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Oz

Bu projede, dogal, biyouyumlu ve biyobozunur polimerler olan kollajen/jelatin karisimindan liyofilizasyon yoluyla gozenekli
bir doku iskelesi iretilmis, daha sonra bu katman iistiine elektro-egirme yontemi ile jelatin/polietilen oksit (PEO)/bal karigimiyla
nanofibroz bir tabaka biriktirilmistir. Doku iskelesi, gluteraldehit buhari ile muamele edilip sonrasinda EDC/NHS
kimyasallariyla c¢apraz baglanmigtir. Karakterizasyon igin; Fourier Doniigiimlii Kizilotesi (FTIR) spektroskopisi,
Termogravimetrik analiz (TGA), Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM), gozenek boyut dagilimi testi ve sulu ortamda
degredasyon testleri yapilmustir. Liyofilize katman, 1:1 (w/w) kollajen/jelatin karisimiyla tiretilip, Ust tabaka ise jelatin/PEO/bal
karigimlarinin en uygun orani (2:2:2 w/w, %6 w/v toplam malzeme) segilerek elektro-egirme yontemiyle bu katman {istiine
toplanmustir. Iskelenin liyofilize katmani 5-200 pm arasinda genis bir gdzenek boyut dagilimina sahiptir. Capraz baglamadan
sonra, gozenek boyut dagilimi (30—40 um civarinda yogunlasarak) daha homojen hale gelmistir. SEM analizine gore, diizenli
bir fiber boyut dagilimi (Dot = 423 + 85 nm) elde edilmis ve ¢apraz baglama ve yikama islemlerinden sonra az miktarda fiber
kaynasmasi meydana gelmistir. TGA ve degredasyon sonuglarina gore, capraz baglama sonrasinda iskele saglamlig1 artmistir.
Sonug olarak, gelistirilen doku iskelesi, sahip oldugu saglam, gozenekli ve fiberli yapisiyla farkli doku miihendisligi
uygulamalari i¢in uygun bir aday olabilir.

Anahtar Kelimeler
“Kollajen, jelatin, bal, elektro-egirme, doku iskelesi”

Abstract

In this project, a porous tissue scaffold composed of collagen/gelatin, which are natural, biocompatible, and biodegradable
polymers, was fabricated by lyophilization, then a nanofibrous gelatin/polyethylene oxide (PEO)/honey blend was accumulated
onto this layer via the electro-spinning process. The tissue scaffold was cross-linked by treating with glutaraldehyde vapor
followed by EDC/NHS reagents. For the characterization, Fourier Transformed Infrared (FTIR) spectroscopy,
Thermogravimetric Analysis (TGA), Scanning Electron Microscopy (SEM), pore size distribution analysis, and aqueous
degradation tests were performed. While the lyophilized layer was fabricated by 1:1 (w/w) collagen/gelatin mixture, the top
layer was electro-spun onto this layer by selecting the most appropriate blend ratio (2:2:2 w/w, %6 w/v total material). The
lyophilized scaffold layer had a wide pore size distribution in the 5-200 pum range. After the cross-linking, pore size distribution
became more homogenous (concentrating around 30—40 um). According to SEM analysis, a uniform fiber size distribution (Dave
=423 + 85 nm) was obtained and after the cross-linking and rinsing processes a slight fiber fusion occurred. Regarding the TGA
and degradation results, the scaffold robustness increased after the cross-linking. Overall, the developed tissue scaffold with its
stable, porous and fibrous form could be a suitable candidate for different tissue engineering applications.
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1. Giris

Kollajen hayvanlardaki ve insan viicudundaki temel yapisal proteindir ve hiicre dist matrisinin (ECM) biyolojik ve yapisal
biitiinligiini saglama konularinda 6nemli bir rol oynar ve dokulara fiziksel bir dayanak saglar. Kollajenin biyomalzeme
gelistirilmesinde ve doku miihendisligi uygulamalarinda ¢ok tercih edilen dogal bir polimer olmasi onun sahip oldugu
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, gézenekli yapisi, iyi gegirgenligi ve diigiik imminojenisite 6zelliklerine baglanabilir (Dong &
Lv, 2016). Doku miihendisligi uygulamalarinda arzulanan biitiin bu 6nemli 6zelliklere sahip olmasina ragmen kollajen saf halinde
mekanik olarak zayiftir ve sulu ortamda hizli degredasyon gostermektedir (Dong & Lv, 2016). Bu sebeple kollajenin ¢apraz
baglanmasi i¢in fiziksel ya da kimyasal yontemler tercih edilebilmektedir. En yaygin olan fiziksel yontemler, Mordtesi (UV) ve
gamma 1s1n1im1 ve dehidrotermal muameledir (Maslennikova vd., 2015; Takitoh vd., 2015; Wang vd., 2015). Ayrica, genipin (Liu
& Wang, 2013; Nagaoka vd., 2014), glutaraldehit (Yoshioka & Goissis, 2008), N-hydroxy-sulfosuccinimide (NHS) ile birlikte 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride (EDC) gibi karbodiimidler, (Arafat vd., 2015; Vrana vd., 2007)
kollajenin sulu ortam kararhiligini ve mekanik biitiinliigiini arttirmak i¢in yaygin bir sekilde kullanilan biyolojik ya da sentetik
capraz baglayicilardan bazilaridir.

