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IPEK FIBROIN KRiYOJELLERININ SENTEZi VE MEKANIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Ipek genellikle Bombyx mori adi verilen ipek bdcekleri tarafindan iiretilen bir
biyopolimerdir.  Ipek; fibroin ve serisin olarak isimlendirilen iki proteinden
olusmakta olup ipek liflerinin yapisal proteini olan fibroini bir arada tutan serisin
yiiksek alkali ¢ozeltilerde ¢oziiniir. Ipek fibroini, baslica glisin ve alanin amino asit
tinitelerinden olusan biiyiikk hidrofobik bloklar ile bunlarin aralarinda ve zincir
uclarinda daha kiiclik hidrofilik bloklardan (arjinin ve rizin iiniteleri) ibaret ¢ok-
bloklu bir kopolimer mimarisine sahiptir. Hidrofilik bloklar suda ¢oziintirligii
saglarken, hidrofobik bloklar arasi asosiyasyonlar, fibroinin rastgele yumak
yapisindan B-tabaka yapisina bir konformasyon gegisine neden olur. Ipek fibroinin
yapisindaki [B-tabakalar1 malzemeye dayaniklilik ve sertlik kazandirirken, daha
diizensiz olan hidrofilik bloklar toklugu ve elastisiteyi arttirir. Ipek fibroinde
jellesmenin fibroin proteininin ikincil yapisindaki konformasyonel gegislerle
meydana geldigi bilinmektedir. Capraz baglayic1 ile ipek fibroindeki
konformasyonel gegisler kisa siirede gergekleserek jel elde edilebilecegi son yillarda
grubumuzda yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya konmustur. Fibroin molekiilleri,
birbirlerine 1,4 biitandioldiglisidileter (BDDE) ¢apraz baglacisiyla baglandikga,
molekiillerin hareketliligi azalir. Bunun bir sonucu olarak, molekiiller arasi
hidrofobik etkilesmeler kuvvetlenerek B-tabaka yapisinin ¢ekirdeklenme ve biiyiime
stireci kolaylasgir. Boylece kisa siire igerisinde jellesme meydana gelir.

Bu calismanin amaci mekanik olarak dayanikli, disaridan gelen uyarilara hizli cevap
verebilen kemik hiicre miihendisliginde kullanima uygun makrog6zenekli ipek
fibroin iskeletlerinin sentezlenmesidir. Bunun i¢in literatiirde ilk defa olarak fibroin
molekiillerinin kriyojellesme yani diisiik sicaklik jellesme yontemi uygulanarak
-18°C sicaklikta donmus sulu c¢ozeltilerinde capraz baglanmasi saglanmistir.
Kriyojellesme tekniginde; jellesme reaksiyonlari, reaksiyon sisteminin donma
noktasinin altinda ilerledigi i¢in ortamdaki ¢oziicii kristalleri kalip etkisi yaparak
gozenekli bir yapmin olugmasimi saglamis ve bodylece makrogdzenekli fibroin
iskeletleri elde edilebilmistir. Karsilastirma amaciyla +50°C’ de fibroin hidrojelleri
de sentezlenmistir. Sentezler suda ¢oziinmiis fibroin molekiilerinin 1,4
biitandioldiglisidileter ¢apraz baglayicist ile N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamin
(TEMED) Kkatalizorliigiinde -18°C ve +50°C’de gerceklestirilmisitir.  Jellesme
reaksiyonlar1 sirasinda fibroin molekiilleri lizerindeki fonksiyonel gruplarin BDDE
ile capraz baglanma reaksiyonu fotometrik yontemlerle izlenmistir. Elde edilen
jellerin sisme davraniglari, mekanik ve morfolojik 6zellikleri incelenmistir.
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PREPARATION OF SILK FIBROIN CRYOGELS AND INVESTIGATION
OF THEIR MECHANICAL PROPERTIES

SUMMARY

Silk fibroin derived from Bombyx mori is a fibrous protein exhibiting extraordinary
material properties such as good biocompatibility, biodegradability, high strength
and toughness, and ease of processability. Silk fibroin has been used for cell culture,
wound dressing, drug delivery, enzyme immobilization, and as a scaffold for bone
tissue engineering. Silk fibroin has a blocky structure consisting of less ordered
hydrophilic and crystallizable hydrophobic blocks. Hydrophilic blocks provide
solubility in water and, are responsible for fibroin elasticity and toughness, while
hydrophobic blocks form intermolecular B-sheet structures leading to the insolubility
and high strength of fibroin. Several techniques have been developed to produce
porous fibroin scaffolds such as freeze-thawing, porogen leaching, gas foaming,
electrospinning, and freeze-drying. It was shown that porogen leaching and gas
foaming techniques produce scaffolds having larger pores (100-200 um) as
compared to the scaffolds formed by freeze-drying (10-50 um). The compressive
moduli of the scaffolds vary depending on the preparation conditions between 10 kPa
and 3 MPa.

An alternative simple route to produce 3D highly porous fibroin networks is the low
temperature gelation technique, known as cryotropic gelation or cryogelation. Since
the pioneering works of Lozinsky and coworkers, cryogelation technique has been
widely used to produce macroporous gels (cryogels) of high toughness and superfast
responsivity. By this technique, polymerization and/or cross-linking reactions are
conducted in apparently frozen reaction solutions. During freezing of an aqueous
polymer solution containing a chemical cross-linker, the polymer chains and the
cross-linker molecules expelled from the ice concentrate within the liquid channels
between the ice crystals, so that the cross-linking reactions only proceed in these
unfrozen domains. After cross-linking and, after thawing of ice, a macroporous
material is produced whose microstructure is a negative replica of the ice formed. In
contrast to the mechanically weak macroporous gels prepared by phase separation
technique, cryogels are very tough and withstand very large strains without
permanent deformation or fracture.

The aim of the present study is the preparation of silk fibroin cryogels with tunable
properties starting from frozen fibroin solutions in the presence of 1,4-butanediol
diglycidyl ether (BDDE) as a crosslinker. BDDE contains epoxide groups on both
ends that can react with nucleophiles, including amino groups, sulfhydryls, and
hydroxyls. Recently, our research group has shown that the introduction of ethylene
glycol diglycidyl ether (EGDE) cross-links between the fibroin molecules decreases
the mobility of the chains, which triggers the conformational transition from random-
coil to B-sheet structure and hence fibroin gelation. Gelation reactions conducted at
+50°C showed formation of strong to weak fibroin hydrogels depending on the pH of
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the solutions, which was adjusted by the addition of N,N,N,N'-
tetramethylethylenediamine (TEMED).

Here, we conducted the gelation reactions of fibroin in frozen solutions -18°C. The
reactions were first carried out at a fibroin concentration of 4.2 w/v % in the presence
of 20 mmol/g epoxide while the amount of TEMED was varied. Gelation at -18°C
results in cryogels with a gel fraction Wg = 1 over the whole range of TEMED
investigated. Both the swelling ratio and the modulus of the cryogels do not change
much with the TEMED content and they remain at 16 and 53 kPa, respectively. This
is in contrast to the fibroin hydrogels where the modulus decreases while the
swelling ratio increases with rising amount of TEMED and, no gel forms at or above
0.25 % TEMED.

The reaction between BDDE and fibroin was assessed by the ATR-FTIR spectra of
freeze-dried fibroin samples. In addition to a shift of the Amide I absorption band to
lower wavenumbers, new bands at 1040 - 1100 cm™ appear upon gelation, which
were assigned to the ether stretching bands of BDDE cross-linkages. Amide | band
region of the spectra presenting the carbonyl stretching vibration of amide groups on
silk fibroin is characterized by a peak at 1640 cm™ indicating the presence of
primarily random coil and/or a-helix conformations. After cryogelation, all samples
display a main peak at 1620 cm™ which was assigned to p-sheet conformation. In
addition to the main peak, shoulders at 1660 and 1698 cm™ appear after gelation,
which can be assigned to a-helix and B-turn conformations, respectively. This
indicates the occurrence of a conformational transition from random coil to -sheet
structure in frozen fibroin solutions. A further evidence for the B-sheet formation
comes from the X-ray profiles of freeze-dried cryogels. Silk fibroin before gelation
exhibits a broad peak at around 22° indicating an amorphous structure. After
gelation, all the cryogels show a distinct peak at 20.9° and two minor peaks at 9.8
and 24.5°. These are the characteristic peaks of the B-sheet crystalline structure of
silk fibroin corresponding to B-crystalline spacing distances of 4.3, 9.0, and 3.6 A°,
respectively. To estimate the conformation of the fibroin network chains, peak
separation of Amide | band was carried out after base line correction by selecting a
Gaussian model for curve fitting. The peak positions were fixed at 1620, 1640,
1660, and 1698 cm™, representing PB-sheet, random coil, a-helix, and B-turn
conformations, respectively. The results of B-sheet contents show that fibroin chains
before gelation have 12 + 2 % B-sheet structures, while their contribution increases
to 33 = 2 %, independent on the amount of TEMED.

Mechanical tests showed that the fibroin hydrogels formed at 50°C fractured under
low deformation indicating that the mechanical stress applied is localized without
effective dissipation. However, fibroin cryogel remained mechanically stable up to
complete compression. Important point is that, as the cryogel is squeezed under the
piston or, via manual hand compression, the gel releases all its water so that it can
completely be compressed. After the release of the load, the gel sample immediately
recovers its original shape by absorbing the released water. Successive compression
tests conducted on the same gel sample between 0 and 99.8 % strain showed
reversibility of the stress-strain curves of the cryogels revealing that no crack occurs
during the experiments. The results indicate that fibroin cryogels prepared as beads
or high flow-path monolith columns can be used in separation processes in which the
separated compounds such as particulate matter or proteins deposited in the internal
pore surface can easily be recovered by compression of the gels under a piston.
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Macroporous fibroin scaffolds were obtained by freeze-drying of the cryogels and
hydrogels under identical conditions. The hydrogel samples were transparent (> 0.10
% TEMED) or translucent, indicating the existence of scattering centers for light,
while all the cryogels had an opaque white color. After freeze-drying, scaffolds
derived from the cryogels retained their original shape while a lateral distortion in the
cylindrical shape of the hydrogel scaffolds was observed. SEM images of these
samples after freeze-drying also show that the cylindrical shape of the hydrogel
scaffold is partially destroyed due to the weak pore structure. In contrast, cryogel
scaffolds were mechanically stable and consisted of regular pores of sizes 10'um
which are typical for macroporous networks created by the cryogelation technique.
The pore size of the cryogel scaffold could be regulated depending on the
cryogelation conditions. Increasing fibroin concentration Cse led to scaffolds with
thicker pore walls but a smaller pore size. For instance, the pore diameter decreased
from 33 to 10 um as Csr increased from 4.2 % to 12.6 %. The inverse relation
between Csr and the pore size is possibly related to the higher amount of unfrozen
microdomains during gelation as the amount of fibroin is increased.

Mechanical properties of the scaffolds were investigated by uniaxial compression
tests. Three different regimes were observed in the stress-strain curve of the cryogel
scaffold. First, the curve is quite linear indicating that the porous structure remains
mechanically stable in this range of strain. This linear elastic regime is followed by a
near-plateau regime indicating that the network easily deforms due to the collapse of
its pores under the pressure. The critical stress corresponding to the plateau regime,
denoted by o, is thus a measure of the mechanical stability of the porous structure.
Finally, the steep increase of the curve in the third regime corresponds to the
compression of the nearly non-porous fibroin network. Although freeze-dried
hydrogels are also porous, no distinct plateau was observed in stress-strain curves,
which is attributed to the weak pore structure and irregularity of the porous structure.
Inspection of stress-strain curves of cryogel scaffolds revealed that the critical stress
op increases with decreasing size of the pores, that is, with increasing fibroin content
Csr . The results thus suggest increasing mechanical stability of the porous structure
of fibroin scaffolds with decreasing size of the pores. Indeed, the compressive
modulus and the compressive stress measurements of the scaffolds support this
finding. The cryogel scaffolds formed at Csg = 4.2 % exhibit a compressive modulus
E of 8 MPa over the whole range of TEMED with a compressive nominal stress
ccomp OF 0.224 MPa. These values are about 1 order of magnitude higher than those
of the hydrogel scaffolds formed below 0.25 % TEMED (E = 1.0 MPa, G¢omp = 0.030
MPa). The most significant variations in the modulus and strength of the cryogel
networks were observed by changing fibroin concentration Csr at the gel preparation.
E increases from 7 to 48 MPa while ccomp increases from 0.2 to 1 MPa as Csr is
increased from 4.2 to 12.6 %. The extraordinary strength of the cryogel scaffolds
originates from the high fibroin concentration of the pore walls; gelation in frozen
solutions confines fibroin in a small region of the reaction volume forming the pore
walls of the final material. This also provides a high degree of toughness to cryogels
in their swollen states.
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1 GIRIS

Hidrojeller, hidrofilik polimer agyapisi ile agyap1 icindeki ¢oziiciiden (su veya sulu
¢Ozelti) olusan iki fazli bir sistem olarak tanimlanabilir [1,2]. Polimer agyap,
¢Oziiciiniin jel disina akmasini engellerken ¢oziicii agyapinin ¢okmemesini saglar.
Polimerik hidrojeller konusunda giinlimiizde yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Bilim insanlariin hidrojel sistemlerine olan ilgisi bu sistemlerin yiiksek su emme
kapasiteleri, distan gelen uyarilara bagli olarak ani hacim degistirebilme yetenekleri,
biyolojik sistemlere benzerlikleri, bunun sonucu olarak biyomolekiillerde molekiil-i¢i
etkilesmelere bagli konformasyon degisimlerini izlemekte ve anlamakta model
sistemler olusturmalar1 ve hidrojel halinde kimyasal reaksiyonlara girebilmeleri

nedeniyledir.

Polimerik hidrojellerinin iistiin 6zellikleri sonucu ileri teknoloji malzemesi olarak
insan yasaminda genis bir yer tutmakta olup uygulama alanlari giderek
genislemektedir. Giiniimiizde hidrojeller en ¢ok siiperabsorban polimer (SAP) olarak
cocuk bezi ve hijyenik ped yapiminda kullanilmaktadir. Diger yandan ziraatta
toprakta su tutucu malzeme olarak, oral ve transdermal kontrollii salinim
sistemlerinde, kontakt lenslerde, yara Ortiilerinde, harekete gegiricilerde,
biyosensorlerde, yapay organlarin yapiminda da uygulama alam1 giderek
genislemektedir [3,4]. Hidrojellerin sensor uygulamalaria bir 6rnek olarak viicuda
yerlestirilebilen ve “telsiz glikoz sensorii” islevi goren fenilboronik asit esash
hidrojeller verilebilir [5]. Viicuttaki gliikoz seviyesindeki artis hidrojelin sismesine
yol agmakta, bunun sonucu ortaya ¢ikan frekanstaki degisim uzaktan algilanarak
hastaya aninda miidahele edilebilmektedir.  Hidrojellerin potansiyel uygulama
alanlar1 ise son derece genis olup sinirlart ancak bilim insaninin hayal giicliniin sinir1

ile ¢izilebilmektedir.

Hidrojellerin pratik uygulamalarinda, disaridan gelen uyarilara bagl olarak hacim
degisimlerinin ¢ok hizli olmasi istenmektedir. Ancak, klasik hidrojellerin hacim
degisimleri c¢ok yavas olarak gerceklesir.  Uyarilara hizli cevap verebilen

hidrojellerin sentezi amaciyla jel boyutlariin kiigiiltiilmesi (mikrojel sentezleri), jel

1



yiizeyine linear zincirlerin baglanmasi, ve makrogozenekli jellerin tasarimi
konularinda arastirmalar yapilmaktadir [6-8]. Hidrojellerin pratik uygulamalarin
sinirlayan diger bir biiyiik etken ise mekanik olarak dayaniksiz oluslaridir. Dayanikli
ve tok hidrojellerin eldesi i¢in son yillarda yogun arastirmalar yapilmakta ve cesitli
teknikler gelistirilmektedir. Bu tekniklerden baslica dort tanesi dikkat ¢ekmekte ve
mekanik 6zellikleri iyi jellerin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bunlar; ¢ift-

agyapili, topolojik, nanokompozit ve kriyojeller olarak tanimlanmaktadir [9-12].

