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SEMBOLLER ve KISALTMALAR

M ve mM: Molar ve milimolar

cm, um, nm: santimetre, mikrometre, nanometre
°C: santigrat derece

a’h ve h/h

°: derece

%: ylzde

mW: miliwatt

Hz: hertz (1/saniye)

Xg: bir kiitleye etki eden hizlanma (g kuvveti)
Rpm: dakikadaki tur sayisi

sFTIR: Sinkrotron Fourier Doniistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi

TANIMLAR
Polarizor: Isigin elektrik alaninin yayilma yonii boyunca tek bir diizlemle sinirlandiran
optik malzeme

Ceyrek dalga plakasi: Dogrusal polarize 15181 90° faz kaydirarak dairesel polarize 1513a
dontistiiren optik malzeme

Dairesel ¢ift kirllma (gama): sag ve sol dairesel polarize 1s181n kirilmasindaki farktir.

Dogrusal c¢ift kirilma (beta): ortogonal polarizasyon diizlemleri ile dogrusal olarak
polarize edilmis 15181n kirtlmasindaki fark

Dairesel dikroizm (R): sag ve sol dairesel polarize 15181n absorpsiyonu fark

Dogrusal dikroizm (D): ortogonal polarizasyon diizlemlerine sahip dogrusal polarize 11k
1s1nlariin absorpsiyonu arasindaki fark
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OZET

Ekstrakte Edilen Dogal Atiklardan Biyoink Hazirlanmasi ve Mueller Polarimetri

Yardimiyla Karakterizasyonu
Belet, Abdulbaki

Yiiksek Lisans Tezi, Nanobilim ve Nanoteknoloji Anabilim Dali, Nanobilim ve

Nanoteknoloji Programi
Danigsman: Prof. Dr. Murat Kazanci
May1s 2024

3D biyoyazicilar, doku miihendisliginde kullanilan son yillarda popiiler olan bir
teknolojidir. Bu teknolojiyle, doku veya organlarin iyilestirilmesi amaciyla hiicrelerin
cogalmasi, biiyiimesi ve yeni saglikli dokunun olusturulmasi icin 3D yap1 iskeleleri
iretimi gerceklestirilmektedir. Biyoyazicilarda, yapi iskelelerinin iiretimi i¢in biyoink
olarak, polimerlerden olusan hidrojeller kullanilmaktadir. Dogal polimerlerden olan
kollajen, hiicre dis1 matrisin temel bileseni oldugundan, yapi iskeleleri liretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Hayvanlarin derisinde, kikirdak yapisinda ve diger bag
dokularinda ¢okca bulunur. Bu yiizden ¢alismada kollajen ekstraksiyonu i¢in hayvansal
kaynaklar kullanilmistir. Kollajen yapi iskeleleri liretiminde yaygin olarak kullanilsa da
mekanik dayanimi diisiiktiir ve yliksek sicakliklarda yapist bozulmaktadir. Kollajenin
yapisin1  giiclendirmek ve sicakliga olan dayanikhiligimi arttirmak i¢in kimyasal
kullanilarak ¢apraz baglama yapilir. Capraz baglamada, yliksek biyouyumluluga sahip ve
toksik olmayan kimyasallar tercih edilir. Bu ¢aligmada kollajen yap1 iskelelerinin ¢apraz
baglanmasi i¢in genipin ve riboflavin kimyasallar1 kullanilmis ve hiicre canlilifina olan

etkileri karsilastirilmisgtir.

Dogal malzemelerin ve dokularin analizinde optik karakterizasyon cihazlar1 da
kullanilmaktadir. Mueller polarimetri, yakin zaman igerisinde biyolojik malzemelerin
molekiiler yapisindaki degisikligi incelemek icin kullanilmaktadir. Kollajenin ve
miisilajin molekiiler zincir yapisi, artan sicaklik degerlerine gére mueller polarimetri ile

incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoyazici, yapi iskelesi, kollajen, Mueller polarimetri
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ABSTRACT

Preparation of Bioink From Extracted Natural Wastes and Characterization by

Muller Polymimetry
Belet, Abdulbaki

Master Thesis, Department of Nanoscience and Nanotechnology, Nanoscience and
Nanotechnology Program

Supervisor: Prof. Dr. Murat Kazanci
May 2024

Bioprinters are a recently popular technology used in the field of tissue engineering.
Scaffolds are produced for the proliferation and growth of cells and the creation of new
healthy tissue for the improvement of tissues or organs. Hydrogels composed of polymers
are used as bioinks for the production of scaffolds. Collagen, a natural polymer, is widely
used in the production of scaffolds as it is the main component of the extracellular matrix.
It is abundant in the skin, cartilage and other connective tissues of animals. Therefore,
animal sources were used for collagen extraction. Although collagen is widely used in the
production of scaffolds but its mechanical strength is low and its structure denaturated at
the high temperatures. To strengthen the structure of collagen and increase its resistance
to temperature, its crosslinked by using chemicals. In crosslinking, with high
biocompatibility and non-toxicity chemicals are preferred. In this study, genipin and
riboflavin were used to crosslink collagen scaffolds and their effects were compared on

cell viability.

Optical characterization devices are also used in the analysis of natural materials and
tissues. Mueller polarimetry has recently been used to analyze changes in the molecular
structure of biological materials. The molecular structure of collagen was analyzed by
increasing temperature values and also the temperature-dependent change of the

molecular chain structure of mucilage examined.

Key words: Bioprinter, scaffodls, collagen, Mueller polarimetry
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1. GIRIS

Diinya {izerinde insan hayatinin baslamasindan itibaren yaralanma, hastalik ve dogustan
sakatlik gibi durumlar daima mevcut olmustur. Bu hastaliklarin ve yaralanmalarin
tedavisi i¢in insanlik tarihi boyunca cesitli alanlarda calismalar yapilmistir (Wu vd.,
2020). Bu c¢alismalarin son yillardaki en popiiler alanlarindan bir tanesi ise organ ve
dokularin yeniden yapilandirilmasi, yapay olarak {iretilmesi ve hastalikli dokularin yerine
nakledilmesi iizerine yogunlagsmistir. Ancak doku ve organ naklinde bazi kisitlamalar
mevcuttur. Doku ve organ bekleyen hasta sayisi ile bu hastalara doku/organ bagislayacak
insan sayisinda farkliliklar mevcuttur. Buna ek olarak yapilan ameliyatlarin yan etkileri,
ameliyat sonrasi enfeksiyon kapma ve/veya organ reddi gibi riskler de bulunmaktadir
(Chung ve King, 2011). Bu duruma ¢dziim olusturmak i¢in doku miihendisligi bolimii
cikmigtir. Doku miihendisligi, biyolojik yapilari, ilaglart ve dogal ve/veya sentetik
malzemeleri mithendislik stratejileri uygulayarak hasarli doku veya organlari iyilestirmeyi
amaclayan bir disiplinleraras1 alandir (Garcia-Villen vd., 2023) Bu malzemelerin
birlesmesiyle hasarli dokuyu yenilemek veya degistirmek igin insan viicuduna

uygulanmasi1 amaciyla yapi iskeleleri tiretmislerdir.

Doku miihendisliginin temel bir bileseni haline gelen yapi iskeleleri, doku fonksiyonlarini
simiile etmek ve hiicrelerin ¢ogalmasi, biiyiimesi ve yeni saglikli dokunun yeniden
olusmasi i¢in uygun bir ortam saglamasi amaciyla tretilmistir (Abdelaziz vd., 2023). 2
boyutlu (2D) doku kiiltiirii kab1 gibi malzemelerde hiicre biiylimesi daha hizli olmasina
ragmen, hiicreler birlestiginde yeterli alan kalmadig1 i¢in ¢ogalma durmaktadir. Bu durum
sonucunda da viicut igerisindeki ger¢ek doku ve hiicre ortaminin taklidi yetersiz
kalmaktadir. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek i¢in hiicre baglanmasi ve ¢ogalmasinda 2
boyutlu malzemelere gore daha genis ylizey alanina sahip 3 boyutlu (3D) gézenekli yap1
iskeleleri kullanilmaktadir (Hosseinkhani vd., 2014). Ayrica viicut dokularinin yapisina ve
islevine benzeyebilen 3 boyutlu hiicre yapilarinin olusumuna yardimci olduklar: i¢in de

tercih edilmislerdir.

1.1 3D Biyoyazic1 Teknolojisi

Gilintimiizde doku miihendisligi i¢in U¢ boyutlu yapi iskelelerinin iiretilmesinde yaygin
olarak kullanilan iiretim teknolojilerinden bazilar1 elektro-egirme (Rahmati vd., 2021),

dondurarak kurutma (Du vd., 2022) ve sol-jel (Shirehjini vd., 2022) yontemi sayilabilir.
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Bu yontemlerde iiretilen yapi iskelelerinin homojenligi ve yapiin boyutunun kontrolii
zordur. Bu zorluklarin ve dezavantajlarin iistesinden katman biriktirme prensibine
dayanarak calisan 3D biyobaski teknolojisi, diger bir adiyla 3D biyoyazict teknolojisi
gelistirilmistir (Mandrycky vd., 2016). Son zamanlarda biyobaski1 teknolojisi hizla gelisen
doku miihendisligi teknolojisi haline gelmistir. Biyoyazici teknolojisi, son yillarda doku

miihendisligi alaninin en popiiler liretim y6ntemi haline gelmistir (Seol vd., 2014).

Bu teknoloji ilk olarak, 1986 yilinda Charles W. Hull tarafindan gelistirilmistir (Varkey
vd., 2019). 3D basim, dijital ortamda 3D olarak tasarlanan modelin, katmanlar halinde
biriktirilerek programlanmis bir sekilde iiretilmesini ifade etmektedir. 3D biyoyazici ile
yapilan bu islemler bitinu biyobasim olarak adlandirilmaktadir. 3D biyoyazicilarin
hareket hassasiyeti ve iiretim i¢in kullanilabilecek malzemelerin cesitliligi sayesinde
karmasik ve kii¢iik ayrintilara sahip yapilarin {iretilmesine olanak saglar (Ravanbakhsh
vd., 2021). Bu teknoloji sayesinde farkli tipte dokularin onarimi veya yenilenmesi igin
gerekli olan yapi iskeleleri daha kontrollii bir sekilde iretilebilmektedir (Osidak vd.,
2020). Mevcut 3D biyoyazic1 teknolojileri; miirekkep pilskiirtmeli, lazer destekli,
stereolitografi tabanli ve ekstriizyon tabanli olmak iizere dort kategoriden olusmaktadir
(Kolan vd., 2019).

a) Miirekkep piiskiirtmeli biyoyazict: Diger bir ismi damlacik bazli biyobaski olan
miirekkep piliskiirtmeli biyobaski teknolojisi, malzemenin damlalar halinde ylizeye
akitilmasiyla basim yapan teknolojidir. Bu teknolojide piezoelektrik, termal veya
elektrostatik mekanizmas1 kullanilarak malzemenin akis1 saglanir. Miirekkep
puskiirtmeli biyoyazicilarin avantaji, 3D yazicilara benzerlikleri nedeniyle
ucuzdurlar ve yliksek yazma hizina sahiptirler. Ancak bu biyobaski teknolojisinde
kullanilan malzemenin viskozitesi smirhidir ve iletken olmalidir. Yogun
malzemeler igne ucundan c¢ikamayacagi icin basimda diisiik yogunluktaki
malzemeler kullanilmas1 gerekmektedir. Ayrica iletken malzemeler kullanilmasi
gerektiginden bu durum biyobasimi yapilacak malzemelerin kisitli olmasi
anlamma da gelmektedir (Fatimi vd., 2022; Roseti vd., 2018; Vanaei vd., 2021,
Vijayavenkataraman vd., 2018).

b) Lazer destekli biyoyazici: Basimda kullanilan malzemeler, metal film destegi
lizerinde biriken sivi veya jel c¢ozelti icindeki hiicrelerdir. Metal film, iizerine
gelen lazer 15181yla birlikte buharlastirilir ve malzemenin seritler halinde akmasina

yol agar. Lazer destekli biyobaskida igne veya piiskiirtme uglar
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kullanilmadigindan, hiicre tikanma sorunlar1 yasanmaz. Yiksek yogunluktaki
malzemelerin biyo basimini gergeklestirebilir. Lazer destekli biyoyazicilar yiiksek
hiicre canliligina sahip olmalarina ragmen en 6nemli dezavantajlari; maliyetli, zor
ve zaman alic1 olmasidir (Fatimi vd., 2022; Roseti vd., 2018; Vanaei vd., 2021)

c) Stereolitografi tabanli biyoyazici: Stereolitografi tabanli biyoyazici, 3 boyutlu
yapilar olusturmak ig¢in bir lazer kaynagi kullanan bir teknoloji big¢imidir. Bu
teknolojide 1s1kla sertlestirilebilen recine bazli malzemeler kullanilmaktadir. Bu
teknolojiyle  yiliksek  hassasiyete sahip malzemelerin ~ biyobasimi
gergeklestirilebilir. Ancak 1sikla sertlestirilebilen reginelerin sitotoksisitesi ve
sistem kurulumunun yiksek maliyeti nedeniyle oldukca zor ve az tercih edilen bir
yontemdir (Jeong vd., 2020).

d) Ekstriizyon tabanli biyoyazici: Malzemeyi kaliptan (enjektor veya benzeri yapi)
cikarmak icin pnomatik basing, piston veya metal vida sistemini kullanan baski
teknolojisidir. Bu teknik diger biyoyazici tekniklerine gore daha diisiik hassasiyete
sahip olmasina ragmen, yogun malzemeleri basabildiginden daha genis bir
malzeme se¢imine izin vermektedir. Bu biyoyazici tiirii birden fazla baglik
kullanabildigi i¢in, aymi anda farkli tirdeki malzemelerin basimini da
gerceklestirebilmektedir ve bu en 6nemli avantajidir (Gao vd., 2019) Ekstriizyon

tabanli biyobaski yontemi en ¢ok kullanilan yontemlerden bir tanesidir (Cavallo

vd., 2023).
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Sekil 1. Biyoyazic tiirlerinin sematik gosterimi a) mikro ekstriizyon tabanli biyoyazici b)
miirekkep plskiirtmeli biyoyazici ¢) lazer destekli biyoyazici d) Stereolitografi tabanli

biyoyazici (Jeong vd., 2020)



Ekstriizyon tabanli biyoyazici teknolojisinin avantaj ve dezavantajlar1 (Daly vd., 2021):

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI

Coklu baglik kullanarak heterojen yapilar | Basim igin orta hiicre yogunlugu uygundur

basabilir (~5x10* hiicre/ml)

Karmagik yapiya sahip geometrik sekilleri | Basim hassasiyeti orta seviyededir

basabilir

Hizli basma islemi gerceklestirebilir Kullanilacak malzemenin basilabilirlige uygun
reolojik Ozellige sahip olmasi gerekmektedir
(farkli malzemelerde farkli konsantrasyon)

Ucuzdur

Tablo 1. Ekstriizyon tabanli biyoyazici teknolojisinin avantaj ve dezavantajlari

Genellikle biyomalzemelerden, biyokimyasal molekiillerden, canli hiicrelerden veya bunlarin
karisimindan olusan ve biyoyazicilarda iiriin elde etmek i¢in kullanilan malzemeler biyoink

(biyomurekkep) olarak adlandirilir (Groll vd., 2018).

1.2 Biyoinkler (Biyomurekkepler)

Yiiksek su igerigi, biyouyumlulugu ve canli hiicreler i¢in uygun bir ortam saglamalari
sebebiyle bir cesit hidrojel olan biyoinkler, yap1 iskelesi iiretimi i¢in temel malzeme
olarak kullanilmaktadirlar (Cavallo vd., 2023; Rider vd., 2018). Biyoinkler uzun
zincirlere sahip hiicre fonksiyonlarim1 (hiicre tutunmasi, canliligi, ¢ogalmasi ve
farklilagsmas1 gibi), doku yenilenmesini saglayan polimerlerden olusan yapilardir. Bu
yapilar genel olarak biyoyazici teknolojisi ile islenmeye uygun bir formiilasyon olarak da
tanimlanabilir (Daly vd., 2021). Ttim 3D biyobaski yontemlerinde 6ncelikli ve en 6nemli
adimlardan bir tanesi biyoink se¢imidir (Andrea ve Bill, 2024). Biyoinklerin uygun
viskoziteye sahip olmalar1 tek basma yeterli olmamakla birlikte ayni zamanda yiiksek
mekanik dayanikliliga da sahip olmalari gerekmektedir. Bunun yaninda biyolojik olarak
uyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir olmahidir (Xia vd., 2018). Bu 0Ozellikleri
saglamasi sebebiyle polimerler biyoink hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kullanilan polimerler dogal (polisakkarit veya protein bazli) ve sentetik olmak iizere
ikiye ayrilirlar (Chen vd., 2023; Fatimi vd., 2022; Ren vd., 2022). Biyoinklerde yaygin
olarak kullanilan; polietilen glikol, polikaprolakton, polivinilpirolidon, polilaktik asit,

polivinil alkol gibi biyomalzemeler, sentetik polimerler arasinda yer almaktadirlar. Dogal




polimerler ise; kollajen, jelatin, aljinat, kitosan, hyaluronik asit, seliiloz, musilaj gibi
biyomalzemelerdir (Embafrash Berhe vd., 2023; Jeong vd., 2020).

1.2.1 Kollajen

Uc polipeptit zincir ve karakteristik ticlii sarmal yapidan olusan ve yaklasik 20 tiirii olan,
protein ailesine genel bir terim olarak kollajen ismi kullanilir (Gelse vd., 2003). Kollajen,
viicuttaki ¢esitli bag dokulariin (deri, kemikler, bagdokular, tendonlar ve kikirdak gibi)
hiicre dis1 matrisinde en bol bulunan yapisal proteindir (Jafari vd., 2020). Kollajen,
yapisindaki hidroksil ve amid gruplar1 hem hidrojen hem de kovalent baglarla bir arada
tutulan, kendi kendine toplanan polipeptit zincirli bir yapidadir. Her zincirin karsisinda
ayr1 bir biikiimii ve amino asit vardir. Uglii sarmal yapiy: ii¢ temel amino asit igerir.

Bunlar; glisin (gly), prolin (pro) ve hidroksiprolindir (hyp) (Veiga vd., 2022).

OH N Y ~N \
O Glisin OHidroksiprolin O Prolin

|
Amino Asit Dizilimi OQQ\{C%O%%Q%\%%

Amino Asit /\/\/\/

Diziliminin Tek Zinciri

Uclii Sarmal
Yapi

Kollajen Fiber ,;‘l

Sekil 2. Kollajen yapisinin sematik gosterimi (Sobczak-Kupiec vd., 2021)

Kollajen, memeli dokularinda, tendonlarinda, baglarinda ve derisinde en ¢ok bulunan
protein oldugu i¢in doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda biyomalzeme olarak
kullanilmaktadir. Kollajenin biyouyumlulugu yiiksektir, diisiik immiinojeniteye sahiptir
ve hiicre yapismasini ve yenilenmesini desteklemektedir (Drzewiecki vd., 2017; Veiga
vd., 2022).

Tanimlanmis bir dizi farkli Kkollajen tiirii vardir. Doku miihendisliginde en yaygin
kullanilanlar1 tip I, II, IV ve V olusumlaridir (Chen vd., 2023). Bollugu, her yerde
bulunmasi ve biyouyumlulugu nedeniyle tip I kollajen en yaygin kullanilanidir. Tip I

kollajen, hiicre yapismasini, farklilasmasimi ve diger dogal siiregleri desteklediginden
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viicuttaki bircok dokuya Ozgiidiir. Ayn1 zamanda da yara iyilesmesi sirasinda viicudun
kendi rejeneratif yaklasiminin birincil bileseni oldugundan doku miihendisliginde temel

bir malzeme olarak secilmektedir (Drzewiecki vd., 2017; Glowacki ve Mizuno, 2008).

