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Hekzagonal bor nitriir’iin (hBN) biyoinert, biyouyumlu, diistiik siirtiinme kat sayis1
ve 1siyt  homojen dagitma oOzelliklerinden faydalanilarak yiiksek viskoziteli
biyomiirekkeplerin basim Kkalitesini artirabilecegi ©6n goriilmiistir. 3 boyutlu
biyoyazicilarda ve biyomiirekkep ¢esitliliginde hBN nanopartikiilleri kullanilarak
sinirlamalarin  elimine edilmesi amaglanmistir. Iyonik olarak bagl jelatin-kitosan
biyomiirekkeplerine hBN nanopartikiilleri ilave edilerek viskozite degisimleri
incelenmistir ve basilabilirlik degerlendirmesi yapilmistir.  Yiiksek viskoziteli
biyomiirekkeplerin basilabilirlik 6zelliklerini iyilestirdigi belirlenmistir. Basilan doku
iskeleleri iyonik veya kimyasal c¢apraz bagli olarak biyomalzeme halinde
kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in kimyasal (FTIR, DSC, XRD), fiziksel
(biyobozunurluk, ylizey temas acisi, su tutma kapasitesi) ve biyolojik (biyouyumluluk)
testleri incelenmistir. Elde edilen sonuglardan hBN nanopartikiillerinin  katkili
biyomiirekkeplerin  ekstriizyon temelli  biyoyazicilarin  dezavantajim  azalttigi
belirlenmistir. Ayrica doku miihendisligi alaninda kompozit biyomalzeme gelistirirken

hBN nanopartikiillerinin istiin 6zelliklerinden faydalanilabilecegi ortaya ¢ikmustir.

Anahtar Sozciikler: Doku miihendislgi, Ekstriizyon temelli biyoyazici, Hekzagonal bor

nitriir, Basilabilirlik, Biyomiirekkepler.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF FORMING ORGANIC BASED COMPOSITES WITH 3D
PRINTER

Aykut ERDOGAN

Department of Advanced Technology
Programme in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, June 2021

Supervisor: Prof. Dr. Nuran AY

According to the studies, it has been predicted that hexagonal boron nitride (hBN)
can improve the printing quality of high-viscosity bioinks by making use of its bioinert,
biocompatible, low coefficient of friction, and heat-homogeneous properties. It is aimed
to eliminate the limitations by using hBN nanoparticles in 3D bioprinters and bioink
variety. Viscosity changes were investigated by adding hBN nanoparticles to ionically
bonded gelatin-chitosan bioinks, and printability was evaluated. It has been determined
that high viscosity bioinks improve printability properties. Chemical (FTIR, DSC, XRD),
physical (biodegradability, surface contact angle, water holding capacity), and biological
(biocompatibility) tests were examined to evaluate the usability of the printed scaffolds
as biomaterials with ionic or chemical cross-linking. Based on these results, it was
determined that hBN nanoparticles included bioinks reduce the disadvantage of
extrusion-based bioprinters. In addition, it has been determined that the superior
properties of hBN nanoparticles can be utilized while developing composite biomaterials

in the field of tissue engineering.

Keywords: Tissue enginerring, Extrusion-based bioprinter, Hexagonal Boron nitride,
Printibility, Bioinks.
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1. GIRIS

Ulkemizde doku ve organ yetmezligi vakalari tiim diinyada oldugu gibi her gegen
zamanda artmaktadir. Bu durum doku ve organ nakli bekleyen insanlarin hem yasam
kalitesini diistirmekte hem de uzun siiren tedavi siiregleri nedeniyle ekonomik agidan
olumsuz etkilemektedir. Baz1 hastalar kisa siirede uygun doku veya organ bulabiliyorken
bazi hastalar ise nakil i¢in yillarca beklemesi gerekmektedir. Bu hastalar kadavra veya
canli vericiden (bagis¢idan) uygun organ beklerken yagamini yitirmektedir (Tay, 2016).
Bu durum sadece iilkemizle sinirh kalmayip diinyanin diger iilkelerinde de ayni durum
gecerlidir. Ornegin ABD’de her giin 17 hasta organ bagis1 beklerken vefat etmektedir. Bu
sorunun temel sebebi her bagislanan dokunun veya organin hasta ile uyumlu olmamasinin
yani sira bagislanan doku veya organin sayisinin Sekil 1.1°de goriildiigii gibi yetersiz
olmasidir (Sykes & Sachs, 2019). Doku ve organ yetmezligindeki bu sorun, doku nakli

harici alternatif tedavilerle olan ihtiyaci artirmistr.
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Sekil 1.1. Yillara gére ABD ’deki doku ve organ nakli bekleyen hasta, bagis¢i ve nakil sayisi (Sykes &
Sachs, 2019)

Doku ve organ kaybini 6nlemeyi amaglayan doku miihendisligi alan1 doku ve organ
nakli bekleyen hastalar i¢in umut vadetmektedir. Doku miihendisligi hasarli yapilari
onarmakta veya fonksiyonel yapay doku veya organ ile degistirerek tedavi edebilmektedir
(Chandra vd., 2020). Fakat 3 boyutlu (3B) fonksiyonel doku ve organ olusturmada gesitli
zorluklar bulunmaktadir. Bunlar; dogal dokuya benzeyen 3B heterojen yapinin

olusturulmasi, hiicrelerin doku iskelesi igerisinde ¢ogaltilmasi, fonksiyonel doku/organ



olusumu, doku/organlarin birden fazla hiicre igermesi, doku ve organ boyutlarinin kisiden

kisiye farklilik gostermesi seklinde siralanabilir (Zhang, ve digerleri, 2016)

Doku miihendisliginde hedeflenen doku veya organin hiicre dis1 matrisini (HDM)
taklit etmeyi ve fonksiyonel doku ve organ olusturmada karsilagilan zorluklarin
iistesinden gelmeyi amacglayan yeni biyofabrikasyon teknikleri gelistirilmistir. Bu
tekniklerden birisi, dokunun HDM yapisin1 mikro boyutta tekrarlanabilir sekilde taklit
eden 3B biyoyazici teknigidir. Bu tiretim tekniginde hiicreler homojen olarak doku
iskelesi icerisine gomiilebilmekte veya hiicresiz olarak rejenerasyonu tesvik eden 3B
destek yapilar olusturulabilmektedir. Organlarin karmasik yapisini olusturabilmek i¢in
hem biyomiirekkepler hem de biyoyazic1 teknikleri her gegen giin daha da
gelistirilmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalar (Sekil 1.2) yillar bazinda dinamik bir
artis sergilemektedir (Ouyang, 2019).
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Sekil 1.2. Yillara gore “biyobasum” iizerine yayinlanan makale sayis: (Ouyang, 2019)

3B biyoyazicilarda 4 farkli teknik (lazer destekli, stereolitografi, miirekkep
piiskiirtme ve ekstriizyon temelli) siklikla kullanilmaktadir. Bu teknikler, temelinde
tasarlanmig 3B yapilar olugturmay1 hedeflemektedir. Damlacik seklinde iiste iiste birikme
yontemini kullanan lazer destekli biyoyazicida lazer kaynagi kullanirken, miirekkep
puskiirtmeli  biyoyazici, termal veya piezoelektrik etkiden faydalanmaktadir.

Stereolitografi biyoyazicisinda 1sik ile ¢apraz baglanabilen polimerler UV kaynagi ile



yonlendirilerek istenilen yapi olusturulmaktadir. Ekstriizyon temelli biyoyazicilarin
ylksek derisimde, yliksek viskoziteli biyomiirekkeplerin filamentler halinde {ist {iste
biriktirilerek 3B karmasik organ yapilarii kolaylikla taklit edilebilmektedir (Foyt,
Norman, Yu, & Gentleman, 2018) Ayrica 3-6 eksenli robotlarla basilabilmesi gibi
teknolojik tstiinliikleri bulunmaktadir (Willson, Ke, Kengla, Atala, & Murphy, 2020).
Fakat yiiksek derisimde kullanilan biyomiirekkeplerin kullanimi hiicre canliligini ve
uygun basilabilirlik parametrelerinin saglanmasini olumsuz yonde etkileyebilmektedir

(Ozbolat, 2016).

Bu tez kapsaminda yiiksek derisime sahip biyomiirekkeplerin, basilabilirligini
kolaylagtirmak ve baski esnasinda homojen sicaklik dagilimini saglamak i¢in hekzagonal

bor nitriir (hBN) nanopartikiilleri kullanilarak biyobasilabilirligi incelenecektir.

hBN’nin mekanik O6zelliklere katki saglamasi, yiiksek kimyasal dayanikliginin
bulunmasi ve biyouyumlu olmasi gibi 6zellikleri bulunmaktadir (Kivang, ve digerleri,
2018). Ayrica ekstriizyon temelli biyoyazici ile hBN-jelatin-kitosan iceren
biyomiirekkeple basilan doku iskelelerinin doku miihendisliginde biyomalzeme olarak

kullanilabilirligi bu tez kapsaminda degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, biyoloji ve miihendislik alanlarinin beraber ¢alismasi
sonucunda, fonksiyonunu kaybetmis doku ve organlarin yerini alabilecek veya
yenilenmesini ve tekrar fonksiyonlarinin kazandirilmasini hedefleyen yenilik¢i bir
alandir (Langer & Vacanti, 1993). Genel olarak klinik uygulamada hasarli ve islev
gormeyen dokularmn saglikli dokularla degistirilmesinde otogreftleme (hastanin
kendisinden alinan dokunun kendisine nakli) ve allogreftleme (baska bir kisiden alinan
dokunun nakli) siklikla uygulanan yontemlerdir. Ancak otogreftlerde greftin alindigi
bolgede yasanan komplikasyonlar ve greftin miktarinin yetersizliginden muzdariptir.
Allogreftlerde ise immiin uyusmazlik ve kisiler arasinda hastalik taginmasi gibi ¢esitli
sorunlarla karsilasilmaktadir (Ochando, Fayad, Madsen, Netea, & Mulder, 2020). Tiim
bunlar g6z 6niine alindiginda nakledilmeye uygun saglikli doku ve organlarin laboratuvar
ortaminda Uretilmesini amaglayan doku miihendisligi ¢alismalarinin  6nemi

vurgulanmaktadir.

Doku miihendisliginin temel prensibi Sekil 2.1°de goriilmektedir. Hastadan alinan
doku pargasindan, laboratuvar ortaminda istenilen hiicreler izole edilmekte ve hiicreler
belirli sayiya ulasana kadar cogaltilmaktadir. Doku miihendisligi iiretim teknikleri ile
iretilen doku iskelesi iizerine ¢ogaltilan hiicreler ekilmektedir. Ardindan dogal dokunun
ortam taklit edilerek fonksiyonel doku olusturmak igin mekanik stres ve kimyasal uyarici
ajanlarla (sitokinler, kemokinler vd.) inkiibe edilmektedir. inkiibasyon sonrasinda
hastanin kendi hiicrelerinden olusan canli doku hastaya nakledilmektedir (Noh, ve
digerleri, 2017).



Hiicre 1zolasyonu

Hiicre kultiiri
Biyopsi . 4 ‘ P AR
s

3

Mekanik stress ~ Kimyasal uyarict ajan Hiicrelerin gogaltilmas:

el

Cases
e

“ Doku 1skelest

N )

)
=
-9

&

Fonksiyonel doku olugturma

Sekil 2.1. Doku miihendisligi temel prensibinin sematik gdsterimi (Noh, ve digerleri, 2017)

Doku iskelesi, dokunun HDM yapisim1 taklit ettigi i¢in 6nemli 6zellikleri ve
gorevleri bulunmaktadir. Bu yapilar hiicrelerin {izerinde biiyliyebilecegi ve doku
ozelliklerini kazanabilecegi sekilde tasarlanmakta ve genellikle biyobozunur ve
biyouyumlu, dogal ya da sentetik polimerik biyomalzemeler kullanilarak {iretilmektedir.
Doku iskelesi iiretilirken kullanilan biyomalzemeler; hedef dokunun iyilestigi hizla
orantili olarak bozunma gostermeli, mekanik 6zellikleri hedef bdlgeye uygun olmali,
iyilesme siirecinde yapisal biitiinliigiinii korumali, dokunun yap1 igerisine gelismesine
izin verecek olgiide gozenekli olmali ve dokunun dogal ii¢ boyutlu yapisim taklit
edebilmesi gerekmektedir (O’Brien, 2011).

2.1.1. Viicudumuzdaki baz1 dokularin HDM farkhliklar: ve yapisi

Viicudumuz epitel, kas, sinir ve bag dokusu dahil olmak {izere temelde 4 cesit
dokudan olusmaktadir. Her dokunun kendine ozgii karakteristik ozellikleri
bulunmaktadir. Bu dokulardaki farkliliklar, hiicre tipi, HDM igerigi, morfolojisi ve
fonksiyonu seklinde siralanabilir (Marieb & Keller, 2017). HDM bilesiminin en fazla
degiskenlik gosteren doku tipi bag dokusudur. Bag dokular1 fibroblast ve diger hiicrelerin
kollajen gibi hiicre dis1 matris bilesenlerini liretmesi ile olusan genellikle dayanikli
dokulardir. Bag dokular1 arasindaki temel farkliliklar, hiicre tiplerinden, hiicre dis1 matris
lif tiirlerinden (kollajen tipleri, elastin vb.) ve lif yogunlugundan kaynaklanmaktadir

(McKee, Perlman, Morris, & Komarova, 2019). Bu matriste temel olarak hiicrelerin
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yapismasini saglayan proteinler, dayanikliligi artiran lifler ve nemi doku igerisinde
tutmay1 saglayan polisakkaritler bulunmaktadir. Matris bileseninin yogunluguna gore
doku sert ve yumusak doku olarak siniflandirilabilmektedir. Sert dokular olan kemik ve
kikirdak dokularinda ¢ok az hiicre bulunurken HDM yogunlugu fazladir (Gorsel 2.1).
Buda dokunun daha dayanikli fakat hiicre sayisinin az olmasindan dolay: iyilesme siireci
uzun olabilmektedir. Diger taraftan yumusak bag dokusu olan yag dokusu daha fazla

hiicre ve daha az hiicre dis1 matris yogunluguna sahiptir (Marieb & Keller, 2017).

[4

Vs

1K
1

Gorsel 2.1. Bag dokusu tipleri ve hiicre-hiicre digi matris dagilimi; a) kemik dokusu ve osteosit hiicreleri,
b) kikirdak dokusu ve kondrosit hiicreleri, ) tendon dokusu ve tendonosit hiicreleri, d) yag
dokusu ve adiposit hiicreleri (Marieb & Keller, 2017)

Dokularin HDM vyapisi, hiicre disinda yer alan ve doku tipine gore agsi veya
yonlenmis lifler halinde goriilen ve karmasik makromolekiillerden olusmaktadir. Bu
yapida genellikle ii¢ ana biyomolekiil (proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar (GAG), lifsi
proteinler; kollajen, elastin, fibronektin ve laminin) bulunmaktadir (Kusindarta &
Wihadmadyatami, 2018). GAG’lar dallanmamis polisakkarit zincirlerinden (tekrarlayan
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disakkarit birimlerinin biraraya gelmesiyle) olusmaktadir. Kompleks yapisi ve
yapisindaki negatif yiikler sayesinde ¢ok fazla miktarda siviy1 igerisinde tutabilmekte ve
mekanik stres altinda dokunun kaybettigi hacmi tekrar kazanabilmektesini saglamaktadir.
GAG’lar viskoz yapis1 ve yaglayici 6zelligi sayesinde dokuya esneklik kazandirir. Ayrica
fizyolojik siireglerde sitokinleri, biiylime faktorlerini, enzimleri ve diger proteinleri
bagladig1 ve diizenledigi bilinmektedir (Gandhi & Mancera, 2008)

Proteoglikanlar, yiliksek oranda anyonik glikozaminoglikanlarin kovalent olarak
proteinlere baglanmasiyla olusan kompleks yapilardir. Proteoglikanlarin ana biyolojik
islevi, dokuya hidrasyon ve sisme basinci saglayan ve sikistirma kuvvetlerine

dayanmasini saglamaktir (Yanagishita, 1993).

Hiicre dist matris yapisinin  dinamik bilesenlerini olusturan fibréz lifler
bulunmaktadir. Kollajen lifleri hiicre dist1 matrisin iskele yapisi olusturan ana
proteinlerden biridir. Dokunun gerilme mukavemetini saglayan tiglii sarmal zincirleri
bulunmaktadir. Kollajen lifleri hiicrelerin hiicre dis1 matris yapisinda tutunmasi,
cogalmasi, go¢ etmesi ve farklilasmasi i¢in aktif rol oynamaktadir (Boraschi-Diaz, Wang,
& Komarova, 2017). Elastin lifleri, dokunun gerilme sonrasi tekrar eski haline
gelmesinde gorev alan hidrofobik bir proteindir. Bu 6zelligiyle basincin iletilmesinde
damarlarin yirtilmasini 6nlemek i¢in kan damarlarinda bol miktarda bulunmaktadir.
Elastin kollajen gibi fibroblastlardan veya diiz kas hiicrelerinden sentezlenmektedir
(Uggiil, Aras, & Elibiiyiik, 2018). Fibronektinler, bazal membran kisminda yer alan
kollajen gibi fibriller yapidadir. Hem hiicrelerin yapigsmasini/tutunmasint hem de yara
iyilesmesinde 6nemli rolii bulunmaktadir. Fibronektinin zincir yapisinda bulunan
Arjinin-Glisin-Aspartik asit (RGD) amino asit sekans bdlgesinden hiicrenin yiizey
reseptorlerine (integrinler) baglanmaktadir. Lamininler, hem kas hem de epitel dokular1
dahil ¢esitli dokularda bulunan hiicrelerin yapigmasini, integrinler vasitasiyla hiicrelerin

farklilasmasini ve gogiinii tesvik eden glikoproteinlerdir (Kular, Basu, & Sharma, 2014).
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Gorsel 2.2. HDM morfolojik yapust ve hiicreyle etkilesimleri (Xue & Jackson, 2015).

HDM, daha 6nce bahsedildigi gibi hiicrelerin yapismasi, biiyiimesi, ¢ogalmasi,
farklilagmasi ve doku icerisinde gociinii tesvik eden kompleks yapidan olugmaktadir.
Ayrica dokunun biiylimesinde, yeniden modellenmesinde ve iyilesme siireglerinde rol

almaktadir (Kusindarta & Wihadmadyatami, 2018).

