevindedir. Insan viicudunda en bol
bulunan kollajen tip 1 kollajendir. Tip 1 kolajen kemiklerin %90'dan fazlasini
olusturur ve bununla birlikte tendon, bag doku, kornea gibi bir¢cok bag dokuda bulunur.
Insan cildinin %80'inde ana bilesen olarak bulunur. Geriye kalan kismini ise biiyiik
oranda tip 3 kolajen olusturur (Sibilla, Godfrey, Brewer, Budh-Raja, & Genovese,
2015).



Tablo 1. En ¢ok bilinen kollajen tiirleri ve viicutta bulundugu yerler

Kollajen Tipleri Bulundugu Yer
Tip 1 Deri, tendon, ligament ve kemikler
Tip 2 Kikirdak, omurlar
Tip 3 Cilt,damar,akciger, karaciger, dalak
Tip 4 Bazal lamina, epitel doku
Tip 5 Akciger, sag, fetal membran ve kemik

Fiziksel 6zellikleri sayesinde cildimizde yogun bir ag tabakasi olusturarak, kemik ve
kikirdaklarda oldugu gibi, cildimizi de yapisal olarak saglamlastirir. Elastin ile birlikte
cildimizin hiicreleraras1 (ECM) ortamin1 olusturarak esneklik ve dayaniklilik

katar.Kollajenin sentezi fibroblastlar aracilig1 ile bag dokuda gergeklesir.

Kollajenin temel yapisi li¢ adet ¢oklu alfa prolin zincirinden olusur. Kollajenin
hiyerarsik yapis1 Sekill’de gosterilmistir. Bu zincirlerdeki her 3 aminoasitten birinin
glisin(GLY) olmasi, kollajenin en karakteristik 6zelligi olan iiclii alfa sarmal yapinin
olugsmasinda 6nemli bir rol oynar (Engel & Bachinger, 2005). Bu prolin zincirlerindeki
aminoasitlerin genel dizilimi “GL-1-2" seklinde olmakla birlikte, 1 ve 2 numarali
aminoasitler biliylikk oranda prolin(PRO) ve prolinin hidroksillenmis hali olan
hidroksiprolin(HPR) ‘dir (Fratzl, 2008). Bunun yaninda 1 ve 2 konumlarinda, triptofan
(TRP) ve sistein (CYS) haric DNA’nin kodladig1 diger 16 aminoasitten herhangi biri
bulunabilir. Genel olarak kolajenin yapisinda TRP ve CYS bulunmaz (Galian &
Bowes, 1977). Kollajenin olusmasinda hidrojen baglar1 da 6nemli rol oynar. Bu baglar,
hem alfa zincirleri arasinda hem de su ile ger¢eklesmektedir. Bir alfa zincirdeki GLY
ile komsu alfa zincirdeki 2 numarali aminoasidin karboksil grubu arasindadir

(Brinckmann, Nothbom, & Miiller, 2005).
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Sekil 1. Kollajenin hiyerarsik yapisi

Kollajen hayvanlar aleminde en bol bulunan proteindir (Duan & Sheardown, 2005).
Bundan dolayi, deri, kemik, kikirdak gibi hayvansal kaynaklardan rahatlikla ekstrakte
edilebilir. Ekstrakte edilen kollajen ¢esitli islemlerle saflastirilarak liyafilizasyon,
dokiim veya diger islemlerden gecirilerek, kullanim amacina uygun olarak lif, siinger,
jel veya film halinde islenebilir. Kollajenin hiicre baglama kapasitesi, yiiksek mekanik
mukavemeti, biyo-uyumlu ve biyo-bozunur olmasi bilim diinyasinda, tip ve farmdsatik

endiistrisinde etkin bir biyomateryal olmasina sebep olmaktadir (Fratzl, 2008).

2.1 Jelatin

Jelatinin kollajenin yapisal ve kimyasal bozunmasinin bir iiriini oldugu iyi
bilinmektedir (Kozlov & Burdygina, 1983). Kollajen maddesi asit igerisinde
coziildiikten sonra 40°C iizerinde hidrolize edilir ve {glii sarmal yapis1 geri
dontistimsiliz olarak bozulur (Hinterwaldner, 1977). Jelatinin ana maddesi olan
kollajenin molekiil agirligt 330 kDa’dur (Engel & Bachinger, 2005). Kollajen
molekiiliiniin kismi hidrolizasyonu sonucunda, karakteristik {iglii sarmal yapisi
bozulur ve molekiil agirligr yaklasik 30 kDa olan jelatin molekiilleri olusur. Sonug
olarak kollajen ve jelatin bir ¢ok 6zellik bakimindan birbirine benzerken, aralarindaki
en bilyiik fark, uygulanan sicaklik nedeniyle kollajen alfa zincirleri arasindaki hidrojen
baglarinin yikilmasi sonucunda en karakteristik 6zelligi olan 3’lii sarmal yapisini

kaybetmesidir (Kozlov & Burdygina, 1983).



3. ELEKTRO-EGIiRME

Literatlirde bulunan nanofiber iiretim teknikleri arasinda sonsuz uzunlukta ve siirekli
yapida nanofiber liretimine imkan saglayan tek yontemdir (Bhardwaj & Kundu, 2010).
Elektro-egirme cihazi genel olarak bir yiiksek voltaj saglayici, bir siringa pompasi ve
bir toplayici iiniteden olusmaktadir. En yaygin kullanilan nanofiber iiretim yontemi
olan elektro-egirme, uygulanan yiiksek voltaj sayesinde olusturulan elektrik alan ile
soliisyondan fiber ¢ekimi prensibine dayanmaktadir. Siringa pompasi araciligy ile
belirli bir hizda akig1 saglanan polimer ¢ozeltisi, kiit agizli igne ucunda koni seklinde
bir yap1 olusturmaktadir. Bu koni literatiirde “Taylor Konisi” olarak ge¢mektedir
(Kumar, ve digerleri, 2012). Taylor konisinde bir yiizey gerilimi mevcut oldugundan,
uygulanan elektrik alan bu ylizey gerilim kuvvetini agmasi sonucunda, topraklanma
baglantis1 yapilmig olan toplayici iiniteye dogru fiber ¢ekimi gerceklesmektedir.

Elektro-egirme sistemi sematik olarak Sekil 2’de gosterilmistir.

Collector

Syringe Polymer solution
Spinneret

1

. |

! v

— Fibers
I High Voltage

Sekil 2. Elektro-egirme sisteminin sematik gosterimi

( http://polybiolab.ippt.pan.pl/18-few-words-about/17-electro-spinning)



Ug temel pargadan olusan bu sistem, kullanilacak olan malzeme ¢esidine de baglh
olarak, yatay veya dikey olarak kurulabilir. Her ikisi sisteminde kendine gore avantaj
ve dezavantajlart bulunmaktadir. Molekiil agirligi biiyiik olan malzemelerde, yer
cekimi etkisi de dikkate alindiginda, yatay sistem, toplanan malzemenin toplayici
iiniteye ulagsmasi bakimindan zorlagsmakta ve Tretilen malzemenin miktarinda
azalmaya sebep olmasi ile bir dezavantaj olusturmaktadir. Bunun yaninda dikey
sistemde, polimer ¢ozeltisinin direkt toplama iinitesi lizerine damlama ihtimali olmasi
ve siirekli kontrol gerektirmesi bu sistemin bir dezavantajidir. Laboratuvarimizda
kullandigimiz yatay ve dikey sistemli elektro-egirme cihazlari Sekil 3 ve 4’de

gosterilmistir. Dikey sistemin kurulumu tamamiyla bize aittir.

gy,

Sekil 3. Yatay sistem elektro-egirme cihazi



Sekil 4. Dikey sistem elektro-egirme cihazi

Her sistemde oldugu gibi elektro-egirme islemine de belirli parametreler etki
etmektedir. Bu parametreler li¢ ana baslik altinda toplanmaktadir. Bu ii¢ baslik;
polimer ¢dzeltisine bagli parametreler, liretim paarametreleri ve ¢evresel parametreler
olarak siralanabilir. Elektro-egirme islemini etkileyen parametreler asagida bagliklar

halinde agiklanmustir.

