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OZET
3 Boyutlu Biyo-Basim ile GeIMA Tabanh Hibrit Doku Iskelesi

Uretimi ve Karakterizasyonu

Ciltte agriya, hasara ve enfeksiyona neden olan cilt hastaliklar1 doku miihendisligi
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu durumlar farkli ilaglar ve antibiyotiklerle tedavi
edilebilse de, etkilenen bolgeye tek basina pansuman yeterli olmayabilir. Bu nedenle, yara
bakimina yonelik bir miidahalenin, daha etkili bir yaklagim kullanilarak miimkiin oldugu kadar
erken baslatilmas1 gerekmektedir. Cok islevli 6zelliklere sahip dogal polimerik hidrojeller,
kronik yaralarin iyilesme siirecini arttirmak icin oldukca tercih edilmektedir. Optimum foto-
capraz bagli cilt kaplamasi olan jelatin metakriloil (GelMA), hiicre dis1 matrisin (ECM) yapisini
taklit edebilir. Bununla birlikte, saf GelMA hidrojel yetersiz mekanik mukavemet sergiler.
Hibrit olarak uygulanmasi etkinligini arttirir. Diinyada en ¢ok bulunan {igiincii polimeri olan
keratin, saglam ve filamentli bir proteindir. Keratin; memelilerin, siiriingenlerin ve kuslarin
tiiyleri, ytinleri, tirnaklar1 ve boynuzlarinin 6nemli bir bilesenidir. Ayrica, keratin atig1 degerli,
yenilenebilir bir hammaddedir ve degerini arttirmak igin atik yiinin kullaniminin

yayginlastirilmasi 6nemlidir.

Sunulan tez caligmasinda, koyun yiliniinden yiiksek verimli (%65) keratin ekstraksiyonu
gergeklestirilmis ve keratinin kimyasal modifikasyonu yoluyla keratin metakrilat (KerMA)
sentezi basariyla (%62 verimle) gergeklestirilmistir. Yapilan metakrilasyon sentezleri
sonucunda *H-NMR ve TNBS analizleri metakrilasyonun basarisini kanitlamis ve GeIMA’ nin
metakrilasyon derecesi %75,4 ve KerMA’nin metakrilasyon derecesi ise %75 olarak
hesaplanmistir. Sentezlenen GelMA, keratin ve KerMA’ dan {i¢ boyutlu hibrit doku iskelesi
uretilmistir. GelMA/keratin ve GelMA/KerMA doku iskelelerinin sisme ve bozunma
davraniglari, fiziksel, morfolojik ve mekanik 6zellikleri karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Bozunma testi sonucunda, tiretilen hibrit doku iskelelerinin bozunma oranlarinin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ile yapilan kimyasal analiz
sonucunda, malzemeler arasindali kimyasal etkilesim kanitlamigtir. Taramali elektron
mikroskop (SEM) ile yapilan morfolojik analiz sonucunda, kontrol grubu olan GeIMA’ ya
keratin iceren ve KerMA iceren gruplarm eklenmesinin kontrol grubunun morfolojisini
bozmadig1 gozlenmistir. Keratin katkili doku iskelesi ile karsilastirildiginda KerMA katkili

doku iskelesinin mekanik 6zelliklerinin gelistigi ve uzama miktarinin yaklasik olarak %90’ a

Xii



ulastig1 gdzlenmistir. Uretilen doku iskelelerinin biyouyumluluk 6zellikleri L929 fare fibroblast
hiicreleri ile test edilmis ve tiim deney gruplarinin biyouyumlu oldugu gézlemlenmistir. Genel
olarak, GelMA/keratin ve GelMA/KerMA doku iskelelerinin, cilt yaralanmalarini iyilestirmek

icin ¢ok islevli yamalar olma potansiyeline sahip oldugu kanitlanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Doku miihendisligi, yara ortisii, dijital 151k isleme (DLP), Jelatin
metakriloil (GelIMA), keratin, keratin metakrilat (KerMA).
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ABSTRACT

Production and Characterization of GeIMA-Based Hybrid Tissue
Scaffolds via 3D Bioprinting

Skin diseases that cause pain, damage, and infection of the skin are frequently used in tissue
engineering studies. Although these conditions can be treated with different drugs and
antibiotics, dressing the affected area alone may not be sufficient. Therefore, a wound care
intervention needs to be initiated as early as possible using a more effective approach. Natural
polymeric hydrogels with multifunctional properties are highly favored to enhance the healing
process of chronic wounds. Gelatin methacryloyl (GelMA), the optimal photo-crosslinked skin
coating, can mimic the structure of the extracellular matrix (ECM). However, pure GelMA
hydrogel exhibits insufficient mechanical strength. Its application as a hybrid increases its
effectiveness. Keratin, the world's third most abundant polymer, is a robust and filamentous
protein. Keratin is an important component of the feathers, wool, nails, and horns of mammals,
reptiles, and birds. Furthermore, keratin waste is a valuable renewable raw material and one of

the aims is to expand the utilisation of waste wool to increase its value.

High yield (65%) keratin extraction from sheep wool was carried out and keratin methacrylate
(KerMA\) synthesis through chemical modification of keratin was successfully achieved in 62%
yield. As a result of the methacrylation synthesis, *H-NMR and TNBS analyses proved the
success of methacrylation, and the methacrylation degree of GeIMA and KerMA was calculated
as 75.4% and 75%, respectively. In the current research, a hybrid scaffold system containing
GelMA, keratin, and KerMA was fabricated to serve as cell and growth factor carriers for skin
disorder treatment. GelMA/keratin and GelMA/KerMA scaffolds were evaluated by comparing
their swelling rates, biodegradation behavior, physical properties (FT-IR), morphology (SEM),
and mechanical properties (compression). It was observed that the degradation rates of hybrid
scaffolds were low. The peaks formed as a result of the FT-IR test were compatible. The
morphological evaluation showed that the presence of keratin-containing and KerMA-
containing groups positively affected the morphology of GeIMA. Compared to keratin, KerMA
showed better mechanical properties, and an elongation rate of approximately 90% was
calculated. Biocompatibility analyses were tested with L929 mouse fibroblast cells and it was
observed that all experimental groups were biocompatible. Overall, GelMA/keratin and

GelMA/KerMA scaffolds proved to have the potential to be multifunctional patches for healing
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skin injuries through skin tissue engineering.

Keywords: Tissue engineering, wound dressing, digital light process (DLP), gelatin
methacryloyl (GelMA), keratin, keratin methacrylate (KerMA)
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1. GIRIS
1.1. Derinin Yapisi

Deri, viicudu dis etkenlere kars1 korur ve gesitli fonksiyonlara sahiptir. Deri dokusu, viicudun
en biiyiik organini olusturur. Deri, insan viicudunu g¢evreleyen ve i¢ organlart dis etkenlerden
koruyan bir bariyer olusturur [1]. Ayrica, sicaklik diizenlemesi, duyusal algilar, su tutma,

bagisiklik sistemi fonksiyonlari gibi bir dizi 6nemli gorevi yerine getirir [2].
Deri, Sekil 1°de gosterildigi gibi genellikle ii¢ ana tabakadan olusur:

Epidermis (Ust Deri): Bu tabaka, derinin en dis yiizeyini olusturur. Genellikle keratinosit ad1

verilen hiicrelerden olusur. Keratinositler, viicudu dis etkenlere karsi koruyan keratin proteinini
tiretirler. Epidermis, ayrica melanositleri igerir, bu hiicreler cilde rengini veren melanin

pigmentini tretir [3].

Dermis (Orta Deri): Dermis, derinin orta tabakasidir ve kan damarlari, sinir uglari, ter bezleri,

sebase bezler ve sag¢ folikiillerini icerir [4]. Kollajen ve elastin gibi lifler de dermiste bulunur.
Kollajen, cilde dayaniklilik ve esneklik kazandiran bir protein lifidir; elastin ise cildin

esnekligini saglar [3].

Hipodermis (Alt Deri): Bu tabaka, derinin en alt tabakasidir ve genellikle yag hiicrelerini

(adipoz hiicreler) icerir. Ayrica kan damarlar1 ve sinir uglart da hipodermiste bulunur.

Hipodermis, viicut sicakligini diizenlemede ve darbelere karsi korunmada rol oynar [3].
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Sekil 1. Derinin yapisi [4]

Bununla birlikte, bu hayati organ travma veya hastalik nedeniyle tehlikeye girdiginde,
geleneksel iyilesme siirecleri yetersiz kalabilir, bu da islevsel eksikliklere ve istenmeyen
kozmetik sonuglara neden olabilir [5] [6]. Geleneksel yara iyilestirme yaklagimlarinin
sinirlamalarinin tistesinden gelme ve kapsamli yaralanmalar, yaniklar ve kronik yaralarin
sundugu karmasik zorluklari ele alma arayisi, arastirmacilart miithendislik, biyoloji ve malzeme

bilimi ilkelerini entegre eden yenilikgi stratejiler kesfetmeye yoneltmistir.

1.2. Yara Nedir?

Yara, yaralanma sonucu dokularin normal anatomik iligkilerinin bozulmasi olarak
tanimlanabilir. Yaralanma, cerrahi bir kesi gibi kasitli veya travma sonrasi kazara olabilir.

Yaralanmanin hemen ardindan iyilesme siireci baslar [7].

Deri yaralariin diinya ¢apinda saglik sistemleri ve ekonomi tizerinde ¢ok biiyiik olumsuz etkisi
vardir. Yakin zamanda diinya ¢apinda yaklagik bir milyar insanin akut ve kronik yaralardan
muzdarip oldugu bildirilmistir [8]. Bu devasa rakam, devasa mali harcamalara dontismektedir.
Gelismis {lilkelerde kronik yara tedavisiyle ilgili harcamalarin toplam saglik harcamalarinin
%3'{ine tekabiil ettigi tahmin edilmektedir [9]. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri'nde kronik
yaralarla ilgili toplam maliyetin yilda yaklasik 50 milyar ABD dolar1 oldugu tahmin
edilmektedir [10]. Durumun diisiik iyilesme oranlar1 nedeniyle daha da kotilesmesi

muhtemeldir. Aslinda, cilt yaralar1 i¢in kamuya acik iyilesme oranlarinin 6nemli 6lgiide fazla



tahmin edildigi bildirilmistir. Ozellikle, randomize kontrollii ¢alismalardan elde edilen veriler

ortalama %40 iyilesme oran1 saglarken, bildirilen oran genellikle %90'1n iizerindedir [11] [12].

Yara iyilesmesinin tiirii ne olursa olsun, asamalar veya fazlar aynidir, ancak her asama igin

gereken siire iyilesmenin tiiriine baglidir.
A. Substrat faz1 (inflamatuar, gecikmeli veya ekstlidatif asama veya faz - 1-4 giin)
B. Proliferatif faz (kollajen ve fibroblastik asama veya faz - yaklasik 4-42 giin)

C. Yeniden yapilanma asamasi (olgunlagsma asamasi veya asamasi - yaklasik {i¢ haftadan

itibaren) [7]

1.3. Yara Cesitleri

Deri yaralarinin Tablo 1’de de karsilagtirildigi gibi akut ve kronik olarak siniflandirilmasi
patogenez ve sonuglarina dayanmaktadir. Akut yaralar, sonunda yapisal biitlinliigiin yeniden
kazanilmasi ile sonuglanan bir dizi molekiiler olaya maruz kalmaktadir. Bunun aksine, kronik
yaralar iyilesmez ve siirekli iltihaplanma, kalici enfeksiyonlar ve nekroz gibi patolojik
stireclerle karakterize edilmektedir. Akut yara iyilesmesinde genel olarak oOrtiisen dort faz
tanimlanir: hemostaz, inflamasyon, proliferatif faz ve yeniden sekillenme [13]. Akut bir yara
olustugunda ilk tepki kanamay1 durduran ve kan kaybini dnleyen hemostazdir. inflamatuar faz
sirasinda, ciltteki hasar yaraya giren patojenleri yok eden ve dokuyu anatomik biitiinliglin
restorasyonu igin hazirlayan ayrmtili bir bagisiklik tepkisini harekete gegirir. Ikincisi
proliferatif fazda meydana gelir ve graniilasyon dokusunun olusumunu, neovaskiilarizasyonu
ve yeniden epitelizasyonu i¢ermektedir [14]. Son olarak, akut yara iyilesmesi, graniilasyon
dokusunun bir skarla yer degistirdigi ve epidermisin, apoptoz yoluyla dlen veya dermise yer
degistiren bagisiklik hiicrelerinden arindirildig1 yeniden yapilanma asamasiyla sona ermektedir
[14] [15].



Tablo 1. Akut ve kronik yara ¢esitlerinin karsilastirilmasi [16]

Kisa siire 6 haftadan uzun iyilesme

Altmda yatan patolojik neden yok Altmda yatan patolojik neden var
Normal inflamatuar agama Uzun siireli inflamatuar agama
Genellikle komplikasyonsuz iyilesir Cesitli komplikasyonlar ortaya cikabilir
ECM’nin normal yeniden yapilanmasi ECM’nin kusurlu yeniden yapilanmasi
Normal bityiime faktorii seviyeleri Daha diistik biiyiime faktorii seviyeleri

1.4. Deri Doku Miihendisligi

Rejeneratif tip alaninda, insan derisinin karmagsik ve dinamik yapisi, deri dokusu miihendisligi
olarak bilinen disiplinler arasi bir alanin gelisimini tetiklemistir [16]. Geleneksel yara
iyilestirme yaklagimlarinin sinirlamalarmin iistesinden gelme ve kapsamli yaralanmalar,
yaniklar ve kronik yaralarin sundugu karmasik zorluklari ele alma arayis1 [17], aragtirmacilart
miihendislik, biyoloji ve malzeme bilimi ilkelerini entegre eden yenilik¢i stratejiler kesfetmeye

yoneltmistir [18].

Viicudumuzun en biiyiikk organi olan deri [19], dis tehditlere karsi koruma saglayan ve
homeostazi koruyan ¢ok islevli bir bariyer gorevi goriir [20]. Bununla birlikte, bu hayati organ
travma veya hastalik nedeniyle tehlikeye girdiginde, geleneksel iyilesme siiregleri yetersiz
kalabilir, bu da islevsel eksikliklere ve istenmeyen kozmetik sonuglara neden olabilir [21] [22].
Bu klinik ihtiyaca yanit olarak, cilt doku miihendisligi, cilt onarimi1 ve yenilenmesi i¢in gelismis

cozlimler sunarak tedavi ortaminda devrim yaratmaya ¢aligmaktadir.