HDM hiicrelerin biyoaktivitesini yonlendirmenin yani sira dinamik ortamda
mekanik destek saglamaktadir. Sekil 2.2°de goriildiigli gibi hiicreler 2 boyutlu hiicre
kiiltiirii ortaminda yilizeyde yayilma egilimi gosterirken 3 boyutlu ortamda dogal dokuya
benzerliginden dolay1 ¢oklu uzuvlarla yiizeyde tutunma, yayilma ve kendi HDM yapisini
ireterek bulundugu ortami sekillendirme egilimine girmektedirler (Kular, Basu, &
Sharma, 2014). Hiicreler bulunduklart ortama gore farkli davranig sergilemeleri doku

iskelesi yapisini ve tiretim tekniklerini dogrudan/dolayli olarak etkilemektedir.
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Sekil 2.2. Hiicre disi ortam farkliligimin hiicreler iizerine etkisi (Kular, Basu, & Sharma, 2014)

2.2. Doku Miihendisliginde Kullanilan Geleneksel Doku Iskelesi Yontemleri

Hiicreler tutunduklar1 bolgeye gore 3 boyutlu morfolojik yapisi degismektedir.
Hiicre kiiltiirii ortaminda hiicreler destek materyali olmadan tek bagina doku olusumunu
saglayamamaktadir. Destek materyali olarak kullanilan doku iskelesi, hiicrelerin yeniden
doku olusturmak i¢in destek ortami olusturur. Doku iskelesinin tiretiminde kullanilan 3B
biyofabrikasyon teknikleri doku iskelesinin gézenek boyutu, geometrik yapisi hiicrelerin
tutunmasi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gociinli etkilemektedir. Bir doku iskelesinden
temel olarak hiicrelerin gegebilecegi boyutlarda gozenekler olmali ve bu gézeneklerin
arasinda ara baglanti bulunmasi gerekmektedir. Ciinkii bu goézeneklerin hiicrelerin
beslenmesi, oksijen almasi ve dolayisiyla hiicre gegisinin kolay olmasi beklenmektedir.
Bu ozellikleri saglarken ayn1 zamanda mekanik 6zelliklerini de korumasi gerekmektedir.
Doku iskelesi 6zelliklerini hiicrelerin kendi hiicre dis1 matris yapisini liretip yeni doku
olusumu saglayana kadar devam ettirir ve biyolojik olarak bozunarak ortamdan hiicrelere
zarar vermeden uzaklasmaktadir. Doku miihendisliginde geleneksel olarak kullanilan 3B

boyutlu biyofabrikasyon teknikleri Sekil 2.3’te yer almaktadir (Abbasi, Hamlet, Love, &



Nguyen, 2020). Gelisen teknoloji ile dogal dokuyu en iyi sekilde taklit edebilen yeni

teknikler gelismeye devam etmektedir.

coziucii porojen gozenekli
uzaklashrma uzaklashrma doku 1zkeles:
C d basmg
!
polimer
gozaltisi
yiksek
voltaj :
‘ lifli
—— D
v toplavicr doku izkelex

Sekil 2.3. Doku miihendisliginde stk¢a kullanilan bazi biyofabrikasyon teknikleriyle doku iskelesi iiretimi;
Geleneksel iiretim teknikleri; a) ¢oziicii ve partikiil uzaklastirma teknigi, b) gaz ile kopiik
olusturma teknigi, c¢) dondurarak kurutma, d) elektro-egirme teknigi (Abbasi, Hamlet, Love, &
Nguyen, 2020)

Sentetik ve dogal biyomalzemeleri doku iskelesine doniistiirmek i¢in ¢esitli tiretim
yontemi bulunmaktadir. Coziicii ve partikiil uzaklastirma teknigi, gaz ile kopiik olusturma

teknigi ve dondurarak kurutma teknigi bunlardan bazilaridir (Zhu & Che, 2013).

2.2.1. Dondurarak kurutma teknigi

Genellikle sicakliktan etkilenebilen malzemelerin kurutulmas: i¢in kullanilan bir
tekniktir. Dondurarak kurutma tekniginde ¢ozelti veya yar1 kati formdaki malzemenin
icerisinde siviy1 uzaklastirmak icin oncelikle dondurulmalari gerekir. Boylelikle olusan
su/sivi kristalleri soguk ortamda (-50 ila -90 °C) ve vakum altinda siiblimleserek kati
formdan gaz formuna gegmekte ve igerisindeki su/sivi uzaklagmasiyla malzeme
kurumaktadir. Bu teknigin avantaji, kurutmak i¢in toksik kimyasallar yerine ¢evre dostu

zararsiz ¢oziciiler kullanilabilmesidir (Fereshteh, 2018).
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2.2.2. Coziicii ve partikiil uzaklastirma teknigi

Bu teknikte doku iskelesinin gézenek boyutunu istenilen boyutta ayarlayabilmek
i¢cin suda ¢oziinebilen belirli ¢capta gdzenek olusturan (porojen) parcaciklar (tuz, seker
vb.) suda ¢oziinmeyen polimer ¢ozeltisi ile karistirilmaktadir. Coziicii buharlagarak
uzaklastirildiktan sonra tuz partikiilleri ile gomiilii polimerik malzeme suya batirilarak
tuzlar uzaklastirilmaktadir. Boylelikle ortalama 500 um boyutlarinda ve %93’e varan
gbzeneklilik olusturulabilmektedir. Bu teknigin avantaji ayarlanabilir gozenek boyutu
saglamast olsa da yalmizca 3 mm kalinh@inda doku iskeleleri iiretmek igin
kullanilabilmektedir (Zhu & Che, 2013).

2.2.3. Gazla kopiik olusturma teknigi

Doku iskelesini olusturacak polimer iizerine yliksek basingla CO2, H.O ve N3
gazlar1 uygulanarak kopiirtilmektedir. Boylelikle yaklasik 100 ila 500 pum arasinda
degisen boyutlarda kabarciklarin olusmasi saglanmaktadir. Bu yontemin avantaji organik
coOziiciilere gerek kalmadan doku iskelesinin iiretilmesidir. Dezavantaj1 ise gozeneklerin
birbiri ile baglantisinin olmamasi ve dis ylizeyinin gozeneksiz yapida olusturulmasidir

(Zhu & Che, 2013).

2.2.4. Elektro-egirme teknigi

Bu teknikte polimer c¢ozeltisine yliksek elektrik alan1 uygulanarak nanofiberler
tiretilmektedir. Elektro-egirme sistemi ii¢ temel kisimdan olusmaktadir. Bunlar; yiiksek
voltaj saglayan gii¢ kaynagi, nanofiber toplayicisi ve polimeri enjekte eden metal uclu
hazneyi (siringa vb.) igerir. Sekil 2.3.1.1°de goriildiigii gibi giic kaynaginin pozitif ve
negatif kablo uglari sirasiyla siringanin metal ucuna ve nanofiber toplayicisina baglanir.
Yiiksek voltaj, elektriksel potansiyel fark olusturur. Siringadaki polimer ¢ozeltisi belirli
hizda toplayictya dogru enjekte edilir. Siringa ucundan elektriksel olarak yiiklenmis
polimer lifleri elektriksel alanin kontroliinde toplayic1 yiizeyinde rastgele sarmallar olarak
birikmektedir (Aslan, ve digerleri, 2020). Bu esnada polimer ¢ozeltisinin ¢oziiciisii
buharlasarak ortamdan uzaklasmaktadir. Uretilen nanofiberlerin ¢ap:t 3 nm ila 10 um
olabilmektedir. Polimer ¢ozeltisinin derisimi, ¢ozeltinin akis hizi, voltaj siddeti ve igne
ucunun toplayiciya olan mesafesi nanofiberin ¢apini dogrudan etkilemektedir. Bu

teknigin avantaji sistemin kolay kurulmasi, tiretimdeki nanofiber ¢apim degiskenlerle
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kontrol edilebilir olmasi, toplayici ylizeyindeki agsi nanofiberlerin hiicre dis1 matrise

benzer lifler olusturmasidir. Dezavantaji ise buharlasan organik ¢oziiciilerin toksik

olabilmesi, rastgele iletilen sarmallar gézeneklerin kontroliinii zorlastirmaktadir. Ayrica

iiretim stiresi uzun olmasi nedeniyle sadece yiiksek gozeneklilige sahip ince membranlar

tiretilebilmektedir (Dahlin, Kasper, & Mikos, 2011). Bu kullanilan tekniklerin avantaj ve
dezavantajlar1 (Tablo 2.1) bulunmaktadir (EItom, Zhong, & Muhammad, 2019).

Tablo 2.1. Geleneksel doku iskelesi iiretim tekniklerinin avantajlari ve dezavantajlart (Eltom, Zhong, &

Muhammad, 2019)

Onlemektedir.

Geleneksel Avantajlart Dezavantajlar
Uretim
Teknikleri
Dondurarak Cesitli kullanim alanlar bulunmaktadir. | Uretim siiresi uzun ve enerji tiiketimi
kurutma yiiksektir.
teknigi Yiksek sicakliklarin olumsuz etkisini | Zararli ¢oziicii kullanilabilmekte ve

kiiciik 6lgekli tiretim yapilabilmektedir.

Gozenek boyutu dondurma sicakligi

degistirilerek kontrol edilebilmektedir.

Diizensiz gozenek boyutlarina sahip

olmaktadir.

artirilabilmektedir.

Cozici ve | Sadece ince membran | Yaygin olarak asir1 toksik ¢oziiciilerin
partikiil iiretilebilemektedir. kullanilmaktadir.
uzaklastirma Yiiksek gozeneklilige (%50-90) sahiptir. | Yalmzca ince membranlar kullanildig
teknigi Maliyeti uygundur. i¢in tiretim zaman almaktadir.
Gaz ile | %85’e kadar gozeneklilik saglamaktadir. | Dis yiizeyi kapah sadece i¢i gbzenekli
kopiirtme yapi olusturmaktadir.
teknigi
Elektro- Nanofibroz doku iskeleleri | Kullanilan coziiciiler toksik
egirme teknigi | iretilebilmektedir. olabilmektedir.
Nanofiberlerin iretilmesi ve | Uretim siireci birgok degiskene baghdir.
yonlendirilebilmesiyle dayaniklilik | Yeterli biiytikliikte gbzeneklerin yani sira

ince membran tiretilmesi nedeniyle 3B

doku iskelesi tiretimi sinirlidir.

Doku miihendisliginde geleneksel doku iskelesi iiretim tekniklerinin zayif yonleri

fonksiyonel doku/organlar1 olusturmasi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesini ve birden

fazla teknigin bir arada kullanilmasimi tesvik etmistir (Chansoria, Schuchard, &
Shirwaiker, 2020).
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2.3. Yeni Nesil Doku Iskelesi Uretim Teknikleri; 3B Biyoyazicilar

Geleneksel doku iskelesi iiretim yontemleriyle iiretilen doku iskeleleri gézenekli
yapistyla hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi ortam saglamaktadir. Fakat fonksiyonel
doku/organ olusturmak i¢in bu tekniklerin yetersizligi yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Karsilasilan temel sorunlar ise gozenekliliginin kontrol edilememesi, kisiye
ozel doku/organ seklinin verilememesi, hiicrelerle birlikte doku iskelesinin
tiretilememesi, hiicrelerin doku iskelesi icerisinde beslenmesinin dolay1 fonksiyonel doku
olusturulamamasi, doku/organlarin damarlanmasi saglayacak 3B morfolojinin
saglanamamasi seklinde siralanabilir ( (Zhang, ve digerleri, 2016); (Alaribe, Manoto, &
Motaung, 2016)).

Bu gozenekler hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini tesvik
etmektedir. Doku yenilenmesinin hizli olabilmesi i¢in doku iskelesinin gézenek boyutlar
hiicrelerin gegebilecegi ve beslenebilecegi boyutta olmasi 6nemlidir (Yousefi,
Akbarzadeh, & Yousefi, 2014). 3B doku iskelesinde karsilasilan temel sorun hiicreler
ekildigi taktirde yapinin ortasindaki hiicrelerin canliligin1 koruyamamasi ve istenilen 3B

doku iskelesi seklinin verilememesidir.

3B biyoyazici tekniginin temelini eklemeli imalat teknigi olarak da bilinen 3B
yazicilara dayanmaktadir. Dijital ortamda tasarlanmis nesneler, polimerik malzemelerin
(ABS (akrilonitril biitadien stiren), PLA (poli-laktik asit) vb.) 3B yazic1 araciligiyla gesitli
islemlere maruz birakilarak x-y-z eksenlerinde katman katman basilmakta ve istenilen
boyutlarda kat1 nesneler olusturulmaktadir. 3B yazicilar saglik sektoriinde, eksik veya
kaybedilen uzuvlarin yerini almasi i¢in ¢esitli protezlerin (kulak, el, ampute ayak soketi)
tiretilmesinde kullanilmaktadir. Bu yontem sadece estetik ve fiziksel fonksiyon
kazandirmaktadir. Fakat hasarli dokularin kendini yenileyebilmesi i¢in hiicreli/hiicresiz
3B biyoyazict ile basilan fonksiyonellestirilebilir doku iskelelerine ihtiya¢ vardir
(Vijayavenkataraman, Yan, Lu, Wang, & Fuh, 2018).

3B biyoyazic1 teknigi, yetersiz sayida gergeklesen organ bagist sorununu
cOzebilecek potansiyeli tasimaktadir. Bu teknik, karmasik dokularin 3B mikro ortamini
veya hiicre dis1 matris mimarisini, fonksiyonel yapisini, dokuya 6zgii hiicre dis1 matris
bilesimlerini ve mekanik dayanimini taklit ederek hiicreli/hiicresiz sekilde, istenilen

boyutta ve 6lgeklendirilebilir olarak iiretimine imkan sunmasi sayesinde bu soruna bir
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¢oztim getirebilir. Bu teknigin avantajlari, yliksek hassasiyet, otomasyon sistemine
baglilik, istenen geometrik sekillerin istenen o&zelliklerinin kontrollii bir sekilde
olusturulabilmesi (gbézenek boyutu, gozenekler arasi baglanti kontrolii), c¢esitli
malzemelerle biyomiirekkep gelistirip kullanilmas1 olarak gosterilebilmektedir.
Biyomiirekkep i¢ine eklenebilecek proteinler, biiyiime faktorleri ve ilaglarla birlikte ilk
anda ortamda bulunmasi istenen hiicre sayisinin ayarlanarak tekrarlanabilir tretim
sunmasi teknigin diger avantajlaridir (Vijayavenkataraman, Yan, Lu, Wang, & Fuh,
2018).

3B biyoyazici teknigi yukarida sayilan iistiin 6zelliklerinden dolayr kendi pazarini
olusturmus (Sekil 2.4) ve sektorde ilag kesfinde, kozmetik testlerde, doku yenilenmesinde

ve tibbi cihaz iriinlerinde kullanilmaktadir (http-1).

W jlag kesfi
M Kozmetik Testleri
M Rejeneratif Tip

Tibbi Cihaz

Sekil 2.4. Biyoyazici uygulamalari kiiresel pazar dagilimi (http-1, 2017)

2.3.1. 3B baskimin dijital modellenmesi

3B biyobaskiin ilk asamasi lretilmek istenen doku/organin dijital tasariminin
olusturulmasidir. Bilgisayar destekli tasarim (CAD) yazilimi kullanilarak iiretilmek
istenen par¢anin dijital modeli hazirlanmaktadir. Son yillarda karmasik yapilarin dijital

3B modellere doniistiirmek igin dijital tarayicilar kullanilmaktadir. Tarama

14



teknolojilerinde karmasik ve hasarli dokulari goriintiilemek igin manyetik rezosans
goriintiileme (MRI) ve bilgisayarli tomografi (BT) gibi klinik goriintiileme teknolojileri
kullanilmaktadir. ~ Boylelikle insan  viicudunda bulunan  karmasik  yapilar
goriintiilenebilmekte ve hastaya o6zel modeller, implantlar ve doku iskeleleri
gelistirilebilmektedir. Dijital ortamda tasarlanan tiim modeller 6ncelikle 3B modelin
ylizey geometrisini birbirine bagli mozaik dil dosyasi (STL) formatina doniistiiriilmesi
gerekmektedir. STL formatinda ¢izilen veya taranan 3B modeller 3B biyoyazici/yazici

sistemlerinde basilabilmektedir (Raman & Bashir, 2015).

2.3.2. 3B biyoyazci tipleri ve ozellikleri

Ilerleyen teknolojiyle birlikte yeni biyoyazici tipleri iiretilmeye ve gelistirilmeye
devam etse de temel olarak 4 farkli biyoyazici tipi bulunmaktadir. Bunlar farkl: teknikler
kullanarak 3B karmasik sekilleri {iretmeyi saglamaktadirlar. Biyoyazic1 tipleri
kullandiklar1 tekniklere gore isimlendirilmistir. Bu teknikler ekstriize etme, miirekkep
gibi piiskiirtme, lazer ile kabarcik olusturma, fotopolimerizasyonla karmasik sekiller

olusturabilmektedir.

2.3.2.1. Miirekkep piiskiirtme temelli biyoyazict

Biyolojik baski uygulamalari igin kullanilan ilk mirekkep piiskiirtmeli
biyoyazicilar, ticari olarak satilan 2B miirekkep tabanli yazicilari temel almaktadir.
Kartustaki boyar madde, biyomalzemeyle (biyomiirekkep) degistirilmekte ve {igiincii
boyutu olusturmak i¢in (x-y eksenlerine ek olarak) z ekseninin kontroliinii saglayan
yiikseltici kademe sisteme dahil edilmektedir. Boylelikle kontrollii bir sekilde yiiksek
hassasiyette, istenilen bdlgeye istenilen hacimlerde damlaciklar gonderilebilmesi
miirekkep piiskiirtmeli  biyoyazic1 ile saglanmaktadir. Mirekkep piskiirtmeli
biyoyazicilar, son yapiy1 destekleyebilen veya bir par¢asini olusturabilen bir alt tabakaya
stvi damlalarin1 puiskiirtmek ig¢in 1s1l (termal) veya akustik kuvvetler (Sekil 2.5)
kullanmaktadir (Murphy & Atala, 2014).

Termal miirekkep piiskiirtmeli yazicilar, elektrikle nozul ucunu 1sitarak olusan
buhar kabarciklarini basing ile ylizeye iletmektedir. Bu sicaklik 200-300 °C arasinda
degismektedir. Termal miirekkep piiskiirtmeli yazicilarin avantajlar1 arasinda ytiksek

baski1 hizi, diisiikk maliyet ve genis kullanilabilirlik bulunur. Bununla birlikte, hiicreleri ve
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malzemeleri termal ve mekanik gerilmeye maruz birakma riski, diisiik damlacik yonii,
stabil olmayan damlacik boyutu, nozulda sik tikanma sorunlar1 3B biyo-baskida

kullanimi i¢in 6nemli dezavantajlar olusturmaktadir (Murphy & Atala, 2014).

Piezoelektrik destekli miirekkep piiskiirtmeli yazici igerisinde, siviy1 diizenli
araliklarla kabarciklara ayirmak igin nozzle icinde akustik bir dalga olusturan bir
piezoelektrik kristal bulunmaktadir. Bu kristale voltaj uygulandigi zaman hizlica sekil
degistirir. Bu sayede biyomiirekkebi kabarcik halinde iletmek i¢in gereken akustik basing
olusmaktadir (Murphy & Atala, 2014).