3.1. Elektro-egirme Parametreleri
3.1.1. Polimer cozeltisine bagh parametreler

Coziicii Cinsi

Coziicii cinsi dort farkli ozellik acisindan {iretilen nanofiber morfolojisini
etkilemektedir. Bunlar; iletkenlik, yiizey gerilimi, dielektrik 6zellik ve uguculuktur.
Coziicl se¢imi literatiirde kesin kriterlerle belirlenmemis olup ¢ogu calismada deneme
yanilma yolu ile tespit edilmektedir (Andrady, 2008). Bundan dolay1 literatiirde, ayni
tip polimer igin birden farkli ¢dziicii alternatifi bulmak miimkiindiir. Uretilen
nanofiberin sonraki uygulama alani, farkli ¢oziiciiler arast se¢im yapma konusunda
yardimei olabilir. Ideal ¢oziicii se¢iminde 6nemli olan nokta, elektro-egirme islemi

sirasinda siringanin ucundan ¢ekilen fiberlerin toplama iinitesine ulasincaya kadar
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gecen siirede ¢oziicliniin buharlagmasidir. Bu buharlasma saglanmadigi takdirde
toplayict iinitede 1slak olarak birikir ve dolayisiyla istenilen fiber morfolojilerini
kaybetmis olurlar. Yuya ve digerleri (2010) polivinilpirolidon ile yaptiklar
calismada, %10 konsantrasyon ve %30 nem oranini sabit tutarak, ¢oziicli olarak
metanol, etanol, ve su ve dimetilformamid e (DMF) karisimin1 kullandilar. Etanol ve
metanol kullanarak tirettikleri fiberler daha kuru ve diizgiin morfolojili olurken su ve

DMF kullanarak iirettikleri fiberler 1slar ve bozuk morfolojide gdzlemlenmistir.

Konsantrasyon Etkisi

Nanofiber iiretiminde polimer c¢ozeltisine bagli parametreler arasindan en kritik
parametre olusturulan ¢ézeltinin konsantrasyonudur. Zira diger parametreler optimum
olmadig1 takdirde morfolojisi bozuk olsada fiber iiretimi gergeklesmektedir. Ancak
konsantrasyon parametresi, kullanilan polimer i¢in optimum hale getirilmedigi siirece
islem sonucunda elde edilebilecek sonuglar, en iyi ihtimalle istenilenden ¢ok daha
biiylik capli fiberler kotii ihtimaller ise damlaciklar ve piiskiirtme seklinde yapilardir.
Bundan dolay1 diger parametreler sabit tutuldugunda, konsantrasyonun artmasi
tiretilen fiberlerin capinda artisa sebep olmaktadir (Andrady, 2008). Polimer
konsantrasyonu kullanilan polimer ¢d6zeltisindeki ¢oziicii cinsi ile de dogrudan
alakalidir. Laboratuvarda yaptigimiz ¢alismalarda goérmiis olduk ki kollajen asetik asit
icerisinde ¢oOzelti olusturuldugunda %40 konsantrasyonda optimum sonuglar
verirken, 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE) igerisinde ¢oziildigii takdirde %10

konsantrasyonda optimum fiber sartlarini saglamaktadir.

(Cozelti iletkenligi

Elektrospinning yonteminde elektrik alan sayesinde fiber ¢ekimi yapildigindan dolayz,
kullanilan polimer ¢ozeltisinin elektrik iletkenligi dnem tasimaktadir. iletkenlik degeri
sifir olan ¢oOzeltilerde, elektrik alan saglanamadigindan ¢ekim islemi
gerceklesmemektedir. Cozeltilerin iletkenlikleri Siemens (S) birimi ile ifade
edilmektedir. 1 S = 1 Amper/ Volt degerindedir (Andrady, 2008). Cdzeltinin
iletkenliginin arttirilmasinin iiretilen nanofiberlerin kalitesini arttirdig1 gosterilmistir.
Boncuk veya topak seklinde yapilar iceren fiberlerin olustugu durumlarda, ¢6zeltinin
sodyum kloriir(NaCl) veya fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ilave edilmesi, boncuk

olusumunu azalttig1 veya ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (Son, Youk, Lee, & Park,
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2004). Genel olarak konsantrasyon arttig1 takdirde elektrik iletkenligi de artar. Fakat
iyonik bilesenleri olmayan polimer tiplerinde bu durum tam tersi sekilde
sonuclanmaktadir. Bu durum igin de polimer ¢ozeltisine cesitli tuzlar eklenerek
iletkenlik arttirilabilmektedir (ElectrospinTech, 2012). Eklenecek tuz tiiriinii segerken
dikkate alinmasi gereken bir husus vardir. Nanofiber ¢apini azaltmada tuzun etkinligi,
molekiiler agirligina baglanmistir. Kiiciik molekiiler boyuttaki tuzun, muhtemelen
daha kii¢lik boyutlu olmasindan dolay1 daha biiyiik iyon hareketliliginin daha etkili
oldugu sdylenmistir (Zeng, Li, Liu, Sun, & Zhong, 2002).

Dielektrik Sabiti

Polimer c¢ozeltisinin  dielektrik sabiti bilinyesinde ne kadar elektrik yiikii
barindirabilecegi ac¢isindan Onem tasimaktadir ve F/m(Farad/metre) olarak
birimlendirilir. Bu sabit tamamen malzemeye 0zgii oldugundan, polimer cinsi ve
kullanilan ¢oziiciiye gore degismektedir. Dielektrik sabitinin yliksek olmasi daha
dengeli bir ylik dagilimina sebep oldugundan dolay1 iiretilen fiberlerin kalitesinde de
artisa neden olmaktadir (Andrady, 2008). Dielektrik sabitini degistirmek i¢in ¢esitli
katk1 maddeleri eklenebilmektedir. Fakat bu katki maddeleri sadece dielektrik sabitini
degil ayn1 zamanda iletkenlik ve ylizek gerilimi gibi parametreleri de degistirdiginden

dolay1 ¢ok kontrollii bir yontem sunmamaktadir.

Yiizey gerilimi

Yiizey gerilimi sivilarin ylizeyinde olusuan ve bu sivilara esnek bir tabakaya benzer
ozellikler kazandiran etkiye verilen isimdir. Siringaya yiiklenen polimer ¢ozeltisi
siringa ucunda bir ylizey gerirlim kuvveti olusturacagindan, basarili bir fiber ¢cekim
islemi gerceklesmesi i¢in uygulanan yiiksek voltaj degeri bu yiizey gerilim kuvvetini
asmak mecburiyetindedir. Bu nedenle, kullanilan polimer ¢6zeltisinin yiizey gerilme
kuvveti ne kadar ¢ok olur ise, uygulanmasi gereken voltaj degeri de dogru orantili
olarak artmaktadir. Bu sebepten otiirli, suyun yilizey gerilimi diger sivilarla
karsilastirildiginda yiiksek oldugundan, elektro-egirme islemi i¢in ¢ok uygun bir
¢Oziicii olarak tercih edilmemektedir (ElectrospinTech, 2012).

Yiizey geriliminin diisiik olmas1 daha diisiik voltajlarda ¢calisma imkani sagladigindan
daha kiiclik ¢apa sahip ve daha diizgiin morfolojide nanofiber iiretimi imkéani

saglamaktadir (Leach, Feng, Tuck, & Corey, 2011).
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3.1.2 Uretim Parametreleri

Voltaj

Uygulanacak olan voltajin ayarlanmasi iiretim parametreleri i¢ginde biiylik oneme
sahiptir.  Voltaj sayesinde olusan elektriksel kuvvet ile g¢ekim islemi
gercekleseceginden dolayr “Taylor Konisi” iizerinde olusan gerilme kuvvetini

asmadig1 takdirde fiber ¢cekim iglemi basarisiz olacaktir (ElectrospinTech, 2012).

Akis hizi

Akis hiz1 belirli bir zaman araliinda ne kadar polimer ¢ozeltisinin nanofiber formuna
gectigini temsil etmektedir. Akis hizinin belirlenmesinde en 6nemli etken “Taylor
Konisi” olusumudur. Bu hiz belirli bir degerin altinda oldugu zaman, koni olusumu
ger¢ceklesmemektedir. Bunun aksine belirli bir degerin iizerine ¢iktiginda ise olmasi
gerektiginde biiylik bir koni olusacagi icin, elektriksel yiiklenme azalacak, bunun
sonucunda ya olusan fiberlerin ¢apinda artma meydana gelecek ya da fiber olusumu

tamamen duracaktir (Doshi & Reneker, 1995).

