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OZET

Ug Boyutlu Biyosargr Gelistirilmesi I¢in Kolajen ve Dopa'nin Biyoteknolojik

Uretimi
Halil Ibrahim AKBAS
Ileri Teknoloji Anabilim Dali
Eskisehir Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Aralik, 2018

Danisman: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Yara iyilesmesi birbirinden farkli hiicreler, hormanlar ve biiytime faktorlerinin rol
aldig1 karmasik bir olaydir. Son yillarda, aljinat, kolajen, kitosan vb. i¢eren bir¢ok yara
sargisi ticari olarak ortaya ¢ikmistir. Bu calismada kolajen tabanli yara iyilesmesine
katkida bulunacak MADOPA iceren hidrojel gelistirilmistir. Hidrojelde kullanilacak
kolajen, koyun derisinden pepsin ekstraksyon yontemi ile izole edilmis, Sirius red miktar
tayini, Uv-vis spektroskopisi, CD spektroskopisi, SDS-page ve FT-IR-ATR ile
karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Hidrojelin diger yap1 tas1 olan MADOPA iiretimi
icin, kiiltiir Mantarindan (Agaricus Bisporus) tirozinaz enzimi ekstraksyon, amonyum
siilfat c¢oktiirmesi ve sephadex g-75 jel filtrasyon ile saflagtirilmistir. Saflastirma
sonucunda karakterizasyonlar, FT-IR, SDS-page, BCA miktar tayini, tirozinaz aktivite
tayini seklinde yapilmistir. Calismamizdaki tiglincii basamak poli (HEMA-MAH-Cu(II)
kriyojel kolon kullanarak immobilize tirozinaz sistemi gelistirmektir. Elde edilen kolonun
karakterizasyonu sisme testi, FT-IR, SEM ve kolon verimi ile karakterize edilmistir.
Doérdiincii basamak MAT''n MADOPA’ya doniismesidir. Bu basamakta immobilize ve
serbest enzimin aktivite farklar1 son iirin MADOPAya bakarak karsilastirilmistir. Son
basamak olarak yara sargisi olarak kullanilacak Kolajen-ko-DOPA-ko-MATrp-
Ru(bipyr)>-Cl hidrojel sargi 3B biyoyazici ile gelistirilmistir. Bu materyal,

biyobozunabilir, biyouyumlu ve non-toksiktir.

Anahtar Sozciikler: Hidrojel, 3B biyoyazici, Kolajen, DOPA, Yara Sargisi,

Tirozinaz, Kriyojel
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ABSTRACT

Biotechnological Production of Collagen and Dopa for Development of Three-

Dimensional Wound Dressing
Halil Ibrahim AKBAS
Department of Biology
Eskisehir Technical University, Graduate School of Sciences, November, 2018

Supervisor: Prof. Dr. Arzu ERSOZ

Wound healing complicated process including different cells, hormones and growth
factors. In last decades, There has been a lot of commercial products about the wound
dressing including, alginate, collagen, chitosan etc. In this study, MADOPA-containing
hydrogel was developed to contribute collagen-based wound healing. Collagen was
isolated from the sheep skin by pepsin extraction method and charecterized with Sirius
red quantification, Uv-vis spectroscopy, CD spectroscopy, SDS-page and FT-IR-ATR.
Tyrosinase enzyme from edible mushroom (agaricus bisporus) was partialy purified by
exraction, ammonium sulfate precipitation and sephadex g-75 gel filtration for the
production of MADOPA, which is the other composition of hydrogel. Charecterization
of tyrosinase was performed with FT-IR, SDS-page, BCA quantification and tyrosinase
activity determination. Third part of the working is devolepment of immobilise tyrosinase
system with poli (HEMA-MAH-Cu (II) cryogel column. Swelling test, FT-IR, SEM
monitoring and yield of the column was performed for charecterization. Transformation
of MAT to MADOPA is the fourth part of the working. In this step, diffarences between
free and immobilise enzyme was compared with the production of MADOPA. Final part
of working was production of collajen-co-DOPA-co-MATrp-Ru(bipyr)2-Cl with 3D
hidrogel for wound dressing. This material is biodegradable, biocompatible and non-

toxic.

Anahtar Sozciikler: Hydrogel, 3D bioprinter, Collagen, DOPA, Wound Dressing,

Tyrosinase, Cryogel
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1. GIRIS

Her yi1l diinya capinda milyonlarca insan hem akut hem de kronik cilt yaralanmalari
yasar. kronik yaralardan muzdarip olan insanlarin tahmini sayis1 yilda 37 milyon civaridir
(Wild vd., 2010). Bu durum sadece bireysel bazda etki gdstermez ayn1 zamanda iilkelerin
ekonomisini de etkilemektedir. Amerika sadece tedavisi olmayan kronik yaralar i¢in deri

sagligi ile ilgili ayrilan biit¢enin iigte birini kullanmaktadir.

Gegtigimiz elli yilda, yara tedavisi, optimum bir iyilesme siireci i¢in yara yatagini
kurutmak yerine dengeli bir nemli ortamin gerekli oldugunun farkina vardi. Ana gorevleri
yara eksiidasini emmek olan ve genellikle yara bolgesinde kabuk olusturan dikkat ¢ekici
bir iz birakan geleneksel yara sargilar1 yerlerini ekstidanin asir1 birikmesini engelleyen,
belirli derecede nem olusturan ve yeni deri olusumunu yara izi olmadan saglayan modern

sargilara birakmigtir (Cutting, 2010).

Her ne kadar aktif farmasoétik bilesenler igeren tiriinler de dahil olmak tizere ¢esitli
tipte yara sargilart mevcut olsada ideal yara sargis1t mevcut degildir. Ciinkii tek bir sargi,
yara iyilesmesini desteklemek icin gerekli olan tiim o6zelliklere sahip degildir. Bu
ozellikler, nem dengesini koruma, patojenlere karsi bariyer olarak davranma, enfeksiyonu
onleme, su degisimi, buhar ve gazlar kullanma, uygulama ve ¢ikarmayla ilgili olarak
kullanim1 kolay, sik degisiklik gerektirmeyen, agriyr rahatlatma ve koku kontroliinii
saglama yetenegi olmasidir (Seaman, 2002). Uygun bir yara sargist segcmek i¢in, yara
tipini ve dokunun durumunu, hastanin aktivite diizeyini ve kisisel ihtiyaclarimi dikkate
almak gerekir. Secilen sarginin verimi altta yatan hastaliklarin varligi, beslenme durumu,
yara ekslidast miktar1 ve yaranin mikrofloras1 gibi c¢esitli faktdrlerden etkilenecektir

(Fonder vd., 2008).

Bu c¢alismada hidrojellerin yukarida sayilan avantajlart ve ii¢ boyutlu (3B)
biyoyazim isleminin avantajlar1 (3D bioprinting) birlestirilerek ve tez kapsaminda
sentezlenen biyomolekiillerle hazirlanan biyomiirekkep entegrasyonu saglanarak nihai
3B hidrojel sargi gelistirilmesi amaglanmis olup, ekstraseliiler matrikste bulunan
kolajenleri ve bu kolajenlerde yer alan tirozin aminasitler ve 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin
(L-DOPA) iizerinden orgiilenecek c¢oklu bir ¢apraz baglanma islemi esliginde optimize
biyomiirekkebin 3B biyoyazim islemi ve in situ ¢capraz baglanma sonucu hazirlanan 3B

biyosargi hidrojel tiretimi hedeflenmistir.



Son yillarda yapilan ¢aligmalarda kolajen hidrojellerin hiicre sinyaline katildig1 ve
ekstraseliiler matriksi diizenledigi gosterilmistir. Kolajenin tglii yapisi1 integrinler,
Diskoidin Domain Reseptorleri, Mannoz reseptorleri ve osteoblast reseptorler ile
etkilesime girerek adezyon, proferelasyon ve hiicre gocii gibi hiicresel olaylar1 diizenler.
Fakat hiicreler pasif sinyal tanima yolu ile hidrojel yilizeyine yapigmasma ragmen,
kollajen hidrojelleri hala istenilen hiicre adezyon talebini karsilayamamaktadir (Zhu vd.,

2016).

Biyoyazicida tez kapsaminda iirettigimiz biyomiirekkeple yazdirilan 3B hidrojel
sargida; geometrisi ve aralarindaki bosluklar ¢ok iyi biyoyazdirilmis nefes alabilen, besin
gecisine uygun, bakteri iiretmeyen bir 3B sarginin yani sira sargidaki molekiiller arasi
capraz baglarin dogal ekstraseliller matrikse mimik etmesi amaciyla i) kolajenin
tirozinleri ile fotoduyarli baslaticidaki tirozin arasinda ii) kolajendeki tirozinlerle N-
metakriloil-L-fenilalanin (MADOPA) arasinda 1iii) kolajendeki tirozin ile fotoduyarl
baslatict molekiilii arasinda ve iv) MADOPA ile fotoduyarli baslaticindaki tirozin
arasinda farkli esneklikte c¢apraz baglarin  oda sicakliginda ve gilin 1s18inda
ANADOLUCA c¢apraz baglama metodu yoluyla (SAY vd., 2011) elastin ve
proteoglikanlar kullanmadan sadece saflagtirdigimiz kolajen proteini lizerinde 3B
biyoyazdirilmasinin yolunu agmig bulunmaktay1z.

Ayrica Hidrojel igerisinde bulunan MADOPA ile Mussel Adhesive proteinini taklit
eden, hiicreler i¢in 1slak ortamda bile maksimum yapisma saglaycak ortam olusturan
biyobozunabilir, biyouyumlu ve toksik olmayan bir yara sargist olusturmayi

amagclamaktay1z.

1.1. Deri

Deri, toplam yetigkin viicut agirliginin yaklasik %15'ini olusturan viicudun en
biiyiikk organidir. Canliyr disaridan gelen fiziksel, kimyasal ve biyolojik saldirganlara
kars1 korunmasinin yani sira viicudun asirt su kaybinin énlenmesi ve termoregiilasyon
olarak adlandirilan viicut sicakliginin diizenlenmesi gibi bir¢ok hayati islevi yerine
getirir. Derinin koken, gorev ve anatomik 6zellikleri incelendiginde epidermis, dermis ve
hipodermis olarak adlandirilan ii¢ katmandan olustugu goriilmektedir.(Venus, Waterman,

& McNab, 2011).



1.1.1. Epidermis

Epidermis derinin en dis kisminda bulunan tabakadir. Bu nedenle disaridan gelen
etmenlere karsi canlinin ilk bariyeri konumundadir. Kalinlig1 viicutta bulundugu bolgeye
bagl olarak degisiklik gosterebilir ve yaklasik 0.05-1 mm kalinligindadir. Epidermiste
keratinositler, melanositler ve Langerhans (Merkel) hiicreleri olmak iizere {i¢ ana tip
hiicre bulunmaktadir. Keratinositler, siirekli olarak bazal laminada {retilen ve
olgunlagsma, farklilasma ve yiizeye dogru gog siireclerinden gecen, epidermiste baskin
hiicrelerdir. Keratinositler farklilastik¢a, stratum spinosum, stratum granulosum ve

stratum corneum olarak bilinen taban tabakasinin lizerinde ii¢ katman olustururlar

(Honari & Maibach, 2014).

Melanositler, esas olarak bazal katmanda bulunan, noral krest tiirevli, pigment
sentezleyen dendritik hiicrelerdir. Melanositler, melanin pigmentinin iiretiminden ve
keratinositlere transferinden sorumludurlar (Honari & Maibach, 2014; Kolarsick,

Kolarsick, & Goodwin, 2011).

Langerhans hiicreleri deride immiinolojik savunmanin ilk hattin1 olustururlar. Bu
hiicreler kemik iliginden tiiretilir ve total epidermisin %2 ile %8’1 arasinda bulunur. Son
olarak epidermiste bulunan 6zel bir hiicre tipi olan Merkel hiicreleri, viicudun parmak ucu
gibi yiiksek dokunma duyarlilik bélgelerinde yer alan ve bazal keratinositlere bagl olarak

bulunan, oval sekilli, mekanoreseptorlerdir (Albanna vd., 2016).

1.1.2. Dermis

Dermis, kalin, lifli ve elastik olan (cogunlukla kolajen, elastin ve fibrillin olmak
tizere) epidermisin altinda bulunan tabakadir ve cilde esnekligini ve gliciinii verir.
Epidermisi korur ve sinir uglarini, ter bezlerini, yag bezlerini, sa¢ koklerini ve kan
damarlarini igerir. Fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve dolagimdaki bagisiklik
hiicreleri dahil olmak iizere birgok hiicre tipi dermiste bulunur. Dermis, cildin
esnekliginden, biikiilebilirliginden ve gerilme direncinden sorumludur ve mekanik hasara
kars1 koruma saglar, suyu diizenler ve termal diizenlemede yardimci olur. Ayrica dermis,

yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar (Honari & Maibach, 2014; Sharma & Paul, 2015).

1.1.3. Hipodermis
Cildin en alt tabakas1 deri alt1 yag tabakasidir ve ayni zamanda "cildin altinda"

anlamma gelen "hipodermis" olarak da adlandirilir. Gevsek bag dokusu, elastin ve
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fibroblastlar, makrofajlar ve adipositler gibi hiicrelerden olusur. Viicuttaki adipositlerin
%50’1ik kismini igeren bu tabaka; damarlar, sinir hiicreleri ve kolajen igeren septa adi
verilen 6zel bir bag dokusu ile dermisi kaslara ve kemiklere baglayarak doku biitiinliigiinii
saglamada 6nemli bir rol oynar. Viicut 1s1sinin diizenlenmesinde (termoregiilasyon) gorev
yapan bu doku viicut homeostaziyle saglamada da gorev yapmis olur. Bu gorevlerin
yanisira, leptin adi verilen bir hormon {iretimini saglayarak viicut agirhigini

diizenlenmesine de katkida bulunur (Sharma & Paul, 2015).

1.2. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, yaralanmadan hemen sonrasinda baglayan ve dokudaki yaranin
giderilmesini saglayacak bir takim fizyolojik cevaplar ile devam eden sistemik bir siirectir
(Phillips, 2000). Genel olarak 4 ana basamaktan olusur (Sekil 1). ilk asama, hemostaz,
hemen yaralanma aninda meydana gelir ve genellikle saatler icinde tamamlanir. Ikinci
asama, enflamasyon, hemostaz bagladiktan kisa bir siire sonra baslar ve genellikle
yaralanmadan sonra ilk 24 ila 72 saat icinde tamamlamr. Uciincii asama olan
proliferasyon ve onarim tipik olarak yaralanmadan 1 ila 3 hafta sonra ortaya cikar.
Dordiincii ve son agama olan remodelizasyon, yaralanmadan yaklasik 3 hafta sonra baslar
ve fizyolojik tamamlanma elde etmek i¢in aylar ya da bir kag y1l gerekebilir (Strodtbeck,
2001).