Cilt dokusu miihendisliginin merkezinde, dogal dokunun mimarisini, mekanik 6zelliklerini ve
fizyolojik islevlerini yakindan taklit eden biyomimetik cilt ikamelerinin kasitli olarak inga
edilmesi yatmaktadir [23]. Bu siire¢, biyouyumlu iskelelerin, keratinositler ve fibroblastlar gibi
hiicresel bilesenlerin ve hiicresel davraniglar1 diizenleyen biyoaktif ipuclarmin stratejik
kombinasyonunu igerir. Dogal veya sentetik polimerler arasindan iskele {retimi igin
biyomalzeme kaynaginda kullanilacak malzeme se¢imi biyouyumluluk, bozunma oranlar1 ve
mekanik esneklik gibi faktorler géz 6niinde bulundurularak tercih etmek onemlidir [24]. Bu
dinamik alan, miihendislik {irlinii cilt yapilarinin hassasiyetini artirmak ve karmagikligini

azaltmak icin 3B biyo-baski, elektro egirme, dondurarak kurutma, dijital 151k isleme (DLP) ve



gen diizenleme de dahil olmak {izere en son teknolojileri siirekli olarak arastirmaktadir. Doku
miihendisliginde genellikle zorlayici ve kritik bir husus olan vaskiilarizasyon, yapay derinin
stirekli canliligin1 ve entegrasyonunu saglamak igin odak noktasidir [25]. Bilimsel bilgi ve
teknolojik yeniliklerin bir araya gelmesiyle, deri dokusu miihendisligi yalnizca hasarli deriyi
onarmakla kalmayip ayni zamanda estetik ve rekonstriiktif dermatolojik uygulamalarda da

devrim yaratma vaadini tagimaktadir [26].

1.5. Deri Doku iskeleleri ve Ozellikleri

Doku miihendisligi, mevcut malzeme ve yontemlerin siirlamalarinin iistesinden gelmesi
beklenen iskeleler kullanarak hasarli dokularin yenilenmesi ve restorasyonu igin bir yaklagim
ortaya koymustur. Iskeleler, doku miihendisliginin 6nemli bir bilesenini olusturan
biyomalzemelerdir ve doku olusumunun onarimi, iyilestirilmesi ve siirdiiriilmesi i¢in
kullanilirlar. Hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan farkl
faktorlerin optimum sekilde saglanmasina olanak taniyan bir sablon goérevi gorerek hasarli
dokularm yeniden vyapilandirilmasma ve yenilenmesine yardimci olurlar. Iskele
miihendisliginin arkasindaki ana konsept, dogal dokunun hiicre dis1 matrisini (ECM) taklit
etmektir; bu, iskelelerin sergiledigi mimarinin ve islevlerin (mekanik ve biyolojik), ECM'nin
oynadig1 role uygun sekilde benzer olmasini saglar. Iskeleler, implantasyondan sonra konakg1
dokunun entegrasyonu i¢in yeniden sekillenme yeteneginin yani sira vaskiilarizasyon ve yeni
doku olusumu icin gereken imkani sunmalidir. Hasarli dokunun yeniden insasi i¢in mekanik
mukavemetleri ve sekilleri agisindan stabilite ve ¢ok yonliiliikk saglamalidirlar. Ek olarak,
tiretimi i¢in kullanilan biyomalzeme, viicutta mevcut olan tasarlanmis dokular ve endojen
hiicrelerle uyumlu olmalidir [27]. Geleneksel yara pansumanlar1 genellikle ¢evreyle iletisim
kurma konusunda zay1f bir kapasite sergiler ve bu da dokularda yara izi gibi istenmeyen etkilere
neden olur; bu nedenle doku olusumunu, hiicresel etkilesimi gelistirmek ve viicutla
entegrasyonu tesvik etmek icin biyoaktif iskelelerin dahil edilmesi i¢in ¢aba sarf edilmektedir
[28]. Sentetik polimerler kullanilarak hazirlanan hidrojel iskeleler de bu yapisal, fonksiyonel
ve mekanik 6zelliklerin optimum sekilde diizenlenmesini saglar. Yapilar1 ve gozeneklilikleri,
biiyliyen hiicreler i¢in yapisma, ¢ogalma ve farklilagma sirasinda arzu edilen ortami saglar
(Sekil 2). Kompozit iskeleler, birden fazla bilesenin sinerjik varligi nedeniyle gelismis
ozellikler sunan, benzer veya farkli malzemelerden yapilmis iki veya daha fazla elemandan

olusur [29].
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Sekil 2. Doku iskelelerinin biyolojik 6zellikleri

Genel olarak, bir iskelenin 6zellikleri icine yerlestirilecegi doku tipine gore belirlenir. Ornegin,
kemik gibi sert dokular i¢in sert bir polimerik iskele gereklidir, sinirler gibi yumusak dokular
icin iglenebilir bir polimerik iskeleye ihtiya¢ vardir ve deri (veya kan damarlar) gibi esnek
dokular i¢in esnek bir polimerik iskele gereklidir [27]. Deri dokusu miihendisligi igin,
kullanilan iskeleler dogal deri ile yeterli ve benzer mekanik 6zellikler sergilemelidir; 6rnegin
gerilme mukavemeti yaklagik olarak 5 ila 30 MPa arasinda, kopma uzamas1 %35 ila %15
arasinda ve Young modiilii 4,6 ila 20 MPa arasinda olmalidir [30]. Derinin ve iskelenin mekanik
giicli arasindaki bu benzerlikler, anjiyogenezi ve lenfatik sistemin, sinir demetlerinin ve diger

yapilarin gelisimini desteklemek i¢in hayati onem tasimaktadir [27].

1.6. Deri Doku iskeleleri Uretim Yontemleri

Doku miihendisligi iskelelerinin doku yenilenmesindeki etkinligi esas olarak gozenekli
yapilarin mikro yapisina ve morfolojisine (gozeneklilik, gézenek boyutu, gézenek sekli ve
gozenekler arasindaki baglantilar dahil) ve iskelelerin mekanik 6zelliklerine baghdir. Uygun
malzemelerin se¢iminden sonra doku miihendisligindeki ilk asama goézenekli ii¢ boyutlu
iskelelerin imalatidir. Deri iskeleleri gbzenekli bir zar, siingerimsi bir gévde ve dokunmamis
bir fiber agdan olusur; Farkli morfolojilere sahip iskeleler farklt mikro yapilara sahiptir. Deri
dokusu miihendisligi ile iiretilen iskeleler, geometri, malzeme ve mikro yap1 gereksinimlerine

bagli olarak farkli yontemler kullanilarak hazirlanabilir. G6zenekli yapilara sahip deri dokusu



mihendisligi iskeleleri, solvent dokiim/partikiil li¢i, dondurarak kurutma, gaz koplgi,
elektrostatik egirme ve 3 boyutlu biyo-bask1 yoluyla insa edilmistir (Tablo 2) [31].

Tablo 2. Doku iskelesi tiretim metotlari

Geleneksel Yontemler Tleri imalat Yontemleri
*  Coziicii Dokiim ve Partikiil Lici *  Eriyik Yigma Modelleme (FDM)
* Dondurarak Kurutma *  3-Boyutlu Baski (3B Baski)
*  Gaz Kopiirtme »  Stereolitografi (SLA)
*  Eriyik Kaliplama *  Dijital Isik isleme (DLP)
+  Termal Olarak Indiiklenen Faz Ayrim (TIPS)
* Elektro Egirme

1.6.1. Geleneksel Uretim Yontemleri
1.6.1.1. Coziicii Dokiim ve Partikiil Lici

Geleneksel ¢oziicii dokiimii ve partikiil lici, farkli boyut ve sayidaki partikiilleri ¢ozerek
gozenekli yapilarin gézenek boyutunu ve gozenekliligini kontrol eden popiiler bir aragtirma
yontemidir [31]. Prensip olarak, polimer uygun bir ¢o6ziicii i¢inde ¢oziilir ve daha sonra
¢oziinmeyen bir tuz polimer ¢ozeltisi ile karigtirilir. Coziiciiniin buharlastirilmasiyla tuz-
polimer bilesimi elde edilir ve bu bilesim sonunda tuz parcaciklarini uzaklagtirmak i¢in yikanir
[32]. Bu yontem, 6zel ve pahali ekipmanlara ihtiyag duymadan nispeten basit ve anlagilir bir
yontemdir [33]. Bununla birlikte, yiiksek gozenekli malzemeler igin parcacik boyutunun
kontrol edilmesi ve iyi mekanik Ozelliklerin korunmasi zordur. Ek olarak, iskele kalinligi
smirhidir, iskeledeki gozenekler birbirine bagh degildir ve iskeledeki artik pargaciklar, bagka
yollarla ele alinmasi gereken gézenekler tiretebilir [31]. Solvent dokiimii/partikiil li¢i tekniginin
yakin zamandaki gelisimi, polimer ¢dzeltisi sabit bir tuz yigini1 i¢inde yayilirsa ve li¢ isleminden
once uygun bir 1s1l islem yapilirsa, gdzenekli kopiigiin kristalliginin bile yakindan kontrol

edilebilecegi konusunda umutlandirmistir [32].

1.6.1.2. Dondurarak Kurutma

Liyofilizasyon veya kriyodesikasyon olarak da adlandirilan dondurarak kurutma, ¢ok dnemli

iki islemi birlestiren bir kurutma islemidir; dondurma ve kurutma [34]. Dondurarak kurutma



isleminin temel prensibi formiilasyondaki ¢oziiciiniin s1vi hale gegmeden kat1 halden (buz)
dogrudan gaz halde (buhar) [35] uzaklastirilmasidir. Bu islem i¢in formiilasyonun &nce
dondurulmasi sarttir ve daha sonra donmus malzeme diisiik sicaklik ve diisiik basing ortaminda
belirli bir siire bekletilir [36]. Bu siiregte donmus olan ¢oziicii 2 asamayla numuneden
uzaklagtirilir. Bunlardan ilki birincil kurutma olarak adlandirilan siiblimasyon ve ikincil
kurutma olan desorpsiyon yollariyla malzemeden uzaklastirilarak kurutma gergeklesir [35].
Dondurarak kurutma yontemi geleneksel kurutma yontemine gore en iyi kalitedeki iiriinlerin
iiretimine olanak saglar. Stabiliteyi saglamak icin diisiik nem icerigi (%1'den az) gerektiren ve
steril ve nazik bir koruma siireci gerektiren malzemelerin korunmasinda merkezi bir 6neme
sahiptir [37]. Dondurarak kurutma, gida ve ilag endiistrileri basta olmak tizere uzun yillardir

biyoteknoloji, doku mithendisligi [38] gibi bir dizi uygulamada kullanilmaktadir [35].
Avantajlari

- Oksitlenebilen maddeler vakum kosullar1 altinda iyi korunur.

- %95-99,5 su giderimi sayesinde uzun muhafaza siiresi sunar.

- Aseptik proses oldugu i¢in kontaminasyon olma ihtimali digiiktiir.

- Distik sicaklikta mikrop tliremesi ve enzim etkisi olamayacagi igin Ozelliklerde
minimum degisiklik olur.

- Nihai tiriine normal sicakliklarda taginma ve depolanma imkani sunar.

- Kurutulmus malzemenin bilesenleri homojen olarak dagilmis halde kalir.

- Uriiniin sterilligi saglanabilir ve korunabilir [35].
Dezavantajlari

- Ugucu bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in yiiksek vakum gereklidir.

- Islem siiresi uzun ve diisiik basing gerektirdigi igin maliyeti yiiksek bir iiretim
metodudur [39].

- Bireysel ilaglarla iligkili stabilite sorunlari igerir.

- Kurutma ortamin sterilliginin kontrolii zordur [35].

1.6.1.3. Gaz Kopiirtme

Gaz kopiirtme, solvent dokiimii/parcacik ligi gibi kalint1 gézeneklere neden olan pargaciklar
tretmeyen gozenekli malzemelerin hazirlanmasina yonelik ¢evre dostu bir yontemdir [31].

Yontem basinci, basing diisiirme oranini [40], sicaklig1 ve diger parametreleri kontrol ederek



gozenekli yapiy1 (yaklasik olarak %75 gozeneklilik [41]) ayarlayabilir [31]. Gaz kopiirtme
teknigi, son yillarda gozenekli 3 boyutlu iskele iiretiminde oldukga popiiler bir tekniktir [42].
Bu teknikte, sivi bir biyopolimerin oda sicakliginda kabarciklarla dolana kadar gazla
basinglandirilmasini igerir. Basing daha sonra standart basinca diisiiriiliir ve gézenekli bir iskele
olusturulur [43]. Gozeneklerin olusturulmasi i¢in kullanilan gazlar CO2 ve N2 gazlaridir. Bu
gazlarin tercih edilmesinin nedenleri ucuz, kolayca temin edilebilen ve kopiirtme sonrasinda
herhangi bir kalint1 birakmamalaridir [31]. Ayrica, sitotoksik ¢oziiciiler kullanilmadan iskele
iretimini mimkiin hale getirir [44]. Bununla birlikte, polimer 6rneklerinin kopiirmesinde
yiiksek gozenekliligin elde edilmesini zorlastirabilecek kusurlari iiretebilmesi [31], zayif ara
baglant1 olusturmasi, liretim siiresinin uzun olmasi ve gézenek boyutunun kontrol edilememesi
bu yontemin 6nemli sinirlamalart arasindadir [44]. Ancak 1slak elektrostatik egirmenin diger
yontemlerle birlestirilmesi veya yardimci bir yontem olarak kullanilmasiyla istenilen gézenek

yapisina ulasilabilir [31].

1.6.14. Eriyik Kaliplama

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerik kati implantlar genellikle ekstriizyon veya
enjeksiyonla kaliplama gibi eriyik bazli bir yontem kullanilarak iiretilir. Bununla birlikte, doku
mithendisligi iskelelerinin imalat1 i¢in, kaliplanmis parcalarda gozeneklilik olusturmak
amaciyla bu yontemlerin diger tekniklerle birlestirilmesi gerekir [45]. Gaz kopiigii ve partikiil
lici teknikleri, gozenekli doku miihendisligi iskelelerinin iiretilmesi i¢in eriyik bazli bir

yontemle birlestirilir [46].

Doku miihendisligiyle iiretilmis iskelelerin imalatinda eriyik bazli teknolojilerin avantajlar

arasinda sunlar yer almaktadir:

- Olgegi bityiitmek kolay ve uygun maliyet

- Higbir solvent kullanmadan hizli iiretim [47]

- Sadece kalip geometrisini degistirerek farkli sekil ve boyutlarda iskele imalati

- Mekanik o6zellikleri ve biyoaktif ylizeyleri iyilestirmek i¢in seramik parcaciklari ve

biyoaktif molekiiller gibi farkli katki maddelerinin kullanilmasi olasilig1 [46]

sunar.



