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YILAN GOMLEGININ FiZiKOKIMYASAL ANALIiZi VE
BiYOTEKNOLOJIiK UYGULAMA ALANLARI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
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Damisman: Prof. Dr. Murat KAYA
ikinci Damsman: Prof. Dr. Fatih DUMAN

OZET

Tirnak, toynak, sa¢ ve yiin gibi yapilarin ana yapisal proteini olan keratin, non-
toksik, biyouyumlu ve biyobozunur olmasinin yani sira sahip oldugu birgok essiz
Ozellik nedeniyle arastirmacilar tarafindan sik¢a tercih edilmektedir. Fakat yapisal
olarak keratin igeren yilan gémleginin fizikokimyasal analizlerine ve biyoteknolojik
uygulamalarina dair bilgiler oldukg¢a kisithidir. Mevcut ¢alismada, yiiksek keratin
icerigine sahip ve oldukga genis bir yayilim gosteren Dolichophis caspius’ un (Hazer
yilani, bozyoriik) atik gomleginin ilk kez fizikokimyasal analizleri yapilmis ve
biyoteknojik uygulamalarda malzeme olarak degerlendirilmistir. Higbir islem
gérmemis atik yilan derisinin dorsal 6l¢ek, ventral dlgek ve mentese olmak {izere ii¢
farkli kisminin FT-IR, SEM, TGA, XRD, ICP-MS, Amino asit Analizi, Elementel
Analiz ve Temas Agis1 Olgiimii cihazlar1 kullanilarak karakterizasyonu yapilmustir.
Yilan gomleginin {i¢ farkli kismimin antimikrobiyal aktiviteleri test edilmis ve
Escherichia coli ve Streptococcus mutans bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedigi goriilmustiir. MTT analizi ile sitotoksisiteleri belirlenmis ve ilk 72 saat
sonraki hiicre canliliklar1 ventral Olgek, dorsal Olgek ve mentese kisimlari igin
strastyla, %77.0, %110.2 ve %94.4diir. Yilan gdmleginin dorsal dlgek, ventral dlgek
ve mentese olmak lzere li¢ farkli kismina, yara iyilesmesinde yaygin olarak
kullanilan D-Panthenol yiiklenmis ve salim 6zellikleri aragtirilmistir. Sirasiyla dorsal
Olcek, ventral oOlcek ve mentese kisimlart i¢in ortalama ilag yiikleme
kapasiteleri: %2,07+0,13, %1,28+0,04, %1,77+0,95 olarak kaydedilmistir. ilk 1
saatte dorsal Olgekte ilacin %46.67°si, ventral Olcekte %80.09’u ve mentese
kisminda %69.85’1 salimmustir. Hiicre kiiltiirli uygulamalarinda L1929 hiicre hatt1
kullanilmis ve yilan gomleginin L929 hiicreleri i¢in iyi bir substrat olmadig
goriilmiistiir. Analiz ve uygulamalarin higbirinde yilan gémlegine herhengi bir 6n
islem uygulanmamus, orijinal haliyle kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yilan derisi, Biyopolimer, Yilan deri degistirme, Ecdysis,
Dolichophis caspius

Agustos, 2023; 97 sayfa
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ABSTRACT

Keratin, which is the main structural protein of structures such as nails, hooves, hair
and wool, is frequently preferred by researchers due to its many unique properties as
well as being non-toxic, biocompatible and biodegradable. However, information on
the physicochemical analyzes and biotechnological applications of the snake shirt,
which contains structural keratin, is very limited. In the present study,
physicochemical analyzes of the waste jacket of Dolichophis caspius (Hazer snake,
bozyoriik), which has a high keratin content and shows a wide distribution, were
made for the first time and evaluated as a material in biotechnological applications.
Characterization of the untreated waste snake skin was performed on three different
parts of the dorsal scale, ventral scale and hinge using FT-IR, SEM, TGA, XRD,
ICP-MS, Amino Acid Analysis, Elemental Analysis and Contact Angle
Measurement devices. The antimicrobial activities of three different parts of the
snake shirt were tested and it was found that they did not show antimicrobial activity
against Escherichia coli and Streptococcus mutans bacteria. Cytotoxicity was
determined by MTT analysis and cell viability after the first 72 hours was 77.0%,
110.2% and 94.4% for the ventral scale, dorsal scale and hinge parts, respectively. D-
Panthenol, which is widely used in wound healing, was loaded on three different
parts of the snake shirt, namely dorsal scale, ventral scale and hinge, and its release
properties were investigated. The mean drug loading capacities for the dorsal scale,
ventral scale and hinge parts were recorded as 2.07+0.13%, 1.28%+0.04%,
1.77£0.95%, respectively. In the first 1 hour, 46.67% of the drug was released on the
dorsal scale, 80.09% on the ventral scale and 69.85% on the hinge portion. The L929
cell line was used in cell culture applications and it was seen that the snakeskin was
not a good substrate for L929 cells. No pre-treatment was applied to the snake shirt
in any of the analyzes and applications, and it was used in its original form.

Keywords: Snake skin, Biopolymer, Snake molting, Ecdysis, Dolichophis caspius

August, 2023; 97 pages
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1. GIRIS

Doga i¢inde barindirdig: yiizlerle canli ¢esidiyle arastirmacilar i¢in hem zengin bir
biyolojik hammadde kaynagi hem de ilham kaynagi olusturmaktadir. Biyolojik
materyaller sahip olduklar1 birgok essiz 6zellikle uzun yillardir aragtirmacilarin ilgi
odag1t olmuslardir. Bu biyolojik materyallarden biri olan keratin, ara filament
grubunun st ailesinde bulunur ve hayvanlarda 6nemli olan iki biyopolimerden
biridir (McKittrick vd., 2012). Epitel hiicrelerinin ana yapisal proteini olan keratin
(Coulombe vd., 2002) omurgalilarin keratinositler adi verilen ve sadece keratin
tiretmek icin 6zellesmis hiicreleri tarafindan sentezlenir. Sag, tirnak, toynak, boynuz,
yiin, siiriingen epidermisi, tiiyler, gagalar, pengeler ve stratum corneum keratin

acisindan zengin yapilardir (Sekil 1.1).

SAC

TIRNAK

YILAN.
GOMLESI

TOYNAK

BOYNUZ

Sekil 1.1. Keratin kaynaklari.

Keratin, zincirler aras1 peptit baglar1, molekiiler i¢i disiilfit baglari, molekiiller arasi
disiilfit baglari, hidrojen ve iyonik baglarla birbirine baglanan c¢esitli amino asitler

iceren bir polipeptit zincirinden olusur (Shavandi vd., 2017).

Literatiirde c¢esitli keratin siniflandirmalarindan bahsedilir, fakat siklikla kullanilan
siiflandirma, keratin ve keratin materyallarinin, birincil protein yapisinin hidrojen

baglanmasina bagl olarak a-keratin (sarmal yapi) veya B-keratin (kivrimli yapi)



olarak adlandirildigi siniflandirmadir (Wang vd., 2016). Alfa keratinlerin, kiikiirt
orani distiktiir, molekiiler agirliklar1 40-68 kDa’dur, yapisaldir ve a-sarmal ikincil
yapiya sahiptirler. a-keratinler, yirtilmadan énemli 6l¢lide gerilebilen uzun filamentli
lifler halinde kendi kendilerine birlesirler (Alibardi, 2006; Hill, 2010). a-keratinlerin
bir a-heliks zincirden baglayan ve ara filament olusumuna kadar gecen siiregleri su
sekildedir; iki a-heliks zincir didiilfit ¢apraz baglar1 ile dimerler, dimerlerin ugtan uca
bir araya gelmesiyle protoflamentler ve dort protofibrilin birlesmesiyle ara
filamentler olusur (Sekil 1.2). a-keratinin bulundugu yerler; yiin, sag, tiiy, tirnaklar,

boynuzlar, toynaklar, stratum corneum’dur (Wang vd., 2016).

Beta keratinler ise alfa keratinlere gore daha serttirler, ikincil yapilart beta pilili
tabaka seklindedir, kortikal lifleri fiziksel ve kimyasal hasarlardan korurlar.
Molekiiler agirliklar1 (10-22 kDa) a-keratinlere gore diisiiktiir. (Alibardi vd., 2006).
Sekil 1.2 de goriildiigh gibi B-keratinler, paralel veya antiparalel iki B-yapragin yanal
olarak paketlenmesi ile olusurlar ve zincirler arasi hidrojen baglarinin bir arada
tutmasiyla bir tabak olustururlar. Polipeptit zincirinin merkezi bodlgesi hidrojen
baglar1 ile baglanan ve kivrimli bir tabaka olusturan dort yanal beta serit ile
sonuclanacak sekilde katlanir. Ardindan iki kivrimli tabaka tist liste biner ve zit
yonlerde hareket ederek filamanlari olusturur (Wang vd., 2016). pB-keratinin
bulundugu yerler; tiiyler, kus gagalar1 ve pengeleri, siirlingen penceleri ve pullaridir.
Hem o-keratin hemde B-keratinin bulundugu yerler ise siirlingen epidermisi ile

pangolin pullaridir (Wang vd., 2016).
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Sekil 1.2. a ve B keratinin atomik Slgekten filament olusumuna kadarki siireci.

a ve P keratinin her ikiside amino asitlerden olusur. Atomik boyutuna baktigimizda

benzer olduklarin1 fakat a-Keratinin ikicil yapisinin sarmal iken B-keratinin ikincil

yapisi tabaka seklindedir. Sonraki iki agsama ve sonug her ikisi i¢in de ayni olsa da

caplar farklidir (Lazarus vd., 2021).

Sa¢ ve yiin gibi yapilar s6z konusu oldugunda bir iiglincli protein tiirlinden y-

keratinlerden bahsedilir. Kiiresel, kiikiirt igerigi bakimdan zengin ve ~15 kDa

molekiiler agirliga sahip olan y-keratinler esas olarak a-keratin liflerini bir arada

tutar. Sa¢ ve yiinlin kortikal {ist yapisinin yiiksek mekanik mukavemetine,

eylemsizligine ve sertligine yol acan disiilfid ¢apraz baglayicilar olarak islev gortirler

(Hill vd., 2010),




Keratinlerdeki polipeptit dizileri birgok amino asidin bir araya gelmesiyle olusur. Bu
amino asitlerden bazilar1 sunlardir; sistein, serin, glutamik asit, treonin, glisin,
arginin, aspartik asit, valin, 16sin ve prolin’dir (Qui vd., 2020). Ekstraksiyon
islerimleri esnasinda amino asitler doniisebilir veya yapisi tamamen bozularak yok
edilebilir. Asparagin’in aspartik asite, glutamin’in ise glutamik aside doniigmesi
eksraksiyon islemlerinden kaynaklanan doniisiime giizel bir 6rnektir. (Chilakamarry
vd., 2021). Li ve ark. da yaptiklar1 bir ¢alismada asit hidrolizi esnasinda amino
asitlerin ciddi sekilde yok edildigini bu nedenle asparagin, glutamin, sistein, serin,
treonin ve triptofan igeriklerinin dogru olmayabilecegini rapor etmislerdir (Li vd.,

2019).

Keratinleri diger yapisal proteinlerden ayiran 6zelliklerden biri yapisinda yiiksek
oranda sistin olmasidir (Kornillowicz-Kowalska ve Bohacz, 2011). Keratinlerin
¢Oziiniirliigliniin  digiik olmasi ve yiiksek stabilitesi, protein zincirlerini ¢apraz
baglayan sistin amino asidi ile iligkili ¢ok sayida disiilfit bag1 igermesinin yani sira
hidrojen ve iyonik baglardan kaynaklanmaktadir (Zoccola vd., 2009). Karboksilik
anyonlar ve amonyum katyonlar1 arasindaki iyonik baglar asir1 asidik veya bazik
ortamlarda en diisiikk seviyede iken pH 4.9 da en yiiksek seviyededir (Feroz vd.,
2020).

[k arastirmacilar proteinleri ¢ozmek icin kullanilan yéntemlerin keratin igin pek de
etkili olmadigin1 gormiislerdir. (Rouse ve Van Dyke, 2010). Keratinler, proteolitik
enzimler olan pepsin ve tripsin gibi enzimler veya su, alkaliler, zayif asitler ve

organik ¢oziiciilerde ¢oziinmezler (Kornillowicz-Kowalska ve Bohacz, 2011).

Keratin i¢in en yaygin kullanilan ekstraksiyon yontemlerinden bazilar1 soyledir;
stiper kritik su ve buhar patlamasi yontemi, mikrobiyal ve enzimatik yodntem,
mikrodalga 1simasi ve kimyasal (iyonik sivi, hidroliz, oksidasyon, rediiksiyon)

yontemlerdir (Chaitanya Reddy vd., 2021).

Siiper kritik su ve buhar patlamasi yontemi, ekstraksiyon uygulanacak materyalin
igerisinde bulundugu kaba yiiksek sicaklik (>200°C) ve basing (0.1 ila 10
MPa) verilmesi esasina dayanan bir yontemdir. Ydntemin avantaji, ¢evresel etkisinin
ve maliyetinin diisiik olmasiyken dezavantaji, yiiksek sicakligin sistein gibi bazi

amino asitlere zarar vermesidir (Shavandi vd., 2017).



Mikrobiyal ve enzimatik yontem, keratin bakimindan zengin ortamlardan izole
edilen mikroorganizmalardan tiiretilen enzimlerin kullanilmasi yoluyla yapilan
hidrolizdir Bu hidroliz yontemi protein omurgasina zarar vermez (Holkar vd., 2018).
Yontemin avantaji, gevreye zarar vermemesi, diisiik enerji gereksinimidir (Chaitanya

Reddy vd., 2021).

Mikrodalga 1g1mas1 yontemi, mikrodalga 1s1masi ¢ekirdek igi hacimsel 1sitma yoluyla
calisan bir yontemdir. Diger 1sitma yontemlerine kiyasla homojen bir 1sitma sunmasi

ve zaman tasarrufu saglamasi avantaji vardir (Chen vd., 2015).

Kimyasal yontemde ise, oksidatif ¢oziicliler kullanilarak sisteinin sisteik aside
donistiirilmesiyle elde edilen protein karigimi keratoz olarak adlandirilirken,
sisteinleri saglam birakan indirgeyici ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen, yeni ¢apraz
kopriiler kurmaya hazir olan protein karisimina ise keratin adi verilir (Silva vd.,
2014). Keratinler ve keratozlar aynm1 kokenden olmalarina ragmen kiikiirt igeren

gruplarin dogasi onlara birtakim farkli 6zellikler kazandirir (Hill vd., 2010).

Keratozlar, disiilfiir icermeyen ¢apraz baglar yapabilir, suda ¢dziiniir, higroskopiktir
ve sisteik asidin elektron ¢ekme 6zelliklerinin neden oldugu omurga polarizasyonuna
bagli olarak asir1 pH degerlerinde hidrolitik bozunmaya karsi hassastirlar. Bu
Ozelliklerinden dolay1 keratozlar in vitro ortamlarda giinler ve haftalar ile ifade
edilebilecek kadar kisa siirelerde, yani nispeten hizli bir sekilde parcalanirlar.
Keratinler ise, sistein gruplarmim oksidatif baglanmasi nedeniyle yeniden g¢apraz
baglanabilirler, asir1 pH larda kararlidirlar ve suda daha az ¢6ziiniirler. Bu 6zellikler
haftalarca ve aylarca in vitro ortamda kalabilen biyomalzemelerin olugsmasina olanak

tanir (Silva vd., 2014).

Keratinler, non-toksik, biyouyumlu ve biyobozunur olmalarmin yani sira nispeten
kimyasal olarak reaktif olmamalari, ¢6ziinmemeleri, dayanikli olmalar1 (Konop vd.,
2021; Montes-Zaraztia vd., 2015) ekstrakte edilmis keratin proteinlerinin kendi
kendine bir araya gelme, gozenekli ve lifli yapi iskeleleri halinde polimerize olma
Ozelligine sahip olmalarn gibi 0Ozellikleri sayesinde medikal alanda c¢okca

kullanilmaktadirlar (Shavandi vd., 2017).

Bu ozelliklere ek olarak hiicre yapisma sekanslarinin dogal varligi, hiicresel

proliferasyonu ve migrasyonu iyilestirmesi ve farkli biyomolekiillerle etkilesime
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girmesini saglayan karboksil, amino ve siilfhidril gruplar1 gibi genis fonksiyonel
gruplara sahip olmalar1 keratinleri gesitli uygulamalarda kullanilmak tizere kimyasal

olarak aktive edilebilir kilar (Chilakamarry vd., 2021).

Keratin; tirnak, toynak, sag, yiin, siirlingen epidermisi ve tiiy gibi yapilarda dogal
olarak olugsabilmesi, yaygin olarak bulunmasi ve yenilenebilir kaynaklara sahip

olmasi gibi avantajlart sayesinde biyoteknolojik uygulamalar i¢in iyi bir adaydir.

Stiriingenleri kuslar ve memelilerden ayiran en belirgin 6zelliklerden biri pullu bir
derilerinin olmasidir. Bu pullu deri siiriingenleri mekanik hasarlara kars1 korur, su
kaybi1 ve patojenlere karsi bir bariyer saglar ve ayni zamanda harekete yardimei olur
(Abo-Eleneen ve Allam, 2011; Yenmis ve Ayaz, 2023). Yilanlarin derileri pullar ve
bu pullar1 birbirine baglayan mentese kisimlarindan olusur. Pul sayilar1 hayvan
biiylidiikce artmaz veya azalmaz, yumurtadan ciktiklar1 pul sayisi ile hayatlarina
devam ederler (Allam ve Abo-Eleneen, 2012). Bu durumun yilanlarin viicut
biiylimesini engellemesi nedeniyle tiiriine bagli olarak yilda 4-8 kez tiim derilerini
tek bir parga olarak degistirirler (Klein vd., 2010). Pullar yilan deri degistirdik¢e
sekil degistirebilir ve boyut olarak biiyiirler (Allam ve Abo-Eleneen, 2012).
Yilanlarda ve kertenkelelerde deri degistirme, dokiilme ve dinlenme fazlarinin
birbirini takip ettigi bir dongii seklindedir ve hormonal faktorler ile kontrol edilir
(Maderson vd., 1998).

Yilanlarin yenilenme esnasinda iretilen epidermisi distan ige dogru; oberhautchen,
beta (B) tabaka, mezos tabaka, alfa (a) tabaka, lakiiner doku ve seffaf tabakadan
olusur. Bu dokiilen epidermal tabakadir. Yeni epidermal katman dokiilmeye
hazirlanan epidermal katmanin altinda olusur. Sekil 1.3’te goriildiigi tizere
dokiilmeye hazirlanan katmanin seffaf tabakasi ile yeni iiretilen epidermal
katmaninin oberhautchen tabakasi baglidir. Farklilasma esnasinda bu iki katman
arasinda tamamlayict spinulalarin fermuarl bir yapr olarak olusturduklar arayiiz,
olgunlagsma esnasinda hizla acilir ve dokiilme gergeklesir. Epidermal olgunlagsma
stirecinde oberhautchen tabakasinin plazma zarimi kaybetmesi nedeniyle B-tabaka ile
birlesmistir (Alibardi, 2005; Landmann, 1979). B ve o tabaka esas olarak protein iken

mezos tabakasi lipit agisindan zengin bir tabakadir (Ripamonti, 2009).


https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4687(199804)236:1%3c1::AID-JMOR1%3e3.0.CO;2-B)
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Stratum Germinativum

Sekil 1.3. Yilanlarda deri degisim dongiisii.

Siirtingen epidermisi memelilerinkinden farkli olarak a ve B olmak iizere iki farkl
keratin proteinine sahiptir (Ripamonti, 2009). Yilanlarin o-tabakalarinda (mezos,
alfa, lakiiner ve seffaf) yumusak bir keratin sentezlenirken (alfa), oberhautchen ve -
tabakalarinda sert bir keratin tiirii (beta) sentezlenir (Alibardi, 2005). a-keratinler,
yumusak ve esnek stratum corneum’un iiretimi igin bir yapi iskelesini temsil eder.
Ayrica su kaybina karsi bariyeri barindirir ve 6lgek hareketliligine olanak tanir. B-
keratinler ise, pullart mekanik stresten koruyan sert ve esnemez tabaka olustururlar.
Ayni zamanda fB-tabaka, siiriingen epidermisinde ¢ogu epidermal pigmentin biriktigi

yerdir (Alibardi vd., 2006).

Mevcut ¢alismada Dolichophis caspius’un (Hazer Yilani, Bozyoriik) deri degistirme
sonucu dogaya biyolojik bir atik olarak biraktig1 gomlegi hi¢bir islem uygulanmadan
orijinal haliyle kullanilmigtir. Dolichophis caspius (Hazer Yilani, Bozyoriik)
secilmesinin nedeni, Dogu Avrupa, Gliney Ukrayna, Balkan Yarimadasi, Bati
Anadolu, Karadeniz Kiyisi, Kafkas Daglari, Kazakistan ve Giiney Rusya olmak
iizere oldukca genis bir yayilim alanina sahip olmasidir. Dolichophis caspius’un bu
alanlardaki yasam alani tercihi, bozkir otlaklari, kayalik ¢ikintili alanlari, Akdeniz
caliliklar1 ve genis yaprakli ormanlarin kenar kisimlari, orta ve diisiik rakimh

alanlardir (Sahlean vd., 2014).

Bu c¢aligmada yilan gomleginin dorsal dlgek, ventral dlgek ve mentese kisimlarina,

FT-IR, TGA, XRD, ICP-MS, SEM, EDX elemental analiz, aminoasit analizi, temas
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acist Olgtimii teknikleri kullanilarak karakterizasyonu yapilmistir. Antimikrobiyal
aktiviteleri test edilecek ve MTT analizi ile sitotoksisiteleri belirlenmistir. Ayrica ilag
yiiklenerek kontrollii ilag salimi yapilacaktir. 1.929 hiicre hatti kullanilarak hiicre
kiiltiirti ¢alismalar1 yapilmistir. Biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmak tizere yeni

bir kaynak olarak yilan derisinin kullanilmasi1 amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

Niifusun her gecen giin artmasiyla birlikte diinya, hammadde temini ve atik
yonetiminin dogru yapilmamasi sonucu ciddi sorunlarla kars1 karsiya kalmaktadir ve
bu konulara siirdiiriilebilir ¢oziimler {iiretilmedigi silirece de bu sorunlar artarak

devam edecektir.

Memeliler ve yiiksek omurgalilarin viicudunda en bol bulunan proteinlerden biri olan
keratin, biiyiikbas, kiigiikbas ve kiimes hayvanlari mezbalari, kuafér salonlari,
siirlingenlerin deri degistirmesi sonucu zaman zaman ciddi biyokiitle birikimi

olusturup cevre kirliligine yol agabilmektedir.

Keratin atiklart bertaraf etmek i¢in en yaygin kullanilan yontemler; yakma, agikta
depolama (¢opliikler), gomme, kompostlama ve mekanik oOgiitmedir. Fakat bu

bertaraf etme yontemleri toprak, su ve hava kirliligine neden olabilir.