1.2.1. Hemostaz

Hemostaz, kan pihtilagmasini tetikleyen bir fibrin ve trombosit tikaci araciliiyla
gerceklesir. Endotel hiicrelerinin hasar gérmesi sonucunda ortaya c¢ikan kolajen,
trombositlerin aktivasyon, adhezyon ve agregasyona maruz kalmasma neden olur.
Trombositler trombosit kaynakli biiylime faktdrii (PDGF) ve transforme edici biiyiime
faktori-f (TGF-B)’y1 da igeren kemotaktik faktorler {iretirler. Bu biiyliime faktorleri,
enflamatuar ve proliferatif fazlar i¢in gerekli olan makrofajlari, nétrofilleri, fibroblastlari,
endotelyal hiicreleri ve diiz kas hiicrelerini kendilerine ¢ekerler. Trombosit dokusundaki
fibrinojenden tiiretilen fibrin, gelen makrofajlar ve fibroblastlar i¢in bir matris goérevi

goriir (Morton & Phillips, 2016).

1.2.2. Enflamasyon
Enflamasyon basamag: travma gerceklestikten sonra dakikalar icerisinde

notrofillerin endoltelyuma yapismasi ile baglar. Notrofiller bakterilerin fagositozunu,
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matriks proteinlerinin degregasyonu ve diger makrofaj ve nétrofillerinin kendilerine
dogru cekilme olaymi ekstraseliiler boslukta gerceklestiriler ve bu bosluga gocii
kolaylastirmak icin elastaz ve kolajenaz kullanirlar. Makrofajlar akut iyilesme
siirecindeki en onemli hiicrelerdir Patojenik organizmalar1 pargalarlar ve graniilizasyon
doku gelisimi ve angiogenesisi uyarirlar. Makrofaj biiyiime faktorleri arasinda PDGF,
TGEF-B, fibroblast biiyiime faktorii, interlokin-1, interlokin-6 ve tiimor nekroz faktorii-o
bulunmaktadir. TGF-B, 6zellikle makrofajlarin uyarilmasi ve fibroblast fonksiyonunun,
kemotaksisin ve kolajen birikmesinin uyarilmasi agisindan énemlidir (Singh, Young, &

McNaught, 2017).

Hemostas ve Enflamasyon

Asgamalar Proliferasyon ve Cnarim

Remodelizasyon

| | | | [
i z 1 3 8 10 12 14 16 16
Faman (Giin)

Sekil 1.1. Doku onarmminin sematik gosterimi

1.2.3. Proliferasyon ve onarim

Proliferatif faz 4 ila 21. giin arasinda ortaya ¢ikar ve karakteristik olarak
anjiyogenez, hiicre dis1 matris (ECM) olusumu ve epitelizasyon goriiliir. ECM olusumu
trombosit degraniilasyonu ile baslar, ¢linkii PDGF proteoglikan ve kolajen olusumu i¢in
bir promotor gorevi goriir. Fibroblastlar PDGF uyarilarina cevap verip kolajen iiretmenin
yanisira yara kontraksyonunu uyarmak i¢in miyofibroblastlara doniistirler. Fibroblastlar
ayrica keratinositlerden epitelizasyonu uyaran keratinosit biiylime faktoriini (KGF)
salgilarlar ve endotel hiicreleri vaskiiler endotel biiyiime faktérii (VEGF) ve temel
fibroblast biiyiime faktoriinli olusturarak kan damarlarinin igce biiylimesini uyarirlar.

Normal yara iyilesmesi fizyolojisinin bir ayirt edici 6zelligi, yaklasik 21 giin sonunda



kolajen birikiminin maksimuma gelmesi ve birikimin durdurulmasidir (Childs & Murthy,

2017).

1.2.4. Remodelizasyon

Yara onariminin son asamasi olan yeniden modelleme yaralanmadan yaklasik
olarak 3 hafta sonra baslar ve bir yi1l veya daha uzun siirer. Bu asamada, yaralanmadan
sonra harekete gecirilen tiim siirecler azalir ve sona erer. Endotelyal hiicrelerin,
makrofajlarin ve miyofibroblastlarin ¢ogu, apoptosise (yani, programlanmis hiicre
Olimiine) ugrar veya yaradan uzaklasir ve yerlerini birkag¢ hiicre iceren ve ¢ogunlukla
kolajen ve diger hiicre dis1 matriks proteinlerinden olusan bir kiitleyi birakir. Epitelyal-
mezenkimal etkilesimler muhtemelen cilt biitiinliglinii ve homeostazi siirekli olarak
diizenler ve ciltte diger hiicre tiplerini korumak i¢in geri bildirim dongiileri olustururlar.
6-12 ay siiresince aseliiler matriks, Kolajen tip III’den baskin olan Kolajen tip I’e tekrar
sekillenir. Bu islem fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal hiicreler tarafindan salgilanan
matriks metalloproteinazlar tarafindan gergeklestirilir ve tamir edilen dokular1 giiclendirir

(Gurtner vd., 2008).

1.3. Yara Eksiidasyonu

Yara iyilesmesi siklikla yara iyilesmesinin tiim agamalarinda 6nemli rol oynayan
yara eksiidasyonuna yol agar. Yara sivisinin hacmi ve igerigi, yaranin iyilesme potansiyeli
ile iliskilidir. Yiiksek miktarda yara eksiidasi mikrobiyal biiylimeye ve dolayisiyla
enfeksiyona neden olabilir. Ayrica asir1 yara eksiidasi derinin maserasyonuna yol agabilir.
Yara ekstlidasinin fizikokimyasal 6zellikleri yaranin akut mu yoksa kronik mi oldugunu
gosterir ve yarada bulunan bakteri seviyesi hakkinda bilgi verir. Akut yaralarda bulunan
yara sivisi, normal seviyede proinflamatuar sitokinler, matriks metalloproteinazlar,
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri ve biliylime faktorleri ile karakterize edilirken,
kronik yaralar yiiksek miktarda proinflamatuar sitokinler ve matriks metalloproteinazlar
ve diisiik seviyede metalloproteinazlarin doku inhibitorleri ve biiylime faktorleri ile
karakterize edilir. Enfekte olmus yaralarda organizmalarin neden oldugu kokulu ve
iltihapli bir eksiida bulunur. Yukarida sayilan nedenlerden dolayi, yara iyilesmesi i¢in

yara eksilidasinin uygun yonetimi ¢ok 6nemlidir (Cutting, 2003).



1.4. Yara Sargisinda Kullanilan Materyaller ve Tarihg¢eleri

Yara, ister kiiciik bir kesik, isterse biiyiik bir yarik olsun diizgiin bir sekilde tedavi
edilmesi onemlidir ve tedavi siirecinin bir kismin1 yara sargisi igerir. Sargi, yara ile
dogrudan temas kuracak sekilde tasarlanir ve sarginin yara ylizeyinde kalmasini

saglayacak bandajlama ile karistirilmamalidir (Dhivya, Padma, & Santhinia, 2015).

Tarihsel olarak bilinen en eski yara bakimi milattan énce (MO) 2500 yilinda
mezapotamyada gorilmistiir. Kiflii ekmekler antibiyotik olarak kullanilmis ve
inflamasyon ve enfeksiyon goriildiigii zaman ¢esitli bitki ve mineraller kullanilmigtir.
Mezapotamyalilar bal ve recine ile sargilama yapmadan Once yarayr su ya da siit ile

yikamistir.

Antik Yunanistan’da, Hipokrat (460-370) yaranin bal, yag ve sarap ile tedavi
edilmesinden Once sarap ve sirke ile yitkanmasi gerektigini 6ne sunmustur. Ayrica suyun
ya da sarabin igerisinde kaynatilan yiin uygun bir bandaj malzemesi olarak kabul

edilmistir (Daunton et al., 2012).

18. ylizyila kadar ameliyat tibbin farkli ve saygin bir alan1 olarak goriillmemekteydi.
18. yiizyildan sonra cerrahiye verilen 6nem, 19. yiizyilda bulunan antibiyotiklerin
enfeksiyonlar1 kontrol altina almasi1 ve 6liim sayilarini azaltmasi, 20. ylizyilda modern

sargl materyallerinin ortaya ¢ikmasina olanak saglamistir (Queen et al., 2004).

1962 yilinda Winter’in kapali yaralarin acik yaralara gore epitelizasyon i¢in gegen
siirenin daha az oldugunu bulmas1 sargi materyallerinin gelistirilmesinde doniim noktasi
olmustur (Sarabahi, 2012; Winter, 1962). Yara bir sargi malzemesi ile kapatildiginda
proteinazlar, kemotatik komplementler ve biiylime faktorleri yaraya daha fazla etki
ederler. Sargilar fibroblast ve epitel hiicre goOciliniin uyarilmasi i¢in gerekli olan
elektrokimyasal uyarimlarin korunmasinda ve yarada meydana gelecek tramvalarin

engellenmesi i¢in fiziksel bariyer olarak kullanilmasinda bile etkilidir (Sarabahi, 2012).

1990’larin ortasindan giiniimiize kadar, hidrojeller, hidrokoloidler, alginatlar,
sentetik kopiikler, silikon kafesler, doku yapistiricilari, buhar gegirgen yapiskan filmler

ve giimiis / kolajen iceren gesitli sargi liriinleri ortaya ¢ikmistir (Shah, 2011).



1.5. ideal Bir Sargi Materyalindeki Olmasi Gereken Ozellikler
Ideal bir sarg1 yaraya 6zgii segilmelidir. Genel olarak bir sargida olmasi gereken

cesitli 6zellikler bulunmaktadir. Bunlar;
e Sargi nemli ortam saglamali veya nemli ortami korumalidir.
e Epidermal gocti arttirmalidir.
e Anjiyogenez ve bag dokusu sentezini tesvik etmelidir.
e Yarali doku ve ¢evre arasindaki gaz aligverisine izin vermelidir.
e Yara yatagindaki kan akisini iyilestirmek i¢in uygun doku sicakligini korumalidir.
e Bakteriyel enfeksiyona karsi koruma saglamalidir.
e Yaraya yapismamali ve iyilestikten sonra ¢ikarilmasi kolay olmalidir.

o Lokosit gociinii arttirmak ve enzim birikimini desteklemek i¢in debridman eylemi

saglamalidir.
e Steril olmali, toksik ve alerjik olmamalidir (Dhivya vd., 2015).

1.6. Yara Sargilarinin Siniflandirilmasi

Yara sargilar1 genel olarak geleneksel ve modern sargilar olarak ikiye ayrilirlar.
Geleneksel sargilar, hidrofilik pamuk, dogal ya da sentetik bandajlar ve gazli bezlerdir.
Modern sargilar ise hidrokolloidler, aljinat sargi, hidrofiberler, kopiik sargilar, yari
gecirgen film sargilar ve hidrojellerdir. Sargmin islevselligine (tikayici, emici vb.),
malzemenin tipine (kolajen, hidrojel vb.), ve liriiniin fiziksel formuna (jel, merhem vb.)
gore de smiflandirma yapilabilir. Ayrica yara ylizeyi ile dogrudan temas halinde olan
birincil sargilar, birincil sargilar1 rten ikincil sargilar ve ortada bir emici bolge ve
etrafindaki bir yapiskan kisimdan olusan ada sargilar olarak da siniflandirilabilir (Boateng
vd., 2008). Bu calismada yara sargilari, geleneksel, modern ve biyoaktif olarak

smiflandirilacaktir.

1.6.1. Geleneksel yara sargilari
Gazli bez, plaster, bandajlar (dogal veya sentetik) ve hidrofilik pamuk da dahil
olmak {izere geleneksel pansuman triinleri kuru yapilardir ve yaralarin kirlenmeden
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korunmasi i¢in birincil veya ikincil pansuman olarak kullanilir. Gazli bezler dokunmus
ya da dokunmamis pamuk, yapay ipek ya da polyesterden yapilir ve bakteriyel
enfeksiyonlara karsi bir ¢esit koruma saglar. Bazi gazli bezler, yapilarinda bulunan lifler
sayesinde acik yarada bulunan eksiida ve sivilarin emilmesine yardimci olurlar. Bu gazli
bezler saglikli dokuyu maserasyondan korumak i¢in siirekli degisim gerektirir. Ayrica
diisiik maliyetlidirler. Asir1 yara sivisina bagli olarak gazli bezler nemli hale gecerler. Bu
nemli hal yiliziinden yapiskanlik hali gozlenir ve yaradan uzaklastirilirken ac1 olustururlar.
Dogal pamuktan ve seliilozdan yapilan bandajlar ya da poliamid materyallerden yapilan
sentetik bandajlar islevsellik acisindan farklilik gosterirler. Genellikle geleneksel sargilar
hafif eksilida seviyesi gosteren kuru ve temiz yaralar i¢in ya da ikincil sargi materyali
olarak kullanilir. Geleneksel sargilar yaraya nemli ortam saglamakta basarisiz oldugu
icin, bunlarin yerini daha gelismis formiilasyonlara sahip modern sargilar almistir (Queen

vd., 2004).

1.6.2. Modern yara sargilari

Modern yara sargilart sadece yaranin {Ustiinii kapatmak yerine, yaranin
fonksiyonunu kolaylastirmak amactyla gelistirilmistir. Bu sargilarin temel amaci yaray1
dehidrasyondan korumak ve yara iyilesmesini desteklemektir. Yaranin nedenine ve tipine
bagli olarak, piyasada ¢ok sayida {irlin bulunmaktadir. Modern yara sargilar ¢ikis olarak
sentetik polimerlerdir ve pasif ve interaktif olarak siniflandirilabilirler. Pasif yara sargilari
gazli bez ve tiil sarg1 gibi tikayict olmayan yaranin iistiinii kapatan ve derinin tekrardan
islevselligini kazanmasina yardimci olan yapilardir. Interaktif sargilama ise kopiik,
hidrojel, film ve hidrokolloid formda bulunan yar1 tikayici ya da tikayici materyallerdir.
Bu sargilar bakterilerin yara ¢evresine girisine izin vermeyen bariyer gorevi goriirler

(Dhivya vd., 2015).

1.6.2.1. Hidrojel sargilama

Hidrojeller, ¢oziinebilir polimerlerin kimyasal veya fiziksel ¢apraz baglanmasiyla
tiretilen, biiyiik 6l¢tide hidrofilik makromolekiiler yapilardir. Fizyolojik ortamlara ytliksek
duyarlilik, hidrofilik doga, yumusak dokuya benzer su icerigi ve yeterli esneklik gibi
kendine 6zgii 6zelliklerinden dolay1 biyomedikal uygulamalar i¢in miikemmel adaylardir
(Kamoun, Kenawy, & Chen, 2017). Hidrojeller agirlik¢a yaklasik %90 su ve %10 dogal
veya sentetik polimerlerden olusurlar. Bu yiiksek su igerigi, kuru ve nekrotik yaralarin

tedavisi i¢in hidrojel sargilar1 diger sargilardan bir adim daha 6ne gecirmektedir (Koehler,
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Brandl, & Goepferich, 2018). Ayrica basing iilserleri, cerrahi yaralar, radyasyon
onkolojisi yaralar1 da dahil olmak iizere tim yaniklarda kullanilabilirler ve yeni

doganlarin derisi i¢in de sorun teskil etmezler (Vowden & Vowden, 2017).

