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2020 yilinda diinya genelinde, 19.3 milyon yeni kanser vakas1 meydani gelmis ve 9.9
milyon kanser bagmtili 6lim gerceklesmistir. Bu yeni vakalarin 324,635°1 ve
oliimlerin 57,043’ii melanom kanseridir. Onceki yillara kiyasla diinya capinda
melanom goriilme siklig1 gitgide artmis ve deri kanseri kokenli 6liimlerin %75’ini
olusturmustur. Glinlimiizde melanom kanseri tedavisinde hastaligin evresine bagh
olarak kullanilan yontemler: cerrahi miidahale, immiinoterapi, kemoterapi, hedefe

yonelik tedavi ilaclar1 ve radyasyon tedavisidir.

Ideal bir kanser tedavisinde, kanser hiicreleri yok edilirken saghikli dokunun
biitiinliiglinlin korunmas1 en temel amactir. Tedavi siirecinde ve sonrasinda saglikli
hiicrelerin zarar goérmeden kanser hiicrelerinin tamamen ortadan kaldirilmasi ve
dokunun yenilenmesi tam olarak saglanamamaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda tez
kapsaminda; #) sigir serum albiiminin (BSA) amiloid forma doniistiiriilmesine (AL-
BSA), ii) kiitlece farkli oranlarda pirol katkilanmig AL-BSA’dan elektro-egirme
yontemi kullanilarak dogal polimerik yapida nanofibréz doku iskelelerinin

iretilmesine (Pd-AL-BSA), iii) AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerinin fiziksel
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ve kimyasal karakterizasyonlarina, iv) in-vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda doku
iskelelerinin, saglikli deri hiicrelerinin ve melanom kanseri hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkisinin incelenmesine ve v) doku iskelelerinin antimikrobiyal
ozelliklerinin in-vitro mikrobiyoloji ¢aligmalar1 ile analiz edilmesine yOnelik

caligmalar gergeklestirilmistir.

Uretilen AL-BSA, %5, %10, %20 ve %50 Pd-AL-BSA doku iskelelerinin taramali
elektron mikroskobu, temas agist Olgiimii, FTIR analizi, ¢ekme testi ve in-vitro
hidrolitik ve enzimatik degradasyon karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Hiicre
ve bakteri canliliklari, kolorimetrik bir metot olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile takip edilmistir. AL-BSA, BJ normal insan
deri hiicresi ve A375 insan melanom hiicresi lizerinde herhangi bir sitotoksik etki
gostermemistir. %50 Pd-AL-BSA doku iskelesi AL-BSA ile kiyaslandiginda, BJ
hiicre canliligin1 %37.38 + 2.39 oraninda arttirirken A375 hiicre canliligint %64.27 +
1.30 oraninda azaltmistir. Boylelikle kanser hiicrelerinin canlilig1 inhibe edilirken
saglikli hiicrelerin canliligi arttirillmistir. AL-BSA’ya kiyasla %50 Pd-AL-BSA, E.
coli canliligr %54.45 + 2.85 oraninda inhibe ederken S. aureus’un canliliginda
%351.28 + 2.52 oraninda inhibisyona sebep olmustur. AL-BSA, TCPS’ye kiyasla E.
coli ve S. aureus’a kars1t yapisma Onleyici 6zellik gosterirken, %50 Pd-AL-BSA
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Sonug¢ olarak, %50 Pd-AL-BSA doku
iskelesinin kanser hiicrelerini 6ldiiriirken saglikli hiicrelerin cogalmasini arttirdig ve
antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. Bu tez kapsaminda iiretilen pirol
katkili amiloid tabanli doku iskelesinin ileriye yonelik yeni biyomalzemelerin

tasarimlarina 151k tutacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dogal polimer, Amiloid benzeri sigir serum albiimin, Elektro-
egirme, Pirol, Doku miihendisligi, Biyomalzeme, Anti-kanser, Antimikrobiyal,

Yapisma Onleyici.
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Worldwide, 19.3 million new cancer cases and 9.9 million cancer-related deaths
were reported in 2020. Among these, 324,635 of these new cases and 57,043 of the
deaths were melanoma cancer. Compared to previous years, the worldwide incidence
of melanoma has increased gradually, and accounted for 75% of skin cancer-related
deaths. Today, the methods used in the treatment of melanoma cancer depending on
the stage of the disease are surgery, immunotherapy, chemotherapy, targeted therapy

drugs, and radiation therapy.

In an ideal cancer treatment, the primary goal is to preserve the integrity of the
healthy tissue while the cancer cells are destroyed. During and after the treatment, it
is not possible to eliminate cancer cells without damaging the healthy cells and
regenerate the tissue. In accordance with this purpose, within the scope of the thesis,
i) conversion of bovine serum albumin (BSA) to amyloid form (AL-BSA), ii)
production of nanofibrous scaffolds in natural polymeric structure from AL-BSA
doped with pyrrole in different mass ratios by using electrospinning method (Pd-AL-
BSA), iii) physical and chemical characterization of AL-BSA and Pd-AL-BSA

scaffolds, iv) in-vitro evaluation the effect of scaffolds on the healthy skin cells and
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melanoma cancer cells viability, and v) in-vitro antimicrobial property examination

of scaffolds, studies have been carried out.

Scanning electron microscopy, contact angle measurement, FTIR analysis, tensile
test, and in-vitro hydrolytic and enzymatic degradation characterizations of AL-BSA,
5% 10%, 20%, and 50% Pd-AL-BSA scaffolds were performed. Cell and bacteria
viability were followed by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay, which is a colorimetric method. AL-BSA did not show any
cytotoxic effect on BJ normal human skin cell and A375 human melanoma cell.
Compared with AL-BSA, 50% Pd-AL-BSA scaffold increased BJ increased cell
viability by 37.38 + 2.39%, while A375 cell viability decreased by 64.27 + 1.30%.
Thus, whereas the viability of cancer cells is inhibited, the viability of healthy cells is
increased. Compared to AL-BSA, 50% Pd-AL-BSA inhibited E. coli viability by
54.45 + 2.85%, while it caused 51.28 + 2.52% inhibition in S. aureus viability. AL-
BSA showed anti-adhesive properties against E. coli and S. aureus compared to
TCPS, while 50% Pd-AL-BSA showed antimicrobial activity. Consequently, it has
been shown that 50% Pd-AL-BSA scaffold kills cancer cells while increasing the
proliferation of healthy cells and has antimicrobial properties. It is thought that the
pyrrole doped amyloid based scaffold produced within the scope of this thesis will

shed light on the designs of new biomaterials for the future.

Keywords: Natural polymer, Amyloid like bovine serum albumin, Electrospinning,
Pyrrole, Tissue engineering, Biomaterials, Anti-cancer, Antimicrobial, Anti-

adhesive.
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1. GIRIS

Hiicrelerin anormal ya da kontrolsiiz olarak biiyiimesi ve c¢ogalmasi olarak
adlandirilan kanser, diinyanin her yerinde 6nde gelen 6liim nedenlerindendir [1-4].
Diinya genelinde 2020 yilinda 19.3 milyon yeni kanser vakasi goriilmiis ve 9.9
milyon kanser bagmtili 6lim meydana gelmistir. Bu yeni vakalarin 324,635°1 ve
Oliimlerin 57,0431 melanom kanseridir [5]. Diinya capinda dnceki yillara kiyasla
melanom goriilme yayginligr gitgide artmig ve deri kanseri temelli dliimlerin %75’ ini
olusturmaktadir [1,6,7]. Giiniimiizde melanom kanseri tedavisinde hastaligin
evresine bagl olarak cerrahi miidahale, immiinoterapi, kemoterapi, hedefe yonelik
tedavi ilaglar1 ve radyasyon tedavisi olmak iizere 5 temel tedavi yOntemi

kullanilmaktadir.

Ideal bir kanser tedavisinde, kanser hiicreleri yok edilirken saghikli dokunun
biitiinliigiiniin korunmas: temel amagtir. Ozellikle cerrahi miidahale uygulandig
tedavi stirecinde ve sonrasinda kanser hiicreleri tamamen ortadan kaldirilamamakta
ve doku yenilenmesi tam olarak saglanamamaktadir. S6z konusu bu problemlerin
Oniline gecilmesi adma literatlirde yer alan ve kanser hiicrelerini apoptoz siirecine
indiiklerken ayni siiregte saglikli hiicrelerin canliligini arttiracak biyomalzeme
aragtirmalarinin yetersiz oldugu anlasilmaktadir. Bugiine kadar tasarlanmig olan
nano/mikro ila¢ tasimim sistemlerinin ¢ogu (hidrojeller, mikrokapsiiller,
mikropartikiiller, miseller, lipozomlar, mikrokiireler vb.) timoér hiicrelerinin apoptoza
ugramasini indiikleyebilirken doku lezyonlarinin tamirine katk1

saglayamamaktadirlar [8—11].

Gliniimiiz arastirmalari, doganin yapisal isleyisini ve organizasyonunu anlamaya
yonelik olarak “mimicking the nature” prensibi ile ilerlemektedir. Bu dogrultuda
malzeme tasarimi yapilirken yeni ve fonksiyonel 6zelliklere sahip dogal yapilar
tercih edilmektedir. Bahsedilen fonksiyonel yapilart koruyucu ve destekleyici dogal
alttas malzemesi olarak hemoglobin, miyoglobin, albiimin, insiilin gibi farklh

proteinler kullanilmaktadir [12—18].



Dogal yapidaki polimerler, hiicre tutunumunu destekleyen taniyict dizileri
bulundurmakta ve bu da onlar1 doku miihendisligi uygulamalarinda yap1 iskelesi
olarak kullammi igin 6ne ¢ikan adaylar haline getirmektedir. In vivo doku
topografilerini taklit etmeye yonelik 3 boyutlu doku iskelelerini olusturmak igin
kullanilan koklii yontemlerden biri elektro-egirmedir [19-23]. Bu teknik esasen
yiiksek voltajlarda ¢aligmakta, bu da elektrik alaninin polimer ¢dzeltilerinin ylizey
gerilimini agsmasina izin vermekte ve bdylece nanofiber iiretmektedir. Bu yontemle
iretilen dogal polimerik yapidaki nanofiberlerin boyutlarinin, mukavemetinin,
yiiksek ylizey alani/hacim oranlarmin ve biyouyuyumlulugunun hiicre disi matriks
ortamimna benzemesinden dolay1 yayginlikla kullanilmaktadir. Bu yapilarin, canli
dokularin hiicre dis1 matriks ortamlarini biyotaklit edecek sekilde tasarlanmasi; hiicre

tutunumunu,  go¢linii, cogalmasim1  ve  farklilagsmasmi  arttirict  yonde

tetikleyebilmektedir [13,23,24].

Elektro-egrilmis polimerik fiberlerin son derece yiiksek ylizey alanina ve miikemmel
gozenek baglantisina sahip olmasi, biyoaktif molekiil tasiyicisi tasarlanmasinda
Oonemli bir yere sahiptir. Daha da Onemlisi, elektro-egrilmis fiberler, yaralarin,
ameliyatla alakali yaralanmalarin ya da doku kayiplariin tedavisinin yaninda hasarli
bolgeye 0zgii tedavi edici biyoaktif molekiil tasinimi i¢in implant malzemesi olarak
kullanilmaktadir [25]. Elektro-egrilmis nanofiberlerin tiimdr yatagina implante
edilmesi, anti-tiimor molekiillerin tiimor hiicrelerine hedeflenmesi i¢in umut verici
bir yaklagimdir. Bu yontemin, sadece az miktarda anti-kanser molekiiller kullanarak
yiiksek lokal konsantrasyon elde edilmesinin yaninda ciddi yan etkilerin en aza

indirilmesi gibi 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir [26].

Pirol, elektronca zengin ve dogada en ¢ok miktarda bulunan doymamis aromatik bir
bilesiktir. Klorofil a, vitamin B12, Hem B, bilirubin gibi bircok 6nemli madde
iceriginde yer almakta ve cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir [27] . Anti-viral,
antimalaryal, antihipertansif, anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal ve anti-kanser gibi
onemli farmakolojik 0Ozellikler gostermektedir [28-34]. Dihidrofolat rediiktaz
inhibitorleri [35], tirozin kinaz inhibitorleri [29], sikline bagimli kinaz inhibitorleri
[36] veya adenozin reseptdr antagonisti [37] olmak iizere sitotoksik aktivitelerinde
cesitli mekanizmalarda yer almaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinin canliligini inhibe

ederken saglikli hiicrelerin ¢ogalmasini tetiklemektedir [27,32,38].