Kollajen, hayvanlarin derisinde, kikirdaklarinda ve diger bag dokularinda yaygin olarak
bulundugundan hayvan kaynaklarindan elde edilebilir. Ayni zamanda rekombinant
genetik tekniklerden de elde edilebilmektedir. Kollajen eldesi igin en ¢ok kullanilan
hayvan kaynaklari; sigir derisi, domuz derisi, sigan kuyrugu ve deniz hayvanlaridir (Yang
vd., 2023). Kollajen eldesinde kullanilan sigir derisi yaklagik olarak %30 protein igerigine
sahiptir ve kollajen esas olarak i¢ alt tabakasinda bulunmaktadir (Gonzélez-Masis,
Cubero-Sesin, Guerrero, vd., 2020). Literatiirde en yaygin tip I kollajen kaynagi ise sican
kuyrugu tendonudur. Sigan kuyrugu tendonu agirlikca %90-95 oraninda tip 1 kollajen
icermektedir ve ekstraksiyon islemi sonrasi yiiksek Kkollajen verimi saglar (Yang vd.,
2023).

1.2.2 Misilaj

Boyutlar birka¢ milimetreden birka¢ metreye kadar degisen amorf agregatlara deniz kar1
ad1 verilmektedir. Deniz kari, okyanuslarin her yerinde bulunur (Simon vd., 2002). Yaz
kosullarinda (sicak havalarda) su siitunu tabakalagmasi, kiiciik boyutlu agregatlarin biiytik
ve ince tabakalar halinde topak veya bulutsu yapilar olarak birlesmesini saglar. Olusan

jelimsi yap1 miisilaj olarak bilinmektedir (Precali vd., 2005).

Bir polimerik polisakkarit olan miisilaj yapisal olarak, L-arabinoz, D-galaktoz, D-ksiloz,
D-glukoz ve galakturonik monomerlerinden olusan dallanmis karbonhidratlardan
olusmaktadir. Ayrica yapisinda glikoproteinler ve tanen, alkaloid ve steroidler gibi farkl
biyoaktif bilesenleri de igermektedirler (Tosif vd., 2021). Mdsilaj, yuksek termal ve
kimyasal stabiliteye sahiptir, biyolojik olarak pargalanabilir ve viskoz c¢ozeltiler
olusturabilir (Alpizar-Reyes vd., 2017).

1.3 Capraz Baglama ve YOntemleri

Kollajen hidrojelleri, doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilsa da mekanik
Ozellikleri ve yiiksek sicakliklara karsi dayanikliligi, ti¢lii sarmal yapiyr olusturan
hidrojen baglar1 bozuldugu i¢in disiiktir. Kollajenin yapisim1  giiclendirmek ve
dayanikliligimi arttirmak igin fonksiyonel gruplari (amino ve karboksil gruplar)

baglayarak ¢apraz baglama islemi gerceklestirilir (Adamiak ve Sionkowska, 2020; Rhee
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vd., 2016). Capraz baglayicilar, mekanik Ozellikler, enzim toleransi, 1s1l dayaniklilik
olmak Uzere doku ve organlara benzer fizikokimyasal Ozelliklere sahip kollajen yap1
iskelesi iiretmek icin kullanilmaktadir. Capraz baglama yontemleri kimyasal, fiziksel ve
enzimatik olmak tlizere iige ayrilirlar (Islam vd., 2021). Fiziksel ¢apraz baglama teknikleri
arasinda dehidrotermal aritma ve ultraviyole (UV) 1sima Ornek olarak verilebilir.
Kimyasal ¢apraz baglama yontemi i¢in kullanilan baslica kimyasallar ise; glutaraldehit,
karbodiimid, formaldehit, riboflavin ve genipin 6rnek olarak gosterilebilir. En ¢ok
kullanilan ¢apraz baglama teknigi kimyasal ¢apraz baglama teknigidir (Heo vd., 2016;
Jiang vd., 2022).

1.3.1 Genipin

Genipin, gardenya meyvelerinde bulunan, yiiksek biyouyumluluga sahip, biyolojik olarak
parcalanabilen, toksik olmayan ve stabil olan bir ¢apraz baglayicidir (Masri vd., 2022).
Genipin biyomalzemelerin ikincil veya {iglinciil amin gruplar1 yerine sadece birincil amin
gruplar ile reaksiyona girmektedir. Lisin veya hidroksilisin kalintilariin serbest amino
gruplarini ¢apraz baglar ayn1 zamanda da mavi renk pigmentlerine neden olmaktadir. Bu
renk degisimi sayesinde ¢apraz baglanma derecesi hassas bir sekilde ayarlanabilmekte ve
capraz baglanmanin gergeklestigi kontrol edilebilmektedir (Scialla vd., 2022). Toksik
olmamasi, biyouyumlu olmas1 ve gorsel olarak ¢apraz baglayici olarak kullanimi oldukca

yaygindir. Genipin ¢aligma mekanizmasi sekil 3’te gosterilmistir.

OCOCH, OCOCH,
q B p
4 - C=N
C@ H,N = (& GCC OH

(Amin grubu) /&)

HOCH, A HOCH,  oH
Genipin Kollajen
OCOCH, OCOCH,
— T o .@=1
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CHO ) !
HOCH
HOCH, HN — 2
(Amin grubu ) Capraz Baglanmis Kollajen

Sekil 3. Genipinin ¢apraz baglama mekanizmasmin sematik gosterimi (Riacci vd., 2021)



1.3.2 Riboflavin

Kimyasal capraz baglama tekniginin en Onemli dezavantajlarindan biri, kullanilan
kimyasal malzemelerin, ¢capraz bagli yapilarin biyolojik par¢alanmasi ve biyouyumlulugu
tizerinde zararli etkilere sahip olabilmesidir. Fotokimyasal capraz baglama diger
yontemlere gore toksisitesi azaltilmig, hizli ve etkili bir yontemdir (Rich vd., 2014).
Riboflavin, kolaylikla emilebilen, diisiik toksisiteye sahip oldugu i¢in bu yontemde tercih
edilen 1s18a duyarhi bir B vitaminidir (Brennan-Pierce vd., 2014). Riboflavin, 1sikla
uyarilarak tekli oksijen iiretir ve amino gruplarini kopriileyen kovalent baglar1 olusturur.
Olusan giiglii kovalent baglarla daha giiglii yap1 ortaya ¢ikar (Heo vd., 2016). Riboflavin

calisma mekanizmasi sekil 4’te gosterilmistir.
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Kollajen  Riboflavin

Sekil 4. Riboflavin ¢apraz baglama mekanizmasinin sematik gosterimi (Heo vd., 2016)

1.4 Karakterizasyon Yontemleri

Bir malzemenin fiziksel, kimyasal, biyolojik ve morfolojik 6zellikleri hakkinda cesitli
yontemler, teknikler ve araglar kullanilarak bilgi alma islemine karakterizasyon denir.
Malzemelerin karakterizasyonunda, mikroskopi, spektroskopik, optik ve termodinamik
gibi ¢esitli teknikler bulunmaktadir. Yaptigimiz tez calismasinda bu yontemlerinden

spektroskopik ve optik teknikleri biyomalzemelerin analizi i¢in kullandik.



1.4.1 Mueller Polarimetri

Optik karakterizasyon, 1s1k (radyasyon) ile malzeme arasindaki etkilesime dayanan bir
cesit karakterizasyon yontemidir. Geleneksel optik karakterizasyon cihazlari, 1518in
polarizasyon durumundaki degisiklikleri hesaba katmadan sadece 1sik yogunlugunu
Olemektedir. Polarizasyondaki degisiklikleri de tespit eden teknikler, incelenen malzeme
hakkinda ek bilgiler verebilir ve bu sayede 6l¢iim dogrulugunu arttirabilme potansiyeline
sahiptirler. Mueller matrisi, bir nesnenin tamamen veya kismen polarize edilmis 1sikla
etkilesimini en iyi sekilde tanimlamaktadir. Bu nedenle mevcut polarimetrik yontemler
Mueller formalizmi ile genellestirilebilir ve bu genellemeye Mueller polarimetrisi adi
verilir (Ignatenko vd., 2022). Mueller polarimetrisi, iki ana bilesenden olusmaktadir.
Bunlar; polarizasyon durum ureticisi ve polarizasyon durumu analizoriddr. Polarizasyon
durum ireticisi sirayla tek dalga boyu lazer 1sik kaynagi, polarizor ve ceyrek dalga
plakasindan olugmaktadir. Polarizér durumu analizorii ise sirasiyla ¢eyrek dalga plakasi,
polarizér ve dedektdrden olusmaktadir. Olgiimii yapilacak olan &rnek ise iki bilesenin

arasinda durmaktadir (Le vd., 2022).

Mueller polarimetresi, biyolojik ornekleri analiz etmek icin polarize 151k Ol¢limlerinin
kullanildig1 temel ve klinik &ncesi arastirmalarda kullanilmaktadir. Ozellikle, optik ¢ift
kirilma ile yakindan iliskili bir optik 6l¢iim olan geciktirme, dokularin yapisal
anizotropisi ile iligkilidir ve bu da dokularin bilesenlerinden (kas lifleri, kollajen vb.)
ortaya ¢ikmaktadir. Dokunun hiicre disi matrisinde morfolojik degisikliklere yol agan
herhangi bir gelisme, mueller polarimetri ile goriintiilenebilir, tanimlanabilir veya

Olculebilir (Ahmad vd., 2020).

Mueller matris Ol¢timlerinde 6rnek tizerine gonderilen 151k polarizasyonu, Stokes
vektorleri olarak adlandirilan dort elementli bir vektor olarak tanimlanir (Pham ve Lo,
2012a). Bir malzemenin olglimlerinden elde edilen Stokes parametreleri ile bir “M”
matris hesaplamasi yapilir. Elde edilen matrisin birinci satir- birinci siitun degeri (M11)
ile normalize edilerek 6rnegin normalize edilmis “m” matrisi bulunur. Asida belirtilen

formiiller uygulanarak 6rnegin optik parametreleri hesaplanir.
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M31 Mz Mzz Miy :
LR My Myy My Ner = M/ M{1,1) ;

Sekil 5. Stokes parametrelerinin kullanilmasiyla M matrisinin hesaplanmasi (a ve b). “M”

matrisinin normalize edilerek drnegin “m” matrisinin bulunmasi (c) (Pham ve Lo, 2012a).

Matris hesaplamalarindan sonra sirastyla asagidaki formiiller uygulanir:

a 2 3 b

@ {Sn‘*(sn)‘sw(so)} + {SH»(SO)—S”SQ(SO)} (b) S..(S ¢ ¢
D= 5 » 20, = tan”! ( 45°(S0) — Sizse( n))

550+ 550 = S5 - S (So) = Sour(S0)

“ 2 @ 1+R* 0 0 2R

{Sn'lﬁu]‘sw‘jﬂ:‘] - {\ {SUESMAS% \'sny}’- {SRHC:Sﬂ:—SLHfIS”jH B 0 | _ R 0 o

k= - “«=1 0 0 1-R 0
{SRHE[-SU“SLHC‘:Sn| 2R 0 0 |+ R

e

( ) '( %) —Lm(’ﬂd)( T—g) Lsin ”F)d)(l |'| ) 0
(1 %) %[( )2 , (494)(1— }j—g)ﬁ} 4s..n(aryd)( /=) 0

f\m ’Hd)(l H—g) 4\111(4Hd)(l %)2 %{(]A,/I‘T‘g)z—u)\(llﬁ‘d)( :{;2)2} 0
0

0 0 =

,u)t. (26,)

Sekil 6. a) Dogrusal dikroizm (D) b) Dogrusal dikroizmin yonelme agis1 (6d) ¢) Dairesel
dikroizmin hesaplanmasi (R) d) Dairesel dikroizmin matrisinin hesaplanmasi (Mcq) €)

Dogrusal dikroizmin matrisinin hesaplanmasi (Mig) (Pham ve Lo, 2012a).
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(a) By By By Bu\(D)[B2 B2 0 0 0 0] [An]  [mn

- By Byy 0O 0 0 0| |Ayp s

Mp = [My][M.;] = By, By By By 0 0 By By 0 0| |An| |ms
€ B3 B,y Byy By 0 0 By By 0 0| |As| ™ |[ma

B B B.. B 0 0 0 0 By By| |Ap My

41 T2 T4 T 0 0 0 0 By Bs||As s

Sekil 7. a) 6x6’lik B matrisi, dairesel ve dogrusal matrisin elde edilmesi b) B matrisinin
tersi ile “m” vektorii ile soldan garpilarak “A” vektorii elde edilmesi (Pham ve Lo,
2012a).

@ | (224 ®) ©

-1
y = —tan 1 Aw . Ag
) A22 1 A%% 2a 2}’ = lan A_,B /f = sIn Ti- m

(a) Cyy = cos(2y) sin(f), )

= ll'-m" (C”A42 T C22A43)
o2 = sin(2y) sin(p). 2 CpAp — Crdy

Sekil 8. Dairesel cift kirilmanin optik doniisiiniin hesaplanmasi (gama) (a), dogrusal cift
kirilmanin hesaplanmasi1 (beta) (b ve c), dogrusal ¢ift kirilmanin optik doniisiiniin

hesaplanmasi (alfa) (d ve ¢) (Pham ve Lo, 2012a).

1.4.2 Raman Spektroskopisi

Elektromanyetik 1simanin madde ile etkilesiminin incelenmesine spektroskopi denir.
Spektroskopik yoOntemler; emisyon, absorpsiyon, floresan veya sagilma olaylarma
dayanmaktadir. Spektrofotometri, kiitle spektroskopisi, kizil 6tesi spektroskopisi, Raman
spektroskopisi gibi ¢esitli spektroskopik yontemler mevcuttur (Bumbrah ve Sharma,
2016).

Raman spektroskopisi, ornek {lizerinden elastik olmayan sekilde sa¢ilan 15181n frekans
kaymasini, molekiillerinin dénme ve titresim enerjilerini 0lgen spektroskopik bir 6lgim
yontemidir (Muehlethaler vd., 2013). Olgiimlerde, 6rnek iizerine gonderilen 151k,
malzemenin molekiillerinden carparak sagilirlar. Bu sagilmalar elastik ve elastik olmayan
sacilim olmak ftizere ikiye ayrilirlar. Elastik sacilim, 1518in frekansinda kayma olmayan
veya dalga boyunda degisim olmayan sacilimlardir. Isigin frekansi veya dalga boyu

degisiyorsa bu sagilma elastik olmayan (inelastik) sagilim olarak adlandirilir (Rostron vd.,
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2016). Bu sagilma ayni zamanda Raman sa¢ilimi olarak da adlandirilmaktadir. Raman
spektroskopisi, kullanim kolayligi, minimum 6rnek hazirlama gereksinimi ve biyolojik
maddelerin molekiiler yapisina yonelik yiliksek hassasiyeti nedeniyle biyomalzemelerin

karakterizasyonunda tercih edilmektedir (Kizil ve Irudayaraj, 2018).

1.4.3 Sinkrotron Fourier Dontistimli Kizilotesi Spektroskopisi

Fourier doniisiimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, kompleks molekdlleri analiz etmek
icin kullanilan bir spektroskopi teknigidir. FTIR spektroskopisinde, 6rnek malzemeden
dleiim almak igin kizilotesi 11k kullanilir. Olgiimlerde &rnek iizerine gonderilen 1sik,
ornegin molekiilleri tarafindan absorplanir ve bu emilim sonucu molekiiller aldiklar
enerjiyi titresimsel bir enerjiye doniistiiriir. Her bir molekiil veya kimyasal yapilarin
kendine 0zgii bir titresim hareketi ve enerjisi oldugu i¢in alinan Slglimlerden ornek
icerisinde bulunan molekiiller veya kimyasal yapilar belirlenir. FTIR spektroskopisi,
yaklasik olarak 4000-400 cm™ dalga sayis1 araligindaki titresimleri lgmektedir (Litescu
vd., 2012).

Sinkrotron 151k kdkenli Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (SFTIR), malzemeleri
mikron seviyede veya mikro alanda analiz eden bir spektroskopi analiz cihazidir. sSFTIR
spektroskopisinde kullanilan sinkrotron 15181 (radyasyonu), geleneksel FTIR 11k
kaynaklarindan yaklasik 100-1000 kat daha parlaktir. Hasarsiz bir analiz yontemi olan
sFTIR, sinkrotron 151k parlakligindan faydalanarak yiiksek sinyal-giiriiltii (S/G) oraninda
mikro yapilar icerisindeki molekiillerin kimyasal yapisini inceler. Bu teknik orneklerdeki
kimyasal bilesenlerin ve fonksiyonel gruplarin miktari, bilesimi, yapis1 ve dagilimi dahil
olmak iizere bilgi saglamakta ve geleneksel FTIR spektroskopisine gére daha ayrintili

bilgi vermektedir (Pascolo vd., 2014; Wang vd., 2015).

2. YONTEM

2.1 Ug Boyutlu Biyoyazict Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

3D biyoyazicilarin ve U¢ boyutlu yazicilarin genel ¢alisma prensipleri aynidir.
Calismamizda bir biyoyazici hazirlamak igin (i¢ boyutlu yazici kullanilmustir. ilk taslak
biyoyazici olarak Anet A8 marka U¢ boyutlu yazici tercih edilmistir. Bu yazicinin 1siticili

baski kismi ¢ikartilmis yerine enjektdrden biyomiirekkebin basimini saglayacak parga
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konulmustur. U¢ boyutlu yazicida filamentin hareketini saglayan motor bu parcada
enjektore baski yapilarak basim yapilmasini saglayan motor olarak kullanilmistir.
Boylelikle yazicinin kodlamalarinda herhangi bir degisiklik yapilmaksizin enjektore baski
yapilarak basim gercgeklestirilmistir. Baski islemi; motora takilan vidayr dondiirerek
enjektor iizerindeki parcanin hareketi saglanmakta ve enjektore basing uygulamustir.
Uygulanan basingta enjektoriin yerinden ¢ikmasi ve dengesizlik olusmamasi icin ise alt

kisim ile enjektore destek uygulanmustir.

l‘L“ -

" E

Sekil 9. a) Anet A8 3 boyutlu yazic1 b) 3 boyutlu biyoyazicinin ilk taslak hali c)

Enjektoriin baski yapmasi i¢in kullanilan basim pargasi

2.1.1 Biyoyazicinin Optimizasyon Ayarinin Yapilmasi

Biyoyazicinin tasarim modelinin deneme basimlarint gergeklestirmek igin, iki farkli
viskoziteye sahip biyoink kullanilmistir. Bu miirekkepler Wei ve arkadaglarinin ¢alismasi
referans alinarak belirlenmistir (Wei vd., 2022). Viskozitesi diisiik biyoink igin sodyum
aljinat hidrojeli ve viskozitesi yiksek biyoink ic¢in ise sodyum aljinat/polivinil alkol
(PVA) karisim hidrojelleri  kullanilmisti.  Sodyum aljinat hidrojeli; %5 (a/h)
konsantrasyonda ultra saf su icerisinde karistirilarak hazirlanmistir. Sodyum aljinat/PVA
hidrojeli; c¢alismadaki en verimli sonucu veren degerler olarak %16 (a/h)
konsantrasyonunda ve sodyum aljinat/PVA oran1 8/2 olacak sekilde hidrojeller
hazirlanmistir. Hidrojel saf suda iki glin boyunca manyetik karistirict kullanilarak
cozdiirilmistiir. Biyoinkler hazirlandiktan sonra basimi yapilacak {i¢ boyutlu sekiller
Solidworks programi kullanilarak ¢izilmistir. Bu ¢ boyutlu gizimler, Ideamaker programi

ile dilimlenerek g-code diline doniistiiriilerek biyobasima hazir hale getirilmistir. G-code
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dilleri Anet A8’in kendi yazdirma programi olmadigi igin Ug¢lncu taraf program veya

hafiza kart1 kullanilarak yaziciya aktarilmasi saglanmistir.

Sodyum aljinat hidrojelinin biyobasiminda kullanilacak olan parametreler g-code
hazirlama programinin ilk 6nerdigi degerlere gore belirlenmistir. Bu degerler; x, y ve z
eksenlerinde enjektoriin hareket hiz1 100 mm/s ve enjektdriin baski hiz1 100 mm/s?dir.
Basimda kullanilan o6rneklerin dis kenar uzunluklari 30 mm ve i¢ bosluklarin kenar
uzunluklar1 ise 10 mm’dir. Baskida kullanilan igne capt 0.41 mm’dir, bu igne ¢ap1 3

boyutlu yazicilarda standart olarak kullanildig: icin tercih edilmistir.