Kollajene alternatif olarak kullanilan jelatinin kdkeni de hidrolize kollajene dayanmaktadir ve doku miihendisligi alaninda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir, ¢iinkii biyolojik kdkenlidir, ayrica biyouyumluluk, biyobozunurluk, immiinojenik olmama, iyi hiicre
etkilesimi ve ticari olarak kolay bulunabilirlik, kolay islenebilirlik, diisiik maliyet gibi dzellikleri mevcuttur (Campiglio vd., 2019).
Ancak, kollajenin kismi hidrolizi sonucu elde edilen jelatin dogal halinde (¢apraz bagl olmadiginda) suda ¢6zlinen bir proteindir
ve bu sebeple onu biyolojik ortamlarda suda ¢éziinmeyen bir forma getirmek, mekanik 6zelliklerini gelistirmek ve kararlihigini
artirmak igin ¢apraz baglamak gereklidir (Campiglio vd., 2019). Jelatini ¢apraz baglamak i¢in birgok farkli yontem bulunmaktadir.
Yine kollajende oldugu gibi genipin (Nguyen vd., 2016), glutaraldehit (Gomes vd., 2017) ve karbodiimidler (Skopinska-
Wisniewska vd., 2021) gibi kimyasallar yaygindir.

Jelatinden nanofiberlerin elektro-egrilmesi, doku mithendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda ¢ok popiilerdir, ¢linkii dokularin dogal
hiicre dis1 matrisinin (ECM) biyokimyasal ve ultra yapisal 6zelliklerini taklit ederler (Campiglio vd., 2019). Bu sebeple, birgok
calisma jelatinden ya da jelatinin dogal ya da sentetik polimer karisimlarindan, doku miihendisligi icin elektro-egrilmis iskele
gelistirmek tistiine odaklanmigtir (Dias vd., 2017; Gautam vd., 2014; Gomes vd., 2017). Bu ¢aligmalarda ozellikle deri (Dias vd.,
2017; Gautam vd., 2014; Gomes vd., 2017), kornea (Rose vd., 2019), kikirdak (Aliakbarshirazi & Talebian 2017), sinir (Heidari
vd. 2019) doku miihendisligi alanlarinda basarili sonuglar elde edildigi s6ylenebilir.

Yukarida bahsedilen bu elektro-egrilmis jelatin nanofiberlerin 6zellikleri iglerine doku miihendisligi agisindan énemli bir katki
maddesi olan bal eklenerek daha da gelistirilebilir. Balin ge¢gmisten bu yana gelen 6nemli yara iyilestirici potansiyeli oldugu farkli
kaynaklarda bildirilmektedir (Martinotti vd., 2015; Ranzato & Martinotti, 2016). Bununla birlikte, balin antimikrobiyal etkinligi,
immiin diizenleyici etkisi, yarali dokulardaki enflamasyonu baslatip, baskiliyor olmasi ve deri hiicrelerindeki (fibroblast ve
keratinosit) olumlu etkileri (hiicre goci, kollajen organizasyonu, tekrardan epitellesme vb) mevcuttur (Martinotti & Ranzato,
2018). Bal, bu bahsedilen antienflamatuar, antibakteriyel etkinligi ve yara tedavi edici etkisi gibi 6zellikleri sayesinde rejeneratif
tip arastirmacilarmin ilgisini gekmektedir. Ornegin; Hixon vd. (2017a) igine %5 Manuka bali katilmis ipek fibroin kriyojel ve
elektro-egrilmis iskeleleri antimikrobiyal etkinlikleri agisindan kiyaslamistir. Yine ayni aragtirma grubu baska bir ¢aligmalarinda
(Hixon vd., 2017b) kronik kemik enfeksiyonlar1 tedavisi i¢gin Manuka bal1 katilmis ipek fibroin kriyojeller ile calisma yapmuislardir.
Baska bir calismada, Manuka bali iceren poli(e-kaprolakton) (PCL) nanofiber iskeleler, fibroblastlarin iskele igine girisini
arttirirken, gram negatif E. koli bakterisinin biiyiimesini baskilamigtir (Minden-Birkenmaier vd., 2015). Maleki vd. (2013), elektro-
egirme yoluyla polivinil alkol (PVA) ve Iran-Tebriz bali kullanarak nanolifli ag iiretmis ve antienflamatuar ilag uygulamasi
denemistir. Bunlarla birlikte balin, kitosan (El-Kased vd., 2017), jelatin (Wang vd., 2012) ve aljinat (Nazeri vd., 2015) gibi ¢esitli
biyopolimerler ile harmanlandig1 ¢aligsmalar da mevcuttur.

Torras vd. (2018), li¢ boyutlu hiicre kiiltiir modelleriyle epitel dokularin taklit edilmesi konusunu derinlemesine irdelemistir. Buna
gore; epitel katmanlar i¢in islevsel in vitro modeller, temel arastirma, hastalik modellemesi, ila¢ kesfi ve doku replasmani i¢in
anahtar Ogedirler. Dokularin in vivo ortamda kompleks mimari yapisimi taklit edebilen in vitro modeller icin artan bir talep
mevcuttur. Geleneksel 6nklinik modeller genel olarak iki boyutludur ya da hayvan modellerine dayanmaktadir. Bu modeller, erken
biyolojik yanitlar konusunda faydali bilgiler saglayabilirler ve yiiksek verimli ila¢ taramasi i¢in uygundurlar, ayrica hayvan
modellerinde canlidaki dokularin etkilesimi ve karmasik fizyolojisi de taklit edilmektedir. Ancak iki boyutlu modellerin diisiik
tahmin kapasitesi ve hayvan modellerindeki tiire 6zgii farkliliklar ve etik kaygilar gibi sorunlar yiiziinden kisitlamalar mevcuttur.
Bu sebeple 3 boyutlu in vitro modeller gelistirilmistir ve bu modeller hiicre biyolojisindeki, mikromiihendislik, biyomalzeme ve
biyofabrikasyon konularindaki gelismelere dayanmaktadir. Tekrardan insa edilmis insan epitelyumu 3 boyutlu doku modelleri
(kornea epiteli ya da deri epidermisi i¢in) bu alanda en ¢ok ¢alisilan konulardandir, ¢linkii hayvanlarda yapilan iritasyon testlerinin
yerini bagarili bir sekilde alabilmektedirler (Lee vd., 2017).