Cevre kirliligine yol agan ve insan sagligini tehdit edebilen bu bertaraf etme
yontemleri yerine, bu keratin kaynaklarmin iiretim sektoriinde katma degerli
uygulamalar i¢in siirdiiriilebilir bir hammadde olarak degerlendirilebilmesi, dongiisel
biyoekonomiye gecis daha siirdiiriilebilir bir atik yonetimi saglayabilir. Daha once
yapilan c¢aligmalar keratin kaynaklarmin bir¢ok uygulamanin hammaddesi veya
bileseni olabilecek genis bir uygulama alanina sahip oldugunu gostermislerdir. Bu

uygulamalardan bazilar1 s6yledir;
2.1 Biyomedikal Alaninda

Thilagam ve Gnanamani (2020) yaptiklar1 ¢alismada altin nanopartikiillerin gelismis
terapotik ugulamalar icin islevsellestirilmesinde keratinin tek basina veya albiiminle
kombinasyon halinde kullanildiginda sade nanopartikiile gére biyouyumlulugunu ve
depolama stabilitesini artirmada O©nemli bir islevsel etki gdosterebilecegini

bildirmislerdir.

Villanueva vd. (2019) kronik yaralarin pH’larinin bakteriyel aktiviteden dolay1 bazik
olmasi nedeniyle pH’a duyarl olarak bazik ortamda sisme sebebiyle daha ¢ok, asidik
ortamda biizlilme nedeniyle daha az salim yapacak, ¢inko oksit (ZnO) yiiklii keratin
(kaynak: sigir boynuzu) hidrojel iiretmislerdir. Hidrojelde ii¢ farkli nZnO



konsantrosyonu denemisler ve yara pansumani uygulamalari i¢in %5 nZnO

konsantrasyonunun en iyisi oldugunu rapor etmislerdir.

Yang vd. (2019) sa¢in yeniden uzamasini saglamak igin, sag¢ tiirevli keratinden
yapilmis eksozomlar ve kii¢iik bir molekiiler ilag olan UK5099 ile entegre edilen
cikarilabilir bir mikro igne yama aracili ilag verme sistemi gelistirmislerdir.
Gelistirilen yamanin bir fare modeline iki tur uygulandig: tedaviden sonraki 6 giin
igerisinde 1iyi bir pigmentasyon ve tiiylerin yeniden biiylimesini tetikleyebildigi

gbzlenmistir.

Singaravelu vd. (2016) yara iyilestirmesinde kullanilmak {izere iki katmanli bir nano
lifli iskele olarak boynuz keratin-kitosan bazli bir biyo-tabaka ile elektroegirme
yoluyla bir poli (3-hidroksibiitirik asit) — jelatin nano 1ifli mat imal etmislerdir. Iki
katmanli nano lifli yap1 iskelesinin morfolojisi, hiicre yapismasi ve hiicre sayisinin
artmasini desteklemenin yani sira fibroblast ve keratinosit hiicre hatlarina kars1 daha
Iyi biyouyumluluk sergilemistir. Nano lifli isklelerin yara bolgesinde enfeksiyonu
onledigi, gelismis kolejen sentezi ile biiyiime etmenlerini diizenlendigi ve bu nedenle

daha cabuk bir yara iyilesmesinin olabilecegi bildirilmistir.

Insiilin konjuge edilen keratin (kaynak: insan sac1) hidrojellerin yara iyilestirme, yara
izi 6nleme ve hemostaz konusundaki etkinligi Li vd. (2019) tarafindan kanamaya
tesvik edilen sican karacigerinde ve sican sirt kisminda olusturulan eksizyonel
yaralar araciligi ile arastirillmistir. Kontrol (hi¢ bir tedavi uygulanmayan grup) ve
keratin hidrojeline kiyasla keratin-insiilin konjugatinin ¢ok daha iyi bir hemostatik
etki gosterterdigini gozlemlemislerdir. Kontrol, keratin, insiilin ve keratin-insiilin
konjugat hidrojellerin yara izi ve yara iyilestirmedeki etkinligi ise yaralanmadan
sonraki 0, 7, 14, 21, 28, 35 ve 60. giinlerde takip etmislerdir. 14. glinden sonra
instilin-keratin hidrojelleri ve insiilin enjeksiyonu ile tedavi edilen bolgelerde daha

piirtizsiiz bir cilt oldugunu gorseller ile destekleyerek rapor etmislerdir.

Baska bir eksizyon yara iyilesmesinin degerlendirildigi ¢alismada Wang vd. (2017)
keratin (kaynak: tavuk tiiyii) hidrojelleri kullanmiglardir. Tedavi edilmeyen grup ile
karsilagtirildiginda keratin hidrojel uygulanan grup uygulamadan 10 giin sonra %90
tyilesme gosterirken tedavi uygulanmayan grubun ayni siirede %60 iyilesme

gosterdigi goriilmiis. 28 giiniin sonunda ise tedavi uygulanan kisimda %100 iyilesme
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ve plirlizsiiz bir cilt ve daha fazla kil folikdilii goriilmiistiir. Yara iyilestirmesinin yani
sira hidrojellerin iyi bir biyouyumluluk ve biyobozunurlukta sergiledigi rapor

edilmistir.

Xu vd. (2013) keratin (kaynak: sa¢) yapi iskelelerinin yara iyilesmesi tizerindeki
etkisini, biyouyumluluk ve biyobozunurluklarini in vivo olarak gozlemleyi

hedefledikleri ¢alismalarinda Wang vd. (2017) ile benzer sonuglar rapor etmislerdir.

Vakilian vd. (2019) Bitis arietans ve Telescopus dhara yilanlarinin gomleklerini yara
pansumani olarak arastirmislardir. in vitro calismalarda kullanilmak iizere yilan
gomleginin ventral kismimin orta bodlgesinden kesit alinarak deiyonize su ile
yikanip %70 etanol soliisyonu ile steril etmislerdir. Bitis arietans ve Telescopus
dhara yilanlarmna ait bu gomlekleri, siganlarin sirt kisminda 1.5 cm ¢apinda
olusturulan yuvarlak tam kat yara eksizyonunun iyilestirilmesinde kullanmislardir.
Uygulamada, pozitif kontrol de Solcoseryl merhem kullanilirken, negatif kontrol de
hi¢bir tedavi uygulanmamistir. Deney grubunda ise Bitis arietans ve Telescopus
dhara yilan gomlekleri kullanilmistir. 7 Giin sonra Telescopus dhara yilan gémlegi
yara alanim1 %55.4 + 5.6, Telescopus dhara yilan gomlegi %39.2 + 1.8 ve pozif
kontrol %18.1 + %5.2 oraninda azaltigini, 14 giin sonra ise hem Bitis arietans hem
de Telescopus dhara yilaninin gémleklerinin pozitif kontrole gore 6nemli bir azalma

gosterdigini gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Aboushwareb vd. (2008) keratin (kaybak:insan sa¢i) hidrojellerin tavsanlarda
Olimciil karaciger hasarlarindaki hemostatik etkinligini calistilar. Bu ¢alismada
negatif kontrol, Quick Clot, Hem Con ve Kkeratin gruplar: igin sirasiyla 24 saatlik sag
kalim oranlarini sirastyla %0, %62.5, %62.5 ve %75 olarak rapor ettiler. Keratin
hidrojelin kanayan yiizeye biriktiginde genellikle yikanarak c¢ikmayacak kadar
yapiskan ve hidrofilik oldugunu goézlemlediler. Keratin jelin, trombiis olusumunu
tetikleme ve yara bolgesinde fiziksel bir kaplama olusturma yoluyla hemostatik etki

gosterdigini rapor etmislerdir.

Shen vd. (2011) miyokart enfarktiisii sonrasi keratin (kaynak: insan sagi)
biyomalzemelerin enjekte edilmesinin kalp fonksiyon bozuklugu iizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Keratin biyomalzemeler enfaktiislii sican kalbine enjekte edildikten

sonra anjiyogenez tesvik edilmis ve miyokard enfarktlisi sonrasi kalpte
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enflamasyonu artirmamistir. Enjeksiyondan sonra 8 hafta boyunca kontrol grubuna
kiyasla kardiyak fonksiyonunun korunmasi ve olumsuz ventrikiiler yeniden

sekillenmenin zayiflamasi gibi klinik i¢in umut vaat eden sonuglar alinmastir.

Gao vd. (2019) ilk kez rekombinant keratin nanopartikiilleri (RKNP) dermal yara
iyilesmesinde kullanmislardir. RKNP’ler hiicre go¢ii ve proliferasyonunun yani sira
kolejen birikimini, epitelizasyonu ve vaskiilarizasyonu da destekleyerek doku

miihendisligi uygulamalari igin gelecek vaat eden sonuglar sunmuslardir.

Hemostatik ajan olarak keratin (kaynak: insan sa¢1) hidrojellerin tasinmasi,
depolanmasi ve kullanimindaki zorluklar nedeniyle Luo vd. (2016) degistirilmis bir
emiilsiyon difiizyon yontemiyle keratin nanopargaciklar gelistirmislerdir. Gelistirilen
keratin nanopartiliillerin hemostatik etkileri sicanlarda karaciger delinmesi ve kuyruk
ampilitasyonunda test edilmistir. Kontrol grubu olarak gazli bezle basincin
kullanildig1 ¢alismada karaciger delinmesinde 50mg keratin nanopartikiil kullanilmis
ve uygulamadan 1 dakika sonra kanama durdurulmustur. Kuyruk ampiitasyonunda
ise 25 mg keratin nanopartikiil kullanilmis ve 2 dakika sonra kanama
durdurulmustur. Nanopartikiiller suyu sevme Ozellikleri sayesinde basing etkisi
saglayabilen seffaf bir zar olustururlar ve keratin nanopartikiillerin kiiglik pargacik

boyutlari onlarin hemostatik etkinligini artirmada etkili olabilir.

Bloise vd. (2020) kemik yapici faktorlerin 75 Hz frekans ve 2 mT manyetik
indiiksiyona giinde 1 saat maruz kalmasinin osteojenik farklilagsmay1 artirdigini ve
3D yiin keratin yapir iskellerini osteokondiiktif biyomateryal haline getirdigini
bildirmislerdir. In vivo &rneklerde test edildiginde pozitif kemik yaniti ortaya
cikarabilicegini ve ameliyattan sonra doku iyilesmesini hizlandirabilecegini

ongdrmiislerdir.

Tian vd. (2021) kikirdak doku miihendisliginde ekstraselliiler matriks bilesimini ve
yapisini taklit etmek i¢in suda ¢oziinmeyen, 200 um'nin {izerinde gbézenek boyutuna
sahip ve dayanikli bombyx mory ipek fibroin/yiin keratin yapi iskellerini dondurarak
kurutma teknigi kullanarak imal etmislerdir. In vivo olarak siganlarda implantasyon
bolgesi dokusunda neredeyse hi¢ enflamatuar tepkiye neden olmamasinin yani sira in
vitro sitotoksisite degerlendirmesinde iyi hiicre biiyliimesi gdstermesi ve toksisite

olmamasi kikirdak doku miihendisliginde potansiyele sahip oldugunu diistindiirtir.
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Eslahi vd. (2016) kikirdak doku miihendisligi i¢in pluronic F127/kitosan1 konjuge
edip genopin kullanarak yiin keratin ile capraz baglamislar ve LAPONITE®
nanoparcaciklar1 yapiya ekleyerek enjekte edilebilir bir hidrojel olusturmuslardir.
Olusturulan hidrojellerin ¢ok iyi fiziko-mekanik 6zelliklere sahip olmasi, fizyolojik
kosullar altinda canli hiicreleri kapsiilleme yetenegi ve sito-uyumlu olmalari,
kikirdak yap1 iskelesi olarak yeniden yapilanma bolgesine destek saglamak igin

rejeneratif tipta kullanim potansiyeli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Zhao vd. (2015) kemik dokusu rejenerasyonu igin biyouyumlu, kalsiyum fosfat kapli,
elektroegirilmis insan sag1 keratini-polikaprolakton kompozit yapr iskeleleri
olusturmuslardir. Yapi iskeleleri iki agsamali bir yontemle imal edilmis olup gelismis
mekanik Ozelliklere, biyouyumluluga ve insan mezenkimal kok hiicrelerinin
proliferasyon hizin1 artirma o&zelliklerine sahiptir. Sahip oldugu ozellikler yapi
iskelelerini kemik dokusu miihendisligi i¢in potansiyel bir biyokompozit malzeme

konumuna getirmektedir.

Gao vd. (2019) insan sagindan indirgeme yoOntemiyle ¢ikarttiklart keratini ileri
islemlerle gozenek boyutu ~200 um ¢apinda olan, belirli bir mekanik mukavemete,
suda ¢ozlinmezlige ve yiiksek sicaklik direncine sahip siingerler haline getirmislerdir.
Olusturulan siingerler siganlarda siyatik sinir hasarinda lezyonun g¢evresine sarilarak
sinir onarimi i¢in uygun alan saglanmis, ¢evre dokulara yapigmasi dnlenmis ve sinir
rejenerasyonu kolaylastirilmistir. Alinan sonuglar keratin siingerlerin dorsal kok

gangliyon noronlarinda aksonun uzamasin destekleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Lin vd. (2012) ise siyatik sinir yaralanmalarinda periferik sinir rejenerasyonu igin
kanal dolgu maddesi olarak keratin jel imal etmislerdir. Insan sagi
keratin/polikaprolakton gruplari, bos polikaprolakton ve salin gruplart ile
karsilagtirildiginda Schwann hiicrelerinin ve aksonlarinin yogunlugunu 6nemli
Olclide artirmasi, periferik sinir onariminda umut verici bir potansiyele isaret

etmektedir.

Vazquez vd. (2012) keratin/kitosan memranlarinin epitelyal, stromal ve endotelyal
kornea hiicrelerinin kiiltiirlenmesi i¢in iyi bir yap1 iskelesi oldugunu bildirmislerdir.
Bu iskelelerin korneanin yeniden yapilandirilmasinda kullanilmak iizere

gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.
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Jung vd. (2021) kornea rekonsiiltasyonunda amniyotik zara bir alternatif olmasini
hedefledikleri {i¢ boyutlu (3D) bir fiber ag ile elektrospun insan sagi keratin
keratin/polivinil alkol nanofiber membran tasarlamiglardir. Tasarladiklar1 3D
keratin/PV A nano liflerinin pratik uygulamasini tavsan gozlerinde kornea replasmani
icin incelemislerdir. Elde edilen klinik ve histolojik inceleme sonuglarinin yani sira
3D morfoloji, konak¢i ile yapay kornea arasinda doku biitiinlesmesini, seffafligi,
biyouyumlulugu ve mekanik ozellikleri gelistirmeyi desteklemesi gibi nedenlerle

amniyotik zara bir alternatif olabilecegi ileri siirtilmiistiir.

Borrelli vd. (2015) tarafindan imal edilen farkli oranlarda alkali diyalizat igeren
keratin (kaynak: insan sag1) filmler okiiler yiizey rekonsiiltasyonu igin tavsanlara
uygulandi. Uygulamay: takip eden 4 hafta sonra hem steroid hem de nonsteroid
gruplarda keratin 90/10 konsantrasyonunda 4 korneadan 3’iinde ve okiiler yiizey
rekonstriiksiyonu igin klinik standart olan amniyotik membran gruplarinin hepsinde
seffaf bir kornea gozlemislerdir. Ayrica topikal steroidlerin uygulanmasinin, epitel
hiicre tabakasmin transplantasyonu ve matris yenilenmesi gibi uygulamalar igin
faydali olabilecek implant bozunmasim1 yavaslatiyor gibi  goriindiigiini

bildirmislerdir.

Guglielmelli vd. (2021) keratin (kaynak: yiin) kapli altin nano partikiiller gelistirerek
bir beyin kanseri tiirii olan glioblastoma kars1 etkinligini insan glioblastoma hiicre
hatt1 {lizerinde in vitro olarak olarak arastirmislardir. Keratin kapli altin nano
partikiillerin miikemmel biyouyumlulugu ve kanserli hiicrelerin i¢ine alinip lazer
151¢1na maruz birakildiginda 1siarak kanserli hiicreleri 6ldiirmesi ileriki ¢aligmalar

agisindan umut verici sonuglardir.
2.2 Giibre ve Hayvan Yemi Olarak

Bhavsar vd. (2016) yiinii asir1 yiiksek sicaklikta (170°C civari) hidroliz etmisler ve
Italyan organik giibreler yasasinin kriterlerini karsilayan bir hidrolizat elde
etmiglerdir. Elde ettikleri hidrolizat1 bir dizi ¢imlenme testine tabi tutmuslar
fitotoksik olmadigint gdzlemlemislerdir. Yiizde ¢imlenme oranlarinin 1g/L ve
10g/L’de sirayla %177 ve %90 degerlerine ulasabildigini bildirmislerdir. Bu etkinin
hidrolizat igerisindeki amino asitler, mikro elementler, azot icerigi ve notr pH’dan

kaynaklaniyor olabilecegini, topraktaki mikrobiyal aktiviteyi ve bitki biiylimesini
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uyarmak icin giibreleme yoluyla topraga dogrudan verilebilecegini bildirmislerdir.
Nustorova vd. (2005) koyun yiiniine alkalin hidrolizat eklenerek topragin fiziksel ve
biyolojik 6zelliklerini nasil etkileyecegi laboratuvar ortaminda 9 ay siiresince
arastiritlmistir.  Atik iirtin  %75-80 oraninda suda ¢Oziniir maddeler (petitler,
aminoasitler, tuzlar, potasyum iyonlari, boyalar, lipitler ve bazi karbonhidratlar)
icermektedir. Hidrolizatin ¢avdar ¢imi biiyiimesini ve mikrobiyal toprak
popiilasyonunu olumlu etkiledigi goriilmistiir. Elde edilen sonuglar hidrolizatin

tarimda giibre olarak potansiyelinin oldugunu gdostermektedir.

Bhange vd. (2016) yaptigi c¢alismada, tiiyler Bacillus subtilis PF1’in keratinolitik
susu tarafindan bir karbon ve nitrojen kaynagi olarak metabolize edilmistir. PF1 susu
tarafindan farkli tily konsantrasyonlarinda, bitkilerde hiicre boliinmesi, hiicre
uzamasi, hiicre farklilagsmasi ve patern olusumundan sorumlu olan indol asetik asit
tiretimini desteklenmistir. Toprakta tavuk tiiyli ile birlikte PF1 susu varken Vigna
radiata’nin bliylimesi arastirilmis ve biiylimeyi destekleyici aktivite sergiledigi
goriilmiistiir. Topraktaki C/N oranmin artmasi da tliylerin bitki biiylimesini

destekledigini gdstermektedir.

Coward-Kelly vd. (2006) inek kil ve tavuk tiiyiiniin Ca(OH):-termal uygulama ile
elde edilen hidrolizatlar1 ¢ok yiiksek sindirilebilirlige, soya fasiilyesi proteini ve
pamuk tohumu proteini ile benzer icerige sahip olmalari nedeni ile gevis getiren

hayvanlarin beslenmesinde kullanilabilecegi rapor edilmistir.

Darah vd. (2013) Microsporum fulvum IBRL SD3'ten elde edilen ham keratinazlar
tavuk tiiyliniin hidrolizinde kullanilmis ve hidroliz temel amino asitleri iceren bir tiiy
unu proteni ile sonuglanmigtir. Tily unu proteininin sahip oldugu amino asit igerigi,
onun balik ve karides gibi canlilarin beslenmesinde alternatif bir protein kaynagi

olarak diisiiniilebilecegini gdstermektedir.
2.3 Insaat ve Otomotiv Alaninda

Huda ve Yang (2009) aymi kosullar altinda trettikleri tavuk tiyi
polietilen/polipropilen ve jiit-polietilen/polipropilen kompozitlerinin darbe direnci ve
ses yalittmini aragtirmiglardir. Jitiin tavuk tiiyline kiyasla daha yiiksek en-boy
oranina sahip olmasi onu mekanik agidan daha giiglii yaptigin1 fakat ses yalitimi

acisindan da tavuk tiiyii ile olusturulan kompozitlerin iki kat iyi bir 6zellik sergiledigi
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goriilmiistiir. Caligmanin yapilma amaci otomotiv tavan dosemeleri olsa da bu
kompositlerin ses panelleri ve insaat sektorii gibi alanlarda da gelecek vaat

edebilecegi diisliniilmektedir.

Patnaik vd. (2015) iki tip atik yiin lifi ve geri doniistiiriilmiis polyester elyaflar1 50/50
karigtirarak 1s1 ve ses yalitimi i¢in iki katli matlar tiretmislerdir. Calismada atik yiin
liflerinin polyester elyaf ile birlesiminden olugan matlar, yalniz atik yiin liflerinden
ve yalniz polyester elyaftan olusturulan matlardan daha iyi nem emme, akustik emme
(50-5700 Hz %70'inden fazlasin1 emiyor), 1s1 yaliimi ve yangmn Ozellikleri

gosterdigini rapor etmislerdir.

Zach vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada koyun yiinii bazli 1s1 yalitm malzemelerinin
mineral/tag yiinii ile kiyaslanabilir 6zellikler gosterdigini ve gevresel performans,
kullanim kolayligi, malzemeyi kullanirken ¢ok diisiik saglik etkisi, yiiksek enerji,
verimli tiretim ve daha yiiksek yangin direnci gibi birgok avantaja sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica koyun yiiniiniin iyi nem emme 6zelligi yogusmay1 onleyip,

nemi diizenlemesi i¢ mekan atmosferi agisindan 6nemlidir.
2.4 Biyosorbent Olarak

Yakin tarihli bir ¢alismada Zubair vd. (2022) keratinin (kaynak: kiimes hayvani tiiyii)
yapisindaki capraz baglart kirip bunlar1 nano grafen oksit ile modifiye ederek yiizey
afinetesini artirdiklar1 nano tasarlanmis hibrit biyosorbentler olusturmuslardir.
Olusturulan biyosorbentlerin tek bir islem ile kirli sudan Co, Ni, Zn, Pb ve Cd
katyonlarmi1 ve Cr, As, Se oksianyonlarmi g¢ok 1yi bir uzaklastirma kapasitesi
sergiledigini gérmiislerdir. Keratin kaynaklarinin ucuz olmasi ve keratinin kolay
modifiye edilmesi bu siiregte yapilan uygulamalarin sonug¢lariin endiistriyel dl¢ekte

de kullanim potansiyeli oldugunu gdstermektedir.

Zahara vd. (2020) sentetik atik sudan toksik eser elementleri uzaklagtirmak igin
kiimes hayvanlar1 tiyliniin sekiz farkli modifikasyonuyla biyosorbentler
olusturmuslardir. Sentetik atitk sudan metal anyonlarmin ve katyonlarinin
absorbsiyonunda keratin modifikasyonuyla olusturulan biyosorbentler %60-90

oraninda iyi bir kapasitesite gostermislerdir.
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Karthikeyan vd. (2007) sigir ve bufalolarin boynuzlarindan elde edilen boynuz
ununun asit hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan, suda ¢oziinen ve diisiik molekiiler agirlikli
peptitleri, Cr®+ ile reaksiyona girer ve boynuz unu hidrolizat-Cr kompleksini
olusturur. Bu kompleksin deri tabaklama banyosunda yiiksek krom tiiketimi ve dejars

akisindaki Cr tuzunun kirlilik yiikiinii azalmada kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Song vd. (2020) boyalar i¢in yiiksek absorbsiyon kapasitesine ve randimanina sahip
olmas1 hedeflenen keratin-ipek fibroin filmleri molekiiler ag yeniden yapilandirma
stratejisi ile mezoskopik Olgekte tiretmislerdir. Keratin komposit filmlerin reaktif
parlak mavi i¢in maksimum uzaklagtirma verimliligi (%95.42 mg/g) ve absorbsiyon
kapasitesine (%190.42) ulasabilecegi bunun yani sira ¢ok iyi mekanik o6zellik
gosterterdigi, ideal rejenerasyon ve geri doniisiim basarisi sergiledigi bildirilmistir.
Absorbanlarin sahip oldugu bu 6zellikler onlar1 ¢evresel iyilestirmede gelecek vaat

eden bir aday konumuna getirmektedir.
2.5 Diger Alanlarda

Barba vd. (2008) yiinden hidrolize keratin peptitlerinin sulu bir ¢6zelti ve yiinden
elde edilen lipidlerin lipozom siispansiyonu olarak iki farkli formiilasyonda topikal
olarak uygulamasinda derinin su bariyeri fonksiyonunu belirlemek i¢in in vitro uzun
sireli c¢aligmalar yapmuslardir. Sorbsiyon-desorbsiyon testi yapilarak farkli
uygulamalar yapilan cilt kisimlarinin hidroskopik 6zelliklerini belirlemislerdir.
Calismada cilt bariyeri biitiinliigiinii gii¢lendigini, su tutma kapasitesini arttigini ve
buna bagl olarak derinin elestikiyetinin de arttigini rapor etmislerdir. Sonuclar yeni
kozmetik iirlinler tasarlamada keratin peptit ve ylinden elde edilen lipitlerin

kombinasyonunun faydali olabilecegini gostermektedir.