Termal Piezoelektrik

N\~

Isitica
Piezoelektrik

Buhar A R R

- donistirici
kabarcigi

& o
oooa® ccaa®
oo P00

Sekil 2.5. Miirekkep piiskiirtme temelli biyoyazicilain ¢calisma prensibi (Murphy & Atala, 2014)

2.3.2.2. Stereolitografi temelli biyoyazici

Isiga duyarli polimerler kullanilarak Ultraviyole (UV) veya goriiniir 1s18in
yonlendirilmesi ile 3B doku/organ modeli olusturabilen teknige ‘Stereolitografi”
denilmektedir. Bu teknikte diger tekniklere kiyasla nozul kullanilmaktadir. Katmanli 3B
yapinin olusmasini saglayan fotopolimerizasyon asamasi Sekil 2.6’da goriildiigii gibi
monomer haznesinin u¢ noktasinda 151k enerjisiyle ger¢eklesmektedir. Her katman
polimerize edildikten sonra yapiy1 destekleyen platform asagi indirilerek iistte yeni bir

katmanin fotopolimerizasyonu saglanabilmektedir (Kacarevic¢, ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.6. Stereolitografi temelli biyoyazici bilesenleri (Kacarevié, ve digerleri, 2018)

Bu teknikte polimerizasyonu baslatan fotobaslaticilar, 1s1k enerjisine maruz
kaldiklarinda reaktif maddeler olusturan ve bir malzemenin monomerleriyle reaksiyona
girerek  polimer  zincirlerinin  olusumunu baglatan  kimyasal —molekiillerdir.
Fotobaslaticalarin derisimi 3B modelin sertligini ve yogunlugunu dogrudan etkilemekle
beraber sitotoksik etkileri bulunmaktadir. Buna ilave olarak UV 1s1gin hiicreler tizerindeki
toksik etkisi, bu teknigi sinirlamaktadir. Goriiniir 151k fotobaslaticist olan Eosin Y, UV
151k fotobaslaticisi olan Irgacure 2959’a kiyasla daha az toksik etki gostermesinden dolay1
stereolitografi tekniginde daha cok tercih edilmekte ve dezavantajlar1 gidermek icin

alternatif yontemler gelistirilmektedir (Kacarevi¢, ve digerleri, 2018).

2.3.2.3. Lazer destekli biyoyazict

Bu baski yontemi lazer kaynakli ileri transfer (LIFT) etkisine dayanmaktadir. LIFT
tabanli biyoyazicilar genellikle darbeli bir lazer 1s1n1, bir odaklama sistemi, {izerine ince
bir biyomiirekkep tabakasinin yayildigi lazer emici bir metal tabakasi ile kaplanmis bir
serit (seffaf cam slayt) ve seride bakan bir alici substrattan olugsmaktadir (Sekil 2.7). Lazer
destekli biyoyazicinin fiziksel prensibi, darbeli lazer 1gin1 ile metal filmin buharlagsmasina
ve daha sonra serit halindeki biyomiirekkep kabarcik olusturarak yiizeye transfer
olmaktadir (Hakobyan, ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.7. Lazer destekli biyo-bask: (LAB) teknolojisinin sematik gosterimi (Hakobyan, ve digerleri, 2020)

Bu teknikte yiiksek  hassasiyette  (pikolitre  seviyesinde)  transfer
gerceklestirilebilmesi ve doku mithendisliginde hiicrelerin karmagik doku yapilarini taklit
ederek 3B organizasyonunu saglayabilmesi nedeniyle gelecek vaat etmektedir. Tekrar
tiretilebilirlik ve yiiksek verimlilik saglamasi bu teknigin avantajidir (Hakobyan, ve
digerleri, 2020).

2.3.2.4. Ekstriizyon temelli biyoyazict

Farkli formlardaki malzemenin (hidrojel, yar1 kati polimer vs.) bir hazne igerisinden
dar alana dogru sikistirilarak fiber olusturulmasina “ekstriizyon” denilmektedir.
Ekstriizyon tabanli biyo-baskinin temel avantaji, in vivo implantasyonu saglanabilen 3B
doku mimarileri olusturabilmesidir. Ekstriizyon temelli biyoyazici cihaz1 X,y,z
eksenlerinde hareket ederek haznesinde bulunan biyomiirekkebi ekstriide ederek
tasarlanan 3B modeli katman katman iiretilmesinde kullamilmaktadir. Biyiirekkebi
sikigtirarak iletmek icin 3 farkli cesitte ekstriizyon mekanizmast (Sekil 2.8)
bulunmaktadir. Bunlar pnomatik, piston ve vida temelli biyomiirekkep enjekte etme

sistemleridir (Schwab, ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.8. Ekstriizyon temelli biyoyazici ¢esitleri, mekanizmasi ve ozellikleri (Schwab, ve digerleri, 2020)

Pnomatik tabanli enjeksiyon sistemi, hava basinci ile enjeksiyonu kontrol edilmekte
ve yliksek basing etkisiyle yiiksek viskoziteye sahip biyomiirekkepleri bile fiber halinde
enjekte edebilmektedir. Diger enjeksiyon sistemlerinde hava basinci yerine mekanik

(vida ve piston kaynakli) kuvvet uygulanmaktadir (Schwab, ve digerleri, 2020).

Ekstriizyon temelli baski yonteminin avantaji, yiiksek yogunluklu hiicre igeren
biyomiirekkeplerin basilabilmesidir. Bu tip biyoyazicilarda nozzle capi1 kiigiildiikge,
biyomiirekkep viskozitesi ve biyobaski basinci arttik¢a hiicrelerin canliliklarinin azaldigi
bildirilmektedir. Bu nedenle, baskidan sonra yiiksek hiicre canliligini saglamak igin
nozulun boyutu ve basing seviyesi dikkatlice secilmelidir. Yiiksek viskoziteli
biyomiirekkepler nozul ucunda damlacik olusumunu o6nlemek ve diiz filamentler
olusturulmasi igin 6nemlidir (Ozbolat, 2016). Ekstriizyon temelli 3B biyoyazici ile 30 ila
3x10° mPa/s arasinda degisen viskozitelerdeki biyomiirekkep basilabilmesi,
biyomiirekkep se¢imi i¢in genis bir yelpaze sunmaktadir (Huh, Yoo, Atala, & Lee, 2020).
Bu sayede 3B doku/organ iiretiminde g¢esitli ozelliklere sahip biyomiirekkeplerin

gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Yukarda bahsedilen lazer destekli, miirekkep piiskiirtme ve ekstriizyon temelli
biyoyazici gesitlerinin 6zelliklerinin karsilastirmas: Tablo 2.2°de verilmistir ( (Murphy &
Atala, 2014); (Holzl, ve digerleri, 2016)).
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Tablo 2.2. Biyoyazici tekniklerinin karsilastirmas: (Holzl, ve digerleri, 2016)

Ozellikler

Biyoyazici Tipleri

miirekkep

puskiirtme temelli

ekstriizyon temelli

lazer destekli

Malzeme viskozitesi 3,5-12 mPa/s 30 mPa/s vikoziteden 6 | 1-300 mPa/s
x107 mPa/s kadar
Jellesme teknigi kimyasal ve foto sicaklik, kayma incelmesi, | kimyasal ve foto

capraz baglama

kimyasal ve foto ¢apraz

capraz baglama

baglama

Hazirlanma siiresi yavas normal hizl
Baski hizt hizli (1-10000 | yavas (700 mm/s ila 10 | yar1 hizli (200-1600

kabarcik/s) mikron/s arast) mm/s)
Coziniirlik/ damlacik | 50 mikron kabarcik | 5 mikrondan 1 mm’ye | mikron boyutta
boyutu boyutu kadar genislik ¢oziintirlik
Hiicresel canlilik >%85 %80-90 >9%95
Hiicre yogunlugu diisiik 10° hiicre/ml | yiiksek, hiicre kapsiilleri normal, 108 cells/ml
Baski maliyeti diisiik normal yiiksek

Her iiretim tekniginin kendi icerisinde avantajlar1 ve sinirlamalari bulunmaktadir. Bu

ozellikler ise Tablo 2.3’te bahsedilmistir (Khoeini, ve digerleri, 2021).

Tablo 2.3. 3B biyoyazici tekniklerinin avantajlar: ve simirlamalar: (Khoeini, ve digerleri, 2021)

Biyoyazici Avantajlan Sinirlamalar
Teknikleri
Ekstriizyon e  Yiiksek dogruluk ve ¢oziiniirliikli e Baski esnasinda (nozul
Temelli baski kabiliyeti, bagimsiz hareket ucunda) kayma gerilmesinin
Biyoyazict edebilme yetenegi, neden oldugu hiicre hasarina
e  ¢ok yonli kullanim, neden olabilir,
e  maliyet etkinligi, e Biyolojik olarak  basilmis
e gesitli biyomalzemeleri aym anda yapilarin kararliliklari
basabilme yetenegi, stnirhdir.
e  kullanici dostu,
e cihazin sterilizasyonu miimkiindiir.
Miirekkep e Uretim hizi yiiksek, diisiik e  (Calistirmasi ve bakimi zor,
temelli maliyetli, bir seferde birden fazla e stk sik  nozil tikanmasi
biyoyazici biyo-baski  yapabilme  &zelligi yasanabilir,
bulunmaktadir. o diisiik viskoziteli
biyomiirekkeplerle sinirlidir.
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Tablo 2.3. (Devam) 3B biyoyazici tekniklerinin avantajlar: ve simirlamalari

Stereolitografi e Uretim iz, e Biyolojik baglantilar

temelli e  Yiiksek kararli ve ¢oziinirlikli fotopolimerler olmalidir.

biyoyazici pliriizsiiz yiizeyler olusturabilme e Kullanilan foto capraz
kabiliyeti bulunmaktadir. baglayicilar toksiktir.

e Birden fazla biyomalzemeyi
ayni anda basmasi zordur.

Lazer destekli e Nozul bulunmamasi, hiicreleri e Diisiik akis hizi ve
biyoyazici yiiksek ¢oziiniirliiklii dagitabilme biyomiirekkep kisitlamasi
yetenegi bulunmaktadir. bulunmaktadir.

e Cok yiiksek sicaklik (1.400
°C'ye kadar)  gereklidir.
Calistirilmasi zor ve kurulumu
pahalidir.

2.3.3. 3B biyoyazici baski parametreleri

Biyomiirekkep gelistirilirken veya kullanirken geometrik kararliga ve hiicre
canliligina dikkat edilen gesitli baski parametreleri bulunmaktadir. (Tezin kapsami
ekstriizyon temelli biyoyazic1 sistemi oldugu igin baski parametreleri buna gore
incelenmektedir.) Nihai baski Oncesinde basim sicakligina, siiresine, uygulanan
basinca/kuvvete, basim hizina ve nozul ucunun i¢ ¢capina karar verilmesi gerekmektedir.
Bu parametreler biyomiirekkebin kayma kuvvetlerini etkiledigi i¢in hiicrelerin canliligini
korumasinda nemli rol oynamaktadir. Igne ucunun capinin artirilmasi kayma gerilmesini
azaltmakta boylelikle hiicresel hasar azaltilabilmektedir. Fakat igne ucunun ¢apinin ¢ok
genis olmast geometrik kararliligi azaltarak istenilen 3B yapmin olusmasini
engellemektedir. Uygulanan basincin artirilmasi baskiy1 kolaylastirirken filament ¢apinin
artmasina neden olmakta ve hiicresel canliligi azaltmaktadir. Baski hizinin artirilmasi
daha hassas ve ince filamentlerin iiretilmesini saglamaktadir. Uygulanan sicaklik ise
biyomiirekkebin jellesme kinetigi tizerine ve viskozite degerlerini etkilemektedir (
(Merceron & Murphy, 2015); (Ng, Yeong, & Win Naing, 2016); (Webb & Doyle, 2017)).

2.3.3.1. Basulabilirlik

3B ekstriizyon temelli biyoyazicida basilabilirlik kavrami, biyomalzemenin veya
biyomiirekkebin 3B yapi olusturma ve yiizeydeki stabilitesi ile iliskilendirilmistir.
Biyomiirekkep bask1 esnasinda viskoz veya viskoz olmayan haldedir ve baski sonrasinda

yiizeyde yayilabilmektedir. Bu durumda 3B yapimin mimarisi bozulacagi i¢in
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basilabilirlige uygun kabul edilmemektedir. Basilabilirligi incelemek i¢in yaygin olarak
tasarlanan ve basilan sekillerin fiber ¢ap1 ile gozenek boyutu karsilastirilmaktadir.
Biyomiirekkebin basilabilirligi, ylizey temas agisindan, akigkanlik ozelliklerinden ve

capraz baglanma mekanizmasindan etkilenebilmektedir (Chen, 2019).

2.3.4. Biyomiirekkep ozellikleri

In-vitro ortamda doku gelisimini saglamak icin gelistirilen hidrojelin biyomiirekkep
olarak kullanilabilmesi igin birka¢ &zelligi bulundurmasi gerekmektedir. Oncelikle,
biyouyumlu olmali (hiicrelere toksik etki gdstermemeli) ve implantasyon sonrasi
bagisiklik sisteminde yan etki (immiin yanit) olusturmamalidir. Diger bir 6zellik
hiicrelerin dokuya 6zgii HDM tiretme kabiliyetini olusana ve fonksiyonel doku olusturana
kadar yapry1 destekleyen buna gére uygun bozunma davranisi sergilemesi gerekmektedir.
Son olarak biyomiirekkebin dogal dokunun HDM benzer veya destekleyecek
malzemelerden tiretilmesi ve dokunun hacmini korumak i¢in uygun mekanik 6zelliklere

sahip olmalidir (Merceron & Murphy, 2015).

2.3.4.1. Biyouyumluluk

Biyomiirekkebin biyouyumlulugu fonksiyonel doku iskelesi tasarlanirken ve imal
edilirken dikkate alinmasi gereken parametrelerdendir. implante edilebilir hiicresiz veya
hiicreli doku ikamelerinin ve 3B biyobaskida kullanilan malzemelerin biyouyumlu olmasi
onemlidir. Bu o6zellik kullanilabilecek malzeme sayisini sinirlamaktadir. Segilen
biyomiirekkebin hiicrelerin tutunmasini, biiylimesini, ¢ogalmasin1t ve gdoclini
desteklemelidir. Ayrica sitotoksik yan etkilere ve immiin reaksiyonlara neden
olmamalidir. Karmagik doku yapilarini olustururken birden fazla malzemenin kompozit
olarak kullanildig1 durumda biyomiirekkebi olusturacak malzemenin se¢imi énemlidir.
Bunun haricinde malzemelerin 6zelliklerini degistirerek biyouyumlulugunu artirmakta
mimkiindiir. Malzemenin  kimyasal bilesimi, morfolojisi, ylizey o6zellikleri
(hidrofobik/hidrofilik o6zelligi, ylizey yiki, yiizey modifikasyonu) biyouyumluluk
tizerine dogrudan etkisi bulunmaktadir. Malzemenin mekanik ve biyouyumlulugunu
tyilestirmek i¢in polimerler kompozit olarak kullanilabilir. Doku miihendisliginin dogal

dokuyu taklit etme ilkesine gore in-vivo ortamdaki HDM yapisina benzer yap1 ve
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fonksiyona sahip malzemeler gelistirilerek biyouyumlulugu artiran yaklagimlardan biridir
(Mao, ve digerleri, 2020).

2.3.4.2. Biyobozunurluk

Biyobozunurluk, doku miihendisligi {irtinii  biyomiirekkeplerin ve doku
iskelelerinin ~ 6nemli  bir o6zelligidir. Biyoyazicida basilan hidrojeller veya
biyomiirekkepler suda ¢oziinebilir, toksik olmayan, viicutta karaciger tarafindan
metabolize edilebilen ve bobrek yoluyla viicuttan atilabilen monomerler/bilesenlere
ayrismasi gereklidir. Ayrica bozunma yan iirlinlerinin de dokulara zarar vermemelidir.
Biyomiirekkepler, hidrolitik reaksiyonlar, iyon degisimi veya enzimlerle bozunabilir.
Hidrojellerin bozunma hizinin kontrolii bir¢ok yolla saglanabilir. Hiicreler, matris
yeniden sekillenme proteazlarinin kaynagidir ve bu nedenle, nispeten daha diisiik hiicre
yogunluklar1 ve daha yiiksek polimer derisimleri, bozulma siirelerini uzatabilir. Bununla
birlikte, hiicre yogunluklarmin diisiiriilmesi, zayif doku yenilenmesine de yol agabilir.
Hidrojel bozunma siiresini ayarlamanin bir diger yolu, biyomiirekkebin ¢apraz baglanma
derecesini kontrol etmektir. Bozunma hizin1 yavaslatmak veya yeni doku olusana kadar
fonksiyonlarini korumak i¢in biyomiirekkep icerisindeki polimer derisimi artirilabilir,
kullanilan ¢apraz baglayict ajanin derisimi artirilabilir ve maruz kalma siiresi
uzatilabilmektedir (Chen, 2019).

2.3.4.3. Biyomiirekkep reolojisi

Reolojik analiz ile biyomiirekkep lizerine uygulanan kuvvete karsi olusan tepki,
viskozite ve akiskanlik davranisi incelenmektedir. Viskozite bir malzemenin akmaya
kars1 gosterdigi direng olarak tanimlanmaktadir. Biyobasim esnasinda viskozitenin
diismesi ve sonrasinda ise biyomiirekkebin yapisal biitiinliigiinli korumas1 i¢in reolojik
analizler 6nemlidir. Akiskanin reolojik davranisina gore iki gruba ayrilmaktadir. Birisi
newtonumsu akigskan olup degisen kayma hizlarinda sabit viskozite sergilemektedir.
Newton olmayan akigskan ise viskozitesi kayma hizina gore degismektedir.
Biyomiirekkeplerin ¢cogu Newton olmayan akiskanlardir. Ayrica biyobasim esnasinda
uygulanan kuvvetle biyomirekkep icerisindeki polimer zincirlerin yapisal 6zellikleri
degiserek viskozitesi diismekte ve kayma incelmesi davramisi ortaya c¢ikmaktadir.

Biyomiirekkebin viskoelastik davranisi, reometre cihazi ile rotasyon veya salim testleri
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kullanilarak analiz edilir. Biyomiirekkebin viskozitesi, igerisindeki polimer ¢ozeltisinin
derisimi ve molekiiler agirhig ile iliskilidir. Yiiksek viskozite genellikle diiz fiber
liretmenin yani sira baski sonrast 3B yap1 katmanlarinin ¢okmesini 6nlemekte ve sekilsel
uygunlugunu dogrudan etkilemektedir. Biyomiirekkep gelistirirken reolojik analizler
yapilmasi, doku yenilenmesi ¢alismalari igin biyobasimin viskozite araliginin
standartlastirmasi Ve tiretimin tekrarlanabilir olmasi a¢isindan faydalidir (Pati, Jang, Lee,
& Cho, 2015).