Sodyum aljinat hidrojeli ile yapilan deneme g¢alismalarinda, biyobaski iglemi basari ile
gerceklesmis, basilan {irlin gorsel olarak seklini korumustur. Sodyum aljinat hidrojelinin
viskozitesi diisliik oldugu i¢in basim yapilirken hem enjektor tlizerinde hem de plastik

konik igne ucunda basing olugsmadigi i¢in basim sekilleri ¢izildigi gibi gergeklesmistir.

Sekil 10. %5 Sodyum aljinat deneme caligmalarinin biyobasimlari

Viskozitesi yuksek olan biyoink daha yogun malzemelerin basilabilirliginin denenmesi
amactyla kullanilmistir. Sodyum aljinat/PVA hidrojelinin basiminda igne ucu iizerinde
olusan basingtan dolay1, enjektdr egilmis ve igne ucu petri cama temas ederek siirtiinmeye
neden olmustur. Bundan dolay1 basimlar yapilamamistir. igne ucunda olusan basmin
azaltilmasi i¢in Once enjektor hareket hizi ve baski hizi kademeli olarak distiriilmiis
ancak enjektdrde olusan basingtan dolayr goriilen egilme sorunu diizeltilememistir. Bu
sorunun ¢oziilmesi i¢in biyoyazicinin plastikten olusan iskelet yapisi daha dayanikli ve

ayn1 zamanda da hafif olan aliiminyum profil ile degistirilmistir.
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Sekil 11. Aliiminyum profil kullanilarak yeniden tasarlanmis biyoyazici

Aliiminyum profil ile daha saglam hale getirilen biyoyazici ile sodyum aljinat/PVA
karisim hidrojeli 50mm/s enjektdr hareket hizi ve 50 mm/s? baski hizi ile 1zgara seklinde
yapi iskelesi olarak basilmigtir. Basilan seklin ¢iziminde dis kenar uzunlugu 30 mm ve i¢

karelerin kenar uzunlugu ise 2,5 mm’dir. Basimda kullanilan igne ucu ¢ap1 0.41 mm’dir.

Sekil 12. Sodyum aljinat/PVA karisim hidrojeli ile basilan yapi iskelesi

Basilan yapi iskeleleri kurutulmus ve i¢ kareleri optik mikroskop altinda incelenmistir.
Kurutulan yapr iskelelerinin i¢ kenar uzunluklarinin yaklasik olarak 1.3 mm ile 1.4 mm
arasinda degisiklik gosterdigi ve ¢izgilerin kalinhig1 yaklasik olarak 0.4 mm oldugu

Olglilmiistiir.
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Sekil 13. Sodyum aljinat/PVA karisim tabanli yap: iskelesinin optik mikroskop altinda

incelenmesi

Yapilan denemeler sonucunda biyoyazicinin hiz ve tasarim optimizasyonlart sentetik
olarak gergeklestirilmisti. Bu sonuglara gore biyoyazicinin istenilen sekillerde ve

istenilen parametrelerde basim yapilabildigi gozlemlenmistir.

Biyoyazicinin basim parametrelerinin belirlendikten sonra basimlarda kullanilmak iizere
baz1 degisiklikler yapilmistir. Bu degisikliklerden biri plastik konik igne ucu
kullanildiginda fazla malzeme harcandigindan plastik konik uglar, metal uglu kisa kiint
igne uglar ile degistirilmistir. Yaptigimiz degisikliklerden bir digeri basim olarak
kullanilan plastik enjektorler karsilagtiklar: basingta egilerek deforme olduklari i¢in kolay
temizlenebilen ve steril edilebilen cam enjektor ile degistirilmistir. Biyoyazicinin, igne
ucu veya enjektor boyutu degistirildigi zaman baslangig yiiksekliginin kolay
belirlenebilmesi i¢in yiikseklik sensorii takilmistir. Bu sensoriin takilabilmesi icin
yiikseklik sensoriine sahip bir 3 boyutlu yazici olan Prusa MK3S adli yazicinin anakarti
alinmig ve biyoyazicida bulunan Anet A8 yazicinin anakarti ile degistirilmistir. Yapilan
bu degisiklikle hem baglangic yiiksekligi kolay ayarlanabilmis hem de dilimleme ve g-
code yazdirma dili yazicinin kendi programu ile kolaylikla yapilmistir. Bu degisiklik
ayarlarmin yapilmasi ile 3 boyutlu biyoyazici; farkli yogunluk, sekil, enjektdr boyutu
veya igne ucu boyutundaki malzemelerin kullanilmasiyla basim yapmaya hazir hale

getirilmistir.
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Sekil 14. 3 Boyutlu biyoyazicinin son hali

2.1.2 Kollajen Biyobaski Denemeleri

Kollajen biyomiirekkebinin hazirlanigi; 17.4 mM asetik asit igerisine %4 (a/h)
konsantrasyonunda Kollajenin kiigiik parcalar halinde eklenmesiyle hazirlanmistir.
Kollajenin ¢ozdiiriilmesi isleminde yapisinin bozulmamasi i¢in hidrojel 17°C’nin altinda
sicaklikta bekletilmistir. Hazirlanan kollajen biyomirekkebi enjektér icerisine
yiiklenmistir. Enjektor igerisindeki biyoinkte hem karigimdan hem de yiiklemeden dolay1
olusan kii¢iik hava kabarciklari gézlemlenmistir. Hava kabarciklarini biyomiirekkebin
icerisinden gidermek i¢in santrifiij cihazi ile merkezkag¢ kuvveti uygulayarak miirekkebin
sikigmast ve saglanmistir. Santrifiijle dondiirme islemi 1000 xg hizinda 15 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi sonras1 enjektdr biyoyaziciya yerlestirerek 50 mm/s

hareket hizinda ve 50 mm/s? baski hizinda basim islemi yapilmstir.

Sekil 15. a) Enjektor icerisine yliklenmis hava kabarcigi bulunan biyoink b) Santrifiijleme

islemi c) Santrifiijleme sonras1 enjektdorde hava kabarcigindan tamamen arindirilmis
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kollajen biyoink d) Hava boslugu olmadan 30 mm dis kenar uzunlugu 2,5 mm i¢ kare

kenar uzunlugu olan kollajen yapi iskelesi

2.2 Ekstraksiyon islemleri

Kollajen ekstraksiyonu igin laboratuvar kosullarinda kolay ulasilabilecek ve ekstraksiyon
icin iyi bir kollajen verimi saglayan iki farkli kaynak kullanilmistir. Bu kaynaklardan biri
sigir derisi, digeri ise sican tendonudur. Bu kaynaklarin kullanilmasinin diger bir sebebi

ise ekstraksiyon igleminin kolay olmasidir.

2.2.1 Sigan Kuyrugundan Kollajen Ekstraksiyonu

Kollajen ekstraksiyonu icin kullanilan hayvan temelli ham maddelerden biri sican
kuyrugudur. Kollajenin sigan tendonundan ekstraksiyon protokolii Gonzalez-Masis ve
arkadaglarmin calismasi referans alinarak yapilmistir (Gonzéalez-Masis, Cubero-Sesin,
Corrales-Urefia, vd., 2020). Kollajen ekstraksiyonu i¢in kullanilacak olan si¢an tendonlari
Istanbul Medeniyet Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan bagis olarak
alimmustir. Sigan kuyrugunun derisi bistiiri yardimi ile kesilmis ve yiiziilerek kuyruktan
almmistir. Kuyruk zerindeki tendonlar, sigan kuyrugundaki beyaz seritli yapilar, pens
yardimi ile alinip petri igerisine koyulmustur. Bu yapilar alinirken herhangi bir doku
parcas1 almadan tek tek kuyruktan alinip petri igerisine koyulmustur. Kollajenin safligina
ve c¢oziilebilirligine herhangi bir etkisi olmamasi i¢in doku parcalarinin alinmadigina
emin olunmustur. Ekstraksiyon asamasinda 3 adet sican kuyrugundan yaklasik olarak 5
gram tendon pargcasi elde edilmistir. Kuyrukta bulunan tendonlarin ayrilma islemi yapinin

bozulmamasi i¢in 4 °C’de gerceklestirilmistir.

Tendonlar, %3 (h/h)’liik asetik asit soliisyonu igerisine %0,5 (a/h) konsantrasyonda
olacak sekilde (her 1 gram tendon i¢in 200 ml %3 (h/h)’liikk asetik asit) eklenmistir.
Kollajen, asetik asit igerisinde pH:2 veya 2’den diisiik seviyelerde daha verimli bir
sekilde ¢oziilmektedir (Ibrahim vd., 2023). Bu ylzden tendonun asetik asit icerisinde
¢Ozdiiriilme islemi sirasinda soliisyonun pH degeri 2 veya daha diisiik olacak sekilde

ayarlanmugtir.

Soliisyon 72 saat boyunca 4 °C’de mekanik karistirict yardimi ile 250-300 rpm hizinda
kanigtirllmistir. Cozdiirme islemi boyunca soliisyon pH degeri 2 olacak sekilde siirekli
kontrol edilmistir. pH artmasi durumunda soliisyona 1M asetik asit eklenerek pH:2

seviyesinde tutulmustur.
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Sekil 16. Mekanik karigtirict yardimi ile karistirtlarak ¢ozdiiriilen tendon 6rnekleri

Tendonlar 3 giin boyunca karistirildiktan sonra 7000 xg kuvvetinde 1 saat boyunca

santrifiijlenerek ¢oziilmeyen tendonlarin ¢oktiiriilmesi saglanmistir.

Elde edilen kollajen ¢ozeltisinden, siviyr uzaklastirmak ve sade kollajeni toz halde elde
etmek i¢in liyofilizasyon iglemi yapilmistir. Liyofilizasyon islemi dncesi malzeme -80
°C’de buz kristalleri olacak sekilde dondurulmustur. Dondurulan, malzeme tekrar ¢oziiliip
stvi forma gelmemesi i¢in -55 °C sicakliga sahip hazneye yerlestirilmistir. Malzemede
bulunan buz kristalleri, bir pompa yardimi ile siirekli vakumlanarak malzemeden
uzaklastirilmig ve tiim buz kristalleri uzaklastiginda geriye toz halde bir yap1 kalmistir.
Kollajenlerin liyofilizasyon islemi, 1 mbar basing altinda 96 saat boyunca siirmiistiir.
Liyofilizasyon sonrasi tamamen kuru bir sekilde siingerimsi yapida elde edilmistir.

Ekstraksiyon sonrasi 5 gram tendondan yaklasik 1,52 gram kollajen elde edilmistir.

2.2.2 Sigir Derisinden Kollajen Ekstraksiyonu

Sigir derisinden kollajen ekstraksiyonu igin Kazanci ve arkadaslarinin ¢alismasi referans
almmistir (Kazanci vd., 2021). Ekstraksiyonda kullanilacak sigir derisi bagis olarak
alimmistir. Sigirdan alinan deri Uzerindeki kil, tiily ve yag dokusu bistiiri yardimi ile
ayrilarak temizlenmislerdir. Temizlenen deri pargalar kiigiik parcalar halinde kesilmis ve

-20 °C’de stok olarak saklanmistir.

Sigir derisi pargalarindaki kil, tily ve yag dokusu alinsa bile iizerinde hala kalma ihtimali
bulunmaktadir. Kalan bu doku parcalarini gidermek i¢in sodyum hidroksit (NaOH)
¢ozeltisi kullanilmugtir. 20 gram sigir derisi, 0.1 M NaOH cozeltisinde 48 saat bekletilerek
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kalan parcalar ¢ozdiiriilmiis ve malzemeden uzaklastirilmisti. NaOH sollisyonu 24 saatte

bir degistirilmis ve islem sonrasi deriler saf su ile li¢ kez yikanmistir.

Sekil 17. Sigir derisinden elde edilen temizlenmis deri parcalarinin NaOH soliisyonu

igerisinde bekletilme agamasi

Sigir derileri 300 ml hacimde 10 milimolar (mM) hidroklorik asit (HCI) soltisyonuna
eklenmistir. Deri parcalar1 soliisyona eklendikten sonra deriler NaOH c¢ozeltisinden
alindig1 icin solisyonun pH degeri ikiden yiiksektir bu yiizden sollisyon Once biraz
karigtirilmis ve pH:2’de sabit olana kadar tizerine HCI asit eklenmistir. pH degeri sabit
olana kadar bu islem tekrarlanmistir. pH:2’de sabitlendikten sonra soliisyona 1 gram
pepsin koyularak kollajen mekanik karistirict yardimi ile 4 °C’de karistirilmaya
brrakilmigtir. Kollajenlerin ¢dziilmesiyle soliisyon akiskanligi diismiis ve jel kivamina
gelmigtir. Deri parcalarindan ¢6ziilen malzeme her 24 saatte bir, ayr1 bir behere elek
yardimu ile siiziilmistiir. Suzulen solisyon 4 °C’de saklanmigtir. Kalan deri pargalari igin

islem 3 kez tekrarlanmustr.

Cozdiirme islemi sonrasi, reaksiyonu durdurmak amactyla solisyona 2 M (re ve 50 mM
sodyum Klorur (NaCl) eklenmis ve tris-edta ile pH degeri 7°de sabitlenmistir. Boylelikle
enzim aktivitesi durdurulmustur. Cozelti igerisinde bulunan deri pargalar1 santrifiijleme
islemi ile ¢oktiiriilerek soliisyondan uzaklastirilmistir. Soliisyon igerisinde bulunan tuz
kalintilarii1 uzaklastirmak i¢in diyaliz islemi yapilmistir. Diyaliz islemi i¢in soliisyon
diyaliz membranlarina yiiklenmistir ve 5 litre 0.1X PBS (fosfat tamponlu salin) igerisine
koyulmustur ve 4 giin boyunca diyaliz islemi gerceklestirilmistir. PBS ¢ozeltisi 48 saatte

bir yenilenmistir. Diyaliz islemi sirasinda diyaliz suyunun iletkenlik ve pH {izerindeki
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degisimi takip edilmistir ve diyaliz suyu 24 saatte bir degistirilmistir. Diyaliz isleminde
diyaliz suyunun pH degeri kollajen icerisindeki asit disar1 ¢iktig1 i¢in yiikselmekte ve
kollajen igerisindeki tuzlar disar ¢iktigi i¢in ise iletkenlik degeri artmaktadir.

Sekil 18. Diyaliz membranlar1 i¢erisinde bulunan deri kollajen soliisyonu

Diyalizden sonra elde edilen kollajenler, liyofilizasyon islemi ile kurutulmustur.
Liyofilizasyon islemi; -55 °C‘de 1 milibar vakum altinda 4 gin sire ile
gerceklesmektedir. Liyofilizasyon islemi sonrasi tamamen kurumus hafif sert siingerimsi
kollajen elde edilmistir. Ekstraksiyon sonras1t 20 gram deriden yaklasik olarak 3,2 gram
kollajen tiretimi gergeklesmistir.

Sekil 19. a) Liyofilizasyon oncesi, diyaliz membranlarindan alinan deri kollajen b)

ekstraksiyon sonrasi elde edilen deri kaynakli kollajen

2.2.3 Musilaj Ekstraksiyonu

Miisilajin ekstraksiyonu i¢in Mecozzi ve arkadaslarinin yaptigr ¢alisma g6z Oniinde
bulundurulmustur (Mecozzi vd., 2008). Mdsilaj ekstraksiyonu i¢in; T.C. TARIM VE
ORMAN BAKANLIGI, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii'nden E-
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21264211-288.04-7216683 sayili arastirma izni ve yine T.C. TARIM VE ORMAN
BAKANLIGI, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii’nden E-90461321-
407-7657550 sayil1 aragtirma izinleri alinmistir. Ekstraksiyon i¢in Caddebostan-Bostanci
sahilden deniz marullar1 ve yine ayn1 bdlgeden deniz suyu toplanmistir. Toplanan deniz
marullar1 saf su ile igerisinde bulunan deniz kumu, c¢akil veya deniz kabuklarindan
arindirmak ve kirliligi gidermek amaciyla yikanmistir.  Deniz marullart 10 litrelik
tanklara koyulmustur ve iizerine habitatini bozmamak ve farkli mikro organizmalar
olmamasi i¢in ayni bolgeden alinan deniz suyu eklenmistir. Miisilaj olusumunda sicaklik
degeri etken degerlerden biridir (Mecozzi vd., 2008). Sicak yaz havalarinda deniz
suyunun sicakligi simiile edilerek, deniz marulu 6rneklerinin bulundugu ortam sicakligi

ve deniz suyu sicakligi 23 °C’de tutulmustur.

= gos .
-

= A

Sekil 20. a) Sahil kenarindan toplanan deniz marullar1 b) Miisilaj olusumu igin deniz

suyunda bekletilen deniz marulu. Deniz suyu {lizerinde olusan miisilaj tabakalari (¢ ve d)

7. gliniin sonunda ist tabakada olusan miisilaj katmanlar1 siiziilerek ayri1 bir kaba
alinmustir (Sekil 21.a). Suyun hacmini disiirmek igin, Gzerine hacminin 2 kati oraninda
%96 (h/h)’lik etil alkol eklenmistir (miisilaj tabakasi:etil alkol) ve bir giin bekletilmistir.
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Ortamin yogunlugu miisilajin yogunlugundan diisiik oldugu i¢in olusan miisilajlar dibe
cokmiistiir. Miisilajlar, etil alkol ve su karistmindan kolaylikla santrifiij edilerek
ayrilmistir. Santrifiij isleminden sonra, santrifiij tiipliniin tabaninda kalan miisilaj saf su

ile stispanse hale getirilmis ve liyofilizasyon iglemi ile toz musilaj elde edilmistir.

Sekil 21. a) Deniz suyundan alinan miisilaj katmanlar1 b) Elde edilen miisilaj 6rnegi

Biyomalzemelerin Ekstraksiyonu

Kullanilan Kaynak Malzeme Kullanilan Miktar Elde Edilen Malzeme Miktar1
Sican Kuyrugu 100 gram ~30,5 gram

Sigir Derisi 100 gram ~16 gram

Deniz Miisilajt 1 litre ~0,75 gram

Tablo 2. Biyomalzemelerin ekstraksiyonunda kullanilan ve elde edilen malzeme

miktarlari

2.3 Kollajen Tabanh Yapi iskelelerinin Basimi

2.3.1 Kollajen Hidrojellerinin Hazirlanmasi

Biyoyazicida biyoink olarak kullanilmasi amaciyla hidrojeller hazirlanmaktadir. Kollajen
hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in 6nce, si¢an tendonundan ekstrakte edilen kollajenler
kiiciik pargalar halinde kesilmistir. Kollajen kiigiik pargalara ayrildiktan sonra tizerlerine
17,4 mM asetik asit ¢oziiclii olarak eklenmistir. Hazirlanan soliisyon 4°C’de bir giin
boyunca bekletilmistir. Kollajen, mekanik homojenizatér yardimi ile pargalanarak
karistirtlmistir. Mekanik homojenizator ile pargalama islemi 12000 rpm’de (devir/dakika),
birer dakika arayla 10 dakika boyunca karistirilmigtir. Karisan hidrojel daha sonra tekrar
4°C’de bir giin boyunca dinlenmeye birakilmistir. Dinlenme sonrasi tekrar mekanik
homojenizatorle pargalama ve karistirilma islemi gergeklestirilmistir. Bu islemler kollajen

tamamen ¢6zlinene ve homojen bir hidrojel yap1 olusana kadar tekrarlanmistir. Biyoink
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olarak hazir hale gelen kollajen hidrojelleri, 4°C’de hava almayacak sekilde saklanmustir.

Ayni islemler sigir derisinden ekstrakte edilen toz kollajende de gergeklestirilmistir.

Kollajen hidrojelleri 4 ml hacimde, farkli konsantrasyonlarin basima etkisini incelemek
amaciyla %3 (a/h), %4 (a/h) ve %5 (a/h) olacak sekilde ii¢ ayri konsantrasyonda

hazirlanmustir.

Sekil 22. Kollajen hidrojellerinin hazirlanma agamalari

Calismada iki farkli kimyasal capraz baglayici olarak kullanilmasi tercih edilmistir.

Bunlar, genipin ve riboflavindir.