Ngawhirunpat vd. (2006) yilan gomleginin insan derisine benzerligi nedeniyle in
vitro ¢aligmalarda insan derisinin alternatifi olarak kullanilip kullanilmayacagini
arastirmiglardir. Hidrofilik ve lipofilik sekizer ilacin insan derisi ve yilan
gomleginden gecisi ile ilgili yaptiklart caligmada lipofilik ilaglar i¢in benzer
gecirgenlik kabiliyeti sergilendigini fakat hidrofilik ilaglar i¢in yilan gomleginin daha
diistik bir gecirgenlik kabiliyeti gosterdigini bildirmislerdir.

Sacha vd. (2020) yaptig1 yakin tarihli bir ¢alismada Ngawhirunpat vd. (2006) ile ayni

amagla ii¢ farkli yilan tiirliniin gdmlegi (karin ve sirt bdlgesi) ve insan derisinin in
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vitro gegirgenlik deneyleri i¢in hidrofilik bir model madde olarak kafein kullanarak
aragtirmiglardir. Elde ettikleri sonuglar bir tlir yilanin karin bolgesi derisi disinda

yilan gdmleginin gegirgenliginin insan derisine benzer oldugunu gostermistir.

Tavuk tiiylinden elde edilen 6giitiilmiis toz, uzun keretin biyolifleri, kisa keratin
biyolifleri kitosan-nisasta matrisi ile iyi bir biyouyumluluk sergilemis ve bunun
sonucu olarak da neredeyse homojen bir dagilim gostermistir. Keratini eklenmesi saf
matrise gore termal dayanikliligi ve depolama modiilini artirmistir (Flores-

Hernandez vd., 2014).

Shen vd. (2019) gelistirilmis filtrasyon ve antibakteriyal 6zellige sahip, giimiis (Ag)
katkili  keratin  (kaynak: yiin)/Poliamid-6 komposit nano fiber membran
gelistirmiglerdir. Keratinin Poliamid-6 ile birlikte kullaniminin hava filtrasyonunun
yani sira su buhart gecisini de olumlu etkiledigi goriilmiistiir. Gilimiis nano
pargaciklarinin eklenmesi ise Staphylococcus aureus’a karst %96.8, Escherichia
coli’ye karsi %95.6’ya kadar c¢ikan bir bakteriyel filtrasyon verimliligi elde
edilmesine saglamistir. Elde edilen sonuglar, membranin hava temizleyici ve kisisel

bio-koruyucu olarak kullanim potansiyeline sahip olabilecegini ortaya koymaktadir.

Kuzmanova vd. (2018) biyogaz iiretimi igin g¢esitli koyun irklarmin yiin lifleri
tizerinde sivi nitrojen 6n isleminin etkisini arastirmiglardir. Bazi yiinlerde, ham
esdeger yiin ile karsilastirildiklarinda biyogaz veriminde %80’den fazla artis
gozlenmistir. Caligma yiin liflerini biyogaz potansiyelinin yliniin tiirii ve kaynagina
gore degisebildiginin yam1 sira sivi nitrojen On isleminin par¢a boyutunu
kiiciiltebildigini ancak molekiiler yap1 {izerinde sinirli etkiye sahip oldugunu

gostermistir.

Shi vd. (2014) metil, etil, biitil ve heksil metaakrilatlar ile asilanmis tavuk
tilylerinden, iyi bir kuru ve 1slak gerilme 6zelligine sahip olan ve biyolojik olarak
parcalanabilen termoplastikler tretmislerdir. Asili tiiyler, zincir uzunluklarinin
artmasi ile daha yiiksek uzama ama daha diisiik mukavemet gostermislerdir. Bu
sonuglarin  ticari uygulamalarda termoplastiklerin  gelistirilmesine  katkida

bulunabilecegi diistiniilmektedir.

Reddy vd. (2013) ise tavuk tiiylinii akrilatlar (metil/etil/biitil) ve metaakrilatlar

(metil/etil/biitil) ile asilay1p termoplastik iiretmislerdir. Tavuk tliyliniin asilanmasi ile
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elde edilen sonuglar, tibbi uygulamalar i¢in istenilen su stabilitesi ve biyouyumluluk

ile tiiylerden termoplastikler gelistirmek i¢in uygun bir yontem gibi goriilmektedir.

Taskin vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada koyun yiinii proteini hidrolizatinin mikrobiyal
kiiltiir ortaminin maliyetli bilesenlerinden biri olan peptonlar i¢in, bir pepton kaynagi
olup olmadigin arastirmiglardir. Optimal yiin peptonu konsantrasyonu mantarlar igin
5 g L% bakteriler i¢gin 6 g L olarak belirlemislerdir. Staphylococcus aureus,
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Penicillium chrysogenum, Aspergillus
niger ve Escherichia coli ile yapilan arastirmada yiin peptonlarmin Aspergillus niger

ve Escherichia coli igin iyi bir bitylime substrati oldugunu gosterilmistir.

Latha vd. (2016) tavuk tiylinliin ii¢ asamali kimyasal islevsellestirilmesi yoluyla
biyolojik olarak pargalanabilen ve g¢evre dostu yaglayici katki maddeleri
sentezlemislerdir. Sentezlenen materyal referans baz maddesi olarak alinan polyoliin
oksidatif stabilitesini 1.5 kat arttirdig1 igin iyi bir antioksidan oldugu, korezyon
Onleyici Ozelliklerinin iyi oldugu ama herhangi bir siirtiinme Onleyici etki
gdstermemesi nedeni ile aginma Onleyici bir katki maddesi olarak orta diizey oldugu

rapor edilmistir.

Chougale vd. (2023) gelismis elektronik uygulamalar ig¢in dorsal kisimi altigen
desenli yilan gomlegini arastirmislardir. Petek yapili yilan gomlegi yiiksek
gozeneklilik, saglamlik, biyouyumluluk ve esneklik gibi ozelliklere sahiptir. Ek
olarak cesitli fonksiyonel gruplarinin varligi ve yliksek keratinizasyon ona piezo ve
triboelektrik o6zellikler kazandirir. 20cm? boyutundaki triboelektrik nanojenerator
(TENGQG), RF piiskiirtmeli Ag elektrotlu tribopozitif yilan gomlegi, bakir elektrotlu
tribonegatif PTFE ve PET substrati da destekleyici bir substrat olarak kullanilarak
tiretildi. Piezoelektrik nanojeneratér (PENG) de ise iist ve alt elektrotlar olarak
hareket etmesi i¢in yilan gdmleginin her iki tarafina Ag piiskiirtiilmiis ve zardan bir
piezoelektrik katman olarak faydalanmislardir. Piezoelektrik cihazin yalitimi kapton
levha kullanilarak saglanmistir. Piezo-siiper kapasitoriiniin cihaz da rGO tozu:
PVDF: iletken karbon 8:1:1 oraninda alinmis ve NPM soliisyonu damlatilmistir
olusturulan karigim karbon kumas iizerine boya kaplama teknigi kullanilarak rGO
elektrotlarinin hazirlanmasinda kullanilmisdir. Onerilen cihazlar, ticari olarak temin
edilebilen bir dielektrik kapasitorii sarj etme kabiliyeti gostermistir. PENG cihaz1
55.000, TENG cihaz ise 78.000’den fazla dongii siiresince miikemmel bir kararlilik
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sergilemistir. Bunun yan1 sira PENG’in bir saglik izleme, konusmaci, ses titresim
algilama ve smiflandirma o6zellikleri de gosterilmistir. Yilan gdmlegi/rGO piezo-

siiper kapasitor i¢in, 72mJ/m*’lik en yiliksek enerji yogunlugu 1.2 mW/cm?lik en

yiiksek glic yogunlugu degerinin yani sira 82 mF/cm?’lik bir kapasitans rapor
edilmistir. Ek olarak cihaz 0.6 V'a kadar sarj olurken, 7000 dongiiden sonra dahi ilk
kapasitans degerinin %95'ini muhafaza etmistir. Bu ¢alismada Chougale ve ark.
makro altigen desenli yilan gomleginin viicuda yerlestirilebilir, esnek ve ¢evre dostu
gelismis enerji toplama, depolama ve algilama teknolojisini gelistirmek icin

potansiyeli yiiksek bir aday oldugunu bildirmislerdir.

Jayaweera vd. (2018) ise triboelektrik nanojeneratorlerin (TENG) hazirlanmasinda
insan sag¢1 kullanimini rapor etmislerdir. Sa¢1 ¢6zmek i¢in etanollenmis NaOH
kullanilip daha sonra temas ayirma modunda ¢alisan TENG'ler i¢in elektrot
substratlar1 iizerinde sa¢ bazli filmler imal etmede cubuk ve dondiirme kaplama
teknigininden faydalanmislardir. Cubuk ve egirerek kaplanmis sa¢ filmlerinin
kalinliklar1 sirasiyla 55 pm ve 6.9 pum idi ve tekrarlanan temas/ayrilma
durumlarindan toplanan elektrik giiciinii 1.2 MQ diren¢ boyunca sirasiyla 19

mW-m 2 ve 60 mW-m? olarak rapor etmislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Dolichophis caspius’a (Hazer yilani, bozyoriik) ait yilan gomlegi aktardan temin
edilmistir. Dorsal 6lgek, ventral 6lgek ve mentese kisimlarina ayrilmistir. Bu kisimlar
distile su ile yikanip, UV ile steril edildikten sonra dogal hali korunarak

kullanilmistir. Yilan gomlegi kisimlari Sekil 3.1°de verilmistir.

Yentral olcek Mentese

$1 5 >0

Sekil 3.1. Yilan gomlegi kisimlari.

3.1 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskobu (FT-IR)

Yilan gomleginin dorsal 6lgek, ventral dlgek ve mentese kisimlarinin IR spektrumlari
600-4000 cm™ araliginda, bir Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR kullanilarak
kaydedilmistir.

3.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Islem gérmemis yilan gémleginin; ventral dlgek, dorsal dlcek ve dlgekleri birbirine
baglayan mentese kisimlarinin yiizey morfolojisi ve enine kesiti 5 kV’da SEM ile
1.000-20.000x  biiytitme  kullanilarak  incelenmistir. Hazirlama  asamasinda
numuneler, yonleri belirlenerek elektriksel olarak iletken ¢ift tarafli yapiskan bant
ile aliiminyum bir tabla {izerine yapistirildi ve ardindan numunelere iletkenlik
kazandirmak igin Sputter Coater (Cressingto Auto 108) ile altin / paladyum ile
kaplandi daha sonra ise goriintiilleme sonuglari FEI Quanta FEG 250 SEM cihazi ile
kaydedildi.

3.3 Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Termal Termogravimetrik
(DTG)

Yilan gomlegi dorsal dlgek, ventral dlcek ve mentese kisimlarinin artan sicaklia ve

zamana bagli olarak degisecek agirlik degisimleri, su igerigi ve kiil igerigi Hitachi
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Exstar- SII TG/DTA 7300 ile termogravimetrik analizle analiz edildi. Yilan gomlegi
kisimlar1 nitrojen atmosferi altinda 10°C min 1sitma hizinda 30°C'den 700°C'ye

1sitildi.

3.4 X-Istm Kirinim Yontemi (XRD)

XRD, kristal fazlarin essiz atomik dizilerine bagli olarak X-1sinlarin1 maddeye 6zgii
bir diizen igerisinde kirmasi temeline dayanir. Yilan gomlegi kisimlarinin XRD
analizi, Panalytical- Empyrean difraktometresi ile 5-45° tarama araliginda, 40 kV, 30

MA ve 20 tarama acisinda gergeklestirildi.
3.5 Elementel Analiz (CHNS Analizi)

Yilan gomlegi kisimlarimin C, H, N ve S element ylizdelerinin tahmin etmek i¢in
Thermo-Flash 2000 cihazi kullanilmigtir. Analiz, yanici olarak oksijen gazi, tasiyici
olarak ise helyum gazi kullanilan bir cihazda, 950-1000°C ki sicaklikta yaklasik 2’ser

mg’lik dorsal 6lgek, ventral 6l¢ek ve mentesenin yakilmasi yoluyla yapildi.
3.6 Temas Acs1 Olg¢iimii

Yilan gomlegi kisimlarinin hidrofobisitesini belirlemek amaciyla, statik su temas
acist Olglimleri, bir temas agisi1 Olger olan Attesion-Theta Lite ile yapildi. Statik su
temas agist Olglimleri damlaciklarin  yerlestirilmesinden 5 saniye sonra
gerceklestirildi. Temas acisin1 belirlemek i¢in damlaciklarin hacmi 3 pL’ye
sabitlendi. Raporlanan degerler yiizeylerin en az {li¢ farkli bolgesinde yapilan

Olgtimlerin aritmetik ortalamasidir.
3.7 3-(4.5-dimetiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum bromid (MTT)
3.7.1 Hiicre Kiiltiirii

Yilan gomleginin ventral Olcek, dorsal Olgek ve mentese kisimlarinin
biyouyumlulugunu degerlendirmek i¢in kullanilan 1929 (Fibroblast) hiicreleri
HUKUK, Sap Enstitiisii’den temin edilmis monolayer adherent yapida hiicrelerdir.
Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS), penisilin (100 iinite / ml) ve streptomisin
(100 ug / ml) ile desteklenmis Dulbecco’nun degistirilmis Eagle ortaminda (DMEM)
biiyiitiilmiis, giinliikk olarak mikroskop ile Kontrolleri gerceklestirilerek, %80

konfluensiye ulastiklarinda pasaja alinmiglardir.
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3.7.2 Orneklerin hazirlanmasi

Analizden 6nce 2x5 mm ¢apindaki 6rnekler UV ve %70 etanol (15 dk, 2 defa) ile
sterilize edilmis, steril PBS (pH 7.4, 15 dk, 3 defa) ile durulanmis ve DMEM de (15
dk) inkiibe edilmistir.

3.7.3 MTT analizi

MTT analizi igin, hiicre siispansiyonu, kuyu basma 1 x 10* konsanstrasyonda
hazirlanmis ve 96 kuyulu kiltiir plakalarina ekilmistir. Kiiltiir plakalart %5
COz’de %95 nem ortamindaki bir inkiibatorde 37°C'de 24 saat siireyle birakilmistir.
24 saat sonra, kiiltiir ortam1 tazelenerek her kuyuya biyomalzemeler eklendi ve
kiiltiirler, ortam degisikligi yapilmadan inkiibasyon siireleri (24, 48 ve 72 saat) i¢in
daha 6nce belirtilen kosullardaki inkiibatdrde tutulmustur. Islem gérmemis kontrol
hiicreleri de biiylime yiizdesini karsilastirmak i¢in muhafaza edilmistir.
Biyomateryalin hiicreler tiizerindeki sitotoksisitesi, klasik MTT testi ile
degerlendirildi. 24, 48 ve 72. saatlerde kuyucuklardan biyomateryaller ¢ikarildiktan
sonra MTT (0,5 mg mL™) soliisyonu eklendi ve 37°C'de 3 saat boyunca karanlik bir
ortamda tutulmustur. Daha sonra MTT aspire edilerek 100 ul DMSO ile formazan
kristallerinin ¢ozlilmesi saglanmistir. Rengin 492 nm'de stabilizasyonu i¢in 5 dakika
bekledikten sonra absorbans bir ChroMate®ELISA okuyucu kullanilarak 6l¢tim
yapilmistir. Biyomateryal icermeyen kontrol hiicrelerin canliligi %100 olarak kabul
edilmistr. Hiicrelerin canlilik yiizdesi (%) bu parametre baz alinarak hesaplanmistir

(Denklem 3.1).

% Canlilik = ((A6rnek — Ablank) A Akontrol — Ablank))x100 (3.2)

3.7.4 istatistiksel analiz

Verilerin analizi, GraphPad Prism yazilimmin siirim 5 versiyonu (GraphPad
Software®) kullanilarak yapildi. Veriler, ortalama-standart hatasi ile gosterilmistir.
Istatistiksel farkliliklar One-way ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi (%95
giiven araligy) ile degerlendirildi. p<0.05 olan p degerleri istatistiksel olarak fark
olarak kabul edildi.
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3.8 Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
3.8.1 Numune-¢oziiniirlestirme

Yilan gomlegi orneginden yaklasik 0.1 g alinarak iizerine 2ml HNO3 ve 3 ml H,0,
eklenmistir. Mikrodalga ¢oziiniirlestiricide (kapali sistem) yas yakma metoduna gore
sicaklik ve basing programi uygulanilmistir. Elde edilen duru ¢ozeltiler alinarak saf
su ile 25 ml ye seyreltilmistir (Berghoff marka). Bu islemlerin hepsi dorsal 6lgek,

ventral 6l¢ek ve mentese kisimlari i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.
3.8.2 ICP-MS analiz

Analize baslamadan analizi yapilacak elementleri iceren bilinen derisimlerde (0, 1, 5,
10, 20, 30, 40, 50 ppb) standartlar hazirlanir. Cihazin 6l¢liim parametrelerini kontrol
etmek i¢in cihazdan tune ¢ozeltisi (200 ppb Li, Yb, Cs) gecirilerek performans ayari
yapilir.

Cihazin performansi tune c¢ozeltisi ile kontrol edildikten sonra analizi yapilacak
elementleri iceren ydntem belirlenerek Once standartlar cihaza okutulur sonra
¢oOziiniirlestirilerek seyreltilen Orneklerin analizine gegilir. Analiz esnasinda tiim
periyodik tabloyu temsilen analiz edilecek elementlerin disinda 200 ppb lik i
standart elementlerini igeren ¢ozelti (Be, Sc, Rh, Bi) cihaza verilir. Coziinmiis

ornekler Agilent marka 7500a model ICP MS cihazinda analiz edilir.

3.9 Amino Asit Analizi

Amino asit analizi Oncesi asit hidrolizi Gehrke ve ark. yaptig1 ¢calismadan modifiye
edilerek yapilmistir (Gehrke vd. 1985). Yilan gomleginin dorsal, ventral ve mentese
kisimlarimin her birinden 10 mg 6rnek 3 farkli tiipe konuldu. Ardindan {izerlerine 6N
10ml HCI eklendi. 60C° de 4 saat titresimli karistirict kullanilarak hidroliz edildi.
Hidrolize edilen ornekler 0.45 um membran filtre (Minisart, Sartorius Stedim
Biotech, Germany) ile filtre edilmistir. Filtre edilen 6rnekler liyofilizasyonda 48-72
saat siireyle kurutuldu. Kurutulan 6rnekler metanol de ¢oziildii. Coziilen ornekler
TMCI (trimetilsilane) ile tiirevlendirme islemine gecildi. Metanolde c¢oziilmiis
orneklerden 1 er ml alinarak 50 mikrolitre TMCI ilave edildi. Titresimli karistiricida
50C° 6 saat siireyle tiirevlendirme islemi yapildi. Elde edilen 6rnekler soguduktan

sonra analize gecildi. Analiz GCMS/QP2010 ULTRA (SHIMADZU) ile Rtx-5MS
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kolonu ile gerceklestirilmistir. Analiz i¢in kullanilan parametreler Sekil 3.2°de

verilmistir.
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Sekil 3.2. Amino asit analizi i¢in kullanilan parametreler.

3.10 Antimikrobiyal Aktivite

Yilan derisi numunelerinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla, Gram
negatif (Escherichia coli ATCC 25922) ve Gram pozitif (Streptococcus mutans
ATCC 25175) olmak iizere 2 mikroorganizma tiirii kullanilmistir. Antimikrobiyal
calismamizda kullanilan test mikroorganizmalar1 Erciyes Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik  Biyoteknoloji  Anabilim  Dali  Laboratuvart  Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Bakteriler Muller Hinton broth besiyerinde 37°C
sicaklikta bir gece inkiibe edildi. Gece kiiltlirlinden geng kiiltiir hazirlanmig, UV-VIS
Spektrofotometre kullanilarak bakteri konsantrasyonlar1 5x10° CFU/mL olacak
sekilde 0.5 McFarland’a gore ayarlanmistir. Bakteriler Muller Hinton broth sivi
besiyerine asilanmis, ardindan adezyon testi i¢in yilan derisinin ventral, dorsal ve
mentese kisimlari bakteri siispansiyonuna aktarilmig ve 37°C sicaklikta 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiim numuneler ¢ikartilip PBS soliisyonu
ile yikanmistir. Boylece Orneklere tutunmamis bakteriler uzaklastirilmistir. Daha
sonra tim Orneklerin taramali elektron mikroskobu kullanarak goriintiilenmesi

gerceklestirilmis ve bakteri adezyonu degerlendirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. a) Ornek ekleme, b) inkiibasyon éncesi bakteri soliisyonlari, ¢) Inkiibasyo
sonrast bakteri soliisyonlarindaki bulaniklik (tiirbidite).

3.11 Hiicre Kiiltiirii

Yilan gdmlegi hiicre kiiltlirii uygulamast i¢in, yilan gémlegi %70 etanol ile yikanmis,
esit boyutlarda olacak sekilde kesilmis, ardindan 121°C’de 1.5 atmosfer basing
altinda 3 dakika otoklavlanmistir. Steril 6rnekler, steril cam lamellere tutturulmus ve

12 kuyucuklu plakalara yerlestirilerek 6rnek hazirlama ve sterilizasyonu yapilmaistir.

