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Bakteriyel seliiloz (BS), biyouyumlu, tiretimi kolay, yiiksek cekme dayanimi gosteren, nanofibril ag
yapisl ile yiiksek su tutma 6zelliginde olan ve bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilen dogal
bir polimerdir. Medikal uygulamalar i¢gin iyi bir aday olan BS, membran yapisi nedeniyle deri
ikamesi calismalarinda gelistirilebilir bir potansiyel tasimaktadir. Ancak, siki yapidaki seliiloz
nanofibrilleri hiicre tutunmasi ve goéciine imkan vermemektedir. Bu calisma kapsaminda deri

ikamesi olarak kullanilabilecek yeterli gézenek capina sahip BS’'nin in situ Uretimi, keratin ile
modifikasyonu ve karakterizasyonu amaglanmistir.

Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 susu kullanilarak iki farkli yontemle (agar pargalama ve
agar damlatma) seliiloz nanofibrilleri arasindaki gozenek ¢ap1 arttirilarak iiretilen BS daha sonra
derinin 6nemli bir bileseni olan keratin ile modifiye edilmistir. Keratin kaynagi olarak insan saglari
kullanilmis ve Shindai 6ziitlemesi ile keratin elde edilmistir. Keratin ¢6zeltisi BS membranlara
emdirilerek malzemenin karakterizasyonu FTIR (Fourier doniisiimlii kizil 6tesi spektrometresi),
SEM (Taramal elektron mikroskobu) ve mekanik ¢ekme dayanimi testleri ile gergeklestirilmistir.
Sonug olarak, arttirllmis gézenek ¢capina sahip (>100pum) yapisinda keratin bulunduran ve 0,1- 0,15
MPa araliginda maksimum c¢ekme dayanimi gosteren, deri ikame aday1 olabilecek BS ftiretimi
gerceklestirilmistir.

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

Abstract

Bacterial cellulose (BC), is a natural polymer produced by certain microorganisms, which is
biocompatible, easy to manufacture, has high tensile strength, and has high water retention with its
nanofibril network structure. BC is a good candidate for medical applications, and also has potential
in skin substitution studies thanks to its membrane structure. However, its tight cellulose
nanofibers do not allow cell attachment and migration. In this study, in situ keratin modified
production, and characterization of BC with sufficient pore diameters that can be potential skin
substitute was aimed.
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BC has been produced by Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 strain using two different
methods (agar shredding and agar dropping) to increase the pore diameter between cellulose
nanofibrils using and modified with keratin as an important component of the skin. Human hair was
used as the source of keratin and keratin was obtained according to the Shindai extraction method.
Keratin solution was impregnated with BC membranes and the characterization of the material was
carried out by FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometry), SEM (Scanning Electron
Microscope) and physical strength tests. As a result, the production of skin replacement candidate
BC, containing Kkeratin in its structure with sufficient pore diameter (>100um) with a tensile
strength of the range between 0.1- 0.15 MPa, was produced successfully.

Keywords: Bacterial cellulose, keratin, skin, biocomposite materials

1. Giris

Yanik vakalarinda, en sik tedavi bicimi hastanin

kendisinden alian deri tabakasinin
hasarlanmis bolgeye yama olarak
uygulanmasidir. Ancak hastadan her zaman
yeterli Kkalite ve biiyiiklikte deri elde

edilemediginde, bu tedavi bazi durumlarda
uygun olmamaktadir. Diinya Saghk Orgiitii
verilerine gore yilda yaklasik 180 bin kisi yanik
sebebiyle hayatini kaybetmektedir. 2008 yilinda
Amerika’da 480 bini agkin yanik vakasi rapor
edilmis ve hastalardan 40 bini hastaneye
yatirilmistir. Derinin yaklasik %60'nin yandigi

durumlarda iyilesme tam olarak
gerceklesmedigi  icin  hastalarin  hayatini
kaybetme oranlarinin  yiiksek  oldugu

goriilmektedir [1,2,3]. Ticari deri ikamelerinin
¢ogunlugu, canli hiicrelerle (hastanin deri
hiicreleri veya fare hiicreleri) birlikte
kullanilmas1 gereken fiiriinlerdir. Bu sebeple
dretim ve bakim maliyetleri geleneksel
tedavilere gore yliksektir. Ayrica mevcut yapay
deri ikameleri sig1ir ve domuz kolajeni (Integra,
TransCyte™), fare hiicreleri (Epicel™), naylon

nanofiberler (BioBrane™) gibi alerjik
reaksiyona yol acabilecek bilesenler
icermektedir. Hiicrelerinden arindirilmis

kadavra derisi (GammaGraft™, GraftJacket™)
iceren bir diger lriin grubu ise her zaman
patojen riski tasimaktadir. Kolajen iceren yapay
deri ikameleri hari¢ diger ticarilesmis triinler
neovaskiilarizasyonu desteklememektedir.
Geleneksel deri nakli tedavisine gore yliksek
maliyet, alerjen icerik, neovaskiilarizyonun
desteklenmemesi ve patojen tasima riski,
piyasadaki deri ikamelerinin kullanimini
sinirlamaktadir [4]. Bu durum yeni deri
ikamelerine olan ihtiyaci ortaya ¢ikarmaktadir.