1.6.1.5. Termal Olarak indiiklenen Faz Ayrimi (TIPS)

TIPS'in temel prensibi, stabil bir polimer sisteminin termodinamik olarak kararsiz bir sisteme
dontstiiriilmesi ve boylece iki faza ayrilmasidir: polimer agisindan zengin bir faz ve polimer
eksikligi olan bir faz [48]. Kisaca, 6nceden 1sitilmis bir polimer ¢6zeltisi diistik sicakliklara
maruz birakilir. Diigiik sicaklik, sistemi termodinamik olarak kararsiz duruma doniistiiren ve
faz ayrimini tetikleyen bir tetikleyici gorevi gorlir. Daha sonra solvent, siiblimlestirme,
ekstraksiyon veya polimer agisindan zengin fazin matrisi olusturdugu ve polimer agisindan
fakir fazin matris i¢indeki gozenekleri olusturdugu baska herhangi bir teknikle ¢ikarilir. Dahil
edilen ilaglar, katilasgtirma adimindan once polimer c¢ozeltisine veya diger karisabilir

¢oziiciilerle birlikte eklenir [49].

Diisiik sicakliklara ve katilasma sonrasinda solventin tamamen uzaklastirilmasina
dayandigindan, TIPS biyoaktif ilaglar, 6zellikle de 1siya duyarli olanlar i¢in uygundur [50].
TIPS'in SC/PL, elektro egirme, 3D baski vb. gibi diger tekniklerle birlestirilebilecegini
belirtmekte fayda var. Islem ucuzdur, yiiksek diizeyde ara baglantiya sahip yiiksek gozenekli
yap1 iskelelerinin (>%95) iiretilmesine ve ayrica lretilen iskelelerin morfolojik 6zelliklerinin
ayarlanabilecegi fizibiliteye olanak tanir [51]. Bu, polimer tiirli ve konsantrasyonu,
¢ozilicli/cozlicli olmayan orani, sogutma hizi ve yiizey aktif maddenin varligi gibi islem
parametrelerinin manipiilasyonu yoluyla miimkiindiir. TIPS'in 6nemli bir dezavantaji, tehlikeli

sonuclarindan ka¢inmak i¢in tamamen ¢ikarilmasi gereken organik solventlerin kullanilmasidir

[52].

1.6.1.6. Elektro Egirme

Elektro egirme, yiiksek voltajli elektrik kullanarak cap olgiileri nano Slgekten mikro dlgege
kadar cgesitlilik gosteren fiberlerin tiretim islemidir (Sekil 3) [53]. Elektro egirmenin temel
ilkeleri yaklasik olarak bir asir 6ncesine dayanmakla birlikte bulusunun kesin tarihi gizemini
korumaktadir [54]. Bu yontem konusunda ilk ger¢ekei girisim 20. yy’in baslarinda belirlendi.
John Francis Cooley, 1900, 1902 ve 1903'te {i¢ patent bagvurusunda bulunarak elektro egirme
patentini arsivleyen ilk kisi olarak tarihe gegmistir [55].

Molekiiler parametrelerin, proses parametrelerinin ve ortam parametrelerinin ayarlanmasiyla,
neredeyse tiim ¢Oziiniir veya eriyebilir polimerler (dogal polimerler, sentetik polimerler veya
her ikisinin bir karisimi) elektro egirme icin kullanilabilir. Bu genis polimer yelpazesi

proteinleri, niikleik asitleri ve polisakkaritleri de kapsar. Sollisyon hazirlama parametreleri,
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proses parametreleri ve ortam parametreleri, elektro egirme ile iiretilen nanoliflerin morfolojisi

ve ¢aplarindaki degisikliklerden sorumludur [55].

Bir elektro egirme prosesinde temel amaglar boncuk olugsmadan, homojen ¢ap ve kalinlikta,
biyouyumlu [56] fiberler tretmektir [55]. Genel olarak iiretim sirasinda dielektrik 6zelligi
yiksek olan ¢ozeltiyle boncuk olusma egilimi ve iiretilen lif cap1 azaltilmaktadir. Fiber tiretimi
yapilacak ¢oOzeltinin dielektrik oOzelligini gelistirmek igin asetonitril, asetik asit, aseton,
kloroform, etil asetat, etanol vb. gibi bazi ¢oziiciiler kullanilabilir. Cok daha yiiksek dielektrik
sabitine sahip ¢oziicii genellikle daha yiiksek net ylik yogunlugundan olusur ve bu da daha az

boncuk ve daha ince fiber ¢apina yol agar [55].

Nanofiber

Elektro egirme cihazi

Sekil 3. Elektro egirme yontemiyle nanofiber iiretimi

Cozeltilerin yiizey yogunlugu ozellikleri de fiber iiretiminde 6nemli bir parametredir. Clinkii
baz1 aragtirmalar sonucunda diisiik ylizey yiik yogunlugundaki ¢ozeltilerde boncuk olusma
thtimalinin artmasima ve sifir ylizey yilikii yogunlugunda da herhangi bir lif olusumunun
goriilmedigini kanmitlamistir. Elektro egirme prosesinin baglayabilmesi i¢in elektro egirme
islemine tabii tutulacak ¢ozeltinin ylizey geriliminin agilmas1 gerekmektedir. Cozeltinin yiizey
geriliminin azaltilarak boncuksuz lifler elde etmek miimkiindiir. Soliisyonun yiizey gerilimini
azaltmak i¢in ylizey gerilimi diisiik solvent kullanilabilir veya ¢ozeltiye yiizey aktif madde
eklenebilir [55].

Elektro egirme islemindeki bir diger 6nemli unsur da igne ucu ile toplayici1 arasindaki
mesafedir. Eger uygulanan voltaj sabit tutulursa elektrik alan siddeti mesafeyle ters orantili
olacaktir. Doku miihendisliginde kullanilan tipik bir elektro egirme sisteminde bu mesafe
genellikle 10-15 cm arasinda degisiklik gosterir. Mesafenin artirilmasi belli bir noktaya kadar

fiber ¢apinda azalmaya neden olabilir [57].
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Giliniimiizde bu islem hava filtrasyonu, siv1 filtrasyonu, kozmetik sektorii, yenilenebilir enerji
alanlarina ek olarak doku miihendisligi ve tip alanlarinda; kan damarlar iiretiminde, deri hasar1
giderme, kemik yaralarinin onarimi, sinir doku rejenerasyonu, kaslar, yaralanma veya
hastaliklar nedeniyle tahrip olan yeni ECM’yi yeniden olusturmak i¢in hiicrelere destek

saglama gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda [58] en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir

[55].

1.6.2. ileri imalat Yontemleri
1.6.2.1. Eriyik Yigma Modelleme (FDM)

Erimig filament iiretimi olarak da adlandirilan eriyik yigma modelleme (FDM), eklemeleri
imalat yontemleri arasinda en yaygin kullanilan tekniktir [59]. Diisiik maliyetli ve kullanilan
bask1 malzemelerinin tedariginin kolay olmasina [60] ek olarak baskili yapilarin ¢oziiniirliigi
40 um civarindadir. FDM 3B yazict ekstriideri XY diizleminde hareket edebilen ve baski
asamas1 Z ekseni boyunca hareket eden bir nozul, bobin ve taban platformdan olusur. Uretim,
bobinden ¢oziilen ve nozul tarafindan cam gecis sicakliginin iizerinde 1sitilan ve nozuldan
katman birikmesiyle katmandaki taban iizerinde ekstriizyon yapan termoplastik polimerleri
kullanir [61]. Bu hammaddeler genellikle polikaprolakton (PCL), polilaktik asit (PLA) gibi
polimer bazli malzemelerden veya polikaprolakton-trikalsiyum fosfat (PCL TCP) gibi
kompozit malzemelerden meydana gelir [60]. Sekil ve gozenek kontrolii bilgisayar kullanilarak
gerceklestirilir. FDM baskili nesneler giigliidiir ve uzun vadede saklanmasina ek olarak
taginmasi da kolaydir [61]. Diger tekniklerden en ¢ok siringa bazli ekstriizyona benzeyen bu
yontemde malzemenin c¢ikist i¢in 1s1 kullanilirken siringa bazlhi ekstriizyonda viskoz

biyomateryaller pndmotik pompa kullanilarak ¢ikarilir [60].

1.6.2.2. 3-Boyutlu Baski (3B Baski)

3 boyutlu (3B) baski teknolojisi, genel anlamda bilgisayar ortaminda hazirlanan bir dosyadan
ti¢ boyutlu nesnelerin tiretilmesi anlamina gelir [62]. Tarihsel agidan incelendiginde, 3B baski
ilk olarak 1986 yilinda Charles W. Hull tarafindan tanimlanmistir [63]. 3B baski, doku
miihendisligi alaninda yaygin olarak uygulanan, gelisen bir teknolojidir [64]. Katmanli {iretim
olarak da adlandirilan 3B biyo-baski ise hiicrelerin, biiylime faktorlerinin ve farkl
biyomalzemelerin katmanlar halinde basilmas1 i¢in hizli prototipleme sistemlerinin
kullanilmasidir [65]. Hiicrelerin ve hiicre dis1 matris bilesenlerinin hassas konum kontroliini
saglayabilen ve ayrica 3B ortamda karmasik ve islevsel ¢ok hiicreli dokular veya organlar

yaratabilen, umut verici ve yenilik¢i bir biyotiretim teknolojisidir [64]. Bu teknoloji ile dogal
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doku/organ 6zelliklerini yiiksek oranda taklit edebilen biyolojik yapilar tiretilebilmektedir [63].

Bu nedenle, bu teknoloji genellikle “liciincii sanayi devrimi” olarak ifade edilir [65].

Biyomedikal alanda, 3B bask1 teknolojisinin son derece uzmanlasmis, hastaya 6zel yapilarin
imalatina dahil edilmesi ¢ok biiyiiktiir. Bir dizi arastirmaci, 3B baskinin tibbi implant tasarimi
ve Uretimi, doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda uygulanabilecegi yollari
arastirmaktadir. Bu tiir yapilarda son derece yiiksek hassasiyetli tiretim 6zelliklerine ihtiyag
duyulmast nedeniyle 3B baski teknolojisi bu gorev i¢in idealdir. Bazi aragtirmacilar doku
mihendisligine ek olarak, tibbi implant tasarimi ve liretimi ve rejeneratif tip gibi alanlarda da

uygulanabilecegi yollar1 arastirmaktadir [65].

Genel olarak, 3B biyo-baski sistemi bir X-, Y-, Z- ekseni tahrik cihazi, 3B modelleme programi,
bilgisayarlar ve biyo-baski bilesenleri/miirekkeplerinden olusur. ilk olarak, 3B kati veya
jellesme nesneleri yapmak igin bilgisayar destekli tasarim (CAD) veya bilgisayar tomografisi
(CT) tarama goriintiileri gibi 3B modelleme programlarin1 kullanilarak bir model olusturulur

[66]. Daha sonra, bir bilgisayara bagli biyo-bask1 ekipmani ile 3B iskele yapisi olusturulur.

Doku miihendisligindeki iskele tiretimlerindeki en temel amag¢ dogal (ECM’yi) taklit ederek
mevcut hasarin en iyi ve en hizli giderilmesini saglamaktir. 3B biyo-baskida biyo-miirekkepler
onemli bir bilesendir. Hidrojel formundaki biyo-miirekkep, en yaygin olarak biyo-baskida
kullanilir ve biyo-baski siireci i¢in hayati oneme sahiptir [64]. Biyo-miirekkepler, hiicre
kapstilleme ve biyomolekiil dahil etmede kullanilabilen biyomalzemelerden olusur. Baskidan
once, bir biyo-miirekkebin ¢apraz baglanma, viskozite ve jellesme gibi temel 6zellikleri dikkate
alimmalidir. Bu 6zelliklerin baski kalitesi, morfoloji, hiicre canlilig1 ve cogalmasi iizerinde
etkisi vardir [67]. Ideal hidrojel malzemeleri, basilabilirlik, biyouyumluluk, par¢alanabilirlik,
mekanik 6zellikler, stabilite, toksik olmayan ve immiinojenik olmayan 6zellikler gibi bir dizi
iyi fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellige sahip olmali ve hiicre yapisma, farklilasma ve
cogalmasini tesvik edebilmelidir [64]. Bu dogrultuda, hidrojel bazli biyo-miirekkepler de bazi

temel 6zelliklere sahip olmalilar:

- Kaymayla incelme: Yiiksek kayma hizlarinda hidrojelin viskozitesinin daha diisiik
olmas1 beklenir. Yiiksek kayma incelmesi hiicre canliligini arttirmada yararl
oldugundan, baskidan sonra iskelenin sekil aslina uygunlugunu da koruyabilir.

- Verim stresi: Biyo-miirekkeplerin yiizeye yayilmasini dnlemektir.
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- Kendi kendini iyilestirme: Ekstriizyon baski islemi sirasinda hidrojelin viskozitesi

degisecektir ve orijinal viskozitenin baski sonrasinda eski haline donmesi
beklenmektedir.

- Capraz baglanma yetenegi, yani jellesme siirecinin fiziksel, kimyasal veya biyolojik

ortam ¢apraz baglama maddesinde stabiliteye sahip olmasi.

- Parcalanabilirlik: Uretilen hidrojel ve yan iiriinler, bozundugunda biyouyumlu olmali,

daha az toksisiteye sahip olmali ve hatta toksik olmamalidir [68] [69].

Calisma prensiplerine bagli olarak 3B temel alt kategorilerden olusurlar: inkjet, ekstriizyon ve

lazer destekli baski teknolojileri [63].

Inkjet Baski Teknolojisi: Inkjet 3B baski, &zellikle Drop-on-Demand (DOD) inkjet
teknolojisinin kullanildig1 bir 3B baski yontemini ifade edebilir. Bu teknolojide, bir sivi
malzeme damlaciklar halinde bir yiizeye piskiirtiilerek katmanlar olusturulur ve ardindan
malzeme katmanlar1 sertlestirilerek veya kurutularak 3B nesne elde edilir. Inkjet baski,
biyolojik materyallerin veya hiicrelerin bir diizen i¢inde tabakalar halinde bir alt tabakaya
yerlestirildigi bir 3B baskr teknigidir. Bu teknik, doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilarak canli doku veya organ benzeri yapilar olusturmay1 amaglar. Inkjet baski, hiicre ve
biyomateryalleri belirli bir diizen i¢inde, hedeflenen bir desene gore yerlestirerek istenilen doku
ozelliklerine sahip biyolojik yapilarin olusturulmasina olanak tanir. Bu teknik, 6zellikle
biyolojik doku veya organlarin yeniden olusturulmasi ve laboratuvar ortaminda canli hiicre
kiiltlirleri gelistirme amaciyla kullanilmaktadir. Inkjet baski, doku miihendisligi alaninda
ozellikle hiicresel diizeyde karmasik yapilarin olusturulmasinda ve biyolojik materyallerin

kontrolsiiz bir sekilde bir araya gelmesini 6nlemede 6nemli bir rol oynayabilir.

