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OZET

4B Biyobaski ile Sicakhik Duyarh Hidrojel Platformu Uretimi ve Katlanma Kontrolii: Kas Doku
Miihendisligine Yonelik Uygulamalar

Iskelet kas1 dokusu, insan viicudunda hareketin saglanmasi gibi temel islevlerde gérev almaktadir.
Ancak, dokunun dogal rejenerasyon yeteneginin sinirliligi ve fonksiyonel kayiplar telafi edebilecek
etkili tedavi yontemlerinin eksikligi, bu dokunun yenilenmesini hedefleyen yenilik¢i ¢caligmalarin 6niine
yeni bir aragtirma alani agmistir. Geleneksel tedavi yontemlerinin ¢ogu, dokunun mekanik ve
biyokimyasal Ozelliklerini tam olarak taklit edememekte ve bu da rejeneratif tipta alternatif
yaklagimlarin 6n plana ¢ikmasina neden olmaktadir. Doku miihendisligi, biyomalzemeler, hiicreler ve
biyokimyasal ajanlar kullanarak fonksiyonel dokular1 yeniden olusturmay1 hedefleyen disiplinler arasi
bir yaklagimdir. Bu alanda tasiyict iskelelerin gelistirilmesi, doku yenilenmesi siirecinde hiicrelerin
tutunmast, ¢cogalmasi ve organize olmasi i¢in gerekli mikro ¢evreyi saglayan temel bir unsurdur. Ancak,
kas dokusunun kompleks yapist ve dinamik fonksiyonlar1 nedeniyle bu dokunun rejenerasyonunda
etkili olabilecek tasiyici iskelelerin tasarimi biiyiik bir zorluk olusturmaktadir. Son yillarda, 3 boyutlu
(3B) baskilama teknolojisinin bu alanda sundugu ¢oéziimler, 4 boyutlu (4B) baskilama gibi yenilikgi
yaklagimlarin gelismesiyle daha da ileri bir noktaya taginmistir. 4B baskilama, biyomalzemelere sekil
hafizasi, kendiliginden harekete gegme gibi akilli davranig 6zellikleri kazandirirken, bu yapilarin dig
uyaranlara duyarli bir sekilde sekil degisikligi yapabilmesini saglamaktadir. Bu teknoloji, karmasik
doku mimarilerini olusturmak igin yeni kapilar agmis, ayni zamanda biyomalzeme bilimi ile doku
miihendisligini entegre eden 6nemli bir yenilik sunmustur. Geleneksel doku iskelesi tasarimlarinin
Otesinde, 4B baskilama sayesinde dinamik, uyarlanabilir ve dis etkenlere duyarli doku iskeleleri
iretmek miimkiin hale gelmistir. Bu tez ¢alismasi, kas doku miihendisligi alaninda 4B baskilama
teknolojisinin kullanimini ve bu teknoloji ile biyomalzeme sentezi, hiicre etkilesimleri ve fonksiyonel
doku olusturma potansiyelini arastirmaktadir. Calismada 4B baskilama ile sekil degisikliklerinin
optimize edilmesi ele alinmig olup bu materyallerin hiicre tutunma ve ¢ogalma iizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Bu baglamda, bu tez c¢alismasinda 4B baskilama teknolojisinin kas doku
rejenerasyonu i¢in yenilikg¢i bir yaklasim sundugunu ortaya koymay1 hedeflemektedir.

Anahtar Sézciikler: Biyobaski, 4B Baski, Doku Miihendisligi, iskelet Kasi, Sicaklik Duyarl
Malzemeler



SUMMARY

Production of Temperature-Sensitive Hydrogel Platform with 4D Bioprinting and Folding
Control: Applications to Muscle Tissue Engineering

Skeletal muscle tissue plays a role in basic functions such as providing movement in the human body.
However, the limited natural regeneration capacity of this tissue and the lack of effective treatment
methods to compensate for functional losses have opened a new research avenue aimed at its
regeneration. Traditional treatment approaches often fail to fully replicate the mechanical and
biochemical properties of the tissue, which has led to the prominence of alternative strategies in
regenerative medicine. Tissue engineering is an interdisciplinary approach that aims to reconstruct
functional tissues by utilizing biomaterials, cells, and biochemical agents. The development of scaffolds
in this field serves as a fundamental element, providing the necessary microenvironment for cell
adhesion, proliferation, and organization during the tissue regeneration process. Nevertheless, the
complex structure and dynamic functions of muscle tissue present significant challenges in designing
scaffolds that can effectively support its regeneration. In recent years, solutions offered by three-
dimensional (3D) printing technology have advanced further with the emergence of innovative
approaches such as four-dimensional (4D) printing. 4D printing endows biomaterials with smart
properties such as shape memory and self-actuation, enabling these structures to undergo shape
transformations in response to external stimuli. This technology has opened new opportunities for
creating complex tissue architectures and provides a significant innovation by integrating biomaterial
science with tissue engineering. Beyond traditional scaffold designs, 4D printing allows for the
production of dynamic, adaptable, and stimulus-responsive scaffolds. This thesis investigates the use of
4D printing technology in muscle tissue engineering and explores its potential for biomaterial synthesis,
cell interactions, and functional tissue formation. The study focuses on optimizing shape
transformations achieved through 4D printing and evaluates the effects of these materials on cell
adhesion and proliferation. In this context, the thesis aims to demonstrate that 4D printing technology
offers an innovative approach to muscle tissue regeneration.

Keywords: 4D Printing, Bioprinting, Skeletal Muscle, Temperature-Sensitive Materials , Tissue
Engineering
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ONSOZ

4B baski, 3B baskiya zaman parametresi eklenmesi ile ortaya ¢ikan bir teknolojidir. 3B
baski ile iiretilen bir yapinin farkli uyaranlar dogrultusunda zaman iginde kendi kendine form
veya Ozellik degistirmesine dayanmaktadir. 4B baski yaklasimi mimari ve optik gibi farkli
alanlarda kullanilabildigi gibi rejeneratif tip uygulamalarinda da giderek artan bir 6neme
sahiptir. 4B baski kavrami, 3B baskiy1 uyaranlara duyarli materyaller veya "akilli materyaller"
ile biitiinlestirir. Geleneksel 3B baskidan farkli olarak 4B baski, sicaklik, manyetik alanlar,
151k, pH ve elektrik gibi dig uyaranlara yanit olarak baslangictaki baski durumunda kasith
degisikliklere izin verir. "4B baski" terimi, bu dis etkenler nedeniyle zaman i¢cinde meydana
gelen dinamik doniigiimleri tanimlamak i¢in tiiretilmistir. Son yillarda 4B biyobaski, 6zellikle
doku miihendisligi alaninda ©nem kazanmistir. Doku miihendisliginde 6nceden
programlanmis sekil degisiklikleriyle damar, kas ve kemik gibi boru seklindeki yapilari
olusturmak i¢in kullanilir. Bu c¢alismada, sicaklik duyarli bir malzeme olan poli(n-
izopropilakrilamid) (P(NIPAm)) ve farkli biyomalzemenin bir arada kullanimiyla katlanmasi

kontrol edilebilen yapilarin 4B biyobaski yaklagimu ile liretimi amaglanmuistir.

Yiksek lisans egitimim siiresince destegini benden esirgemeyen, bilgi ve tecriibesi ile
bana yol gosteren, tez stirecimde bana her tiirlii destegi saglayan danismanim Prof. Dr. Pmar
YILGOR HURI’ ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Biitiin siire¢ boyunca her tiirlii yardimda
bulunan Emre ERGENE, Seyda GOKYER, Utku Serhat DERICI, Osama Ali ALHINDY,
Begiim PINARBASI, Is1l YAZGAN, Ayse YALCINER ve Meri¢ GOKER’ e tesekkiir ederim.
Egitimim boyunca yanimda bulunan basta babam Prof. Dr. Hikmet ALTUNAY, annem Dr.
Kerime ALTUNAY ve ablam Basak ALTUNAY olmak iizere tiim aileme tesekkiir ederim.
Tez siirecimde yanimda olan Aybilke MARAS ve tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. iskelet Kasi

Iskelet kasi, viicudun en esnek ve uyum saglayabilen dokularindan biri olarak 6ne ¢ikar.
Insan viicudundaki toplam agirhigm yaklasik %40’1n1 olusturur ve viicut proteinlerinin biiyiik
bir kismimi (%50-75) biinyesinde barindirir. Ayrica, protein doniisiimiiniin %30-50’sini
gerceklestirerek metabolik denge agisindan 6nemli bir rol oynar. Temel bilesenleri arasinda su
(%75), protein (%20) ve inorganik tuzlar, mineraller, karbonhidratlar ve yaglar (%5) yer alir.
Kas kiitlesinin miktari, protein sentezi ve yikimi arasindaki hassas dengeye baglidir. Bu
stirecler, fiziksel aktivite, beslenme, hormonal durum ve hastalik gibi cesitli faktorlerden
etkilenir. Kasin yapisal, kasilabilir ve diizenleyici proteinlerinin fonksiyonel katkilari, hareket
kabiliyeti ve genel saglik acisindan onemli oldugu icin bilimsel calismalarda genis yer

bulmaktadir (Frontera ve Ochala, 2015).

Iskelet kas1, hem mekanik hem de metabolik agidan viicudun birgok islevine destek verir.
Mekanik olarak, kimyasal enerjiyi mekanik enerjiye cevirerek hareket saglar, gii¢ ve kuvvet
iretir, durusu destekler ve giinliik aktivitelerin gergeklesmesine olanak tanir. Bu fonksiyonlar,
bireyin sagligin1 ve bagimsizligim siirdiirmesine 6nemli katkilar sunar. Metabolik agidan
bakildiginda ise kas dokusu, enerji metabolizmasinin temel bir pargasidir; amino asitler ve
karbonhidratlar gibi enerji kaynaklarini depolar, viicut sicakliginin korunmast igin 1s1 {iretir ve
fiziksel aktiviteler sirasinda yakat tiikketiminde aktif bir rol oynar. Kas, ayrica diger dokularin
ihtiyact olan amino asitler i¢in bir depo gorevi goriir. A¢lik durumunda bu amino asitler, kan
sekeri seviyesini sabit tutmaya yardimci olur. Kas kiitlesinin azalmasi, stres ve kronik
hastaliklara kars1 viicudun savunma mekanizmasini1 zayiflatabilir, bu da kasin genel saglik

tizerindeki kritik roliinii ortaya koyar (Wolfe, 2006).
1.1.1. Iskelet Kasinin Yapisi

Iskelet kast, birbirine paralel hizalanmis miyofiberlerden olusan ve oldukca dinamik bir
yapiya sahip bir dokudur. Anatomik olarak son derece diizenli bir organizasyon sergiler.
Iskelet kasi, ok gekirdekli miyofiberlerin yam sira kan damarlari, sinir ag1 ve bu yapilari
cevreleyen bag dokularindan meydana gelir. Miyofiber gruplari, perimisyum ad1 verilen bag
dokusu ile kaplanirken, bu gruplarin dis kismi epimisyum adi verilen bir baska bag doku

tabakasi ile sarilir. Her bir miyofiber, uydu hiicrelerini igeren bazal bir lamina ile



cevrelenmistir. Bu miyofiberler, miyoblastlarin bir araya gelerek olusturdugu miyofibrillerden

meydana gelir (Qazi vd., 2015).

Miyofibriller, sarkomerlerin tekrar eden birimlerinden olusur ve bu yapi, kasin islevsel
organizasyonunun temelini olusturur. Bu yap1 Sekil 1.1.” de gosterilmistir. Sarkomerler, aktin
adi verilen ince filamentler ile miyozin adi verilen kalin filamentlerden meydana gelir ve bu
diizenleme, iskelet kasinin en kii¢iik fonksiyonel birimini temsil eder. Kas dokusundaki
hiicresel organizasyon, dokunun fonksiyonlariyla dogrudan iliskilidir. Bu nedenle, kasin
hiyerarsik yapisini geometrik olarak taklit etmek, hiicre hizalamasini indiiklemek ve miyojenik

stiregte kritik bir adimi1 temsil etmek i¢in 6nem tasir (Zhuang vd., 2020).

Cc Sarcolemma

Sekil 1.1. iskelet kas1 yapis1 (Serbest ve Eldogan, 2014)



1.1.2. Ekstraseliiler Matrisin Kompozisyonu

Ekstraseliiler matris (ECM), hiicre bilesenlerine yalnizca mekanik bir destek saglamakla
kalmaz, aynit zamanda hiicre davraniglarin1 yonlendiren énemli bir rol oynar. Bu nedenle,
matrisin bilesiminin incelenmesi, hiicre iskelesi iiretiminde dogru malzeme se¢iminde biiyiik
onem tasir. iskelet kasi, bazal lamina ve kas i¢i bag dokularindan olusan kompleks bir yapiya
sahiptir. Bazal lamina, sarkomer, miyofibril, miyofiber ve uydu hiicrelerini bag dokudan
ayiran bir bariyer islevi goriir (Ahlstrom, 2019). Hiicrelerin adhezyon, migrasyon, kaynagma
ve farklilagma gibi aktiviteleri genellikle bu tabakanin altinda gergeklesir. Bu tabaka laminin,

kollajen tip IV, nidojen ve perlekan gibi bilesenlerden olusur.

Bag dokunun diizenli yapis1 {i¢ temel katmandan meydana gelir. Endomisyum, bazal
laminanin kapladig1 her bir miyofiberi ¢evreler ve kolajen liflerden olusur. Bir araya gelen
miyofiber gruplari, kolajen tip I bakimindan zengin perimisyum ile sarilir. Bu yapimin dig
kismi ise epimisyum adi verilen, kolajen bazli bir lif tabakasi ile kaplanir. Literatiirde de
goriildiigi gibi, iskelet kaslarinin yapisal bitiinliigii, farkli tiplerde kolajen tarafindan
saglanmaktadir. Bu bilesenlerin organizasyonu, kasin fonksiyonel yapisini ve onarim
kapasitesini 6nemli 6lgiide etkiler (Thorsteinsdéttir vd., 2011). Ozellikle, ECM' nin yapisal
biitiinliigi ve biyoaktif molekiillerinin varligi, kasin rejenerasyon potansiyelini dogrudan

etkiler.
1.1.3. Matris Sertligi

Hiicrelerin davraniglarinin, bulunduklart ortamin ve yiizeylerin mekanik 6zelliklerinden
onemli Olciide etkilendigi bilinmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma siirecgleri,
ortamin sertligi (stiffness) tarafindan yénlendirilebilir. Ornegin, daha yumusak yiizeylerde
(0,1-1 kPa) noronal fenotip gelistirme egilimi gOsterirken, sertligi 8-17 kPa arasinda olan
matrisler iizerinde miyojenik bir yonelim sergilerler (Engler vd., 2006). Saglikli kas
dokusunun elastik modiilii ortalama 12 kPa civarindayken, yaslanmis, hasar gérmiis veya
dejenerasyona ugramis kas dokularmin elastik modiilii 18 kPa’nin iizerinde degerler alir

(Gillies ve Lieber, 2011).
1.1.4. Kas Dokusunda Yaralanma

Kas dokusu yiiksek yenilenme kapasitesine sahip dokulardan biridir. Ancak travma ve
benzeri durumlar sonrasi kas dokusunda kalic1 deformasyonlar olusabilir. Mekanik travmalar,

miyofiberlerin plazma membraninda hasar olusturarak hiicrelerin ani nekrozuna yol agar. Bu



durum, sarkoplazmanin agiga ¢ikmasina ve yirtilmis miyofiberlerin tiim uzunlugu boyunca
nekrozun yayilmasina neden olur. Bunun aksine, dolayli yaralanmalar (6rnegin, denervasyon,
zorlanma veya iskemi) plazmalemmanin bozulmasia yol acar ve hiicre dis1 kalsiyumun
miyofiberlere girisini tetikler. Sonug olarak, ¢evredeki miyofiberler hiperkontraksiyona maruz
kalir ve yogun, diizensiz miyofilament kiimelerine doniigerek kasilma pihtilar1 olusturur. Bu
siire¢, hiicre dis1 ortamda diizenlenen bir protein kinaz kaskadini aktif hale getirir, lokal

inflamasyonu tetikler ve kas dejenerasyonunu hizlandirir (Li vd., 2001).