Temel dreticisi Dbitkiler olan selillozun,
mikroorganizmalar tarafindan tretilen formu
olan bakteriyel seliiloz (BS), bitkisel seliilozla
ayni kimyasal formiile sahip olmasina ragmen,

tasidigr farkh fiziksel ozellikler ve kimyasal
saflig1 ile son yillarda biyomedikal ve hiicre-
doku kiiltiirii tekniklerinin ilerlemesi sayesinde
ozellikle medikal alanda 6n plana ¢ikmaktadir
[5,6]. B (1-4) baglar ile tekrarl olarak birbirine
baglanan glukopiranoz (Ce¢H100s)n formiiliine
sahip BS, lineer bir kimyasal yapi gosterir.
BS'nin sahip oldugu fiziksel ozellikler, gorece
ylksek 1s1l ve mekanik dayanim, yiiksek su
tutma kapasitesi, lineer baglanma yapisinin
bitkilerdeki gibi lignin ve pektin gibi yapilarla
kesintiye ugramamasindan kaynaklanmaktadir.
Yapilan calismalara bakildiginda yaygin olarak
Gluconacetobacter xylinus (Acetobacter xylinum)
olmak zere, Aerobacter Achromobacter,
Alcaligenes, Agrobacterium, Azotobacter,
Pseudomonas, Sarcina ve Rhizobium tirleri
tarafindan sentezlenebilen BS, hiicre dis1 bir
polimerdir [7,8]. G. xylinus ile yliksek verimli ve
tiretimi gorece kolay BS iretimi
yapilabilmektedir. Organizmanin patojen
olmamasi, meyve ve meyve lriinlerinde
bulunmas1 ve Dogu Asya iilkelerinde gida
triinlerinde  kullanilmasi,  Gluconacetobacter
suslarin 6zellikle medikal amagh iiretimlerde
kullanilabilir yapmaktadir [9]. BS, statik
kiiltiirde besiyeri igerisinde sivi-hava yiizeyinde
tretilir ve kiltir kabinin yiizey alanm
biiytikliigiinde ve seklinde BS membrani elde
edilir. Farkli amaglara yonelik olarak yapilan
calkalamali kiiltivasyon sartlarinda ise BS,
membran seklinde degil pellet seklinde de
tiretilebilmektedir [10]. BS; i yliksek saflikta
nanofibril ag yapist (<120nm), [11, 12], ii
yliksek kristalinite (%70-80) ve polimerizasyon
derecesi, iii. yiksek su emme ve tutma
kapasitesi (>%99), iv. ¢ok fazla sayida molekiil
ici ve arasi hidrojen bag: ile kararli yapisi, v.
ylksek cekme kuvveti, vi. toksik olmayan yapisi
sebebiyle  yiiksek  biyouyumluluguy, Vil
katlandiginda seklini koruyabilen ve esnek
yapisy, viii karbohidrat yapida olmasiyla biiytik
oranda non-immunojenik olmasi ve ix. gerek
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liretim esnasinda gerekse iiretim sonrasinda
modifikasyonlara uygun olmasi nedeniyle
medikal alanda ilgi ¢eken bir biyomalzemedir
Modifikasyonlar sayesinde BS'nin mevcut
ozellikleri istenen amaca gore iyilestirilebilir
[13,14,15]. BS hidrojel yapisinda bir
biyopolimer oldugu ic¢in diger bilesikler ile
modifiye  edilebilir. ~ Yapilan ¢alismalara
bakildigindan gerek kimyasal gerek fiziksel
ozelliklerinin amaca uygun olarak
degistirildigi/gelistirildigi ~ bircok  ¢alisma
bulunmaktadir [6]. Antimikrobiyal 6zellik
kazandirilmas1 [16,17], hiicre biiyiimesinin
arttirllmasi, hiicre dis1 matrisin taklit edilerek
(kollajen, elastin ve hyaluronan eklenmesiyle)
hiicre proliferasyonunun arttirilmasi
[18,19,20,21], ila¢ salim sistemlerinde kullanimi
[22,23] 6rnek olarak verilebilir.

Daha dnceki ¢alismalar, modifiye edilmemis BS
filmlerinin ¢ekme dayanimi, kopma uzamasi ve
Young modilii gibi mekanik 6&zelliklerinin
kiltiir kosullari, kurutma kosullar1 ve bakteri
susu gibi bircok faktdre baglh olarak sirasiyla
70-300 MPa, %0,5-5 ve 5-17 GPa arasinda
degisebilir oldugunu gostermektedir [24]. Farkl
suslarla iiretilmis veya yapisi modifiye edilerek
islem uygulanmis BS membranlarinin ise daha
diisik cekme dayanimlar1 gosterebildigi de
onceki calismalardan bilinmektedir [25].