2.3.2.1 Genipin Cdzeltisinin Hazirlanmasi

Capraz baglayici olarak kullanilacak olan genipin, stok ¢ozelti olarak hazirlanmistir. 10
ml %70 (h/h)’lik etil alkol igerisine, 0,2 gram toz halde bulunan genipin (Wako) hassas
tartt ile tartilip eklenmistir. Karisim, 18°C’de tamamen c¢oziilene kadar manyetik
karigtirict yardimi ile yapilmistir. Karisim sonunda, %2 (a/h) konsantrasyonundaki stok

genipin ¢ozeltisi 4°C’de muhafaza edilmistir.

2.3.2.2 Riboflavin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Riboflavin ¢apraz baglayici soliisyonunda, riboflavin hidrat 5’-monofosfat sodyum tuzu
(Sigma) kullanilmistir. Riboflavin %1 (a/h) konsantrasyonda stok olarak hazirlanmistir. 2
ml 1X PBS (Fosfat Bazli Salin) igerisine, 0,02 gram riboflavinin hassas tart1 ile tartilip
eklenmistir. Riboflavinin eklenmesinden sonra ¢dzelti manyetik karigtirict yardimi ile
18°C’de tamamen ¢dziilene kadar karigtirllmistir. Hazirlanan riboflavin stok ¢ozeltisi gin
15181 ile etkilesimde yapisinin bozulmasi sebebiyle aliiminyum folyo ile etrafi sarilip

4°C’de muhafaza edilmistir.
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2.4 Yapu Iskelelerinin Basilmasi

2.4.1 Yapu iskelelerinin Cizilmesi ve Biyobasim Hazirligt

Biyobasim i¢in kullanilacak olan sekil, AutoCAD programi ile 3 boyutlu olarak yatay ve
dikey diiz ¢izgilerin ¢izilmesiyle olusturulmustur. Her bir ¢izgi birbirine oval sekilde
birlestirilmistir ve bir 1zgara deseni meydana gelmistir. Cizilen 1zgaranin boyutlart 30 mm
X 30 mm kenar uzunluklarina sahiptir. Cizgilerin kalinlig1 0,40 mm ve ¢izgiler arasindaki
mesafe ise 1,5 mm’dir. Kollajen yap1 iskelelerinde, yiizey alanini arttirmak amaci ile yapi
iskelesindeki c¢izgiler arasindaki mesafe 2,5 mm’den 1,5 mm’ye kisaltilmistir. Seklin
kalinliginin daha sonra degistirilebilir olmasi i¢in 4 cm olarak 6l¢eklendirilmistir. 3
boyutlu ¢izilen sekil PrusaSlicer programi ile biyoyazici i¢in basima uygun dilimlenmis
ve Geode dosyasi olarak kaydedilmistir. Notepad++ programu kullanilarak her bir katman
aras1 mesafe yapi iskelesinin basimi i¢in kullanilan igne ucu ¢apiyla ayni olacak sekilde

ayarlanmis ve katman sayist1 istenilen dogrultuda belirlenmistir.

(a) - A‘L 0.40 mm

Sekil 23. a) AutoCAD programu ile ¢izilen yap1 iskelesi. b) PrusaSlicer ile 3 boyutlu

c¢izimin dilimlenmesi

2.4.2 Capraz Baglayici Olmadan Yapilan Biyobasimlar

Biyoyazicida, biyoink i¢in dogal malzemeler kullanildigindan, basilan iiriinde herhangi
bir bakteri, kiif veya mantar iireme ihtimali bulunmaktadir. Bu yiizden, biyobasim
oncesinde, kullanilacak malzemeler (cam enjektorler, cam petri kaplar1 gibi)
otoklavlanmis ve basimin yapilacagi alan ve saklama i¢in kullanilan plastik petri kaplari
da %70 (h/h)’lik etil alkol ile silinmistir. Daha sonra ortam, 36 watt giice ve 254 nm dalga
boyuna sahip mordtesi C (ultraviyole, UV-C) 1s1ga 30 dakika boyunca maruz

birakilmistir.

25



Hazirlanan %3 (a/h), %4 (a’h) ve %5 (a/h) konsantrasyonlardaki biyoinkler steril plastik
enjektorlere yiiklenmislerdir. Agili santrifiij ile 1250 xg kuvvetinde 30 dakika siiresince
sikistirllmistir. - Sikistirilan  biyoinkler plastik boru aparati yardimiyla biyoyazicida
kullanilacak olan cam enjektore aktarilmistir. Pronterface programi ile hazirlanan sekil
yaziciya aktarilmistir. Sican tendonundan ekstrakte edilen kollajen ile hazirlanan biyoink
ile 3 katmanl yap1 iskelesi basimi1 17°C’de gergeklestirilmistir. Basim, 10 mm/s hareket
hizinda, 1,07 mm/s? baski hizinda ve 0,26 mm, 0,30 mm ve 0,34 mm Kkor igne ucu
kullanilarak gerceklestirilmistir. Yapt iskelesindeki iki ¢izgi arasindaki mesafe
kisaltildigindan, optimizasyonda kullanilan 0,41 mm c¢apa sahip igne ucu ile yapilan
basimlarda bosluklardaki mesafenin kisa olmasindan dolay1 kapanma gdzlemlenmistir.
Bu yiizden farkli ¢aplara sahip igne ucglari ile denem yapilmigtir. Basilan seklin kenar

uzunluklar1 30 mm X 30 mm’dir. Basim cam petri igerisinde yapilmustir.

Basimlarda %4 (a/h) konsantrasyona sahip tendondan elde edilen kollajen hidrojeli
kullanilmistir. 0,26 mm ¢apindan daha kii¢iik ¢aplara sahip igne uclar1 kullanildiginda
kollajenin toklugundan ve igne ¢aplari ¢ok kiiciik oldugundan basim yapilamamustir. 0,26
mm, 0,30 mm ve 0,34 mm c¢aplarina sahip ig8ne uclart kullanildiginda basim
yapilabilmistir ancak 0,34 mm ¢apindaki igne ucunda kalinliktan dolayr yap1
iskelesindeki bosluklar kapali olarak basilmistir. 0,30 mm ¢apina sahip igne ucu
kullanildiginda ise bosluklar gozlemlense de bazi bosluklarda kapanma meydana
gelmistir. 0,26 mm c¢apa sahip igne ucunda basim yapildiginda yapr iskelesindeki
bosluklar net bir sekilde goriilebilmistir. Bundan sonraki yapilan sican tendonu kaynakl

kollajen tabanli yapi iskelelerinde 0,26 mm ¢apa sahip igne ucu kullanilmistir.
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Sekil 24. a) 0,34 mm b) 0,30 mm c) 0,26 ¢apa sahip igne uclariyla basilan kollajen yap1
iskeleleri

Igne ucu cap1 belirlendikten sonra Koo ve arkadaslarinin yaptiklar1 calisma referans

almmig ve 3 farkli konsantrasyona sahip Kkollajenlerden biyoinkler hazirlanarak
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basilabilirlikleri karsilastirilmistir (Koo vd., 2018). %3 (a/h) konsantrasyondaki tendon
kollajen biyoinkinde hidrojel ¢ok akiskan oldugu icin bosluklarda basim esnasinda

kapanma olmustur ve basim sonucunda yapi iskelesi i¢i dolu kare seklinde olmustur.

%4 (a/h) konsantrasyonuna sahip kollajen ile yapilan basimlarda yap1 iskelesinde bulunan
bosluklar goriilmiis olmasina ragmen, iskeledeki bazi bogluklarin kapandigi veya

kapanmak iizere oldugu gézlemlenmistir.

%S5 (a/h) konsantrasyonuna sahip kollajen biyoink ile basim yapildiginda, yap1 iskelesi
icerisindeki bosluklarin  formunu korumus ve bosluklar net bir sekilde gozle
goriilmektedir. Sican tendonundan ekstrakte edilen kollajen ile yapilan basimlarda da %5

(a/h) konsantrasyonuna sahip biyomiirekkebin basiminda da ayni sonuca ulasilmaistir.

Sekil 25. a) %3 (a/h), b) %4 (a/h) ve ¢) %5 (a’/h) konsantrasyonlarina sahip kollajen

biyoinklerle basilan yapi iskeleleri

Sigir derisinden ekstrakte edilen kollajen ile hazirlanan biyoink, sican kuyrugundan
ekstrakte edilen kollajen ile ayni basim parametrelerinde basilmigtir. Basim, 10 mm/s
hareket hizinda, 1,07 mm/s? baski hizinda yapilmistir. Sigir derisinden ekstraksiyonu
yapilan kollajenden hazirlanan biyoinklerle yapilan basimlarda ise, biyo miirekkebin

akiskanlig1 yiiksek oldugu i¢in daha kiiglik ¢apli igne ucu (0,24 mm capa sahip) tercih

edilmistir.
Biyoink Turd Igne  Ucu | Konsantrasyon Hareket Hizi | Basim  Hizi
Cap1 (mm) | (%) (mm/s) (mm/s?)
Si¢an Tendonundan Ekstrakte
Edilen Kollajen 0,26 5 10 1,07
Sigir Derisinden Ekstrakte
Edilen Kollajen 0,24 5 10 1,07

Tablo 3. Yapi iskeleleri igin ideal sonug¢ veren parametreler
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Kollajen yap1 iskeleleri basimdan sonra cam petri kabmin ylizeyine yapistig1 i¢in yap1
bozulmadan yiizeyden kaldirilamamistir. Bu yilizden sivi igerisinde ylizdiirerek alinmasi
denenmistir. Ilk olarak basim dogrudan saf su igeren cam petride yapilmaya calisildiginda
biyoink yiizeye tutunamadigi icin basim yapilamamigtir. Sonraki denemede basim
yapildiktan sonra yap1 iskelesi iizerine yapi1 iskelesinin iizerini ortecek miktarda saf su

dokiilerek kaldirilmaya c¢alisilmis ancak yapi kaldirilamadan bozulmustur.

PBS (Fosfat Yiiklii Salin) hiicre deneylerinde yikama amagli kullanildig1 igin, yapi
iskelesi tiizerine PBS eklenmistir. Yapi iskelesi yiizeyden ince spatiil aracilii ile
kolaylikla kaldirilmigtir ancak yapi1 ¢ok yumusak oldugu igin katlanmis ve yap1

bozulmustur.

Son olarak alkollerde bulunan hidroksil grubu sayisinin artmasi kollajeni daha stabil hale
getirdigi icin etil alkol yap1 iskelesi lizerine ilave edilmistir (Xu vd., 2021). %98 (h/h)’lik
etil alkol yap1 iskelesi iizerine dokiildiigiinde yap1 iskelesi stabil oldugundan kolayca
ylizeyden kaldirilmistir. Etil alkol ugarak kaybolmus ve yapi iskelesi kurumustur. Hem
etil alkoliin u¢gmasinm1 yavaslatmak hem de sterilizasyon amaci ile kullanildigindan, etil
alkol konsantrasyonu %70 (h/h) oranina seyreltilmistir. Sonu¢ olarak yap1 iskelesi hem
kolaylikla cam petri ylizeyinden kaldirilmis hem de yapi bozulmadan korunmasi

saglanmustir.

2.4.3 Genipin ile Yapilan Biyobasimlar

Zhang ve arkadaslarimin yaptigi calismada genipin konsantrasyonu arttik¢a yapi
iskelesinin dayanimi artmaktadir. Bu g6z onilinde bulundurularak yapilan calismada
kollajen yapr iskelelerini 1 mM, 3 mM ve 5 mM genipin konsantrasyonlarinda gapraz
baglanmasini yapmak amaciyla stok genipin ¢ozeltisi seyreltilmistir (Zhang vd., 2014). 1
mM genipin ile ¢apraz baglamak i¢in stok ¢ozelti, %70 (h/h)’lik etanol eklenerek ¢ozelti
%0,44 (a/h) konsantrasyonuna seyreltilmistir. 3 mM genipin ile ¢capraz baglamak i¢in stok
cozelti %70 (h/h)’lik etanol eklenerek ¢ozelti %1,2 (a/h) konsantrasyonuna seyreltilmistir.
3 mM genipin ile ¢apraz baglamak icin ise stok cozelti seyreltilmemis %2 (a/h)’lik
genipin ¢ozeltisi kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 4°C’de hava almayacak sekilde

saklanmustir.
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Genipin ile ¢apraz baglama yapilacak olan toz kollajenler, 3,8 ml asetik asit icerisinde %5
(a/h) konsantrasyonunda hazirlanarak hidrojel olusturulmustur. Hidrojellerin icerisine 0,2
ml hacimde seyreltilerek hazirlanan genipin ¢ozeltileri eklenerek toplam hacime gore
hidrojel igerisinde 1 mM, 3 mM ve 5 mM genipin olmustur. Capraz baglamada kullanilan
genipinin son konsantrasyonlari 1 mM i¢in %0,02 (a/h), 3 mM i¢in %0,06 (a/h) ve 5 mM
icin %0,1 (a/h) olmustur.

Hidrojeller igerisine genipin eklenerek hazirlanan biyoinkler, steril plastik enjektorde agili
santrifiij ile siklastirilmis ve cam enjektore aktarilmistir. Cam enjektér biyoyaziciya
eklenerek yapi iskeleleri 17°C’de basilmistir. Basim sonrasi yapi iskeleleri %70 (a/h)’lik
etil alkol ile cam petriden alinarak plastik petri kabina koyulmustur. Plastik petrideki yap1
iskelesine 0,5 ml %70 (a/h)’lik etil alkol eklenmistir. Petriler hava almayacak sekilde
parafilm ile kapatilarak gerekli testlerin daha sonra uygulanabilmesi igin 4°C’de
saklanmigtir. Biyobasim 6ncesi basimin yapilacagi alana ve basim sonrasi liretilen yapi

iskelelerine 30 dakika stresince UV-C 1sik tutulmustur.

Genipin, biyomalzemelerdeki amino (lisin gibi) gruplarmmi c¢apraz baglayarak renkli
pigment olusumuna neden olmaktadir (Neves vd., 2022; Wang vd., 2020). Genipin ile
capraz baglanan kollajen yapi1 iskelelerinde, zamanla renk degisimi oldugu goriilmiis ve

capraz baglamanin gergeklestigi gorsel olarak dogrulanmustir (Sekil 27b).

1 mM ve 3 mM konsantrasyonlardaki genipin ile karistirilan kollajen biyomiirekkebin
basimi santrifiij ile sikistirma isleminden dolay1 yaklasik 30 dakika sonra baglamistir. 30
dakikalik siire boyunca genipin amino gruplarina baglanmaya baslamistir ancak
konsantrasyon diisiik oldugu i¢in biyobasimi etkilememistir. Ancak 5 mM
konsantrasyondaki genipin ile karigtirilan kollajen biyomiirekkebin basiminda, capraz
baglanma daha fazla icin kollajenin akigkanlig1 azalmaya baslamistir. Akiskanli§in basim
esnasinda azalmasi enjektor iizerinde olusan basinci arttirmis ve bir saatlik siire sonra
basim yapilamaz duruma gelmistir. 5 mM ve daha yiiksek konsantrasyona sahip genipin
ile karigtirllarak capraz baglanacak olan kollajen biyoinkleri daha kisa siirede

basilmalidir.

2.4.4 Riboflavin ile Yapilan Biyobasimlar

Riboflavin (riboflavin hidrat 5’-monofosfat sodyum tuzu) c¢apraz baglanmasi igin

kullanilan konsantrasyon Kang ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismaya gore belirlenmistir
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(Kang vd., 2021). Riboflavin konsantrasyonu artarken kollajen esnekligini de
arttirmaktadir, ancak %0,05 (a/h) konsantrasyonu iizerine ¢iktiginda esneklik
azalmaktadir. Bu sonugtan dolayr yapilan calismada kullanilacak hidrojel igerisindeki
riboflavin konsantrasyonu %0,05 (a/h) oranda tercih edilmistir. Toz kollajenler, 3,8 ml
asetik asit icerisinde %5 (a’/h) konsantrasyonunda ¢ozdiiriilerek hidrojel hazirlanmistir.
Hazirlanan hidrojelin igerisine karanlik ortamda %1 (a/h)’lik riboflavin ¢ozeltisi 0,2 ml
hacimde eklenmistir. Riboflavin 1518a duyarli bir malzeme oldugu i¢in, onunla yapilan
tim ¢alismalar karanlik ortamda yapilmistir (Sheraz vd., 2014). Hidrojel icerisinde
riboflavin son konsantrasyonu %0,05 (a/h) konsantrasyonunda 2,5 mM olmustur. Capraz
baglayicinin ve hidrojelin karistirilmasiyla hazirlanan biyoink steril plastik enjektore
yiiklenerek santrifiij ile c¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra biyoink cam enjektore eklenerek
karanlik ortamda 17°C’de, cam petriye biyobasim yapilmistir. Basilan yapi iskeleleri %70
(a/h)’lik etil alkol ile petriden alinarak plastik petrilere koyulmustur ve iizerlerine 0,5 ml
%70 (a/h)’lik etil alkol eklenmistir. Capraz baglanma 365 nm dalga boyundaki 15 watt
UV-A 1sik ile gergeklestirilmistir. Riboflavin ile karigtirllmis kollajen biyomiirekkebiyle
basilan yapi iskeleleri, 365 nm dalga boyuna sahip morotesi A (ultraviyole A, UV-A) 151k
altinda bekletilmistir. UVA 151k kaynagi yap: iskelelerine ilk basta 30 cm ylikseklikte
denenmistir ve calismaya gore 30 dakika boyunca ¢apraz baglanmanin gerceklesmesi igin
bekletilmistir. Riboflavinli yap1 iskelesi petri kabindan kaldirilmaya calisildiginda,
iskeleler hala jel formunda olup yilizeyden alinamamistir. Capraz baglamanin saglikli
olabilmesi i¢in UVA 151k kaynaginin yapr iskelesine olan mesafesi 10 cm’ye
diisiiriilmistiir. Mesafe kisaltildigi icin riboflavinli yap1 iskeleleri UVA 1s1k altinda 5, 15,
30, 45 ve 60 dakikalik siirelerle bekletilmistir. 5 ve 15 dakikalik siire boyunca bekletilen
yap1 iskeleleri ylizeyden almamamistir, 45 ve 60 dakikalik stirelerle bekletilen yapi
iskelelerinde kuruma gozlemlenmis ve cam petri kabi ylizeyine film olarak
yapismislardir. 30 dakika stireyle bekletilen yapi iskeleleri yilizeyden bir biitiin olarak
almabilmislerdir. Ekstrakti yapilan sigir derisi ve sican tendonu kaynakli kollajen
hidrojellerinin riboflavin ile ¢apraz baglanmasi icin UVA 15181 malzeme ylizeyinden 10
cm yiikseklikte ve 30 dakika siireyle tutulmasi sonucuna varilmigtir. Capraz baglanma
gerceklestikten sonra petri kaplart hava almayacak sekilde kapatilip 4°C’de testlerin
uygulanmas1 i¢in saklanmistir. Biyobasim Oncesi basimin yapilacagi alana ve basim

sonrasi tiretilen yapi iskelelerine 30 dakika siiresince UV-C 1s1k tutulmustur.
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Sekil 27. a) Capraz baglama yapilmayan kollajen yap1 iskelesi b) genipin ile ¢apraz

baglanmis yap1 iskelesi c) riboflavin ile ¢apraz baglanmis yag: iskelesi

2.5 Mueller Polarimetri Kurulumu

Organik malzemelerin fiziksel yapilar1 ve bu yapilarin hangi sartlarda degisim
gosterdigini 6lgmek i¢in mueller polarimetri cihazinin kurulumu, Pham ve ark. ve Lo ve
ark. kullanmig olduklar1 sistem 6rnek alinarak yapilmistir (Lo ve Chen, 2010; Pham ve
Lo, 2012b).