Kriyojelasyon, makrogdzenekli malzemelerin eldesi i¢in iizerinde son yillarda yogun
calismalarin yapildig1 bir sentez teknigidir [12]. Coziiclinin donma noktasinin
altindaki sicakliklarda reaksiyonlarin gergeklestirildigi kriyojelasyon teknigi
kullanilarak siiper hizli cevap verebilen makrogozenekli jeller elde edilmistir [14-
20]. Distik sicakliklardaki jellesme reaksiyonlariyla, polimer agyapi igerisinde
birbirine bagli bir gézenek yapi elde edilmektedir. Uygulanan yontemle, capraz
baglanma reaksiyonlar1 sadece donmamis mikrobdlgelerde ilerlemekte ve reaksiyon
sonucu elde edilen jelin oda sicakligina getirilmesi ile donmus bolgelerdeki ¢oziicii
kristalleri eriyerek hidrojel igerisinde bosluklar olusturmaktadir. Boylece birbiri ile
baglantili agik hiicre yapisinda mikrometre boyutlarinda gozeneklere sahip
malzemeler elde edilmektedir.  Kriyojellerin osmotik, kimyasal ve mekanik
kararliginin yaninda essiz yapisal ozellikleri Kriyojellerin  nano-mikro 6lgek
araliginda herhangi bir difiizyon sorunu olmaksizin gesitli alanlarda kullanimina
olanak saglamaktadir. Ornegin, nano veya mikro partikiiller mikroorganizmalar ve
hiicrelerin kiitle transfer ve diflizyon mekanizmalarina destek olurken biyolojik
nanopartikiillerin (plazmitler, viriisler, hiicre organelleri) ve hatta tam hiicrelerin
kromatografik ayrilmasinda kullanilmast miimkiindiir [21]. 1k olarak 1960l
yillarda rapor edilmis ve biiylik ilgi gormiis bu malzemeler biyotip ve
biyoteknolojide, kromatografik ayirma, hiicrelerin veya biyomolekiillerin

immobilizasyonu gibi alanlarda kullanilmak tizere tasarlanmis ve uygulanmistir [22].

Bu tezin amaci hem mekanik dayanikliligi ¢ok iyi olan hem de disaridan gelen
uyartlara hizli cevap verebilen makrogdzenenekli ipek fibroin jellerinin
sentezlenmesidir. Bu amagla ipek fibroini TEMED kat6lizorii varliginda BDDE
capraz baglayicisiyla -18°C’de donmus sulu ortamlarda ¢apraz baglanma
reaksiyonlarina tabi tutulmus ve ipek fibroin jelleri elde edilmistir. Kriyojelasyon

teknigi kullanilarak elde edilen bu jellerin +50°C’de sentezlenen ipek fibroin jellerine



oranla daha iyi mekanik 6zellikler gosterdikleri ve disaridan gelen uyarilara ¢ok hizli
cevap verdikleri saptanmistir. Kullanilan solventin (su) donma noktasinin altindaki
sicakliklarda reaksiyonlarin ger¢eklesmesi sonucu, ipek fibroin ve c¢apraz
baglayicinin goriinlirde donmus gibi goziikken sistemin donmamis bolgelerinde
yogunlagmalar1 saglanmaktadir. Bu sayede mekanik olarak dayanikli kemik hiicre
mihendisliginde iskelet olarak kullanima uygun makro gozenekli ipek fibroin

iskeletleri sentezlenmistir.






2 TEORIK KISIM

2.1 Polimerik Malzemeler

Yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerin, yani makromolekiillerin varligi ilk olarak
1920’11 yillarda Hermann Staudinger tarafindan one siiriilmistiir. Staudinger’in bu
Onerisi 10 y1l sonra 1930’ da kabul edilmis ve polimer kelimesi 1930’lardan sonra
bilimsel alanda kullanilmaya baglanmistir. Polimerler monomer adi verilen kiigiik
molekiillerin art arda dizilmesi ile olusan uzun zincirli yapilardir. Tek bir polimer
zincirinde binlerce ya da milyonlarca monomer bulunur. Polimer zincirini olusturan
monomerlerin 6zellikleri ve zincirlerin birbirleri ile olan etkilesimleri polimer
malzeme Ozelliklerinde belirleyici olmaktadir. Sahip olduklar1 {istiin 6zellikleri
nedeniyle polimerik malzemelerin kullanim alanlar1 giderek yayginlagmaktadir.
Polimerlerin baslica avantajlari, hafif oluslari, korozyona kars1 dayanikli oluslar1 ve

kolay islenebilirlikleridir.

Polimer zincirlerinin fiziksel sekli goz Oniine alinarak kendi i¢lerinde dogrusal,

dallanmis ve ¢apraz bagli polimerler olmak {izere ii¢ gruba ayrilirlar (Sekil 2.1).

1. Dogrusal polimerler : Ana zincirleri iizerindeki atomlara yalniz yan gruplarin
bagli oldugu polimerlere, dogrusal polimer denir. Dogrusal polimerlerin ana
zincirleri, kovalent baglarla bagka zincirlere de bagh degildir. Uygun
¢oOziiciilerde c¢oziinlirler ve eritilerek defalarca sekillendirilebilirler (isleme,
kaliplama, bi¢imlendirme).

2. Dallanmis Polimerler : Ana zincirler {izerinde kendi kimyasal yapisiyla
0zdes, kovalent baglarla bagli ve dal goriintlisiinde bagka zincirler bulunan
yapilardir. Dallanmis polimerler polimerizasyon sirasinda dallanmaya yol
acan yan tepkimeler ya da ikincil tepkimeler sonucu olusur. Yan dallarin
(zincirlerin) uzunluklart birbirinden farkli olabilecegi gibi yan dallarin
tizerlerinde ayrica bagka dallar da bulunabilir. Dallanmis polimerlerin

ozellikleri genelde dogrusal yapilarina yakindir.



3. Capraz Bagli Polimerler : Ana zincirler birbirlerine degisik uzunluktaki zincir
pargalariyla kovalent baglar {izerinden baghidir. Capraz bagin yogun olmast
halinde agyapili polimer yapist elde edilir. Agyapili polimerlerin tiim
zincirleri birbirlerine bagli oldugu icin sistem tek bir molekiill gibi
diistintilebilir ve polimer Orneginden bir zincirin ¢ekilmesi, tim polimer

Orneginin hareketi anlamia gelir [23].

i)

1

Dogrusal Dallanmis (Caprar Bagh
Sekil 2.1 : Polimerlerin fiziksel sekillerine gore ayrimi
2.2  Hidrojeller

Hidrojeller, hidrofilik polimer agyapisi ile agyap1 igindeki ¢oziiciiden (su veya sulu
¢ozelti) olusan iki fazli bir sistem olarak tanimlanabilir [1,2]. Sekil 2.2’de polimer
agyapisinin sematik gosterimi verilmistir. Polimer agyapi, ¢6ziicliniin jel digina
akmasini engellerken ¢oziicii agyapinin ¢okmemesini saglar. Jeller fiziksel ve
kimyasal olmak iizere ikiye ayrilabilir. Kimyasal jeller; polimer zincirlerinin
birbirlerine kovalent baglarla baglanarak meydana getirdigi agyapilardir. Fiziksel
jeller ise Van der Waals etkilesimleri, hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesmeler
gibi fiziksel etkilesimler ile bir araya gelen molekiillerin olusturdugu polimer

yapilardir [24].
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Sekil 2.2 : Polimerik jel agyapisinin sematik gosterimi
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Polimerik hidrojeller konusunda giiniimiizde yogun arastirmalar yapilmaktadir.
Bilim elemanlarinin hidrojel sistemlerine olan ilgisi bu sistemlerin yiliksek su emme
kapasiteleri, distan gelen uyarilara bagli olarak ani hacim degistirebilme yetenekleri,
biyolojik sistemlere benzerlikleri, bunun sonucu olarak biyomolekiillerde molekiil-igi
etkilesmelere bagli konformasyon degisimlerini izlemekte ve anlamakta model
sistemler olusturmalar1 ve hidrojel halinde kimyasal reaksiyonlara girebilmeleri
nedeniyledir. Polimerik jellerin bu gibi {istiin 6zellikleri sonucu siiperabsorban, iyon
degistirici regine, selektif re¢ine, GPC kolon dolgu maddesi, fotorezist, katalizor,
dis¢ilik malzemesi, kontakt lens, kontrollii salinim sistemi, enzim ve hiicrelerin
immoblizasyonunda tasiyici, yapay organlar, yapay kar, zirai uygulamalarda su

tutucu, kayalar1 parcalayici gibi bir¢cok genis uygulama alani vardir.

2.3  Makrogozenekli Jeller

Hidrojellerin pratik uygulamalarinda, disaridan gelen uyarilara baglh olarak hacim
degisimlerinin ¢ok hizli olmasi istenmektedir. Ancak, klasik hidrojellerin hacim
degisimleri cok yavas olarak gerceklesir.  Uyarillara hizli cevap verebilen

hidrojellerin sentezi amacuyla;
I.  Jel boyutlarinin kiigiiltiilmesi (mikrojel sentezleri)
ii.  Jel ylizeyine dogrusal zincirlerin baglanmasi
iii.  Makrogozenekli jellerin tasarimi

konularinda aragtirmalar yapilmaktadir [6-8]. Hidrojellerin pratik uygulamalarini
sinirlayan diger bir biiyiik etken ise mekanik olarak dayaniksiz oluslaridir. Dayanikli
ve tok hidrojellerin eldesi i¢in son yillarda yogun arastirmalar yapilmakta ve cesitli
teknikler gelistirilmektedir. Bu tekniklerden baslica dort tanesi dikkat gekmekte olup
mekanik 6zellikleri iyi jellerin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu teknikler

asagida siralandigi gibidir [9-12].

» Cift-agyapili jeller
» Topolojik jeller
» Nanokompozit jeller

» Kiriyojeller



Makrogozenekli ve dolayistyla uyarilara hizli cevap verebilen hidrojellerin
sentezinde en yogun olarak “faz ayrimi teknigi” uygulanmistir. Bu teknige gore,
jellesme reaksiyonlar1 sirasinda ¢6ziicii, capraz baglayici ve inert katki maddelerinin
(gbzenek olusturucu, porogen) miktarlarina, reaksiyon sistemindeki polimer-¢oziicli
etkilegsmelerinin boyutlarina bagli olarak bir makrofaz ayrimi gergeklesebilmektedir
[8,25]. Faz ayrimi sonucu polimerizasyon sistemi polimer ve ¢oziicii-monomer
olmak tizere iki siirekli faza ayrilir. Monomerlerin polimere doniisiimii ile ¢oziicii-
monomer fazindaki monomer konsantrasyonu giderek azalir ve reaksiyon sonunda
sadece c¢oziiciiden olusan ayri bir sivi faz jel igerisinde kalir. Bu sekilde,
polimerizasyon ve g¢apraz baglanma reaksiyonlarimin tamamlanmasindan ve
¢Oziiclinlin uzaklastirilmasindan sonra mikro ve nano boyutlarda gozenekler igeren
makrogozenekli polimer agyapilari elde edilmektedir [8,26,27]. Ancak, faz ayrimi
teknigi uygulanarak makrogdzenekli hidrojellerin sentezi yiiksek capraz baglayici
konsantrasyonlarinda miimkiin olabilmekte ve dolayisiyla hidrojeller ¢ok fazla
¢oziicii emememektedir. Diger yandan hidrojellerin icerisindeki gézenekler tekdiize
olmayip 10" nm’den 10" um ye kadar degisen genis bir dagilim gostermektedir. Faz
ayrimi teknigi ile elde edilen makrogdzenekli malzemelerin en biiyiik dezavantaji ise
mekanik Ozelliklerinin iyi olmamasi, % 10 - 30 deformasyon oranlarinda bile
par¢alanmalaridir.  Makrog6zenekli ve ayni zamanda iistiin mekanik ozellikler
gosterebilen hidrojellerin sentezi “kriyojellesme teknigi” uygulanarak miimkiin

olmaktadir [12].

Faz ayrimi teknigi ile makrogozenekli jellerin olusumuna alternatif bir yontem
kriyojellesme teknigi olup bu teknik uygulanarak elde edilen jellere kriyojel adi
verilmektedir. Kriyojellesme teknigi ile hidrojeller igerisinde makrogozenekli bir
yap1 olusturmasinin yan sira elde edilen jellerin mekanik 6zelliklerinin ¢ok iyi olusu
nedeniyle kriyojellesme ile yapilan arastirmalar artmaktadir.  Kriyojellesme
tekniginin ana prensibi, jellesme reaksiyonlarinin reaksiyon sisteminin donma
noktasinin altinda ilerlemesi ve dolayisiyla, ortamdaki buz kristallerinin kalip etkisi
yaparak gozenekli bir yapinin olusmasidir [12,28-34]. Bu amagla, reaksiyon
cOzeltisi donma noktasinin altindaki bir sicakliga getirilerek dondurulur ve

reaksiyonlar donmus reaksiyon sisteminin donmamis mikrobdlgelerinde ilerler.



Kriyojenik sartlarda, buz kristallerinin biiyiimesi gozeneklerin olusmasina olanak
saglarken, erimesinden sonra, birbirine bagli gdzenekler i¢in kalip davranisi
sergilediginden dolayi tipik olarak kriyojeller, -10 ile -20 °C gibi diisiik sicakliklarda
sulu ortamda iiretilir. Reaksiyon karisimi sogutuldugunda donmus monolitik blok iki
ana par¢adan olusur. Kimyasal reaksiyon donmamis sivi mikrofaz iginde
gerceklesir. Coziiciinlin kristalleri donma esnasinda biiyiirken igerdigi reaktifleri
disar1 verme egiliminde olup, donmus ¢er¢evenin siirekli bir sistemi olusana kadar
diger kristallerle birlesmektedir. Kimyasal reaksiyonlarin bitmesinden sonra erime
ile birlikte sistem s1v1 ¢6ziicii ile doldurulmus siirekli makrogozenekli bolgeler igeren

bir matriksten olusmaktadir (Sekil 2.3) [81].

Yar1 donmus reaksiyon ortaminda ¢oziinmiis reaktifler (jel Onciilleri) kimyasal
reaksiyonun gergeklestigi donmamis sivi mikrofaz iginde yogunlasir. Bdylece
polimer zincirleri goézeneklerden gbzenek duvarlarina tasmarak kriyojeller
olusturulur. Kilasik bir jel igindeki polimer derisimi ile karsilastirildiginda gézenek
duvarlar1 daha yiiksek bir polimer konsantrasyonuna sahip olur. Gozenek duvarlari
icindeki artan polimer konsantrasyonu kriyojelin mekanik sertliginin yeterli olmasin

saglar [82-85].

A) Baslangig sistemi B) Donmus Sistem C) Erimis Sistem
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Sekil 2.3 : Kriyojelasyon prosesi: 1. ¢ozeltideki makromolekiiller; 2. ¢oziicii; 3.
diisiik-molekiiler maddeler; 4. donmus c¢oziicliniin polikristalleri; 5.
donmamis sivi mikrofaz; 6. kriyojelin polimerik ¢ergevesi; 7.
makrogozenekler; 8. ¢oziict [12].

Donmamis mikrobdlgelerdeki monomer ve baslatic1 konsantrasyonunun ¢ok yiiksek

olmas1 nedeniyle, reaksiyonlar -22°C’ye kadar olan ¢ok diisiik sicakliklarda bile,

normal sicakliklara oranla, daha hizli ve daha verimli olarak ger¢eklesmektedir

[12,28,35].




