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USTUN MEKANIK OZELLIKLERE SAHIP iPEK FIBROIN
ISKELETLERININ YUKSEK FIBROIN KONSANTRASYONLARINDA
URETIMi

OZET

Dejeneratif, cerrahi ya da travmatik siireclere bagli olarak olusan kemik kiriklarinda
veya kemik doku kayiplarinda iyilesmeyi ve yenilemeyi saglamak i¢in doku isketleri
kullanilmaktadir. Doku isketleri bu siirecte hiicrelerin dogal yapilarina ulagsmasi igin,
destekleyici ve koruyucu olmalidir. Ayrica, toksik olmamali, biyouyumlu ve
biyobozunur olmali en Onemlisi kolayca tretilmelidir. Doku iskeletleri, sadece
biyolojik degil ayn1 zamanda belirli kimyasal ve fiziksel 6zellikleri de saglamalidir.
Bu nedenle mekanik fonksiyonlarini yerine getirecek saglamlik ve sertlige sahip
olmalidir. Birbiri ile baglantili gozenekli yapist kontrol edilebilir ve gozeneklilik
orant % 90’nin iizerinde olmalidir. Anlasilacag: gibi, doku isketlerinde gézeneklilik
ve mekanik 6zellikler arasindaki bu yakin iliski oldukc¢a fazla 6neme sahiptir.

Hidrojellerin pratik uygulamalarinda, disaridan gelen uyarilara hizli tepki vermesi,
ayn: zamanda mekanik dayaniminin ¢ok yiiksek olmasi amaglanmaktadir. Ancak,
hidrojellerin uygulamalarint sinirlayan en biiyiik etken mekanik olarak dayaniksiz
oluslaridir. Dayanikli ve tok hidrojellerin eldesi i¢in son yillarda yogun arastirmalar
yapilmakta, cesitli teknikler gelistirilmekte, diger yandan onlara makrogézenekli bir
yap1 kazandiriimas: amaciyla c¢alismalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar 1s1ginda
kriyojellesme teknigi ile makro gozenekli ve mekanik 6zellikleri gelistirilmis jellerin
elde edilmesi miimkiin olmaktadir.

Kriyojellesme, reaksiyon ¢ozeltisinin donma noktasinin altindaki uygun bir sicaklikta
sogutularak olusan ¢oziicii kristallerinin etrafindaki donmamis mikro boélgelerde
konsantrasyon artigina bagli olarak ilerler. Kriyokonsantrasyon etkisi olarak
adlandirilan bu durum, kriyojelesmenin temel prensibidir. Elde edilen jelin (kriyojel)
istiin  Ozelliklerinin olugmasinda etkilidir. Donmus ¢o6ziicii ise, kalip etkisi
olusturarak kriyojellesme sonrasinda eritilmesiyle, birbiri ile bagintili gézenekleri
olusturmasini saglar.

Kemik doku miihendisliginde yap1 iskeleti olarak kullanilmasi amaciyla,
biyobozunur, biyouyumlu ve istiin mekanik 6zelliklere sahip olan ipekten yola
¢ikarak, laboratuarimizda kriyojeller iiretilmistir.

Ipek yapisinda bulunan fibroin proteini, baslica glisin ve alanin amino asit
tinitelerinden olusan ve hidrofobik bloklar ile bunlarin aralarinda hidrofilik bloklar
igeren bir kopolimer yapisindadir. Hidrofilik bloklar suda ¢oziiniirligii saglarken,
hidrofobik bloklar arasi asosiyasyonlar, fibroinin rastgele yumak yapisindan p-tabaka
yapismna bir konformasyon gegisine neden olur. ipek fibroinin (IF) yapisindaki B-
tabakalari malzemeye dayaniklilik ve sertlik kazandirirken, daha diizensiz olan
hidrofilik bloklar toklugu ve elastisiteyi arttirir.
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Tez kapsaminda yapilan deneysel calismalarda, gerek 1,4-biitandiol diglisidil eter
(BDDE) c¢apraz baglayicisi ve gerekse sodyum dodesil siilfat (SDS) siirfaktani
kullanilarak fibroinin B-tabaka konformasyonuna geg¢isi saglanmis ve kriyojeller elde
edilmistir.

BDDE ¢apraz baglayici kullanilarak,fibroinin jellesmesi -18°C’ de, 24 saatte
gerceklestirilmistir. % 1 ile % 61,4 arasinda degisen fibroin konsantrasyonlarinda
hazirlanan kriyojellerin sisme Ozellikleri, konformasyonel degisimleri, mekanik
ozellikleri ve gozenekli yapist aciklanmistir. Fibroinin jellesmesi sirasindaki
konformasyonel degisimler ATR-FTIR 6l¢timleri ile belirtilmistir. Kriyojellesme ile
fibroin rastgele yumak yapisindan B-tabakaya gecisi gosterilmistir. Sigsme Olgtimleri
yapilmis kriyojellerin hacimce ilave sismeyip, fakat kiitlece sistigi belirtilmistir.
Sisme Olgtimleri sonucunda gozeneklilik oraninin fibroin konsantrasyonuna bagli
olarak % 97 ile % 69 arasinda ayarlanabilecegi ortaya ¢ikmistir. Farkli fibroin
konsantrasyonlarinda hazirlanan kriyojellerin kuru durumdaki mekanik 6zellikleri
test edilmistir. En ¢arpict sonug, % 46,2 IF konsantrasyonunda hazirlanan kriyojelin
Young modiliinin 126 MPa degerine ulagmasidir. Ayrica, kriyojellerin
pargalanma  gerilimleri ve deformasyon oranlar1  belirlenmistir.  Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan tiim kriyojeller % 95-100° ¢ kadar deforme
olabilmektedirler. Kriyojellerin pargalanma gerilimleri 243 MPa kadar ¢ikmaktadir.
SEM goériintlileri incelenmis, kriyojellesme ile diizenli goézeneklerin olustugu
goriilmiistiir. Gozenek boyutu ile mekanik 6zellikler arasindaki iliski agiklanmustir.
Artan fibroin konsantrasyonuyla go6zenek duvarlarmin kalinlagtigi, gozenek
boyutlarmin kiigtildiigii, Kriyojellerin daha dayanikli oldugu yorumlanmigtir. Kuru
durumdaki olgiimlerine ek olarak, suda dengeye gelmis kriyojellerin mekanik
Olgtimleri yapilmistir. Kuru durumdakilere oranla, mekanik test sonuglarinin 6nemli
Olgiide dustiigii saptanmustir. Sismis kriyojellerin bu durumu, fibroin ag yapi
zincirlerinin hidrofilik yapis1 nedeniyle gézenek suyunu tutmasi ve kauguksu duruma
gecmesi ile agiklanmustir.

SDS siirfaktant kullanilarak, ipek fibroinin jellesmesi kriyojellesme teknigi ile
hizlandirilmigtir ve -18°C’ de ve 48 saatte gergeklestirilmistir. SDS siirfaktaninin
fibroin zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesimleri tetikledigi ve boylece jellesmeyi
saglayan ajan olarak davrandigi diisiiniilmektedir. % 4,2 IF konsantrasyonunda 5
mM ile 125 mM arasindaki farkli SDS konsantrasyonlarinda kriyojeller
sentezlenmistir. Siirfaktan miktarinin, fibroinin kriyojellesme prosesinde énemli bir
farkliliga yol agmadigi gozlemlenmistir. Tim SDS konsantrasyonlarinda
kriyojellerin sisme Ozellikleri benzer davranis gostermistir ve gozeneklilik % 97
civarinda  hesaplanmigtir.  Mekanik  ol¢timler sonucunda 5 mM  SDS
konsantrasyonunda elde edilen kriyojelin biraz daha saglam oldugu gézlenmistir.
Diisiik SDS konsantrasyonlarinda fibroin zincirleri arasinda olusan hidrofobik
bloklarin daha diizenli oldugu diisiiniilmiistiir. SEM goériintiileri incelendiginde 5 mM
SDS konsantrasyonundaki kriyojelin gozenekli yapisinin daha iyi oldugu goriilmiis
ve mekanik 6zellikler ile tutarli oldugu saptanmustir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, ipek fibroinin donmus sulu ¢o6zeltilerinde
kriyojellesmesi ile makro gozenekli, hemen hemen % 100 deforme olabilen,
mekanik ozellikleri ¢ok iyi kriyojeller elde edilmistir. Bu tip malzemeler, kemik
doku miihendisligi uygulamalarinda yap1 iskeleleri olarak kullanima uygun
iskeletlerdir.
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PRODUCTION OF SILK FIBROIN SCAFFOLDS WITH REMARKABLE
MECHANICAL PROPERTIES AT HIGH FIBROIN CONCENTRATIONS

SUMMARY

The deformation and degeneration of bone with age, trauma, congenital defects, and
tumor cause not repairable damage to bone, resulting in increasing requirements for
bone implants. Bone tissue engineering is a promising strategy to regenerate bone
and is regarded as a future alternative to current clinical treatments. In this whole
process, the patient’s own cells could be used which would be a key tool for
personalized medicine. The aim is to make 3D bone tissues by combining cells,
scaffolds and to some extent also growth factors or mechanical stimuli. One of the
main challenges is the choice of an appropriate biomaterial which can mimic the
natural bone tissue matrix with its mechanical and biological characteristics to
support tissue development. Various materials have been tested for bone tissue
engineering purposes. An ideal scaffold for bone tissue engineering should be
biocompatible, biodegradable with an architecture that mimics in vitro extra cellular
matrix and possess good mechanical properties to facilitate bone formation. Pore
structure also is an essential consideration in the development of scaffolds for tissue
engineering. Pores must be interconnected to allow for cell growth, migration and
nutrient flow.

Regeneration of large bone defects is challenging in the next few years because the
age of the population is growing. In recent years, many novel materials and
processing methods have been introduced to construct the native bone extracellular
matrix and restore the functions of degenerated bone. Silk fibroin as a natural
polymer, has established a good reputation for bone tissue engineering applications
due to its many unique properties. Silks are generally defined as protein polymers
that are synthesized and spun into fibers by many organisms, including silkworms,
spiders, scorpions, mites and flies. The more commonly utilized silk, such as from
the silkworm, Bombyx Mori, has been used for thousand years due to its visual
appeal and mechanical properties. The silk consist of fibroin held together with a
layer of sericin on their surfaces. Upon degumming silk to remove the sericin, one
obtains fibroin fibers for many applications.

Silk fibroin derived from Bombyx Mori is a fibrous protein exhibiting extraordinary
material properties such as good biocompibility, biodegradabilitiy, high strength and
toughness and also ease of processability. Silk fibroin has been used for cell culture,
wound dressing, drug delivery and it has been proven to be a promising biomaterial
for scaffold fabrication in general and its remarkable mechanical properties
appreciate it for bone tissue engineering applications. Silk fibroin has a blocky
structure consisting of less ordered hydrophilic and crystallizable hydrophobic
blocks. Hydrophilic blocks provide solubility in water and responsible for fibroin
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elasticity and toughness, while hydrophobic blocks form intermolecular B-sheet
structures leading to the insolubility and high strenght of fibroin.

One class of polymeric materials is hydrogels, which consist of three-dimensional
solid networks made from crosslinked hydrophilic polymer chains swollen in water.
Owing to their outstanding characteristics such as water absorption and retention
ability, biocompatibility and tunable physical, chemical and biological properties,
polymeric networks are excellent candidates for a broad range of biomedical
applications, which include scaffolds for tissue engineering, carriers for drug
delivery, molecular filters in biological science and superabsorbent devices.
Furthermore, when exposed to an environmental signal such as temperature and pH,
some sensitive hydrogels are able to respond and translate this stimulus into a
macroscopic event, allowing their application as sensors or actuators and smart drug
release devices. But, the most interesting feature about these 3D networks is their
high resemblance, in terms of structure and physical properties, with the native
extracellular matrix, highlighting their potential for tissue engineering and
biomedical purposes. However, their use in stress-bearing applications is often
hindered since hydrogels, when highly swollen, often lack of mechanical properties
such as strength, toughness, elongation and recoverability. This poor mechanical
performance is in high contrast with native structural hydrogels such as cartilage,
bone, tissue and may result in unintended failure in vivo. Hydrogels were classified
as mechanical weak materials. Nevertheless, in the last few years, new strategies
have been developed to toughen hydrogels including double networks, topological
and nanocomposite hydrogels and also cryogels; allowing the application of these 3D
structures, for instance, as artificial substitutes of native tissues with structural
properties similar to hydrogels such as skin , heart valves, spinal disks , cartilage ,
muscles and nerves.

In recent years, strategies for the synthesis of macroporous gels have been
continually optimized and the concept of cryogelation has become increasingly
important for the synthesis of such smart materials. Cryogelation is a simple strategy
that allows the preparation of macroporous gels with high toughness and superfast
responsivity. Cryogels are producted in frozen systems known as cryogelation.
Cryogels are very tough gels that can withstand high levels of deformation, and can
be squeezed almost completely without any crack propagation. Current research in
the field of macroporous gels is focused on formation the pore structure. The
crosslinking reactions at subzero temperatures that lead to cryogels are
multicomponent systems composed of a polymer network with solvent crystals. All
concentrations and properties of the system components change continuously during
the cryogelation process. A more complete understanding of this complicated gel
formation system is needed in order to improve the structuring of cryogels overall
length scales from nanometer to micrometer. Moreover, because the volume swelling
ratio of the cryogels and their porosity are inversely coupled, new synthetic
approaches are also needed for the preparation of cryogels exhibiting drastic volume
changes in response to external stimuli. In cryogelation reaction solution, generally
containing the monomer and the iniator, is cooling below the freezing point of the
system. Since the monomers/polymers and the iniator will be enriched in unfrozen
microzones surrounded by ice crystals. The cross-linking reactions only proceed in
these unfrozen regions containing a high concentration of polymer the increased
polymer concentration in the unfrozen reaction zones polymer concentration in the
unfrozen reaction (cryoconcentration) and is responsible for extraordinary properties
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of cryogels. A macroporous structure appers due to the existence of solvent crystal
acting as template or porogen for formation of pores. In contrast to the mechanically
weak macroporous gels prepared by phase separation technique, cryogels are very
tough and withstand very large strains without permanent deformation or fracture.
Cryogel is an emerging class of biomaterials which have recently started as potential
tissue scaffolds for regenerative medicine

In this thesis, formation conditions and properties of mechanically strong
macroporous cryogels based on silk fibroin were investigated. Gelation reactions of
silk fibroin were conducted at -18°C. In the first part of this thesis, silk fibroin
cryogels were synthesized at various fibroin concentrations in the presence of 1,4-
butanediol diglycidyl ether (BDDE) as a cross-linker and NNN’,N -
tetramethylethylenediamine (TEMED) as a catalyst. Swelling behaviour,
mechanical and morphological properties of the cryogels were investigated
depending on the fibroin concentration in the gelation solution. For this purpose,
aqueous solutions of fibroin at various concentrations between 1 and 61.4 w/iv %
were mixed with BDDE and TEMED. The homogenous reaction solution was
transferred into several plastic syringes of 4 mm internal diameters and then, they
were placed in a thermostat at -18°C to conduct the cross-linking reactions for 24
hours. Epoxide groups on the both ends of BDDE react with the amino groups of
fibroin to form crosslinks between fibroin molecules. As reported before, BDDE
triggers the conformational transition of fibroin from random coil to B-sheet structure
and hence, fibroin gelation.

The swelling equilibrium was tested by measuring the diameter of the gel samples by
using digital compass and also the swelling equilibrium was tested by weighing the
gel samples. Then, the equilibrium swollen gel samples were frozen in a freeze-
drying system to obtain dry cryogels. While the equilibrium weight ratio qw
decreases from 35 to 3, the equilibrium volume ratio gy does not change much and
remains around unity with increasing silk fibroin concentration. We estimated the
total volume of the pores in the cryogel scaffolds from their weight qw and volume
swelling ratios qv. Because the weight swelling ratio includes water locating in both
pores and in the fibroin region of the gel, while, assuming isotropic swelling, the
volume swelling only includes water in the fibroin gel, the larger the difference
between gqw and qv, the larger the amount of water in the pores, that is, the larger the
volume of pores in the scaffolds. From the weight and volume swelling ratios of the
cryogels, the porosity P was estimated. The porosity of cryogel scaffolds decreases
from 97 to 69 % with increasing fibroin concentration from 1 to 61.4 %. Moreover,
measurements also show that the gel fraction Wy = 1 at fibroin concentrations
between 4 and 30 % while at higher fibroin concentrations, it becomes almost equal
to 0.5.

The conformation of fibroin molecules in the cryogels was assessed by ATR-FTIR
spectra of freezed-dried cryogel samples. The spectrum of fibroin before gelation is
characterized by a peak at 1640 cm™! indicating the presence of primarily random
coil and/or a- helix conformations. After cryogelation, all samples display a main
peak at 1620 cm™ which was assigned to B-sheet conformation. This indicates the
occurrence of a conformational transition from random coil to B-sheet structure
during the cryogelation reactions.

