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OZET
Doktora Tezi
4-Boyutlu Baskilama ile Fonksiyonel iskelet Kas1 Doku Miihendisligi
Emre Ergene
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Pinar Yilgér Huri ve Eg Danigsman Prof. Dr. Gokhan Demirel

Iskelet kaslar1 giiclii bir yenilenme kapasitesine sahip olsa da yiiksek enerjili travmalar sonrasinda
biiyiik hacimli kas kayiplart meydana gelebilir ve bu durum kas islevselliginin kaybina yol acabilir.
Glnilimiiz literatiiriinde otolog kas transferi iskelet kas1 onarimi i¢in altin standart olarak kabul edilse
nakledilebilecek kas miktari sinirli oldugu igin gesitli alternatifler arastirilmaktadir. Bunlarin baginda
hiicre transplantasyonlari1 gelmektedir. Uydu hiicreleri, kas onciil hiicreleri, mezenkimal kdk hiicreler
gibi hiicrelerin dogrudan yara bdlgesine nakilleri ¢ogunlukla basarili olmamaktadir. Literatiirde
hiicresel tedavilerin fiziksel bir destek sistemi olan tastyici iskeleler vasitasiyla uygulanmasinin etkin
sonucglar almak igin bir gereklilik oldugu goriisii hakimdir. Diger yandan tasiyici iskelelerin
hedeflenen dokunun geometrik sekline benzer oldugu durumlarda daha basarili sonuglar
almmaktadir. Dogal dokularin kendilerine has geometrileri olduk¢a karmasiktir. Bu karmasik
geometrilerin tiretimi i¢in aralarinda 3 boyutlu (3B) ve 4 boyutlu (4B) basim stratejilerinin de oldugu
pek ¢ok yenilik¢i iiretim metodu gelistirilmektedir. Bir uyaran altinda “sekil hafizasi” veya
“kendiliginden harekete gegme” gibi bir davranig sergileyebilen akilli malzeme ve sistemler 4B
basim stratejilerinin ana odagini olusturmaktadir.

Bu tez ¢alismasi iskelet kasinin kendine has i¢ ige gegmis hiicre tabakalarina benzer bir modeli 3B
ve 4B basim stratejileri vasitasiyla iiretmeye odaklanmistir. Calismanin birinci kisminda sicaklik
duyarl1 bir polimer olan N-izopropilakrilamid (PNIPAmM)’in uygun kosullar altinda sekil degisim
potansiyeli incelenmistir. Bu amagla aktif (sicaklik duyarli) ve pasif katmanlardan olusan bir akilli
hidrojel platformu tiretilmistir. Literatiirdeki geleneksel direkt 1sitma yonteminden farkli olarak 151k
enerjisi yardimiyla sicakligin se¢ili bolgelerde artirilmasi saglanmis ve boylelikle platformun sekil
degisimi kontrol edilmistir. Sicakligin 470 nm mavi 151k yardimiyla segili bolgelerde artirilmasi i¢in
PNIPAm desenler 1s181n daha fazla sogurulmasini saglayacak sekilde sar1, kirmizi ve yesil boyalarla
renklendirilmistir. Hareketin yonii, bu renklendirilmis desenlerin platform tizerindeki konumlanisi
ile dogrudan iligkilidir. Bulgularimiza gore sar1 renkli desenler ilizerindeki sicaklik diger renkli
desenlere gére daha erken ve daha fazla gergeklesmistir. Bu durum hem tepki siiresini daha agagiya
¢ekmis hem de uygun desenle bir araya getirildiginde istenilen son seklin verilebilmesini saglamistir.
Diiz bir platforma bu sayede tiibiiler bir sekil verilmesinin ardindan sar1 renkli desenleme kullanilarak
dort kollu yeni bir model {iiretilmistir. Bir kavram kaniti uygulamasi ger¢eklestirmek igin bu
platformun kollariyla bir hedefin yakalanmasi saglanmistir. Daha sonra platformlar iizerinde 7
giinliik bir hiicre kiiltliri deneyi yiiriitiilmiis ancak hiicre tutunmasinin zayif oldugu gézlenmistir.