Kriyojellerin en dikkat c¢eken ozelligi ise, kuvvet altinda, iclerindeki ¢oziicliyli
vererek % 100’e yakin bir oranda sikistirilabilmeleri, ardindan ¢oziicli eklendiginde
aninda siserek baslangic konumuna geri donebilmeleridir. Sekil 2.4°te akrilamid/2-
akrilamido-2-metilpropan sulfonik asit monomerlerinin -18°C’de donmus sulu
cozeltilerinden elde edilen kriyojel kiireciklerinin sikistirma ve sikistirma gevsemesi
testleri sirasinda g¢ekilen fotograflart goriilmektedir. Kuvvet altinda kriyojelin %
100’e kadar sikistirilabildigi ve kuvvet kaldirildiginda tekrar eski haline geri
donebildigi goriilmektedir [36].

e
P —

==

Sekil 2.4 : Akrilamid/2-akrilamido-2-metilpropan sulfonik asit monomerleri ile
sentezlenen kriyojellerin sikistirma ve gevsemesi sirasinda gekilen
fotograflar [36]

Kriyojeller sentetik akrilamid/2-akrilamido-2-metilpropan sulfonik asit monomerleri

gibi sentetik malzemelerden elde edilebilecegi gibi dogal malzemelerden de

sentezlenebilir. Ustiin mekanik dzellikleri ile 6ne ¢ikan dogal bir malzeme olan lif

yapisindaki ipek fibroin proteini de kriyojel eldesi i¢in uygundur.

2.4  Ipek Fibroin

Proteinlerin temel yapi tasi olan amino asitler; hem amino hem de karboksilik

fonksiyonel gruplari igerirler. Aminoasitte bulunan art1 ve eksi yiiklerin birbirine esit
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oldugu, yani amino asitin net yiikiiniin 0 oldugu pH degeri izoelektronik nokta olarak
tanimlanir.  Dogada 300 amino asit bulundugu halde, bunlarin sadece 20’si
proteinlerde bulunur. Proteinler yiiksek organizmalarda 1 imino asit monomeri ve 19
amino asit monomerine kadar monomerlerin farkli kombinasyonlarla amid baglari ile
monomerler arasindan baglanmasiyla olusur. Proteinler {izerindeki amino asit
tinitelerine amino asit kalintis1 denilmektedir. Yiiksek organizmalarda sadece L
amino asit monomer olarak bulunabilirken diisiik yasam formlarinda, 6rnegin bakteri

veya gelismemis bitkilerde D amino asit monomer olarak bulunur [37].

Dogada ipek; ipek bocegi ve orlimcekler tarafindan 6zel epitel hiicreleri ig¢inde
sentezlenen bir biyopolimerdir. En yaygin olarak Bombyx mori ipek bdcegi ile
Nephila calavipes ve Araneus diadematus gibi bazi oriimeek tiirlerinden elde edilir.
Bombx mori ipek boceginin fibroin lifleri yaklasik 10-25 mm ¢apinda ve molekiil
agirligr 26 kDa olan hafif ve 390 kDa olan agir zincirlerin 1:1 oraninda disiilfit
baglar1 ile baglanmasiyla olusur. Bu proteinler hidrofilik polimer ailesinden olan
serisin ile (20-310 kDa) ortilmiistiir. Disiilfit bagi agir zincirin Cys-c20 (karbonil
ucundan 20. amino asit kalintis1) ile hafif zincirin Cys-172 arasinda olur ve fibroini
bir arada tutar. P25 olarak isimlendirilen bir glikoprotein kovalent olmayan bag ile
bu proteinlere baglanmistir [38,39]. Agir ve hafif zincirler ile P25 proteinin molar
oranlart ise 6:6:1 seklindedir. P25 proteininin yapmin biitiinliigiini korudugu
diisiiniilmektedir. Ipek liflerinin yapisal proteini olan fibroini bir arada tutan serisin
proteini yiiksek alkali ¢ozeltilerde ¢dziiniir. Ipek kozasinm kiitlece % 25-30’unu
serisin olusturmaktadir. Ipek; fibroin ve serisinin yaninda yag, wax (mum) boya ve
inorganik tuzlar gibi gesitli artiklar da igerir [37,38,40,41]. Cizelge 2.1’de Bombx

Mori ipek bdceginden elde edilen ipegin bilesimi verilmistir.

Cizelge 2.1 : Bombx Mori ipek boceginden elde edilen ipegin bilesimi.

Bilesen Bilesenin Yiizdesi

Fibroin 70 - 80

Serisin 20 - 30

Wax 0,4-0,8
Karbonhidratlar 12-1,6

Inorganik maddeler | 0,7

Pigment 0,2

Toplam 100
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Ipek fibroin glisin, alanin ve serin amino asitlerinin baskin olarak bulundugu dogal
bir proteindir [39]. Glisin, alanin, serin ve tirosin kalintilarinin dizilisi sekil 2.5’te

goriilmektedir ve bu amino asit kalintilarinin molce oran1 % 90°dur.

—Gly—AIa—GIy—AIa—GIy—Ser—GIy—AIa—AIa—GIy-I-Ser—GIy'(—AIa—GIy)H}STyr—
Sekil 2.5 : Ipek fibroini olusturan amino asitlerin genel gdsterimi

Ipek fibroindeki diger amino asitler ve bunlarin hafif ve agir alanlardaki oranlar:

cizelge 2.2°de gosterilmistir. Polimerin agir alani ile molekiil agirligi 350-370 kDa

olan diizenli hidrofobik makromolekiiller, hafif alan ile molekiil agirligi yaklasik 25

kDa olan biiyiik polar amino asit kalintilart kastedilmistir [40].

Cizelge 2.2 : Ipek fibroin proteinindeki amino asit yiizdeleri [40].

Bilesen (% mol)

Amino Asit Toplam Agir Hafif
Alan Alan

Glisin 429 49,4 10,0
Alanin 30,0 29,8 16,9
Serin 12,2 11,3 7,9
Tirosin 4,8 4,6 3,4
Valin 2,5 2,0 7,4
Aspartik Asit 1,9 0,65 15,4
Glutamik Asit 1,4 0,70 8,4
Treonin 0,92 0,45 2,8
Fenilalanin 0,67 0,39 2,7
Metionin 0,37 - 0,37
zolosin 0,64 0,14 7,3
Losin 0,55 0,09 7,2
Pirolin 0,45 0,31 3,0
Arginin 0,51 0,18 3,8
Histidin 0,19 0,09 1,6
Lisin 0,38 0,06 1,5

Fibroin proteinini olusturan amino asitlerin; apolar hidrofobik alifatik hidrokarbon
igerenleri; alanin, glisin, 16sin, izoldsin, valin ve pirolin ile aromatik siibstient igeren
fenilalanin amino asitleridir [40]. Pirolin amino asiti serbest amino grubu igermeyen
fakat karboksil grubuna bagli olan pirolidin halkasindaki alifatik hidrokarbonlardan
dolayr hidrofobik 6zellik gosterir. Polar hidrofilik hidroksil grubu igeren amino
asitler; aspartik asit, glutamik asit, serin, treonin ve tirosin amino asitleridir. Lisin

amino asitinin i¢erdigi amino grubu ve arginin amino asitinin i¢erdigi guanidine
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grubu bu amino asitlerin hidrofilik olmasini saglamaktadir. Cizelge 2.3’te ipek

fibroinde bulunan amino asitlerdeki hidrofobik ve hidrofilik kisimlar goriilmektedir.

Cizelge 2.3 : Ipek fibroin proteininde bulunan amino asitlerdeki hidrofobik ve
hidrofilik kisimlar [40].

Hidrofobik grup | Hidrofilik hidroksil . .
. . . . . . Amino asitlerin
Amino Asit Iceren amino grubu igeren amino oo
A o genel formiili
asitlerin R gruplar1 | asitlerin R gruplari
Alanin HsC- COOH
Valin (CHg)ch-
Losin (CH3),CHCH,- CHNH,
[zol6sin CH3CH,(CH3)HC-
Serin HOCH,- R
Treonin CH3(OH)HC-
Tirozin CeHs(OH)CH»-
Aspartik asit HOOCCH,-
Glutamik asit HOOC(CH,),-
Lisin HoN-(CH2),4-

Ipek fibroinde dogal bir protein olmasi sebebiyle proteinlerde bulunan birincil,
ikincil, Gi¢linciil ve dordiinciil yapilar goriiliir. Proteinlerdeki amino asit kalintilarinin
siralanigi proteinlerin birincil yapilarini olusturur. Amino asit kalintilarinda farkli
fonksiyonel gruplar bulunmaktadir. Bu gruplar polar, apolar, aromatik, anyonik ve
katyonik olarak siniflandirilabilirler. Protein molekiilleri arasi etkilesimler (amid
baglar1 arasindaki hidrojen baglar1 veya aromatik gruplar arasindaki m etkilesimleri)
onlarn ikincil yapisi olarak bilinen konformasyonunu olusturur. ikincil yapiya rnek

olarak ipek fibroinde de bulunan o—heliks, B-tabaka ve f-dongii verilebilir.

Hidrojen baglari; bir peptidin azot atomuna bagli hidrojen atomu ile 4. siradaki
amino asit kalintisinin karbonil oksijenleri arasinda olusur ve protein bir eksen
etrafinda dolanarak a-heliks yapiy1 olusturur. Heliksin her doniisiinde 3,6 amino asit

kalintis1 bulunur ve her doniiste gidilen uzaklik 0,54 nm’dir [37].

Zincirler arasindaki hidrojen baglari, yan yana olan polipeptid zincirinin p-tabaka
olarak bilinen zikzak konformasyona sahip olmasina neden olur. Glisin ve alanin
gibi amino asitler kiigiik yan zincirlerle B-tabakanin istiflenmesine imkan verirken
kitleli amino asitler bu birlesmeyi engeller [37]. B-tabakalar antiparalel ve paralel p-
tabaka olmak iizere iki farkli sekilde bulunabilirler. Bitisik peptid zincirleri zit

yonlerde (azot atomu ucundan karbon atomu ucuna dogru) gittikleri takdirde bu
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yapiya antiparalel -tabaka, zincirler ayn1 yonde giderse bu yapiya paralel p-tabaka
ad1 verilir. Sekil 2.6’da paralel ve antiparalel B-tabakalar gosterilmistir.

H i R R 1 H H
- \ ~, Ho \ Ny \/ A
R\\\\\ R ||_| (|) R\\\\\ R |—|| 5 Antiparalel
% % % % p-tabaka
v |l | %, ) I |~
\C N/C\<N\C - \<N\C -
[ T R B [
0 H o H o Antiparalel
p-tabaka
H 0 H R H 0 H R H
I . | I Y ol
/N§<C\N g/N \ C\ C/N \ \N
| lR\“Rl JJR\“P'
Paralel
” h, ” H//// Btabaka
\ ' C/ \ /

Sekil 2.6 : Paralel ve antiparalel p-tabaka gosterlmi [Url-1]

Dongii ve diiglim olarak isimlendirilen konformasyonlar polipeptidlerin ikincil
yapilarinda goriiliirler.  Ozellikle dért amino asitin kendi ekseni etrafinda 180°
donmesi ile olusan konformasyon B-dongii olarak bilinir. Birinci amino asitteki
karbonil oksijeni ile dordiincii amino asitteki hidrojen arasinda hidrojen bagi
meydana gelir. Ikinci ve iigiincii amino asitlerde ise hidrojen bagina katilim olmaz

[37]. Sekil 2.7°de B-dongii konformasyonu goriilmektedir.

R1
H R,
. 3 o7
Hidrojen Bag1 |» =
ﬁ\ )

P4

TN

Sekil 2.7 : B-Dongii gosterimi[Url-1]
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Heliks, pB-tabaka veya PB-dongii seklinde diizenlenmemis olan protein bolgelerinin

rastgele yumak olarak diizenlendigi sdylenir [43].

Ipek fibroini biiyiikk hidrofobik bloklar ile bunlarin aralarinda ve zincir uglarinda
bulunan daha kii¢iik hidrofilik bloklardan ibaret ¢ok-bloklu bir kopolimer mimarisine
sahiptir [44-47]. Hidrofilik bloklar suda ¢oziiniirliigii saglarken, hidrofobik bloklar
aras1 asosiyasyonlar, fibroinin rastgele yumak yapisindan p-tabaka yapisina bir
konformasyon gecisine neden olur.  ipek fibroinin yapisindaki B-tabakalari
malzemeye dayaniklilik ve sertlik kazandirirken, daha diizensiz olan hidrofilik
bloklar toklugu ve elastisiteyi arttirir. Fibroin konsantrasyonu, pH, sicaklik, metal
iyonlari, ¢oziicliniin dielektrik sabiti, elektriksel alan, egirme ya da kesme kuvvetleri
gibi ¢esitli dis faktorler ipek fibroin yapisindaki konformasyon gegislerini
kolaylastirir.  Fibroin ¢ozeltilerinde olusan molekiiller arasi [-tabakalari, fiziksel

capraz bag etkisi yaparak kararli hidrojellerin olusmasini saglar [48-60].

2.4.1 [Ipek fibroin yapisinda p-tabaka olusumu ve jellesme

Bombyx mori ipek boceginden elde edilen fibroin, lif yapisinda bir protein olup iistiin
malzeme Ozelliklerinin yani sira biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, yiiksek derecede
dayanikli ve tok olusu, kolaylikla islenebilirligi ile 6ne ¢ikan bir malzemedir [61-63].
Ipek fibroin popiiler olarak tekstil endiistrisinin yaninda hiicre kiiltiirii, yara ortiisii,
ilag salinimi, enzim immobilizasyonu ve kemik hiicre miihendisliginde iskelet olarak

kullanim alani bulmaktadir.

Fibroin ¢ozeltilerinde olusan molekiiller aras1 B-tabakalari, fiziksel capraz bag etkisi
yaparak kararli hidrojellerin olugsmasini saglamasma ragmen ¢ogu protein
hidrojellerine kiyasla, sulu ¢ozeltilerde fibroinin jellesmesi ¢cok yavas gergeklesen bir
siirectir.  Ornegin, 37°C sicaklikta ve % 1 - 7 konsantrasyon araliginda fibroin
cozeltilerinde sol-jel faz gecisi 5 — 7 giinde olur [64]. Cozeltinin pH degeri 9’un
izerine ¢iktiginda jellesme daha da yavas olarak gerceklesir ve pH = 10°da ¢ozelti 1
ayda jellesir. Bu yavas jellesme prosesi, fibroin {izerindeki karboksil gruplarinin
karsi-iyonlarinin yarattigi ozmotik basinc nedeniyle molekiiliin suda genlesmesi ve
molekiiller aras1 hidrofobik etkilesmelerin zayiflamasinin bir sonucudur. Asidik pH
degerlerinde ise, karboksil gruplar1 iyonize durumda olmadiklarindan, fibroin
molekiilii sulu ¢ozeltide daha kiiciik boyutlardadir ve bu durum [-tabakalarinin

olusumunu tetikler [65]. Ancak, izoelektrik noktanin (pI = 3,8 — 3,9) yakinlarindaki
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pH degerlerinde bile % 3 konsantrasyondaki fibroin ¢ozeltilerinin 2 giinde jellestigi
rapor edilmistir [66].

Fibroin ¢6zeltilerine diepoksitlerin ilavesi ile jellesme prosesinin ¢ok hizli olarak
gerceklestigi arastirma grubumuz tarafindan ortaya konmustur [67]. 14
Biitandioldiglisidileter, polisakkaritlerin, proteinlerin, DNA’nin ve bir ¢ok organik
molekiiliin ¢apraz baglanmasinda yaygin olarak kullanilan bir ¢apraz baglayicidir.
Amino, tiyol ve hidroksil gruplar1 gibi niikleofillerle reaksiyona girebilen epoksit
fonksiyonel gruplarim her iki ucunda tasiyan BDDE, 50°C’de % 4,2
konsantrasyondaki sulu fibroin ¢ozeltilerinde genis bir pH araliginda ( 8 - 11) jel
olusumunu saglamaktadir [67]. Cozeltinin pH degerine baglh olarak elastik modiilii
(G’) 10° Pa ile 10" Pa arasinda degisen fibroin hidrojelleri 2 saat igerisinde elde
edilebilmektedir. ATR - FTIR ve X-1sm1 difraksiyon teknikleri ile yapilan analizler
sonucunda, fibroin jellesmesinde BDDE ¢apraz baglarinin sadece “tetikleyici” etkisi
yaptigi, jellesme prosesinden ve jellerin elastik modiillerinden rastgele yumak
yapisindan P-tabaka yapisina konformasyonel degisimin sorumlu oldugu

saptanmistir [67].