BS sahip oldugu biyouyumluluk ve yiiksek su
tutma kapasitesi nedeni ile plastik cerrahi ve
ozellikle de yanik tedavisinde arastirilan bir
malzemedir [26]. Bu alanda kullanim i¢in statik
kiltiirden elde edilen BS membran steril
edilebilir, biyolojik olarak uyumlu, elastik,
kullanimi ve saklamasi kolay, salgilar1 emebilen
ve gerekli nemi saglayabilen yapidadir. Ayrica
diisiik maliyetli iiretimi, nanofiber ag yapis1 ve
kiltiir kosullar ile ayarlanabilir kalinlig1 ilave
avantajlaridir [6,15]. Yara lizerine ortii olarak
kullanildiginda dokuyu ikincil enfeksiyonlardan
ve mekanik yaralanmalardan Kkorumasinin
yaninda klinik denemelerle de iyilesmeyi
olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir [26,27].
Ancak dogal BSnin sahip oldugu gozenek
yapisinin hiicre gogiine ve neovaskiilarizasyona
uygun sekilde arttirllmasina ihtiyac
duyulmaktadir.

Bu c¢alismada istenilen bilyiiklik ve sekilde
hazirlanabilen, biyouyumlu, deri gibi bariyer
islevi gorebilecek, icerdigi keratin sayesinde
deri  fibroblast hiicrelerini  destekleyen,
neovaskiilarizasyon ve hiicre go¢line uygun
gbzenek yapisinda BS iiretimi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. As1 kiiltiirii hazirlanmasi

BS tretiminde Gluconacetobacter xylinus ATCC
700178 susu ve Hestrin & Schramn besiyeri
(H&S) [glukoz 20 gr, NazHPO4 2,7 gr, bakto
pepton 5 gr, maya 6ziitii 5 gr, sitrik asit 1,15 gr,
destile su 1000 ml (pH 5,0)] kullanilmistir [28].
Ik asamada G. xylinus stok (-20°C) cézeltiden
10 ml H&S iceren tiiplere inokule edilmis ve 5
giin  30°C'de  kiiltivasyona  birakilmistir.
Ardindan, as1 kiiltiiriiniin hazirlanmasi icin 100
ml H&S besiyeri iceren 250 ml'lik erlenlere,
aktiflestirilen kiiltiirden inokulasyon yapilmig
ve 30°C'de 24-36 saat boyunca 150 rpm
calkalama hizinda inkiibe edilmistir. As1 kiiltiir
her iretim oncesi hazirlanmis ve {iretim
besiyerine %2 v/v oraninda inokiilasyon
yapilmistir.

2.2. Agar partikiillerinin olusturulmasi

Malzemenin hiicre gociine ve
neovaskiilarizasyona izin verecek sekilde
gozenek capr ve sayisinin arttirilmasinda BS
tretim besiyerine eklenmek iizere agar
partikiilleri, agar parcalama [29] ve agar
damlatma seklinde elde edilerek kullanilmistir.

Agar parcalama yonteminde %2 w/v oraninda
agar H&S besiyeri icerisinde hazirlanmis ve
otoklavda sterilize edilmistir. Ardindan yaklasik
50-60°C’ye sogudugunda icerisine katilagincaya
kadar steril hava basilmistir. Burada amag,
katilasmakta olan agarin igerisine havanin
hapsedilmesini saglamak ve daha sonra
parcalanarak partikill haline getirildiginde
icerisine hapsolmus hava kabarciklar: sayesinde
partikiillerin sivi ortamda yiizeyde kalmasini
saglamaktir. Agarin  soguyarak tamamen
katilasmasinin ardindan steril blender (blendir
¢alisma modu 300 rpm’de her 60 saniyede (sn)
15 sn dinlendirme ile 3 tekrarli) ile par¢alanmisg
ve liretim yapilacak erlenlere ilave edilmistir.

Agar damlatma ydnteminde ise benzer sekilde
%?2 w/v oraninda agar, H&S besiyeri icerisinde
hazirlanmis  ve  otoklavda  steril  hale
getirilmistir. Ardindan sicak agar ¢ozeltisi
(~80°C) siringaya alinarak soguk steril H&S
besiyerine aseptik kosullarda damlatilarak agar
partikiilleri olusturulmus ve iretim yapilacak
erlenlere ilave edilmistir.

2.3. In situ gozenekli BS iiretimi

Statik kiiltirde uygun besin ve sicaklik
sartlarinda mikroorganizma tarafindan
besiyerinin sivi-hava ara ytizeyinde (Sekil 1) BS
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tretilmektedir. Her bir mikroorganizma
tarafindan hiicre disina salgilanan ¢ok ince
seliiloz nanofiberleri hiicre disinda birleserek
siki bir ag yapisi olusturmaktadir.

S

Sekil 1. H&S besiyerinin sivi-hava ara
ylzeyinde liretilmis BS membranin gériinimii.

Figure 1. Appearence of the BC membrane
produced at the liquid-air interface of the H&S
medium.

Calismada, mikroorganizma tarafindan seliiloz
fibrilleri tretilirken diger deyisle BS membrani
olusturulurken gozenekli sekilde in situ BS
tiretimi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Bayir ve
ark. (2019) [29] tarafindan uygulanan yontem
modifiye edilerek kullanilmistir. ki farkl
yontem ve kontrol igcin deney diizenegi
kurulmustur.