Bu tez ¢alismasi kapsaminda elektro-egirme yontemi kullanilarak hiicre dis1 matriks
ortamin1 biyotaklit edecek farkli oranlarda pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir
serum albiimin nanofibr6z doku iskeleleri iiretilmistir. Fiziksel, kimyasal
karakterizasyonlar  yapilmig, hiicre Kkiiltiiri ve mikrobiyoloji ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Amiloid benzeri sigir serum albiimin’e farkli oranlarda pirol
katkilanmasiyla BJ normal insan deri hiicrelerinin canliligimi arttirirken A375 insan
melanom hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eden, E. coli ve S. aureus’a karsi
antimikrobiyal aktivite gosteren nano Olgekli fibroz doku iskeleleri {iiretilmesi
amaglanmistir. Deneysel calismalar ve elde edilen bulgular sonraki bdliimlerde

aciklanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1 Melanom Deri Kanseri

Kanser, viicuttaki herhangi bir organdaki hiicrelerin kontrolsiiz ya da anormal olarak
bliylimesi ve c¢ogalmasi olarak adlandirilmaktadir [1-3]. Kanser diinyanin her
yerinde dnde gelen 6lim nedeni ve artan yasam beklentisinin Oniinde 6nemli bir
engel olarak yer almaktadir [4]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2019 yilindaki
ongoriilerine gore 70 yas alt1 Sliimlerin birincil ya da ikincil sebebi kanserdir [39].
2020 yilinda diinya genelinde 19,292,789 yeni kanser vakas1 goriilmiis ve 9,894,133
kanser bagmtili oliim gergeklesmistir. Bu yeni vakalarin 324,635’1 ve oliimlerin
57,043’ melanom kanseridir [5]. Ge¢mis yillara kiyasla diinya ¢apinda melanom
goriilme yaygmhg gitgide artmakta ve deri kanseri temelli 6liimlerin %75’ ini

olusturmaktadir [1,6,7].

Melanom, melanositlerin (cilde ten rengini veya kahverengi rengini veren hiicreler)
kontrolden ¢ikmaya basladiginda gelisen bir cilt kanseri tiiriidiir. Melanom diger deri
kanseri tiplerine kiyasla daha az yaygin goriilmesine ragmen melanom diger deri
kanseri tiplerinden daha ¢ok tehlikelidir. Ciinkii erken teshis edilip tedavi edilmezse

viicudun diger bolgelerine yayilma olasiligi ¢ok daha yiiksektir.

Cogu deri kanseri, epidermis olarak adlandirilan derinin en {ist tabakasinda

baslamaktadir. Sekil 2.1°de gosterilen bu tabakada 3 tipte hiicre bulunmaktadir:

Yass1 hiicreler: Epidermisin dis (iist) kisminda bulunan ve yenileri olustukca

surekli dokilen diiz hiicrelerdir.

Bazal hiicreler: Bazal hiicre tabakasi olarak adlandirilan epidermisin alt
kisminda bulunmaktadir. Bu hiicreler, cildin ylizeyinde yipranan yassi
hiicrelerin yerini alacak yeni hiicreleri olusturmak amaciyla siirekli
boliinmektedirler. Bu hiicreler yukariya dogru hareket ettikge diizlesmekte ve

sonunda yassi hiicrelere doniismektedir.



Melanositler: Melanom olabilen hiicrelerdir. Normalde cilde bronz veya
kahverengi rengini veren melanin olarak adlandirilan kahverengi bir pigment
yapmaktadirlar. Melanin, cildin daha derin katmanlarini giinesin bazi zararh

etkilerinden korumaktadir.

Epidermis, bazal membran ile derinin derin katmanlarindan ayrilmaktadir. Bir cilt
kanseri daha da ilerlediginde, genellikle bu bariyeri gecerek daha derin katmanlara

dogru biiytimektedir [41].
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Sekil 2.1 : Derinin katmanlar1 ve derinin iist tabakasindaki ii¢ ana hiicre tipi [41].
Melanom Deri Kanserinin Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Cilt kanseri tedavisi her insan i¢in farklidir. Cilt kanseri teshisi konulduysa; tedavi,
sahip olunan cilt kanseri tiiriine, ne kadar biiyiik ve derin olduguna ve viicudun diger
bolgelerine yayilip yayilmadigina bagl olacaktir. Bazi hastalar bir tiir tedavi alirken
diger insanlar birden fazla tedaviye ihtiya¢ duyabilmektedir. Kanserin evresine ve
diger faktorlere bagl olarak tedavi segenekleri bulunmaktadir. En yaygin 5 temel

tedavi yontemi asagidaki gibi siralanmaktadir [42].

Cerrahi miidahale: Cogu melanom i¢in ana tedavi segenegidir ve genellikle

erken evre melanomlari tedavi etmektedir.

Immiinoterapi: Bir kisinin kendi bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini
daha etkili bir sekilde tanimasi ve yok etmesi i¢in uyaran ilaglar

kullanilmaktadir.

Kemoterapi: Kanser hiicrelerini 6ldiiren ilaglar kullanilmaktadir. Ilaclar

genellikle damar icine enjekte edilmekte veya agizdan hap olarak



alimmaktadir. Kan dolasimi yoluyla viicudun tiim boélgelerine gitmekte ve

derinin Otesine yayilmis kanser hiicrelerine saldirmaktadir.

Hedefe Yonelik Tedavi Ilaclari: Bu ilaglar, melanom hiicrelerinin normal
hiicrelerden farkli kilan kisimlarini hedeflemektedir. Hedefe yonelik ilaglar,
temelde hizla boliinen hiicrelere saldiran standart kemoterapi ilaglarindan
farkli calismaktadir. Bu ilaglar, belirli gen degisikliklerine sahip

melanomlarin tedavisinde olduk¢a yardimci olmaktadir.

Radyasyon Tedavisi: Kanser hiicrelerini 6ldiirmek ic¢in yiiksek enerjili
isinlar (x-151nlart gibi) veya parcaciklar kullanilmaktadir. Radyasyon, sadece
ciltte olan veya viicudun diger bolgelerine yayilmis kanseri tedavi etmek i¢in

kullanilmaktadir.

2.2 Biyomalzemeler

Ulusal Saglk Orgiitleri (NIH), biyomalzemeleri “bireyin yasam kalitesini siirdiirmek
veya iyilestirmek amaciyla viicudun herhangi bir dokusunu, organini veya islevini
arttiran veya tamamen degistiren, herhangi bir siire boyunca kullanilabilecek sentetik
veya dogal kaynakl, ilaglar disindaki herhangi bir madde veya madde
kombinasyonu” olarak tanimlamaktadir [43,44]. Bir materyalin biyomalzeme olarak

sunulabilmesi i¢in baz1 6zellikleri barindirmasi gerekmektedir.
Bunlardan bazilarti;
e konak canli ile biyouyumlu olmasi [43],

e dokularin dogal fizikokimyasal ortamini (topografik Ozellikler, sertlik,
fonksiyonel gruplar ve arayiizey serbest enerjisi gibi) taklit edebilmesi

[44,45],
e kolaylikla ve ucuz maliyetle islenebilmesi,
o sterilize edilmesi ve
e konak canli ile temas siiresi boyunca sahip oldugu 6zellikleri korumasidir.

Glinlimiizde yaygin olan olarak kullanilan biyomalzemeler; metaller ve alasimlari,
seramik, polimer, kompozit ve biyolojik malzemelerden olusmaktadir. Gegmis

yillarda, biyomalzeme tasariminda fiziksel ve mekanik 6zellikler belirleyici olarak



yer alirken; gilinlimiizde biyomalzemelerin gostermis oldugu biyolojik 6zellikler de
onem kazanmistir. Bu durum biyomalzeme arastirmalarinda fonksiyonellestirilmis
dogal yapilarin (polisakkaritler, proteinler, biyokompozitler vb.) biyomedikal
uygulamalarda kullanimini ortaya koymustur [46—48].

2.3 Protein ve Yapisi

Dogada birbirinden farkli 6zellik gosteren ve biyolojik fonksiyonlara sahip bir¢cok
malzeme bulunmaktadir. Malzemelerin yapisal siralanmalar1 farklidir ve bu
farkliliklardan kaynakli olarak malzemelerin 6zellikleri etkilenerek malzemeler farkli
fonksiyonel islevler kazanmaktadirlar. Bundan dolayi, malzemenin bilesenlerinin
tiriine kiyasla, bu bilesenler arasindaki hiyerarsik yapilarin agiga c¢ikarilmasi
biyolojik sistemlerinde anlasilmasi1 adma kritiktir. Proteinler, niikleik asitler,
karbonhidratlar ve lipitler, canlilig1 olusturan dort ana molekiil grubudur. Proteinler,
belirli bir tiirde, sayida ve dizilis sirasiyla aminoasitlerin kovalent-peptit baglar

yapmastyla olusmus diiz bir zincir yapisindaki polipeptitlerdir.

Proteinlerin yapilarindaki peptit baglar1 ve disiilfit baglar1 kovalent baglar
olustururken; apolar baglar, iyon baglar1 ve hidrojen baglar1 kovalent olmayan
baglar1 olugturmaktadir. Silfidril (tiyol, -SH) gruplarindaki hidrojenin kaybedilmesi
sonucu iki sistein kalintis1 arasinda disiilfit baglari1 (S-S) olugsmaktadir. Bir proteinin
molekiiler seklinin olusmasinda ve korunmasinda disiilfit baglar1 oldukga kritik bir

yere sahiptir [49].

Proteinler; birincil (primer), ikincil (sekonder), iigiinciil (tersiyer) ve dordiinciil

(kuaterner) olmak {izere dort ana yap1 diizeyi ile siniflandirilmaktadir (Sekil 2.2).

Proteinin “birincil yapis1”, o proteini meydana getiren aminoasit dizisinden olusan
polipeptit zinciri olarak gosterilmektedir. Primer yapida temel olarak 20 aminoasitten
olusan ozel dizilime sahip peptit artiklart bulunmaktadir. Genellikle her peptit
artiginda -NH-CxHR-CO- zinciri bulunmaktadir. Bu zincirde yer alan R gruplar1 (yan
zincir, -R) protein yapisina karakteristik fonksiyonel 6zellik kazandirilmasinda etki

etmektedir.

Bir polipeptit zincirinin kendisine komsu aminoasitler ile aralarinda kurduklari
hidrojen kopriileri sonucunda olusan yap1 diizeni ikincil yap1 olarak

adlandirilmaktadir. Sekonder yapi, amino (pozitif yiik tagiyan) ve keto (negatif yiik



tastyan) gruplari arasindaki hidrojen baglar ile kararli hale gelmektedir. Bu sebeple
a-sarmal proteinler en yiiksek stabil yapilardir. Sarmal bir sekilde saga dogru
donerek biikiilen polipeptit omurgasi olan a-sarmal, hidrojen baglarinin olusmasina
olanak saglamaktadir. Buna karsin, plaka yapida da protein katlanmalar
olusmaktadir. Plaka yapilarda farkli polipeptit zincirleri arasinda hidrojen kopriileri
kurulmaktadir. Birbirine paralel iki polipeptit zinciri sekonder yapiyr olusturdugu
zaman zincirlerin birbirlerine yaklastig1 bolgelerde kiikiirtlii aminoasitler vasitasiyla

disiilfit baglar1 olugmaktadir.

Tersiyer yapi, polipeptit zincirlerinin uzak kisimlarinda bulunan gruplarin aralarinda
yaptiklar1 (Van der Waals, S-S, hidrojen vb.) baglar sonucunda olusan kiiresel
yapilardir. Proteinlerin ii¢ boyutlu sekillerini genellikle kiiresel proteinlerde goriilen

bu yapilar vermektedir.

Dordiinciil yapi, birden fazla polipeptit zincirinin bir araya gelmesiyle olusan
proteinlerde (immiinoglobulin, hemoglobin vb.) goriilmektedir. Alt birim olarak
adlandirilan polipeptit zincirlerinin, zayif baglar ya da S-S kopriileri olusturarak bir
araya gelmesi sonucu olusmaktadirlar. Alt birimlerin birbirlerini tamamlayan
kisimlart ve molekiillerin asimetrik yapilari, dordiinctil yapinin olusumunda
belirleyici olmaktadir. Cok yiizeyli yapilar bu etkilesimlere bagli olarak ortaya
¢cikmaktadir [50].
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Sekil 2.2 : Proteinlerin birincil (primary), ikincil (secondary), tigiinciil (tertiary) ve
dordiinciil (quaternary) yap1 organizasyonlarinin gosterimi [51].

2.4 Sig1ir Serum Albiimin ve Yapisi

Sigir serum albiimin (BSA), ~ 66.5 kDa molekiiler agirliginda, sisteince zengin,

molekdil i¢i 17 tane distilfit bag1 bulunan kiiresel bir proteindir (Sekil 2.3). Capraz



baglanmaya olanak tanimasindan ve su igerisindeki ¢Oziintirliigiiniin yiiksek
olmasindan (>100 mg/mL) dolayr model protein olarak biyoteknolojik
uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, biyolojik molekiilleri korumasindan
ve stabilitelerini arttirmasindan dolayr biyomalzeme, kontrollii ila¢ salimi, doku

miihendisligi gibi uygulamalarda da tercih edilmektedir [52—55].

Sekil 2.3 : Sigir serum albiimin yapisi, PDB-3v03 [56].

Yukarida bahsedilen uygulamalarda BSA’nin kullanimi, genellikle sahip oldugu
ticlinciil yapisinin uygun kimyasallar ile acilarak amiloid formunun olusturulmasiyla
ve yeni yapinin sabitlenmesiyle miimkiindiir. Bdylelikle dogal yapida, suda
coziinmeyen ve mekanik oOzellikleri iyilestirilmis kararli bir biyomalzeme iiretimi

mimkiin kilinmaktadir [14,15,52,53,57,58].