Fibroin molekiillerinde BDDE ile uyarilan konformasyonel degisim su sekilde
aciklanabilir:  Fibroin molekiilleri, birbirleri ile BDDE c¢apraz baglayicisiyla
baglandikc¢a, molekiillerin hareketliligi azalir. Bunun bir sonucu olarak, molekiiller
aras1 hidrofobik etkilesmeler kuvvetlenerek [B-tabaka yapisinin cekirdeklenme ve
bliylime siireci kolaylasir. Yapilan reolojik dlgiimler, jellerin elastik modiillerinde
yani etkin ¢apraz bag yogunluklarinda belirleyici olan etkenin (-tabakalar oldugu,
BDDE capraz baglayicisinin etkisinin ise ihmal edilir boyutlarda oldugunu ortaya
koymustur [67].

Fibroin hidrojellerine makrogdzenekli bir yap1 kazandirilmasi ile onlarin doku
miihendisliginde iskelet olarak kullanimi saglanmaktadir [68]. iskelet olarak
kullanilacak biyomalzemeler i¢in baslica kriterler, tic-boyutlu, birbirleriyle baglantili
makrogozenekler icermesi ve hiicre onarim bolgesinde gerekli mekanik dayanikliliga
sahip olmasidir. Ozellikle kemik doku miihendisliginde kullanilacak iskeletler igin
mekanik dayaniklilik ¢ok onemlidir. Kemik iskeleti olarak ¢ok sayida polimerik
malzeme denenmis olmasina ragmen, bozunurluk, kontrollii gézeneklilik, stabilite,
biyouyumluluk ve islenebilirlik sartlarinin optimum bir kombinasyonunun gerekliligi

cogu polimerin kullanimmi smirlamaktadir [69-71]. Ipek fibroin, {istiin mekanik
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ozellikleri, biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu ile kemik doku miihendisliginde
one ¢ikan bir malzemedir. Gozenekli ipek fibroin iskeletleri, hekzafloroizopropil
alkol ve metanol ¢oziiciileri ile muamele sonucu elde edilebilmektedir [68]. Diger
yandan sulu ¢ozeltilerden de gbzenekli ipek fibroin iskeletleri elde edilebilir. Bu
amagla dondurarak-eritme, dondurarak-kurutma, goézenek olusturucu (porogen)
ekleme, gaz olusturma, elektro-egirme iglemi gibi ¢esitli teknikler gelistirilmistir [72-
77]. Ornegin, gdzenek olusturucu olarak sodyum kloriir ve seker, gaz olusturucu
olarak amonyum bikarbonat par¢aciklar1 kullanilmistir. Tiim bu teknikler yardimiyla
olusan gozenekli ipek fibroinin suda ¢ozlinmez bir duruma gegmesi igin, yani
molekiiller arasi1 p-tabakalarinin olugmasi i¢in, metanol ile muamele prosesi

gerekmektedir.

Biyouyumlulugu, biyobozunurlulugunun yaninda kolay ve ucuz elde edilebilen
ipekfibroin mekanik o6zellikleri ile de dikkat ¢cekmektedir. Cizelge 2.4’te bir seri
gbzenekli biyobozunur polimerik iskeletlerin mekanik 6zellikleri, kemigin 6zellikleri
ile karsilastirmali olarak verilmistir. Ipek fibroin iskeletlerinin, kemik ile ilgili hiicre

mithendisligi uygulamalarina uygun iistiin mekanik 6zellikleri oldugu goriilmektedir.

Cizelge 2.4 : Makrogdzenekli polimerik iskeletlerin mekanik 6zellikleri [70].

Basin¢ dayanimi Elastik modiil
Malzeme

(kPa) (kPa)
Kortikal kemik 131,000 — 224,000 ~20x10°
Stingerimsi kemik 5,000 - 10,000 50,000 — 100,000
Kolajen® ~15 ~150
Kitosan® ~45 ~750
ipek fibroin® 175 — 320 450 — 3,300

a) Dondurma-kurutma prosesi ile,
b) Dondurma-kurutma, gaz olusturma ve gdzenek-olusturucu olarak tuz ilavesi

ile.

Bu tez calismas1 kapsaminda makrogtzenekli ipek fibroin iskeletleri kriyojellesme
teknigi uygulanarak elde edilmis olup literatiirde bu konuda daha once bir ¢alisma
yayinlanmamustir. Caligma sonuglarindan goriilecegi lizere, gerek basma dayanimi ve
gerek elastik modiil ¢izelge 2.4’te verilen polimer iskeletlerine ait degerlerden ¢ok
daha yiiksek olan fibroin iskeletlerinin kriyojellesme teknigi ile sentezi miimkiin

olmustur.
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3 DENEYSEL KISIM

3.1 Kullamilan Kimyasallar
Ipek Kozalar

Bursa Koza birlik firmasindan temin edilen Bombyx mori ipek bocegi kozalart ipek

fibroin eldesi i¢in kullanilmistir.
Sodyum Karbonat

Molekiil agirligr 105,98 g/mol olan, agik formiilii sekil 3.1°de goriilen, MERCK
marka sodyum karbonat (Na,COs) ile 0,02 M Na,COj3 ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Hazirlanan bu ¢ozelti ipekteki serisin proteinini fibroin proteininden uzaklastirmak

Na* )k Na*

0 o
Sekil 3.1 : Sodyum Karbonat (Na,CO3)

i¢in kullanilmustir.

Lityum Bromiir

Molekiil agirligi 86,84 g/mol MERCK marka lityum bromiir (LiBr) ile 9,3 M LiBr
¢oOzeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti ipek fibroini ¢6zmek amaciyla kullanilmistir.
N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin

Molekiil agirhigr 116,24 g/mol olan, acik formiilii sekil 3.2°de goriilen, SIGMA
marka N,N,N’,N -tetrametiletilendiamin (CgH3sN>) jel sentezinde hizlandirici ve pH

ayarlayici olarak kullanilmistir.

Hs

HSC\ /\/ \
T CHj

CHs

zZ—0

Sekil 3.2 : N,N,N’,N -tetrametiletilendiamin (TEMED)
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1,4 Biitandiolglisidileter

Molekiil agirlig1 340,01 g/mol olan, acik formiilii sekil 3.3’te goriilen, ALDRICH
marka 1,4 biitandioldiglisidileter (C12H2404) jel sentezinde ¢apraz baglayici olarak

kullanilmustir.

A/O\/\/\O

Sekil 3.3 : 1,4 Biitandioldiglisidileter (BDDE)

2,4,6 Trinitrobenzen Siilfonik Asit
Yogunlugu 1,14 g/mL olan, acik formiili sekil 3.4’te goriilen FLUKA marka 2,4,6

trinitrobenzen siilfonik asitin (CgH3sN3OgS) su igerisinde hazirlanmig 1M’lik ¢6zeltisi

primer amin grubu tayini i¢in kullanilmastir.

Ny
O\\N+ \ iS)l—OH
J g

-O/N"—O

Sekil 3.4 : 2,4,6 Trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS)

Sodyum Bikarbonat
Molekiil agirligi 84,01 g/mol olan agik formiilii sekil 3.5°te verilen Sigma-Aldrich

marka sodyum bikarbonat (NaHCO3) ile primer amin grubu tayininde kullanilmak

lizere tampon ¢ozelti hazirlanmistir.

Sekil 3.5 : Sodyum bikarbonat (NaHCO3)

20



Sodyum Dodesilsiilfat
Molekiil agirligr 288,372 g/mol olan, acik formiilii sekil 3.6’da verilen sodyum

dodesilsulfat (C12H250S0O,0Na) primer amin grubu tayininde kullanilmistir.

Na*

Sekil 3.6 : Sodyum dodesilsiilfat (SDS)

Hidroklorik Asit
Molekiil agirligi 36,5 g/mol olan MERCK marka, % 37’lik hidroklorik asit primer

amin grubu tayininde kullanilmastir.

Polietilen Glikol
Molekiil agirligi 10000 olan FLUKA marka polietilen glikol ile % 10 ve 15 (ag/hac)
konsantrasyonda polietilen glikol ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler

ipek fibroin sulu ¢6zeltisinin konsantrasyonunun arttirilmasinda kullanilmastir.

3.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Hassas Terazi

Deneylerde kullanilan kimyasallar ile jellerin sismis ve kuru durumdaki tartimlar
icin 205 g agirlik kapasitesine sahip 0,1 miligrama duyarli Sartorius model elektronik

terazi kullanilmastir.

Vakumlu Desikator
Ipek fibroinin kurutulmast i¢in kullanilmustir.

Plastik Siringa

Capraz baglanma reaksiyonlar1 i¢ ¢ap1 4,5-5 mm olan 1 mL’lik tek kullanimlik

plastik siringalar igerisinde gergeklestirilmistir.
Hassas Sicakhik Ayarh Etiiv

Hidrojellerin +50 °C’de sentezi icin 1°C’ye duyarl1 0-80 °C arasinda calisan Niive EN

400 marka etiiv kullanilmistir.

21



Buzdolabi

Kriyojellerin sentezi icin -18°C’de calisabilen derindonduruculu buzdolab:

kullanilmustir.
Elektronik Kumpas

Sentezlenen silindirik jel 6rneklerinin ¢aplarini 6lgmek igin 6lgiim araligi 0-150 mm

olan Mitutoyo marka elektronik kumpas kullanilmgtir.
pH Metre

Reaksiyon ¢ozeltilerinin oda sicakliginda pH 6l¢iimleri i¢in WTW marka pH315i

model pH metre kullanilmistir.
Diyaliz Tiipleri
i. MWCO 10000

9,3 M LiBr i¢inde ¢oziilerek elde edilen ipek fibroin ¢dozeltisinden LiBr’i
uzaklastirip sulu ipek fibroin ¢ozeltisi elde etmek icin Pierce Thermo Scientific
Rockford IL marka MWCO 10000 olan diyaliz tiipii kullanilmistir.

ii. MWCO 3500

Sulu ipek fibroin c¢ozeltisinin konsantrasyonunu artirmak igin MWCO 3500 olan

Pierce Thermo Scientific Rockford IL marka diyaliz tiipti kullanilmistir.
Dondurmah Kurutucu (Freeze-Dryer)

Elde edilen jellerin mekanik ol¢iimlerini yapabilmek ve morfolojik o6zelliklerini
inceleyebilmek igin Sekil 3.7°de gosterilen Christ marka Alpha 2-4 LD Plus model

kurutucu ile jellerin kurutulmasi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.7 : Dondurmali Kurutucu (solda), Vakum Pompasi (sagda)
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Mekanik Test Cihaz1

Sentezlenen jellerin mekanik Olglimleri igin sekil 3.8’de gosterilen Zwick-Roell

marka mekanik test cihazi kullanilmistir.

Sekil 3.8 : Zwick mekanik test cihazi (A), Basma aparatlar1 (B), 500 N’luk yiik
hiicresi (C)

UV-Goriiniir Spektrofotometre

Ipek fibroinin diepoksitlerle ¢apraz baglanmasi sirasinda ipek fibroin molekiilleri
lizerindeki primer amin gruplarinin miktarin1 belirleyebilmek i¢in sekil 3.9’da

gosterilen T80-UV goriiniir spektrofotometresi kullanilmistir.

Sekil 3.9 : UV Goriiniir Spektrofotometre

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Jellerin morfolojik analizi i¢in Jeol JSM 6335F Field Emission marka taramali

elektron mikroskobu kullanilmistir.
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Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

Kriyojellerdeki donmamis bdlge hesabi ig¢in Perkin-Elmer Diamond marka DSC

cihaz1 kullanilmistir.
ATR-FTIR Spektorofotometre

Ipek fibroin ag zincirlerinin konformasyonunu belirleyebilmek icin Nicolet Nexus

6700 marka ATR-FTIR spektrofotomotre cihazi kullanilmistir.
Reometre Cihaz1

Reolojik Ol¢limler icin Bohlin marka, Gemini 150 model reometre cihazi

kullanilmaistir.

kurutucu (B), Kompresor (C)

3.3  Deneyin Yapihsi

3.3.1 Ilpek fibroin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Yaklasik 10 g ipek kozasi kesildikten sonra, aliiminyum folyo ile agz1 kapatilmis,
kaynamakta olan 1 L 0,02 M Na,COj3 ¢ozeltisi igine fibroin proteinlerini bir arada
tutan serisin proteinini uzaklagtirmak i¢in atilmistir. Sekil 3.11 A’da goriilen, zamk
¢ikarma olarak tanimlanan bu islem manyetik karistiricida balik ile karistirarak 1 saat
stiresince yapilmistir. Wax ve kalmig olabilecek serisini uzaklastirmak i¢in, Sekil
3.11 B’de gosterilen, 70°C’de yaklasik 1 L saf suda her biri 20 dakika olan 5 yikama

islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.11 : Zamk ¢ikarma (A) ve Yikama iglemi (B)

Saf su igerisinden ¢ikartilan ipek fibroin oda sicakliginda desikator igerisinde vakum
altinda 24 saatte kurutulmustur.  Sekil 3.12°de ipek fibroinin kurutulmasi islemi

goriilmektedir.

L

Sekil 3.12 : Ipek fibroini kurutma islemi

10 g ipek kozasinin zamk g¢ikarma ve yikama isleminden sonra kurutulmasi ile
yaklasik 7,5 gram ipek fibroin elde edilmistir. Sekil 3.13’te gortldigi gibi elde
edilen ipek fibroin 9,3 M LiBr igerisinde 60°C sicaklikta yaklasik 1,5 saatte
¢cOziilmiigtiir. Cozme islemi sonunda elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi 1-2 saat
buzdolabinda bekletildikten sonra ¢ozeltinin iist kismindaki safsizliklar spatiil ile

uzaklastirilmistir.
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Sekil 3.13 : LiBr ¢ozeltisi i¢inde ipek fibroini ¢ézme islemi

Cozeltideki LiBr’ii uzaklastirip sulu ipek fibroin ¢ozeltisi elde edebilmek i¢in diyaliz
tipti (Pierce Thermo Scientific Rockford IL marka Diyaliz tipii, MWCO 10000)
icinde 500 mL’lik meziirde suya kars1 3 giin boyunca diyaliz islemi uygulanmistir.
Diyaliz islemi sirasinda LiBr’iin kisa siirede tamamen uzaklagmasini saglamak icin
saf su sik sik degistirilmistir. Sekil 3.14’te LiBr’lin uzaklastirilmasi i¢in uygulanan

diyaliz islemi goriilmektedir.

Sekil 3.14 : Ipek fibroinden LiBr’ii uzaklastirmak i¢in uygulanan diyaliz islemi

3 giinliik diyaliz islemi sonunda elde edilen ¢6zeltinin agirlik¢ca % fibroin miktar1 bos
beher icerisine konulan 1 mL ipek fibroin ¢dzeltisinden suyun 1sitilarak
uzaklagtirllmas1  ile  belirlenmistir. Elde edilen fibroin ¢ozeltisinin
konsantrasyonunun yaklasik % 6 (ag/hac) oldugu gorilmistir. Saf su ile

seyreltilerek % 5 (ag/hac) konsantrasyonda sulu ipek fibroin ¢ozeltisi elde edilmis ve
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fibroin ¢ozeltisi buzdolabinda saklanmistir. +4°C saklama kosullarinda tutulan
fibroin ¢ozeltilerinin 1 ay sonunda kendiliginden jellestigi goriilmistiir. Bu nedenle,
jel sentezlerinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlandiktan sonra en ge¢ 10 gilin iginde

kullanilmasina dikkat edilmistir.

% 5’lik ipek fibroin (ag/hac) ¢ozeltisi ile ¢apraz baglayict varliginda literatiirde ilk
defa olarak ipek fibroin iskeletleri kriyojellesme sartlarinda sentezlenmistir.
Sentezler +50 ve -18°C olmak iizere iki farkli sicaklik degerinde yapilmustir.
+50°C°de etiiv igerisinde sentezlenen jeller hidrojel, -18°C’deki derin donduruculu
buzdolabinda sentezlenen jeller ise kriyojel olarak isimlendirilmigtir. Sentezlenen
hidrojel ve kriyojellerin karakterizasyonu gravimetrik, volumetrik, fotometrik,
mekanik ve morfolojik olarak yapilmistir. Daha sonra -18°C’de farkli ipek fibroin

konsantrasyonunda kriyojeller sentezlenerek karakterizasyonu yapilmistir.