Mueller polarimetri sisteminde 1sik kaynagi olarak 633 nanometre dalga boyuna sahip
dogrusal polarize lazer (HNLO5SOLB, Thorlabs) kullanilmigtir. Lazerden ¢ikan 1s1k
kutuplastirici olan polarizérden (LPVISE100-A Thorlabs) ge¢cmektedir. Ancak lazerden
cikan 151k sadece dikey polarize durumda ¢ikmaktadir. Bu yiizden polarizor lazerden
cikan 1518a 90 derecelik aciyla denk geldiginde gelen 151k gegmemektedir. Bu durumu
onlemek icin lazer 151k kaynagi ve polarizor arasina bir ¢eyrek dalga plakasi (WPQ10M-
633 Thorlabs) konulmustur. Ceyrek dalga plakasi +45 derecelik ag1 konumunda tutularak

15181n her agidan gegmesi saglanmaktadir.
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Olgiimlerde ¢eyrek dalga plakas1 +45 derece konumunda tutulurken polarizor, 0, 45, 90
ve 135 derece konumlarina getirilerek, bu agilarda 0°, 45°, 90° ve 135°’ye yonlendirilmis
dogrusal polarize g1k tretilmis ve numune lizerine bu durumlardaki polarize 151K
gonderilmistir. Polarizorin 0 derece konumu, 15181 tam yataya yonlendirilmis haline gore
belirlenmistir. Yani polarizor, lazere gore tam 90 derece olacak sekilde ayarlanmustir.
Mueller polarimetri cihazinda 6lgiimler hassas oldugu ve kullanilan optik malzemeler hep
aynt konumda olmak zorundadir. Bu goz oOniinde bulundurularak polarizor, #0,1°
hassasiyete sahip bir motorize dondiirme sistemine (PRM1/MZ8 Thorlabs) takilmis ve bir
motor kontrolorii (KDC101 Thorlabs) araciligiyla hareketi saglanmaktadir.

Sekil 28. a) Motorize dondiirme sistemine takili polarizor b) Motor kontrol6ri

Dort farkli dogrusal yonlendirilmis 151k 6rnege gonderildikten sonra ¢eyrek dalga plakasi
kullanilarak 6rnek iizerine sag ve sol yonelimli dairesel polarize 151k gdnderilmektedir.
Bunun i¢in polarizér sistemden c¢ikarilmistir ve sistemde sadece ¢eyrek dalga plakasi
kullanilmistir. Ceyrek dalga plakast 15181 hicbir sekilde etkilemeden gecirdigi konumu
hizli eksen konumu olarak belirlenmistir. Bu konum ayni1 zamanda 0 derecedeki
konumuna denk gelmektedir. Sag yonelimli polarize 151k iiretmek i¢in dalga plakasi arti
eksende 45 derece (saat yoninde), sol yonelimli polarize 1sik tiretmek igin ise ters yonde
45 derece (saat yoninin tersine) dondiiriilerek {iiretilmistir. Ceyrek dalga plakasinin
dontiglerinin ayni olmasi igin plaka adim motora takilarak yapilmistir. Motorun kontrolii

ise Arduino kart ve adim motor siiriiciisii ile saglanmaktadir.
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Sekil 29. a) Adim motora takili olan ¢eyrek dalga plakasi b ve ¢) Adim motor kontrol

suricusl ve arduino kart sistemi

Sistemden polarizoriin hem kolay bir sekilde ¢ikartilip ve geri koyulmasi hem de lazer
15181m1n polarizor iizerinde hep ayni noktaya denk gelmesi i¢in polarizdr arabali kizak
tizerine koyulmustur. Lazer 15181 polarizorde ve ¢eyrek dalga plakasinda hep ayni noktaya
gelmesini saglamak amaciyla konumlari hedefleme tahtasi ile saglanmistir. Sistemde
sadece c¢eyrek dalga plakas1 kaldiginda Ornek iizerine giden lazer 1s1gmin siddeti,
polarizor ve ¢eyrek dalga plakasi varken 6rnek tlizerine giden 15181n siddetinden yiiksektir.
Bu yiizden 6rnek iizerine hep aymi g1k siddetinin gitmesini saglamak amaciyla notr
yogunluk filtresi (Grey ND 0,3 Heliopan) koyulmaktadir. Filtre koyulmasiyla artik 6rnek
lizerine polarizor varken veya polarizr ¢ikarildiktan sonra hep aymi siddette 151k

gonderilmektedir.

Sekil 30. a) Notr yogunluk filtresi b) Polarizor ve yogunluk filtresinin hareketini saglayan
arabali kizak ¢) Lazere gore optik pargalarin konumunu ayarlamaya yardimci olan hedef

tahtasi

Polarizérden sonra sisteme numunenin sicaklik durumlarina gére degisiminin dl¢limiiniin
saglanmasi amaciyla 1sitma ve sogutma Ozelligine sahip 6rnek tutucu koyulmustur. Bu

ornek tutucuyla; 6rnegin kolaylikla sisteme koyulup ¢ikarilmasi, drnek soguk tutulmasi
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gerekiyorsa bozulmadan onu saglamasi ve Orne§in farkli sicakliklarda nasil cevap

verdiginin gézlemlenmesi amag¢lanmistir.

Sekil 31. Isitma ve sogutma 6zelligine sahip 6rnek tutucu

Ornek tutucudan sonra sisteme &rnekten cikan 15181 toplayip SO, S1, S2 ve S3 stokes
parametrelerini veren stokes dedektorii (PAX1000VIS Thorlabs) koyulmustur.
Polarimetrinin topladig1 6lgiimler cihazin programi araciligiyla goriintiilenmekte ve Excel
dosyasi halinde bilgisayara kaydedilmektedir. Kaydedilen stokes parametreleri MATLAB
programi ile hesaplamalar1 yapilarak ornege ait optik parametreler hesaplanmaktadir.
Sistem kurulduktan sonra disaridan herhangi bir 151k etkisinde olmamasi i¢in ve sistem
icerisindeki havanin sabit kalmasi i¢in 6n kismi siyah mat kumas ve geri kalan kisimlari
ise koyu renkli tahta ile kapatilmistir. Boylelikle sisteme dogru veya sistem igerisinde

olusabilecek yansima, parlama 1s1k etkisi dnlenmistir.

Sekil 32. Mueller polarimetri cihazinin tam kurulum hali

Polarimetride, 6l¢timler 30 hertz hizinda (her saniyede 30 veri alinmasi) ve 1024 verinin
hizl1 Fourier doniisiimii (FFT) ile toplanmasiyla alinmigtir. Polarimetriden alinan 1s181n
farkli polarize durumundaki O6l¢iim sonuglari Excel dosyasina kaydedilmistir. Bu

dosyalardaki her biri 600 veriden olusan SO, S1, S2 ve S3 parametrelerinin ayr1 olarak
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ortalamasi1 alimir. MATLAB programi araciligiyla birinci boliimde verilen hesaplamalar
kullanilarak 6rnek malzemenin optik parametreleri hesaplanir. Optik parametrelerin
hesaplanmasindan sonra, bu parametreler bir tablo halinde Excel dosyasina ¢ikti olarak

kaydedilmektedir.

2.6 Karakterizasyonlar

2.6.1 Mueller Polarimetri Olgtimleri

Kollajenin yapisal degisikligini analiz etmek igin, toz halindeki kollajen 0,05 M asetik
asit icerisinde %0,2 konsantrasyonda buz igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan kollajen
kuvars kiivete 1,5 ml hacimde eklenmistir. Kollajen 6rnegi 17°C’den 50°C’ye, sicaklik

artis1 3°C olacak sekilde olgiilmiistiir.

Ornek olctimlerinde her derece igin, ilk 6nce 0°, 45°, 90° ve 135° yonlendirilmis polarize
151k sonra da sag ve sol yonelimli dairesel polarize 151k numune tizerine gonderilmistir.
Ormekten gecen 151k stokes dedektorii ile toplanmustir. Olgiimler 1024 noktada 30 Hz
hizinda gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler ile MATLAB programi araciligi ile optik

parametreler hesaplanmaistir.

Kollajen ornegi i¢in yapilan islemler %0,05 (a/h) konsantrasyonuna sahip miisilaj
ornekleri icin de gergeklestirilmistir. Miisilaj 6rnekleri 0,22 mikrometre (um) filtreden

gecirilen deniz suyu ile ¢ozdiiriilmiistiir.

2.6.2 Raman Spektroskopisi Olgtimleri

Raman spektroskopisi 6lcumleri 400 mili watt (mW) giclnde, 785 nm dalga boyuna
sahip 151k kaynagi ile alinmistir. Raman spektroskopisi ¢aligsma prensibi kisaca; lazerden
cikan 151k fiber kablo araciligiyla toplayict prob uca gonderilir. Proptan ¢ikan 151k
dalgalar1 Ornek tizerinde etkilesimde bulunur. Isigin Ornek {iizerine gonderilmesini
saglayan prob ayn1 zamanda Ornekten elastik olmayan geri sagilan 1g1klar1 tekrar toplar ve
spektrometre dedektorune iletir. Dedektor (QEPro High_performance, Oceanview) gelen

verileri isleyerek bilgisayara aktarir ve drnegin Raman dl¢iimleri gerceklesmis olur.

Biyobasimi gergeklesen kollajen yapr iskeleleri kuvars cam iizerinde Raman probu 6niine
koyulmustur. Probun kollajen yap1 iskelesine olan wuzaklignt 1 cm’dir. Raman
spektroskopisinde Ol¢timler, 50 saniye boyunca 10 Ol¢limiin ortalamasiyla alinmigtir

(ortalamada kullanilan her bir dl¢iim 5 saniye siirmiistiir). Olgiimlerde pikleri temizleme
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(clean peaks) filtresi uygulanarak islenmemis Ol¢iimden arka plan Olgiimleri
kaldirilmaktadir. Boylelikle sadece numuneden veriler grafik olarak gosterilmektedir.
Alnan verilerden ¢izilen grafikler keskin kenarlikli oldugu i¢in savitzky gollay filtresi

uygulanarak yumusatma yapilmistir.

Raman spektroskopisinde misilaj ve kollajen yapi iskeleleri 6rnek olarak dlgiilmiistiir.

2.6.3 Sinkrotron Fourier Déniisiimlii Kizilétesi (SFTIR) Spektroskopisi Olgtimleri

SFTIR absorpsiyon spektroskopik verileri, Urdiin'deki SESAME Sinkrotron radyasyon
tesisinin (Orta Dogu'daki Deneysel Bilim ve Uygulamalar i¢in Sinkrotron-15181) BM02-
Kizildtesi 151 hattindan elde edilmistir. Ana 151n hatt1 ug istasyonu, sivi azot sogutmali
MCT (Merkiir Kadmiyum Telliirit) tek nokta dedektorii ile donatilmis ve Vertex 70v FTIR
spektrometresine (Bruker Optik GmbH, Ettingen, Almanya) baglanmis FTIR mikroskobu
Bruker Hyperion 3000 mikroskobunu igermektedir. Numuneler Prior tarama motorlu
tablasina yerlestirilmistir. OPUS v.8.5. veri toplama ve spektral isleme i¢in SP1 Bruker
yazilim paketi kullanilmistir. Spektrumlar, 64 tarama, sifir doldurma 2 seviyeleri ve
Blackman-Harris 3 donemli apodizasyon penceresi ile 4 cm™ spektral ¢ozinirliikte
toplanmustir. Katkisin1 degerlendirmek i¢in arka plan spektrumlari da toplanmistir (Kamel
vd., 2021; Kamel vd., 2017).

2.6.4 Hiicre Kiiltiri Canlilik Testi

Biyobasim sonrasi kollajen yapi iskeleleri, hiicre canlilik testi dncesi UV-C 151k altinda
bekletilmistir. Yapi iskeleleri 1 ml, 1X PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasi yapi iskeleleri
6 kuyucuklu plaka icerisine yerlestirilmistir. Fibroblast hiicreleri kuyu bas1 4x10° hiicre
olacak sekilde yap1 iskelelerine Dulbecco'nun modifiye edilmis ortami (DMEM) ile
eklenmigtir. Plakalar, 37 °C’de %5 CO2 gazi ortamina sahip inkiibatdre koyulmustur.
Hiicre tutulmalar1 24. ve 48. saatlerde ters mikroskop ile takip edilmistir. 48. saatin
sonunda, doku iskeleleri yeni bos 6 kuyucuklu plakaya transfer edilmistir. Boylelikle
plaka ylizeyine yapisan hiicrelerin etkisi ortadan kaldirilmistir. Her kuyucuga 400 pl taze
besi yeri ve 40 pl hicre sayma Kkiti-8 (CCK-8) ¢ozeltisi eklenmistir. Plakalar 1-4 saat
boyunca inkibe edildikten sonra 450 nm dalga boyunda plaka okuyucu ile absorbans
Olctimii alinmigtir. Besi yeri iginde Hiicre ekilmemis bos doku iskeleleri kontrol olarak

kullanilmistir.
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3. BULGULAR VE YORUM

3.1 Karakterizasyon

3.1.1 Optik Mikroskop Altinda Yap iskelelerinin Incelenmesi

Dijital ortamda, iiretilecek yapr iskelesinin i¢ kare uzunluklar1 1500 pm ve kenar kalinlig
ise 500 pm olarak tasarlanmistir. Biyoyazici ile tiretimi yapilan yapi iskeleleri, i¢ kare ve
cizgi kalinlik boyutlari, tasarimi yapilan iskeleyle karsilastirmak amaciyla optik
mikroskop altinda incelenmislerdir. Goriintiiler optik mikroskopta 5X mercek altinda 100
pm  olgeklendirmede alimmustir. Yapi iskelelerinin optik mikroskop goriintiilerinde,
hidrojelin igerisinde bulunan hava bosluklari siyah noktalar halinde géziikmektedir. Siyah
noktanin koyulugu, hava boslugunun ne kadar derinde olmasina bagli olarak artip
azalmaktadir. Riboflavin ile capraz baglanmis yapi1 iskelesinde ise, ylizeyde olan

riboflavin tuz kalintilart turuncu noktalar halinde goziikmektedir.

Capraz baglama yapilmayan yap1 iskelesinde, ¢izgi kalinliklar1 yaklasik 743 ila 577 pm
arasinda ¢ikmistir. Aym1 zamanda i¢ kare uzunluklar1 da 660-760 pm boyutlarinda
cikmigtir. Arada olusan bu fark, ¢apraz baglama yapilmayan kollajen yap1 iskelesinde
akma olmasindan kaynaklanmaktadir. Riboflavin ile ¢apraz baglanmis yap: iskelesinde i¢
kare yapilarin, tasarlananin disinda oval halde oldugu gozlemlenmistir. Capraz baglama
olmayan kollajen yap1 iskelesine nazaran daha diisiik akma olsa da olusan bu oval
gorlintii hidrojelin birbirine yapismasindan dolayr olmustur. Riboflavin ile ¢apraz
baglanmis yap1 iskelesinin i¢ kare boyutlar1 600 — 700 um olmasina ragmen, ¢izgi
kalinlig1 yaklagik 550 pm’dir. Genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yap1 iskelesinin,
digerlerine gore daha keskin bir kare yapisina sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu durum
biyobasim esnasinda ¢apraz baglanma reaksiyonun baslamis olmasina ve basim esnasinda
daha yogun olmasima atfedilmektedir. Ancak bu yap1 iskelesinde de i¢ kare boyutlari
tasarlanandan kii¢iik kalmistir. Genipin ile ¢apraz baglanmis yapi iskelesinin i¢ kare

boyutlar1 550-600 pm ve ¢izgi kalinligr yaklagik 560 pm oldugu gdzlemlenmistir.

Yap1 iskelelerinin i¢ kare ve ¢izgi kalinlik boyutlarinin tasarlanandan farkli olmasi sadece
hidrojellerden kaynaklanmamaktadir. Ayn1 zamanda kullanilan igne ucu ve biyoyazicinin

caligmasinda olan hata paymdan da kaynaklanmaktadir.
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Sekil 33. Yapi iskelelerinin optik mikroskop altinda goriintiileri. a) Capraz baglama
yapilmayan kollajen yap1 iskelesi b) Genipin ile ¢capraz baglanmis kollajen yapr iskelesi c¢)

Riboflavin ile ¢apraz baglanmis kollajen yap iskelesi

3.1.2 Sinkrotron Fourier Dontistimlii Kizil6tesi (SFTIR) Spektroskopisi

Iki farkli kimyasalla ¢apraz baglanmis ve ¢apraz baglanmamus kollajen yap1 iskelelerinin,
kimyasal yapis1 sFTIR spektroskopisi ile dl¢lilmistiir. Yapr iskeleleri basimi yapildiktan
sonra laboratuvar sicakliginda kurutulmustur ve kuru ornekler iizerinden Ol¢limler

alimustir.

Kazanci ve ark. 2021’de yaptig1 ¢alismada sFTIR spektroskopisi ile kollajenin toz
halindeki 6l¢timlerini almislardir (Kazanci vd., 2021). Bu ¢alismada ticari toz kollajenin,
amid | (C=0), amid Il (C-N), CH2 bag1 ve amid III (N-H) bolgesi ana bant noktalari
sirastyla 1656 cm™, 1552 cm™, 1455 cm™ ve 1239 cm™ noktalarinda oldugu belirtilmistir.
Ekstrakte edilen kollajen kaynakli yap1 iskelesi sFTIR olglimlerinde, kollajenin parmak
izi olarak belirlenen amid II, amid Il ve CH> bant noktalarinda farklilik goériilmemistir.
Ekstrakt1 yapilan kollajenin amid I bolgesindeki pik degeri ise ticari kollajene yakin
olarak goriilmiistiir. Kollajene ait karakteristik piklerin hepsinin goriilmesiyle ekstrakt
yapilan ve yapi iskelesi olarak biyobasimi yapilan kollajenin yapisinin bozulmadig:
dogrulanmistir. 1082 cm™ ve 1034 cm™ bant noktalarindaki pikler karbonhidrat bolgesinin
C-OH gerilme titresimlerinden gelmektedir (Petibois vd., 2006).
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Sekil 34. Kollajen yap1 iskelesinin sFTIR dl¢iimii

Genipinin karakteristik FTIR pikleri C=0 gerilme titresimleriyle 1680 cm™ bant
noktasinda ve C=C titresimleriyle 1622 cm™ bant noktasinda gériilmektedir (Kahoush vd.,
2021). Genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapr iskelesi 6l¢iimlerinde, amid 111 ve CH>
bolgesi bant noktalarindaki piklerde degisiklik bulunmamaktadir. 1081 cm™ ve 1032 cm™
noktalarindaki piklerin absorbans degerlerinde azalma olmustur. Genipin, kollajenin amin
grubuyla baglanma yapmasi o bdlgeden gelen sinyallerin azalmasina neden olmustur.
Kollajenin amid I bolgesinde bulunan omuz, genipin ile ¢capraz baglanmis kollajende ayr1
pik olarak belirmistir. 1645 cm™ bant noktasindaki bu durum genipinin amin gruplarmi
capraz baglamasi sonucu olusmustur. 1551 cm™ bant noktasinda, ¢apraz baglanmamis
kollajen ile kiyaslandiginda omuz ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu c¢ikintidan dolayi
kollajen fibrillerinin, genipin ile ¢apraz baglanmasi sonucu igiinciil bir amin olustugu

diistiniilmektedir (Sundararaghavan vd., 2008; Zhang vd., 2016).
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Sekil 35. Genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapi iskelesinin sFTIR dl¢timii

Riboflavin karakteristik ana bant pikleri 1576 cm™, 1652 cm™ ve 1728 cm™ noktalarinda
bulunmaktadir. 1728 cm® bant noktasindaki pik C=0 gerilim titresimi, 1576 cm™ ve 1652
cm! bant noktalarindaki pikler aromatik C=C titresimleri ve 1240 cm™ bant noktasindaki
pik C-N titresimlerinden gelmektedir (Algerban, 2021).
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— Kollajen + Riboflavin
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Sekil 36. Riboflavin ile capraz baglanmis kollajen yapi iskelesinin sFTIR 6l¢iimii

Riboflavin ile c¢apraz baglanmis kollajen yap1 iskeleleri FTIR spektroskopisiyle
incelendiginde, amid II bolgesinde en belirgin degisiklik gozlemlenmistir. 1545 cm -1
bant noktasindaki bu degisiklik NH biikiilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu etki
riboflavinin amin gruplarini kovalent baglamasindan dolay1 olmaktadir (Melcher vd.,

40



2018). NH: biikiilme titresimlerinden kaynakli olarak amid I bélgesinde 1656 cm™ bant
noktasinda kayma meydana gelmistir. 1203 cm™ bant noktasinda C=N gerilmesinden
kaynakli ¢apraz baglama sonrasi artis olmustur (Kang vd., 2021). Kollajenin karakteristik
piki olan CH2 bant noktasinda riboflavinle ¢apraz baglamanin bir etkisi olmamistir. 974
cm? (P-OH titresimleri) ve 851 cm™ (HPO4 titresimleri) bant noktalarindan gelen pik
degerleri riboflavin igerisinde bulunan fosfat baglarindan gelmektedir (Elzinga ve Sparks,
2007; Parikh ve Chorover, 2006).
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Sekil 37. Capraz baglanmamis kollajen ve riboflavin ve genipin ile ¢apraz baglanmis

kollajen yap1 iskelelerinin sFTIR spektroskopi 6l¢timleri
3.1.3 Raman Spektroskopisi

3.1.3.1 Kollajenin Raman Olguimleri

Capraz baglayicilarin yapiya olan etkisini gérmek icin genipin ve riboflavinin toz hali

Raman spektroskopisinde olgiilmiistiir.
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Sekil 38. a) Toz genipinin Raman spektrum 6lglima b) Toz riboflavinin Raman spektrum

Olcimi

Kollajen yap1 iskelesinin Raman spektrumu oOl¢limlerinde, kollajenin yapisinin

belirlenmesinde karakteristik olan amid I (C=0) ve amid Il (N-H) bantlar1 1665 cm™ ve

1237 cm™ bant noktalarinda gériilmektedir. 1450 cm™ bant noktasinda giiclii sinyal olarak

goriilen pik CH; bagindan gelmektedir. 1032 cm™ ve 1001 cm™ bant noktalarinda goriilen

pikler fenilalaninden gelen piklerdir. 859 cm™ ve 930 cm™ bant noktalarinda kollajenin

yapisinda bulunan prolinin CC halka ve C-C iskelet yapisindan gelen titresimler

gorulmektedir (Carcamo vd., 2012).
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Sekil 39. Kollajen yapi1 iskelesinin Raman spektrum 6l¢im

Capraz baglayici olarak kullanilan riboflavin, Raman spektroskopisinde incelendiginde,
Sekil 38b’de goriildiigii gibi, en belirgin bant 1351 cm™ noktasinda olmak iizere, 1580
cm?, 1499 cm™, 1223 cm?, 1155 cm™ ve 1072 cm™ titresim bantlarinda belirgin pikler
goriilmiistiir. 794 cm™ noktasinda o bdlgede bulunan birden fazla pikin birlesimi halinde
bir pik oldugu gériilmiistir. 1351 cm™ noktasindaki en yogun pik, riboflavinin
karakteristik pirazin halkasindan gelen C-C ve C-N gerilme titresiminden gelmektedir.
1499 cm™ ve 1580 cm™ bant noktalarindaki pikler C-C gerilim titresimlerinden kaynakli
gorulmektedir. 1223 cm? ve 1155 cm™ bant noktalarindaki pikler yapinin diger
halkasindan C-N ve CHs gerilme titresimlerinden gelmektedir (Liu vd., 2012).