2.5 Proteinlerin Denatiirasyon Mekanizmasi ve Amiloid Doniisiimii

Bir protein molekiiliindeki yan baglarin kirilmas: ile polipeptit zincirlerindeki
katlanmalarin agilmasimnin sonrasinda farkli bir sekilde tekrar katlanmasiyla bir
proteinin denatiirasyonu gerceklesmektedir. Bir proteinin tersiyer (ligiinciil) yapisinin
bozulmasi yani denatiirasyonu, birincil ve ikincil yapilarinin korunmasi seklinde

olursa tersinirdir. Aksine proteinin ikincil ve {igiinciil yapilari bozulurken sadece
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birincil yapist korunur seklinde olursa tersinmezdir. Protein denatiirasyonu
cogunlukla hidrojen baglarint kiran faktorlerden (1s1, alkali ve asit etkisi, organik
coziciiler, X-1ginlar1 ve UV 1ginlart gibi) kaynaklanmaktadir [50]. Literatiirde yapilan
aragtirmalar incelendiginde, B-ME kullanilarak proteinin yapist agilmakta ve
sonrasinda flor grubu igeren alkoller (TFE, HFIP vb.) kullanilarak a¢ilmig olan alt
form sabitlenmektedir [58]. Boylelikle suda c¢oziinmeyen, ‘“amiloid” olarak
adlandirilan protein agregatlar1 olusturulmaktadir. Dis ortamda c¢evre kosullari
degistirilerek cogu proteinler amiloid forma doniistiiriilebilirken, hiicre i¢i ortamda

proteinin amiloid yapiya doniismesi kolay ger¢eklesmemektedir.

Amiloid olusumunu baglatan ilk basamak onciil protein birikimidir. Amiloid tiirleri
yapisal olarak birbirlerine benzemelerine ragmen Onciil proteinleri birbirlerinden
farklidir. Amiloid fibriller, ayn1 amiloid onciil proteinlerinin bir araya gelmesiyle
olusmaktadir. Bundan dolayr amiloid Onciilii proteinler fibrillerin kiitlece fazla
kismini olusturmakta ve bunun sonucu olarak farkli amiloid tipleri iceren proteinler

birbirlerinden farklidir [59].

Amiloid Onciilii proteinlerin derisimlerinin arttirisinin ya da bu proteini kodlayan
genlerde olusan degisikliklerin (mutasyon, polimorfizm vb.) ardindan iiretilen onciil
proteinler proteazlar tarafindan yeterli miktarda yikilamamasinin sonucunda amiloid
proteinler meydana gelerek amiloid yapiy1 olusturmaktadir. Bu proteinler kararsiz bir
yapiya sahip olmalarindan dolay1 ¢evresel faktorlerin (metal iyonlar, sicaklik, pH ve

okside edici ajanlar gibi) etkileriyle beta tabakasi kazanmaktadir [59].

Alzheimer, diyabet, Parkinson gibi bir¢ok kritik hastaligin a¢iga ¢ikma nedeni onciil
proteinlerin birikimi olarak diisiiniilmektedir. Fakat bu aciga ¢ikma mekanizmasi
halen tam olarak bilinememektedir. Bu proteinler hiicre dis1 ortamda hem bu
mekanizmanin arastirtlmasi i¢in hem de biyoteknoloji uygulamalarinin birgok

boliimiinde yapay olarak tiretilmektedir [60].

2.6 Piroliin Yapisi ve Ozellikleri

Pirol (C4HsN), bir azot ve dort karbon atomlarinin bir araya gelmesiyle olusan, bes
iiyeli bir halkaya sahip heterosiklik bilesiklerin en basit ii¢ {iyesinden birisidir. Diger
iki liye tiyofen ve furandir [61]. Pirol, elektronca zengin ve dogada en ¢ok miktarda

bulunan doymamis aromatik bir bilesiktir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 : Piroliin kimyasal yapis1 [62].

Pirol, hidrojen baglar1 olusturan, istiflenme etkilesimlerini saglayan, metalleri
koordine eden birgok énemli maddenin (Hem B, klorofil o, vitamin B12, bilirubin

vb.) temel parcasidir (Sekil 2.5) ve ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir [27].

Pirol, saglikli hiicrelerin biyomalzeme {iizerindeki tutunumunu, yayilmasini ve
cogalmasimi arttirmaktadir. Ayrica vaskiiler endotelyal biliylime faktorii ifade

seviyesini ve kan damarlarinin olusum miktarini arttirmaktadir [27,32,38].

Piroliin sahip oldugu; molekiillerin lipofilikligini, polaritesini ve hidrojen baglanma
kapasitesini ayarlayabilme o6zelligi, aday ilaglarin farmakolojik, farmakokinetik,

toksikolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinin iyilestirilmesini saglamaktadir [32,33].

Pirol ve tilirevleri, cesitli biyoaktif ilaglarin yapisinda bulunmakta ve anti-kanser,
anti-viral,  anti-inflamatuar,  anti-mikrobiyal, = antimalaryal, antikonviilsan,
antihipertansif ve antipsikotik gibi kritik farmakolojik 6zellikler gosteren heterosiklik
bilesiklerdir [28—-33].

Dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri, tirozin kinaz inhibitorleri, sikline bagimli kinaz
inhibitorleri veya adenozin reseptdr antagonisti olmak {izere sitotoksik aktivitelerinde

cesitli mekanizmalarda yer almaktadir [35-37,63].

Pirol tiirevi ilaglar, gilicli anti-kanser ajanlar olarak hedefe yonelik tedavide
kullanilan popiiler ilag tiirlerinden birisidir. Bununla birlikte Boliim 2.1°de belirtilen
hedefe yonelik tedavi ilaglarinin yan etkileri nedeniyle minimal yan etkiye sahip yeni

tedavi yontemleri arastirilmaktadir.
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Sekil 2.5 : Pirol i¢eren dogal {iriin 6rnekleri: tetrapiroller (A) ve pirol igeren kiiglik
molekiiller (B) [27].

2.7 Elektro-egirme Yontemi

Glinlimiizde nano o6lgekte lif {iretimi icin kullanilan yontemler; sablon olusturma,
ekstraksiyon, kendi kendine birlestirme, faz ayirma, polimerizasyon ve elektro-
egirme teknikleridir [64—70]. Elektro-egirme yontemi ile nano boyuttan mikro
boyuta kadar lif iiretimine olanak saglayan yontemdir. Geleneksel polimer lif
iiretimi; ¢ozeltiden c¢ekim, jel halinden lif iiretimi ve ¢dzeltiden ¢ekim siireglerini
kapsamaktadir. Bu tekniklerin ortak 6zelligi, eriyik polimeri ya da ¢ozeltiyi mekanik

olarak diizelerden geg¢irip sonrasinda ¢ekme islemi uygulayarak lif elde etmektir [68].

Geleneksel egirme siireclerinden farkli olarak, elektro-egirme tekniginde polimer
cozeltileri uygulanan elektriksel alan kuvvetleri altinda jet olusturma prensibine

dayanmaktadir. Bu teknikte temel olarak, polimer ¢ozeltisi yliksek voltaja maruz
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birakilarak benzer yiikler ile yliklenerek elektriksel alanda ayrisma ve incelme

gostererek lif yapilar olusturulmaktadir.

Elektro-egirme, elektro-piiskiirtme ve elektro-egirme yontemlerinin birlesiminden
olusan bir tiretim teknigi olarak diisliniilmektedir. Elektro-egirme, tek boyutlu nano
yapilarin (tlip, c¢ubuk, lif vb.) iiretimi icin “yukaridan asagiya (top-down)”
yaklagimina sahip olan metotlar arasinda en etkili tekniktir. Nanoboyut, yiiksek
mukavemet, mekanik dayanim, yiizey enerjisi, termal ve elektriksel iletkenlik olarak
etki gostermektedir. Fiber caglarinin 100 nm’nin altina inmesiyle birlikte nano

boyuttaki fiberlerin elastik modiilii ve mekanik gii¢leri artmaktadir [71].

Nano 6lcekli biyomalzeme yapilandirmasinin kullanilmasi, hiicre davranisini kontrol
edebilmesinden dolayr doku miihendisliginde yeni biyomalzemeler tasarlanirken
onemli etkilere sahiptir. Geleneksel yapi iskeleleri, hiicre-matris etkilesimi diizeyinde
gercek organlarda gozlenen karmagiklik ve nano oOlgekli ayrinti olmaksizin dogal
dokuya benzer mekanik Ozelliklere sahip makroskopik olarak tasarlanmistir. Bu
ayrintt diizeyinin dahil edilmesine dogru ilerleyen yaklasimlar gercek faydalar
saglamaktadir. Iskele gézenek duvarlarmin nano 6lgekli piiriizliiliigiiniin arttirilmasi
hiicre baglanmasini, ¢ogalmasint ve matris bilesenlerinin ifadesini arttirdig1
bulunmustur. Nano 6l¢ekli mimarilere sahip yap: iskeleleri, protein adsorbe etmek
icin daha genis ylizey alanlarina sahip ve hiicre zar1 reseptorlerine ¢cok daha fazla

baglanma bolgesi sunmaktadir [72,73].

2.7.1 Elektro-egirme yonteminin ¢alisma prensibi

Elektro-egirme deney diizenegi ekonomik ve basit bir kuruluma sahiptir (Sekil 2.6).
Enjektor igerisine egrilecek olan polimer ¢ozeltisi doldurulup enjektér pompasina
yerlestirilmekte ve enjektor ucundaki igne ucu ile belirli bir uzaklikta iletken
toplayict plaka yerlestirilmektedir. Yiiksek gerilim saglayacak dogru akim gii¢
kaynaginin pozitif kutbu enjektoriin ucundaki igne ucuna baglanirken toplayici
plakaya negatif kutup baglanmakta ya da topraklanmaktadir. Gili¢ kaynaginin
caligtirllmasiyla igne ucu ile toplayict plaka arasina yiiksek gerilim uygulanarak

elektriksel alan yaratilmaktadir.

Kritik voltaj degerine ulasildiginda, sisteme uygulanan akis hizi ve voltaj etkisiyle
elektriksel olarak yiiklenmis polimer ¢ozeltisi jet olusturarak igne ucundan

toplayicitya dogru hareket etmektedir.
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Sekil 2.6 : Geleneksel dikey elektro-egirme diizenegi [74].

Elektriksel itme kuvvetleri polimer ¢dzeltisinin yiizey gerilimini yenmeden 6nce igne
ucundaki polimer ¢ozeltisi damlaciginin en u¢ kisminda olusan konik sekildeki
yapiya “Taylor Konisi” denmektedir (Sekil 2.7). Bu yapimin olusmasinin ardindan
elektriksel alanin kritik seviyede arttirilmasiyla elektriksel itme kuvvetleri ¢ézeltinin
ylizey gerilimini yenmekte ve polimer jeti olusmaktadir. Taylor Konisi’nin ucundan
itibaren olusan jet toplayici plakaya kadar halkali bir spiral yol izlemektedir. Bu yol
boyunca polimer ¢ozeltisindeki ¢oziiciiler buharlagmakta ve toplayict plaka iizerinde

fiberlerin birikimi gézlemlenmektedir [68,71,75].
Elektro-egirme siirecinin dogru bir sekilde gerceklestirilebilmesi i¢in;
e polimeri ¢dzecek uygun ¢oziicii segimine,
e polimer ¢dzeltisinin uygun viskoziteye ve yiizey gerilimine sahip olmasina,

e polimer ¢dzeltisinin yiizey gerilimini ve viskozitesini yenebilecek diizeyde

voltaj uygulanmasina ve
e c¢odziiciiniin buharlagmasi i¢in uygun mesafenin ayarlanmasina

dikkat edilmelidir.
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Sekil 2.7 : Artan voltaj ile yiiklerin polimerik damlaciklar tiizerindeki etki
mekanizmasi ve Taylor Konisi olusumu [76].

2.7.2 Elektro-egirme yontemi sistem parametreleri

2.7.2.1 Uygulanan voltaj

Genel olarak, yliksek voltajli bir glic kaynagindan metalik bir igne aracilifiyla bir
cozeltiye akim akisinin uygulanmasi igne ucundaki kiiresel bir ¢ozelti damlaciginin
Taylor Konisi’ne deforme olmasina ve kritik bir voltajda ultra incelikte
nanofiberlerin olusturulmasi saglanacagi bilinmektedir [76,77]. Uygulanan voltajin
bu kritik degeri polimerden polimere degismektedir. Uygulanan voltajdaki bir artisla
polimer jeti i¢indeki yiik itme ile bagintili olarak daha kii¢iik capta nanofiberler
olusmaktadir [76,78]. Uygulanan kritik voltaj degerinin degismesi boncuklarin veya

boncuklu fiberlerin olusmasina neden olabilmektedir [79,80].

2.7.2.2 Cozelti akis hizi

(Cozeltinin enjektorden akis (besleme) hizi, malzeme transfer hizin1 ve jet hizim
etkilemektedir. Akis hizinin artmasiyla gézenek ¢ap1 ve lif ¢ap1 artmaktadir. Ayrica
akis hizinin kritik degerin iizerine ¢ikmasiyla polimer jetin igne ucu ile toplayici

arasinda tam olarak kuruyamadigi i¢in boncuklu yapilar olusmaktadir [76,80].

2.7.2.3 Toplayicinin etkisi

Elektro-egirme isleminin gergeklesebilmesi i¢in igne ucu ile toplayici arasinda
elektriksel alan olusturulmasi gerekmektedir. Bu sebeple toplayict plaka aliiminyum,
bakir, silisyum nitriir gibi iletken malzemeler tercih edilmektedir. Ayrica iletken

plakanin topraklanmasiyla daha kararli bir potansiyel fark meydana gelmektedir.
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Toplayici plakanin iletkenliginin yaninda toplayicinin sekli ve hareket durumu da
iretilen fiberlerin karakteristigini etkilemektedir. Boylelikle birbirine paralel olan
veya daha diizenli fiber elde edilebilmektedir. Ayrica yardimcr manyetik alan veya

elektriksel alan kaynaklar1 kullanilarakta diizenli lifler iiretilebilmektedir [76,80].