3.3.2 1Ipek Fibroin jellerinin sentezlenmesi

a) % 4,2 (ag/hac) Ipek Fibroin Konsantrasyonunda Hidrojel ve Kriyojel Sentezi
% 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda, TEMED katalizorii varliginda BDDE ¢apraz
baglayicisi ile +50 ve -18°C’de jel sentezleri yapilmigtir. BDDE miktar1 20 mmol
epoksi / 1 g ipek fibroin olacak sekilde sabit tutulmustur ki bu ayn1 zamanda % 200
(hac/ag) olarak da ifade edilebilir. Hacimca % 0,07 - 0,50 TEMED konsantrasyon
araliginda kriyojeller sentezlenmis, fakat % 0,25 TEMED degerinin {izerinde hidrojel
sentezi ipek fibroindeki karsi iyonlarin B-tabaka olusumunu engellemesinden dolay1
miimkiin olmamistir. Capraz baglayicinin olmadigi reaksiyon ¢ozeltilerinde 24 saat

icinde her iki sicaklik degerinde de jellesme olmadig1 gozlemlenmistir.

Jel sentezlerinde reaksiyon ¢ozeltisinin toplam hacmi 6 mL olacak sekilde sabit
tutulmustur.  Tipik bir sentez prosediirii su sekildedir. % 0,25 TEMED
konsantrasyonundaki jel sentezi i¢in; 5 mL % 5 ipek fibroin ¢ozeltisi {izerine 0,529
mL saf su, 0,015 mL saf TEMED ve 0,499 mL saf BDDE eklenip balik yardimi ile
manyetik karistiricida karistirilmistir. Siringalara ¢gekilen homojen reaksiyon ¢ozeltisi
hidrojel sentezi i¢in +50°C’ye ayarlanmus etiive, kriyojel sentezi i¢in ise buzdolabmim
-18°C’deki  derindondurucu kismma konulmustur. 24 saatlik reaksiyon siiresi
sonunda etliv ve/veya buzdolabindan c¢ikarilan jeller yaklasitk 5 mm uzunlugunda
kesilip sisme dengesine gelmesi i¢in su igerisine konulmustur. % 0,25 ve lizerindeki

TEMED konsantrasyonlarinda jel sentezi i¢in sat TEMED, % 0,25 altindaki TEMED
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konsantrasyonlarinda jel sentezi i¢in ise stok TEMED ¢ozeltisi kullanilmistir. Stok
TEMED c¢ozeltisi, 0,420 mL saf TEMED iizerine 0,958 mL saf su eklenmesi ile

hazirlanmustir.

Sekil 3.15’de ipek fibroin proteininde bulunan amino asitlerdeki serbest amino
gruplart ile capraz baglayici olan BDDE’nin epoksi gruplart arasindaki reaksiyonu
goriilmektedir. Epoksit gergin {i¢ iiyeli halkaya sahip oldugu i¢in; niikleofilik yer
degistirme tepkimelerinde oldukca etkindir ve kolaylikla halka agilmasina ugrar.
BDDE capraz baglayicisinin polisakkaritlerin, proteinlerin, DNA’nin ve bir ¢ok
organik molekiiliin ¢apraz baglanmasinda yaygin olarak kullanilan bir capraz
baglayici oldugu bilinmektedir. Ipek fibroin iizerindeki amino asitlerde bulunan
serbest amino gruplarindaki azot atomu epoksi grubundaki kismi pozitif yiikli
karbon atomuna atak yaparak halka agilmasina sebep olur.  Sy2 reaksiyonu ile

yirliyen c¢apraz baglanma reaksiyonlarinda amino gruplart niikleofil gorevi

gormektedir.
H\ H ﬁ
N (70 \ /\/—CH2+ ‘N——CH—C——OH
+ Hic— (CHy); \/)
R;——CH Ry
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Hoo H) N+ H
SN S el el e\
_ TN AL AT L
—| 2 (CHa)s O_\—/
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Sekil 3.15 : Ipek fibroin iizerindeki serbest amino gruplar ile ¢apraz baglayicinin
epoksi gruplar1 arasindaki ¢apraz baglanma reaksiyonu
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Sekil 3.16 : BDDE capraz baglayicist ile ipek fibroinin jellesmesi esnasindaki
konformasyonel gecisler [67]

Fibroin molekiillerinin BDDE ile ¢apraz baglanmasi esnasindaki konformasyonel
gecisler Sekil 3.16’da gosterilmektedir [67]. Bu konformasyonel degisim su sekilde
aciklanabilir:  Fibroin molekiilleri, birbirleriyle BDDE ¢apraz baglayicisiyla
baglandik¢a, molekiillerin hareketliligi azalir. Bunun bir sonucu olarak, molekiiller
arast hidrofobik etkilesmeler kuvvetlenerek p-tabaka yapisinin g¢ekirdeklenme ve

bliylime siireci kolaylasir. Boylece kisa siire igerisinde jellesme meydana gelir.

b) % 8,4 - 12 (ag/ hac) Ipek Fibroin Konsantrasyonunda Jel Sentezi
% 5 Ipek fibroin (ag/hac) iceren ¢dzelti konsantrasyonunu arttirmak igin diyaliz tiipii
(Pierce Thermo Scientific Rockford IL marka Diyaliz Tiipii, MWCO 3500) i¢indeki
fibroin ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlardaki PEG (ag/hac) c¢ozeltilerine kars1 24 saat
stiresince diyaliz edilmistir. % 8,4 ve 12,6 ipek fibroin konsantrasyonlarinda jel
eldesi icin sirasiyla % 10 ve 15 konsantrasyondaki PEG ¢ozeltileri kullanilmistir.
Diyaliz islemi sirasinda ipek fibroin ¢ozeltisinin PEG’e oran1 hacimca sirasiyla 1:20
ve 1:10 olacak sekilde ayarlanmistir. Diyaliz islemleri sonunda yaklasik % 13 ve 23
konsantrasyonlarda (ag/hac) ipek fibroin sulu ¢ozeltileri elde edilmistir. Elde edilen
bu ¢ozeltilerin konsantrasyonu % 12 ve 18’e sabitlenerek -18°C’de % 0,25 - 0,50
TEMED (hac/hac) konsantrasyon araliginda jel sentezleri yapilmistir. BDDE miktar1
sentezlenen jellerde 20 mmol epoksi / 1 g ipek fibroin olacak sekilde sabit

tutulmustur.
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Jel sentezlerinde reaksiyon ¢Ozeltsinin toplam hacmi % 4,2 ipek fibroin
konsantrasyonundaki jellerde oldugu gibi 6 mL olarak sabit tutulmustur. Tipik bir
sentez prosediirii su sekildedir. % 8,4 ve % 0,25 TEMED konsantrasyonlarinda jel
eldesi i¢in 4,2 mL % 12 ipek fibroin ¢dzeltisi iizerine 0,785 mL saf su, 0,015 mL saf
TEMED ve 1,0 mL BDDE eklenip balik yardimi ile manyetik karistiricida
karigtirilmistir. % 12,6 ve % 0,25 TEMED konsantrasyonlarinda jel eldesi igin ise
4,2 mL % 18 ipek fibroin ¢ozeltisi iizerine 0,285 mL saf su, 0,015 mL saf TEMED
eklenip balik yardimi ile manyetik karistiricida karistirilmistir.  Karismakta olan
¢ozelti lizerine 1,5 mL BDDE damla damla ilave edilmistir. Daha sonra reaksiyon
cozeltileri 1 mL’lik siringalara gekilip kriyojel sentezi igin buzdolabinin -18°C’deki
derindondurucu kismina konulup, siringalar 24 saat siliresince bu sicaklik
degerlerinde sabit tutulmustur. Reaksiyon siiresi sonunda buzdolabindan c¢ikarilan
jeller yaklasik 5 mm uzunlugunda kesilip sisme dengesine gelmesi i¢in su igerisine

konulmustur.

3.3.3 lpek fibroin ¢ézeltisinin capraz baglanmasi sirasinda primer amin grubu

tayini

Capraz baglanma sirasinda primer amin gruplariin tayini ig¢in 2,4,6-trinitrobenzen
stilfonik asit (TNBS) yontemi ile ilk once kalibrasyon egrisi olusturulmus, daha
sonra bu egriden yararlanilarak ¢apraz baglanma sirasinda amin gurubu tayini
yapilmustir. % 5 (ag/hac) konsantrasyondaki ipek fibroin ¢ozeltisi kullanilarak % 1
konsantrasyonda fibroin ¢ozeltisi hazirlanmis ve hazirlanan bu ¢ozeltiden 0,025 ile
0,5 mL arasinda degisen hacimlarda ipek fibroin ¢ozeltisi plastik UV kiivetlerine
alinmis ve toplam hacim 1 mL olacak sekilde 0,1 M NaHCOj3 tampon ¢ozeltisi ile
tamamlanmistir. Sonugcta farkli hacimlarda ipek fibroin ¢ozeltisi alinmasiyla 0 ile 5
mg ipek fibroin igeren 1 mL cozeltiler elde edilmistir. 1 mg ipek fibroinin 1x10™
mmol NH; igerdigi bilinmektedir [78]. Bu yilizden bu ¢ozeltiler igerisindeki NH;
miktart 0 ile 5x10™ mmol arasindadir. Hazirlanan bu cozeltiler lizerine tampon
cozeltisi icinde hazirlanmis % 0,01 TNBS (ag/hac) ¢ozeltisinden 0,5 mL eklenip
vortex ile 500 rpm’de karistirildiktan sonra agzi parafilm ile kapatilmis ve 37°C’ye
ayarlanmis etiiv icerisinde 2 saat bekletilmistir. Plastik UV kiivetlerinde artan NH»
miktart ve buna bagl olarak amin gruplarinin TNBS ile reaksiyona girmesiyle
¢ozeltinin renginin acik saridan koyu sartya dogru degistigi goriilmiistiir. 2 saat

sonunda etiiv i¢inden g¢ikartilan 6rnekler iizerine sirasiyla 0,5 mL % 10 SDS (ag/hac),
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0,25 mL 1 N HCIL, ve UV Kkiivetlerinde hacim azligindan dolay1 absorbansin
degismesini onlemek icin 1 mL su konulduktan sonra 300 rpm’de vortex ile
kanigtirtlmistir. Daha sonra UV goriiniir spektrofotometre ile 335 nm’de absorbans
Olgtimleri (Azssnm) alinmustir. Artan NH, miktarina bagli olarak absorbansin (Asssnm)
arttig1 gorilmis, absorbansa karsilik ¢izilen mmol NH; grafigi ile kalibrasyon egrisi
elde edilmistir. Olusturulan kalibrasyon egrisi sekil 3.17°de goriilmekte olup en

uygun egri:

mmol NH, = 1,849x10”" + 6,645x10 "X Azzsnm + 1,288x107"x(Aszzsnm)? (3.1)

bagintisini vermistir.

mmol NH,

3x10*

2x104

10 |-

O 11 1 I | I I I | I I I L1 1 1 I | I I I | I I I 1

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
A

335nm

Sekil 3.17 : Capraz baglanma sirasinda primer amin grubu tayini i¢in TNBS yontemi
ile olusturulan kalibrasyon egrisi

Capraz baglanma sirasinda tipik bir amin grubu tayini su sekilde gerceklestirilmistir.
% 4,2 ipek fibroin ve % 0,25 TEMED konsantrasyonunda ipek fibroinin ¢apraz
baglanmasi sirasinda amin grubu tayini i¢in 5 mL % 5 ipek fibroin ¢ozeltisi lizerine
0,529 mL saf su, 0,015 mL saf TEMED ve 0,499 mL BDDE eklenip balik yardimi
ile manyetik karigtiricida karigtirllmistir.  Karistirma isleminden hemen sonra t=0
olarak kaydedilen bu anda 50 puL 6rnek plastik UV kiivetine konulup, 1 mL’ye 0,1
M NaHCO; tampon ¢ozeltisi ile tamamlanmig ve % 0,01 TNBS (ag/hac)
cozeltisinden 0,5 mL eklenip 37°C’deki etiiv icerisinde 2 saat bekletilmistir. Etiiv
icerisinden ¢ikarilan 6rnek iizerine 0,5 mL % 10 SDS (ag/hac), 0,25 mL 1 N HCI ve
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1 mL su eklenerek UV-goriiniir spektrofotometre ile 335 nm’de absorbans 6l¢iimii
alimmistir. Reaksiyon ¢ozeltisinden farkli zaman araliklarinda 50 pL 6rnek alinarak

ayni islem uygulanmistir.

3.4  Jellerin Karekterizasyonu

3.4.1 Sisme olciimleri

Jellerin sigsme Ol¢limleri hem gravimetrik hem de volumetrik olarak yapilmistir.
Gravimetrik yontemde jel 6rnekleri hassas terazi yardimiyla tartilmistir. Volumetrik
yontemde ise jel orneklerinin caplar1 elektonik kumpas yardimiyla ol¢lilmiistiir.
Jellerin bagil ve kuru duruma gore sisme  oranlart asagidaki bagmtilardan
hesaplanmustir.

Hacimca sisme orani gy = (Sismis jel ¢ap1 / Kuru jel cap1)’

Hacimca bagil sisme orani Viepaiis = (Sismis jel ¢cap1 / Sentez sonrast jel (;apl)3
Agirlikca sigsme orani gy, = Sismis jel agirhigi / Kuru jel agirlig:

Agirlikca bagil sisme oranit Megjaie = Sismis jel agirligi / Sentez sonrasi jel agirligi

1 g ipek fibroinden elde edilen ¢apraz bagl ipek fibroin miktar1 olan jel kesri

mkuru

= 3.2
 m, c, /100 (3.2

bagintisindan elde edilmis olup denklemde myyn, kuru durumdaki jel agirhig, mg
sentez sonrasi jel agirlhigidir. Cy ise jel sentezinde kullanilan reaksiyon ¢ozeltisindeki

ipek fibroin konsantrasyonudur.

Jellerin kuru durumdaki agirliklar1 ve ¢ap dlgiimleri i¢in kurutma islemi dondurmali
kurutucuda gergeklestirilmistir. Kurutma prosediiriine gore sisme dengesine gelmis
jeller -25°C’de 1 giin dondurulduktan sonra 1 giin -40°C / 0,12 mbar ve 1 giin -60°C /
0,011 mbar’da tutulmustur. ATR-FTIR, mekanik ve morfolojik dl¢limler i¢in de jel

ornekleri ayni kurutma prosediiriine tabi tutulmustur.
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3.4.2 Diferansiyel tarama kalorimetre (DSC) dl¢iimleri

Su i¢inde sisme dengesine gelen kriyojel 6rnekleri pan aparatinin igine yerlestirilmis
ve -18°C’de 1 giin dondurulduktan sonra 2,5°C / dak 1sitma hizinda +80°C’ye kadar
isititlmistir. DSC cihazindan alinan sismis jeli iceren pan +80°C’de sabit tartima

gelene kadar tutulmustur.

Reaksiyon sistemindeki donmamis bolge
fu = [1-(AH / AHp) / Mg] X 107 (3.3)

bagintisindan hesaplanmis olup denklemde AH,, buzun erime 1sisini, (334,45 j/g),
AH, jel igerisindeki donmus suyun erimesi sirasinda dlgiilen gegis entalpisini, mg, ise

jel igerisindeki toplam su miktarin1 gostermektedir. Denklemdeki mg, degeri

My = My - My (3.4)

bagmtisindan hesaplanmis, m;, pan ile birlikte sismis jelin agirhig, m,, DSC
olgiimiinden sonra sabit tartima gelene kadar +80°C’de tutularak kurutulan jelin pan

ile birlikteki toplam agirligidir.