Toplayict mesafesi

Toplayici iinite ve siringa ucu arasindaki mesafe elektriksel alanin kuvvetini ve
dolayist ile olusan ¢ekim giiclinii etkilemektedir. Ayn1 zamanda kullanilan polimer
¢oOzeltisindeki ¢oziinlin buharlasmasi agisindan da 6nemlidir. Yeterli mesafe olmadigi
takdirde toplanan nanofiberler yas bir sekilde toplayici liniteye ulagsmakta ve eriyik
halde bir ag tabakasi olusmasi ile sonuglanmaktadir. Diger sartlar sabit tutuldugunda
mesafenin arttirilmasi genellikle nanofiber ¢apinda azalma meydana getirmektedir
(Bhardwaj & Kundu, 2010) fakat tam tersi ithtimalin 6rnekleri de literatiirde mevcuttur.
Mesafenin az olmasi eriyik fiberlerin toplanmasina sebep oldugu gibi, gereginden
fazla olmasi da ayni etkiyi gostermektedir. Gheliech ve digerleri (2005) yaptiklar1 bir
calismada 8 cm'lik toplayicit mesafesinde elektrospinning yaptiklarinda, toplayici iinite
de kaynagmus lifler gozlemlediler. Aym ¢ozelti ile 10 cm'de, ayr1 ayri lifler toplandi.
Her iki mesafede toplanan liflerin capt benzerdi. 15 cm'de tekrar erimis lifler

gbzlemlendi ve cap onemli 6l¢iide artt1.
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Toplayict Cinsi

Toplayict iinitenin cinsi iki farkli acidan 6nem tasimaktadir. Bunlardan birincisi
toplayici linitenin tiretildigi materyal, ikincisi ise toplayici linitenin geometrik seklidir.
Nanofiberler toplayici iinite lizerine toplanirken, iiniteye temas ettikleri sirada
elektriksel yiikleri sifirlanmaktadir. Topraklanan {initeye toplanmayan fiberlerde yiik
bosalimi daha yavas oldugundan fiber morfolojisi bu durumdan olumsuz
etkilenmektedir. Bundan dolay1 toplayici iinitenin iiretildigi materyalin dielektrik
katsay1s1 dnem tasimaktadir. Toplayici linitenin geometrik sekli ise 6rnegin hareketli
olmasi, toplanan fiberlerin birim alanda istenilen yogunlukta toplanmasina olanak

sagladigi i¢in daha kontrollii bir liretim sunmasi agisindan 6nemlidir (Andrady, 2008).

3.1.3 Cevresel Parametreler

Elektrospinning islemi sirasinda en Oonemli ¢evresel parametreler sicaklik ve nem
oranidir. Islemin yapildigi ortamin sicakligi, kullamilan polimer ¢dzeltisindeki
¢Oziiclinlin buharlagsmasi acisindan énemlidir (Andrady, 2008). Kuru fiberlerin elde
edilmesi agisindan ortam sicakligi belirli derecelerde sabit tutulmasi gerekmektedir.
Aksi takdirde onceki basliklarda deginilen, eriyik seklinde ag yapilarinin olugmasi
kagmilmazdir. Sicaklik gibi ortamdaki nem orani da {iretilen fiberlerin morfolojisini
dogrudan etkilemektedir. Nemin lif ¢apina etkisi, ¢cozelti ile ¢evreleyen su buhari
arasindaki etkilesime baghdir. Kim ve digerleri (2004) daha yiiksek nemin, ayni
konsantrasyona sahip polimer ¢ozeltilerinden {iretilen polistiren fiberlerin ¢apinda
artisa sebep oldugunu gostermistir. Bu ¢evresel etmenler tamamen kullanilan polimer
ve ¢ozeltiyle alakali oldugundan, kullanilan malzemeyi iyi tanimak, verimli bir fiber

tiretimi agisindan hayati bir 6nem kazanmaktadir.
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4. CAPRAZ-BAGLAMA

Polimer zincirleri arasindaki etkilesimler sonucu 3 boyutlu baglanma islemine ¢apraz
baglanma denmektedir. Bu polimer zincirler arasinda baglar kurmak igin tepki veren
reaktif noktalara fonksiyonel grup adi verilir. Kollajen yap1 olarak dogal bir
molekiildiir, amino asitler ve bunlara ek olarak amin, karboksilat, ve hidroksil

gruplarina sahiptir.

Kollajen ile ilgili bliyliik problemlerden bir tanesi ise, elektro-egirme yontemi ile
nanofiber formuna getirildikten sonra suda tamamen ¢oziinlir hale gelmesidir. Bu
sebepten Otlirli kollajen nanofiberlerin dayanimini arttirmak i¢in bir dizi capraz-
baglama islemleri gerekmektedir. Bu ¢alismada dort farkli ¢apraz baglama ajani
denenmistir. Bunlar sirasiyla genipin, EDC-NHS, transglutaminaz ve gluter

aldehit’dir.
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5. DENEYSEL KISIM

Bu baglik altinda kollajen ekstraksiyon islemleri, electrospining iglemleri ve yapilan
farkli capraz-baglama islemleri sirasiyla anlatilmistir. Ayni zamanda kullanilan
karakterizasyon yontemlerinin ne i¢in yapildigi ve nasil uygulandig1 detayli olarak

verilmektedir.

5.1 Kollajen Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, ¢ozeltilerden veya kat1 karigimlardan bir maddeyi ayirma, ¢éziiciiniin ve
istenmeyen safsizliklarin karisimlardan uzaklastirmak ic¢in yapilan islemlerin tlimiine
verilen isimdir. Kollajen biyo-aktif olmasi, biyo-uyumluluk ve biyo-bozunurluk gibi
Ozelliklerinden dolay1 bilimsel ¢aligmalarda her zaman popiiler bir biyomalzeme
olmustur (Biirck, ve digerleri, 2017). Yillar boyunca kollajen ekstraksiyonu iizerine
cesitli ¢alismalar yapilmistir. Buna karsin yapilan literatiir taramasinda, yapilan
calismalarin biliylik c¢ogunlugunun eski tarihlerde olmasi ve yeterince giincel
olmamasi, kollajen ekstraksiyonu iizerine ¢alismayi cazip hale getirmistir. Hayvanlar
aleminde en ¢ok bulunan protein olmasi hayvansal kaynaklardan ekstraksiyon sonucu
elde edilmesini kolaylagtirmistir. Yapilan bu ¢calismada kollajen ekstraksiyonu i¢in iki
farkli kaynak kullanilmistir. Bu kaynaklar iki kaynagi sigan kuyrugu ve sigir derisi
olusturmaktadir. Sican kuyruklart Marmara Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari tarafindan bagis seklinde temin edilmistir. Sigir derisi ise danigmanim
Dog. Dr. Murat KAZANCI tarafindan kurban derisi seklinde temin edilmistir. Yapilan

bu calismada canli hayvanlarla hi¢bir sekilde temasta bulunulmamustir.

5.1.1 Sigcan Kuyrugundan Kollajen Ekstraksiyonu

Kollajenin tendonlarin yapisinda bolca bulunmasi ve sigan kuyrugunun biiyiik
cogunlugunun tendonlardan olusmasi, bu kaynagi ekstraksiyon islemi i¢in ideal bir
kaynak olmasina sebep olmustur. Bundan dolayr yakin zamanlarda yapilan

caligmalarin biiyiik cogunlugu bu kaynak {izerine yogunlasmistir. Rajan ve digerleri
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(2007) yaptiklar1 c¢alismada sigan kuyrugundan kollajen ekstraksiyonu igin bir
protokol olusturmuslardir. islemler ¢ogunlukla bu protokole bagli olarak, kiigiik

modifikasyonlarla gerceklestirilmistir.

Islemler

Oncelikle dondurulmus halde temin edilen kuyruklar 1X PBS ¢ozeltisi icerisinde
¢oziildii. Daha sonra kuyrugun sert derisi lizerine bisturi yardimiyla bir ¢izik acildi.
Agilan bu ¢izik kenarindan kalkan deriler cerrahi makas yardimiyla kesildi. Ince bir
pens yardimiyla tendonlar teker teker cekilip yine ayni sekilde 1X PBS ¢ozeltisi
icerisine dolduruldu. Tendon c¢ekim islemi ve c¢ikarilan tendonlar Sekil 5’de
gosterilmistir. Takip edilen protokole uygun olarak tendonlar bir 6n islemden gegcirildi.
Bu 6n islem tendonlarin 5’er dakika siire ile sirasiyla aseton ve isopropil alkollerde
bekletilmesini i¢eriyordu. Bu 6n islem Tip 1 kollajenin saflastirilmasi i¢in gerekliydi
(Rajan, Habermehl, Cote, Doillon, & Mantovani, 2007). Kollajenin asit i¢erisindeki
¢oziinilirliigii bilindiginden dolayr elde edilen tendonlar ile, asit cinsinin etkisini de
saptamak adina, iki farkli asit kullamlarak ¢ozeltiler hazirlandi. Tk denemeler elektro-
egirme islemine de uygun olmasi agisindan, 0,01M hidroklorik asit(HCI) ve 0,01M
asetik asit(AA) igerisine %30’luk olarak hazirlandi. Fakat ¢o6ziinme problemi
nedeniyle, bu oran 6nce %5 e, problemin devam etmesi sebebiyle %1’e diistiriildii. Bu
oranda ¢oziinme iglemi higbir sikint1 olmadan gergeklestirilebildi. Cozelti halindeki
kollajenin sicakliktan kaynaklanan yapisinin bozulma 6zelliginden dolay1 kullanilan
tim materyaller ©onceden sogutuldu ve biitiin karigtrma islemleri 4°C’de
gerceklestirildi. Elde edilen kollajen ¢ozeltisini saflastirmak adina, igerisindeki asidi
uzaklagtirmak i¢in suya karsi diyaliz islemi uygulandi. Diyaliz sonrasi elde edilen
cozelti -85 °C’de 1 gece dondurulduktan sonra, 48 saat siireyle liyafilize edildi.
Liyafilizasyon islemi sonunda su molekiilleri tamamen uzaklastirilmis ve toz haline

kollajen basarili bir sekilde elde edilmis olundu.
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Sekil 5. (a) Sican kuyrugundan tendon ¢ekim islemi (b) kuyruktan ¢ekilen tendonlar

5.1.2 Sigir Derisinden Kollajen Eldesi

Kollajen kaynag olarak sigir derisi tercih edilmesinde bazi avantajlar ve dezavantalar
bulunmaktadir. Dezavantajlart; deri kullanilarak yapilan protokol ve caligmalar
oldukca eski, giincellikten uzak olmalar1 ve tedarik edilmesi kuyruga gore daha zor
olmasidir. Avantaji ise kaynagin tedarik edilmesi durumunda kiitlece daha biiyiik
oldugundan, miktar olarak daha fazla liretim imkani saglamasidir. Sigir derisinden
kollajen tiretimi icin literatiir aragtirmasi sonucunda, en giincel protokoller olan, Tris-
HCI protokolii ve pepsin enzimi (Nimni, Cheung, Strates, Kodama, & Sheikkh, 1988)

protokolii uygulanmastir.