It was also shown that the scaffolds of fibroin cryogels consist of interconnected
pores. The pore size of the cryogel scaffold could be regulated depending on the
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fibroin concentration. Increasing fibroin concentration led to scaffolds with thicker
pore walls, but smaller pore size. The pore diameter decreased from 28 + 7 to 9 + 4
um as silk fibroin concentration increased from 4.2 to 61.4 %.

Mechanical properties of the scaffolds were investigated by uniaxial compression
tests. The modulus and strength of cryogel networks changed depending on the
fibroin concentration at the gel preparation. The compressive modulus E increases
from 7 + 2 to 126 = 2 MPa with increasing fibroin concentration from 4.2 to 46.2 %.
Simultaneously, the plateau and compressive stresses also increase from 0.3 to 7.6
MPa and from 0.1 to 13 MPa, respectively, with increasing fibroin concentration.
Comparison of the results of the mechanical tests with the morphology of cryogels
clearly show that a decrease in the average pore diameter increases the mechanical
stability of fibroin scaffolds formed by cryogelation. Furthermore, fracture stress of
cryogels scaffolds also increases from 16 + 2 to 243 + 23 MPa with increasing
fibroin concentration from 4.2 to 11.6 %. Above 11.6 % fibroin concentration, the
fracture stress does not change much with increasing silk fibroin concentration. All
the fibroin cryogels reported in this thesis remained mechanically stable without any
fracture up to 95-100 % compressions.

In the second part of the thesis, instead of BDDE and TEMED, sodium dodecyl
sulfate (SDS) was used to trigger conformational transition in fibroin and hence,
fibroin gelation. The gelation reactions were carried out at a fibroin concentration of
4.2 wiv % in the presence of SDS at various concentrations between 5 and 125 mM.
Homogenous reaction solution containing fibroin and SDS was transferred into
several plastic syringes of 4 mm internal diameters and then, they were placed in a
thermostat at -18°C to conduct gelation reactions for 2 days. It was found that
gelation of fibroin using SDS occurs faster than using BDDE crosslinker. We may
speculate that the alkyl chains of SDS bring hydrophobic blocks of fibroin together
due to hydrophobic interactions which accelerates conformational transition in
fibroin chains.

The conformational change in fibroin due to the SDS-induced gelation was assessed
by ATR-FTIR spectra of freezed-dried fibroin samples. The spectrum of fibroin
before gelation is characterized by a peak at 1640 cm™ indicating the presence of
primarily random coil and/or a- helix conformations. After cryogelation, all samples
display a main peak at 1620 cm™! which was assigned to p-sheet conformation. This
indicates the occurrence of a conformational transition from random coil to B-sheet
structure in frozen fibroin solutions. We have to mention that cryogelation and thus,
gelation do not occur without SDS in gelation solution.

All fibroin scaffolds formed at various SDS concentration (from 5 to 125 mM)
exhibit similar swelling behavior. The equilibrium weight qw and equilibrium volume
swelling ratios qv were measured as 35 and 1, respectively, independent of the SDS
concentration. In addition, porosity of all scaffolds was calculated as 97 %

SEM images of fibroin scaffolds formed in presence of SDS showed that cryogels
consist of more regular pores at low surfactant concentration. Moreover, the
scaffolds formed at 5 mM SDS exhibited a compressive modulus E of 1.0 MPa,
while it reduced to 0.2 MPa when SDS concentration is increased to 125 mM SDS.

The results thus show that, in the presence of BDDE crosslinker, silk fibroin cryogels
with remarkable properties were obtained from frozen fibroin solutions (4.2—61.4%)
at —18 °C. One of the unique features of fibroin cryogels is their elasticity that allows

XXiV



them to resist up to 95-100 % compression without any crack development. The
scaffolds obtained by freeze-drying of the cryogels consist of regular, interconnected
macropores of diameters ranging from 28 to 9 um that could be regulated by the
fibroin concentration. The mechanical compressive strength and the modulus of the
scaffolds increase with decreasing pore diameter, that is, with increasing fibroin
content. Especially, the scaffolds produced at 46.2 % fibroin exhibit a very high
compressive modulus (126 MPa) making them good candidates as bone scaffold
materials.
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1. GIRIS

Ipek, binlerce gesit driimeek, farkl tiirlerdeki tirtil, giive ve kelebegin ozel epitel
hiicreleri tarafindan salgilanan siirekli lif yapisina sahip bir biyopolimerdir [1]. Ipek,
bes yiizyildan beri, yumusak yapisi, parlakligi ve dayaniklilig: ile tekstil malzemesi
olarak giinliik hayatimizda yer almaktadir. Bilinen en saglam dogal lifleri yapisinda
barindirmasi, ¢elik ve kevlar gibi sentetik malzemelere alternatif olarak
kullanilmasimi yayginlastirmaktadir [2]. Ayrica biyobozunur ve biyouyumlu

olmasindan dolay1 biyolojik uygulamalarda tercih edilmektedir [3].

Ipek, tipta enzim bloklamada, kemik benzeri malzeme yapiminda, yaralarin
ortiisiinde, ilag saliniminda ve doku iskeleti yapiminda kullanilmaktadir [4]. Ustiin
ozelliklerinin yani sira kolaylikla islenebilirligi ile de malzeme bilimi, biyoloji,
biyokimya, molekiiler biyoloji, protein kimyasi ve biyomiihendislik gibi farklh

akademik alanlarda ¢aligilan bir malzeme haline gelmistir [5].

Kemik doku miihendisligi; dejeneratif, cerrahi ya da travmatik siireclere bagh olarak
olusan kemik doku kaybinda dokunun yenilenmesini hedefleyen bir bilim dalidir.
Ayni zamanda kemik kiriklariin hizlica iyilesmesini de amaglamaktadir. Doku
iskeleti doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmasindaki baslica amag
kullanilan malzemenin hiicre etkilesimleri i¢in gerekli kosullar1 saglamasi ve yeni
olusan dokunun ekstraseliiler matriks olusumuna destek saglamasidir. Ekstraseliiler
matriksin fizyolojik islevlerini saglayan ti¢ boyutlu yapimnin, hiicrelerin dogal
hallerine doniisme stirecinde destekleyici olmas1 ve dokuda meydana gelebilecek
degisiklere karsi koruyucu ozelliklere sahip olmasi gereklidir. Doku iskeleti, toksik
olmamali, biyouyumlu ve biyobozunur olmali ve kolayca iiretilebilmelidir [6]. Doku
iskeleti; birbirleriyle baglantili ve dokunun hemen hemen tamamina yayilan ig¢
gozeneklilige baska bir deyisle gozenekliligi yiiksek bir yapiya sahip olmalidir. Bu
durum; hiicre yapismasina, biliylimesine, yeniden diizenlenmesine, dolayisiyla da
canl icerisinde yeni damar olusumu icin gerekli hacimsel boslugun saglanmasini
saglayacaktir. Gozeneklerin kendi iclerindeki baglantilari; besleyici maddelerin ve

gazlarin hiicre igerisinde yayilmasinda ve hiicrelerden metabolik artiklarin ya da yan



tirlinlerin uzaklagtirilmasinda yararhi olacaktir [7]. Gozenek biiyiikligi, gerek doku
iskelesinin saglamligi, gerekse islevi agisindan 6nem tagimaktadir. Doku iskeletleri;
sadece biyolojik degil, aym1 zamanda belirli kimyasal ve fiziksel Kkriterleri de
barindirmalidir. Herhangi bir doku iskeleti; mekanik fonksiyonlarini yerine getirecek
saglamlik ve sertlife sahip olmalidir. Ornegin, deriye yonelik hasarda kullanilacak
bir doku iskeleti, yara kontraksiyon kuvvetleri (sisme veya biiziilme olusturan
kuvvetler) karsisinda saglam kalabilmelidir. Kemik doku miihendisliginde
kullanilacak bir doku iskeletinin, asil doku olgunlasana kadar olusacak yiik bindirici

kuvvetlere dayanma zorunlulugu bulunmaktadir [8].

Disiplinleraras1 bir ¢alisma alani olan doku miihendisliginde, tiptaki ve malzeme
bilimindeki ilerleme sayesinde deri, kemik, kikirdak, sinir dokusu ve kan damarlar
gibi bir ¢ok konuda calismalar yapilmaktadir. Her bir dokunun kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri, hiicre yapilar1 ve iyilesme durumlari birbirinden farkli oldugundan, farkl
dokularin yenilenmesinin hedeflendigi doku miihendisligi ¢alismalarinda, farkli

stratejiler gelistirilmesi gerekmektedir.

Jel bazli polimerik bir malzemenin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi igin
belli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Par¢alanmadan yiiksek oranlara kadar
deforme olabilmeli ve tepki verebilme 6zelligi gosterebilmedir. Ozellikle kemik-
doku miihendisliginde kullanimi1 disiiniildiiglinde mekanik dayanimi iyi ve
gozenekliligin % 90-100 oranlarinda olmalidir. Fakat, hidrojellerin gereginde fazla

sismesi ve mekanik 6zelliklerinin zayif olusu kullanimini sinirlandirmaktadir.

Biyolojik jellere érnek olarak intervertebral disk (IVD) verilebilir. I¢ kism1 %80’e
kadar su igerebilen, yumusak ve viskoz, dis kismi ise sert ve elastik iki bolgeden
olusan IVD, bu yapisinin bir sonucu olarak yiiksek ytiklere dayanabilmektedir. Dogal
IVD ile ayn1 statik ve dinamik mekanik 6zelliklere sahip biyouyumlu bir malzeme
bugiine kadar gelistirilememistir. Aragtirma grubumuz IVD iiretimini
hedeflemektedir. VD olusturulurken kriyojellesme yontemi ile ipek fibroin bazli

sert bir dis kisim eldesi amaglanmaktadir.

Kriyojeller, gdzenekli bir malzeme grubudur. Kriyojel kelimesi Yunancadan soguk,
buz anlamina gelen cryos ile yumusak malzemeler i¢in kullanilan gel s6zciiklerinden
tiiretilmistir. Kriyo kelimesi literatiirde birgok anlamda kullanilmaktadir. Kan plazma

tedavilerinde kriyo-¢oktiirme olarak adi gegmektedir. Sol-jel teknigi ile sentezlenip



ardindan dondurmali kurutma islemi ile elde edilen sentetik veya dogal polimerik
malzemelere kriyojeller denilmektedir. Gergek tanimiyla kriyojeller, kriyojellesme
teknigi ile donmus c¢ozeltiden elde edilen malzemelerdir. Kriyojellerin makro
gozenekli morfolojik yapilar1 ve iistlin mekanik 6zellikleri dolay1 biyoteknolojide
kullanim1  yayginlagmaktadir. Canli  yapisinda biyomateryal olarak islev
yapabilmekte ve biyobozulma gostererek yerini dogal doku ve hiicreler

alabilmektedir [6,9,10].

Kriyojellesme teknigi, makro gozenekli jelleri elde etmek i¢in kullanilan basit bir
yontemdir. Kriyojellesme, ¢6ziicliniin donma noktasinin altindaki sicakliklarda ve
donmamis bolgelerde monomer veya polimer konsantrasyonun artmasi sonucu
gerceklesir. Ortamdaki buz kristallerinin kalip etkisi yapmasi sonucu goézenekli bir
yapt meydana gelir. Bu yontemin uygulanmasi sonucunda, birbiri ile baglantil
gozenek yapisina sahip, mekanik dayanimi yiiksek malzemeler elde edilmektedir
[11].

Ideal bir doku iskeleti birbiri ile baglantili, kontrol edilebilir gézenek yapisi ile
yiiksek gdzeneklilik oranmna sahip olmalidir. Ideal bir doku iskeleti biyobozunur,
biyouyumlu, mekanik 6zellikler agisindan yenilenmesi istenen dokuya benzer
olmalidir. Bu 6zelliklerin saglanmasi, doku iskeletinin tiretim metoduna ve kullanilan

malzemeye baglidir.

Arastirma grubumuzda daha Once yapilan galigmalarda Bombxy Mori tiirii ipek
bocegi kozalarindan ipek fibroin dogal polimeri elde edilmis, fibroinin diepoksit
capraz baglayicisi varliginda ¢ok hizli bir sekilde jellestigi saptanmustir [12]. -
18°C’de ve % 4,2 fibroin konsantrasyonunda 1,4-biitandiol diglisidil eter gapraz
baglayicis1 varliginda kriyojellesmesi sonucunda makrogézenekli ipek fibroin
iskeletleri elde edilmistir. Ustiin mekanik 6zellikleri sayesinde ipek fibroin iskeletleri
kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek bir malzeme olabilecegi

belirtilmistir [13].

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin amaci, kriyojellesme yontemi ile kemik doku
yenilenmesini  destekleyecek oOzelliklere sahip ipek fibroin iskeletlerinin
tiretilmesidir. Sisme davranislarinin Slgiilmesiyle, mekanik testlerin yapilmasiyla,
ATR-FTIR analizleri ve kriyojellerin morfolojisinin belirlenebilmesi i¢in SEM

goriintiileri ile ipek fibroin kriyojellerinin fiziksel, kimyasal ve morfolojik



ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla, ipek fibroin konsantrasyonu
degistirilerek 1,4-biitandiol diglisidil eter g¢apraz baglayicisi varliginda elde edilen
fibroin kriyojellerinin  gézenek boyutu ile Kkriyojellesme siirecindeki fibroin
konsantrasyonuna bagli olarak kriyojellerin Young modiil, basing dayanimi, plato ve
parcalanma gerilimlerinin degisimi incelenmistir. Ayrica iretilen kriyojellerin jel
kesirleri, agirlik¢ca ve hacimce sisme sonuglart ve % gozenekliligi hesaplanmistir. EK
olarak, ¢apraz baglayici1 yerine sadece farkli konsantrasyonlarda sodyum dodesil
siilfat (SDS) stirfaktan1 kullanilarak kriyojeller iiretilip, jel kesri ve sisme 6zellikleri
ile mekanik dayanimlari agiklanmistir. Yapilan g¢aligmalar sonucunda literatiirde
rapor edilmemis en yiiksek mekanik dayanima sahip ipek fibroin iskeletleri elde

edilmistir.



2. TEORIK KISIM

2.1 Hidrojeller

Polimerik jeller capraz bagli ag yap1 ve bu ag yapi i¢indeki bosluklari dolduran
stvidan olusan, dolayisiyla 1slak ve yumusak yapida olup, ¢oziicli igerisinde

sisebilme 6zelligi gdsteren sistemlerdir.
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Sekil.2.1 : Polimerik jel yapisinin genel gosterimi.

Hidrojeller, ag yapilarinda hidrofilik gruplar igeren, suyu ve sulu ¢ozeltiyi
absorblayabilen ¢apraz bagli polimerik yapilardir. Polimerlerin ¢apraz baglanarak
olusumu temel olarak komsu molekiillerin kovalent baglarla birbirine aktif gruplar
araciligiyla baglanma mekanizmasina dayanir. Molekiiller arasi baglanma iyonik
veya dipol etkilesimler, hidrojen bagi ve van der Waals gibi zayif kuvvetlerle de
gerceklesebilmektedir. Molekiiller arasinda olusan bu etkilesimlerle capraz baglh ag
yapi, su igerisindeki mekanik dayanimimi saglamaktadir. Dolayisiyla bir hidrojelin
yapist ve termodinamik uygunlugu, sudaki sisme davranislar ile belirlenmektedir.
Molekiiller aras1 ¢capraz baglanma ve sonucunda olusan kompleks yapidan dolay1 ag

yap1 igerisine ¢oziicliniin difiizlenmesiyle zincirler arasi mesafe agilir ve jel sismesi




gerceklesir (Sekil 2.2). Boylece suda ¢oziinmeksizin agirliginin yaklasik 2000 katina
kadar su tagiyabilmektedir [14,15,16].

Sekil 2.2 : Coziicii igerisindeki hidrojellerin sisme davraniginin sematik gosterimi.

Hidrojeller, kaynagina, bilesenlerine, sentez metoduna, fiziksel yapisina, iyonik yiik,
tepki verebilme veya ag yapi durumuna gore siniflandirilabilmektedir. Sekil 2.3 ‘de

bazi kriterlere gore hidrojellerin siniflandirilmasi sematize edilmistir.
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Sekil.2.3 : Hidrojellerin belli 6zelliklere gore siniflandiriimasi.




Kaynak tiiriine gore dogal ve sentetik hidrojeller, bilesenlerine gére homopolimer ve
kopolimer, fiziksel yapisina gore yari-kristal ve amorf hidrojeller, iyonik yiik
durumuna gore notral, katyonik, anyonik veya amfolitik hidrojeller, kullanilan
capraz baglayici tiirline gore fiziksel ve kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller olarak
adlandirilmaktadir [17].