Ipek fibroini ile BDDE’nin c¢apraz baglanmas: sirasinda donmamis bolgedeki ipek

fibroin konsantrasyonu ve/veya TEMED konsantrasyonu

Donmamus Bolgedeki % Konsantrasyon = % (3.5)

bagintisindan hesaplanmis olup denklemde f, reaksiyon sistemindeki donmamis
bolge, Co ise jel sentezinde kullanilan reaksiyon ¢ozeltisindeki ipek fibroin ve/veya

TEMED konsantrasyonudur.

3.4.3 UV - Goriiniir spektrofotometre olciimleri

Capraz baglanma sirasinda, c¢apraz baglayicidaki diepoksitlerin fibroin ile
reaksiyonunu izlemek ve ipek fibroin molekiilleri tizerindeki primer amin gruplarinin
miktarini belirlemek i¢in T80-UV goriiniir spektrofotometresi kullanilmis ve 2,4,6-
trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) yontemi uygulanmistir [13,24]. Bu yontem ipek
fibroin proteininde bulunan aminoasitler lizerindeki primer amin gruplar ile 2,4,6-
trinitrobenzen stilfonik asitin reaksiyona girerek yiiksek kromojenik trinitrofenil

tiirevleri olusturmasina dayanir. Ipek fibroindeki primer amin gruplarinin miktarina
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bagli olarak olusan kromojenik trinitrofenil tiirevlerinin miktarinin farkli olmasindan
yararlanilarak 335 nm’de kalibrasyon egrisi olusturulmus ve c¢apraz baglanma

sirasinda primer amin grubu miktar1 degisimi incelenmistir.

3.44 ATR - FTIR olciimleri

Ipek fibroin molekiillerinde diepoksit ¢apraz baglayicisi ile uyarilan konformasyonel
degisimler ATR-FTIR ol¢limleri ile izlenmistir. Dondurmali kurutucuda kurutulan
ipek fibroin ¢ozeltisi ile ipek fibroin hidrojel ve kriyojellerinin spektrumlar1 500-
4000 cm™ dalga sayis1 araliginda alinmistir.  FTIR spektrumlarinin Amit-I bolgesi
(1580 — 1720 cm™) analiz edilmis ve sirasiyla p-tabaka, rastgele yumak, a-sarmal ve
B-dongii konformasyonlarina karsihk gelen 1620, 1640, 1660, ve 1698 cm™

piklerinden fibroin agyap1 zincirlerinin yapisi kantitatif olarak belirlenmistir.

3.45 Mekanik olciimler

Tek eksenli sikigtirma testi yaklasik 4-5 mm boyunda, 4 mm ¢apinda silindirik ipek
fibroin jel &rneklerine 500 N’luk yiik hiicresi ile 24°C’de uygulanmustir. Test
sirasinda basma hizi 0,3 mm / dk olarak ayarlanmistir. Basma aparati ile 6rnegin
tamamen temasini saglamak igin 0,1 N’luk 6n yiik uygulanmistir. Basma gerilimi o
ile ifade edilmistir. o; numuneyi deforme etmek icin gerekli kuvvetin, numunenin
baglangi¢ kesit alanina oranlanmas: ile hesaplanmaktadir. Gerinim ise deformasyon

orant o ile verilmistir.

a = deforme edilen numunenin herhangi bir andaki boyu / numunenin baslangic
boyu’dur. Gerilim-gerinim egrisinin % 2-4 deformasyon araligindaki egimi elastik

modiil degerini vermektedir.

3.4.6 Reolojik olgiimler

Tiim OSlgiimler, reometre cihazinin 4° konik ag1 ve 40 mm capa sahip plakasi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarm +50°C’de gerceklestirilebilmesi i¢in
Peltier sicaklik iinitesi kullanilmistir.  Olgiimler sirasinda reometre plakalart
arasindaki jel cozeltisinden buharlasma yolu ile gergeklesen su kaybini onlemek
amaciyla sistem, koruyucu bir kapak yardimiyla kapatilmis ve kapali bolme
icerisinde su tuzagi kullanilmistir. Bunun yaninda plakalar etrafina viskozitesi diisiik

silikon yagi koyularak buharlagmanin minimum olmasi1 saglanmistir.  Salinim
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deformasyonunun lineer bolgede olmasmi saglamak icin frekans w=1 Hz ve

deformasyon genligi Y , = 0,01 olarak secilmistir.

3.4.7 Morfolojik ol¢iimler

Sentezlenen jellerin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskop yardimiyla
(SEM) cesitli biiyiitmelerde (20 ile 1000 biiylitme arasinda) incelenmigtir. Su
icerisinde sisme dengesine gelmis olan jeller dondurmali kurutucuda vakum altinda

kurutulduktan sonra kuru 6rnekler altin ile kaplanarak SEM o6l¢timleri alinmistir.
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4 SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu calismanin amaci biyoloji ve biyotip gibi alanlarda kullanilabilecek yeni
fonksiyonel o6zellikleri, mikroyapilar1 ve ayarlanabilir mekanik o6zellikleri olan
makrogozenekli ipek fibroin jelleri sentezlemektir. Bu jellere makrogézenekli bir
yapt kazandirilmasi ile onlarin doku miihendisliginde iskelet olarak kullanimi
amaglanmistir. Bu dogrultuda ipek fibroin sulu ¢dzeltisinden -18°C sicaklikta BDDE
capraz baglayicist varliginda makrogdzenekli ipek fibroin kriyojelleri ve mukayase
amaciyla +50°C’de ipek fibroin hidrojelleri sentezlenmistir. Kriyojellesme teknigi
ile mekanik olarak dayanikli, kemik hiicre miithendisliginde kullanim i¢in uygun ipek

fibroin iskeletlerinin sentezlenmesi saglanmaistir.

Deneysel sonuglar iki béliimde tartigitlmistir. Birinci bdliimde +50 ve -18°C’de ipek
fibroin hidrojel ve kriyojelleri sentezlenmis ve bunlarin karakterizasyonu
gravimetrik, volumetrik, fotometrik, mekanik ve morfolojik olarak yapilmistir.
Caligmanin ikinci bolimiinde ise farkli ipek fibroin konsantrasyonlarindaki
makrogozenekli ipek fibroin iskeletleri -18°C’de kriyojellesme teknigi ile
sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Ipek fibroin molekiillerinde diepoksitlerle
uyarilan konformasyonel gecisler literatiirde ilk defa olarak laboratuvarimizda
yapilmistir. BDDE c¢apraz baglayicisiyla fibroin molekiilleri birbirlerine baglandik¢a
molekiillerin hareketliligi azalmis ve bunun bir sonucu olarak, molekiiller arasi
hidrofobik etkilesmeler kuvvetlenerek B-tabaka yapisinin ¢ekirdeklenme ve biiylime
stireci kolaylagtirilarak kisa siirede jel olusumu saglanmistir. Kriyojellesme teknigi
ile disaridan gelen uyarilara aninda cevap verebilen makrogdzenekli ipek fibroin
hidrojelleri sentezlenmistir. BDDE c¢apraz baglayicist varliginda ipek fibroin
molekiillerinin ¢apraz baglanma reaksiyonlarinin reaksiyon sisteminin donma
noktasmin altinda bir sicaklik olan -18°C’de bile kolaylikla ilerledigi goriilmiistiir.
Bu sartlar altinda elde edilen jellerin kurutulmalar1 sonras1 mikrometre boyutlarinda
gozenekler icerdikleri saptanmustir. Literatiire gore, goriiniir olarak donmus bdyle
sistemlerde, ¢oziicii kristalleri arasinda yiiksek konsantrasyonda polimer-¢apraz

baglayici1 iceren donmamis mikro bolgeler bulunmaktadir [68]. Dolayisiyla,
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reaksiyonlar sadece bu mikrobolgelerde ilerlemekte ve reaksiyon sonrasi donmus
bolgelerin eritilmesi ile gozenekler ortaya c¢ikmaktadir. Bu da mekanik olarak

dayanikli ipek fibroin iskeletlerinin eldesini miimkiin kilmaktadir.

4.1 % 4,2 Ipek Fibroin Konsantrasyonunda Elde Edilen Hidrojel ve Kriyojel

% 4,2 (ag/hac) ipek fibroin ve farkli TEMED konsantrasyonlarinda, iki farkli
sicaklikta (+50 ve -18°C) jel sentezleri yapilmustir. +50°C’de hazirlanan jeller
hidrojel, -18°C’de kriyojellesme teknigi ile sentezlenen jeller ise kriyojel olarak
isimlendirilmistir. ~ Ipek fibroin ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 5,5 olarak
Olciilmiistir. Hidrojeller ve kriyojellerde capraz baglanma Oncesindeki reaksiyon
¢ozeltisinin TEMED ilavesi ile pH degerinin arttigi gézlemlenmistir. Reaksiyon
¢ozeltisinde % 0,07- 0,50 TEMED (hac/hac) konsantrasyon araliginda pH degeri 8,3
ile 11 arasinda Ol¢iilmiistiir. Capraz baglayici ilave edildiginde ise pH degerinde bir
degisiklik olmadig1r gorilmiistiir. Sekil 4.1°de sisme dengesine gelmis ve kuru
durumdaki hidrojel ile kriyojellerin fotograflari verilmistir. Kurutma iglemi bdliim
3.4.1°de belirtilen prosediire gore gerceklestirilmistir.  Hidrojelin transparan,
kriyojelin ise jel sentezi sirasinda reaksiyonun donmamis mikrobdlgelerde

ilerlemesinden dolay1 konsanstrasyon artist oldugu i¢in opak oldugu goriilmektedir.

Dondurmali kurutucuda kurutulan kriyojellerin igerisinde kalan su miktar1 Karl
Fischer metodu uygulanarak 6l¢iilmiistiir. Bu jellerde % bakiye su miktar1 yaklagik
% 4 olarak bulunmus ve jel kesri (W) ile agirlikca sigme orani (qw) % bakiye suya
gore diizeltilerek tekrar hesaplanmstir. Diizeltme yapildiktan sonra jel kesri ve
agirlikca sisme orami degerlerinin ¢ok fazla degismedigi goriilmiistiir. Boylece

dondurmali kurutucudan ¢ikarilan jellerin kuru durumda oldugu anlasilmistir.

Jellerin gravimetrik ve volumetrik olarak 1 ile 3 giin arasinda dengeye geldigi
gbzlemlenmistir. Sekil 4.2°de % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda, hacimca farkl
TEMED konsantrasyonlarinda elde edilen sisme dengesine gelmis hidrojel ile
kriyojellerin agirlik¢a (A) ve hacimca (B) bagil sisme oranlart verilmigtir. Mgigmis/ Mo
bagintisi ile hesaplanan myeaiir degerlerinin, hidrojellerde yaklasik 1, kriyojellerde ise
yaklasik 0,8 civarinda oldugu goriilmektedir. Sekil 4.2 B’de goriildiigii {lizere
volumetrik Ol¢lim sonuglarinda da benzer veriler elde edilmistir. Kriyojellesme
tekniginde reaksiyonun donmamis mikrobdlgelerde ilerlemesinden dolay1 sentez

sirasinda  gdzenek olusmakta ve kriyojellerin sisme dengesine gelmesi bu

38



gozeneklerin suyla dolmasi sonucu gerceklesmektedir. Hidrojellerde jel agyapisi
tizerindeki yiik yogunlugunun dis ¢ozeltideki (saf su) yik yogunlugundan fazla
olmasi1 nedeniyle ortamdaki su molekiilleri osmotik basing etkisiyle jele akarak jelin
sismesini saglamaktadir. Bu yiizden hidrojellerin kriyojellere gore daha fazla sistigi

gorilmistir.

Kriyojel

Sekil 4.1 : Sismis ve kuru durumdaki hidrojel ve kriyojel fotograflari

mrelatif Vrelatif
1,2
= A L B
M c
1,0 —
i 10
08— L
B 0,8 —
0,6 _— 0,6 -
0’4IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 0’4IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Cremep? Cremep?

Sekil 42 : % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda, hacimca farkli TEMED
konsantrasyonlarinda sentezlenen hidrojel ve kriyojellerin myeasis Ve
Vet degerleri. Hidrojeller (@), kriyojeller (O) semboli ile
gosterilmistir.
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Sekil 4.3’te % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda, hacimca farkli TEMED
konsantrasyonlarinda sentezlenmis hidrojel ile kriyojellerin kuru duruma gore
agirlikca (A) ve hacimca (B) sisme oranlari verilmistir. Kriyojellerde qw ve 0y
degerlerinin TEMED konsantrasyonundan etkilenmedigi, hidrojellerde ise qw
degerinin TEMED konsantrasyonu arrtik¢a arttig1 goriilmektedir. Sekil 4.4°te % 4,2
ipek fibroin konsantrasyonunda, hacimca farkli TEMED konsantrasyonlarinda
sentezlenmis hidrojel ile kriyojellerin jel kesri degerleri verilmistir. Kriyojellerde jel
kesrinin yaklasik 1 ve TEMED konsantrasyonundan bagimsiz oldugu goriiliirken
hidrojellerde ise TEMED konsantrasyonu arrtik¢a jel kesrinin azaldigir ve % 0,25
TEMED iizerinde jel kesrinin sifir oldugu, yani % 0,25 iizerindeki TEMED
konsantrasyonlarinda jel olugsmadig1 goriilmiistiir. Artan TEMED konsantrasyonu ile
birlikte jelin pH degeri artarken, fibroin yapisi iizerindeki karboksil gruplarinin karsit
iyonlarinin olusturdugu ozmotik basingta artmaktadir. Bu basing molekiiliin suda
sismesini arttirirken hidrofobik etkilesimleri zayiflattigt i¢in jel olusumunu
engellemektedir. Sekil 4.3 A’da hidrojellerin artan TEMED konsantrasyonu ile qw

degerinin artmasi da bu yorumu desteklemektedir.

d, a,
200 - 2,5
- / A . B
L /
B /
150 - 20—
100 | 15
- 1,0 |-
50 [ i
0 i 11 1 I 1111 I 111 1 I 111 1 I 111 1 I 111 1 OY5 _I 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
00 01 02 03 04 05 06 00 01 02 03 04 05
CTEMED% CTEMED(VO

Sekil 43 : % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda hacimca farkli TEMED
konsantrasyonlarinda sentezlenen hidrojel ve kriyojellerin qw ve Qv
degerleri. Hidrojeller (@), kriyojeller (O) sembolii ile gosterilmistir.
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Sekil 4.4 : % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda, hacimca farkli TEMED
konsantrasyonlarinda sentezlenen hidrojel ve kriyojellerin Wy degerleri.
Hidrojeller (@), kriyojeller (O) sembolii ile gosterilmistir.

+50°C’de sentezlenen hidrojellerde artan TEMED konsantrasyonu ve buna baglh

olarak artan pH ile jel olusumu engellenirken kriyojellesme tekniginde reaksiyon

donmamis mikrobodlgelerde ilerledigi ve buna bagli olarak reaksiyon ¢ozeltisindeki

ipek fibroinden daha yiiksek fibroin konsantrasyonunda hidrofobik etkilesmeler

engellenemedigi i¢in kriyojellerin agirlikga ve hacimca sisme degerlerinin TEMED

konsantrasyonundan bagimsiz oldugu goriilmiistir.