Hidrojel pansumanlar yaygin olarak ii¢ bicimde bulunur: amorfjel, emdirilmis gazl
bez ve yaprak seklinde hidrojel. Hidrojeller, yara yatagini rehidre ederler, soguma
etkilerinden dolay1 agriy1 azaltirlar, yapiskan degildirler, olii bosluklar1 doldururlar,
uygulanmas1 ve c¢ikarilmast kolaydir (Ilenghoven vd., 2017). Ayrica gegirgen
yapilarindan dolay1r dokunun "nefes almasina" izin vermeyen, gaz halinde bulunan CO»,

O ve H20 degisimini de saglarlar (Koehler vd., 2018).

Frehner & Watts, (2016) herhangi bir teropatik katki olmadan hidrojel sargilamanin
yara iyilesmesini nasil etkiledigini derlemisler ve hidrojellerin avantajlarini kanitlariyla

sunmuglardir. Bu ¢aligmaya gore hidrojeller;

1. Graniilasyon ve epitelizasyonu kolaylastirmak i¢in nemli bir yara yatagi
olusumunu tesvik ederler ve nemli bir yara yatagi olusturmak icin kuru

yaralar1 rehidre ederler.

2. Amorf hidrojel sargilarin uyumlu 6zellikleri, kiiclik yaralarda sargi ve yara
yatagi arasindaki temasit en ist diizeye c¢ikarir. Bu durum, bakterilerin

gelisebilecegi yaranin i¢inde 6lii alan olusumunu azaltir.

3. Hidrojelin tiirii ve tutarlilifina bagl olarak, sargi, enfekte olmayan yaralarda

birkag¢ gilin boyunca yerinde birakilabilir.

4. Seffaf hidrojeller sargiyr rahatsiz etmeden yaranin gozlemlenebilmesine
olanak saglar.

5. Hidrojel kurumadikga, yara ve etrafindaki dokulardan zarar vermeden kolayca
uzaklastirilabilir.

6. Hidrojelin nemli yapis1 ve igerdigi yiiksek su oranindan dolay1 sagladig

sogutma etkisi sayesinde aciy1 azaltir.

1.6.2.2. Aljinat sargilama
Alginatlar, basta Laminaria, Macrocystis ve Ascophyllum olmak tizere ¢esitli deniz

yosunu cinslerinden elde edilen, mannuronik ve guluronik asit birimleri igeren yapilardir.
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Aljinat sargilama bu yapilarinin kalsiyum ya da sodyum tuzlarindan elde edilen emici ve
biyo-bozunabilir yapiya sahiptirler. Yiiksek emici 6zelligi, bakteriyal kontaminasyonu
engelleyen ve yara eksiidasini sinirlayan giiclii hidrofilik jel formasyonlar1 sayesindedir
(Thomas, 2000). Aljinat yara ortiileri yaraya uygulandiginda, aljinatta bulunan iyonlar
koruyucu bir film olusturmak {izere kanla degistirilir. Aljinat sargilama asir1 akintili
yaralar i¢in uygundur fakat kuru yara, iigiincii derecede yanik ve kemigin acikta kaldig:
yaralar i¢in uygun degildir. Ayrica bu sargilalar ikincil bir sargi malzemesi

gerektirmektedir ¢linkii yaray1 dehidre ederler (Clark, 2012).

1.6.2.3. Kopiik sargilama

Kopiik sargilar hidrofilik ya da hidrofobik yapida olan, bakterilere kars1 bir bariyer
sistemi bulunan yargi gegirgen yapilardir. Poliiiretan ya da silikon bazli bu yapilar yara
eksiidasinin ¢ok fazla oldugu durumlarla miicadele etmek icin uygundurlar. Yaraya 1s1
yalitimi saglarlar, nemli bir yara ortami olustururlar, yapiskan degildirler ve yaradan

uzaklastirma sirasinda yaraya zarar vermezler (Atkin, Stephenson, & Bateman, 2015).

Politiretan kopiikler iki ya da ii¢ katmandan olusan, yara ile temas eden hidrofilik
yiizey ve hidrofobik destek kisimdan olusan olduk¢a emici yapilardir. Hidrofilik yiizey
yara eksiidasinin homojen dagilimini kolaylastirir ve yar1 gegirgen katman sayesinde dis

sizinty1 Onler (Fogh & Nielsen, 2015).

Silikon kopiikler karistirildiklarinda kopiige dontigsebilen ve yaranin sekline uymak
icin genisleyebilen iki esnek silikon polimerinden meydana gelirler. Silikon kdpiiklerin
en bliylik avantaji eksiiday1 tutma kabiliyetidir. Ayrica, silikon kopilik sargilar yara
cevresindeki bolgeyi daha fazla hasardan korurlar (Fogh & Nielsen, 2015).

1.6.2.4. Hidrokolloid sargilama

Hidrokolloidler dista politiretan tabaka ve i¢ tarafta jelatin, pektin ya da karboksi-
metilseliilozdan olugan, yara yatagi icin ideal nemli ¢evreyi saglayan, yara eksiidasini
kontrol eden otolitik debrimani kolaylastiran, aciy1 azaltan ve dis mikroorganizmalara
kars1 koruyucu bariyer saglayan emici yapida yara sargi materyalleridir. Hidrojeller gibi,
hidrokolloidler minimum ila orta derecede akintiy1 emebilir ve kismi veya tam kalinlikta
akut ve kronik yaralar i¢in kullanimi uygundur. Tikayici 6zellikte olduklari igin
hidrokolloid yara ortiileri yaraya su, oksijen ya da bakterinin girmesine izin vermez (Pott

vd., 2014).
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Hidrojellerde oldugu gibi hidrokolloidler yaranin graniiliizasyonuna ya da
epitelizasyonuna yardimer olurlar. Fakat tikayici yapilar yiiziinden yara ya da etrafindaki
doku enfekte olmussa ya da diyabetik ayak iilseri gibi hastaliklarda kullanilmaz
(Czemplik, Kulma, & Szopa, 2013).

1.6.2.5. Hidrofiber sargilama

Hidrofiber, igneleme islemi ile bir arada tutulan bir bez formunda bulunan sodyum-
karboksimetilseliilozdan olugsan yumusak, steril, dokunmamis bir tampon veya serit sargi
olarak tanimlanir. Bu uyumlu malzeme yiiksek miktarda yara sivisin1 emebilir. Daha
sonra viicudun iyilesme siirecini desteklemek i¢in nemli bir ortam olusturan yumusak bir
jele doniisiir. Ayrica yeni olusan dokuya zarar vermeden Olii dokunun yaradan

uzaklagtirilmasina yardimer1 olur (Richetta vd., 2011).

Hidrofiber sargilar asir1 derecede akintili akut ve kronik yaralar i¢in kullanilabilirler

ve agagida gosterildigi gibi katki saglarlar;

e lyilesmeyi desteklemek igin nemli bir yara ortami saglamak
e Miikemmel emme ve siviy1 hapsetme kapasitesi

e Sargmin ¢ikartilmasinda azaltilmis ¢apraz kontaminasyon

e Dengeli inflamatuar yanit

e Yarayi ¢evreleyen deri i¢in koruma

e Azaltimig maserasyon (Ag, 1997).

1.6.2.6. Yari-gecirgen film sargilar

Yar1 gecirgen filmler, yara yonetimindeki ilk 6nemli ilerlemelerden biridir ve
yaralarin sargilanmasi i¢in biiyiik degisikliklere neden oldular. Hipoalerjenik akrilik
yapistirict ile kaplanmis politiretan steril plastik tabakalardan olusurlar ve esas olarak
seffaf bir birincil yara Ortiisii olarak kullanilirlar. Sivilar ve bakterilere kars1 gegirgen
olmamalarina ragmen, hava ve su buharina kars1 gecirgendirler. Bu gecirgenlik markadan
markaya degiskenlik gosteren nem ve buhar iletim oranina baglhidir. Bu mekanizma
sayesinde film sargilar nemli bir yara ortami olusturur. Yar1 gegirgen film sargilar cok
esnektirler. Bu ozellikleri sayesinde eklemler gibi zor anatomik bolgelerde bulunan

yaralar i¢in 1yi birer se¢imdirler. Fakat bu sargilar, yiiksek miktarda yara eksiidasi ile bas
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edememektedir ve dikkatsizce kullanimda yara yatagini ¢evreleyen deride maserasyona

neden olurlar (Jones, 2006).

1.6.3. Biyoaktif sargilar

Modern yara sargisinin son tiirii biyoaktif sargidir ve iyilesme siirecinde énemli rol
oynayan biyomateryallerden iretilir. Bu pansumanlar biyo-uyumluluklari, biyo-
bozunabilirlikleri ve toksik olmayan dogalari ile bilinirler ve genellikle dogal dokulardan
veya kolajen, hyaltironik asit (HA), kitosan, aljinat ve elastin gibi yapay kaynaklardan
elde edilir. Bu malzemelerin polimerleri, yaranin niteligine ve tipine bagl olarak tek
baslarina veya kombinasyon halinde kullanilirlar. Biyoaktif sargilar bazen yara iyilesme
siirecini hizlandirmak amaci1 ile biliylime faktorleri ve antimikrobiyaller ile

birlestirilebilirler (Dhivya vd., 2015).

Biiyiik bir yapisal protein olan kolajen, fibroblast olusumunu baslatir ve yara
dokusu ile temas ettiginde endotel gogilinii hizlandirir. HA, benzersiz biyolojik ve
fizikokimyasal oOzelliklere sahip, ekstraseliiler matrikste (ECM) bulunan bir
glikozaminoglikan bilesenidir. Kolajene benzer sekilde islev gosteren HA ayrica
biyouyumlu, biyobozunabilir ve dogal olarak immiinojenesiteden yoksundur. Kitosan,
yara iyilesmesinin proliferatif agsamasinda graniilasyon dokusunun olusumunu tesvik
eder. Diger pansumanlarla karsilastirildiginda, biyolojik pansumanlarin diger pansuman

tiplerinden daha iistiin oldugu bildirilmistir (Dhivya vd., 2015).

1.7. Kolajen

Kolajen, ti¢lii sarmal yapida bulunan ve ii¢ polipeptit zincirinden olusan tim
hayvanlarin viicudunda bulunan yapisal proteindir. Insanlarda toplam proteinin {igte birini
olustururken cildin kuru agirhiginin doértte iiclinii olusturur ve ECM’nin en yaygin
bilesenidir (Shoulders & Raines, 2009). Kolajenler tiim bag dokularinin ana yapisal
elemanidir. Ayrica hemen hemen tiim parankimal organlarin interstisyel dokusunda
bulunurlar. Burada dokular ve organlarin stabilitesine katkida bulunur ve yapisal
biitiinliiklerini korurlar. Ayrica hiicresel cevrede dnemli islevleri yerine getirir ve biiylime
faktorleri gibi hiicresel aracilarin depolanmasi ve serbest birakilmasinda yer alir.
Integrinler, diskoidin domain reseptorler, glikoprotein VI ve dzel proteoglikan reseptdrler
kolajenlerle etkilesime girerek adezyon, farklilagsma, biiylime, hiicrelerin hayatta kalmasi

gibi olaylara olanak saglar. Ayrica biyobozunabilir olmalari, diisiik immiiniteye sahip
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olmalar1 ve yliksek miktarda saflastirilmaya olanak saglamalari, tip, kozmetik ve gida

sanayisinde kolajenlerin kullaniminin 6niinti agmistir (Gelse, Poschl, & Aigner, 2003).

1.7.1. Kolajenin yapisi

En temel diizeyde kolajen, li¢ polipeptit a zincirinin birbirine yakin bir sekilde
paketlenmesiyle olusan essiz sag sarmal yapidir (Sekil 1.2). Uclii sarmal yapida bulunan
kolajen molekiiliiniin her iki ucunda sarmal olmayan bir bolge (telopeptit) bulunur.
Kolajen molekiiniin polipeptit zinciri her tiglincii pozisyonda bir glisin (Gly) igeren Gly-
X-Y tekrar1 olarak basitlestirilebilir. X ve Y amino asitleri farkli olabilir ama genellikle

sirasiyla %28 prolin ve % 38 4-hidroksiprolindir (Andriotis vd., 2015).

N2 . N1
N3
&) ‘(,,
04 ) ok Hyp
* 8 N1 N2 N3
& P Gly Gly Pro.., Hyp

pfoxi; .. Hyp = GIY

: ') Hyp TGy _ _Pro
o, Pro b i f

(%) Gly Pro Hyp

...... (o] c2 c3

Sekil 1.2. Kolajen iiclii sarmalin genel yapuisi. (a) Uclii sarmalin kristal yapisi. (b) Top ¢ubuk modeli ile
doniis acisinin gosterilmesi. (c¢) Her bir birimdeki hidrojen baglari.

Ucglii sarmalin kararlilig: her {igiincii rezidiide bulunan glisin, yiiksek prolin ve
hidroksiprolin igerigi, zincirler aras1 hidrojen baglari, lizin ve aspartat igeren elektrostatik

etkilesimler ile saglanir (Ricard-Blum, 2011)

1.7.2. Kolajen ailesi

Tiim kolajen tipleri yapilarina, fonksiyonlarina ve biiytikliikliilerine gore farklilik
gosterirler. Bugiine kadar 28 farkli kolajen molekiilii tantmlanmistir. Bunlar yapilarina ve
supramolekiiler organizasyonlarina gore fibril olusturan kolajenler (Kolajen tip 1, II, III,
V, ve XI), bazal membran kolajenleri ( Kolajen tip IV), mikrofibriler kolajenler (Kolajen
tip VI), tutundurucu kolajenler (Kolajen tip VII), hekzagonal ag olusturan kolajenler
(Kolajen tip VIII ve X), FACIT kolajenler (Kolajen tip IX, XII, XIV, XIX, XX ve XXI),
Transmembran kolajenler (Kolajen tip XIII ve XVII), Multiplenksiler (Kolajen tip XV,
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XVI ve XVIII) ve digerleri (Kolajen tip XXVIII) olarak siniflandirilirlar (Fratzl, 2008)
(Tablo 1.1).

