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OZET

Doku ve rejenerasyon miihendisligi, yapi iskeleleri, hiicreler ve biyofiziksel ve
biyokimyasal uyaranlar dahil olmak {izere, miihendislik yaklagimlarin1 kullanarak hasarli,
dejenere olmus veya kusurlu dokular1 degistirmeyi, onarmay1 veya yenilemeyi amaglar. Bu
calismada Biyokompozit olarak kullanilabilen biyolojik olarak parcalanabilen
metakrilatlanmis Ipek fibroin (SilkMA) ve keratin metakrilat (KerMA) iskele sentezini ve
fiziko-kimyasal karakterizasyonu yapilmis, doku miihendisliginin amagladigi ve hedefledigi
ozellikler analiz edilmistir. SilkMA, belirlenen bir doku i¢in iyi biyouyumluluk, reolojik
ozellikleri ve mekanik Ozellikler sergiler. Bu proje kapsaminda metakrilatlanmis olarak,
Ozglnliik ve biyouyumluluk agisindan KerMA malzemesi se¢ilmistir ama bu malzeme tek
basina reolojik 6zellikleri ve mekanik dayanimi bakimindan zayiftir. KerMA malzemesinin
reolojik  oOzelliklerini ve fibroblast hiicre canlih@mi  gelistirmek igin  farkli

konsantrasyonlarda SilkMA ile kompozit olusturulmustur.

Biyolojik aktif maddelerin viicut i¢inde tasinma kabiliyetini arttirmak i¢in manyetik
demir oksit nanopargacik protein jellerine (akiskan formda) ilave edildi. Bu manyetik
nanoparcaciklara disardan miidahale olarak 3 eksenli bir Helmholtz bobini tasarlanarak
tiretilmis olup, kullanimi i¢inde 3B cihaza entegre edildi. Bobinin entegrasyonu ve
SilkMA/KerMA iskelesi iiretimi ise, 3B SLA yazici ile yapildi. Polimer zincirlerinin i¢
yapilarin diizenli ve anizotropik olacak sekilde yonlendirilme iglemi, 3B baski sirasinda 3

eksenli Helmholtz bobinin olusturdugu 15mT manyetik alan ile gergeklestirildi.

SilkMA/KerMA yapilarin, reolojik ve elektrik iletkenligi gibi degerlerin testleri
yapilarak, manyetik olarak yonlendirilip, iskelelerin 1,3 ve 7 giin boyunca iistiinde fibroblast
hiicreler iskele iizerinde toksik etki gostermedigi ve yonlendirilmis yapilarda hiicre
uyumlulugu 6zelliklerini gelistirildigi, yapilan testler ve analizler ile degerlendirildi. Ayrica
hiicrelerin ¢ogalmasini ve yapismasi destekledigini gormek i¢in SEM ve DAPI testleri
yapildi. Anizotropik oryantasyonun etkisini deneysel olarak goérmek ic¢in, SEM ve atomik
kuvvet mikroskobunda (AFM) gériintiileme ¢aligmalar1 ve incelemeleri yapildi. Iskelelere
basma testi uygulanarak, mekanik gerilmelere karsi dayanimi ve elastisitesi hesaplanip
ayrica sisme ve bozunma testleri yapilarak, iskelelerin yiliksek sisme 6zelligi sergiledigi ve

14 giin boyunca ¢6ziinmedigi tespit edildi.



ABSTRACT

Tissue and regeneration engineering aims to replace, repair or regenerate damaged,
degenerated or defective tissues using engineering approaches, including scaffolds, cells,
and biophysical and biochemical stimuli. In this study, the synthesis and physico-chemical
characterization of biodegradable methacrylate Silk fibroin (SilkMA) and Kkeratin
methacrylate (KerMA) scaffolds, which can be used as biocomposites, were performed, and
tissue engineering aimed and targeted properties were analyzed. SilkMA exhibits good
biocompatibility, rheological properties and mechanical properties for a given tissue. Within
the scope of this project, KerMA material was chosen as methacrylate in terms of originality
and biocompatibility, but this material alone is weak in terms of rheological properties and
mechanical strength. In order to improve the rheological properties of KerMA material and

fibroblast cell viability, a composite was formed with SilkMA at different concentrations.

Magnetic iron oxide nanoparticle was added to protein gels (in fluid form) to increase
the ability of biological active substances to be transported within the body. As an external
intervention to these magnetic nanoparticles, a 3-axis Helmholtz coil was designed and
produced and integrated into the 3D device in use. Integration of the coil and
SilkMA/KerMA scaffold production were done with a 3D SLA printer. Orientation of the
polymer chains in such a way that the internal structures are ordered and anisotropic was
carried out with a 16mT magnetic field created by the 3-axis Helmholtz coil during 3D

printing.

It was evaluated by tests and analyzes that SilkMA/KerMA structures were magnetically
oriented, did not show any toxic effects on the scaffolds for 1,3 and 7 days, and cell
compatibility properties were improved in oriented structures. In addition, SEM and DAPI
tests were performed to confirm that scaffolds support cell proliferation and adhesion. To
experimentally see the effect of anisotropic orientation, imaging studies and examinations
in SEM and atomic force microscopy (AFM) were performed. It was determined that the
scaffolds exhibited high swelling properties and did not dissolve for 14 days by applying
compression test to the scaffolds, calculating its resistance and elasticity against mechanical

stresses, and also performing swelling and degradation tests.
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I: Akim

C: Akim tasiyan telin yolu
a: Alfa
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1.GIRIS

Insan viicudu, dogal olarak olusan bir¢ok doku, hiicre dis1 matris (ECM) bilesenlerinin
veya hiicrelerinin hizali diizenlenmesinden kaynaklanan cesitli anizotropik yapilar sunar. Bu
yapilar, ilgili dokular i¢in yone bagli fizyolojik islevlerini ger¢eklestirmede ve maksimize
etmede onemli bir rol oynar (Datta ve ark.,2019; Sano ve ark.,2018). Anizotropik yapi ile
ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma, mekanik dayanim (Zhang ve ark.,2019), elektriksel iletkenlik
(Chen ve ark.,2019; Chae ve ark.,2020), sertlik (Gilbert-Honick ve ark.,2018) ve
biyokimyasal sinyaller (Lei ve ark.,2019) dahil olmak iizere malzemenin karakteristik
ozellikleri gelistirdigini gostermistir. Doku miihendisligi i¢in hasarlt dokular1 etkin bir
sekilde onarmak veya degistirmek icin, konak dokuyu taklit edebilen ayarlanabilir yapisal
ve biyomekanik 6zelliklere sahip manyetik alan altinda yonlendirilmis doku iskelelerine
ihtiyag vardir. Doku miihendisligi i¢in yapilan yaklagimlar, doku kiiltiiriinii hazirlama seklini
ve hiicre mikro ¢evresine odaklanan ¢oklu mikrofabrikasyon siireglerini gelistirdi. Hiicre
cevresinin organize veya taklit edilmesi, hiicrelerin dogal davraniglarini ve sinyal aglarin

gelistirilmesini saglar (Benton ve ark., 2009).

Doku miihendisligi, tipik olarak, hiicre yapismasi i¢in ilk yapisal destek saglamak ve
doku olusumuna hizmet etmek i¢in iskelelerin kullanilmasina dayanir (O’brien, 2011). Bu
nedenle, hedef dokunun in vivo benzeri anizotropik yapilarina sahip bir iskelenin
kullanilmasi, yap1 iskeleleri ve dogal matris arasindaki yapisal uyumsuzluklardan
kaginilmas1 veya tercihen eksojen veya endojen hiicrelerin i¢inde bulundugu fizyolojik
islevlerinin kopyalanmasi agisindan mantiklidir. Anizotropik bir malzemenin topografik
yapisi, malzemenin kendi ECM' lerini hizalamak, uzatmak, olgunlasmak ve daha fazla
salgilamak i¢in yOnlendirilebilir (Jana ve ark., 2016). Yonlendirilmis kristal yap1 sunan
anizotropik karakteristik 6zelligi elde etme yontemi i¢in 6ne siiriilen bir ¢ok farkli yaklasim;
mikro model, elektro egirme, kurutma, 3B baski, iyon difiizyon, elektrik alan ve manyetik

alan olarak literatiirde bahsedilmektedir (Xue ve ark., 2021;Zue ve ark., 2019).

Manyetik nanoparcacik igeren ipek fibroin tabanli kompozit malzemeler, ilag salimi,
enjekte edilebilir jellerin degerlendirilmesi ve viicutta biyo malzemelerin yerini degistirmek

icin manyetik ozelliklerin kullanilmasi gibi ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilmigtir (Belda
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Marin ve ark., 2020). Manyetik nanoparcaciklar ile yapilan son ¢aligmalar incelendiginde,
ferromanyetik ve ferroelektrik diizenlerin aymi fazda birlikte bulundugu multiferroik
malzemelere olan ilgiyi arttirmistir (Zue ve ark., 2019). Bu tiir malzemeler, elektrik ve
manyetik 6zellikler arasinda manyetoelektrik davranis gosterirler. Multiferroikler; elektrik,
manyetik, mekanik ve yapisal oOzelliklerin bir sonucu olarak ferroelektriklik,
ferromanyetizma, ferro elastikiyet gibi es zamanli etkiler sergileyen ¢ok islevli bir malzeme

smifidir.

1.1.  Doku miihendisligi

Doku miihendisligi disiplinler aras1 bir konudur ve insan dokularmin yenilenmesi
tizerine odaklanilmistir. Viicudun kendi kendini iyilestirme yetenekleri olmasina ragmen,
yenilenme derecesi dokular arasinda farklilik gosterir ve ayrica bir yaralanma veya hastaligin
ciddiyeti sebebiyle iyilestirme siireci yavaglayabilir. Geleneksel paradigma, biyomalzeme
tabanli yapi iskeleleri, hiicreler ve biyoaktif kimyasallarin bir karistmini kullanarak, hiicre
ortami i¢inde doku olusumunu ve ¢ogalmasini destekler. Dokulara yeterli mekanik 6zellikler
kazandiran yapisal iskeleler yardimiyla rejenerasyon siireclerini kolaylastirabilen, hiicre
cogalmasin1 ve terapdtik maddelerin verimli bir sekilde iletmesine katki saglayan

biyomalzemelerin olusturulmasi, doku miithendisliginin 6nemli bir alanidur.

Biyomalzeme tabanli iskelelerin doku rejenerasyonu ve onariminda kullanimi, doku
miihendisligi alanindaki sorunlarin {istesinden gelinmesinden dolay1 bu malzemelere ilgi ve
yonelim artmistir (Khan ve ark., 2008). iskeleler, doku miihendisligi icin ¢ok 6nemli olan ve
doku gelisiminin onarimi, bakimi ve iyilestirilmesi igin kullanilan biyomalzemelerdir
(O’brien ve ark., 2011). Hiicrelerin gogalmasi, farklilasmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli
olan bir¢ok faktoriin miimkiin olan en iyi sekilde tedarik edilmesini saglayan iskeleler,
hasarli dokularm onarimina ve yenilenmesine yardimei olurlar (Langer ve ark., 2004). iskele
miihendisliginin temel fikri, iskelelerin hiicre dis1 matriks (ECM) yapilara benzerliginden
dolay1 uygun bir sekilde orijinal dokunun ECM yapilarini ¢ogaltmaktir. Doku miihendisligi
icin, iskele yapilarin kullanildigi alanlara gore karakteristik 6zelliklere sahip olmalidir, genel
olarak sekil 1.1’de gosterilen oOzelliklere sahip olmasi amaclanmaktadir. Iskeleler,
vaskiilarizasyon ve yeni dokularin gelisimi ig¢in gerekli alani saglamasinin yani sira,
uygulamalari ile dokunun etkilesimine izin verecek sekilde yeniden yapilanmaya da izin

vermelidir. Sekilleri ve formlar1 sayesinde mekanik gerilmelere dayanarak, hasarli dokunun
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yeniden ingasi ic¢in stabil olmalar1 ve uyum saglamalar1 gerekir. Canli dokularin
viskoelastisitesi, doku homeostazi ve rejenerasyonu i¢in ¢ok onemlidir ve son arastirmalar,
bunun ayn1 zamanda hastaligin baslangicinda ve ilerlemesinde de rol oynadigini géstermistir
(Huang ve ark., 2019). Biyomalzemelerin doku rejenerasyonu ve onariminda kullanima,
viicudun kendi hiicreleriyle ¢oziinmesi gereken ve gorevlerini tamamladiktan sonra
¢oziinmesi gereken malzemelerdir. Iskeleler, hiicrelerin hidrojeller icinde kaplanmasi, ECM
salgilayan tabakalarin kullanilmasi, dogal, sentetik ve biyolojik olarak parcalanabilen
malzemelerden gozenekli yapi iskelelerinin iiretilmesi dahil olmak {izere cesitli sekillerde
tiretilebilir (suamte ve ark., 2023). 3 boyutlu (3B) yazici teknolojileri ile iretilmesini
saglayabilmek ic¢in iskele yapilarini olusturan soliisyonlarin veya hidrojellerin reolojik

acidan basilabilir olmas1 gerekmektedir.