Yéntem I: 250 ml'lik erlenlerde 100 ml ¢alisma
hacminde H&S besiyeri icerisine dnceden agar
parcalama ve agar damlatma yontemleri ile
hazirlanmis steril agar partikiilleri 5 w/v
oraninda ilave edilmis ardindan as1 kiiltiiri %2
v/v oraninda inokule edilerek erlenler statik
kiiltiirde 30°C’de 5-6 giin inkiibe edilmistir.

Yontem II: 250 ml'lik erlenlerde 100 ml ¢alisma
hacminde H&S besiyeri hazirlanmis ancak bu
yontemde besiyerine %0,1-0,3 w/v agar ilave
edilerek besiyerinin viskozitesi arttirilmistir
[29]. Ardindan Yontem I'deki gibi dnceden agar
parcalama ve agar damlatma yontemleri ile
hazirlanmis agar partikiilleri besiyerine ilave
edilerek (%5 w/v) as1 kiltird ile %2 v/v
oraninda asilanmis ve statik kiiltiirde 30°C’de 5-
6 giin inkiibe edilmistir.

Uretim inkiibasyonu sonlandirildiktan sonra BS
membranlar hasat edilmistir. Kontrol grubunda
BS iretimi agar partikili icermeyen H&S
besiyeri kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.4. BS membranlarin temizlenmesi

BS, liretim ortamindan uzaklastirildiginda besin
ortamiyla ayni renktedir. Besiyeri artiklarindan,
mikrobiyal hiicre kalintilarindan ve agar
partikiillerinden arindirilmasi icin BS
membranlarin temizlenmesinde yaygin olarak
kullanilan seyreltilmis NaOH alkali ¢o6zeltisi ile
kaynatma ve destile su ile durulama islemi

266

uygulanmistir. Bunun i¢in BS membranlar 0,1 M
NaOH alkali ¢ozeltisi ile 60-90 °C arasinda 3-4
saate kadar bekletmenin ardindan destile su ile
kaynatilarak durulama islemi
gerceklestirilmistir [32]. BS tretilirken icerisine
hapsolan agar partikiilleri yiiksek 1s1 iceren bu
temizleme islemi ile eriyerek malzemeden
uzaklasmis ve boylece BS fibrilleri arasinda
bosluklarin temizlenerek gézeneklerin olugsmasi
saglanmigtir.

2.5. Keratin ¢ozeltisi (Shindai 6ziitlemesi)

[zmir'de kuaférlerden boyasiz ve agarmamis
saclar etik kurul onayi ile [Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul (13-
12.1/12)] toplanmis ve %0,5 sodyum dodesil
siilffat ile yikanarak destile su igerisinde
bekletilmistir. Ardindan geriye kalan lipidleri
uzaklastirmak i¢in sa¢lar n-hegzan igerisinde 12
saat boyunca c¢eker ocak igerisinde
bekletilmistir. N-Hegzan icinden alinan érnekler
bir siire ¢eker ocakta bekletilip kurutulduktan
sonra, dnce makasla kiiciik parcalara ayrilmis
ardindan 26000 devirde (1 devir/sn) bilyal
degirmende toz haline getirilmistir. Toz
halindeki 20 g sag, 400 ml oziitleme ¢ozeltisi
(25 mM Tris (pH: 8,5), 2,6 M tiyoiire, 5M iire ve
%5 v/v 2-f- merkaptoetanol) i¢erisine alinarak,
50 °C'de 72 saat bekletilmistir. Ardindan 4500
rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek iist sivi
alinmis ve filtre (2,5 pm) edilmistir. Elde edilen
keratin ¢ozeltisi 1:50 oraninda destile su ile
MWCO (Molecular Weight Cut Off) 6-8 kDa olan
diyaliz membran kullanilarak 10 giin 25°C’de
diyaliz edilmistir. Diyaliz suyu her 12 saatte bir

degistirilerek pH  kontrolii ile Kkeratin
¢ozeltisinde hicbir tuz kalmayincaya kadar
tekrarlanmistur. Son asamada kalan

partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in 9000 rpm’de
30 dk santrifiijlenmis kullanilincaya kadar -
20°C’de saklanmistir [30,31].

2.6. Keratin yiikleme

Temizlendikten sonra kesilen (~2 cm2) ve
121°C’'de 15 dakika boyunca steril edilen 1slak
BS membranlar laminar akish kabinde aseptik
sartlar altinda absorbladigi suyun bir kismi
filtre kagidi yardimiyla alinmis ve keratin
cozeltisi 6 farkli noktadan 1 ml (0,3 mg)
hacimde BS membranlarinin izerine
damlatilarak emdirilmistir [32].
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2.7. Karakterizasyon Testleri
2.7.1. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Malzemelerin hazirlanmasinda numuneler -
50°Cde 0,042 mbar vakum  altinda
liyafilizatorde (dry-freeze; LABCONCO)
kurutulmus ardindan, Leica EM ACE600
kaplama cihazi ile %80 altin ve %20 palladyum
ile kaplanmigtir. Kaplama islemi
tamamlandiktan sonra SEM (Thermo Scientific
Apreo S) ile gorintii ve dlglimler alinmistir.