Tablo 1. 1. Kolajen ailesi iiyeleri

Kolajen Ailesi Uyeler

Fibril Olusturan Kolajenler Kolajen tip I, IT, III, V, XI, XXIV ve XXVII

FACIT kolajen Kolajen tip IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX,
XXI ve XXII

Mikrofibriler Kolajen Kolajen tip VI

Bazal Membran Kollajen Kolajen tip IV

Kisa Zincirli Kolajenler Kolajen Tip VIII ve X

Transmembran Kolajenler Kolajen tip XIII, XVII, XXIII ve XXV

Tutundurucu Kolajen Kolajen tip VII

Multiplenksiler Kolajen tip XV, XVI ve XVIII

Diger Kolajenler Kolajen tip XX VIII

Fibril olusturan kolajenler, toplam kolajenin %90'1n1 olusturan en biiyiik ve en genis
kolajen familyasidir. Tip I ve V kolajen fibrilleri, kemik yapisinda onemli bir rol
oynarlarken, kolajen tip II ve XI esas olarak, kikirdak matrisinin bir parcasidir. Kolajenin
gerilme direnci ve burulma karakliligr o6zellikleri, bu dokularin stabilitesini ve
biitiinligiinii etkiler (Rest vd., 1997). Kolajen tip IV bazal membranda bulanan ve bu
membranin en dnemli yapisal bilesigidir (Ricard-Blum, 2011). Kolajen VI, distilfit ¢apraz
baglar1 iceren ve bu baglar ile hiicreleri ve diger kolajen molekiillerini birbirine baglayan
ince-boncuklu filamentlerin agina katkida bulunan bir mikrofibriler kolajendir (Gelse et
al., 2003). Kolajen tip VII tutundurucu fibrillerinin ana bilesenidir, bazal membran ile
iligkili yapilardir ve dermisin epidermise dogru sekilde baglanmasi i¢in gereklidirler
(Dayal et al., 2014). Kolajen tip VIII ve X kisa zincirli kolajenlerdir. Kolajen tip VIII
endotel hiicrelerinin alt kisminda bulunur, kolajen X kemiklesme sirasinda ise kikirdagin
hipertropik bolgesinde bulunur (Knupp & Squire, 2005). FACIT kolajenleri tek baglarina
fibril olusturamazlar fakat kolajen fibrillerinin yiizeyleri ile iliskilidirler (Ricard-Blum,

2011).

1.8. Tirozinaz

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) ¢ok fonksiyonlu bakir i¢ceren farkli organizmalarda cesitli
fizyolojik roller oynayan bir enzimdir. Tirozinaz fenollerin o-hidroksilasyonunu saglayan
daha sonra iriin olarak ortamda bulunan o-difenolleri oksidasyon ile o-kinonlara
dontistiiren bakir igeren tek enzimdir (Sekil 1.3). Mantar ve omurgalilarda, melanin

pigmentinin tirozinden olusumundaki ilk basamag: katalizler. Bitkilerde doku hasari
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sirasinda meydana gelen esmerlesme sirasinda bitkileri oksitler. Bir diger olasi rolii ise
yaralar1 boceklerden ve bakterilerden korumaktir. Ayrica boceklerde deri degistirme
siirecine dahil olur ve deniz canlilarinin bir yere kendini tutturmasinda aktif rol oynar

(Haghbeen, Jazii, & Karkhane, 2004).

Tn\)zn.\az COCH Tmzmz ocH
NH,

Tirozm DOPA kinon

H .f +CQ, cooH, Oy COO“‘
= NH

5.6-Dihidroksiindol DOPA krom Liko-DOPA krom

Melanin - protein

Sekil 1.3. Tirozinin son iiriin melanine kadar doniisiimii

Bu zamana kadar tirozinaz kaynagi olarak, yenilebilen mantarlar, g¢iiriikgiil
mantarlar, filementdz mantarlar, elma, patates, muz, avakado, sicilya domatesi, patlican,

ayva ve hatta yesil hindistan cevizi suyu kullanilmistir (Velichkova, 2015).

1.8.1. Mantar tirozinaz

Mantar tirozinaz, ticari olarak bulundugu ic¢in ve ucuz olmasindan dolay
aragtirmacilar arasinda ¢ok popiilerdir. Ayrica bu enzimin 6zelligini arastirmak i¢in kolay
araglar vardir. Mantarlar arasinda Agaricus bisporus diinya ¢apinda en cok tiiketilen
tiirdiir. Bu nedenle arastirmalarin ¢ogu bu tiir lizerinde yogunlasmistir. Kiltiir
mantarindan (Agaricus bisporus) elde edilen tirozinaz heterotetramer yapida olan 2 agir
zincir ve 2 hafif zincir igeren 120 kilodalton (kDa) boyutunda proteindir. Tirozinaz
enzimi 3 farkli bolge igerir. Merkezde bulunan bolge iki bakir-baglama bolgesi igerir. Bu
bolge tarafindan tutulan bakirlar, enzimin aktif bolgesine korunmus alt1 histidin rezidiisii

sayesinde baglanir (Seo, Sharma, & Sharma, 2003).
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Tirozinaz enzimi sayesinde fenollerin o-difenollere donlismesi olduke¢a cekici bir
katalitik yetenektir. Bu yiizden ilag ya da ilag benzeri katekol {iriinlerin tirozinaz
kullanilarak doniistiiriilmesi bu enzimi biyoteknolojik uygulamalar i¢in dikkat ¢ekici bir

hale getirmistir. Bunun en biiyiik 6rnegi L-DOPA'dir (Zaidi, Ali, & Ali, 2014).

1.9. Uc Boyutlu (3B) Biyoyazic1 ve Yara Iyilesmesi

Biyobaskilama, kompleks 3B yapilarda yasayan hiicreleri, biyomateryalleri ve
faktorleri biriktirebilen bir katk: iiretim teknolojisidir. Katman katman baski islemi ile
yapilarin {iretilmesi i¢in bilgisayar kontrollii bir 3B yazic1 kullanilarak yiiksek derecede

esneklik ve tekrarlanabilirlik saglar. Biyobaskilama genellikle asagidaki ii¢ adimi igerir;

1. Model tanimlama ve malzeme se¢imi i¢in doku ve organlarin dogru
bilgilerinim toplanmasi.

2. Yaziciyr dokular1 basacak sekilde kontrol etmek i¢in bilginin elektrik
sinyaline aktarilmasi.

3. [Istikrarl bir yap1 olusturulmas: (He vd., 2018).

Glintimiizde yaygin olarak kullanilan bir¢ok biyo-yazici teknolojisi bulunmaktadir
Bunlarda en c¢ok kullanilanlar1 Miirekkep piiskiirtmeli baski, Ekstriizyon bazli baski,
Lazer destekli baski ve Digital Light Processing (DLP) tabanli baskidir. Aralarindaki
farkliliklar tablo 1.2°de gosterildigi gibidir.

Tablo 1. 2. Cesitli biyo-yazici teknolojileri

Miirekkep Ekstriizyon bazh Lazer destekli | DLP tabanh
piiskiirtmeli baski baski baski baski
Yazma iglemi | Dizisel Dizisel Dizisel Paralel ve
(damla damla) (satir satir) (nokta nokta) durmaksizin
Yazma Hiz1 Orta Yavas Orta Hizli
Coziinirlik 50 pm 5 um <500 nm I pm
Hiicre > %85 %40-80 > %85 %85-95
Canlilig1
Materyal Sicaklik/pH/1518a Sicaklik/Isiga duyarli | Isiga duyarl Isiga duyarh
Secimi duyarli
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Yara iyilesmesi birka¢ farkli asama ve bir dizi hiicre ve sitokin i¢eren karmagik bir
prosediirdiir. Bu asamalar1 kolaylastirmak icin, seliiloz, aljinat, kolajen kitin, HA ve

digerleri gibi bir dizi dogal biyomateryal gelistirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Geregler
Deneylerin gergeklestirilmesinde Tablo 2.1° de verilen cihaz ve sarf malzemeleri

kullanilmustir.

Tablo 2.1. Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler listesi

Cihazlar ve Sarf Malzemeleri Firma, Ulke

+4 Buzdolabi Liebherr, Medline, Almanya
-20 Buzdolab1 Liebherr, Medline, Almanya
Calkalayici Thermo, Amerika

Doner Buharlastirict (R-300) Biichi Rotavapor, Isvigre
Mikroplaka Okuyucu BioTek Synergy H1, Amerika
Etiv Innovens, Jouan, Amerika
FT-IR Spektrofotometre (Spectrum 100) PerkinElmer,

3D Bioplotter TM system EnvisionTEC, 4th generation, Ispanya
Kiigiik Santrifiij Hettich, Almanya

Liyofilizator Labconco, Freezone, Amerika
Manyetik Karistirici Jeio Tech, Lab Companion, Amerika
Mikropipet Uglari Isolab, Almanya

Santrifij Sigma, Amerika

pH Metre (H1 2211 pH/ORP) Hanna, Amerika

Pipetor Brand, Transferpette, Almanya
Hassas Terazi Ohaus, Pioneer, Amerika
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Zeiss Ultra Plus, Almanya

CD Spectrometre Chirascan™.-Plus, ingiltere
Ultrasonik Su Banyosu Lab Companion, Amerika
Vorteks Stuart, ingiltere

2.2. Yontem

2.2.1. Kolajen izolasyonu

Biitiin preparatif prosediirler siirekli olarak 4°C’de manyetik karistirict ile
gerceklestirilmistir. Kolajenin koyun derisinden izolasyonu i¢in olan gerekli olan
yontemler asagidaki asamalardan olusur; koyun derisinin hazirlanmasi, kolajen olmayan
dokunun ortamdan uzaklastirilmasi, kolajen ekstraksiyonu, kolajenin santrifiijlenmesi ve

coktiiriilmesi, tuzun uzaklastirilmasi ve kolajen karakterizasyonu.
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2.2.1.1. Koyun derisinin hazirlanmasi

Kolajen kaynagi olarak kullanilacak olan koyun derisi yerel mezbahaneden temin
edilmistir. Laboratuvar ortamina getirilene kadar 4°C’de soguk zincir ile tasinmis,
laboratuvarda kullanilana kadar ise -20 °C’de muhafaza edilmistir. Deri kir ve pislikten
arindirilmak i¢in su ile iyice yikanmistir. Kil ve yagin deriden uzaklastirilmasi icin jilet
kullanilmistir. Pislikten arindirilan, kil ve yagi uzaklastirilan deri makas yardimi ile 1x1
cm boyutlarina getirilmistir. Laboratuvar terazisi ile tartilan deriden 50 g saflastirilma
islemleri i¢in ayirilmis ve -80°C’de 1 saat bekletilmistir. Daha sonra blender yardimu ile

pargalanmasi saglanmaistir.

2.2.1.2. Kolajen olmayan dokunun ortamdan uzaklastirilmast

Blender ile pargalanin deri pargalart 1 L’lik behere alinarak tizerine 500 mL 0,1 M
NaOH cozeltisi eklenmis ve 4°C’de 2 giin karigmaya birakilmigtir. Her 24 saatte NaOH
cozeltisi ortamdan uzaklastirilip yerine yeni ¢ozelti eklenmistir. 2. giinlin sonunda deri
¢ozeltisi 125 mm filtre kullanilarak siiziilmiistiir. Daha sonra deri, pH nétral seviyeye
gelene kadar 4 kere 500 mL soguk distile su ile yikanmis ve her yikama sirasinda pH

Olctiimii gergeklestirilmistir.

Yikama isleminden sonra, yagin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in deri 1 L’lik temiz
bir behere alinarak iizerine 500 mL %10 biitil alkol(v/v) eklenmis ve 24 saat karismaya
birakilmistir. 24 saat sonunda biitil alkol ortamdan uzaklastirilarak deri tekrardan 500 mL
%10 biitil alkol ¢ozeltisi ile 24 saat muamele edilmistir. 2 gliniin sonunda deri 125 mm
filtre kagid1 kullanilarak siliziilmiis ve alkoliin ortamdan tamamen uzaklastirilmast i¢in 2

L soguk distile su ile yitkanmugtir.

2.2.1.3. Kolajen ekstraksyonu
1 L’lik temiz behere alinan deri ¢ozeltisi tizerine 500 mL 0.5 M asetik asit ¢ozeltisi
ve %0,1 pepsin (v/w) eklenerek 6 giin karigmaya birakilmistir. 6 giiniin sonunda viskoz

bir goriintiiye sahip olan karisim alinarak sonraki igslemlere gecilmistir.

2.2.1.4. Kolajenin santrifiijlenmesi ve ¢oktiiriilmesi

Altinc1 gliniin sonunda ¢ozelti 125 mm filtre kullanilarak siiziilerek ¢okelti kismi
uzaklastirilmis ve 420 mL siiziintii falcon tiiplerine alinarak 12000 rpm 4°C’de 1 saat
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist faz toplanmis ve miktar1 320 mL olarak

belirlenmistir. Coktlirme islemi i¢in son hacim 0,9 M olacak sekilde 20.007 g NaCl
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eklenmis ve ¢ozelti 4 °C’de 30 dakika bekletilmistir. 30 dakikanin sonunda goriiniir hale
gelen kolajen fibrilleri 12000 rpm 4°C’de 1 saat santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda iist faz uzaklastirilarak peletlerin bir araya getirilmesi
saglanmistir. Peletler 60 mL 0,5 M asetik asit igerisinde 30 dakika vorteks kullanilarak

¢Ozilinmesi saglanmistir.

2.2.1.5. Tuzun uzaklastirilmasi

Tuzun ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 50k Amicon Ultra-15 santrifiij filtresi
kullanilmistir. 4 farkli tiipe alinan kolajen ¢ozeltisi 4000 rpm 4 °C’de 1 saat boyunca
santrifiij edilmis, her santrifiijiin sonunda alt fazin iletkenlik degeri microsiemens
cinsinden Ol¢iilmiis ve grafik ¢izilmistir. 6 saatin sonunda 60 mL kolajen 6rnegi
karakterizasyon islemlerinin yapilmasi i¢in 100 mL beher igerisinde alinmis ve 4°C’ye

kaldirtlmistir.

2.2.2. Kolajen karakterizasyonu

Kolajen karakterizasyon islemleri, Sirius red ile kolajen miktar tayini, Fourier
Doéniisiim Kizilotesi- Attenuated Total Relectance (FTIR-ATR) ile fonksiyonel grup
tayini, Farkli pH ve NaCl derisimlerinde ¢0ziiniirliik testi, Dairesel dikroizm spektrumu
(CD spektrumu) ile ikincil yap1 analizi ve Sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-Page) ile boyut analizi seklinde gergeklestirilmistir.