Birinci kisim ¢alismamiz bir kavram-kaniti ¢aligmasidir. Calisma sayesinde akilli malzemelerin

iretimi, kullanimi ve piif noktalar1 analiz edilmis ve ikinci kisim ¢alismada 4B basim konsepti ile bir
biyolojik uygulama amag¢lanmustir.



Calismamizin ikinci kisminda, hiicrelerle olan yiiksek uyumlulugu ile bilinen jelatin polimeri
metakrilat reaksiyonu (GELMA) ile foto-gapraz baglanabilir hale getirilmis ve aljinat malzemesi ile
vizkozitesi artirilarak 3B yazicida kullanilabilecek bir biyomiirekkep elde edilmistir. Bu
biyomiirekkep C2C12 fare miyoblast hiicreleriyle yiiklii bir sekilde, sonradan 4B sekil degisimi igin
kullanilacak bir substrat iizerine basilmistir. Substrat, silikon rubber (EcoFlex) ve karbonil demir
tozlar1 kullanilarak manyetik 6zellikli olacak sekilde {iretilmistir. 3B basimin ardindan
biyomiirekkep substrat {izerinde oOnce CaCl,, sonra 470 nm mavi 151k kullanilarak capraz
baglanmistir. Ardindan bir permanent miknatis yardimiyla manyetik substratlar rulo edilmistir.
Kontrol grubu olarak, bu érneklerin rulo edilmeden acik sekildeki halleri kullamlmistir. Orneklere
Acik ve Rulo gruplari olmak iizere 7 giinliik hiicre kiiltiirli yapilmistir. Yapilan gézlemde hiicrelerin
polimer matris igerisinde yayilamadiklari anlagilmig ve matris yogunlugunun azaltilmasi i¢in aljinat,
kiiltiirin 24. saatinde aljinat liyaz enzimi yardimiyla sistemden c¢ikartilmistir. Bu uygulamanin
ardindan hem hidrojel yapisinda gozeneklilik saglanmis hem de hidrojelin elastisite modiilii
literatiirde C2C12 hiicrelerinin tutunmasi igin uygun sertlik degeri olarak belirtilen 13-45kPa
seviyesine indirilmistir. Yapilan hiicre canlilig1 analizlerinde hiicrelerin hayatta kaldig1 ve 7 giinliik
deney sonuna kadar cogalmay1 basardiklar gézlenmistir. Immiinfloresan uygulamasi sonucunda ise
C2C12 hiicrelerinin 7.giin itibariyla farklilagarak miyotiipler olusturmaya basladig1r gézlenmistir.
Rulo edilmis 6rneklerde Agik gruba gére MyoD1 ifadesi ile ¢akismayan daha az hiicre ¢ekirdegi
gbozlenmesi bu oOrneklerde bulunan hiicrelerin daha dar bir alanda daha fazla hiicre-hiicre
etkilesiminde bulundugu ve bu nedenle daha fazla miyotiip olusturma egiliminde oldugu
gostermektedir.
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izopropilakrilamid



ABSTRACT
PhD Thesis
Functional Skeletal Muscle Tissue Engineering with 4-Dimensional Printing
Emre Ergene
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Pinar Y1lgér Huri and Co-Supervisor Prof. Dr. Gokhan Demirel

Although skeletal muscles have a strong regenerative capacity, large volumes of muscle wasting may
occur after high-energy trauma, leading to loss of muscle function. Although autologous muscle
transfer is accepted as the gold standard for skeletal muscle repair in today's literature, various
alternatives are being investigated since the amount of muscle that can be transplanted is limited.
Cell transplantation is one of them. Transplantation of satellite cells, muscle progenitor cells, and
mesenchymal stem cells directly to the wound site are often unsuccessful. In the literature, the view
is that application of cellular therapies through a physical support system is necessary for obtaining
effective results.