2.7.2. Mekanik analiz

Mekanik analizler 37°C’de TA Instruments
Q800 TA Instruments Q800 DMA cihazi
kullanilarak gergeklestirilmis ve malzemelerin
cekme dayanimi oOl¢ilmiistir. BS mekanik
dayanimi tizerinde etkili olan gézeneklilik icin
denemeler yapilmistir. Hidrojel yapisinda olan
orneklerin kalinhigr dijital kaliper yardimiyla
olciilerek ortalama 1,3+0,27 mm olduklari
belirlenmistir. Ornekler cihazin cenelerine
yerlestirilmis sikistirma nedeniyle kopma
gerceklesmeden saglikh sekilde alinan 6l¢iimler
ile TA Intruments Universal Analysis Software
kullanilarak ortalama kalinlik degeri tizerinden
stress-strain grafigi ¢izilmistir.

2.7.3. Fourier doéniisiimlii kizil 6tesi
spektrometresi (FTIR)

orneklerin analizi, FTIR
spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum
Two, FTIR Spektrofotometre, ABD) ile
gerceklestirilmistir. 600-4000 cm spektral
bolgede taramalar elde edilmis ve ilgili bolgeyi
yansitan 2500-500 araligi grafikte cizilmistir.
Orneklerde amid gruplarinin varhg incelenmis
ve kontrol 6rnekleri ile korelasyonu Spectrum
programi kullanilarak karsilastirilmistir. FTIR
spektrumu ham veri analizi OriginPro 2021
programi ile yapimstir.

Liyofilize

Tiim karakterizasyon testleri Ege Universitesi
Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvari
Uyg. ve Ars. Merkezi’'nde gerceklestirilmistir.

3. Bulgular

3.1. In situ gozenekli BS iiretimi ve keratin
yiikleme

Uretim sonrasi SEM goriintiisii aliman BS
membranin nanofibril ag yapist ve bakteri

hiicresinden dis ortama ¢ikan seliiloz
fibrillerinin SEM  goriinimi  Sekil 2’de
gosterilmistir. Gozenek boyutu ve sayisi

arttiritlmis BS membranlarin iiretim sonrasi ve
temizleme sonrasi makro goriiniimleri ise Sekil
3’te sunulmustur.

Uretim sirasinda kullanillan agar partikiilleri
karsilastirildiginda  damlatma  ydnteminde
kiiresel ve boyutlar1 birbirine yakin agar
partikiillerinin elde edilebildigi belirlenmistir.

Birinci yontemde agar partikiilleri besiyerinde
cokelme gosterdiginden sivi hava ara yiizeyinde
BS tiretimine herhangi bir girisim saglanamamis
ve gozenek arttirici etki gostermemistir. Buna
karsin besiyerinin viskozitesinin arttirildigi
ikinci yontemde agar partikiillerinin siv1
besiyerinin sivi-hava ara ylizeyinde toplanmasi
konusunda besiyerine %0,3 w/v oraninda agar
ilavesi basarili sonu¢ vermistir ve BS’nin
gozenek cap1 arttirllmistir. Agar parcalama ve
agar damlatma ile elde edilen agar partikiilleri
ile yapilan BS iiretim sonucunda ayni siirede
yakin kalinliklarda BS membranlar1 elde
edilmistir. Ardindan Shindai o6ziitlemesi ile
insan sacindan elde edilen ¢6ziiniir Kkeratin
(0,3mg/ml) temizlenen gozenekli BS
membranlara emdirilmistir.

det mode |-

v spot Usecase |mag O W :
0.00kV 9.0 Standard 65000x 9.9 mm ETD SE

Sekil 2. G. xylinus’un seliiloz iiretimi (65.000x)

Figure 2. Cellulose production by G. xylinus
(65.000x)
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Sekil 3. BS makro goriiniimii a)iliretim sonrasi, b) temizleme sonrasi

Figure 3. Appearence of BC a) after production b)after purification

Sekil 4. Dogal ve gozenekli BS membranlarin farkl biiylitmelerdeki goriiniimleri a) dogal BS
gozenek yapisi, b) agar damlatma yontemi ile elde edilmis BS gézenek yapisy, ¢) agar par¢alama
yontemi ile elde edilmis BS gézenek yapisi

Figure 4. Views of natural and porous BC membranes at different magnifications a) natural BC pore
structure, b) BC pore structure obtained by agar dropping method, c) BC pore structure obtained by
agar shredding method
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3.2. Karakterizasyon testleri
3.2.1. SEM

Elde edilen BS membranlarin gdzenek
yapilarinin incelenmesi i¢in SEM goriintiilemesi
yapimistir. Kontrol BS 6érneginde nanoseliiloz
fibrillerinin gorintiisi ve fibriller aras1 gézenek
biuiytikliikleri  sekil 4a’da  goriilmektedir.
Gozenekli in situ tretim ile elde edilen 6rnekler
incelendiginde agar damlatma ile por boyutlari
arttirilan  BS  membranindaki gézeneklerin
agirhkh 30-50pm araliginda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4b). Agar parcalama ile
tretilen BS yapisinda 300 upm'ye varan
bosluklar gézlemlenmistir (Sekil 4c). Bu yéntem
ile basarili sekilde BS membraninda gézenekler
olusturulmustur.