Riboflavin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapir iskelesi Raman spektroskopisi altinda
incelendiginde, en biiyiik degisim 859 cm™ bant noktasinda goriilmiistiir. Riboflavin
amino gruplarint ¢apraz bagladigi i¢in yapiya katildiginda prolinden gelen CC halka
titresimlerde azalma olmus ve ayni zamanda kayma meydana gelmistir. Amid 11, 1237
cm? noktasindaki artis, riboflavin amin gruplarini kovalent baglamasi sonucunda N-H
grubundan gelen titresimleri giliglendirmesinden kaynakhidir. Riboflavin amid Il
bolgesindeki arttirmigtir ancak NH2 gerilme titresimlerinden kaynakli olarak amid I
bolgesindeki pikin kaymasma neden olmustur (Uemura vd., 2019). Yapilan Raman
spektrum analizlerinde, riboflavinin bagarili bir sekilde kollajeni capraz bagladig:

gorulmektedir.
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1.3 — Kollajen + Riboflavin
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Sekil 40. Riboflavin ile capraz baglanmis kollajen yapi iskelesi Raman spektrum 6l¢iimii

Genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapi iskelelerinin Raman sonuglari, genipin Raman
bantlar1 ve kollajen Raman bantlarinin bir karigimini gostermektedir. Ayni bolgede Raman
aktif bantlara sahip olan iki farkli molekiil Raman spektrumlart genel olarak birbiriyle
capraz baglama yaptiklarini gosterir nitelikte olup, her bir molekiil ayr1 ayri
incelendiginde elde edilen bantlarin belirli miktarda kayma gosterdigi goriilmektedir.
Hem polisakkarit molekiillerden hem de protein molekiillerinden gelen Raman bantlarini

1 6ncesi C-C kemik bagr titresim

aymt spektrumda goérmek miimkiindiir. 1050 cm’
modiillerine 1050-1400 cm™ aras1 polisakkarit titresim modiillerine, 1400-1700 cm™ aras1
genel olarak kollajen molekiiliinden gelen titresim modiillerini gosterdigini sdyleyebiliriz.
Genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapi iskelelerinin Raman spektrumlar: sekil 41°de

verilmistir.
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Sekil 41. Genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapi iskelesi Raman spektrum 6l¢timii

3.1.3.2 Miisilajin Raman Olgiimleri

Miisilajin Raman 6l¢iim analizi 550-1800 cm™ Raman kaymasi (Raman shift) araliginda
incelenmistir. %0,05 (a/h) konsantrasyonunda deniz suyu igerisindeki miisilaj drnekleri
kuvars kiivet icerisine 3 ml hacimde kiivete koyulmustur. Miisilaj Raman o6l¢iim
konsantrasyonu mueller polarimetri 6l¢iimlerinde kullanilan konsantrasyonla ayni olacak
sekilde secilmistir. Miisilaj yapisimin herhangi bir degisiklige ugramadigindan emin
olmak icin 17 °C’de Raman olgtimleri alinmigtir. Miisilaj 6l¢timlerinden 6nce 0,22 pm
filtreden gecirilmis deniz suyu 17 °C’de 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 42. Deniz suyu Raman spektrum oél¢imi

Deniz suyunun Raman ol¢iimlerine gore ~1640 cm™ goriilen bant OH egilme titresim
hareketinden gelen dlgiimdir. ~979 cm™ bandindan gelen deger deniz suyunda bulunan
siilfat bandindan gelmektedir (Pasteris vd., 2004). ~604 cm™ ve ~799 cm™‘de goriilen

bant pikleri ise kuvars kiivetten gelen titresimlerdir.
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Sekil 43. Miisilajin Raman spektrum 6lgumi

Misilaj cozeltisinin Raman olctimlerinde ~1640 cm® ve ~979 cm? bantlarindaki
olcimler deniz suyundan ~604 cm™ ve ~801 cm™ bantlarindaki Slgiimler ise kuvars
kiivetten gelmektedir. ~1080/1050 cm™ bant araliginda monosakkarit olan galaktoza ait
bant spektrumu gorulmektedir (Reis vd., 2020). Monosakkaritlerden olan glukozun
Raman &lciimiinde ana bant noktas1 ~1125 cm™ ‘de bulunmaktadir. Ekstrakte edilen
miisilajda ise glukoza ait bu spektrumda ~1150 cm™ bant noktasina kaydig1 goriilmiistiir
(Shao vd., 2012). ~1277 cm™ bant noktasi ise fruktoz monosakkarite ait titresimden
gelmektedir (Camerlingo vd., 2017). 1013 cm?, 1211 cm?, 1310 cm™ ve 1364 cm
bantlar1 polisakkarit igeriginde bulunan farkli gruplara aittir. Raman spektroskopisi
sonuclarina gore miisilaj ekstraksiyonuyla polisakkaritlerin elde edildigi goriilmektedir.
Raman oOl¢limlerinde miisilaj c¢ozeltisinin konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in bant

siddetleri diisiik ¢ikmustur.
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3.1.4 Mueller Polarimetri Ol¢iim Sonuglar1

3.1.4.1 Mueller Polarimetrinin Calisma Ispati

Mueller polarimetri cihazi tasarimi ve kurulumu bittikten sonra, ¢eyrek dalga plakasi,
polarizor ve d-glukoz 6rnekleri kontrol amaciyla 6l¢iilmiistiir. Ceyrek dalga plakasi ve
polarizoriin dl¢iimleri 0 dereceden 180 dereceye kadar 18’er derece arttirilarak alinmistir.
D-glukoz olgiimleri ise 0 molardan (saf su) 1 molara kadar 0,2 molar arttirilarak
alinmistir. Ceyrek dalga plakasi dogrusal ¢ift kirilmaya, polarizér dogrusal dikroizme ve

d-glukoz ise dairesel ¢ift kirilmaya ornek olarak kullanilmistir.

Ceyrek dalga plakasi 6rnek olarak 6l¢iildiiglinde; sonuglarda beklenildigi gibi dogrusal
dikroizm(D), dairesel cift kirilmanin optik degeri (gama) ve dairesel dikroizm (R)
sonuclar1 sifira yakindir. Dogrusal dikroizmin yonelme acis1 (teta), dogrusal dikroizm
degeri sifira yakin oldugu i¢in rastgele degisim gostermektedir. Dogrusal ¢ift kirilmanin
doniis acist (alfa) ¢ceyrek dalga plakasinin degisim agisiyla dogru orantida degismektedir.
Dogrusal cift kirilma (beta) degerleri plakanin 15181 kirma agisiyla ayn1 ve 90 derecede

sabit durmaktadir (Pham ve Lo, 2012a).
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Sekil 44. Ceyrek dalga plakasinin optik parametre degerleri
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Polarizor ile kurulan sistemde dogrusal dikroizm degerlerinin dogrulugu oSl¢iilmiistiir.
Polarizorde ¢ift kirilma olmadigi i¢in dairesel ¢ift kirllma (gama) degerleri sifira yakin ve
dogrusal ¢ift kirilma (beta) degerleri ise 180 dereceye yakin bir deger ¢ikmistir. Polarizor
ve dalga plakalar1 her 180 derece bir kendilerini tekrar ederler ve 180 derecedeki sonucla
0 derece sonu¢ aynidir. Bu goz 6niinde bulundurularak beta degerleri 0 kabul edilebilir.
Dogrusal ¢ift kirilmanin optik a¢i1 (alfa) degerleri ¢ift kirilma 6zelligi olmadigi icin
rastgele degisim gostermistir. Bir 6rnegin dogrusal dikroizm degeri varsa D = 1 sonucunu
vermektedir (Chen vd., 2009), polarizor 6l¢iimlerinde de D (dogrusal dikroizm) degeri
I’e yakin bir sonug olarak ol¢iilmiistiir. Dogrusal dikroizm optik doniis acisinin (teta)
polarizor acistyla dogru orantili olarak artmaktadir. Bu olgiimlerle sistemin dikroizm

gosteren drneklerin dogru olciilebildigini gostermektedir.
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Sekil 45. Polarizoriin optik parametre degerleri

D-glukoz kiral bir molekiil oldugu i¢in dogrusal dikroizm (D ve teta) degerlerinde kiigiik

degisimler olmustur, dairesel dikroizm degeri (R)ise sifira yakin ¢ikmigtir (Pham vd.,
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2023). Glukozda dogrusal ¢ift kirilma (alfa ve beta) degerleri 6l¢iilse de konsantrasyona
bagli olarak bir degisim gostermemektedir. Dairesel ¢ift kirilma degerleri de
konsantrasyona bagli olarak orantili artis gostermistir. D-glukoz ile yapilan optik

parametre Olglimleri kurulan sistemde dairesel ¢ift kirilmanin  Olgiilebildigi

dogrulanmustir.
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Sekil 46. D-glukoz optik parametre degerleri

Yapilan kontrol 6l¢timleriyle kurulmus olan mueller polarimetri karakterizasyon cihazi

dogrulugu saptanmustir.
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3.1.4.2 Kollajenin Mueller Polarimetri ile Olgtimleri

Kollajenin sicaklifa bagl yapisal degisimlerinin Olglilmesi i¢in 6rnek cozelti kiivette
15181 gegctigi seviyenin lizerinde kalacak sekilde sivi olarak eklenmistir. Eklenen kollajen
¢ozeltinin konsantrasyonu arttik¢a ¢ozeltiden gegen 15181n siddetinde azalma ve sagilma
meydana geldigi i¢in diisiik konsantrasyonda seg¢ilmistir. Isitma sogutma sisteminde 17
°C’den diisiik sicaklik degerlerinde kiivet iizerinde bugu olustugu ve lazer 151811
etkiledigi icin baslangic sicaklik degeri 17 °C olarak belirlenmistir. Sicaklik artis
hassasiyeti 3 °C’nin altinda oldugunda sicaklik degerlerinin artisinda sapmalar ve dogru

orantili artmadigi i¢in 3 °C artig secilmistir.

Kollajen 6l¢iimlerinde kollajen degerlerinin 6lgiildiigiinden emin olunmasi i¢in 17 °C’de
duran asetik asit optik parametreleri kor Slglim olarak alinmistir. Kor dlglimiin sonug
degerleri kollajen ¢ozeltisinin 6l¢iim degerlerinden ¢ikartilarak kollajenin sicakliga baglh

olarak optik parametreleri elde edilmistir.

Kollajenin sicakliga bagli degisim dl¢iimlerinde dikroizm degerleri sonuglart sifira yakin
cikmistir ve kollajenin 1s18a olan etkisinde dikroizme neden olmadigi gorilmustiir (Sekil
47a). Kollajenin fibril yapist nedeniyle ¢ift kirllma 6zelligi vardir (Sharma vd., 2008).
Kollajenin mueller dl¢iimlerinde ¢ift kirilmay1 gdsteren optik parametre degerleri artan

sicaklik degerleriyle degisiklik gostermektedir.

Dairesel ¢ift kirllma (gama) degerlerine bakildiginda kollajen ¢6zeltisi 30 °C’ye kadar
neredeyse sabit degerlerde kalmistir. 30 °C’ye ulastiginda kollajenin yapisindaki
degisiklik basladig1 ve iiclii sarmal yapida acilmalar meydana geldigi i¢in dairesel ¢ift
kirilma agisinda azalma goriilmektedir. 36 °C ve 39 °C sicaklik arasinda kollajenin yapisi
tamamen bozulmasiyla dairesel ¢ift kirilma degerinde birden azalma goriilmiistiir. Sarmal
yapimin agilmasiyla dogrusal ¢ift kirilma degerlerinde de (beta) azalma meydana gelmis
30 °C sicaklik degerinden sonra 42 °C sicaklik araliginda sabit dururken 45 °C’den sonra
0 degerine yaklasmistir. Sicaklik artigiyla {iclii yapr ac¢ilmis ayn1 zamanda da sicakligin
verdigi enerjiyle yapida hareketlenme olmustur. Bu hareketlenmeyle dogrusal cift
kirilmanin yonelimi alfa degeriyle Olclilmiistiir. Optik parametre Ol¢iimlerine gore
kollajenin yapis1 yaklagik 39 °C’de tamamen agilmig ve yapt bozulmustur. Biirck ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada dairesel dikroizm Ol¢limleri de kollajenin yapisinin 30

°C’de jellesmeye ve yapinin agilmaya baslamaktadir (Biirck vd., 2013).
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Sekil 47. a) Kollajen yapisinin sicakliga bagl dikroizm optik parametre sonuglari b)

Kollajen yapisinin sicakliga bagh ¢ift kirilma optik parametre sonuglari

Hazirlanan kollajen ¢ozeltisinin yapisi 1sitilarak tamamen bozulmugtur. Ayni1 soliisyon oda
sicakligina sogutulduktan sonra tekrar isitilarak kontrol oOlgiimleri yapilmistir. Bu
Olcimlerde beta ve gama degerleri karsilastirilmisti. Yapilan bu karsilagtirmada
kollajenin yapis1 bozulmadan 6nceki Ol¢timlerdeki gama degerlerindeki yiikseklik, ayni

sollisyonun sogutulup tekrar isitilmasinda gozlemlenmemistir. Bu farklilik, 1sitilma
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kaynakli olup kollajenin ti¢lii sarmal yapisinin bozuldugunu ve tekrar eski haline
gelmedigini  kanitlamistir.  Kollajenin sarmal yapist agildiktan sonra ¢ift kirilma

ozelliklerinde sicaklikla ilgili bir degisiklik 6l¢iilmemistir.
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Sekil 48. Kollajen 1sitildiktan sonra tekrar sicakliga bagli olarak optik parametre

degisimleri

3.1.4.3 Miisilajin Mueller Polarimetri ile Olgiimleri

Mueller polarimetri Slglimlerinde miisilajin konsantrasyonu, kollajenin konsantrasyonu
ile ayn1 olacak sekilde %0,05 (a/h) konsantrasyonda secilmistir. Misilajin ¢oziiciisi
olarak kullanilan filtrelenmis deniz suyu 15181 etkilemedigi icin optik parametreler
lizerinde bir etkisi goriilmemistir. Olgiimler 1s1tma sogutma sistemi ile miisilaj ¢ozeltisi 17
°C’den 50 °C’ye 1sitilarak alinmistir. Olgiim sonuglarinda dairesel ve dogrusal dikroizm
degerleri sifira yakin c¢ikmistir ve teta degeri dikroizm etkisi olmadigi i¢in rastgele

degerler gostermistir (Sekil 49a).

Miisilajin igeriginde bulunan polisakkaritler kiral molekiiller oldugu i¢in, kiral
molekiillerden etkilenen gama degerlerinde sicakliga bagli olarak degisim oldugu
gozlemlenmistir (Bui vd., 2021). Miisilajin yapisindaki polisakkarit zincirinin dairesel ¢ift
kirilma agis1 30 °C’de keskin bir sekilde artis gostermistir. Bu sicaklik degeri ayni
zamanda miisilajin olusumu esnasinda deniz suyunun sahip oldugu sicaklik degeridir.
Dairesel ¢ift kirilma keskin bir sekilde artsa da dogrusal ¢ift kirilma degeri yavas bir
sekilde azalmaktadir. Bu da yap1 igerisinde diiz zincirlerin azaldigi anlamina da
gelmektedir. Gama ve beta degerlerindeki bu degisimlerin sonucunda polisakkarit
zincirlerinin grup halinde bir araya toplanmasinin neden oldugu diisiiniilmektedir

(Kreitschitz ve Gorb, 2018). Dogrusal ¢ift kirtlmanin azalmasindan kaynakli olarak,
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dogrusal ¢ift kirilmanin optiksel doniis degerlerinde rastgele degisimler meydana geldigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 49. a) Miisilajin sicakliga bagli dikroizm optik parametre sonuglar1 b) Miisilajin

sicakliga bagl ¢ift kirilma optik parametre sonuglari
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3.1.5 Hiicre Kiiltiirii Canlilik Testi Sonuglari

Hiicre canlilik testlerinden 6nce, hiicre tutunmalarinda ideal yapi iskelesi parametrelerinin
belirlenmesi i¢in ii¢ farkli kata sahip yapi iskeleleri iiretilmistir. Uretilen yap1 iskeleleri,
hiicre ortamini, tutunmasini veya canliligini etkilememesi i¢in PBS ile yikanmiglardir.
Bir, iki ve ti¢ katl1 yap1 iskelelerine hiicre eklenerek 48 saatin sonunda, ters mikroskop ile
incelenmislerdir. Gorsel inceleme sonucunda iki katli yap: iskelelerinde daha fazla hiicre

tutunmasinin gergeklestigi gézlemlenmistir.