Iskelet kasinin yiiksek vaskiilarizasyonu nedeniyle, yaralanan damarlardan kanama
yaygindir ve hematom olusumu ile sonuglanabilir. Hematom, kas dejenerasyon siirecinin
erken agamalarinda ortaya ¢ikar ve inflamasyon ilerledikge varligini siirdiiriir. Lokal sislik ve
hematom olusumu, patolojik siireclerin bir dongiiye girmesine ve dejeneratif mekanizmalarin
aktive olmasina neden olur. Bu siiregler, yaralanan kasin iyilesme siirecini karmagsik hale
getiren faktorler arasinda yer alir.ve fonksiyonelligini azaltir (Crisco vd., 1994). Rejenerasyon
stirecinde uygun mikro ¢evrenin saglanmasi, ECM bilesenlerinin dengeli bir sekilde {iretilmesi

ve fibroblast-miyosit etkilesiminin optimize edilmesi kritik dnem tasir (Grasman vd., 2015).
1.2. Doku Miihendisligi

Hasarli veya iglevini yitirmis dokularin yerine yeni ve fonksiyonel dokularin
olusturulmasi, modern tipta biiyiik bir 6neme sahiptir. Geleneksel yontemler arasinda hastanin
kendisinden alinan dokunun (otogreftleme), baska bir bireyden alinan dokunun (allogreftleme)
ve hayvan kaynakli dokunun (zenogreftleme) kullanimi bulunmaktadir. Ancak, bu yaklagimlar
greft alinan bolgede komplikasyonlar, yeterli miktarda doku elde edilememe, bagisiklik reddi
ve hastalik bulagsma riski gibi sorunlarla karsi karsiya kalmaktadir. Bu baglamda, saglikli ve
uyumlu dokularin laboratuvar ortaminda tiretilmesi hedefiyle doku miihendisligi teknolojileri

gelistirilmistir.

Doku miihendisligi, miihendislik, tip ve biyoloji disiplinlerinin prensiplerini birlestirerek,
doku ve organlarin biyolojik islevlerini destekleyen veya tamamen yerine gecen yapilar
gelistiren ¢ok disiplinli bir alandir. Bu yaklasim, laboratuvar ortaminda kisiye 6zgii dokularin
iretilmesi yoluyla organ nakli bekleme listelerinin ortadan kaldirilmasini ve bagisiklik reddi

riskinin azaltilmasini amaglar (Khademhosseini ve Langer, 2016; Langer ve Vacanti, 1993).

Ornek ¢alismalar arasinda, 2006 yilinda Anthony Atala ve ekibinin laboratuvar ortaminda

irettikleri idrar kesesi yer almaktadir. Bu calismada, 4 ila 19 yas aralifindaki hastalardan



alinan hiicreler, kolajen ve poliglikolik asit (PGA) bazli bir biyomalzeme {izerine ekilerek idrar
kesesi gelistirilmigtir. Nakil islemleri sonrasi bu dokularin 7-8 hafta iginde mesane
fonksiyonlarin1 destekledigi ve bobrek islevlerinin stabil kaldigi gézlenmistir (Atala vd.,
2006). Benzer sekilde, 2008 yilinda Macchiarini ve ekibi, hiicresizlestirilmis kadavra kaynakl
bir soluk borusunu, hastadan alinan hiicrelerle yeniden yapilandirarak nakletmis ve hastanin
bagisiklik sistemi baskilanmadan basari elde edilmistir. Bu tiir gelismeler, kisisellestirilmis

doku mithendisligi yaklasimlarinin potansiyelini gostermektedir (Macchiarini vd., 2008).

Son yillarda kas doku miihendisligi alaninda da Onemli ilerlemeler kaydedilmistir.
Ornegin, biyouyumlu polimerlerden olusan iskelelerin kas hiicre proliferasyonu ve
farklilagsmasini destekledigini bildirmistir (Zhang vd., 2023). Ayrica, Li vd. (2021) tarafindan
yapilan bir ¢aligma, hiicre-matriks etkilesimlerinin optimize edilmesinin doku iskelelerinin

performansini artirdigini gostermistir (He ve Li, 2021).

Doku miihendisligi siireci, ana adimdan olusur: (1) Hastadan alinan biyopsiler ile
hiicrelerin izole edilmesi, (2) bu hiicrelerin laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasi, (3) hiicrelerin
biyomalzemelerden {iretilmis bir doku iskelesi iizerine yerlestirilmesi, (4) biyoreaktorler ve
biiylime faktorleri yardimiyla dokunun olgunlastirilmasi ve (5) olusturulan dokunun hastanin
hasarli bolgesine nakledilmesi. Bu siire¢, doku miihendisligi teknolojilerinin multidisipliner

yapisini agikca ortaya koymaktadir.

Hiicre kaynagi sec¢imi, doku miihendisligi uygulamalarinin basarisi igin kritik dneme
sahiptir. Primer hiicrelerin hedef dokudan elde edilmesi ideal bir yontemdir, ancak izolasyon
ve ¢ogaltma siireclerindeki zorluklar bu yontemi sinirlamaktadir. Bu nedenle, kok hiicrelerin
kullanimi 6nemli bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kok hiicreler, kendini yenileme ve
farklilagma kapasiteleri sayesinde hem esnek hem de etkili bir ¢6ziim sunmaktadir

(Khademhosseini ve Langer, 2016).

Doku miihendisliginde kullanilan doku iskeleleri de biiyiikk bir dneme sahiptir. Doku
iskeleleri, hiicrelerin organize bir sekilde hedef dokuyu olusturmasina olanak taniyan ii¢
boyutlu, biyouyumlu ve kontrollii bir yap: saglar. ideal bir doku iskelesi biyouyumlu olmali,
mekanik ozellikleri hedef dokuya uygun olmali ve hedef dokunun iyilesme hizina paralel
olarak biyobozunur 6zellik gostermelidir. Dogal polimerler biyolojik uyum ag¢isindan avantaj
saglarken, sentetik polimerler ise mekanik dayaniklilik, kontrol edilebilirlik ve iiretim
kolaylig1 gibi iistiin &zellikler sunmaktadir. Bu faktorler, kas doku miihendisligi alaninda

yenilik¢i yaklagimlarin temelini olusturur.



1.3.  Doku Iskeleleri ve Doku iskelelerinde Kullanilan Biyomalzemeler

Doku miihendisligi uygulamalarinda, doku iskeleleri hiicrelerin organizasyonunu,
cogalmasim1 ve farklilasmasini destekleyen kritik yapilardir. Hedeflenen dokunun
islevselligini yeniden kazandirmak veya iyilestirmek icin tasarlanan doku iskeleleri, hiicre dis1
matrisin (ECM) dogal yapisini taklit etmeyi amagclar. Bu yapilar hem mekanik destek saglama
hem de hiicrelerin biyokimyasal sinyallerle etkilesimini yonlendirme agisindan biiyiik bir

Oneme sahiptir.

Doku iskelelerinin tasariminda ve iretiminde dikkat edilmesi gereken temel kriterler
vardir. Bir doku iskelesi, biyouyumlu olmali, hedef doku ile mekanik uyum gostermeli ve
biyobozunur 0&zellikte olmalidir. Bu o&zellikler, dokunun dogal rejenerasyon siirecini
desteklemek i¢in hayati 6nem tagir. Ayn1 zamanda, doku iskelesi gozenekli bir yapiya sahip
olmali ve hiicrelerin tutunmasina, beslenmesine ve oksijen alimina olanak saglamalidir.
Gozenek boyutu, hiicre tipine ve hedeflenen dokuya bagli olarak optimize edilmelidir.
Ozellikle kas doku miihendisliginde, gdzenekli yapilarin hiicrelerin hizalanmasim ve kasilma

islevlerini gelistirdigi gosterilmistir (Khademhosseini ve Langer, 2016).

Dogal ve sentetik polimerler, doku iskelelerinin {iretiminde en sik kullanilan malzeme
gruplarini olusturur. Dogal polimerler, biyolojik doku ile kimyasal ve biyolojik uyum
saglamalar1 nedeniyle avantajlidir. Bununla birlikte, bu malzemeler genellikle mekanik
dayaniklilik bakimindan sinirhidir ve iiretim siireclerinde standartlagsma zorluklari igerebilir.
Sentetik polimerler ise, genis bir {iretim esnekligi ve mekanik dayaniklilik sunar. Ayrica,
sentetik polimerlerin kimyasal yapilari, hedeflenen dokuya uygun sekilde o6zellestirilebilir
(Pati vd., 2014).

Son yillarda, doku miihendisligi uygulamalarinda ileri {iretim teknikleri, ornegin g
boyutlu (3B) biyoyazici teknolojileri, doku iskelelerinin daha karmasik geometrilerde ve
biyomimetik o6zelliklerde iiretilmesine olanak tanimistir. Bu teknikler, doku iskelelerinin
biyouyumlulugunu artirmanin yani sira, hiicrelerin dogal ortamlarini taklit eden mikro yapilar
olusturarak rejeneratif siireci hizlandirmaktadir. Doku miihendisliginde kullanilan iskelelerin
tasarimi, hem malzeme bilimi hem de biyoloji alanlarindaki multidisipliner caligmalari

gerektirmekte ve bu alanlarin birlesimi ile yenilik¢i ¢ozliimler sunmaktadir.



Doku iskelesi teknolojileri, yalnizca doku rejenerasyonu i¢in degil, ayn1 zamanda ilag
salim sistemlerinde ve hastalik modellerinin olusturulmasinda da kullamlmaktadir. Ozellikle
kas doku miihendisliginde, kasilabilir yapilar ve biyomekanik 6zellikler sunan doku iskeleleri,

yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli bir ara¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir.
1.3.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler, biyolojik kaynaklardan elde edilen ve biyouyumlulugu yiiksek olan
malzemelerdir. Hiicre dig1 matrisin yapisini ve islevini taklit etme kapasiteleri nedeniyle, doku
mithendisligi uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Kolajen, fibrin, jelatin,
aljinat ve kitosan gibi dogal polimerler, hiicrelerin tutunma, yayilma ve farklilagsma siireclerini
destekleyen Ozellikler sunar. Ancak bu malzemelerin kullanimi, baz1 {iretim ve uygulama

sinirlamalar1 nedeniyle dikkatli bir sekilde optimize edilmelidir.
Kolajen ve Fibrin

Kolajen, viicutta en bol bulunan proteinlerden biridir ve birgok dokunun yapisal
biitiinliigiinii saglayan temel bilesendir. Kolajen, fibroblast, kas hiicreleri ve diger hiicre tipleri
icin ideal bir mikrogevre sunar. Hiicrelerin fenotiplerini korumasina ve dogal islevlerini
stirdiirmesine yardimci olur (Chattopadhyay ve Raines, 2014). Fibrin ise, yara iyilesme
stireclerinde aktif rol oynayan bir polimerdir. Fibrin bazli doku iskeleleri, hiicrelerin hizl

proliferasyonunu ve doku biitiinliigiinii destekleyen 6zelliklere sahiptir.
Aljinat

Aljinat, deniz yosunlarindan elde edilen bir polisakkarit olup, biyolojik olarak inert ve
toksik olmayan o&zellikleri ile 6ne ¢ikar. Aljinat bazli doku iskeleleri, yiliksek su tutma
kapasitesi ve kolay sekillendirilebilirligi nedeniyle doku miithendisligi uygulamalarinda tercih
edilmektedir (Ceccaldi vd., 2017; Chawla vd., 2020; Dutta vd., 2021; Wang vd., 2005). Doku
miihendisligi alaninda, aljinat bazli iskelelerin kas hiicrelerinin hizalanmas: ve fonksiyonel
kasilma oOzelliklerini destekledigine dair literatiirde ¢esitli calismalar bulunmaktadir
(Bushkalova vd., 2019; De la Portilla vd., 2016). Ornegin, aljinat ve pektin bazl jellesme
mekanizmalarin1 inceleyen bir derlemede, aljinatin biyouyumlulugu ve hiicre etkilesimleri
tizerindeki olumlu etkileri vurgulanmistir (Cao vd., 2020; Davydova vd., 2024). Ayrica,
aljinatin iyonlarla indiiklenen jellesme siirecleri ve uygulamalar1 iizerine yapilan bir
incelemede, aljinat iskelelerinin hiicre hizalanmas1 ve kasilma fonksiyonlar1 iizerindeki

etkileri ele alinmustir (Hu vd., 2021; Kuo ve Ma, 2001).



Jelatin ve Kitosan

Jelatin, kolajenin hidrolizi ile elde edilen bir protein olup, biyobozunur ve biyouyumlu
ozellikleriyle dikkat ¢eker. Hiicre tutunmasini ve ¢cogalmasini destekleyen yiizey 6zellikleri
sayesinde, jelatin bazli doku iskeleleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Jiang vd., 2017,
Asadpour vd., 2020). Kitosan ise, kitin kaynakli bir polisakkarit olup, antimikrobiyal
ozellikleri ve biyobozunurlugu ile dikkat ¢eker (Kong vd., 2010; Confederat vd., 2021).
Kitosan bazli iskeleler, 6zellikle kas hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekleyen

ozelliklere sahiptir (Zakhem vd., 2012).

Dogal polimerlerin avantajlar1 arasinda biyouyumluluk, biyobozunurluk ve hiicre ile
etkilesim potansiyelleri bulunurken, dezavantajlar1 arasinda immiin reaksiyon riski, mekanik
dayaniklilik eksikligi ve tiretim siireglerindeki degiskenlikler sayilabilir (Puertas-Bartolomé
vd., 2021; Samadian vd., 2020). Ancak, bu malzemelerin sentetik polimerlerle kombinasyonu,
doku mithendisligi uygulamalarinda daha optimize ve etkili sonuglar elde edilmesine olanak

tanimaktadir.

1.3.2. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler, biyomiihendislik uygulamalarinda énemli bir yere sahiptir ve genis
iiretim kapasitesi, mekanik dayaniklilik ve kontrol edilebilir 6zellikleri nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir (Sharma vd., 2021; Terzopoulou vd., 2022). Bu polimerler, kimyasal
yapilarimin kolayca degistirilebilmesi ve fiziksel 6zelliklerinin hedeflenen dokuya uygun
sekilde optimize edilebilmesi sayesinde, doku miithendisligi uygulamalarinda esneklik saglar

(Asghari vd., 2017; Terzopoulou vd., 2022).