Tris-HCI Islemler

Dondurulmus deri pargalar: jilet ve bisturi yardimiyla kil ve yap gibi yapilardan
temizlendi. Temizlenmis deri sonraki adimlar1 kolaylastirmak adina ufak pargalara
bolindii. 0,15M sodyum kloriir(NaCl) ¢dozeltisi ve 0,05M Tris-HCl ¢ozeltisi
hazirlandi. Deri agirlik¢a %5 olacak sekilde bu karsim igerisinde manyetik karistiric
yardimu ile 3 giin boyunca karistirildi. Karistirma isleminin tiimii, buz destegiyle 4

°C‘de gerceklestirildi. 3 giin sonunda elde edilen soliisyon 3200rpm(rate per minute)

17



de 45 dakika boyunca sogutuculu santrifiijjde 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirilarak santrifiij islemi {i¢ sefer tekrar edildi. Son islem sonrasinda olusan
pellet alindi. 0.5M asetik asit(AA) icerisinde 1 hafta siiresince manyetik karigtiric1 da
cozildi. Kanistirma islemi yine buz takviyesi ile birlikte yapildi. Sonrasinda
igerisindeki asidin uzaklastirilmasi i¢in suya karsi diyaliz islemi yapildi. Diyaliz islemi
sonrasinda bir gece -85 °C ‘de dondurularak liyafilizasyon islemi uygulandi.

Liyafilizasyon sonrasinda toz halinde kollajen elde edilmis olundu.

Pepsin Enzimi Islemler

Dondurulmus deri oncelikle jilet ve bisturi yardimiyla kil ve yag gibi yapilardan
temzilendi. Temizlenmis deri sonraki adimlar1 kolaylastirmak adina ufak pargalara
boliindii. Daha sonrasinda deri agirligr %5°lik olacak sekilde HCI igerisinde ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozeltinin i¢ine ayn1 zamanda %0,1°1lik sodyum azid (NaN3) ve 1 mg/ml
olacak sekilde pepsin enzimi katildi. Pepsin enziminin de katilmasiyla olusan ¢ozelti
20 saat boyunca bu sekilde karistirildi. 20 saatin sonunda enzim aktivitesini durdurmak
icin pH degeri 10’a ¢ikana kadar sodyum hidroksit (NaOH) eklendi ve 24 saat boyunca
enzimin tamamen inaktif hale gelmesi beklendi. 24 saat sonra pH degerini normale
dondiirmek icin 7°ye gelene kadar HCI eklendi. Olusan son ¢6zelti sogutucu 6zelligi
olan santrifiijde, 4 °C, 3200 rpm(rate per minute)’de 45 dakika boyunca santrifiij
yapildi. Bu islem ayni sekilde 3 defa tekrarlandi. Santrifiij islemleri tamamlandiktan
sonra olusan pellet %3’liikk A.A. igerisinde ¢oziildii. Coziilme islemlerinin tiimii 4
°C’de gergeklestirildi. Olusan son ¢ozelti bir tiilbent yardimiyla siiziildiikten sonra -85
°C’de bir gece boyunca donduruldu. Dondurulduktan sonra 48 saat boyunca liyafilize
edilerek su molekiilleri tamamen uzaklastirilmis, toz halinde kollajen basarili bir

sekilde elde edilmis olundu.

5.2 Elektro-Egirme

Elektro-egirme islemi i¢in kullanilan prosediirler asagida agiklanmistir.
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5.2.1 Soliisyon Hazirlanmasi

Elektro-egirme isleminde kullanilan her polimer i¢in birden fazla ¢oziicii segeneginin
mevcut olma durumu kollajen i¢in de gegerlidir. Coziicii se¢ciminde nelere dikkat
edilmesi gerektigi daha onceki bagliklarda agiklanmistir(bkz. Parametreler). Kollajen
ile ilgili temel problemlerden bir tanesi, ¢ozelti halindeyken karakteristik {i¢lii sarmal
yapisinin bozulmasidir. Bundan dolay1 ¢oziicli se¢imi kollajen igin biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Biirck ve digerleri (2014) yaptiklar1 ¢alismada kollajen nanofiber
tiretimindeki en yaygin iki ¢oziiciiyli incelemislerdir. Asetik asit ve TFE ile yaptiklari
calismada asetik asitin ¢ozelti halindeyken kollajenin {i¢lii sarmal yapisin1 daha iyi
korudugunu ispatlamiglardir. Bunda dolay1 bu c¢aligmada diger alternatiflerdense,
kollajenin asetik asit icerisinde ¢oziilmesi tercih edilmistir. Kollajen %40’lik asetik

asit icerisinde hacimde agirlikca (w/v) %30 olarak ¢oziilmiistiir.

5.2.2 Elektro-egirme Prosediir

Kollajen nanofiber iiretimi i¢in elektro-egirme prosediirii daha onceleri agiklanmistir
(Biirck, ve digerleri, 2013). Hazirlanan elektro-egirme ¢ozeltisi 3 mililitre(ml)’lik
siringalar igerisine doldurulmustur. Vida agizli bu siringalarin ucuna kiit agizli metal
igne uglart takilmistir. Taylor konisi olusmasi agisindan kiit agizli olmast 6nem
tasimaktadir. Hazirlanan bu siringa hizi kontrol edilebilen bir siringa pompasina
yerlestirilmis ve pompanin hiz1 0.5 mikrolitre/ dakika olarak ayarlanmistir. Bir elektrot
aracihigryla yiiksek voltaj kaynagi metal igne ucuna baglanmstir.islem sirasinda
uygulanacak yiiksek voltaj 18-20 kilovolt(kV) olarak ayarlanmistir. Ortam sicakligi
22-24 °C arasin tutulmus ve nemlilik %40-50 arasinda tutulmaya caligilmustir.
Nemliligin istenilen degerler disinda oldugu zamanlarda, kapali hazne igerisine
yerlestirilen doymus K2COs3 ¢ozeltisi kullanilmistir (OMEGA). Nanofiberlerin
toplanacag linite igne ucundan 15 cm uzakliga yerlestirilmistir. Toplayict linitede
biriken nanofiberleri oradan ayirma islemini kolaylastirmak i¢in toplayict iinite
aliminyum folyo ile kaplanmis, folyonun iistene ince lameller yerlestirilmistir. Bu

prosediir 1s181nda kollajen nanofiber iiretimi basar1 ile gerceklestirilmistir. Folyo
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iizerine toplanan nanofiberler ve optik mikroskop ile elde edilen goriintiileri Sekil 6’da

verilmistir.

Sekil 6. (a) Folyo lizerine tpolanan nanofiberler (b) nanofiberlerin optik mikroskop

goruntiisu

5.3 Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FT-IR)

Kizilétesi (IR) spektroskopisi, organik veya inorganik bilesikler olan maddelerin
karakterizasyonunda kullanilan giiglii bir test teknigidir. FTIR, 1518 farkh
frekanslarda absorbansini dl¢erek bir molekiiliin kimyasal yapisini tanimlayabilir. Bir
IR spektrumu, malzemeyi olusturan atomlarin baglar1 arasindaki titresimlerin
frekanslarina karsilik gelen emilim pikleri, bir numunenin parmak izini temsileder.
Her materyal benzersiz bir atom kombinasyonu oldugu i¢in, iki bilesik ayni IR
spektrumunu iiretemez. Katilarin, sivilarin ve gazlarin analizine uygulanabilir (Settle,

1997).