Literatiirde yapilan benzer ¢aligmalarda, balin nanofiberli iskeleler i¢ine basarili bir sekilde eklenip farkli doku miihendisligi
uygulamalari i¢in deneyler yapilmis olsa da bu calismada gelistirilen iki katmanli doku iskelesi benzersizdir. iki katmanli doku
iskelesinin yapisi, deri ve kornea gibi bazi dokularin orijinal yapisini taklit etmektedir, yani gozenekli alt katman (deri dermisi ya
da kornea stromasi) ve daha siki fiberli Ust katmandan (deri epidermisi ya da kornea epitelyumu) olusmaktadir. Deri (epidermis)
ve kornea gibi dokularda epitelyum, hiicrelerin bilyimesi icin gozenekli ve katman katman farklilasmis hiicrelerden olusan bir
yapidadir. Bu ¢alismanin hipotezi de gelistirilecek iki katmanli yapi ile epitel hiicreler igin bir tasiyici gorevi gorecek olan bir doku
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iskelesi gelistirilmesidir. Ust katman (nanofiberli yap1), hiicrelerin iskeleye ilk tutulumu ve hizli proliferasyonu igin uygun agsi
yapida, alt katman (kOpiiksii yap1) hiicre gog¢li ve farklilagsmasi i¢in uygun gozenekli yapida tasarlanmistir. Doku iskelesini
karakterize etmek igin bu ¢alisma kapsaminda bazi fiziksel ve kimyasal testler yapilmistir: Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi, Termogravimetrik analiz (TGA), Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM), gozenek boyut dagilimi testi ve sulu
ortamda hidrolitik ve enzimatik degredasyon testleri. Bu 6n deneylerle elde edilen ilk sonuglar, gelecekte yapilmast planlanan
hicre kulturd ¢aligmalart ve farkli doku iskelesi uygulamalari igin (deri ve kornea gibi) 6nemlidir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Kollajen (Tip I, okiiz asil tendonundan elde edilmis), jelatin (Tip A, domuzdan elde edilmis), polietilen oksit (PEO, ortalama Mv
~4,000,000) glutaraldehit (Derece 1, %25 H,0 icinde), EDC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidehydrochloride),
NHS (N-Hydroxysuccinimide), etanol [Absolute, > 99.8% (GC)], asetik asit, fosfat tamponlu salin (PBS) tabletler, Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan alinmistir. Lokal bir marketten bal (Balparmak siizme ¢igek bali) alinmistir. Biitiin diger kimyasallar (hepsi
analitik derecede) ve sarf malzemeler, aksi belirtilmedigi miiddetge, ISOLAB (Germany) firmasindan almmustir.

2.2. Doku iskelesinin Uretimi

Bu calismada; iskele ana malzemesi (alt katman) olarak kollajen/jelatin, {ist katmanda ise jelatin, PEO ve bal kullanilmistir. Doku
iskelesinin alt katmani olan jelatin/kollajen kopiigii tiretmek i¢in oncelikle %3’lilkk asetik asit ¢ozeltisi i¢inde jelatin (%1 w/v) ve
kollajen (%1 w/v) g¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ardindan bu ¢ozeltilerden esit hacimde (5 mL) alinarak karigtirilmig, cam petri
kaliplara dokiilerek — 80 °C buzdolabinda 1 giin boyunca dondurulmustur. Daha sonra liyofilizatdrde dondurup-kurutma islemiyle
(yaklagik — 40 °C ¢ember sicakligi, 0,07 mbar vakum basingta) tamamen kuruyana kadar kdpiiksii yapr iiretilmistir. Nanofiberli
yapmin, yani doku iskelesinin iist katmaninin, {iretilmesi igin elektro-egirme yontemi kullanilmistir. Elektro-egirme cihazi ile
nanofibréz matris iiretiminde optimum kosullar belirlenmis ve bu kosullara gore elektro-egirme islemi yapilmistir. Optimize edilen
alet ¢alisma parametreleri; siringa pompasi akis hiz1 0,6 mL/h, voltaj 8 kV, siringa metal ucu toplayici arasi mesafe 23,5 cm
araliklarinda ayarlanmistir. Belirlenen bu kosullarla saglam ve nanofiberli yapida iskeleler {iretilmistir. Bu nanofiberli iskeleler,
toplayici olarak segilen hareketli (1200 rpm) aliminyum disk tistiine sabitlenmis liyofilize jelatin/kollajen kopiikler iistiinde 1 saat
boyunca toplanmistir. Uretilen iskelelerin sulu ortam dayanikliliklarini artirmak igin ilk olarak 45 dakika boyunca genis bir kap
icerisinde %3 (w/v) glutaraldehit (GTA) buhar ile ve daha sonra 2 saat boyunca EDC/NHS kimyasallartyla (2 mg/mL: 1 mg/mL,
%100 etanol i¢inde ¢Ozlinmiis) ¢capraz baglama iglemi yapilmistir. Sonrasinda, reaksiyona girmemis GTA kalintilarini temizlemek
icin 0,2 M glisin ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca muamele edilmis ve son olarak da biiyiik bir behere saf su alinarak iyice yikanmustir.
Bu islemler bittikten sonra bitin iskeleler, liyofilizatérde dondurup-kurutma islemine (yaklasik — 40 °C ¢ember sicakligi, 0,07
mbar vakum basingta) tabi tutulmus ve + 4 °C’de buzdolabindaki desikator iginde bir sonraki testlere kadar saklanmistir. Biitiin
yapilan test basamaklari asagidaki gibi sematize edilmistir (Sekil 1).