Kimyasal ¢apraz bagl jeller, kovalent baglarla olusan ¢apraz baglar1 icermektedir.
Kimyasal ¢apraz bag noktalar1 kalici ve tersinmezdir [18]. Kimyasal ¢apraz
baglanma, aldehitler gibi tamamlayict gruplarin c¢apraz baglanarak kimyasal
reaksiyonu ile, kimyasal capraz baglayici varliginda diisik molekiil agirlikli
monomerlerin radikalik polimerlesmesiyle, katilma reaksiyonlariyla, enzimlerin
kullanilmasiyla, kondenzasyon reaksiyonlariyla, ya da yiiksek enerjili 1s1ma ile
gergeklestirilebilmektedir [19]. Fiziksel ¢apraz bagli jeller ise Van der Waals
etkilesimleri, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesmeler gibi fiziksel etkilesimler ile
bir araya gelen molekiillerin olusturdugu polimer yapilaridir [20]. Fiziksel ¢apraz
baglar, dinamik ve tersinirdirler. Bu ozellikler fiziksel ¢apraz bagi, kimyasaldan

ayiran en temel 6zelliktir.

Gozenek boyutu 10-200 pum olanlar ~ makrogézenekli, 1-10 pum olanlar
mikrogozenekli ve gozeneksiz olanlar olmak iizere hidrojeller gozenek yapilarina

gore de siniflandirilmaktadir [17].

Sentetik hidrojeller, genel olarak ¢apraz baglh poli(2-hidroksietil metakrilat), poli(N-
izopropil-2-akrilamid), ve poli(vinil alkol) gibi lineer polimerlerden olusurken,
citosan, keratin, fibroin ve hyaluronik asit gibi polimerler de dogal hidrojellerin
sentezinde kullanilmaktadir. Ayrica, amorf ve kristalin hidrojeller baglarin fiziksel

ve kimyasal olmasina bagl olarak 6zellik gosterirler [15,17,21].

Hidrojeller bir kuvvetle veya herhangi bir dis uyaranla karsilastiginda kolaylikla
deforme olabilmektedir. Cevresel etkilere karsi tepkiler mikroskobik diizeyden
makroskopik diizeye gectiginde kimyasal enerjinin mekanik enerjiye donilisiimi
saglanabilmektedir. 1948 yilinda Kuhn, Breitenbach ve Katchalsky suda sismis
polimerik jellerin izotermal kosullarda kimyasal enerjiyi direkt olarak mekanik ise
dontstiirdiigiinii ortaya koymustur. Bu olay ortam o6zelliklerinin degisimleri veya
karboksil gruplar1 gibi tersinir iyonize olabilecek fonksiyonel gruplarla

gerceklesebilmektedir. Polimer ag yapist boyunca gerceklesen bu doniistimlere



Katchalsky mekanokimyasal reaksiyonlar veya mekanokimyasal sistemler olarak
belirtmistir [14]

pH, sicaklik, iyonik gii¢ gibi parametrelerin degisimi ile tepki verebilen hidrojeller
akilli hidrojeller olarak adlandirilmaktadir. Tepki verebilme ve akillilik bir hidrojelin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak ayarlanabilmektedir. Sisme dengesinde
ulagsmis hidrojelin gozenekliligi ile ag yapmin kauguksu karakteri arttirilarak

hidrojelin tepki verebilmesi de gelistirilmektedir.

Oldukga avantajli Ozelliklerinin karsin, kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller zayif
mekanik 6zelliklere sahiptir [22]. Ornegin kirilma enerjisi 10.000 j.m™ dolaylarinda
olan kauguga nazaran ¢ogu hidrojelin kirilma enerjisi 10 j.m? mertebelerindedir
[23,24]. Kimyasal g¢apraz bagli hidrojellerin pargalanan kisimlarinda depolanan
enerji ag yapida dagilamamaktadir. Polimerik ag yapi boyunca viskoelastik dagilim
arttirllarak daha tok ve dayanikli hidrojeller elde edilebilmektedir. Polielektrolit
jellerin hidrofobik etkilesimleri modifiye edilerek viskos modiilleri énemli dlglide
artmaktadir. Ozetle, belirli kosullarda hidrofobik etkilesimleri arttirilan hidrojeller,
Klasik  hidrojellerle ~ karsilastirildiginda ~ daha  iyi  mekanik  6zellik
gosterebilmektedirler. Yani hidrofoblarin tersinir bir sekilde bozulmasiyla
parcalanma enerjisi yayilarak makroskopik diizeyle parcalanmalar 6nlenebilmektedir

(Sekil 2.4) [25].

' Kuvwvet | lKuvvet
RUWAS . s

Sekil 2.4 : Kuvvet etkisiyle par¢alanan hidrojel (A) ile hidrofobik modifiye

sonucunda dagilmayan hidrojelin (B) gosterimi.



Son yillarda, hidrojellerin toklugunu arttirmak icin bir¢ok teknik uygulanarak cift ag
yapili jeller, nanokomposit jeller, topolojik jeller ve kriyojeller gibi mekanik

dayanimi iyi polimerik jeller iiretilmeye baslanmistir [25].

Hidrojellerin 6zellikle biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in {istiin mekanik
Ozellikler gosterebilmeli, makroskopik diizeyde iyi tanimlanmig bir yap1
olusturabilmelidir. Hidrojellerin bazi durumlarda istenenden fazla sisebilmesi ve
kolaylikla parcalanabilmesi diisiiniilen uygulamalarda kullanimin1
siirlandirmaktadir. Makro gozenekli jellerin elde edilmesi bu dezanantaja bir
alternatif olarak diisiiniilmektedir [26,27,28].

2.2 Makrogozenekli Jeller

Gozenekli bir ag yapr olusturulmas: hizli tepki verebilen jellerin elde edilmesinde
kullanilan tekniklerden biridir. Makrogozenekli jellerin kanal tipinde birbiri ile
baglantili gézeneklerden olusmasiyla, ¢oziicliniin jel matriksi boyunca gozeneklere
dolmasini ve ¢ikmasini yani sismesini ve biizliilmesini hizlica gergeklestirebilmesini
saglamaktadir. Dolayisiyla gdzeneklerin baglanabilirligi makro goézenekli jellerin
sisme ve biiziilme davraniglarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Gozeneksiz bir jelin
sismesi yavas bir sekilde difiizyon olayr ile gerceklestigi diisiiniildiigiinde
makrogdzenekli jellerin ciddi bir avantaji oldugu goériilmektedir [29,30].

Makrogozenekli jeller, genellikle spesifik sorbentlerin yapiminda, kontrollii ilag
salmim sistemlerinde, tarim {rlinlerinin imalatinda ve biyoteknolojide ayirma

islemlerinde kullanilmaktadir [31,32].

Makrogozenekli jeller, c¢apraz baglanmig polimer bdlgelerinin arasinda olusan
baglantili gozenekler icermektedir. Yogun polimerik bolgeler mekanik kararlilig

saglarken, baglantili gozenekler yapiya ekstra dzellikler saglamaktadir [33].

Makrogozenekli jellerin olusturulmasindaki en dnemli husus homojen gézeneklerin
olusturulabilmesidir. Diizenli ve makro gozenekli metaryaller ozellikle doku

miihendisligi ve mikro akigkanlarin uygulama alanlarinda kullanilmaktadir [34,35].

Gaz kromatografisi ve katalizorler i¢in jellerin kullanilmasi istendiginde daha kiiciik
boyutlarda goézenekler disiiniiliirken, niikleik asitlerin veya enzimlerin

immobilizasyonu i¢in daha biiylik boyutlarda gozenek ¢aplari tercih edilmektedir. Bu



nedenle; makrogozenekli jellerin hazirlanmasinda tercih edilen sentez yontemleri

gozenek Ozelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir [36,37].

Faz ayrimi, gaz olusturma, dondurma kurutma teknigi ve Kkriyojellesme

makrogozenekleri jellerin sentezi i¢in baslica tercih edilen yontemlerdir.

Faz ayrimi, makrogozenekli hidrojellerin sentezinde ise en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Reaksiyon sistemindeki polimer-¢oziicli etkilesmelerinin boyutlarina
bagl olarak bir makro faz ayrimi ile ger¢eklesebilmektedir [38,39]. Fazla miktarda
capraz baglayic1 kullanilmasi, sonucunda sisme oranin1 azalmast ve olusan
gozeneklerin diizensizligi faz ayrimi teknigini yetersiz kilmaktadir. Hatta, faz ayrimi
ile elde edilen makro gozenekli polimerik jellerin mekanik 6zellikleri oldukg¢a zayif

olmakta ve hatta % 10 — 30 deformasyon oranlarinda pargalanabilmektedir [40].

Gaz olusturma tekniginde, gaz dagiliminin kontrolii zor olmaktadir. Olusan
gozenekler daima biiyiik ve diizensizdir. Gozenek duvarlar1 olduk¢a dayaniksiz olusu

mekanik dayanimini diigirmektedir [41,42].

Dondurma kurutma tekniginde, gézenekli yap1 bal petegi seklinde olmaktadir ve yap1

icerisinde polimerlesme sadece belli bolgelerde yogunlasabilmektedir [43].

Kriyojellesme, diger metotlarla karsilastirildiginda asagida belirtilen avantajlara
sahiptir [44,45].

e Baglantili ve diizenli makrogdzenekler olusturur.

e Mekanik dayanimi oldukga iyi ve pargalanmasi zor ag yap1 meydana getirir.
e Gozenek olusturucu (porogen) olarak 6zel bir gereksinime ihtiya¢ duymaz.
e Maliyeti diigliktiir.

e Reaksiyon siireci oldukca basittir.

2.3 Kriyojeller

Polimerik hidrojeller, fonksiyonel malzemelerin énemli bir sinifin1 olusturmaktadir.
Ancak, hidrojellerin zayif mekanik 6zellikleri onlarin  yaygin  kullanimin
engellemekte, mekanik dayanimlarini arttirmak icin son yillarda yeni yontemler

gelistirilmistir. Kriyojellesme, bu yontemlerden biridir ve hizli tepki verebilen,
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makro gozenekli ve mekanik dayanimi oldukga iyi olan jellerin hazirlanmasinda

tercih edilmektedir.

Kriyojellesme prosesi, reaksiyon ¢ozeltisinin donma noktasinin altindaki uygun bir
sicaklikta sogutularak olusan ¢oziicli kristallerinin etrafindaki donmamis mikro
bolgelerde konsantrasyon artisina bagli olarak ilerler. Kriyokonsantrasyon etkisi
olarak adlandirilan bu durum, kriyojelesmenin temel prensibidir. Elde edilen jelin
(kriyojel) istiin  Ozelliklerinin = olusmasinda etkilidir. Donmus ¢dziicliniin
kriyojellesme sonrasi eritilmesi birbiri ile bagintili gozenekleri olusturmasini
saglamaktadir (Sekil 2.5). Dolayisiyla, kriyojeller ¢oziiciiniin donma noktasi
altindaki sicakliklarda hazirlanan, ii¢ boyutlu makrogdézenekli hidrojeller olarak
tanimlanabilmektedir [11].

TA

—
Kriyojellesme Erime

Reaksiyon ¢ozeltisi Coziicii kristallerinin olusumu Kriyojel

Sekil.2.5 : Kriyojellerin gdzenekli yapisinin olusumu.

Kriyojeller ii¢ boyutlu goézenekli yapisiyla, germe ve biikkme gibi deformasyonlara
kars1 koyabilen ve toklugu oldukga yiiksek malzemelerdir. Kriyojellerin bu {istiin
mekanik, fiziksel ve kimyasal ozellikleri birgok parametreye bagli olarak
degismektedir. Bunlar; monomerik veya polimerik baslaticilar, capraz baglayicilar,
organik veya inorganik ¢dziiciiler, donma sicaklig1 ve tiirii ve en 6nemlisi kullanilan

monomer veya polimerin tiirii ve miktaridir [11].

Serbest radikal ¢apraz baglanma kopolimerizasyonu ile monovinil-divinil monomer
ciftleri kullanilarak kriyojeller hazirlanabilmektedir. Bu amagla genel olarak
akrilamid, akrilik asit, N-izopropilakrilamit gibi suda ¢oziinebilir monomerler ile
N,N- metilen(bis)akrilamid, poly(etilen glikol diakrilat) gibi ¢apraz baglayicilar
kullanilarak da kriyojeller sentezlenebilmektedir. Baslatici olarak genellikle
amonyum persiilfat ve N,N,N’, N -tetrametiletilendiamin (TEMED) redoks baslatici
¢ifti kullanilmaktadir [11,46,47]. Hatta kriyojellesme ultraviole (UV) veya elektron

demeti tercih edilerek te baslatilabilmektedir. Kriyojeller ayrica polimerlerin ¢apraz
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baglanmas1 sonucunda elde edilebilmektedir. Dogal veya sentetik polimerlerle,
gliitaraldehit, 1,4-biitandiol diglisidil eter (BDDE) ve etilen glikol diglisidil eter
(EGDE) gibi c¢apraz baglayicilar  kullanilarak ~ fonksiyonel  kriyojeller
tiretilebilmektedir (Sekil 2.6) [11,48].
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Sekil 2.6 : Biyopolimer zincirleri tizerinde bulunan amino gruplarinin epoksi gruplart

ile gapraz baglanma reaksiyonu.

Su, dimetil siilfoksit, dioksan, formamid, ve siklohekzan kriyojellesme i¢in
kullanilabilen uygun c¢oziciilerdir. Biyolojik sistemlere uyumu ve ucuzlugundan

dolay1 su baslica tercih edilen ¢oziicii olmaktadir [11,49].

Kriyojellerin 6zelliklerini  belirleyen en Onemli etkenlerden biri jellesmenin
gerceklestigi sicakliktir. Kriyojellesme sicakligi genellikle ¢oziicliniin  donma
noktasinin 2-20°C altina ayarlanmaktadir. Cozeltinin dondurulma sicakligina ek

olarak donma hizi ve dondurulma tiirii bir kriyojelin morfolojik 6zelliklerini

etkilemektedir [11,50].
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Kriyokonsatrasyon etkisinden dolay1r daha diisiik baslangi¢ konsantrasyonlarinda
kriyojel sentezi gerceklesebilmektedir. Baslangi¢ konsantrasyonuna bagli olarak

gbzenek boyutu ayarlanabilmektedir[11,51].

Ozetle yukarida belirtilen parametreler ile gapraz baglayicilarin tiirii veya miktari da
kriyojellerin makrogozeneklerinin yapisi degistirmektedir. Ornegin, capraz baglayici
kullanilmadan elde edilen poli(vinil alkol) kriyojellerinin gézenek ¢aplart 100 nm ile
1 um araliginda iken, ¢apraz baglayici kullanildiginda ise 1pum ile 150 pm araliginda
olmaktadir [52]. Sekil 2.7° de kriyojellerin tipik gbzenek yapisi gosterilmistir.
Gozenek duvarlarinin  polimer konsantrasyonuna bagli  olarak  olustugu

vurgulanmstir.

Gozenek duvarlarimin polimer
konsantrasyonu

Gozenek cap1
e >

Duvar cap1

Sekil 2.7 : Kriyojellerin gdzenek yapilarinin sematik gdsterimi.

Birbiri ile baglantili makrogdzeneklerden ve tok goézenek duvarlarindan olusan
yapistyla kriyojeller ¢okme olmadan kurutulabilmektedir. Kuru kriyojeller ¢oziicii
icerisine birakilip gozeneklerin tekrar sivi ile dolmasiyla sismis duruma
donebilmektedir. Bu nedenle kriyojeller kuru olarak saklanabilir ve istendiginde
tekrar gismis olarak kullanilabilmektedir [52]. Sismis durumdaki kriyojeller kuvvete

maruz birakildiginda mekanik olarak kararligi siirdiirebilmektedir. Sismis kriyojel
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kuvvet sonucu yapisindaki ¢Oziicliyii serbest birakarak yiiksek deformasyon

oranlarinda bile pargalanmadan kalabilmektedir [53].

2.3.1 Kriyojellerin uygulamalari

Makrogozenekli kriyojeller baglantili gézenek yapisi ve kolay iiretim metodu ile
doku miihendisligi ve hiicre kiiltiirii alaninda biiytik ilgi kazanmistir. Yapi iskeleti
olarak kullanilan kriyojeller iistiin mekanik ve fiziksel 6zelliklerinden dolay: hiicreler
arasi ortamlarda kullanilabilmekte ve dogal, gézenekli yapisi ile hiicre biiyiimesi i¢in
ideal bir ortam olusturmaktadir. Kriyokonsantrasyondan dolay1 oldukg¢a kati ve
direngli olan kriyojellerin temel olarak hedeflenen kullanim amaci kemik ve kikirdak

doku yenilenmesi iizerine olmaktadir [54].