Poli(laktik asit) (PLA) ve Poli(glikolik asit) (PGA)

PLA ve PGA, biyobozunur 6zellikleri ile dikkat ¢eken iki dnemli sentetik polimerdir.
PLA, diisiik bozunma hizina ve yliksek mekanik dayanikliliga sahip bir polimerdir. Doku
miihendisligi uygulamalarinda genellikle hiicresel destek yapilarin olusturulmasinda kullanilir
(Athanasiou vd., 1998). PGA ise daha hizli bozunma 6zelligi ile 6zellikle gegici doku destek
iskelelerinde kullanilir (Kundak ve Bilisik, 2023). PLA ve PGA'nin kopolimeri olan PLGA,
her iki polimerin avantajlarin birlestirerek farkli uygulama alanlar igin optimize edilebilir

(Samadi vd., 2019).



Poli(kaprolakton) (PCL)

PCL, uzun zincirli yapis1 ve diisiik erime sicakligi nedeniyle biyomedikal uygulamalarda
siklikla tercih edilen bir polimerdir (Malikmammadov vd., 2018). Yiiksek esneklik ve mekanik
dayaniklilik sunan bu malzeme, 6zellikle yumusak doku miihendisligi uygulamalarinda tercih
edilmektedir. PCL'nin yavas bozunma hizi, uzun siireli doku destek yapilarinin

olusturulmasinda avantaj saglar (Backes vd., 2022; Dias vd., 2022).
Poliiiretanlar (PU)

Politiretanlar, elastomerik yapilari ve yiiksek mekanik dayanikliliklari ile 6ne ¢ikan
sentetik polimerlerdir. Yumusak ve sert segmentlerin ardisik olarak birlestirilmesi ile
olusturulan PU'lar, biyobozunur &zellikler kazandirilarak c¢esitli doku miihendisligi
uygulamalarida kullanilmaktadir (Naureen vd., 2021; Singh vd., 2023). Ozellikle kas doku
miihendisliginde, PU bazli iskeleler hiicre proliferasyonunu ve hizalanmasini destekleyen

istlin 6zellikler gostermektedir (Farzan vd., 2020; Jia vd., 2013).
Hidrojel Bazli Sentetik Polimerler

Hidrojeller, yiiksek su tutma kapasiteleri ve biyouyumlu 6zellikleri nedeniyle dikkat
ceker. Sentetik hidrojel polimerleri, kimyasal olarak modifiye edilerek hedef dokuya uygun
ozelliklerde iiretilebilir (Choi vd., 2024; Farzan vd., 2020). Ozellikle kas dokusunun
elastikiyetini ve kasilma islevlerini desteklemek amaciyla gelistirilen iletken hidrojeller, doku

mithendisligi alaninda 6nemli bir yenilik sunmaktadir (Tijore vd., 2018).

Sentetik polimerlerin avantajlar arasinda genis liretim esnekligi, mekanik dayaniklilik ve
biyobozunurluk yer alirken, dezavantajlar1 arasinda biyouyumluluk agisindan dogal
polimerlere kiyasla daha smirli bir etki gostermeleri sayilabilir. Bununla birlikte, dogal ve
sentetik polimerlerin kombinasyonu, doku miihendisligi uygulamalarinda daha optimize ve

etkili sonuglar elde edilmesini saglamaktadir.
1.4.  Doku Iskelesi Uretim Metotlar

Doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan yontemler, iskeletin mimarisini ve hiicrelerin bu
yapi lizerindeki davraniglarini belirler. Hiicre dis1 matriksin (ECM) biyomimetik yapisini taklit
etmek, doku miihendisliginde kritik bir hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir (Cengiz vd., 2018;

Kumar ve Sharma, 2021). Ozellikle kas hiicrelerinin hizalanmasi ve fonksiyonel kasilma



kapasitelerinin artirilmasi igin, iskelelerin {i¢ boyutlu (3B) gozenekli yapilar seklinde
tasarlanmasi gereklidir. G6zenek boyutlarinin ve yapisal diizenin kontrol edilmesi, hiicrelerin

tutunma, ¢ogalma ve organizasyon siireglerini optimize etmek i¢in temel dneme sahiptir (Frith

vd., 2014; Garrison vd., 2021; Sarkar vd., 2006).

Farkli malzeme tiirleri ve {iretim teknikleri, doku iskelelerinin 6zelliklerini optimize
etmek i¢in kullanilir. Polimer bazli doku iskelelerinin {iretimi, dondurarak kurutma, ¢oziicii
dokiim, gaz kopiiklestirme gibi yontemlerle gerceklestirilebilecegi gibi, son yillarda gelisen
biyoyazici teknolojileri ile daha kompleks ve biyomimetik yapilar tiretilebilmektedir (Hollister
vd., 2002; Kumar ve Sharma, 2021; Russo vd., 2024).

Doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan geleneksel yontemler arasinda dondurarak
kurutma, ¢o6ziicli dokiim ve gaz kopiiklestirme yontemleri yer almaktadir. Bu yontemlerle
olusturulan iskeleler, gozenek yapist ve mekanik dayaniklilik acgisindan optimize
edilebilmektedir. Bununla birlikte, elektro-egirme ve 1slak egirme teknikleri gibi yontemler,
fiber tabanli yapilarin {iretimi i¢in yaygin bir sekilde tercih edilmektedir. Bu yontemlerin her
biri, kas hiicreleri gibi spesifik hiicre tiirleri icin mikrogevreyi uyarlama yetenegine sahiptir

(Kumar ve Sharma, 2021; Loh ve Choong, 2013; Moroni vd., 2006).

Son yillarda, 3B biyoyazici teknolojileri, doku miihendisligi alaninda biiyiik bir yenilik
olarak ortaya ¢ikmustir. Bu teknoloji, katmanli iiretim prensibi ile ¢aligarak hiicrelerin ve
biyomalzemelerin hassas bir sekilde birlestirilmesine olanak tanir (Gu vd., 2016; Mandrycky
vd., 2016). 3B biyoyazicilar ile 6zellestirilmis doku iskeleleri tasarlanabilir, bu da hiicrelerin
organizasyonu ve doku rejenerasyonu siireglerinde 6nemli avantajlar saglar (Matai vd., 2020;
Yazdanpanah vd., 2022). Gelecekte, bu yontemle iiretilen yapilar, organ yetmezligi ve doku

kaybi gibi sorunlara kars1 etkili ¢éziimler sunabilir.

Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma yontemi, polimer ¢ozeltisinin diisiik sicakliklarda hizli bir sekilde
dondurulmasini ve ardindan yiiksek vakum altinda suyun buharlastirilarak uzaklastirilmasini
temel alir. Bu islem sirasinda polimer ¢ozeltisindeki su molekiilleri donarak kristaller olusturur
ve bu kristaller kurutma asamasinda buharlasarak gozenekli bir yap1 meydana getirir (Lee vd.,
2020; Mokhova vd., 2024). Bu yontemin en biiyiik avantajlarindan biri, biiyikk gézenekler
olusturma kapasitesidir. Gézenek boyutlar1 genellikle 500 um civarinda olmakla birlikte,

homojen bir gdzenek yapisinin elde edilmesi zordur (Grenier vd., 2019; O’Brien vd., 2004).
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Dondurarak kurutma yontemiyle {iretilen iskeleler, kas hiicrelerinin uzunlamasina
hizalanmasin1 destekleyen mikro yapilar olusturabilir (Basurto vd., 2022). Ancak, bu
yontemin dezavantajlar1 arasinda gézenek boyutunun tam olarak kontrol edilememesi ve
mekanik dayanikliligin optimize edilmesindeki zorluklar yer alir. Bu nedenle, dondurarak
kurutma islemi genellikle diger yontemlerle birlestirilerek daha kompleks ve biyomimetik
yapilar elde edilmeye calisilir (Buttafoco vd., 2006).

Son yillarda, dondurarak kurutma yonteminin farkli varyasyonlari gelistirilmistir.
Ornegin, kriyojenik ¢oziicii teknikleri ve donma hiz1 kontrol sistemleri, gdzenek yapisinin
homojenligini artirmada etkili olmustur (da Silva vd., 2024; Demir, 2014; Van Vlierberghe
vd., 2007; Yang ve Liu, 2020). Bu iyilestirmeler, kas doku miihendisligi gibi spesifik
uygulamalarda hiicrelerin daha etkili bir sekilde organize olmasini saglamaktadir (Huang vd.,
2003).

Sonug olarak, dondurarak kurutma yontemi, doku iskelelerinin tiretiminde 6nemli bir yere
sahip olmakla birlikte, biyomimetik oOzellikleri optimize etmek igin ek tekniklerle
birlestirilmesi gereken bir yontemdir. Ozellikle kas doku miihendisligi alaninda, bu yontemin
uyarlanabilirligi ve gbzenekli yap1 olusturma kapasitesi, hiicre davraniglarin1 yonlendirmek

i¢in kritik bir rol oynar.
Coziicii Dokiim ve Pargacik Uzaklagtirma

Coziicii dokim ve pargacik uzaklastirma yontemi, doku mithendisliginde siklikla tercih
edilen bir tiretim teknigidir. Bu yontem, polimer ¢6zeltisinin gdzenek olusturucu pargaciklarla
karigtirllmasini ve ardindan pargaciklarin uygun bir ¢oziicii yardimiyla uzaklastirilmasini
icerir (Duarte vd., 2013; Suh vd., 2002). Bu islem sirasinda, gézenek olusturucu pargaciklarin
boyutu ve dagilimi, elde edilecek iskelelerin gozenek yapisini ve mekanik o6zelliklerini
dogrudan etkiler. G6zenek boyutlar1 genellikle 500 um civarinda olup, bu boyutlar hiicrelerin
tutunmasi, yayilmasi ve ¢ogalmasi igin idealdir (Chia vd., 2019; Mao vd., 2018).

Bu yontemin 6nemli avantajlarindan biri, gdézenek boyutunun kontrol edilebilir olmas1 ve
farkli doku tipleri i¢in uyarlanabilir bir yap1 sunmasidir. Ayrica, mekanik dayanikliligi yiiksek
doku iskelelerinin iiretimine olanak tanir (Prasad vd., 2017; Suh vd., 2002). Ornegin, kas doku
miihendisliginde, bu yontemle tretilen iskelelerin hiicre hizalanmasini ve kasilma 6zelliklerini
destekledigi gosterilmistir (Lee vd., 2008; Rogers, 2011). Ozellikle, bu iskelelerin esneklik ve
biyouyumluluk gibi &zelliklerinin optimize edilmesi, kas hiicrelerinin fonksiyonel

rejenerasyonunu artirabilir.
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Ancak, ¢oziicii dokiim ve pargacik uzaklastirma ydnteminin bazi sinirlamalari
bulunmaktadir. Gozenek olusturucu pargaciklarin tamamen uzaklastirilmasi, liretim siirecinde
kimyasal saflik agisindan zorluklar yaratabilir. Ayrica, kullamilan c¢dziiciilerin toksik
etkilerinden kaginilmasi i¢in biyouyumlu ¢oziiciiler tercih edilmelidir. Gozeneklerin homojen
dagilimmin saglanmasi da bu yontemin zorluklarindan biridir. Bu zorluklara ragmen, bu
yontemle iiretilen doku iskeleleri, biyomimetik yapilar olusturma potansiyeli nedeniyle 6nemli

bir iiretim teknigi olarak degerlendirilmektedir.

Son yillarda, bu yontemin daha ileri versiyonlar1 gelistirilmistir. Cozlicii oranlarmin
optimize edilmesi, diisiik toksisiteye sahip ¢oziiciilerin kullanilmasi ve gézenek olusturucu
parcaciklarin nano boyutlarda tercih edilmesi gibi yenilikler, daha homojen ve islevsel doku
iskelelerinin tiretimini mimkiin kilmaktadir (Mi vd., 2016; Wu vd., 2018). Ayrica,
nanoteknolojinin bu yontemle entegrasyonu, doku miihendisliginde ileriye doniik yeni

uygulama alanlar1 sunmaktadir.

Sonug olarak, ¢dziicii dokiim ve parcacik uzaklastirma yontemi, gozenek yapisinin kontrol
edilebilmesi, yiiksek mekanik dayaniklilik ve biyomimetik 6zellikler sunmasi nedeniyle kas
doku miihendisligi gibi spesifik uygulamalar icin ideal bir {iretim yontemidir. Bu teknik,
mikrogevrenin hiicresel ihtiyaglara uygun hale getirilmesiyle hiicre davranislarini olumlu

yonde etkileyerek rejenerasyon siireglerine katkida bulunmaktadir.
Gaz Kopiiklestirme

Gaz kopiiklestirme yontemi, polimer ¢dzeltisine gaz kabarciklarinin dahil edilmesiyle
gozenekli bir yapr olusturulmasini saglar. Gaz kabarciklari, polimerin katilagmasi sirasinda
coOzeltiden uzaklasarak, gozenekli bir iskele meydana getirir. Bu yontemin en dikkat ¢eken
ozelliklerinden biri, 200 ila 500 pm arasinda degisen gézenek boyutlarina sahip iskeleler
iiretebilmesidir. Gozeneklerin boyutu ve dagilimi, gaz kopiiklestirme siirecinde kullanilan
gazin tlirline, basinca ve polimer c¢ozeltisinin Ozelliklerine bagli olarak degistirilebilir

(Barbetta vd., 2009; Manavitehrani vd., 2019).

Gaz kopiiklestirme yontemiyle iiretilen iskeleler, kas doku mithendisligi gibi uygulamalar
i¢in uygun bir mikrogevre sunar. Gézenekli yapi, hiicrelerin tutunmasini ve organizasyonunu
desteklerken, ayni zamanda besin ve oksijen difiizyonunu kolaylastirir (Chen vd., 2021;
Poursamar vd., 2015). Ozellikle kas hiicrelerinin uzunlamasina hizalanmasi ve kasilma
fonksiyonlarinin gelistirilmesi igin optimize edilmis gaz kopiiklestirme protokolleri
kullanilmaktadir (Ng vd., 2019).
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Bu yontemin avantajlari arasinda, {iretim siirecinin basitligi ve genis bir malzeme
yelpazesiyle uygulanabilirligi bulunmaktadir. Ayrica, gaz kopiiklestirme yontemi toksik
olmayan gazlar kullanilarak biyouyumlu iskeleler tiretmek i¢in ideal bir secenektir. Ancak, bu
yontemde gozenek boyutlarinin ve homojenliginin tam olarak kontrol edilmesi zor olabilir.
Ozellikle kas doku miihendisligi gibi hassas uygulamalar igin, gaz kabarciklarmin diizenli bir
sekilde dagilimini saglamak fiizere siire¢ parametrelerinin dikkatle optimize edilmesi

gerekmektedir.

Son yillarda, gaz kopiiklestirme yonteminin daha ileri tekniklerle birlestirilmesi, homojen
gdzenek yapilarinin elde edilmesini saglamistir. Ornegin, polimer ¢ozeltisine manyetik alan
uygulanarak gaz kabarciklariin yonlendirilmesi, gézeneklerin diizenli bir sekilde olugmasini
destekler (Xu vd., 2011). Ayrica, bu yontem nanoteknolojik uygulamalarla birlestirilerek daha
dayanikli ve islevsel doku iskeleleri tiretmek igin kullanilmaktadir (Chen vd., 2020).