1 Liyofilizasyon

2  Elektro-egirme islemi 3 .
g d (2CG) capraz baglanmasi

Kollajen/jelatin kopiik

-‘--IIV
ll“--‘

Jelatin/PEO/bal

----........\
]

- 3a GTA buhariyla 6n
capraz baglama islemi

Kollajen/Jelatin

¢Ozeltisi
Ust katman (Nanofiberli yapi)
Hiicrelerin iskeleye ilk
tutulumu/yapigmast ve hizl
4 proliferasyonu igin uygun agsi EDC/NHS

yapida

iki katmanh capraz bagh

doku iskelesi (2CG-X) o )
Alt katman (Kdpiiksii yap1) 3b Ikincil ¢apraz baglama

Hiicre gogii ve farklilagmast igin
uygun gozenekli yapida

Sekil 1. Tki katmanli doku iskelesinin iiretilme basamaklari.
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2.3. Doku iskelesinin karakterizasyonu

2.3.1. Fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FTIR) spektroskopisi

Test gruplarmin kimyasal yapisi; ATR Fourier doniistimlii kizil 6tesi spektrometresi ile (ATR FT-IR) (IFS/66S, Hyperion 1000)
Orta Dogu Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvari’nda (ODTU Merlab) analiz edilmistir. Her bir spektrum ZnSe ATR kristal
hiicresi Ustiinde transmitans modu iginde 4 cm™ netligi ve 4000—400 cm™ spektral aralikta 256 taramanin toplamiyla elde
edilmistir.

2.3.2. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi
Test gruplarmin morfolojisi, taramali elektron mikroskobu ile ODTU Merlab’da incelenmistir. Analizden énce numuneler altin-
paladyum ile kaplanmis ve iskelelerin tepeden ve yandan kesit mikrografi gériintiileri alinarak yiizey yapisi incelenmistir.

2.3.3. GOzenek boyut dagilimi analizi

Iskelelerin gdzenek boyut dagilimi, civali porozimetre ile (Poremaster 60, Quantachrome Corporation, USA) diisiik basing analizi
yapilarak (0-50 psi) ODTU Merlab’da gergeklestirilmistir. Kisaca, iskele gdzenekleri basing 0’dan (bilyuk g6zenekler) 50 psi
(nispeten kiiciik gozenekler) degerine arttirilarak civa ile doldurulmustur. Gozenek hacmine (gbzenekler igine giren civa
hacmi/iskele agirlig1) kars ilgili gézenek boyutunu gosteren data porozimetre ile elde edilmistir.

2.3.4. Sulu ortamda hidrolitik ve enzimatik degredasyon testleri

Test gruplarinin enzimli ya da enzimsiz sulu ortamlardaki degredasyonu (bozunum) incelenmistir (Akturk & Keskin, 2016).
Hidrolitik degredasyon (HD) icin, kesilen numuneler (1 cm x 1 ¢cm) PBS (pH: 7,2, 0,01M, 5 mL) igine konmus ve 37 °C’ de 1
hafta inkiibe edilmistir. Enzimatik degredasyonu (ED) incelemek i¢in ise, iskeleler 60 pL (1 mg/mL, d-H20) tip | kollajenaz
¢ozeltisi eklenmis ayn1 inkiibasyon ortamina (pH: 7,2, 0,01M, 5 mL) konulmustur. Belirli inkiibasyon periyotlarinda (hidrolitik
degredasyon icin 1, 4 ve 7 giin; enzimatik degredasyon igin ise 2, 4 ve 6 saat) iskeleler inkiibasyon ortamidan alinarak gravimetrik
analiz ile kuru agirliklar 6l¢lilmiis ve % degredasyon sonuglari agagidaki denklemle hesaplanmustir:

Wa-We

o x100 (1)

Wj test orneklerinin baslangictaki kuru agirligini, Wy ise her bir inkiibasyon zamani sonundaki kuru agirliklar: temsil etmektedir.

%Degredasyon =

2.3.5. Termogravimetrik analiz (TGA)
Test gruplarinin TGA analizi ODTU Merlab’da yapilmistir. Iskeleler azot igeren atmosferde 22-700 °C sicaklik araliginda
dakikada 30 °C tarama hiziyla analiz edilerek termogramlari ¢ikarilmistir.

2.4. Istatistik analizi

Elde edilen bulgular, Excel paket program kullanilarak degerlendirilmistir. Excel programindaki Veri Coziimleme Araci
kullanilarak ikili gruplar arasindaki istatistiksel kiyaslama esit varyanslar varsayarak t-Test ile yapilmistir. Gruplar arasindaki
farklar p < 0,05 degeri i¢in anlamli kabul edilmistir. Data; ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.