Biyomiirekkep gelistirirken yalnizca baski parametrelerini karsilastirmak, sekilsel
uygunlugunu degerlendirmek yeterli degildir. Yiiksek viskoziteli biyomiirekkeplerin
kayma gerilmesinin fazla olmasindan dolay: hiicreli baskilarda hiicrelerin canliligini
kaybetmesine neden olabilmektedir. Bu yilizden biyomiirekkebin hiicre canliligini
korumasi ve siirdiirmesini saglayacak malzemelerden segilmesi gerekmektedir (Ozbolat,

2016).

3B biyobaskida biyomiirekkeplere gomiilii hiicrelerle 2B hiicre kiiltiirii ortami
karsilagtirildigina yiliksek kayma gerilmesinin hiicreleri anlik gerilmelere kars1 dayanikli
hale getirmektedir. Ciinkii her hiicre ¢esidi farkli basinglara karsi dayaniklilik
sergilemektedir. Ornegin, kikirdak dokusunun hiicreleri (kondrosit) 1-10 Pa kayma
gerilmesinde hiicre morfolojisi ve metabolik aktivitesi degisirken, endotel hiicreleri ise
1150 kPa’ya kadar kayma gerilimi uygulandiginda canliligimi korumaya devam
etmektedir (Pati, Jang, Lee, & Cho, 2015).

2.3.4.4. Biyomiirekkebin ¢capraz baglanma stratejileri

Biyomiirekkepler baski sonrasi 3B yapinin stabilitesini saglamak, bozunma siiresini
uzatmak ve mekanik ozelliklerini 1iyilestirmek icin c¢apraz baglanabilmektedir.
Biyomiirekkepler biyoyazicida basilmadan dncesinde, sonrasinda veya basilirken capraz
baglanarak yapinin stabil kalmasi1 saglanmaktadir. Cesitli fiziksel ve kimyasal capraz
baglanma stratejileri (Sekil 2.9) bulunmaktadir. Fotopolimerizasyon ajanlari ve ¢apraz
baglayict kimyasal ajanlar biyomiirekkebin polimer zincirleri {izerindeki fonksiyonel
gruplarini kalic1 olarak ¢apraz baglamaktadir. Iyonik ve elektrostatik etkilesimler ise
biyomiirekkebi fiziksel olarak baglar ve kalic1 degildir. Her bir ¢apraz baglanma stratejisi
yontem ve maruz kalma siiresine bagli olarak biyomiirekkep igerisindeki hiicrelerin

canlilig1 iizerine olumsuz etki gosterebilir (Aydin, Kucuk, & Kenar, 2020).
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Sekil 2.9. Biyomiirekkeplerin baski oncesi, baski aninda veya sonrasinda ¢apraz baglama stratejileri; a)
UV 1sin maruziyeti, b) is1 degistirme, c) daldirma, d) yiizey spreyleme (Aydin, Kucuk, & Kenar,
2020)

Fiziksel capraz baglanma stratejileri:

Doku miihendisligi alaninda kimyasal kontaminasyonlar1 ve bunlarin toksisite riskini en
aza indiren polimerlere olan ilgi artmaktadir. Bu tiir polimerik hidrojellerin avantaji,
hiicreler ve proteinler igin uygun tasiyict ortam saglamasidir. Zit yiikli polimerler
(polielektrolitik), amfolitik polimerler, hidrojen bag1 ve iyonik etkilesimler araciligiyla
fiziksel olarak capraz baglanabilmektedir. Baz1 hidrojeller en az 2 degerlikli iyonlara
(kalsiyum vb.) ihtiyag duyarlar. Ciinkii bu iyonlar, zit yiikli polimerleri (6rnegin; aljinat)
kendine cekerek iyonik olarak baglamaktadir. Ortama iyon baglayici (selat yapici)
eklendiginde ¢apraz baglanma tersine donebilmektedir (Hospodiuk, Dey, Sosnoski, &
Ozbolat, 2017). Sicakliga bagli olan hidrojellerin konformasyonundaki degisiklikler,
farkl1 sicakliklarda fiziksel capraz baglanmasini saglamaktadir. Ornegin ¢ozelti halindeki
jelatin sicaklik degisimine bagli olarak jellesebilmektedir. Jelatin sogutuldugu zaman
sekil 2.10°da goriildiigii gibi peptit zincirleri arasinda sarmal olusturarak jellesmektedir.
Isitildig1 zaman ise sarmal yap1 agilarak viskozitesi diismekte ve sivi forma gegcmektedir

(Li, ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.10. Jelatinin sicakliga bagli jellesmesinin sematik gosterimi (Li, ve digerieri, 2018)

Z1t yiiklii polimerlerin etkilesimleri incelenecek olursa, drnegin kitosan katyonik
bir polimerdir ve ylizeyinde bulunan amin (NH2) gruplarinin protonlanmasi (-NHs") ile
zayif asit igerisinde ¢oziinmektedir. Diger polimerlerin negatif yiikli gruplart (COO™ vb.)
ile protonlanmis gruplar arasinda elektrostatik etkilesim olusmaktadir (Mndlovu, ve
digerleri, 2020). Ortamin pH degeri bu gruplarin aktiflesmesi i¢in 6nemli rol
oynamaktadir. Kitosan pH < 6 oldugu zaman pozitif yiiklii iken jelatin pH > 4.7 oldugu
durumda hem negatif hem de pozitif yiiklii amfolitik 6zellik gostererek negatif gruplar
tizerinden kitosanla elektrostatik etkilesime girmektedir (Ng, Yeong, & Win Naing,
2016).

Kimyasal ¢apraz baglanma stratejileri:

Hidrojel icerisindeki polimerlerin birbiri arasinda bir kimyasal ajan kullanilarak kovalent
baglanmasina kimyasal ¢apraz baglanma denir. Fiziksel ¢apraz baglama stratejilerine
gore daha iyi mekanik dayaniklilik géstermesini saglar. Bu ¢capraz baglama stratejilerinde
kullanilan kimyasal ajanlar ve foto ¢apraz baglayicilar hidrojel ylizeyinde sitotoksik etki
gosterebilmektedir. Kimyasal ¢apraz baglanma mekanizmasinda polimerin amin,
karbonil, hidroksil fonksiyonel veya aktif gruplari lizerinden ¢esitli capraz baglaticilar
(gluteralaldehit, polialdehit, sodyum bikarbonat, formaldehit, karbodiimit, genipin)
varliginda tek asamada veya iki asamada polimer zincirleri kovalent olarak
baglanabilmektedir (GhavamiNejad, Ashammakhi, Wu, & Khademhosseini, 2020).
Capraz baglayicinin derisimi ¢apraz baglanma derecesini etkilemektedir. Yiiksek capraz
baglanma hidrojelin mekanik 6zelliklerini giiglendirirken bozunma siiresini uzatmaktadir
(Hospodiuk, Dey, Sosnoski, & Ozbolat, 2017). Diisiik capraz baglanma derecesi ise bu

ozelliklerin tam tersi 6zellik saglamaktadir.
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Fotopolimerizasyon 1s1k ile aktiflesen monomerlerin ¢apraz baglanarak polimerik
ag olusturmasina denilmektedir. Biyomiirekkebin baski Oncesi, baski esnasinda veya
sonrasinda  stabilizasyonunu  saglamak i¢in yaygm olarak kullanilmaktadir.
Biyomiirekkep igerisine genellikle foto-baslatict ajan ilave edilmektedir. Belirli dalga
boyunda enerjiye sahip 1sik enerjisi (Ultraviyole/goriiniir 151k) foto-baslaticiy1
aktiflestirerek yiizeyi akrilat gruplart igeren polimerleri (jelatin metakrilat, polietilen
glikol dimetakrilat vd.) ¢apraz baglayabilmektedir (Hospodiuk, Dey, Sosnoski, &
Ozbolat, 2017). Bu stratejinin sinirlayici tarafi fotobaslaticilarin serbest radikal gruplar
olusturmasi ve sitotoksik etki gostermesidir. Bu yilizden ¢ok diisiik oranda kullanilmasi
onerilmektedir. Bu durum 3B yapinin stabilitesini olumsuz etkileyebilmekte ve sisme
oraninin artmasina neden olarak implant bolgesinde 3B yapi uyumsuzluguna neden
olabilmektedir. Bu yontemde kullanilan UV 1giklar da dalga boyuna gore sitotoksik etki
gosterebilmektedir. UV-A (320-400 nm) 15181 genetik mutasyonlara neden olabildigi,
UV-B 151810 (290-320 nm) CD95 hiicre reseptoriinii aktiflestirerek hiicrelerin 6liimiine
(apoptoza) neden olabilmektedir. UV 15181n uygulanan dalga boyu ve uygulanma siiresi

onemlidir (Serna, ve digerleri, 2019).

2.3.5. Biyomiirekkep tasarim ve bilesenleri

Doku miihendisliginde fonksiyonel biyobaski iriinii elde etmek igin
biyomiirekkebin uygun biyomalzemelerden hazirlanmasit kritik 6neme sahiptir.
Biyomiirekkepler, hem dogal hem de sentetik biyomalzemelere dayanmakta fakat
basilabilirlik, islevsellik, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve uygun fiziksel 6zellik
gosteren biyomalzemeler kullanilarak gelistirilmektedir. Se¢ilen biyomalzemenin baski
islemlerin uygun olmasi igin jellesme yontemi ve viskozitesi onemlidir. Ayrica hastada
bagisiklik tepkisi olusturmamasi i¢in biyouyumlu ve biyobozunur olmalidir. Mekanik
Ozeliklerinin olusturulan dokuya uygun olmasi ve malzemelerin dokuya 6zgii HDM
yapisini taklit etmesi gerekmektedir. Bu 6zellikleri saglamak i¢in doku miihendisliginde
siklikla kullanilan dogal (kollajen, aljinat, hyaluronik asit, jelatin, soy proteinler, fibrin,
kitosan dekstran, nisasta vd.) ve sentetik polimerlerden (PLGA (polilaktikoglikolik asit),
PCL (polikaprolakton), PEG (polietilenglikol), PLA (polilaktik asit) vd.)
faydalanilmaktadir. Sekil 2.11°de bu polimerlerin biyobaskida kullanim oranlari

verilmektedir (Hacioglu, Yilmazer, & Ustundag, 2018).
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HPCL B PLGA HPLA

Sekil 2.11. Biyobaskida biyomiirekkep bileseni olarak dogal ve sentetik polimerlerin kullanim oranlar
(Hacioglu, Yilmazer, & Ustundag, 2018)

Biyomiirekkep bilesenlerini secerken HDM yapisini taklit etmek i¢in ¢ogunlukla
polimerik malzemeler secilmektedir. Sentetik polimerler mekanik dayanimi artirmak ve
bozunma siiresini uzatmak i¢in tercih edilse de dogal polimerlere kiyasla daha zayif
biyouyumluluk sergilemektedirler. Dogal polimerler ise hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi
ve goclinii tesvik eden lstlin Ozellikleri sebebiyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Zayif
mekanik 6zellik dezavantaj olustursa da daha dnce bahsedilen ¢apraz baglama stratejileri

ile stabilitesi gii¢lendirilebilmektedir.

2.3.5.1. Cok bilesenli veya katkili biyomiirekkepler

Tek polimerden veya bilesenden olusan biyomiirekkepler 6zellikle ekstriizyon
temelli biyobaski i¢in basilabilirligi zorlastirmaktadir. Bu nedenle son yillarda
aragtirmacilar biyomiirekkebin basilabilirligini, sekilsel uygunlugunu ve biyolojik
ozelliklerini iyilestirmek igin iki veya daha fazla biyomalzemeden olusan ¢ok bilesenli
biyomiirekkeplere odaklanmaktadir (Cui, ve digerleri, 2020). Bu 6zellikleri iyilestirmek
icin nanomalzemelerden (nanotiipler, nanopartikiiller), metaller ve seramiklerden

faydalanilarak nanokompozit yapilar olusturulabilmektedir. Nanokompozitler

28



kullanilarak gelistirilen ¢ok bilesenli biyomiirekkepler, nanoyapilarin benzersiz
Ozellikleri sayesinde yenilik¢i 3B biyoyazic1 ve biyobaski aragtirmalarinda kullanim

potansiyeli bulunmaktadir (Can, ve digerleri, 2020).

Nano boyuttaki biyoaktif malzemeler, hiicrelerin yapismasini indiikleyebilir,
farklilasmasin1 saglayabilir ve hiicresel davranisi yonlendirebilmektedir. Ornegin,
biyomiirekkebe nanolifler ilave edildigi taktirde protein adsorbsiyonunu, hiicrelerin
yapismasini  ve mezenkimal kok hiicrelerin  (MKH) kondrojenik farklilasmasini
saglamaktadir. Nanofiberlere nano boyutta hidroksiapatit eklendigi taktirde ise mekanik
ozellikleri artirdig1 ve ekilen MKH’ler osteojenik farklilagmaya yonlendirmektedir (
(Prasopthum, Shakesheff, & Yang, 2018); (Di Marzio, Eglin, Serra, & Moroni, 2020)).
3B biyoyazilar ile nanoteknolojinin sinerjik etkilesimi yeni ¢alismalarin ortaya ¢ikmasini
tesvik etmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda biyomiirekkep tiretiminde kitosan ve jelatin

polimerleri ve hBN nanopartikiilleri kullanilmistir.

2.3.5.2. Kitosanin ozellikleri

Kitinin deasetillenmis formu olan kitosan (Sekil 2.12); karides, yengec ve 1stakoz
gibi kabuklularin dis iskeletinde bulunan bir polisakkarittir. Degisken sayida rastgele
yerlestirilmis N-asetil glukozamin gruplarina sahip d-glukosazin kalintilarina bagl (3-1-
4) glikozidik baglardan olusan dogrusal yapiya sahip dogal bir polimerdir (Saravanan,
Leena, & Selvamurugan, 2016).

Kitin Kitosan
CH CH
OH O:Q > OH o:< 3
5 o Mo o | 0 HO NH |
HO . g  Deasetilasyon HO 0 !
NH ——— \NH 0
0= :
| CH, OH | L. Amin OH ]
Asetamid

Sekil 2.12. Kitinin deasetilasyon islemi ile kitosana doniisiimii (Saravanan, Leena, & Selvamurugan, 2016)

29



Hiicre dis1 matristeki GAG’lara benzerlik gostermektedir. Kitosan, viicut i¢erisinde
toksik bilesen olusturmadan bozunmasi, bag dokusunun tedavisinde, kemik olusumunu
hizlandirict ve kanama durdurucu etkisi, antimikrobiyal aktivitesi, hiicrelerin
tutunabilecegi ortam saglamasi, anti-kanser, anti-kolestrol gibi {stiin 6zellikleri

bulunmaktadir.

Kitosan ve tiirevlerinin dikkat ¢eken en 6nemli 6zelligi antimikrobiyal aktivitesidir.
Kitosan, antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteye sahiptir. Kitosanin ¢ézelti pH
degerleri 6’dan diisiik ¢ozeltilerde glukozamin bileseninin ikinci karbonundaki amino
grubu (-NHy) proton baglayip pozitif yiiklii (-NH3*) forma doniistiigiinden kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi kitine gore daha yiiksektir. Molekiil agirhigi (MA) ve
deasetilasyon derecesi (DD) kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmektedir.
Kitosanin DD ve MA degerleri (Tablo 2.4), ¢oziniirliigini, Kkristal yapisini,
biyobozunurlugunu, viskozitesini, biyouyumlulugu, antimikrobiyal aktivitesi, hemostatik
ve antioksidan ozellikleri dahil olmak tizere polimerin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
dogrudan etkilemektedir ( (Yildirim, Onciil, & Yildirim, 2016); (Duru, ve digerleri,
2017)). Kitosan DD'si ne kadar yiiksek olursa, hiicre yapismasi 0 kadar gii¢lii olmaktadir
(Mao, ve digerleri, 2004). Kitosanin istiin 6zelliklerinin yani1 sira fibroblastlar gibi
HDM’yi yenileyen ve kollajen iireten hiicrelere karst bazi sitostatik 6zelliklere sahiptir
(Galli, ve digerleri, 2016). Kitosanin sitotatik etkilesim gostermesi hiicrelerin

boliinmesini engelleyerek hiicresel aktivitelerin yavaglamasina neden olabilir.

Tablo 2.4. Kitosanin bazi ozellikleri iizerine molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesinin etkisi (Yildwrim,
Onciil, & Yildirim, 2016)

Ozellik Deasetilasyon derecesindeki | Molekiil agirligindaki
artigin etkisi artigin etkisi

Coziintirlik Artar Azalir

Kristal Yapisi Azalir Acrtar

Biyobozunurluk Azalir Azalir

Viskozite Artar Artar

Biyouyumluluk Avrtar -
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Antimikrobiyal 6zellik Artar Azalir

Antioksidan ozellik Artar Azalir

Bettini ve arkadaslari, kitosanin su igerigini artirmak i¢in siikroz veya rafinozla
zenginlestirilmis ¢ozeltiler kullanilarak kitosanin modifiye edilmesiyle hiicre yanitlarinin
iyilestirilebilecegini bildirdi (Bettini, Romani, Morganti, & Borghetti, 2008).

Kitosanin diistik su tutma kapasitesi nedeniyle jellesmeden hemen sonra ortamda
hacim kaybetmesi biyomalzeme iiretiminde dezavantaja olusturmaktadir. Bu yiizden tek

basina kullanilmasini sinirlamakta ve kompozit olarak kullanilmasi 6nerilmektedir.

Kitosan antimikrobiyal 6zelliginin yetersiz kaldigi durumlarda gram negatif ve
gram pozitif patojen bakterilere karst metal oksit (Perelshtein, ve digerleri, 2013) veya
hekzagonal bor nitriir (hBN) ile bu 6zelligi artirilabilmektedir. Deri ylizeyinde bulunan
patojenik E.coli ve S. Aureus (metisilin direngli) kars1 polihidroksialkonat (PHA), kitosan
ve hBN (70 nm) kompoziti incelenmis PHA-kitosanin birlikte kullanimi1 bakteri
inhibisyonunda yetersiz kaldigt %1 hBN nanopartikiillerinin ilavesiyle hem
antibakteriyel hem de insan keratinosit (HaCaT) hiicrelerine karsi diisiik sitotoksik etki

gostermistir (Mukheem, ve digerleri, 2019).