2.7.2.4 igne ucu

I¢ cap1 daha kiigiik olan igne uglari, titkanmay1 azaltmakta ve fiberlerdeki boncuklu
yapt olusum miktarint da diisirmektedir. Bdoylelikle igne ucunda daha kiiclik
hacimde polimer ¢ozeltisi damlacigi olugsacagindan ylizey gerilimi artmakta ve biiyilik

igne ucu i¢ ¢apina sahip sistem ile kiyaslandiginda jet daha az hizlanmaktadir.

2.7.2.5 Toplayici ile igne ucu arasi mesafe

Toplayici ile igne ucu arasindaki uzakligin azaltilmasiyla jetin alacagi yol kisalmakta
ve ¢Ozlciilerin buharlagsmasi icin gereken ucus siliresi azalmaktadir. Bir¢ok
arastirmada bu mesafenin kiiclik tutulmasmin sonucunda kusurlu ve kalin capta
fiberler olusurken, mesafenin artmasiyla fiber c¢apinda artis oldugunu sonucuna

varmiglardir [81-83].
2.7.3 Elektro-egirme yonteminde kullanilan polimer ¢ozeltisine ait parametreler

2.7.3.1 Molekiiler agirlik ve ¢ozelti viskozitesi

Elektro-egirmede kullanilan polimerin molekiiler agirlig1 ve konsantrasyonu, elektro-
egirme c¢ozeltisinin viskozitesini etkilemektedir. Polimer zincirinin uzamasiyla
polimerin molekiiler agirlig1 artmakta ve dolayistyla polimer ¢ozeltisinin viskozitesi
artmaktadir. Elektro-egirme siirecinde polimer c¢ozeltisi gerilmesi ve incelmesi
sonucunda fiber yapilar olusmaktadir. Polimer zincirlerinin birbirine dolanmasiyla
elektriksel alan sayesinde gerilen jet kirilmadan diizgiin fiberler olugsmaktadir. Bu
sebeple elektro-egirme isleminde monomer ¢dzeltilerinin kullanilmasi elverigli degil
ve yiiksek molekiiler agirliga sahip polimer ¢ozeltileri kullanilmaktadir. Viskozitesi
diisiik ¢ozeltilerle fiber olusturmak zor oldugu gibi viskozitesi ¢ok yiiksek olan
cozeltilerden diizgiin bir fiber iiretimi oldukga giictiir. Ciinkii elektro-egirme siireci
baglamadan polimer ¢ozeltisi igne ucunda kuruyabilmekte ve siirekli bir elektro-
egirme siireci gozlemlenememektedir [84]. Coklu-jet olusmadig1 siirece fiber

kalinlig1 en ¢ok polimer ¢ozeltisinin viskozitesine baghdir. Cozeltideki polimer
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konsantrasyonunun artmastyla ¢ozeltinin viskozitesi artmaktadir. Yiiksek viskozite
degerlerine sahip ¢ozeltiler egrilme kararsizliklarina daha fazla karsi koyabildikleri
icin fiberlerin toplayict lizerinde daha kiiciik bir alanda biriktikleri gozlemlenmistir.
Jetin fazla incelememesi ve fiber kalinliklarinin artmasini bu durumu agiklamaktadir.
Ayrica daha da artan viskozite kusurlu ya da boncuklu yapida fiberlerin olusumuna

neden olabilmektedir [85,86].

2.7.3.2 Yiizey gerilimi

Polimer ¢ozeltisinin ylizey gerilimi, igne ucunda olusan ¢ozelti damlaciginin yiizey
alanimi diisiirme egilimindedir. Bu sebeple elektro-egirme ¢ozeltisine ylizey gerilimi

diisiik ¢oziiciiler eklenerek daha diizgiin yapida fiberler elde edilebilmektedir [87].

2.7.3.3 Cozelti iletkenligi

Polimeri ¢ozmek icin segilen ¢oziiciilerden en az birinin bir dereceye kadar
iletkenlige sahip olmasi gerekmektedir. igne ucundaki polimer ¢dzelti damlasinin
ylizeyinde toplanan itme kuvvetleri polimer ¢ozeltisini germektedir. Eger ¢ozelti
tamamen gerilmez ise kusurlu ya da boncuklu yapida fiberler tiretilmektedir. Ayrica
cozeltideki yiikleri arttirmak icin organik/inorganik tuzlar veya polielektrolit
eklenerek kritik voltaj degeri diisiiriilebilmektedir. Iletkenligin arttirilmasiyla birlikte

boncuklu yapidaki fiberler diiz yapiya gegmektedir [88,89].
2.7.4 Elektro-egirme yontemini etkileyen cevresel parametreler

2.7.4.1 Nem

Elektro-egirme ortamindaki nem, ¢oziiciilerinin buharlagsma oranini etkilemektedir.
Nem orani diisiik ortamda, ugucu olan ¢oziiciiler hizli buharlagsmakta ve hatta igne
ucunda iken bulasarak igne ucunda tikaniklik olugsmasina neden olmaktadir. Yiiksek
nem oranlarinda suyun fiberlerin {izerinde yogunlasmasi fiberlerin morfolojilerini
etkilemektedir. Nem oranmin artmasiyla fiberlerin yiizeyinde go6zenekler

olusmaktadir [88,90].

2.7.4.2 Sicakhk

Ortam sicaklig1 polimer ¢ozeltisindeki ¢oziiciilerin buharlagsma oranini arttirirken bir
yandan da ¢ozelti viskozitesini diigiirmektedir. Boylelikle daha diizenli kiigiik fiber

kalinligina sahip yapilar elde edilmektedir. Fakat ¢ozeltiye enzim, protein, hiicre gibi
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biyomolekiiller eklenildiginde yiiksek sicakliklara ¢ikilmasi bu yapilarin bozularak

fonksiyonlariin olumsuz etkilenmesine sebep olmaktadir [91].

2.7.4.3 Basin¢

Elektro-egirme ortam basincinin atmosfer basincinin altinda olmast c¢ozeltinin
akmaya karst direncinin azalmasina sebep olmakta ve olusan jette kararsizliklara
neden olmaktadir. Diisiik basingta ya da vakum altinda viskozitesi diisiik ¢ozeltilerde
elektro-egirme gerceklesemezken yiiksek viskozite degerine sahip c¢ozeltilerde

elektro-egirme teknigi uygulanabilmektedir [92].

2.7.4.4 Atmosfer tiirii

Elektro-egirme ortamina hava yerine farkli gazlarin uygulandigir ortamda yiiksek
elektriksel alan altinda farkli gazlar farkli davranis gostereceginden dolayr elde

edilen fiberlerin morfolojilerini ve fonksiyonlarini etkilemektedir.

2.8 Karakterizasyon Teknikleri

2.8.1 Isik mikroskobu

Isik mikroskobu, ¢ok kiigiik nesneleri algilayan, biiyiiten ve biiyiitmek i¢in goriiniir
15181 kullanan bir aragtir. Numune iizerine 1518imn odaklanmasi ig¢in lensler
kullanilmaktadir. Mikroskobik biiyiitme, mikroskobu olusturan merceklerin tiiriine
ve sayisina bagli olarak degismektedir. Mercekler, goriintiiniin verimli bir sekilde
biiytitiilebilmesi icin 15181 biikecek bir sekilde hizalanmistir. Isik mikroskobunun
islevi, bir goriintii liretmek i¢in ¢ok kiiclik ve seffaf bir numuneden bir 151k demetini
odaklama yetenegine dayanmaktadir. Goriintii daha sonra biiyiitme ve goriintiileme
amaciyla bir veya iki mercekten gecirilmektedir. Numunenin seffafligi, 1518 kolay

ve hizli bir sekilde niifuz etmesini saglamaktadir.

Temel olarak biyolojik Orneklerin (bakteriden hiicreye ve diger partikiillere)
goriintiilenmesinde kullanilan 151k mikroskobu, ileri nesil cihazlarla saglanan
bilgisayar sistemi ile Orneklerinin goriintiilenmesine ve yapilarin analizlerinin

yapilmasina da olanak saglamaktadir.

19



2.8.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), malzemelerin yiizey ozelliklerinin daha iyi
analiz edilebilmesi adina morfolojik ve topografik bilgi veren ylizey analiz
yontemlerinden birisidir. SEM analizinde incelenecek 6rnek elektron demetleriyle
bombardiman edilmektedir. Elektronlarin kisa dalga boylarinda olmas1 sebebiyle 151k
mikroskobuna gore daha iyi bir ¢Oziiniirlikte goriintiileme gerceklestirilmektedir.
SEM ile goriintiilenecek ornegin iletken olmasi gerekmekte ve eger 6rnek yalitkansa

analiz 6ncesi ¢esitli yontemlerle ylizey kaplanarak iletkenlestirilmesi saglanmaktadir.

Ana SEM bilesenleri; elektron kaynagindan, elektronlarin elektromanyetik lenslerle
hareket ettigi siitundan, elektron detektoriinden, 6rnek odasindan ve goriintiileme
(bilgisayar ve ekran) sisteminden olugmaktadir. Elektronlar kolonun tepesinde
iretilmekte, hizlandirilmakta ve 6rnegin ylizeyine carpan odaklanmis bir elektron
demeti liretmek icin bir lens ve agiklik kombinasyonundan gegirilmektedir. Elektron
isininin numune iizerindeki konumu, objektif lensin iizerinde bulunan tarama
bobinleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bu bobinler, 151nin numune yiizeyinde
taranmasina olanak saglamaktadir. Elektron-6rnek etkilesiminin bir sonucu olarak bir

takim sinyal iiretilmekte ve uygun detektorler tarafindan tespit edilmektedir [93].

2.8.3 Temas acis1 ol¢iimii

Temas agis1 6l¢limii, analiz edilecek yiizeye saf su damlatilmasiyla yiizeyin hidrofilik
ve hidrofobik karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesine olanak tanimaktadir. Ayrica
ornek ylizeyine farkli kimyasallar damlatilarak yiizey enerjilerinin hesaplanmasini da

olanak saglamaktadir.

2.8.4 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier doniisimli kizilotesi spektroskopisi, matematiksel Fourier doniisiimii
metodu ile diigiik enerjili kizilotesi bolgedeki 1sinlarin yogunluklarina kars: dalga
sayisint Olgen analitik bir yontemdir. Bu teknikte molekiillerdeki kimyasal baglarin
sallanma, egilme, biikiilme, titreme vb. tiim hareketleri i¢cin gerekli olan enerji,
kizil6tesi 1s1nlarin elektromanyetik enerjilerinden absorplanmaktadir. Genis spektrum
araliklarinda yiiksek ¢oziiniirliklii veri toplanabilmektedir. Tek seferde farkli
frekanslarda 151k gonderilerek numune tarafindan absorbe edilen 151k miktar:

Ol¢iilmektedir.
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2.8.5 Cekme testi

Cekme testi, bir malzemelerin mukavemeti hakkinda temel tasarim bilgileri
saglamakta ve malzemelerin Ozellikleri i¢in kabul testi olarak yaygmn
kullanilmaktadir. Bu test prosediiriinde, bir numune tek eksenli yilike (kuvvete) tabi
tutulmakta ve o esnada numunenin uzamasma iligkin eszamanli Ol¢limler
yapilmaktadir. Uygulanan kuvvet sonucunda malzemedeki uzama miktar1 ile

gerinim-gerilim egrisi elde edilmektedir [94].

2.8.6 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi

Hiicre canliliginin belirlenmesinde, kolorimetrik bir yontem olan MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir)  testi ~ yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Canli ve mitokondriyal fonksiyonlari bozulmamis bir hiicrede
mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrojenaz enzimi, MTT bilesiginin
yapisindaki tetrazolyum halkasini formazana doniistiirmektedir. Canli hiicrelerde sar1
renk veren MTT deki tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu suda ¢éziinmeyen
formazan kristallerine doniismesi sonucunda koyu mor renk vermektedir. Boylelikle
mitokondriyal aktivitesi bozulmamis canli hiicreler mor renkte boyanirken,
mitokondriyal fonksiyonlarmi kaybetmis oOlii hiicreler boyanmamaktadir. Hiicre
icerisinde olusan formazan kristalleri dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriilerek
formazan c¢ozeltisine ait rengin 540 nm’deki optik yogunlugu spektrofotometrik

olarak ol¢iilmektedir [95].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Pirol katkili amiloid benzeri sigir serum albiimin ¢6zeltisinin hazirlanmasi igin sigir
serum albiimin (BSA, Sigma Aldrich, ABD), fosfat tamponlu tuz tableti (PBS, Sigma
Aldrich, ABD), 2,2,2-trifloroetanol (TFE, Sigma Aldrich, ABD), 2-merkaptoetanol
(B-ME, Merck, Almanya) ve pirol (Sigma Aldrich, ABD) kullanilmistir. Elektro-
egirme deney diizeneginde dogru akim gii¢ kaynag1 (TT-Technic), enjektér pompasi
(New Era, ABD) ve 0.8 mm i¢ capinda paslanmaz celik igne ucu (inovenso, Tiirkiye)

kullanilmistir.