3. Sonuclar ve Tartisma

3.1. Doku iskelesinin Uretilmesi

Doku iskelesinin liyofilize kopiik katmanini tiretmek igin esit derisimde (1%) kollajen ve jelatin karigimlar1 kullanilarak dondurup-
kurutma islemi sonunda saglam ve homojen yapilar elde edilebilmistir (Sekil 2A). Daha sonra bu kopiik katman, elektro-egirme
aletinin donen aliiminyum diski stiine sabitlenerek tzerine nanolifli bir membran biriktirilmistir. (Sekil 2B). Nanofiberli katman
Uretmek icin jelatin/PEO/bal malzemelerinin farkli karigim oranlar1 kullanilmig ve en basarili olan iki agirlik orani, ilk olarak
sadece metalik toplayici ekranda denenerek, 1:2:2 ve 2:2:2 (w/w) olarak bulunmustur (Sekil 2C). En son olarak, jelatin/PEO/bal
igin 2:2:2 (w/w) orani, kollajen/jelatin (1:1 w/w) kopiik katmani {istiine bagarili bir sekilde toplanabilmistir (Sekil 2D). Bu iki
katmanli tabakanin birbirine sikica baglandigi, Sekil 2A ve 2D’den net bir sekilde anlagilmaktadir.
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Sekil 2. (A) Kollajen/jelatin (1:1 w/w, %1 w/v toplam polimer) ¢ozeltisiyle liyofilizatorde iiretilmis kopiiksii yapi, (B) elektro-
egirme cihaz, (C) jelatin-PEO-bal (2:2:2 w/w, %6 w/v toplam malzeme) ¢ozeltisi ile elde edilen nanofiber yap1 6rnegi, (D) elde
edilen iki katmanli yap1 (2CG) (kopiiksii yap1 ilizerine nanofiber yap1 sentezlenmis numuneler).

3.2. Doku iskelesinin karakterizasyonu

3.2.1. Fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FTIR) spektroskopisi

Sekil 3’te gosterildigi gibi ¢apraz bagli olan ve olmayan nanofiber gruplari ve gruplart olugturan tiim bilesenlere ait karakteristik
pikler FTIR spektrumlarinda gozlemlenmistir. Jelatin/PEO/bal nanofiber gruplarinda (gagraz bagh olan ve olmayan), 840 cm V’de
gortlen kiguk pikler, karbonhidratlara ait C-O ve C-C gerilme titresimlerini (Nguyen vd., 2019; Pataca vd., 2007), 780 cm *’de
gorilen kagtk pikler ise baldaki sakkarit konfigiirasyonlari i¢gin C-H biikiilme titresimlerini (Gok vd., 2015; Nguyen vd., 2019)
isaret eder. Capraz baglama igleminden sonra bu piklerin siddetinde hafif bir diisiis goriilmesi, balin islemler sirasinda bir miktar
sulu ortama 6ziitlendigini gosterir. 550 cm™ civarinda gériilen genis pik yine baldaki seker molekiillerine bagli C-H bukilme
titresimlerini gostermektedir (Sarkar vd., 2018) ve nanofiber gruplarinda da bu bant gérilmektedir. Baldaki sekerlere (ya da su ve
organik asitlere) bagli OH gruplar sayesinde nanofiberli gruplarin her ikisinde de 3300 cm*’deki (-OH gerilmesi) genis ve derin
pik belirgindir (Koztowicz vd., 2020). 1150 cm™-950 cm™ arasinda goriilen pikler karbonhidratlardaki C—H gerilme titresimini,
C-O-C grubu igindeki C—O gerilme titresimini, C—OH grubu i¢indeki C—O gerilme titresimini ve karbonhidrat yapisindaki C—C
gerilme titresimini gosterir (Koztowicz vd., 2020). Balin nanofiberler i¢ine katilmasiyla hidroksil gruplarina ait absorpsiyon
piklerinde artis diger galismalarda da goézlemlenmistir (Sarkar vd., 2018). Balda gorilen 2931 cm™’deki pikler (C-H gerilmesi)
seker omurgasinda bulunan -CH; ve -CHj; fonksiyonel gruplarina aittir (Koztowicz vd. 2020) ve yine her iki nanofiber grubunda
belirgindir. Jelatindeki amid bant bolgeleri literatiire bakarak ¢ikarilmigtir (Dias vd., 2017). Balda (1645 cm™) ve jelatinde (1627
cmY) {ist liste binmis halde bulunan -OH deformasyon titresimi ve amid I bandina ait pik (C = O gerilme ve C-N gerilme titregimi)
siddeti ve yeri ¢apraz bagli olan jelatin/PEO/bal nanofiber grubunda (1634 cm™?) degismistir. Capraz bagh olmayan jelatin/PEO/bal
nanofiber grubunda ise balinkiyle aynidir. Sadece jelatinde gortlen amid II igin 1526 cm ’deki pikler (C-N gerilme ve N-H
bukilme) nanofiber gruplarinda belirgin bir sekilde sola kaymis (1550 cm™ civar1) ve gapraz bagl grupta siddeti iyice artmistir.
Yine jelatine 6zgti amid I11 igin 1234 cm™ (N-H biikiilme ve C-N gerilme titresimi) bantlarmda goriilen pikler fiber gruplarinda
yaklasik aym1 konumda (1240 cm™*) bulunmustur. Ozellikle jelatinde dogal olarak goriilen peptid baglariyla alakali amid
bantlarindaki degisimler (¢apraz baglama isleminden sonra bazi piklerde goriilen siddet ve konum degisiklikleri) buradaki kimyasal
fonksiyonel gruplarm ¢apraz baglamada gorev aldigina isaret eder. Balda bulunan 1419 cm™ (C-OH grubundaki O-H
deformasyonu ve alkenlerdeki C-H deformasyonu) piki fiberlerde yok olmusken ve 1348 c¢cm™ (C-OH grubundaki -OH
deformasyonu) gorilen pik (Koztowicz vd., 2020), PEO’dan kaynakli 1342 cm™*(-CH, asimetrik biikiilme) piki (Abdelrazek vd.,
2018) ile st iste binmigtir. Sekil dstinde de kesikli ¢izgi seklinde daire igine alman PEO’ya ait pikler fiberli grupta
gozlemlenmistir, yani PEO, islemler sonunda yapida hala bulunmaktadir. PEO igin bant atamalari literatiir bilgisine
dayandirilmistir (Abdelrazek vd., 2018). 2878 cm™’deki keskin bant metilen grubunun asimetrik C-H gerilimine aittir. Diger
bantlar: 1467 cm™ (-CH, makaslama) ve 1342 cm™ (-CH, asimetrik biikilme), 1241 cm Y"deki nispeten kii¢lik bant (CH, simetrik
burulma), 1145 cm *de bulunan absorpsiyon bandi (C-O-C gerilme), 961 cm™ (C-O gerilme hareketi ile CH; rocking) ve 841
cmYde (CH, rocking hareketi) goriilen bantlar olarak siralanabilir.
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Sekil 3. Nanofiberli iskele iist katmani ve bunun bilesenlerinin FTIR spektrumlari.