Ekstriizyon Baski Teknolojisi: Doku miihendisliginde ekstriizyon baski, biyolojik materyallerin
ve hiicrelerin belirli bir desene gore tabakalar halinde ekstriide edildigi bir 3B baski yontemidir
[70]. Ekstriizyon baski, genellikle bir nozul araciligiyla biyolojik materyallerin veya hiicrelerin
bir tabakadan digerine diizenli bir sekilde eklenmesini saglar. Bu siireg, genellikle biyolojik
materyallerin bir tagiyici matris igine yerlestirildigi ve bu matrisin belirli bir desen veya katman
olusturacak sekilde hareket ettigi bir sistemle gergeklestirilir [71]. Bu teknik, inkjet baski
teknolojisinin bir tiiriidiir ancak genellikle daha yogun ve kalin materyallerin kullanilabildigi
bir siiregtir. Bu yontemde, hiicrelerin yani sira biyolojik materyallerin yani sira destek
materyalleri de kullanilabilir. Bu destek materyalleri, canli hiicrelerin yerlestirildigi biyolojik
materyalin yapisal destek saglamak amaciyla kullanilir [72]. Ekstriizyon baski teknolojisi,
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hiicrelerin ve biyolojik materyallerin belirli bir desen veya yapiya gore diizenlenmesinde ve
doku mihendisligi uygulamalarinda daha kompleks ve oOzellestirilmis yapilarin

olusturulmasinda kullanilan bir yontemdir [73].

Lazer Destekli Baski: Lazer destekli baski, biyolojik materyallerin ve hiicrelerin belirli bir
desene veya diizene gore lazer enerjisi kullanilarak yerlestirildigi bir 3B bask1 teknigidir. Bu
teknik, biyolojik doku veya organ benzeri yapilarin olusturulmasinda kullanilir ve biyolojik

materyallerin daha kontrollii ve hassas bir sekilde yerlestirilmesine olanak tanir [74].
Lazer destekli baski genellikle su adimlari igerir:

1. Hiicre Hazirhgi: Hiicreler, biyolojik materyaller ve hiicre tasiyici substratlar 6zel bir

miirekkep haline getirilir.

2. Lazerle Yerlestirme: Lazer, biyolojik materyallerin bulundugu miirekkep
damlaciklarini belirli bir desene veya katmana dogru yonlendirir. Bu sayede

materyaller, istenilen 3B yapiy1 olusturacak sekilde yerlestirilir.

3. Katman Katman Olusturma: Her bir lazerle kontrol edilen damlacik, bir onceki

katmanin iizerine eklenerek 3B yapi olusturulur [75].

Lazer destekli baski, biyo-yazicilar araciligiyla gerceklestirilir. Bu yontem, diger biyo-yazici
yontemlerine kiyasla daha yiiksek ¢Oziinlirlik ve hassasiyet saglayabilir [76]. Ayrica,
hiicrelerin ve biyolojik materyallerin daha az zarar gérmesine olanak taniyan non-invaziv bir
strectir. Bu nedenle bu baski, 6zellikle biyolojik doku veya organlarin daha karmasik ve

ozellestirilmis yapilarinin olusturulmasi igin tercih edilebilir [77].
e Stereolitografi (SLA)

Vat polimerizasyonu olarak da bilinen stereolitografi (SLA), en eski 3B yazdirma
teknolojisidir. SLA, siv1 veya disiik viskoziteli fotopolimerize edilebilir foto polimere
mekansal olarak kontrol edilen 15181 yansitmak i¢in ultraviyole (UV), kizil6tesi ve goriiniir 151k
gibi belirli bir 151k kaynagi ve 6zel optikler kullanir. SLA'da 2B bir model, tek veya iki fotonlu

absorpsiyonla tetiklenebilen foto polimerizasyon ile katilagtirilir [61].

SLA'nin temel prensibi, 151k kaynaklarinin 1518a duyarli polimerlerin iizerine 1g1mnlanmasiyla 3

boyutlu yapilarin {iretilmesini igerir. UV ve/veya goriiniir 1518 polimer regine iizerine
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diismesine izin verildiginde, monomerler ve oligomerler, katman biriktirme yontemiyle bir
katmanda sert bir yap1 olusturmak iizere bir araya gelir. ilk adim, SLA yazdirma i¢in bilgisayar
destekli tasarim (CAD) yazilimini kullanarak dijital bir model olusturmayn igerir. Tkinci adimda
gelismis bir dijital tarayici, karmasik yapiyr 3B modele doniistiiriiliir. Son olarak tasarlanan 3
boyutlu yapiy1 olusturmak i¢in polimer kullanilir [61]. Islem sirasinda UV 1s181yla temas eden
ince bir siv1 tabakasi imalat yataginda katilastirilir [78]. Bu teknigin gelistirilip kullanilmasi
eklemeli imalatlara ge¢is i¢cin dnemli bir adimdir. SLA’da kullanilan malzemeler hem toz hem
de kat1 bazli malzemelerdir ve PLA, ABS gibi termoplastik polimerler yaygin olarak kullanilir
[61]. SLA malzemeleri kirilgan, toksik veya 1s1ga maruz kalmaya karsi hassas olsa da, son
malzeme gelismeleri bu sinirlamalar1 giderek azaltmaktadir [78]. SLA yazdirmanin avantajlari
arasinda yiiksek hiz, giiclii yazdirma yapisi, yiiksek ¢oziintirliik ve ¢oklu 6lgeklenebilirlik yer

almaktadir [61].

SLA, FDM' de siklikla meydana gelen noziil tikanikliklariyla iligkili sorunlara duyarl degildir.
Genel olarak hidrojeller hiicre kiiltiirline mitkemmel desteklerinden dolayr SLA, 3B baski
caligmalarinda cogunlukla kullanilmaktadir. Ozellikle jelatin gibi modifikasyon &zelligi yiiksek
polimerlerden olan hidrojeller, 6nemli biyouyumluluklar ve 151k varliginda ¢apraz baglanma
yetenekleri nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir [79]. 3B baski tekniginin avantajlar1 goz 6niinde
bulunduruldugu zaman SLA tarafindan iretilen polimer parcalar, geleneksel parcalarla
karsilastirildiginda ¢ok daha zayif mekanik 6zelliklere sahip olma egilimindedir. Ek olarak,
yiiksek capraz bag yogunluklari nedeniyle, SLA baskili polimerler diisiik uzama sergiler. Bu
sorunlarin iistesinden gelmek icin foto polimerlere mekanik 6zellikleri iyilestirmek amaciyla
cesitli tipte takviyeler eklenebilir [78]. Bununla birlikte, SLA yalnizca foto polimerize olabilen
biyo-miirekkepleri kullanabilir ve biyo-miirekkeplerin sinirli segiciligi, hiicre bilylimesi ve

farklilasmasi i¢in gereken ortamla yeterince eslesmeyebilir [61].
e Dijital Isik Isleme (DLP)

Islevsel ve anatomik olarak dogru dokular yaratma arayisi, arastirmacilari yenilikgi iiretim
teknolojilerini kesfetmeye yoneltmistir; bunlar arasinda DLP baski, bu alanda en ileri arag
olarak ortaya ¢ikmistir. DLP, s1v1 bir fotopolimer regineyi ya da hidrojeli 1518a maruz birakmak
i¢in dijital bir mikromirror cihazi (DMD) kullanan bir 3B baski teknigidir [80]. ilk olarak,
imalat endiistrisi i¢in hizli prototipleme amaciyla kullanilmistir (Sekil 4) [81]. Hidrojel veya
re¢ine katman katman katilasir ve hedeflenen 3B yapi iiretilir. SLA ve FDM tekniklerinden
farkli olarak DLP, ¢ok daha hizli iiretim gerceklestirir ve yiiksek ¢oziintirliklidir [82] [83]. Bu
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sayede, istenilen geometri ve mikro mimarilere sahip karmasik yapili iskeleler hassas bir
sekilde iiretilir [84]. Uretilen bu iskeleler ise hiicre baglanmasi, cogalmasi ve doku
rejenerasyonu i¢in yapisal bir c¢erceve gorevi goriir. Karmasik ve Ozellestirilmis yapilar
olusturma yetenegi, insan viicudundaki ¢esitli dokularin dogal ortamini taklit etmek icin biiyiik

oneme sahiptir [85].

DLP’nin hassas ve yiiksek ¢oziiniirliiklii tirtinler tiretebilme 6zelligi onun kullanim alanini da
genisletmektedir [86]. Ornegin, doku miihendisliginde iiretimi zor olan hiicre yiiklii yapilarin
iiretilmesi konusunda imkan sunar. Bu engelin asilmasi biyolojik islevsellige sahip olan ¢ok
hiicreli dokularin gelistirilmesini tesvik eder. Hiicreli basima ek olarak, DLP ile dokulara
entegre kontrollii ilag dagitim sistemleri gelistirmek de miimkiindiir [87]. Bu sayede terapotik
ajanlarin, biiylime faktorlerinin veya diger biyoaktif molekiillerin lokalize olarak salinmasini

saglayarak miithendislikle iiretilen dokularin rejeneratif potansiyelinin artmasi saglanir [88].

Sekil 4. DLP 3B yazic1 ve cihazin i¢ mekanizmasi

Doku Miihendisliginde DLP Baskinin Avantajlari:

Yiiksek ¢Oziiniirlik: DLP baskidaki iirlinlerin ¢6ziiniirliigi 100 pwm’den daha diistik
olabilmektedir [89].

Hiz ve verimlilik: DLP baskidaki katman katman kiirleme islemi, geleneksel yontemlere

kiyasla daha hizli baski siireleri saglar. Bu artan hiz sadece arastirma ve gelistirme siirecini
hizlandirmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicrelerin ve hassas biyomalzemelerin potansiyel olarak

zarar verici kosullara maruz kalmasini da en aza indirir [90].
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Malzeme cesitliligi: DLP baski, hidrojeller, polimerler ve diger biyomimetik maddeler de dahil

olmak iizere ¢ok g¢esitli biyouyumlu malzemelerle uyumludur. Bu ¢ok yonliilik,
aragtirmacilarin hedef dokularin mekanik ve biyolojik o6zelliklerine yakindan benzeyen

malzemeleri segmelerine olanak tanir [90].

Gelecek vaat etmesi: DLP baski teknolojisi ilerlemeye devam ettikge, doku miihendisligindeki

rolii de muhtemelen genisleyecektir. Arastirmacilar yeni malzemeler kesfetmektedir, baski
parametrelerini optimize eder ve islevsel doku ve organlar olusturmak icin yenilikei stratejiler
gelistirmektedir. Gelismis goriintiileme tekniklerinin ve CAD entegrasyonu, miithendislik tirtinii

yapilarin hassasiyetini ve karmasikligini daha da artiracaktir [90].

1.7. Deri Doku Miihendisliginde Kullamlan Polimerler

Doku miihendisliginde hiicre biiyiimesini, doku olusumunu ve rejenerasyonu desteklemek i¢in
iskele olarak ¢esitli polimerler kullanilmaktadir. Bu polimerler dogal veya sentetik olabilir ve
biyouyumluluk, mekanik 6zellikler, bozunma orani ve miithendisligi yapilan doku veya organin
0zel gereksinimleri gibi faktorlere gore secilir. Polimerler, dogal dokularin 6zelliklerini taklit
eden iskeleler, filmler, hidrojeller veya lifler gibi ¢esitli sekillerde kompozit malzemeler
olusturmak i¢in tek basina veya kombinasyon halinde kullanilabilir. Polimer se¢imi, spesifik
doku miihendisligi uygulamasma ve iskelenin istenen ozelliklerine baglidir. Iste doku

miihendisliginde yaygin olarak kullanilan bazi polimerler:

1.7.1. Dogal Polimerler

Gelatin:

Jelatin, onciil kolajenine (ECM’nin en bol bilesenlerinden biri) benzerlik gosteren dogal bir
polimerdir [91]. Jelatin alkali ve asit hidrolizi olmak iizere iki sekilde ekstrakte edilebilir [92].
Asit hidrolizine tabi tutuldugunda jelatin, IP = 5 olan A tipi olarak simiflandirilir. Alkali bir
ortamda ekstraksiyon, IP ~ 9 olan B tipi jelatini ortaya ¢ikarir. Arginin-glisin-aspartik asit
(RGD) motifi olarak bilinen amino asit dizileri de hiicre yapismasina, ¢ogalmasina ve

farklilagmasina yardimeci olur [91].

Bagta biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik ve diisiik toksisite olmak iizere
avantajli  ozellikleri, immiinojenik bir tepkiye neden olmadan viicut enzimleri
(metalloproteinazlar) tarafindan parcalanirken ayni zamanda hiicre yapismasinin,

farklilasmasimin ve ¢ogalmasinin artmasina olanak tanir [93] [94]. Ayrica, uygun maliyetli
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oldugu i¢in ¢ok ¢esitli dokularda (kemik, iskelet, sinir) kullanilmis ve kemik rejenerasyonunu
arttirmak i¢in mikro partikiillerden, kanser tedavisinde kemoterapotik ajanlarin kontrollii

salinimi i¢in yara Ortiisii veya hidrojellere kadar farkli sistemler olusturmustur [95] [96] [97].

Faydalar1 bu materyali doku miihendisliginde kullanilmaya uygun hale getirse de, jelatin
manipiilasyonunun bazi potansiyel dezavantajlar1 da vardir [93]. Bu polimerin goze ¢arpan bir
ozelligi, sicakliga bagl olarak kat1 formdan jele doniisen termostabilitenin olmamasidir. Bu
sinirlamanin iistesinden gelmenin en yaygin stratejilerinden biri, dizilerini fiziksel veya

kimyasal olarak ¢apraz baglamaktir [92].

Ote yandan jelatinin suyu emme &zelligi de bilinmektedir. Gézeneklilik, uygun hiicre bilyiimesi
icin oksijenin yani sira besinlerin de difiizyonunu sagladigindan, bu 06zellik doku
yenilenmesinde olduk¢a degerlidir [98]. Ancak gozenekli yapilar, hiicrenin hayatta kalmasi igin
iriin aligverisini saglayacak tiim gereksinimleri her zaman karsilamamaktadir, c¢ilinki
gbzeneklerin boyutu veya capi yeterli degildir veya yeterince diizenli degildir ve bazi jelatin

bazli hiicre dagitim sistemleri zayif bir hiicre hayatta kalma oran1 gostermistir [99].