2.3.5.3. Jelatinin ézellikleri

Hayvan kaynakli deri, kemik, tendonlarinda bolca bulunan kollajenin kismi
hidrolizi ile elde edilen yar1 saydam, biyouyumlu, biyobozunur ve dogal bir polimerdir.
Kollajenin dayanikliligini artiran molekiiller arasi baglar ve zincirler arasi hidrojen
baglari jelatin tiretimi esnasinda kirilarak kisa zincirli polipeptid zincirleri olusmaktadir.
Agirliginin 5-10 katt siviyr igerisinde hapsedip sisebilme 6zelligi sayesinde kolaylikla
hidrojeller olusturmaktadir. Jelatinin (Sekil 2.13) amino gruplar1 pozitif yiikli iken
karboksil grubu negatif yiiklii olmasindan dolayr amfoterik davranis sergilemektedir
(Kariduraganavar, Kittur, & Kamble, 2014). Jelatin termal-tersinir 6zellige sahiptir.
Cozeltisini hazirlamak igin 40 °C sicaklik kullanilirken jel haline doniistiirmek igin 30°C
altina sogutulmasi gereklidir. Isiya duyarli yapisi itibariyle kovalent bagli olmayan
yapilar kolaylikla 1s1yla kirilabilmekte ve fiziksel capraz bagli jeller olusturulabilmektedir
(Li, ve digerleri, 2018).
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H,N . NH, -0 o

Sekil 2.13. Jelatinin molekiiler yapus: ve aktif gruplar: (Kariduraganavar, Kittur, & Kamble, 2014)

Jelatinin peptid zincirindeki amino asitler, glisin (%30) ve prolin/hidroksiprolin
(%25) bakimindan olduk¢a zengindir. Ayrica hiicrelerin tutunmasinda ve ¢ogalmasinda
aktif rol oynayan RGD-benzeri motifleri igermesi nedeniyle jelatinin doku miihendisligi
alninda degerli bir malzeme haline getirmistir. Jelatinin reseptor tanima motifi olan RGD
bolgeleri, iki degerlikli (Mg*? vb.) iyonlar araciligiyla integrine baglanmaktadir.
Integrinler, hiicre-hiicre, hiicre-HDM etkilesimlerine aracilik eden ve hiicre davranisini
kontrol eden heterodimerik transmembran hiicre reseptoriidir. Bu bolgeler
biyomalzemenin yiizey kimyasi ve 2B/3B yapisiyla iliskili olarak hiicre yapismasini
tesvik etmektedir (Davidenko, ve digerleri, 2016). Ayrica RGD bdlgeleri hiicrelerin
tutunmasinin yani sira hiicresel canliligi artirarak hiicrelerin ¢ogalmasini ve gogiine de
katk1 saglamaktadir (Egorikhina, ve digerleri, 2020). Jelatin bu ozellikleri sayesinde
kontrollii ilag salim sistemleri, biyosensorler ve doku miihendisligi gibi bir¢ok alanda

buiytik ilgi géormektedir.

Ayrica jelatinin  6zelliklerini iyilestirmek igin nanomalzemelerle bir araya
getirildiginde yeni fiziko-kimyasal 6zellikler (gerilme mukavemeti, iletkenlik ve anti-
mikrobiyal vd.) kazandirilabilmektedir (Yang, Chaieb, & Hemar, 2021). Polimere yeni

ozellikler kazandirmas1 nanomalzemelere olan ilgiyi artirmaktadir.
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2.3.5.4. Hekzagonal bor nitriiriin ézellikleri

Genellikle beyaz grafit olarak adlandirilan bor nitriir kendine 6zgii fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok alanda kullanimi bulunan seramik bir malzemedir.
Bor nitriirin morfolojik ve spesifik yilizey alani sentez yontemine gore degisiklik
gostermektedir. Genellikle yiiksek sicaklik ve/veya yiiksek basing altinda
sentezlenmektedir. Literatiirde bor nitriir nanotiipler, tabakalar ve seritler gibi ¢ok farkli
formlarda tretilebilmektedir. Bor nitriir atomik boyutta bor (B) ile nitrojen/azot (N)
arasindaki etkilesimlere bagli olarak kiibik ve hekzagonal (Sekil 2.14) formlarda
olabilmektedir. Tablo 2.5’te hBN’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri yer almaktadir
(Jedrzejczak-Silicka, Trukawka, Piotrowska, & Mijowska, 2020).

W' Bor (B) atomu

Nitrojen (N) atomu

Van der Waals _-7

etkilegimleri \

3.331A

Sekil 2.14. Hekzagonal bor nitriiriin molekiiler yapisi ve tabakalar arast etkilegimleri (Jedrzejczak-
Silicka, Trukawka, Piotrowska, & Mijowska, 2020)

Tablo 2.5. hBN nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri (Jedrzejczak-Silicka, Trukawka, Piotrowska, &
Mijowska, 2020)

Goriiniim Kokusuz, beyaz toz

Kovalent bag uzunlugu 1.466 A° (katmanlar aras1 mesafe 3.331 A°)
Molekiiler agirlik 24.82 g/mol

Yogunluk 2.1 glcm?®

Molekiil yapisi Kristal; hekzagonal

Erime noktasi 2973 °C

Yiizey alani 0,82-30 cm?/g
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Kirilma indisi 1.74

Kararlilik Kimyasal olarak inert ve stabil
Sertlik 1-2 Mohs

Ozgiil 1s1 kapasitesi 19.7 J/(K.mol)

Entalpi ~254.4 kJ/mol

Gibbs serbest enerjisi ~22 kJ/mol

Siirtiinme katsayisi <0,3

Hekzagonal bor nitriir 6zellikleri, hidrofobiklik, elektronegatif yiizey yiikii,
biyolojik olarak pargalanabilirlik ve suda yiiksek dagilabilirlik gibi ilag dagitimi ve kanser

terapisi dahil biyomedikal uygulamalar i¢in 6nemlidir.

Elektrik devrelerinde yalitkan malzeme olarak, ila¢ yiiklenmesi, kanser tedavisi,
hidrojen depolama, su aritma, kozmetik, nanotip ve uzay teknolojilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yiiksek sicakliklarda termal kararliliga sahip olmasi, 1s1l soklara
direngli olmasi ve elektriksel yalitim &zelligine sahiptir. NIH 3T3 hiicrelerine karst

biyouyumlu oldugu belirlenmistir (Ramirez Leyva, ve digerleri, 2018).

Bor nitriir nano-tabakalart (BNNS'ler) polimerik kompozitlerde kullanilmaktadir.
Omegin polimetil metakrilat (PMMA) filmin elastik modiilii, BN nano-tabakalari
polimere dahil edilerek artinlmistir (Golberg, ve digerleri, 2010). Ayn1 zamanda
kozmetik endiistrisinde kayganlastirici olarak kullanilan popiiler bir inorganik bilesiktir.
ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) raporundan elde edilen veriler, bor nitriiriin 643
kozmetik formiilasyon bulunmaktadir. Kozmetikte 6rnegin, géz far1 formiilasyonunda
(%16 BN) ve ruj formiilasyonunda (%2 BN) yiiksek derisimde BN kullanilmaktadir (
(Fiume, ve digerleri, 2015); (Jedrzejczak-Silicka, Trukawka, Piotrowska, & Mijowska,
2020)).

hBN nanopartikiillerinin viicut i¢erisinde toksik degerlerini incelemek i¢in damar
yolu ile wistar albino siganlar iizerinde farkli derisimlerde hBN enjekte edilmistir.
Biyokimyasal, hematolojik ve antioksidan degerleri Olgiilerek hBN’nin yiiksek
derisimlerde kullamminin karaciger, bobrek, kalp, dalak ve pankreas gibi organlara zarar
verebilecegini fakat 50-800 mikrogram/kg derisimde toksik olmadigini ve biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilecegi belirtilmektedir (Kar, ve digerleri, 2021). Ayrica hBN

bozunma iiriinii borik asite doniiserek pargalanmaktadir. Bu yiizden kullanilan derisim
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onemlidir. hBN’ler hiicreler i¢in toksik olmayan derisimlerde oksidatif stresi azalttig
bildirilmistir. Yavas bozunma o6zelligi sayesinde saglik sektoriinde kullanilabilecegi

vurgulanmaktadir (Taskin, Sen, Emanet, Culha, & Yilmaz, 2020)

In vitro ¢izik testi sonuglari, hBN'lerin hiicre gogiinii ve yara kapanmasini pozitif
olarak etkiledigini gostermistir (25 ve 100 pg / mL derisimlerde). HBN'lerle tedavi edilen
HUVEC'lerin proliferasyon ve migrasyon kabiliyetinin yani sira, anjiyogenez kabiliyeti
de distik derisimde (25 pg / mL) umut verici sonuglarla ortaya c¢ikti. Diisilk hBN
derisimlerinde (100 pg / mL'ye kadar), hBN'lerin hiicreleri G2 / M fazinda tutmadig1 ve
hiicrelerin DNA sentezinden sorumlu olan S fazina ge¢gmesini indiikledigi gosterilmistir

(Sen, Emanet, & Culha, 2019).

hBN, farkli endiistri sektorlerinde (ilging fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden
dolay1) kullanilabilen ¢ekici bir katmanli malzemedir. Pul pul ayrilan tabakali formu bir
grafen analogu olarak kabul edilmektedir. Yigin halindeki hBN, zayif bir sekilde
¢Oziiniirdiir ve su / sulu ¢ozeltilerde hidrofobik bir karakter sergilemektedir. Bu nedenle
hBN hazirlama (6rn., pul pul dokiilme, islevsellestirme), 6zellikle in vitro ve / veya in
vivo uygulamalarda gerekli olan en iyi 6zellikleri sergileyen bir nanomalzeme elde etmek
igin ¢ok 6nemlidir. Sunulan birka¢ katmanli hBN bazli nanokompozitlerin biyolojik ¢evre
tizerindeki etkisi, test edilen hiicrelerin tipine, islevlerine ve hiicrelerin bu
nanopartikiillere maruz kalma siiresine bagli olarak degisebilmektedir. hBN katkili
nanokompozitlerin biyomedikal uygulamalarda kullanim potansiyeli bulunmaktadir
(Jedrzejczak-Silicka, Trukawka, Piotrowska, & Mijowska, 2020).

“Scopus” veritabaninda gore “hexagonal boron nitride” ve “hBN” kelimeleri konu
bazli taratildiginda yillara gore yapilmis olan yayin sayisi (Sekil 2.15) dinamik bir artis
sergilemektedir. Yaym sayisindaki artisin bu konu hakkinda yapilan caligmalarin
hizlandigim1 gostermektedir. Bu malzemenin stiin 6zellikleri kullanim alanlarinin
cesitlendirmekle birlikte yeni kullanim alanlar1 ortaya ¢ikarmaktadir (Shtansky, Firestein,
& Golberg, 2018).
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Sekil 2.15. Yillara gére hBN iceren makalelerin sayus:

Belirli derisimlerdeki hBN’nin biyouyumlu olmasi ve diger 6zellikleri sayesinde
diger sektorler gibi saglik sektoriinde de kullanimi yayginlagsmaktadir. Doku
miihendisligi alaninda biyomalzemelerin 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla kompozit
olarak kullanilabilmesi, 3B biyoyazicilarda biyomiirekkep olarak kullaniminin Oniinii

acmaktadir (AKi, ve digerleri, 2020).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

Kitosan (100-300 kDa, >%75 Deasetilasyon) ACROS, Jelatin (250 bloom, sigir
kaynakli, Tip B) Kimbiotek A.S., hBN (150 nanometre) BORTEK A.S. ve diger
kimyasallar Sigma Aldrich’den temin edilmistir.

Karakterizasyon ve deney siire¢lerinde su cihazlar; FTIR-ATR (Bruker Tensor 27,
Almanya), SEM (Zeis Supra 50 VP), DSC (DSC Q2000 TA-instruments, ABD), 3B
bioyazici (Envisiontech 3D-Bioplotter), Stereo mikroskoplar (Leica M26, Zeiss Stemi
508), Reometre (Anton Paar MCR-102), Partikiil analiz cihazi (Malvern Instrument,
Hydro 2000G, Ingiltere), XRD (Rigaku miniflex 600, Japonya), Yiizey temas agis1 dlcer
(Kriiss DSA 100, Almanya), Liyofilizatdr (Operon FDB 7003, Kore), Isiticili manyetik
karistirict (Four e’s), Su banyosu (Daihan MaXturdy18), Hassas Terazi (Radwag AS 220
R2), Etiiv (Binder ED53) ve Floresan mikroskobu (LEICA DM2500) deney yaparken ve

karakterizasyonda kullanildi.

3.2. Deneylerin Yapihisi

Deneyler;  biyomiirekkeplerin  hazirlanmasi,  basilabilirlik — analizleri  ve

biyomiirekkebin 6zelliklerinin karakterizasyon seklinde yer almaktadir.

3.2.1. Biyomiirekkep bilesenlerinin 6n hazirhg

Biyomiirekkebi olusturan polimer c¢ozeltileri (jelatin ve kitosan) ve hBN

nanopartikiileri ayr1 ayr1 hazirlandi.

3.2.1.1. Biyomiirekkep polimerlerinin hazirlanmast

Kitosan ¢ozeltisi, Roehm ve Madihally 1siya duyarli jelatin-kitosan hidrojel
calismasindan faydalanilarak hazirlandi (Roehm & Madihally, 2017). 0,25 M asetik asit
icerisinde %5 kitosan ¢ozeltisi; 2 gram kitosan 40 mL asit igerisinde 60 °C 6 saat
¢oziinmesi i¢in 250 rpm manyetik karistiricida karistirildi. Viskozite yiikselince su

banyosu i¢ine almip 60 °C sicaklikta 90 rpmde calkalandi. Kirlilik ve safsizliklar
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uzaklastirmak i¢in 4000 rpmde 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant +4 °C derecede

saklanda.

Jelatin ¢ozeltisinin hazirlanmasi; jelatin su veya fosfat tamponu (PBS) icerisinde
alinarak %10 ve %15 derisimde hazirlandi. Coziinmesi i¢in 40 °C derecede 1 saat

boyunca 90 rpm calkalamal1 ortamda inkiibe edildi.

3.2.1.2. hBN ¢dézeltisinin hazirlanmast

hBN hassas terazide tartild1 ve % 0,1 derisimde olacak sekilde 15 mL distile suya
ilave edildi ve karigtirildi. Ardindan hBN sulu ¢ozeltisi 5 dakika vortekslenip 50 mL cam
sise icerisinde manyetik karistiric1 kullanilarak 24 saat 350 rpm hizda karistirildi. Daha
sonra 5 dakika ultrasonik su banyosunda (35 kHz) bekletildi. (Siipernant kismi alinip
partikiil boyut goriintiilemesi stereo mikroskopta yapildi). 24 saat sonra ¢oken kisimlar
alinmadan askida duran hBN kisimlari toplandi (Ayrica dipte ¢oken kisim etiivde
kurutulup tartilarak agirlik¢a kayip miktar1 belirlendi) ve 12-13 mL otomatik pipetle
cekilip manyetik karistiriciya alindi. hBN iist fazlar1 50 mL sise icerisinde birlestirildi ve

homojen olana kadar 500 rpm hizda 1 saat karistirildi.

Polimerler ile hBN sulu ¢ozeltisi dogrudan karistirilmasi ¢6zeltilerin son derisimini
degistirecegi i¢in jelatin, hBN sulu ¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriildii. 18 mL hBN iizerine
2 gram jelatin eklenerek 20 mL %10 jelatin-hBN (JBN) ¢6zeltisi hazirland1 (20 mL
kullanilmamasinin nedeni jelatinin kendi hacminin olmasidir). 17 mL hBN f{izerine 3
gram jelatin eklenerek 20 mL %15 JBN ¢6zeltisi hazirlandi. JBN ¢6zeltileri hazirlanirken
jelatinin ¢6ziinmesi ve homojen dagilimi saglamak igin 1 saat boyunca 40 °C derecede ve
90 rpm hizda ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi. Jelatinin %5 ve %7,5 derisimde

hBN ile reolojik etkilesimi ve basilabilirlik durumu degerlendirildi.

3.2.2. Biyomiirekkebin hazirlanmasi

Iyonik olarak bagl jelatin-kitosan hidojelleri (JK) atfedilen ydntemle hazirland:
(Ng, Yeong, & Win Naing, 2016). JKBN hidrojeli hazirlamak i¢in distile su igerisinde
disperse edilmis hBN (ag. %0,1) nanopartikiillerinin {ist faz1 kullamilarak (yaklasik
%0,076), jelatin igerisinde hidrojele karistirilmistir. Kitosan (%5), jelatin (%10/15),
jelatin-hBN (J; %10/15, hBN; %0,076) ile 1:1 oraninda karigtirildi ve jelatinin son
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derisimlerine gore (5JK, 5JKBN, 7,5JK, 7,5JKBN) gruplandirildi. Biyomiirekkepler
jelatin derisimindeki degisiklige ve hBN igerigine goére adlandirildi (Tablo 3.1).
Biyomiirekkepler, pH degeri sodyum hidroksil (1 molar) ve PBS (10x) ile pH 5 ila 6

arasina yikseltildi.

Tablo 3.1. Biyomiirekkep adlandiriimast ve bilesenleri

Biyomiirekkep Kodlari Biyomiirekkep bilesenlerinin son derisimi
5JK %5 Jelatin ve %2,5 Kitosan igerir.
5JKBN %5 Jelatin %2,5 Kitosan ve yaklasik %0,038 hBN igerir.
7,5JK %7,5 Jelatin ve %2,5 Kitosan igerir.
7,5JKBN %7,5 Jelatin %2,5 Kitosan ve yaklasik %0,038 igerir.

3.2.3. Biyomiirekkebin 3B baski oncesi reolojik ézelliklerinin incelenmesi

Biyomiirekkepler reometre cihazinin 5 ¢cm capindaki standinin iizerine 1 c¢m
capinda yerlestirildi ve 1 mm yiikselikten konik milin donmesiyle biyomiirekkeplerin
viskozitesi 25 °C sabit sicaklikta 0,01-100 shear/s donme hizinda mekanik etkiye bagl

viskozite degisimi incelendi.

Biyomiirekkeplerin viskoelastik ozelliklerini incelemek i¢in aym cihaz ile
amplitute modunda 10 rad/s ve %1 strain oraniyla mekanik mukavemet uygulandi. Bu
esnada biyomiirekkeplere 25 ila 40 °C derece arasinda sicaklik uygulanarak her 1 °C’de
1 6l¢lim alacak sekilde elastikiyet modiilii (G”) ve kayip modiilii (G”) 6l¢timleri alindi ve

viskoelastik davraniglari incelendi.