This thesis focuses on producing a similar model of skeletal muscle's unique nested cell layers
through 3D and 4D printing strategies. In the first part of the study, the shape change potential of N-
isopropyl acrylamide (PNIPAm), a thermo-sensitive polymer, was investigated under suitable
conditions. For this purpose, a smart hydrogel platform consisting of active (thermo-sensitive) and
passive layers has been produced. Unlike the traditional direct heating method in the literature, the
temperature was increased in selected regions with the help of light energy. Thus light illumination
controlled the shape change of the platform. To increase the temperature in selected regions with the
use of 470 nm blue light, PNIPAm patterns were colored with yellow, red, and green dyes to provide
more light absorption. The direction of the movement is directly related to the positioning of these
colored patterns on the platform. According to our findings, the temperature on the yellow-colored
patterns raised earlier and more than the other colored patterns. This situation reduced the response
time and provided the desired final shape when combined with the appropriate pattern. After giving
a flat platform a tubular form in this way, a new four-armed model was produced using yellow
patterning. A target has been captured with the arms of this platform to perform a proof-of-concept
application. Afterward, a 7-day cell culture experiment was carried out on the platforms, but poor
cell adhesion was observed.

Our first part study is a proof-of-concept study. Thanks to the study, smart materials' production, use,
and tricks were analyzed, and a biological application was aimed at the concept of 4D printing in the
second part of the study.

In the second part of the study, gelatin polymer, known for its high compatibility with cells, was
made photo-cross-linkable by the methacrylate reaction (GELMA), and a bio-ink that can be used in
3D printers was obtained by increasing its viscosity with the alginate material. This bio-ink was
printed with C2C12 mouse myaoblast cells loaded onto a substrate that will subsequently be used for
4D shape-shifting. The substrate is produced to be magnetic using silicon rubber (EcoFlex) and
carbonyl iron powders. After 3D printing, the bio-ink was crosslinked on the substrate using CaCl2
and 470 nm blue light. Then, the magnetic substrates were rolled with the help of a permanent



magnet. These samples were used as unrolled (open) as the control group. Seven days of cell culture
was performed on the samples as Open and Rolled groups. However, it was understood that the cells
could not spread in the polymer matrix. To reduce the matrix density, alginate was removed from the
system with the help of the alginate lyase enzyme at the 24th hour of culture. Alginate lyase ensured
the porosity of the hydrogel structure. Moreover, it reduced the stiffness to 13-45 kPa, specified as
the appropriate stiffness value for the adhesion of C2C12 cells in the literature. In the cell viability
analyses, it was observed that the cells survived and could proliferate until the end of the 7-day
experiment. As a result of immunofluorescence application, it was observed that C2C12 cells started
to differentiate and form myotubes as of the 7th day. Fewer cell nuclei were observed in the rolled
samples that did not overlap with MyoD1 expression compared to the Open group, indicating that
the cells in these samples had more cell-cell interaction in a narrower area and therefore tended to
form more myotubes.

2022 126 pages

Keywords: 3D printing, 4D printing, responsive hydrogels, smart materials, tissue engineering,
skeletal muscle, biomaterials, self-folding, gelatin methacrylate, N-isopropylacrylamide
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1. GIRIS