Doku rejenerasyonu amactyla biyomateryallerin kullanilmaya baslanmasindan bu yana jelatin,
enjekte edilebilir hidrojeller, ilag dagitim sistemleri ve yapi iskeleleri gibi cesitli sistemlerde

kullanilmaktadir [93].
Keratin:

Tirnak, sag, ylin, tily, boynuz ve toynaklarda kolayca bulunan lifli bir protein olan keratin, yara
iyilesmesi ve hemostaz i¢in bir biyomateryal olarak 16. yiizy1l kadar erken bir tarihte
kullanilmistir. Yiin yaklasik %82 keratin proteinlerden (yiiksek sistein igerigi), %17 keratin
olmayan maddelerden (diistik sistein icerigi) ve %1 mumsu lipidler ve polisakkarit gibi protein
olmayan maddelerden olusur [100]. Agirlik¢a %95'e kadar keratin igeren yiin [101], mekanik
destek saglayan biyomalzeme uygulamalarinda veya hiicresel faaliyetlerin (6rnegin gog,
yapisma ve ¢cogalma vb.) modiile edilmesini gerektiren uygulamalarda kullanilabilen zengin ve
saf bir ara filament proteinleri (IFP'ler) kaynagidir [102]. Molekiil i¢i ve molekiiller arasi
distilfit, hidrofobik, hidrojen ve iyonik baglarin varlig1 keratine miikemmel gerilme 6zellikleri
tokluk, ¢6ziinmezlik, enzimatik parcalanmaya kars1 direng ve yiiksek stabilite kazandirir [100].
Keratin ek kimyasal, fiziksel veya enzimatik ¢apraz baglayicilar olmadan karmasik hiyerarsik

yapilarda kendi kendine bir araya gelme yetenegine sahiptir [103].

19



Keratin, ¢esitli hiicrelerin hiicre yiizeyi integrin reseptorlerine baglanan doku ECM'sini taklit
eden RGD, 16sin-aspartat-valin (LDV), 16sin-aspartat-serin (LDS) ve glutamik asit-serin (EDS)
integrin alanlar1 gibi hiicre baglanmasin1 destekleyebilen bir dizi farkli hiicresel baglanma
motifine sahiptir [104]. RGD, fibronektin, fibrinojen ve osteopontin gibi proteinler igin
baglanma bdlgesi saglar ve LDV ve EDS baglanma motifleri hiicresel yapismay1 destekler
[105]. Literatiirde, keratinin uygun mitojenik ve kemotaktik 6zellikler saglayarak hiicrelerin

davranigini uyaran aktif molekiilleri tutabilecegini gostermistir [100].

Keratin hidrofilik bir polimerdir ve bu da hiicresel fonksiyonu gelistirmek ic¢in potansiyel bir
biyomateryal olabilecegini gostermektedir [106]. Bu polimer, hiicresel migrasyona katilimi
onemli olan keratinosit epidermal hiicrelerinde dnemli bir protein olarak kabul edilir ve yiin
tirevi oksitlenmis keratin, keratinosit migrasyonunu hizlandirarak yeniden epitelizasyona
yardimc1 olarak ve yara iyilesmesinde dnemli bir role isaret eden tip IV ve VII kolajeni yukari
dogru diizenleyerek yara onarimi {izerinde olumlu etkiler gostermistir [107]. Keratin iskeleleri
orta derecede ¢ekme mukavemet, elastikiyet ve yiiksek yapisma mukavemeti gibi yeterli
mekanik o6zelliklere sahiptir [108]. Istisnai olarak keratin, insanlarda keratinaz enzimi
bulunmadig: i¢in kolajen (kolajenaz), kitosan (lizozim) gibi diger proteinlere kiyasla in vivo

bozunmaya kars1 daha direnglidir [109].
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sinir rejenerasyonu yara iyilesmesi kemik yenilenmesi kornea yenilenmesi ilag teslimi antibakteriyel aktivite

Sekil 5. Yiin keratin bazli malzemelerin doku miihendisligi uygulamalarinda sematik
gosterimi [92]
Keratin, Sekil 5’te de gosterildigi gibi biyomedikal ve rejeneratif tip alaninda giivenilir bir
biyoaktif malzemedir. Keratin, hasarli ve hastalikli dokular1 onarmaya yonelik uygulamalar i¢in
film, siinger, lif veya hidrojel gibi ¢esitli formlarda manipiile edilebilir. Keratinin kimyasal
yapisi, kendi kendine birlesme yetenegi, hiicre baglayici alanlarin varligi ve bakteriyostatik
etkileri gibi benzersiz mekanik ve biyolojik 6zellikleri, onu bir¢cok geleneksel biyomalzemeden

ayirmaktadir [100] [106].

Bu umut verici sonuglara ragmen, yeniden yapilandirilmis keratin zayif mekanik 6zellikleri ve
kirilgan yapisi nedeniyle genellikle sinirli uygulamaya sahiptir. Bu nedenle, sentetik ve dogal
polimerlerin harmanlanmasi, rejenerasyon siirecini karsilamak i¢in kompozitlerin hiicre
afinitesini, biyoaktivitesini ve mekanik mukavemetini farkli sekillerde iyilestirme giidiisiiyle

vurgulanmaktadir [100].
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Kolajen:

Kaynak: Bag dokularin ECM’lerindeki ana yapisal protein, genellikle sigir veya domuz gibi
hayvanlardan elde edilir [110].

Ozellikleri: Biyouyumludur [111], hiicre yapismasini ve gdgiinii destekler [110].

Uygulamalar: Deri, kemik, kikirdak ve vaskiiler doku miihendisligi i¢in yaygin olarak

kullanilir. Hiicreler i¢in biyomimetik bir ortam saglar [111].

Hivaliironik Asit (HA):

Kaynak: Insan viicudunda, dzellikle ciltte ve bag dokularinda dogal olarak bulunur [112].
Ozellikleri: Yiiksek su tutma kapasitesi, kayganlastirici ve viskoelastik dzellikler [113].

Uygulamalar: Cilt onarimi ve yara iyilesmesi gibi yumusak doku miihendisligi i¢in yaygin
olarak kullanilir [113].

Fibrin:
Kaynak: Kan pihtilagma proteini fibrinojenden elde edilir [114].

Ogzellikleri: Hiicre yapismasmi, c¢ogalmasmi ve gociinii tesvik eder. Biyolojik olarak

parcalanabilir [114].

Uygulamalar: Genellikle doku onariminda, 6zellikle de yara iyilesmesinde hiicre iletimi i¢in bir
iskele olarak kullanilir [114].

Kitosan:

Kaynak: Kabuklularin dis iskeletlerinde bulunan dogal bir polimer olan kitinden tiiretilmistir
[115].

Ozellikleri: Biyouyumlu, antibakteriyel ve hiicre yapismasini destekler [115].

Uygulamalar: Deri, kemik ve kikirdak rejenerasyonu dahil olmak iizere cesitli doku

miihendisligi uygulamalarinda kullanilir [115].
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1.7.2. Sentetik Polimerler

Poli(laktik asit) (PLA):

Ozellikler: Biyolojik olarak pargalanabilir ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilir [116].
Uygulamalar: Kemik ve kikirdak doku miihendisliginde iskeleler i¢in kullanilir [116].

Polietilen glikol (PEG):

Ozellikleri: Hidrofiliktir ve 6zel ihtiyaglar i¢in modifiye edilebilir [117].

Uygulamalar: Hiicre kapsiillemesi igin hidrojellerde, ila¢ dagitim sistemlerinde ve bagigiklik
tepkisini azaltmak i¢in biyomalzemeler igin bir kaplama olarak kullanilir [117] [118].

Polikaprolakton (PCL):

Ozellikler: Biyolojik olarak pargalanabilir ve yavas bir bozunma oranina sahiptir [119].

Uygulamalar: Doku rejenerasyonu igin iskelelerde, 6zellikle diger polimerlerle kombinasyon
halinde kullanilir [119].

Poliiiretan:
Ozellikler: Cok yénliidiir ve 6zel uygulamalar i¢in uyarlanabilir [120].

Uygulamalar: Kardiyovaskiiler doku miihendisliginde, yara Ortiillerinde ve sinir
rejenerasyonunda kullanilir [121]. Mekanik gii¢ ve esneklik saglar [120].

Bu polimerler, dogal dokularin 6zelliklerini taklit eden iskeleler, filmler, hidrojeller veya lifler
gibi cesitli sekillerde kompozit malzemeler olusturmak i¢in tek basina veya kombinasyon
halinde kullanilabilir. Polimer se¢imi, spesifik doku miihendisligi uygulamasina ve iskelenin

istenen Ozelliklerine baghdir.

1.8. Deri Dokularimin Hiicre Kaynaklari

Kok hiicreler, ¢esitli 6zellesmis hiicre tiplerine doniismek i¢in olaganiistii bir yetenege sahip
olan farklilasmamis hiicrelerdir [122]. iki temel 6zellik ile karakterize edilirler: kendini

yenileme ve pluripotensi [123].

Kendini_Yenileme: Kok hiicreler boliinebilir ve 6zdes yavru hiicreler tiiretebilir, bu da
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farklilasmamis bir durumu siirdiirmelerine ve zaman i¢inde popiilasyonlarini yenilemelerine
olanak tanir. Bu kendini yenileme kapasitesi, bir kok hiicre popiilasyonunun uzun vadeli bakimi1

icin gereklidir [124].

Pluripotensi: Kok hiicreler pluripotenttir, yani ii¢ germ katmanini temsil eden gesitli hiicre
tiplerine farklilasma potansiyeline sahiptirler: endoderm, mezoderm ve ektoderm. Pluripotent

kok hiicreler viicuttaki farkli doku ve organlarin hiicrelerini meydana getirebilir [125] [126].

Kok hiicreler gelisim, doku onarimi ve rejenerasyonda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Egsiz
ozellikleri onlari, hastaliklarin ve yaralanmalarin tedavisinde kok hiicrelerin terapotik
potansiyelinden yararlanmanin amaclandigi rejeneratif tip da dahil olmak iizere cesitli alanlarda
arastirmalarin odagi haline getirmektedir [127]. K&k hiicreler tibbi uygulamalar i¢in biiyiik
umut vaat etse de ozellikle embriyonik kok hiicreler olmak iizere belirli kok hiicre tiirlerinin
kullanimiyla 1lgili etik hususlar oldugunu belirtmek 6nemlidir. Etik kaygilar1 gidermek i¢in
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler gibi alternatif yaklasimlar ve kok hiicre kaynaklar1 aktif

olarak arasgtirllmaktadir [128] [129].
Asagidakiler de dahil olmak iizere ¢esitli kok hiicre tiirleri vardir:

1.8.1. Mezenkimal Kok Hiicreler (MSC’ler)

Mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler), cesitli hiicre tiplerine farklilasabilen bir tiir multipotent
stromal hiicrelerdir. Tipik olarak kemik iliginde bulunurlar, ancak adipoz (yag) dokusu, gobek

kordonu kani1 ve plasental doku gibi diger dokulardan da izole edilebilirler [130].

Mezenkimal kok hiicreler, kemik hiicreleri (osteoblastlar), kikirdak hiicreleri (kondrositler) ve
yag hiicreleri (adipositler) dahil olmak iizere mezodermal soydan gelen hiicrelere farklilagma
yetenegine sahiptir. Cesitli hiicre tiplerine farklilagsma yetenegi, onlar1 rejeneratif tip ve doku

mithendisligi uygulamalarinda degerli kilmaktadir [130].

Farklilagma potansiyellerine ek olarak, mezenkimal kok hiicreler immiinomodiilatoér ve anti-
inflamatuar 6zelliklere de sahiptir [130]. Bagisiklik tepkisini modiile edebilirler ve gesitli
inflamatuar ve otoimmiin bozukluklarin tedavisinde potansiyel kullanimlart igin

incelenmislerdir [131].

Mezenkimal kok hiicrelerin osteoartrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve

kemik ve kikirdak gibi dokulardaki yaralanmalar gibi durumlarin tedavisindeki terapdtik
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potansiyelini kesfetmek i¢in arastirma ve klinik caligmalar devam etmektedir. Bu alanda 6nemli
bir ilgi ve umut olsa da, mezenkimal kok hiicrelerin terapodtik yeteneklerini tam olarak anlamak

ve kullanmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu belirtmek 6nemlidir [132].

1.8.2. Embriyonik Kok Hiicreler (ESC’ler)

Embriyonik kok hiicreler (ESC'ler), erken evre bir embriyo olan gelismekte olan bir blastosistin
i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilen pluripotent hiicrelerdir [133]. Pluripotent hiicreler, ii¢ germ
katmaninin (endoderm, mezoderm ve ektoderm) tiim hiicrelerine farklilasma konusunda
benzersiz bir yetenege sahiptir ve bu da onlara viicuttaki herhangi bir hiicre tipini olusturma
potansiyeli verir. Bu olaganiistii 6zellik, embriyonik kok hiicreleri gelisim biyolojisini
incelemek icin degerli bir ara¢ haline getirmekte ve rejeneratif tip i¢in biiyilk umut vaat

etmektedir [134].
Embriyonik kok hiicrelerin temel 6zellikleri sunlardir:

Pluripotensi: Embriyonik kdk hiicreler, her ii¢ embriyonik germ katmanindan dokulari temsil
eden ¢ok cesitli hiicre tiplerine farklilasabilir [134].

Kendini Yenileme: ESC'ler, farklilasmamis bir durumu koruyarak boliinme ve 6zdes yavru

hiicreler iiretme yetenegine sahiptir. Bu kendini yenileme kabiliyeti, arastirma veya potansiyel

terapotik uygulamalar igin biiyiik miktarlarda hiicre iiretilmesini saglar [134].

Embriyonik Kékenli: Bu hiicreler, embriyonik gelisimin erken agamalarinda olusan blastosistin

i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilir [134].

Arastirma ve Terap6tik Potansiyel: Pluripotent dogalar1 nedeniyle, embriyonik kok hiicreler

rejeneratif tip, doku replasman tedavileri ve gelisim ve hastalik mekanizmalarin1 anlama

potansiyelleri agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir [135].