Sekil 50. a) Bir katl1 b) Iki katli ¢) ii¢ katli yapi iskelelerinin hiicre tutunmalari

Kollajen yapr iskelelerinin ideal kat sayisi belirlendikten sonra genipin ¢apraz
baglayicinin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in hiicre tutunma testleri yapilmistir.
Icerisindeki genipin miktar1 ImM, 3mM ve SmM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda
capraz baglanmis yap1 iskeleleri iiretilmistir. Hiicre tutunmasi durumu incelendiginde 5
mM konsantrasyona sahip genipin ile ¢apraz baglanmis yap1 iskelesinde tutunmanin
digerlerine gore daha az oldugu goriilmiistiir. Capraz baglayicilarin hiicre canliligina olan
etkisinin karsilagtirllmasi ic¢in kullanilacak genipin miktar1 1 mM ve 3 mM olarak
belirlenmistir. Riboflavin konsantrasyonu ise Kang ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada
belirtilen en yiiksek esneklige sahip konsantrasyonda (%0,05(a/h) oraninda) segilmistir
(Kang vd., 2021). Capraz baglayicilarin hiicre canliligina olan etkisini kiyaslamasinda
kontrol olarak capraz baglanmamis kollajen yapi iskelesi kullanilmistir. Hiicre canlilik

testleri CCK-8 protokoliine uygun yapilmistir.
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Sekil 51. Hiicre canlilik testi sonuglari

Hiicre canlilik test sonuglarina bakildiginda, c¢apraz baglamada kullanilan iki farklh
kimyasalin hiicre canliligina olan etkisi goriilmektedir. Riboflavin ile ¢apraz baglanmig
yapi iskelesinde, ¢apraz baglama olmayan yapi iskelesine gore daha fazla hiicre canlilig
gozlemlenmis ancak yiiksek standart sapma degerine sahip oldugu da goriilmiistiir.
Riboflavinin spektroskopi o6l¢timlerinde, 450 nm dalga boyunda absorbans piki
gostermektedir. Absorbans dl¢limlerinde riboflavinden gelen etkiyi engellemek amaciyla
hiicre ekilmemis riboflavin ¢apraz bagli yapi iskelelerinin de dl¢timleri alinmistir. Ancak
yine de hiicre canlilik 6lgiimlerinde absorbans degerinin standart sapmasmin fazla

¢ikmasi engellenememistir (Orlowska vd., 2013).

Sundararaghavan ve arkadaglarinin yaptiklari ¢calismaya gore, kollajen igerisinde bulunan
genipin miktar1 arttikga sitotoksik Ozellik gostermekte ve hicre 6limlerine neden
olmaktadir. Fessel ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada da genipin miktar arttik¢a hiicre
canliliginda azalma meydana geldigi goriilmektedir (Fessel vd., 2014; Sundararaghavan
vd., 2008). Bu c¢alismalar 1s1ginda, genipin ile ¢apraz baglanmis yapi iskelelerinde de
benzer sonug goriilmiistiir. Yapi iskelesi igerisinde bulunan genipin miktar1 arttik¢a hiicre
canlilif1 olumsuz etkilenmis ve hiicre dliimlerine neden olmustur. 1 mM genipin ile
capraz baglanmis yapi iskeleleri, capraz baglama yapilmayan kollajen yap1 iskelelerinden

1,5 kat daha fazla hiicre canliligina sahip oldugu 6l¢tilmiistiir.
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4. SONUC

Yaptigimiz calisma, biyoyazici iiretimi, dogal malzeme ekstraksiyonu, yapi iskelesi
uretimi, Mueller cihaz1 tretimi ve Kkarakterizasyonlar olmak Uzere bes kisimdan

olusmaktadir.

4.1 3D Biyoyazicimin Uretimi

Doku miihendisligi alaninda yapi iskeleleri tiretiminde kullanilan 3D biyoyazicilarin ticari
olarak alinmak istendiginde gilinlimiiz ekonomik sartlarinda pek miimkiin degildir.
Yaptigimiz ¢aligmada bir 3D biyoyazici tiretimi gergeklestirilmistir. Caligma prensipleri
benzer oldugu igin biyoyazici iiretimi, 3D yazicinin déniistiiriilmesiyle yapilmustir. Ilk
once, ticari 3D yazicinin 1sitict pargalart ¢ikartilmis ve yerine basimda kullanilacak
malzemeyi sicaklik olarak etkilemeyecek parcalar ile degistirilmistir. Yazicinin plastik
parcalarindan kaynakli olan esnekligini gidermek i¢in ise daha sert bir malzeme olan
aliminyum profillerle degistirilmistir. Yapilan bu degisiklikler hem ucuz hem de istenilen
ozelliklere gore daha sonra degistirilebilir sekilde yapilmigtir. Dijital ortamda tasarlanan
tic boyutlu sekil biyoyaziciya, ticari 3D yazicinin kendi programi ile aktarildigindan
herhangi bir kodlama islemi yapilmasma gerek kalmmamistir. Yaptigimiz calisma
gostermektedir ki, ekstriizyon tabanli 3D biyoyazici, herhangi bir ticari 3D yazicinin
istenilen ozelliklere uygun olarak parcalarinin degistirilmesiyle ucuz ve kolay bir sekilde
uretilebilmektedir. Farkli yogunluklardaki hidrojellerin kullanilmasiyla yapilan basimlar,
iiretilen 3D biyoyazicinin doku miihendisligi alanmi i¢in yapi iskelesi liretmeye uygun

oldugunu da gostermektedir.

4.2 Dogal Malzemelerin Ekstraksiyonu

3D biyoyazici ile yapi iskelesi liretiminde kullanilan hidrojellerin ham maddeleri olarak
dogal polimer malzemeler kullanilmistir. Yapi iskeleleri i¢in ihtiya¢ duyulan dogal
polimerlerin ticari olarak satin alinmas1 maddi olarak zorluk yaratacagindan dolay1 dogal
atiklardan {retilmesi tercih edilmistir. Hidrojellerin iiretiminde kullanilan kollajenin
ekstraksiyonu icin arastirmalarda en ¢ok karsilagilan sigan kuyrugu ve sigir derisi
hayvansal kaynak olarak kullanilmistir. Her iki kaynaktan da basarili bir sekilde kollajen
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Sigan kuyrugundan ekstrakte edilen kollajen, sigir

derisinden ekstrakte edilen kollajene nazaran daha verimli olmus, aym1 zamanda
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ekstraksiyon islemleri daha kisa stirmiistiir. Bu nedenden dolay1 sigan tendonu kollajen
kaynag1 olarak, zamansal ve kolaylik a¢isindan tercih edilebilir. Calismada ekstrakte
edilen diger polimerik malzeme ise deniz miisilajidir. Deniz misilajinin ekstraksiyon
verimi ¢ok diisiik kalmistir ve yap1 iskelesinde kullanilacak miktarda Uretimi igin ¢ok

fazla malzeme harcamak gerekeceginden yap1 iskelesi iiretiminde kullanilamamustir.

4.3 Yap1 Iskelelerinin Uretimi ve Capraz Baglama

3D biyoyazici ile iiretile kollajen yap1 iskeleleri biyobasim esnasinda yapisal formunu
korusa da doku ve organlar i¢in yeterli dayanima sahip degildir. Bu yiizden farkli
kimyasallar ile kollajenin ¢apraz baglanmasi yapilarak yapisal dayanimi saglanmasi
hedeflenmistir. Capraz baglamada kullanilan kimyasallar, hiicre canliligini etkilemeyen
malzemelerden se¢ilmis ve bu malzemelerin konsantrasyonlar1 yapilan calismalara gore
secilmistir. Yaptigimiz calismada genipin ve riboflavin kimyasallar1 capraz baglayict
olarak tercih edilmislerdir. Genipin, miktarina bagl olarak hidrojelin rengini 6nce sar1
sonra agik maviden koyu maviye dogru degistirdigi i¢in gorsel olarak capraz baglama
durumu kontrol edilebilmistir. Riboflavin ise hidrojel ile karistirildiginda rengini sariya
cevirmigtir. Her iki kimyasalda da farkli renklere neden olmalarindan dolay1 gorsel olarak

capraz baglama durumlar1 kontrol edilebilmistir.

4.4 Mueller Polarimetri Cihazinin Uretimi

Biyomalzemelerin optik karakterizasyonu olarak kullanilan cihazlardan biri Mueller
polarimetri cihazidir. Ulkemizde ticari olarak bir Mueller polarimetri cihaz
satitlmamaktadir, yurt disindan alinmak istendiginde ise olduk¢a pahaliya denk
gelmektedir. Ayni zamanda ticari olarak satin alinacak olan Mueller polarimetri cihazi
kapal1 bir sistem olacagindan 6l¢iimii yapilacak olan numune tiiriine gore de degisiklik
yapilamayacaktir. Olgiimii yapilacak malzeme tiiriine gore istenilen degisikligin
yapilabilmesi amaciyla, Mueller polarimetri cihazi laboratuvarda agik bir sistem olarak
iiretilmistir. [k  prototip iiretimindeki ol¢iimler havadaki tozlardan, ortam
aydinlatmasindan ve ortam sicakligindan etkilenmistir. Bunun 6nune gegmek icin sistem
kapali bir kutunun igerisine koyulmustur. Kapali bir kutu igerisine konulan cihaz ile
yapilan Ol¢limler daha stabil sonuglar vermistir. Yapilan optimizasyon o6lcumleriyle,

sistemde kullanilan yontemin ve hesaplamalarin dogrulugu kontrol edilmistir. Sonuglarin
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literatiirle uyumlu ¢ikmis ve basarili bir sekilde Mueller polarimetri cihazinin iretildigini

gostermistir.

4.5 Karakterizasyon Sonuglari

Mueller polarimetriyle, dogal malzemelerin yapisal karakterizasyon analizleri yapilmis ve
bu malzemelerin sicaklik artisiyla molekiillerindeki degisim hesaplanabilmistir. Yapilan
analizlerin sonuglarina gore kollajenin molekiiler yapist yaklasik 39 °C’de agilmakta ve
tamamen bozulmakta, miisilajin yapis1 ise yaklasik 30 °C’de molekuler zincirler

toplanarak daha biyuk yiginlar haline gelmektedir.

Ekstrakte edilen musilaj ornekleri Raman spektroskopisiyle incelendiginde, miisilajin
yapisinda bulunan polisakkaritlerin oldugu goriilmiistiir. Bu miisilaj ekstraksiyonunun

basarili olarak gergeklestigini gostermektedir.

Capraz baglayict kimyasallarin, kollajen yapi iskelesine olan etkisini incelemek igin
Raman spektroskopi cihazi ve sFTIR spektroskopi cihazi kullanilmistir. sFTIR
spektroskopisi, normal bir FTIR spektroskopi cihazina goére 1000 kat daha iyi
¢Oziiniirliikte sonu¢ verdigi icin tercih edilmistir. Yapilan analizler sonucunda capraz
baglamanin basarili bir sekilde gergeklestigi goriilmektedir. Ayni zamanda yap:
iskelelerinin hiicre canlilik testleri yapildiginda, en yiiksek hiicre canliligi genipin ile
capraz baglanan yapr iskelesinde goriilmiistiir. Hidrojel igerisindeki genipin
konsantrasyonu arttig1 zaman hiicre 6liimlerine neden oldugundan hiicre canlilig: i¢in en
ideal yap1 iskelesi, ImM konsantrasyonda genipin ile ¢apraz baglanmis kollajen yapi

iskelesi oldugu sonucuna ulagilmistir.

58



5. KAYNAKLAR

Abdelaziz, A. G., Nageh, H., Abdo, S. M., Abdalla, M. S., Amer, A. A, Abdal-Hay, A., &
Barhoum, A. (2023). A review of 3D polymeric scaffolds for bone tissue
engineering: principles, fabrication techniques, immunomodulatory roles, and
challenges. Bioengineering, 10(2), 204.

Adamiak, K., & Sionkowska, A. (2020). Current methods of collagen cross-linking.
International Journal of Biological Macromolecules, 161, 550-560.

Ahmad, I., Khalig, A., Igbal, M., & Khan, S. (2020). Mueller matrix polarimetry for
characterization of skin tissue samples: A review. Photodiagnosis and
photodynamic therapy, 30, 101708.

Alpizar-Reyes, E., Carrillo-Navas, H., Gallardo-Rivera, R., Varela-Guerrero, V., Alvarez-
Ramirez, J., & Pérez-Alonso, C. (2017). Functional properties and
physicochemical characteristics of tamarind (Tamarindus indica L.) seed mucilage
powder as a novel hydrocolloid. Journal of Food Engineering, 209, 68-75.

Algerban, A. (2021). Effectiveness of riboflavin and rose Bengal photosensitizer modified
adhesive resin for orthodontic bonding. Pharmaceuticals, 14(1), 48.

Andrea, O., & Bill, T. (2024). A review on biopolymer-based bioinks for 3D bioprinting.
Journal of Applied Biotechnology and Bioengineering, 11(2), 43-52.

Brennan-Pierce, E. P., MacAskill, 1., Price, R. B., & Lee, J. M. (2014). Riboflavin-
sensitized photo-crosslinking of collagen using a dental curing light. Bio-medical
materials and engineering, 24(4), 1659-1671.

Bui, C. V., Rosenau, T., & Hettegger, H. (2021). Polysaccharide-and B-Cyclodextrin-
based chiral selectors for enantiomer resolution: recent developments and
applications. Molecules, 26(14), 4322.

Bumbrah, G. S., & Sharma, R. M. (2016). Raman spectroscopy—Basic principle,
instrumentation and selected applications for the characterization of drugs of
abuse. Egyptian Journal of Forensic Sciences, 6(3), 209-215.

Biirck, J., Heissler, S., Geckle, U., Ardakani, M. F., Schneider, R., Ulrich, A. S., &
Kazanci, M. (2013). Resemblance of electrospun collagen nanofibers to their
native structure. Langmuir, 29(5), 1562-1572.

Camerlingo, C., Portaccio, M., Tate, R., Lepore, M., & Delfino, 1. (2017). Fructose and
pectin detection in fruit-based food products by surface-enhanced Raman
spectroscopy. Sensors, 17(4), 839.

Céarcamo, J. J., Aliaga, A. E., Clavijo, R. E., Brafies, M. R., & Campos-Vallette, M. M.
(2012). Raman study of the shockwave effect on collagens. Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 86, 360-365.

Cavallo, A., Al Kayal, T., Mero, A., Mezzetta, A., Pisani, A., Foffa, 1., Vecoli, C.,
Buscemi, M., Guazzelli, L., & Soldani, G. (2023). Marine collagen-based bioink
for 3D bioprinting of a bilayered skin model. Pharmaceutics, 15(5), 1331.

Chen, P.-C., Lo, Y.-L., Yu, T.-C., Lin, J.-F., & Yang, T.-T. (2009). Measurement of linear
birefringence and diattenuation properties of optical samples using polarimeter
and Stokes parameters. Optics express, 17(18), 15860-15884.

Chen, X., Anvari-Yazdi, A. F., Duan, X., Zimmerling, A., Gharraei, R., Sharma, N.,
Sweilem, S., & Ning, L. (2023). Biomaterials/bioinks and extrusion bioprinting.
Bioactive Materials, 28, 511-536.

Chung, S., & King, M. W. (2011). Design concepts and strategies for tissue engineering
scaffolds. Biotechnology and applied biochemistry, 58(6), 423-438.

Daly, A. C., Prendergast, M. E., Hughes, A. J., & Burdick, J. A. (2021). Bioprinting for
the Biologist. Cell, 184(1), 18-32.

59



Drzewiecki, K. E., Malavade, J. N., Ahmed, 1., Lowe, C. J., & Shreiber, D. I. (2017). A
thermoreversible, photocrosslinkable collagen bio-ink for free-form fabrication of
scaffolds for regenerative medicine. Technology, 5(04), 185-195.

Du, X., Dehghani, M., Alsaadi, N., Nejad, M. G., Saber-Samandari, S., Toghraie, D., Su,
C.-H., & Nguyen, H. C. (2022). A femoral shape porous scaffold bio-
nanocomposite fabricated using 3D printing and freeze-drying technique for
orthopedic application. Materials Chemistry and Physics, 275, 125302.

Elzinga, E. J., & Sparks, D. L. (2007). Phosphate adsorption onto hematite: An in situ
ATR-FTIR investigation of the effects of pH and loading level on the mode of
phosphate surface complexation. Journal of Colloid and Interface Science, 308(1),
53-70.

Embafrash Berhe, H., Tesfay Mezgebo, D., Abrha, S., Gebremeskel Haile, T., & Molla, F.
(2023). Extraction, Characterization, and Evaluation of Lepidium sativum Linn.
Mucilage as a Mucoadhesive Polymer. Advances in Pharmacological and
Pharmaceutical Sciences, 2023.

Fatimi, A., Okoro, O. V., Podstawczyk, D., Siminska-Stanny, J., & Shavandi, A. (2022).
Natural hydrogel-based bio-inks for 3D bioprinting in tissue engineering: a
review. Gels, 8(3), 179.

Fessel, G., Cadby, J., Wunderli, S., van Weeren, R., & Snedeker, J. G. (2014). Dose-and
time-dependent effects of genipin crosslinking on cell viability and tissue
mechanics—toward clinical application for tendon repair. Acta biomaterialia,
10(5), 1897-1906.

Gao, G., Kim, B. S., Jang, J., & Cho, D.-W. (2019). Recent strategies in extrusion-based
three-dimensional cell printing toward organ biofabrication. ACS Biomaterials
Science & Engineering, 5(3), 1150-1169.

Garcia-Villen, F., Guembe, A., José, M. R., ZUfiiga, T., Ruiz-Alonso, S., Saenz-del-Burgo,
L., Jesus, M. 1., José, I. R., & Pedraz, J. L. (2023). Characterization and
assessment of new fibrillar collagen inks and bioinks for 3D printing and
bioprinting. International Journal of Bioprinting, 9(3).

Gelse, K., Poschl, E., & Aigner, T. (2003). Collagens—structure, function, and
biosynthesis. Advanced drug delivery reviews, 55(12), 1531-1546.

Glowacki, J., & Mizuno, S. (2008). Collagen scaffolds for tissue engineering.
Biopolymers: Original Research on Biomolecules, 89(5), 338-344.

Gonzélez-Masis, J., Cubero-Sesin, J. M., Corrales-Urefia, Y. R., Gonzélez-Camacho, S.,
Mora-Ugalde, N., Baizan-Rojas, M., Loaiza, R., Vega-Baudrit, J. R., & Gonzalez-
Paz, R. J. (2020). Increased fibroblast metabolic activity of collagen scaffolds via
the addition of propolis nanoparticles. Materials, 13(14), 3118.

Gonzélez-Masis, J., Cubero-Sesin, J. M., Guerrero, S., Gonzélez-Camacho, S., Corrales-
Urefia, Y. R., Redondo-Gémez, C., Vega-Baudrit, J. R., & Gonzalez-Paz, R. J.
(2020). Self-assembly study of type I collagen extracted from male Wistar
Hannover rat tail tendons. Biomaterials Research, 24(1), 19.

Groll, J., Burdick, J., Cho, D., Derby, B., Gelinsky, M., Heilshorn, S., Jiingst, T., Malda,
J., Mironov, V., & Nakayama, K. (2018). A definition of bioinks and their
distinction from biomaterial inks. Biofabrication, 11 (1): 013001. In.

Heo, J., Koh, R. H., Shim, W., Kim, H. D., Yim, H.-G., & Hwang, N. S. (2016).
Riboflavin-induced photo-crosslinking of collagen hydrogel and its application in
meniscus tissue engineering. Drug delivery and translational research, 6, 148-
158.

60



Hosseinkhani, M., Mehrabani, D., Karimfar, M. H., Bakhtiyari, S., Manafi, A., & Shirazi,
R. (2014). Tissue engineered scaffolds in regenerative medicine. World journal of
plastic surgery, 3(1), 3.

Ibrahim, N. 1., Oslan, S. N. H., Shapawi, R., Mokhtar, R. A. M., Noordin, W. N. M.,
Nurdiani, R., & Huda, N. (2023). Isolation and Characterization of Acid-Soluble
Collagens from the Bone and Fins of the Barracuda (Sphyraena spp.) as Marine
Collagen Sources. International Journal on Advanced Science, Engineering &
Information Technology, 13(2).

Ignatenko, D. N., Shkirin, A. V., Lobachevsky, Y. P., & Gudkov, S. V. (2022).
Applications of Mueller matrix polarimetry to biological and agricultural
diagnostics: a review. Applied Sciences, 12(10), 5258.

Islam, M. M., AbuSamra, D. B., Chivu, A., Argiieso, P., Dohlman, C. H., Patra, H. K.,
Chodosh, J., & Gonzélez-Andrades, M. (2021). Optimization of collagen chemical
crosslinking to restore biocompatibility of tissue-engineered scaffolds.
Pharmaceutics, 13(6), 832.

Jafari, H., Lista, A., Siekapen, M. M., Ghaffari-Bohlouli, P., Nie, L., Alimoradi, H., &
Shavandi, A. (2020). Fish collagen: Extraction, characterization, and applications
for biomaterials engineering. Polymers, 12(10), 2230.