Sekil 4’te gosterildigi gibi kollajen ve jelatine ait karakteristik amid pikleri kopiiklerin FTIR spektrumlarinda goriilmistiir.
Kollajene tip I’e ait karakteristik absorbans bantlari: 3286 cm *’de (N-H grubu gerilme titresimi), 1631 cm*’de (amid I bandiyla
alakali N-H biikiilme titresimi ile giftlenmis C = O gerilme titresimi), 1540 cm™ (amid II bandiyla alakali C-N gerilme titresimine
ciftlenmis N-H biikiilme titresimi) ve 1238 cm™ (amid I11 bandiyla alakal: N-H deformasyon ve C-N gerilim titresimi kombinasyon
pikleri) olarak siralanmigtir (Gautam vd., 2014). GTA buhariyla ¢apraz baglama islemi sadece nanofiberli kismim alt kopiik
katmana daha homojen sekilde baglanmasini saglamistir ve bu ¢apraz baglama etkisi Sekil 3’te gosterilmistir. EDC/NHS ¢apraz
baglama iglemi ise ana capraz baglama yontemidir. Bu ikinci ¢apraz baglama isleminden sonra, kopiik katmanlarin (¢apraz bagh
olan ve olmayan) spektrum sonuglarinda dikkate deger bir degisim olmamuistir, ¢iinkii EDC/NHS sifir uzunlukta bir capraz-
baglayicidir. Benzer sonuglar Skopinska-Wisniewska vd. (2021) ve Hoon Lee vd. (2019) calismalarinda da goriilmiistir. Képik
gruplarinda 1000 ve 500 cm ™ civarlarindaki bantlar (Sekil 4’te kirmiz1 kesikli daireler icine almmustir), yukarda detayl bir sekilde
anlatildig1 gibi kopiik igine niifuz etmis baldan kaynaklidir. FTIR i¢in hazirlanan kdpiik numuneler iki katmanli yapilardan alindigi
i¢in spektrumda bunlar da goriilmiistiir.

-OH gerilmesi ve Amid Amid B
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Sekil 4. Kopiik yapida iskele alt katmani ve bunun bilesenlerinin FTIR spektrumlari.

3.2.2. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi
SEM goériintiilerine gore (Sekil 5A, 5B), iki farkli deney grubunda da nanofiber morfolojisi yogun, diizlesmis (serit benzeri),
diizgilin boyut dagiliml ve damla (boncuk) igermeyen yapidadir. Farkli jelatin miktarlartyla hazirlanan bu gruplarda 400-500 nm
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fiber ¢ap araliginda nanofiberli yapilar elde edilmistir. Nanofiberlerin diizlesmis yapisi elektro-egirme ¢ozeltilerinin yiiksek
polimer konsantrasyonu sebebiyle viskoz olmasina ve balin higroskopik (nem tutan) 6zelligine baglanabilir. Elektro-egirme
¢ozeltilerinin viskozitesi arttiginda ve bal kullanilan benzer diger ¢alismalarda fiberin toplayici tistinde nemli bir sekilde birikmesi
sebebiyle benzer morfolojiler gdzlenmistir (Sarkar vd., 2018; Topuz & Uyar, 2017). Zaten toplayici diskin donme etkisiyle de bu
morfoloji daha belirgin hale gelmis olabilir. Toplayict ekranin bu donme etkisiyle belli bir yonde hizali fiberler de olusmustur
(Sekil 5A). Capraz baglama islemi sonunda fiber yapisi korunmus, bazi bolgelerdeki fiberler de birbirine GTA etkisiyle
kaynasmustir (Sekil 5C). Ancak, ¢apraz baglama isleminden sonraki suda yikama sirasinda bazi fiberlerde kopmalar ve suda
¢ozlinmeler de meydana gelmistir. Literatiirde balla yapilan elektro-egirme ¢alismalarinda bu ¢aligmadakine benzer fiber ¢api
araliklari elde edilmistir. Ornegin; PV A/jelatin/gam bali kullanilarak elde edilen nanofiberli matlarda ortalama fiber ¢api, kullanilan
balin derigimi artik¢a biiylimistiir (321-494 nm) ve elde edilen dizgln ve boncuk icermeyen fiberlerin doku miihendisligi
uygulamalari i¢in uygunluklari vurgulanmistir (Parin vd., 2021). Benzer sekilde Sarhan vd. (2016), iirettigi PV A/kitozan/bal
nanofiberleri i¢in ortalama fiber ¢apini 284—464 nm araliginda bulmus ve bal derisimiyle dogru orantili bir sekilde arttigin
gostermigtir. Tang vd. (2019) calismasinda yine ayni paralellikte sonuglar bulunmustur. Calismalarinda, bal iceren aljinat/PVA
nanofibréz membranlarin yiiksek bal icerigiyle ortalama fiber gaplar: artmig (379-528 nm) ve genis fiber ¢ap dagilimli, nispeten
diizensiz morfolojide fiberler elde edilmistir.