3.2.4. Biyomiirekkebin basilabilirligi ve 3B biyoyaziciyla doku iskelesi iiretimi

3B biyoyaziciyla (Envisiontech 3D-Bioplotter) biyobaski ncesi hidrojellerin baski
hiz1 ve kalitesini incelemek i¢in jelatin ve kitosan ile optimizasyonu yapilmis ¢alisma
referans alinarak parametreler belirlendi (Ng, Yeong, & Win Naing, 2016).
Biyomirekkepler sabit sicaklikta (28 °C) ve 0,5-2,4 bar basingta, farkli baski hizlari
(10,15 ve 20 mm/s) ile 25G igne uglu veya konik nozul kullanildi ve yaklasik 1 cm
uzunlugunda seritler bastirilarak test edildi. Basilan seritlerin ¢aplar1 dikkate alinarak

doku iskelesi basimi dncesi biyomiirekkeplerin basilabilirlik parametreleri incelendi.
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Biyomiirekkeplerin basilabilirlik degerlendirmesi sonucunda gozenekli doku
iskelesi dis boyutlar1 15 mm x 15 mm ve iki fiber arasi bosluk ise 1,5 mm olacak sekilde
CAD programinda ¢izildi ve belirlenen optimum baski hizi ve uygun basingta malzemeler
retildi. Daha sonra stereo mikroskop ile doku iskeleleri goriintiilendi ve ImageJ
programiyla gbzenekli ag yapilari incelenerek biyomiirekkeplerin basilabilirligi (Pr)
degerlendirildi (O'Connell, ve digerleri, 2020).

Baski sonrasi iyonik olarak bagli JK ve JKBN gruplar iizerine stabilizasyonu
artirmast i¢in %1 gluteraldehit ¢eker ocak altinda piskiirtillerek uygulandi. Capraz
baglanmig gézenekli doku iskelesi 10 dakika sonra PBS ile 3 kez yikanarak ortamdaki
fazla ¢apraz baglayici uzaklastirildi. Doku iskeleleri -20 °C’de dondurulduktan sonra
liyofilizator cihazi ile -70 °C’de 16 saat boyunca vakum altinda kurultuldu. Kurutulmus

doku iskeleleri 4 °C sicaklikta saklandi.

3.3. Deneylerin ve Malzemelerin Karakterizasyonu

Biyomiirekkepleri, bunlar olusturan bilesenleri ve doku iskelelerinin fiziksel ve

kimyasal karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi.

3.3.1. hBN partikiil analizi

Partikiil boyut analizi cihazi (Malvern Instrument, Hydro 2000G) ile 500 rpm
karistirma hizinda %70 ultrasonik ortamda hBN partikiil boyutu belirlendi.

3.3.2. hBN XRD analizi

Bu analiz ile malzemenin igerdigi fazlari belirlenmekte, nicel faz analizinde,
sicaklik, basing ve fiziksel parametrelere bagli faz degisimlerinde tanecik boyutu, tanecik
yonelimi ve kimyasal kompozisyonu belirlemede ve orgii sabitlerini bulmada
kullanilabilmektedir. X 1sin1 kirinimu cihazi (Rigaku miniflex 600) tarafindan hBN yapisi

ve molekiiler igerigi degerlendirildi. hBN igerisinde safsizlik olup olmadigi incelendi.
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3.3.3. Biyomiirekkep ve bilesenlerinin fourier doniisiimii kizilotesi (FTIR)

spektrometresi ile analizi

Polimerlerin birbiri arasinda ve arasindaki etkilesimleri incelemek ic¢in FTIR
Spektrometresi (Bruker Tensor 27) kullanilarak incelendi. Biyomiirekkep icerisindeki
hBN nanopartikiilleri, jelatin ve kitosan polimerleri kuru ve hidrojel formlar1 hazneye
yerlestirildi. Daha sonra 700-4000 cm? dalga boyunda ATR modu kullanilarak

spektrumlar alind1. Olgiimler ii¢ kez tekrarlandi.

3.3.4. Differansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

DSC analizi (DSC Q2000 TA-instruments), kuru kitosan ve jelatinin haricinde
jelatin-kitosan (5JK) ve jelatin-kitosan-hBN (7,5JKBN) biyomiirekkeplerinin sicakliga
kars1 davranisi incelendi. Ayrica bu biyomiirekkeplerin basim sonrasi ¢apraz baglanmis
doku iskelesi halleri de test edildi. DSC analizi 50 mL/dk azot akigsinda 10 °C/dk sicaklik

artist ile 20 °C ila 300 °C arasinda malzemelerin bozunma sicakliklar: degerlendirildi.

3.3.5. Biyomiirekkep bilesenlerinin yiizey temas agisina etkisinin belirlenmesi

Hazirlanan biyomiirekkeplerin (5JK, 5JKBN, 7,5JK, 7,5JKBN) yiizey temas a¢isini
Olcebilmek i¢in 3B doku iskelesi iizerinden yiizeyinin gézenekli olmasi temas agisinin
net olarak belirlenmesini zorlastirmaktadir. Bu yiizden diiz zemin olusturan ince filmler
halinde hazirlanip temas acisinin 6lgiildii. Alliminyum folyo iizerine ince film olacak
sekilde biyomiirekkepler yayildi ve etiiv icerisinde 40 °C sicaklikta 16 saat inkiibe
edilerek kurutuldu. Kriiss DSA 100 cihazi ile kurutulmus filmler tizerine farkli noktalara

belirli hacimde su damlatilarak temas acis1 belirlendi.

3.3.6. Doku iskelelerinin su tutma kapasitesi

Capraz baglanmis ve ¢apraz baglanmamis doku iskelelerin sisme davranisi, notr
pH’da olan fosfat tampon (PBS) kullanilarak test edildi. PBS igerisinde 6 saat bekletilen
doku iskeleleri slire sonunda fazla su lizerinden alinarak tartildi. Kuru agirlig: ve 6 saat
sonraki 1slak agirlig1 iizerinden sisme orani belirlendi. Malzemeler, 3 tekrarli yapilmig
olup ortalamalarindaki sapmalar + olarak ifade edildi. Su tutma oranlar1 asagidaki gibi

hesaplanmaktadir. Ws; son agirligi, Wo; ilk agirhigi temsil etmektedir.

41



W:(Ws'Wo)/Wo

3.3.7. Doku iskelelerinin biyobozunurluk testi

Kurutulmus capraz bagl doku iskelelerinin viicut igerisinde bozunma davranisini
taklit etmek i¢in n6tr pH fosfat tampon (PBS) igerisine malzemeler alinir, 37 oC sicaklik
ve 50 rpm ¢alkalamali ortamda 1, 2, 4, 7 ve 14 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
malzemeler kurutulduktan sonra kuru agirliklar: tartilarak bozunma orani hesaplandi.
Malzemeler, 3 tekrarli yapilmis olup ortalamalarindaki sapmalar +/- olarak ifade edildi.
(Wd; kurutulduktan sonraki agirlik, Wo; baslangi¢ kuru agirlik). Bozunma oranlar1 su

sekilde hesaplanir;

Wd (%) = (Wo - Wd) / Wo) x 100

3.3.8. Doku iskelelerinin biyouyumluluk testi

3B biyobaski sonrasi ¢apraz baglanmis doku iskeleleri liyofilize edildikten sonra
hiicrelere karst biyouyumlu oldugunu kanitlamak igin canli-6lii boyama yontemi
kullanildi. Canli-6lii boyama oncesinde doku iskeleleri %21 penisilin-streptomisin
antibiyotigi ile giinasir1 inkiibe edilerek dezenfeksiyonu saglandi ve fosfat tamponu ile
yikama yapildi. Ardindan her doku iskelesine 1,1x10° adet 3T3 fare fibroblast hiicreleri
(NIH / 3T3 (ATCC® CRL-1658™)), %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin iceren DMEM f-12 Dbesiyeri kullanilarak ekildi. Hiicre ekilmis doku
iskeleleri 7 giin boyunca 37 °C’de, %5 CO2 %99 bagim nem ortaminda inkiibe edildi.
Daha sonra doku iskelesi tizerindeki hiicrelerin canliligini incelemek i¢in canli-6lii
boyama kiti (Live or Dead™ Fixable Dead Cell Staining Kit, ATT Bioquest) kullanilarak
hiicreler besiyeri igerisinde 37 °C’de ve %5 CO2 kiiltiire ortaminda karanlikta 1 saat
Calcein-AM (2 uM)/PI (4 uM) ile inkiibe edilerek hiicreler canlilik sartlart saglanarak
(canli boyama) boyama yapildi ve fosfat tamponu ile yikanip floresan mikroskobunda
(Carls Zeiss Axio Bioobserver D1) floresan boyali hiicreler goriintiilendi ( (Samie, ve
digerleri, 2020); (Mora-Boza, Wtodarczyk-Biegun, Del Campo, Vazquez-Lasa, &
Roman, 2020)).
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3.3.9. 3B doku iskelesinin stereo mikroskop goriintiilemesi ve analizi

Biyomiirekkepler doku iskelesi basildiktan sonra Leica M26 marka stereo
mikroskop ile x0,63 ve x0,8 kat biiyiitmede goriintiilendi. Daha sonra kurutulmus ¢apraz
bagli doku iskeleleri stereo mikroskopta (Zeiss, Steremi 508) goriintiilenerek
karsilagtirildi. Goriintiiler ImageJ programi ile baski kalitesi, gézenek ¢evresi ve alan

dikkate alinarak incelendi.

3.3.10. 3B doku iskelesinin SEM goriintiilenmesi

SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) ile ¢apraz bagli ve ¢apraz bagh olmayan
kurutulmus doku iskeleleri yiizey morfolojisi ve gdzenek yapist incelendi. Kurutulmus
doku iskeleleri karbon bant tizerine sabitlendi ve altin (Au)-paladyum (Pd) kaplamak igin
manuel piiskiirtmeli kaplama cihazi (Agar Sputter Coater) ile 20 saniye boyunca kaplandi

ve goriintiillemesi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyomiirekkep Bilesenlerinin On Hazirhg

4.1.1. hBN ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve dispersiyon ¢alismalari

(Calismalara hBN su igerisinde dagitilarak baslanmasi gereklidir. Ciinkii hBN su
igerisinde  ¢6kme egilimi  gostermektedir. Biyomiirekkebin  bileseni  olarak
kullanilabilmesi igin pul pul ayrilmasini ve disperse olma oraninin artirilmasi
gerekmektedir. hBN %1 derisimin altinda c¢alisilmasi, hiicreler icin toksik etki
gostermemesinden dolay1 distile su icerisinde disperse olma c¢aligmalar1 %1-0,1 oranlari
arasinda ¢alisildi (Mukheem, ve digerleri, 2019). Karistirma ve ultrasonikasyon islemleri
sonrasinda, deneylerde sadece %0,1 derisimin altinda suda askida kaldig1 ve homojen
dagildig1 tespit edilmistir. Sadece karistirma veya vorteks islemi hBN ¢ozeltisini
hazirlamak icin yeterli degildir. Ultrasonikasyon islemi dahil edildigi taktirde yapinin
disperse olmasina kolaylastigi gozlemlendi. Sulu hBN ¢o6zeltisi hazirlandiktan sonra
disperse olmayan ve ¢oken alt fazdaki hBN miktarin1 belirlemek i¢in falkonlarin darasi
alinip kaydedildi. Daha sonra dipte kalan 2-3 mL ¢6kmiis hBN kuru miktar1 75 °C de 24
saat etiivde kurutularak belirlendi. Bu hesaplamaya gore; 15 mL hBN i¢in %0,1
kullanildiginda 15 mg hBN kullanilmigtir. Coken kuru hBN miktari ise 3,5 mg’dir. Buna
gore su icerisinde hBN yaklasik %0,076 oraninda iyi disperse oldugu belirlenmistir.

4.1.2. Biyomiirekkep polimerlerinin hazirlanmasi

Kitosan diislik su tutma kapasitesi nedeniyle jellesmeden sonra ortamda hacim
kaybetmesi gibi sinirlamalar bulunmaktadir. Ayrica tek basina kullanilmasi fibroblast
hiicrelerine karsi biyouyumlulugunun az oldugu belirtilmektedir. Bu yiizden kitosani
farklt bir polimer ile su tutma kapasitesini artirmay1 saglayarak biyomiirekkebin baski
sonrasi stabilizasyonu saglanmasi hedeflenmistir. Ayrica Ng ve arkadaslari (2016) jelatin
ve kitosanin belirli bir pH arali§inda polimer zinciri lizerinde pozitif ve negatif gruplar
olusturarak iyonik baglanma ile jellesmenin daha kararli olacagini belirtmislerdir. Ng,
ayni zamanda yiiksek viskozitede olan kitosan (%2,5) ve jelatin (%7,5) ile basimin zor
oldugu belirtilmektedir (Ng, Yeong, & Win Naing, 2016). Bu bilgiler dogrultusunda

kitosan ve jelatin hazirlandi. Kitosan 0,1-0,25 M asetik asit igerisinde ¢oziindiiriilmeye
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birakildi. Sicaklik uygulanmasina ragmen 0,1 M asetik asitte kristallenmeler ve
¢oziinmeme durumu goézlemlenirken asitlik derecesi artirilarak 0,25 M asetik asit
muamelesinde sicaklik ve karigtirmanin etkisiyle homojen olarak ¢oziindiigi
gozlemlendi. Ayrica ortamdaki Kirlilikler santrifiij edilerek ortamdan uzaklastirildi
(Roehm & Madihally, 2017). Jelatin hem su hem de PBS igerisinde hazirlanabilme
kolayligina sahip olmast pH ayarlama ve hBN nanopartikiillerinin biyomiirekkep

igerisine eklenmesini kolaylastirdig1 gézlemlendi.

4.2. Biyomiirekkep Hazirlanmasi

Oda sicakliginda viskozitesi yiiksek olan polimer ¢ozeltileri karismanin zor oldugu
gozlemlendi ve homojen olabilmesi igin 80 °C sicaklikta karistirildi. PBS igerisinde
coziindiiriilen jelatin pH degeri 7 iken kitosan ile karistirllmast durumun da pH 4’e
diismektedir. Diisiik pH’da JK ¢ozeltileri akiskan halde iken pH 5-6’ya yiikseltildiginde
jelleserek daha viskoz hale gelmektedir. JK ¢ozeltilerinin 1yonik olarak baglandigi, sise
igerisinde ters cgevrilerek akmaya karsi direng ile fiziksel olarak gozlemlendi.
Biyomiirekkep hazirlanirken hBN dogrudan JK ¢dzeltisi igerisine eklendiginde homojen
dagilim saglanmamaktadir. Ayrica viskozitedeki artts hBN’nin pul pul dagilmasini
engellemektedir. Bu yilizden sulu hBN, suda ¢oziinebilen jelatin ile karistirilarak ¢ok
bilesenli biyomiirekkep igerisine dahil edildi. Boylelikle homojen dagilim
saglanmaktadir. Biyomiirekkepler karsilastirmak i¢in Ng ve arkadaslar1 (2016) tarafindan
optimizasyonu yapilmig 5JK grubu ile basimi zor olan 7,5JK gruplari ve bunlarin hBN
igeren gruplar1 hazirlandi. Tiim gruplar pH 5-6 araligina yiikseltiginde viskozite artisi

gozlemlendi (Ng, Yeong, & Win Naing, 2016).

4.3. Biyomiirekkebin 3B Baski Oncesi Reolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Biyomiirekkep adaylariin 25 °C sicaklikta viskozite degisimi (Sekil 4.1) oncelikle
JK grubunu olusturan %5 kitosan (5K) ve %7,5 Jelatin (7,5J) ¢ozeltileri incelendi.
Kitosan ¢ozeltisi akmaya karsi zorlandiginda newtonumsu akis sergiledigi, jelatin
¢ozeltisinin ise uygulanan stres altinda newton olmayan davranis sergilemektedir. Jelatin
igerisine hBN eklenen gruplar (5JBN, 7,5JBN) 7,5J grubu ile karsilastirildiginda belirli
kayma hizlarinda viskoziteyi diisiirme davranisi sergilemedigi gézlemlendi. Kayma hizi

yavas (0,01-0,1/s araliginda) oldugunda malzemeler {izerinde direng olusturarak
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viskozitesinde artis olarak yansimaktadir. 7,5] grubunun baslangi¢ viskozitesi 5JK ve
5JKBN gruplarindan daha ytiiksek olsa da icerisinde %5 jelatin olmasina ragmen iyonik
baglanmis biyomiirekkeplerin mekanik strese karsi viskozitesi daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. 7,5JK ve 7,5JKBN, kayma hizi 30/s olana kadar yiiksek viskozite
davramsini korumaktadir. Yiiksek viskoziteye sahip 7,5JKBN ve 7,5JK gruplarinin strese
kars1 davranisi optimizasyonu yapilmis SJK grubuna kiyaslandiginda ekstriizyon temelli
3B biyoyazicida basilirken uygulanacak baski parametreleri (baski basincini, baski hizini

vd.) ayarlandigi takdirde biyomiirekkep olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Biyomalzemelerin mekanik strese kars: viskozite degisim grafigi

Biyomiirekkepler duragan halde viskoz fakat akmaya zorlandiginda viskozitesi
diiserek akigskan hale gelmesi ve stres uzaklastiginda tekrar viskoz hale ge¢mesi
beklenmektedir. Ciinkii baski sonrasinda stabil sekil olusturmasi i¢in viskozitenin tekrar
yiikselmesi gerekmektedir (Bedell, Navara, Du, Zhang, & Mikos, 2020).
Biyomiirekkebin viskoelastik davramisi baski sonrasi stabilizasyon hakkinda bilgi
vermektedir. G’ (elastikiyet; depolama modiilii) ve G” (kayip modiilii) biyomiirekkebin

karakteristik ozelligini ve viskoelastisitesi belirlemektedir. G’/G” orani eger “>1" ise
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sekilsel dogrulugunun iyi oldugu belirtilmektedir (Ng, Yeong, & Win Naing, 2016).
Ciinkii G’/G” oran1 “<1” ise malzeme jel 6zelligini kaybederek istenmeyen sivi/akigkan

forma ge¢mektedir.

Reoloji 6l¢iimleri sonucunda (Sekil 4.2) hBN igeren JK biyomiirekkebinin yiiksek
derisimde bile biyomiirekkep igerisinde 1sinin dagilmasini sagladigi ve mekanik stres

altinda basilabilirligi kolaylastirdig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Hidrojelin sicakliga bagl viskoelastik davranist

Mekanik gerilme altinda sicakligin artirilarak yapilan reoloji analizinde G’/G” orani
haricinde malzemenin bu esnada viskozitesindeki degisim incelendi. Bu bulgular

dogrultusunda hBN’nin biyomiirekkeplerin akiskanligini artirdigi belirlendi.
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Sekil 4.3. Sicaklik ve strese bagl viskozite degisim grafigi

4.4, Biyomiirekkebin Basilabilirligi ve 3B Biyoyaziciyla Doku iskelesi Uretimi

Hazirlanan biyomiirekkepler jelatinden dolayr termal jellesme 6zelligi
gostermektedir. Sicakligin yiikseltilmesi diisiik viskoziteli malzemelerin viskozitesini
daha da diisiirecegi i¢in bu tip sorunlarla karsilasilmasina neden olabilmektedir. Burada
secilen sicaklik jelatinin akiskan halden hazneden ekstrude edilirken ortam sicakliginin
etkisiyle baski tablasi lizerinde soguyarak katilagmasi icin istenilen bir sicakliktir. Eger
daha ytiksek bir sicaklik secilirse soguma gecikecek ve malzeme kendini yanlara dogru
serit kalinligin1 artiracaktir. Jelatine uygulanan sicaklik yapisindaki zincirlerin formunu
degistirmesine neden oldugu bilinmektedir. Bu yilizden G’/G’’ tablosundaki Kkritik
sicaklik seviyeleri kullanilmadan jelatinin jellesme sicakligi olan 28 °C derece baski
sicakligl secilmistir (Wang, ve digerleri, 2017). Sicaklik sabit tutularak diger baski

parametreleri degistirilmistir.