Jeong, H.-J., Nam, H., Jang, J., & Lee, S.-J. (2020). 3D bioprinting strategies for the
regeneration of functional tubular tissues and organs. Bioengineering, 7(2), 32.

Jiang, Y.-H., Lou, Y.-Y,, Li, T.-H., Liu, B.-Z., Chen, K., Zhang, D., & Li, T. (2022). Cross-
linking methods of type | collagen-based scaffolds for cartilage tissue engineering.
American journal of translational research, 14(2), 1146.

Kahoush, M., Behary, N., Guan, J., Cayla, A., Mutel, B., & Nierstrasz, V. (2021).
Genipin-mediated immobilization of glucose oxidase enzyme on carbon felt for
use as heterogeneous catalyst in sustainable wastewater treatment. Journal of
Environmental Chemical Engineering, 9(4), 105633.

Kamel, G., Lefrancois, S., Moreno, T., Al-Najdawi, M., Momani, Y., Abbadi, A.,
Paolucci, G., & Dumas, P. (2021). The first infrared beamline at the Middle East
SESAME synchrotron facility. Journal of Synchrotron Radiation, 28(6), 1927-
1934.

Kamel, G., Lefrancois, S., Al-Najdawi, M., Abu-Hanieh, T., Saleh, I., Momani, Y., &
Dumas, P. (2017). EMIRA: the infrared synchrotron radiation beamline at
SESAME. Synchrotron Radiation News, 30(4), 8-10.

Kang, Y., Kim, J. H., Kim, S. Y., Koh, W.-G., & Lee, H. J. (2021). Blue light-activated
riboflavin phosphate promotes collagen crosslinking to modify the properties of
connective tissues. Materials, 14(19), 5788.

Kazanci, M., Haciosmanoglu, S. K., & Kamel, G. (2021). Synchrotron Fourier transform
infrared microspectroscopy (SFTIRM) analysis of unfolding behavior of
electrospun collagen nanofibers. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, 251, 119420.

Kizil, R., & Irudayaraj, J. (2018). Spectroscopic Technique: Fourier Transform Raman
(FT-Raman) Spectroscopy. In Modern techniques for food authentication (pp.
193-217). Elsevier.

Kolan, K. C., Semon, J. A., Bromet, B., Day, D. E., & Leu, M. C. (2019). Bioprinting
with human stem cell-laden alginate-gelatin bioink and bioactive glass for tissue
engineering. International Journal of Bioprinting, 5(2.2).

Koo, Y., Choi, E.-J., Lee, J., Kim, H.-J., Kim, G., & Do, S. H. (2018). 3D printed cell-
laden collagen and hybrid scaffolds for in vivo articular cartilage tissue
regeneration. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 66, 343-355.

61



Kreitschitz, A., & Gorb, S. N. (2018). The micro-and nanoscale spatial architecture of the
seed mucilage—Comparative study of selected plant species. PloS one, 13(7),
€0200522.

Le, H.-M,, Le, T. H., & Phan, Q. H. (2022). Mueller matrix imaging polarimetry
technique for dengue fever detection. Optics Communications, 502, 127420.

Litescu, S.-C., Teodor, E. D., Truica, G.-1., Tache, A., & Radu, G.-L. (2012). Fourier
transform infrared spectroscopy—useful analytical tool for non-destructive
analysis. Infrared Spectrosc.-Mater. Sci. Eng. Technol, 353-368.

Liu, F, Gu, H., Lin, Y., Qi, Y., Dong, X., Gao, J., & Cai, T. (2012). Surface-enhanced
Raman scattering study of riboflavin on borohydride-reduced silver colloids:
Dependence of concentration, halide anions and pH values. Spectrochimica Acta
Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 85(1), 111-119.

Lo, Y.-L., & Chen, P.-C. (2010). Characterization on five effective parameters of
anisotropic optical material using Stokes parameters-Demonstration by a fiber-
type polarimeter. Optics express, 18(9), 9133-9150.

Mandrycky, C., Wang, Z., Kim, K., & Kim, D.-H. (2016). 3D bioprinting for engineering
complex tissues. Biotechnology advances, 34(4), 422-434.

Masri, S., Maarof, M., Mohd, N. F.,, Hiraoka, Y., Tabata, Y., & Fauzi, M. B. (2022).
Injectable crosslinked genipin hybrid gelatin—-PVA hydrogels for future use as
bioinks in expediting cutaneous healing capacity: physicochemical
characterisation and cytotoxicity evaluation. Biomedicines, 10(10), 2651.

Mecozzi, M., Pietroletti, M., & Conti, M. E. (2008). The complex mechanisms of marine
mucilage formation by spectroscopic investigation of the structural characteristics
of natural and synthetic mucilage samples. Marine Chemistry, 112(1-2), 38-52.

Melcher, S., Sporl, E., Koch, E., & Steiner, G. (2018). Molecular processes of corneal
collagen cross-linking in keratoconus therapy. Current Directions in Biomedical
Engineering, 4(1), 489-492.

Muehlethaler, C., Gueissaz, L., & Massonnet, G. (2013). Forensic paint analysis.

Neves, M. I. L., Valdés, A., Silva, E. K., Meireles, M. A. A., Ibafiez, E., & Cifuentes, A.
(2022). Study of the reaction between genipin and amino acids, dairy proteins, and
milk to form a blue colorant ingredient. Food Research International, 157,
111240.

Orlowska, M., Koutchma, T., Grapperhaus, M., Gallagher, J., Schaefer, R., & Defelice, C.
(2013). Continuous and pulsed ultraviolet light for nonthermal treatment of liquid
foods. Part 1: effects on quality of fructose solution, apple juice, and milk. Food
and Bioprocess Technology, 6, 1580-1592.

Osidak, E. O., Kozhukhov, V. I., Osidak, M. S., & Domogatsky, S. P. (2020). Collagen as
bioink for bioprinting: A comprehensive review. International Journal of
Bioprinting, 6(3).

Parikh, S. J., & Chorover, J. (2006). ATR-FTIR spectroscopy reveals bond formation
during bacterial adhesion to iron oxide. Langmuir, 22(20), 8492-8500.

Pascolo, L., Bortot, B., Benseny-Cases, N., Gianoncelli, A., Tosi, G., Ruozi, B., Rizzardi,
C., De Martino, E., Vandelli, M. A., & Severini, G. M. (2014). Detection of
PLGA-based nanoparticles at a single-cell level by synchrotron radiation FTIR
spectromicroscopy and correlation with X-ray fluorescence microscopy.
International Journal of Nanomedicine, 2791-2801.

Pasteris, J. D., Wopenka, B., Freeman, J. J., Brewer, P. G., White, S. N., Peltzer, E. T., &
Malby, G. E. (2004). Raman spectroscopy in the deep ocean: successes and
challenges. Applied Spectroscopy, 58(7), 195A-208A.

62



Petibois, C., Gouspillou, G., Wehbe, K., Delage, J.-P., & Déléris, G. (2006). Analysis of
type | and 1V collagens by FT-IR spectroscopy and imaging for a molecular
investigation of skeletal muscle connective tissue. Analytical and bioanalytical
chemistry, 386, 1961-1966.

Pham, T.-T.-H., & Lo, Y.-L. (2012a). Extraction of effective parameters of anisotropic
optical materials using a decoupled analytical method. Journal of Biomedical
Optics, 17(2), 025006-025006.

Pham, T.-T.-H., & Lo, Y.-L. (2012b). Extraction of effective parameters of turbid media
utilizing the Mueller matrix approach: study of glucose sensing. Journal of
Biomedical Optics, 17(9), 097002-097002.

Pham, T.-T.-H., Phan, Q.-H., Le, T.-H., & Le, N.-B. (2023). Stokes—Mueller matrix
polarimetry: effective parameters of anisotropic turbid media: theory and
application. In Optical Polarimetric Modalities for Biomedical Research (pp. 47-
76). Springer.

Precali, R., Giani, M., Marini, M., Grilli, F., Ferrari, C. R., Pecar, O., & Paschini, E.
(2005). Mucilaginous aggregates in the northern Adriatic in the period 1999—
2002: typology and distribution. Science of the Total Environment, 353(1-3), 10-
23.

Rahmati, M., Mills, D. K., Urbanska, A. M., Saeb, M. R., Venugopal, J. R., Ramakrishna,
S., & Mozafari, M. (2021). Electrospinning for tissue engineering applications.
Progress in Materials Science, 117, 100721.

Ravanbakhsh, H., Karamzadeh, V., Bao, G., Mongeau, L., Juncker, D., & Zhang, Y. S.
(2021). Emerging technologies in multi-material bioprinting. Advanced Materials,
33(49), 2104730.

Reis, S. E., Andrade, R. G. C., Accardo, C. M., Maia, L. F., Oliveira, L. F., Nader, H. B.,
Aguiar, J. A., & Medeiros, V. P. (2020). Influence of sulfated polysaccharides
from Ulva lactuca L. upon Xa and Ila coagulation factors and on venous blood
clot formation. Algal research, 45, 101750.

Ren, P., Wei, D., Liang, M., Xu, L., Zhang, T., & Zhang, Q. (2022). Alginate/gelatin-
based hybrid hydrogels with function of injecting and encapsulating cells in situ.
International Journal of Biological Macromolecules, 212, 67-84.

Rhee, S., Puetzer, J. L., Mason, B. N., Reinhart-King, C. A., & Bonassar, L. J. (2016). 3D
bioprinting of spatially heterogeneous collagen constructs for cartilage tissue
engineering. ACS Biomaterials Science & Engineering, 2(10), 1800-1805.

Riacci, L., Sorriento, A., & Ricotti, L. (2021). Genipin-based crosslinking of jellyfish
collagen 3D hydrogels. Gels, 7(4), 238.

Rich, H., Odlyha, M., Cheema, U., Mudera, V., & Bozec, L. (2014). Effects of
photochemical riboflavin-mediated crosslinks on the physical properties of
collagen constructs and fibrils. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, 25, 11-21.

Rider, P., Kadarevié, Z. P., Alkildani, S., Retnasingh, S., & Barbeck, M. (2018).
Bioprinting of tissue engineering scaffolds. Journal of tissue engineering, 9,
2041731418802090.

Roseti, L., Cavallo, C., Desando, G., Parisi, V., Petretta, M., Bartolotti, I., & Grigolo, B.
(2018). Three-dimensional bioprinting of cartilage by the use of stem cells: a
strategy to improve regeneration. Materials, 11(9), 1749.

Rostron, P., Gaber, S., & Gaber, D. (2016). Raman spectroscopy, review. laser, 21, 24.

Scialla, S., Gullotta, F., 1zzo, D., Palazzo, B., Scalera, F., Martin, 1., Sannino, A., &
Gervaso, F. (2022). Genipin-crosslinked collagen scaffolds inducing

63



chondrogenesis: a mechanical and biological characterization. Journal of
Biomedical Materials Research Part A, 110(7), 1372-1385.

Seol, Y.-J., Kang, H.-W,, Lee, S. J., Atala, A., & Yoo, J. J. (2014). Bioprinting technology
and its applications. European Journal of Cardio-Thoracic Surgery, 46(3), 342-
348.

Shao, J.,, Lin, M., Li, Y., Li, X,, Liu, J., Liang, J., & Yao, H. (2012). In vivo blood glucose
quantification using Raman spectroscopy. PloS one, 7(10), e48127.

Sharma, S., Poddar, R., Sen, P., & Andrews, J. (2008). Effect of vitamin C on collagen
biosynthesis and degree of birefringence in polarization sensitive optical
coherence tomography (PS-OCT). African Journal of Biotechnology, 7(12).

Sheraz, M. A., Kazi, S. H., Ahmed, S., Anwar, Z., & Ahmad, 1. (2014). Photo, thermal
and chemical degradation of riboflavin. Beilstein Journal of organic chemistry,
10(1), 1999-2012.

Shirehjini, L. M., Sharifi, F., Shojaei, S., & Irani, S. (2022). Poly-caprolactone
nanofibrous coated with sol-gel alginate/mesenchymal stem cells for cartilage
tissue engineering. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 74, 103488.

Simon, M., Grossart, H.-P., Schweitzer, B., & Ploug, H. (2002). Microbial ecology of
organic aggregates in aquatic ecosystems. Aquatic microbial ecology, 28(2), 175-
211.

Sobczak-Kupiec, A., Drabczyk, A., Florkiewicz, W., Glab, M., Kudtacik-Kramarczyk, S.,
Stota, D., Tomala, A., & Tyliszczak, B. (2021). Review of the applications of
biomedical compositions containing hydroxyapatite and collagen modified by
bioactive components. Materials, 14(9), 2096.

Sundararaghavan, H. G., Monteiro, G. A., Lapin, N. A., Chabal, Y. J., Miksan, J. R., &
Shreiber, D. I. (2008). Genipin-induced changes in collagen gels: Correlation of
mechanical properties to fluorescence. Journal of Biomedical Materials Research
Part A: An Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society
for Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the Korean
Society for Biomaterials, 87(2), 308-320.

Tosif, M. M., Najda, A., Bains, A., Kaushik, R., Dhull, S. B., Chawla, P., & Walasek-
Janusz, M. (2021). A comprehensive review on plant-derived mucilage:
characterization, functional properties, applications, and its utilization for
nanocarrier fabrication. Polymers, 13(7), 1066.

Uemura, R., Miura, J., Ishimoto, T., Yagi, K., Matsuda, Y., Shimizu, M., Nakano, T., &
Hayashi, M. (2019). UVA-activated riboflavin promotes collagen crosslinking to
prevent root caries. Scientific Reports, 9(1), 1252.

Vanaei, S., Parizi, M., Salemizadehparizi, F., & Vanaei, H. (2021). An overview on
materials and techniques in 3D bioprinting toward biomedical application.
Engineered Regeneration, 2, 1-18.

Varkey, M., Visscher, D. O., Van Zuijlen, P. P., Atala, A., & Yoo, J. J. (2019). Skin
bioprinting: the future of burn wound reconstruction? Burns & trauma, 7, s41038-
41019-40142-41037.

\eiga, A., Castro, F., Rocha, F., & Oliveira, A. L. (2022). An update on
hydroxyapatite/collagen composites: What is there left to say about these
bioinspired materials? Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied
Biomaterials, 110(5), 1192-1205.

Vijayavenkataraman, S., Yan, W.-C., Lu, W. F.,, Wang, C.-H., & Fuh, J. Y. H. (2018). 3D
bioprinting of tissues and organs for regenerative medicine. Advanced drug
delivery reviews, 132, 296-332.

64



Wang, M., Lu, X., Yin, X,, Tong, Y., Peng, W., Wu, L., Li, H., Yang, Y., Gu, J., & Xiao, T.
(2015). Synchrotron radiation-based Fourier-transform infrared
spectromicroscopy for characterization of the protein/peptide distribution in single
microspheres. Acta Pharmaceutica Sinica B, 5(3), 270-276.

Wang, Z., Liu, H., Luo, W,, Cai, T., Li, Z,, Liu, Y., Gao, W., Wan, Q., Wang, X., & Wang,
J. (2020). Regeneration of skeletal system with genipin crosslinked biomaterials.
Journal of tissue engineering, 11, 2041731420974861.

Wei, Q., Yang, R., Sun, D., Zhou, J., Li, M., Zhang, Y., & Wang, Y. (2022). Design and
evaluation of sodium alginate/polyvinyl alcohol blend hydrogel for 3D bioprinting
cartilage scaffold: Molecular dynamics simulation and experimental method.
Journal of materials research and technology, 17, 66-78.

Wu, L., Li, X., Guan, T., Chen, Y., & Qi, C. (2020). 3D bioprinting of tissue engineering
scaffold for cell culture. Rapid Prototyping Journal, 26(5), 835-840.

Xia, Z., Jin, S., & Ye, K. (2018). Tissue and organ 3D bioprinting. SLAS TECHNOLOGY:
Translating Life Sciences Innovation, 23(4), 301-314.

Xu, S., Gu, M., Wu, K., & Li, G. (2021). Unraveling the interaction mechanism between
collagen and alcohols with different chain lengths and hydroxyl positions.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 199, 111559.

Yang, B., Liu, H., Jiang, L., Zeng, Y., Han, Y., Sha, C., Xie, X., Li, H., Zhou, J., & Lin, W.
(2023). 3D bioprinting of collagen-based materials for oral medicine. Collagen
and Leather, 5(1), 23.

Zhang, X., Chen, X., Yang, T., Zhang, N., Dong, L., Ma, S., Liu, X., Zhou, M., & Li, B.
(2014). The effects of different crossing-linking conditions of genipin on type |
collagen scaffolds: an in vitro evaluation. Cell and tissue banking, 15, 531-541.

Zhang, Y., Wang, Q. S., Yan, K., Qi, Y., Wang, G. F., & Cui, Y. L. (2016). Preparation,
characterization, and evaluation of genipin crosslinked chitosan/gelatin
three-dimensional scaffolds for liver tissue engineering applications. Journal of
Biomedical Materials Research Part A, 104(8), 1863-1870.

65



	1. GİRİŞ
	1.1 3D Biyoyazıcı Teknolojisi
	1.2 Biyoinkler (Biyomürekkepler)
	1.2.1 Kollajen
	1.2.2 Müsilaj

	1.3 Çapraz Bağlama ve Yöntemleri
	1.3.1 Genipin
	1.3.2 Riboflavin

	1.4 Karakterizasyon Yöntemleri
	1.4.1 Mueller Polarimetri
	1.4.2 Raman Spektroskopisi
	1.4.3 Sinkrotron Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi


	2. YÖNTEM
	2.1 Üç Boyutlu Biyoyazıcı Hazırlanması ve Optimizasyonu
	2.1.1 Biyoyazıcının Optimizasyon Ayarının Yapılması
	2.1.2 Kollajen Biyobaskı Denemeleri

	2.2 Ekstraksiyon İşlemleri
	2.2.1 Sıçan Kuyruğundan Kollajen Ekstraksiyonu
	2.2.2 Sığır Derisinden Kollajen Ekstraksiyonu
	2.2.3 Müsilaj Ekstraksiyonu

	2.3 Kollajen Tabanlı Yapı İskelelerinin Basımı
	2.3.1 Kollajen Hidrojellerinin Hazırlanması
	2.3.2.1 Genipin Çözeltisinin Hazırlanması
	2.3.2.2 Riboflavin Çözeltisinin Hazırlanması


	2.4 Yapı İskelelerinin Basılması
	2.4.1 Yapı İskelelerinin Çizilmesi ve Biyobasım Hazırlığı
	2.4.2 Çapraz Bağlayıcı Olmadan Yapılan Biyobasımlar
	2.4.3 Genipin ile Yapılan Biyobasımlar
	2.4.4 Riboflavin ile Yapılan Biyobasımlar

	2.5 Mueller Polarimetri Kurulumu
	2.6 Karakterizasyonlar
	2.6.1 Mueller Polarimetri Ölçümleri
	2.6.2 Raman Spektroskopisi Ölçümleri
	2.6.3 Sinkrotron Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (sFTIR) Spektroskopisi Ölçümleri
	2.6.4 Hücre Kültürü Canlılık Testi


	3. BULGULAR VE YORUM
	3.1 Karakterizasyon
	3.1.1 Optik Mikroskop Altında Yapı iskelelerinin İncelenmesi
	3.1.2 Sinkrotron Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (sFTIR) Spektroskopisi
	3.1.3 Raman Spektroskopisi
	3.1.3.1 Kollajenin Raman Ölçümleri
	3.1.3.2 Müsilajın Raman Ölçümleri

	3.1.4 Mueller Polarimetri Ölçüm Sonuçları
	3.1.4.1 Mueller Polarimetrinin Çalışma İspatı
	3.1.4.2 Kollajenin Mueller Polarimetri ile Ölçümleri
	3.1.4.3 Müsilajın Mueller Polarimetri ile Ölçümleri

	3.1.5 Hücre Kültürü Canlılık Testi Sonuçları


	4. SONUÇ
	4.1 3D Biyoyazıcının Üretimi
	4.2 Doğal Malzemelerin Ekstraksiyonu
	4.3 Yapı İskelelerinin Üretimi ve Çapraz Bağlama
	4.4 Mueller Polarimetri Cihazının Üretimi
	4.5 Karakterizasyon Sonuçları

	5. KAYNAKLAR