Doku iskelelerinin antimikrobiyal 6zelliklerin incelenmesinde Escherichia coli (E.
coli, ATCC 25922, Almanya), Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923,
Almanya), tryptic soy agar (Sigma Aldrich, ABD) ve tryptic soy broth (Sigma
Aldrich, ABD) kullanilmustir.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda BJ normal insan derisi fibroblast hiicre hatti (CRL-
2522, ATCC, Almanya), A375 insan melanom hiicre hatt1 (CRL-1619, ATCC,
Almanya), Eagle’s minimal essential medium (EMEM, Sigma Aldrich, ABD),
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma Aldrich, ABD), fetal sigir
serumu (FBS, Sigma Aldrich, USA), sodyum piruvat ¢ozeltisi (Sigma Aldrich,
ABD), Dulbecco’nun fosfatli tampon c¢ozeltisi (DPBS, Sigma Aldrich, ABD),
penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (Biological Industries, Israil) ve tripsin-EDTA

¢ozeltisi (Biological Industries, Israil) kullanilmustir.

Hiicre canliigi analizinde MTT (Sigma Aldrich, ABD) ve DMSO (Interlab,
Almanya) kullanilmistir. In-vitro hidrolitik degradasyon ¢alismalarinda fosfat
tamponlu tuz tableti (Sigma Aldrich, ABD) ve sodyum azit (Sigma Aldrich, ABD)
ve enzimatik degradasyon caligmalarinda lizozim (Sigma Aldrich, ABD)

kullanilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Amiloid benzeri sigir serum albiimin (AL-BSA) cozeltisinin hazirlanmasi

ve pirol katkilanmasi

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (pH:7.4) icerisinde kiitlece %30 olacak sekilde sigir
serum alblimin ¢ozdiriilmiistir. BSA tamamen ¢oziindiikten sonra hacimce 2:3
(PBS:TFE, h:h) oraninda olacak sekilde trifluoroetanol eklenmis ve manyetik
karistiricidda  karigtirllmistir.  Ardindan  1:1.25 (BSA:B-ME, k:h) oraninda 2-
merkaptoetanol karigima eklenmistir. Bu sekilde amiloid benzeri sigir serum alblimin
(AL-BSA) ¢ozeltisi hazirlanmistir. BSA’ya kiitlece orant %5, %10, %20 ve %50
olacak sekilde AL-BSA c¢ozeltilerine pirol katkilanmistir. Hazirlanan AL-BSA ve
pirol katkilanmis AL-BSA (Pd-AL-BSA) c¢ozeltileri 5 mL’lik enjektdr igerisine

transfer edilerek elektro-egirme islemine hazir duruma getirilmistir.

3.2.2 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin elektro-egirme yontemi ile iiretilmesi

Boliim 3.2.1°de hazirlanma protokolleri yer alan AL-BSA ve Pd-AL-BSA ¢ozeltileri
kullanilarak, elektro-egirme isleminde ¢6zelti akis hiz1 veya sisteme uygulanan voltaj
parametreleri degistirilerek optimizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Dikey

elektro-egirme diizenegi kullanilmistir.

Sistem parametrelerinin optimizasyonunda, igne ucu ve toplayici arast uzaklik 11 cm
olarak sabit tutularak, akis hiz1 0.12 - 0.30 mL/sa ve uygulanan gerilim 12 - 21 kV
araliginda degistirilmistir. Taylor Konisi olusumu, sekli ve stabilitesi; stirekli,
boncuksuz yapida, homojen fiber ¢apina sahip olan elektro-egirme parametreleri
belirlendikten sonra karakterizasyon, mikrobiyoloji ve hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in

optimize parametrelerde 3 saat boyunca elektro-egirme islemi yapilmistir.

3.2.3 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin karakterizasyonu

AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin
morfolojik, fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Morfolojik karakterizasyonda 151tk mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu;

fiziksel karakterizasyonda temas agis1 6l¢iimii, ¢ekme testi, hidrolitik ve enzimatik
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degradasyon testi; kimyasal karakterizasyonda FTIR ve biyolojik karakterizasyon

baglaminda canlilik testi i¢in MTT analizi gergeklestirilmistir.
3.2.3.1 Isik mikroskobu

Boliim 3.2.2°de bahsedilen sistem parametrelerinde elektro-egirme islemi 30 saniye
gerceklestirilerek lamlar {lizerine toplanmistir. Elde edilen yapilar 151k mikroskobu
(Nikon Eclipse, LV150N) kullanilarak incelenmistir. Boncuksuz yapida, homojen
fiber ¢apina sahip, siirekli yapilarin bulundugu elektro-egirme parametreleri tespit

edilerek optimize parametreler se¢ilmistir.
3.2.3.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Optimize edilmis parametrelerde AL-BSA ve Pd-AL-BSA nanofiberler 3 saat
boyunca toplayici {izerindeki aliiminyum folyo tlizerinde biriktirilmistir. Aliiminyum
folyodan ayrilan 6rnekler 1 x 1 cm? boyutlarinda kesilerek SEM tablasina ¢ift tarafli
bakir bant ile sabitlenmistir. Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi (UNAM)
bilinyesinde ornekler altin ile kaplanmis ve e-SEM (FEI-Quanta 200 FEI, ABD) ile
cesitli biliylitmelerde fiberlerin goriintiileri alinmistir. Her ayr1 6rnek grubunda yer
alan nanofiberleri 20 farkli yerindeki nanofiberlerin ¢ap olgiimleri ImageJ programi

kullanilarak yapilmis, ortalamalar1 ve standart sapma degerleri hesaplanmigtir.
3.2.3.3 Temas acis1 olciimii

Optimize edilmis parametrelerde 3 saat boyunca biriktirilmis AL-BSA ve pirol
katkilanmis AL-BSA doku iskelelerin hidrofilik karakteristigi statik temas acis1
Olciimiiyle gerceklestirilmistir. Her gruptan dokuzar tane secilen doku iskelelerinin
yilizeylerine yaklagik 12 puL hacminde ultra saf su damlast mikroenjektor ile
damlatilmistir. Temas agis1 6l¢tim cihazinda (KSV Instruments Ltd., Finlandiya) yer
alan kamera ile temas goriintiileri alinarak Slciimler gerceklestirilmistir. Olgiimlerin

ortalamasi alinmis ve her bir 6rnek grubu i¢in standart sapmalar1 hesaplanmistir.

3.2.3.4 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR)

Elektro-egrilmis AL-BSA ve pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin kimyasal

bilesenlerinin incelenmesi ve karakterize edilmesi i¢in FTIR (Thermo Scientific,
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Nicolet 6700, ABD) analizi gergeklestirilmistir. Farkli oranlarda pirol katkilanmig
AL-BSA doku iskeleleri analiz edilerek konsantrasyonun malzemenin kimyasal
yapisina etkisi incelenmistir. Analiz i¢gin 6rnekler 1 x 1 ¢cm? boyutunda kesilmis ve

vakumlu firinda kurutulmustur.

3.2.3.5 Cekme testi

AL-BSA ve pirol katkilanmig AL-BSA doku iskelelerinin mekanik dayanimlarinin
incelenmesi ic¢in her gruptan tiger drnege cekme testi (Instron, ABD) yapilmstir.
Numune ¢ekme hizi 1 mm/dk olarak ayarlanmig ve 10 ms’de bir veri alinmistir.
Doku iskeleleri analiz igin 4 x 1 cm? boyutlarinda kesilmistir. Orneklerin iistten ve
alttan 1 x 1 em? ‘lik kisimlari cihazin aparat dislerinin arasina yerlestirilmis olup 2 x
1 cm? ’lik kisimda c¢ekme testi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda g¢ekme

dayanimlar1 ve elastisite modiilleri hesaplanmigtir.

3.2.3.6 In-vitro hidrolitik ve enzimatik degradasyon testi

AL-BSA ve pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin kuru agirliklar tartildiktan
sonra degradasyon ortamina konulmustur (n=3). Hidrolitik degradasyon sivi ortami
olarak %0.1°lik sodyum azit (k:h) iceren PBS (pH:7.4) ¢Ozeltisi; enzimatik
degradasyon sivi ortami olarak ise igerisinde 1 mg/mL lizozim bulunan %0.1°lik
sodyum azit (k:h) iceren PBS (pH:7.4) c¢ozeltisi kullanilmistir. Hidrolitik
degradasyon s1v1 ortami1 haftada 1 kere ve enzimatik degradasyon sivi ortami1 3 giinde
bir yenilenmistir. Degradasyon testi 50 rpm c¢alkalama hizina, 37 °C ortam
sicakligina sahip calkalamali inkiibatérde (New Brunswick, Innova 40R, Almanya)
gerceklestirilmistir. Belirli araliklarla degradasyon ornekleri degradasyon sivi
ortamindan alinip 30 dakika boyunca ultra saf su icerisinde ¢alkalamali1 inkiibatorde
yikanmig ve vakumlu firinda (Binder, Almanya) kurutulmustur. Kurutulmus
degradasyon Ornekleri hassas terazide (RADWAG, AS 220.R2, Polonya) tartildiktan
sonra tekrar degradasyon sivi ortamina konulmustur. Kalan agirlik ylizdeleri asagida

yer alan Esitlik 3.1°e gore hesaplanmigtir.
Kalan agirlik (%) = (4.;/Ay) /% 100 (3.1)

Ay, Ornegin baslangi¢c kuru agirligint ve A;, drnegin t anindaki kuru agirligin ifade

etmektedir.
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3.2.4 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin antimikrobiyal 6zelliklerinin incelenmesi

AL-BSA ve pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin antimikrobiyal
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla in-vitro MTT testi yapilmistir. Doku iskeleleri 1
x 1 cm? boyutlarinda hazirlanmis ve her bir yiizii 30 dakika boyunca UV (254 nm
dalga boyunda) ile sterilize edilmistir (n=3). 48 kuyucuklu plaka tabanlarina steril
doku iskeleleri yerlestirilmis ve klonlama silindirleri (Pyrex, Ingiltere) ile
sabitlenmistir. Uretilen doku iskelelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin 6l¢iilmesi
icin E. coli ve S. aureus bakterileri kullanilmigtir. Siv1 besiyeri olarak tryptic soy
broth (TSB) kullanilmistir. Liyofilize bakteri suslar1 TSB icerisinde 15 dakika 37 °C
inkiibatorde (Memmert, IN 110, Almanya) canlandirilmistir. Tryptic soy agarda
(TSA) bakteriler 2 kere pasajlandiktan sonra hiicre densitometresi (Biosan, DEN-1)
kullanilarak 0.5’er McFarland (1.5 x 10® koloni olusturabilen birim (CFU)/mL)
yogunlugunda E. coli veya S. aureus ¢ozeltileri hazirlanmistir. E. coli veya S. aureus
cozeltileri TSB ile 100 kat seyreltilerek 10’ar pL doku iskelelerinin iizerine
ekilmistir. Kontrol grubu olarak doku iskelesi igermeyen, klonlama silindiri iceren
plakanin yilizeyine (TCPS) ekim yapilmistir. Biyomalzemeler 3 saat boyunca
bakterilerin yiizeylere tutunmasi i¢in 37 °C inkiibatorde bekletilmis ve 750’ser uL
TSB eklenmistir.

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan sonra canlilik analizlerinin gerceklestirilmesi igin
DPBS igerisinde 5.5 mg/mL konsantrasyonu olan MTT c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Inkiibasyon siireleri sonrasinda sivi besiyeri ortamdan uzaklastirilip DPBS ile
yavasca yikanarak tutunmayan/olii bakteriler doku iskelelerinden uzaklastirilmistir.
Sonrasinda kiiltiir ortamina 500 uL. TSB ve 50 uL MTT ¢ozeltisi eklenip 37 °C
inkiibatdrde 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi sivi ortam
uzaklastirilip yavasca DPBS ile yavasca yikanmistir. 400 pL. DMSO ile hiicrelerdeki
formazan yapilar ¢o6ziilmiis ve 2 kopya olacak sekilde her ornekten 200’er pL
formazan ¢ozeltileri 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilmigtir. 540 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucuda (Thermo Scientific, Multiskan Go, ABD) absorbans degerleri

Ol¢iilmiis ve 690 nm dalga boyu referans absorbans degeri olarak kabul edilmistir.
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3.2.5 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku
iskelelerinin BJ normal insan deri fibroblast hiicre hatti ile etkilesiminin in-

vitro olarak incelenmesi

AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanarak hazirlanan AL-BSA doku
iskelelerinin saglikli insan hiicrelerinin tutunmasina, bilyiimesine ve c¢ogalmasina
olan etkilerinin incelenmesi amactyla in-vitro MTT analizi ger¢eklestirilmistir. 1 x 1
cm? boyutlarinda hazirlanan doku iskelelerinin her bir yiizeyi 30 dakika boyunca UV
(A: 254 nm) ile sterilize edilmistir (n=15). Steril doku iskeleleri 48 kuyucuklu plaka
tabanlar1 yerlestirildikten sonra klonlama silindirleri ile sabitlenmistir. Uretilen doku
iskelelerinin saglikli insan hiicreleri tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in BJ normal
insan deri fibroblast hiicre hatti kullanilmistir (Sekil 3.1). Besiyeri olarak EMEM
ortamina %1 sodyum piruvat (h:h), %1 L-Glutamin (h:h), %1 penisilin-streptomisin
(h:h) ve %10 fetal sigir serum (h:h) eklenmistir. Her doku iskelesi {izerine 20 x 103
BJ hiicresi ekilmistir. Kontrol grubu olarak doku iskelesi icermeyip klonlama
silindiri igeren plakanin yiizeyine (TCPS) hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin ylizeye
tutunmasi i¢in doku iskeleleri 4 saat boyunca 37 °C, %5 CO; ortamina sahip
inkiibatorde (Thermo Scientific, 371, ABD) bekletilmis ve daha sonra her bir kuyuya

I’er mL besiyeri eklenmistir.