Kriyojellerin diger uygulama alanlarina bakildiginda; kii¢iik parcaciklar igeren
stvilarin -~ kromatografilerinde, hiicrenin  ve enzimlerin  kimyasal olarak
immobilizasyonunda, hiicre kiiltiirii i¢in tasiyici kalip olusturulmasinda [55], medikal
amagli matriks olarak, kemik doku implantlarinda tasiyict polimerik matriks olarak
hayvan hiicrelerinin kiiltlirii i¢cin jel matriks olarak ve kontrollii ila¢ saliminda

kullanildiklar1 géze ¢arpmaktadir [56].

Hassashig1 ve yiiksek ayristirma giicline ragmen klasik kromatografiler uygulamada
parcacik igeren sivilarin analizinde kisith yeterlilige sahiptirler. Bu pargaciklar,
kromatografik tastyiciyr olumsuz etkileyerek kolondaki akigin ya azalmasina ya da
tamamen durmasina neden olurlar. Kriyojellerin gozenekliligi ise bu noktada, siiper
makrogézenekli kromatografik malzemelerin tasariminda 6n plana g¢ikmaktadir.
Geleneksel jel tastyicilarindan daha iyi sonuglar verdigi icin bazi biyopolimerlerin
matriksi olarak kriyojellerin kullanimi1 tercih edilmektedir. Biyoparcaciklarin
ayristirilmast i¢in tasarlanan kriyojel kromatografik kolonlarinin, devamlilik
sergileyen siiper makrogozenekli yapmin varligi nedeniyle, biyoreaktoér yapimi i¢in
cok uygun olduklar1 saptanmistir. Kuvvetli su tutucu yetenegi olan poli(vinil alkol)
kriyojellerin, akiskan olmayan biyokatalizorlerin tasinmasinda son derece etkili
oldugu belirlenmistir. Kriyojel matriks, organik ortamda enzimin reaksiyonu

katalizlemesi igin gerekli olan suyu saglamaktadir [57].
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2.4 Ipek ve ipek Fibroin

Yiz yillar boyunca giinliik hayatimizda tekstil iriinii olarak yer alan ipek, son
yillarda doku miihendisliginden tibbi uygulamalara kadar bir¢ok alanda popiiler
olmaktadir. Malzeme {iretimi i¢in kolayca islenebilirligi, mekanik Ozelliklerinin
ayarlanabilirlii ve biyobozunabilirligi bu kadar yaygin bir sekilde
kullanilabilmesine Onciiliik etmektedir. Dogal bir polimer olan ipek lif formuna
getirildiginde hem dayaniklilik hem de elastik yap1 saglayabildiginden sentetik
polimerlere iistiinliik saglamaktadir. Ipek, bocek ve driimceklerin cesitli tiirlerinden
tiretilmektedir [58,59]. Ancak kaynagina bagli olarak ipegin kimyasal yapisinda
degisiklikler olabilmektedir. Ornegin, bdcek tiirleri ile driimcekten tiirlerinden elde
edilen ipeklerin yapisinda yer alan aminoasitlerin dizilimleri farklilik géstermektedir
[60].

| e

(a) ()

Sekil 2.8 : Ipek kaynaklarindan olan Bombyx Mori (a) ve &riimcek (b).

Dogada ipegin en yaygin iireticisi Bombx Mori tiirii ipek kozalaridir [61]. Cap1 10-20
pum olan ipek liflerinin meydana getirdigi ipek kozalari serisin ve fibroin olmak {izere
iki protein tiirli icermektedir. Fibroin ipek liflerinin i¢ kismini olustururken, serisin

dis katmani1 olusturmaktadir (Sekil 2.9).

Serisin proteini amorf yapidadir ve baglayici 6zellik gostererek ipek kozalarindaki
liflerin yapisal biitlinliigli saglamaktadir. Fibroin ise yari kristal yapidadir ve liflere

iistiin mekanik 6zellikleri saglayan proteindir.
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Sekil 2.9 : Bombxy mori tiirii ipek kozasi (a) ve ipek kozasinin fibroin ve serisinden

olusan katman yapisi (b).

Bu iki protein farkli miktarlarda glisin, serin ve alanin basta olmak {iizere 18
aminoasit tiirli igermektedir. Ipegin yapisinda aminoasitlere ek olarak yag, vaks,

pigmentler ve mineraller de bulunmaktadir [58,62].

Ipek fibroin, yaklasik agirliklari 25 kDa olan hafif zincir ile 350 kDa olan agir
zincirlerin 1:1 oraninda disiilfit baglar1 ile baglanmasiyla olusur[63]. Agir fibroin
zinciri, yapisinda baslica glisin (~43-46%), alanin (~25-30%) ve serin (~12%) olmak
lizere baslica {i¢ aminoasit icerir. Bunlarin yanisira tirosin (~5%) ve valin (~2%)
aminoasitleri ve az miktarlarda aspartik asit, fenilalanin, treonin, glutamik asit,
1zolosin, prolin, arginin, lisin ve histidin de i¢cermektedir. Agir fibroin zinciri 12
hidrofobik bolge ve bunlarin arasinda bulunan 11 hidrofilik bélgeden olusan bir

biyopolimerdir (Sekil 2.10).

N-ucu Hidrofobik bolge C-ucu

\\f\w//:{ ,@Mﬁf\va :J

Hidrofilik bolge

Sekil 2.10 : Hidrofobik ve hidrofilik bolgerden olusan agir fibroin zincirinin sematik

gosterimi.

Hidrofobik kisimlarda bulunan aminoasitler tekrarlayan diziliste olurken, hidrofilik
kisimlarda tekrarlanmayan aminoasit dizilimleri vardir. Hidrofobik kisimlar, H-

baglar1 ve van der Waals kuvvetleri ile Kkristalin bolgeleri olusturmada gorev alir
[64,65].
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Ipek, protein yapisi itibariyle bir blok kopolimer olarak da adlandirilabilir. Sulu
cozeltisi hazirlandiginda her bir protein bolgesi farkli 6zellikler yansitabilmekte ve
sulu ¢ozelti icerisindeki siire¢ sonrasinda mekanik olarak daha direncli bir 6zellik
gosterebilmektedir. Olusan B-tabakalar ipegin bu 6zelliklerini yansitmasinda temel
faktor olarak rol almaktadir. p-tabaka konformasyonu polimerik zincirlerinin
hidrofobik etkilesimler sonucu kristalin bolgeler olusturmasi ile gerceklesmektedir.
Ipek fibroin zincirleri kristalize olurken suda ¢oziiniir rastgele yumak/a-heliks
konformasyonundan (silk | yapis1), suda ¢6ziinmeyen hidrojen bagh anti paralel -
tabaka (silk Il yapisi) konformasyonel yapisina dontismektedir. Silk | yapisi ipek
bezlerinde baskin olurken, silk 1l yapist ise lif halinde iken etkin olmaktadir [66].

Proteinler, bircok dokunun ana bilesenini olusturan, doku miihendisliginde ve ilag
tasima sistemlerinde yaygin olarak denenmis ve kullanilmis biyopolimerlerdir.
Protein bazli biyomalzemeler, dogal kontrollii yikilim siregleri ile biyobozunuma
ugrarlar [67]. Protein yapilari bashca dort basamaktan olusur. Ilk basamak, farkl
amino asitlerin peptit baglariyla bir arada tutuldugu lineer yap: olan birincil yapidir.
Bu lineer yapilar, hidrojen baglar1 aracihigiyla ikincil yapilari olustururlar. Sekonder
baglarin {i¢ boyutlu yap1 olusturacak sekilde bir araya gelmesiyle tigiinciil yapilar,
diger proteinlerle etkilesecek sekilde organize olmalariyla da kuaterner yapilar olusur
[68].

Ipek fibroinde aminoasitler arasinda var olan peptit baglar1 birincil yapiyr
belirlemektedir [69,70]. Supramolekiiler etkilesimlerin (hidrojen baglari, m-bagi
etkilesimleri gibi) sonucu ikincil yap: ortaya ¢ikmaktadir. Ikincil yapida; diizenli bir
sekilde o-heliks, p-tabaka ve B-dongii durumlari goriilmektedir. Diizenlenmemis

olan protein bolgeleri ise rastgele yumak yapisi olarak belirtilmektedir (Sekil 2.11).

iy a

rastgele vomalk a-heliks p-tabaka B-dongi

Sekil 2.11 : Ipek fibroinde olusan ikincil yap1 konformasyonlari.

Rastgele yumak yapisi, amorf kisimlarda goriiliip fibroin zincirine elastik 6zelligi

vermektedir.
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a-heliks yapisi, bir peptidteki azot atomuna bagli hidrojen atomu ile 4. siradaki
amino asidin karbonil oksijenleri arasinda olusan hidrojen baglart sonucu proteinin
bir eksen etrafinda dolanmasiyla olusur. Heliksin her doniisiinde 3,6 amino asit

kalintis1 bulunur ve her heliks yapisindaki uzaklik 0,54 nm’dir.

Protein zincirinde ikincil yap1 olusurken dongiiler ve doniisler sik sik gorilmektedir.
En yaygin goriilen ise 180° olan ve 4. amino asidin amin hidrojeni ile 1. amino asidin

karbonil oksijeni arasindaki hidrojen bagi sonucu olusan - dongtdiir.

Zincirler arasindaki hidrojen baglari, peptid zincirlerinin yeni bir konformasyon
olusturmasia sebep olmaktadir. Zikzak seklindeki bu konformasyon [-tabaka
olarak adlandirilmaktadir. Sekil 2.12° de gorilidiigi gibi, peptid zincirleri zit
yonlerde (azot atomu ucundan karbon atomu ucuna dogru) ise bu yapiya antiparalel
B-tabaka, zincirler ayn1 yonde ise yapiya paralel p-tabaka adi verilmektedir
[69,71,72].

Paralel Antiparalel

N

At gt
Aprhpdede ki

@ Karbon @ Oksijen ® Azot O Hidrojen

Sekil 2.12 : Paralel ve antiparalel B-tabaka olusumlari.

B-tabakalarin olusmasi ipegin iistiin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin olugsmasinda
belirleyici  olmaktadir. Diger biyouyumlu polimerlerle kiyaslandiginda
bozunabilmesi daha uzun siirede ger¢eklesmektedir ve en onemlisi, iistiin mekanik
ozelliklere sahip olmasmi saglamaktadir [73,74]. Ozellikle kemik doku iskeleti
olarak kullanilabilecek bir yapinin sahip olmasi gereken parametreler direkt olarak
yapiy1 olusturan malzemenin 6zellikleri ile ilgilidir. Gerekli parametreler g6z oniine

alindiginda ipek, biyomalzemeler i¢in uygun bir tercih olmaktadir.

18



2.4.1 Ipek fibroin kriyojelleri

Kemik-doku miihendisliginde kullanilabilecek doku iskeletlerinin {i¢ boyutlu
tasarimi, hem kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, hem de gerekli mekanik biitiinligi
saglamas1 gerekmektedir. Viicut disinda bu kosullar1 saglayabilmesi icin doku
iskeletlerinin yapildigi malzemeler ve iiretim yontemleri ¢ok biiyiikk 6nem tasir.
Genel olarak, ideal bir doku iskeleti, yiiksek gozeneklilikte, 3 boyutlu ve birbiri ile
baglantili gbzenek agina sahip, biyouyumlu, biyobozunur ve uygun mekanik

Ozellikleri siirdiirebilir nitelikte olmalidir [75].

Bombyx Mori tiirii ipek kozalarindan elde edilen fibroin, biyouyumluluk,
biyobozunurluk, yiiksek mukavemet, tokluk ve kolay islenebilirlik gibi sira dist
ozelliklere sahiptir. ipek fibroin, ilag salinimi, yara ortiisii, hiicre kiiltiirii ve kemik
doku miihendisliginde kullanilan iskelelerin yapiminda kullanilmaktadir. ipek fibroin
az diizenli hidrofilik ve daha diizenli hidrofobik kisimlardan olugmaktadir. Hidrofilik
bloklar fibroinin suda ¢oziiniirliigii ve esnekligi saglar, hidrofobik bloklar ise -
tabaka olusumlarini saglayarak mekanik dayanimini olusturmasina onciiliik eder.
Fibroin konsantrasyonu, pH, sicaklik, metal iyonlari, elektriksel alan gibi ¢esitli dis
faktorler ipek yapisindaki konformasyon gegisleri kolaylastirmaktadir [11]. Fibroinin
sulu c¢ozeltilerde jellesmesi uzun siire almaktadir. Fibroinin jellestirilmesi ve
gozenekli fibroin iskelelerin hazirlanabilmesi i¢in faz ayrimi teknigi, gaz olusturma,

dondurma kurutma gibi bir ¢ok metod gelistirilmistir [74].

Sekil 2.13 : Silindirik ipek fibroin kriyojellerinin (solda) ve gézenekli yapilarinin
(sagda) ornek gortntiileri [53].
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Olduke¢a gbzenekli, 3 boyutlu fibroin yapilarini olusturabilmek i¢in bir diger yontem
kriyojellesme teknigidir. Arastirma grubumuz, fibroinin diisiik sicakliklarda
jellestirilmesini saglayip istiin 6zelliklere sahip fibroin kriyojellerini elde etmistir

(Sekil 2.13) [53].

Kriyojellesme, reaksiyon sisteminde etilen glikol diglisidil eter (EGDE) capraz
baglayicist varliginda hizli bir siiregte, 24 saatte, gerceklestirilmistir. EGDE capraz
baglayicis1 kullanilmadan fibroin molekiillerinin jellesemedigi gorilmistir [53].
Deneysel sonuglar, EGDE c¢apraz baglayicisinin fibroin molekiillerini bir arada
tutarak hidrofobik bloklarin olusmasini tetikledigini, sekil 2.14’de gorildigl gibi
fibroinin jellesme sonucunda B-tabaka yapisina gegerek jellesmeyi gergeklestirdigi

ortaya koymustur.

% Kristallesebilen kisim §§\®
’_\S Hidrofilik kisim

® Kimyasal capraz bag noktasi /§N\N WWMM
wam P tabaka

Sekil 2.14 : Fibroin zincirlerinin ¢apraz baglanmasiyla meydana gelen p-tabaka

olusumlarinin gosterimi.

Jellesme Oncesi ve sonrasinda ipek fibroinin Amid I band1 ATR-FTIR 6Slgiimleriyle
karakterize edilmistir [53]. Jellesme oncesi 1640 cm™ dalga sayisinda goriilen ve
rastgele yumak konformasyonuna karsilik gelen pik, jellesme sonrasi i¢in B-tabaka
konformasyonuna karsihk gelen 1620 cm™ dalga sayisinda  goriilerek

konformasyonel degisimler sonucunda jellesmenin gerceklestigi agiklanmastir.

Yapilan ¢aligmalarda fibroin kriyojellerinin parcalanmaksizin % 99,8’e kadar
sikigtirtlabilirligi en dikkat gekici ozelliklerinden biri olarak vurgulanmistir [53].
Sekil 2.15” de goriildiigii gibi, sikistirilma sirasinda yapisindaki suyu birakabilmekte,

uygulanan kuvvet kesildiginde biraktig1 suyu hizlica tekrar yapisina alabilmektedir.
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Boylece sismis durumdaki kriyojellerin akilli polimerik malzemeler oldugu

belirtilmistir.

€

Sekil 2.15 : Sismiyojellerinin mekanik 6l¢lim sirasindaki goriintiileri [53].

Olusturulan fibroin iskelelerinin mekanik Ozellikleri diger parametreler ile
iligkilendirilmistir. Fibroin konsantrasyonu arttik¢a, sentez sicakligi diistiikce veya
gozenek boyutu kiiclildikge mekanik ozelliklerin iyilestigi yorumlanmistir [53].
Ornegin, -18°C’ de hazirlanan kriyojellerin fibroin konsantrasyonu % 4,2 den 12,6 (g
fibroin/mL ¢6zelti)’ ya c¢ikarildiginda Young modiilin 7 MPa’ dan 48 MPa kadar
arttigl, gozenek boyutunun 33 £ 10° dan 10 + 3 upm’ ye kadar kiigiildiigii rapor
edilmistir [53].