Embriyonik kok hiicrelerin kullaniminin etik kaygilara yol agtigin1 belirtmek énemlidir ¢iinkii
bunlarin elde edilmesi embriyolarin yok edilmesini gerektirmektedir [136]. Sonug olarak,
yetiskin hiicrelerden benzer pluripotent 6zelliklere sahip olacak sekilde yeniden programlanan
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC'ler) gibi alternatif yaklagimlar, bu etik hususlarin

bazilarini ele almak igin gelistirilmistir [137].

Embriyonik kok hiicreleri iceren arastirmalar, hiicre farklilasmasi, gelisim biyolojisi ve

potansiyel terapotik uygulamalart anlamamiza 6nemli 6l¢iide katkida bulunmustur. Bununla
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birlikte, etik ve diizenleyici hususlar bu hiicrelerin arastirma ve klinik ortamlarda kullanimini
sekillendirmeye devam etmektedir.
1.8.3. Fibroblast Hiicreleri

Fibroblastlar, doku ve organlara yapisal destek saglayan hiicre disi matris (ECM) ve kolajenin
sentezinde ve korunmasinda ¢ok onemli bir rol oynayan bir tiir bag dokusu hiicresidir. Bu
hiicreler deri, tendonlar, baglar ve bircok organin stromasi dahil olmak iizere viicuttaki ¢esitli

bag dokularinda bulunur [138].
Fibroblastlarin temel 6zellikleri sunlardir:

ECM Sentezi: Fibroblastlar kolajen, elastin ve glikoproteinler gibi ECM bilesenlerinin

iiretilmesinden ve salgilanmasindan sorumludur. ECM, hiicreler i¢in bir iskele saglar, doku

giiciine ve elastikiyetine katkida bulunur ve hiicresel davranisi etkiler [138].

Yara lyilesmesi ve Doku Onarimi: Fibroblastlar yara iyilesmesi ve doku onarimu siirecinde

kritik bir rol oynar. Bir yaralanmadan sonra, hasar bolgesine go¢ ederler ve hasarli bolgenin

yerini alacak yeni bag dokusunun olusumuna katkida bulunurlar [139].

Inflamasyonun Diizenlenmesi: Fibroblastlar bagisiklik tepkilerini modiile edebilir ve cesitli

dokularda inflamasyonun diizenlenmesine katilabilir [140].

Hiicre Iletisimi: Fibroblastlar sinyal yollar1 araciliiyla diger hiicrelerle iletisim kurarak hiicre

davranigin1 ve doku homeostazisi etkiler [138].

Farklilasma: Belirli kosullar altinda fibroblastlar, kontraktil 6zelliklere sahip 6zellesmis bir
hiicre tiirli olan miyofibroblastlara farklilagabilir. Miyofibroblastlar yara iyilesmesi sirasinda

doku kasilmasinda rol oynar [138].

Kisaca fibroblastlar, ozelliklerinde de belirtildigi {izere dokularin yapisal biitiinliigline ve
islevine katkida bulunan ¢ok yonlii hiicrelerdir. Bu hiicrelerin biyolojisini anlamak doku
miihendisligi, rejeneratif tip ve asir1 fibroblast aktivitesinin anormal doku skarlasmasina yol
acabilecegi fibrotik kosullar da dahil olmak iizere cesitli hastaliklarin tedavisi baglaminda

onemlidir [138] [141].
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2. MALZEMELER VE YONTEM
2.1. Malzemeler

Fosfat tamponlu salin (PBS, pH = 7.4) Winsent, Inc. sirketinden (Kanada) satin alinmustir.
Domuz derisinden elde edilen Jelatin Tip A, metakrilik anhidrit (MAA) ve diyaliz membrani
(12-14 kDa) Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir. Lityum fenil-2,4,6-trimetil-
benzoil fosfinat (LAP) (%95 saflikta, MW = 294.21 g/mol) Tokyo Kimya Endiistrisi’ nden
tedarik edilmistir. Saf su MP MINIPURE ultra saf su cihazt MES medikal endiistriyel sistemler
firmasindan (Tiirkiye) temin edilmistir. Sodyum karbonat (Na2CQOz), sodyum hidroksit (NaOH)
ve %37 HCl Merck KGaA'dan (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Sodyum hidrojen
karbonat (NaHCO3, >%99,7) ISOLAB'dan (Eschau, Almanya) temin edilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Keratin Ekstraksiyonu

L-sistein kullanilarak koyun yiiniinden keratin elde etme islemi, Wang ve arkadaslar1 [142]
tarafindan belirlenen metodoloji modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Kisaca, temizlenmis ve
aseton: etanol (50:50) karisiminda kurutulmus koyun yiinii liflerinden 5 gr yiin tartilmistir. Sekil
6’da da gosterildigi gibi yiin, ¢oziinme hizini arttirmak i¢in makas kullanilarak milimetrik
boyutlarda kesilmistir. Daha sonra, 90 ml ultra saf suya 0,165 M L-sistein ve 8 M iire ¢ozeltisi
eklenmistir. Ardindan, ¢ozeltinin pH'1 75 °C' de 5 M NaOH kullanilarak 10,5' e ayarlanmis ve
yaklagik 12 saat boyunca karigmaya birakilmistir. Bir sonraki adim, keratin karistminin ¢oklu
filtrasyonlari1 ve ardindan 3 giin boyunca diyaliz membranlar1 (MWCO 12-14 kDa)
kullanilarak 37 °C' de saf suya kars1 diyaliz islemini kapsamaktadir. Diyaliz suyu giinde en az
3 kez degistirilmistir. Diyaliz islemi tamamlandiktan sonra 3 giin boyunca kurutulmus ve daha

sonra kullanilmak {izere -20 °C' de saklanmustir.
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L-sistein

Ure

Keratin Liyofilizasyon

Sekil 6. Koyun yliniinden keratin eldesinin sematik gdsterimi

2.2.2. Keratin Metakrilat (KerMA) Sentezi

Sekil 7°de de sema olarak gosterildigi gibi ekstrakte edilen 6 gr keratin 50 ml 0,25 M sodyum
bikarbonat tamponu (CB) (pH = 9,5) i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Cozelti 50 °C' ye ve pH 9,00 a
ayarlanmigtir. Metakrilasyon reaksiyonu MAA' nm 0,5 ml/dk hizinda eklenmesiyle
baslatilmigtir. 3 saatin sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in tampon ¢6zeltisi eklenmistir. Daha
sonra, karigim diyaliz membranlart (MWCO 12-14 kDa) kullanilarak 37 °C' de 10 giin boyunca
saf suya kars1 diyaliz edilmistir. Son olarak, toz formdaki KerMA 3 giin boyunca liyofilizasyon
sonucunda elde edilmistir (Sekil 8). KerMA, bir sonraki kullanima kadar -20 °C' de

saklanmuistir.
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Sekil 7. KerMA sentezinin kimyasal gosterimi
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Sekil 8. KerMA sentezi

2.2.3. GelMA Sentezi

GelMA daha once literatiire sunulan bir yontem kullanilarak sentezlenmistir [143]. Baslangicta,
Tip A domuz derisi jelatini CB tamponunda (1 L damitilmis suda 3,18 gr sodyum karbonat ve
5,86 gr sodyum bikarbonat igeren 0,1 M CB tamponu pH 9,00) 60 °C'de %10 (w/v)
konsantrasyonda ¢ozdiiriilmiistiir. Reaksiyonun sematik gosterimi Sekil 9’ da gosterilmistir.

Jelatinin ¢oziinmesinden sonra, jelatinin grami1 bagina 0,1 mL MAA damla damla ilave edilerek
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50 °C' de 3 saat boyunca jelatinin fonksiyonel gruplar ile reaksiyona sokulmustur. 3 saat sonra
pH 7.4' e ayarlanarak reaksiyon sonlandirilmistir. Kalan tuzlar ve reaksiyona girmemis MAA,
12-14 kDa kesme degerine sahip bir diyaliz membrani kullanilarak 4 giin boyunca 37 °C' de
distile suya kars1 bir diyaliz islemi ile uzaklastirilmistir. Ardindan, diyaliz ¢ozeltisi 4 giin

boyunca liyofilize edilmis ve bir sonraki kullanima kadar +4 °C' de saklanmustir (Sekil 10).

OH

. \[)L J\( o

H,_N Metakrilik anhidr\t[MAA)
025MCBTampun 50°C, 3 saat OH

NH,

H,N HN
OH
NH Metakrilik asit

Jelatin Jelatin Metakriloil

(GelMA)

Sekil 9. GelMA sentezinin kimyasal gosterimi

Jelatin

Tamponigerisinde GelMA
¢dzinmus jelatin solisyonu
solisyonu

GelMA Liyofilizasyon

Sekil 10. GelMA sentezi
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2.2.4. Doku Iskelesi Tasarim ve Uretimi

Izgara model iskeleler i¢in CAD dosyalar1 SolidWorks 2020 (Dassault Systémes SE, Vélizy-
Villacoublay, Fransa) kullanilarak olusturulmustur. iskeleler, 3x3 kare gdzeneklerden olusan
17,9x17,9x1,3 mm? olacak sekilde tasarlanmistir. Her bir gézenek 3x3 mm?2 capinda ve porlar
aralarindaki mesafe 3 mm olarak belirlenmistir. Tasarimlar .stl formatina doniistiirilmiis ve 3D
yazict yazilimi Chitubox (Shenzhen Chuangbide Technology Co. Ltd., Shenzhen City, Cin)
kullanilarak cihaza uyarlanmistir (Sekil 11a). Doku iskelelerini iiretmek igin ticari olarak
erisilebilir DLP tabanli 3B yazici (Anycubic Photon D2) kullanilmistir. Cihaz 405 nm dalga
boyunda 1518a sahiptir.

Sekil 11. GeIMA tabanli iskelelerin tasarim ve tiretiminin sematik gosterimi, bilgisayarda
CAD model tasarimi (a), iskeleleri olusturmak i¢in DLP cihazinda hidrojelin kiirlenmesi (b),

3B baskili GelMA tabanli iskeleler (c)

Manyetik bir karistirici kullanilarak, %10 (a/h) ticari GeIMA ¢6zeltisi PBS i¢inde keratin ve
KerMA ¢ozeltileri (%1, %3, %5 ve %10 (a/h)) tampon ¢ozeltisinde 50 °C' de yaklasik 30
dakikada hazirlanmistir. Coziinmiis GeIMA ile keratin ve KerMA ¢ozeltileri karistirilarak
yaklagik 15 dakika daha karistirilmistir. Ardindan, foto-baslatici olarak %0,5 (a/h) LAP
¢cOziinmiis ¢ozeltiye eklenmis ve 15 dakika daha karistirilmistir. Karisim daha sonra DLP
cihazinin tankina aktarilmistir ve basim baslatilmistir (Sekil 11b). Uretilen 3B doku iskeleler -
20 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 11c).
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2.3. Doku Iskelelerin Karakterizasyonu

Sekil 12. Karakterizasyon cihazlariin goriintiileri, (A) Uv-vis cihazi, (B) Reometre cihazi,

(C) Basma testi cihazi, (D) SEM cihazi ve (E) FT-IR cihazi

2.3.1. 'H NMR Testi

GelMA ve KerMA'nin metakrilasyon dereceleri (DS) *H-NMR spektroskopisi (Bruker Avance
II1 600 MHz, Bremen, Almanya) kullanilarak arastirilmistir. Jelatin, GeIMA, keratin ve KerMA
D20 iginde 10 mg/ml konsantrasyonda ¢ozdiiriilmiistiir. *H-NMR spektrumlar1 600 MHz
frekansinda ve oda sicakliginda elde edilmistir. GeIMA' nin DS degeri asagidaki denklem (1)’e

gore hesaplanmaistir:

GelMA lizin metilenin pik alant

DS (%) = (1 — ) x 100 (1)

jelatin lizin metilenin pik alant

2.3.2. 2,4,6-trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) Analizi

DS’ yi dlgmek i¢in KerMA nin modifiye edilmemis e-amino gruplarimin sayisini belirlemek
iizere 2,4,6-trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS veya TNBSA) kullanilmistir. Bu testte metot
olarak Yu ve arkadaslarinin daha 6nce gelistirdikleri yontem kullanilmistir [144]. Baslangicta,

her bir numune %1,0 oraninda damitilmis suda ¢ozdirilmiistiir. Ardindan, ¢6zelti 15 ml' lik
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plastik bir tiipe eklenmistir. Daha sonra, her bir numuneden 100 pl alinip 800 ul CB tamponu
ile kanstirtlmistir. Karigtirma ¢ozeltisi bir TNBS c¢ozeltisi ile birlestirilmis ve ardindan 40
dakika boyunca 37 °C' de isitilmistir. Ardindan, TNBS reaksiyonu 250 pl 0,1 M HCI eklenerek
durdurulmus ve ¢6zelti 40 dakika boyunca 37 °C' de stabilize edilmistr. Reaksiyon tiriiniiniin
homojen bir sekilde karismasini saglamak i¢in tiipler vortekslenmistir. Son olarak, reaksiyon
cozeltileri  spektrofotometrik  analize  tabi  tutulmustur.  Absorbans  UV-vis

spektrofotometresinde (UV-2600, Shimadzu, Japonya) 349 nm' de dlglilmiistiir (Sekil 12A).

TNBS yontemi i¢in 500 ul 1,6 mg/ml jelatin ve GeIMA 0,1 M sodyum bikarbonat ¢ozeltisinde
¢oziildiikten sonra 2 ml' lik eppendorf tiiplerine eklenmistir. Ardindan, 500 pl %0,2 TNBS
cozeltisi eklenmis ve tiipler 37 °C' de 3 saat bekletilmistir. Daha sonra, reaksiyonu durdurmak
icin tiiplere 250 pl 1 M HCI ve 500 ul %10 SDS ¢ozeltisi eklenmistir. Jelatin ve GelMA
orneklerinin absorbans degeri UV-vis spektrofotometre (UV-2600, Shimadzu, Japonya)
kullanilarak 335 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Sekil 12A). Jelatin ve GelMA' daki serbest
primer amino gruplarinin molar konsantrasyonu lizin kalibrasyon egrisi temel alinarak

hesaplanmistir [145].

2.3.3. Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Tiim doku iskelelerinin kimyasal yapilari, fourier doniistimii kizilotesi spektroskopisi (Jasco,
FT/IR 4700, Pfungstadt, Almanya) kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 12E). Oda sicakli§inda
ortalama 4 cm™ ¢oziiniirliikte 32 tarama ile 4000-400 cm™ dalga boyu arasinda &lgiimler

yapilmugtir.