2.2.2.1. Sirius red kolajen miktar tayini

Siruis red kolajen miktar tayini Keira vd., (Keira, Ferreira, Gragnani, Duarte, &
Barbosa, 2004) uyguladigi metoda gore gerceklestirilmistir. Farkli derisimlerde (0,8
mgmL'l, 0,6 mgmL'l, 0,4 mgmL'l, 0,2 mgmL‘1 ve 0,1 mgmL‘l) kolajen 0,5 M asetik asit
igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Kor olarak sadece 0,5 M asetik asit kullanilmigstir. Direct Red
80 sirius red boyas1 son derisim 50 uM (69 pgmL™) olacak sekilde 5 ml 0,5 M asetik asit

igerisinde ¢ozdiirilmiistiir.

Farkli ependorf tiiplerine alinan 100 pL kolajen ¢ozeltisi iizerine 1 mL sirius red
boyasi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda beklasetilmis, 30 dakikanin sonunda 30.000
g’de 30 dak. santrifiij edilmistir. Ust fazdan 200 pl 6rnek almarak 540 nm’de okuma
islemi yapilmistir. Okuma sonucunda kalibrasyon egrisi ¢izilerek y= 0.0009x + 0.0566
(R?=0.9982) denklemi elde edilmistir. Bu denklem koyun derisinden elde edilen kolajen
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miktarini hesaplamak i¢in kullanilmistir. Koyun derisinden elde edilen kolajen miktarini
hesaplamak i¢in ornek 1:1 oraninda 0,5 M asetik asit ile seyreltilmis ve yukaridaki

yontem kullanilarak 540 nm’de 6lgiilmiistiir.

2.2.2.2. FTIR-ATR analizi

FTIR-ATR ile fonksyonel grup analizi i¢in 5 mL kolajen ¢ozeltisinin ¢oziiclisii
liyafilizator kullanilarak uzaklastirilmistir. Kati1 hale gelen kolajen bistiiri yardimiyla
yaklagik olarak 0,2 mm kalinliginda kesilmis ve ATR bagligina yerlestirilmis 400-4000

cm! araliginda 6l¢iim alinmustir.

2.2.2.3. Uv-Vis spektroskopisi
1:100 oraninda 0,5 M asetik asit ile seyreltilen kolajen 6rnegi 200-800 nm dalga

boylar1 arasinda 6l¢tilmiistir.

2.2.2.4. Farkli pH ve NaCl derisimlerinde ¢oziiniirliik testi

Koyun derisinden izole edilen kolajenin farkli pH ve NaCl derisimlerinde
¢Oziiniirliigliniin dlgtilmesi Montero vd., (1991) gelistirdigi yontemde ufak degisiklikler
yapilarak gergeklestirilmistir.

0,5 M asetik asit icerisinde ¢oziilmiis 5 mL kolajen (1,6 mgmL™) ¢ozeltisi bir
behere almmustir. Uzerine 1 M HCI ya da 1 M NaOH, pH’1 istenilen seviyeye (1-10)
getirmek i¢in eklenmis ve son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Manyetik
karistiric1 altinda 4°C’de 30 dak karismaya birakildiktan sonra 20000 g 4°C’de 30 dak
santrifiij edlmistir. Santriflij isleminden sonra siipernatant alinarak sirius red ile kolajen

miktar tayini yapilmis ve grafik ¢izilmistir.

0,5 M asetik asit ierisinde ¢oziilmiis 5 ml kolajen (1,6 mgmL') ¢cozeltisi icerisine,
farkli derisimlerde (%0, %2, %4, %6, %8, %10 ve %12 (w/v)) 5 ml 0,5 M asetik asit
igerisinde ¢ozdiriilmiis NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim 4°C’de manyetik karistiric
altinda karigmaya birakilmis ve 30 dakikanin sonuda 20.000 g 4°C’de 30 dak santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme igleminin ardindan siipernatant alinarak sirius red ile kolajen

miktar tayini yapilmig ve grafik ¢izilmistir.

2.2.2.5. CD spektrum analizi
CD spektrum analizi Chirascan™-Plus CD Spectrometer ve Pro-Data™ Software

Suite (her ikisi de Applied Photophysics Ltd, Leatherhead,) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. CD
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spektumu 180-300 nm araliginda, 20 nm bant genisigi ile oda sicakliginda 0.1mm Hellma
Analytics quartz kiivet kullanilarak kaydedilmistir. Kolajen érnegi 0.1 mgmL! olacak

sekilde 0.5 M asetik asit ile seyreltilmistir ve daha sonra 6l¢lim alinmistir.

2.2.2.6. SDS-PAGE jel elektroforezi

Koyun derisinden elde edilen kolajen Orneginin boyut analizi ve safliinin
belirlenmesi i¢cin Laemmli, (1970) metodu kullanilmistir. Bu ¢alismada, %7,5’lik ayirma
ve %4’lik ylikleme jeli kullanilmigtir (Tablo 2.2). 10 pL. kolajen 6rnegi 14 pL 0,5 M
asetik asit ile seyreltilmis ve lizerinde 8 pLL 4x SDS-page yiikleme boyasi eklenmistir. 95
°C’de 5 dak. 1sitilan 6rneklerden 25 pL alinip kuyucuklara yiiklenmistir. Ayirma jeline
gelene kadar sistemden 90 volt (V) akim gegirilmis, ayirma jeline geldikten sonra akim
150 volta yiikseltilmistir. Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel 3 saat fiksatif
icerisine alinmig ve 100 rpm’de c¢alkalanmaya birakilmistir. 3 saatin sonunda fiksatif
ortamdan uzaklastirllmis ve boya ¢ozeltisi eklenerek 1 gece 100 rpm’de ¢alkalanarak
boyamaya birakilmistir. Boya c¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildiktan sonra tekrardan
fiksatif eklenip 30 dak. calkalanmaya birakilmistir. 30 dak.’nin sonucunda fiksatif
ortamdan uzaklastirilip, ortama yikama c¢dzeltisi eklenmis ve bantlar agilana kadar

karismaya birakilmistir. Bantlar agildiktan sonra fotograflari ¢ekilmistir.

Tablo 2. 2. Kolajen i¢in kullanilan SDS-page jelinin icerigi

%7,5 Ayirma Jeli
Bilesen Miktar
H,O 4,9 mL
Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 2,5mL
1,5 M Tris(pH=8,8) 2,5mL
%10 (w/v) SDS 0,1 mL
%10 (w/v) amonyumpersiilfat (APS) 50 uL
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 5uL

%4 Yiikleme Jeli
Bilesen Miktar
H>O 3 mL
Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 0,66 mL
0,5 M Tris-HCI (pH=6,8) 1,26 mL
% 10 (w/v) SDS 50 uL
%10 APS 25 uLL
TEMED 3 uL
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2.2.3. Tirozinaz kismi saflagtirilmasi
Tirozinaz kaynagi olarak kullanilacak olan kiiltiir mantar1 (Agaricus bisporus) yerel
marketten temin edilmistir. Tirozinaz saflastirilmas1 Haghbeen vd., (2004) tarafindan

gelistirilen yontemin modifiye edilmesiyle ger¢eklestirilmistir.

2.2.3.1. Mantar ekstraksiyonu

Yerel marketten alinan mantardan 30,305 gram tartilarak ekstraksiyon dncesi dis
kaynakli kontaminasyonu 6nlemek i¢in 1 L saf su ile iyice yikanmigtir. Yikama isleminin
ardindan -80°C’de 1 saat bekletilmis ve daha sonra blender yardimiyla pargalanmistir.
Ekstrakt temiz bir behere alinarak tizerine 1 mM PMSF iceren 50 mL Tris-HCI (25 mM,
pH 5.8) tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 30 dak. karigmaya birakilmistir.
Karigmanin ardindan 13,500 g 4°C’de 30 dak. santrifiij edilmis ve list faz alinip amonyum
stilfat ¢oktiirmesi islemine gegilmistir. Her basamaktan sonra 1 mL 6rnek aktivite tayini,

SDS-Page ve miktar tayini deneyleri i¢in ayrilmistir.

2.2.3.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Bu calismada %35 ve %70 olmak iizere iki kademeli amonyum siilfat ¢oktiirmesi
uygulanmustir (Wingfield, 2016). Oncelikle 11,780 g (NH4)2SO4 tartilip siipernatant
lizerine yavas yavas ilave edilerek buz altinda 2 saat karigmaya birakilmistir. 2 saatin
sonunda 15000g’de 30 dak. 4°C’de santrifiij edilmis ve pelet uzaklastirilarak ikinci

kademe amonyum stilfat ¢oktiirmesine ge¢ilmistir.

%70 amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in santrifiij sonunda elde edilen siipernatant
tizerine 13,256 g (NH4)2SO4 yavas yavas ilave edilmis ve buz altinda bir gece karigmaya
birakilmistir. 1 gecenin sonucunda 15000g’de 30 dak. 4°C’de santrifiij edilmis ve
supernatant uzaklastirilarak pelet 10 mL Tris-HCI ( 25 mM, pH 5.8) tamponu igerisinde
¢cOzdiriilmiistiir. Sephadex G-75 kolon muamelesine kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Eklenen (NH4)>SOs miktarlar1 asagidaki denkleme (denklem 1) gore

belirlenmistir.

Denklem 1. Cozeltiye eklenecek Amonyum Siilfat Miktar1

S2-S51

x=5057—058557

x: 1 litre ¢ozeltiye eklenecek gram amonyum siilfat miktari
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S1: Amonyum siilfatin baglangi¢ derisimi (%)
S2: Amonyum stilfatin son derigimi (%)

2.2.3.3. Sephadex g-75 kolon ile tuz uzaklastirilmasi

Tuz uzaklastirilmasi ve tirozinazin kismi saflagtirilmasi i¢cin 2 g Sephadex G-
75(Marka) superfine 30 mL Tris-HCI (25 mM, pH 4,8) tamponu igerisine alinarak 1 gece
oda sicakliginda sismeye birakilmistir. 1 gecenin ardindan akta C 16/20 kolonun alt tarafi
pamuk ile kapatilarak sephadex G-75 ¢ozeltisi yavasca kolona doldurulmus ve doldurma
sonucunda 1,6 cm x 12 cm kolon elde edilmistir. Kolonu dengelemek i¢in 100 mL Tris-
HCI (25 mM, pH 5.8) tamponu kolondan gegirilmistir. Dengelemenin ardindan 1 mL
amonyum siilfat sonrasi 6rnek kolona yiiklenerek peristatik pompa yardimi ile 1,5
mLdak.™! akis hizinda eliisyon gergeklestirilmistir. Eliisyon sonucunda toplanan tiiplerin
iletkenlikleri Ol¢lilmiis ve Take3 Micro-Volume Plate kullanilarak 280 nm’de protein
iceriklerine belirlenmistir. Segilen fraksiyonlar ayni tiip igerisinde toplanarak

liyafilizasyon islemi gerceklestirilmistir.

2.2.3.4.Tirozinaz miktar tayini

Tirozinaz miktar tayini i¢in Thermo Pierce’s Bicinchoninic Acid (BCA) yontemi

+29 +1,e

kullanilmistir. Bu yontem alkali ortamda proteinler tarafindan Cu*™’nin Cu
indirgenmesine dayanmaktadir. Indirgenme sonucu ortaya ¢ikan bakir katyonu BCA’da
bulunan iki molekiillii selatlar ve ortaya 562 nm’de 6l¢iilebilen mor renk ortaya koyar

(Smith vd., 1985).

Farkli derisimlerde (0,2 mgmL’l, 04 mgmL'l, 0,6 mgmL'1 0,8 mgmL‘1 ve 1 mgmL~
1) Bovine Serum albiimin (BSA) ¢dzeltisi hazirlanmistir. 2,5 mL BCA Reagent A (0,1 M
sodyum hidroksit i¢inde sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, BCA ve sodyum tartarat)
tizerine 50 uLL BCA reagent B (%4 bakir siilfat) cozeltisi eklenerek BCA Calisma Reaktifi
(WR) olusturulmustur. 200 pL WR 96 kuyucuklu mikroplakaya konmus ve iizerlerine
sirastyla farkli derisimlerde 25 uLL BSA ¢ozeltisi eklenmistir. Uzeri kapatilan mikroplaka
37 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmistir. 30 dakikanin sonucunda 562 nm’de
mikroplaka okuyucuda okunmus ve kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Tirozinaz miktari, y =

0,0012x + 0,1278(R 2=0,992 8) denklemi kullanilarak belirlenmistir.
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2.2.3.5. Tirozinaz aktivite tayini

Tirozinaz aktivitesi, Duckworth ve Coleman’in gelistirdigi L-tirozinin O
varliginda tirozinaz enziminin katalizledigi L-DOPA-kinon doniisiimiiniin kolorimetrik
olarak Ol¢iilmesine dayanir (Duckworth & Coleman, 1970). Bu yontemde tablo 2.3’de
goriilen reaksiyon karigimi hazirlanip 5 dak. boyunca O: ile muamele edilmistir. 5
dak.’nin sonunda 2,9 ml reaksiyon karisimi quartz kiivet igerisine alinimis ve {izerine 100
uL tirozinaz ¢ozeltisi eklenmistir. 10 dak. boyunca 280 nm’de kinetik olarak dl¢iim
alinmistir. Ham ekstrat, amonyum siilfat sonrasi ve jel filtrasyon sonrasi tirozinaz
aktivitesi denklem 2 kullanilarak hesaplanmistir. 1 enzim {initesi 25 °C’de pH 6,5’te her
dakikada L-tirozin i¢eren 3 mL reaksiyon karisiminda 280 nm’de 0,001 absorbans artigi

olarak tanimlanir.