ATCC Number: CRL-2522
Designation: ~ B)

OATCC®

Low Density High Density

OATCC®

Sekil 3.1 : BJ normal insan deri fibroblast hiicre hattinin diisiik (A, low density) ve
yliksek (B, high density) yogunlukta 151tk mikroskobu goriintiisii [96].

48 saatlik inkiibasyondan sonra canlilik analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla
DPBS igerisindeki konsantrasyonu 5.5 mg/mL olan MTT c¢ozeltisi hazirlanmistir.

Inkiibasyon sonras1 doku iskelelerinin iizerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve
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tutunmayan, O6lmiis hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi icin DPBS ile yavasca
yikanmistir. Ardindan doku iskelelerinin iizerlerine 500 pnL. EMEM besiyeri (FBS
icermeyen) ve 50 puL MTT c¢ozeltisi eklenmistir. 4 saat CO. inkiibatorde
bekletildikten sonra doku iskelelerinin tizerlerindeki ¢6zelti uzaklastirilmis ve DPBS
ile yavag¢a yikanmistir. Hiicrelerde olusan formazan kristalleri 400 pL DMSO
eklenerek coziilmiistiir. Her bir kuyudan 2 kopya olacak sekilde 200’er pL 6rnek
alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilmis ve 540 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucuda (Thermo Scientific, Multiskan Go, ABD) absorbans degerleri

Ol¢iilmiistiir. 690 nm dalga boyu referans absorbans degeri olarak kabul edilmistir.

3.2.6 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku
iskelelerinin insan melanom hiicre hatti ile etkilesiminin in-vitro olarak

incelenmesi

Farkli oranlarda pirol katkilanarak hazirlanan AL-BSA doku iskelelerinin insan
melanom hiicrelerinin tutunmasina, biiylimesine ve ¢ogalmasina olan etkilerinin
incelenmesi amaciyla in-vitro MTT testi gergeklestirilmistir. 1 x 1 cm? boyutlarinda
hazirlanan doku iskelelerinin her bir tarafi 30 dakika boyunca UV (254 nm dalga
boyu) ile sterilize edilmistir (n=9). Steril doku iskeleleri 48 kuyucuklu plaka
tabanlar1 yerlestirildikten sonra klonlama silindirleri (Pyrex, Ingiltere) ile
sabitlenmistir. Uretilen doku iskelelerinin saglikli insan hiicreleri iizerindeki etkisinin
incelenmesi i¢in A375 hiicre hatt1 kullanilmigtir (Sekil 3.2). Besiyeri olarak DMEM
ortamina %2 L-Glutamin (h:h), %1 penisilin-streptomisin (h:h) ve %10 fetal sigir
serum (h:h) eklenmistir. Her doku iskelesi iizerine 20 x 103 A375 hiicresi ekilmistir.
Kontrol grubu olarak doku iskelesi icermeyen, klonlama silindiri igeren plakanin
yiizeyine (TCPS) hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in doku
iskeleleri 4 saat boyunca 37 °C, %5 CO; ortamina sahip inkiibatérde (Thermo
Scientific, 371, ABD) bekletismis ve daha sonra her bir kuyuya 1’er mL besiyeri

eklenmistir.

24 saatlik inkiibasyondan sonra canlilik analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla
DPBS igerisindeki konsantrasyonu 5.5 mg/mL olan MTT c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Inkiibasyon sonras1 doku iskelelerinin iizerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve
tutunmayan/6lmiis hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmas1 i¢in DPBS ile yavasca

yikanmistir. Ardindan doku iskelelerinin tizerlerine 500 uL. DMEM besiyeri (FBS
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icermeyen) ve 50 puL MTT c¢ozeltisi eklenmistir. 4 saat CO; inkiibatorde
bekletildikten sonra doku iskelelerinin tizerlerindeki ¢6zelti uzaklastirilmis ve DPBS
ile yavag¢a yikanmistir. Hiicrelerde olusan formazan kristalleri 400 pL DMSO
eklenerek ¢oziilmiistiir. Her bir kuyudan 2 suretli olacak sekilde 200’er pL 6rnek
alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilmis ve 540 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucuda (Thermo Scientific, Multiskan Go, ABD) absorbans degerleri

Olciilmiistiir. 690 nm dalga boyu referans absorbans degeri olarak kabul edilmistir.

ATCC Number: CRL-1619
Designation: A-375

Low Density . Scale Bar = 100pm High Density - Scale Bar = 1um

Sekil 3.2 : A375 insan melanom hiicre hattinin diisiik (A, low density) ve yiiksek (B,
high density) yogunlukta 151k mikroskobu goriintiisii [97].

3.2.7 istatistiksel analizler

Analizler sonucu elde edilen verilen ortalama ve standart sapma (£) ile verilmistir.
Istatistiksel hesaplamalar i¢in OriginPro v.9.65 programinda tek yénli ANOVA
analiz metodu ve Tukey post hoc karsilastirma yontemi kullanilmis ve sonuglarin
anlamli farklilik seviyeleri ile karsilastirtlmistir. Anlamli farklhilik seviyesi %95

olarak kabul edilmistir (p<0.05).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Pirol Katkilanmis Amiloid Benzeri Sigir Serum Albiimin Nanofibroz Doku

Iskelelerinin Karakterizasyonu

4.1.1 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin morfolojik karakterizasyonu

Elektro-egirme islemi dikey dogrultuda kurulmus ve sistem parametreleri (akis hizi
0.12 - 0.30 mL/sa ve uygulanan gerilim 12 - 21 kV araliginda degistirilirken, igne
ucu ve toplayici arast uzaklik 11 cm olarak sabit tutulmustur) degistirilerek fiber
olusumu optimize edilmistir. AL-BSA ve pirol katkilanmig AL-BSA yapilar 30

saniye boyunca lam yiizeyine toplanmis ve 151k mikroskobunda incelenmistir.

Taylor Konisi olusumu, sekli ve stabilitesi takip edilirken, boncuksuz yapida,
homojen fiber c¢apina sahip ve siirekli olan elektro-egrilmis fiber morfolojileri
bulunan parametreler optimize elektro-egirme parametresi olarak kabul edilmistir.
AL-BSA, %S5, %10, %20 ve %50 oranlarinda pirol katkilanmig AL-BSA elektro-
egrilmis nanofiberlerin optimum elektro-egirme parametreleri Cizelge 4.1°de
belirtilmistir. Elektro-egirme ortam sicakligi 25 + 2 °C ve ortam nemi %40 + 5 olarak
ayarlanmistir. Optimize edilmis AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-
BSA nanofiber yapilari 151k mikroskop goriintiileri Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Elektro-egrilmis AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA
nanofiberlerin ¢aplart ImageJ uygulamasi kullanilarak Olciilmistiir. Sekil 4.3’te
taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri bulunan nanofiberlerin her birinin 20 farkl
bolgesinden aliman uzunluklardan fiber caplarinin ortalama ve standart sapma

degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

3 saat boyunca toplayici iizerinde biriktirilen AL-BSA doku iskelesinin goriintiisii

Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 : AL-BSA ve pirol katkilanmig AL-BSA nanofiberlerin optimize edilmis
elektro-egirme parametreleri.

Doku Igne ucu ve toplayici arasi Akis hizt Uygulanan voltaj
iskeleleri uzaklik (cm) (mL/sa) kV)
AL-BSA 11 0.22 15

5%
11 0.18 15
Pd-AL-BSA
10%
11 0.20 15
Pd-AL-BSA

20%

11 0.22 18
Pd-AL-BSA

50%

11 0.16 12
Pd-AL-BSA

Cizelge 4.2 : AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA doku
iskelelerine ait nanofiber ¢ap degerleri.

Doku iskeleleri Elektro-egrilmis nanofiber ¢aplart (nm)
AL-BSA 97.77 + 18.69
%35 Pd-AL-BSA 147.97 £ 13.36
%10 Pd-AL-BSA 91.83 £15.15
%20 Pd-AL-BSA 114.77 £21.57
%50 Pd-AL-BSA 102.23 +20.86

Sekil 4.1 : Aliiminyum folyo {izerinde 3 saat biriktirme siiresi sonras1 AL-BSA doku
iskelesinin goriintiisii.
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Sekil 4.2 : Elektro-egrilmis AL-BSA (A, B), %5 Pd-AL-BSA (C, D), %10 Pd-AL-
BSA (E, F), %20 Pd-AL-BSA (G, H), %50 Pd-AL-BSA (I, J) nanofiberlerin 151k
mikroskobu goriintiileri (50 (A, C, E, G, I) ve 100 (ve B, D, F, J) kat biiyilitme).
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Sekil 4.3 : Elektro-egrilmis AL-BSA (A, B), %5 Pd-AL-BSA (C, D), %10 Pd-AL-
BSA (E, F), %20 Pd-AL-BSA (G, H), %50 Pd-AL-BSA (I, J) nanofiberlerin taramali
elektron mikroskobu goriintiileri (40,000 (A, C, E, G, I) ve 80,000 (B, D, F, H, J) kat

bliylitme).
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4.1.2 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin temas acis1 dlciimleri

AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin
1slanabilirlik 6zellikleri temas agis1 dl¢limii ile gerceklestirilmistir. Doku iskelelerinin
temas acilar1 Sekil 4.4’te gosterilmistir. AL-BSA doku iskelesinin temas agist 112.15
+ 3.98 ° olarak ol¢iiliirken %5 Pd-AL-BSA 109.36 £ 1.09 °, %10 Pd-AL-BSA 117.42
+ 8.22 °, %20 Pd-AL-BSA 113.63 + 1.56 ° ve %50 Pd-AL-BSA 110.54 + 0.30 °
temas agis1 gostermistir. Doku iskeleleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamastir.

140

Temas Acisi (°)

%0 %S %10 %20 %50
AL-BSA Doku iskelelerine Pirol Katkilama Oranlar: (%)

Sekil 4.4 : AL-BSA ve pirol katkilanmig AL-BSA doku iskelelerinin temas agisi
degerleri.

Doku iskelelerinin bilesiminden bagimsiz olarak, tiim doku iskelelerinin temas agis1
degerleri 90 “den biiyiiktiir ve bu doku iskelelerinin hidrofobik karakteristik
gosterdigi anlamina gelmektedir [98]. AL-BSA doku iskelelerine pirol katkilanmasi
ile temas ac¢isinda hafif degisiklikler meydana gelmektedir. Fakat artan pirol oranina
karsilik temas acist degerlerinde bir egilim tespit edilememistir. Her doku iskelesi
tiirtiniin farkli ortalama fiber ¢capina, gozenek boyutuna, ylizey piiriizliliigline, ylizey
alanina ve kimyasal bilesime sahip olmasindan dolay1 6rnekler arasinda karsilagtirma

yapilamamaktadir. Fakat tiim doku iskelelerinin yiizeyine damlatilan ~12 pL ultra-
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saf su yaklasik 30 saniye igerisinde emilmistir. Bu nedenle su temas agilarinin

Ol¢iimii yalnizca testin baslangicinda anlamlidir [98—101].

4.1.3 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku
iskelelerinin Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR) ile kimyasal

karakterizasyonu

AL-BSA, %5 Pd-AL-BSA, %10 Pd-AL-BSA, %20 Pd-AL-BSA ve %50 Pd-AL-
BSA doku iskelelerinin FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Pirol, AL-BSA ve farkli
oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.5°te

verilmistir.

%20 Pd AL-BSA

’ Pirol AL-BSA %S5 Pd AL-BSA %10 Pd AL-BSA %50 Pd AL-BSA ‘

3285 em™ 3064 cm! 1653 cm™! 1539 em™! 1240 cm”!

Absorbans
o]

40I00I . I36I00. | .32I00. .28I00I I24I00. .20I00. .16I00I | I12I00I . I8(I)0I . I4(I10
Dalga Sayisi (cm")

Sekil 4.5 : Pirol (A), AL-BSA (B), %5 Pd-AL-BSA (C), %10 Pd-AL-BSA (D), %20
Pd-AL-BSA (E) ve %50 Pd-AL-BSA (F) doku iskelelerinin FTIR spektrumlari.

Sekil 4.5’teki FTIR grafiklerinde AL-BSA (Sekil 4.5.B) doku iskelesine ait pikler
analiz edildiginde; 3285 cm™” de -OH ve -NH gerilme (amit A) gerilme goriilmiistiir.
3064, 1653, 1539 ve 1240 cm’!” de ki pikler sirasiyla amit B, amit I, amit IT ve amit
[I’e aittir. Pirol’iin (Sekil 4.5.A) FTIR spektrumundaki piklere bakildiginda 3285
cm’! dalga sayisinda N-H gerilme baglari, 1653 ve 1539 cm™” de C=C veya N-H
biikiilme baglari, 1240, 1096 ve 1034 cm™!” de C-N baglar1 ve 800 ile 725 cm™” de
C-H baglar1 goriilmektedir [52-55,74].
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AL-BSA doku iskelelerine %5, %10, %20 ve %50 oranlarinda pirol katkilanmasiyla
Sekil 4.5’te gosterilen sirasiyla C, D, E, F’de FTIR spektrumlar1 elde edilmistir. AL-
BSA doku iskelesine katkilanan pirol orani arttik¢a; 3285 ¢m™” deki N-H gerilme,
1539 em™” deki C=C veya N-H biikiilme, 1240 ¢cm™” deki C-N baglarmin pik
absorbans degerleri artmigtir [102]. Boylelikle pirolin AL-BSA doku iskelelerine

katkilandig1 kimyasal olarak gosterilmistir.