3.11.1 1929 Hiicre Kkiiltiirii

L929 (Fibroblast) hiicreleri HUKUK, Sap Enstitiisti’den temin edilmis monolayer
adherent yapida hiicrelerdir. L929 hiicreleri i¢in uygun besi yeri olan DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) igerisine %10 FBS ve 10 U/ml penesilin-
streptomisin eklenerek hazirlanmistir. 75 cm?’lik petrilere ekilen hiicreler 37°C
sicaklik ve %5 CO, kosullarina ayarlanmis inkiibatorlerde biiylitiilmiistiir. Petri
icerisinde hiicre yogunlugu %80’ astiginda; hiicre {ist medyas: dikkatlice
uzaklastirllmis ve hiicreler 1X PBS ile yikanmistir. Tripsin EDTA yardimi ile
yilizeyden toplanan hiicreler 2000 rpm’de 5 dakika santriifiij edilmistir. Elde edilen
hiicre pelleti taze besi yerinde siispanse edilmis, icerisinden alinan 6rnek 1:1 oranda
tripan mavisi ile boyanarak hemositometre yardimiyla canli ve 6lii hiicre sayisini

belirlemek i¢in sayilmaistir.
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3.11.2 Steril ornekler iustiine hiicre ekimi

Canli ve 6li hiicre sayisi belirlenmis siispansiyon igerisinden, her kuyucuk
icerisinde 25x10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirilir. Ardindan
hiicreler uygun kosullar altinda inkiibator igerisinde biiyiitiiliir. Ekimi takiben 24,

48 ve 72. saatlerde replika plakalarin boyama ve fiksasyonu gergeklestirilir.
3.11.3 DAPI boyama

Hiicrelerin yilan gomlegi iizerine tutunmalarini gostermek igin DAPI (4',6-
diamidino2phenylindole) boyamas1 gergeklestirilmistir. DAPI ozellikle A-T
adaciklarina baglanan DNA’ya afinitesi yliksek mavi floresan bir boyadir.
Inkiibasyon siiresi dolan hiicreler iistiinden iist medya ¢ekilmis, PBS ile yikanip
ardindan %4’liik paraform aldehit ile 20 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Siire
dolumunu takiben 6rnek PBS ile yikanmig ardindan DAPI soliisyonu ile 15 dakika
muamele edilmistir. Fazla floresan boya PBS yikamasi ile uzaklastirildiktan sonra
gardiyen etanol (%70, %80 ve saf) yikamasi ile fiksasyon tamamlanmistir. Ornekler

floresan mikroskobu altinda goriintiilenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. a) Etanol ile yikama, b) 6rnekleri otoklav sonrasi steril cam iizerine
ornekyerlestirme ) hiicre ekimi, d) etiive girmeye hazir plakalar.
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3.12 flac Yiikleme

3.12.1. Pasif yiikleme teknigi ile D-Pantenol’iin yilan gomlegine (dorsal dlgek,

ventral olcek ve mentese) yiiklemesi

Pasif yiiklemede kullanilan D-panthenol’tin 1 ml’sinde 0.774 g/ml pantenol vardir. 1
ml’sinde 25 mg D-pantenol olacak sekilde ayarlanmig ve 1.62 ml kullanilmistir. 1.62
ml D-panthenol 50 mI’lik balon igerisine konulup iizeri distile su ile tamamlanmustir.
Hazirlanan bu D-panthenol karisimindan 1 ml alinip distile su konularak 10 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan bu 25 mg 6rnek eklenerek calkalayicida 100 rpm’de ve
25°C sicaklikta 48 saat bekletilmistir. 48 saat sonunda Ornekler filtre kagidindan
stiziilerek 28°C’de 36 saat etiivde bekletilmistir. Tiim islemler dorsal dlgek, ventral

0lcek ve mentese kisimlari i¢in ayri1 ayr1 yapilmistir.
3.12.2 Kapsiilleme verimliligi

Yilan gomlegi orneklerinden 5’er mg tartilip 3 ml distile su eklenmistir. 10 dakika
boyunca vorteks ile karistirilarak 5 dakika boyunca sonikatérde bekletilmistir. Daha
sonra kurutma kagidindan siiziilen Ornekler etiivde kurutulmustur. Dolichophis
caspius (Hazer yilani, bozyorik)’'un gomlegine yiiklenen D-Panthenol’iin
kalibrasyon egrisini elde etmek i¢in farkli konsantrasyonlarda 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15
pug/ml, 20 pg/ml ve 25 pg/ml’de ¢ozlilmiis ve ¢ozeltilerin absorbansi, bir UV VIS
spektrofotometre kullanilarak 210 nm’de Sl¢iilmiistiir. Dorsal 6lgek, ventral 6lgek ve
mentese olmak iizere her bir kismin ilag yiikleme etkinligini degerlendirmek i¢in her
bir drnekten 5’er mg tartilip 3 ml distile su eklenmistir. 10 dakika boyunca vorteks
ile kanstirilarak 5 dakika boyunca sonikatdrde bekletilmistir. Daha sonra drnekler
kurutma kagidindan siiziilerek berrak ¢ozelti toplanmistir. Cozeltinin absorbans1 UV-
spektirofotometre kullanilarak 210 nm’de Ol¢iilmustir. Yikleme verimliligi
kalibrasyon dogrusu kullanilarak asagidaki formiiller ile hesaplanmigtir (Denklem
3.2,3.3, 3.4).

[lag miktar1 (mg)=(absorbansxseyreltme faktorii)/(egimx1000) (3.2

lag yiikleme(%)=(ila¢ miktar1/y1lan gomlegi kisimlarina yiiklenen ilacin
miktar1)x100 (3.3)
Ilag yiikleme verimliligi(%)=(hesaplanan ilag yiiklemesi/teorik ilag 34

yiiklemesi)*x100
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3.12.3 D-Pantenol yiiklii yilan gomlegi kisimlarinin in vitro salim calismalari

In vitro, basit yiikleme teknigi kullanilarak elde edilen D-Panthenol yiiklii yilan
gomlegi kisimlarindan ilag salim ¢alismalar1 pH 5.5 tampon kullanilarak yapilmistir.
Kisaca, 15 mg D-Panthenol yiikli yilan gomlegi kisimlar1 (dorsal 6lgek, ventral
Olcek, mentese) 5 ml tampon ¢ozeltisine ayr1 ayri ilave edilmistir. Her ¢ozelti daha
sonra diyaliz torbalari igerisine aktarilmig ve 50 ml tampon ¢Ozelti igerisine
yerlestirilmistir. Daha sonra numuneler 37°C’de 100 rpm de 24 saat boyunca bir su
banyosunda ¢alkalanmistir. Diyaliz torbasinda bulunan yilan gémlegi kisimlarindan
tampon (pH 5,5) soliisyonuna salinan D-Panthenol miktarin1 hesaplamak icin 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 ve 24. saat zaman araliklarinda 6rnek alinmistir. Hacmi
korumak igin ortama tekrar ayni1 miktarda taze tampon soliisyonu (pH 5.5) ilave
edilmistir. UV-VIS spektrofotometre kullanilarak aliman o6rneklerin 210 nm de
Olcimleri yapilmistir. Ayrica serbest ilag salimini kontrol etmek igin tampon
soliisyonuna 42 ml panthenol ¢6zeltisi eklenmistir ve yukaridaki prosediir izlenerek

salim calismas1 yapilmaistir.

D-Panthenol’tin kiimiilatif yiizde salimimi hesaplamak i¢in asagidaki denklemler

kullanilmistir:
[la¢ konsantrasyonu (mg/mL) = (Absorbans xEgim) + Kesme noktas1 (3.5)
[la¢ miktar1 (mg) = Konsantrasyon x Cdziinme banyo hacmi) (3.6)

Kiimiilatif ylizde salim (%) = (Ortamdan alinan 6rnegin hacmi (mL) / 3.7)
Céziinme banyo hacmi (ml) ) x P (t-1) + Pt '

Pt, t zamanindaki yiizde salimi, P(t-1), t’den Onceki yiizde salimdir.

29



4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Fourier Doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

Yilan gomleginin yapisinda bulunan keratinin, kizildtesi absorbsiyon spektrumlari
4000-400 cm™ bolgelerinde kaydedilmistir. Protein igerikli yapilarda yaygin olarak
bulunan peptit baglarindaki (-CONH-) atomlar FTIR spektrumunda proteinler icin
karakteristik olan amid A, amid I, amid Il ve amid Il absorbsiyon bantlarin
olusturarak salinirlar (Du vd., 2022). Bu absorbsiyon bantlar1 keratin molekiiliiniin
konformasyonuna gore farkli yogunluk ve konumda olabilir (Wojciechowska vd.,
1999).

Literatiire gore, Amid A, amid I, amid II ve amid III’lin bant atama araliklar
sOyledir; N-H gerilme titresimlerinden kaynaklanan amid A band1 (3310-3270 cm™)
araliginda yer alir. NH grubu {izerine sinirlanir ve bu nedenle polipeptit omurgasina
duyarsiz proteinlerde bulunur (Barth, 2007). (3000-2800_cm 1) araligindaki bantlar
CH, ve CH; gerilmesine atfedilir (Ripamonti vd., 2009). Amid I (1700-1600 cm 1)
araliginda yer alir ve esas olarak C=O gerilmesinden kaynaklanir. Amid II (1560-
1500 cm™) N-H egilmesi ve C-N gerilmesiyle iliskilendirilmistir (Kakkar vd., 2014).
(1300-1220 cm 1) bolgesindeki zayif bant, C-N gerilmesinden ve N-H egilmesinden
tiretilen amid III bandina ve C=0 egilme ve C-C esneme titresimlerinden gelen

sinyallere karsilik gelmektedir (Sharma vd., 2018).

Literatiir bilgileri 1s181nda amid I, II ve IIT bolgeleri proteinlerin ikincil yapilart (a-
heliks, B yaprak, B doniisler ve rasgele bobinler) hakkinda tahminde bulunmamiza
yardimc1 olmaktadir. Peptit baglarinin C=0 gerilme titresimlerinden dolay1 amid I’in
ikincil yapiya daha duyarl oldugu diisiiniilmektedir. Amid I (1657-1650 cm™) ve
amid 1l (1550-1540 cm™) arasindaki bantlar o-sarmal konfarmasyonunu isaret
etmektedir. Amid | 1635-1615 cm™ ve amid 1l 1535-1520 cm™ bant aralig1 ise B
yaprak konformasyonuna sahiptir (Kakkar vd., 2014 ). Amid Il de ise; (1330-1295
cm?) o-helikse, (1295-1270 cm™) B déniislerine, (1270-1250 cm™) rastgele
bobinlere, (1250-1220 cm™) aralig1 ise P yapraklara atfedilmektedir (Cai ve Singh,
1999).

Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 yilan gomleginin mentese, dorsal dlgek ve ventral

6l¢ek kisimlarin ftir spektrumlarint géstermektedir. Bu li¢ kismin da ftir spektrumu
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daha onceki ¢alismalarda bildirilen keratin ftir sonuglariyla uyumludur (Barry vd.,
1993; Ripamonti vd., 2009). ikincil yapt hakkinda daha iyi tahminde bulunabilmek
i¢cin amid I ve amid II bantlarinin genisletilmis halleri de verilmektedir. N-H gerilme
titresiminden kaynakli amid A bandi degeri mentese bolgesi igin 3277.20 cm™ iken
bu deger dorsal dlgekte 3279.79 cm™, ventral dlgekte ise 3279.83 cm™ diir. Esas
olarak C=0 gerilmesinden kaynaklanan amid I bandi1 mentese bolgesinde 1641.90
cm?, dorsal olgek de 1632.19 cm™ ve ventral 6lcek de 1628.11 cm™ de kuvvetli
pikler vermislerdir. Mentese bolgesinde 1235.71 cm™, dorsal 6lgek de 1233.45 cm™
ve ventral dlgek de 1233.44 cm™ olan zayif sogurma pikleri ise C-N gerilmesinden
ve N-H egilmesinden tiiretilen amid III bandina ve C=O biikiilme ve C-C esneme

titresimlerinden gelen sinyallere karsilik gelmektedir.

Mentese bolgesinde sirasiyla 1641.90 ve 1538.20 cm™’de a-sarmal yapiya atfedilen
amid I ve II bantlarii goriilmektedir. Bunun yani sira spektrumun genisleyen
bolgesindeki sirastyla 1629.58 ve 1513.83 cm™’deki amid 1 ve II omuz bandi ve
1275.71 cm™deki amid III band1 P yaprak tabakay: isaret etmektedir. Dorsal dlgek
kisminda genisletilmis amid I ve II bandindaki 1645.88 ve 1535.10 cm™’deki bantlar
o-sarmal yapisini, 1632.19 ve 1515.86 cm™’deki amid I ve II bantlar1 ve 1233.45 cm-
Ldeki amid 1l bandi B yaprak yapisim gostermektedir. Ventral olcekte ise
genisletilmis amid I ve II bolgelerindeki, 1628.11, 1613.80, 1523.21, 1513.71 cm?
bant degerleri ve 1233.44 cm™ deki amid III bandi B yaprak yapistyla ilgilidir. Bu
veriler 15181inda mentese ve dorsal 6lgek kisimlarinda a-sarmal ve  yaprak yapi
birlikte bulunmasina ragmen [ yaprak yapinin 6zellikle mentese kisminda daha
yogun oldugu ve ventral 6l¢egin ise tamamen f yaprak tabakadan olustugu yorumu
yapilabilir. Daha once farkli yilan tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda da belirtildigi gibi
yilan gémlegi yapisinda alfa ve beta keratinler birlikte bulunur ve Oberhautchen
tabakasinin yapisini da beta keratinler olugturmasi nedeni ile yapilarda beta keratinin

daha yogunlukta oldugu sonucuna varilabilir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Yilan gomlegi kisimlarinin FT-IR spektrumlari.

Mentese Dorsal Ventral Titresim tipleri (cm™) ve bantlar
(cm™) Olgek Olgek (cm™)
(cm™) (cm™)
3277.20 3279.79 3279.83 N-H gerime titresimi, amid A
band1
2920.94 2960.24 2917.59 CH, ve CHj5 gerilmesi
2918.01
1641.90 1632.19 1628.11 C=0 gerilmesi, amid I band1
1538.20 1535.10 1523.21 N-H egilmesi ve C-N gerilmesi,
amid II bandi
1447.96 1450.87 1447.97 CH, egilmesi
1392.21 1396.28 - CHs egilmesi
1235.71 1233.45 1233.44 C-N gerilmesi ve N-H egilmesi,
amid 11l
1040.88 1068.16 1026.33 C-C gerimesi
544.31 541.86 523.17
- - 462.72
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Sekil 4.1. Yilan derisi a) ventral 6lgek FT-IR spekturumu b) karsilik gelen amid I ve

Il bantlarinin genisletilmis bolgesi.
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Sekil 4.1 (Devami). Yilan derisi a) ventral 6l¢cek FT-IR spekturumu b) karsilik gelen
amid I ve Il bantlarinin genisletilmis bolgesi.
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Sekil 4.2. Yilan derisi a) dorsal 6lgek FT-IR spekturumu b) karsilik gelen amid I ve
II bantlarinin genisletilmis bolgesi.
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Sekil 4.2 (Devami). Yilan derisi a) dorsal 6lgek FT-IR spekturumu b) karsilik gelen

amid I ve II bantlariin genisletilmis bolgesi.
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Sekil 4.3. Yilan derisi a) mentese FT-IR spekturumu b) karsilik gelen amid I ve II

bantlarinin genisletilmis bolgesi.
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Sekil 4.3 (Devami). Yilan derisi a) mentese FT-IR spekturumu b) karsilik gelen
amid I ve II bantlarinin genisletilmis bolgesi.

4.2 X-Istm Kirimim Yoéntemi (XRD)

Kati bir numunedeki yapisal diizenin derecesini gosteren kristalligi (Tesfaye vd.,
2017) teshit etmek i¢in XRD analizi kullanilir. XRD Kkristallik kirinim desenleri bir
maddenin parmak izi gibi oldugu icin materyali tanimlamada 6nemlidir. Keratinin
saglamligim1 ve sertligini etkileyen unsurlardan birinin de kristallik oldugu
diistintilmektedir (Zhao vd., 2012 ). Kristallik malzemeyi saglam ve sert yapar fakat,
ayni zamanda da malzemenin kirilgan olmasima neden olur. Malzemeye esneklik

kazandiran ise amorf bolgelerdir.

Yilan gomleginin ¢ farkli kismmin XRD analizi sonuglar1 Sekil 4.4’de
gosterilmektedir. Daha once keratin bir numunenin XRD analizi sonucunu rapor
eden bir ¢alisma 5°-15° arasindaki kirmim degerlerinin o-heliks yapiya karsilik
geldigini, 15°-35° arasindaki kirmmim noktalarinin ise B yaprak yapiya karsilik
geldigini gostermektedir (Du vd., 2022). Dorsal 6lgek 26 9° civart a-heliks yapiya
karsilik gelen bir pik verirken 20 19° civar1 da § yaprak tabakayakarsilik gelen bir pik
gozlenmektedir. Mentese ve ventral Olgekte ise a-sarmal yapiya karsilik gelen pik
goriilmezken her ikisinde de B yaprak tabakaya karsilik gelen 20 20° civar1 zayif bir

pik gozlenir.
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Sekil 4.4’te goriildiigii iizere dorsal 6lgegin XRD pikleri mentese ve ventral dlgege
gore cok daha kuvvetlidir ve mentese ve ventral dlgekte goriilmeyen 26 9° pikine

sahiptir. Bu da kristalliginin ¢ok daha yiiksek oldugunu gosterir.

Bu calismanin dorsal 6lgek verileri daha Once yapilan bir g¢alismadaki yilan
gomleginin ventral kismi igin rapor edilen sonucglarla uyumlu olup, mentese ve
ventral Olgekte 5°-15° arasinda beklenen kirnim goézlenmemistir (Vakilian vd.,
2019). Daha once yapilan c¢alismalarda rapor edilen sonuglar referans alinarak
degerlendirilen FTIR spekturumu sonuglar1 yapida az da olsa o-sarmal Keratin
oldugunu gostermektedir. XRD grafiginde a-sarmal yapiya karsilik gelen kirmimin
gozlemlenmemesi yapida ¢ok az miktarda oldugunu veya kolay bozuldugu igin
analiz  hazirliklar1  esnasinda zarar gormesinden kaynakli  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle dorsal dlgegin XRD sonuglar1 daha énceki ¢aligmalarin
yiin (Liu vd., 2017), kegci toynag (Sellappan vd., 2021), sa¢ (Luo vd., 2016), tiy
(Pedram vd., 2012) gibi farkli keratin kaynaklarinin sonuglariyla kiyaslanabilir
degerlerdir.

dorsal
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Sekil 4.4. Yilan gomleginin dorsal 6l¢ek, mentese ve ventral 6lcek XRD grafigi.

4.3 Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Termal Termogravimetrik
(DTG)

Yilan gomlegi kisimlarimin (mentese, dorsal Olcek ve ventral Olgek) termal
stabiliteleri TGA ve DTG kullanilarak incelenmis ve sonuglar Sekil 4.5te

gosterilmistir. Tim kisimlarda bozunma iki asamada gergeklesmistir. 130°C
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civarindaki ilk agirlik kayiplari mentese, dorsal Olgcek ve ventral Olgek icin
sirasiyla %10.8, %9.4 ve %8.5’dir ve muhtemelen bagl ve yapisal suyun yapidan
uzaklagmasiyla iligkilidir. Bu sonuglarla daha 6nce rapor edilen yilan gémlegi TG
analizi sonuglar1 arasinda Onemsenecek bir fark yoktur. Aymi galismanin yilan
gomleginin mentese kisminin mesos tabakasina sahip olmadigi yoniindeki raporu
(Bhasi vd., 2004) dorsal ve ventral dlgegin 100°C altindaki DTG piklerinde lipit
tabakanin parcalanmis olabilecegini akla getirmektedir. Yaklasik 150-600°C arasinda
mentesede %69.8, dorsal dlgekte %78.4 ve ventral dlgekte %72.5 olarak gerceklesen
ikinci agirlik kayiplarinin ise keratin yapinin denatiirasyonundan kaynaklandig:
disiiniilmektedir. 600°C kararliliklari, ventral 6lgek>dorsal dlgek>mentese seklinde
stralanir. Onceki bir calisma farkli keratin kaynaklar olan insan sac1, koyun yiinii ve
tilyde keratin yapinin ilk ayrigmaya basladigi sicakliklart sirastyla ~150°C, ~180°C
ve 155°C olarak rapor edilmistir (Brebu ve Spiridon, 2011). Insan sac1, yilan gémlegi
kisimlart ve koyun yiiniiniin yapisinin bozulmaya basladigi sicakliklar hemen hemen
aymdir. Yilan gomlegi kisimlarinda termal ayrismanin en yiiksek oldugu sicaklik
mentese de 309.4°C dorsal 6lgekte 309.2°C ve ventral 6lgekte ise 317.1°C’dir. En
yilksek termal ayrisma sicakliginin ventral Olgekte olmasinin nedeni FT-IR
spekturumdan da tahmin ettigimiz ilizere ventral dlgekte gogunlukta olan P yaprak
yapt olmasi olabilir. Diger taraftan bozulmadan kalan kismin oranlari mentese
(%14.2) ve ventral dlgek (%16.8) i¢in birbirine ¢ok yakin degerlerken dorsal 6lgekte
(%7.4) bu degerlerin hemen hemen yarisi olmasi ve kalan miktarin en fazla ventral
Olcekte olmasi bu kisimlarda bulunan a-sarmal ve B-yaprak yapinin oransal

farkliliklarindan kaynaklanabilecegini diigiindiirmektedir.

Insan sa¢1 (326°C) (Brebu ve Spiridon, 2011), yiin (324°C) (Wang vd., 2016) ve
tavuk tiyii (330°C) (Zhang vd., 2021) termal ayrismanin en yiikksek oldugu
sicakliklar, yilan gomleginin en yiiksek termal ayrigma sicakligina sahip olan ventral

Olceginden daha yiiksektir.
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Sekil 4.5. Yilan derisi a) mentese, b) dorsal 6lgek, ventral 6lcek TGA.

4.4 Elementel Analiz (CHNS Analizi)

Yilan gomleginin i¢ farkli kismmin elementer icerigi ve yiizdeleri CHNS analizi
kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.6’da verilmisdir. Sonuglar yilan gomlegi
kisimlarinda bulunan karbon, hidrojen, azot ve kiikiirt elementlerinin yilizdesini
gosterir. Mentese, dorsal 6lgek ve ventral 6lgegin protein icerigi yiizdelerine ise her
bir numunenin nitrojen yiizdesi degerinin 6.25’lik protein doniigiim faktorii ile
carpilmasiyla ulasilir (Fagbemi vd., 2020; Khumalo vd., 2020). Mentese bolgesi igin
ortalama bilesim: %13.09 N, %51.17 C, %7.16 H, %1.69 S, %26.89 (oksijen +
inorganik madde). Dorsal 6l¢ek igin ortalama bilesim: %11.17 N, %44.01 C, %6.22
H, %1.18 S, %37.42 (oksijen + inorganik madde). Ventral 6l¢ek igin ortalama
bilesim: %12.89 N, %48.79 C, %6.69 H, %1.66 S, %29.97 (oksijen + inorganik
madde). Protein doniisiim faktorii (6.25) ile numunelerde bulunan ortalama nitrojen
miktarinin carpilmasiyla elde edilen ortalama protein miktar1 ise mentese, dorsal

Olcek ve ventral 6lgek i¢in sirasiyla: %81.81, %69.81, %80.56°d1r.

Bir bagka keratin kaynagi olan tavuk tiiylerinin yapisindaki CHNS ile
kiyaslandiginda yilan gémlegi kisimlarindaki %C miktar1 mentese ve ventral olgekte

tavuk tliylinden (%47.4 C) daha yiiksekken dorsal dlgekte daha diisiiktiir. Her iic
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kisimda da %N ve %S tavuk tiylinde oldugundan (%15.1 N ve %2.9 S) daha
diistiktiir. %H oranina baktigimizda tavuk tiyii (%7.2 H) ile hemen hemen aynidir
(Tesfaye vd., 2017). Kaba yiinde ise azot, kiikiirt ve hidrojen oranlari yilan gomlegi
kisimlarindan oldukga yiiksek iken karbon oranmi diisiiktiir (EI-Gabry vd., 2016).

Dorsal Olgek . N N
g . N Mentese by

— L I C
- Ventral Olgek 1 —
— ) I %:H %S
- 9 %iDigerteri . %S . I %6Digerker

Sekil 4.6. Elementel analiz sonuglari.