Bu calismada FT-IR teknigi, iiretilen kollajenin ne denli ticari kollajene yakin olup
olmadig1 saptamak, elektro-egirme yontemi ile {iretilen kollajen nanofiberlere
uygulanan c¢apraz-baglama islemlerinin, yapiya katilip katilmadigi, yapi istiinde
ekstradan ajan kalip kalmadig1 ve capraz-baglama isleminin basaris1 hakkinda bilgi

alinmas1 amaciyla kullanilmigtir.
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5.4 Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi, molekiillerin CD'sinin bir dizi dalga boyu
tizerinde 6l¢tildiigi bir spektroskopik tekniktir. CD spektroskopisi, her tiir ve boyuttaki
kiral molekiilleri incelemek icin yaygin olarak kullanilir, ancak en 6nemli uygulama
alanini, biiyiik biyolojik molekiillerin incelemesinde bulmaktadir. Makromolekiillerin
sekonder yapisint veya konformasyonunu analiz etmekte yaygin olarak kullanilir.
Ayn1 zamanda makromolekiiller hakkinda yapisal, kinetik ve termodinamik bilgiler

dairesel dikroizm spektroskopisinden tiiretilebilir.

Dairesel dikroizm bu c¢alismada yalnizca kollajen ekstraksiyonu kisminda
kullanilmistir. Bu béliimdeki kullanim amaci ise, ekstraksiyon islemleri sonucunda
tiretilen toz halinde kollajenin, ticari kollajen ile arasindaki benzerlik oranidir.
Kollajene ait karakteristik 6zellik olan ii¢ boyutlu yapinin korunup korunmamasi
kollajen ekstraksiyon isleminde biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu yontem ile iiretilen
kollajenin ii¢ boyutlu yapisinin ticari kollajen ile ne de Ortiistligii ve iiretimin ne denli
verimli oldugu hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Kullanilan protokol daha 6nceleri

aciklanmistir (Aras & Kazanci, 2015).

5.5 Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

Termal analiz testleri, bir malzemenin karakterizasyonunda kullanilan temel analitik
tekniklerdendir. Bu testler, fiziksel stabilite, ¢oziinme kaybi, bozunma, ayrisma gibi
konularda ve faz degisimi gibi diger karmasik konularda fikir sahibi olmamizi
saglamaktadir. Literatiide bir¢ok termal analiz testi bulunmasinin yani sira DSC en

yaygin olanlardan bir tanesidir (Lin & Wang, 2012).

Bu calismada, DSC testi, iiretilen ve capraz-baglama islemi gérmiis nanofiberlerin
termal olarak dayanikliklarinin artip artmadigini gostermek ve goreceli olarak capraz-
baglama isleminin bagarisin1 gostermek i¢in kullanilmistir. DSC testleri 0 °C’den 220

°C’ye kadar dakikada 10°C’lik bir artigla 6l¢iilmiistiir.
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5.6 UV Spektrofotometre

UV spektrofotometre cihazi kullanilarak serbest amin gruplarinin miktarlarinin
tayininde ninhidrin testi kullanilmistir. Ninhidrin test protokolii Wang ve digerleri
tarafindan daha oOnce agiklanmistir (Wang, 2004). Ninhidrin testi kullanilarak
numunelerde, ¢apraz-baglama sonrasinda serbest kalan amin gruplar tayin edilecek
ve crooslink miktar1 hakkinda fikir sahibi olunacaktir (Sung, Huang, Huang, & Tsai,

1999).

Ninhidrin soliisyonu protokole uygun olarak hazirlanmistir. Referans egrisini
olusturmak i¢in bilinen miktarlarda toz jelatin kullanilarak o6l¢iim numuneleri
hazirlanmistir. Bu calismada referans egrisinin 4 numuneden olusmasi tercih
edilmistir. 1’den 4’e kadar numaralandirilan deney tiiplerine, Ol¢iilerek sirasiyla 2-3-
4-5 mg toz jelatin doldurulmustur. Daha sonra iistlerine 1 ml distile su eklenmistir. Su
eklendikten sonra 90 °C sicak su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonrasinda
ise deney tiiplerine 1 ml ninhidrin soliisyonu eklenmis ve tekrar 15 dakika boyunca 90
°C sicak su banyosunda bekletilmistir. Boylelikle deney tiiplerindeki son
konsantrasyonlar sirastyla 1 - 1,5 — 2 — 2,5 mg/ml olmustur. 15 dakika bekledikten
sonra numune tiipleri 5 dakika sogutularak oda sicakligina getirilmistir. Nanofiber
numunleri de ayr1 ayr1 2’ser mg tartilmis ayni prosediir uygulanarak sirasiyla 1 ml
distile su ve 1 ml ninhidrin soliisyonu eklenmistir. Ninhidrin testinde, serbest amin
gruplariin ninhidrin soliisyonu ile tepkimesi sonucu olusan belirleyici mavi renk
olusumu Sekil 7° de gosterilmistir. Mavi renk olusumunun sonrasinda ise ninhidrin
testi i¢in belirleyici olan 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢tilmiistiir. Ayni

prosediir, ilk ¢6ziicli olan su yerine etanol kullanilarak da tekrarlanmistir.
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Sekil 7. Ninhidrin soliisyonu ile mavi renk olulturuan numuneler
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6. DENEYSEL KISIM SONUCLARI

Bolim 5’de verilen “Deneysel Kisim” sonuglar1 bu boéliimde basliklar halinde
incelenmistir.

6.1 Kollajen Ekstraksiyon Sonuglari

Kollajen ektraksiyon islemlerinin sonuglar1 asagida verilmistir.

6.1.1 FT-IR Sonuc¢lar

# = Tris-HCI Deri | |
&

W #— lelatin Toz '.| U cH
¥—Tendon AA C-0 Il
| #—Tendon HCI
#— Pepsin Deri \ ,| \N-H
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Sekil 8. Kollajen ekstraksiyon FT-IR grafigi

Sekil 8’de gosterilen grafiklerden siyah renkte olan Tris-HCI ¢6zeltisiyle deriden elde
edilen kollajene, yesil renkte olan pepsin enzimi ile elde edilen kollajene, mavi renkte

olan AA igerisinde ¢oziilen sican kuyrugu tendonundan elde edilen kollajene, pembe
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renkte olan HCl icerisindeki sigan kuyrugu tendonundan elde edilen kollajene, kirmizi
olan ise verimli bir karsilastirma yapilmasi acisindan ticari jelatine aittir. Burada
gosterilen pikler, elde edilen iiriiniin yapis1 hakkinda bilgi vermektedir. Kollajen amide
I ad1 verilen C-O titresimi 1680 cm™ dalga boyunda gézlemlenmekte olup, bu kollajen
i¢in belirleyici pik pozisyonudur. Yine kollajen i¢in amide II ad1 verilen N-H titresimi
1542-1544 cm™ dalga boyunda goriiliip kollajen proteinine aittir. Amide III C-N
titresimi 1256 cm™! dalga boyunda gdzlemlenmektedir. Diger irili ufakli bantlar ise
kollajen proteinine ait olup farkli molekiiler titresimleri gostermektedir. C-H
titresimine ait iki farkli bant pozisyonu bulunmaktadir. Bunlardan diisiik dalga
boyunda olan 1458 cm™! daha yiiksek dalga boyunda olan ise 2937 cm™ “dir. Bu bandin
yiiksekliginin azalip ¢cogalmasi organik maddenin ortamda bulunan hidrojenle olan
etkilesimi hakkinda bilgi vermektedir. Buradan yola ¢ikarak bu bandin siddetinin
azalmasi, numunenin kuruma diizeyi ve ikincil yapinin bozulmasi veya agilmasi
hakkinda bize bilgi vermektedir. Ozellikle kollajenin ii¢lii yapisinin seklini saglayan
aradaki hidrojen baglaridir. Yapiin ac¢ilmasi i¢in hidrojen baglarinin tamamen
yikilmasi gerekmektedir. C-H siddetinin azalmasi yapimin denatiire oldugunu

kanitlayan 6nemli bir etmendir.
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6.1.2 CD Sonuclar