Sekil 4.5’te % 4,2 ipek fibroin ve % 0,10 TEMED konsantrasyonlarinda +50 ve -
18°C’de sentezlenen, sismis hidrojel ve kriyojellerin mekanik test cihazi ile tek
eksenli sikistirma ve sikistirma gevsemesi sirasinda c¢ekilen fotograflari verilmistir.
Her iki sicaklik degeri igin sabit ¢apraz baglayict (20 mmol epoksi / 1 g ipek fibroin),
TEMED ve ipek fibroin kullanilmasina ragmen hidrojeller yaklagik % 10 basma
altinda kolaylikla parcalanirken tok bir malzeme olan kriyojeller % 100’e kadar
herhangi bir parcalanma olmadan sikistirilabilmekte ve bu sekilde igcerdigi ¢oziicl
disar1 alinabilmektedir. Uygulanan kuvvet kaldirilip ¢6ziicii eklendiginde ise aninda
baslangic konumuna geri donebilmektedir. Bu da kriyojellesme tekniginin

Ustiinliigiinii gdstermektedir.
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Sekil 4.5 : + 50 ve -18°C’de sentezlenen hidrojel (A) ve kriyojellerin (B) fotograflari
goriilmektedir. Cjr: % 4,2 (ag/hac), BDDE; 20 mmol / g IF, Cremen: %
0,10 (hac/hac)

Kriyojellesme  tekniginde ¢apraz  baglanma  reaksiyonlarinin  donmamis
mikrobolgelerde ilerledigi bilinmektedir. % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda,
+50°C’de ipek fibroinin ¢apraz baglanmasi sirasinda ipek fibroin konsantrasyonun %
4,2 oldugu, -18°C’de kriyojellesme sartlarinda c¢apraz baglanmasi sirasinda ipek
fibroin konsantrasyonunun % 4,2’den yiiksek oldugu ongoriilmiistiir. Bu yiizden
ipek fibroin kriyojellerinde, reaksiyon sisteminde donmamis bdlge hesabi icin DSC
cihazi yardimiyla 6lgiimler yapilmistir. -18°C’de dondurulmadan &nce sismis
durumdaki jel orneklerinde fibroin konsantrasyonu yaklasik % 6,5 (ag/ag) olarak
hesaplanmistir.  Esitlik 3.3 kullanilarak -18°C’de dondurulan jellerde donmamis
bolge yaklasik % 12, donmus bolge ise % 88 olarak hesaplanmistir. Yani ¢apraz
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baglanma reaksiyonu donmamis % 12’lik kisimda ilerlemekte ve % 4,2 olan
baslangigtaki ipek fibroin konsantrasyonunun capraz baglanma sirasinda artacagi
bilinmektedir ve esitlik 3.5 ile artan ipek fibroin konsantrasyonu % 35 olarak
hesaplanmistir. Benzer sekilde % 0,50 TEMED konsantrasyonundaki reaksiyon
¢ozeltisinin pH degeri 11 olarak Ol¢ililmiis ve ¢apraz baglanma sirasinda TEMED
konsantrasyonu ipek fibroinin hesaplandigi gibi hesaplanmis ve % 4,2 (hac/hac)

olarak bulunmustur.

Capraz baglanma sirasinda amin grubu tayini i¢in TNBS yontemi ile olusturulan
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda ve %
0,0, 0,10 ve 0,25 TEMED konsantrasyonlarindaki reaksiyon g¢ozeltilerinde primer
amin grubu tayini yapilmistir. Bu yontem ipek fibroin proteininde bulunan
aminoasitler tizerindeki primer amin gruplari ile 2,4,6-trinitrobenzen stilfonik asitin
reaksiyona girerek yiiksek kromojenik trinitrofenil tiirevleri olusturmasina dayanir.
Ipek fibroin proteinindeki amin gruplari ile epoksi gruplari arasinda reaksiyon
meydana geldigi i¢cin zamanla TNBS ile reaksiyona giren amin grubu ve buna bagl
olarak absorbans (Asssnm) degeri azalmustir. Sekil 4.6’da +50°C’deki reaksiyon
cozeltisinden farkli zaman araliklarinda alinan Orneklerin absorbans Ol¢limleri ve
reaksiyona giren % NH; miktar verilmistir. Herhangi bir t aninda reaksiyona giren
serbest amino gruplarinin hesabi i¢in

1-Cnmizt/ Chz,t=0 (4.1)
bagmtis1 kullanilmistir. Bagintidaki Cnpz,t Ve Cnhzi=0, sirastyla t=0 ve t anindaki
amin gruplariin konsantrasyonunu gostermektedir. Sekil 4.6’da % 0,10 ve 0,25
TEMED konsantrasyonlarindaki reaksiyon ¢ozeltilerinde ilk yarim saat igerisinde
absorbans degerinin azaldigi, reaksiyona giren NH, miktarinin % 70-80 oldugu, %
0,0 TEMED konsantrasyonlarindaki reaksiyon ¢ozeltisinde ise ilk yarim saat
icerisinde absorbans degerinde ¢ok fazla bir degisiklik olmadig1 ve reaksiyona giren
NH; miktarinin % 5 oldugu goriilmektedir. Bdylece TEMED’in katalizor etkisi

gostererek jellesmenin daha kisa stirede gerceklesmesini sagladig belirlenmistir.
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Sekil 4.6 : Capraz baglanma sirasinda primer amin grubu tayini i¢in 335 nm’de
yapilan absorbans Ol¢iim degerleri ve reaksiyona giren % NH;
miktarlar. I¢ci bos semboller; % 0,0 (O), 0,10 ve (A), 0,25 ()
TEMED (hac/hac) konsantrasyonlarindaki reaksiyon ¢ozeltilerinin
absorbans Ol¢limlerinin zamana bagli degisimini, i¢i dolu semboller %
00 (@), % 010 (A) ve % 025 (W) TEMED (hac/hac)
konsantrasyondaki reaksiyon ¢ozeltilerinde reaksiyona giren % NH;
miktarint gostermektedir.

Bir malzemenin enerjiyi elastik olarak depolayabilmesini temsil eden elastik modiil
(G") iken, malzemenin enerjiyi dagitabilmesini viskoz modiil (G’") temsil eder.
Capraz baglanma reaksiyonlarinin elastik modiil degisimi {izerine etkisini arastirmak
icin TNBS metoduyla yapilan primer amin grubu tayini ile reometre cihazinda elastik
ve viskoz modiil degisiminin incelenmesi birlikte yapilmistir. Sekil 4.7 A’da
reaksiyona giren % NH, miktar1, sekil 4.7 B’de ise elastik ve viskoz modiillerin
zamana bagli degisimleri goriilmektedir. Sekil 4.7 A’da ilk 30 dakika iginde primer
amin gruplarmin yaklasik % 75’inin reaksiyona girdigi goriiliirken Sekil 4.7 B °de

verilen reolojik Ol¢iim sonuglarinda ilk yarim saat icinde elastik modiilde bir
degisiklik olmadig1 goriilmistiir. Bu da capraz baglanma reaksiyonlarinin elastik

modiil artis1 tizerinde bir etkisinin olmadigin1 gostermistir.
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Sekil 4.7 : Ik 30 dakika icinde primer amin gruplarinin % 70-80’in reaksiyona
girdigi goriilmektedir (A) Elastik modiil (G’) (@), ve Viskoz modiiliin
(G”’) (O) zamana bagl degisimi goriilmektedir.
Capraz baglayici iizerindeki epoksi gruplar ile fibroin arasindaki reaksiyon ATR -
FTIR ile degerlendirilmistir. Sekil 4.8’de ¢apraz baglayicinin, reaksiyon ¢ozeltisinin
jellesmesi ile olusan polimerik agyapi igerisine katildigini gostermek igin alinan
ATR-FTIR spektrumlar1 verilmistir. Dondurmali kurutucuda kurutulmus % 5
konsantrasyondaki ipek fibroin, % 4,2 ipek fibroin ve % 0,07 TEMED
konsantrasyonunda elde edilen kuru durumdaki hidrojel ve kriyojel ile saf BDDE’nin
ATR - FTIR spektrumlar1 goriilmektedir. BDDE reaksiyon ¢ozeltisine katilmadig:
zaman 24 saatte jellesme olmadigi, jellesmenin BDDE c¢apraz baglayicist varliginda
kisa stirede gergeklestigi belirtilmisti. Jellesme sonrasinda Amit I bolgesinde (1640
cm ™’ den 1620 cm™e) diisiik dalga sayisina degisim olmak ile birlikte 1040 — 1100
cm dalga sayisinda yeni bantlar goziikmektedir. Capraz baglayicinin spektrumunda
gorlilen eter geriliminden kaynaklanan bu bantlarin jellesme sonrasinda hidrojel ve
kriyojellerin spektrumlarinda goziikmesi ile ¢apraz baglayicinin yapiya katildigi

ispatlanmugtir.
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Sekil 4.8 : Capraz baglayicinin (nokta), dondurmali kurutucuda kurutulmus % 4,2 IF
ve % 0,07 TEMED konsantrasyonunda elde edilen kuru durumdaki
hidrojel (¢izgi-nokta) ve kriyojelin (uzun ¢izgi), dondurmali kurutucuda
kurutulmus % 5 konsantrasyondaki ipek fibroinin (ince ¢izgi) tipik ATR-
FTIR spektrumlari

Ipek fibroinde jellesmenin hidrofobik kisimlarin etkileserek B-tabaka olusturmast ile
gerceklestigi diistiniilmektedir. Sekil 4.9°da ipek fibroin {izerindeki amit gruplarinin
karbonil gerilme titresiminden olusan Amit I (1580-1700 Cm'l) bant bdlgesine
yaklasarak bakilmasi ile elde edilen grafik verilmistir. Jellesme Oncesinde ipek
fibroin spektrumunda 1640 cm™ de goriilen pik rastgele yumak ve/veya a-heliks
konformasyonunu, jellesme sonrasinda biitiin jel érneklerinde 1620 cm™ de goriilen
pik B-tabaka konformasyonunu gostermektedir [42,52]. Elde edilen bu spektrum ile

ipek fibroinin jellesmesi sirasinda konformasyonel degisimin varligi gosterilmistir.
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Sekil 4.9 : % 4,2 ipek fibroin ve farkhh TEMED konsantrasyonlarinda kuru
durumdaki hidrojel (Tsente; : +50°C), kriyojel (Tsente; : -18°C) ve ipek
fibroinin ATR - FTIR spektrumlar1 goriilmektedir. Ipek fibroin
cozeltisi (O) % 0,07 TEMED konsantrasyonunda hidrojel ve kriyojel
(@), % 0,10 TEMED konsantrasyonunda hidrojel ve kriyojel (A), %
0,13 TEMED konsantrasyonunda hidrojel ve kriyojel (¥), % 0,25
TEMED konsantrasyonunda hidrojel ve kriyojel (A), % 0,42 TEMED
konsantrasyonunda kriyojel (V), % 0,50 TEMED konsantrasyonunda
kriyojel (L1) sembolleri ile gosterilmistir.

Ipek fibroin agyapi zincirlerinin konformasyonunu hesaplamak igin dondurmali
kurutucuda kurutulmus ipek fibroin ¢ozeltisi, hidrojel ve kriyojel spektrumlar1 Peak
Fit (Version 4.12 SeaSolve Software) yazilimi ile analiz edilmistir. Sekil 4.10°da
Peak Fit yazilimi ile analiz edilen hidrojel ve kriyojellerin ATR-FTIR spektrumlari
verilmistir. ~ Spektrumlarin Amit I bant (1580-1720 cm™) bolgesinde dogrusal
diizeltme uygulandiktan sonra Gaus modeli ile uygun egriler olusturulmustur. Peak
Fit yazilimu ile pikler 1620 cm™ (B-tabaka), 1640 cm™ (rastgele yumak), 1660 cm™
(a-heliks) ve 1698 (B-dongii) cm™ dalga boyunda sabitlenmistir. Ipek fibroin,
hidrojel ve kriyojellerdeki p-tabaka, rastgele yumak, a-heliks ve B-dongii alanlarinin

oranlar1 hesaplanmuistir.
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Sekil 4.10 : % 0,07 ve % 0,10 TEMED konsantrasyonunda elde edilen ipek fibroin
hidrojel ve kriyojellerin ATR-FTIR spektrumlarina peak fit yazilimiyla
Gaus modelinin uygulanmast sonucu elde edilen egriler. ATR-FTIR
spektrumundan elde edilen orijinal spekturum (@), Peak fit yazilimi ile
orijinal spektruma diizeltme uygulanmasiyla elde edilen spektrum (kalin
cizgi) ve orijinal spektrumlardaki pikin altindaki sakli pikler (ince
cizgiler) ile gosterilmistir.
Sekil 4.11°de dondurmali kurutucuda kurutulmus ipek fibroin ¢ozeltisinin, % 4,2
ipek fibroin konsantrasyonunda ve hacimca farkli TEMED konsantrastonlarinda
sentezlenen hidrojel ve kriyojellerdeki konformasyon oranlari goriilmektedir. -
tabaka yiizdesi ipek fibroin c¢ozeltisinde jellesmeden oOnce % 12 + 2 iken,
kriyojellerde % 33 + 2 olarak hesaplanmis ve TEMED konsantrasyonundan bagimsiz
oldugu goriilmiistiir. Hidrojellerde ise -tabaka % 0,07 ile % 0,17 TEMED (hac/hac)
konsantrasyonu arasinda yaklasik % 40 olarak hesaplanmis ve TEMED
konsantrasyonu arttitkca pH degerinin de arttigt ve [-tabaka oranminin azaldigi
gorilmiistiir. pH degerinin artmasiyla fibroin lizerindeki karboksil gruplariin karsi-
iyonlarinin yarattigi ozmotik basing nedeniyle molekiiliin suda genlesmesi ve

molekiiller aras1 hidrofobik etkilesmelerin zayiflamasinin bir sonucu olarak B-tabaka

oranmin azaldig1 diisiiniilmiistiir.  -18°C’de sentezlenen kriyojellerde B-tabaka

48



oraninin TEMED miktar1 veya donmadan onceki ¢ozeltinin pH degerinden bagimsiz

oldugu gozlemlenmistir.

% Konformasyon Orani
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S e R
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Sekil 4.11 : Dondurmali kurutucuda kurutulmus ipek fibroin ¢ozeltisinin, % 4,2 ipek
fibroin  konsantrasyonunda  ve hacimca  farkli TEMED
konsantrasyonlarinda elde edilen hidrojel ve kriyojellerin konformasyon
oranlari. Gri semboller ipek fibroini, i¢i bos semboller hidrojelleri, i¢i
dolu semboller kriyojelleri, gostermektedir. p-dongi (V,V,V), B-
tabaka (®, O, @), rastgele yumak ve a-heliks (A,A,A) sembolleri ile
gosterilmistir.