 Viskoelastiklik 7 | Biyogéziinebilir

(' Mekanik Dayanim  Oksijen Gegirgenligi )

Basma Kabiliyeti

Sekil 1.1. Iskelelerin doku miihendisligi icin sahip olmasi gereken dzellikler

1.2. Ipek fibroin yapis1 ve uygulamalari

Ipekler, yuvalarini (bal arilar1 ve yaban arilari), kozalarini (ipek bocekleri) ve aglarini

(6riimcekler) inga etmek igin kullanilan bir dizi eklem bacakli soyunun salgilama 'egirme'



stirecinin trilinleri olan benzersiz bir biyopolimer sinifi olarak tanimlanir. Ayrica circir
bocekleri, arilar, yaban arilari, pireler, dantel kanatlilar, caddisfly larvalari, su tatarciklari
larvalari, ates kurtlar1 ve mantar tatarciklarinin da ipek iirettigi bilinmektedir (Pereira ve
ark.,2015). Bununla birlikte, en iiretken ipek kaynaklart Nephila clavipes ve Araneus
diadematus Oriimcekleri, Bombyx mori (B. mori) evcil ipekbdcekleri ve Antheraea pernyi

ve Samia cynthia ricini yabani ipek bocekleridir (Murugesh Babu ve ark., 2017).

Ipek fibroin, gelecek vaat eden bir dogal biyo malzemelerdir. Fibroin polipeptidi ipek
yapt blogunun i¢ ¢ekirdeginde bulunabilir. Mikemmel mekanik mukavemeti,
biyouyumlulugu, enzimatik ¢oziinebilirligi ve biyomolekiil dayanikliligi nedeniyle ipek
fibroin, biyomedikal arastirmalarda cekici bir malzeme haline gelmistir (nyugen ve ark.,
2019). Toksik degildir, immiinojenik degildir ve FDA onaylidir (Wei ve ark., 2019).
Bununla birlikte, fiziksel olarak capraz bagl ipek fibroin hidrojellerinin potansiyel bir
dezavantaji, kirilgan olmalaridir, bu da onlar1 uzun stireli deformasyonlara kars1 zayif
birakmaktadir (Holland ve ark., 2019). Literatiirde ipek fibroinin, metakrilatlanmis bir
malzemesinin sertligini ve elastik modiiliinii gelistirebildigi gosterilmistir (Naderi ve ark.,
2020). ipek fibroin ile ilgili farkli bir calismaya gore, metakrilatlanmis polipeptit ile
osteoblast yapisma yiizeyi ve hiicre yiikli bir iskele olarak kullanildiginda iyi
biyouyumluluk goriilmiistiir (Xiao ve ark., 2019). Ek olarak, ipek fibroin partikiilleri, hiicre
yiiklenmesi sirasinda hiicre ¢okelmesini dnlemeye yardimci olan ¢apraz baglanma 6ncesi
metakrilatlanmig polipeptitlerin viskozitesini arttirmak i¢in de kullanilmistir (Na ve ark.,
2018). Bu malzeme, spesifik karmasik rekonstriiktif durumlarinda dokular kemik yapilariyla
cevrili oldugunda sinir ¢atallanmalarina veya ulasilmasi zor sinir yollarmma tam olarak
yardimer olamaz. Bundan dolayi, manyetik nanopargacik igeren ipek fibroin tabanl
kompozit malzemeler; ilag salinimi, enjekte edilebilir jellerin uygulanmasi ve viicutta biyo
malzemelerin yerini degistirmek i¢in manyetik Ozelliklerin kullanilmasi gibi ¢esitli
uygulamalar i¢in kullanilmistir (Ficai ve ark., 2015; Loret ve ark., 2018). Sekil 1.2, ipek
fibroin tabanli malzemelerin ge¢misteki ve giiniimiizdeki uygulamalar1 incelendiginde,
Klinik kullanimlarda hasarli doku boélgelerinde iyilesme gozlemlendigi, kompozit yapi
olusturup kemik iyilesmesinde biiyiik bir rol aldig1 ve polimerlerin ilag salim kapasitesini

gelistirdigi gézlemlenmistir (nyugen ver ak., 2019).

Ipekbdcegi kozalagindan iiretilen ipek fibroinler, biyouyumluluk ve biyolojik olarak

pargalanabilir 6zellikleriyle dogadaki en giicli lifli proteinlerden biri olup, ayn1 zamanda
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modifiye edilmemis ipek fibroin yapilarin veya gelistirilmemis ipek malzemelerinin ¢ogu,
gam giderme ve ¢oziinme stireclerinden dolay1 dogal ipek liflerine kiyasla siradan mekanik
Ozelliklere sahiptir. Bundan dolay1 sicaklik artigi, metanol/tuz islemi, diger polimerlerle
fiziksel olarak harmanlanmis veya kimyasal olarak capraz baglanma ¢esitli stratejilerle ile
ipek fibroin yapilarilari mekanik olarak gelistirilebilmesi miimkiindiir. Bu baglamda,
metakrilatlanmig gruplara dahil edilen baska polimerleri ipek fibroin ile birlestirerek foto
capraz bagl bir hidrojel {iretmek i¢in birka¢ ¢alisma yapilmistir (Xiao ve ark., 2011; Kundu
ve ark., 2012).

A.YARAIYILESMESI - B.BIYOLOJIK ILAC SALIMI C. KEMiK REJENERASYONU
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Sekil 1.2. ipek fibroin bazli malzemelerin olumlu etki gdsterdigi uygulamalar: hasarl
bolgedeki dokunun iyilesmesi (A), bir iskele yapisindan ilag salimi (B), Kemik
rejenerasyonu. (Degistirilmis referans, nyugen ve ark., 2019).

1.3. Keratin yapisi ve uygulamalari

"Keratin" kelimesi literatiirde ilk olarak 1850'lerde hayvan boynuzlari ve toynaklari gibi
sert dokular1 olusturan materyali tanimlamak i¢in kullanilmistir. Gegen yiizyilda, sag ve yiin
liflerinden keratin proteinlerinin ekstraksiyonu, saflastirilmas: ve karakterizasyonundaki
gelismeler, keratin bazli biyomalzemeler icin odak noktasi haline gelmistir. Sa¢, boynuz,
tily, ylin ve tirnak gibi hiicre iskeleti ve epidermal apendiks yapilarinin biiyiik bir kisma,
keratin olarak bilinen sistein agisindan zengin lifli proteinden olusur (McLellan ve ark.,
2019). Mevcut kiikiirt miktarina bagl olarak, bu biyopolimerler, yapilar1 ve 6zelliklerindeki
onemli farkliliklara dayali olarak sert ve yumusak keratinlere ayrilabilir. Saglam epidermal
yapi, birincil olarak, ¢apraz bagl bir matriste bulunan sirali diziler halinde diizenlenmis ara
filamentlerden olusan, daha biiylik oranda kiikiirt capraz baglarina sahip sert keratinler

tarafindan desteklenir.

Keratinlerin yapis1 literatiirde siklikla alfa-keratinler ve beta-keratinler olarak



tartisilmaktadir. Alfa(a)-Keratin, hiyerarsik olarak dimerler, protofilamentler, protofibriller
ve ara filamentler olarak organize edilen yaklasik 35 kalinti uzunlugunda bir a-sarmal
motifinin  olusumu ile smiflandirilir. B-keratin yapilar1 ise p-kristal yapilarindan
olusmaktadir. B-keratindeki polipeptit zincirleri kivrimli beta yapraklar seklini alirken, a-
keratinde sarmallar1 olarak yani sarmal yapilar olarak diizenlenirler. a-keratinin sarmal
yapisi, iki biikiilmiis polipeptit zinciri tarafindan olusmustur. o ve  keratinin dagilimi s6z
konusu oldugunda, alfa keratin yiiniin, killarin, toynaklari, tirnaklar1 ve boynuzlari o
keratinin birincil bilesenidir. Oysa beta-keratin, tiiylerin, kus pengelerinin ve gagalarimin,

slirlingen pengelerinin ve pullariin birincil bilesenidir (feroz ve ark., 2020).
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Sekil 1.3. Keratinin yapisindaki a-sarmal ve [-kristal yapilarin sematik gosterimi

Biyomalzeme uygulamalarinda kullanilmak iizere ¢esitli keratin bazli
biyomalzemelerin olusturulmasi, keratin arastirmalarinin giiglii temelleri sayesinde miimkiin
olmustur. Bu ¢erceve, bu biyomalzemelerin genel fiziksel, kimyasal ve biyolojik islevini
etkileyen bir dizi onemli keratin 6zelligine dayanmaktadir. izole edilmis keratin
proteinlerinin kendiliginden bir araya gelme ve gozenekli, lifli iskeleler halinde
polimerlesme kapasitesi ilk siradadir. Keratin soliisyonlariin kendiliginden birlesmesi, hem
mikro 6lgekte (Thomas ve ark., 1986) hem de makro 6lcekte (Ikkai ve ark., 2002) kapsamli
bir sekilde incelenmistir. Bu kendiliginden bir araya gelme olgusu, sag lifinin yiiksek oranda
korunmus iist yapisinda belirgindir ve dogru sekilde islendiginde keratin bazli malzemelerin
tekrarlanabilir mimarisinden ve gozenekliliginden sorumludur. Keratinler ayrica dogal
olarak olusan diger birgcok makromolekiil gibi dogal biyolojik aktivite ve biyouyumluluk

igerir.

Tachibana ve ark., 2001°de uzun siireli hiicre kiiltiirii i¢in yiin keratin yapi iskelelerinin



tiretimine iliskin ilk ¢aligmay1 yayinladilar. Kontrollii dondurmadan sonra, sulu yiin keratin
cozeltileri liyofilize edilerek, tek bigimli gdzenekli bir mikro mimariye sahip olan ve sert
olan matrisler liretilmistir. RGD ve LDV hiicre adezyonunu arttirdig1 kesfedilen keratinler,
iyi hiicre uyumlulugu gostermis ve 23-43 giinlikk uzun bir kiiltir periyodu boyunca
fibroblastlarin adezyonunu ve biiylimesini siirdiirmiistiir. EK olarak, iskelenin serbest sistein
kalintilarinin, biyoaktif bilesiklerin immobilizasyonu i¢in modifikasyon bdlgeleri olarak

hizmet edebilecegi gosterilmistir.