BS fiber kalinliklar1 10-100 nm arasinda degisen
caplara sahiptir [33]. Keratin ile
modifikasyondan sonra fibril kalinliklar1 keratin
kaplanmas1 nedeniyle nanoboyutta kalinlasmis
olsa da mevcut genis aralikta bir fark
olusturmamistir.

3.2.2. Mekanik Ozellikler

Herhangi bir islem goérmemis dogal BS’nin
maksimum ¢ekme dayanimi 0,1468 MPa olarak
olciilmiistiir. Gozenek yapis1t arttirilan BS
orneklerinde ise agar pargalama ydnteminde

0,1193 MPa ve agar damlatma yonteminde
0,1150 MPa ¢ekme dayanimi 6l¢iilmistiir (Sekil
5).

3.2.3. FTIR Analizi

iki farkli yontemle modifiye edilen ve keratin
ylklenen BS o6rneklerinin analizinde, protein
yapisinda bulunan tipik amid baglari saf keratin
spektrumunda 1652 (Amid-I), 1535 (Amid-II)
ve 1236 (Amid-III) cm?! olarak goézlenmistir.
Buna ek olarak polisakkarit spesifik bolge bu
calismada BS'yi temsil etmekte olup spektra
lizerinde isaretlenmistir (Sekil 6). Tablo 1,
orneklerin birbiri ile FTIR sonucu iizerinden
karsilastirmali korelasyon seviyesini
gostermektedir. Sonuclarda BS ve keratinin
birbiri ile olan korelasyonu yaklasik %21 degeri
ile minimum eslesme godstermistir. Bunun
yansira  BS-keratin  Orneklerinden  agar
damlatma, keratin ile %325 benzerlik
gosterirken agar parcalama yontemi %63,5
korelasyon gostererek BS yapisina en yogun
keratin yiikleme oranini vermistir. Bu sonuglara
gore agar parcalama ile elde edilen keratin
yliklenen BS membranin keratin ile benzerligi
0,635 olarak belirlenirken agar damlatma ile bu
deger 0,324 olarak belirlenmistir. Saf BS ve
keratinin  benzerligi ise 0,209  olarak
belirlenmistir (Tablo 1).

0.20

ois 0.1468MPa
15 /;47
0.1193MPa //
o T 0.1150MPa .
@
o
: /
o 0104
0
2
7
0.054
AD-
————  AP-
_ kontrol —
0.00 T T T T
-30 -20 10 20 30 40

Strain (%)

Universal V4.5A TA Instruments

Sekil 5. Kontrol ve gézenekli BS membranlarin fiziksel dayanim grafigi (AD: agar damlatma, AP:
agar parc¢alama)

Figure 5. Mechanical strength (stress-strain) plot of control and porous membranes of BC (AD: agar
dropping method, AP:Agar shredding)
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Sekil 6. BS, saf keratin ve agar damlatma (AD) ve agar parcalama (AP) yontemleri ile modifiye
edilmis BS-keratin 6érneklerinin FTIR spektrumu

Figure 6. FTIR spectrum of BC, keratin, and BC-keratin samples that modified by agar dropping
(AD) and agar shredding (AP) methods

Tablo 1. BS, keratin ve BS-keratin (AD, AP) 6rneklerinin FTIR korelasyon tablosu
Table 1. FTIR correlation table of BC, keratin and BC-keratin (AD,AP) samples

Ornek Kontrol Korelasyon % Korelasyon
BS Keratin 0,209 ~21
BS-keratin (AD) Keratin 0,324 ~32,5
BS-keratin (AP) Keratin 0,635 ~63,5
4. Tartisma ve Sonug kullanilmaktadir. Saf nanoseliiloz fibril ag
Yamk yaralarinda kullanilacak deri sisteminin mlkromlmarlsl bakterinin
fermentasyon prosesi esnasinda  kontrol

ikamelerinin; enfeksiyona direng, su kaybini
engelleme, kaydiric1 kuvvetlere karsi koyabilme,
diisiik maliyet, yaygin olarak bulunabilme,
yliksek raf 6mrii ve depolama kolayligl, antijen
bulundurmamasi, kalinliginin ayarlanabilmesi,
uzun siire yaranin istiinde kalabilme, diizensiz
ylizeylere de uygulanabilme ve kolay kullanim
gibi oOzelliklere sahip olmasi beklenmektedir
[34,35].

Doku miihendisliginde kullanilan li¢ boyutlu
doku iskelesi sistemlerinde BS nanoyapilari
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edilebilir durumdadir [36]. Bu kontrolii gozenek
biiytikliigii ve sayisi agisindan saglamak igin
farkli partikillii yapilar ve cesitli yontemler
kullanilmistir [29,36,37]. Uretimden sonra agar
partikiilleri BS membrandan uzaklastirilarak
doku iskeleleri iiretilmistir. Uretilen doku
iskeleleri diiz kaslara eklenerek, potansiyel kan
damari olusumlar1 i¢in incelenmistir. Ancak
parafin ve nisastanin yapidan tamamen
uzaklastirllmas1 agar kullanimi kadar kolay
olmamaktadir.
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Hemen tiim dokular kan damarlariyla beslenme
ve dokulardaki oksijen ve besin difiizyonu
nedeniyle damarlara ihtiya¢ duyar ve bunun
icin 200pm gozeneklere ihtiya¢ vardir [38].
Genel olarak oksijen ve besin transferi, hiicresel
farklilasma ve hiicre gocii icin 100 um goézenek
boyutlar1 kabul gérmektedir [39,40].