Ipek fibroin iskeletlerinin mekanik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in Zwick mekanik

test cihazi ile kuru durumdaki hidrojel ve kriyojel Orneklerine tek eksenli basma

uygulanmstir. Sekil 4.12°de % 4,2 ipek fibroin ve % 0,07 TEMED
konsantrasyonunda, +50 ve -18°C’de sentezlenen ipek fibroin iskeletlerinin tipik
gerilim-gerinim (stress-strain) egrileri goriilmektedir. Kriyojellerin tipik gerilim-
gerinim egrilerinde tli¢ farkli bolge gozlenebilir. Birinci bolge gozeneklerin mekanik
olarak dayanikli oldugu tamamen dogrusal olan kisimdan olusmaktadir. Bu dogrusal
elastik bolgeden sonra, agyapinin gézeneklerinin kuvvet altinda ¢okmesinden dolay:
kolaylikla deforme oldugu, plato bolgesi olarak isimlendirilen ikinci bdlge
gelmektedir. Plato bolgesine karsilik gelen oy ile ifade edilen kritik gerilim gézenek
yapisinin - mekanik dayanikliliginin = bir  6l¢iistdiir. % 4,2 1ipek fibroin

konsantrasyonunda elde edilen ipek fibroin iskeletlerinde kritik gerilim 0,6 MPa,

elastik modiil ise 8 MPa olarak 6l¢iilmiis ve TEMED konsantrasyonundan bagimsiz
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oldugu goriilmiistiir. Ugiincii bolgede ise egrinin dik olarak artmasinin nedeni olarak
hemen hemen gozeneksiz ipek fibroin agyapisimin sikigtirilmis olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. ~ +50°C’de sentezlenen, dondurmali kurutucuda
kurutulmus hidrojeller de go6zeneklere sahip olmasma ragmen gerilim-gerinim
egrisinde belirgin bir plato bolgesi gozlenememistir. Kriyojellerde gdzenekler sentez
sirasinda, hidrojellerde ise vakum altinda kurutma islemi sirasinda olustugu igin
hidrojellerin gozenekleri kriyojellere gore diizensiz ve daha zayiftir. Bu yiizden
hidrojeller mekanik olarak daha dayaniksizdir ve kriyojellerde saglam gozenek

duvarlarindan kaynaklanan belirgin plato bolgesi hidrojellerde gdzlenememistir.

o/ MPa
1,5
C Kriyojel
— 3 I~
C 04 -
o L Kriyojel
- | — G2 |
Hidrojel i Hidrojel
0'0 \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\
0 1 2 3 4 5
1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1

20 40 60
Gerinim

Sekil 4.12 : % 4,2 ipek fibroin ve % 0,07 TEMED konsantrasyonunda elde edilen,
dondurmali kuturucuda kurutulmus hidrojel ve kriyojellerin gerilim-
gerinim egrisi

Sekil 4.13°te % 4,2 ipek fibroin ve hacimca farkli TEMED konsantrasyonlarinda +50

ve -18°C’de sentezlenen ipek fibroin iskeletlerinin elastik modiilleri ve basing

dayanimlar1 verilmistir. Basin¢ dayanimi % 3 sikistirmada olgiilen gerilim degeri
olarak kaydedilmistir. Laboratuvarimizda sentezlenen makrogozenekli ipek fibroin
iskeletlerinin modiil degerleri ¢izelge 2.4°te verilen malzemelerin modiil degerleri ile
karsilagtirilirsa, BDDE varliginda kriyojellesme reaksiyonu sonucu elde edilen
iskeletin literatiirde rapor edilen malzemelerden ¢ok daha tistiin mekanik 6zelliklere
sahip oldugu goriiliir. Kriyojellesme reaksiyonlarinin sadece donmamis
mikrobolgelerde ilerlemesi, dolayisiyla gozenek duvarlarmin  ¢ok yiliksek
konsantrasyonda fibroin ¢dzeltilerinin ¢apraz baglanmasi ile olusmasi, malzemenin

{istin mekanik 6zellige sahip olmasini saglamistir. Mukayese amagh +50°C’de
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sentezlenen hidrojellerin elastik modiillerinin TEMED konsantrasyonu arttik¢a
yaklagik 1 MPa’dan 0,5 MPa diistiigii goriilmiistiir. Bu da kriyojellesme teknigi ile

mekanik olarak dayanikli ipek fibroin iskeletlerinin sentezlenebildigini gostermistir.
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Sekil 4.13 : % 4,2 ipek fibroin ve hacimca farkli TEMED konsantrasyonlarinda
sentezlenen hidrojel ve kriyojellerin elastik modiilleri ile basing
dayanimlari. Koyu semboller elastik modiil, acik semboller basing
dayanimi degerlerini gostermektedir. Kriyojeller (@) sembolii ile,
hidrojeller (A) sembolii ile gosterilmistir.

% 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda elde edilen ipek fibroin iskeletlerinin

morfolojik 6zelliklerinin TEMED miktar1 ve sicaklik degisimi ile nasil etkilendigini

incelemek icin kuru durumdaki hidrojel ve kriyojeller taramali elektron mikroskop

yardimiyla 20 ile 500 kez araligindaki biiylitmelerde goriintiileri alinmistir. Elde

edilen goriintiiler Sekil 4.14’te verilmistir.

Kriyojellerde gozenekler sentez sirasinda donmamis mikrobdlgelerde olusurken,
hidrojellerde gozenekler dondurmali kurutucuda vakum altinda kurutma sirasinda
olustugu icin hidrojellerin gozeneklerinin kriyojellere gore daha diizensiz oldugu
goriilmistiir. Hidrojellerde TEMED konsantrasyonu arttik¢a fibroin molekiiliiniin
suda genlesmesi ve molekiiller aras1 hidrofobik etkilesmelerin azalmasi nedeniyle
gozenekleri dayaniksiz jellerin olustugu gozlemlenmistir.  Kriyojellerde ise
reaksiyon donmamis mikro bdlgelerde gergeklestigi igin TEMED miktarinin artmasi

ile fibroin molekiilleri arasindaki hidrofobik etkilesmeler etkilenmedigi icin
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kriyojellerin gézenek yapisinin TEMED miktarindan bagimsiz oldugu goriilmiistiir.
SEM goriintiilerinin Zwick mekanik test cihazi ile elde edilen elastik modiil 6lglim
sonuclart ile uyum icinde oldugu belirlenmistir. Kriyojellerin gdzenek yapisinin
hidrojellere gore daha diizenli olmas1 ve gézenek boyutunun TEMED miktarindan
bagimsiz olmasi kriyojellesme tekniginin istiinliiglinii gostermektedir. Sentezlenen
kriyojellerde biitin TEMED miktarlarinda gézenek boyutu yaklasik 33 pm olarak
Olclilmiistiir. Simdiye kadar sentezlenen ipek fibroin iskeletlerinden daha dayanikli
ve diizenli gozenek boyutuna sahip oldugu icin kemik doku miihendisliginde

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

(

SEI 10kV  WD36mm SEl 10kV  WD36mm
TUBITAK TUBITAK

Sekil 4.14 : % 0,07 ve 0,25 TEMED konsantrasyonlarinda, +50 ve -18°C’de
sentezlenen hidrojel ile kriyojellerin SEM goriintiileri. Skala ¢ubugu
soldan saga dogru 1 mm, 100 pm ve 50 pum iken SEM fotograflari
soldan saga dogru x20, x100 ve x500 biiyiitmelerde ¢ekilmistir.
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4.2  Farkh Ipek Fibroin Konsantrasyonlarinda Elde Edilen Kriyojeller

Ipek fibroin kriyojellerinin fibroin konsantrasyonuna bagl olarak dzelliklerinin nasil
degistigini arastirmak i¢in capraz baglayict ve TEMED miktarlar1 sabit, sadece
fibroin konsantrasyonlar1 farkli olacak sekilde kriyojeller sentezlenmistir. Sekil
4.15te % 4,2, 8,4 ve 12,6 ipek fibroin konsantrasyonlarinda sentezlenmis
kriyojellerin sisme oranlari ve jel kesirleri verilmistir. Sekil 4.15 A’da jellerin gerek
agirhikca ve gerekse hacimca bagil sisme oranlarinin (Mrejair V€ Vielair) fibroin
konsantrasyonuna bagli degismedigi goriilmektedir. Kuru duruma gore hacimca
sisme orani da (qy) fazla degismemekle birlikte agirlik¢a sisme orani gy artan fibroin
konsantrasyonu ile hizla azalmakta olup bu durum jel i¢inde artan fibroin miktarinin
bir sonucudur (Sekil 4.15 B). Sekil 4.15 C’de verilen jel kesri degerlerinin tiim
fibroin konsantrasyonlar1 i¢in suda ¢dziinen fibroin molekiillerinin tamamen kriyojel

yapisina girdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.15 : % 0,25 TEMED ve % 4,2, 8,4 ve 12 ipek fibroin konsantrasyonlarinda
-18°C’de hazirlanan kriyojellerin myejait (@), Vrelatit (O), (A) dw (&), Qv
(A), (B) Wy () (C) degerleri.
Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda elde edilen kriyojellerin ATR - FTIR
spektrumlar1 alinmis daha sonra Peak Fit yazilimi ile analiz edilmistir. Peak fit
yazilimi ile dogrusal diizeltme yapilip gaus modelinin uygulanmasi ile % 4,2 ipek
fibroin konsantrasyonunda elde edilen hidrojel ve kriyojellerde oldugu gibi
konformasyon oranlar1 hesaplanmistir. Sekil 4.16’da % 8,4 ve 12,6 (ag/hac) ipek
fibroin ve farkhh TEMED konsantrasyonlarinda sentezlenen kriyojellerin
konformasyon oranlar1 goriilmektedir.  Ipek fibroin konsantrasyonu artmasina
ragmen ipek fibroin ¢ozeltisi ve kriyojellerin konformasyon oranlarinda degisim
olmadig: belirlenmistir. Ipek fibroin konsantrasyonu artti81 i¢in fibroin zincirlerinin

hareketi sinirlanmis, bdylece [-tabaka oranlarinda % 4,2 ipek fibroin
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konsantrasyonunda elde edilen kriyojellere gore cok fazla degisiklik olmadigi

gorilmiistiir.
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Sekil 4.16 : Dondurmali kurutucuda kurutulmus % 8,4 ve 12,6 ipek fibroin ile ayni

ipek  fibroin  konsantrasyonunda, = hacimca  farkh TEMED
konsantrasyonlarinda elde edilen kriyojellerin konfarmasyon oranlari.
Ipek fibroindeki; B-dongii (V¥), p-tabaka (@), rastgele yumak ve o-
heliks (A), % 8,4 ipek fibroin konsantrasyonunda elde edilen
kriyojellerdeki; B-dongii (V), B-tabaka (@), rastgele yumak ve a-heliks
(A), % 12,6 ipek fibroin konsantrasyonunda elde edilen kriyojellerdeki
B-dongii (V), B-tabaka (O), rastgele yumak ve a-heliks (A) sembolleri
ile gosterilmistir.

Ipek fibroin konsantrasyonunun, ipek fibroin iskeletlerinin elastik modiil degerlerine

etkisini arastirmak icin farkli ipek fibroin konsantrasyonunda -18°C’de kriyojellesme

teknigi ile

ipek fibroin iskeletleri sentezlenmistir. Sekil 4.17°de % 0,25 TEMED ve

farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda elde edilen kuru durumdaki kriyojellere

Zwick mekanik test cihazi ile tek eksenli basma uygulandiginda elde edilen tipik

gerilim-gerinim egrisi goriilmektedir. Kritik gerilim (op) degerinin ipek fibroin

iskeletlerinde, ipek fibroin konsantrasyonunun artmasina bagli olarak arttif

goriilmiistiir. op degeri % 4,2, 8,4 ve 12,6 ipek fibroin konsantrasyonunda elde

edilen ipek fibroin iskeletlerinde sirasyla 0,6, 1,2 ve 4,2 MPa olarak ol¢iilmiistiir.

54



Labaratuvarimizda sentezlenen % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda elde edilen
fibroin iskeletlerinin elastik modiillerinin, literatiirde simdiye kadar verilen en
yiikksek degerden (3 MPa) oldukca yiiksek oldugu gosterilmisti. Ipek fibroin
konsantrasyonu arttirildiginda ise fibroin iskeletlerinin elastik modiillerinin 50 MPa

kadar ¢iktig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.17 : % 0,25 TEMED ve farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda elde edilen
kriyojellerin tipik gerilim-gerinim egrisi

Ipek fibroin kriyojellerinde ipek fibroin konsantrasyonu arttikga gozenek
duvarlarimin  dayanikliligi arttign igin elastik modiil artis1 gerceklesmistir. Ipek
fibroin konsantrasyonu arttirilarak elde edilen makrogozenekli ipek fibroin
iskeletlerinin modiil degerleri gizelge 2.4’te verilen malzemelerin modiil degerleri ile
karsilagtirildiginda literatiirde rapor edilen ve labaratuvarimizda sentezlenen ipek
fibroin iskeletlerinden ¢ok daha iistiin mekanik 6zelliklere sahip oldugu goriiliir.
Ipek fibroin konsantrasyonuna bagli olarak ayarlanabilir farkli mekanik ozelliklere

sahip ipek fibroin iskeletlerinin kolaylikla sentezlenebilecegi ortaya konulmustur.
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Sekil 4.18 : Dondurmali kurutucuda kurutulmus kriyojellerin ipek fibroin
konsantrasyonuna bagli olarak elastik modiil degisimleri (@) ile
basing dayanimi degerleri (O).

Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda -18°C’de kriyojellesme teknigi ile
sentezlenen ipek fibroin iskeletlerinin gozenek yapisi hakkinda bilgi edinmek ve
gozenek yapisi ile elastik modiil arasindaki iligkiyi incelemek icin taramali elektron
mikroskop yardimiyla kuru durumdaki kriyojellerin 100, 500 ve 1000 kez
biiyiitmelerde alinan goriintiileri alinmistir. Elde edilen goriintiiler sekil 4.19°da

verilmistir.

Sekil 4.19°da % 0,25 TEMED konsantrasyonunda, % 4,2, 8,4 ve 12,6 (ag/hac) ipek
fibroin konsantrasyonunda elde edilen makrogozenekli ipek fibroin istkeletlerinin
SEM goriintiileri verilmistir. ~ Kriyojellesme tekniginde reaksiyon donmamis
mikrobolgelerde ilerledigi i¢in ipek fibroin konsantrasyonu arttikca gozenek
duvarlarmin kalinlagtifi ve bununla birlikte goézenek caplarinin kiigiildiigi
gorilmistiir. % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda yaklasik 33 um olan goézenek
boyutu artan ipek fibroin konsantrasyonu ile azalmis ve % 12,6 ipek fibroin
konsantrasyonunda 10 pm olarak olctilmiistiir. G6zenek duvarlarinin kalinlig: arttigi

ve gozenek boyutlart kiiglildiigli i¢in mekanik olarak daha dayanikli kriyojellerin
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sentezi miimkiin olmustur. Gozenek boyutu kiigiildiik¢e elastik modiil artis1 oldugu

icin gdzenek boyutunun mekanik dayanikliligin bir 6l¢iisii oldugu anlagilmstir.

Cir: %4,2

SEI 10V  WD36mm
TUBITAK

Cir: %8.4

- 4
o ¥
r 4 A5
SEI 10KV WD36mm x SEl 10KV WD3Tmm x " SEI 10KV WD3smm
TOBITAK TOBITAK TUBITAX

Cir: %12,6

SEI 10kV  WD37mm x SEI 10kV  WD36mm
TOBITAK TUBITAK

Sekil 4.19 : % 0,25 TEMED ve farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda elde edilen
makrog6zenekli ipek fibroin iskeletlerinin SEM goriintiileri.  Fibroin
konsantrasyonu fotograflarin iistiinde verilmistir. Skala ¢ubugu soldan
saga dogru 100 pum, 50 pum ve 10 pm’dir. SEM fotograflari soldan saga
dogru x100, x500 ve x1000 biiylitmelerde ¢ekilmistir.
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5 SONUCLAR

Bu ¢aligma kapsaminda ipek fibroindeki konformasyonel gecislerin epoksi gruplari
igeren gapraz baglayict (BDDE) ile uyarilarak kisa siirede ger¢eklesmesi saglanmis,
% 4,2 konsantrasyondaki fibroinin sulu ¢ozeltisinden -18°C’de kriyojellesme teknigi
ile makrogdzenekli ipek fibroin kriyojel iskeletleri ve mukayese amaciyla +50°C’de
ipek fibroin hidrojelleri sentezlenmistir. Ipek fibroinin ikincil yapisindaki rastgele
yumak yapisindan [-tabakasina olan konformasyonel gecisler ATR-FTIR
spektrofotometre cihazi ile degerlendirilmisti. =~ BDDE c¢apraz baglayicisinin
katilmas1 ile fibroin molekiiliindeki zincirlerin hareketliligi azaldigr icin
konformasyonel gegisler baslatilarak kisa silirede jellesme gerceklesmesi
saglanmistir. Sigmis durumdaki fibroin kriyojellerinin oldukca tok bir malzeme
olmalarimin yam1 swra herhangi bir pargalanma olmadan % 100’e kadar
sikigtirilabilmekte oldugu ve uygulanan kuvvetin kaldirilip tekrar su igerisine
konuldugu zaman eski haline geri donebildigi goriilmiistiir. Kriyojellesme teknigi ile
elde edilen, % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda elde edilen makrogdzenekli
fibroin iskeletlerinin modiiliiniin yaklasik 8 MPa ve TEMED konsantrasyonundan
bagimsiz oldugu goriilmiistiir. Bu deger literatiirde verilen en yiiksek degerin (3
MPa) olduk¢a iizerinde olup kriyojellesme tekniginin Ustiinliigiinii ortaya
koymaktadir. Elde edilen bu jellerin diizenli gozenek yapisina sahip oldugu
goriilmiis ve gdzenek cap1 yaklasik 33 pm olarak Olgiilmiistiir. Ipek fibroin
konsantrasyonu arrtikca gozeneklerin boyutunun 10 pm’ye kadar azaldigi ve
mekanik dayanikliliginin arttign goriilmiistiir. Elde edilen ipek fibroin iskeletlerinin,
istiin mekanik ozellikler gostermesi nedeniyle kemik doku miihendisliginde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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