Biyomateryal olarak biiyiik ilgi géren bir diger dogal polimer, dogas1 geregi biyouyumlu
ve biyolojik olarak parcalanabilir olan ipek fibroin ile keratin malzemesinin etkilesimleri
lizerine ¢alismalar yapilmustir. Iki biyomolekiil arasinda meydana gelen etkilesimleri ve
bunlarin biyomalzemenin genel mekanik ve biyolojik 6zellikleriyle nasil iliskili oldugunu
anlamak i¢in Kkeratin-SF filmler iizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Keratin-SF
filmlerinin ikincil yapis1 iizerine yaptiklar1 calismada (lee ve ark., 1999), keratindeki polar
amino asitlerin mevcudiyetinin, fibroin yapilarinin rastgele a-sarmal seklinden kendisi igin
B-kristal yapisina degismesine neden oldugunu bulmuslardir. Bu harmanlanmis filmlerin,
ipek fibroin veya sadece keratin igeren filmlerden daha iyi antitrombojenik ve
biyouyumluluk 6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2001). Bu, biiyilik
olasilikla, proteinlerin konformasyonel modifikasyonu tarafindan iretilen, karigimlarin
gelismis ylizey polaritesinden kaynaklanmaktadir. Keratin ve silk fibroin karisimiyla elde
edilmis filmlerin mekanik ve degradasyon ozellikleri, farkli bir ¢calisma da (Vasconcelos ve
ark.,2008) incelemeleri yapilmustir. ipek fibroin ve keratin arasindaki etkilesimlerin yalnizca
birinin 6zellik bakimindan baskin olmadig1 ve daha ziyade iki proteinin birlesiminden ortaya
cikan Ozelliklerin, dogrudan etkisi olan spesifik molekiiller arasi etkilesimlerden
kaynaklandigr sonucuna varilmistir. Bu baglantilarin tiirii ve yogunlugunun yanmi sira
degradasyon oranlarinin anlasilmasi, gelecekteki biyolojik uygulamalar igin uygun olan aktif

kimyasallar i¢in salim matrislerinin gelistirilmesini saglayabilecegini ngérmiislerdir.



1.4.Polimerlerin metakrilasyonu ve uygulamalari

Polimeler malzemelerin hidrojel bilesenleri metakrilasyon yardimiyla foto gapraz
baglanabilir hale gelebilirler. Literatiirde bunlara 6rnek olarak, metarkrilatlanmis hyaluronik
asit (HAMA), aljinat ve jelatin (GelMA) gibi baz1 hidrojel bilesenleri, foto-¢apraz
baglanabilir malzemeler haline gelecek sekilde modifiye edilmistir. Metkaritlanma
sayesinde polimerler suda ¢oziiniir ve fotocapraz baglanabilir hale modifiye edilmis bir
sekilde getirilebilir, ayrica biyolojik olarak aktif olarak ve geometrik olarak ayarlanabilir bir
ECM matris biyomalzemesi olusturabilir (Yu ve ark., 2022). Bu 6zellik, foto-¢apraz baglama
reaksiyonundan gegereck basili yapilarin hizli, kolay bir sekilde katilasmasini ve
sabitlenmesini miimkiin kilar Sekil 1.4, keratin malzemesinin MA ile metakrilatlanmasi ve
reaksiyon sonucu yan liriin olarak ortaya cikan metakrilik asidin (MA acid) molekiiler
diizeyde gosterimidir, bununla birlikte fonksiyonel gruplardaki degisimleri ve

metakrilatasyonun hangi gruplar iizerinden baglanildig: gosterilmektedir.
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Sekil 1.4. Keratin malzemesinin metakrilatlanma ile islevsellestirilmesinin sematik

gosterimi

Hidrojeller ve diger malzemeler, arastirmacilar tarafindan ECM benzeri bir yapi
olusturmak i¢in siklikla kullanilir. Yap1 iskelesi, insan viicudundaki ortami taklit ederek
hiicrelerin i¢inde biiyiiyebilmesini saglar, ancak insan viicuduna uygun bir yapmin ve
cevreye uygun hiicre iskelelerinin ne kadar hassas bir sekilde gelistirilebilecegi 6nemli bir
sorundur. Bilim adamlari, daha geleneksel teknikler kullanilarak yapilandan daha kesin ve
tutarl bir yapi iskelesi tiretebilecegi tahmin edilen hiicrelerin ve yapi iskelesi malzemelerinin
uzamsal tasarimini yliriitiilebilmesi i¢in 3B yazicilara veri girisinde 3B baski teknolojisini
kullanirlar. Belirli yapilara veya formlara sahip biyomedikal araglar, kaliplar ve organlar

olusturmak i¢in 3B baskinin kullanilmasi yaygin bir egilimdir. Uygun biyomiirekkep ile 3B



baski, iskeleler veya hidrojeller iiretmek ve doku mithendisligi veya rejenerasyon i¢in gercek
dokulara benzeyen karmasik sistemler olusturmak igin bir imkan sunar (jammalamadaka ve
ark., 2018; Pekkanen ve ark., 2017).

1.5.Multiferroik malzemeler

Manyetik parcaciklar alaninda yapilan son ¢alismalar incelendiginde, ferromanyetik ve
ferroelektrik diizen gibi ayni1 fazda iki ferroik diizenin ayni anda bulunanan multiferroik
malzemelere olan ilgi artmistir (Zhu ve ark., 2019). Bu tiir malzemeler, elektrik ve manyetik
ozellikler arasinda manyetoelektrik davranis gosterirler. Manyetoelektrik, manyetik ve
elektronik 6zellikleri arasinda 6nemli karsilikli baglant1 sergileyen malzemenin genel adidir.
Bu kategoridekiler, ayn1 anda ferroelektriklik ve ferromanyetizma &zellikler sergilerler.
Multiferroikler; elektrik, manyetik, mekanik ve yapisal ozelliklerin bir sonucu olarak
ferroelektriklik, ferromanyetizma, ferro elastikiyet gibi es zamanl etkiler sergileyen ¢ok
islevli bir malzeme sinifidir (Barone ve ark., 2012; Lu ve ark., 2019).

Kolayca erisilebilen tek kristalli substratlarin kafesiyle eslesen ve sinirli sayida atomik
tiirden olusan bir yapiya sahip oda sicakliginda multiferroikler belirgin bir avantaja sahiptir.
Fe304 gibi diisiik sicaklikta multiferroik gecis metali monoksitlerinin ortam sicakliginda
multiferroik oldugunu anlamak zordur, bu da diger basit oksitler arasinda bu o6zelligi

inceleme ihtiyacin1 vurgulamaktadir.

1.6. Manyetik alan ile manyetik partikiillerin manipiilasyonu

Manyetik pargacik manipiilasyonu kullanilarak mikro ve nano pargaciklarin
hizalanmasinin mekanik o6zellikleri gelistirdigi gosterilmistir (Nelson ve ark., 2019).
Parcacik dagilimini yonetmek i¢in pargaciklarin uygulanan manyetik alana tepki vermesi
gerekir. Baz1 diyamanyetik ve paramanyetik malzemeler, fiziksel olarak riskli veya
ekonomik olarak miimkiin olmayan ¢ok giiglii manyetik alanlar gerektirebilir. Bunun nedeni,
yiizey miknatislanma siireclerinde diyamanyetik ve paramanyetik pargaciklarin yerini
almak, parcaciklarin manyetizasyonunu degistirmek i¢in daha biiyiik pargaciklarin yiizeyleri
tizerine Kaplanan siiperparamanyetik parcaciklarin kullanilmasidir. Fe30s4 parcaciklari
iceren anyonik bir ferro sivi ile yilizey manyetizasyonunun kullanilmasi 6zellikle dikkate
degerdir (Graeve ve ark, 2013). Zit yiiklii iki pargacik arasindaki elektrostatik temas, giicli

bir baglant1 olusturur ve yiizey miknatislanma siirecine izin Verir.



1.6.1. Helmholtz bobin sistemi

Literatiirde bahsedilen ideal olarak tekdiize bir manyetik alan iiretebilen Helmholtz
bobini, manyetik pargaciklar1 manipiile etmek i¢in faydali oldugu gosterilen bir cihazdir. Bir
Helmholtz bobini, tek eksen olarak diisiindiiglimiizde ayn1 akimi gecirmek i¢in koaksiyel
olarak yonlendirilmis ve seri baglanmis iki benzer bobinden olusur (sekil 1.5). Bobinler
arasindaki mesafe bobinin yaricapina esittir. Sensorleri kalibre ederken veya Diinya'nin
manyetik alanin1 ortadan kaldirirken oldugu gibi, oldukg¢a diizgiin bir manyetik alan

gerektiginde, Helmholtz bobinleri kullanilir (Nelson ve ark., 2019).

Sekil 1.5. Tek eksenli helmholtz bobin

Manyetik alan hem uzayda hem de diizlemde donebilir. Iki veya ii¢ eksenli Helmholtz
bobinleri, bir hacimde veya bir diizlemde dénen bir manyetik alan olusturabilir. Ug
Helmbholtz bobin ¢iftini kartezyen koordinat sisteminde birbirine dik olarak hizalayarak,
istenen yon ve yogunlukta donen bir hacimde tekdiize dénen bir manyetik alan olusturmak
miimkiindiir. Bobinlerden gecen akimin yonii ve siddeti ayarlanarak donen manyetik alanin
yonil ve yogunlugu degistirilebilir. Donen manyetik alan, herhangi bir mekanik aksesuara
ihtiyag duymadan bir 3B Helmholtz bobini kullanilarak olusturulabilir ve ¢esitli
uygulamalarda kullanilabilir.

Galt ve ark.,1993, 3 eksenli bobinin tasarimi igin ilk olarak her bobinin ¢ap1 20 cm olan
bir 3B Helmholtz bobin sistemi gelistirdiler ve hem AC hem de DC manyetik alanlar
ireterek, manyetik alanlarin iyon kanallar1 tizerindeki etkisine baktilar. Her bir bobin tizerine
25 adet 0,75 mm ¢apinda bakir tel sarilmistir. Sistem AC'de 20 ve 40 Hz frekanslarinda 50
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mV voltaj uygulanarak calistirilmistir. Bu ¢alismadan sonra farkli bir ekip tarafindan
(Lassahn ve ark., 1995) oldukea biiylik bir alan boyunca tutarli bir manyetik alan yaratmak
amaciyla 210 cm, 215 cm ve 220 cm gaplarinda ii¢ bobin ¢iftinden olusan bir 3D Helmholtz
bobin sistemi olusturdu. 3 boyutlu Helmholtz bobin teknolojisinin, 3 boyutlu manyetik alan
sensorlerini kalibre etmek i¢in kullanildiginda hassasiyetten 6diin vermeden kalibrasyon
prosediiriinii ¢ok daha kolay hale getirdigini iddia ettiler. Bu ¢alismadan 16 yil sonra, yeni
ekipmanlarla farkli arastirmacilar tarafindan (Mahoney ve ark., 2011), yercekimi ayar1 ve
hiz kontrolii icin manyetik sarmal mikro siiriicliler kullanild1 ve arasgtirmalarim1 bir 3B
Helmholtz bobin sistemi kullanarak yiirtittiiler (Sekil 1.6). Bobin ¢iftleri sirasiyla 44 mm, 69
mm ve 98 mm yarigaplara sahipti ve hepsi ayni akim degerinde ¢alisacak sekilde yapildi.

Her bobin, 1.628 mm ¢apinda bakir tel kullanilarak sarilmistir.

Sekil 1.6. 3 eksenli Helmholtz bobini (Mahoney ve ark.,2011)

1.6.2. 3 boyutlu yazic1 teknolojisi gelisimleri ve manyetik alan ile uygulamalar:

Polimerik 3D baski teknolojisi, 6zellikle otomobil, moda, tasarim ve mimari endiistrileri
gibi iirlin 6zellestirme ve karmasik formlarin 6nemli katma degerli 6zellikler oldugu gesitli
endiistriyel sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, faydalari, tasarim
Ozgirligiine ve maliyet diisiirmeye ek olarak esnekligi ve yeni malzemelere adaptasyonu ile
genisletilebilmektedir. (Wohlers ve ark., 2017; Gross ve ark., 2014; Berman ve ark., 2014).