Alkollerle 6n isleme tabi tutulmus dondurmali kurutma yontemi kullanilarak elde
edilen fibroin iskelelerinin modiiller 10-100 kPa araliginda degismektedir. Tuz
yardimiyla gbzenek olusturarak elde edilen iskelelerin modiilii 0,5 MPa civarindadir
[76]. Bu degerler ile kriyojellesme ile olusturulan 3 boyutlu fibroin yapilarinin
modiiller1 karsilastirildiginda fibroin miktarina bagli olarak mekanik dayanimin
oldukca fazla arttig1 anlasilmaktadir. Bu durum, kriyojellesme sonucu polimer
konsantrasyonu ¢ok yiiksek gézenek duvarlarinin meydana gelmesiyle ve ag yapinin
diizenli ve makro gbzeneklere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Kriyojellesme
siirecinde meydana gelen donmamis mikro bolgelerde fibroin konsantrasyonun

beklenenden daha fazla artmasi (kriyokonsantrasyon) ile agiklanmaktadir.
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Bu tez calismasinin amaci, daha istin mekanik dayanima sahip fibroin
kriyojellerinin eldesidir. Bu amaca yonelik olarak, fibroin konsantrasyonu genis bir
aralikta degistirilerek fibroin kriyojelleri elde edilmis ve ayrintili olarak karakterize
edilmistir. Ek olarak, capraz baglayici yerine sadece farkli konsantrasyonlarda
sodyum dodesil siilfat (SDS) stirfaktan1 kullanilarak kriyojeller tretilip, jel kesri ve
sisme Ozellikleri ile mekanik dayanimlari incelenmistir. Asagidaki paragraflardan
goriilecegi tlizere, yapilan ¢alismalar sonucunda literatiirde rapor edilmis en yiiksek

mekanik dayanima sahip ipek fibroin iskeletleri elde edilmistir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kullamlan Kimyasallar

e Bombyx Mori tiirli ipek bocegi kozalar1 (Bursa Kozabirlik)
Ipek fibroini elde etmek igin kullanilmustir.
e Sodyum karbonat (Na2COs, 105,99 g/mol, Merck)

Ipekte bulunan serisin proteinini fibroin proteininden uzaklastirmak amaciyla

Na>COg, ¢cozeltisi hazirlanmustir.
e Lityum bromiir (LiBr, 86,84 g/mol, Merck)
Ipek fibroini ¢dzmek igin LiBr ¢dzeltisi hazirlanmistir.
e 1,4 biitandiol diglisidil eter (BDDE, 202,25 g/mol, >95%, Aldrich)

Capraz baglayici olarak kullanilmistir.
//\//\\//O \/A Q
OV/\D

Sekil 3.1 : 1,4 biitandiol diglisidil eter.
e N, N,N’,N - tetrametiletilendiamin (TEMED, 116,21g/mol, Merck)

Katalizor ve pH ayarlayicist olarak kullanilmistir.

N
N N /\/ ~
Sekil 3.2 : N,N,N’,N - tetrametiletilendiamin.
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e Diyaliz tiipii (Thermo Scientific, Snake skin, 10.000 MWCO)

Fibroin ¢6zeltisinden lityum bromiirii uzaklastirmak ve fibroin ¢ozeltisini seyreltme

asamasinda kullanilmistir.
e Poli(etilen glikol) (PEG, 10000 g/mol, Fluka)

Fibroin ¢6zeltisinin konsantrasyonunu artirmak i¢in PEG ¢6zeltisi hazirlanmastir.
e Diyaliz tiipii (Thermo Scientific, Snake skin, 3.500 MWCO)

Fibroin konsantrasyonunu arttirmak i¢in diyaliz islemi sirasinda kullanilmistir.
e Sodyum dodesil siilfat (SDS, 288,38 g/mol, Merck)

Yiizey aktif madde (Siirfaktan) olarak kullanilmisir.

\/\/\/\/\/\/O\S//O -
/ ~o

Sekil 3.3 : Sodyum dodesil siilfat.

3.2 ipek Kozasindan Fibroin Eldesi ve Sulu Fibroin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ipek kozalarmin igerisinden ipek bocekleri gikartilip temizleme islemi yapilmistir.
Kesilen ipek kozalarindan yaklagik 10 grami musluk suyu altinda ve ardindan saf su

ile yikanarak 1yice temizlenmistir.

Ik olarak fibroini serisinden aymrrmak igin 1 L, 0,02 M NaxCOs c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Cozelti kaynamakta iken ipek kozalar1 ¢ozelti igine atilip ve 1 saat
siiresince ipek kozalar1 kaynatilarak serisin uzaklastirilmistir. Ardindan dort kez 1 L
saf suda 70°C’de yikama islemi yapilmistir. Son kez 2 L saf suda 60°C” de olmak

lizere yikanarak diger istenmeyen bilesenler uzaklastirilmistir.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra fibroin yapisina zarar vermeden parcalara

ayirip 24 saat siiresince desikatorde kurutulmaya birakilmistir.

Kuru haldeki fibroin 50 ml, 9,3 M LiBr ¢ozeltisinde 60°C’de yaklasik 1,5 saat

igerisinde ¢oziilmiistiir.
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LiBr tuzunun uzaklastirilmasi icin diyaliz tiipii (10.000 MWCO) igerisine ipek
fibroin ¢ozeltisi konulmustur ve 3 giin boyunca saf suya karsi diyaliz islemi
yapilmistir. Diyaliz islemi sonunda LiBr icermeyen, yaklasik % 5 konsantrasyonda

ipek fibroin ¢ozeltisi elde edilmistir.

Ipek fibroin ¢dzeltisinin konsantrasyonunu arttirmak igin 1 L, kiitlece % 10-15 PEG
¢ozeltisi hazirlanmistir. Diyaliz tiipii (3.500 MWCO) igerisine % 5 konsantrasyonda
fibroin ¢ozeltisi konulmus ve ardindan hazirlanan PEG c¢ozeltisine karsi 1-2 giin
boyunca diyaliz islemi uygulanmis, bu sekilde fibroin konsantrasyonunun % 5 ile %

77 arasinda ayarlanmasi saglanmistir.

3.3 ipek Fibroin Kriyojellerinin Sentezi

Diyaliz sonrasi elde edilen fibroin c¢ozeltilerinin gravimetrik yontemle
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Kriyojeller, BDDE c¢apraz baglayicist veya SDS
stirfaktan1 kullanilmak iizere iki ayr1 yontemle sentezlenmis olup ayrintilar asagida

verilmektedir.

a) BDDE capraz baglayicis1 kullanilarak kriyojel sentezleri: Cizelge 3.1° de
belirtilen miktarlarda BDDE, TEMED ve saf su kullanilarak kriyojellesme yontemi
ile farkli konsantrasyonlarda ipek fibroin kriyojelleri elde edilmistir. Katalizor ve pH
ayarlayici olarak kullanilan TEMED miktar1 % 0,25 (hac/ag) olacak sekilde sabit
tutulmustur. BDDE miktar ise 0,11 ml ile 2,2 ml arasinda degismektedir. Sentez
sirasinda ani jellesmeleri Onlemek icin yiiksek fibroin konsantrasyonu igeren
cozeltilerde daha diisiikk miktarlarda capraz baglayict kullanilmistir. Eklenen su

miktar1 ise 0-4,7 ml arasinda degismektedir.

Oda kosullarinda hazirlanan jel ¢ozeltileri manyetik karistiricida homojen bir sekilde
karistirilmasinin ardindan i¢ ¢aplart 4 mm olan 1’er ml’ lik plastik siringalara
cekilerek sicakligi -18°C olan buzdolabinin derin dondurucusuna birakilmistir.
Konsantrasyonu % 1 ile 61,4 arasinda degisen ipek fibroin jellesmesi 24 saat

boyunca -18°C’ de gergeklesmistir.
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Cizelge 3.1 : BDDE ¢apraz baglayicisi varliginda kriyojellerinin eldesinde kullanilan

kimyasallarin miktarlari.

Diyaliz sonrasi %

fibroin Fibroin — gppe gy TOPIAM  gipgin %
¢Ozeltisi ¢ozelti TEMED

konsantrasyonu miktari (g) (mi) (mi) miktar1 (g) (o' .. (hac/ag)
(g /g ¢ozelti) cozelti)

0,05 1,1 0,1 47 6,0 1,0 0,25
0,05 2,4 0,2 34 6,0 2,0 0,25
0,05 3,6 0,3 2,1 6,0 3,0 0,25
0,05 5,0 0,5 05 6,0 4,2 0,25
0,09 5,0 0,8 0,2 6,0 7,5 0,25
0,16 4,0 1,15 04 55 11,6 0,25
0,19 4,0 1,4 06 6,0 12,6 0,25
0,19 6,0 2,2 02 84 135 0,25
0,27 6,5 1,6 1,3 94 18,8 0,25
0,24 5,0 0,7 0,3 6,0 20,2 0,25
0,28 3,0 0,3 0,7 40 21,0 0,25
0,32 4,0 1,2 0,3 55 23,6 0,25
0,32 5,0 0,50 0,0 55 29,1 0,25
0,48 4,0 0,50 055 5,0 38,4 0,25
0,52 3,0 0,50 05 4,0 39,0 0,25
0,60 4,0 1,00 1,0 6,0 39,9 0,25
0,68 4,0 1,00 1,0 6,0 45,3 0,25
0,52 4,0 0,25 03 45 46,2 0,25
0,77 4,0 0,50 05 50 61,4 0,25

b) SDS siirfaktan: kullanilarak kriyojel sentezleri: Cizelge 3.2° de % 4,2 fibroin ve
farkli SDS konsantrasyonlarinda hazirlanan jellesme ¢o6zeltilerinin igerdigi Kimyasal
miktarlar1 belirtilmistir. 5 ml, % 4,2 konsantrasyonunda ipek fibroin (iF) ¢dzeltilerine
farkli molaritelerde hazirlanan stok SDS c¢ozeltilerinden 1° er ml eklenip toplam
hacim 6 ml olacak sekilde jel ¢ozeltileri hazirlanmis, ¢ozeltilerdeki SDS molarite

miktarinin 5 ile 125 mM arasinda ayarlanmasi saglanmistir.

Manyetik karistiricida homojen karisim saglandiktan sonra i¢ ¢aplar1 4 mm olan 1’er
ml” lik plastik siringalara ¢ekilerek sicakligi -18°C olan buzdolabinin derin
dondurucusunda 48 saat boyunca kriyojellesme reaksiyonlarin tamamlanmast i¢in

birakilmustir.
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Cizelge 3.2 : Siirfaktan varliginda kriyojellerinin eldesinde kullanilan kimyasallarin

miktarlari.
Stoksps /03 IF SDS jTe?plam .
. 1 cozelti ¢ozelti *,. ... %IF SDS
cozeltisi si hacmi gozelt.l (ag/hac) (mM)
(mM) mb  (ml) hacmi

(ml)

30 5 1 6 4.2 5
120 5 1 6 4.2 20
210 5 1 6 4.2 35
300 5 1 6 4.2 50
390 5 1 6 4.2 65
570 5 1 6 4.2 95
750 5 1 6 4.2 125

Hem BDDE hem de SDS varlifinda kriyojellesmenin ger¢eklesmesinin ardindan
suda sisme dengesine ulasilmasi ve ardindan dondurmali kurutucuda kurutma

islemleri yapilarak mekanik testleri ve karakterizasyonu tamamlanmustir.

3.4 ipek Fibroin Kriyojellerinin Karakterizasyonu

3.4.1 Sisme davranislar ve jel kesri

Sentez sonrasi siringalardan ¢ikarilan kriyojellerden pargalar kesilerek sentez sonrasi
agirliklar1 (mo) ve dijital kumpas ile sentez sonrasi caplari (Do) Ol¢iiliip sisme
dengesine ulagsmasi i¢in saf su icerisinde bekletilmistir. 3 giinde sisme dengesine
ulastiktan sonra sigmis durumdaki agirlik (mgismis) Ve sismis durumdaki caplar
(Dsismis) Olgiilmiis, ardindan agirlik¢a bagil sisme oranlari (Mre) ve hacimce bagil

sisme oranlar1 (Vrel) asagidaki formiiller yardimiyla hesaplanmastir.

_ Mysismis
Myrel — m, (31)
Dysigmi
Vi = (7 )3 (3.2)

Suda denge durumundaki kriyojeller dondurmali kurutucu cihazinda 3 giin siiresince
kurutulmaya birakilmistir. Dondurmali kurutucuda 1.giin kriyojellerin dondurulmasi
-25°C” de gergeklestirilmistir. Ardindan kurutma asamasina gegilmistir. 2. giin -40°C,

0,12 mbar, 3. giin -60°C, 0,01 mbar sicaklik ve basing degerlerinde kurutma islemleri
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tamamlanmistir. Kriyojellerin kuru durumdaki kiitleleri (mkuru) ve g¢aplart (Dkuru)
oOlgiildiikten sonra kuru duruma gore agirlik¢a (Qw) ve hacimce sisme oranlart (Qv)

asagidaki denklemlerle hesaplanmistir.

Miigmis

s @3
Dysismi

Q=5 ) (3:4)
kuru

Qw Ve Qv degerleri asagidaki bagintida kullanilarak kriyojelin toplam goézenekliligi
teorik olarak hesaplanmistir[24].

P=1-qu[l1+(qu-1)p]* (3.5)

Denklemde P toplam gozenek kesri, p ise fibroin yogunlugudur (1,35 g/mL) .

Kuru durumdaki ipek fibroin kriyojellerinin jel kesri (Wg), baska bir ifade ile bir
gram ipek fibroinden elde edilen ¢apraz bagli fibroin miktar1, kuru durumdaki (Mkuru)
ve sentez sonrasi (mo) jel agirhiklar ile fibroin konsantrasyonuna (Cir, g 1F/g ¢ozelti

cinsinden) bagli olarak asagidaki bagint1 kullanilarak hesaplanmistir.

Mkuru

Wg = (3.6)

mo Cir

3.4.2 Mekanik dl¢iimler

Malzemelerin mekanik ozellikleri, tek eksenli sikistirma testlerinden elde edilen
gerilim-gerinim grafikleri yorumlanarak belirlenmistir. Sentezlenen ipek fibroin
kriyojellerinin Young modiiliinii (E), plato ve basin¢ dayanim gerilimini belirlemek
i¢in evrensel test cihazi (Zwick/Roell Z 0.05) kullanilmistir. Olgiimler, 500 N’ luk
yiik hiicresi kullanilarak 3-4 mm ¢apindaki silindirik numunelere 0,1 N’ luk 6n yiik
uygulanip, 24 + 0,5°C ve 0,3 mm/dak test hizinda gergeklestirilmistir. Parcalanma
gerilimini  (6parcatanma) gOrebilmek igin germe-koparma-sikistirma test cihazi
(Devotrans GL.E) kullanilmistir. Olgiimler 10 kN’luk yiik hiicresi ile 1 N &n yiik
uygulanarak 3-4 mm c¢apinda silindirik numuneler kullanilarak 24 + 0,5°C ve 0,6

mm/dak test hizinda gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4° de ipek fibroin kriyojellerinin tipik bir gerilim-gerinim egrisi sematik

olarak verilmistir [39]. Sekilden goriildiigii gibi gerilim-gerinim egrileri 3 bdlgeden
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olusmaktadir. Birinci bolge gozenekli yapinin mekanik olarak dayanikli oldugu
dogrusal bdlgedir. Tkinci bdlge ise plato bdlgesi olarak adlandirilmaktadir. Bu bélge,
gozeneklerin deforme oldugu bélgedir. Uciincii bolge ise, egiminin hizla arttig1 ve
hemen hemen tiim gozeneklerin ¢Oktiigli durumda malzemenin kuvvete maruz
kaldig1 bolgedir. Gerilim-gerinim egrilerinin birinci, yani dogrusal bolgesinde % 2-4
deformasyon araligindaki egim degerinden Young modiil (E) hesaplanmistir.
Gozeneklerin pargalanmaya bagsladigi gerilim degeri, yani plato gerilimi (opiato),
gerilim-gerinim egrileri plato bolgesinin baslangi¢ noktasindan hesaplanmistir (Sekil
3.4). Ayrica, % 3’deki gerinim degerine karsilik gelen basing dayanim degeri

belirlenmistir.

gerilim

(1)

plato gerilimi

Plato bolgesi (IT)

Dogrusal bolge (I)

gerinim

Sekil 3.4 : Gerilim-gerinim egrisinde plato geriliminin ve egri bélgelerinin 6rnek

gosterimi.

Evrensel test cihazi ve germe-koparma-sikistirma test cihazinda uygulanan kuvvet
sonucunda olusan gerilim degerleri nominal (onom) ve gercek gerilim (Ggercek) OlMak
tizere iki farkli tiirde hesaplanmistir. Nominal gerilim, kuvvet uygulanan numunenin
baslangic kesit alanina gore hesaplanan gerilim degeridir. Gergek gerilim ise,

numunenin herhangi deformasyon anindaki birim yiizeye etki eden kuvvettir [22].
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a 3.7
Unom—A0 ()

Ogercek = X = Onom A (38)

Denklemlerde F uygulanan kuvvet, Ao ve A sirasiyla kuvvet uygulanan malzemenin
baslangi¢ ve herhangi bir deformasyon anindaki kesit alanindir. A ise, deformasyon

oranidir. Baglangig kesit alan1 ve deformasyon oran1 agsagidaki bagintilar kullanilarak

hesaplanmustir.
D
Ao= n(;)2 (3.9
A= L 3.10
- (310)

Kesit alani hesaplanirken malzemenin baslangi¢ ¢ap1 (D) 6l¢iilmiistiir. Malzemenin
deformasyon oranini (4) hesaplamak icin baslangic (Lo) ve sikistirma anindaki

uzunlugu (L) belirlenmistir.