Gaz kopiiklestirme yoOntemi, biyomimetik doku iskelelerinin iiretiminde biiyiikk bir
potansiyel sunmaktadir. Bu yontemle {iiretilen yapilarin, kas hiicrelerinin organizasyonu ve
fonksiyonel rejenerasyonu iizerindeki olumlu etkileri, bu teknigin doku miihendisliginde

degerli bir ara¢ oldugunu gostermektedir.
Islak Egirme ve Elektro-Egirme

Islak egirme ve elektro-egirme yontemleri, fiber tabanli 3B doku iskeleleri liretmek igin
siklikla kullamilan tekniklerdir. Bu yontemler, polimer ¢dzeltisinden ince fiberlerin
iiretilmesini ve bu fiberlerin diizenlenerek doku iskelesi olusturmasini saglar. Ozellikle kas
hiicreleri i¢in, bu tekniklerin sundugu mikrogevre, hiicrelerin hizalanmasini ve fonksiyonel

organizasyonunu destekler (Baker vd., 2006; Guo vd., 2019; Sonseca vd., 2020).

Islak egirme yontemi, bir polimer ¢dzeltisinin kapiler tiipten bir ¢oktiirme banyosuna
gecirilmesiyle fiberlerin olusumunu igerir. Bu siiregte polimer c¢ozeltisi, ¢Oktiirme
banyosundaki ¢oziicii ile temas ederek hizla katilasir ve fiberler halinde toplanir (Cui vd.,
2020; Tian vd., 2023). Islak egirme yontemi, genellikle bityiik 6l¢ekli tiretim i¢in uygundur ve
biyouyumlu malzemeler kullanilarak doku miihendisligi uygulamalar1 ig¢in esnek ¢oziimler
sunar (Liken vd., 2021). Bu teknikle iretilen fiberlerin kalinligi, kullanilan polimerin
konsantrasyonu ve ¢oktiirme banyosunun kosullarina bagli olarak kontrol edilebilir Islak
egirme ile iiretilen doku iskeleleri, kas hiicrelerinin dogal uzunlamasina diizenini taklit eden

yapilar olusturmak i¢in idealdir (Elsayed vd., 2016; Zhang vd., 2014).
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Elektro-egirme, bir polimer ¢ozeltisinin yiiksek voltajli bir elektrik alan etkisiyle fiberlere
donistiiriilmesini saglar. Bu yontem, nano ve mikrofiberlerin tiretimi i¢in son derece uygundur
ve doku mithendisligi uygulamalarinda genis bir kullanim alanina sahiptir (Rahmati vd., 2021;
Zulkifli vd., 2023). Elektro-egirme islemi sirasinda, polimer ¢dzeltisi bir igne ucundan disari
itilerek elektrik alan tarafindan gekilir ve fiberler bir toplayici yiizeye biriktirilir. Bu fiberlerin
cap1, polimerin viskozitesi, uygulanan voltaj ve toplayici ylizeyin ozellikleri gibi gesitli

parametrelerle kontrol edilebilir (Cramariuc vd., 2013; Fridrikh vd., 2003).

Elektro-egirme ile tiretilen fiberler, hiicrelerin tutunmasini ve biiyiimesini destekleyen
yiiksek ylizey alanina sahiptir. Ayrica, fiberlerin yonlendirilmesi, kas hiicrelerinin
hizalanmasini ve fonksiyonel kasilma kapasitelerinin artirilmasini saglar (Yi vd., 2019; Zhou
vd., 2015). Ozellikle uzunlamasina hizalanmis elektro-egirilmis fiberler, kas doku

miihendisliginde hiicresel organizasyonu tesvik etmek i¢in ideal bir mikrogevre sunar.

Bu tekniklerin her ikisi de fiberlerin tasiyici yiizeylere sarilmasi ve ¢ok katmanli yapilarin
olusturulmasi gibi ileri iglemlerle birlestirilebilir. Son yillarda, elektro-egirme ve 1slak egirme
yontemlerinin nanoteknoloji ile birlestirilmesi, daha dayanikli ve islevsel doku iskeleleri
iiretmek i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Ayrica, bu tekniklerin 3B biyoyazici teknolojileri ile
entegrasyonu, kas doku miihendisligi icin daha oOzellestirilmis c¢oziimler gelistirilmesini

saglamaktadir.
3B Biyoyazicilar

Ug boyutlu (3B) biyoyazicilar, doku miihendisligi alaninda yenilik¢i bir teknoloji olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu teknoloji, katmanli iiretim prensibi ile ¢alisir ve biyomalzemelerin,
hiicrelerin ve biyomolekiillerin kontrollii bir sekilde biriktirilmesini saglayarak karmagik
biyolojik yapilar olusturur. Biyoyazici teknolojisi, diger doku iskelesi tiretim yontemlerine
kiyasla daha fazla tasarim 6zgiirliigii ve hassasiyet sunar (Chae vd., 2023; Cui vd., 2017,
Zhang vd., 2018).

3B biyoyazicilar, farkli hiicre tiirleri ve biyomalzemelerle c¢alisabilecek sekilde
uyarlanabilir. Bu teknolojinin en biiylik avantajlarindan biri, birebir hastaya 6zel tasarlanmis
iskelelerin iiretilebilmesidir. Ozellikle kas doku miihendisliginde, bu teknoloji, hiicrelerin
dogal hizalanmasini1 saglayan ve kasilma islevlerini optimize eden yapilar olusturmak igin

kullantlabilir (Dickman vd., 2020; Luo vd., 2024; Yipeng vd., 2017).
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3B biyoyazicilarin farkli tiirleri bulunmaktadir. Ekstriizyon tabanli biyoyazicilar,
biyomalzemeleri bir igne araciligiyla tabaka tabaka biriktirerek ¢alisir. Bu yontem, gozenekli
yapilar ve karmasik geometrik tasarimlar olusturmak i¢in idealdir (Mandrycky vd., 2016;
Richard vd., 2020). Damlacik tabanli biyoyazicilar ise, biyomolekiilleri ve hiicreleri
damlaciklar halinde substrat iizerine yerlestirir (Gudapati vd., 2016). Regine tabanli sistemler,
1518a duyarli malzemeleri kullanarak yiiksek ¢oziiniirlikkte yapilarin iiretilmesine olanak tanir
(Limvd., 2018; Viray vd., 2022).

Kas doku miihendisligi uygulamalarinda, 3B biyoyazicilar hem mekanik hem de
biyokimyasal olarak optimize edilmis mikrogevreler olusturabilir. Ornegin, hidrojel tabanl
malzemeler kullanilarak esnek ve biyouyumlu iskeleler tiretilmis, bu yapilarin kas hiicrelerinin
proliferasyonunu ve hizalanmasini artirdigi gosterilmistir (Dickman vd., 2020; Laternser vd.,
2018). Ayrica, bu teknoloji ile damar dokularinin birebir geometrik modelleri iiretilerek kan

akisinin simiilasyonu yapilabilmektedir (Chae vd., 2023).

3B biyoyazicilarin gelecekteki potansiyelleri olduk¢a genistir. Organ nakli bekleyen
hastalar icin tam fonksiyonel organlarin {iretilmesi, ila¢ testlerinde bireysellestirilmis
modellerin kullanilmas1 ve biyomimetik doku iskelelerinin seri iiretimi gibi uygulamalar bu
teknolojinin sundugu imkanlardan sadece birkacidir. 3B biyoyazicilar, doku miihendisligi
alaninda biyolojik islevsellik, hassasiyet ve hastaya 6zgii ¢oziimler sunarak devrim yaratma

potansiyeline sahiptir.

Akilli malzemelerden iiretilen yapilar, ¢evredeki uyaranlara bagli olarak kendiliginden
belirli bir sekil alabilme veya dnceden tanimlanmis bir islevi yerine getirebilme kapasitesine
sahiptir (Tibbits, 2014). 4B baskilama, 3B bask1 teknolojisine dayali bir iiretim siireci ile
baslar, ancak basim sonrasi malzemenin ¢evresel uyaranlar yoluyla sekil degistirerek nihai
yapisint olusturmasini saglar. Bu nedenle, 3B ve 4B baski arasindaki temel fark, kullanilan

malzemelerin statik (3B) veya dinamik (4B) 6zelliklere sahip olmasindan kaynaklanir.

Bir yapinin 4B baski yontemiyle {iiretilmis sayilabilmesi icin "sekil hafizasi" ya da
"kendiliginden hareket" gibi en az bir akilli davranis sergilemesi gerekmektedir (Raviv vd.,
2014). 4B baskilama, 3B baskinin &tesine gecerek, yapilarin zamanla sekil degistirmesini veya
belirli bir islevi gergeklestirmesini miimkiin kilar. Bu 6zellik, 3B baski teknolojisinin en biiyiik
sinirlamalarindan birini ortadan kaldirarak, daha esnek ve dinamik yapilar liretme olanagi

sunar.
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1.5. Akilli Malzemeler ve 4B Basim

Akilli malzemeler, digsal bir uyarana 6rnegin, sicaklik, nem, 11k, manyetik alan veya pH
seviyesindeki degisikliklere yanit olarak fiziksel ya da kimyasal ozelliklerinde kontrollii
degisiklikler yapabilen malzemeler olarak tanimlanir (Khoo vd., 2015). Bu sayede, 4B
baskilama ile iiretilen yapilar, belirli uyaranlara maruz kaldiginda sekil, renk, islev veya diger
ozelliklerini degistirebilir. Bu teknoloji, liretim sonrasi gerekli ek islemleri veya oOzel
cihazlarin kullanimini ortadan kaldirarak {iretim siireclerini basitlestirebilir ve hizlandirabilir.
Ornegin, implantasyon oncesinde basit bir sekilde iiretilen doku iskeleleri, viicuda
yerlestirildikten sonra karmagik bir yapiya kendiliginden doniisebilir. Boylece, biyomedikal
mithendislik uygulamalari i¢in karmagik yapilarin iiretimi daha verimli hale gelir (Miao vd.,

2016).

3B baskilama teknikleri, biyomalzeme iiretimi ve doku miihendisligi gibi alanlarda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Hastaya 6zgii sekil ve organizasyona sahip yapilarin gerekliligi,
4B baskilama teknolojisinin bu alanlara entegrasyonuna ilham vermistir. Akilli malzemelerin
farkli uyaranlara nasil tepki verdigi konusunda bilgi birikimi artmis olsa da bu malzeme ve
uyaranlarin gesitliligi hala sinirlidir. Glintimiizde, birden fazla uyarana yanit verebilen yeni

malzemelerin gelistirilmesi, popiiler bir arastirma alani olarak on plana ¢ikmaktadir.

1.6. Gerekce ve Amacg

Kas dokusu, yaralanmalar sonrasinda kendini yenileyebilme potansiyeline sahip olsa da,
biliylik hacimli yaralanmalarda bu dogal yenilenme mekanizmasi yetersiz kalmaktadir.
Ozellikle ciddi travmalar veya cerrahi miidahaleler sonrasi, kas kaybi bolgesinde genellikle
islevsel olmayan bir yara dokusu olusur. Bu tiir durumlarda, tedavi se¢enekleri sinirli olup,
genellikle otolog kas transferine bagvurulmaktadir. Bu yontem, saglikli ve vaskiilarize edilmis
bir kas dokusunun yaral1 bolgeye nakledilmesi esasina dayanir. Ancak, dondr bdlgede olast
komplikasyonlar, uzun rehabilitasyon siiregleri ve tam islevselligin saglanamamas1 gibi
faktorler, bu yontemin verimliligini kisitlamaktadir. Alternatif yaklagimlar gelistirme ihtiyaci,

doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda yeni stratejilerin 6niinii agmistir.

Doku miihendisligi, biyouyumlu malzemeler ve canli hiicreler kullanilarak, hasar gérmiis
dokularin yerine gegebilecek yapilar iiretmeyi hedefler. Bu baglamda, 3B biyobaski
teknolojisi, hiicreler ve biyomalzemelerin {i¢ boyutlu bir diizende birlestirilmesiyle islevsel
dokular iiretme potansiyeli sunmaktadir. Ancak, dogal dokularm sahip oldugu karmasik

yapilar glinlimiizdeki mevcut teknolojilerle birebir iiretilememektedir. Bu durum, 4B
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biyobaski teknolojisinin gelistirilmesine zemin hazirlamistir. 4B biyobaski, cevresel
uyaranlara (6rnegin sicaklik, nem, pH degisiklikleri) duyarl akilli malzemelerin kullanimiyla,
basilan yapinin zamanla sekil degistirebilmesini saglar. Bu yontem hem tasarim hem de

islevsellik agisindan daha ileri diizeyde dokularin {iretilmesine olanak tanimaktadir.

Bu tez ¢alismasinin temel amaci, 4B biyobaski teknolojisi kullanilarak, laboratuvar
ortaminda kompleks kas dokular1 iiretmektir. Bu hedef dogrultusunda, sicaklik duyarli poli N-
-akrilamid (P(NIPA)) iceren bir biyomiirekkep gelistirilmis ve bu mirekkep farkl
biyomalzemelerle birlestirilmistir. Hazirlanan biyomiirekkep, 3B biyobaski yontemiyle
basilmis ve sicaklik uyarani araciligiyla katlanma mekanizmasi kontrol edilmistir. Daha sonra,
iiretilen doku iskeletine statik kiiltiir uygulanarak hiicresel olgunlasma ve farklilagma siirecleri
incelenmigtir. Calismada, kullanilan biyomiirekkep ve doku iskeletinin hem biyouyumlu hem

de hiicresel faaliyetleri destekleyici 6zelliklere sahip olmasi saglanmustir.

Dogal kas dokusunun embriyonik gelisim siireclerinde elde ettigi kompleks yapiy1 taklit
etmek, bu ¢aligmanin ana odak noktalarindan biridir. Bu baglamda, kullanilan malzemelerin
toksik olmayan c¢apraz baglama ajanlari igermesi, diisiikk sicakliklarla sekil degistirme
mekanizmalarina uygun olmasi ve hiicrelerin tutunma, ¢ogalma ve yayilma siireclerini
desteklemesi hedeflenmistir. Ozellikle P(NIPA) gibi sicaklik duyarl: hidrojeller, bu ¢alismada
sekil degisim kontroliinde 6nemli bir rol oynamistir. Yapilan deneyler, bu hidrojelin diigiik
sicakliklarda giivenilir bir sekilde sekil degistirme yetenegine sahip oldugunu ve hiicresel

faaliyetler agisindan da uygun bir ortam sundugunu ortaya koymustur.