Fonksiyonel malzemelerin sentezi ve yazdirilabilir kompozitlerin olusturulmasi i¢in
potansiyel yeni kullanim alanlarin1 arastirmak i¢in son yillarda giderek daha fazla ¢alisma

yapilmistir (Farahani ve ark., 2016; Mohan ve ark., 2017). Son zamanlarda bu alanda ¢ok
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yeni bir caligma alan1 gelisti. Dig uyaranlara tepki olarak bigimlerini ve o6zelliklerini
degistirebilen akilli materyallerin basilmasi1 ve teknolojinin dordiincii boyut oldugu 4
boyutlu (4B) bask1 sistemlerine ilgi artmaya baslamistir (Mitchell ve ark.,2018; Choi ve
ark.,2015). Robotik, sensorler ve biyotip dahil olmak tizere ¢ok sayida endiistrinin 4B baski
(Hann ve ark., 2020) sayesinde devrim niteliginde ilerlemeler gormesi hedeflenmektedir.
Polimerik 4B baski i¢in akilli malzemeler, ¢oziiciiler (Meng ve ark., 2013), 151k (Yang ve
ark., 2017), sicaklik (Wu ve ark., 2016), elektrik yiikleri (Bar-cohen ve ark., 2002) ve pH
(Bose ve ark., 2013) gibi fizikokimyasal uyaranlar tarafindan etkinlestirilebilen bir veya
daha fazla isleve sahip olmalidir. Bu uyaranlar 1sik, sicaklik, 1sik yogunlugu, solvent
konsantrasyonu ve 1s1k dalga boyunu igerir. Bunlardan 6zellikle ilging olani, kaynak veya
hedefle temasa ge¢gmek zorunda kalmadan yonlerini ve giiglerini uzaktan degistirmek basit
oldugu i¢in manyetik alanlarin kullanilmasidir. Ayrica bu alanda yapilan caligsmalar viicut
icin giivenli olan manyetik alanlardir (Qiu ve ark., 2015). Polimerlerin ¢cogunun manyetik
Ozelliklerden yoksun olmasina ragmen, manyetik dolgu maddelerini polimerik matrise
kolayca eklemek i¢in bu 6zellik kullanilmahdir. Diisiik yogunluklu manyetik alanlarin
kullanilmasi, 4D uygulamalar1 i¢in uygun adaylar olan yumusak manyeto-tepkisel kompozit

polimerlerin deforme edilmesini kolaylastirir.

Bununla birlikte, yiiksek yogunluklu manyetik alanlarin kullanilmasi, malzemenin
tiretiminde, azalan malzeme stabilitesini, zayif dolgu maddesi dagiliminda, basili katmanlar
icinde zayif yapigsma yani kotii baski kalitesi ve zayif mekanik kaliteler dahil olmak {izere
cesitli sorunlara neden olur. Ote yandan, manyetik dipollerin organizasyonu ve manyetik
alana tepki veren parcgaciklarin yapisi, manyetik parcaciklarm bir sivi ortam boyunca
yayildiginda ve homojen bir manyetik alana maruz kaldiginda bastan sona bir diizenleme
olusturulmasini saglar (Rozhkov ve ark., 2018; Zverev ver ark., 2021). Bu sistemlerde
tiretilen manyetik kuvvetlerin bir sonucu olarak, manyetik partikiiller ile hizalanmis zincir
benzeri yapilar halinde kendiliginden birlesir. Yogunlagmis topaklasmalarin geometrisi
nedeniyle, yapinin ana ekseni boyunca yonlendirilmis bir miknatislanma yoniine sahip bir
manyetik anizotropi vardir. Bu yontem, sivilar, erimis polimer soliisyonlari, 1sikla
kiirlenebilen iskeleler ve polimer soliisyonlar1 i¢in kullanilabilir. Kendi kendine birlesen
parcaciklar, ayn1 zamanda kompozit malzemenin manyetik anizotropisini de sabitleyen

polimer matrisin katilasmasi veya sertlesmesiyle belirli bir mikro yap1 haline biiriinebilir.

Dogrudan Miirekkep Yazma (DIW), Erimis Filament Uretimi (FFF), Stereolitografi
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(SL) ve Dijital Isik isleme (DLP) teknolojileri igin, 3D baskili manyetik duyarl parcaciklarin

tiretimi literatiirde gosterilmistir (Hodaei ve ark., 2018). Farkli bir ¢alismada (Kim ve ark.,

2018) programlanabilir manyetik alanlara sahip manyetik yumusak kompozit filmler

olusturmak i¢in, manyetik destekli 3B DIW yazicis1 kullanilmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Malzemeler
SilkMA malzemesi i¢in kullanilan malzemeler:

Ipek bocegi kozalag

Kalsiyum kloriir (CaCl,) agirlikga molekiil agirligi (Mwy): 110,98 g/mol
Ethanol 95% saflikta

1 M Sodyum karbonat (Merck Ltd.)

Glisidil metakrilat (Sigm-Aldrich)

12-14 kDa diyaliz tiipleri (Thermo Scientific).

LAP (Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate)

KerMA malzemesi i¢in kullanilan malzemeler:

Koyun yiinii

2-Merkaptoetanol (Sigma-Aldrich) Mw:78,13 g/mol
Sodyum karbonat (Merck Ltd.)

Sodyum bikarbonat

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Ethanol 95%

0,1M NacCl

12-14 kDa diyaliz tiipleri (Thermo Scientific).

LAP (Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate)
1M Hidroklorik asit (HCI)

Metakrilik anhidrit (C8H1003)

Helmholtz bobini i¢in kullanilan malzemeler:

UV rec¢ine (Mavi)
Bakir tel (0.4mm)
Gaussmetre

3 fazl gii¢c kaynagi
Krokodil kablo
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Ek malzeme: Demir oksit nanopartikiil (Fe304)

2.2. Method
2.2.1. ipek kozalarindan fibroin ekstraksiyonu ve metakrilatlanmasi

Her ipek bocegi kozalagi 4 parcaya bdliindii ve igindeki ipek bocekleri gikartildi.
Serisini ¢ikarmak i¢in 10 g dilimlenmis ipek bocegi kozalaklar: 1L 0.02M soydum karbonat
icinde 1 saat 60 °C de bekletildi. Daha sonra, kozaklar birkag kere yikandi ve 1 giin boyunca
oda sicakliginda kurutulmaya birakildi. Kurutulmus ipek bocegi kozalaklari, SM kalsiyum
kloriir ve 20% ethanol ¢ozeltisinde ¢oziilmeye birakildi. 60°C ‘de 1-2 saat bekletilen
fibroinler tamamen ¢o6ziinene kadar manyetik karistiricida karistirildi. Fibroinler ¢ozeltide
tamamen ¢oziindiikten sonra 0.5 ml/dk hizla GMA (10% v/v) eklendi ve reaksiyon igin 3
saat 60°C’de 300 rpm karistirma hiziyla devam etti. 3 saat sonra, soliisyon diyaliz
membranlarma alinarak, 7 giin 4°C” de bekletildi. Diyalizden sonra SilkMA malzemesi,
kurutulmasi igin 2 giin liyofilizatore (christ) alindi. Toz formda elde edilen SilkMA

malzemesi -20°C’ de sonraki kullanim i¢in muhafaza edildi.

2.2.2. Yiinden keratin ekstraksiyonu

Kir ve tozdan kurtulmak i¢in yiinler 0.5% (w/v) SDS ile yikandi. Daha sonra pH, 2 saat
siireyle yagdan arindirmak i¢in etanol (EtOH) (95%, v/v) ile bir 6n islemden sonra su ile
yikanarak dengelendi. Yiinler daha sonra firinda kurutularak keratin ekstraksiyonu i¢in
hazirland1 ve ardindan kii¢iik parcalar halinde 6giitiildii. Yiinler (30 g), damitilmis su (900
ml), iire (270 g), SDS (28.8 g) ve 2-merkaptoetanol (28.8 g), yikama isleminden sonra 1
litrelik yuvarlak dipli bir sisede birlestirildi. Karigtirilan soliisyon 48 saat 70°C'ye 1s1tild1 ve
daha sonra 1 M NaOH kullanilarak pH degeri 9-10 araligina ayarlandi. Karigim 8000 rpm'de
15 dk 4°C'de santrifiijlendikten sonra siipernatant son karigimdan siiziildii. Elde edilen
soliisyonu 0.1% 2-merkaptoetanol iceren deiyonize suya karsi diyaliz etmek i¢in 12-14
kDa'lik bir diyaliz membran1 kullanildi. 12 saatte bir diyaliz suyu yenilendi ve 1 hafta sonra

diyalizden alinan keratinler, liyofilizatorde (christ) kurutuldu.

2.2.3. Keratin metakrilatlanma islemleri

200 mL 0.1 M CB (CB: 95 mg sodyum karbonat, 764 mg sodyum bikarbonat) tamponunda,
10 g merkaptoetanol ile hazirlanmis keratin ¢oziildii. Daha sonra karistirma hizi 400 rpm’ ye

ayarlanarak ¢ozelti sicakligr 50 °C'ye yiikseltildi. Cozelti sicakligi 50°C' ye ulastiginda MA
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kademeli olarak 1 ml’lik bir hacimde ilave edildi. Reaksiyon, her eklemeden sonra 5 N
NaOH ile 30 dk siireyle pH 9' da kontrol edildikten sonra 3 saat gergeklestirildi. Reaksiyonun
durdurmak i¢in 1M HCI pH:7.4' e ulastir1ldi. Uretilmis KerMA malzemesi 14 giin boyunca
diyalizde tutularak saflagtirma islemi yapilmistir.14 giin sonunda liyofilizatorde (christ)

kurutularak, toz haline getirilmistir.

2.2.4. Soliisyonlarin hazirlanmasi

SilkMA/KerMA soliisyonlar1 4 grup olacak sekilde asagidaki Tablo 2.1deki gibi hazirlandu.

Tablo 2.1. SilkMA/KerMA soliisyonlar gruplarinin konsantrasyon oranlari

Grup adi SilkMA(%) | KerMA(%) Demir LAP(%) Toplam
Oksit(mg/ml) Cozelti(ml)
C-1 24 6 X 0.5 5ml
C-2 24 6 0.4 0.5 5mi
C-3 6 24 X 0.5 5mi
C-4 6 24 0.4 0.5 5mi

Polimer malzemeler ve nanopartikiiller tamamen homojen bir sekilde karigana kadar
pH:8.5 olan tampon ¢ozelti iginde manyetik karistiricitda 400 rpm’de 2 saat boyunca
karistirtlmistir. Homojen bir soliisyon elde edildikten sonra karanlik ortamda fotobaslatic
(LAP) eklenmistir. Isik gormeyecek sekilde bir sonraki isleme kadar bekletilmistir. Bu
calisma icin 4 grup belirlenmistir. Manyetik 6zelligi incelemek ve kullanilan polimer

malzemelerin etkilerini degerlendirmek igin farkli konsantrasyonlar kullanilmstir.

2.2.5. Helmholtz bobinin tasarim ve uretimi

3B SLA yazic ile basim yaparken cihaza uyum saglayabilecek 3 eksenli Helmholtz
bobini tasarimi yapildi (Sekil 2.1). Her eksende 2 bobin olacak sekilde toplam 6 tane bobin
kullanildi. Bobinlerin ¢aplar1 15 cm olacak sekilde her eksen i¢in tasarlandi. Helmholtz
bobinin iiretimi i¢in SLA (Anycubic mono x photon 6K) cihaziyla UV regine ile basildi.
Sekil 2.2 (a), Manyetik alan deneysel degerlerine ek olarak, bir Helmholtz bobini tarafindan
iiretilen manyetik alanin teorik tekdiizeligini belirlemek i¢in denklem 2.1°deki Biot Savart

Yasasi kullanilda.

15



~ . M, [IdFx T
BF) =22 [ ——
(F) 47f/c Ir 113

2.1)

Bu denklemde po bos alanin gegirgenligidir, C akim tasiyan telin yoludur, | akimdir, dI
tel yolu boyunca bir vektordiir, C bir tel elemanini temsil eder ve r yarigaptir. Biot-Savart
Yasasi, Helmholtz bobininde akim tasiyan tellerin iirettigi manyetik alani teorik olarak (B)

tanimlamak i¢in kullanildi.