4.1.4 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin ¢cekme testi ile mekanik 6zelliklerinin karakterizasyonu

AL-BSA, %5 Pd-AL-BSA, %10 Pd-AL-BSA, %20 Pd-AL-BSA ve %50 Pd-AL-
BSA doku iskeleleri mekanik dayanimlarinin incelenmesi i¢in ¢ekme testine tabi
tutulmustur. Doku iskelelerine ¢ekme testi uygulanmasi sonucunda gerinim-gerilim
verileri elde edilmis ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. AL-BSA doku iskelelerinin
elastisite modiilleri, akma dayanimlari ve maksimum ¢ekme dayanimlar1 Cizelge
4.3’te verilmistir. AL-BSA, %S5, %10, %20 ve %50 Pd-AL-BSA doku iskelelerinin
elastisite modiilleri sirasiyla 1021.7 = 1.2, 1080.5 + 0.9, 1139.0 + 1.1, 1205.7 £ 2.3
ve 1215.1 £ 1.6 MPa olarak hesaplanmistir. Pirol katkilanmig AL-BSA doku
iskeleleri ile AL-BSA doku iskelesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmistiir (p<0.05). AL-BSA doku iskelesine artan oranlarda pirol katkilanmasinin
kompozit doku iskelesinin elastisite modiillerini arttirmasinin sebebinin, pirol
birimlerinin polimerik matriks ile biitiinlesmis bir dolgu gorevi gormesi oldugu
distintilmektedir [103]. AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerinin akma
dayanimlar1 veya maksimum ¢ekme dayanimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark goriilmemistir. Piroliin AL-BSA’ya artan oranlarda katkilanmas1 akma dayanimi
ve maksimum c¢ekme dayanimini belirli bir egilimde etkilememistir. Doku
iskelelerinin ortalama fiber ¢ap degerleri, gdzenek biiytikliikleri ve geometrilerinin
de akma dayanimi ve maksimum ¢ekme dayanimui {izerinde etkiye sahip olmasindan

dolay1 net bir karsilastirma yapilamamaktadir [104].
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2
1

Gerilim (MPa)
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45—-
40:
35
30-.

Gerilim (MPa)

25
2]
15:
10:

1 v M N 1 M N v 1 M M M 1 N v N 1
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Gerinim

0.00

— T T T T — 1 T 1
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Gerinim

Sekil 4.6 : AL-BSA (A), %5 Pd-AL-BSA (B), %10 Pd-AL-BSA (C), %20 Pd-AL-
BSA (D) ve %50 Pd-AL-BSA (E) doku iskelelerine ait gerinim-gerilim grafigi.
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Gerilim (MPa)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Gerinim

Gerilim (MPa)

— 77—
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Gerinim

Sekil 4.6 : (devam) AL-BSA (A), %5 Pd-AL-BSA (B), %10 Pd-AL-BSA (C), %20
Pd-AL-BSA (D) ve %50 Pd-AL-BSA (E) doku iskelelerine ait gerinim-gerilim
grafigi.
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Cizelge 4.3 : AL-BSA ve pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerine ait elastisite
modiilii, akma dayanimi ve maksimum ¢ekme dayanimi degerleri.

Maksimum
Doku Elastisite Modiilii Akma Dayanimi
(Cekme Dayanimi
iskeleleri (MPa) (MPa)
(MPa)
AL-BSA 1021.7+1.2 37.19+1.79 52.21+£2.03
%5
1080.5+0.9 41.22 +£0.98 58.96 + 1.38
Pd-AL-BSA
%10
1139.0+ 1.1 32.82+1.92 43.87 +£1.29
Pd-AL-BSA
%20
1205.7+2.3 48.71 £ 2.49 64.42+2.17
Pd-AL-BSA
%50
12151+ 1.6 32.18+3.01 42.63 +1.05
Pd-AL-BSA

4.1.5 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku
iskelelerinin in-vitro hidrolitik ve enzimatik degradasyon ozelliklerinin

incelenmesi

AL-BSA, %5 Pd-AL-BSA, %10 Pd-AL-BSA, %20 Pd-AL-BSA ve %50 Pd-AL-
BSA doku iskelelerinin kiitlece %0.1 sodyum azit iceren PBS (pH:7.4) igerisinde 600
giin boyunca hidrolitik degradasyona tabi tutulmustur. Belirli araliklarda doku
iskelelerinin ilk ana gore kalan kiitle ylizdeleri hesaplanmis ve sirasiyla Sekil 4.7,

Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Ik 30 giiniin sonunda AL-BSA’da %5.28 + 6.47, %5 Pd-AL-BSA’da %6.15 + 2.21,
%10 Pd-AL-BSA’da %16.86 + 0.33, %20 Pd-AL-BSA’da %10.00 + 0.91 ve %50
Pd-AL-BSA’da %14.45 £ 1.04 kiitlece azalma gdriilmiistir.

600 giiniin sonunda ise kiitlece AL-BSA’da %18.68 + 2.84, %5 Pd-AL-BSA’da
%26.47 £ 6.68, %10 Pd-AL-BSA’da %34.83 + 1.69, %20 Pd-AL-BSA’da %20.61 +
1.05 ve %50 Pd-AL-BSA’da 9%27.13 + 6.60 azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4.7 : AL-BSA doku iskelesinin 30 (A) ve 600 (B) giin hidrolitik degradasyon
sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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Sekil 4.8 : %5 Pd-AL-BSA doku iskelesinin 30 (A) ve 600 (B) giin hidrolitik
degradasyon sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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Sekil 4.9 : %10 Pd-AL-BSA doku iskelesinin 30 (A) ve 600 (B) giin hidrolitik
degradasyon sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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Sekil 4.10 : %20 Pd-AL-BSA doku iskelesinin 30 (A) ve 600 (B) giin hidrolitik
degradasyon sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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Sekil 4.11 : %50 Pd-AL-BSA doku iskelesinin 30 (A) ve 600 (B) giin hidrolitik
degradasyon sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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1 mg/mL lizozim ve kiitlece %0.1 sodyum azit iceren PBS icerisinde AL-BSA ve
farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA doku iskeleleri 20 hafta boyunca
enzimatik degradasyona tabi tutulmustur. Belirli araliklarda doku iskelelerinin ilk

ana gore kalan kiitle yiizdeleri hesaplanmis ve Sekil 4.12°de gosterilmistir.

20 hafta enzimatik degradasyon sonunda AL-BSA’da %0.87 + 3.77, %5 Pd-AL-
BSA’da %13.55 + 4.92, %10 Pd-AL-BSA’da %4.95 + 4.32, %20 Pd-AL-BSA’da
%7.19 £ 4.89 ve %50 Pd-AL-BSA’da 9%8.59 + 4.94 kiitlece azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4.12 : AL-BSA (A), %5 Pd-AL-BSA (B), %10 Pd-AL-BSA (C), %20 Pd-AL-
BSA (D) ve %50 Pd-AL-BSA (E) doku iskelelerinin 20 haftalik enzimatik
degradasyon sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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Sekil 4.12 : (devam) AL-BSA (A), %5 Pd-AL-BSA (B), %10 Pd-AL-BSA (C), %20
Pd-AL-BSA (D) ve %50 Pd-AL-BSA (E) doku iskelelerinin 20 haftalik enzimatik
degradasyon sonucundaki yiizdece kiitle degisimleri.
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4.1.6 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku

iskelelerinin antimikrobiyal 6zelliklerinin incelenmesi

AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmig AL-BSA doku iskelelerinin E. coli ve
S. aureus’a kars1 antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesi i¢in MTT testi yapilmustir.
Hiicre kiiltiirli plaka yilizeyi (TCPS) pozitif kontrol olarak se¢ilmis ve %100 olarak
kabul edilmistir. Doku iskelelerindeki formazan absorbans degerleri TCPS’ye gore
yiizde olarak hesaplanmistir. AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerinin E. coli ve
S. aureus canliligl iizerindeki etkileri sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te

gosterilmistir.

Doku iskelelerinin E. coli ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda AL-BSA, TCPS’ye
kiyasla bakteri canliliginda %29.42 + 2.08 azalmaya neden olmustur. AL-BSA’ya
kiyasla %5 Pd-AL-BSA %2.82 + 3.09, %10 Pd-AL-BSA %23.90 + 2.54, %20 Pd-
AL-BSA %35.69 £ 1.91 ve %50 Pd-AL-BSA %42.92 + 2.09 oranlarinda E. coli
canliligin1 inhibe etmistir. E. coli ile doku iskelelerinin 48 saatlik inkiibasyonu
sonunda TCPS’ye kiyasla AL-BSA %34.81 + 1.87 canlilikta azalmaya sebep
olmustur. AL-BSA’ya kiyasla %5 Pd-AL-BSA %3.76 £ 0.94, %10 Pd-AL-BSA
%29.87 + 1.93, %20 Pd-AL-BSA %38.81 £ 2.51 ve %50 Pd-AL-BSA %46.05 +
3.09 oranlarinda E. coli canliliginda azalma goriilmiistiir. E. coli ‘nin 72 saat
boyunca doku iskeleleri ile inkiibasyonu sonucunda, AL-BSA TCPS’ye kiyasla
%44.17 + 1.87 bakteri iiremesini inhibe etmistir. AL-BSA’ya kiyasla %5 Pd-AL-
BSA %7.95 + 1.83, %10 Pd-AL-BSA %33.05 + 1.98, %20 Pd-AL-BSA %42.34 +
2.19 ve %50 Pd-AL-BSA %54.45 + 2.85 oranlarinda E. coli canliliginda inhibisyon

gorilmiistiir.

Doku iskelelerinin 24 saat boyunca S. aureus ile inkiibasyon sonunda AL-BSA,
TCPS’ye kiyasla bakteri canliliginda %19.71 £ 0.98 azalmaya neden olmustur. AL-
BSA’ya kiyasla %5 Pd-AL-BSA 9%1.82 + 1.35, %10 Pd-AL-BSA %19.82 + 1.87,
%20 Pd-AL-BSA %29.99 + 0.87 ve %50 Pd-AL-BSA %36.01 + 2.64 oranlarinda S.
aureus canliligmni inhibe etmistir. S. aureus ile doku iskelelerinin 48 saatlik
inkiibasyonu sonunda TCPS’ye kiyasla AL-BSA %23.66 + 1.83 canlilikta azalmaya
sebep olmustur. AL-BSA’ya kiyasla %5 Pd-AL-BSA %5.02 £+ 0.79, %10-Pd-AL-
BSA %?24.26 + 1.92, %20 Pd-AL-BSA %35.46 + 1.25 ve %50 Pd-AL-BSA 9%39.83
+ 2.73 oranlarinda S. aureus canliliginda azalma goriilmiistiir. S. aureus ‘un 72 saat

boyunca doku iskeleleri ile inkiibasyonu sonucunda, AL-BSA, TCPS’ye kiyasla
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%31.08 + 0.19 bakteri liremesinde inhibisyon goriilmiistiir. AL-BSA’ya kiyasla %5
Pd-AL-BSA 9%10.64 + 1.94, %10 Pd-AL-BSA %33.65 + 0.85, %20 Pd-AL-BSA
%40.26 + 2.03 ve %50 Pd-AL-BSA %51.28 + 2.52 oranlarinda S. aureus canliligin

inhibe etmistir.

AL-BSA, TCPS’ye kiyasla 72 saatin sonunda, doku iskelesi ylizeyindeki E. coli
canliliginda %44.17 = 1.87 ve S. aureus canliliginda %31.08 £ 0.19 azalmaya neden
olmustur. Literatiirde yapilan aragtirmalar incelendiginde, Hu vd. ve Tian vd. yapmis
olduklar1 caligmalar, amiloid benzeri yapilarin nonspesifik tutunuma kars1 giiglii
direng gosterdigini belirtmistir. E. coli ve S. aureus bakterilerinin amiloid yap1
lizerine tutunumu engellenerek biyofilm olusumu Onlenmistir. Alblimin protein
yilizeyindeki pozitif ve negatif yiiklerin dengesi, BSA’ya biyofilm onleyici 6zellik
kazandirmaktadir [105—-107].