4B biyobaski teknolojisinin en 6nemli avantajlarindan biri, karmagik geometrik yapilarin
daha basit formlar tizerinden iretilip, c¢evresel uyaranlarla istenilen son sekle
doniistlriilmesidir. Bu yaklasim, yalnizca biyolojik uygulamalarla siirli kalmayip, diger
miihendislik disiplinlerinde de genis bir kullanim alan1 bulmaktadir. Ancak, biyolojik
uygulamalarda, akilli malzemelerin ve biyomiirekkeplerin hiicrelerle uyumlu olmasi biiyiik
onem tasimaktadir. Bu ¢alisma, bu gereklilikleri karsilayarak hem biyolojik uyumlulugu
yiiksek hem de islevsel 6zelliklere sahip doku iskeletleri iiretmeyi bagsarmistir. Sonug olarak,
bu tez caligmasi, 4B biyobaski teknolojisinin kas doku miihendisligi alanindaki potansiyelini
ortaya koymaktadir. Elde edilen sonuglar, sicaklik duyarli hidrojellerin ve biyouyumlu
malzemelerin kullanimiyla, islevsel kas dokularinin iiretilebilecegini gostermektedir. Bu
calisma, gelecekte 4B biyobaski yonteminin daha genis ¢apli biyomedikal uygulamalarda

kullanilabilecegine dair 6nemli bir temel sunmaktadir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

Bu tez kapsaminda C2C12 fare miyoblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatt1t ATCC
(ABD) sirketinden alinmistir ve deneyde devam pasajlart kullanilmistir. Hiicre tipleri ve

besiyeri Ozellikleri agagida gosterilmistir.

e Hiicre hatt1: C2C12- Fare Miyoblast
e Kullanilan besiyeri: Biological Industries
e Besiyeri 6zelligi: Cogaltma

e Ortam igerigi: DMEM (yiiksek glukoz) iginde %10 FBS %1 P/S

Bu tez calismasinda iki farkli tastyici iskele sistemi denenmistir. Ilk tasiyici iskele
kapsaminda, N-izopropilakrilamid (NIPAmM) %97, N,N'-metilenbis(akrilamid) (MBAmM) %99,
amonyum persiilfat (APS), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) %99,5 ve kalsiyum
kloriir (CaCly) %99 saflikta olmak tizere Sigma Aldrich'ten (ABD) temin edilmis ve herhangi
bir islem yapilmadan dogrudan kullanilmistir. Ayrica sodyum aljinat (cok diisiik viskozite)
ChemCruz’ dan (ABD) temin edilerek dogrudan kullanilmugtir.

Ikinci tastyict iskele kapsaminda ilk tasiyici iskeleye ek olarak, Tip A domuz derisi
jelatini, metakrilik anhidrit (MAA) %94 Sigma Aldrich'ten (ABD) temin edilmis ve herhangi
bir islem yapilmadan dogrudan kullanilmigtir. SnakeSkin™ diyaliz tiipi (10K MWCO, 22

mm) ThermoFisher (ABD)’den satin alinmustir.

Hiicreli basim ve sonrasinda hiicre farklilagmasi i¢in hiicre tipi ve besiyeri ozellikleri

asagida gosterilmistir.

e  Hiicre hatti: C2C12- Fare Miyaoblast
e Kullamlan besiyeri: Biological Industries
e Besiyeri 6zelligi: Farklilagtirma

e Ortam igerigi: DMEM (diisiik glukoz) i¢inde %10 HS, %1 P/S

3B basim caligmalarinda kullanilan plunger, igne ucu ve diger gerekli sarf malzemeleri,
EnvisionTech (Almanya) firmasindan temin edilmis ve deneylerde kullanilmistir. Hiicre

kiiltiirii ¢alismalarinda ihtiya¢ duyulan DMEM (yliksek ve diisiik glikoz igerikli) ve at serumu
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(Horse Serum (HS)) Biological Industries (israil) sirketinden, fetal bovin serum (FBS),
penisilin-streptomisin (P-S), at serumu (HS), bovin serum albiimin (BSA) ve tripsin gibi sarf
malzemeleri ise Sartorius (Almanya) sirketinden tedarik edilmistir. Boyama i¢in DAPI (4°,6-
diamidino-2- phenylindole) ve Phalloidin ThermoFisher (ABD)’den satin alinmistir. Abcam

(Ingiltere) firmasindan Anti-Desmin temin edilmistir.

2.2.  Yontem

Tez kapsaminda, sicaklik duyarli P(NIPAmM) ve farkli biyomalzemelerin birlesimi
kullanilarak 4B biyobaski teknolojisi ile kendi katlanir doku iskelesi {iretimi incelenmistir.
Hazirlanan iskelenin malzeme, tasarim ve baski optimizasyonlar1 sonrasi hiicreli
biyomiirekkebin  baskisi  ger¢eklestirilmistir.  Sonrasinda iskelelere statik  kiiltiir
gerceklestirilerek laboratuvar ortaminda hiicre c¢ogalmasi, canliligi ve farklilagmasi

incelenmistir.

2.2.1. Sicaklik Duyarh Hidrojel Uretimi

Bu tez c¢alismasinda, sicakliga duyarli doku iskelesinin katlanma kabiliyetini
gozlemlemek i¢in kontrollii bir sekilde tasarlanmig ve tiretilmistir. Doku iskelesinin tasarimi

ve iskele lizerindeki desenin tasarimlari kontrol edilerek katlanma kontrolii saglanmustir.

2.2.1.1.  P(NIPAmM) Temelli Sicaklik Duyarh Hidrojel Hazirlanmasi

Sicakliga duyarli doku iskelesinin iretimi i¢in P(NIPAm) hidrojeli temel malzeme olarak
belirlenmistir. MBAm ¢apraz baglayici olarak, APS baglatict olarak ve TEMED hizlandirict
olarak kullanilmiglardir. Baski optimizasyonu i¢in aljinat ve aljinatin ¢apraz baglayicisi olarak

kalsiyum kloriir (CaCly) kullanilmastir.

Kullanilan malzemeler belirli bir oranda ¢ozeltiye dahil edilerek hazirlanmistir. %4
oraninda aljinat ve %2,5 oraninda p(NIPA) igeren ¢ozelti i¢in Oncelikle iki ayr1 ¢ozelti

hazirlanmustir.

200 mg NIPA ve 5 mg MBA(m) 2 mL saf su i¢inde ¢ozdiiriilmistiir. 23,5 mg APS 1 mL
saf su i¢inde ¢Oziilmistiir. Bu iki ¢ozelti ayri kaplarda 15 dk karistirildiktan sonra 2:1 oraninda
karigtirilarak toplamda 3 mL ¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen ¢6zelti igerisine %4 oraninda

aljinat (0,12 g) 1 saat karigtirilarak ¢ozdiiriilmiistiir.
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Sonrasinda elde edilen yapinin stabilitesini ve hiicre uyumunu artirmak amaciyla ¢ozeltiye
Jelatin Metakrilat (GeIMA) eklenmesi gerekli goriilmiistiir. GeIMA, aljinatin sagladig1 yap1

stabilitesine ek olarak hiicre tutunumu ve ¢cogalmasi lizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir.

Bu sartlar altinda yeni ¢ozelti formiilii, %2,5 p(NIPA), %1,5 Alg, %3 GelMA seklinde
giincellenmistir. GelMA’nin ¢apraz baglanmas1 470 nm 1sikla gergeklestirilmistir.
fotopolimerizasyon siireci igin LAP secilmistir. GelMA 3mL saf su igerisinde 37°C sicaklikta
yarim saat ¢ozdiiriilmiistiir. Sonrasinda 3 ml ¢6zelti 2 ml ve 1ml olmak iizere iki ayr1 kaba
alinmistir. 200 mg NIPA ve 5 mg MBA(m) (metilenbisakrilamid) 2 mL saf su iginde
cOzdiiriilmiistiir. 23,5 mg APS 1 mL saf su i¢inde ¢oziilmiistiir. Bu iki ¢ozelti ayr1 kaplarda 15
dk karistirildiktan sonra 2:1 oraninda karistirilarak toplamda 3 mL ¢6zelti elde edilmistir. Elde
edilen ¢ozelti igerisine %4 oraninda aljinat (0,12 g) 1 saat karigtirilarak ¢ozdiirtilmiistiir. 3B

baski alinmadan 6nce ise %0,1 oraninda LAP ¢ozeltiye eklenmistir.

2.2.1.2. Jelatin Metakrilat (GelMA) Sentezi

GelMA sentezi 0,25M’lik bikarbonat tampon igerisinde gerceklestirilmistir. Bikarbonat
tampon ¢ozeltisi %0,795 w/v konsantrasyonunda sodyum karbonat (Na.COs) (Sigma-490768)
ve %1,495 w/v konsantrasyonunda sodyum bikarbonat (NaHCOs) (Sigma) saf suyun
icerisinde ¢Oziindiikten sonra NaOH (Riedel-de-Haen-06203) ile ¢ozeltisinin pH 9’a
ayarlanmigtir. Jelatin (Serva-22151-02) %10 w/v konsantrasyonda karbon c¢ozeltisi ile
¢Oziilmiistiir. Sentez tepkimesi 9 pH’da gerceklesmektedir. Bu sebeple Jelatin ¢ozeltisinin
pH’1 NaOH ve HCI (Sigma) ile 9 pH ayarlanmistir. pH 9 ayarlanan Jelatin ¢ozeltisinin i¢in
damla damla metakrilik anhidrit (Sigma-276625) (her 1 gram jelatin igin 0,dmL MA
konsantrasyonunda) eklenmistir. 3 saat sonra reaksiyonun durmak igin ¢dzeltinin pH 7,4
ayarlanmistir. Tepkimeye girmeyen MA’y1 ¢oOzeltiden uzaklastirmak igin 3 giin ¢ozelti
SnakeSkin diyaliz tiipii (10,000 MWCO) (ThermoFisher 68100) ile diyaliz edilmistir. Diyaliz
tamamlandiktan sonra, 5 giin siireyle liyofilizasyon gerceklestirilmistir (ScanVac Cool Safe).
Elde edilen GelMA -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2. 4B Baski Optimizasyonu

Bu tez ¢alismasinda, hazirlanigi anlatilan hidrojel karisimi igin iki farkli doku iskelesi
tasarimi kullanilmistir. Bu tasarimlar genislik agisindan (y ekseni) farklilik gostermektedir.
Genisligi 3 mm ve Smm olarak iki farkli tasarim denenmistir. Bu doku iskelelerindeki temel
fark 3B baski tasariminin y eksenindeki uzunluk farkidir. Iki farkli tasarim icin de ayni1 baski

parametrelerini denenmis ve en optimal baski parametreleri elde edilmeye ¢aligilmistir. Ayni
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zamanda kontrollii katlanma i¢in degisen capraz baglanma prosediirleri de incelenmistir.
Capraz baglama prosediirlerinde sicaklik farki incelenmistir. Her iki tasarim i¢in denenmis
olup kontrollii katlanma saglanmaya ¢alisilmistir. Bu parametreler Cizelge 2.1° de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. AlgP(NIPAmM)GelMA baski parametreleri

Hiz (mm/sn) Basing (bar) Desen Capraz baglanma prosediirii

10 2 90 10 dk TEMED

3 dk CacCl; (40-50 derece)
20 2 90 10 dk TEMED

3 dk CacCl, (40-50 derece)
15 2 90 10 dk TEMED

3 dk CaCl; (40-50 derece)
15 1,8 90 10 dk TEMED

3 dk CaCl, (40-50 derece)
15 2 180 10 dk TEMED

3 dk CaCl, (40-50 derece)
15 2 90 10 dk TEMED

3 dk CaCl, (33-37 derece)

Tiim hidrojel basim islemleri, Envisiontech 3D Bioplotter (Almanya) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Basim islemleri sirasinda cihazin robotik kafasi, minimum c¢aligma
sicakligr olan 25°C’ye ayarlanmistir. Farkli desenlerin katlanma davranisi iizerindeki etkisini
incelemek amaciyla, hidrojellerin deseni Sekil 2.1° de gosterildigi gibi desen90 ve desen180

olmak tizere iki farkli desen kullanilarak baski alinmistir.
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Sekil 2.1. Desen180 ve Desen 90 kodlu desenlerin tasarimi

Hidrojel ¢ozeltilerinin basimi 6ncesinde, sterilizasyon ve hazirlik siiregleri biiyiik bir
Ozenle gerceklestirilmistir. Cozelti hazirlanma prosediirleri, daha Once ayrintili olarak
acgiklanan yontemlere sadik kalmarak uygulanmustir. Tlk olarak, jelatin metakrilat (GelMA),
NIPA, MBA(m), APS ve aljinat tozlari, sterilizasyon amaciyla 30 dakika boyunca ultraviyole
(UV) 1sik altinda bekletilmistir. Bu siireg, toz halindeki malzemelerin mikrobiyal
kontaminasyondan tamamen arindirilmasini saglamak igin kritik bir adimdir. Sivi formdaki
diger bilesenler, distile su i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve 0,22 mikronluk filtrelerden gegirilerek
steril hale getirilmigtir. BoOylece, ¢Ozelti bilesenlerinin tamami basim i¢in uygun hale

getirilmistir.

Basimda kullanilacak ekipmanlarin sterilizasyon islemi de benzer bir titizlikle
gerceklestirilmistir. Plunger, igne uglari, siringalar gibi tiim ekipmanlar, %70 etanol
banyosunda bir saat siireyle bekletilmis, ardindan UV 15181 altinda kurutulmustur. Bu yontem,
ekipman yiizeyindeki olasi patojenlerin tamamen uzaklastirilmasini saglamistir. Ekipmanlarin
doldurulmast ve birlestirilmesi gibi hassas islemler, laminar akis kabini iginde
gerceklestirilmis ve bdylece dis ortamdan gelebilecek kontaminasyon riski minimuma
indirilmistir. Hidrojel ¢ozeltisine hiicreler homojen bir sekilde karistirildiktan sonra yazici
siringasina doldurulmustur. Siringanin doldurma béliimleri ve igne ucu parafilm ile dikkatlice

sartlmistir. Bu islem, ¢ozeltinin dis ortamla temasini tamamen kesmek igin kritik bir adimdir.

Sterilizasyonun bir diger asamasi, 3B yazicinin hazirlanmasimi igermektedir. Yazici,
pleksiglas bir kapakla kapatilmis ve 1 saat boyunca UV 15181 altinda bekletilmistir. Ardindan,
hidrojel ¢ozeltisini igeren steril siringa yazicinin robotik kafasina dikkatlice yerlestirilmistir.
Bu siirecte herhangi bir kontaminasyon olusmasini engellemek i¢in tiim adimlar titizlikle

uygulanmgtir.

Baski altligi olarak kullanilacak cam lamlar da benzer bir sterilizasyon siirecinden
gecirilmistir. Lamlar, %70 etanol ¢ozeltisi i¢inde bir saat bekletilmis ve ardindan UV 15181

altinda tamamen kurutulmustur. Steril hale getirilen cam lamlar, steril petri kaplarina
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yerlestirilmis ve 3B yazicinin baski tablasina aktarilmadan once dikkatlice steril yazici
kabinine taginmigtir. Cam lamlarin yerlestirilmesinin ardindan yazici baskiya hazir hale

getirilmistir.

Sonug olarak, tiim bu hazirlik ve sterilizasyon islemleri, hidrojel basimi sirasinda hem
malzeme hem de ekipman diizeyinde tam hijyenin saglanmasi ve potansiyel kontaminasyon
kaynaklarinin tamamen ortadan kaldirilmas: amaciyla gergeklestirilmistir. Bu siire¢ hem
basim kalitesini artirmak hem de biyolojik deneylerin giivenilirligini garanti altina almak i¢in
kritik bir rol oynamaktadir. Boylece, basim islemi basariyla gergeklestirilmis ve tiim

sterilizasyon standartlarina uygun hale getirilmistir. Basim iglemi Sekil 2.2” de gosterilmistir.