3 eksenli Helmholtz bobinin her ekseni i¢in ayr1 ayr1 0.4 mm ¢ap kalinliginda bakir tel
ile 100 sarim olacak sekilde sarildi (Sekil 2.2 (b)) ve hesaplandi. Bakir telin yanmamasi i¢in
en fazla 10 potansiyel fark (V) tiim eksenler icin DC gii¢ kaynaklar ile besleme yapildi
(Sekil 2.2 (c)). Tasarlanan bobinin ortasinda her eksenden esit bir manyetik alana maruz
kalarak basim gergeklestirildi. 1-1.5 akim (A) verilerek, manyetik alanin 15 mT degeri sabit

tutularak, malzemelerin konumsal yonlendirilmesi saglandi.

Sekil 2.1. Helmholtz bobinin kati modellemeleri: bobinin kenarli ve gdlgeli goriintiileri (a,

C), bobinin kenarli ve gdlgeli hallerinin 6n goriiniisleri (b, d).



Sekil 2.2. Helmholtz bobinin SLA cihazinda {iretimi(a), iiretim sonrast Helmholtz
bobinin gorseli (b), bakir teller ile sarilmig ve gii¢ kaynagina baglanmig Helmholtz bobinin

gorseli (C).

2.2.6. Bobinin 3B yaziciya entegrasyonu ve kullanim

Helmbholtz bobinin iiretiminden sonra 3B SLA (anycubic photon mono x 6k) cihazina
kurulmasini ve basim yapmaya izin vermesi i¢in parcalar iiretildi. Bu parcalardan biri
sollisyonu koyacagimiz hazne (Sekil 2.3 (a)), kullanilacagi cihazda iiretildi. Haznenin,
soliisyonu sizdirmamasi gerekmektedir, bundan dolayr FEP filmin altina sizdirmay:
onleyecek silikonlar yerlestirildi. Basilacak geometrik yapinin tutunup, yapisacagi ve
Helmbholtz’dan gegerek z ekseninde hareket eden {ist tabla, filamentli 3B (Creality CR-200B)
yazicida tretildi. Dayanikli olmasi i¢in regine yerine PLA filamenti ile tiretilmistir (Sekil
2.3 (c)). Bobinin cihaz tizerinde, st tablaya yiikseklik kazandirdigindan dolayi, SLA
yaziciin daha yukarda kalibrasyon yapilmasina izin verilmesi gerekmektedir. Bu cihazda
bu 6zelligi saglayabilmek i¢in cihazin kalibrasyon ¢ubugu tekrar modifiye edildi ve tist
tablanin basimi siirdiirebilmesi ig¢in gereken yiikseklik saglandi. Sekil 2.4, Helmholtz
bobinin kullanilabilir sekilde SLA yazici iistiinde entegrasyonunu gostermektedir.

a b (&

Sekil 2.3. Haznenin kati modellemesi (a), alt tablanin kat1 modellemesi (b), alt tablanin

PLA malzemesi ile 3B yazici ile tiretimi (C).
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Sekil 2.4. SLA yaziciya entegre edilmis Helmholtz bobini ve entegrasyon pargalarinin

resmi

Sivi Fazda Anizotropik Biyokompozit malzemenin

NP Yiiklii Biyokompozit Malzemelerin Uretimi
yonlendirilmesi

\

P . . Platform
00 00 B|yokompozn\
|—l H» Tank

) () )
oe 4 © 3B Baski

L
o 09¢2° )

SilkMA c
P e
ee e
*H'\ Fonksiyonlandiriimis UV Isik
ﬁ)k TJ\ Nanopartikiil(NP) ’

\..W)\ /7
! S (' NN\
2 5 A SN

KerMA \ ) / ’/:/ |

T i

Manyetik Alan | I 'I I

il

Yénlenmis Partikiiller

Sekil 2.5. Iskelelerin iiretiminin genel semasi
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2.2.7. iskelelerin 3B yazicida iiretimi

SilkMA/KerMA iskeleler i¢in 1zgara modeli tercih edildi. Capraz baglama durumu goz
Oniine bulunduruldugunda, en ideal iskele olarak 1zgara belirlendi ¢linkii yiiksek katmanli
olmamasi, karmagsik bir geometriye sahip olmamasi ve doku miihendisligi i¢in istenilen
porlu yapiya sahip olmasindan dolay:1 1zgara modeli tercih edilmistir. Sekil 2.6., 1zgara
modelinin katt modelini ve manyetik alan etkisi ile 3B olarak basilmis SilkMA/KerMA

iskelesini gostermektedir.

Sekil 2.6. Yonlendirilmis iskelenin iiretim sonrasi 1slak hali (a), iskele i¢in belirlenen

1zgara kat1 modeli (b).

2.2.8. Optimizasyon ve baski parametreleri

SilkMA/KerMA soliisyonlarin baski parametreleri igin optimizasyon yapildi. UV maruz
kalma siiresi 90sn olarak ayarlandi. Bu siirenin altinda katmanlar arasinda biitlinliigiin
saglanamadig1 gortilmiistiir. Katman yiiksekligi 0.05mm, alt taban maruz kalma siiresi 60sn
ve UV yogunlugu 90% olarak ayarlandi. Izgara geometrisine sahip iskelelerin basim siiresi

her biri i¢in yaklasik 45dk stirdii.

2.2.9. iskelelerin ve soliisyonlarin karakterizasyonu

2.2.9.1. Iskele yapilarin morfolojik analizleri

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), yiiksek ¢oziintirliiklii gorseller olusturur ve kati
malzeme yiizeylerinin vakumdan sonra 3 boyutlu morfolojik 6zelliklerini analiz etmek i¢in
kullanilir. Deneysel arastirma sirasinda, 3B SLA yazici tarafindan olusturulan yapi iskelesi
orneklerinin morfolojisini belirlemek ve hiicre testi denemelerinden elde edilen 6rneklerde

hiicre yapigsmasini ve ¢ogalmasini gostermek i¢in kullanildu.
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SEM analizinden 6nce numunelerin yiizeyleri, yaklasik 2 dk boyunca QUORUM
SC7620 Sputter Coater kullanilarak altinla kaplandi. Bu sekilde kaplanan numuneler, 20 kV
hizlanma voltajina sahip bir SEM (EVO MA-10, Carl Zeiss, ABD) kullanilarak analiz edildi.
Sekil 2.7, bu calismada kullanilan SEM cihaz1 gostermektedir. Numuneler etiivde 37°C” de

kurutulmustur ve kuru numuneler {izerinden goriintiiler alinmistir.

Sekil 2.7. Morfolojik analiz i¢in kullanilan SEM cihazi

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) goriintiileri, dinamik modda (DFM) calistirilan
Hitachi AFM5100N tipi cihaz kullanilarak toplandi. DFM modunda, ug, yikict yanal
kuvvetleri en aza indirmek i¢in numune ylizeyine aralikli temas uygular. Goriintiiler, ortam
sicakliginda ve nemde 2.4 Nm™ yay sabitine sahip SI-DF-3P2 (Hitachi) konsolu kullanilarak

10 x 10 ve 1x1 mikronluk alan taranarak elde edilmistir.

Iskelelerin safligin1 ve kristalligini belirlemek igin X-ig1m1 kirimim (XRD) analizi
kullanildi. Analiz, 40 kV ve 30 mA' de CuK radyasyonu (A = 1.541) kullanilarak 2°/dk
tarama hizinda 10° ile 30° arasindaki bir 20 araliginda gerceklestirildi. Elde edilen veriler
OriginPro 7.0 yazilimi (OriginLab Corporation, MA, ABD) kullanilarak XRD spektrumuna

doniistiirildii.

2.2.9.2. Iskelelerin reolojik analizleri

Islak iskelelerin viskozitesini 6lgmek icin reolojik deneyler yapildi. Olgiimler, MK-
PP25 paralel plakasi (25 mm ¢apinda) ile CP-4000 Plus (Lamy Rheology Instruments,
Champagne-au-Mont-d'Or, Fransa) reometresi kullanilarak 25°C' de gergeklestirilmistir.
Viskozite, 120 s igin 150 slik sabit kesme hizinda 6l¢iilmiistiir. Sekil 2.8, reoloji testi

yapilan cihazi gostermektedir.
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Sekil 2.8. Reoloji analizinde kullanilan reometre cihazi

2.2.9.3. iskele yapilarin termal analizleri

Iskele yapilarmin termal davramisini belirlemek igin diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) cihazi kullanilarak incelenmistir. Shimadzu DSC60 Plus cihazi, 25 °C ile 400 °C
arasinda degisen sicakliklarda aliiminyum pimler {izerine yerlestirilen her bir iskelenin,
termal cam gecis sicakligi (Tg), erime sicakligi (Tm) ve termal davranisimi 6lgmek icin

kullanildi. Ardindan, bilgisayar yazilimi (OriginPro) kullanilarak grafiklere doniistiiriild.

2.2.9.4. Iskele yapilarin mekanik analizleri

Basim sonrasi SilkMA/KerMA iskeleleri kuru halde olacak sekilde basma testi
Shimadzu cihazi ile yapilmistir. Her numunenin gerilim-uzama egrisi kaydedildi ve bu
egriden Young modiilii hesaplandi. Ayrica, elastik modiil grafigin ilk egiminden elde edildi.
Iskeleler 10mm capli dairesel sekiller halinde kesilerek, basma testleri yapild: (Sekil 2.9).

Basma hizi 1 mm/dk olarak ayarland: ve yiikseklik 10 mm’ de sabit tutuldu.
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Sekil 2.9. Dairesel sekilde kesilen numunenin basma cihazindaki goriintiisii

2.2.9.5. Iskele yapilarin sisme ve degradasyon ézelliklerinin incelenmesi

SilkMA/KerMA iskelelerinin sisme kinetikleri gravimetrik yontemle (Zhang ve ark.,
2016) incelenmistir. Ilk olarak, tiim yeni basilmis iskeleler 3 giin oda sicakliginda
kurutulmus ve ardindan tartilmistir (baslangi¢ agirligi, Wo). Kuru iskeleler, 37°C' de fosfat
tamponu (PBS) (pH 7.4) icine daldirildi. Onceden belirlenen zaman araliklarinda, numune
PBS' den ¢ikarildi, yiizeydeki fazla siviyr uzaklagtirmak igin filtre kagidi ile kurulandr ve
tartildi. Belirli zaman araliklarinda sisme orani asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi:

Sisme orani (%) = %* 100 (2.1)
o

Bu denklemde, W, ve Ws ilk kuru iskelelerin ve sismis iskelelerin sabit zaman
araliklarindaki agirliklar: gostermektedir. Tiim Olgiimler ti¢ tekrarli gerceklestirildi ve nihai

sonug rapor edildi ve karsilik gelen standart hatayla ¢izildi.

In vitro degradasyon testinin baslamasindan 6nce, iskeleler 3 giin oda sicakliginda
kurutuldu ve ardindan tartildi. Daha sonra kuru iskeleler 37-C' de 5 mL PBS (pH 7.4) igeren
eppendorflara yerlestirildi ve dnceden belirlenen zaman araliklarinda 6rnekler PBS' den
cikarilarak ti¢ kez deiyonize su ile yikandi ve tekrar 1giin kurutuldu. Yap1 iskelelerinin kalan
agirligi Denklem (2.2)' ye gore hesaplandi:

Degradasyon = %* 100 (2.2)
o

W,, kuru iskelenin baglangi¢ agirligidir ve Ws, sabit zaman araliklarinda iskelenin
agirhigidir. Yine, tiim deneysel veriler {i¢lii numunelerden elde edildi ve sonug rapor edildi

ve standart hata ile ortalama olarak ¢izildi.
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2.2.9.6. Iskele yapilarin kimyasal analizleri

SilkMA/KerMA iskelelerin kimyasal bilesimini belirlemek icin Fourier transform
infrared spektroskopisi (FTIR, JASCO-4000) kullanildi (Sekil 2.10). 4 cm™ ¢oziiniirliik ile
iletim modu 4.000 ile 400 cm? arasinda secilmistir. Kimyasal analizde, iskelelerin
yapisindaki baglarin 11k gegirimi (T%) degerleriyle olgtim yapildi. Isik gegirgenlik

degerlerinin 6l¢iilmesi iskele i¢indeki gruplarin ortaya ¢ikarilmasi ve tespiti igin yapilmustir.