Sekil 5. Farkli fiberli matrislerin SEM mikrografileri ve fotograflari: (A) jelatin/PEO/bal (1:2:2 w/w, %5 w/v toplam malzeme),
(B) jelatin/PEO/bal (2:2:2 w/w, %6 w/v toplam malzeme), (C) ¢apraz bagli jelatin/PEO/bal (2:2:2 w/w, %6 w/v toplam malzeme,
GTA ve EDC/NHS karisimiyla ¢apraz baglanmis).
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Sekil 6°da gosterildigi gibi iki katmanli ¢apraz bagl kollajen/jelatin kopiiklerin (2CG-X kodlu grup) farkli yonlerden gekilen SEM
mikrografilerine gore fiberli yapilarin Sekil 6A’da kismen korundugu goriilmektedir. Bazi bolgelerde alt kismin konturlariyla iyice
kaynasmis ve bazi yerlerde delikli, baz1 yerlerde de yogun membran (film) benzeri katmanlar olusturmuslardir. Kesitten alinan
goriintiilerde kopiiksii yapilardaki gozeneklerin homojen yapida ve birbirleriyle baglantili oldugu goriilmektedir. Ayrica Sekil 6B
ve 6C kesit goriintiileri numunelerin kdsesinden (kopiik ve fiberlerin birbirine iyice kaynastigi yerler) alindigi i¢in siki film
katmanlar arasinda kopiik seklinde sandvig yapilar goriilmektedir.

Sekil 6. iki katmanl ¢apraz bagh kollajen/jelatin kdpuklerin (2CG-X kodlu grup) farkl1 yonlerden cekilen SEM gériintiileri: (A)
Tepeden fiberli kaplamanin oldugu bdlge, (B) ve (C) numunelerin kesiti (kdpiik ve fiberlerin birbirine iyice kaynastig1 kose
bolgeler biiylitiilmistiir).

3.2.3. Gozenek boyut dagilimi analizi

Iki katmanli doku iskelelerinin gézenek boyut dagilimi, civali porozimere ile diisiik basing analizi yapilarak analiz edilmistir (Sekil
7). Butiin iskeleler 5-200 um arasinda genis bir gézenek dagilimina sahiptir. Capraz baglanmayan 2CG grubunda 40 pm altindaki
gozenek miktar1 daha fazladir (Sekil 7A), ancak gapraz baglama isleminden sonra gézenek boyut dagilimi (30—40 pm civarinda
yogunlasarak) daha homojen bir hale gelmistir (Sekil 7B). Doku iskelelerindeki gozenek boyutunun ve gozenekliligin hiicre
davranis1 (proliferasyon ve farklilagsma) ve mekanik 6zellikler tstiinde etkisi oldugu literatiirde bildirilmektedir (Loh & Choong,
2013). Deri doku miithendisligi uygulamast i¢in gelistirilen kollajen esash kopiiklerde 10-200 pm arasindaki gézenek boyutunun
fibroblast yapigsmasi ve proliferasyonu i¢in uygun oldugu gosterilmistir (Akturk vd., 2016). Ayrica bazi aragtirmacilar, ortalama
100-200 pm gdzenek boyut araligini deri doku miihendisligi igin énermektedirler (Han vd., 2014; Liu vd., 2007).
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Sekil 7. Farkli iki katmanli iskele gruplarinin Civali Porozimetre ile gézenek boyut dagilim analizleri: (A) 2CG ve (B) 2CG-X.