Basarili doku ve organ nakli operasyonlarinin gerceklestirilebilmesinde hayati dneme sahip
olan bagis¢1 miktarinin azlhigi kiiresel bir saglik sorunu olarak giincelligini korumaktadir.
Yapilan arastirmalar 2014 yilinda ABD’de giinde 18 hastanin organ bekleme listelerinde
kendilerine sira gelmeden 6nce hayatini kaybettigini gostermektedir (1). Ote yandan, yillar
itibariyla organ nakline ihtiya¢ duyan hasta sayis1 hizla artarken, organ bagis¢ist miktarinda
belirgin bir artis gdzlenmemektedir. Ulkemiz o6zelinde ise gelismis iilkelerin aksine
kadavradan organ eldesinin diisiik olmasi, organ eldesinin c¢ogunlukla hastanin
yakinlarindan saglanmasi nedeniyle nakil edilebilecek organ kisiti yasanmaktadir (2). Bu
siirli meveudiyet ve naklin immiin yanit riskinin yiiksekligi, doku ve organ ihtiyacinin
karsilanmasinda yeni yontemlerin gelistirilmesine motivasyon saglamaktadir (3). Bu
yontemlerin gelistirilmesinde doku miihendisligi stratejilerinin kullanilmasi kiiresel ¢apta

yiikselen bir ilgi gormektedir.

Iskelet kasi yetiskin insan viicut agirhginimn %40-45’ini olusturur ve istemli hareketin
gerceklestirilmesinde etkindir (4). Tumoér ¢ikarma, yiiksek enerjili kazalar, spor
yaralanmalari, yaslanma ve genetik miyopatiler gibi gesitli travmalar sebebiyle biiyiik
hacimli kas kayiplar1 yasanabilir. Kas dokusunun kiigiik yaralanmalar i¢in gelismis bir
kendini onarim mekanizmasi olsa da yukarida bahsi gecen biiyiik hacimli kas kayiplarmin
rejenerasyon siireci fibréz yara dokusu olusumu tarafindan baskilanir ve bu nedenle iskelet
kasi islevselligini yitirebilir (5-7). Bu gibi durumlar igin fibr6z yara dokusunun yerine kas

lyilesmesini tetikleyebilecek etkin bir ilag tedavisi bulunmamaktadir.

Gilinlimiiz literatiiriinde ve klinik uygulamalarda otolog kas transferi iskelet kasi onarimi igin
altin standart olarak kabul edilmektedir. Yaralanma bolgesine yapilacak otogreftleme iglemi
cogunlukla kas yenilenmesini kolaylastirmaktadir. Ancak bu stratejide eksik dokuyu
kapatabilecek miktarda saglikli bir transfer yapilabilmesi her zaman miimkiin olmamaktadir
(8). Bu nedenle biiyiik hacimli kas kayiplarinda eger otolog kas transferi tedavi slirecinde

miimkiin olmazsa genellikle uzvun ampiitasyonu yoluna gidilmektedir.

Kas Oncii hiicrelerinin transplantasyonu gibi diger alternatifler uzun yillardir

arastirtlmaktadir (9—11). Fareler tizerinde yapilan uydu hiicre transplantasyonu deneyi kayda



deger kas lifi rejenerasyonu ve kasilma islevselligi gostermistir (11). Bununla birlikte, uydu
hiicrelerinin diisiik verimli izolasyonu, diisiik proliferasyon kapasitesi ve bagisiklik reddinin
neden oldugu diisikk hiicre hayatta kalma orami hiicre kaynagi olarak kullanimini

kisitlamaktadir (12).

Otolog kas transferi ve hiicre transplantasyonu gibi ¢ozlimlerin karsilagtigi bu gibi ciddi
kisitlar, rejenerasyon siirecini kolaylastiracak saglam ve ozgiin bir in vitro iskelet kasi

modeline olan ihtiyac1 giin gegtikce artirmaktadir.