4.5 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Siiriingen dlgekleri yaprak benzeri mikro yapilar, keskin dikenler ve gozenekler gibi
oldukga ¢esitli makro ve mikro siislemelere sahiptir. Onceki ¢alismalardan bazilari
bu farkliligin kullanim ve yasam alani tercihinden kaynaklandigini (Abdel-Aal,
2018; Dubansky ve Close, 2018; Spinner vd., 2013) bazilari ise bunun filogeninin
bir gostergesi oldugunu (Gower, 2003; Tsai vd., 2018) rapor etmislerdir. Mikro
stislemelerin temas agis1 degerlerini (Spinner vd., 2014) ve 6zellikle ventral kisimda
tribolojik davramis1 (Baum vd., 2014; Abdel-Aal, 2018) etkiledigini 6ne siiren
caligmalar mevcuttur. SEM goriintiilerine baktigimizda mentese bdolgesinin dis
kisminin papillar bir goriintimde, i¢ kisminin ise ¢gukurluklardan olustugunu goriiriiz.
I¢ kistmda cukuruklarin arasindaki tiimsek kisimlarda kisa lifler géze carpmaktadir.
Mentese bolgesinin enine kesitinde tabakalarin kat kat ayrilmis oldugunu dorsal ve
ventral olgegin enine kesitlerinde oldugu gibi kompakt bir tabaka goriiniimiiniin
olmadigin1 goriiriiz. Dorsal 6l¢ekcegin ozellikle dis kismi lifli ve amorf kisimlarin
birbiri ardina siralandig1 bir gortinlime sahiptir. Lifler ve amorf kisim i¢ ylizeyde dis
yiizeydeki gibi belirgin bir goriiniime sahip degildir. Ventral 6lgegin i¢ ve dis

kisimlar1 diger kisimlara gore daha piiriizsiiz ve amorf bir goriiniim sergilemektedir.

Yilan gédmleginin dorsal 6lcek, ventral 6l¢ek ve mentese kisimlarinin i¢ yiizey, dis
yiizey ve enine kestlerinin SEM goriintiileri Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13,
4.14. ve 4.15°te verilmistir.
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Sekil 4.7. Islenmemis y1lan gémleginin mentese bdlgesi i¢ kisim SEM goriintiileri a)
5.000x, b) 2.500x, c) 1.000x.

Sekil 4.8. Islenmemis yilan gdmleginin mentese bolgesi dis kissm SEM goriintiileri
a) 5.000x, b) 2.500x, c) 1.000x.
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100 pm 40 pm

10 pm

Sekil 4.9. Islenmemis yilan gdmlegi mentese kisminin enine kesiti SEM goriintiileri
a) 1.000x, b) 2.500x, c) 10.000x.

Sekil 4.10. Islenmemis yilan gdmleginin ventral dlgek i¢ kisim SEM goriintiileri a)
20.000x, b), 1.000x, c) 5.000x.
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Sekil 4.11. islenmemis yilan gémleginin ventral dlgek dis kisim SEM gériintiileri a)
20.000x, b) 5.000x, c) 1.000x.

10 pm 40 pm

100 pm

Sekil 4.12. Islenmemis yilan gémlegi ventral 6lgek enine kesiti SEM goriintiileri a)
7.000x, b) 2.500x, c) 1.000x.
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Sekil 4.13. Islenmemis yilan gomleginin dorsal dlgek i¢ kisim SEM gériintiileri a)
20.000x, b) 5.000x, c) 1.000x.

Sekil 4.14. Islenmemis yilan gdmleginin dorsal dlgek dis kissm SEM goriintiileri a)
20.000x, b) 5.000x, c) 1.000x.
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20 pm

Sekil 4.15. Islenmemis yilan gémlegi dorsal dlgek enine kesiti SEM goriintiileri a)
5.000x, b) 2.500x, c) 1.000x.

4.6 Enerji Dagilimh X-151m1 Spektroskopisi Analizi (EDX)

Sekil 4.16, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20 ve 4.21°de verilen sonuglar CHNS analizini
desteklemekle birlikte buna ek olarak yapidaki oksijen varligin1i da ortaya
koymaktadir. EDX analizinde sonug¢lar mentese, dorsal dlgek ve ventral Olcekte i¢
yizey ve dig yiizey olarak degerlendirilmistir. Yapilardaki onemli miktardaki

nitrojen ve kiikiirt keratin proteinlerinin varligina atfedilir.

Atomic
Element Weight% %  Netint.  Error %

CK 5147 58.57 13026  6.53
NK 6.64 6.48 44 45.56

OK 30.93 34.1 82.05 10.74

s _ SK 1.96 0.84 6.28 59.7

oo 087 13 0 268 EEH 40 48 53 803

Sekil 4.16. Mentese dis kisim EDX analizi.
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Atomic
Element Weight% %  NetInt.  Error %

CK 58.49 65.49 23689 692

oK 18.97 15.94 54.64 1221

067

13

2

268 335 a0 459 53 603

Sekil 4.17. Mentese i¢ kisstm EDX analizi.

Atomic
Element Weight% %  Netint.  Error%

CK 473 40.92 12867  8.59

0K 39.35 3633 136.01 981

&
B
g

Sekil 4.18. Dorsal 6lgek dis kistm EDS analizi.

Atomic
Element Weight% %  NetInt.  Error%

CK 57.87 64.96 24626  6.88

0K 2083 1755 6436 1142

s _|

8 33 A 469 53 603

Sekil 4.19. Dorsal 6lgek i¢ kistm EDS analizi.

Atomic
Element Weight% %  Netint.  Emor%

CK 53.51 6114 25308 7.2

0K 26.71 2292 10483 1063

an 46 536 603

Sekil 4.20. Ventral 6lgek dis kisim EDS analizi.



Lo

Atomic
alp Element Weight% %  NetInt.  Error %

CK 66.62 7261 48955 537
NK 10.86 10.15 15.81 17.78

0K 19.61 16.05 88.78 11.01

l P R SK 291 119 2644 1683

Sekil 4.21. Ventral 6l¢ek i¢ kistm EDS analizi.
4.7 MTT Analizi

Keratin bazli bir biyomalzeme olan yilan gomleginin doku miihendisligi
uygulamalari icin alternatif malzemelerden biri olup olamayacagini degerlendirmek
amaciyla hiicre canliligim1 ve sitotoksisitesini belirlemek i¢in MTT (3-(4.5-
dimetiltiyazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolyum bromiir) analizi yapilmistir. Yilan
gomleginin ventral olgek, dorsal 6lgek ve mentese kisimlari igin 24, 48 ve 72.
saatlerde MTT analizi yapilmistir. Bu analizde kontrol grubu olarak {izerinde
yalnizca DMEM besiyeri bulunan hiicreler kullanilmistir. Bu gruplara ait hiicre
yiizde canliliklar1 24, 48 ve 72 saat igin Sekil 4.22.’de gosterilmistir. Hiicrelerin 24
saatte kontrol (materyal igermeyen), ventral, dorsal ve mentese kisimlari icin
canliliklar1 sirastyla %100, %99.0 %115.3 ve %115.9 olarak belirlendi. 48. saatte
hiicre canlilig1 %100, %96.3 % 118.9 ve %113.4 olarak degisti. 72. saatin sonunda
canlilik ayn1 gruplar igin sirastyla %100, %77.0, %110.2 ve %94.4 olarak belirlendi.
Hiicre canliliginin sonuglart (MTT sonuglar1), 2x5 mm c¢apinda ¢ farkh
biyomateryalin (ventral, dorsal ve mentese kisimlar1 i¢in) 24, 48 ve 72. saatte L929
hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi olmadigini gosterdi (Tim degerler>~%70).
Gruplar arasinda belirlenen istatistiki farkliliklar grafiklerde belirtilmistir. Yilan
gomlegi keratininin biyouyumlu bir malzeme oldugu ve bu nedenle doku
mithendisligi uygulamalari igin alternatif malzemelerden biri olarak uygulamalarda
yer bulabilecegi aciktir. Literatiire bakildiginda ¢alismamizin sonuglar1 farkli keratin
kaynaklar ile yapilan ¢alismalarla uyumludur. Bu giine kadar yapilan ¢alismalarda
keratinin sito-uyumluluga negatif etkisine dair bir ¢aligmaya rastlamadik. Farkli

keratin kaynaklar1 ile yapilan daha 6nceki ¢alismalar;

Sadeghi vd. (2020) karboksimetil seliiloz ve farkli oranlarda insan sa¢1 keratininden

olusturduklar1 hidrojellerde, keratin miktar1 arttikca daha fazla hiicresel yayilma
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gozlemlemislerdir. Keratin hidrojellerinin L929 fare fibroblast hiicrelerinin
baglanmasini ve ¢ogalmasini destekledigini ve 5 giinliik kiiltiir boyunca %90’dan

fazla hiicre canlili1 gosterdigini bildirmislerdir.

Ye vd. (2020) yiinden elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli (120 kDa) keratin,
poli(3-hidroksibiitirik ~ asit-ko-3-hidroksivalerik asit) ve gilimiis nanopartikiilleri
(AgNP) kullanarak, poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit) %30 yiinden
elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli keratin ve poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-
hidroksivalerik asit) %30 yiinden elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli keratin %0.5
giimiis nano partikiilleri nano lifli matlar imal etmisler ve L929 fibrobalast hiicreleri
ile MTT testi kullanmislardir. 24 saat kiiltivasyondan sonra poli(3-hidroksibiitirik
asit-ko-3-hidroksivalerik asit) %30 yiinden elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli
keratin nanolifli matlar iizerindeki hiicre canliligi, %132.9 + 5.5 ve poli(3-
hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit) %30 yiinden elde edilen yiiksek
molekiiler agirlikli  keratin  %0.5 AgNP nanolifli matlara gelince, hiicre
canliligi %128.4 + 3.2°dir. Bu sonuglar kullanilan matlarin toksik olmadigim

gostermektedir.

Shang vd., (2023) klorheksidin yiiklii polisiilfobetain/keratin hidrojellerinin
toksisitesini degerlendirmek i¢in 1929 hiicreleri ile MTT testi kullanmislardir.
Caligmada artan keratin igeriginin hiicre canliligim1 artirdigin1  yani = sito-

uyumlulugunu iyilestirdigini rapor etmislerdir.

Sadeghi vd., (2019) karboksimetil seliiloz ve insan sagindan elde ettikleri keratinleri
farkli oranlarda kullanarak hidrojeller olusturmuslardir. Olusturulan tiim hidrojellerin
1929 hiicreleri kullanilarak elde edilen MTT analizi sonug¢larinda %90°dan fazla
hiicre canlilig1 rapor edilmistir. Shang ve ark.’nin ¢aligmasinda oldugu gibi bu
calismada da yapidaki keratin miktariin artmasinin hiicresel yayilmayr ve

proliferesyonu artirmasi gibi olumlu etkileri bildirilmistir.
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Sekil 4.22. Kontrol, ventral 6l¢ek, dorsal 6l¢ek ve mentese kisimlarimin 24, 48, 72
saatlik hiicre canlilik yiizdeleri.

4.8 Temas Aaqsi Olciimii

Yilan gomleginin dorsal ve ventral olgeklerinin 1slanabilirligi temas acis1 Sl¢iimii
kullanilarak analiz edilmistir. Mentese kisminin boyutunun ¢ok kii¢iik olmasi nedeni
ile temas agis1 Olglimii yapilamamistir. Malzeme bilimi i¢in olduk¢a 6nemli olan
temas acist (q), su damlas1 ylizeye temas ettiginde diizensiz ikincil etkilesim
kuvvetleri sonucu su damlasinin yiizey ile olusturdugu yakinligin dl¢liimiidiir. Suya
kars1 ilgisi yiiksek yani hidrofilik yiizeylerde q<90° iken, suya kars1 ilgisi diisiik yani
hidrofobik yiizeylerde q> 90°’dir. Temas acisinin 140°’nin {izeinde oldugu yiizeyler
ise suyu reddeden yani siiper hidrofobik yiizeyler olarak tanimlanmaktadir (Hebbar
vd., 2017). Herhangi bir yiizeyin hidrofilik ve hidrofobik olmasinin yani sira yiizey
plirtizliligl, gozenekliligi, gozeneklerin boyutu, dagilimi (Hebbar vd., 2017) ve
gecirgenlik oraninin da temas agisini etkiledigi bildirilmektedir (Rana ve Matsuura,
2010). Temas agisint etkileyen yiizey Ozellikleri arastirmacilarin oldukga ilgisini

¢eken konular arasindadir;

Esparza vd. (2018) yaptiklari, tavuk tiyli, sa¢ ve yiin gibi farkli keratin
kaynaklarindan ekstrakte ettikleri keratinleri kullanarak hiicre iskeleleri yapmislardir.
Ug farkli kaynaktan elde edilen keratinlerle yapilan iskelelerin gozeneklilik, gdzenek
boyutu ve temas acis1 gibi 0zelliklerini arastirmiglardir. Sirasiyla tavuk tiiyii, sac ve
yiin keratini yap1 iskelelerinin gozeneklilik oranlar1 %89.4 + %5.7, %86.9 + %5.3,
%69.5 + %7.3 ve sirastyla temas agist Ol¢limleri 88.3 +2.2°, 87.3 +£2.9°, 81.0 + 2.6°
olarak rapor edilmistir. Tavuk tiiyii ve sa¢ keratini yap1 iskelelerinin gozeneklilik
oranlar1 ve temas agisi Ol¢limleri birbirine ¢ok yakin iken yiin keratini yapi
iskelesinde ise diger iki ornege kiyasla hem gozeneklilik oran1 hem de temas agisi
Olclimii belirgin dl¢iide diisiiktiir.
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Hebbar vd. (2017) bir zarin gézeneklilik orani arttik¢a zar hidrofilik olmasa bile

temas agisinin oldukga diisiik olabilecegini bildirilmiglerdir.

2018 yilinda yayinlanan bir calismada gecgirgenlik ve temas acis1 arasindaki iliskiyi
Al-Amoudi ve ark., aki ve temas agis1 arasinda ters bir orant1 vardir, aki hizi arttikca

temas agis1 azalir seklinde rapor etmislerdir (Al-Amoudi vd., 2018).

Yilan gomlegi, in vitro gecirgenlik deneylerinde insan ve hayvan derilerine yararh
bir alternatif olabilecegi timidi ile hem hidrofilik hem de lipofilik maddelerin insan
derisi ve yilan gdmlegi gecisinin kiyaslandigi c¢alismalara konu olmustur.
Ngawhirunpat ve ark., hidrofilik ve lipofilik sekizer ilacin insan derisi ve yilan
gomleginden gecisi ile ilgili yaptiklar1 c¢aligmada lipofilik ilaglar i¢in benzer
gecirgenlik kabiliyeti sergilendigini fakat hidrofilik ilaglar i¢in yilan gdmleginin daha
diisiik bir gecirgenlik kabiliyeti gosterdigini bildirmislerdir (Ngawhirunpat vd.,
2006). Sacha ve ark. yaptigi yakin tarihli bir ¢alismada ise ti¢ farkli yilan tiiriiniin
gomlegi (karmn ve sirt bolgesi) ve insan derisinin in vitro gegirgenlik deneyleri i¢in
hidrofilik bir model madde olarak kafein kullanmislardir. Sonuglar, bir tiir yilanin
karin bolgesi derisi disinda, yilan gémleginin gecirgenliginin insan derisine benzer
oldugunu gostermistir (Sacha vd., 2020). Bu iki ¢alismada hidrofilik maddelerin
yilan gdmleginden gegisleri arasindaki farkliliga Torri ve ark., farkli habitatlarda
yasayan farkli ailelere ait dort yilan tiirii ile yaptig1 bir ¢aligma 151k tutmaktadir. Torri
ve ark., gecirgenligi mezos tabakasindaki lipidlerin bilesimi ve organizasyonunun da
goriilen farkliliklar ile iligkili olabilecegini rapor etmislerdir (Torri vd., 2014). Tiim
bu bilgiler dogrultusunda, bir tiir ile yapilan ¢aligmalarin sonucunu diger tiirler i¢in
genelleme yapmanin dogru olmayabilecegi yilanin tiiriine ve yasam ortamina bagl

olarak gecirgenligin farkli olabilecegi bildirilmistir (Sacha vd., 2020).

Yiizey piiriizlilliigliniin temas acisina etkisini Giirsoy ve ark., yakin tarihli bir
caligmada ortaya koymuslardir. Sentetik olarak {rettikleri yiizeylerde ortalama
parcacik caplart 36 ve 8 umolan zimpara kagitlar1 kullanmiglar ve piiriizsiiz
yiizeylere gore piiriizlii yiizeylerde hidrofobikligin yaklasik olarak %52 gelismis
oldugunu rapor etmislerdir (Giirsoy vd., 2021).

Bir engerek tiirii olan Bitis rhinoceros’un gomleginin ti¢ farkli kismindan onar tane

ornek ile temas agis1 Ol¢iimleri yapilmis ve sonuglar su sekilde rapor edilmistir; siyah
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dorsal pulda 166°+4.4°, agik renkli dorsal pulda 111°+6.5° ve ventral pulda
82°+7.0°dir. Hidrofobiklik derecelerinin farklt olma nedeninin dorsal o6lg¢ek
pullarinda (siyah olgeklerde daha yogun olmak iizere) farkli mikro ve nano yapilarin

bulunmasint ve bunlarin ventral Olgekte olmamasi olarak degerlendirmislerdir

(Spinner vd., 2014).

Diger keratin kaynaklarindan sa¢ ve yiiniin 1slanabilirligini rapor eden ¢alismalardan

bazilar1 soyledir;

Tonunaga vd. (2019) ve Wiesche vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda sag liflerinin,
dall1 zincirli bir yag asidi olan ve tioester veya ester baglantisi yoluyla sag¢ liflerinin
kiitikiil yiizeyine kovalent olarak baglandigi disiiniilen 18-metileikosanoik asit (18-
MEA) ve epikiitikiiliin ylizey yapilar1 boyama, renk a¢ma, kurutma, asiri
sampuanlama ve sekillendirme gibi islemlerle bozuldukca hidrofobikligin degistigini

bildirmislerdir.

Weiand vd. (2022) sa¢ ile Barba vd. (2010) yiin ile ilgili benzer ¢aligmalar rapor

etmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda ise yilan gdmleginin dorsal ve ventral dlgeginin temas agist
degerleri 6lcegin i¢ yiizeyi (viicuda bakan kismi) ve Olcegin dis yiizeyinde Ol¢iim
yapilarak sonuglar Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°te verilmistir. Yilan gomleginin ventral
Olcek dis ve i¢ ylizey temas agis1 degerleri sirasiyla 73°+2°, 55°+£3°°dir. Dorsal dlgek
dis ylizey ve i¢ yiizeyin temas agis1 degerleri ise sirasiyla 53°+2°, 77°+2° olarak
Olglilmistiir. Sonuglarimiz Bitis rhinoceros’un gémleginin ventral dlgeginden elde
edilen sonuglar ile benzerdir (Spinner vd., 2014). SEM sonuglarindan da goriildiigi
tizere dorsal ve ventral Olgekte porlu bir yapr gozlenmemistir. Dorsal Slgegin
yiizeyinde goriilen pirlizlilikk ise ventral Ol¢ekde ¢ok daha azdir. Sonuglar
yorumlanirken, yilanlarin gémlek degistirmelerinin asil nedeni biiylime olsa da, bir
nedenininde gomlegin yipranmasi olabilecegi unutulmamalidir. Dahast bu
yipranmanin, gomlegin degisimi esnasinda ve dogadan toplanmadan once c¢evresel
etkiler ile devam edebilecegi ve bunun temas agisini etkileyen onemli bir durum

oldugunun goz dntinde bulundurulmas: gerektigini diistiniiyoruz.
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Sekil 4.23. Yilan derisi a) ventral 6lgek dis yiizey temas agis1 degerleri; sol 73, sag
70, orta 72. b) ventral 6lgek i¢ yiizey temas agis1 degerleri; sol 50, sag

57, orta 54.

Sekil 4.24. Yilan derisi a) dorsal 6lgek dis ylizey temas agis1 degerleri; sol 53, sag 51,
orta 52. b) dorsal 6l¢ek i¢ yiizey temas agis1 degerleri; sol 79, sag 74,
orta 76.

4.9 Aminoasit Analizi Sonuc¢lari

Yilan gomleginin dorsal dl¢ek, mentese ve ventral dlcek amino asit igcerigi amino asit
analizi ile belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.25’te verilmistir. Amino asit analizi sonucu
dorsal 6lgegin amino asit bilesimi; L-16sin, L-aspartik asit, alanin, dl-aspartik asit, L-
glutamik asit, mentese kisminin amino asit bilesimi; izovalin, L-aspartik asit, dl-
fenilalanin, ventral 6lgegin amino asit bilesimi ise; L-16sin, dl-metiyonin, L-valin, L-

fenilalanin olarak belirlenmistir.

Diisiik kiikiirtlii proteinlerin a-heliks olusumuna katkida bulunan amino asitlerden
olduklar1 bildirilen aspartik asit, glutamik asit ve 16sin yilan gémleginin 6zellikle
dorsal 6l¢egi olmak iizere, mentese kisminin yapisinda da ciddi bir orana sahip
oldugu Sekil 4.25°teki verilerden anlagilmaktadir. Ote yandan yiiksek kiikiirtlii
protein alanlarinda bulunmadigi bildirilen metiyoninin (Zoccola vd., 2009 ) oldugu
ventral Olcekte aspartik asit, glutamik asit ve 16sinin bulunmadigr Sekil 4.25’te

goriilmektedir.
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Keratin yapilarda sistin, sistein ve metiyonin kiikiirt iceren amino asitlerdir.
Keratinlerin diger protein yapilara gore c¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi ve yiiksek
stabilitesi protein zincirlerini ¢apraz baglayan sistin amino asidi ile iliskili ¢ok sayida
distilfit bag1 igermesi olarak rapor edilmistir (Zoccola vd., 2009 ). Sistin ve sistein
amino asidi bizim 6rnegimizde tesbit edilememistir, bunun nedeni kullanilan hidroliz
adimlar1 esnasinda geri doniisiimsiiz olarak yok edilmis olabilirler veya yapida
cihazin bu amino asitleri belirleyemeyecegi kadar az miktarda bulunuyor olmalari
olabilir. CHNS analizi sonucunda yapida kiikiirt oldugu goriilmiistiir ve bu da yapida
az miktarda da olsa sistein proteini olabilecegini diislindiirmektedir. Li ve ark.,
yaptiklar1 calismada asit hidrolizi esnasinda amino asitlerin ciddi sekilde yok
edildigini bu nedenle asparagin, glutamin, sistein, serin, treonin ve triptofan

iceriklerinin dogru olmayabilecegini rapor etmislerdir (Liv d., 2019).