2.3.4. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

DLP yontemiyle iiretilen GelMA tabanli doku iskelelerinin morfolojisini incelemek igin
taramali elektron mikroskobu (EVA MA 10, ZEISS, San Diego, CA, ABD) kullanilmistir
(Sekil 12D). SEM goriintiisii alinmadan 6nce boyutlarina gore kesilen doku iskelelerinin yiizeyi
120 saniye boyunca piiskiirtmeli kaplayici (SC7620, Quorum, Lewes, BK) kullanilarak ince bir
altin tabakasi ile kaplanmistir. Analiz i¢in 10 kV voltaj uygulanacak ve taramalar icin cesitli

biiylitmeler kullanilmastir.

2.3.5. GelMA Tabanh Doku iskelelerin Mekanik Testleri

Basma test cihaz1 (EZ-LX, Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilarak GeIMA bazli iskelelerin
mekanik dayanimi incelenmistir (Sekil 12C). iskeleler paslanmaz ¢elik bir plaka iizerine 2 mm

mesafede yerlestirilmis ve iskelelerin eksenine dik olarak 0,1 mm/dk sabit hizda eksenel kuvvet
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uygulanmistir. Her test {i¢ tekrarli gerceklestirilmistir.

2.3.6. Sisme ve Degradasyon Testleri

Doku iskelelerinin sisme davranislarini gézlemlemek icin GeIMA bazlh keratin ve KerMA
iceren iskeleler pH degeri 7,4 olan bir PBS ¢ozeltisine daldirilarak 37 °C' ye ayarh bir termal
calkalayicitya (BIOSAN TS-100) yerlestirilmistir. iskelelerin ilk kuru agirliklar kaydedilmis ve
test i¢in belirli siirelerde (5 dk, 15 dk, 30 dk, 60 dk ve 120 dk) PBS igerisinde bekletilmistir.
Her bir siire tamamlandiginda, iskeleler filtre kagidi kullanilarak fazla sividan uzaklastirilmig
ve agirliklart kaydedilmistir. Testin sonunda, denklem (2) kullanilarak her bir malzemenin
sisme orani hesaplanmaistir:

—xl1
W x100

Sisme Orant =
W,y iskelelerin sistikten sonraki islak agirligini belirtirken, Wo iskelelerin sismeden onceki
agirligimi ifade etmektedir. Daha dogru bir analiz i¢in tim deney gruplart 3 tekrarh

gerceklestirilmistir.

Iskelelerin bozunma 6zellikleri PBS ¢ozeltisi (pH 7,4) icinde ve 37 °C' ye ayarli bir termal
calkalayicida (BIOSAN TS-100) gerceklestirilmistir. Iskelelerin ilk kuru agirliklar
kaydedildikten sonra birikimli olarak 3, 6 ve 9 saat boyunca 37 °C' ye ayarli termal
calkalayicida bekletilmistir. Siirenin sonunda PBS’ den uzaklastirilan iskeleler oda sicakliginda
24 saat boyunca kurutulmustur. Tamamen kuruyan doku iskelelerinin kuru agirliklar
kaydedilerek yeni PBS eklenmesiyle bir sonraki 6lgiim baglatilmistir. Analiz sona erdiginde
iskelelerin bozunma oranini gézlemlemek i¢in denklem (3) kullanilmistir.

Degredasyon Orant = =T %100
Wo

©)

Wt iskelelerin sonraki kuru agirligini belirtirken, Wo iskelelerin ilk agirligini ifade etmektedir.

Her bir deney grubu 3 tekrarli gerceklestirilmistir.

2.3.7. InVitro Biyouyumluluk Testleri

indirekt Sitotoksisite Deneyi

GelMA, GelMA/keratin ve GelMA/KerMA iskele orneklerinin antiproliferatif 6zelliklerini
belirlemek i¢in 1.929 fare fibroblast hiicreleri (ATCC; CCL-1) kullanilmistir. Hiicreler %10
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fetal sigir serumu (FBS) ve 100 Ul/ml penisilin/streptomisin i¢eren Dulbecco modifiyeli Eagle
besi yeri/Nutrient Karigim F-12) (DMEM/F-12) kullanilarak %5 CO2 inkiibatoriinde 37 °C'de
kiiltire edilmistir. Hiicre canliigi XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide) testi kullanilarak belirlenmis ve 6lgtiimler {i¢ kez tekrarlanmistr.
Bunun i¢in 6ncelikle iskeleler, UV 1s1m1 altinda sterilize edilmis ve %5 CO2 inkiibatoriinde 37
°C'de 1, 3 ve 7 giin boyunca hiicre kiiltiirii besi yeri igerisinde inkiibe edilmistir. Ardindan,
hiicreler 1x10* hiicre/kuyu yogunlugunda 96 kuyulu mikro plakaya ekilmis ve %5 CO2
inkiibatoriinde 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki tiim
besiyeri atilmis ve her kuyucuga iskelelerin inkiibe edildigi besi yerinden 100 pl eklenmistir.
Mikro plaka 24 saat CO2 inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki
tiim besiyeri uzaklastirilmis ve 100 pl XTT ¢ozeltisi eklenerek 4 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra ELISA mikro plaka okuyucu kullanilarak 450 nm'de absorbans degerleri okunmustur.
Hiicre canliligi, her bir 0rnek i¢in ortalama absorbans degerlerinin kontroliin ortalama

absorbans degerine boliinmesiyle hesaplanmustir [146] [147] [148].

2.3.8. Hiicre Tutunma Deneyi

Fibroblast hiicrelerinin GeIMA, GelMA/keratin ve GeIMA/KerMA iskelelerine tutunmasi ve
yayilmas1 SEM ile gorsellestirilmistir. Ilk olarak, iskele 6rnekleri 8 mm capinda kesilmis ve 96
kuyucuklu bir mikroplakaya yerlestirilmistir. 1929 hiicreleri 6rneklerin iizerine 1x108
hiicre/kuyu yogunlugunda ekilmis ve %5 COz inkiibatoriinde 37 °C' de 1, 3 ve 7 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Besiyerisiz numune kontrol olarak kullanilmis ve Olgiimler ii¢ kez
tekrarlanmistir. Inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki tiim besiyeri ¢ikarilmis ve hiicre
fiksasyonu i¢in her kuyucuga 100 ul %10 formalin eklenmistir. Mikroplaka 30 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki formalin
uzaklastiritlmig ve 6rnekler 1x PBS ile 3 kez yikanmistir. Son olarak SEM cihazi ile 10 kV' da
gorlntiiler alinmistir. Bu goriintiiler L929 hiicrelerinin 6rnekler iizerindeki adezyon ve

proliferasyonunu incelemek i¢in kullanilmistir [149] [150].

2.3.9. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi GraphPad istatistik yazilimi (GraphPad Inc. CA, ABD)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornek ve kontrol ortalamalar1 eslestirilmemis t-testi
kullanilarak karsilagtirilmistir. p-degerinin 0,05 'ten kiigiik olmasi (p < 0,05) istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur [151].
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3. SONUC VE BULGULAR
3.1. KerMA ve GelMA Hidrojelinin tHNMR Analizi

Jelatinin metakriloil gruplari ile basarili bir sekilde ikame edildigini dogrulamak i¢in *H-NMR
analizi yapilmustir (Sekil 13). Jelatinin *H-NMR Spektrumu ile karsilastirildiginda, GelMA
turuncu (a+b), yesil (¢) ve mor (d) olarak etiketlenen metakriloil gruplarina karsilik gelen yeni
sinyaller sergilemistir. GeIMA' nin 6zelliklerini daha iyi kesfetmek igin yapilan bu ¢alismada,
fenilalanin piklerini (7,1-7,4 ppm) standart olarak aldigimizda, Sekil 13' teki ‘H-NMR
spektrumlart GelMA zincirlerinde, yaklasik 5,3 ve 5,6 ppm (a+b) kimyasal kaymalarindaki
sinyaller, jelatin omurgasinin lizin ve hidroksilizin kalintilarina agilanmig metakriloil grubunun
akrilik protonlarina (2H) atfedilmistir. Bu sonug, anhidrit yapisinda metakrilat anhidritin vinil
gruplarmin varhigiyla iligkili olan C=C baginin varligina isaret etmektedir [152]. GeIMA
spektrumunda yaklasik 1,8 ppm' deki sinyal, agilanmis metakriloil grubunun metil protonlarina
(3H) atanmugtir. Ayrica, jelatine kiyasla GeIMA' da lizin metileniyle (2H) iligkilendirilen
yaklasik 2,9 ppm' deki sinyalin yogunlugunda bir azalma gozlenmistir [153]. Lizin reaksiyon
bolgesi oldugundan, bu bulgu %75.,4 oldugu tahmin edilen DS' yi 6l¢gmek icin kullanilmigtir
[145]. KerMA nin *H-NMR pikleri incelendiginde, GelMA ile benzer sonuglar verdigini ve DS

degerinin de ayn1 oldugu goriilmiistiir.

—— Gelatin
- GelMA
a+b c d
’ | \
A\ AL A
L h' VBVIUL
- /»Jl"l L ! "IkJ ==
v T 1 v L | v 1 v 1 v v T v
12 10 - 6 3 2 0

Chemical shift (ppm)

Sekil 13. Jelatin ve GeIMA'nin *H-NMR spektrumlari [143]
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KERATIN — —

KERMA

Sekil 14. Keratin ve KerMA'nin *H-NMR spektrumlari
3.2. TNBS Analizi

'H-NMR analizlerini desteklemesi igin 6zellikle yeni bir malzeme olan KerMA’ ya diger bir
yontem olan TNBS analizi de yapilmistir. TNBS sonuglarina gore, KerMA i¢in metakrilasyon
derecesi yaklasik %75 tir. Yiiksek ikame derecesi fotokiirlenebilir prosesi miimkiin

kilmaktadir [145].

3.3. FT-IR Analizi

%10 GelMA, %10 GelMA/%]1 keratin, %10 GelMA/%3 keratin, %10 GelMA/%S5 keratin, %10
GelMA/%10 keratin, %10 GelMA/%1 KerMA, %10 GelMA/%3 KerMA, %10 GelMA/%5
KerMA ve %10 GelMA/%10 KerMA iskelelerinin FT-IR spektrumlart asagidaki sekillerde
gosterilmistir (Sekil 15 ve Sekil 16). GeIMA'nin spektrumu sekil 15'te gosterilmistir. Birincil
absorpsiyon pikleri 1631 cm™ (amid I bandinin C=0 germe gruplari) [152], 1525 cm™ (amid I1
bandmin N-H biikiilme gruplari) [154], 1236 cm™ (amid III bandinin C-N germe ve N-H
biikiilmesi) civarinda goézlenmistir [154]. 2929 cm™'deki pikler C-H gruplarinin gerilme
titresimlerini gosterir. 3200-3400 cm™ araligindaki absorpsiyon band1 O-H ve N-H gerilme
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titresimlerine atfedilir [155].

Keratinin yapisinda yer alan bazi fonksiyonel gruplari karakteristik bantlara sahiptir. Bu
bantlar, ayni dalga boyunda konumlandirilan KerMA numuneleri i¢in kaydedilen FT-IR
spektrumlarinda da goriilmiistiir. Keratin ve KerMA igeren tiim yap1 iskeleler i¢in kaydedilen
spektrumlar, hidroksiprolin birimlerinden ve hidroksil grubu tasiyan diger amino asitlerden
gelen -OH gruplarmin gerilme titresimi ile baglantili olarak 3294 cm™de bir tepe noktasi
sergilemektedir. KerMA ve keratin spektrumu 1643, 1529 ve 1240 cm™'de tepe noktalari
gosterdi ve bunlara karsilik olarak sirayla; -C=0 gerilmesi (amid 1), -NH biikiilmesi (amid II)
ve -C-N gerilmesi veya -NH biikiilmesi (amid III) olarak nitelendirilmektedir [156]. Ayrica,
alkil zincirlerinin -CH: gruplarindaki simetrik ve asimetrik gerilmeye karsilik gelen 3294 cm”
L'de bir -CH gerilmesi (A amidi) ve 2934 cm™'de -CH gerilme titresimi gdzlemlenebilmektedir
[144]. Modifikasyon, belirgin amid bantlarinin pozisyonlarini 6nemli 6l¢iide degistirmedi ve
sadece amid I bandinin dalga boyunda kaymasi oldu. Metakrilatlanmanin varligi, literatiirde
1630-1680 cm™ araliklarinda metakrilat vinil grubunun bulundugunu sdyliiyor. Bununla
birlikte, KerMA'larda gii¢lii bir amid I absorbansina denk geldigi i¢in bu tepe noktasi tek bagina
goriilmez ve bu da amid I bandinda kaymalara neden olabilir. Mesela amid I bandinin pik degeri
keratinde 1623 cm™ iken KerMA’da 1643 cm™ de tepe noktas: olusturdugu goriilmiistiir.
Ayrica, KerMA numunesinde C=C (957cm™) baglarmin ve C—H (860 cm™) baglarini isaret
eden yogunlugu diisiikk ama keratine gore daha belirgin iki IR bandi ortaya ¢ikmistir. Bununla
birlikte, KerMA'larda 957 cm™ bandi1 940-970 cm? civarinda gérillen C=C biikiilme
absorpsiyonunda zayif bir tepe noktast oldugu ig¢in, literatiirdeki aragtirmalar geleneksel
yontemlerle metakrilatlama reaksiyonunu dogrulamaktadir. Saf jelatin ve keratinde bulunan
hafif degisiklikler, mevcut gruplarin etkili bir sekilde metakrilat gruplariyla degistirildigini
veya ikame edildigini gostermektedir. Spektrumlar incelendiginde, GeIMA ve KerMA'nin
karakteristik piklerinin varligi bu malzemelerin basarili bir sekilde birlestirildigini

gostermektedir [157].
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Sekil 15. FT-IR analizi a) jelatin, b) GelMA, c) keratin ve d) KerMA
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Sekil 16. FT-IR analizi, a) %10 GelMA/%1 keratin, b) %10 GelMA/%3 keratin ¢) %10
GelMA/%S5 keratin d) %10 GelMA/%10 keratin e) %10 GelMA/%1 KerMA f) %10
GelMA/%3 KerMA g) %10 GelMA/%5 KerMA h) %10 GelMA/%10 KerMA