Collagen 1 Collagen 2
Collagen 4 Collagen 5

Collagen 3
Collagen 10°C 170314

== «= (Collagen 90°C 170314

40 1 1 L 1 N ] N 1 L L 2 L N 1
185 195 205 215 225 235 245 255

Dalgaboyu / nm

Sekil 9. Kollajen ekstraksiyon isleminin CD grafigi

193 dalga boyundaki negatif pik ve 218 dalga boyundaki pozitif pik ppll yapisina kars1
hassastir. Ppll yapisi ise direkt olarak kollajenin ti¢lii katlanmasi hakkinda bilgi verir.
Bu pozisyonlardi pikler ne kadar kuvvetli ise, dl¢iilen yapidaki kollajenin ii¢ boyutlu
yapist o derece kuvvetlidir. Buna gore kirmiz1 kesik ¢izgili grafik, kollajen 90 °C’de
tamamen denatiire olup yapisi bozulduktan sonra elde edilen grafiktir. Kesiksiz kirmizi
grafik ise kollsjenin 10 °C‘de yapist hi¢ bozulmadan elde edilen grafigidir. Bu iki
grafik kollajenin elimizdeki ticari kollajenin, yapisinin tamamen bozulmus ve
tamamen korunmus halinin grafikleridir. Bu grafikler esas alinarak, bizim elde
ettigimiz ve saflastirdigimiz kollajenin yapisinin ne derece korundugu hakkinda bilgi
sahibi olunmaktadir. Mavi ve yesil renkteki grafikler iki farkli yontem kullanilarak
sican kuyrugu tendonundan elde edilen kollajenlerdir. CD sonuglari, tiretilen bu iki
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kollajen i¢in yapmin %60 korundugunu gostermektedir. Tendondan kollajen elde
edilmesinde kullanilan iki yontem arasinda herhangi bir fark goézlemlenmemistir.
Pembe renkli grafik ise sigir derisinden Tris-HCI yontemi ile elde edilen kollajendir.
CD testleri i¢in ¢ozelti numuneler ¢dzelti halinde hazirlandigi i¢in, bu numune asit
icinde ¢6ziilme islemi sirasinda problem yasanmis ve ¢oziintlirliigiin ¢cok diisiik oldugu
gbézlemlenmistir. Bu nedenle elde edilen grafik cogunlukla giiriiltiiden olusmakta
oldugundan dolay1 saglikli bir sonug elde edilememistir. A¢ik mavi renkte olan grafik
is s1g1r derisinden pepsin enzimi ile elde edilen kollajen 6rnegine ait olmaktadir. Elde
edilen sonug gdstermektedir ki, kollajen yapis1 tamamen korunmus olup hatta negatif
pik degerleri, 10 °C ‘de ticari kollajenin pik degerlerinden daha iyidir. Siyah renkteki
grafik ise ticari kollajene ait olup farkli zamanlarda elde edilen grafikler arasinda fark

olmadigini 6l¢iimlerin saglikli ve tekrarlanabilir oldugunu gdstermektedir.

6.2 Capraz-Baglama Sonuglan
Capraz-baglama islemi i¢in yapilan deneylerin sonuclari asagida verilmistir.

6.2.1 Klasik Yontem Capraz-Baglama

Yapilan literatiir taramasinin ardindan, “Deneysel Kisimlar” baglig1 altinda agiklanan
klasik yontem ¢apraz-baglama islemleri uygulanmistir. Uygulanan prosediirler
sonrasinda ne yazik ki verimli sonuglar elde edilememistir. Klasik yontem igin
kullanilan ii¢ ajan i¢erisinden sadece genipin ajani ile nispeten olumlu sonug¢ alinmastir.
Digerlerine oranla biraz daha olumlu olmasina ragmen genipinden de verimli sonug
elde edilememistir. Capraz-baglama islemi gerceklemis fakat fiber morfolojileri
neredeyse tamamen tahrip olmustur. Klasik yontem sonrasinda elde edilen yapida
sonrasinda hicbir uygulama, test veya karakterizasyon islemi yapilmasi miimkiin
degildir. Lameller {iizerine toplanan nanofiberlerin c¢apraz-baglama islemi
uygulanmadan onceki ve sonraki hali Sekil 10 da verilmistir. Sekilde de goriildiigii
gibi klasik yontem capraz-baglama islemi nanofiberleri neredeyse tamamen eritmistir.

Bilimsel olarak islem gerceklesebiliyor olsa da nanofiberler ile sonraki asamalarda
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herhangi bir uygulama yapmak miimkiin degildir. Tiim bu sebeplerden dolay1 in-situ

capraz-baglama yontemi daha cazip bir yontem haline gelmektedir.

(b)

Sekil 10. Klasik yontem uygunlanmis nanofiberlerin (a) dnceki ve (b) sonraki halleri

6.2.2 Bulk Capraz-Baglama

Klasik yontemden alinan verimsiz sonuglar dogrultusunda in-situ crosslink daha cazip
hale gelmistir. Bulk capraz-baglama islemi ise tamamen in-situ capraz-baglama
islemini kanitlamasi agisindan yapilan bir islemdir. Yaptigimiz ¢aligmalarda
transglutaminaz ve EDC-NHS kombinasyonundan verimli bir sonu¢ alamazken bu
ajanlarin katildigi jelatin ¢ozeltisinde jellesme islemi ger¢eklesmemistir (Sekil 12 (c)
ve (d)). Bu iki ajanin aksine genipin ve gluteraldehit ajanlariin i¢ine katildig jelatin
cozeltilerinde, bu ajanlarin capraz-baglama islemleri i¢in belirleyici olan renk
degisimleri ve tamamen jellesme goriilmiistiir. Jellesen ¢ozeltiler Sekil 12 (a) ve (b)’de
verilmistir. Bu iki ajanin asidik ortamda basarili bir sekilde yapiyr baglamasindan

dolay1 ¢alismanin devamina bu iki ajan kullanilarak devam edilmistir.

28



Sekil 11. Capraz-baglama ajani katilmamus jelatin ¢ozeltisi

Sekil 12. (a) Genipin (b) gluteraldehit (c) EDC-NHS kombinasyonu (d)
transglutaminaz enzimi ile hazirlanan jelatin soliisyonlar1
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6.3 DSC Sonuglar

Yapilan DSC ol¢limlerinin sonuclari asagida verilmistir.

6.3.1 Bulk Capraz-Baglama Sonuclari

Bulk crosslink i¢in DSC sonuglart ayr1 ayr grafikler halinde verilmistir. Yapilan
testlerde, 40-120 °C araliginda pik degerleri ve DH degerleri hesaplanmistir. Bu
sicaklik araliginda, toz jelatin i¢in pik degeri 76 °C olarak ol¢iiliirken DH degeri, 216
J/g olarak hesaplanmistir (Sekil 11(a)). Yapilan c¢apraz-baglama isleminin verimi
degerlendirilirken bu degerler géz 6niinde bulundurulacaktir. Genipin ve gluteraldehit
ajanlar1 kullanilarak olusturulan bulk malzemede, toz jelatinde goriilen 76 °C‘deki
pikin kaybolmasi, ajanlarin yapiy1r baglayarak tamamen farkli bir malzeme
olustugunun kanitidir. Ayn1 zamanda pik degerlerinin belirlenen araliklarin oldukca
lizerine ¢ikmasi, bulk ¢apraz-baglama islemi sonucu olusturulan {irinlerde termal
dayanikliligin bir hayli arttigin1 gostermektedir (Sekil 11(b) ve 11(c)). Bunun yaninda,
toz jelatin i¢in 216 J/g olan DH degeri, bulk ¢apraz-baglama ile {iretilen malzemelerde,
76 °C‘deki pik noktasi kayboldugu icin, ayni araliklarda azaldigi goriilmektedir.
Burdan yola ¢ikarak DH degerinin azalmasi g¢apraz-baglama isleminin basarisini

gostermekte oldugu goriilmektedir.
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6.3.2 In-situ Capraz-Baglama Sonuclar

In-situ capraz-baglanan nanofiberler i¢in DSC sonuglar1 ayr1 ayr1 grafikler halinde
verilmistir. Yapilan testlerde, 40-120 °C araliginda pik degerleri ve DH degerleri
hesaplanmistir. Bu sicaklik araliginda, crosslink islemi gdrmemis kontrol jelatin
nanofiberler i¢in pik degeri 81 °C olarak olgiiliitken DH degeri, 154 J/g olarak
hesaplanmistir (Sekil 12(a)). Bu degerler genipin ajani ile in-situ olarak capraz-
baglanan nanofiberler i¢in 82 °C ve 112 J/g iken (Sekil 12 (b)) gluteraldehit ajani ile
tiretilen nanofiberlerde 80 °C ve 139 J/g olarak ol¢lilmiistiir (Sekil 12(c)). Yapilan
testler sonucunda, 40-120 °C araligindaki pik degerlerinin birbirine ¢ok yakin
olmasindan dolay1 in-situ ¢apraz-baglama isleminin nanofiberler {izerinde bariz bir
termal dayaniklilik katmadigi goriilmistiir. Bunun yaninda ¢apraz-baglama yapilan
her iki ajan icin DH degerleri kontrol nanofiberlere gére daha diisiik ¢ikmustir. Iki ajan
arasinda kiyaslama yapildig: takdirde, genipin ajanina ait olan daha diisiik DH degeri

daha verimli bir ¢capraz-baglama isleminin gostergesidir.
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6.4 FT-IR Sonuglar:

Calismada yapilan FT-IR sonuglar1 bagliklar halinde verilmistir.