3B doku iskelesi basimi oncesinde filament kalitesini incelemek ve diger
parametreleri belirlemek i¢in baski hizi analizi yapildi. 10 mm uzunlugunda seritler
basilarak 28 °C sicaklikta 10, 15, 20 mm/s farkli hizlarda baski hizi ve basinci
belirlenmistir. Bu bulgulara (Sekil 4.4) gore sicaklik ve baski basinci sabit tutuldugu
taktirde biyomiirekkepler yavas hizda basilirsa filament ¢ap1 daha kalin ve enine
genislemektedir. Biyomiirekkepler hizli baski yapilirsa filamentler daha ince olmakta ve
stirekliligini kaybederek kesikli filamentler olusturmaktadir. En iyi sonug¢ nozul ¢apina

yakin filament ¢ap1 olusturan baski hizlarmin kullanilmasidir.
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Sekil 4.4. Baski hizvmin filament iizerine etkisi

Baski  hizlann ayarlanirken aym1 zamanda uygun hava Dbasmcinin
ayarlanabilmektedir. Yiiksek hava basinci biyomiirekkebin asir1 birikmesine ve filament
capmin artmasina neden olmaktadir. Diisiik hava basinci ise biyomiirekkebin daha az
enjekte edilmesini ve nozul ucunda birikerek tikanma gibi problemlerle karsilasildi.
Basilabilirligi uygun bir biyomiirekkep nozul ucunda damlacik olusturmamalidir. Bu
yilizden damlacik olusturan J ve JBN gruplar1 biyomiirekkep olarak kullanilamamustir.
Biyomiirekkeplerin (JK ve JKBN gruplari) baski parametreleri ¢izgi teknigi sonucunda
ideal baski hizi, baski basinct ve nozul cinsi belirlendi (Tablo 4.1). Yiiksek viskoziteli
biyomiirekkeplerin (7,5JK ve 7,5JKBN) igne tipi metal nozul kullanilarak baski
yapilmasi durumunda yiiksek basing (2,8-3,4 bar) uygulanmasi gerektigi gézlemlendi.

Bar basincini diisiirmek i¢in konik sekilli plastik nozullar tercih edildi.

Tablo 4.1. Biyomiirekkepler ve ideal baski parametreleri

Biyomiirekkep Baski basinct Baski hizi Nozul cinsi
kodlari (bar) (mm/s) (25 G)

5JK 1,3 15 Metal ug
5JKBN 1 15 Metal ug
7,5JK 1,8-2,2 10 Plastik ug
7,5JKBN 1,2-1,5 10 Plastik ug

Biyomiirekkepler arasinda karsilagtirma yapildiginda hBN iceren gruplarin daha
diisik basingta basilabilirliginin saglanmasi bu malzemenin yiiksek viskoziteli

biyomiirekkeplerin basimini kolaylastirdigi goriilmektedir.
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Bu bulgular sonucunda 3B doku iskelelerinin basim1 Sekil 4.5’te gosterildigi gibi
gerceklestirildi. Literatiirdeki bilgiler dogrultusunda bazi degerlerin (baski sicakligi ve
nozul ¢apinin) sabit tutulup diger parametrelerin degistirilmesi ideal baski 6zelliklerinin

belirlenmesini kolaylastirmaktadir.

Hava Basincli

* Viskozite
*G/G"
Biyomiirekkep
25G nozzle
(0,25 mm)
10/15 mm/s |
<+ \

t--15mm -

Sekil 4.5. 3B doku iskelesinin bask: parametreleri ve biyobasimin sematik goriintiisii.

Ideal baski parametreleri ile iiretilen gdzenekli doku iskeleleri Pr degerlerini belirlemek
icin Pr = L%/16A esitligi kullanild1 (Sekil 4.6).

I¢ Gevresi (L)
ic Alani {A)vﬂ

Pr: L?2/16A

Sekil 4.6. Gozenekli doku iskelesinin Pr hesaplamasinin sematik gosterimi (O'Connell, ve digerleri,
2020)

Image] programiyla goriintli analizi yapilarak doku iskelesinin gozeneklerinin ig
cevresi ve i¢ alani hesaplandi. Daha sonra Pr degerleri (Tablo 4.2) belirlendi.
Basilabilirlik degerleri eger 1 oldugu taktirde yani baski sonrasi sekilsel stabilitenin

saglandig1 bilinmektedir. 5JK igerisine hBN katilmasi durumunda Pr<l1 degerine
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baglantili olarak gozeneklerin kapandigi ve yapisal biitiinligiin  korunmadig:

gbzlemlenmistir.

Tablo 4.2. Doku iskelelerinin gozenek kalitesinin incelenmesi ve Pr degerleri

Biyomiirekkep kodlar1 | Pr degerleri

5JK 0,997 + 0,003
5JKBN 0,773 + 0,006
7,5JK 1,118 + 0,020
7,5JKBN 0,936 + 0,095

Yiksek viskoziteli 7,5JK biyomiirekkebi igerisine hBN nanopartikiillerinin
katilmas1 durumunda stabilitesini iyilestirerek Pr degerini 1’e yaklastirmis ve yiiksek
basing ihtiyacini azaltmistir. hBN igeren jelatin-kitosan biyomiirekkebinin daha yiiksek

viskozitede bile basilabilirligi kolaylastirdigi belirlenmistir.

Doku iskelelerinin 3B biyoyazicidan basilmadan 6nce boyutu ve gozenek araligi
bilgisayar destekli tasarimlarla modellendi. Doku iskelesinin dig boyutu 15 mm kare
seklinde 1,5 mm araliklarla 9-10 filament genisligin olmasi ve 2/3 kat baski yapildi. 25G
nozuldan 250 mikrometre ¢apina sahip filament ekstriide edildi. Optimize edilmis bask1
parametrelerine (Tablo 4.1) gore biyomiirekkepler basildi. Iyonik olarak bagh
biyomiirekkepler 1slak halde uzun siire muhafaza edilmesi, iriiniin bozunmasina ve
kontamine olmasi riski bulunmaktadir. Bu ylizden liyofilizasyon sistemi ile kurutularak
doku iskelesinin filament ylizey oOzelliklerinin gozenekli ve piiriizlii olmas1 saglandi.
Baski sonras1 biyomiirekkepler stabilitesini koruyamamakta ve zamanla filament cap1
genisleyebilmektedir. Bunu engellemek igin gluteraldehit capraz baglayici ajani
kullanilarak yapinin kovalent baglarla stabilizasyonu saglandi. Gluteraldehit %0,01-2,5
oraninda literatiirde kullanimi mevcuttur. Ayrica serbest kimyasal ajanlarin ortamda
bulunmasi hiicreler igin toksik etki olusturmaktadir (Thakur, Rodrigues, & Singh, 2018).
Bu yiizden ¢apraz baglanmamis gluteraldehit gruplarin1 ortamdan uzaklastirmak igin

tampon ile yikanarak uzaklastirildi.
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4.5. Deneylerin ve Malzemelerin Karakterizasyonu

4.5.1. hBN partikiil boyut analiz sonucu

JK biyomiirekkeplerin katki malzemesi olan hBN partikiil boyutu (Sekil 4.7) ve
dagilimi incelendi. Bu bulgular dogrultusunda hBN partikiil boyutunun yaklasik 0,1-0,15
mikrometre (um) araliginda oldugu belirlendi. hBN’nin tabakalarinin van der walls
etkilesimleri ile iist iiste tabakalar halinde birikmesi daha biiyiik partikiil boyutlarmin
olugsmasina neden olmaktadir. Tabakalar pul pul ayrildig: ve partikiil boyutunun diistigii
taktirdke hBN’nin homojen dagilmasinin kolaylastigi gozlemlendi. Bolim 4.1.1°de
yapilan hBN dispersiyon ¢alismalarinda ¢oken %23,3 (3,5 mg/ 15 mg) oranindaki kismin
Sekil 4.7°de 1 um partikiil boyutuna yakin veya aglomere olmus hBN yapilari oldugu
tahmin edilmektedir.

Partikiil boyut dagilm
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Sekil 4.7. hBN partikiillerinin boyut dagilim grafigi

4.5.2. hBN XRD analizi

X 1gmu difraksiyonu ile hBN yapist ve igerigi degerlendirildi. hBN yiiksek
kristallige sahip oldugunu, 26 agisinin 25-30° BN (002) ve 40-45° BN (100) arasindaki
keskin pikler (Sekil 4.8) gostermektedir. Diger zayif pikler BN (101), BN (102) ve BN
(004) ise BN kristalografik diizleminden kaynaklanmaktadir (JCPDS PDF no; 034-421).
Bu bulgular literatiir ile karsilastirildiginda yapinin saf BN oldugunu kanitlamaktadir. Pik
yiikseklikleri incelendiginde (004) / (100) oraninin degismesi tabaka sayisinin azaldigina
atfedilmektedir ( (Matovic, ve digerleri, 2016); (Gao, Zhao, & Yin, 2018)).
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Sekil 4.8. #BNye ait XRD paternleri

4.5.3. Biyomiirekkep ve bilesenlerinin FTIR spektrometresi ile analizi

Biyomiirekkebin ana bilesenlerini olusturan jelatin, kitosan ve hBN ayr1 ayr1 FTIR
sonuglart alindi ve karakteristik pikleri incelendi. hBN igerisindeki B-N gerilme titresimi
1371 cm™ dalga ve B-N-B diizlem dis1 biikiilme titresimi 782 cm™ dalga boyunda (Sekil

4.9) pik vermektedir.
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Sekil 4.9. hBN FTIR spektrumlar

Jelatinin (Sekil 4.10) amino piki 1534 cm™ ve karbonil piki 1642 cm? dalga
boyunda gdzlemlenmektedir. 3305 cm™ dalga boyunda goriilen pik jelatinin kuru
olmasina ragmen igerisinde bulunan neme bagli -OH ve yiizeydeki -NH> aktif gruplarin

pikleridir.
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Sekil 4.10. Jelatinin FTIR spektrumlar:

54



Kitosanin yiizeyindeki sakkarit (C-O-C) bilesenleri 933 cm™ ile 1149 cm™ dalga
boyunda ve amino piklerini ise 1550 cm™ dalga boyunda, asetil grubunun amid-I bagin
1654 cm™ dalga boyunda (Sekil 4.11) pik vermektedir. Kitosanin diizlemsel ve yiizeysel
-NH; ve -OH gruplar1 3350 cm™ dalga boyunda gériilen genis pik atfedilmektedir.
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Sekil 4.11. Kitosanin FTIR spektrumlar: ve aktif grup isaretlemeleri

Biyomiirekkeplerin yiizeyindeki -OH ve -NH aktif gruplarinin gerilme piki 3400-
3300 cm™ dalga boyunda gériilmektedir. Ayn1 zamanda biyomiirekkepin sulu formda
olmast bu pikin genis ve kuvvetli olmasini etkilemektedir. JK biyomiirekkebinin IR
spektrum sonucunda (Sekil 4.12) karbonil grubunda (1645 cm™ dalga boyunda) net bir
degisim olmazken ve amino bantlarinin ise 1550°den 1535 cm™ dalga boyuna dogru
kaydig1 gozlemlenmistir. Bu iyonik olarak bagli kitosan ve jelatin molekiilleri arasinda
zayif hidrojen baginin olustugunu gostermektedir. Sonuglar literatiir ile uyumlu olup
iyonik baglanmanin pikler tizerinde kayma olusturabilecegi belirtilmektedir (Ng, Yeong,
& Win Naing, 2016).
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Sekil 4.12. Kuru kitosan ve jelatin ile JK ve JKBN biyomiirekkeplerin spektrum karsilastirmast

4.5.4. Biyomalzemelerin DSC analizi

Dogal polimerler yiiksek sicakliga karsi hassasiyeti nedeniyle bozunabilmektedir.
Jelatin ve kitosan polimerleri (Sekil 4.13) 20-300 °C sicaklik arasinda termal davranisi
incelendi. Bu bulgular sonucunda jelatin ve kitosan 100 °C ve iizerinde endotermik pik
(Sekil 4.13a) ve 260 °C ve lizeri sicaklikta jelatin ve kitosan polimerlerinin ekzotermik
pik (4.13b) olusturarak molekiillerin parcalandigi belirlendi. Jelatinin protein temelli
dogal polimer olmasi polisakkarit temelli kitosana gore daha hizli bozunma davranisi
sergiledigi gozlemlenmistir. Jelatin ve kitosanin endotermik ve ekzotermik davranisi

literatiir ile uyumludur (Parvez, ve digerleri, 2012).
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Sekil 4.13. Jelatin ve kitosanin DSC termagrami; @) endotermik bolge, b) ekzotermik bolge igerir.

Doku iskeleleri hBN igerigine gore termal davramisinin farklilk gosterdigi
gbzlemlendi. Capraz baglanmis 7,5JKBN doku iskelesi (7,5JKBN-CR) hBN icermeyen
(7,5JK-CR) gruba gore daha diisiik sicaklikta endotermik ve ekzotermik pik olusturdugu
belirlendi. Bu sonuglar hBN’nin sicakligi homojen dagitma &zelliginin bir sonucu olarak
sicakliga bagli bozunma isleminin daha diisiik sicaklikta baglamasina neden oldugu

tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.14. Doku iskelelerinin termal davranis:
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DSC analizinde ilk endotermik pik genellikle hidrojel igerisindeki suyun ortamdan
uzaklagsmasina veya kurutulmus doku iskelesinin igerisinde hapsolmus nem igeriginin

buharlagsmasina atfedilmektedir (Nieto-Suarez, Lopez-Quintela, & Lazzari, 2016).

Biyomiirekkeplerin yiiksek sicakliga karsi davranisi incelendiginde (Sekil 4.15)
yaklagik 100 °C sicaklikta endotermik pik vermektedir. Burada su buharlagsmasi ve termal
bozunma gerceklesmektedir. hBN igeren grup yiiksek endotermik pik vererek sicakligi

bozunmaya kars1 direng gosterdigi ve yaklasik 120 °C sicaklikta bozundugu gozlemlendi.
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Sekil 4.15. Biyomiirekkeplerin termal davranis

4.5.5. Biyomiirekkep bilesenlerinin yiizey temas agis1 analizi

Hiicrelerin tutunmasimt ve yayilmasimi etkileyen faktorlerden biri malzeme
ylizeyinin 1slana bilirligidir (hidrofiliklik / hidrofobiklik olmasidir). Hiicrelerin protein
adsorpsiyonu yoluyla tutunmasinda ve biyouyumlu olmasinda etkilidir. Doku iskelesinin
yiizeyinin hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerini belirlemek igin su temas agisi Slglimii
yapilmaktadir. Yiizey temas agisi; katt veya kuru ylizeyin bir sivi tarafindan
slatilabilirligini 6lgen bir yontemdir. Zemin ile damlacigin teget noktasindan yiizeyine
dogru ag1 olusturulur bu i¢ ag1 90° biiyiik ise hidrofobik, 90° kiigiik ise hidrofilik davranis
sergilemektedir (Polini & Yang, 2017). Biyomiirekkeplerin tizerine hiicre ekildigi veya

hiicreli baski yapildig: taktirde hiicrelerin hidrofilik/hidrofobik etkilesimlerden
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etkilenecegi i¢in film halinde dahi olsa biyomiirekkebi olusturan bilesenlerin temas
acisin1 belirlemek 6nemlidir. Biyomiirekkeplerin temas agis1 Olgiimleri ve damlacik
goriiniimleri (Tablo 4.3) incelendiginde hBN’nin hidrofobik yapisi hidrofilik &zellik
gosteren jelatin ve kitosanin daha hidrofobik davranis sergileterek yilizeyde yayilma degil,
toparlanma ve kiire halinde durmaya zorladigi gozlemlendi. 5JKBN grubuna goére
7,5JKBN grubunda jelatin oranimin daha fazla bulunmasi temas agisini 85,43° + 0,90°
degerinden 81,58° + 2,40° degerine diismesini saglayarak hidrofilik ozelligini
artirmaktadir. Bu sonuglar 3B biyobaski sonra yapinin yiizeyde stabil olarak yayilmadan

kalmasi i¢in de 6nemlidir.

Tablo 4.3. Biyomiirekkepler ve bilesenlerinin temas agist degerleri Ve goriintimleri.

Bilesen isimleri Temas ag1s1 degerleri Damlacik goriiniimleri
Jelatin 63,14 °+2,38°
-

Kitosan 26,19° + 2,05°

5JK 59,20° + 2,98°

5JKBN 85,43° + 0,90°

7,5JK 53.70° + 8,45°

7,5JKBN 81,58° + 2,40°
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4.5.6. Doku iskelelerinin su tutma kapasitesi
Kovalent ¢apraz baglanmis JK ve JKBN gruplan liyofilize edilerek kurutulmus

doku iskelelerin sisme davranisi incelendiginde (Sekil 4.16) hBN nanopartikiillerin doku

iskelesinin su tutma kapasitesini diigiirdiigii fakat yapisal stabilitesini artirdigi belirlendi.

Sisme oranlar1 (Tablo 4.4) incelendiginde malzemelerin kuru agirliklarina kiyasla diistik

viskoziteli biyomiirekkeplerin en az 5,94 kat, yiiksek viskoziteli biyomiirekkeplerin ise

en az 3,23 kat suyu igerisinde tuttugu gézlemlendi.

A U0 OO0 N

Kat (su tutma)

w

2
1
0

Doku iskelesi gruplari

)il
1 1

5JK-CR 5JKBN-CR 7,5JK-CR 7,5JKBN-CR B 5JK5JKBN 7,5JK7,5JKBN

Sekil 4.16. Capraz baglanmanin su tutma kapasitesine olan etkisi

Iyonik olarak bagli JK ve JKBN gruplar ise liyofilize edilip kurutulduktan sonra

PBS ile slatildiginda suyu kovalent bagli gruplardan daha fazla igerisinde tuttugu

gozlemlendi. Jelatin oranmin artmasi su tutma kapasitesinin artmasini sagladigi

goriilmektedir. hBN nanopartikiilleri iyonik bagli gruplarda olusturdugu bosluklar ile

daha fazla su ¢ekmesine etki ederken kovalent bagli gruplarda yapinin asir1 sismesini

engelleyerek 3B yapisinin daha stabil oldugu belirlendi.