Bu calismada deri ikamesi olarak
kullanilabilecek BS'nin 6zellikle hiicre gogi,
oksijen ve besin transferine izin verecek sekilde
gozenekliliginin arttirllmast ve keratin ile
modifikasyonu gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara bakildigindan herhangi
bir modifikasyon yapilmamis BS membranin
yapisy,  beklenildigi gibi siki  seliiloz
nanofiberlerinden olusmaktadir (Sekil 4a).
Fiberler aras1 mesafe literatiir ¢alismalariyla da
uyumludur [29,30,41].

Gozenek biiyiikligii ve sayisinin arttirilmasi
amaciyla iki farkll yontemle in situ olarak BS
modifikasyonu gerceklestirilmistir.  Partikiil
olarak hem BS genel yapisina zarar vermeyecek
hem de modifikasyon sonrasi BS yapisindan
kolaylikla uzaklastirilabilecek [29] olan agar
kullanimi seg¢ilmistir. Bunun icin iki farkl
yontemle elde edilen agar partikiillerin
uygulanmasi sonrasi agar damlatma yontemiyle
elde edilen partikiillerin kullaniminda kiiresel
ve homojen boyutlarda gozenekler elde
edilmesine ragmen gozeneklerin yeterli
biiytikliige sahip olmadig1 belirlenmistir (Sekil
4b). Ek olarak Sekil 6’da gosterildigi iizere agar
damlatma yonteminde Amid II bag: gérece daha
az yogun bir pik verdiginden bu yontemle
olusturulan gozeneklerin malzeme yapisina
keratin yiiklenmesinde daha az katki sagladigini
diistindiirmiistiir. Agar parcalama ile elde edilen
agar partikiilleri kullanilarak in situ BS
membran {iretimi sonrasi ise fibroblastlarin
yerlesebilecegi ve tutunabilecegi biiyiikliiklerde
gozeneklerin  olusturuldugu (Sekil 4c) ve
keratine 6zgii belirgin amid pikleri (Sekil 6)
gozlemlenmistir.

BS, modifikasyonlar sonrasi genel 6zelliklerini
korumakla beraber yapisindaki gézenek sayisi
ve biyilikligii sebebiyle maksimum ¢ekme
kuvveti buna orantih olarak dogal BS
(0,1468MPa) ile karsilastirildiginda daha diisiik
(0,1150MPa ve 0,1193 MPa) olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil  5). Malzeme {izerinde yapilan
modifikasyonlar uygulanan yonteme gore bazi
durumlarda malzemenin dayanimini
disiirmektedir [6,42,43]. Bu c¢alismada da
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gozenek sayisi ve capinin artmasi ile BS'nin
cekme dayanim degeri diismiistiir.

Deri yapisal olarak farkli katmanlara sahiptir ve
her bir katmanin kendine 6zgli mekanik
ozellikleri vardir [44], bunun yanisira viicudun
farkli bolgelerinin deri kalinhgl ve mekanik
dayanim ozellikleri de degiskenlik
gostermektedir [45]. insan derisinin mekanik
o6zellikleri hakkinda literatiirde bulunan veriler
genellikle karin ve sirt bolgelerini kapsamakta
ve maksimum c¢ekme dayanimi 1-24 MPa
araliginda degiskenlik gostermektir. Potansiyel
deri ikame malzemesi olarak arastirdifimiz
BS'nin literatiirde farkl tiretimleri ve formlari
icin genis araliklarda mekanik dayanim
degerleri rapor edilmistir (200-250 MPa ¢ekme
dayanimi) [46]. Bu c¢alismada ise elde edilen
mekanik dayanim 0.14MPa olarak odl¢tilmiistiir,
bu deger cesitli liretim optimizasyonlar: ile
arttirilabilir 6zelliktedir ve bu haliyle de iist deri
doku kayb1 ve yaralanmalarinda mekanik
destek saglayabilir potansiyeldedir. Ciddi yanik
ve doku kayb1 olan durumlarda bdlgenin boyut
ve kalinligina goére mekanik ozellikler ile
bagdasan malzeme gelistirilmesi ileriki deri
ikame malzemesi arastirmalarinin konusu
olmalidir. Her iki yontem de (agar damlatma ve
parcalama) optimizasyona uygun oldugundan
parametreler degistirilerek farkli gozenek
dagilimina sahip BS membranlar elde edilebilir.
Ancak burada BS membranin tasimasi istenen
dayanim, esneklik gibi diger ozelliklerinin de
korundugu bir optimizasyon yapilmalidir.
Uygulama agisindan degerlendirildiginde agar
pargalama ydntemi proses olarak daha basit bir
yontem olarak tercih edilebilir gériinmektedir.