Yapilan ¢alismalar iskelet kas dokusu iyilesmesinde hiicresel tedavilerin tek baslarina yeterli
olamayacagini gostermektedir. Hiicrelerin iskele (ing. scaffold) ad1 verilen tasiyict sistemler
vasitasiyla defekt bolgelerine yerlestirilmesi prensibinin daha etkili oldugu anlagilmistir
(13). Bu iskelelerin ingaasinda mithendislik bilimlerden yararlanan doku miihendisligi
alaninda eksojen faktorlerin ( fiziksel, kimyasal, elektriksel, manyetik vb.) kullanimu ile in
vitro iskelet kas1 dokusu modelleri olusturmak igin gesitli stratejiler uygulanmaktadir. Iskelet
kast ortamini taklit etmek i¢in ¢esitli tasarim yontemleri popiiler olmustur. Elektro egirme
(ing. electrospinnig), 1slak egirme (ing. wet spinnig), gozenekli hidrojeller, kontrollii
biiylime faktorii salicilar gibi yontemler ile 6zellikle son yillarda hizla gelisen ii¢ boyutlu
(3B) biyobasim teknolojisi iskele iiretiminde kayda deger bir ilerleme yasanmasina sebep
olmustur. 3B biyobasim elektroegrilmis fiberler, mikro akiskanlar, kontrollii salim
teknolojileri gibi ayr1 ayri teknolojileri de biinyesinde birlestirme potansiyeli de olan bir

teknolojidir.

3B basim teknolojisi her ne kadar kisa siirede hizli bir gelisme gdstermis olsa da s6z konusu
yaklasim “biyobasim” oldugunda hala ¢6ziilmesi gereken pek cok optimizasyon asamasi
bulunmaktadir. Malzeme igerisinde hiicre canlilifinin ve homojen dagiliminin saglanmast,
optimum reolojik 6zelliklerin belirlenmesi, ¢apraz baglama gibi liretim sonras1 yontemlerle
istenilen seklin korunumu bunlarin en 6nemlileridir. Son yillarda literatiire girmis olan dort
boyutlu (4B) basim kavrami ise bu optimizasyon asamalarini kolaylastirma potansiyeli ile
dikkat ¢ekmektedir. 4B basim, 3B basim ile elde edilen bir yapinin, “sekil hafizas1” veya
“kendiliginden harekete gegme” gibi en az bir tir akilli davramig sergilemesi ile

gerceklestirilen konsepte verilen addir (14,15).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. ISKELET KASININ YAPISI
2.1.1. ANATOMIK YAPI

Iskelet kas1 birbirine paralel yonlenmis miyofiberlerden olusan dinamik bir dokudur (Sekil
2.1.). Iskelet kas1 anatomik olarak oldukga organize, yogun sekilde paketlenmis her biri ¢ok
cekirdekli tek kas hiicresini temsil eden miyofiberlerden, kan damarlarindan, sinir aglarindan
ve bunlar1 sarmalayan bag dokudan (perimisyum) olusur. Perimisyum ile kapli bu miyofiber
demetlerini ise epimisyum adi verilen bir diger bag doku sarmalar. Tek bir miyofiber ise
uydu hiicreleri igeren bazal bir tabaka ile kaplidir. Bunlart ise miyoblastlarin birbiri ile
kaynasmasi sonucu tretilen miyofibril adli daha ince lifler bir araya gelerek olusturur.
Miyofibriller ise sarkomerlerin tekrar eden boliimlerinden olusur. Iskelet kasinin en kiigiik
fonksiyonel birimi, miyozin olarak bilinen bir proteinden yapilmis kalin bir filament ve aktin
olarak bilinen bir proteinden yapilmis ince bir filamentten olusan sarkomerdir (16). Iskelet
kasindaki hiicre organizasyonu doku fonksiyonu ile dogrudan iligkilidir, bu nedenle hiicre
hizalamasini indiiklemek i¢in kas hiyerarsisini geometrik acidan taklit edebilmek, miyojenik

stiregteki ilk adimi temsil eder (17,18).

Miyotendon Epimisyum

baglantisa Miyofiber Demeti

Perimisyum Sinir agla
Kan Damarlan
Kan Damarlan

Sekil 2.1. Iskelet kas doku hiyerarsisini, igerdigi fiber yapilari, kan damarlarmi ve sinir
aglarini anlatan iliistrasyon (16).