6.4.1 Bulk Capraz-Baglama Sonuc¢lari

C-H
F— lelatin Toz
:: Genipin Capraz-Baglanmis oo \
GTA Capraz-Baglanmis ‘\ H-H
43500 4000 3000 2000 1000

Sekil 15. Bulk capraz-baglama igin FT-IR grafikleri

Sekil 15° de gosterilen grafiklerden siyah renkte olan toz halinde jelatini, mavi renkte
olan gluteraldehit(GTA) ajan1 kullanilarak elde edilen bulk jelatin, kirmizi olan ise
genipin(GEN) ajan1 kullanilarak elde edilen bulk jelatindir. Burada gdsterilen pikler,
jelatin bulk halinde c¢apraz-baglama yapildiktan sonra yapisinda herhangi bir
degisiklik olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir. Daha once kollajen
hammaddesinde go6zlemledigimiz (sekil) piklerin hemen hemen benzerlerini, pik
pozisyonlarinda bazi kaymalar ile burada da aynen gérmekteyiz. Sirastyla, amide I ad1

verilen C-O titresimi 1680 cm™! dalga boyunda gézlemlenmekte olup, bu kollajen igin
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belirleyici pik pozisyonudur. Yine kollajen i¢in amide II adi verilen N-H titresimi
1542-1544 cm™ dalga boyunda goriiliip kollajen proteinine aittir. Amide III C-N
titresimi 1256 cm™! dalga boyunda gézlemlenmektedir. Diger bantlar ise C-H bending
1458 cm™! dalga boyunda ve diger irili ufakli bantlar ise kollajen proteinine ait olup
farkli molekiiler titresimleri gostermektedir. Daha yiiksek dalga boylarinda
gordiigiimiiz 2937 cm™ C-H streching titresimine aittir. Burada ekstra olarak yaklasik
1700 cm' dalga boylarinda gozlemlenen bant kullanilan ajanlardan
kaynaklanmaktadir. Bu da kullanilan ajanlardan bir kisminin elde edilen {iriin {izerinde

kaldigini tam olarak uzaklastirilamadigini gostermektedir.

6.4.2 In-situ FT-IR Sonuclari

N-H/ '
| |II| ", .
Hr
‘ Cil
! | |
) ! C-H
¥— lelatin kantrol .0 | | !
F—— Genipin4 B
p— GTALS \
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 16. In-situ capraz-baglanan nanofiberler i¢in FT-IR grafigi

Sekilde gosterilen grafiklerden siyah renkte olan capraz-baglama islemi gérmemis

kontrol halinde nanofiberleri, mavi renkte olan gluteraldehit(GTA) ajan ile ¢apraz-
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baglama islemi gérmiis nanofiberleri, kirmizi olan ise genipin(GEN) ajan1 kullanilarak
capraz-baglama islemi gérmiis nanofiberleri gostermektedir. Burada gosterilen pikler,
in-situ jelatin nanofiberlerin elde edilmesi esnasinda yapisinda herhangi bir degisiklik
meydana gelip gelmedigi yani kullanilan ajanlarin yapisina katilip katilmadigi ve
lizerinde capraz-baglama islemine girmemis ajan kalip kalmadigi hakkinda bilgi
vermektedir. Daha oOnce jelatin bulk hammaddesinde gozlemledigimiz (Sekil 15)
piklerin hemen hemen benzerlerini, pik pozisyonlarinda bazi kaymalar ile burada da
aynen gormekteyiz. Sirasiyla, amide I adi verilen C-O titresimi 1680 cm™ dalga
boyunda gozlemlenmekte olup, bu kollajen icin belirleyici pik pozisyonudur. Yine
kollajen igin amide II ad1 verilen N-H titresimi 1542-1544 cm™ dalga boyunda goriiliip
kollajen proteinine aittir. Amide III C-N titresimi 1256 cm™ dalga boyunda
gozlemlenmektedir. Diger bantlar ise C-H bending 1458 cm™! dalga boyunda ve diger
irili ufakli bantlar ise kollajen proteinine ait olup farkli molekiiler titresimleri
gostermektedir. Daha yiiksek dalga boylarinda gérdiigiimiiz 2937 cm™ C-H streching
titresimine aittir. Burada bulk jelatinde gordiigiimiiz yaklastk 1700 cm dalga
boylarinda gozlemlenen bant artik gorlinmemektedir. Bunun sebebi de kullanilan
ajanlarin yaprya tamamen katilmasi ve lretilen nanofiberlerin iizerinde ekstra bir

kimyasal kalmadigini1 géstermektedir.

6.5 UV Spektrofotometre Sonuclari

UV Spektrofotometre sonuglari agagida verilmistir.

6.5.1 Coziicii olarak su ile elde edilen sonuc¢lar

“Deneysel Kisimlar” basliginda agiklanan protokole bagli kalarak, serbest amin
gruplarinin miktarina dair fikir elde edilmek icin yapilan, yapilan UV spektrofotometre
Olciim sonuglar tablo halinde verilmistir. 2 numarali tablo ilk ¢oziici olarak su
kullanilan protokoliin standart egrisini olusturmak i¢in bilinen miktarlarda jelatin
kullanilarak yapilan Ol¢limiin sonuglaridir. 3 numarali tablo ise referans egrisi
kullanilarak hesaplanilan, nanofiberlerin sonuglaridir. G1 %1’lik G4 ise %4’likk
genipinin katilarak iiretilen nanofiberleri gosterirken GTAO,5 %0,5’lik, GTA1,5

ise %1,5’luk gluteraldehit katilarak iiretilen nanofiberleri gostermektedir.
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Tablo 3’ de acik¢a goriildiigii tizere ilk ¢oziicii olarak su kullanildig: takdirde serbest
amin gruplarinin konsantrasyon degerleri birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. Bunun yaninda
genipin ajant i¢in ¢eligkili sonuglar ¢ikmistir. Saibeli bir durum olusturmamasi adina

ayn1 protokol ilk ¢oziicii olarak etanol kullanilarak tekrarlanmistir.

Tablo 2. Su ile yapilan dl¢limiin referans egrisi sonuglari

N 570nm’de
Ornek Ornek Adi Ornek Tipi Konsantrasyon Absorbans
Numarast Degeri
1 Numune 1 Standart 1 mg/ml 0,398
2 Numune 2 Standart 1,5 0,749
3 Numune 3 Standart 2 1,654
4 Numune 4 Standart 2,5 1,950
Tablo 3. Su ile 6l¢iilen UV testinin numune sonuglari
N 570nm’de
Ornek Omek Adi Omek Tipi | Konsantrasyon | Absorbans
Numarasi Degeri
1 Kontrol Nanofiber 0,768 0,096
2 Gl Nanofiber 0,764 0,091
3 G4 Nanofiber 0,809 0,141
4 GTAO,5 Nanofiber 0,741 0,065
5 GTAl,5 Nanofiber 0,727 0,050

6.5.2 Coziicii olarak etanol ile elde edilen sonuclar

“Deneysel Kisimlar” basliginda agiklanan protokole bagli kalarak, serbest amin

gruplarinin miktarina dair fikir elde edilmek icin yapilan, yapilan UV spektrofotometre

Ol¢iim sonuglar tablo halinde verilmistir. 4 numaral tablo ilk ¢oziicii olarak etanol
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kullanilan protokoliin standart egrisini olusturmak ic¢in bilinen miktarlarda jelatin
kullanilarak yapilan Ol¢limiin sonuglaridir. 5 numarali tablo ise referans egrisi
kullanilarak hesaplanilan, nanofiberlerin sonuglaridir. G1 %1’lik G4 ise %4’lik
genipinin katilarak iiretilen nanofiberleri gosterirken GTAO,5 %0,5’lik, GTA1,5
ise %1,5’luk gluteraldehit katilarak iiretilen nanofiberleri gostermektedir. Bunlara ek
olarak basinda “A” harfi olan Ol¢iimler ajanlarin kendilerinden yapilan olgiim
sonuclaridir. 11k ¢oziicii olarak su kullanilan &lciimiin aksine, etanol kullanilarak

yapilan 6l¢iimler ¢ok daha tutarli ve mantikli sonuglar igermektedir.

Tablo 4. Etanol ile yapilan 6l¢iimiin referans egrisi sonuglari

Ornek 570nm’de
Ornek Adi Ornek Tipi | Konsantrasyon | Absorbans
Numarasi ..
Degeri
1 Numune 1 Standart 1 mg/ml 0,458
2 Numune 2 Standart 1,5 0,541
3 Numune 3 Standart 2 0,778
4 Numune 4 Standart 2,5 0,781
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Tablo 5. Etanol kullanilarak yapilan 6l¢iimiin numune sonuglari

Ornek ) ) 570nm’de
Numarasi Ornek Adi Ornek Tipi Konsantrasyon Absovrba.ns
Deger1

1 Kontrol Nanofiber 1,333 0,539
2 Gl Nanofiber 2,585 0,833
3 G4 Nanofiber 1,359 0,545
4 GTAO0,5 Nanofiber 1,654 0,614
5 GTALl,5 Nanofiber 1,384 0,433
6 AGI Ajan 0,701 0,021
7 AG4 Ajan 0,709 0,031
8 AGTAO,5 Ajan 0,703 0,024
9 AGTALS Ajan 0,703 0,023