Literatiirde yi1lan gdmleginin dorsal 6lgek, ventral 6lgek ve mentese kisimlarinin ayri
ayr1 amino asit analizini i¢eren herhangi bir ¢aligmaya rastlamadik, bunun yan1 sira

yilanin derisi ve eti ile yapilan ¢alismalardan bazilar1 sdyledir,

Dalla Valle vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, siirlingen epidermisi {izerine
yapilan genis bir ¢alismanin bir pargast olarak yilan epidermisindeki [-keratinlerin
niikleotit dizisi, gen yapisi ve amino asitten tiiretilmis dizinin belirlenmesini
genisletmiglerdir. Ayrica 5°- ve 3’-RACE stratejisi araciligiyla bir yilanin
epidermisinden 6lgekli B-keratin mMRNA’lar1 klonlanmasi ve dinlenme ve yenilenme
faz1 yilan 6rneklerinin epidermisindeki ifadeyi Northern analizi ile analiz ettikleri bu
calismada iki yilandan toplanan deri 6rneklerini ¢alisilmislardir. Tk 6rnegi, dinlenme
veya yenilenme asamasindan hangisinde oldugu bilinmeyen Amerikan misir
yilaninin (Elaphe guttata) geng bir bireyi kurban edilip tiim deri toplanarak elde
edilmis ve ikinci Ornek icin ise kornea opaklagsmasindan yenilenme asamasina
hazirlandig1 diistiniilen bir birey kurban edilerek tiim deri toplanmistir. Bu derilerden
alinan orneklerden c¢ikarilan bes protein i¢in amino asit bilesimleri rapor edilmistir.
Rapor edilen 16 amino asitten 16sin, aspartik asit, alanin, glutamik asit, fenilalanin,
metiyonin ve valin bizim Ornegimizin amino asit analizi sonuglariyla ortakken
izovalin bizim 6rnegimizde olup Dalla Valle ve ark. rapor ettigi sonuglar arasinda
bulunmamaktadir. Ote yandan arjinin, asparajin, sistein, gliitamin, glisin, izoldsin,

lizin, prolin, serin, treonin ve tirozin de Dalla Valle ve arkadaslarinin rapor ettigi
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sonuglarda yer alip bizim sonuglarimizda yer almamaktadir. Bu ¢aligmada rapor
edilen glisin-prolin-serin’in pullarin sert korneus tabakasini olusturmak igin

kullanildig1 rapor edilmistir.

Dalla Valle vd. (2010) sistein-glisin-prolin agisindan zengin [B-keratinlerin
izolasyonu ve bunlarin yilan epidermisinde ekspresyonu {izerine bir ¢alisma

yapmuglardir.

Mazaratti vd. (2023) yaptig1 bir ¢alismaya ise sar1 anakonda ve siyah beyaz tegu’nun
etinin protein bilesemi konu edilmistir. Bu ¢alismada 18 amino asit rapor edilmis
olup bunlardan glutamik asit ve aspartik asit diger amino asitlere kiyasla ciddi bir
orana sahiptir. Bizim Ornegimizde de dorsal dlgekte hem glutamik asit hem de
aspartik asit, mentese kisminda ise aspartik asit sahip oldugu oranlar ile dikkat

¢ekmektedir.

Literatiirde yilan gdmlegi kisimlarinin amino asit analizine yer veren bir ¢aligsmaya
biz rastlamamis olsak da, diger keratin kaynaklar1 olan sag, yiin, tirnak, toynak, tiiy,

boynuz ve stratum corneum’un amino asit analizi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur.

Zoccola vd. (2009) yiin ve boynuz-toynak amino asitlerini rapor etmislerdir. Yiin de
18, boynuz-toynak da 17 amino asit bildirmislerdir. Ornekler kiyaslandiginda sadece

arjinin iceriginin olduk¢a benzer oldugunu gérmiislerdir.

Yuichi ve Yoshihiro, (2014) hidrolize kus tiiyli ve hidrolize yiin i¢in 18 amino asit
rapor etmisler ve bunlardan trozin, metiyonin ve sisteik asit icerigi oldukca

benzerdir.

Bagka bir ¢calismada ise sag, tirnak ve stratum corneum un amino asit analizi yapilmis

ve 17 farkli amino asit rapor edilmistir (Baswan vd., 2017).

Gupta vd. (2012) yaptig1 ¢alismada tavuk tiiyii amino asit bilesimi i¢in 17 amino asit
rapor ederken, Bhari ve Kaur (2021) tavuk tiiylinden mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan keratin hidrolizatta ise 18 amino asit rapor etmislerdir. Baswan vd.
(2017) insan sag1, tirnag1 ve stratum corneum’un amino asit analizini rapor ederken,
Yu vd. (1993) sa¢ ve stratum cornemun amino asit bilesimini, Hill vd. (2010) ise

yine sac¢in amino asit bilesimini ve Moussa vd. (2021) tiiy keratininin bacillus
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paramycoides tarafindan biyobozunmasini ve elde edilen amino asitleri rapor

etmislerdir.

Yilan goémlegi kisimlarimin yapisinda bulunan amino asitlerin hidrofilik ve
hidrofobikligini belirlemek i¢in hidropati indeksi kullanilmistir. Hidropati indeksi,
kimyasal bir grubun suyu sevip sevmeme egiliminin bir 6l¢egidir. Hidropati
indeksenin biiyiikliigii amino asitin suyu sevmemesinin bir gostergesiyken, hidropati
indeksinin kii¢iikliigii ise amino asitin suyu sevmesinin bir gostergesi olarak
bildirilmistir (Kyte ve Doolittle, 1982). Yilan gémleginin ti¢ farkli kisminin amino
asitlerine baktigimizda hidropati indeksine gore dorsal Ol¢ek hidrofilik amino asit
orant %54.14 iken hidrofobik amino asit oran1 %45.86 mentese bolgesi hidrofilik
amino asit oran1 yaklasik olarak %61.87 iken hidrofobik amino asit orani yaklagik

olarak %34.64 diir ve ventral 6lgekte hidrofobik amino asit oran1 %100 diir.
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Sekil 4.25. Dorsal 6lgek, mentese, ventral 6lcek amino asit analizi sonuglar1 ve
oranlari.
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Sekil 4.25 (Devam). Dorsal 6l¢ek, mentese, ventral Olcek amino asit analizi
sonuglar1 ve oranlari.

4.10 ICP-MS Analizi

Yilan gomlegi kisimlarindaki elementlerin tesbiti i¢in endiiktif eslesmis plazma kiitle
spektrometresi (ICP-MS) kullanilmistir. Biyolojik bir &rnegin yapisinda bulunan
elementler hem yapiyr hem de fizyolojiyi daha iyi anlamamiz i¢in Onemlidir.
Organizmalarin ihtiyaglarina bagl olarak elementler, toksik veya fizyolojik olarak
ayrilabilir. Organizmalar i¢in kadmiyum (Cd), arsenik (As), kursun (Pb) gibi iz
elementler elzem degildir, hatta toksik olarak kabul edilir (Spahn ve Sherry,
1999). Cu, Zn, Ca, Mg, Mn ve Fe gibi fizyolojik elementler ise organizmalarin
isleyisinin =~ bozulmamas1  i¢in  elzemdir. Kimyasal elementler ¢ogunlukla
organizmalara sorun yaratmayacak miktarlarda biyokimyasal ve jeokimyasal
stireglerde yer alirlar (Frossard vd., 2017). Fakat g¢evre kirliligi ve beslenmenin
etkisiyle viicutta toksik seviyelere ulasabilirler. Bu da organizmanin fizyolojik
isleyisinin bozulmasina ve hatta 6liimiine yol acabilir (Abdullah vd., 2015). Cevre
kirliliginin  biyo-izlenmesi ic¢in yilanlar uygun bir biyoindikator olabilirler.
Degismeyen bir hayat tarzlarinin olmasi, bazilarinin farkli yaslardaki bireylerden
ornekleme yapmaya izin verecek kadar uzun yasamalari, cok genis bir yayilimlarinin
olmasi, olduk¢a genis bir yasam alanlarinin olmasi ve yliksek miktarlarda kirletici
biriktirerek hayatta kalabilmeleri gibi bir biyoindikatorde olmasi istenen bazi
ozelliklere sahiptirler (Zhou vd., 2008). Yilan gomlekleri ve kus tiiyleri gibi
(Abdullah vd., 2015; Hanc vd., 2017) biyolojik bir atik olarak dogadan temin
edilebilen orneklerin ¢evre kirliliginin biyo-izlemesi icin biyoindikatér olarak
kullanilmalarinin 6rneklem i¢in canliya zarar verilmemesinden dolayr oldukca

onemli oldugunu diisiiniiyoruz.

55



Literatiirde yilanlarin konu edildigi elementer analiz calismalarinin ¢ogunu su
yilanlarinin  ekotoksikoloji alaninda biyoindikator olarak kullanilmasma dair
caligmalar olusturmaktadir. Arastirmacilarin su yilanlarina olan bu ilgisi, su
yilanlarinin karasal ve suda yasayan etle beslenen canlilar i¢in beslenmeyle ilgili
onemli bir bag olmalar1 nedeniyle kirleticilerin etkileri hakkinda 6nemli bilgiler
edinilmesini saglama potansiyelleri olabilir (Hopkins vd. 1999). Literatiirdeki

caligmalardan bazilar1 soyledir;

Frossard ve ark., iki yilan tiiriiniin (Boa constrictor and Bothrops jararaca)
bobreklerindeki eser elementlerin (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb ve Zn)
miktarlarini rapor etmislerdir (Frossard vd., 2017).

Burger ve ark. farkli alanlardan topladiklar1 yilan (Nerodia spp.) drneklerinin kan,
deri, kas ve karacigerlerindeki metal diizeyleri ile ilgili bir ¢calisma yapmiglardir. Bu
calismada cilt ile i¢ dokular arasinda, i¢ dokularin kan ile arasindakinden daha iyi bir

korelasyon oldugunu rapor etmislerdir (Hopkins vd., 2007).

Campbell vd. (2005) iki farkli yerden topladiklar1 yetiskin Nerodia sipedon
orneklerinin  kas, bobrek, deri, kan ve karacigerlerindeki agir metal

konsantrasyonlarini karsilagtirmali olarak ¢alisarak sonuglarini rapor etmislerdir.

Hopkins vd. (1999) yanmis koOmir atiklarina maruz kalan Nerodia
fasciatave 6rneklerinde arsenik, selenyum, kadmiyum gibi iz elementlerin
birikiminin, kontrol bolgesinden gelen yilanlara gbre ortalama standart metabolik
hizlarinin %32 arttigin1 yani 6liimciil seviyelerde olmayan kirleticilere kars1 viicudun

fizyolojik tepkisini gézlemlemislerdir.

Yakin tarihli bir ¢caligmada Lettoof vd. (2021) bir¢ok metalin keratine baglanmasi
nedeniyle Oldiirlici  olmayan doku Orneklemesi icin ¢evresel metal
kontaminasyonunun bir gostergesi olarak yilan pullarinin  kullanilabilecegini
diistinmiislerdir. Kan da o6ldiiriici olmayan bir doku 6rneklemesi olmasina ragmen
genellikle son kirletici maruziyetlerini yansitmaktadir. Bu calismada dort farkh
bolgeden toplanan yilanlar deney grubu olarak, nesillerdir tutsak yasayan yilan
ornekleri de referans grubu olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda As, Se, Sb ve
Mn metallerinin kaplan yilaninin pullarindaki oraninin karacigerde benzer oldugunu

gozlemlemislerdir.
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Goiran vd. (2017) bir deniz yilan1 olan Emydocephalus annulatus gomleklerini
kullandiklar1 calismalarinda iz elementlerin birikimini melanizm {izerinden ele
almiglardir. Bu calismada rapor edildigine gore, yilanlarin koyu bantlarinda agik
bantlarina gére Co, Mn, Ni, Pb ve Zn konsantrasyonlar1 ciddi miktarda daha fazla
oldugunu gozlemlemiglerdir. Bu durumda koyu renkli yilanlarda deri degistirme
sonucu eser element birikiminden kaynaklanan yiikiin agik renkli yilanlara gore daha

hizl1 azalacagini bildirmislerdir.

McGraw, (2003) pigmentsiz ve az pigmentli kisimlara gore pigmentasyonun yogun
oldugu kisimlarda birikiminin fazla olmasinin nedenini melaninin fonksiyonel
karboksil gruplariyla metal iyonlarini baglamasi ve pigmentli dokularda depo etmesi
olarak rapor etmislerdir. Melaninin biyosentezinde makro ve eser bazi elementlerin
(Ca, Zn, Cu, Fe, Mn gibi) 6nemli rolii oldugunu fakat asir1 birikimlerinin toksik

olabilecegini bildirmistir.

Literatiirden edindigimiz bilgiler yilanlarin sik deri degistirmelerinin nedenlerinden
birinin  de  toksik  metallerin  viicuttan  uzaklastirilmas1  olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu calismada yilan gomleginin dorsal 6l¢ek, ventral dlgek ve mentese kisimlarinda
21 farkli elementin varhigi ve derisimi ICP-MS ile belirlenmis ve sonuglar Tablo
4.2°de verilmistir. Tablodan goriildiigii gibi dorsal 6lgek, ventral 6lgek ve mentese
kisimlar1 sodyum (Na), magnezyum (Mg), aliiminyum (Al), fosfor (P), potasyum (K)
ve kalsiyum (Ca) gibi makro elementlerin yani sira titanyum (Ti), mangan (Mn),
demir (Fe), nikel (Ni), bakir (Cu), ¢inko (Zn), stronsiyum (Sr), baryum (Ba),
selenyum (Se), molibden (Mo), kadmiyum (Cd), antimon (Sb), talyum (T1), kursun
(Pb) ve bor (B) gibi eser elementler de icermektedir. Analiz sonuglarina baktigimizda
ic kisim i¢in sadece Na, P, K birbirine yakin oldugunu, diger elementlerin degerleri
arasinda bir tutarlilik olmadigini sdyleyebiliriz. Mentese kismindaki Ca, Mn, Se, Sr,
ventral 6lgekde Fe elementinin diger kisimlardan oldukc¢a yiliksek olmasi dikkat
cekmektedir. Pigmentli kisimlarda bazi elementlerin daha fazla olabilecegine dair
daha once yapilan ¢aligmalarin (Goiran vd., 2017; McGraw, 2003) sonuglar ile,
bizim ¢alisgmamizda ventral 6l¢cek ve menteseye kisimlarina gore daha fazla melanin
iceren dorsal dlgek kisiminin elementer analiz sonuglari uyumlu degildir ICP-MS

analizi sonuglar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. ICP-MS analizi sonuglari.

Na 3630.636 3167.442  3494.737
Mg 1231.727 1583.256  3820.000
Al 161.545 530.698 123.053
P 690.909 517.907 416.105
K 235.073 202.930 246.632
Ca 1083.955 2543.488  4408.947
Ti Sl 4.116 7.316
Mn 1.159 4.706 11.146
Fe 5.395 22.233 11.053
Ni 5.220 7.067 2.384
Cu 1.511 7.500 4.541
Zn 1.406 5.916 4.879
Se 1.751 1.472 7.905
Sr 3.550 4.312 9.263
Mo 2.407 1.266 0.033
Cd 0.086 0.598 0.742
Sh 0.251 0.216 0.415
Ba 0.209 1.271 1.941
Tl 1.386 1.051 0.030
Pb 0.138 0.689 <0.002
B 0.366 0.845 <0.0001

ppm cinsinden
4.11 Antimikrobiyal Aktivite

Biyomalzemelerde olmasi istenen ozelliklerden biri de antibakteriyal aktivitesinin
cok 1y1 olmasidir. Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak biyomalzemeye
bakteri tutunmasi ve biyofilm olusturmasit konakg¢inin bagisiklik sistemine ve

antibiyotiklere kars1 direngli bakteriler olugsmasina yol agabilir (Costerton, 1999).

Patojen bakterilerin Ozellikle hastane ile ilgili enfeksiyonlarda bir tehdit unsuru
olabildigi ve yaranin iyilesmesini geciktirebildigi, hatta bazen biyofilm olusumuna

neden olarak daha biiyiikk problemlere yol agabilecegi bilinmektedir (Wu vd., 2014).

Boyle durumlarda hiicreler yiizeye tutunmada bakterilerle rekabet etmek zorunda
kalabilir. Bu gibi durumlarin yagsanmamasi i¢in bakteri itici yiizeyler 6zellikle doku

miihendisligi alaninda son derece 6nemlidir.
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Onceki calismalar (Gao vd., 2019; Li vd., 2019; Park vd., 2015; Wang vd., 2016; vd.,
2016) keratinin yalniz basina veya bir baska biyopolimer (Kitosan, seliiloz,
hyaluronik asit gibi) ile komposit olusturularak akut yara iyilesmesini
etkileyebilecegine dair umut verici sonuglar sunmaktadir. Bu ¢alismalardan biri de
Vakilian ve arkadaslarmin 2 farkli yilan tliriiniin gdmleginin ventral kisminin yara

iyilestirmedeki etkisini arastirdiklari ¢alismadir (Vakilian vd., 2019).

Vakilian vd. (2019) yilan gémleginin yara iyilestirmesi konusundaki gelecek vaat
eden sonuglar1 bizi, yilan géomleginin islem gérmemis halinin bir antimikrobiyal

aktiviteye sahip olup olmadigi sorusunu sormaya itmistir.

Bu nedenle galismamizda yaygin bir yara enfeksiyonu sebebi olan gram negatif bir
bakteri Escherichia coli (Alharbi vd., 2019; Idowu vd., 2011; Nagoba vd., 2008) ve
ozellikle dis minelerine yapisip dis ¢liriimesine neden olan gram pozitif bir bakteri

Streptococcus mutans (Carneiro vd., 2019; Nassar vd., 2012) kullanilmistir.

Yilan gomleginin dorsal 6lgek, ventral 6l¢ek ve mentese kisimlarinin antimikrobiyal
aktivitesi Escherichia coli ve Streptococcus mutans igin ayr1 ayri degerlendirilmis ve
sonuclar Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de verilmistir. Taramali elektron mikroskobu

goriintlilerinden de goriilecegi iizere her iki bakteri de ii¢ yiizeye de tutunmustur.

Bakterilerin bir ylizeye tutunmalarinda ve o yiizeyde ¢ogalmalarinda yiizey
ozellikleri etkili olabilmektedir. Bakterilerin tutunmasinda etkili olan ylizey
ozelliklerinden biri ylizey piirtizliligiidiir. Yiizey piiriizliliigiiniin bakteri yapigmasi
ve biyofilm olusturmasini destekledigi fakat bunun piiriizlerin boyutuna da bagh
oldugu yoniindedir (Anselme vd., 2010; Ferraris vd. 2017; Giirsoy vd. 2021,
Whitehead ve Verran, 2006). Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 ve
4.15°te verilen SEM goriintiilerinde goriilecegi lizere yilan gomleginin ii¢ kisminin
da ylizeyi pliriizlii bir yapiya sahiptir. Bu durum bakteri tutunmasinda etkili olmus
olabilir. Bir keratin kaynagi olan yilan gdmleginin islem gérmemis halinin
Escherichia coli ve Streptococcus mutans i¢in antimikrobiyal bir etkiye sahip

olmadig1 goriilmektedir.

Gecmis c¢alismalar diger keratin kaynaklarindan elde edilen keratinlerin
antibakteriyal etkisi hakkinda farkli goriisler bildirmislerdir, Yiin keratini ile yapilan

bir ¢alismada proteine atfedilen hidrofilik  &zelliklerin  E.  coli ve S.
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aureus biliytimesini artirma egilimi ile ylizeye bakteri yapismasini destekledigi rapor

edilmistir (Cruz-Maya vd., 2019).

Rosewald vd. (2014) keratin, kitosan ve seliiloz ile komposit filmler olusturmuslar ve
yapida kitosan ne kadar fazla ise bakteriyal azalmanin o kadar fazla oldugunu
gostermiglerdir. Diger taraftan % keratin filmi E. coli biiyiimesinde antimikrobiyal
etkiye sahipken selilloz veya kitosan ile birlestiginde aktivitesinin bir kisminin

kayboldugunu gézlemlemislerdir.

Bir bagska calismada ise, seliilloz-yiin, seliiloz-tliy ve seliiloz-sa¢ kompositleri
olusturulup antibakteriyal 6zellikleri incelenmistir. Ug bilesik de S. aureus’a kars1
antibakteriyal 0Ozellik sergiler. Burada antibakterial 6zelligin seliilozdan degil
keratinden kaynakladigim1 ve yiiksek oranda keratinin tipine bagli oldugu
birdilirmistir. Ciinkii en yiiksek antimikrobiyal 6zelligi tily gosterirken en diisiik
antimikrobiyal 6zelligi ylin géstermistir (Tran vd., 2016).

Yakin tarihli bir ¢alismada ani mancinik buhar patlamasi yontemi ile tavuk tiiyii,
tavuk tiiyli tozuna doniistiiriiliip, keratinoliz yoluyla elde edilen keratin hidrolizatin
E. coli’ye karsi 6nemli bir inhibitor aktivite sergilegi goriilmiistiir. Fakat proteoliz
yoluyla elde edilen hidrolizatin E. coli’ye karst belirgin bir etki gostermedigi
bildirilmistir (Qin vd., 2022).

Keratin agisindan zengin biyomateryallerin antibakteriyal etkisini iyilestirmek igin

yapiya bagka bilesenlerin dahil edildigi ¢alismalar literatiirde mevcuttur.

Bazi dogal kaynaklardan elde edilen boya ekstrelerinin kimyasal yapist nedeniyle
boyanin giiclii bir antimikrobiyal aktivite gostermesine neden olabilecegi
goriilmiistiir. Dogal boyalarin biyolojik olarak parcalanabilmeleri ve neredeyse
toksik olmamalar1 nedeniyle kullanimlarinin giivenli oldugu diisiiniilmektedir (Park
ve Park, 2010). Standart anti bakterial ve anti fungal ilaglarla kiyaslandiginda iyi bir
antimikrobiyal 6zellik gosteren Rheum emodi L., yiin boyamasinda kullanilmis ve E.
coli, S. aureus, C. albicans ve C. tropicalis {zerindeki etkinligi
aragtirtlmistir. %10’luk boya ile muamelede %90’lik bir inhibisyon bildirilmistir
(Khan vd., 2012).

60



Metal iyonlarmin lifli polimerlere dahil olmalarinin bu polimerlere antimikrobiyal
Ozellik kazandirabilme ihtimalleri nedeni ile protein liflerinin metal emme

potansiyelleri bu amagla kullanilabilir (Freddi vd., 2021).

Yanik yaralarinda kullanilmak {izere hazirlanan keratin-kitosan ve keratin-kitosan/
cinko oksit nanopartikiilii’in gram-pozitif bakterilere (S. aureus) ve gram-negatif
bakterilere (E. coli) karsi antimikrobiyal aktivitesi kiyaslanmigs ve ¢inko oksit
nanopartikiilii igeren kompositin animikrobiyal aktivitesinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Zhai vd., 2018). Giirtildiigii gibi ¢inko oksit nanopartikiilii bakterisidal
Ozellik katmak i¢in bir malzemeye dahil edilebilir (Sirelkhatim vd., 2015).

Cochis vd., (2011) titanyum (Ti) dis implantlarinin bakteri kolonizasyonunu
Onlemeyi ve dis eti fibroblastlarinin yayilmasini artirmayr amaglayan calismasinda
Keratinin tek basina bakteri yapigsmasini veya ¢ogalmasini artirmadigi gosterilmistir.
Giimiis katkili keratin kapli numunelerin ise S. aureus biyofilm canliligini azaltmada

etkili oldugu rapor edilmistir.

Shankar vd., (2019) cevre dostu antimikrobiyol keratin-metal iyonu kompleksi
nanoparcaciklari rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada {i¢ metal iyonunun (Ag, Zn, ve Cu)
E. coli tizerindeki etkinligi degerlendirilmistir. Keratin nanopartikiilleri yalniz basina
E. coli ye kars1 etkinlik gostermezken, keratin nanopartikiilleri-Zn en diisiik etkinligi

gosterirken en yliksek etkinligi keratin nanopartikiilleri-Ag kompleksi gdstermistir.