Tablo 2.3. Reaksiyon karisimi

Saf Su 9ml
50 mM Potasyum fosfat tamponu, pH 6.5 10 ml
1 mM L-Tirozin soliisyonu 10 ml

(AAZSOanest AAZSOntlank) (df)

dak. dak.
(0,001) (0,1)

Unit/ml enzim ==

Denklem 2. Tirozinaz aktivitesi denklemi (df : Diliisyon faktorii; 0,001: 3 ml reaksiyon
karigimi iginde 25° C'de pH 6,5'te Tirozinaz iinite bagina A280nm / dakika
degisim; 0,1= Ortama eklenen enzim miktart (ml))

2.2.3.6. SDS-PAGE jel elektroforezi

Kiiltiir mantarinda (Agaricus bisporus) elde edilen tirozinaz O6rneginin boyut
analizi i¢cin Laemmli, (1970) metodu kullanilmistir. Bu ¢alismada %12’lik ayirma ve
%4’ 1tk yiikleme jeli kullanilmigtir (Tablo 2.4). Sirasiyla kuyucuklara ham numune,
amonyum siilfat sonras1 ve jel filtrasyon sonras1 numuneler eklemistir. 90 volta ayirma
jeline gelene kadar yiiriitme islemi yapilmis, ayirma jelinden sonra akim 150 volta
yiikseltilmistir. Yiiriitme isleminin ardindan once fiksatif daha sonrada boya ¢ozeltisi
icerisine alinip, 1 gece c¢alkalayici igerisinde karigmaya birakilmistir. 1 gecenin ardindan
boya ¢ozeltisi uzaklastirilip yikama ¢ozeltisi eklenmis ve bantlar agilana kadar karismaya
birakilmistir. Bantlar agildiktan sonra fotograflari ¢ekilmistir.
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Tablo 2.4. Tirozinaz igin kullanilan SDS-page jelinin icerigi

% 12 Ayirma Jeli

Bilesen Miktar
H,O 3,5 mL
Akrilamid/N,N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 4 mL
1,5 M Tris(pH=8,8) 2,5 mL
%10 (w/v) SDS 0,1 mL
%10 (w/v) amonyumpersiilfat (APS) 50 uL
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 5uL

%4 Yiikleme Jeli
Bilesen Miktar
H,O 3 mL
Akrilamid/N, N'-metilenbis akrilamid (%30/%0,8 w/v) 0,66 mL
0,5 M Tris-HCI (pH=6,8) 1,26 mL
%10 (w/v) SDS 50 ulL
%10 APS 25 ul
TEMED 2,3 uL

2.2.4. Immobilize tirozinaz kolon gelistirme
Bu calismada 3B bioyazicida kullanilacak olan MADOPA’nin doniisiimii i¢in
gerekli olan poli(hidroksil metakrilat-ko-N-metakriloik-L-Histidin-Bakir(II) ((p(HEMA-

MAH-Cu(Il)) kolonun sentezlenmesi, karakterizasyonu ve immobilizasyonu yapilmaistir.

2.2.4.1. N-metakriloil-L-Histidin sentezi (MAH)

14,64 mmol L-histidin 20 mL NaOH (1M) igerisinde ¢oziilerek balon igerisine
almmastir. 20 mL 1,4-dioksan igerisinde 10,68 mmol metakroil benzotriazol (MA-Bt)
¢Ozdiriilmiistiir. MA-Bt ¢ozeltisi damla damla histidin ¢ozeltisi lizerine damlatilmis ve
reaksiyon oda sicakliginda 30 dak. karigmaya birakilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra elde edilen kalint1 su ile seyreltilmis ve 120 mL etil asetat ile muamele edilmistir.
Muamele isleminden sonra 1 M HCI kullanilarak pH: 7 seviyesine getirilmis ve su

evaporator kullanilarak ugurulmustur (SAY vd., 2011).

2.24.2. Poli (HEMA-MAH) kriyojellerinin sentezlenmesi

Kriyojel kolon sentezi ANADOLUCA metodunda ufak farkliliklar yapilarak
gergeklestirilmistir (SAY vd., 2011). Stok ¢ozelti olusturmak icin 1045 pL saf su
igcerisine monomer olarak 112,5 uL. HEMA ve ¢apraz baglayici olarak 21,225 mg N,N-
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metilen-bis-akrilamid (MBAAm) eklenmis ve iyice c¢oziinene kadar karigmaya
birakilmistir. 1 mL kriyojel kolon hazirlamak i¢in 760 pL stok ¢ozelti alinip {izerine su
igcerisinde maksimum doygunluk seviyesinde ¢ozdiiriilmiis MAH’tan 240 pL eklenmis
ve buz banyosunda azot altinda karigmaya birakilmistir. 2 saatin sonunda polimerizasyon
baslaticisi olarak 10 pL. APS ve katalizor olarak 1 pLL. TEMED eklenmis ve 1 dakika
karisimin ardindan ucu kapatilmis enjektorlere aktarilmistir. -20 °C’de 16 saat
bekletildikten sonra oda sicakligina alinarak buzun ¢6ziinmesi saglanmistir. Saflig

engelleyecek maddelerin giderilmesi i¢in 50 mL saf su ile yikanmaistir.

2.2.4.3. Poli (HEMA-MAH-Cu (II)) kolonun hazirlanmasi
Kriyojel kolonda metal selat komplesinin olusmasi i¢in 20 mL Cu(NOs)2 .3H20 (50
mM) 1 saat boyunca kolondan sirkiile edilmistir. 1 saatin sonunda kolon 50 ml saf su ile

yikanarak baglanmayan bakir uzaklagtirilmistir (Gorsel 2.1).

Gorsel 2. 1. PoliHEMA-MAH-Cu(Il) kolon

2.2.4.4. Kriyojel kolonlarin karakterizasyonu
Kriyojel kolon karakterizasyonu ig¢in sirasiyla sisme testi, Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) ve FT-IR ile fonksiyonel grup analizi yapilmistir.

2.2.4.5. Sisme testi

Poli (HEMA) ve poliHEMA-MAH) kriyojel kolonlar etiiv igerisinde 37°C’de
agirliklar1 sabit lana kadar kurumaya birakilmistir. Kurumanin ardindan agirliklari
tartilip not edilmistir. 20 mL saf su iceren ortama birakilan kriyojel kolonlar 20 dak. sonra

yas agirliklari ile dl¢tiliip denklem 3 kullanilarak sigsme kapasiteleri hesaplanmistir.
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Wy — W,
Sisme Derecesi(%) = [%] X100
T

Denklem 3. Sisme derecesi formiilii (Wh=Yas agirlik W,= Kuru agirlik)

2.2.4.6. SEM analizi
SEM analizi i¢in 60 °C’de 1 gece kurutulan 6rnekler altin ile kaplanmis ve SEM’de

yiizey analizi i¢in goriintiilenmistir

2.24.7. FT-IR analizi

60 °C’de 1 gece kurutulan p(HEMA), p(HEMA-MAH) ve p(HEMA-MAH-Cu (II)
kolonlardan bistiiri yardimi ile yaklasik olarak 1 mm kalinliginda kesit alinmistir. Daha
sonra bu kesit etiivde kurutulmus potasyum bromiir (KBr) ile muamele edilerek disk

haline getirilmis ve FT-IR cihazinda incelenmistir.

2.2.4.8. Tirozinaz immobilizasyonu

Tirozinaz immobilizasyonu i¢in dncelikle kolonu dengelemek amaciyls 50 mL
Tris-HCI (25 mM, pH 5,8) peristatik pompa yardimi ile kolondan gegirilmistir. Akis hiz1
1 mLdak." olacak sekilde peristatik pompa ayarlanmistir. Daha sonra kolonun tutma
kapasitesi ve veriminin hesaplanmasi i¢in kismi olarak saflastirilan 5 mL (120 unit)
tirozinaz enzimi 60 dak. boyunca kolondan sirkiile edilmistir. Enzim kolona verilmeden
once 0,25 uM membran filtreden gegirilerek sterilizasyonu saglamistir. Sirkiilasyon
gerceklestirilirken belirli stirelerde (0, 5, 10, 20, 40 ve 60. dakikalarda) 100 pL 6rnek
toplanarak tirozinaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda kolon verimliligi ve kolon
tutma kapasitesinin grafigi ¢izilmistir. Kor olarak ayni zaman araliklarinda p(HEMA)

kolondan gegirilen tirozinaz aktivitesi 6l¢iilmiis sonuglarin karsilastirilmasi saglanmaistir.
2.2.5. DOPA doniisiimii

2.2.5.1. DOPA standart grafigi

DOPA standart grafigi Arnow, (1937) yontemine gore yapilmigtir.1 mgmL™! stok
L-DOPA ¢ozeltilsi olusturulmus ve degisik derisimlerde (0,5 mgmL™, 0,25 mgmL!,
0,125 mgmL!, 0,0625 mgmL!, 0,0312 mgmL™!, 0,0156 mgmL!, 0,007 mgmL!, 0,003
mgmL! ve 0,0019 mgmL!) L-DOPA ¢ozeltisi i¢in seri diliisyonlar yapilmistir. Daha
sonra farkli derisimlerdeki L-DOPA ¢ozeltilerine sirastyla 1 ml HCI (2 M), 1ml NaOH
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(2 M), %15 sodyum molibdat (w/v) ve %15 sodyum nitrit (w/v) iceren 1 ml ¢ozelti
eklenmis ve vortekslenerek karistirilmigtir. 1 saat sonra orneklerden 200 pl alinarak
mikroplaka okuyucuda 460 nm’de Ol¢lilmiistiir ve y=0,0026x+0,0934 (R? = 0,9875)
denklemine sahip standart grafik elde edilmistir (Gorsel 2.2)

Vi

Gorsel 2.2. Cesitli derisimlerde L-DOPA standardi Serbest enzim ile DOPA doniistimiiniin dl¢tilmesi
2,5 mM tirozin ve 2,5 mM askorbik asit igeren 8 mL Tris-HCI (pH:5.8) tampon bir

beher igerisine alinarak manyetik karistirict {izerine yerlestirilmistir. Oda sicakliginda
karismaya birakilan ¢bzelti lizerine 1 mL (500 Unit) tirozinaz enzimi eklenmistir. L-
DOPA olusumu i¢in gerekli olan 10 dak. bekleme siiresinden sonra 3 dak. araliklarla 1
mL s1vi alinmis sirasiyla sirastyla 1 mL HC1 (2 M), 1 mL NaOH (2 M), %15 sodyum
molibdat (w/v) ve %15 sodyum nitrit (w/v) igeren 1 mL ¢ozelti eklenmis ve
vortekslenerek karistirllmistir.1 saat sonra 6rneklerden 200 pL alinarak mikroplaka

okuyucuda 460 nm’de 6l¢iilmiistiir.

2.2.5.2. Serbest enzim ile MADOPA doniisiimiiniin olgiilmesi

2,5 mM tirozin igerecek sekilde tartilan MAT 25 mL Tris-HCl (pH: 6,8) tampon
icerisine alinarak manyetik karistiric1 iizerine yerlestirilmistir. Icerisine L-DOPA’nin
melanine doniisiimiinii inhibe etmek amaciyla 2,5 mM askorbik asit eklenmistir. Oda
sicakliginda karismaya birakilan ¢ozelti iizerine 1 mL (100 Unit) tirozinaz enzimi
eklenmistir. L-DOPA olusumu i¢in gerekli olan 10 dak. bekleme siiresinden sonra 1 saat
araliklarla 1 mL s1vi alinmis sirasiyla 1 mL HCI (2 M), 1 mL NaOH (2 M), %15 sodyum

molibdat (w/v) ve %15 sodyum nitrit (w/v) igeren 1 mL ¢ozelti eklenmis ve
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vortekslenerek karistirilmigtir. 1 saat sonra drneklerden 200 pL alinarak mikroplaka

okuyucuda 460 nm’de 6l¢iilmiistiir.

2.2.5.3. Immobilize enzim ile MADOPA déniigiimiiniin ol¢iilmesi

2,5 mM tirozin igerecek sekilde tartilan MAT ve 2,5 mM askorbik asit 25 mL Tris-
HCI (pH 6,8) igerisinde ¢6ziilmiis ve oda sicakliginda karismaya birakilmistir. 0,125 mm
membran filtre i¢erisine alinan tirozinaz immobilize edilmis 1 mL poli (HEMA-MAH-
Cu (II)) kolonun etrafi zimba yardimiyla kapatilmistir. Bu kolon tirozin ¢dzelti igerisine
daldirilmis ve karigmaya birakilmistir. 12 dak. bekleme siiresinden sonra 1 saat
araliklarla 1 mL s1v1 alinmis sirastyla 1 mL HCI (2 M), 1 mL NaOH (2 M), %15 sodyum
molibdat (w/v) ve %15 sodyum nitrit (w/v) iceren 1 mL c¢ozelti eklenmis ve
vortekslenerek karigtirllmigtir.1 saat sonra orneklerden 200 pL alinarak mikroplaka

okuyucuda 460 nm’de 6l¢iilmiistiir.

2.2.6. Kolajen-ko-DOPA-ko-MATrp-Ru(bipyr)z-Cl 3B hidrojel sarg: gelistirilmesi

% 1,1 Jelatin ile % 9 Sodyum Aljinat deiyonize su igerisinde 45-50 °C ‘de yaklasik
2 saat karistinlmistir. Yaklagik 35 °C sicakliga sogutulduktan sonra hidrojel icerisine
sentezlenen MADOPA orant %20 olacak sekilde eklenmistir. Hiicre iyilestirmesine
destek olmak amaciyla hazirlanan hidrojel icerisine %35 Kolajen ilave edilmistir. Capraz
baglayici olarak ANADOLUCA metoduna gore sentezlenen fotosensitif monomer olan
MATrp-Ru(bipyr)2-Cl eklenerek APS esliginde 1518a duyarli ¢apraz baglama islemi
gerceklestirilmistir. Yara iyilestirici 6zelligi olan doku iskelelerini 3B biyo-yazicida
basmak amaciyla 3D Bioplotter TM system (EnvisionTEC, 4th generation) biyo-yazici

kullanilmastir.

2.2.6.1. Gelistirilen biyo-miirekkep ile 3B biyo-yazim islemi
Hazirlanan fotosensitif monomer iceren hidrojel 3B biyo-yazici ile tablo 2.3de

gosterilen parametreler altinda basilmistir.
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Tablo 2. 5. 3B biyo- yazicida kullanilan parametreler

igne Cap1 (mm) 0,25
Yazma Sicaklig1 (°C) 26 °C-29 °C
Yazma (XY) Hizi (mm/s) 10-12
Basing (bar) 1,2-1,5
Akis Oncesi ve sonrasi gecikme (s) -0,1-0,1
Kullanilan Miirekkep MiktariAmount (uL) ~ 100
Yazma siiresi (s) 60
Boyutlar (mm) (XX Y X 7) 10x 13,5x0,8
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3. BULGULAR

3.1. Kolajen Izolasyonu ve Karakterizasyonu

50 g koyun derisi ile baslanan kolajen izolasyonu toplamda 7 giin siirmiistiir. 6.
giiniin sonunda kolajen 6rnegi manyetik karistirici altinda karisamayacak seviyede viskoz
hale geldigi gozlemlenmistir. Kolojen ¢oziinebilir hale geldikten sonra 50k Amicon
Ultra-15 ultra santfijif tiip kullanilarak ortamdan NaCl uzaklastirilmigtir (Gorsel 3.1)
Baslangigta NaCl miktarindan dolay1 ortamin iletkenlik degeri 3230 uS iken 8 saatin
sonunda ortamdaki iletkenlik degeri 101 pS’a diistiriilmistiir (Sekil 3.1). Bu durumda

¢Oktliirme islemi icin kullanilan tuz 8 saat sonunda ortamdan uzaklastirilmistir.