3.4. SEM Analizi

Gozenekli polimerlerdeki gozenek yapilarinin doku mithendisligi agisindan fonksiyonel 6nemi,

hiicre fonksiyonlarin1 kontrol etme ve yeni doku ve organlarin olusumuna rehberlik etme
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yeteneklerinde yatmaktadir. Bu gézenekler, hiicre ¢ogalmasi i¢in kanal gorevi goriir, yapilarin
yiizeyi boyunca niifuz etmeyi ve dagilmayi miimkiin kilar [158]. Sekil 17, tiretilen GeIMA bazli
doku iskelelerine ait SEM goriintiilerini temsil etmektedir. Sekil 17A kontrol grubunu temsil
eden %10 GelMA doku iskelesine ait SEM goriintiisiinii gostermektedir. Goriintiiler
incelendiginde, GeIMA doku iskelesinin yiiksek poroziteye sahip oldugu gozlenmistir. %10
GelMA doku iskelesine %1, 3, 5 ve 10 keratin ilavesi yiiksek poroziteyi korumustur (Sekil 17
(B, C, D, E)). Sekil 17 (E, F, G, H) incelendiginde, %10 GelMA doku iskelesine eklenen
sirastyla %1, 3, 5, 10 KerMA ilavesi por yapisint kismen degistirse de yiliksek porozite

korunmustur.
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Sekil 17. SEM goriintiileri, (A) %10 GeIMA, (B) %10 GelMA/%]1 keratin, (C) %10
GelMA/%3 keratin (D) %10 GelMA/%5 keratin (E) %10 GelMA/%10 keratin (F) %10
GelMA/%1 KerMA (G) %10 GelMA/%3 KerMA (H) %10 GelMA/%5 KerMA (1) %10

GelMA/%10 KerMA
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3.5. GeIMA Tabanh Doku Iskelelerin Mekanik Testleri

GelMA bazli keratin ve KerMA malzemelerinin mekanik performans: basma testiyle analiz
edilmistir. GeIMA hidrojelinin mekanik 6zellikleri, GeIMA konsantrasyonu ve UV' ye maruz
kalma siiresi degistirilerek ayarlanabilir. Sekil 18 ve Sekil 19' daki gerilim-gerinim
deformasyon egrilerinde gosterildigi gibi herhangi bir siireksizlik, kopma veya ¢atlama
gozlenmedi. Tim iskeleler yaklasik %90 oraninda deforme olmustur. Kaydedilen en yiiksek
gerilim degerleri sergilenmistir. Keratin katkili doku iskelelerinde gerilme degerlerinin ~%0.1
ile ~%1.5 MPa arasinda degistigi gozlenmistir (Sekil 18). KerMA katkili doku iskelelerinde

PR

gerilme degerleri ise ~0.1 ve 2 MPa arasinda degistigi gézlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 18. GeIMA tabanli iskelelerin mekanik test sonuglari, a) %10 GelMA, b) %10
GelMA/%1 keratin, c) %10 GelMA/%3 keratin, d) %10 GelMA/%10 keratin
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Sekil 19. GeIMA tabanli iskelelerin mekanik test sonuglari, a) %10 GelMA, f) %10
GelMA/%1 KerMA, g) %10 GelMA/%3 KerMA, h) %10 GelMA/%5 KerMA, i) %10
GelMA/%10 KerMA

3.6. iskelelerin Sisme ve Bozunma Testleri

Hidrojellerin yiiksek hidrofilik 6zellikleri, doku miihendisligi uygulamalarinda tercih
edilmelerini saglar. Bu 6zellikler, hidrojellerin, besin ve oksijen diflizyonunu kontrol ederek
kapsiillenmis hiicrelerin islevselligini etkileme yetenegi ile iliskilidir. Hidrojellerin yiiksek
hidrofilik 6zellikleri, doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmelerini saglar. Fizyolojik
ortami uyarmak i¢in %10 GelMA/%]1 keratin, %10 GelMA/%3 keratin, %10 GelMA/%5
keratin ve %10 GeIMA/%10 keratin iskeleleri PBS i¢ine yerlestirilmis ve ardindan 37 °C’ ye
ayarli inkiibatorde inkiibe edilmistir. GelMA tabanli keratin ve KerMA katkili doku
iskelelerinin sisme oranlar1 Sekil 20" de gosterilmistir. Sonuglara gére 15. dakikanin sonunda,
tiim doku iskeleleri PBS' yi hizla emmis ve bir denge fazina ulasmistir. Genel anlamda sisme
oranlarinda dengeli bir artis sergileyen GelMA tabanli keratin katkili iskele gruplarmin kendi

aralarinda karsilastirildiginda; %1 keratin ilavesinin %10 GelMA iskelesinin sisme davranigini
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negatif yonde etkiledigi goriiliirken, artan keratin oranmin sisme davranisi pozitif yonde
etkiledigi tespit edilmistir. %10 GeIMA/%]1 keratin, %10 GeIMA/%?3 keratin, %10 GeIMA/%5
keratin ve %10 GelMA/%]10 keratin iskele gruplar1 igerisinde en dengeli sisme davraniginin
%10 GelMA/%5 keratin grubunda oldugu gorilmistiir. Sonug¢ olarak GelMA/keratin
iskelelerinde degisen keratin oranlarinin GelMA’nin su tutma kapasitesi lizerinde hem negatif
hem de pozitif bir etkiye yol a¢tig1 kayit altina alinmistir. Ayni kosullar altinda %10 GelMA/%1
KerMA, %10 GelMA/%3 KerMA, %10 GelMA/%5 KerMA ve %10 GelMA/%10 KerMA
iskele gruplarinin sisme davraniglar1 da Sekil 20‘de verilmistir. GeIMA/KerMA gruplarinin
sisme oranlar1 ele alindiginda, 10 GelMA/%1 KerMA iskele grubunun %10 GelMA/%10
keratin iskele grubu ile neredeyse ayni oranda bir sisme gosterdigi gozlenmistir. Ele alinan
Ol¢iimler sirasiyla gozlemlendiginde 6l¢iimler arasinda dengeli bir artis goriilmiistiir. Bunlarin
yant sira %10 GelMA/%10 KerMA iskele grubunun artan KerMA oranlariyla sisme
davranisinda negatif bir ivmede ilerledigi gézlemlenmistir. Yapilan bu gozlemler sonucunda
Sekil 20° de gosterildigi gibi GelMA/keratin iskelelerinin GelMA/KerMA iskelere kiyasla daha
yiiksek oranlarda sisme davranisina yol actiklari tespit edilmistir. Bu durumda keratinin

hidrofilik yapisinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 20. GelMA, GelMA /keratin ve GeIMA/KerMA iskelelerin sisme davranislari

In vitro kosullarda sisme davranislar1 analiz edilen doku iskelelerinin ayni kosullar altinda
bozunma analizleri yapilmistir (Sekil 21). %10 GelMA, %10 GelMA/%]1 keratin, %10
GelMA/%3 keratin, %10 GelMA/%5 keratin ve %10 GelMA/%10 keratin %10 GelMA/%1
KerMA, %10 GelMA/%3 KerMA, %10 GelMA/%5 KerMA ve %10 GelMA/%10 KerMA
iskeleleri PBS igerisinde inkiibe edilerek bozunma oranlari kayit altina alinmistir. Sekil 20” de
gortldigi gibi %10 GelMA iskele grubunun 9. saatin sonunda %70 oraninda bozundugu
goriilmektedir. Keratin ve KerMA ile hazirlanan doku iskelelerinin ise bozunma oranini
diisiirdiigii goriilmektedir. GelMA/keratin iskele gruplar1 kendi iglerinde karsilastirildiginda en
1yi sonucun %10 GeIMA/%S5 keratin iskele grubunda oldugu goriilmektedir. GelMA/KerMA
iskele gruplarinin analiz sonuclarina bakildiginda artan KerMA oraninin bozunma oranini
arttirken tiim iskele gruplart icerinde en iyi sonucun %10 GelMA/%1 KerMA’ ya ait oldugu
tespit edilmistir. Tiim veriler ele alindigin keratin ve KerMA ile hazirlanan doku iskelelerinin
%10 GelMA iskelesinin hidrofilik 6zelliklerini iyilestirdigi ve mekanik dayanimi arttirdigi

kayit altina alinmustir.

45



M3 saat MW6saat m9saat

70 4

Degredasyon Orani (%)

=
o
1

%10 GelMA %10 GelMA %10 GelMA %10 GelMA %10 GelMA %10 GelMA %10 Gel[MA %10 GelMA %10 GelMA
%1 Keratin %3 Keratin %5 Keratin %10 Keratin %1 KerMA %3 KerMA %5 KerMA %10 KerMA

Degredasyon Siiresi (Saat)

Sekil 21. GelMA, GelMA/keratin ve GelMA/KerMA iskelelerin degredasyon oranlari

3.7. Iskelelerin Biyouyumluluk Ozellikleri

Iskelelerin sitotoksisitesini belirlemek i¢in 1929 fibroblast hiicreleri kullanilmistir [159]. Hiicre
canliligt sonuglari, Sekil 22 'de gosterildigi gibi, %100 degerinin elde edildigi, muamele

edilmemis kontrol grubuna gore, yiizde olarak hesaplanmustir.

Sonug olarak, érneklerin higbiri belirgin sitotoksik etki gdstermemistir. Ozellikle keratin igeren
orneklerin KerMA iceren Orneklere kiyasla daha az sitotoksik etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica, %10 GelMA %1, %3 ve %5 keratin 6rnekleri ytiksek hiicre canliligi
ve ¢ogalmas1 gdstermis ve canlilik yiizdelerini 7. giinde de korumustur. Ote yandan, KerMA
iceren drneklerde belirgin sitotoksik etkiler gozlenmemekle birlikte, hiicre ¢ogalmasinda artis

da olmamistir. Tiim numuneler 7. giinde %80'in ilizerinde hiicre canlilig1 gostermistir.
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Sekil 22. Farkli zaman araliklarinda farkli 6rneklerle inkiibe edilen 1929 hiicrelerinin hiicre
canlilig1 degerleri. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir. *p<0,05 ve

**n<0,001

XTT testinden sonra, 3 ve 7 giin boyunca fibroblast hiicreleriyle birlikte kiiltiirlenmis olan doku
iskelelerin tizerindeki hiicrelerin morfolojileri SEM ile incelenmistir. Sekil 23 ve Sekil 24’ te
gorildiigl gibi, her bir doku iskelesi tizerinde L929 fibroblast hiicrelerin basarili bir sekilde
tutundugu ve ¢ogaldig1 agikca goriilmektedir. Ayrica, hiicrelerin ¢ogalmasi ve tutunmasi igin
GelMA bazl keratin ve KerMA katkili iskelelerin uygun ortami olusturdugunu gostermistir.
GelMA bazli doku iskelelerinin 1.929 fare fibroblast hiicreleri ile biyouyumlu oldugu ve
iskelelerin 7 giinliik bir tedavi siiresi boyunca herhangi bir sitotoksik etki olmadan hiicresel

proliferasyonu ve tutunmay1 destekledigi sonucuna varilabilir.
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Sekil 23. Fibroblast 1.929 hiicrelerinin (A) %10 GelMA, (B) %10 GelMA/%1 keratin, (C)
%10 GelMA/%3 keratin (D) %10 GelMA/%5 keratin (E) %10 GelMA/%10 keratin iskeleleri

tizerindeki SEM goriintiileri
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KerMA (H) %10 GelIMA/%5 KerMA (1) %10 GelMA/%10 KerMA iskeleleri iizerindeki



4. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, yara iyilesmesi i¢in kullanilmak {izere GeIMA bazli keratin ve KerMA
katkil1 doku iskeleleri gelistirilmistir. Bu iskelelerin iiretimi i¢in ilk olarak koyun yliniinden
keratin ekstraksiyonu %65 verimle gergeklestirilmistir. Elde edilen keratin, metakrilasyona
tabii tutularak KerMA sentezi %62 verimle sentezlenmistir. Daha sonra, sentezlenen KerMA
ve GelMA malzemelerine metakrilasyon derecesi tayini i¢in *H-NMR ve TNBS testleri
yapilmistir. %10 GelMA, %10 GelMA/% (1, 3, 5, 10) keratin ve %10 GelMA/% (1, 3, 5, 10)
KerMA doku iskele gruplarinin kimyasal, morfolojik ve mekanik ozellikleri incelenmis ve,
sisme ve bozunma davraniglart in vitro kosullarda test edilmistir. Ayrica biyouyumluluk

ozellikleri XTT testi ile incelenmistir.

!H-NMR analizinin sonucuna gore jelatin metakrilik anhidrit ile basaril bir sekilde reaksiyona
girmis ve metakrilat grubu jelatinde bulunan NH- gruplarina baglanmistir. Bu sentez sonucunda
DS degeri %75.4 olarak hesaplanmigtir. KerMA’ nin metakrilasyonunun ispat: igin yine *H-
NMR analizi yapilmis ve metakrilasyon pikleri goriilmiistiir. TNBS analizi sonucunda
KerMA’nin DS degeri %75 olarak hesaplanmistir. Bu testler ile, KerMA ve GelMA’ nin

basaril1 bir sekilde sentezlendigi gézlenmistir.

FT-IR analize gore jelatin, keratin, KerMA ve GelMA’ nin karakteristik bantlar1 spektrumda
goriilmiistiir. Jelatin ve keratin piklerinde goriilen kaymalar GeIMA ve KerMA’ nin basarili bir

sekilde sentezlendigini kanitlamaktadir.

Morfolojik analiz sonucunda, DLP teknigi ile tretilen doku iskeleleri istenen boyut ve
geometrilerde Ttretilmistir. Goriintiiler incelendiginde, GelMA’ ya keratin ve KerMA
eklenmesinin morfolojiyi bozmadigi ve tasarimda planlanan kare formunda iskelelerin

iretildigi gozlenmistir.

Mekanik test sonucunda, GelMA bazli doku iskelelerine keratin ve KerMA eklenmesi uzama
miktarii %90 lara kadar ¢ikarmustir. Ozellikle KerMA igeren iskelelerin uzama miktarlar1 ve

gerilme degerleri keratinli gruplardan daha ytiksek ¢ikmistir.

In vitro hiicre kiiltiirii galismanin sonucuna gore, iiretilen tim GelMA bazli doku iskelelerin
1929 fare fibroblast hiicreleri ile biyouyumlu oldugu ve herhangi bir sitotoksik sonug elde

edilmedigi gdzlenmistir. Ayrica {iretilen tiim iskelelerin hiicreler i¢in uygun bir biiyiime ortami1
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olusturdugu SEM ile gozlenmistir. Sonug olarak; sunulan tez c¢alismasinda elde edilen
sentezlenmis yeni malzemeler, sentezlenen malzemeler ile iiretilen {i¢ boyutlu doku iskeleleri
ve diretilen lic boyutlu doku iskelelerinden karakterizasyon testleri sonucunda elde edilen
bulgular, gelistirilen doku iskelelerinin yara iyilesmesi c¢alismalarinda literatiire biiyilik

katkisinin olabilecegini géstermistir.
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