Wang vd. (2016) yaptiklari ¢alismada elektroegirme yontemi ile poliiiretan/keratin
nanolifli yara matlar hazirlamiglar ve bu matlara glimiis nanopartikiillerini (AgNP)
dahil ederek Escherichia coli (E. Coli) ve Staphylococcus aureus’a (S. aureus) karsi

AgNP’lerin antimikrobiyal etkinliklerini rapor etmislerdir.
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Sekil 4.26. Streptococcus mutans’in dorsal oOlgek, ventral Olgek ve mentese
kisimlarinin yilizeyine tutunmasi.

) E- goli—DorsaI

Sekil 4.27. Escherichia coli’nin dorsal dlgek, ventral dlgek ve mentese kisimlarinin
yiizeyine tutunmas.

Sonuglar yilan gémlegi kisimlarinin 6n igleme tabi tutulmayan halinin S. mutans ve
E. coli igin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigini gostermistir. Onceki
caligmalarda farkli keratin kaynaklarinin antimikrabiyal 6zelliklerini iyilestirmek i¢in
rapor edilen giimiis kaplama gibi uygulamalarin ileriki ¢alismalarda yilan gomlegi

icin de uygulanip antimikrobiyal 6zelliginin iyilestirilebilecegini diislinliyoruz.
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4.12 Hiicre Kiiltiirii

Bir materyalin bir hiicre hatt1 i¢in substrat olmaya uygun olup olmadigi in vitro hiicre
kiltlirii calismalar ile degerlendirilebilir. Substrata hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi
ve yayilmasi gibi etkenler substratin uygunluk degerlendirmesinde dnemlidir. Ciinkii
hiicre kiiltiirtinde substratlar hiicrelerin yapismasini ve ¢ogalmasini desteklemek gibi
onemli bir role sahiptirler. Bunun yani sira, kiiltiir ortaminin besinsel katki
maddeleri, uygun ortam kosullarinin saglanmasi ve mekanik destek gibi 6geler de

hiicrelerin hayatta kalmasi, biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in 6nemlidir.

Daha 6nceki ¢alismalardan doku miihendisligi uygulamalari i¢in hiicre tutunmasinin,
biliylimesinin ve farklilasmasinin substrati bir 6n igleme tabi tutarak daha iyi hale
getirilebilecegi goriilmiistiir (Reichl, 2009). Bu ¢alismalarda yiizey uyumlulugunun
yant sira hiicre baglanmasi, bliylimesi ve gogii i¢in {ic boyutlu yapi iskelelerinin rolii
(Bhattarai vd., 2004) ve yilizey hacmini artirmasi nedeniyle hiicre tutunmasinda
ozellikle gozeneklilik, goézenek hacmi ve boyutunun Onemini vurgulamislardir

(Dagalakis vd., 1980).

Wang vd. (2012) insan sagindan ekstrakte ettikleri keratin soliisyonundan kalsiyum
iyonlari ile polimerizasyonu indiikleyerek dalli ve gozenekli yapiya sahip hidrojeller
olusturmuslardir. 1929 fibroblast hiicrelerininin kiiltiirlinde keratin hidrojelleri
kiyaslamak i¢in biyomedikal uygulamalar i¢in iyi c¢alisilmis olan kollajen tip 1
hidrojelleri kullanmiglardir. 24 oyuklu plakalarda 2D yiizeyler iizerinde kiiltiirlenen
hiicreleri ise kontrol olarak kullanmislardir. Kontrol grubu hiicreleri kiitiiriin 2.
giinlinden itibaren fibroblastlara 6zgii ig seklinin gelistirirken keratin ve kollajen
hidrojellerdeki hiicreler yuvarlak kaldilar. Kiiltiiriin 4. giiniinde kollajen
hidrojellerdeki hiicrelerin kii¢lik bir kismi ve kiiltiiriin 6. giiniinde ¢ogu hiicrenin 1§
morfolojisi géstermesinin yani sira, kontrol ve Kollajen gruplarinin tiim kiiltiir siiresi
boyunca homojen bir dagilim gosterdikleri gozlenmistir. Keratin grubundaki
hiicrelerde ise tiim kiiltiir stiresi boyunca ¢ogaldigin1 ama rastgele dagilim sergileyen
lokalize kiimeler olusturduklarini gézlemlemislerdir. PicoGreen tahlili sonuglarina
gore hiicre proliferasyonunun kontrol>kollajen>keratin seklinde oldugu goriilmiistiir.
Ayrica 6 giiniin sonunda keratin hidrojellerde]l mm derinlige kadar hiicre
penetrasyonu gézlenmis ve bunun kollajen hidrojellerdeki ile benzer oranlar oldugu

rapor edilmistir.
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Tanabe vb. (2002) L929 fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasi amaciyla kiltiir kaplarini
yiin keratini, kitosan ve keratin-kitosanin 1:1 karisimu ile kaplamislardir. Kaplanmis
kaplarin kontrol grubuna gore piiriizlii bir yiizey gosterdigi goriilmistiir. L929
hiicrelerinin agilanmasindan 24 saat sonra her {i¢ kaplama yiizeyinde de iyi sayida
yuvarlak morfolojiye sahip hiicre gozlendigi fakat kaplanmamis kontrol grubunda
besi yeri ¢ikartilip PBS ile kisa siireli durulamadan sonra ¢ok az hiicre kaldigin
gozlemlemislerdir. 48 saat sonra kitosan kiiltliriindeki hiicrelerin ¢ogu hala yuvarlak
bir morfoloji gosterirken keratin ve keratin-kitosan (1:1) kiiltiirtindeki hiicreler
morfolojik olarak ig seklini almistir. 96 saat sonunda ise her tiglinde de hiicrelerin ig

morfolojisi gosterdigi rapor edilmistir.

Tachibana vd. (2002) uzun siireli hiicre yetistiriciligi igin, kontrollii dondurma ve
liyofilizasyon yontemleri ile yiin keratin ¢ozeltisinden olusturduklar1 gozenekli yap1
iskelelerinde 1929 fibroblast hiicrelerinin biiyiimesini arastirmislardir. Iskelelere
hiicrelerin agilanmasindan bir saat sonra, iskelenin gozenek duvarma hiicrelerin
yapistigl, bir giin sonra hiicrelerin iskele ylizeyine yapistigi ve bu hizin ticari olarak
temin edilen bir kiiltiir kab1 ile kiyaslanabilir oldugu goriilmustiir. 23. giinde iskele
yiizeyinde tam fibroblat hiicreleri gozlenip, 23-43. giinlerde duragan faza girdigi ve
hiicre sayisinin ~4.2-7.4 milyon oldugunu gérmiislerdir. 1 cm bir alanda sirasiyla yiin
keratin yapi iskelelerinde ve ticari hiicre kiiltlirii ortaminda sayilan en fazla hiicre
say1st sirasiyla 7.4 ve =0.2 milyon oldugunu bildirmislerdir. Keratin yap1 iskelesinde
fibroblast hiicrelerinin en az 43 giinliik kiiltlivasyonunun olas1 oldugunu rapor

etmislerdir.

Ranjbar-Mohammadi vd. (2021) farkli oranlarda yiin keratini/polivinil alkol (30/70),
(50/50), (70/30) ve poli(€-kaproakton) iceren hibrit yap1 iskelelerini elektroegirme
yontemiyle tiretip, bu hibrit nano elyaflarda 1929 hiicrelerinin yapigmast ve
cogalmasini arastirmislardir. Kontrol olarak poli(€-kaproakton) nanolifleri ve
kaplanmamis plakalarin kullanildigi bu c¢alismada hiicrelerin yapigsmasini DAPI
boyama ile degerlendirmislerdir. DAPI boyamada en yiiksek hiicre yapismasinin
keratini/polivinil alkol (70/30)-poli(€-kaproakton) nanolifi iizerinde oldugunu
gormiislerdir. MTS analizi sonuglarinda ise keratin varliginin  hiicre
proliferasyonunda ilerleyen bir artisa yol agtigim1 gormiislerdir. Keratini/polivinil

alkol (70/30)-poli(€-kaproakton) igin bu artisin %40’ kadar ¢iktigin1 gézlemislerdir.
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Kontrol grubuna goére hiicre canliligimin keratini/polivinil alkol (30/70)-poli(€-
kaproakton)  1.18, keratini/polivinil alkol (50/50)-poli(€-kaproakton) 1.27 ve
keratini/polivinil alkol (70/30)-poli(€E-kaproakton) 1.44 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir.

Yang vd. (2023) ipek fibroin (SF) ve yiin keratinden (WK) hiyerarsik lifli ve
gbzenekli ipek mikrofiberle giiclendirmis bir meniskiis yapi iskelesini elektroegirme
ve dondurarak kurutma teknolojileri kullanilarak iiretmislerdir. Iskelede artan yiin
miktari, gozenek boyutunu genisletebilmesi ve baglantiyr iyilestirebilmesi gibi
ozellikleri nedeniyle L929 hiicrelerinin ¢gogalma hizinda artma egilimi goriilmiistiir.
Bunun yani sira kiiltiirlin 3. giiniinde hiicrelerin yap1 iskelesinin gozeneklerinde
dagildigini ve biiylimenin iyi oldugunu gozlemislerdir. Bunlara ek olarak yapiya kisa
liflerin eklenmesi sikistirma modiiliinii gelistirir fakat artan modilin 1929

hiicrelerinin yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun olmadigini rapor etmislerdir.

Ye vd. (2020) yiinden elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli (120 kDa) keratin,
poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit) ve Ag nanopartikiilleri (AgNP)
kullanarak, poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit) %30 yiinden elde
edilen yiiksek molekiiler agirlikli Kkeratin ve poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-
hidroksivalerik asit) %30 yiinden elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli keratin %0.5
AgNPs nano lifli matlar imal etmislerdir. imal edilen matlarda 1929 hiicrelerinin
tutunmasi ve dagilmasina ek olarak filopodia ve lamellipodia gozlemislerdir. Uygun
yinden elde edilen yiiksek molekiiler agirlikli Kkeratin igeriginin ve gozenek

boyutunun hiicrelerin biiylimesini desteklemede etkili oldugunu gérmiislerdir.

Katoh vd., (2004) basingla hazirlanmis S-siilfo keratin (kaynak:yiin) filmler iizerinde
L929 fibroblastlarin tutunmasi ve c¢ogalmasini degerlendirmislerdir. Hiicrelerin
asilanmasindan 2 saat sonra film yilizeyine yapisan hiicrelerin ¢ogunun yuvarlak
morfoloji gosterdigi, 24 ve 48 saat sonra, ig morfolojisinde ve 96 saat sonra ise
birlesme noktasina ulasmaya ¢ok yaklastigini gérmiislerdir. Kontrol olarak kullanilan
kiiltiir tabag1 ile kiyaslandiginda ilk saatler teknik nedenlerle hiicre sayisi daha az
olsa da 24 ve 48 saat sonra kiiltiir tabagindakilerle ¢cok benzer sekilde arttigi,
logaritmik biiylime fazindaki ikiye katlama siiresi olan 21.8 saatin de kiiltiir tabag ile

kiyaslanabilir oldugunu gormiislerdir.
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Nakata vd. (2015) yiinden indirgeme yoluyla elde ettikleri keratinden, keratin ve
kimyasal olarak modifiye edilmis keratin (asetamidlenmis keratin (AAK),
karboksimetillenmis keratin (CMK), amiloetilatlanmis keratin (AEK) hidrojeller
hazirlamislardir. Hazirlanan hidrojelleri bir hiicre substrati olarak degerlendirme
amaciyla fare fibroblast 1929 hiicreleri yetistirmislerdir. Keratin hidrojelde
hiicrelerin asitlanmasindan 5 saat sonra hiicrelerin ¢ogu ig hiicre morfolojisi
gosterirken, AAK ve AEK hidrojellerindeki hiicrelerin yuvarlak morfoloji gosterdigi
hatta iki giinliik kiiltiivasyondan sonra bile keratin hidrojelindekinden daha fazla
yuvarlak hiicre morfolojisini gordiiklerini rapor etmislerdir. CMK hidrojelinin kiltiir
ortaminda asir1 sismesi nedeniyle plakanin tabanindan kalkmasi nedeniyle hiicre
sayimi yapamamislardir. Keratin, AEK ve AAK hidrojellerinin kalinlig1 artsa da
hidrojelin hiicre gogiiniin olmadigi, hiicre c¢ogalmasinin hidrojellerin hemen
yiizeyinde gergeklestigi ve hidrojellerin ticari olarak temin edilenlerle benzer bir

hiicre ¢ogalmasi gosterdigini bildirmislerdir.

Bu calismada yillan gomleginin 6n islem gormemis halinin 1929 hiicreleri icin
substrat olarak kullanilip kullanilamayacagi degerlendirilmistir. Diger analiz ve
uygulamalardan farkli olarak bu uygulamada yilan gomleginin dorsal Olgegi ve
mentese kismi ikisinin de boyutlart ¢ok kiiciik olmasi nedeniyle hiicre kiiltiirii
ortaminda sorun yasanildigi i¢in birlikte kullanilmistir. Dorsal dlgek diger analiz ve

uygulamalarda oldugu gibi tek basina kullanilmistir.

Farkli zamanlarda ¢ kere tekrarladigimiz hiicre kiiltliri uygulamimizda Sekil
4.30°da goriilecegi tizere yilan gomlegi kisimlar1 disinda kalan cam yilizeyde tutunma
olmasma ragmen yilan goémlegi kisimlar1 {izerinde hiicre tutunmasinin olmadigini
gozlemledik. Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da 24, 48 ve 72 saatlik hiicre kiiltiirii
uygulamasinin floresan mikroskobu goriintiilerini géstermektedir. Bu sonuglar daha
once yapilan calismalarda rapor edilen, keratin yapilarin hiicre tutunma ve
cogalmasini destekleyen sonuclari ile uyusmamaktadir. Fakat onceki ¢aligmalarda
keratin yapilar 6n isleme tabi tutularak hiicre kiiltiirii substrat1 olarak kullanilmistir.
Biz de gelecekte yilan gdmlegi kisimlarinin 6n isleme tabi tutularak yapi iskelesi,
film, hidrojel gibi formlara donistiiriilip denenmesini veya yilan gomleginin 6n
isleme tabi tutulmamis bu orijinal hali L929°dan farkli hiicre hatlarina substrat olarak

da denenebilecegini diisiinmekteyiz. Ote yandan tiirler arasindaki olgek yiizeyi
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farkliliklar1 nedeniyle (Allam vd., 2012) baska bir yilan tiiriiniin gémleginin 6n islem
gormemis hali L929 hiicreleri ile ¢alisilabilir. Bildigimiz kadariyla bu giline kadar
yilan gomleginin herhangi bir 6n isle tabi tutulmus veya tutulmamais hali hi¢bir hiicre
hatt1 i¢in substrat olarak kullanilmamistir. Bu nedenle denenmesi gereken uygulama

olasiliklar1 oldukga fazladir.

Sekil 4.28. Ventral dlgek a) 24 saat, b) 48 saat ve c) 72 saatin sonunda floresan
mikroskobu goriintiisti.

»
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Sekil 4.29. Dorsal 6l¢egin (dorsal Olcek ve mentese) a) 24 saat, b) 48 saat ve ¢) 72
saatin sonunda floresan mikroskobu goriintiisti.
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Sekil 4.30. a) Ventral 6lgek ve numune dis1 alan, b) numune dis1 cam yiizey, c)
kontroliin floresan mikroskobu goriintiisii.

4.13 lag Yiikleme

Kontrollii ilag salim sistemleri, ilacin salim siiresini ve dozunu ayarlayabilmenin yani
sitra hedefe yoOnelik calisma imkant da sunmaktadir (Davoodi vd., 2018).
Hastaliklarin tedavisinde ilacin etki edecegi bolgede kalma siiresini artirmak, daha az
ila¢c kullanilarak tedavi imkani saglamak, toksik birikimi ve ilag¢ tekrari sikligini
azaltmak agisindan olduk¢a onemlidir (Park, 2014). Oral yolla, intramiiskiiler
enjeksiyon yoluyla veya damar yoluyla uygulamada ilacin plazma diizeyi hizla
artarak etkili doz diizeyinde bir siire kalmakta ardindan da hizla etkili doz diizeyinin
altina diismektedir (Park, 2014). Geleneksel ila¢ kullanimindan kaynaklanan bu gibi
dezavantajlar nedeniyle bilim insanlari, terapdtik ajanlarin maksimum fayda
saglayan, hasta konforunu artiran kullanim gekillerini gelistirmeye yonelirken
beraberinde minimum zarar vermelerini hedeflemektedir. Bu amag i¢in de keratin
gibi biyouyumlu ve nontoksik biyolojik temelli materyaller kontrollii ilag salimi

alaninda yogun ilgi gérmektedir.

Ilag dagitim sistemleri ile ilgili farkli kaynaklardan elde edilen keratinler ile bu giine
kadar birgok kontrollii salim ¢alismasi yapilmis ve bu calismalarda genel itibariyle
tily keratini, sa¢ keratini ve yiin keratini iizerinde yogunlasilmistir. Literatiire

bakildiginda tiiyden elde edilen keratin ile yapilan ¢aligmalardan bazilar1 soyledir,
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2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, pH’a duyarli hidrojeller hazirlanmis ve kiiglik
molekiiler bir ila¢ olan rodamin B i¢in kiimiilatif salim orani, pH 8.4’te 24
saatte %97 olarak rapor edilirken, makromolekiiler sigir serum albiimini i¢in pH
7.4°te %89 olarak rapor edilmistir (Guo vd., 2015).

Rodamin B’nin kontrollii salinimimn yapildigi bir bagka g¢alismada, keratin bazli
filmlerin salim oranlar1 farkli pH’larda Olglilmiis ve salim oranmin pH’dan

etkilendigi ortaya konulmustur (Yin vd. 2013).

Indometasinin’in (IDM) ciddi gastrointestinal yan etkilerini hafifletmek amaciyla
Gong ve ark., islak egirme yoluyla deri ¢ekirdekli yapiya sahip sodyum aljinat
(SA)/tiiy keratin komposit lifi hazirlayip, ince bagirsak, kolon ve sindirim simiile
stvisinda IDM salimini, keratin ve SA oraninin salim tizerindeki etkisini rapor

etmislerdir (Gong vd., 2020).

Yara iyilestirmek amaciyla yapilan bir ¢aligmada, keratin/aljinat, keratin/agar ve
keratin/gellan kullanilarak iretilen gozenekli dermal yamalardan temel fibroblast
biliylime faktorii salimi sonuclarinin ii¢ giin dl¢iildiigii ve bu 6l¢timler sonucunda ilk
iki giin {i¢ dermal yamanin hepsinde benzer sonuclar oldugu fakat {igiincii giin
keratin/gella’nin en yiiksek salim oranini (88.89) verdigi rapor edilmistir (Nayak ve
Gupta, 2017).

Bagka bir ¢alismada ise, farkli formiilasyonlarda disiilfit karistirma stratejisi ile
keratinden iiretilen hidrojellerin, normal ortamin ve indirgeyici ortamin simiile
edildigi iki farkli ortamda hidrojellerin bozunmasi ve ilag salimi siprofloksasin ve
doksorubisin  kullanmilarak  gozlemlenmis ve farkli parametrelerden nasil

etkilendiklerini rapor edilmistir (Cao vd, 2019).

Bir diger keratin kaynagi olan sa¢ ile yapilan ¢aligmalardan bazilar1 ise sOyledir,
kanser tedavisini hedefleyen bir calismada, %52.9’luk (w/w) ¢ok yiiksek bir ilag
yiikkleme oranina sahip, biyolojik glutatyon faktorii ve tripsin’e ¢ift uyaran tepkili
keratin-aljinat kompozit nanojeller hazirlanmistir. Bu nanojellerden salinan
doksorubisinin serbet ilaca gére hem anti tiimor aktivitesinin daha iyi oldugu hem de

yan etkisinin daha az oldugu bildirilmistir (Sun vd., 2017).

69



Doksorubisin saliminin konu edildigi yakin tarihli bir ¢alismada ise keratin-
doksorubisin nanopargaciklarindan doksorubisinin kiimiilatif salimi farkli pH’larda
270 saat boyunca gozlenmis ve siirecin sonunda pH 7.4’te Doksorubisin sadece
~%75’1 salinmasina karsin pH 5.0°da ilk bes saatte %10’dan fazlasinin salindigi ve

bunu hizli bir salimin takip ettigi rapor edilmis (Liu vd., 2019).

Gecgmis yillarda yanik yarasi tedavisi icin keratin hidrojellerden siprofloksasin
saliminin  konu edildigi bir c¢alismada, salimimmin basit diflizyon seklinde
gerceklesmedigi jel bozunmasinin bir fonksiyonu olarak gerceklestigi bildirilmistir.
Antibiyotik yiiklii jellerin hiicre rejenerasyonunu engellemeden hem Gram negatif
(P. aeruginosa ) hem de Gram pozitif (S. aureus ) bakteri seviyelerini dnemli 6lgiide
azaltmasi nedeniyle yanik yarisinda birinci basamak tedavi olarak kullanilabilecek

Iyi bir aday oldugunu diistindiiklerini rapor etmislerdir (Roy, vd., 2016).

Sadeghi ve arkadaslarinin yara tedavisini amagladiklari ¢aligmada ise, karboksimetil
seliloza keratin eklenmesinin karboksimetil selilozun ila¢ salim ve diger
ozelliklerini nasil etkiledigi iizerine yogunlasmislar ve farkli konsantrasyonlardan
olusmus kompositlerde bu &zellikleri gozlemlemislerdir. In vitro salim verileri,
kompozit ortiiden klindamisin salim profilinin bir Fickian difiizyon mekanizmasi
yoluyla kontrol edildigini ve daha fazla keratin i¢eren 6rneklerde salimin daha yavas

oldugunu bildirmislerdir (Sadeghi vd., 2019).

Bir baska calismada keratinin, keratozun ve farkli keratin-keratoz oranlarinda
hazirlanan keratin nanoparcaciklarin mukoadezif 6zellikleri ve ilag salimim
arastirmak icin keratin nanoparcaciklar iiretilmistir. Arastirma sonucundan keratin ve
keratozun gli¢lii mukoadezif oOzellikler sergilediklerini ve model ilag olarak
amoksisilinin kullanildig1 keratin nanopargaciklardan ila¢ saliniminda ise salim
hizinin  keratinin keratoza oran1 degistirilerek ayarlanabilecegi ve keratin
nanopartikiillerdeki keratoz oraninin artirilarak salim oranmnin artirilabilecegini

bildirmislerdir (Cheng vd., 2018).

Bir keratin kaynagi olarak yiin de kontrollii salim ¢aligmalar1 i¢in bilim insanlarinin
oldukca ilgisini ¢ekmektedir. Keratin ve pluronic’e dayali ikili tetiklenebilir salim
Ozelliklerine sahip hidrojel nanopartikiillerden kurkumin salimi 192 saat gozlenmis

ve 192 saat sonunda ilag salimi kontrol numunesinde yaklasik %5 iken, glutatyon ve
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tripsin varliginda salimin kontrol numunesine gore 9 kat daha fazla oldugu, sadece
glutatyon igeren numunelerde 8 kat, sadece tripsin igeren numunelerde ise 2 kat fazla

salim oran1 oldugu bildirilmistir (Ghaffari vd., 2018).