AL-BSA’ya artan oranlarda pirol katkilanmasi E. coli ve S. aureus canliliginda
azalisa sebep olmustur. 72 saatin sonunda %50 Pd-AL-BSA, E. coli canliliginda
%54.45 + 2.85 ve S. aureus canliliginda %51.28 + 2.52 inhibisyona neden olmustur.
Piroliin E. coli ve S. aureus tizerindeki fosfolipit siinger etkisinin (ing. Phospholipid
Sponge Effect) bakteri canliliginda azalisa neden oldugu diisiiniilmektedir.
Bakterilerin hiicre zarlarindaki negatif yiike sahip fosfolipitler ile pozitif yiike sahip
olan pirol birimleri arasindaki etkilesim, bakteri canliligmi azaltmistir. Ilk olarak
elektrostatik temas yoluyla bakteriler Pd-AL-BSA doku iskelelerine baglanmakta,
ardindan bakterilerin hiicre duvar1 zarinin bozulmakta, kritik hiicre igeriklerinin

sizmakta ve ardindan hiicre 6liimii gerceklesmektedir [108—110].
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Sekil 4.13 : AL-BSA ve pirol katkilanmig AL-BSA doku iskelelerinin 24, 48 ve 72
saat sonunda E. coli’ ye karst gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite (*p<0.05,
*#p<0.01).
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Sekil 4.14 : AL-BSA ve pirol katkilanmig AL-BSA doku iskelelerinin 24, 48 ve 72
saat sonunda S. aureus’ a karsi gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite (*p<0.05,
*#p<0.01).

51



4.1.7 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku
iskelelerinin BJ normal insan deri fibroblast hiicre hatti ile etkilesiminin in-

vitro olarak incelenmesi

AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin
biyouyumluluklarinin ve saghkli insan deri hiicreleri {iizerindeki canliligin
etkilenmesi icin MTT analizi ger¢eklestirilmistir. Hiicre kiiltiirii plaka yiizeyi (TCPS)
pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. MTT testi sonucunda AL-BSA ve Pd-AL-BSA
doku iskelelerinden elde edilen absorbans degerleri TCPS’ye gore ylizde olarak
hesaplanmistir. TCPS’deki hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilmistir. MTT analizi

sonucunda yiizde BJ hiicre canlilik sonuglart Sekil 4.15°te gosterilmistir.
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Sekil 4.15 : AL-BSA ve pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin BJ fibroblast
hiicre hatt1 iizerindeki hiicre canlilig1 grafigi (*p<0.05, **p<0.01).

AL-BSA, TCPS’e kiyaslandiginda %96.93 + 1.1 hiicre canliligi gostermistir. TCPS
ile AL-BSA doku iskelesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goériillememistir.
ISO 10993-5 standartlarina gore, canlilik yiizdesi > %70 oldugu i¢in BJ hiicrelerine
karst herhangi bir sitotoksisite gostermemistir. AL-BSA doku iskelesi ile
kiyaslandiginda, %5 Pd-AL-BSA %6.96 + 0.92, %10 Pd-AL-BSA %11.93 + 0.31,
%20 Pd-AL-BSA %20.66 = 1.53 ve %50 Pd-AL-BSA %37.38 + 2.39 oranlarinda BJ

normal insan deri fibroblast hiicre hatti1 canliliginda artisa neden olmustur. %5, %10,
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%20 ve %50 Pd-AL-BSA doku iskeleleri ile AL-BSA doku iskeleleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir. Pirol katkilanma orani arttik¢a BJ hiicre
canliliginda da artis gézlemlenmistir. Bu artisin sebebi, DeVolder ve digerlerinin
yapmis oldugu calisma incelendiginde; pirol birimlerinin hiicrelerin biyomalzeme
ylizeyine tutunumunu ve ¢ogalmasini arttirmasini ve hiicrelerin daha biiyiik bir yiizey
alanina sahip olarak karsit yonlerde yayilmasini saglamasi olarak ongdriilmektedir.
Ayrica pirol birimlerinin hiicreler tarafindan daha fazla vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) ifade edilmesini ve oOzellikle yeterli serum proteinleri ile takviye
edilmis ortamlarda hiicresel integrin ifadesini daha fazla aktive etmesini saglamasi

bu artisin sebebi olarakta diistiniilmektedir [37,102].

4.1.8 Pirol katkilanmis amiloid benzeri sigir serum albiimin nanofibréz doku
iskelelerinin insan melanom hiicre hatti ile etkilesiminin in-vitro olarak

incelenmesi

AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmig AL-BSA doku iskelelerinin A375
insan melanom hiicrelerinin canlilig1 lizerindeki etkisinin incelenmesi igin MTT
analizi gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak hiicre kiiltiirii plaka yiizeyi olarak
kullanilmistir. MTT analizi sonucunda AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerinden
elde edilen absorbans degerleri TCPS’ye gore yiizdece hesaplanmistir. TCPS’deki
hiicre canliligi %100 olarak kabul edilmistir. MTT analizi sonucunda yiizde hiicre
canlilik sonuclar1 Sekil 4.16’da gosterilmistir. AL-BSA, TCPS’e kiyaslandiginda
hiicre canliliginda %3.35 £+ 1.34 artisa neden olmus ve melanom hiicrelerine karsi
herhangi bir sitotoksisite gdstermemistir. Istatiksel olarak anlamli olmayan bu artigin
sebebi, 3 boyutlu kiiltiir ortami sunan doku iskelesinin 2 boyutlu kiiltiir ortam1 sunan
TCPS’ye gore melanom hiicrelerini fiziksel olarak destekledigi ve ¢ogalmalarini
saglamasi olarak diistinlilmektedir [103]. AL-BSA doku iskelesi ile kiyaslandiginda,
%35 Pd-AL-BSA %10.07 + 0.46, %10 Pd-AL-BSA %14.65 + 0.60, %20 Pd-AL-BSA
%27.66 £ 0.91 ve %50 Pd-AL-BSA %64.27 + 1.30 oranlarinda A375 melanom
hiicre canliliginda azalmaya neden olmustur. AL-BSA ile %5, %10, %20 ve %50 Pd-
AL-BSA doku iskeleleri arasinda istatistiksel olarak fark goriilmiistiir. AL-BSA doku
iskelesine pirol katkilanma orami arttik¢a A375 hiicre canlilifinda azalma meydana
gelmistir. Bu azalisin sebebinin, Alhussein vd. ve Kuznietsova vd. yapmis olduklari
aragtirmalar incelendiginde, pirol birimlerinin melanom hiicreleri iizerinde kinaz

inhibitorii olarak aktivite gostermesinin oldugu diisiiniilmektedir [ 104—107].
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Sekil 4.16 : AL-BSA ve pirol katkilanmis AL-BSA doku iskelelerinin A375 hiicre
hatti {izerindeki hiicre canlilig1 grafigi (*p<0.05, **p<0.01).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda si@ir serum albiimin, amiloid benzeri forma donustiiriilerek
elektro-egrilebilir bir forma getirilmistir. Amiloid benzeri sigir serum albiimin (AL-
BSA)’den elektro-egirme yontemi kullanilarak dogal polimerik yapida nanofibroz
doku iskelesi tiretilmistir. Boylece hiicre dig1 matriks ortami biyotaklit edilerek doku
iskelesinin hiicre tutunumunu, canliligmmi ve c¢ogalmasii arttirmasi saglanmistir.
Ardindan anti-kanser ve antimikrobiyal 6zellik gosteren pirol farkli oranlarda AL-
BSA’ya katkilanarak pirol katkilanmis AL-BSA (Pd-AL-BSA) doku iskeleleri
uretilmistir. AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerinin saglikli insan deri hiicre
hattinin ve insan melanom hiicre hattinin canliliklar tizerindeki etkisi incelenmistir.
Ayrica bu doku iskelelerinin E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi antimikrobiyal

aktiviteleri analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin 6zeti asagidaki gibi siralanmaistir.

e Elektro-egrilmis AL-BSA, %5 Pd-AL-BSA, %10 Pd-AL-BSA, %20 Pd-AL-
BSA ve %50 Pd-AL-BSA doku iskelelerine ait morfolojik 6zellikler SEM ile
analiz edilerek nanofiber ¢aplarmin sirasiyla 97.77 + 18.69, 147.97 + 13.36,
91.83 £ 15.15, 114.77 + 21.57 ve 102.23 + 20.86 nm boyutlarinda olduklar1

saptanmistir.

e AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerinin kimyasal yapilar1 FTIR ile analiz
edilmigtir. AL-BSA doku iskelelerine pirol katkilanmasiyla 3285 cm™” deki
N-H gerilme, 1539 cm™” deki C=C veya N-H biikiilme, 1240 cm™” deki C-N
baglarmin pik absorbans degerlerinde gerceklesen artislar, piroliin AL-BSA

doku iskeleleri igerisindeki varligini gostermistir.

e (ekme testi sonucunda AL-BSA, %5 Pd-AL-BSA, %10 Pd-AL-BSA, %20
Pd-AL-BSA ve %50 Pd-AL-BSA doku iskelelerine ait elastisite modiilleri
sirastyla 1021.7 + 1.2, 1080.5 = 0.9, 1139.0 = 1.1, 1205.7 £ 2.3 ve 1215.1 £
1.6 MPa olarak hesaplanmistir. Doku iskelelerin elastisite modiilleri arasinda

istatiksel olarak anlamli fark goriilmemistir.
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E. coli ‘nin 72 saat boyunca doku iskeleleri ile inkiibasyonu sonucunda, AL-
BSA TCPS’ye kiyasla %44.17 + 1.87 bakteri tiremesini inhibe etmistir. AL-
BSA’ya kiyasla %5 Pd-AL-BSA %7.95 + 1.83, %10 Pd-AL-BSA %33.05 +
1.98, %20 Pd-AL-BSA %42.34 + 2.19 ve %50 Pd-AL-BSA %54.45 + 2.85

oranlarinda E. coli canliliginda inhibisyon goriilmiistir.

S. aureus ile doku iskelelerinin 72 saat boyunca inkiibasyonu sonunda,
TCPS’ye kiyasla AL-BSA bakteri canlilifinda %31.08 + 0.19 azalmaya
neden olmustur. AL-BSA’ya kiyasla %5 Pd-AL-BSA %10.64 + 1.94, %10
Pd-AL-BSA %33.65 + 0.85, %20 Pd-AL-BSA %40.26 + 2.03 ve %50 Pd-
AL-BSA %51.28 £ 2.52 oranlarinda S. aureus canliligini inhibe etmistir.

AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerin BJ normal insan deri fibroblast
hiicre hatt1 canlili1 lizerindeki etkisi incelenmistir. TCPS’ye kiyasla AL-BSA
doku iskelesi, %96.93 + 1.10 hiicre canlilig1 gostermistir. AL-BSA doku
iskelesi ile kiyaslandiginda, %5 Pd-AL-BSA %6.96 £+ 0.92, %10 Pd-AL-BSA
%11.93 + 0.31, %20 Pd-AL-BSA %20.66 + 1.53 ve %50 Pd-AL-BSA

%37.38 + 2.39 oranlarinda BJ hiicre hattinin canliligin arttirmistir.

AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku iskelelerin A375 insan melanom hiicre hatti
tizerinde anti-kanser etkisi aragtirilmistir. AL-BSA, TCPS’ye kiyaslandiginda
hiicre canliliginda %3.35 + 1.34 artisa neden olmustur. AL-BSA doku
iskelesi ile kiyaslandiginda, melanom hiicre canliliginda %5 Pd-AL-BSA
%10.07 £ 0.46, %10 Pd-AL-BSA %14.65 + 0.60, %20 Pd-AL-BSA %27.66
+ 091 ve %50 Pd-AL-BSA %64.27 + 1.30 oranlarinda azalmaya neden

olmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda ortalama 105.22 + 24.07 nm fiber c¢apina sahip
nanofibroz doku iskeleleri iiretilmistir. AL-BSA doku iskelesi BJ ve A375 hiicre
hatlarina karsi herhangi bir sitotoksisite gostermemistir. AL-BSA’ya kiitlece %5,
%10, %20 ve %50 oranlarinda pirol katkilanmasiyla BJ normal insan deri fibroblast
hiicresi canlilig1 artan pirol oranmi ile artmistir. A375 insan melanom hiicre hatti
canlilig1 ise artan pirol orani ile azalmistir. Kiitlece %50 pirol katkilanmig AL-BSA
doku iskelesi, AL-BSA’ya kiyasla BJ hiicre canliligim1 %37.38 + 2.39’a kadar
arttirirken, A375 insan melanom hiicre hatti canliligin1 %64.27 + 1.30’a kadar inhibe

etmistir. Boylelikle %50 Pd-AL-BSA en ¢ok anti-tiimdr aktivitesi gostererek kanser
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hiicrelerini 6ldiiriirken ayn1 zamanda saglikli hiicrelerin canliligini en ¢ok arttiran
doku iskelesi olmustur. Ayrica 72 saatin sonunda %50 Pd-AL-BSA E. coli ve S.
aureus bakterilerine kars1 sirasiyla %54.45 + 2.85 ve %51.28 + 2.52 oranlarinda

antimikrobiyal aktivite gdstermistir.
Gelecek calismalarda;

Tez kapsaminda iiretilmis olan AL-BSA ve farkli oranlarda pirol katkilanmig
doku iskelelerinin in-vitro olarak saglikli ve kanser hiicreleri iizerindeki
etkisi, antimikrobiyal 6zelligi incelenmis ve basarili sonuglar alinmistir. Bu
dogrultuda devam c¢alismasi niteliginde, doku iskelelerinin BJ ve A375
hiicreleri {izerindeki etkileri molekiiler seviyede incelenecektir. Ardindan,
melanom fare modeli {izerinde in-vivo anti-kanser ve doku yenilenmesi
ozellikleri incelenecektir. Bununla birlikte AL-BSA ve Pd-AL-BSA doku

iskelelerin in-vivo antimikrobiyal aktiviteleri analiz edilecektir.
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