Literatiirde daha o6nce gozenek yapisi
arttirilarak keratinle modifiye edilmis BS deri
ikamesine rastlanilmamistir. BS yapisal olarak
nano boyutlarda gozeneklere (50-200 nm)
sahiptir ve bu 6zelligi onun doku miihendisligi

uygulamalarinda hiicre gociini
sinirlandirmakta  ve damarlanmaya engel
olusturmaktadir. Grubumuzun onceki

calismalarinda alinan sonuglar dogrultusunda
BS'nin gdzenek cap1 agar parcalama teknigi
kullanilarak 275 pm ¢aplarina kadar arttirilmis
ve bu sayede Saos-2 hiicre hatt1 ile yapilan in
vitro c¢alismalar, hiicrelerin BS nanofiberleri

arasinda hiicre gociine olanak sagladigl
gosterilmistir [29]. Bu ¢alismada uygulanan
agar parcalama yontemi sonrast oOnceki

calismalar ile paralel goézenek c¢aplar1 elde
edilmistir (~200 um) (Sekil 4c) Dogal BS’nin
keratin ile modifikasyonunun deri ikamesi i¢in
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olumlu sonuglar1 in vitro hiicre kiltiri ile
dogrulanmistir.  Keratinin, fibroblast ve
keratinosit hiicrelerinin yiizey adezyonunu
destekledigi bilinmektedir [30].

FTIR sonuglarinda goézlemlenen amid gruplari
malzemenin yapisina Kkeratinin eklendigini
gostermektedir. ki yéntem ile elde edilen
sonuglar Kkarsilastirildiginda agar parcalama
modifikasyonu sonrasi olusan goézenek capi
daha Dbiyik oldugundan keratinin yap1
icerisinde daha yogun yer aldigini (Tablo 1)
dogrulamaktadir. Keratin iceren BS esash deri
ikamesinin keratinosit hiicrelerinin tutunma ve
¢ogalmasini tesvik edecegi ve bu hiicrelerden
VEGF (Damar Epiteli Biiylime Faktorii-Vascular
Endothalial Growth Factor) salgilanmasina yol
acarak neovaskiilarizasyonu destekleyecegi
ongoriilebilir. Yara dokusuna dogrudan VEGF
verilmesinin damarlanmay1 tetikledigi ve
kanser olusumuna yardimcl oldugu
gorilmistir [47]. Bu durumun ortaya
cikmamasi i¢cin yaraya dogrudan VEGF
uygulamak yerine bu biiylime faktoriini
salgilayan keratinositlerin stimiile edilerek
tlimor olusum riski olmadan damar iretimi
saglanabilir.

Bu calismada yiiksek saflikta, biyouyumlu, essiz
karakteristikleri ve modifikasyonlara acik yonii
ile biyomedikal alanda aday bir biyomalzeme
olan BS kullanilarak ticari deger tasiyabilecek
deri ikamesi gelistirme arastirmalari i¢in 6nemli
bir 6zellik olan go6zenekliligin saglanmasi
yoniinde veriler elde edilmistir. Mevcut
calismanin devami niteliginde olacak ileriki
calismalarda in vitro ve in vivo denemelerin
yapilmasi halinde gézenekliligin arttirilmasinin,
keratinle modifiye edilmis BS'nin etkisi daha
ileri seviyede gosterilebilir. Mevcut bulgular
keratinle modifiye edilmis ve gozenek c¢ap1
arttirilmis BS’'nin yara ortiisii olarak kullanimi
ile canli dokularin iyilesmesine olan etkisinin
arastirilmasi gibi farkl safhalara da tasinabilir
potansiyeldedir. Calismada BS  mekanik
dayanim analizlerinde érneklerin kaygan yapisi
sebebiyle ¢ekme cihazinin 6rnegi tutan c¢ene
kisimlar1 BS 6rneklerine bolgesel hasar vererek
erken kopmalara sebep olmustur. Bu sekilde
hidrojel formuna sahip malzemelerin mekanik
analizlerinde bu durum bir Kkarakterizasyon

limitasyonu olarak  degerlendirilmeli ve
malzeme formuna uygun optimizasyonlar
yapilmaldir.
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4. Discussion and Results

In this study, using BC, as a candidate
biomaterial in the biomedical field with its
properties of high purity, biocompatibility,
unique characteristics and openness to
modifications, the data were obtained to
provide porosity, as an essential feature for skin
substitute development research that may add
commercial value to the final product from this
material. In future studies, which will continue
from this presented study, the effect of
increasing the porosity and keratin-modified BS
can be further demonstrated with in vitro and in
vivo experiments. The presented findings have
the potential to be carried to different stages,
such as the use of BC modified with keratin and
increased pore diameter as a wound dressing
and investigating the effect on the healing of
living tissues. In this study, due to the slippery
nature of the BC samples, during mechanical
strength analysis, the jaw parts of the pulling
device that hold the sample caused local
damage and caused the premature rupture.
Therefore, for the mechanical analysis of this
material in its hydrogel form, this should be
considered a characterization limitation, and
optimizations should be made according to the
material form.

Etik kurul onay1 ve ¢ikar ¢catismasi beyani

Hazirlanan makalede etik kurul izni alinmasina
gerek yoktur.

Hazirlanan makalede herhangi bir kisi/kurum
ile cikar ¢atismas1 bulunmamaktadir.
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