3.2.4. Sulu ortamda hidrolitik ve enzimatik degredasyon testleri

Sekil 8A ve 8B’de gosterildigi gibi ¢apraz baglama islemi iskelenin sulu ortam kararliligimi belirgin bir sekilde arttirmistir.
Cozlinmeye hassas olan kisim bal iceren fiberli kisimdir. Fiberli iist katmanda bulunan yiiksek bal icerigi sebebiyle capraz
baglanma yapilmis olsa bile fiber ¢oziinmesi hizlidir. Bal kompozisyonunda hizli ¢éziinmeye meyilli pargalar (6rnegin friiktoz ve
glikoz gibi sekerler) bulunmaktadir. Ayrica bal, osmotik bir ajan oldugu i¢in nanofiber i¢ine su gegisi hizlanmakta ve bu da polimer
liflerin hidrolizine sebep olmaktadir (Sarkar vd., 2018). Yani, sulu ortamdaki bu kiitle kayb1 hem hizli ¢6ziiniir bilesenlerin
salinmasma hem de artan hidrolize baglanabilir. Literatiirde bal iceren farkli iskelelerde de bal sebebiyle su tutulumu artarak
degredasyon hizinin arttig1 kaydedilmistir (Rajput vd., 2014; Sarhan vd., 2016; Wang vd., 2012). Hidrolitik degredasyon testinde
capraz baglanan ile ¢apraz bagli olmayan tim gruplar arasindaki istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur. Farkli zaman
periyotlar1 arasindaki dalgalanma deneylerin farkli numuneler iistiinden yapilmasina baglanabilir. Gruplar arasindaki fark,
enzimatik bozunum testinde ise kiigiktir ve her iki grupta da enzimatik degredasyon ikinci saatten itibaren yaklagik %60
seviyelerine ulagsmistir, yani hem 2CG hem de 2CG-X grubu enzimatik bozunuma kars1 direngsizdir. Boylece gelistirilen doku
iskelelerinin, yogun enzimatik ortamlarda kullanima elverisli olmadig1 sonucuna varilmistir. Kollajenaz enzimi, yara tedavisi igin
gelistirilen yara Ortiisii malzemelerinin enzimatik degredasyona karsi direncini degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir
(Akturk & Keskin, 2016; Akturk vd., 2016; Eskandarinia vd., 2020). Ozellikle kronik deri yaralanmalarinda enfeksiyon sonucu
proteaz enzimlerinin seviyesinde artis oldugu, yani yogun bir enzimatik etkinlik olustugu, i¢in (McCarty & Percival, 2013) bu
tarzdaki yara tedavisi uygulamalar1 i¢in bu ¢alismada gelistirilen doku iskelelerinin uygun olmayabilecegi diistiniilmektedir.
Literatiirde ayni enzim derisiminin kullanildig1 ¢alismalarda da kollajen temelli biyomalzemelerin (kollajen nanofibréz matris ve
ticari yara Ortlisii Matriderm) 1 giin i¢inde %80’den daha fazla degrede oldugu gorilmiistiir (Akturk & Keskin, 2016). Yine ayn1
enzim derigiminin kullanildig1 bagka bir ¢alismada (Akturk vd., 2016), gluteraldehitle ¢apraz baglanmis kollajen esash kopiik
formundaki iskelelerin enzimatik degredasyona karsi, bu ¢alismadaki 2 katmanl iskelelere kiyasla daha dayanikl (2 saatte %10,
4 saatte %20 civarinda bozunum) oldugu goérilmistir. Bu belirgin fark, iki katmanli iskelede kullanilan suda kolay c¢ozunir
malzemelere (jelatin, PEO ve bal) ve ¢apraz baglama prosediiriine baglanabilir.
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3.2.5. Termogravimetrik analiz (TGA)

Sekil 8C’de gosterildigi gibi 2 grubun termogramlari birbirine benzerdir. Capraz bagl olmayan grubun toplam agirlik kaybi bir
miktar daha yuksektir (%86 civarinda). Iki grupta da birinci termal dekompozisyon 20-100 °C araliginda gerceklesmistir. Tlk
agirlik kaybr iskele i¢inde absorbe edilmis su (6zellikle nanofiberli katmanda bal sebebiyle) ve polimer i¢inde bulunan molekiiler
sudur. %5 civarinda bir su kaybi gergeklesmistir ve maksimum agirlik kaybi hiz1 da her iki grup igin de 60 °C’de olmugstur. Bu su
kayb1 2CG grubu i¢in 250 °C, 2CG-X grubu iginse 275 °C’ye kadar devam etmis ve toplam su kayb1 %12 civarinda sonlanmistir.
Ikinci termal dekompozisyon asamasi (yani, kollajen ve jelatin polimer zincirlerinin dekompozisyonu ya da en i¢ kisimda bulunan
sikica bagli su molekiilleri) 2CG grubunda iki par¢alidir (250—400 °C ve 400-500 °C araliginda), 2CG-X (iki katmanli ¢apraz bagh
yapi) i¢in ise 275-550 °C olarak tek pargadir. Bunun sebebi 2CG’de ¢apraz baglanmadigi i¢in daha fazla molekiiler su tutmasi,
2CG-X yapida capraz baglama islemi sirasinda fiberli katmanin bir kismmin ¢6ziinerek kaybolmas: olabilir. iskelenin termal
dekompozisyonu i¢in elde edilen sicaklik deger araliklari literatiir bulgulari ile uyumludur (Nuvoli vd., 2020; Skopinska-
Wisniewska vd., 2021). Capraz bagli yapilarin daha kapali oldugu ve daha az su kaybettigi, ayrica degredasyon sicakliklarinin saga
dogru kaymas diger calismalarda da bildirilmistir (Skopinska-Wisniewska vd., 2021).
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Sekil 8. iskele gruplarinin (2CG ve 2CG-X) sulu ortam ve termal degredasyon sonuglari: (A) PBS iginde hidrolitik degredasyon,
(B) tip I kollajenaz iginde enzimatik degredasyon testleri ve (C) TGA termogramlar1 (*: Ayni zaman periyodunda ikili gruplar
arasindaki p < 0,05 degeri i¢in anlaml1 fark).

4. Sonug

Bu projede gelistirilen doku iskelesi, sahip oldugu nanofibroz iist katmani sayesinde hiicrelerin ilk yapismasi ve ¢ogalmasi igin
uygun agsi bir mimari yap1 olusturmustur. Capraz baglama ve yikama islemleri sonrasinda, fiberler arasinda bazi kaynagsmalar
meydana gelse de bu nanofibréz yap1 bilyiik oranda korunmustur. Capraz baglama islemi sonunda, doku iskelesinin sulu ortam
dayanikliligi 6nemli 6lgiide artmig ve gézenekli yapist da korunmustur. Gelistirilen 2CG-X iskele, bu 6zellikleriyle, yara ortisu,
deri ikamesi, in vitro test modelleri igin tekrardan yapilandirilmis deri ya da kornea epitelyumu vb. gibi farkli doku miihendisligi
uygulamalari i¢in uygun adaylar olabilir. 2CG-X iskele grubuna gelecekte insan epidermal keratinosit hicreleri ekilerek deri doku
iskelesi olarak in vitro kosullardaki uygunlugunun da arastirilmasi planlanmaktadir.
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