Sonug olarak, gerilim-gerinim grafikleri, nominal gerilim-deformasyon orani ve

gercek gerilim-deformasyon orani olarak ¢izilmistir.

Parcalanma gerilimini belirlemek i¢in deformasyon oranina karsi1 nominal ile gercek
gerilim egrileri ¢izilmistir. Sekil 3.5 de pargalanma gerilimin belirlenmesi
gosterilmektedir. Gergek gerilim egrisinde maksimum gerilim degerine karsilik gelen
deformasyon oranindaki nominal gerilim degeri, 0 malzemenin par¢alanma gerilim

degerini vermektedir. Ayrintilar sonuglar bdliimiinde verilecektir.

3.4.3 Morfolojik 6zelliklerin incelenmesi

Sentezlenen jellerin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM, Joel
JSM 9335F Field Emission) yardimiyla cesitli biiyiitmelerde (25, 100, 500, 1000
biliylitme orani) incelenmistir. Su igerisinde sisme dengesine gelmis olan jeller
dondurmali kurutucuda vakum altinda kurutulduktan sonra kuru ornekler altin ile

kaplanarak SEM ol¢timleri alinmistir.
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Sekil 3.5 : Deformasyon oranina karsi ¢izilen nominal (mavi) ve gergek gerilim

egrilerinde (kirmiz1) parcalanma geriliminin belirlenmesi.

3.4.4 ATR-FTIR ol¢iimleri

Fibroin ag yapisinda meydana gelen konformasyonel degisimleri belirlemek
amaciyla Fourier-dontisimlii kizil6tesi spektrometresi cihazi (ATR-FTIR, Nicolet
Nexus 6700) yardimiyla Olgiimler alinmistir. Amid I bolgesindeki spektrumlar
(1580-1720 cm™) Peak Fit (Version 4.12 SeaSolve Software) yazilimiyla dogrusal
diizeltme uygulanip, Gauss fonksiyonu kullanilarak analiz edilmistir. Sirasiyla -
tabaka, rastgele yumak, o-sarmal ve B-dongli konformasyonlarina karsilik gelen
1620, 1640, 1660 ve 1698 cm™ piklerinden faydalanilarak konformasyonel

degisimler sayisal olarak belirlenmistir [53].
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4. BULGULAR ve DEGERLENDIRMELER

Yapilan c¢alismalarda ipek fibroin konsantrasyonu degistirilerek fonksiyonel,
mekanik dayanimi yiiksek ve gézenek boyutu ayarlanabilir kriyojeller liretilmistir. -
18°C’de kriyojellesme teknigi ile baglantili makrogézenekli ag yapiya sahip
kriyojeller elde edilmistir. Ipek fibroin kriyojelleri kemik-doku miihendisliginde yapi

isketleri olarak kullanilmaktadir.

BDDE capraz baglayici varliginda fibroin konsantrasyonun degismesiyle beraber
kriyojellerin mekanik, morfolojik ve sisme oOzelliklerinin de degistigi ortaya

konulmustur.

Ayrica, fibroin miktar1 % 4,2’ de sabit tutulup farkli miktarlarda SDS siirfaktani
kullanilarak ipek fibroin kriyojelleri elde edilmis, jel kesri ve sisme davranislar ile

Young modiilleri incelenmistir. Ayrintilar agagidaki boliimlerde verilmektedir.

4.1 Capraz Baglayiaa Varhiginda Hazirlanan Kriyojellerin Ozellikleri

Agirlikca % 1 ile % 61,4 arasinda degisen ipek fibroin konsantrasyonlarinda ve
BDDE c¢apraz baglayicisi varhginda kriyojeller iretilmistir. Capraz baglayici
varhiginda ipek fibroin konsantrasyonu degistirilerek elde edilen kriyojellerin jel

kesri ve sisme davraniglari, morfolojik yapilart ve mekanik 6zellikleri incelenmistir.

4.1.1 Jel kesri ve sisme ozellikleri

Sentez sonras1 sigme dengesine ulagmasi icin kriyojel orneklerinden 3’er parca
kesilerek su icerisine birakilmistir. Giin icerisinde agirliklart ve elektronik kumpas ile
cap Olgiimleri yapilmistir. 3 giin sonra dengeye ulastigi saptanmistir. Sisme dengesi
sonrast gozeneklerdeki suyun uzaklagtirilmasi i¢in dondurmali kurutucu cihazinda
kurutulmugtur. Kuru durumdaki kriyojel Orneklerinin agirliklar1 ve caplari tekrar

Olciilerek ortalamalari alinarak sisme degerleri belirlenmistir.
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Cizelge 4.1 de BDDE capraz baglayicist kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
sentezlenen ipek fibroin (IF) kriyojelleri icin jel kesri, sisme degerleri ile %

gozeneklilik verileri gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 : Capraz baglayici kullanilarak farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda
elde edilen kriyojellerin jel kesirleri, sisme oranlar1 ve % gozeneklilik degerleri.
Cizelgede = kolonunda degerlerin standart sapmalar: verilmistir.

% IF + + + + + %
(ag/ag) ' Mrel Vel Gw Av Gozeneklilik
10 21 00 07 00 16 00 350 00 13 00 97
20 145 01 08 00 09 00 270 04 11 00 97
30 115 01 07 00 075 00 200 18 14 00 95
42 10 00 075 00 07 01 180 09 14 00 94
75 10 01 06 00 08 00 82 08 14 00 87
116 10 00 08 00 08 00 71 01 12 00 87
126 09 00 09 00 09 00 78 01 11 01 89
135 11 00 09 00 09 00 61 01 12 00 85
188 11 02 09 00 08 01 51 02 12 00 81
200 1,1 00 09 00 08 00 41 01 13 00 76
210 08 02 09 00 09 00 58 01 16 00 79
236 09 00 08 00 09 00 375 02 13 00 72
291 1 00 10 00 09 00 34 00 12 00 73
384 05 01 10 00 100 00 51 01 12 00 82
390 060 00 09 00 09 00 40 00 125 00 75
399 05 00 09 00 09 00 45 01 11 00 81
453 04 00 09 01 09 01 475 02 12 00 80
462 06 00 10 00 09 00 36 00 11 00 75
61,4 045 00 10 00 10 00 30 00 12 00 69

Sekil 4.1°de ipek fibroin konsantrasyonuna bagli olarak jel kesri degisimi
goriilmektedir. Jel kesri, % 30 fibroin konsantrasyonuna kadar 1 civarindadir. Bu
degerin 1’e esit olusu, baslangigtaki fibroin miktarinin tamaminin ag yapiya

katildigin1 gostermektedir.

Diger yandan, diisiikk fibroin konsantrasyonlarinda ( < % 4,2) jel kesrinin 1’den
biiyiikk olusu ise, bir miktar suyun sadece gozeneklerde bulunmayip fibroin ag
yapisina bagh kaldigim1 ve sismis durumdaki fibroin kriyojellerinin tam olarak

kurumadigini gostermektedir (Sekil 4.1).
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% 30’dan daha yiiksek fibroin konsantrasyonlarinda elde edilen kriyojellerde ise jel
kesri yartya diigmekte, yani 0,5 civarinda oldugu goriilmektedir. %30’ dan daha
yiiksek ipek fibroin konsantrasyonunda elde edilen kriyojellerde fibroin miktarinin

tamaminin ¢apraz baglanamadigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.1 : Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda ( Cir ) elde edilen kriyojellerin

jel kesri sonuglari.

Sentez sonras1 duruma gore Olgiilen agirlikca bagil sisme (Mrel) ve hacimce bagil
sisme (Vrel) sonuclari ise Sekil 4.2” de verilmistir. Mrel Ve Vrel degerlerinin yaklasik 1
oldugu gorilmektedir. Baslangic fibroin konsantrasyonundan bagimsiz olarak
kriyojellerin su igerisinde agirlik¢a ve hacimce ilave bir sisme gostermedigi ortaya

konulmustur.
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Sekil 4.2 : Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarindaki ( Cir) kriyojellerin mre (@) ve
Vrel (O) degerleri.

Farkli konsantrasyonlarda elde edilen her bir kriyojel i¢in kuru duruma gore
hesaplanan agirlikca (qw) ve hacimce (qv) sisme degerleri Sekil 4.3’ de
goriilmektedir. % 1°den % 61,4’¢ kadar artan IF konsantrasyonu ile qw degerinin
35’den 3’e distiigii, Qv degerinin ise hemen hemen degismedigi ve 1 civarinda
kaldig1 goriilmektedir. Diger bir ifade ile, kurutulmus durumdaki ipek fibroin
kriyojelleri su igerisine birakildiginda hacimleri degismemekte, buna karsilik
agirliklar1 artmakta ve bu artis azalan fibroin konsantrasyonu ile daha fazla
gerceklesmektedir. Sonuglar, sisme prosesi sirasinda suyun kriyojel gozeneklerini
doldurdugunu, buna karsilik fibroin ag yap1 hacminde bir degisime yol agmadigini
gosteriyor. Dolayisiyla, jellerin agirlik¢a sisme oranlart (Qw), sentez sirasindaki ipek
fibroin konsantrasyonuna (Cir) bagh oldugu disiiniilerek 1/Cir  olarak
hesaplanabilir. ~ Sekil 4.3’de kesikli egri ile teorik qw ‘nin (=1/Cir ) fibroin
konsantrasyonu ile degisimi gosterilmistir. Teorik egrinin deneysel 6l¢lim sonuglari
ile uyum icinde oldugu goriiliiyor. Yiiksek ipek fibroin konsantrasyonlarda ortaya

¢ikan sapma, jel kesrinin 1’den kiigiik olmasi ile agiklanabilir.

36



Qw: Qv

40
C 1
35 ;l'|
30 |
@l
25 1
: ‘
-1\
20 re, teorik qy degeri
F o
15 C \//;77
C \
10 !\
sE &
C “%rw.___!![:‘» ®
O @Q@.@Q. Q 11 |©| @ITI-.II_I_Q-I.
0

10 20 30 40 50 60

Sekil 4.3 : Farkl1 iF konsantrasyonlarinda sentezlenen kriyojellerin qu(®), gv(O)

degerleri ve teorik qw egrisinin (=1/Cir, kesikli egri) gosterimi.

3.5 denkleminden goriilecegi lizere, Qv ile qw arasindaki fark malzemenin toplam
gozenekliligi hakkinda bilgi vermektedir. qw ile gv arasindaki fark ne kadar fazla ise
toplam gozenek hacmi de o kadar fazla olacaktir. Bunun nedeni, kriyojellesme
sirasindaki suyun donarak kalip etkisi gostermesidir. Qw ile qv arasindaki fark fibroin
ag yapisindaki makro gozeneklerin varligimi belli etmektedir. Sekil 4.4° de fibroin
konsantrasyonuna bagli olarak kriyojel toplam gé6zenekliliginin  degisimi
gorilmektedir. Kriyojellerin  toplam  gézenekliliginin  ylizde orani, fibroin
konsantrasyonunu % 1’den % 61,4’¢ cikarildiginda, % 97’den % 69’a kadar
degismektedir. % 30’dan yiiksek konsantrasyonlarinda goriilen sapmalar, donmamis
mikro bolgelerde fibroin konsantrasyonun olduk¢a fazla artacak olmasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 4.4 : Fibroin konsantrasyonuna bagli olarak degisen gozeneklilik yiizdesi.

4.1.2 Kriyojel agyapi zincirlerinin konformasyonu

Ipek fibroin ¢ozeltilerinin kriyojellesme ydntemi ile gapraz baglayici olmadan 24
saatte jellesemedigi goriilmiistir. BDDE c¢apraz baglayicist varliginda ise
kriyojellesme yontemi ile hidrofilik kisimlarin ¢apraz baglanmasi sonucu, hidrofobik
etkilesimlerin arttigi, jellesme hizli bir sekilde 24 saat sonunda gergeklestigi
goriilmiistiir. Sekil 4.5° de fibroinin kriyojellesme Oncesi ve kriyojellesme sonrasi
Amid I bolgesindeki spektrumlart gosterilmistir. Kesikli egri, dondurmali kurutucuda
kurutulan % 5 konsantrasyonundaki ipek fibroin ¢ozeltisinin spektrumudur. Kalin
kesiksiz egriler ise iizerinde belirtilen fibroin konsantrasyonlarinda (% olarak),
capraz baglayic1 varliginda elde edilen kurutulmus kriyojellerin spektrumlaridir.
Jellesme oncesi ipek fibroin spektrumunda 1640 cm™ dalga sayisinda gériilen ve
rastgele yumak konformasyonuna karsilik gelen pik, jellesme sonrasi tiim farkli
konsantrasyonlarda sentezlenen kriyojel 6rnekleri icin 1620 cm™’ de goriilmektedir.
Bu durum, capraz baglayici varliginda jellesmenin gergeklestigini ve ipek fibroinin

rastgele yumaktan B-tabaka konformasyonuna gectigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.5 : Ipek fibroinin jellesme dncesi (kesikli egri) ve BDDE varliginda jellesme
sonrasi (kalin egriler) ATR- FTIR spektrumlari. Kriyojellesme sirasindaki fibroin

konsantrasyonlar1 ( %) sekilde verilmistir.

Ipek fibroin ag yapisinin konformasyon degerlerini belirlemek igin Amid I bdlgesi
pikleri, Peak Fit yazilimi kullanilarak, dogrusal diizeltme ve Gaus modeli
uygulandiktan sonra 1620, 1640, 1660 ve 1698 cm™ dalga sayilar1 degerlerinde
sabitlenmistir. Sirasiyla bu dalga sayilarina karsilik gelen p-tabaka, rastgele yumak,
a-heliks ve B-dongii konformasyonlarinin degerleri egrilerin altindaki alanlar
hesaplanarak belirlenmistir [39]. Farkli konsantrasyonlarda elde edilen ipek fibroin
kriyojellerinin ATR-FTIR egrileri Sekil 4.6’ da goriilmektedir. Noktasal egriler
orijinal spektrumlari, kalin egriler Peak Fit yazilimi ile elde edilen spektrumlart ve

ince egriler ise, orijinal egri altindaki gizli pikleri gostermektedir.
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Sekil 4.6 : Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda (Cir) elde edilen kriyojellerinin

Amid I bolgesi ATR-FTIR spektrumlari. Peak Fit yazilimi ile elde edilen spektrum

(kalin egri), orijinal ATR-FTIR spektrumu (noktasal egri) ve orijinal spektrum

altinda kalan gizli pikler (ince egri).
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Farkli konsantrasyonlardaki ipek fibroin kriyojellerinin konformasyon oranlar
Cizelge 4.1° de gosterilmistir. Kriyojellesme oncesi ipek fibroin yapisindaki f-
tabaka oran1 % 12,5 £ 2,1 olarak belirlenmistir. % 4,2 konsantrasyonundaki ipek

fibroinin kriyojellesmesi sonunda B-tabaka orani ise % 35,5 = 2,1’ dir.

BDDE yardimiyla fibroin zincirleri iizerindeki hidrofilik kisimlarin ¢apraz baglanip
hidrofobik kisimlarin hareketliligi de azalmakta ve sonucunda hidrofobik
etkilesimler artmaktadir. Bunun sonucunda fibroin zincirleri arasinda [-tabaka
konformasyonlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Ipek fibroin konsantrasyonu % 21° e
cikarildiginda B-tabaka oraninin % 58,5 + 2,1 degerine kadar artti§1 goriilmektedir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 : Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda (Cir) elde edilen kriyojellerin

yiizde konformasyon oranlari.

% 0 % 0
% Cir B- + Y% + + % +

B s rastgele o-heliks

B-dongii yumak

4,2 35,5 2,1 2,4 0,5 41,0 2,8 20,5 0,7
7,5 37,0 2,8 2,4 0,5 38,0 2,8 21,5 0,7
18,8 31,0 0,0 2,0 0,0 45,0 0,0 21,0 0,0
21,0 58,5 2,1 3,6 0,8 1,3 1,1 36,0 1,4
38,4 48,0 1,4 2,7 0,2 9,0 11,3 355 50

46,2 48,5 0,7 2,5 0,7 8,5 0,7 40,5 0,7
61,4 36,0 0,0 1,1 0,0 47,0 0,0 16,0 0,0

4.1.3 Morfolojik Ozellikler

Ipek fibroin iskeletlerinin morfolojik yapilarmin ve ipek fibroin konsantrasyonuna
bagli olarak gdzenek boyutlarinin nasil degistigini inceleyebilmek amaciyla kuru
durumdaki kriyojellerin taramali elektron mikroskop (SEM) yardimiyla goriintiileri
cekilmistir. Sekil 4.7° de % 5 fibroin konsantrasyonunda dondurulup kurutulan
fibroin ¢ozeltisi ile farkli fibroin konsantrasyonunda sentezlenen kriyojellerin 3 farkli

biiyiitmede SEM goriintiileri (soldan saga) verilmistir.
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Sekil 4.7 : ipek fibroin ve BDDE ¢apraz baglayisi ile farkl fibroin
konsantrasyonlarinda sentezlenen fibroin ag yapilarinin SEM gorintiileri. Skala
(soldan saga) = 1 mm, 50 um, 10 um, Biiyiitme oran1 (soldan saga) = x25, x100,

x1000.
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Kriyojellesmeye tabi tutulmadan kurutulan ipek fibroinin diizenli bir gozenekli
yapisinin olmadigi, dondurarak kurutma prosesi sonucu diizensiz ve bolgesel
gozeneklerin ortaya ¢iktigi goriiliiyor.  Buna Kkarsilik kriyojellesme sonucu ise
diizenli gozeneklerin olustugu acik¢a goriilmektedir. Jellesme sirasinda donmamis
bolgelerdeki yiiksek fibroin  konsantrasyonu nedeniyle gbozenek duvarlari

kalinlagmaktadir, sonucunda gozenek boyutlari kiictilmektedir.