Basim iglemi tamamlandiktan sonra ornekler steril petri kaplariin i¢inde laminar akig
kabini igerisinde 10 dk siireyle TEMED’ e maruz birakilmistir. Ardindan 0,25 M steril CaCl,
¢ozeltisi 37°C’ ye 1sitilarak kullanilmistir. Bu asamada 6rnekler 3 dk kadar CaCl, ¢6zeltisi
icinde bekletilmis olup aljinat ¢apraz baglamasi ve katlanma kontrolii eszamanlh olarak
yaptlmistir. Katlanma kontrolii saglanan 6rnekler 30 sn siireyle, 405 nm dalga boyuna sahip

Ultraviyole (UV) 1s18a maruz birakilarak GeIMA ¢apraz baglanmasi saglanmustir.

-

Sekil 2.2. 3B basim uygulamasinin gosterimi
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Kiiltiirlenecek 6rnekler agik ve katlanmig olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Bu durum

katlanma davranisinin hiicreye etkisini incelemek icin kiiltiir bulgular1 ile gézlemlenmistir.

Bunun yaninda, drnegin katlanma davranisinin P(NIPAmM) temelli oldugunun daha iyi
anlasilabilmesi i¢in yalnizca Aljinat ve GelMA igeren bir malzeme hazirlanmis ve baski alinip

ayni prosediir uygulanmustir.

2.2.3. Sitotoksisite Testi

Biyomalzemenin biyouyumlulugunu degerlendirmek ve zararli biyolojik ekstraktlar salip
salmadigin1  belirlemek amaciyla dolayli sitotoksisite testi yapilmustir. Uretilen
biyomalzemenin biyouyumlulugu, ISO 10993/EN 30993 standartlarina uygun olarak
gerceklestirilen MEM ekstraksiyon testi ile incelenmistir. Kullanilan deneysel gruplar su

sekildedir;

1. Alg_P(NIPAm)_GelMA
2. Pozitif kontrol (+)
3. Negatif kontrol (Latex) (-)

Steril edilmis 6rnekler hiicre kiiltiirli ortami (%10 h/h fetal sigir serumu ve %1 h/h
penisilin-streptomisin igeren DMEM (Dulbecco'nun Modifiye Eagles Medium)) i¢inde sabit
calkalama altinda 24 saat inkiibe edilerek ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Daha sonra pasaj
28 1.929 fare fibroblast (ATCC® CCL-1) hiicreleri, 24 kuyulu hiicre kiiltiir kabina ekilerek 24
saat sonra ekstraksiyon sivist kuyucuklara eklenerek inkiibe edilmistir. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirecinin ardindan, hiicre tabakasinin yayilim orani (confluency), olii hiicre
miktar1 ve hiicre morfolojisindeki degisiklikler mikroskobik olarak gézlemlenmistir. 72 saat
sonunda, canli hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimlerinin etkisiyle gergeklesen renk degisimi
esas alinarak Alamar Blue (rezasurin) boyama analizi yapilmis ve bu siire¢ spektrofotometrik
yontemle degerlendirilerek hiicre canlilig: tespit edilmistir. Deney gruplarindan elde edilen
ekstraksiyon sivilari, her bir grup i¢in li¢ tekrar olacak sekilde hiicrelere uygulanmigtir.
Ekstraksiyon sivilarmin eklenmesinin ardindan, 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde hiicre
tabakasinin yayilimi (confluency) ve morfolojideki degisiklikler mikroskobik olarak

incelenmistir.

Mikroskobik inceleme verileri, negatif kontrol grubuna gére normalize edilmis ve Cizelge

2.2 'de belirtilen degerlendirme kriterleri dogrultusunda puanlanmustir. Hiicre tabakasinin
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yayilimi, 6lii hiicre oran1 ve morfolojik degisikliklere iligkin ilk {i¢ kriterden alinan puanlarin
ortalamasi hesaplanmistir. Bu ortalama puan, hiicre biiyiimesinin inhibisyonuna iliskin son
kriterden alinan puanla birlestirilerek 0 ile 8 arasinda degisen nihai sitotoksik cevap indeksi
belirlenmistir. Elde edilen bu deger, malzemenin sitotoksik ozellik tasiyip tasimadigini

degerlendirmek icin kullanilmigtir. Degerlendirme Cizelge 2.3’ te verilmistir.

Cizelge 2.2. Sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri

%100 0
%90-100 1
Hiicre tabakasi yayilimi  2460-90 2
(confluency)
%30-60 3
%0-30 4
Hig goriilmedi 0
%0-5 1
Olii hiicre miktar1 (yiizen %5-10 2
hiicreler)
%10-20 3
> %20 4
Degisim gozlenmedi 0
Az degisim var, az sayida hiicre etkilendi 1

) _Orta seviyede degisim var, bazi hiicrelerin 2
Hiicre  morfolojisindeki morfolojisinde degisim gozlendi

degisim : . . . .. .
Orta seviyede degisim var, birgok hiicrenin 3
morfolojisinde degisim gozlendi
Yiksek seviyede degisim var, tim hiicrelerin 4
morfolojisinde degisim gozlendi
%0-10 0
%10-30 1

Hiicre biiylimesi 9430-50 2

inhibisyonu
%50-70 3
%70-100 4
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Cizelge 2.3. Sitotoksik tepki indeksi ve sitotoksisite analizi

Sitotoksik cevap indeksi Reaktivite ""Malzeme Sitotoksiktir"
0-1 Yok Hayir
1-3 Az Hayir
3-5 Orta Yeniden degerlendirilmeli
5-7 Fazla Evet
7-8 Cok Evet

2.2.4. Hiicre Kiiltira

Hidrojel platformlarinin hiicrelerle olan etkilesimlerini incelemek amaciyla, malzemeye
C2C12 hiicreleri eklenmistir, deneylerde kullanilan C2C12 fare miyoblast hiicre hatti, ATCC
(ABD) firmasindan temin edilmis olup, hiicrelerin devam pasajlar1 degerlendirilmistir. Hiicre
kiiltiirline baglamadan 6nce, laminar akis kabini 15 dakika boyunca ultraviyole (UV) 15181
altinda sterilize edilmis ve sterilizasyon siireci tamamlanmigtir. Calisma sirasinda kullanilacak
cogaltma besiyeri, bir Falcon tiipe ayrilarak 37°C sicakliga kadar isitilmistir. Stvi azotta
saklanan hiicreler, 37°C’ye 1sitilmis besiyerinden 1 ml’lik miktarlarla dikkatlice alinmis ve
dondurma tiipliniin igine yavas yavas pipetlenerek ¢oziindiriilmiistiir. Bu islem sirasinda
toplamda 3 ml besiyeri kullanilmis ve ¢oziinen hiicre siispansiyonu santrifilj edilmistir.
Santrifiij islemi sonrasinda tiipiin {ist kismindaki besiyeri uzaklagtirilmis ve kalan hiicre peleti,

taze 5 ml besiyeri ile yeniden siispanse edilmistir.

Hiicre siispansiyonundan 20 plL alinmig ve aymi hacimde tripan blue boyasi ile
karigtirllmigtir. Tripan blue boyasi 6lii hiicreleri isaretleyerek yasayan hiicreleri mikroskop
altinda kolayca ayirt etmeyi saglamistir. Karisimdan 10 pl, hemositometreye yerlestirilmis ve
lamel ile kapatilmistir. Isik mikroskobu altinda yapilan incelemeler sonucunda canli hiicreler
sayllmis ve 5 ml siispansiyondaki toplam hiicre sayis1 bu orana gore hesaplanmustir.
Santimetrekare basina 5.000 hiicre olacak sekilde, T75 flask i¢in yaklagik 375.000 hiicre igeren
bir siispansiyon hazirlanmig ve 30 dakika 6nceden 11 ml ¢ogaltma besiyeri ile hazirlanan T75
flask icerisine dikkatlice eklenmistir. Flasklar, hiicrelerin ¢ogalmasim saglamak amaciyla
37°C’de %5 CO: igeren bir inkiibatore kaldirilmstir. Inkiibasyon siirecinde, hiicreler 36 saat
icinde %70 konfliiansa ulasmistir. Bu asamada hiicreler pasajlanarak, daha biiyiik hacimli
T175 flasklara aktarilmis ve istenen hiicre sayisina ulagilmistir. Besiyeri her iki giinde bir

tazelenerek hiicrelerin biiylime ortami optimize edilmistir.
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T175 flasklarda %70 konflilansa ulasan hiicrelerin besiyeri uzaklagtirilmig ve flask ylizeyi
steril PBS ile 10 ml hacminde yikanmistir. Yikama isleminden sonra flask igerisine 1.5 ml
tripsin eklenmis ve yiizeyin tamamen kaplanmasi saglanmstir. Hiicreler, 37°C’de 6 dakika
siireyle inkiibe edilmis ve yiizeyden ayrilmalari 151k mikroskobu altinda kontrol edilmistir.
Daha sonra flask igerisine 5 ml taze besiyeri eklenmis ve hiicreler yiizeyden ayrilarak
siispansiyona gecirilmigtir. Bu karisim, bir Falcon tiipe alinarak santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda tiipiin iist kismindaki sivi dokiilmiis ve hiicre peleti taze besiyeri igerisinde yeniden

siispanse edilmistir.

Steril olarak hazirlanan hidrojel ¢6zeltisi laminar akis kabinine alinmis, sayilan hiicreler
tekrar santrifiij edilerek pelet hale getirilmistir. Hiicreler, mikrolitrede 5.000 hiicre olacak
sekilde hidrojel ¢ozeltisine eklenmistir. Daha sonra, bu karigim 3B yazici siringasina

doldurularak basim igin cihaza yerlestirilmistir.

Basim ve katlama islemleri tamamlanan hidrojeller, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
alimmistir. Her kuyucuga 2 ml c¢ogaltma besiyeri eklenmis ve Ornekler 37°C, %5 CO-
kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltiirii islemi 14 giin boyunca siirdiiriilmiis, ikinci

giinden itibaren besiyeri her 48 saatte bir degistirilerek yenilenmistir.

2.24.1. Hiicre Morfolojisi ve Yayillim

Hidrojel icindeki hiicrelerin morfolojisini gozlemlemek amaciyla katlanmis ve acik
orneklere 3., 7. ve 14. giinlerde Phalloidin/DAPI boyama ydntemi uygulanmistir. Bu
yontemde, hiicrelerin aktin filamentleri Phalloidin ile, ¢ekirdekleri ise DAPI ile boyanmasi

hedeflenmistir. Boyama yapilacak 6rnekler temiz kuyucuklara alinarak PBS ile yikanmustir.

Boyama siirecinin ilk agamasinda, hiicrelerin fikse edilmesi i¢in %3,7 (a/h) formaldehit
cozeltisi eklenmistir. Ornekler, oda sicakliginda, hafif ¢alkalama altinda 4 saat siireyle
formaldehit icerisinde bekletilmis ve ardindan PBS ile yikanmistir. Hiicre zarmnin
gecirgenligini artirmak ve boyanin etkisini gliclendirmek amactyla 6rnekler, %0,1 (h/h) Triton
X-100 ¢ozeltisi igerisinde oda sicakliginda 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Bu asama,

boyama igleminin etkinligini artirmak i¢in 6nemli bir adim olarak uygulanmstir.

Sonraki agsamada, spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla, 6rnekler %1 BSA
¢ozeltisi ile 37°C'de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, aktin
filamentlerin boyanmasi i¢in %0,1 BSA iginde 1:1000 oraninda hazirlanmis Phalloidin

¢Ozeltisi orneklere eklenmis ve 1 saat slireyle 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan,
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hiicre ¢ekirdeklerini isaretlemek i¢in, 6rnekler oda sicakliginda 10 dakika boyunca 1:1000
konsantrasyonda hazirlanmig DAPI ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Boyama isleminin

tamamlanmasinin ardindan, 6rnekler tekrar PBS ile yikanarak temizlenmistir.

Bu yontem, hidrojel igerisindeki hiicrelerin g¢ekirdek yapilarin1 ve aktin filamentleri
gorsellestirerek hiicresel davranislarin ve morfolojik Ozelliklerin detayli bir sekilde
incelenmesine olanak saglamistir. Elde edilen veriler, hiicrelerin hidrojel icerisindeki yayilimi

ve organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler sunmustur.

Bunun yaninda, hiicre kiiltiirii sirasinda hidrojellerde bulunan hiicre canlilik durumu,
Alamar Blue testi ile analiz edilmistir. Test i¢in, %5’ lik Alamar Blue ¢ozeltisi diisiik glikozlu
renksiz DMEM ile hazirlanmig ve 37°C'de 1sitilmustir. Isitilan ¢zelti, hidrojellerin bulundugu
besiyeri c¢ekildikten sonra Ornekler PBS tamponuyla yikamanin ardindan, o6rneklerin
bulundugu kuyucuklara 1 ml olacak sekilde eklenmistir. Ornekler, 37°C ve %5 CO.

kosullarinda, karanlik bir ortamda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, her kuyucuktan 200 ul ornek alinarak 96 kuyucuklu
mikroplakalara aktarilmistir. Her bir test i¢in {i¢ tekrar yapilmistir. Mikroplakalar, mikroplaka
okuyucusuna yerlestirilerek 570 nm ve 595 nm dalga boylarinda absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Testin ardindan, hidrojellerin bulundugu kuyucuklardaki Alamar Blue ¢ozeltisi
¢ikarilmis, ornekler PBS ile tekrar yikanmigtir. Daha sonra kuyucuklara taze farklilagtirma
besiyeri eklenerek kiiltiire ayn1 6rneklerle devam edilmistir. Bu test yontemi sayesinde, 3., 7.
ve 14. giinlerdeki Alamar Blue analizleri ayn1 6rnekler iizerinde gergeklestirilmistir. Olgiilen
absorbans degerleri, C2C12 hiicre hatti i¢in olusturulmus bir kalibrasyon egrisi kullanilarak

yaklasik hiicre sayilarina doniistiirilmiistiir.