Gorsel 3. 1. Saflastirma igleminden sonra kolajen ¢ozeltisi
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Zamana karsi tuz giderme grafigi
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Sekil 3. 1. Tuz giderme grafigi

3.1.1. Sirius red ile kolajen miktar tayini

Sirius red boyasinin azalan miktarina gore ¢izilen sekil 3.2’de goriildiigii gibidir.
50 g deri ile baslanan izolasyon islemi sonucunda 60 ml kolajen ¢ozeltisi elde edilmistir.
Kolajenin son derisimi 200,222 mgmL™"' olarak bulunmustur. 50 g deriden ekstrakte
edilen toplam kolajen miktar1 12,012 g’dir. Saflastirma verimi ise %?24.024 olarak

hesaplanmuistir.

0'9 9 e o oW e
Sirius Red Standart Grafigi

0,8 -

0,7 4 y = 0,0009x + 0,0566

0,6 J R2 = 0,9982

0,5

o

0,4

0,3

0,2

0,1

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Collagen (pg/mL)

Sekil 3.2. Sirius red standart grafigi
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3.1.2. FT-IR-ATR

Koyun derisinden izole edilen kolajen’in FT-IR spektrumu sekil 3.3’de goriildigii
gibidir. Kolajene ait karakteristik bantlar 3299 cm™! gériilen Amid A bandi, 2928 cm™” de
goriilen Amid B band1, 1631 cm™’de goriilen keskin Amid I bandi, 1539 cm™1°de goriilen
Amid II band1 ve 1236 cm™1’de goriilen Amid III bandidir.

1004
957
667.28cm-1,95.44%T
904
2928.85cm-1, 89.37%T 1080[270m-1, 89.32%T
859
1336.95cm-1, 84)53%T
S 801 3299.210m-1, 81.99%T
o
1451,09fm-1, 79.40%T 1
1236.41cm-1, 78.78%T
751
704
1539 500m-1, 69.63%T
651
1631 4demy], 61.30%T
60: T v T v T v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

cm-1
Name Description
Administrator 307_1 Sample 307 By Administrator Date Tuesday, January 23 2018

Sekil 3.3. Kolajen FT-IR spektrumu

3.1.3. Uv-Vis spektroskopisi
Uv-vis sonucuna gore kolajen 6rnegi 200 nm’de yogun bir pik vermistir. (Sekil 3.4)

Bagka hicbir bolgede pik gorlinmemektedir.
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Sekil 3. 4. Kolajenin Uv-Vis spektroskopisi

3.1.4. Farkh pH ve NaCl derisimlerinde c¢oziiniirliik testi

pH ve NaCl derisiminin ¢oziliniirliikk lizerine etkileri sekil 3.5 ve sekil 3.6’da
gosterilmistir. Koyun derisinden elde edilen kolajenin maksimum ¢oziiniirliigliniin pH
3’te oldugu bulunmustur. pH artis1 ile ¢Oziiniirliik arasinda ters bir iliski oldugu
gdzlemlenmistir. Ozelllikle pH 3 iizerinde kayda deger bir ¢dziiniirliik kaybi oldugu tespit
edilmistir. pH 7 ile 10 arasinda ¢oziintirliik en diisiik degerlere ulasmistir ve neredeyse

%70’e yakin ¢oziiniirliik kayb1 vardir.

pH'In Cozunurlluge Etkisi

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kolajen CozUnurlGg(%)

Sekil 3. 5. Kolajenin ¢éziiniirliigiine pH i etkisi

Tuz derisimlerinin ¢oziiniirliik iizerine etkisine baktigimizda, pH’e benzer sonuglar

goriilmektedir. Artan tuz derisimi ¢ozlniirliigii negatif etkilemektedir. %3 tuz derisimi
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kolajen ¢oziintirliigii icin maksimum degerdir. %4 tuz derisiminde ¢ok keskin bir diisiis

oldugu gozlemlenmistir.

NaCl Derisiminin CozUnurlGgu Etkisi

100
90
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Coziinurluk (%)

0 1 2 3 4 5 6 7
Eklenen % NaCl(w/v)

Sekil 3.6. Kolajenin ¢oziiniirliigiine NaCl derisiminin etkisi

3.1.5. CD spektrum analizi

Koyun derisinden izole edilen kolajenin CD spektrumuna bakildiginda, 205 nm’de
minimum pik ve 221 nm’de maksimum pik gosterdigi bulunmustur. Ayrica sifir
rotasyonu yaklasik olarak 212 nm’dir (Sekil 3.7). Bu pik degerleri tiglii sarmal yapinin
spektrum degerleri ile aynidir (Jenness, Sprecher, & Johnson, 1976).

THFalfa enj flerescein 50

I S T e .--.HH- -

-20

Circular Dichroism (mdeg)
=

-30

A0 e - e e [

180 200 220 240 260 280 300 320 340
Wavelength (nm)

Sekil 3.7. Kolajenin CD spektrumu
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3.1.6. SDS-Page

Koyun Derisinden elde edilen kolajenin SDS-page goriintiisii gorsel 3.2°de
goriildiigii gibidir. Markera ait SDS-jel problemi yasanmistir. Fakat standart numune ile
ham ekstrakt ve sephadex sonrast numune karsilagtirildiginda bire bir aymi yapilar
goriilmektedir. Ultrafiltrasyon sonrasi Ornegi bant araliklarinda simir goriintiisiiniin
olmamasi, ultrafiltrasyon tiipii ile sadece tuzun degil, kontaminasyonlarinda

uzaklastirildigini gdstermektedir.

Ultra Filtrasyon
Ham ekstrat Sonrasi Buzag Kollajen Tipl Marker

Gorsel 3.2. Kollajen SDS-page gériintiisii

3.2. Kismm Tirozinaz Saflastirilmasi

3.2.1. Mantar ekstraksyonu

Tirozinaz kismi saflagtirma islemi i¢in 50 mLTris-HCI (25 mM, pH 5.8) tamponu
kullanilmistir. Her basamak sonrast 2 mL numune ayrilmis ve numunelerin protin
miktarlar1 sekil 3.8’de goriilen BSA standart grafigi kullanilarak hesaplanmistir.
Ekstraksyon sonrasinda ham numunenin protein miktart 2,469 mgmL™! olarak
hesaplanmigstir. Litaratiir ile karsilastirildiginda elde edilen ham numune miktarinin
ortalama bir deger oldugu bulunmustur (Haghbeen vd., 2004; Velichkova, 2015; Zaidi
vd., 2014).
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16 - BSA Standart Grafigi

y =0,0012x +0,1278
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Sekil 3.8. BSA standart grafigi

3.2.2. Amonyum siilfat coktiirmesi

Mantar Ekstraksyonundan sonra proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in %35 ve %70
amonyum siilfat ¢oktiirmesi kullanilmistir. Coktiirme sonucunda pelet minimum hacimde
(10 ml) Tris-HCI (25 mM, pH 5,8) tamponu igerisinde ¢dziinmiistiir. Amonyum siilfat

sonrasi numunenin protein miktar1 0,896 mgmL™! olarak hesaplanmistir.

3.2.3. Sephadex g-75 kromatografisi

Amonyum Siilfat ¢oktiirmesinden sonra 10 ml Tris-HCI (25 mM, pH 5.8) tamponda
¢oziilen pelet, tuzun ve diger proteinlerin ayrilmasi i¢in sephadex g-75 kolona (Gorsel
3.3) yiiklenmis ve sekil 3.9°de goriilen grafik elde edilmistir. Grafikteki sonuglara gore 3,
4 ve 5 numaral fraksiyonlar yiiksek absorbans degeri ve diisiik tuz orani nedeniyle ayni
havuz igerisinde toplanmustir. Jel filtrasyon isleminin ardindan 40 mL 6rnek toplanmustir.

Sephadex G-75 sonras1 numunenin protein miktar: 0,094 mgmL! olarak bulunmustur.
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Gorsel 3.3. Sephadex g-75 kolon

lletkenlik-Absorbans Grafigi

8000 - - 0,18
7000 0,16
6000 0,14
5000 8'12 »
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3000 0,08 %—O—iletkenlik
006 =
2000 0,04 —&-0D
1000 0,02
0 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fraksiyon Numarasi

Sekil 3.9. Iletkenlik absorbans grafigi

3.2.4. Tirozinaz aktivite tayini
Ham ekstrat, Amonyum siilfat sonrasi ve sephadex sonrasi elde edilen
numunelerden tirozinaz aktivite tayini yapilmistir (Sekil 3.10, 3.11, 3.12). Tirozinaz

aktiviteleri 10 dakikalik kinetik 6l¢iim sonucunda sirastyla 210 U/mL, 769 U/mL ve 126
40



U/mL olarak hesaplanmistir. Spesifik aktivite oranlari, saflastirma derecesi ve % verim

tablo 3.1’de gosterildigi gibidir.

Tablo 3. 1. Tirozinaz saflastirma karsilastirmasi

Hacim | Toplam Aktivite | Toplam Spesifik Saflastirma | Verim
(ml) protein (U/ml) Aktivite Aktivite derecesi (%)
(mg) (U) (U/mg)
Ham ekstrat | 50 123,45 210 10500 85,05 1 100
Amonyum 10 8,96 769 7690 858,258 10,09 73,23
Siilfat
Sephadex 40 3,79 126 5040 2210,81 25,99 48

Ham Ozit Aktivite

1
(@t @0ttt @t @t [
08 | g @-oveeott @t @ et
@ oot @ -t o
0,6
[a)
o
0,4 y = 0,0212)( + 0'7045
R2=0,9924
0,2
0
0 1 2 3 4 5 6 ; . ; .

zaman (dak)

Sekil 3.10. Tirozinazin ham éziit aktivitesi
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Amonyum Silfat Sonrasi-Aktivite
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Sekil 3. 11. Tirozinazin amonyum siilfat sonrasi aktivitesi
Sephadex G-75 Sonrasi Aktivite
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Sekil 3. 12. Tirozinazin sephadex g-75 sonrasi aktivitesi

3.3. Immobilize tirozinaz kolonu

1 saat boyunca MAH-Cu(Il) metal selat kompleksi olusturmak i¢in 20 mL
Cu(NOs3)2 .3H20 (50 mM) poliHEMA-MAH) kolondan sirkiile edilmistir. 1 saatin
sonunda baglanmayan Cu(Il) 50 mL saf su kullanilarak ortamdan uzaklastirilmistir.
Toplamda 2 saatin sonunda poliHEMA-MAH-Cu(Il) kolon mavi renge dontismiistiir
(Gorsel 3.4).
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Gorsel 3. 4. Poli (HEMA-MAH) ve Poli (HEMA-MAH-Cu(Il) kolun

3.3.1. Sisme testi

Tirozinaz saflastirilmasi i¢in hazirlanan poli(HEMA-MAH-Cu (II)) ve kontrol
grubu olarak kullanilan poli(HEMA) kolon 37 °C’de etiivde kurutulmustur. Kurutma
isleminin ardindan agirliklar: tartilmistir. Wr(poli-HEMA) kolon 0,106 gram ve Wr
(poliHEMA-MAH-Cu(Il)) kolon ise 0,156 gram bulunmustur. 30 dakika su igerisinde
birakilan kolonlar tekrardan olgiilmiis, Wh(poli-HEMA) 1.204 g ve Wh(poli-HEMA-
MAH-Cu(Il)) 2.096 gram olarak bulunmustur. Denklem kullanilarak yilizde sisme
kapasiteleri bulunmustur. Buna gore poliHEMA) kriyojel kolonun sisme kapasitesi
%1026, poliHEMA-MAH) kriyojel kolonun sigsme kapasitesi ise %1244 olarak
hesaplanmistir. Yiiksek sisme kapasitesine sahip kriyojeller biiyiik porlara sahiptir ve

capraz baglar1 daha kuvvetlidirler.

3.3.2. SEM ile yiizey morfolojisi analizi
Poli(HEMA) ve poliHEMA-MAH-Cu(Il)) kolonlarinin SEM goriintiileri (Gorsel

3.5) sonucunda por biiyiikliilerinin 20-100 pm civar1 oldugu gézlemlenmistir.
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100 pm

Gorsel 3. 5. Polii(HEMA) ve poli(HEMA-MAH-Cu(ll)) kolonlarinin SEM goriintiileri

333. FT-IR

Poli(HEMA), poli(HEMA-MAH) ve poliHEMA-MAH-Cu(Il) kolonlarina ait FT-
IR analizleri sonucunda (Sekil 3.13) pikler 3420 cm-""de (-OH gerilme), 2950 cm-!""de
(CH2 gerilme) 1728 cm™’de (C=0) ve 1250-849 cm™! araliginda (C-O ve C-O-C gerilme
frekanslar1) gozlemlenmistir. Bu pik araliklar1 poliHEMA)’ya ait karakteristik piklerdir
ve HEMA 'nin varligin1 gostermektedir. Metal selat kompleksi olusumu sirasinda kolonda

herhangi bir fonksiyonel grup kayb1 gézlemlenmemistir.

= V“’ (e
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J
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Poli(HEMA) Sample 235 By Analyst Date Wednesday, June 07 2017
Poli(HEMA-MAH-Cu)_1  Sample 236 By Analyst Date Wednesday, June 07 2017
———— Poli(HEMA_MAH)_1 Sample 237 By Analyst Date Wednesday, June 07 2017

Sekil 3. 13. Polii(HEMA), poliHEMA-MAH) ve polilHEMA-MAH-Cu(Il) kolonlarina ait FT-IR
analiz sonuclart

3.4. Tirozinaz immobilizasyonu
60 dak sonucunda kolonun tirozinaz tutma kapasitesi ve aktivite grafigi sekil

3.14’de goriildigi gibidir. 122,5 U tirozinaz enzimi ile baslanan sirkiilasyon deneyi
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sonucunda poli(HEMA-MAH-Cu(II)) kolondan okunan son aktivite degeri 35 U’dir. 0,5,
10, 20, 40 ve 60. dakikalarda alinan Slgtimlerde aktivite degerinin kademeli olarak
azaldig bulunmustur. 1 ml poli(HEMA-MAH-Cu(Il)) kolonun 60 dakika sonucunda
tutabilecegi tirozinaz aktivite degeri 87.5 U olarak ve politHEMA-MAH-Cu (1)) kolon
verimi ise % 71,43 olarak hesaplanmistir.