Gozenek boyutundaki degisimleri matematiksel degerlendirmek igin, her bir
gorlintiinlin bes farkli bolgesinden gozenek caplar Olgiilerek kriyojellerin ortalama
gdzenek boyutu belirlenmistir. % 4,2 IF konsantrasyonunda sentezlenen kriyojellerde
belirlenen gdzenek cap1 28 = 7 pm iken % 61,4 IF konsantrasyonunda gdzenek capi
9 + 4 um olmaktadir. Fibroin konsantrasyonuna bagl ortaya c¢ikan bu degisim,
jellesme cozeltisindeki su miktart ile agiklanabilir. Artan fibroin konsantrasyonu ile
cozeltideki su miktar1 azalmakta, dolayisiyla kriyojellesme sartlarinda kalip
(template) etkisi yapan buz miktar1 da azalmaktadir. Bunun sonucu olarak toplam
gozeneklilik azalmakta ve gozenekler kiiciilmektedir. Ayrica, artan fibroin
konsantrasyonu ile donmamis bolgelerdeki fibroin konsantrasyonu da artmaktadir,
dolayisiyla daha kalin gbzenek duvarlart olugmaktadir. Bu durumun mekanik

ozelliklere nasil bir katkida bulunucagi asagida ayrintili bir sekilde agiklanmaktadir.

4.1.4 Mekanik ozellikler

Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda sentezlenen kriyojeller tek eksenli sikigtirma
testlerine tabi tutularak Young modiilleri, plato gerilimleri, basing dayanimlari ve
parcalanma gerilimleri belirlenmistir. Asagidaki paragraflarda 6nce kuru durumdaki
fibroin kriyojel iskeletlerinin mekanik o6zellikleri tartisilacak daha sonra ise suda

sismis durumda elde edilen sonuglarla karsilastirilacaktir.

Kurutulmus kriyojellerin  Young modiillerinin (E) fibroin konsantrasyonu ile
degisimi Sekil 4.8’de verilmistir. Artan fibroin konsantrasyonu ile Young modiil de
artmaktadir. Ipek fibroin konsantrasyonu % 4,2” den % 46,2’ye arttirildiginda modiil
7,3 £ 2,2 MPa’dan 126 + 2 MPa’ a kadar ¢ikmaktadir. % 20 IF konsantrasyonuna
kadar modiil daha belirgin artmaktadir. G6zenek boyutlariin kiiciilmesi limit degere
yaklastigindan % 20 IF konsantrasyonundan sonra modiil degeri cok fazla
artmamaktadir. SEM  goriintilleri ile mekanik o6zellikler yorumlandiginda,

kriyojellesme teknigi ile elde edilen ipek fibroin konsantrasyon artigina bagli olarak
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ag yapr duvarlarmin kalinlasmasi ile kriyojellerinin  gbzenek caplarinin
kiigilmektedir. Fibroin iskelelerinin mekanik dayanimmin arttigi ve dolayisiyla

Young modiiliiniin yiikseldigi agik¢a goriilmektedir.

E/MPa

10 f

Cip %
Sekil 4.8 : Ipek fibroin konsantrasyonuna bagl olarak Young modiiliin (E) degisimi.

Sekil 4.9° da ise farkli fibroin konsantrasyonlarinda sentezlenen kuru kriyojellerin
nominal gerilim (onom) — deformasyon (A) (solda) ve gergek gerilim (Ggercer) —
deformasyon (A) (sagda) grafikleri verilmistir. ipek fibroin konsantrasyonlari
grafiklerde yiizde olarak belirtilmistir. Nominal ve gercek gerilim kullanilarak
cizilen grafiklerin mukayesesinden, gergek gerilim - deformasyon orani egrilerinde
plato bolgesinin daha belirgin ortaya ciktigi goriilmektedir. Ipek fibroin
konsantrasyonunun artigi ile dogrusal bdolgenin uzadigi ve sonucunda plato
bolgesinin yiikseldigi goriilmektedir. Gézenek duvarlarindaki polimer yogunluguna
bagl olarak degistigi SEM goriintiileri incelendiginde yorumlanmistir. Toplam
gozenekliligin azalmasiyla plato diizliigiiniin kisaldigi goriilmektedir. Kriyojellerin
gerilim-deformasyon egrilerinde plato bolgelerinin belirgin bir sekilde ortaya
¢ikmasinin nedeni kriyojellerin mekanik dayanimi yiiksek gozenekli ag yapiya sahip

olmalarindan dolayidir.
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Sekil 4.9 : Farkli fibroin konsantrasyonlarinda (Cir) sentezlenen kriyojellerin

nominal (A) ve gergek (B) gerilim-deformasyon orani egrileri.

Sekil 4.9° da verilen gerilim-gerinim egrilerinin plato ve basing dayanim degerlerinin
fibroin konsantrasyonu ile degisimi Sekil 4.10” da goriilmektedir. % 4,2 ipek fibroin
konsantrasyonunda yaklasik 0,3 MPa olan plato gerilimi, % 61,4 IF
konsantrasyonunda 8 MPa degerine kadar ¢ikmaktadir. Yine ayni konsantrasyon
araliginda kriyojellerin basin¢ dayanim degerleri de 0,1 MPa’dan 1,3 MPa degerine
kadar artmaktadir.

SEM goriintiileri incelendiginde gézenek boyutunun kiiciilmesiyle, baska bir ifade ile
fibroin  konsantrasyonunun kriyojellesme  sirasinda donmamis  bolgelerde
artmasindan dolay1 daha tok bir ag yapt meydana gelmektedir. Bu durum mekanik
ozelliklerin daha da iyilesmesini saglamaktadir. Bunun sonuu olarak, Sekil 4.10° da
goriildiigii gibi kriyojellerin fibroin konsantrasyonu arttikga hem plato gerilimi hem

de basin¢ dayanimlar yiikselmektedir.

Sekil 4.11° de farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda elde edilen kuru kriyojellere
ait tipik nominal gerilim (onom) — deformasyon (L) ve gercek gerilim (Ggercer) —

deformasyon (L) grafikleri sirasiyla kesiksiz ve kesikli egriler olarak ¢izilmistir.
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Sekil 4.10 : Kriyojellerin fibroin konsantrasyonu ile (Cir) baglh olarak 6lgiilen plato

gerilimleri (A) ve basing dayanimlari (B).

Grafiklerin incelenmesinden, onom — /1 egrilerinden elde edilen pargalanma
gerilimlerinin Ggercer — A egrilerinden elde edilenlere oranla daha yiiksek oldugu
goriilityor. Ornegin, % 4,2 fibroin konsantrasyonunda elde edilen kriyojelin cnom — 4
egrisinden jelin 27 MPa’a kadar dayanikli oldugu goriiliiyor. Buna karsilik aym
mekanik Ol¢iim sonuglart Ggercek — A olarak ¢izildiginde, egrinin 0,8 MPa ger¢ek
gerilimde bir maksimum verdigi ve bu degerin 15 MPa pargalanma gerilimine
karsilik geldigi gortiliiyor. Bu sonuglar, Ggercek — A egrilerinde gdzlenen maksimum
noktasinda jel igerisinde mikro kiriklarin olustugu, cnom — 4 egrisinden ise
makroskopik  par¢alanmanin  goriildiigli  anlasiliyor. Dolayisiyla, % 4,2
konsantrasyonunda sentezlenen jelde mikro kiriklar 15 MPa’da ortaya ¢ikmakta ve

27 MPa’da da tam pargalanma gergeklesmektedir.

Asagidaki paragraflarda Ggercek — A egrilerinden pargalanma gerilimleri belirlenmistir
ve mikro kiriklarin ortaya c¢iktigi yorumlanmstir. Ornek olarak, % 4,2 ipek fibroin
konsantrasyonunda sentezlenen kriyojelin par¢alanma geriliminin 15 + 2 MPa
deformasyon oraninin ise 0,053 + 0,003 olarak belirlenmesi grafik {izerinde

gosterilmistir.
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Sekil 4.11 : Farkli konsantrasyonlarda elde edilen kriyojellerin deformasyon oranina

(4) kars1 ¢izilen nominal gerilim onom (kesikli egriler) ve gercek gerilim Ggercex

(kesiksiz egriler) egrileri ve pargalanma gerilimi (Gparcaianma) 11€ deformasyon

oraninin belirlenmesi.
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Sekil 4.11 (devam) : Farkli konsantrasyonlarda elde edilen kriyojellerin
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deformasyon oranina karsi ¢izilen nominal ve gercek gerilim egrileri pargalanma

gerilimi ile deformasyon oraninin belirlenmesi.

Sekil 4.12° de kuru durumdaki ipek fibroin kriyojellerinin par¢alanma gerilimi ve %

deformasyonlar1 goriilmektedir. % 4,2’ den % 11,6 konsantrasyonuna kadar

parcalanma gerilimi artarken, % 11,6 ile % 61,4 konsantrasyonu araliginda bu deger

hemen hemen degismemektedir. Pargalanma aninda % deformasyon oranlari

karsilastirildiginda, ipek fibroin konsantrasyonundan bagimsiz olarak her fibroin

kriyojeli mekanik biitiinligiinii koruyarak % 95 - 100 deforme edilebilmektedir.

Fibroin kriyojellerinin kemik-doku miihendisligi uygulamalarinda yap:1 iskeletleri

olarak kullanilmasi diisliniildiigiinde maruz kalabilecegi olas1 yiiksek yiiklere karsi

gozenekli yapisini koruyabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.12 : ipek fibroin konsantrasyonuna bagli olarak incelenen par¢alanma

gerilimleri (A) ve % deformasyon oranlari (B).

Yukarida Ozetlenen sonuglardan, sentez sirasindaki fibroin konsantrasyonu
arttirtlarak kuru durumdaki fibroin kriyojellerinin Young modiillerinin 126 MPa’a
kadar c¢ikarilabildigi goriilmektedir. ~ Diger yandan, kriyojeller % 95-100
deformasyona ve yaklagik 250 MPa gerilime kadar dayanabilmektedir. Dolayisiyla,
mekanik dayanimi son derece yiiksek fibroin iskeletleri kriyojellesme teknigi
uygulanarak % 10 ve iizeri fibroin konsantrasyonlarinda elde edilebilmistir.
Gozenekli yapmim mekanik dayanikliligin 6lgiisii olan plato geriliminin, yiiksek
fibroin konsantrasyonlarinda 10 MPa civarina ¢ikmasi, fibroin iskelelerinin {i¢

boyutlu gézenek yapilarinin da dayanikli oldugunu ortaya koymaktadir.

Ozellikle kemik gibi yiik tasiyan dokularin tedavisinde kullanilan doku iskelelerinin
sahip olmas1 gereken en onemli 6zelligi mekanik dayanimdir [77,78]. Literatiirde
kortikal ve kansel6z kemik i¢in sikistirma dayanim araligi, sirasiyla 100-230 MPa ve
2-12 MPa olarak verilmistir [79]. Bu dayanim degerleri oldukga yiiksektir ve ancak
yogun, gbzenek boyutu kiiciik olan yapilarla bu mekanik Gzellikler
saglanabilmektedir. SEM goriintiileri ile mekanik test sonuclari, fibroin

kriyojellerinin gerekli 6zellikleri karsiladigini agikca goriilmektedir.

Mekanik olglimler, su icerisinde denge konumunda olan kriyojellerle de yapilmustir.

Sekil 4.13> de sismis durumdaki kriyojellerin Young modiilleri (E) (i¢i bos
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semboller) kuru durumdaki 6rneklerle (i¢i dolu semboller) karsilastirilmistir. Kuru
durumdaki kriyojeller ile karsilastirildiginda fibroin konsantrasyonu ile benzer
degisim gosterdigi goriilmektedir. Sigsmis durumdaki kriyojellerin Young modiilleri
% 20 ipek fibroin konsantrasyonuna kadar artmakta, daha yiiksek konsantrasyonlarda
ise fazla degismedigi goriilmektedir. Sismis durumda bulunan ve % 4,2 fibroin
konsantrasyonunda sentezlenen kriyojelin modiilii 0,03 MPa’dan % 46,2 IF

konsantrasyonunda 1 MPa degerine kadar ulagsmustir.

E/ MPa
i °
100 ¢ g0 o ©
r o
0 @
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O
1k Q ? C}
o Q Q
01¢ O  gismis
o CI) ® kuru
001 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50
Sekil 4.13 : Kuru(®) ve sismis(O) durumdaki kriyojellerin Young modiillerinin (E)

karsilastirilmasi.

Sekil 4.14° de sismis durumdaki kriyojellerin plato gerilimleri ve basing
dayanimlarinin kuru durumdaki iskeletlerin verileri ile karsilastirilmistir. Sismis
durumdaki kriyojellerin plato gerilimleri, kuru durumdaki o6rnekleri ile fibroin
konsantrasyonuna bagli olarak benzer degisim gostermektedir.  Fibroin
konsantrasyonuna bagli olarak sismis durumdaki kriyojellerin plato gerilimleri % 20
ipek fibroin konsantrasyonuna kadar artmakta, bu konsantrasyon degerinden sonra
artis gostermemektedir. % 4,2 fibroin konsantrasyonunda sismis durumdaki
kriyojelin plato gerilimi 0,01 MPa iken, % 46,2 konsantrasyonundaki deger yaklagik
0,1 MPa’a kadar ¢ikmaktadir.
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Basing dayanimlar ise, % 4,2 den % 23,6 ipek fibroin konsantrasyonuna ¢iktiginda

1 kPa’ dan 70 kPa degerine yiikselmektedir.

0 Plato gerilimi /MPa Basing dayanimi /MPa
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Sekil 4.14 : Sismis (O) ve kuru (@) durumdaki kriyojellerin plato gerilimleri (A) ve

basing dayanimlarinin (B) karsilastirilmasi.

Sonu¢ olarak su igerisinde bulunan kriyojellerin mekanik performanslari, kuru
durumdakilere oranla, 6nemli Ol¢iide diismektedir. Sekil 4.2°de wverildigi iizere,
kriyojeller su igerisinde sismemekte (Mrer = Vie = 1) sadece gozenekleri su ile
dolmaktadir. Gozenekleri dolduran suyun kriyojelin mekanik dayanimini diistirdiigi
goriiliiyor. Bu durum, fibroin agyapi zincirlerinin hidrofilik yapis1 nedeniyle

gbzenek suyunu tutmasi ve kauguksu duruma gegmesi ile agiklanabilir.

4.2 Siirfaktan Varhginda Elde Edilen ipek Fibroin Kriyojellerinin Ozellikleri

-18°C’de yapilan kriyojellesme denemelerinde fibroin konsantrasyonu % 4,2 olarak
sabit tutulmus, fibroin ¢ozeltisine farkli konsantrasyonlarda SDS c¢ozeltileri

eklenerek ipek fibroin kriyojelleri hazirlanmstir.

Jellesme ¢ozeltisindeki SDS konsantrasyonu 5 mM ile 125 mM arasinda

degistirilmistir.
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Elde edilen ipek fibroin kriyojellerinde jel kesri ile sisme ve mekanik ozellikleri

ortaya konmustur.