Hiicre yayiliminin gdzlemlenmesi igin ise katlanmig 3. giin Ornegi histoloji
laboratuvarinda tiglii boyama teknigi ile analiz edilmistir. Daha sonra drnek yikanarak %2'lik
agara gomiilmiistir ve %70'lik alkolde bir gece birakilmistir. Ertesi giin uygun siireler
gozetilerek sirasiyla %80 %90 %96 ve absol alkolden gegirilerek xylol'e alinmugtir. Xylol'den
sonra %50 xylol, %50 Parafin karistmina aktarilmistir ve en sonunda saf parafine gomiilerek
bloklanmistir. Mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler alinmistir ve alinan kesitler 37°C'de bir

gece kurutulduktan sonra Crossman'in modifiye ii¢lii boyamasi ile boyanmustir.
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2.2.4.2. Immiinfloresan Boyama ve Taramah Elektron Mikroskobu

C2C12 hiicrelerinin miyojenik farklilasmasinin belirlenmesi i¢in kas spesifik belirte¢ olan
Abcam (Ingiltere) Anti-Desmin kullanilarak immiinfloresan boyama gergeklestirilmistir.
Phalloidin-DAPI boyama prosediiriiniin ardindan tavsan Anti-Desmin (1:50) antikoru, %0,1
BSA igeren ¢ozelti igerisinde uygulanmistir. Primer antikor gece boyunca (18 saat) 4°C’de
inkiibasyon yapilarak baglanmistir. Bu islemden sonra 6rnekler PBS ile yikanmustir. Primer
antikor baglandiktan sonra, sekonder antikor olarak 1:200 konsantrasyonda hazirlanmis Goat
anti-Rabbit antikoru kullanilmig ve kesitler 1 saat boyunca oda sicakliginda ve karanlikta
sekonder antikor islem gormiistiir. Son olarak, hiicrelerin morfolojisi, yayilimi ve miyojenik

farklilagmasi ters floresan mikroskop (Zeiss Axio Observer Z1) kullanilarak goriintiilenmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, kiiltiir sonrasi katlanmis ve acik
hidrojellerdeki 7. ve 14. giin hiicre yayilimini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir.
Ornekler, PIPES tamponuyla yikandiktan sonra -20°C'de bir gece dondurularak FreezeDry
yontemiyle kurutulmustur. Kurutulan orneklerin yiizeyleri altinla kaplanmis ve SEM
goriintiileme  islemi  Ortadogu Teknik  Universitesi Merkez Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. 4B Basim Optimizasyon Bulgulari

Baglangi¢ deneylerinde Alg ve P(NIPAm) malzemesi kullanilirken ¢ozeltiye GelMA
malzemesi eklenmesi uygun goriilmistiir. GeIMA, aljinatin sagladigi yap stabilitesine ek
olarak hiicre tutunumu ve ¢ogalmasi iizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. Bunun yaninda,
cozeltiye GeIMA eklenmesi sirasinda, baski 6zelliklerini ve hiicre uyumlulugunu optimize
etmek icin aljinat yiizdesi %4’ten %1,5’e diisiirtilmiistiir. Aljinat, yapisal dayaniklilik
saglamasi acisindan 6nemli olsa da yiiksek konsantrasyonda hiicre canlilifina olumsuz etki
etmesinin yamn sira, aljinatin ¢apraz baglanma sonrasi yiiksek stabilite gostererek katlanma
hareketini olumsuz etkileyebilecegi 6ngoriilmiistiir. Yeni ¢ozelti ile alinan 6rneklerin baski

sonrasinda agik ve katlanmig halleri Sekil 3.1° de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Baski sonrasi a) agik 6rnek b)katlanmis 6rnek

Farkli baski parametrelerinin degerlendirilmesi sonucu, Alg_P(NIPAmM)_GelMA
malzemesinde tasarim farkliligi ile (6rnek genisligi 3mm ve Smm), Smm genislige sahip olan
tasarimm baski sonrasi katlanma davranisginin daha dogrusal oldugu gozlemlenmistir.
Ozellikle 10 mm/sn hiz ve 2 bar basingla basilan Srneklerin baski stabilitesi ve katlanma
performansi agisindan dne ¢iktigi tespit edilmistir. Bunun yaninda 40-50 derece sicaklik ve
33-37 derece sicaklikta katlanma davranisi benzer sonuglar vermistir. Bu durumda 32 °C
sicaklik tizerinde P(NIPAmM) malzemesinin katlanma davranigi gézlemlenmistir. Katlanma

goriintiileri Sekil 3.2 ve Sekil 3.3” de gosterilmistir.
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Hiz (mm/sn) Basing (bar) Capraz baglanma prosediirii

10 dk TEMED
3 dk CaCI2 (40-50 derece)

10 dk TEMED

3 dk CaCI2 (40-50 derece)

10 dk TEMED
3 dk CaCl2 (40-50 derece)

10 dk TEMED
3 dk CaCl2 (40-50 derece)

10 dk TEMED

3 dk CaCl2 (40-50 derece)

10 dk TEMED

3 dk CaCl2 (33-37 derece)

Sekil 3.2. Farkli baski parametreleri ile 6rneklerin katlanma davranisi



Hiz (mm/sn) Basing (bar) Capraz baglanma prosediirii

>

10 dk TEMED

3 dk CaCI2 (40-50 derece)

10 dk TEMED

3 dk CaCI2 (40-50 derece)

10 dk TEMED

3 dk CaCl2 (40-50 derece)

10 dk TEMED
3 dk CaCl2 (40-50 derece)

10 dk TEMED
3 dk CaCl2 (40-50 derece)

10 dk TEMED

3 dk CaCI2 (33-37 derece)

Sekil 3.2. Devam. Farkli baski parametreleri ile 6rneklerin katlanma davranisi



5x

15 mm/sn hiz
2 bar basing

40-50 °C

15 mm/sn hiz
2 bar basing

33-37°C

Sekil 3.3. Farkli baski parametreleri ile 6rneklerin katlanma davraniginin mikroskop goriintiisii

10x

Aynmi zamanda, desen farkliliginin katlanmaya direkt etkisi oldugu gézlemlenmistir. Sekil

3.4 ve Sekil 3.5’ te gosterildigi gibi desen180 grubunda kivrimli katlanma gozlemlenirken,

desen90 grubunda kisa kenardan daha stabil ve dogrusal bir katlanma g6zlemlenmistir.

Sekil 3.4. Desen180 ve Desen 90 arasindaki katlanma davraniginin farkinin gdzlemlenmesi

Kivrimh
Katlanma

K

Dogrusal
Katlanma

J

X
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Sekil 3.5. Desen180 ve Desen 90 arasindaki katlanma davraniginin farkinin zamana bagli olarak
gbzlemlenmesi

Bu sonuglar hem desen geometrisinin hem de baski parametrelerinin hidrojel doku
iskelelerinin katlanma 6zelliklerinde 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu
calismada elde edilen veriler, hidrojel tabanli malzemelerin katlanma 6zelliklerinin, farkl
platform tasarimlar1 veya farkli baski parametreleri kullanilarak manipiile edilebilecegini
gostermektedir. Bunun yaninda katlanma davramigimin P(NIPAmM) kaynakli oldugunu
gozlemlemek igin Alg GelMA malzemesi denenmistir ayni kosullar altinda P(NIPAM)

olmayan baski1 drneklerinin katlanmadigi goriilmiistiir.

Bu calismada ana odak noktasi, sicaklik uyaranina baglh sekil degisikliklerini incelemek
olmustur. Deneylerde, 32°C'nin alt1 ve 32°C'nin Ustii sicakliklar temel alinarak farkli kosullar
degerlendirilmistir. Yapilan gozlemler, 32°C'nin iizerindeki sicakliklarda belirgin ve net bir
katlanma meydana geldigini gostermistir. Buna karsilik, 32°C'nin altindaki sicakliklarda
herhangi bir katlanma davranigi gozlemlenmemistir. Bu bulgular, malzemenin sicaklik
duyarlihigmi ve sekil degistirme mekanizmasinin, belirli bir esik sicakliginin tizerindeki
uyarilara bagl olarak calistigini ortaya koymaktadir. Bu durum, uygulama alanlarinda sicaklik
kontrollii sekil degisikliklerinin kullanilabilirligini destekleyen 6nemli bir veri sunmaktadir.
Sicakliga bagl olarak katlanma davranisi Sekil 3.6. ile gosterilmistir. Katlanma davranisi
sicaklik uyarani ile 10 sn iginde gdzlemlenmistir. Sicakligin diisiik oldugu grupta ise herhangi

bir form degisikligi gdzlemlenmemistir.
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32°C>

Sekil 3.6. Ornegin sicaklik uyarania bagli olarak zaman iginde sekil degistirme davranigt

Katlanma kontroliine etki eden baslica degiskenlerin sicaklik, desen ve malzeme oldugu
gortilmiistir. Bu degiskenler arasindan uygun katlanma kontrolii Alg P(NIPAmM)_GelMA
malzemesi ile desen90 tasarimi kullanilarak 32°C sicaklik iistiinde gergeklesmistir. Sicakligin
32°C altinda olan denemelerde katlanma goriilmezken, ayn1 zamanda P(NIPAmM) igermeyen
orneklerde de katlanma goriilmemistir. Deneyler sirasinda kivrimli katlanma ve dogrusal
katlanma olarak iki farkli katlanma gbézlemlenirken, baz1 6rneklerde katlanma goriilmemistir
(Sekil 3.7). Katlanma davranmisinin degiskenlere bagli degisimin sematik gosterimi Sekil 3.10
ve Sekil 3.11° de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Orneklerin zamana, sicakliga ve desene bagl olarak katlanma davranislart

Ornegin desen farkliliginin katlanmaya etkisinin gdzlemlenmesinin ardindan. Desen90
modeli ve desensiz bir modelin karsilastirilmasi yapilmistir. Bu kargilastirma sonucunda
desensiz modelin bir katlanma davranisi sergilemek yerine, P(NIPAm) malzemesinin sicaklik
duyarlilig1 sebebiyle, kontrolsiiz bir biiziisme davramisi sergiledigi gériilmiistiir. Karsilastirma

sonuglar1 Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.” da gosterilmistir.

5sn 10 sn

DESEN
YOK

Ly S

90

v
w
q »
Sicakhk 0

YoK
U Biiziisme Gézlemlendi

E Katlanma Gézlemlendi

Desen

Sekil 3.9. Ornegin desenli ve desensiz farklihigna bagh olarak sekil degistirme davranisinin sematik
gosterimi

36



o)

| A q \
W w

N N

o o

0O Sicakhk (2]

90 180 Kiviimh Katlanma
D m Gézlemlendi
esen - Katlanma
Gézlemlenmedi
B Katl 2 di

Sekil 3.10. Ornegin sicaklik uyaram ve desen farkliligina bagh olarak sekil degistirme davranisinin
sematik gosterimi

VAR YOK

Sicakhk

P(NIPAM) - Katlanma

Gozlemlenmedi

( { Katlanma Gézlemlendi

Sekil 3.11. Ornegin sicaklik uyarani1 ve malzeme icerigine bagh olarak sekil degistirme davranisinin
sematik gosterimi

3.2.  Sitotoksisite Bulgulari

Ekstraksiyon sivisi eklendikten sonra 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde, hiicre tabakasi
yayilimi ve 0lii hiicre miktar1 deney gruplarina gore faz kontrast mikroskopi kullanilarak 10x
biiyiitmede degerlendirilmistir. Bu zaman araliklarinda gézlemlenen hiicre tabakasi yayilimi
Sekil 3.12° da sunulmustur. Hiicre morfolojisindeki degisiklikler ise kiiltiir siiresi boyunca 40x
biiylitmede incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.13* da gosterilmistir. Hiicre sayilarina

dayali olarak yapilan analiz sonuglar1 Sekil 3.14” de yer almaktadir.
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24s 48s 72s

Alg_P(NIPAmM)_Gel
MA

Sekil 3.12. Ekstraksiyon sivis1 uygulamasindan sonra, deney gruplarinda 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde
hiicre tabakas1 yayilimindaki degisim (10x biiyiitme)

24s 48s 72s

Alg_P(NIPAmM)_Gel
MA

Sekil 3.13. Ekstraksiyon sivisi uygulamasindan sonra, deney gruplarinda 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde
hiicre tabakasi yayilimindaki degisim (40x biiyiitme)

38



2.500.000

2.000.000 }
a
0
g 1.500.000 |
©
0
[0}
<4 1.000.000 F
0
3
T
500.000 F
O 1 1 -|-
sample + -
a)
20
g 18 |
[0}
g2 16}
3 o
S 14}
p 0
A 12t
o <
G
O g 10 f
Z
8 F
4 L
2 F
o L m--eSeaas meeeeeew 0 |
+ Sample
b)

Sekil 3.14. Ekstraksiyon sivist eklenmesinden 72 saat sonra, deney gruplarina goére (a) canli hiicre
sayisindaki degisim ve (b) hiicre biiylimesindeki % inhibisyon orani, pozitif kontrol grubuna gore bagil
olarak degerlendirilmistir

Mikroskobik inceleme ve hiicre sayimi sonuglarina dayanarak, deney gruplarinin
sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri dogrultusunda puanlama sonuglar1 Cizelge 3.1'de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Sitotoksisite testi degerlendirme Kriterlerine ait sonuglar

Not Not
Hiicre tabakasi yayillim 0 Hiicre morfolojisindeki 0
(Confluency) degisim
Olii hiicre miktar 1 Hiicre biiyiimesi 0
(Yiizen hiicreler) inhibisyonu

Bu sonuglar dogrultusunda, tiretilen filmlere ait sitotoksik cevap indeksi ve sitotoksisite

degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.2. Uretilen filmler igin sitotoksisite degerlendirme sonuglar1

Sitotoksik cevap indeksi “Malzeme Sitotoksiktir”
0,3 Hayir

3.3. Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

Hidrojel doku iskelesinin tiim yiizeyini kaplayacak sekilde esit bir hiicre dagilim
hedeflenmistir. Bu dagilimin net gézlemlenmesi ic¢in kiiltiiriin 3. giinii katlanmig Ornege
Crossman’in ii¢cli boyama teknigi uygulanmis ve kesit alinarak 151k mikroskobunda
incelenmigtir. Sekil 3.15° te gosterilen mikroskop goriintiisiinde hiicrelerin katlanmig 6rnek

icerisinde homojen dagilimi gézlemlenmistir.

Hiicreli hidrojel doku iskelelerinde hiicrelerin morfolojik &zelliklerini ve yiizey
tizerindeki dagilimlarin1 degerlendirmek i¢in kiiltlir siirecinin 3. 7. ve 14. giinlerinde DAPI/
Phalloidin  boyama yodntemi uygulanmistir. Bunun yaninda miyojenik farklilagmanin
degerlendirilmesi i¢in Desmin antikoru baglanmistir. Bu boyama asamalari, hiicrelerin
hidrojeldeki morfolojilerini, dagilimlarini ve miyojenik farklilagmay:1 detayli bir sekilde

inceleme imkani sunmustur.
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100 pm

Sekil 3.15. Katlanmig 6rnek 3. giin hiicre dagilimi (100 pm)

Sekil 3.16° da gosterilen katlanmig Orneklere uygulanan DAPI/Phalloidin/Desmin
boyamasi, hiicrelerin iyi tutunabildigi, morfolojilerini koruyup c¢ogalabildikleri ve Desmin

belirtecinin hiicre yogunluguna uygunlugu gozlemlenmistir.