Sekil 2.10. Kimyasal analizde kullanil
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2.2.10. Hiicre analizleri

Farkli 3B baskili iskelelerin hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi, tetrazolyum tuzu
invitrogen markali MTT' nin (3(4,5 dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
indirgeme reaksiyonu yoluyla degerlendirildi. Bu, hiicresel metabolik aktivite yoluyla hiicre
canliligini incelemek i¢in yaygin olarak kabul edilen giivenilir bir yontemdir. MTT testi,
hiicre canliligi, proliferasyonu ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak hiicresel metabolik
aktiviteyi olger. Canli hiicreler, MTT' yi formazana indirgeyen NAD(P)H'ye bagh
oksidorediiktaz enzimleri igerir, bu da ¢o6ziindiikten sonra Olgiilebilen ve miktari
belirlenebilen renkli bir ¢6zelti ile sonuglanir.

SilkMA/KerMA iskeleleri {izerinde ekilmis insan CCD-18co fibroblast hiicrelerinin in
vitro hiicre canliligi degerlendirmesi, hiicre kiiltiiriiniin 1, 4 ve 7. giinlerinde MTT testi ile
gerceklestirildi. Dulbecco Modifiye Eagles Ortaminda (DMEM, Gibco) 106 hiicre/ml hiicre
yogunlugunda 25 cm? lik siselerde 2 mM L-glutamin (Sigma), 100 1U/ml penisilin ve
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streptomisin eklendi. Daha sonra 37°C'de 5% CO- igeren nemli bir atmosferde Inkiibe edildi.
Ortam 2 giinde bir degistirildi ve hiicre kiiltlirleri haftada iki kez boliindii. Konfluansin
yaklasik 80%' indeki hiicreler, tripsinize edildi (tripsin-EDTA, Gibco), yikandi ve hiicre
canliligr agisindan degerlendirildi. Kiiltiir ortami1, gece boyunca iyilestikten sonra yenisiyle
degistirildi. MTT deneyleri 24 kuyucuklu plakalarda gergeklestirilmistir. CCD-18co
hiicreleri (kuyucuk basina yaklasik 10* hiicre), 2 saat boyunca UV ile sterilize edilmistir.
Inkiibasyon siiresinden sonra, ortami degistirmek igin kuyucuk basina 500 pL DMSO
(dimetil siilfoksit) kullanilmistir. Plaka daha sonra serin, karanlik bir odada bir karistiricrya
yerlestirilmistir. Daha sonra, 550 nm dalga boyunda bir mikroplak spektrofotometre
(Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader) kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Tim MTT deneyleri ti¢

kez tekrarlandi. Her islemden sonra morfolojik incelemeler yapilmistir.

Hiicre ortami1 Floresan boyama ile 7 giinliik hiicre deneyi tamamlandiktan sonra 4 nM
DIOCS6 (3,3'-Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir) ve 2 mg/mL propidyum iyodiir (P1) igerecek
sekilde degistirildi. Sonug olarak, boyama 6lii hiicreleri ve mitokondriyi goériiniir hale getirdi.
Olii hiicreler Pl boyasi ile boyanarak, hiicrelerin yapisindaki diisiik konsantrasyonlu
mitokondriler ise DIOC6 boyasi ile tespit edildi. Hiicreler, her boyamadan once 15 dk
stireyle inkiibe edildi ve gorintiiler, floresan hiicre gorintiileyici (BIORAD) cihazi

kullanilarak alinda.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.Morfolojik karakterizasyon

Morfolojik Analiz, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) altinda gergeklestirilmis olup
elde edilen iskelelerin gériintiileri incelenmistir. Uretilen nanopartikiil yapilarin pargacik
boyutlart doku miihendisligi agisindan olduk¢a dnemlidir ¢ilinkii bu boyutlar, pargaciklarin
hiicrelere girdiginde ne kadar etkili olacagini belirler. Ornegin, ¢ok kii¢iik nanoparcaciklar
hiicrelerin igine girerek hiicrenin islevini bozabilirken, ¢ok biiyiik nanoparcaciklar ise
hiicrelere giremeyebilir. Ayrica, nanopargaciklarin boyutlart ayn1 zamanda doku
miithendisligi i¢in kullanilan malzemenin goézenek boyutlarmi da etkiler. Bu gozenek
boyutlari, hiicrelerin besin tasinmasini saglamak i¢in uygun bir aralikta olmalidir. EK olarak,

gozenekler hiicrelerin kararsiz bir ortama yeni doku olusumunu kontrol etmelerini
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saglamaktadir. Bu goriintiiler ile nanopartikiillerin hizalanmasi, manyetik alan etkisi ile
yonlenen nanopartikiillerin pozisyonlar: incelenmistir. Nanopartikiillerin manyetik
ozelliklerini iskele i¢inde siirdiirdiigiinii ve yonlenmekte oldugu da incelenmistir.
Goriintiiler 50X ve 100X biyiitmede alimmistir ve yapilarin piiriizsiiz oldugu
goriilmektedir. SEM goriintiilerinde hem hiicrelerin biiyiimesi, ¢ogalmasi ve yapismasi
incelenmistir. Manyetik alan ile yonlenen nanopartikiillerin hizalanmasi1 SEM ve AFM
goriintiileri ile kanitlanmistir. Bu yOnlenmis yapilarin hiicre canliligi {izerindeki etkisi
gorlintiilerle desteklenmistir. Ayrica, nanopartikiillerin boyutlar1 da iskelelerin gozenekleri
SEM goriintiileme ile desteklenmistir. Sekil 3.1, C-2 iskelesini ve manyetik alan etkisinde
nanopartikiillerin yonlenmeye basladigi goriilmistiir. Yonlenmenin belli bir yone dogru
oldugu ve siralanmasi, SEM analizi ile tespit edilmistir. Bu analiz sonucunda
nanopartikiillerin manyetik ozelliklerini iskele i¢inde siirdiirdiigii ve tepki gostererek,

yonlendigini gdzlemlenmistir.

yiizeylerinin yiiksek ve diisiik ¢oziintirliiklii gortintiileri

25



0 200 400 600 800 1000
Parcacik Boyutu(nm)

Sekil 3.2. Demir oksit nanopartikiillerin toz halinde SEM goriintiilleri (a, ¢, d),
nanopartikiillerin boyutlarinin histogram grafigi (b)

Demir oksit nanopartikiillerin pargacik boyutlarini analiz etmek i¢in SEM goriintiileri
kullanildi (sekil 3.2). Bu goriintiilerde pargaciklart nano boyutta oldugunu ve boyut
dagiliminin histogram grafigine (Sekil 3.2 (b)) gore 100-1000nm arasi partikiillerin
oldugunu, 6zellikle 200-300nm arasinda yogunlastigini ve siklastigini goriilmektedir. Sekil
3.3, C-1 ve C-2 ve iskelelerin farkl bir teknik ile SEM goriintiilerin incelemesi yapilmistir.
C-2 iskelelerinde diisiik ve yiiksek ¢oziintirlik goriintiilerinde kirmiz1 oklar ile gosterilen
alanlarda nanopartikiillerin hizalanmalarin ve topaklasmalarin oldugu goriilmistiir. Sekil 3.4
(a-d), C-3 ve C-4 iskeleleri i¢cin SEM gorintiilerini gostermektedir. C-4 iskelesindeki
yonlenmeler kirmizi oK ile gosterilmistir. C-4 iskelesindeki nanopargaciklarin manyetik alan
altinda sekil degistirdigi gozlemlenmistir. Bunun sebebinin, manyetik sekil hafizas1 (MSM)
etkisi olarak bilinir. Bu etki, nanoparcaciklardaki demir atomlarmmin manyeto Kkristal
anizotropisinden kaynaklanmaktadir (Gabdulin ve ark., 2015). Nanopartikiillere bir
manyetik alan uygulandiginda, demir atomlarinin yonelimi degisir ve bu da
nanopartikiillerin seklinde bir degisiklige yol acar. C-4 iskelelerin porlu yapilarinin SEM
goriintiisii sekil 3.4 (e-f)’ de goriilmektedir. Iskelelerin kalin olmasindan dolay

kurudugunda kirilmaya ve porlu yapilarinin bozuldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.3. C-1, C-2 iskelelerin SEM goriintiileri ve yonlendirilmis C-2 iskelelerin
yiiksek ¢ozlintirliklii goriintiileri

c-3 . C-4

Sekil 3.4. C-3 iskelesinin (a, ¢), C-4 iskelelerin yonlendirilmis hallerinin ve C-4

iskelelerin (e, f) kuru haldeki porlu SEM goriintiileri
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3.1.1. AFM analizi

AFM, nanopartikiil yiiklii SIIKMA tabanli yonlendirilmis iskelenin yiizey topografyasini
belirlemek i¢in uygulandi. Nanopartikiillerin iskele yiizeyinde yonlenmesinin gerceklesip
ger¢eklesmedigini anlamak icin AFM testi yapildi. Sekil 3.5, C-2 grubun yiizeyindeki
hizalanmalar kirmizi ok ile gosterilmistir. Bu 6l¢iimlerde 10x10pum ve 1x1pm alanlarda
incelemeler yapilmistir. AFM  goriintiisindeki  farkli  ¢izgiler boyunca gozlenen
yiiksekliklerin 4 pm degerinde oldugu gozlemlenmistir. Sekil 3.5 (a), AFM goriintiisiinde
nanopartikiilleri dalgasal bir diizlemde siral1 bir sekilde devam ettigi goriilmiistiir. Sekil 3.5
(b, ¢), dinamik modiil (DFM) ile yapilan goriintiilemede sag taraflarinda bir iskele yilizeyinde

bir hizalanmanin oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.5. Iskelelerin Yiizey topografya goriintiileri; AFM(a), DFM(b,c).

3.1.2. XRD analizi

Iskelelerin kristalligini belirlemek i¢in manyetik alan ile yonlendirilmis demir oksit
nanopartikiil ylikli SilkMA ve KerMA tabanli C-2 ve C-4 iskeleleri icin ayr1 ayr1t XRD
analizi yapilmistir. Daha 6nceki ¢alismaya gore (Liu ve ark., 2017), 20° civarindaki diger
tepe noktas1 ise [-kristal yapisii iliskilendirmistir. Sekil 3.6 (b), demir oksit
nanopartikiillerine ait 2theta degerlerini 30°, 39°43°, 62° ve 74° olarak sirasiyla
gostermistir. Sekil 3.6 (a), diger grafige gore tek farki 20° de genis bir tepe noktasi
vermesidir. Bu tepe noktasi B-kristal yapilan ile iliskilendirilmektedir, C-2 iskelesinde
yiiksek konsantrasyonlu SilkMA’ dan dolayr bu tepe noktanin agik bir sekilde ortaya
¢ikmasimin sebebi olabilir. Diger pikler, demir oksit nanopartikiillerim kristal kiibik

yapilarindan dolay1 ortaya ¢ikmistir ¢linkii bu araliklarda kullanilan polimerlerin kristal
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fraksiyonlar1 bulunmamaktadir. Literatiirde demir oksit nanopartikiilleri i¢in gériilen piklere
ve kristal diizlemlere yakindir ama 78° pik, saf demir oksit nanopartikiil ile yapilan XRD
caligmalarinda goriilmemistir (Balamurugan ve ark., 2014; LaGrow ve ark., 2019). XRD
modelinde 2-teta'da 78° bir tepe noktasinin mevcut olmasi miimkiindiir, ancak bu,
nanopargaciklarin spesifik kristal yapisina ve yonelimine bagli olarak degisebilecegini
sOyleyebiliriz. XRD modellerinin demir oksit nanopargaciklarinin boyutuna, sekline,
kristalligine ve bilesimine duyarli oldugunu not etmek de 6nemlidir, bu nedenle hassas XRD

sonuclar1 elde etmek i¢in numuneleri dikkatli bir sekilde hazirlamasi ve analiz edilmesi i¢in