4.2.1 Jel kesri ve sisme ozellikleri

Sekil 4.15° de farkli SDS konsantrasyonlarinda elde edilen kriyojellerin jel kesirleri
belirtilmistir. 1 mM iizerinde SDS miktarlarinda elde edilen kriyojellerin jel kesri 0,6
civarindadir. SDS miktarindan bagimsiz olarak jel kesri degerleri pek fazla
degismedigi goriilmektedir. Su igerisinde 25°C sicaklikta SDS’nin kritik misel
konsantrasyonunun 8,2 mM oldugu goz Oniine alinirsa [80], misel olusumunun
kriyojellesme prosesine bir etkisi olmadig1 sdylenebilir. Diger yandan, kriyojellesme
sartlarinda donmamis bolgelerde ¢6ziinen madde miktarlarinin nominal degerlerden
cok daha fazla oldugundan[1l], 1 mM {izeri konsantrasyonlarda SDS’nin bu
bolgelerde misel olusturdugu da disiiniilebilir. Jel kesrinin 1° den kii¢iik olmasi
SDS’ nin kriyojellesme sirasinda ortamdaki fibroin zincirlerinin tamamini ag yapiya

baglayamadigini gostermektedir.
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Sekil 4.15 : % 4,2 fibroin konsantrasyonunda farkli SDS miktarlarinda elde edilen

kriyojellerin jel kesri (Wg) sonuglari.
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SDS yardimiyla elde edilen kriyojellerin sentez sonrast duruma gore agirlik¢a sisme
(mrel) ve hacimce sisme (Vrel) degerleri ise Sekil 4.16° da gosterilmistir. Hem Myel
hem de Ve degerlerinin 1 civarinda oldugu goriilmektedir. SDS miktarindan

bagimsiz olarak Mmrel Ve Vryel degerleri pek degisiklik gostermemektedir.

Mgy, VreI

01 e b b b b B B
0 20 40 60 80 100 120 140

SDS/ mM

Sekil 4.16 : Farkli SDS miktarinda elde edilen kriyojellerin mrel (@) Ve Vrel (O)

degerleri.

Sekil 4.17° de % 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda ve farkli SDS miktari
kullanilarak elde edilen kriyojellerin kuru duruma gore agirlikca sisme (Qw) Ve
hacimce sisme (Qv) degerleri gosterilmektedir. SDS miktar1 arttirildiginda qw
degerinin degismedigi gorilmektedir. SDS miktarindan bagimsiz olarak bu deger 35
civarinda goriilmektedir. SDS miktarina bagli olarak qv degerinin de degismedigi ve
yaklasik 1 oldugu goriilityor. Diger yandan gw Ve ¢y arasindaki iliskiden ve 3.5
esitligi yardimiyla goézeneklilik SDS konsantrasyonundan bagimsiz % 97 + 2 olarak

hesaplanmastir.
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Sekil 4.17 : Farkli SDS miktarinda elde edilen kriyojellerin qw (@) ve qv(O)

degerleri.

4.2.2 Kriyojel ag yapi zincirlerinin konformasyonu

Jellesme ¢ozeltisine SDS eklenmediginde veya 1 mM SDS varliginda jellesmenin
olusmadigr gozlenmis, buna karsilik daha yliksek SDS konsantrasyonlarinda
herhangi bir ¢apraz baglayici kullanilmadan ve sadece iyonik siirfaktanin etkisi ile
kisa bir siirede jel olusumu belirlenmistir. Siirfaktan molekiillerinin alkil gruplarinin
fibroin zincirlerinin hidrofobik bloklar1 arasindaki etkilesmelerin sonucu jellesmenin
gerceklestigi  Onerilebilir. Fibroin zincirlerinin hidrofobik bloklarinin bir araya
gelmesini  tetikleyen SDS, fibroin zincirleri arasinda p-tabakasi olusumunu

hizlandirdigi literatiirde de rapor edilmistir (Sekil 4.18) [81].

%

— X

Hidrofobik ¥ f-tabaka olusumu v
etkilesim

DS- grup MW B-tabaka

™" Fibron sincider

g

Sekil 4.18 : SDS ile gergeklesen fibroin zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesimler

ve B-tabaka olugumu.
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Sekil 4.19” da goriilen ATR-FTIR spektrumlar1 yardimryla SDS etkisi ile fibroinde p-
tabaka olusumu izlenmistir. SDS’siz dondurulup kurutulan % 5 konsantrasyondaki
ipek fibroin ¢ozeltisinin spektrumu kesikli egri ile gosterilmistir. Kesiksiz egriler ise,
farkli SDS konsantrasyonlarinda jellesme sonrasi elde edilen Kkriyojellerin
spektrumlardir. Kriyojellesme 6ncesi ipek fibroin 1640 cm™ dalga sayisinda rastgele
yumak konformasyonuna karsilik gelen bir pik vermektedir. SDS ile kriyojellesme
sonrasi ise karakteristik pik 1620 cm™ dalga sayisinda goriilmekte olup bu pik f-
tabaka konformasyonuna karsilik gelmektedir. Sonu¢ olarak, SDS siirfaktaninin
jellesmeyi yani  rastgele yumaktan [-tabaka yapisina konformasyonel gecisi

tetikledigini goriilmektedir.
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Sekil 4.19 : ipek fibroinin jellesme oncesi (kesikli egri) ve SDS varliginda jellesme
sonras1 (kesiksiz egriler) ATR- FTIR spektrumlari.

4.2.3 Young modiillerinin belirlenmesi

% 4,2 ipek fibroin konsantrasyonunda farkli SDS miktarlarinda hazirlanan

kriyojellerin dondurmali kurutma sonrasi fibroin iskeletleri elde edilmistir.
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5 mM ile 125 mM arasinda degisen SDS miktarlarinda elde edilen fibroin
iskeletlerinin sentez sirasindaki fibroin konsantrasyonlarinin ayni olmasina ragmen 5
mM SDS kullanilarak elde edilen kriyojellerin dondurmali kurutma prosesinden
sonra fiziksel yapisinin gozle goriiliir bir sekilde daha iyi oldugu gozlemlenmistir.
Sekil 4.20° de 5 mM ve 20 mM SDS varliginda elde edilen kriyojellerin kuru
durumdaki farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri verilmistir. Diisiik siirfaktan
varliginda gozeneklerin daha diizenli olustugu ve iskelet yapisinin daha dayanikh

oldugu goriilmektedir.

SEI 10KV
TUBITAK

SEI  10kV
TUBITAK

20 mM

SEI 10KV
TUBITAK

SEl 10kV
TUBITAK

Sekil 4.20 : SDS varliginda elde edilen ipek fibroin kriyojellerinin kuru durumdaki
SEM goriintiileri. SDS =5 mM (iist sira) ve 20 mM (alt sira). Skala (soldan saga) =
I mm, 100 um, 50 pm, Biiyiitme oran1 (soldan saga) = x25, x100, x500, Fibroin

konsantrasyonu = % 4,2.

Malzemelerin mekanik o6zelliklerini belirlemek i¢in kuru durumdaki ipek fibroin
iskeletlerine tek eksenli sikistirma testleri yapilmistir. Sekil 4.21° de farkli SDS
miktarlarinda elde edilen kriyojellerin kuru durumdaki Young modiilleri

verilmektedir.

Grafikte gorildiigii gibi 5 mM gibi diisiik SDS konsantrasyonunda modiilii 1 MPa
iken, 125 mM SDS konsantrasyonunda modiil degeri 0,2 MPa’ a kadar diismektedir.

Yiiksek SDS konsantrasyonlarinda ise, fibroin zincirleri SDS tarafindan yalin bir
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sekilde sarmalandigi dolayisiyla hidrofobik bloklarin yiiksek stirfaktan miktar
nedeniyle bir araya gelemedigi diisiiniilmektedir. Bu durumun mekanik 6zelliklerini

diisiirdiigii seklinde yorumlanmaktadir.
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Sekil 4.21 : % 4,2 IF konsantrasyonunda farkli SDS miktarlarinda elde edilen
kriyojellerin Young modiilleri (E).
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5. SONUCLAR

Yapilan ¢alismalar sonucunda -18°C’de kriyojellesme teknigi uygulanarak, ¢apraz
baglayic1 varliginda 24 saatte ve siirfaktan varliginda ise 48 saatte fibroinin ¢apraz

baglanarak makrogdzenekli iskelet yapisi olusturmasi saglanmistir.

BDDE c¢apraz baglayicisi varliginda, agirlikga % 1 ile % 61,4 arasinda degisen ipek
fibroin konsantrasyonlarinda ve -18°C’ de yapilan kriyojellesme reaksiyonlar
sonucu fibroin yapisinda konformasyonel degisimler gozlenmistir. ATR-FTIR
spektrumlarinda kriyojellesme 6ncesi 1640 cm™ dalga sayisinda goriilen ve rastgele
yumak yapisina karsilik gelen pik, kriyojellesme sonrasi kaybolmakta, B-tabaka
yapisma karsilik gelen 1620 cm™ dalga sayisinda pik ortaya ¢ikmaktadir. Jellesme
oncesi fB-tabaka orant % 13 + 2 iken kriyojellesme sonrasi % 59 + 2’ye kadar
cikmaktadir. Dolayisiyla kriyojellesme sartlarinda fibroin molekiillerinin hidrofobik
bloklar1 arasinda asosiasyonlar arttigi, sonucunda yapiya mekanik dayanim saglayan
B-tabakalarin olusumu ortaya konmustur. B-tabaka derecesinin artmasi gozenekli

yapininin dayanikliliginin artmasina katkida bulunmaktadir.

Ipek fibroin kriyojellerin jel kesri degerleri, sisme ve buna bagl olarak %

gozeneklilik oranlart hesaplanmustir.

Fibroin konsantrasyonuna bagli olarak 4,2 ile % 30 konsantrasyon araliginda jel kesri
1 olarak hesaplanmistir. Bu durum baslangigta kullanilan fibroin zincirlerinin
tamaminin c¢apraz bagli durumda yapiya katildigini gostermektedir. Daha yiiksek
konsantrasyon degerlerinde 0,5 civarinda oldugu belirlenmistir. Bu durum ise,
fibroin zincirlerinin tamaminin c¢apraz baglanamadigimi gostermektedir. Buna
ragmen, ozellikle % 30 IF’den yiiksek konsantrasyonlarda mekanik o6zelliklerin

oldukca iyilestigi goriilmektedir.

Su igerisinde sisme davraniglart incelendiginde, sentez sonrasi durumlarina oranla

agirlik¢a veya hacimce sismedikleri hesaplanmistir. Hidrojellerin sisme davranislari
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g6z Online alindiginda, kriyojellerin suda asir1 sismemesi uygulama alanlarinda ¢ok

biiyiik avantaj saglamaktadir.

Kuru durumdaki fibroin kriyojellerinin yapisina, su girmesine ragmen hacimce
sismedigi gortilmistiir. Fibroin konsantrasyonundan bagimsiz olarak kuru duruma
gore hacimce sisme oranmnin Qv = 1 oldugu, kuru duruma gore agirlikca sisme
oraninin Qy ise artan fibroin konsantrasyonuna karsilik 35” den 3’ e kadar azaldigi
belirlenmistir. Go6zenek boyutlarinin  artan fibroin konsantrasyonuna karsilik
kiiglilmesi yapiya giren su miktarmi azaltmaktadir. Kuru durumdayken suya
birakildiginda, hacimsel bir degisime ugramadan yapisinda su barindirabilmesi

gozenekli ag yapida oldugunu agikca kanitlamaktadir.

Qw Ve qv arasindaki bagintidan toplam gozeneklilik teorik olarak hesaplanmistir ve
fibroin konsantrasyonuna bagli olarak % 97 ile % 69 araliginda degismektedir. Ag
yapinin hemen hemen tamamina yayilan i¢ gozeneklilik kriyojelleri kemik doku

iskeleti olarak kullanimini saglamaktadir.

Uretilen kriyojellerin kuru durumda morfolojik yapilari incelenip taramali elektron
mikroskobu (SEM) yardimiyla goriintiileri ¢ekilmistir. Fibroin konsantrasyonuna
bagl olarak elde edilen kriyojellerin gbzenek boyutlarmin 28 + 2 pm ile 9 + 4
araliginda ayarlanabilecegi goriilmiistir. BDDE varliginda fibroin zincirlerinin
capraz baglanmasi sonucu, artan fibroin konsantrasyonuna  karsilik gozenek
duvarlarinin kalinlagtig1 ve ¢aplarinin kiigiildiigii belirlenmistir. Gozenek ¢aplarinin
jellesme sirasinda donmakta olan ¢oziiciiniin miktarina gore degistigi anlasilmistir.
Makro gozenekli bir ag yap1 olusturulurken ekstra bir gdzenek olusturucu
kullanilmamast kriyojellesme teknigi ile miimkiin olmaktadir. Kemik yapisinda

kullanilmast miimkiin iskeletlerinin mekanik dayanimlarmin yiliksek olmas1 gdzenek

boyutlarmin kiigiilmesi ile saglanmistir.

Farkli ipek fibroin konsantrasyonlarinda sentezlenen ve ardindan kurutulan fibroin
iskeletleri tek eksenli sikistirma testlerine tabi tutularak mekanik ozellikleri
incelenmistir. Artan fibroin konsantrasyonuna bagli olarak iskeletlerin mekanik
dayanimlarimin arttign gozlenmistir. % 46,2 ipek fibroin konsantrasyonunda
sentezlenen kriyojel iskeletlerinin Young modiili (E) 126 + 2 MPa olarak
Olclilmiistiir. Bu deger, simdiye kadar fibroin iskeletlerinde ulasilabilen en yiiksek

degerdir. Ayrica Young modiil ile orantili olarak plato gerilimleri (opiat0) ve basing
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dayamimlari da artis gostermektedir. Ipek fibroin konsantrasyonu % 4,2’ den 61,4’¢
arttirtldiginda plato gerilimi 0,3’ den 8 MPa’a, basing dayanim degeri ise 0,1° den 1,3
MPa’a kadar yiikselmektedir. Mekanik 6zelliklerin gozenek boyutu ile orantili bir
sekilde degistigi SEM  goriintiileri ile ortaya ¢ikmaktadir. Goézenek duvarlarinin
kriyojellesme stiresinde donmamis mikro bolgelerde fibroin konsantrasyonunun

artisana bagli olarak kalinlagmasi, mekanik dayanimi arttirmaktadir.

Ek olarak, elde edilen kriyojellerin pargalanma gerilimleri (6parcatanma) belirlenmistir.
Uretilen ipek fibroin iskelelerinin gozenekli yapisinin 250 MPa degerine kadar
korudugu ve fibroin kriyojellerin % 95 - 100 deforme olabilirliligi ortaya konmustur.
Kemik-doku iskeleti olarak kullanilmasi diistiniildiigiinde yiik bindirici kuvvetlere

kars1 mekanik biitliinliiglinii koruyacak 6zelliklere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kuru durumdaki kriyojeller ile sismis durumdaki kriyojellerin Young modiilleri,
plato gerilimleri ve basing dayanimlari karsilagtirilmistir. Gozeneklerin su ile
dolmast olmasi ile kauguksu yapinin olusmasi sebebiyle mekanik 6zelliklerin kuru
durumdakilere oranla dnemli derecede diistiigii goriilmektedir. Buna ragmen sismis

kriyojellerin mekanik sonuglari hidrojellere nazaran dikkat ¢ekici degerlerdedir.

Benzer bir sekilde -18°C° de kriyojellesme teknigi uygulanarak fibroin
konsantrasyonu agirlikca % 4,2° de sabitlenip, farkli konsantrasyonlarda SDS

stirfaktan1 kullanilarak kriyojeller tiretilmistir.

1 mM SDS konsantrasyonunda kriyojellesme gergeklesmemistir. 5 mM ile 125 mM
arasinda degisen SDS konsantrasyonlarinda jellesmenin hizli gergeklestigi, fibroinin
konformasyon yapisinin rastgele yumaktan B-tabakaya gegisi ATR-FTIR Olctimleri

ile belirlenmistir.

Kriyojellerin jel kesirleri SDS konsantrasyonundan bagimsiz olarak 0,6 civarinda
oldugu saptanmistir. Tiim SDS konsantrasyonlarinda Mrei Ve Vrel 1, Qw Ve Qv ise 35 ve
1 degerlerinde hesaplanmistir. SDS siirfaktanin, fibroin zincirleri arasinda etkin ve
kalic1 hidrofobik etkilesimleri saglamasi sonucu olusan ag yapi Kriyojellerin su

icerisinde hacimce sismemesini saglamaktadir.

gw Ve gvsonuglarindan yola ¢ikarak gézeneklilik % 97 + 2 olarak belirlenmis olup, ag

yapinin gdzenekliligi sadece fibroin miktaria bagli oldugu ortaya ¢ikmistir.

Sentezlenen kriyojellerin kurutma prosesi sonrasi fiziksel yapilarinin diisiik SDS

miktarlarinda daha iyi oldugu goriilmiistir. Mekanik testlerin uygulanmasi sonucu 5
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mM SDS konsantrasyonundaki modiil yaklasitk 1 MPa iken, 125 mM SDS
konsantrasyonunda 0,2 MPa’ a diismesi bu durumu desteklemektedir. SEM
gorintiileri incelendiginde 5 mM SDS konsantrasyonunda gézlenen daha homojen

gozenekli yap1 bu durumu desteklemektedir.

Biyobozunur ve biyouyumlu 6zelligi ile ipegin, kriyojellesme ile birbiri ile baglantili,
yiiksek gozeneklilik oranina sahip ve iistiin mekanik 6zellikler sergileyen bir yap1

olusturabilmesi bu tez ¢alismasi sonunda saglanmustir.
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