Kontrol grubu olarak kullanilan poli (HEMA) kolonda 56 U enzim 60 dak boyunca
sirkiile edilmistir. 60 dakikanin sonunda kolondan son Olgiilen tirozinaz aktivitesi 32
U’tir. Zamana bagl olarak tirozinaz aktivitelerinde anlamli bir degisim bulunamamaistir
(Sekil 3.14). Bu durum poli(HEMA) kolon ile tirozinaz arasinda immobilizasyonu
saglayacak aktif grup olmamasi ile dogru orantilidir. Poli (HEMA) kolonun verimi
%42,86 olarak bulunmustur (Sekil 3.15). Fakat zamana bagli olarak diisen kolon verimi

gdz Oniine alindiginda, bu degerin ilerleyen zamanlarda daha da diisiicegi

distiniilmektedir.
120 ¢ Zamana Bagh Tirozinaz Aktivite Grafigi
4
100 - .
4 Poli(HEMA-MAH-Cu (11))
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Sekil 3. 14. Zamana bagh tirozinaz aktivite grafigi
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Sekil 3.15. Zamana bagl kolon tutma kapasitesi

3.5. DOPA Doniisiimii

3.5.1. DOPA standart grafigi

DOPA doniisiimiiniin Sl¢iilmesi i¢in kullanilacak DOPA standart grafigi boliim
2.2.5.1’de anlatildig1 gibi gergeklestirilmis ve asagidaki grafik elde edilmistir (Sekil
3.16). Seri diliisyonlar sonucunda 1 mg mL™"! ile 1,953 pg/ml arasinda DOPA standart

grafigi ¢izilmistir.

L-DOPA Standart Grafigi

3,05 -
y =0,0026x + 0,0934
2,55 - R? = 0,9875
2,05
a
1,55
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1,05 —— Dogrusal (Seril)
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0 200 400 600 800 1000
Miktar (ng/ml)

Sekil 3.16. L-DOPA standart grafigi
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3.5.2. Serbest enzim ile DOPA doniisiimiiniin 6l¢iilmesi

Ortama konulan 500-unit tirozinaz enzimi ile DOPA doniisiimiiniin zamana bagl
degisimi gozlemlenmistir (Sekil 3.17). L-DOPA olusumu i¢in gerekli olan 10 dak.
bekleme siiresinden sonra her 3 dakikada bir alinan 6rneklerdeki L-DOPA miktari
hesaplanmaistir. 27 dakikanin sonunda elde edilen L-DOPA derisimi 179,461 pg/mL dir.
Elde edilen toplam L-DOPA miktari ise 1,435 mg’dir.

Serbest Tirozinaz/L-DOPA Doniisiimii
0,6 1 v =0,0153x + 0,124
0,5 1 R2 =0,9825
0,4 -
8§03 -
0,2 -
0,1 -
0 : : : : : : : : .
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Zaman (dak)

Sekil 3. 17. Serbest tirozinaz/L-DOPA déniistimii

3.5.3. Serbest enzim ile MADOPA doniisiimiiniin 6l¢iilmesi

Serbest enzim ile MADOPA doniisiimiin 6l¢iilmesi i¢in 100 U tirozinaz enzimi
kullanilmistir.100 U enzim poli(HEMA-MAH-Cu(Il)) kolonunun absorblayabilecegi
maksimum enzim miktaridir. Her saat basi alinan 1 mL 6rnek DOPA doniisiimiiniin
Olclilmesi i¢in kullanilmustir (Sekil 3.18). 6 saatin sonunda elde edilen MADOPA
derigimi 74,07 pg/mL’dir. Elde edilen toplam MADOPA miktari ise 1,851 mg’dir.
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Serbest Tirozinaz/MADOPA Donlistim
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Sekil 3. 18. Serbest tirozinaz/MADOPA doniisiimii

3.5.4. Immobilize enzim ile MADOPA déniisiimiiniin 6l¢iilmesi

100 U tirozinaz enzimi absorblanmig immobilize tirozinaz kolon ile yapilan
caligmalarda 6 saatin sonunda elde edilen MADOPA derisimi 67,923 pg/mL’dir (Sekil
3.19). Elde edilen toplam MADOPA miktar1 1,698 mg’dir. Serbest enzim ile
karsilastirildiginda  MADOPA iiretiminde 0,153 mg’lik bir kayip goriinmektedir.

Immobilize enzim ile serbest enzim arasinda %8,266’lik verim kaybi oldugu

bulunmustur.
Immobilize Tirozinaz Kolon/MADOPA
Donlisumiu
0,32 -
0,28 - y =0,0349x + 0,0744 'S
0,24 - R?=0,9787
0,2 -
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Sekil 3. 19. Immobilize tirozinaz kolon/MADOPA déniisiimii
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3.6. 3B Kolajen-ko-DOPA-ko-MATrp-Ru(bipyr):-Cl Hidrojel Sargi
3B biyoyazict ile elde edilen Kolajen-ko-DOPA-ko-MATrp-Ru(bipyr)-Cl 3
boyutlu doku iskelelerinin sisme oran1 %465 olarak bulunmustur. Sekil 3.20’de elde

edilen doku iskeletinin optik mikroskop altindaki fotograflar1 goriintiilenmistir.

Sekil 3. 20. Optik mikroskop altinda 3B doku iskeletinin goriintiisii
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4. TARTISMA VE SONUC

Kolajen kaynagi olarak ¢esitli canlilarin  kullanildigi literatiirde bolca
bulunmaktadir. Genel olarak kolajen kaynagi olarak inek, domuz, balik, tavuk, fare ve
deniz omurgasizlar1 kullanilmaktadir (Silvipriya vd., 2015). Bu ¢aligmada maliyeti diisiik,
bulunmasi kolay ve kolajen igerigi yiiksek oldugu bilinen koyun derisi kullanilmistir.

Kolajen izolasyonu sonucunda elde edilen verim %24.024 olarak hesaplanmaistir.

Uv-vis spektrumunda goriildiigli gibi belirgin kolajen absorbansi 200 nm civarinda
goriismiistiir. Genel olarak triptofan, tirosin ve fenilalanin 280 nm civarinda 15181 absorbe
eder (Lin & Liu, 2006). Triptofan kolajende hi¢ bulunmaz ve kolajen ihmal edilebilir
miktarda tirozin igerir (Kittiphattanabawon vd., 2005). Bu sonuglar kolajen olmayan

proteinin ortamdan uzaklastirilmasinin yiiksek derecede etkili oldugunu gostermektedir.

CD spektrum sonuglart incelendiginde, 205 nm’de minimum pik ve 221 nm’de
maksimum pik ve sifir rotasyonu yaklasik olarak 212 nm oldugu goriilmiistiir. Bu pikler
tipik olarak ti¢lii sarmal yapinin pikleridir (Ikoma vd., 2003). Ayrica CD spektrumundan
diizgiin pik alabilmek i¢in ortama konulan numunenin %95 saflikta olmas1 gerektigi
litaratlir tarafindan bildirilmistir (Greenfield, 2006). Bu durumda elde edilen kolajen

orneginin en az %95 saflikta oldugu sdylenebilir.

Koyun derisinden izole edilen kolajenin c¢oziiniirliigline pH’in etkisine
baktigimizda pH 3'lin iistiinde ¢oziinlirliiglim azalmaya basladigi bulunmustur. Diistik
¢oziinilirliik pH 7 ile 10 arasinda gozlenmistir. Bir protein, pH degerleri izoelektronik
noktanin (pl) altinda veya {istiinde oldugunda net negatif veya pozitif yiike sahiptir.
Protein pl degerine ulastiginda net yiikii O olur ve protein ¢okmeye baslar (Nahar vd.,
2017). Bu sonuglar, koyun derisinden izole edilen kolajenin pH 7-10 araliginda pl
degerine ulastig1 ve proteinin net ylikiiniin 0 oldugunu gostermektedir. Bu durum protein
cokelmesi ile sonuglanmistir. Bununla birlikte, pl'den daha diisiikk pH'larda, protein
molekiillerinin yiiklii kalintilar1 arasindaki itme kuvvetleri, cekme kuvvetlerinden daha

bliyiiktiir, bu da protein ¢éziinmesine neden olur (Nahar vd., 2017).

NaCl derisiminin ¢oziinlirliik etkisi tizerine baktigimizda %4 tuz derisiminde
keskin bir diisiisiin oldugunu gérmekteyiz. Artan tuz derisimi ile ¢oziiniirlik arasinda

negatif bir iligki vardir. Nalinanon vd., (2007) Priacanthus tayenus ile yaptiklar
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calismada benzer sonucu bulmuslardir. Bu durum tuz derisimi ile dogru orantili olarak

ortaya ¢ikan ‘salting out’ etkisi ile agiklanabilir (Endo, Pfennigsdorff, & Goss, 2012).

Mantar, homojenizasyon iglemi sirasinda kolayca oksitlenen ¢ok sayida fenolik
bilesik icerir. Mantar ekstresinin fenolik igeriginin oksidasyonu ve ardisik
polimerizasyonu {izerine melaninlerin makromolekiilleri olusur. Mantardan tirozinazin
saflagtirilmasi, mantarda doku miktarinin azligit ve bu dokularda yiiksek melanin
iceriginden dolay1 zordur (Zaidi vd., 2014). Tim olas1 reaksiyonlar1 durdurmak igin
Jolley vd., (1974) mantar1 sivi azot igerisinde homojenize etme yOntemini
gelistirmislerdir. Bu yontem asir1 diisiik sicakliklarda calisildigi ve sivi azot gerektirdigi
icin asin  zahmetlidir. Ikinci olarak sivi  azot igerisinde homojenizasyon
gerceklestirildikten sonra elde edilen yapi sulu ortama aktarilacagi icin melanin
olusumunu tetikleyecektir. Bu calismada uygulanan yontemde ise; fenolik bilesiklerin
oksitlenmesini engellemek i¢in -80 °C’de 1 saat bekletme yontemi secilmistir. 1 saatin
ardindan blenderda parcalanan mantar, soguk tampon igerisine alinarak oda sicakliginda
30 dak. karigsmaya birakilmistir. Bunun sonucunda diisiik sicakliklarda fenolik
bilesiklerin oksitlenmesi en aza indirgenmis olur. Sephadex g-75 hem tuzun hem de
biiylik oranda fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasinda oldukga etkili bir yontemdir.
Haghbeen vd., (2004) tiim islemler sonucunda saflagtirma derecesini 104 bulurken Zaidi
vd., (2014) 16.36 bulmuslardir. Bu ¢calismada ise saflastirma derecesi 25,99 bulunmustur.
Bu durum yiiksek saflastirma derecesinin birbirini izleyen ion degisim ve jel filtrasyon
kromotografisi sayesinde oldugunu gostermistir. Kismi saflagtirma goz oniine alindiginda
elde edilen deger ¢oktliirme bazinda degerlendirildiginde, en yiiksek deger olarak bu

calismada gozlemlenmistir.

Sentezlenen poliHEMA-MAH-Cu(Il) elektron mikroskobu, sisme testi, FT-IR ile
karakterize edilmistir. Yapilan dl¢iimler sonucunda kriyojel kolonun gézenek boyutlar
20-200 pm arasinda bulunmustur. Bu boyutlar Yun vd., (2009) yaptig1 ¢alisma ile
benzerlik gosterir. 100 pm'ye kadar birbiriyle baglantili g6zeneklere sahip siiper-
gozenekli yapilar, matrisin tikanmasi riski olmadan farkli boyutlardaki malzemelerin
saflagtirilmasini saglar. Cok kiiciik molekiiller, 6rnegin metaller, toksinler, hormonlar,
proteinler, plazmidler, viriisler ve hatta saglam hiicreler gibi daha biiyiik yapilar kriyojel

kolonlar iizerinde islenebilir (Yun et al., 2009). PolitHEMA-MAH-Cu (II) kolonun sisme
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derecesi %1244 bulunurken Poli (HEMA) kolonun sisme derecesi % 1026 bulunmustur.

Bu durum ortamda bulunan hidrofilik grup sayisimdaki artis ile dogru orantilidir.

Tirozinazin immobilizasyon ¢alismalarinin sonucunda. Poli(HEMA-MAH-Cu(Il))
kolon verimi % 71,43 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan poli
(HEMA) kolonun tirozinaz tutma verimi %42,86 olarak bulunmustur. Fakat poli (HEMA)
kolonun zamana kars1 ¢izilen grafigine bakildiginda anlamli bir sonug goriillememektedir.
Sirkiilasyon siiresinin arttirilmast sonucunda poli(HEMA) kolonda tirozinaz tutma
veriminin azalacagi diisliniilmektedir. Litaratiirde kriyojel kolona ait litaratiir bilgisi

olmadig1 i¢in karsilagtirma yapilamamistir.

3B biyoyazici uygulamarinda kullanilmak iizere MADOPA doniistimii yapilmistir.
Serbest enzim ile L-DOPA doniistimii sirasinda 500 U enzim kullanilmis ve 28 dak.
sonunda 1.435 mg L-DOPA elde edilmistir. Litaratiir calismalarinda L-DOPA doniistimii
icin cesitlik yontemler gelistirilmistir. Seetharam & Saville, (2002) tirozinaz enzimini
zeolite lizerine immobilize ederek 500 mL reaksiyon ortaminda 7 saatte 111-135 mg aras1
L-DOPA doniisiimiinii gergeklestirmislerdir. Tuncagil vd.,(2009) manyetik boncuklar
lizerine tirozinaz enzimini immobilize etmiglerdir. Ates vd., (2007) bakir-aljinat
boncuklar kullanarak saatte 4,5 mgL' L-DOPA iiretmislerdir. Fakat litaratiirde
MADOPA doniisiimii ile ilgili hi¢bir kaynak yoktur. Serbest enzim ile MADOPA
dontistimii i¢in 100 U saflastirilmis tirozinaz enzimi kullanilmistir. 6 saatin sonunda 1,851
mg MADOPA iiretilmistir. Immobilize enzim ile MADOPA déniisiimii sirasinda ilse
%8,266’lik bir verim kaybi goriilmiistiir. Fakat bu durum ihmal edilebilir siirlar
igerisidedir. L-DOPA déniisiimiinlin MADOPA’ya gore daha hizli olmasimin en biiyiik
sebebi kullanilan enzim aktivitesinin daha yiiksek olmasi ve MAT bilesiginin serbest

tirozine gore daha kompleks yapida olmasidir.

Hidrojeller, su veya bir ¢oziicii i¢ine girdiginde siser, ancak ¢oziinmez. Genellikle
hidrojelleri tanimlamak i¢in sisme derecesi ag yogunlugu, ¢6ziicii dogasi, polimer ¢oziici
etkilesim parametresi gibi birgok faktore baglidir. Genel olarak hidrojellerin sisme
dereceleri %280 ile 870 arasinda degisiklik gosterir (Hess vd., 2016). 3B biyoyazici ile

basilan doku iskeletinin sisme kapasitesi litaratiir ile dogrusallik gostermektedir.

Ozetle, Bu calismada ag yapisi ile ekstraseliiler matriksi taklit edebilecek,

MADOPA igeriginden dolayr hiicrelerin yiiksek adezyonuna izin veren biiylime,
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farklilasma ve cogalma gibi hiicresel faaliyetleri yerine getiren, yara iyilesmesini
hizlandirici, toksik olmayan, biyouyumlu ve biyog¢oziinebilir hidrojel yara sargisi
iretilmistir. Ayrica ilk defa immobilize tirozinaz kriyojel kolan kullanarak litaratiire

MADOPA doniisiimii kazandirilmistir.
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