Onemlidir.
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Sekil 3.6. Np yiiklii iskelelerin XRD analizi; C-2 (a) ve C-4 (b) iskelelerin XRD analizi

3.2. Reolojik karakterizasyonu

Baski islemi sirasinda iskelelerin farkli kayma hizlariin viskozitesi tizerindeki etkisi 25
mm paralel plaka kullanilarak 0 ile 150 kayma hizi arasinda 25 °C’ de incelenmistir.
Deneyler yapilmadan 6nce numunelerin 3 dk denge sicakligina ulasmasina izin verilmistir.
Sekil 3.7’ de gosterildigi gibi elde edilen reolojik veriler, kayma hizinin artmasiyla
viskozitenin azaldigini gosterir ve bu da kayma incelmesi davranisina atfedilmektedir. Her
grup i¢in ayr1 ayri viskozite- kayma hizi grafigi ¢ikarilmistir. C-1 grubu (sekil 3.7 (a)), C-2
grubu (sekil 3.7 (b)), C-3 grubu (sekil 3.7 (c)), C-4 grubu (sekil 3.7 (d)) farkli kayma
hizlarinda viskozite davranislarinda farklilik goriilmiistiir, 6zellikle SilkMA konsantrasyonu
artisiyla baslangic kayma hizinda 400 Pa.s ve diisiik SilkMA konsantrasyonunda yine
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baslangi¢ kayma hizinda 150 Pa.s civari bir deger gézlemlenmistir. SilkMA’ nin molekiiller
arast baglarinin daha giiglii, rijit olmasi ve iskelenin c¢apraz baglama kapasitesini
arttirabildigi i¢in SilkMA konsantrasyonu artan iskelelerde yliksek viskozite degerlerine
sahip olmas1 beklenmektedir. Viskozite degerlerinin diger testler ile de uyumlu oldugu,
yiiksek viskoziteli gruplarin daha diisiik gegirgenlige sahip oldugu sisme testi ile
anlagilmistir. Viskoz yapilarin malzemenin kristal yapisindaki dinamik hareketleri minimum
seviyeye indirme egilimindedir, bu yiizden diisiik viskoziteli KerMA tabanli malzemeler
daha yiiksek gegirgenlik Ozelligi gostermistir. Polimerlerin veya kompozit malzemelerin
viskozitesi, kullanildigi 3B teknolojiye gére dezavantaj saglayabilir. Ornegin, Inkjet
yazicilarda yiiksek viskoziteli malzemelerin kullanilmas1 kanallar ve nozul iginde
tikanmalara, boylelikle baski kabiliyetini azaltarak iskele olusumunu engellemektedir
(Singh ve ark., 2010). SLA yazicilarda viskozite ile ilgili diger teknolojilerdeki kadar sikinti
yasanmamaktadir ama bu ¢alismada yiiksek viskoziteli yapilarin asir1 yapiskan 6zelliginden
dolayi tist tablaya yapigsmasiyla iskele olusumunu engelledigi goriilmiistiir. Bu yiizden dolay1
jel kivaminda soliisyonlar UV ile sertlesip 3B hassas bir yap1 olusturmasi zordur. Asagida
belirtilen viskozite dl¢limleri, yapilar1 basarili bir sekilde basmak igin en uygun iskelenin
belirlenmesine yardimci olmustur. Ayrica, hassas bir baskinin yani sira hiicrelere uygulanan

ve hiicre canliligini etkileyecek minimum kesme kuvveti saglamak i¢in de dnemlidir.
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Sekil 3.7. iskelelerin farkli kayma hizlarinda viskozite degerleri: C-1 (a),C-2 (b), C-3
(c), C-4 (d)
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3.3.Termal karakterizasyon

Tim SilkMA/KerMA iskele gruplarmin camsi gegis sicakligt DSC analizi ile
belirlenmistir, Ayrica farkli polimer yapilarin iskelelerin kristal yapilarin nasil etkiledigi
tartistlmistir. DSC analizi, oda sicakliginda yapilmistir ve 10°C ile 400°C Proses
sicakliginda test edilmigtir. Sekil 3.8, tiim gruplarin belli bir aralikta (135°C -160°C) Tg
degeri verdigini gostermistir. Tq degerlerinin birbirlerine yakin olmasi iskelelerin homojen
bir sekilde karisip homojen yap1 sergilemesinin ve iskelelerin kristal yapilarindaki benzerlik
yakin bir termal 6zellik gostereceginin isaretidir. C-1 (165°C) ve C-2 (162°C) gruplarinda
daha yiiksek Tq degerleri elde edilmistir. SilkMA konsantrasyonun artmasi kristal yapiy1
gelistirdigi soylenebilir. Nanopartikiil ilave edilmis yapilarin ihmal edilebilecek kadar Tg
degerinde azalis gosterdigi goriilmiistiir. C-3 (135°C) ve C-4 (140° C) daha diisiik degerlerde
Tgdegeri gostermistir ve diger gruplara gore kristal yapis1 daha az oldugu belirlenmistir.

Termal analizde erime sicaklig tiim iskeleler de 400° C’ ye kadar gézlemlenmemistir.
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Sekil 3.8. Doku miihendisligi i¢in iiretilen iskelelerin DSC analizi

3.4.Mekanik karakterizasyon

Mekanik testler icin 3B SLA yazicisiyla ¢apraz baglanan SilkMA/KerMA bilesenli 4
farkli konsantrasyonda elde edilen iskelelerin basma ve uzama igin gerilim-gerinim egrileri
elde ederek SilkMA/KerMA iskelelerin mekanik testi yapilmistir. SilkMA konsantrasyonu
yiiksek olan iskelelerde (C-3, C-4) basma dayaniminin arttigi gériilmiistiir (Sekil 3.9 (a)).
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C-4 iskelesinde en yiiksek basma dayanimi (1476 kPa) elde edilmistir. C-1 iskelesi ise C-2
iskelesine yakin bir basma dayanimi (1387 kPa) gostermistir. C-1 ve C-2 arasindaki basma
dayanimi farkinin demir oksit pargaciklarindan kaynaklandigini ve dayanim konusunda bu
parcaciklarin olumlu etki gosterdigi goriilebilmektedir. SilkMA oranini azalttigimizda ve
KerMA oranmi arttirdigimizda, mekanik dayanimin 1000 kPa altina diistigi
gozlemlenmistir. C-1 ve C-2 gruplar1 ayrica diger gruplara gore yiiksek elastiklik modiilii
gostermistir (Sekil 3.9 (b)). SilkMA tabanli iskelelerin KerMA tabanh iskelelere gore
yaklasik 2 kat daha fazla basma dayanimi ve elastik modiilii gosterdigi ve demir oksit
nanopartikiil ilavesi ile her iki grup icinde mekanik 6zellik olarak artig gosterdigi sonucunu
cikartabiliriz. Benzer bulgular, literatiirde hidrojeller tizerinde SilkMA malzemesinin basma
dayanimini, elastik modiiliinii ve uzamasini artirdigi gézlemlenmistir (Kim ve ark., 2018).
Birim sekil degisimi olarak, KerMA tabanli gruplarin (C-3 ve C-4) birim sekil degimi
katsayisinin arttirdigt ama bu farkin yiiksek olmadigi gézlemlenmistir (Sekil 3.9 (c)).
KerMA ile yapilan ¢aligmalarda basma dayaniminin 10-30 kPa aras1 degistigi goriilmiistiir
(Yu ve ark., 2022), bizim sonuglar ile karsilastirildiginda KerMA tabanli iskelelerin SilkMA
birlesimi ile yaklagik 15-20 kat daha arttirdig: tespit edilmistir.
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Sekil 3.9. Iskelelerin mekanik karakteristigini belirlemek igin basma testi sonugclart;

gruplarin basma dayanimi (a), elastiklik modiilii degerleri(b), birim sekil degisimi (C).

3.5.Sisme ve degradasyon karakterizasyonu

Uretilen iskelelerin sisme derecesi veya dengeye ulasan sisme oranlari, temel alian
gravimetrik yontem ile oda sicakliginda dlciilmiistiir. Olciimler 24 saate kadar yapilmustir. 4
farkli grup iginde sisme Ozellikler gozlemlenmistir. Kurutulmus iskeleler, PBS’ ye

batirildiktan sonra hizla sistigi goriilmiistiir. 11k 2 saat i¢inde, tiim iskelelerin %200 iistiinde
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sisme Ozelligi gosterdigi, sisme kapasitelerinin yiiksek ve kontrol edilebilir oldugu
goriilmiistiir (Sekil 3.10 (a)). Iskeleler 2 saatten sonra dengeli bir sekilde artis gdstererck, 24
saatte dengeye ulasmaya baslamistir. KerMA tabanli gruplarin, diger gruplara gore daha
yiiksek sisme kapasitesi gosterdigi ve %800 sisme oranina yaklastigi gozlemlenmistir.
SilkMA konsantrasyonu arttikca iskelelerin sisme kapasitelerinin azaldig, iskelelerin suyu
¢ekmesi ve hacimlerinin genislemesinin kisitlandigi tespit edilmistir. Bunun sebebi mekanik
dayanimin yiiksek olmasiyla iliskilendirilebilir. Demir oksit nanopartikiillerin sismeyi
olumlu yonde etkiledigi ve bunun hidrofilik karakteristiginden kaynaklandigini
diistinebiliriz. Polimer tiirevli iskelelerin sisme kapasitesi, bolgesel gevsemeler veya
esnemeler ile alakali oldugu sdyleyebiliriz ¢linkii KerMA’ nin diistik viskoelastik davranisi
iskelenin daha fazla su tutma kapasitesini arttirmis olabilir. KerMA kompozit yapilarin
sisme kapasitelerinin arttirdigini ve gelistirdigiyle ilgili calismalar yapilmistir (Yu ve ark.,
2022).

Doku miihendisligi i¢in tiretilen iskeleleri tasarlarken gbz oniinde bulundurulmasi
gereken bir diger temel Ozellik de bozulma oranlaridir. Yapi iskelesi ayn1 anda dogal
hiicrelerin ylizeyini ve kiitlesini doldurmasina ve biyoaktif molekiillerin kontrollii salim1 igin
uygun bir hizda bozunma veya miiteakip dogal doku yenilenmesine izin verecek kadar
kararli olmalidir. Genel olarak, hidrojel yap1 iskelelerinin mekanik sertligi, her iki 6zellik de
genel ¢apraz baglanma yogunlugu ile dogrusal bir korelasyon gosterdiginden, bozunma
oranlariyla orantilidir (Gao ve ark., 2018). Test edilen tiim yap1 iskelelerinin bozunma
hizlar1, 37°C' de PBS' de inkiibe edildiginde zaman i¢inde agirliklarindaki degisiklikler
Olgiilerek izlenmistir. Cesitli formiilasyonlar arasinda bozulma oranlarinda 6nemli
farkliliklar gézlemlenmistir. Sekil 3.10 (b), C-1 ve C-2 daha ge¢ bozulmaya baslandigi
goriilmiistiir ama diisiik konsantrasyonla elde edilen degerler arasinda ¢ok biiyiik bir fark
gozlenmemistir. Bunun sebebinin mekanik dayanimlarinin yiiksek oldugundan dolayi
capraz baglanmis zincirlerin iskeleleri kolay bir sekilde bozunma olmasina izin vermedigini
soyleyebiliriz. Kuru iskelelerin, inkiibasyon siireleri boyunca agirliklarin azaldigi ve 14 giin
sonuna kadar iskelelerin tamamen bozunma olmadig1 gézlemlenmistir. 10. glinden sonra
iskeleler ilk agirliklarmin %65 kadarim kaybetmistir. Iskelelerin 14 giinden de daha fazla
dayanma potansiyeline sahip olmas1 doku miihendisliginde yaralarin iyilesme asamasindan
biri olan yeniden modelleme (21 giin) kism1 (Hadjidakis ve ark., 2006) i¢in iyi bir aday

olabilir.
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Sekil 3.10. Iskelelerin belirli zaman araliginda sisme oranlar1 (a) ve degradasyon oranlar
(b).