Benzer sekilde, Sekil 3.17° de gosterilen acgik  Orneklere  uygulanan
DAPI/Phalloidin/Desmin boyamasi, hiicrelerin iyi tutunabildigi, morfolojilerini koruyup

cogalabildikleri ve Desmin belirtecinin hiicre yogunluguna uygunlugu gézlemlenmistir.
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x

DAPI/Desmin

DAPI/Phal./Desmin

Katlanmis DAPI/Phalalloidin
3.Gln

7.Gin

14. Gun

Sekil 3.16. Katlanmig orneklerde 3, 7 ve 14. giinlerde hiicre yayilimi, morfolojisi ve miyojenik
farklilagmanin gozlemlenmesi. DAPI mavi renk, Phalloidin yesil renk ve Desmin kirmizi renk ile

gosterilmektedir. (100 pwm)
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Acik DAPI/Phalalloidin DAPI/Desmin DAPI/Phal./Desmin

3. Giin

7.Gln

14. Gln

Sekil 3.17. A¢ik drneklerde 3, 7 ve 14. giinlerde hiicre yayilimi, morfolojisi ve miyojenik farklilasmanin
gozlemlenmesi. DAPI mavi renk, Phalloidin yesil renk ve Desmin kirmiz1 renk ile gosterilmektedir.
(100 pm)

Miyojenik  farklilagmanin ~ gbzlemlenmesi  immiinfloresan  boyama  yoluyla
gerceklestirilmistir. Kirmizi renk ile gdsterilen Desmin boyamasiin goriintiilerdeki renk
yogunlugu Sekil 3.18.” de verilmistir. 3. ve 14. Giinler arasinda anlamli (*p>0,05) artig

gozlemlenmistir.
Kiiltiir sonras1 katlanmig ve agik hidrojellerdeki 7. ve 14. giin hiicre yayilimimi

degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen SEM goriintiileri Sekil 3.19.” te gosterilmistir. 7 ve

14. giinler arasinda hiicre yayiliminda artis gozlemlenmistir.
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Sekil 3.18. Desmin boyamasinin goriintiilerdeki renk yogunlugu (*p>0,05)

/
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Sekil 3.19. Katlanmis ve agik 6rneklerde 7 ve 14. giinlerde hiicre yayilimi SEM goriintiileri
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Hiicre yiiklii hidrojellerdeki hiicre sayisinin kantitatif olarak belirlenmesi amacrtyla, kiiltiir
stiresi boyunca 3., 7. ve 14. giinlerde Alamar Blue testi uygulanmistir. Hidrojellerin hiicre
konsantrasyonu (5000 hiicre/ ul) baz alinarak, her bir 6rnege yaklagik 500.000 hiicre eklendigi
hesaplanmustir. Sekil 3.1.”de sunulan Alamar Blue sonuglari itibariyla, kiiltiirlenen 6rneklerde,
3. gilin itibartyla, yaklagik %70 hiicre canlilik oram1 ve sonraki giinlerde ¢ogalma

gozlemlenmistir.

Tim oOrneklerde 3. giinden itibaren hiicre sayisinda bir artis gozlenmistir. 14. giin
itibariyla, katlanmis 6rnekler (Alg P(NIPAmM)_GelMA) ve agik 6rnekler (kontrol) arasinda
hiicre canlilig1 acisindan anlaml bir fark gbzlemlenmemistir. Acik ve katlanmis 6rneklerin
kiiltiir esnasindaki hiicre sayilari karsilastirildiginda, her iki grupta da 3. giinden itibaren hiicre
¢ogalma hizinda artig gbzlenmis ve 14. giin sonunda istatistiksel olarak anlamli (**p<0,005)
hiicre artiglart kaydedilmistir. Hiicre artig oranin1 gosteren Alamar Blue analiz sonuglar1 Sekil

3.20. te gosterilmistir.

%*
*
600000 :
- Bl Alg_P(NIPAm)_GelMA (Katlanmig)
s - - [ Kontrol (Agik)
2 400000 T =
g
n
g
S i
2 200000
0- T T I
3 7 14
Giin

Sekil 3.20. Alamar Blue analiz sonuglar1 (**p<0,005)
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4. TARTISMA

Sicaklik duyarli hidrojelin katlanmas: degerlendirildiginde, P(NIPAm), akrilamid
tiirevleri arasinda en yaygin kullanilan sicakliga duyarli polimerlerden biridir. Bu polimerin
en dikkat g¢ekici Ozelliklerinden biri, sicaklik degisimlerine yanit olarak hidrofilik ve
hidrofobik gruplar1 arasinda faz gegisi gerceklestirebilmesidir. Ozellikle, belirli bir sicaklik
araliginda, 1sitma veya sogutma dongiileri uygulandiginda, polimerin su emme (swelling) ve
biiziiserek suyu birakma (shrinking) kapasitesinde kayda deger degisiklikler meydana gelir.
Bu doniisiim, polimerin diisiik kritik ¢ozelti sicakligi (LCST) olarak adlandirilan bir noktada
gerceklesir ve P(NIPAm)’in termal yanithilik &zelliklerini tamimlayan en temel
mekanizmalardan biridir. PONIPAm)’in LCST sicakligi 32°C civarinda olup, bu sicaklik
fizyolojik kosullara (6rnegin 37°C) olduk¢a yakin oldugu i¢in polimerin biyolojik
uygulamalar agisindan uygun bir aday olarak degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Bu
ozellik, P(NIPAm)’1 hiicre kiiltiirii, ila¢ salinim sistemleri ve doku miihendisligi gibi ¢esitli
biyomedikal uygulamalarda kullanima elverisli hale getirmektedir. Ancak, dogrudan 1sitma ve
sogutma dongiilerine dayali yontemler, P(NIPAm) tabanli platformlarin katlanma
mekanizmalarinin kontroliinde bazi zorluklara yol agabilir. Sicaklik degisimlerinin polimerin

faz gecis siirecinde diizensizliklere neden olmasi, bu kontrol sorunlarinin baslica kaynagidir

(Ohnsorg vd., 2019).

Bu tez ¢aligmasinda 6rnegin direkt sicaklikla temas ettirilmesi yerine 1sitilmig CaCl, ile
temas ettirilmesi ve aljinat ¢apraz baglanmasi ile es zamanli olarak katlanma kontroliiniin

gerceklestirilmesi anahtar nokta olarak gosterilebilir.

4B basim optimizasyon bulgulari degerlendirildiginde, ilk deneylerde P(NIPAmM) ile
aljinat malzemeleri beraber galisilmistir. Ancak bilinmektedir ki aljinat malzemesi hiicre
tutunmasi ve yayilimi agisindan zayif bir malzemedir (Ergene vd., 2020). Bu sebeple aljinat
malzemesinin konsantrasyonunu belli bir sinirda tutulmasi gerekmektedir. Ancak aljinat
malzemesinin konsantrasyonunu diisiik tutulmasi 3B baski ve baski sonrasi 6rnegin fiziksel
stabilitesine negatif etki edebilir. Baski sonrasi kiiltiirde fiziksel stabiliteyi giiclendirmek ve
hiicre tutunumunu arttirabilmek i¢in GeIMA eklenmesi gerekli goriildii. GeIMA’nin Aljinatin
sagladigi yapr stabilitesine ek olarak hiicre tutunumu ve gogalmasi iizerinde olumlu etkileri
bulunmaktadir. Bdylece, doku modelinde hem fiziksel dayaniklilik hem de hiicre uyumlulugu
arttirild.
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Bunun yaninda elatin metakrilat (GeIMA) ¢ozeltileri, termal 6zellikleri nedeniyle belirli
bir sicaklik araliginda farkli fiziksel fazlarda bulunma o6zelligi gostermektedir. 21°C’nin
altinda, GeIMA ¢ozeltileri kat1 haldeyken, bu sicakligin tizerinde sivi hale gegis yapmaktadir.
Bu faz degisimi, GeIMA’nin biyomedikal uygulamalarda kullanimimi etkileyen temel
0zelliklerden biridir ve 6zellikle doku mithendisligi, biyobaski ve hiicre kiiltiirii gibi alanlarda
biiyiik 6nem tasir (Yue vd., 2015). Termal gegis davranisi, GeIMA’nin ¢6ziinebilirlik, form
verme ve islenebilirlik gibi 6zelliklerini dogrudan etkileyerek biyolojik siireclerde kullanimini
kolaylastirir. Ancak baski esnasinda GelMA malzemesinin sivi formda olmasi baskiy1
zorlastirirken, i¢ desen dizayninin da kaybolmasina sebep olabilir. Bu sebeple ilerleyen

calismalarda baski tablasinin sicakligimin diisiiriilmesi gibi ¢oziimler sunulabilir.

Sitotoksisite testi degerlendirildiginde, Cizelge 3.2° de verilen sitotoksisite degerlendirme
sonuglarina ve Alamar Blue analizinde gozlemlenen hiicre artigina dayanarak hazirlanan
orneklerin  sitotoksik  olmadigi  sdylenebilmektedir. Sitotoksisite  analizinde
Alg_P(NIPAmM)_GelMA (sample), pozitif (+) gruplar1 ve negatif (-) grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli (****p<0,0001) fark gézlemlenmistir. Hiicre sayilarindaki fark Sekil 4.1.” de

gosterilmistir.

2500000 4
I Alg_Pnipa_GelMa

3 Pozitif
1 Negatif

2000000

1500000+

1000000+

Hiicre Sayisi

500000 -

Sekil 4.1. Sitotoksisite hiicre sayis1 sonuglart (****p<0,0001)

Hiicre canliigi ve yayilimi degerlendirildiginde, 3B biyobaski siirecinde hiicreler,
inkiibasyon asamasina ulasana kadar bir¢ok fiziksel ve kimyasal stres faktGriine maruz
kalmakta ve hayatta kalabilmek igin bu zorluklarla basa ¢ikmak zorundadir. Hiicreler, hidrojel
coOzeltisine karistirildiklar1 andan itibaren karigtirma hareketi sirasinda olusan kesme
kuvvetlerine, besiyerinin yetersizligine, baski sirasinda siispansiyon i¢inde bekleme siiresine,

soguk ortam kosullarina ve ozellikle igne ucundan gecgerken karsilastiklar: yiiksek kesme
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kuvvetlerine maruz kalmaktadir. Tiim bu faktorler, hiicrelerin canliligini énemli 6lgiide

etkileyerek hayatta kalma oranlarini diistirmektedir (Xu vd., 2022).

Caligsmalarda, igne ucu kesme kuvvetinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri detayli bir
sekilde incelenmis ve baski islemi sirasinda hiicre canliliginda kayda deger bir azalma
meydana geldigi rapor edilmistir (Boularaoui vd., 2022). Bu nedenle, baski islemi
tamamlandiktan sonra baslangictaki hiicre konsantrasyonunun ne kadarinin inkiibasyon

stirecinde hayatta kaldigini belirlemek biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu sonuglar, 3B biyobaski siireglerinin hiicre canliligi lizerindeki olumsuz etkilerini net
bir sekilde ortaya koymakta ve biyobaski tekniklerinin daha hiicre dostu hale getirilmesi
gerektigini vurgulamaktadir. Hiicrelerin hayatta kalma oranlarmi artirmak ig¢in, igne ucu
tasariminin optimize edilmesi, karigtirma siirecindeki kesme kuvvetlerinin azaltilmasi ve

besiyeri desteginin artirilmasi gibi stratejilerin uygulanmasi gerekmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, hiicre canliligi ve yayilimi gozlemlenmistir. 14
giinliik kiiltiir suresince yapilan biitiin analizlerde 3. ve 14. Giinler arasinda anlamli fark
gbzlenmistir. Bunun yaninda 7. ve 14. Giinler arasinda beklenildigi kadar biiyiik farklar
gbzlemlenmemistir. Bunun baslica sebebi malzemenin diisiik vizkozitesinden kaynakli olarak
baski sonrasi tasarimdaki desen yapisinin kaybolmasi ve bu sebeple hiicreler igin ¢ogalacak
alanin azalmasi olarak goriilmektedir. Bu desen yapisini korumak ve hiicrelere daha genis
yiizey alanina sahip doku iskeleleri iiretmek gerekmektedir. Bu durumda hiicrelerin biiyiime

oraninin artacagi disiiniilmektedir.

Farklilagsma bulgularinda ise benzer sonuglar elde edilmistir. 3. ve 14. Giinler arasinda
anlaml fark gézlenmistir. Bunun yaninda 7. ve 14. Giinler arasinda beklenildigi kadar biiytik
farklar gozlemlenmemistir. SEM gorintiileri ile birlikte degerlendirildiginde hiicrelerin
malzeme ylizeyine yayildig1 ve bir siire sonra sigamadig1 gozlemlenmistir. 14 giin sonunda
hiicreler yiizeyi tamamen kaplamis durumdadir. Hiicrelerin sikisarak cogalmaya galigmasinin
farklilagma hizin1 diistirmiis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda katlanmis ve agik
orneklerin hiicre yayilimi ve farklilagma degerlerine bakildiginda anlamli bir fark
gozlemlemistir. Bu durum katlanmanin fiziksel etkilerinin hiicrelere olumsuz bir durum

olusturmadiginmi gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Artan organ ihtiyaci, doku miihendisligi alaninda yeni ¢éziimler gelistirilmesini zorunlu
kilmustir. Ozellikle organ nakline alternatif yontemlerin olusturulmast i¢in yapilan arastirmalar
son yillarda hiz kazanmistir. Ancak laboratuvar ortaminda iglevsel bir doku tiretmek, pek ¢cok
bilimsel ve teknik zorlugu beraberinde getirmektedir. Bu zorluklarin ¢dztimiine yonelik olarak,
farkli disiplinlerden bilim insanlar1 dokularin gelisimi sirasinda rol oynayan biyolojik,
kimyasal ve fiziksel mekanizmalar1 anlamaya odaklanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, hiicre
tasima iskelelerinin {retim siire¢leri, malzeme-fabrikasyon uyumu ve hiicre-malzeme

etkilesimleri gibi temel konular iizerinde durulmustur.

Calismada ilk olarak, iiretim siireclerinde karsilasilan temel problemler tespit edilmis ve
bu problemlerin ¢dziimiine yonelik ayrmntili yontemler gelistirilmistir. Uretilen iskelelerin,
sicaklik uyarim 6zelligi kullanilarak zamana bagli sekil degisim kabiliyetleri incelenmistir.
Iskelet kas1 oncii hiicreleri olan C2C12 hiicrelerinin bu sistemler icerisindeki davranislari,

cesitli biyoteknolojik yontemler yardimiyla analiz edilmistir.

Bu amagla P(NIPAm) gibi termal olarak duyarli bir polimer kullanilmistir. Bunun
yaninda, biyolojik silireclere daha uygun oldugu bilinen dogal polimerler iizerinde
durulmustur. Jelatin, hiicrelerin tutunma, ¢ogalma ve farklilasma gibi siireclerini destekleyen
bir biyomalzeme olarak kullanilmistir. Ancak jelatinin ¢apraz baglanma zorluklar1 ve
kullanilan reaktiflerin toksik etkileri nedeniyle, foto-capraz baglanabilir jelatin metakrilat
(GelMA) tercih edilmistir. Bunun yaninda, aljinat malzemesi kullanilarak viskozite artirilmig
ve 3B yaziciya uygun bir biyomiirekkep haline getirilmistir. Bu biyomiirekkep, hem hiicre
uyumu hem de baski iglemi i¢in gerekli teknik kosullar1 karsilamigtir. Ayni zamanda katlanmis

ve agik ornekler arasinda hiicre yayilimi ve farklilagsmasinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Bu tez calismasinin sonuglari, hiicre-malzeme etkilesimlerinin optimize edilmesiyle
biyolojik siireclerin etkin bir sekilde desteklenebilecegini gostermektedir. Kendiliginden
katlanabilir sistemler ve 4B biyobaski yontemleri, biyomedikal uygulamalarda genis bir
kullanim potansiyeline sahiptir. Gelecekte, birden fazla hiicre hatti kullanilarak i¢ ige olan
dokularm taklit edilmesi miimkiin olabilir. Bu sistemlerin daha da gelistirilmesiyle, dokularin

kendi cevrelerini taklit eden yapilar iiretilebilecektir.
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