Tran ve Mututuvari, (2015) seliiloz, keratin ve kitosanin tek tek kullanilmasiyla veya
ikili ~ ti¢li  kompositler halinde kullanilmasiyla  olusturulan  filmlerden
siprofloksasin’in kontrollii salimimi arasgtirmiglardir. Keratin, seliiloz ve kitosanin
siproflaksasini kapsiilleyebildigi ve tek tek wveya ikili tglii bilesikler olarak
salabildigini bulmuslardir. Seliiloz ve kitosanin tek veya bilesik olarak kullanildig
durumlarda, orandan bagimsiz olarak, ila¢ salim hizi nispeten yiliksekken bunlardan
birinin yanma keratin eklendiginde veya tiiglii bir bilesik olusturuldugunda salim
hizinin  6nemli 6lgiide azalttigi ve salim hizindaki azalmanin keratin

konsantrasyonuyla iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.

Osteosarkom’un farmakolojik tedavisini hedefleyen bir ¢alismada, yiiksek molekiiler
agirlikli ve suda ¢oziiniir keratinlerden hazirlanan nanopartikiiller Chlorin-e6 ile 1s18a
duyarli hale getirilip kemoterapotik ilag  Paklitaksel ile yiiklenmistir.
Nanopartikiillerin {iretimi i¢in ilaca bagl toplama yontemi (Paklitaksel-Ce6@ker
ag ) ve desolvasyon yontemi (Paklitaksel-Chlorin-e6 @ keratings) olmak tizere iki
farkli yontem kullanilmigtir. (Paklitaksel-Chlorin-e6 @ keratings) de ilk 5 saatte
Paklitaksel’in yaklasik %25’i, (Paklitaksel-Chlorin-e6@Kkeratin ag) de ise ilk 5 saate
Paklitaksel’in yaklasik %50’si salindigi rapor edilmistir (Martella vd., 2018).

Paklitaksel’in arac1 ilag olarak kullanildigi bir baska c¢alismada, Kkeratin
nanopartikiillerden Paklitaksel’in kontrollii salimi1 ile meme kanseri tedavisi
hedeflenmistir. Keratin nanopartikiillerden Paklitaksel salimi sirasinda ilk 3 saatte bir
ilk patlama oldugunu ve ardindan gelen 24 saat icerisinde daha uzun siireli bir salim
gozlediklerini ve ilk 24 saat boyunca kiimiilatif salimin ~%32 olmasinin fizyolojik
kosullar altinda uzun siireli etkinliinin garanti edilebilecegini diistindiirttiiglini

rapor etmislerdir (Foglietta vd., 2018).

Aluigi vd., (2018) bir¢ok kanser tiirii i¢in yaygin olarak kullanilan doksorubisinin
serbest haldeki yan etkilerini en aza indirmek amaciyla iyonik jellesme ve
agregasyon yontemleriyle pH’ya duyarli hazirladiklar1 keratin nanopartikiillere

dokdorubisin yiikleyip kontrollii salimimn1 yapma gibi bir strateji izlemislerdir. Iyonik
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jellesmenin daha yiiksek ila¢ yiiklemesine (agirlik¢a %30) izin verdigi ve MDA-MB-
231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda daha verimli
oldugunu bulmuslardir. Ik 24 saatte fizyolojik kosullarda (pH 7.4) ilacin
sadece %38’nin salindigini, tiimor asidik mikrogevresinde (pH 5.0°da) salim

oraninin %60’a ulastigin1 ve pH’ya duyarli nanopartikiillerin roliinii raporlamigslardir.

Posati vd. (2018) keratin filmler ve keratin-hidrotalsit hibrit filmlerden diklofenak
salimini in vitro ortamda gozlemlemisler ve 6 saat sonra keratin filmlerde salim
oraninin %28, keratin-hidrotalsit-diklofenak hibrit filmlerinde ise %54 oldugu, 150
saat sonra hibrit filmlerde salim oranin %85 oldugunu hibrit olayan filmlerde

ise %66 oldugunu rapor etmislerdir.

Giincel bir ¢alismada, keratin-polilaktik asit-grafen oksit komposit nanoliflerden
rhodamine blue salimi arastirilmis ve keratin ve polilaktik asit 50/50 kullanilirken
sistemlere uyarici kontrollii ilag verme yetenegi ekleme firsat1 veren grafen oksit’in
farkli oranlarda kullanildig1 ve grafen oksit icerigine gore ilag salimimin elektriksel
tetikleme kapasitesinin ayarlanabilecegi daha dnceki kontrollii salim ¢alismalarina da

atifda bulunularak raporlanmistir (Schifino vd., 2022).

Keratin ve asetamidlenmis keratin (AAK), karboksimetillenmis keratin (CMK) ve
aminoetilatlanmig  keratin (AEK) olarak modifiye edilmesiyle hazirlanan
hidrojellerden ilag saliminda, keratin ve AAK hidrojellerinin 3 giinden fazla ilag
salim1 yaparken, CMK ve AEK hidrojellerinin salimmin bir giin igerisinde

tamamlandigi rapor edilmistir (Nakata vd., 2015).

Guidotti vd. (2021), keratin/poli(biitilen siiksinat) (PBS) 70/30 ve 50/50 harman
elektro egirme matlarindan rodamin B salimini ¢alismig ve keratin/PBS 70/30
numunesinden ilk bir saatte %90 salim olurken keratin/PBS  50/50
numunesinden %56°’lik bir salim oldugunu, takip eden 50 saatte ise 70/30
numunesi %100’¢ varan yavas bir salim gerceklestirirken, 50/50 numunesinde bu

oranin %75 oldugu rapor edilmistir.

Baska bir bilimsel ¢alismanin konusu ise ticari keratin kullanilarak kitosan-keratin-
poli(e-kaprolakton)-polietilen glikol kullanilarak olusturulan siitiirlardan diklofenak

potasyum salimidir. Calismada, in vitro ortamda siitiirlarin gosterdigi olumlu
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ozellikler elde edilen siitiirlarin klinik ortamda ileriye doniik uygulamaya sahip

olabileceginin diigiiniilmesine neden oldugu rapor edilmistir (Deng vd., 2021) .

Pantotenik asidin (B5 vitamini) stabil bir analogu olan D-Panthenol dokular
tarafindan absorbe edildikten sonra hizla ve tamamen pantotenik aside metabolize
olmaktadir. Pantotenik asidin cilt veya mukoza zarlar1 {izerine uygulanan formlari
kararsizdir. Bu nedenle kararli olan D-Pathenol formu; kozmetik formiilasyonlarda,
lezyonlarin tedavisinde, cildin yumusamasinda, cilt iritasyonlarinda ve elastikiyetin

artmasi gibi amaglarla yaygin olarak kullanilmaktadir (Webb vd., 2014).

Literatiirde yilan gomleginin yara iyilestirmedeki etkisi bilinmektedir (Vakilian vd.,
2019). Bu etkiyi artirmak amaciyla mevcut ¢alismada yilan gémleginin ti¢ farkli
kismina (dorsal oOlcek, ventral Slgek ve mentese) D-panthenol yiiklenerek salim

Ozellikleri arastirilmistir.
4.13.1. Kapsiilleme verimliligi

Mevcut calismada, D-Panthenol’in yilan gomlegi kisimlarina yiiklenmesinde pasif
yiikleme teknigi uygulanmistir. Enkapsiilasyon etkinligi (%) sirasiyla dorsal dlgek,
ventral Olcek ve mentese %2.07+£0,13, %1.28+0,04 ve %1.77+0,95 olarak
kaydedilmistir. Kapsiilleme yiizdelerindeki farkliligin yilan gomlegi kisimlarinin

yiizey farkliliklarindan ve ilag yiikleme tekniginden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
4.13.2. Kiimiilatif salhm

Tampon igerisinde (pH 5.5) D-Panthenol ve D-Panthenol yiiklii yilan gémlegi
kistmlarinin (dorsal o6lcek, ventral Olgek, mentese) in vitro salim ¢alismalari
yapilarak sonuglar Sekil 4.31, 4.32 ve 4.33’te verilmistir. D-Panthenol salim profili,
dorsal dlgek ve ventral 6lgek de ilk 2 saat boyunca baglangicta hizli bir salim profili
ortaya koymus ancak ardindan azalmaya baslamistir. Mentese kisminda ise ilk 5
saatte baslangicta hizli bir salim profili ortaya koyarken ardindan azalmaya bagladig:
gorilmiistiir. D-Panthenol yiiklii dorsal ve ventral 6lcek saf ilaca gore daha yavas bir
salim oran1 gosterirken, mentese kisminda saf ilaca gore daha hizli bir salim orani
goriilmiistiir. Mentese kismindaki bu hizli salimin nedeni, bu kisimda ¢iplak gozle de
fark edilen yiizey yapisindaki ¢ukurluklardan kaynaklanabilir. Bu ¢alismada goriilen

ilk patlama salimmin D-Panthenol’iin yilan gomlegi kisimlari {izerine zayif
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tutunmasi kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Daha onceki ¢alismalarda Guidotti ve
ark. da belirttigi gibi, yaralanmanin ilk saatlerinde viicudun kendini onarma hizi daha
yiiksek olacagi i¢in ilk saatlerdeki yiiksek ilag salim orani da bu iyilesme hizini
destekleyebilir Guidotti vd. (2021). Elde edilen sonuglardan 6zellikle dorsal kismin
gelecek vaat eden basarili sonuglart géz oniine alindiginda atik olan bu malzemenin

ileriye doniik ilag salim biyomalzemesi olarak kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.

D-Pantenol-Dorsal

—@— Yiklenmis D-Panthenol

—@— D-Panthenol

Cumulative Release (%)

0 5 10 15 20 25 30
Time (h)

Sekil 4.31. Yilan gomlegi dorsal 6lgek kism1 D-panthenol salim oran.

D-Pantenol-Ventral

120
100
80
60 —@— D-Panthenol
40
20

—@— Yiklenmis D-Panthenol

Cumulative Release (%)

0 5 10 15 20 25 30
Time (h)

Sekil 4.32. Yilan gomlegi ventral 6l¢ek kismi1 D-panthenol salim oranlari.
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D-Pantenol-mentese
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Sekil 4.33. Yilan gomlegi mentese kismi D-panthenol salim oranlari.

Genel bir degerlendirme yapildiginda yilan gémleginin D-panthenoliin taginimi ve
salimi1 amagli kullanilabilirligi ortaya konmustur. Fakat bu materyalin farkli etken
maddeler ile etkilesimi ve kontrollii salim amac¢hi kullanilabilirligi ileriki

calismalarda denenebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yilan gdomlegi, keratin, iliskili proteinler, lipit, makro ve mikro elementlerden olusan
kompozit miikemmel bir malzemedir. Bu ¢alismalayla Diinya da ve Tiirkiye de ¢ok
genis bir yayilim alanina sahip olan, Dolichophis caspius’un (Hazer Yilani,
Bozydriik) deri degistirme sonucu dogaya biyolojik bir atik olarak biraktigi gomlegi
kullanilmistir. Onceki ¢alismalarda farkli yilan tiirlerinin gémlekleri, dorsal kisim
(dorsal Olgcek+mentese) ve ventral kisim (ventral Slgek+mentese) olarak calisilmis
olup literatiirde bu giline kadar dlgeklerin ve mentese kistminin ayri ayri ¢alisildigin
belirten bir ¢alismaya rastlamadik. Ge¢cmis g¢alismalardan farkli olarak bu ¢aligmada
ilk kez, bir yilan tiiriiniin gomlegi, dorsal 6l¢ek, ventral dlgek ve mentese kisimlarina
ayrilarak her bir kisimin ayr1 ayr fizikokimyasal analizleri yapilip bu ii¢ kisim
arasindaki yapisal farkliliklar ve biyoteklojik uygulamardaki potansiyellerinin ayni
olup omadigi analiz ve uygulama sonuclariyla rapor edilmistir. Tiim analiz ve
uygulamalarda ii¢ kistm da hicbir 6n isleme tabi tutulmadan orijinal haliyle

kullanilmuastir.

Literatiirden  edindigimiz  bilgiler 1s18inda  FTIR  analizi  sonuglarim
degerlendirdigimizde, mentese ve dorsal dlgek kisimlarinda a-sarmal ve  yaprak
yapinin birlikte bulundugu, B yaprak yapinin 6zellikle mentese kisminda daha yogun
oldugu ve ventral 6l¢egin ise tamamen [ yaprak tabakadan olustugu yorumu
yapilabilir. Daha once farkli yilan tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda da belirtildigi gibi
yilan gomlegi yapisinda alfa ve beta keratinler birlikte bulunur ve Oberhautchen
tabakasinin yapisini da beta keratinler olugturmasi nedeni ile yapilarda beta keratinin

daha yogunlukta oldugu sonucuna varilabilir.

Yilan gdmleginin XRD analizinde, dorsal dlgek kismi karakteristik o ve B piklerini
verirken, ventral 6l¢ek ve mentese kisminda a keratin piki gdzlenmemistir.  keratine
ait pik ise dorsal 6l¢egin B keratin pikinden zayiftir. Bu sonuglar FTIR sonuglarini
destekler niteliktedir. FTIR analizinde de mentese kisminda alfa keratinin beta
keratine gore daha az oldugunu, ventral dl¢egin ise tamamen [ keratinden olustugunu

diisiindiigiimiizli belirtmistik.

TGA grafigine baktigimizda mentese ve dorsal 6lgek kisminin optimal bozunma

sicakliklart neredeyse ayniyken ventral 6l¢egin onlardan biraz daha yiiksek oldugu
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goriiliir. Yaklasik 150-600°C arasinda agirlik kayiplart dorsal o6lgek>ventral
Olcek>mentese seklindedir. En yiiksek agirlik kaybinin dorsal dlgekte olmasinin
nedeni yapidaki o keratin varligindan, venral 6l¢egin optimal bozunmasinin daha
yiiksek olmasi ise yapiya P keratinin hakim olamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Ciinkii o keratin,  keratinden daha diisiik sicaklikta bozunmaya baslar.

TGA analizinde, dorsal dlgekde 45.7°C ve ventral 6lgekde 53.7°C’de goriilen pikler
mentese kisminda goriilmemistir. Daha Onceki bir ¢alisma mentese kisminin lipit
acisindan zengin olan mezos tabakasindan yoksun oldugunu bildirilmistir. Bu bilgi,
dorsal ve ventral dlgekteki bu piklerin yapidaki lipidin bozunmasina ait olabilecegini
diisiindirtmektedir. Mezos tabakasinin sivi gegisini kontrol eden bir bariyer
konumunda oldugu diisiiniiliirde, mentese kisitminin mezos katmanindan yoksun
olmasi durumunda bu gorevi iistlenen bagka bir yapinin olmasi gerektigi diisiincesi

akla gelmektedir.

Elementel analiz sonuglari her ii¢ kisimda da karbon, hidrojen, kiikiirt ve azot
varligin1 dogrularken EDX analizi sonuglart CHNS analizi sonuglarini desteklemekle
birlikte yapidaki oksijen varhigimi da ortaya koymaktadir. CHNS analiz
sonuglarindan edindigimiz ortalama nitrojen miktarinin protein doniisiim faktori
(6,25) ile g¢arparak numunelerdeki ortalama protein miktarlar1 elde edilmistir.
Ortalama protein miktari, mentese, dorsal dlgcek ve ventral Slgek igin sirastyla: %

81.81, % 69.81, % 80.56°dur.

SEM goriintiilerine baktigimizda mentese bolgesinin dis kisminin papillar bir
goriiniimde, i¢ kismmnm ise cukurluklardan olustugunu goriiriiz. I¢ kisimda
cukuruklarin arasindaki tiimsek kisimlarda kisa lifler géze ¢arpmaktadir. Mentese
bolgesinin enine kesitinde tabakalarin kat kat ayrilmis oldugunu dorsal ve ventral
6l¢egin enine kesitlerinde oldugu gibi kompakt bir tabaka goriinlimiiniin olmadigin
goririiz. Dorsal 6lcekgegin ozellikle dis kismi lifli ve amorf kisimlarin birbiri ardina
siralandig1 bir goriiniime sahiptir. Lifler ve amorf kisim i¢ yiizeyde dis yiizeydeki
gibi belirgin bir gorlinlime sahip degildir. Ventral dlgegin i¢ ve dis kisimlart diger
kisimlara gore daha piiriizsiiz ve amorf bir goriiniim sergilemektedir. Arastirmacilar,
Olcek kisimlarindaki bu makro ve mikro silislemelerin kullanim ve yasam alam
tercthinden mi kaynaklandig1 yoksa filogeninin bir gdstergesi mi oldugu konusunda

hala fikir birligine varamamaislardir.
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Malzeme bilimi i¢in olduk¢a 6nemli olan temas agist degerleri en basit sekliyle bir
malzemenin suyu sevip sevmemesinin bir 6l¢iitiidiir. Suya kars1 ilgisi yiiksek yani
hidrofilik yiizeylerde q<90° iken, suya kars ilgisi diisiik yani hidrofobik yiizeylerde
g> 90°°dir. Temas agisinin 140°’ nin iizerinde oldugu yiizeyler ise suyu reddeden yani
stiper hidrofobik yiizeyler olarak tanimlanmaktadir. Bir malzemenin temas agisi
degerlerinde yiizey Ozellikleri olduk¢a dnemlidir. Dorsal ve ventral dlgegin her iki
ylizeyinin de temas acis1 Ol¢iim degerleri 90°°den kii¢iiktiir. Bu da yiizeyin hidrofilik
oldugunu gostemektedir. Vental 0Olgegin sonucglarina baktigimizda Olgiimler
yapilirken uygulayicinin dorsal Ornegin i¢ ve dis yiizeyini yanhs etiketlemis
olabilecegi diisiincesi aklimiza gelmektedir. Oyle bile olsa bu sonucu degistiren bir
durum degildir. Her iki durumda da Dolichophis caspius 'un (Hazer yilani, bozyoriik)
gomleginden elde ettigimiz sonuglar yapinin hidrofilik oldugunu gostermektedir.
Mentese kisminin boyutlariin ¢ok kiiclik olmasi nedeniyle bu kisim iizerinde 6l¢iim
yapitlamamistir. Sonuglar yorumlanirken, yilanlarin gomlek degistirmelerinin asil
nedeni biliylime olsa da, bir nedenininde gomlegin yipranmasi olabilecegi
unutulmamalidir. Dahasi bu yipranmanin, gomlegin degisimi esnasinda ve dogadan
toplanmadan Once cevresel etkiler ile devam edebilecegi ve bunun temas agisini

etkileyen 6nemli bir durum oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Amino asit analizinde dorsal dlgekte; 16sin, alanin, aspartik asit ve glutamik asit,
ventral Ol¢ekte; 16sin, metiyonin, valin ve fenilalenin mentese kisminda ise; izovalin,
fenilalenin ve aspartik asit oldugu goriilmiistiir. Sistin ve sistein gibi keratin yap1 igin
onemli olan amino asitlerin yapida bulunmamasinin nedenin asit hidrolizi esnasinda
yok olmalar1 oldugunu diisiiniyoruz. Geg¢mis yillarda yapilan bir calismada asit
hidrolizi esnasinda amino asitlerin ciddi sekilde yok edildigini bu nedenle asparagin,
glutamin, sistein, serin, treonin ve triptofan igeriklerinin dogru olmayabilecegini

rapor etmislerdir. Bu da bizim diisiincemizi dogrulamaktadir.

Yilan gomleginin dorsal Olgek, ventral Olcek ve mentese kisimlarinda 21 farkh
elementin varlig1 ve derisimi ICP-MS ile belirlenmis. Dorsal 6l¢ek, ventral dlgek ve
mentese kisimlar1 sodyum (Na), magnezyum (Mg), aliiminyum (Al), fosfor (P),
potasyum (K) ve kalsiyum (Ca) gibi makro elementlerin yani sira titanyum (Ti),
mangan (Mn), demir (Fe), nikel (Ni), bakir (Cu), ¢inko (Zn), stronsiyum (Sr),
baryum (Ba), selenyum (Se), molibden (Mo), kadmiyum (Cd), antimon (Sb), talyum

78



(T1), kursun (Pb) ve bor (B) gibi eser elementler de igermektedir. Analiz sonuglarina
baktigimizda iic kisim icin sadece Na, P, K birbirine yakin oldugunu, diger
elementlerin degerleri arasinda bir tutarlilik olmadigini soyleyebiliriz. Kimyasal
elementler ¢ogunlukla organizmalara sorun yaratmayacak miktarlarda biyokimyasal
ve jeokimyasal siireclerde yer alirlar. Fakat ¢evre kirliligi ve beslenmenin etkisiyle
viicutta toksik seviyelere ulasabilirler. Bu da organizmanin fizyolojik isleyisinin
bozulmasina ve hatta Oliimiine yol agabilir. Literatiirden edindigimiz bilgiler
yilanlarin stk deri degistirmelerinin nedenlerinden birinin de toksik metallerin

viicuttan uzaklastirilmasi olabilecegini diigiindiirmektedir.

MTT analizi ile sitotoksisiteleri belirlenen yilan gomlegi kisimlarmin ilk 72 saat
sonraki hiicre canliliklar1 ventral Gl¢ek, dorsal Ol¢cek ve mentese kisimlari icin
strasiyla, %77.0, %110.2 ve %94.4°diir. Yilan gomlegi keratininin biyouyumlu bir
malzeme oldugu ve bu nedenle doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in alternatif

malzemelerden biri olarak uygulamalarda yer bulabilecegi agiktir.

Ozellikle doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in ¢ok &nemli olan antimikrobiyal
etkinlik bir malzemenin kendi dogal 6zelligi olabilecegi gibi yapiya baska bilesenler
dahil edilerek antimikrobiyal 6zellikleri iyilestirilebilir. Yilan gémlegi kisimlarinin
On isleme tabi tutulmayan halinin S. mutans ve E. coli i¢in dogal bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigini gordiik. Bu nedenle daha 6nceki ¢aligmalarda oldugu gibi
dogal kaynaklardan elde edilen boya ekstrelerinin veya metal iyonlarinin yapiya

dahil edilerek antimikrobiyal 6zelliginin iyilestirilebilegini diisliniiyoruz.

Yilan gomleginin hiicre kiiltiirii calismalar1 i¢in 1yi bir substrat olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla 1.929 hiicre hatt1 kullanilmigtir. Uygulama sonunda her ti¢
kistminda L1929 hiicre hatti i¢in iyi bir substrat olmadigim1 goézlemledik. Yilan
gomleginin On islem uygulanmamis ham hali gelecekte farkli hiicre hatlariyla
denenebilir. Hiicre tutunmasinda substratin yiizey oOzelliklerinin olduk¢a Onemli
olmas1 nedeniyle bir diger alternatif de, gdmlege 6n islem uygulanip scafold, film ve

stinger gibi bir forma doniistiiriip L929 hiicre hattinin tekrar degerlendirilmesidir.

Yilan gomleginin dorsal ol¢ek, ventral 6l¢cek ve mentese olmak iizere iic farklh
kismina, yara iyilesmesinde yaygin olarak kullanilan D-Panthenol yiiklenmis ve

salim Ozellikleri aragtirilmistir. Sirasiyla dorsal olcek, ventral 6lgek ve mentese

79



kisimlart icin ortalama ilag yiikleme
kapasiteleri: %2.07+0,13, %1.28+0.04, %1.77+0.95 olarak kaydedilmistir. Ilk 1
saatte dorsal Olgekte ilacin %46.67°si, ventral Olgekte %80.09’u ve mentese
kisminda %69.85’1 salinmistir. Genel bir degerlendirme yapildiginda yilan
gomleginin D-panthenoliin tagmimi ve salimi amagh kullanilabilirligi ortaya
konmustur. Fakat bu materyalin farkli etken maddeler ile etkilesimi ve kontrollii

salim amagli kullanilabilirligi ileriki ¢alismalarda denenebilir.
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