Her bir ajan grubu kendi igerisinde incelendigi takdirde, ajan konsantrasyonlarindaki
artisin serbest amin gruplarinin konsantrasyonunda bariz bir sekilde azalma sagladigi
goriilmektedir. Oyle ki genipin ajani igin konsantrasyon neredeyse yartya diismiistiir.
Ayni durum gluteraldehit i¢in de gecgerlidir lakin azalma orani genipine kiyasla daha
disiiktiir. Tablo 5 incelendiginde c¢apraz-baglama ajam1 kullanilarak yapilan
Olctimlerin, kontrol dl¢limlerinden daha yiiksek serbest amin grubu konsantrasyonuna
sahip oldugu goriilmektedir. Ilk etapta bunun sebebi anlasilmasa da sonra ajanlarin
direkt kendilerinin spektrofotometre dl¢iimleri yapildiginda anlagilmistir ki yapinin
icindeki ajanlar da serbest amin grubu konsantrasyonuna bir miktar katkida
bulunmaktadir. Bundan dolay1 in-situ ¢apraz-baglanmis olarak iiretilen fiberler kontrol
grubundan fazla ¢ikmaktadir. Fakat burada asil onemli nokta ajanlarin kendi iginde ve
birbirleriyle olan kiyaslanmasidir. Ajan konsantrasyonunun artmasi ile serbest amin
grubu konsantrasyonunun azalmasi c¢apraz-baglama isleminin basarili bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir. Tablo 5 sonuglart goz 6niine alindiginda ise GTAL,S

ile aralarinda bariz bir fark olmamasina ragmen, G4 6rnegi daha verimli sonuglar

sunmaktadir.
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6.6 Coziiniirliik Deneyi

Fizyolojik sartlara uygun olmasi i¢in oda sicakliginda su icerisinde bekletilen
nanofiberler gozlemlenmistir. Bu gézlemler sonucunda, hi¢bir ¢apraz-baglama islemi
gormeyen kontrol grubunun su igerisine koyulur koyulmaz bozuldugu
saptanmistir(Sekil 17(b)). Buna karsin in-situ olarak iiretilen nanofiberlerin
dayanimlar1 saat ve giinlere gore Sekil 18’de verilmistir. Harflerle verilen satirlar
strastyla 0, 6, 12, 24 ve 72 saati gostermektedir. Capraz-baglama belirtisi olan renk
degisimi her iki ajan i¢in de godzlemlenmistir. Heriki ajanla iretilen fiberlerde
morfolojik olarak bozulmalar goziikmetedir. Buna karsin her iki ajanla iiretilen
fiberlerin dayanimi, kontrol grubuna oranla neredeyse 1 haftaya yakin uzadigi
goriilmektedir. Ajanlar arasinda kiyaslama yapildigi takdirde, genipin kullanilarak
iiretilen nanofiberlerin, gluteraldehit ile iiretilen nanofiberlere kiyasla zaman gectikte
yogunlugunu daha iyi korudugu ve daha belirgin durdugu alinan goriintiilerle
kanitlanmistir. Bu goriintiilerden yola ¢ikarak genipin ajaninin gluteraldehite oranla
in-situ ¢apraz-baglama agisindan daha verimli oldugu sonucunu c¢ikartmak

mumkiindr.

Sekil 17. (a) Su eklenmeden 6nce nanofiberler (b) su eklendikten sonra kontrol

nanofiberler
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Sekil 18. Su igerisindeki nanofiberlerin zamana gore dayanimlari
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7.TARTISMA

Yaptigimiz caligma aslinda iki kisimdan olugmaktadir. Bunlardan bir tanesi kollajenin
farkli hayvansal kaynaklardan ekstraksiyonu ikincisi ise jelatin/kollajen nanofiberlerin
elde edilmesi esnasinda yapisinin saglamlagtirilmasi amacina yonelik olarak farkli

ajanlarla in-situ ¢apraz-baglama yapilmasidir.

7.1 Kollajen Ekstraksiyon

Kollajen ekstraksiyunu iizerine calismamizin baslica sebepleri arasinda kollajenin
olduk¢a kiymetli bir biyomalzeme olmasi ve iilkemizde bu yonde bir iiretim s6z
konusu olmamasidir. Ayn1 zamanda oldukg¢a pahali bir malzeme oldugu i¢in yurt
disindan alimi1 sirasinda olduk¢a yiikli miktarlar 6denmekte ve yurt disina
aktarilmaktadir. Yapilan bu ¢aligsma yeni bir sektor kurulmasi ve bu kaynaklarin iilke
icerisinde tutulmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Kollajen ekstraksiyon islemi i¢in iki
farkli kaynak alternatifi tercih edilmistir. Bu alternatifler sican kuyrugu ve sigir derisi
olarak belirlenmistir. Her iki kaynak i¢in farkli ekstraksiyon iglemleri uygulanmistir.
Sican kuyrugu ile yapilan ekstraksiyon islemlerinde kullanilan yOntem
farkliliklarindan kaynakli bir fark gozlemlenmemistir. Her iki yontemle de basarili bir
sekilde kollajen elde edilebilmistir. Sigir derisi i¢in kullanilan Tris-HCI igeren
yontemde, ¢oziinme islemi sirasinda yasanan problemlerden dolay1 basarili bir sonug
alinamamistir. Bu yontemle elde edilen kollajende asit icerisinde beklenen ¢oziilme
saglanamamis bunun yerine yap1 tamamen siserek jellesmistir. Deriden pepsin enzimi
ile yapilan ekstraksiyon islemi ise oldukca basaril bir sekilde gerceklestirilmistir. Iki
kaynak i¢in avantaj ve dezavantajlar 6nceki basliklarda agiklanmistir. Bunlarin yani
sira, elde edilen iirliniin bagaris1 ve kollajenin karakteristik 6zelligi olan ii¢ boyutlu
yapinin korunmasi ag¢isindan incelendiginde, sigan kuyrugu ile elde edilen yapilarda
korunma orant %60 civarlarinda iken deri ile yapilan islemlerde bu oran

neredeyse %100 basar1 saglanmustir.
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7.2 In-situ Capraz-Baglama

Elektro-egirme yontemi ile elde edilen jelatin/kollajen nanofiberler fizyolojik sartlara
dayaniksiz olduklarindan farkli ajanlar kullanilarak capraz-baglama islemi
gerektirmektedir. Ancak bizim de gosterdigimiz gibi ajanlar kullanilarak sivi
cozeltilerin icine sokulan nanofiberler ya direkt olarak yapilar1 bozulmakta ya da
yeterince baglanamamaktadirlar. Bu sakincalarin ortadan giderilmesi igin liretim
esnasinda, kullanilan soliisyona belirli ajanlarin katilmasiyla in-situ ¢apraz-baglama
alternatif bir yontem olarak Onerilmistir. Yaptigimiz calismalarda dort fatkli ajan
capraz-baglama islemi i¢in kullanilmistir. Bunlar GTA, GEN, TGA ve EDC-NHS’ dir.
Bunlardan sadece iki ajan asidik ortamda basar1 ile capraz-baglama islemini
gergeklestirmistir. Bunlar GEN ve GTA’dir. Yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi
durumlarinda yapi kisa siirede baglanacagindan nanofiber olusumu engellenecek ¢ok
diisik konsantrasyonlarda ise etkin bir c¢apraz-baglama islemi meydana
gelemeyecektir. Bu nedenle biz GEN i¢in %1-%4 GTA igin %0.5 ve %l.5
konsantrasyon degerlerini kullandik. Yaptigimiz kimyasal karakterizasyon metodlari
jelatin/kollajen yapisinin bozulmadigini, ajanlarin yapi i¢ine girmedigi gibi ylizeyde
de kalmadigini, serbest amin gruplarinin ise kullanilan konsantrasyon oranlarina
paralel olarak diistiigiinii gostermistir. Termal analiz sonuglar1 ise in-situ de oldugu
gibi diisiik konsantrasyonlarda ajanlarin katilmasinin, malzemenin termal 6zelliklerini
fazla etkilememesi ancak bulk malzemede ise termal 6zelliklerin tamamen degistigi
gbzlemlenmistir. Gorsel sonuglar ise, ¢apraz-baglanmamis olmamis nanofiberlerin
suya karst hicbir dayanim gdstermemesine ragmen in-situ olarak g¢apraz-baglama

yapilmis nanofiberlerin berlirli bir siire yapisinin korundugunu gostermistir.

Gelecek Calismalar

Kollajen ekstraksiyon islemi i¢in kaynak olarak sican kuyrugu kullanilan yontem igin,
yapinin daha fazla korunmasi ve verimin arttirilmasi tizerine galisilabilir. Ayn1 sekilde
hem kuyruk hem deri kullanilarak yapilan iiretim yontemleri i¢in safsizlik oranina
bakilmas1 ve gerektigi takdirde arttirilmasi ve spesifik olarak belirli kollajen tiplerinin

iretilmesi iizerine ¢calismalar gelistirilebilir.
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In-situ capraz-baglanmis olarak {iretilen nanofiberler ise daha uygun fizyolojik
sartlarda drnegin hiicre medyumlarinda, dayanikliliklari test edilebilir. Bunun yaninda

yapilacak hiicre testleri ile biyo-uyumluluklart arastirilmalart gerekmektedir.
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