3.10. Kimyasal karakterizasyon

Iskelelerin kimyasal karakterizasyonu FT-IR testi ile incelenmistir. KerMA, SilkMA ve
demir oksit nanopartikiillerin birlesimi ile olusan iskelelerin FT-IR testleri Sekil 3.11°de
verilmistir. Tiim iskelelerin spektrumlarinda benzer pikler gériilmiistiir, bununla kimyasal
olarak 3 farkli malzemenin 4 grup ig¢in homojen bir sekilde dagildigini sonucunu
c¢ikarabiliriz. 3321 cm~1de genis band, amid grubunun varligin1 gésteren ve Amid A olarak
adlandirilan N-H bagina atfedilmektedir. 1633 cm—! de Amid I, C-N gerilme ve 1480-1580
cm~! pikinde N-H biikiilme (Amid I1), C-N ve C-O gerilmeleri gériilmistiir. Belirgin Amid
bantlariin pozisyonlar1 modifikasyonla biiyiik bir degisime ugramadig1 ve sadece Amid |
bandinin dalga boyunda kayma oldugu goriilmiistiir. Metakrilatlanmanin varli1 i¢in genel
olarak, 1630-1680 cm~! araliklarinda metakrilat vinil grubunun oldugu literatiirde
bahsedilmektedir. Ancak, bu tepe noktast KerMA’ larda gii¢lii Amid I absorbansina denk
geldigi icin izole olarak goriilmez ve Amid I bandinda kaymalara sebep olabilir. Daha da
onemlisi, Amid I bolgesi ikincil yapiya karsi ¢ok hassastir ve tirozin yan zincirleri, rastgele
sarmal, doniisler, a-helis ve B-kristal yapilarinin gostergesi olarak gizli bilesen bantlarina
ayrilabilir (Wei ve ark, 2012; Chen ve ark., 2001). Ayrica, SilkMA/KerMA gruplarinda C=C
(970 cm~1) baglan kiigiik bir pik goriilmistiir. Bu band 940-970 cm~1civarinda goriilen
C=C biikiilme absorpsiyonda zayif bir tepe noktas1 gosterdigi i¢in, literatiirdeki arastirmalara
gore geleneksel yontemlerle metakrilatlama reaksiyonunu dogrulayabilir. Bu bant, demir

oksit nanopartikiillerinden dolay1 kaymuis olabilir ¢iinkii bir calismada (Hwang ve ark., 2014)
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991cm~1 pik demir oksitin nitrat gruplarindan kaynaklandigini belirtmistir.

220

200} c4

Cc-3

%T
100
C-2

0 L L
4000 2000 1000 400
Wavenumber [cm-1]

Sekil 3.11. C-1, C-2, C-3 ve C-4 iskele yapilar1 i¢in FT-IR grafigi

3.11. Hiicre testi karakterizasyonu

MTT analizi sonucunda iskelelerin birinci giiniinde en yiiksek hiicre canliligi
gozlenmistir (Sekil 3.12). Sitotoksisite testlerinde ilk giin sonuglarina goére {iretilen
iskelelerin toksik olduklari goriilmemistir. Sonuglarda 1. giin sonuglar1 80%’in iizerindeyken
7. giin sonunda hiicre canlilik degerleri azalmaya baslamistir. Bunun sebebinin iskelelerin
kalimliginin  fiziksel engel olusturdugundan dolayr hiicrelerin canliigmi etkiledigi
diistiniilmektedir. Yonlendirilmis C-4 ve C-2 gruplarinin MTT testi sonucunda tiim giinler
icin yonlendirilmemis olanlara gére daha fazla hiicreyi ¢cogaltict etkisi oldugu goriilmiistiir.
SilkMA tabanli yonlendirilmis iskelede 3.glin de diger gruplar arasinda en yiiksek hiicre
canliligi elde edilmistir. KerMA tabanli C-3 iskelesi canlilik olarak 1. giinde en diisiik
canlilik degerini gdstermistir. C-1 iskelesi 3. ve 7. glinde gruplar arasinda en az canlilik
degeri gostermistir.

Iskelelerin morfolojisi ve boyutlar1 ve hiicrelerle etkilesimleri hakkinda bilgi edinmek
icin SEM ve DAPI analizi yapilmistir. Bu goriintiiler ile iskelelerin boyut ve seklini, ayrica
hiicreler tarafindan igsellestirilme derecesini incelememizi saglamistir.

SEM (sekil 3.13) ve DAPI (sekil 3.14) goriintiileri ile hiicrelerin kiimelesip, ¢ogaldigi
goriilmiistiir. SEM goriintiilerine gore tiim iskelelerde fibroblast hiicreler goriilmiistiir ve giin
sayis1 arttik¢a hiicreler goriilmeye devam etmistir. C-2 iskelesi i¢in 3 ve 7 giinlerde daha

belirgin olarak kiiresel yapili nanopargaciklarin tizerinde hiicrelerin yapistigi ve yayildigi
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goriilmektedir. Bu sonug ile demir oksit nanopartikiillerin iizerinde hiicrelerin yapistigini ve
cogaldigini soyleyebiliriz. C-3 iskelesinin 7. Giin SEM goriintiisiinde bacillus tipinde bir
bakteri kolonizasyonuna yakin bir yap1 goriilmektedir ama bu yap1 20-30 um uzunlugunda
oldugu yani bakteri veya kontaminasyondan dolayr olamayacagin1 ve fiksasyon sonrasi
fibroblast hiicrelerin sekil ve boyut degistirdigini sdyleyebiliriz. C-4 SEM goriintiilerinde,
hiicrelerin nanoparcaciklar {stiinde yapistigit ve ¢ogaldigi C-2 iskelesindeki gibi
goriilmektedir ama C-4 iskelesindeki nanoparcaciklar C-2’ye gore yapi olarak farklidir.C-4
iskelesindeki nanopargaciklar daha ¢ok nanorod yapilara benzemektedir ve bunun sebebinin
manyetik alan ile yonlenme sirasinda sekil ve boyut degistirebilecegi olasilig1 vardir. DAPI
goriintiilerinde en fazla hiicre C-2 iskelesinde goriilmiistiir, goriintiiler yiiksek ¢oziiniirliik
ile gekilmemistir, bu yiizden net bir sekilde hiicre kiimelesmesi ve ¢ogalmasi hakkinda kesin
bir aciklama yapmak miimkiin degildir ama hiicrelerin 6zellikle C-2 iskelelerinde
tutundugunu ve bu iskeleyi digerlerine gore daha ¢ok sevdigini sOyleyebiliriz. Literatiirde
yapilan caligmalarda silk malzemelerin in vivo ortamlarda Tip | Kolajene gore daha disiik
inflamatuar goriilmiistiir ve FDA tarafindan silk malzemelerin medikal kullanimina izin

verilmistir (Rockwood ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2017).
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Sekil 3.12. Iskelelerin MTT grafigi
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Sekil 3.13. 1, 3 ve 7 giin igin C-1, C-2, C-3 ve C-4 iskelelerin hiicreli SEM goriintiileri
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Sekil 3.14. C-1, C-2, C-3 ve C-4 iskelelerin DAPI goriintiileri



4. SONUCLAR

Cok yonli biyomalzemelerin kullanimi, manyetik alanlar altinda demir oksit
nanopargaciklarinin yonlendirilerek, yapilarin iskelede 3B SLA vyazict ile tiretimi
neticesinde doku miihendisligi icin uygunlugu test edildi. Diger taraftan, 15 mT ve 1 Hz
manyetik alanin altinda doku iskelenin i¢indeki homojen dagilmis nanoparcaciklar, steril
ortamda tutarli ve yonlii hareket ettirilip, nanoparcaciklarin hizalanmasi1 SEM VE AFM
goriintilleme yontemleri ile incelendi. C-2 iskelelerinde Basma testi ile, SilkMA tabanl
iskelelerin 1500 kPa degerine yakin basma dayanimi elde edilmistir. Yiiksek basma
dayanimi, doku miihendisligi uygulama alanlarinda daha yiiksek gerilmelere
dayanabilecegini ve bdoylelikle gerilmelerden dolayr deforme olmadan iskele gorevini
gormeye devam edebilecegini gostermektedir. Birim sekil degisiminin bulgular sonucunda
tim iskeleler i¢in 50% {izerinde oldugu goriilmiistiir, bu sayede tasidig1 yiikii veya daha
fazlasin1 tek bir yerde toplamamasini ve 0 bolgedeki fazla kuvveti yayabilecegini
gostermektedir. Yonlendirilmis yapilarin mekanik o6zelligi {izerinde olumlu etkisi
gozlemlenmistir. SilkMA tabanli iskelelerin bozunma siiresi 14 giine kadar devam etmesi
saglanmistir. Doku miihendisligi i¢in, iskelelerin bozunma da uzun siire boyunca kalmasi,
hiicrelerin ve dokularin biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan maddelerin siirekli olarak
temin edilmesini saglar. Ayrica, hiicrelerin ve dokularin yerlestigi malzemenin yavas yavas
ortadan kalkmasi, hiicrelerin ve dokularin yerlestigi yerde yavas yavas yerlesmelerini saglar.
Uzun siireli bozun, viicutta olusabilecek inflamasyon veya enflamasyon riskini azaltabilir.
14 giin, bozunma siiresi i¢in kabul edilebilir bir siire olabilir. Ancak, doku miihendisligi
uygulamasi i¢in optimal bozunma siiresi farklilik gosterebilir ve uygulamanin hedeflenen
dokudaki optimal bozunma siiresi arastirmalar ile belirlenmelidir. Sisme 6zelligi bakiminda
tiim iskeleler 200% iistiinde sisme karakteristigi ve KerMA tabanli malzemeler igin 800%’e
yaklasan sisme kapasitesi goriilmiistiir. Doku miihendisliginde uygulamalar1 i¢in sisme
0zelligi onemlidir ¢iinkii hiicrelerin biiylimesi ve geligsmesi i¢in gerekli olan su ve oksijenin
malzemenin igine girmesini ve hiicrelerin yayilmasini saglar. Iskelelerin sitotoksisite testleri
i¢in ilk 24 saat i¢inde %80-90 arasinda bir canlilik elde edilmistir, sonrasinda iskelelerin
kalinligindan dolayr hiicre canlilifinda azalma goriilmeye baglanmistir. 7 giin boyunca
iskeleler toksik etki gdstermemistir ve yonlendirilmis malzemelerin hiicre canliligini
arttirdigr gorilmistiir. Hiicrelerin iskeleler ile etkilesimi, yapismasi ve iskele tizerinde

cogalmast SEM ve DAPI analizleri ile tespit edilmeye calisilmigtir. Bu testler sonucunda
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iskele tlizerinde hiicrelerin yapistig1 ve malzeme ile uyum sagladigi goriilmiistiir, ayrica C-2
SilkMA tabanli iskelede yonlenmis nanopartikiil {izerinde fibroblast hiicrelerin tutunup,
yayilmaya calistigi gériilmiistiir. Doku miithendisligi i¢cin manyetik demir oksit nanopargacik
yiiklii iskeleler, manyetik alan ile doku yerlesimi ve hiicrelerin yerlesim yerlerinin kontrolii
icin kullanilabilirler. Bu pargaciklar, yiiksek ¢cekim kuvvetleri olusturan manyetik alanlara
maruz birakildiginda, hiicreleri ve dokulart yonlendirebilir. Manyetik nanopargaciklar,
ozellikle de demir oksit nanopargaciklar ve birlikte kullanildigi KerMA ve SilkMA iskeleler,

doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun bir malzeme olarak kabul edilirler.
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