Tablo 4.4. Doku iskelelerinin su tutma oranlari

Doku iskelesi | Kimyasal olarak capraz baglanmis (CR) doku | iyonik olarak baglanmis doku
gruplari iskeleleri su tutma kapasitesi (kat) iskeleleri su tutma kapasitesi (kat)
5JK 7,53 +£0,73 5,19 £ 0,57
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5JKBN 5.94+1,02 5,67 + 0,36
7,5IK 3,56 + 0,53 5,64+ 1,0
7,5JKBN 3,23 +0,56 7,08 0,16

4.5.7. Doku iskelelerinin biyobozunurluk testi

Biyomalzemeler doku rejenerasyonu gerceklesene kadar bolgede durmasi ve
zamanla hiicreler HDM olustururken biyomalzemenin bozunmasi istenen bir durumdur.
Biyomalzemelerin  bozunma siiresi doku yenilenmesi siiresiyle uyumlu olmasi
gerekmektedir. Eger biyomalzemeler erken bozunursa 3B dokunun HDM yapisi
olugsmamasina ve rejenerasyonun gecikmesine neden olabilmektedir. Bozunma siiresini
ve yapi stabilizasyonunu korumak i¢in kovalent baglanmis (CR) JK ve JKBN gruplarinin
14 giinliik viicut i¢i taklit edilen ortamdaki inkiibasyonu sonrasi bozunma oranlar1 (Sekil
4.17) incelendi. Tim malzemeler 4. Giinde yaklasik %20 oraninda bozunurken 14. Giin
sonunda 5JK %60, 5JKBN %85, 7,5JK %55, 7,5JKBN ise %48 bozundugu gézlemlendi.
Yapisal biitiinliik agisindan en dayanikli malzemenin 7,5JKBN grubu oldugu belirlendi.
5JK igeresine hBN ilave edildigi taktirde diisiik polimer yogunlugu ve polimerler arasinda
inert yapisiyla bosluk olusturan hBN etkisiyle daha hizli bozunma davranisi sergiledigi

gbzlemlendi.
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Sekil 4.17. Kovalent bagl: doku iskelelerinin 14 giinliik bozunma grafigi
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4.5.8. Doku iskelesinin biyouyumluluk testi

Doku iskelelerinin biyouyumlulugunu incelemek i¢in yapilan canli-6lii boyama
isleminde floresan boyalar kullanilmaktadir. Calcein AM canli hiicrelerin zarina niifuz
ederek yesil floresan renk yaymaktadir. Propidiyum iyodiir (PI) canli hiicrelerden
gecemekte ve Oli hiicrelerin DNA’sina baglanarak kirmizi floresan renk yaymaktadir.
Farkli renkte floresan renklerin 1simalar1 sayesinde doku iskelesi ile hiicrelerin
etkilesimleri incelenebilmektedir. Hiicrelerin doku iskelesi tizerinde tutunmasini,
yayilmasini ve toksisitesini incelemek icin etkili bir yontemdir (Risbud, Karamuk, Moser,
& Mayer, 2002).

Fare embriyonik fibroblast hiicreleri (3T3 hiicre hatt1) ekilen doku iskelerinin canli-
oli analizi floresan mikroskop ile (Sekil 4.18) incelendi. Floresan boyalar doku
iskelelerinin g6zenekleri iizerinde otofloresan (asir1 parlama) ozellik gosterdigi

goriilmektedir.

Sekil 4.18. Doku iskelelerinin floresan mikroskop gériintiilemesi a-c) calcein AM ile canli hiicre
boyamast b-d) Pl ile 6lii hiicre boyamast
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JK doku iskeleleri (Sekil 4.18-a) iizerinde filament boyunda ¢ogalip go¢ ettigi ve
koprii olusturdugu gozlemlendi. Sekil 4.18-b bu hiicresel aktiviteler esnasinda hiicrelerin
bazilarinin 61diigii belirlendi. hBN igeren JK gruplari (Sekil 4.18-c) ise filament kesigim
noktasinda hiicrelerin yogun bir sekilde cogalip filament boyunca gog -ettikleri
gozlemlenmektedir. Olii hiicreler (Sekil 4.18-d) JK grubuna gére nispeten daha az oldugu

goriilmek ve doku iskelelerinin biyouyumlu oldugunu kanitlamaktadir.

4.5.9. 3B doku iskelelerinin stereo mikroskop goriintiilemesi ve analizi

Biyomiirekkepler, Tablo 4.1°deki parametreler kullanilarak basilmis ve baski
sonrast filament stabilitesinin birbirinden farkli oldugu (Sekil 4.19) gozlemlenmistir.
Baski sonrasi filamentlerin diiz ve yayilmadan kalmasi 3B yap1 mimarisinin korunmasi

basilabilirlige uygunluk a¢isindan énemlidir (O'Connell, ve digerleri, 2020).

Stereo mikroskop altinda 3B yapilar incelendiginde SJKBN biyomiirekkebinin
baski sonrasi filament capinin genisledigi, yiizeyde yayildigi dairesel gozeneklerin
olustugu ve kapandig1 belirlendi. 5JK biyomiirekkepleri ise gozenek seklinin basildigi
gibi kare olmast basilabilirlige uygun oldugunu gostermektedir. Ayrica 3B yapisal seklini
koruyarak filament enine yayilmadigi, siirekliligini korudugu ve aymi kalinlikta
filamentler olusturdugu belirlendi. 7,5JK grubunun ise filament yapis1 diizensiz, kesikli
ve biiziismiis yapida oldugu gozlemlendi. Yiiksek viskozitesinden dolay: filament gapinin
kalinligr bazi noktalarda inceldigi bazi noktalarda kalinlastigi goriilmektedir. Bu
gozlemler basilabilirlik i¢in uygun olmadigini gostermektedir. 7,5JKBN grubu ise hBN
igermeyen gruba nispeten daha diizgiin filamentlerin olusmasina, yapinin kararli olmasini

ve gézenek boyutunun kareye yakin oldugu goriilmektedir.

Bu goézlemler sonucunda yiiksek viskoziteli gruplarin uygun olmayan gézenek ve
filament yapisin1 hBN ilave edildiginde yapiy1 daha basilabilir ve basildiktan sonra kararli

yapt sundugu gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.19. Biyomiirekkeplerin baski sonrasi stereo mikroskop goriiniitiisii; a) 5JK, b)5JKBN, ¢)7,5JK,
d)7,5JKBN

Liyofilizasyon isleminde malzemeler kururken su kristallerinin siiblimleserek
olusturdugu bosluklar/gézenekler doku iskelesinin yiizeyini hiicrelerin tutunmasini
kolaylastirmaktadir. Kimyasal ajan ile ¢apraz baglanmig doku iskelelerinin liyofilizasyon
sonras1 goriintiileri (Sekil 4.20) incelendiginde, diisiik derisime sahip (5JK ve 5JKBN)
gruplarin daha fazla kirilmalar gézlenmekte, vakum altinda kare gozeneklerin dairesel
oldugu ve filament capmin genisledigi gozlemlendi. Yiiksek derisime sahip 7,5JK
grubunun asimetrik gozenek yapist daha kararli hale gectigi ve dairesel gozenekler
olusturdugu belirlendi. Liyofilizasyon islemi doku iskelesi biitiinliigiinde katlanmalara
neden olsada kirilmalar gézlemlenmemistir. Buda yapinin jelatin miktarinin fazla
olmasindan ve kimyasal capraz baglayici etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

7,5JKBN grubu diger gruplardan daha iyi gézenek sekline sahip oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4.20. Liyofilize edilmis kimyasal olarak ¢apraz bagli doku iskelelerinin stereo mikroskop
goriniitiisii;a) 5JK, ¢)5JKBN, e)7,5JK ve g)7,5JKBN grubunun 0,63 kat biiyiitmedeki goriintiileri (0lgek
cubugu 1000 um), b)5JK ve d)5JKBN grubunun 2 kat biiyiitmede, €)7,5JK ve g)7,5JKBN grubunun 2,5 kat
biiyiimedeki (6lcek ¢ubugu 500 um) gériintiileridir.
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3B baski sonrasi 5JK grubu baski sonrasi gézenekleri kareye yakin gézlemlenirken
capraz baglamadan sonra liyofilizasyon islemi uygulanan 7,5JKBN grubunun

gozeneklerinin Kareye yaklastigi ve filament ¢apinin azaldigi belirlendi.

Iyonik capraz baglanmis kuru doku iskeleleri (Sekil 4.21) stereo mikroskop altinda
incelendiginde kimyasal ¢apraz bagli yapilara kiyasla liyofilizasyon islemindeki vakuma
(mekanik etkiye) karsi dayaniksiz oldugu ve baski sonrasi 3B seklini koruyamadigi
goriilmektedir. Doku iskelelerinin 3B  baski sonrasi sekilsel stabilitelerini
koruyamadiklar1 ve filament ¢apinin genisleyerek gozenekleri kapattigi belirlendi. 3B
baski sonrasi uygulanan iglemler sonucunda diisiik derisimli gruplarin yap biitiinliigiinii

kaybettigi ve 2 boyutlu film olusturdugu gézlemlendi.
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1000 ym

Sekil 4.21. lyonik olarak capraz bagl doku iskelelerinin stereo mikroskop goriintiileri; a)5JK, c)5JKBN,
e)7,5JK ve g)7,5JKBN grubunun 0,63 kat biiyiitmedeki goriintiileri, b)5JK ve d)5JKBN grubunun 2,5 kat
biiyiitmede, €)7,5JK ve g)7,5JKBN grubunun 2 kat biiyiimedeki (6l¢ek ¢ubugu 500 um) goriintiileridir.
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4.5.10. 3B doku iskelesinin SEM goriintiilenmesi

Doku iskelesinin veya biyomalzemenin ylizeyinin gozenekli ve piiriizlii olmasi
hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasini ve farklilagmasin etkilemektedir (Chang & Wang,
2011). Doku iskelesinin ylizey morfolojisini incelemek i¢in SEM kullanilarak yapilan
goriintiilemeler yapildi. Kimyasal olarak ¢capraz bagl doku iskelelerinin 5JKBN ve 7,5JK
grubunun gbzeneksiz ve piiriizlii ylizey yapisina sahipken 5JK grubunun yaklasik 100 um
genisliginde porlar olusturdugu (Sekil 4.22) gozlemlendi. Ayrica 7,5JKBN grubunun ise
filament yonelimi boyunca hiicresel gocii tesvik edecek ¢ikintilar olusturdugu ve porlu

yiizey yapist sergiledigi goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Liyofilize edilmis kimyasal olarak ¢apraz bagli doku iskelelerinin SEM goriiniitiileri; a)5JK,
¢)5JKBN, e)7,5JK ve g)7,5JKBN grubunun 200 kat biiyiitmedeki gériintiileri (6lgcek ¢ubugu 100 um),
b)5JK, d)5JKBN, €)7,5JK ve h)7,5JKBN grubunun 500 Kkat biiyiimedeki (Glgek ¢ubugu 10 um)
goriintiileridir.

Iyonik olarak ¢apraz bagli SJK grubunun gdzeneksiz yiizeyinde kirilmalar ve tuz
olusumu (Sekil 4.23) gézlemlendi. 7,5JK grubu 5JK grubundan farkli olarak yiizeyinde
cikintilar mevcuttur. hBN igeren 5JK grubunun ise ylizeyde yayildigi, filament ¢apinin
genisledigi ve yiizeyinde lifsi ve géznekli ¢ikintilar olusturmaktadir. 7,5JKBN grubunun
ise 5JKBN grubu gibi yiizey 6zellikleri gosterdigi fakat yapinin yayilmadan stabil kaldig:
goriilmektedir. Iyonik olarak capraz bagli doku iskelelerinin SEM goriintiileri
incelendiginde hBN i¢ermesi durumunda yapinin kirilmalara kars1 daha dayanikli ve

yiizeyinin daha gézenekli oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.23. Iyonik olarak ¢apraz bagh doku iskelelerinin SEM gériintiileri; a)5JK, ¢)5JKBN, e)7,5JK ve
9)7,5JKBN grubunun 120 Kkat biiyiitmedeki goriintiileri ile b)5JK, d)5JKBN, €)7,5JK ve g)7,5JKBN
grubunun 250 kat biiyiimedeki (olgek ¢ubugu 100 um) goriintiileridir
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5. TARTISMA VE SONUC

Ekstriizyon temelli biyoyazicidan basilan yiiksek viskoziteli biyomiirekkepler,
referans olarak optimizasyonu literatiirde yapilmig SJK grubu ile karsilastirmali olarak
analiz edilmistir. Ayni literatiirde jelatin oraninin yiikseltilmesi viskozitenin artmasina
neden olarak basilabilirligi olumsuz etkiledigi belirtilmektedir (Ng, Yeong, & Win Naing,
2016). Bu bilgiler dogrultusunda basilabilirligi uygun olmayan iyonik olarak bagl yiiksek
viskoziteli 7,5JK grubu olusturulmustur ve hBN nanopartikiilleri her iki grubun igerisine
ayni1 oranda eklenerek viskozite degisimi, reolojik davranisi, basilabilirlik parametreleri,
hidrofilik/hidrofobik yiizey ozellikleri, yiizey morfolojisi, biyobozunurluk ve

biyouyumluluk 6zellikleri incelenerek karsilastirilmistir ve karakterize edilmistir.

hBN’iin kimyasal olarak inert olmasi polimerler ile etkilesime girmesini dnlemekte
ve kayganlastiric1 6zelligini koruyarak reolojik 6zellikler ile baski parametreleri iizerinde
olumlu etkisi oldugu belirlenmistir. Reometre ile yapilan c¢aligmalar sonucunda
biyomiirekkeplerin igerisinde hBN olmasi baslangicta mekanik gerilme altinda direng
gostermesini daha sonra siirtinmeyi azaltarak viskozite disiiriicii etki gosterdigi
belirlenmistir. Diger taraftan sicaklik ile mekanik gerilmenin ayn1 anda etki ettigi ortamda
hBN igeren biyomiirekkeplerin viskozitesinin 5JK grubuna yaklastig1 gdzlemlenmistir.
Bu sayede 7,5JKBN grubunun baski i¢in uygun oldugu, SJKBN grubunun ise 5JK
grubundan daha diisiik viskozite sergilemesinden dolay1 uygun olmadigi goriilmiistiir. 3B
biyoyazicida 4 farkli grup basilmis olup baski parametreleri optimizasyonu yapilmig 5JK
referans aliarak gelistirilmistir. SJK ve SJKBN gruplar diigiik basingta nispeten yiiksek
hizda optimum sonug verirken yiiksek viskoziteli gruplar diisiik hizda yiiksek basingta
basilabilmistir. Biyomiirekkeplerin icerisinde hBN olmast hem sicakligi homojen
dagitmasi hem de siirtiinmeyi azaltmasi sayesinde uygulanan basing degerlerini
diistirmiistiir. Stereo mikroskop goriintiileri analiz edildiginde 5JK ve 7,5JKBN grubunun
Pr degerinin 1’e yakin olmasi basilabilirliginin uygun oldugu gostermektedir. SJKBN
grubu yiizeyde yayilma egilimi gosterirken 7,5JK ise filament kalinlagsmasi ve birikmeler

3B basilabilirlik i¢in uygun olmadigin1 kanitlamaktadir.

Iyonik olarak bagli bu 4 grup bask1 sonrasi stabilitesini korumas icin gluteraldehit
ile ¢capraz baglanmis biyobozunurluk testi sonucunda 5JKBN grubu hari¢ diger gruplar
12 giin boyunca bozunmaya karsi direng gostermis ve en fazla %50 oraninda
bozunmustur. 5JKBN grubu igerisindeki hBN ile diisiik derisimli polimerlerin etkisiyle
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hizl1 bozunma davranis1 sergilemistir. 7,5JKBN grubu ise diger gruplarin aksine ayni
stirede %30 oraninda bozunarak dayanikliligin1 kanitlamistir. DSC analizi sonucunda
7,5JKBN-CR doku iskelesi grubunun hBN igermeyen gruba gore daha erken bozundugu,
iyonik olarak bagli 7,5JKBN biyomiirrekeplerinin ise bozunmaya ve ani sicaklik
degisimine direng gosterdigi belirlenmistir. Ayrica doku iskelesinin fiziksel ve kimyasal
capraz baglamanm su tutma Kapasitesi dogrudan etkiledigi gozlemlenmistir. Iyonik
baglanma biyobaski i¢in istenen jellesmeyi sagladigi ve kovalent bagli gruplara kiyasla
suyu daha fazla tuttugu tespit edilmistir. Kovalent baglanmanin doku iskelelerini sekilsel
stabilitesini saglarken su tutma kapasitesini diislirdiigli belirlenmistir. Kovalent ¢apraz
baglanma sonrasi stereo goriintiilerinde liyofilizasyon isleminin iyonik olarak bagli
gruplarin 3B morfolojisini bozdugu ve gerilmelere kars1 dayaniksiz oldugu belirlenmistir.
Kovalent ¢apraz baglanma yapinin daha stabil olmasini ve baski sonrasi seklini
korumasinda yardimeir oldugu gozlemlenmisgti. SEM  gériintiilemesi  sonucunda
liyofilizasyon iglemi 5JK grubunun yiizenin gozenekli olmasini saglarken 7,5JKBN

grubunun ise yonlenmis piiriizlii yapida olmasini saglamistir.

hBN nanopartikiillerinin hidrofobik etkisi 7,5JKBN grubunu yiizeyle temasim
azaltsa da 3B baski sonrast yilizey morfolojisinde uygulattigi degisiklikler
biyouyumlulugunun diger gruplardan daha fazla olmasini saglamaktadir. Bu 6zellik

hidrofobik malzemelerin biyouyumlulugunu artirmaktadir (Meng, ve digerleri, 2017).

Biyouyumluluk testi sonucunda hBN nanopartikiilleri i¢eren yiiksek viskoziteli
grubun hBN ig¢ermeyen gruba gore hiicrelerin doku iskelesi yiizeyinde daha fazla
tutundugu, c¢ogaldigr ve goc ettigi tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda hBN
nanopartikiillerinin 3B biyobaskidaki iiretim zorluklarinin istesinden gelerek, yeni
yapilacak biyomiirekkep ¢alismalarinda nanokompozit olarak kullanimini miimkiin
kilabilir. Ayrica hBN nanopartikiilleri, sagladig1 6nemli katkilardan dolay1 doku iskelesi

gibi ¢esitli biyomalzemelerin gelistirilmesinde kullanilabilecegi onerilmektedir.
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