2.1.2. EKSTRASELULER MATRIiSIN KOMPOZiSYONU

Ekstraseliiler matris (ECM), hiicre bilesenleri i¢in mekanik bir destek olarak gorev
yapmasinin yani sira hiicre davranisinin yonlendirilmesinde de gorev istlenir (19). Bu
nedenle matris kompozisyonun incelenmesi hiicre iskelesi tiretimi i¢in malzeme se¢iminde
fayda saglayabilir. Iskelet kas1, bazal tabaka ve kas i¢i bag dokularindan olusur. Bazal tabaka
sarkomer, miyofibril, miyofiber ve uydu hiicrelerini bag dokudan ayiran bir bariyer gérevi
goriir (20). Adhezyon, migrasyon, kaynasma, farklilasma gibi tiim aktiviteler bu tabakanin
altinda gorilir. Cogunlukla laminin, kollajen tip IV, nidojen ve perlekan igerir (21).
Organize bir yapiya sahip olan bag doku ise ii¢ katmana ayrilir. Endomisyum bazal
tabakanin kapladigi bireysel miyofiberleri sarmalar ve kolajen liflerden meydana gelmistir
(22). Bir araya gelmis miyofiber demetleri kolajen tip I bakimindan zengin perimisyum ile
kaplanir. Bu yapiy1 ise epimisyum adi verilen bir diger kolajen bazl lif tabakasi sikica sarar
(23). Literatiirden de goriildiigii tizere iskelet kaslarinda yapisal biitiinliikk degisik tiplerde

kolajen ile saglanmaktadir.
2.1.3. MATRIS SERTLIGi

Bulunduklar1 ortam ve yiizeylerin mekanik 6zelliklerinin hiicre davranisi lizerinde dnemli
etkileri oldugu bilinmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasi, ortam sertligi (ing.
stiffness) ile kontrol edilebilir. Ornegin daha yumusak yiizeylerde (0.1-1 kPa) (24) néronal
fenotipi benimserlerken 8-17 kPa sertlige sahip matrisler {izerinde miyojenik olma
egilimindedirler (25,26). Sert bir substratta ise (30-40 kPa), osteojenik farklilasma
gecirdikleri rapor edilmistir (27).

Saglikli kasin elastik modiilii yaklasik 12 kPa iken, yaglanmis, dejenere olmus ve yaralanmis
kaslarin elastik modiilii 18 kPa'nin iizerindedir [23]. Kas dokusu olgunlagmasinin sertlikle
yiiksek oranda ilgili olduguna dair literatiirde pek ¢ok calisma vardir. Ornegin, fare
miyoblast hiicre hatt1 (C2C12) ve insan miyoblastlari, uygun fizyolojik sertlige sahip
substratlar iizerinde kiiltlirlendiginde gelismis doku olgunlagsmasimnin gostergesi olan

miyosin/aktin ¢izgilenmesi gozlemlenmistir (28).



2.1.4. KAS DOKUSUNDA YARALANMA

Kas dokusunda meydana gelen bir yaralanma sonrasinda Sekil 2.2.’de izah edildigi lizere
kas dokusunun iki olas1 durumu vardir. Bazal tabaka altinda bulunan ve normal durumda
uyku durumunda bulunan uydu hiicreleri islevsellik kazanarak hasarli bolgeye go¢ ederler
ve hizla gogalirlar. Yara bolgesinin ihtiyaci olan miyofiberlerin iiretilmesinden sorumlu olan
uydu hiicrelerinin bir bolimii kendi iclerinde kaynasarak oncii miyofiberleri olusturur.
Ihtiyag fazlas1 olarak ¢ogalmis olanlar ise daha sonraki bir ihtiya¢c doneminde kullanilmak
lizere bazal tabaka altina geri donerler. Olusan 6ncii miyofiberler ise hasarli bolge yakininda
saglam durumda bulunan miyofiberlerle kaynasarak olgunlasirlar. Ancak hasarli bolgenin
biiylik hacimli bir kas kaybi1 yasadig1 durumda bazal tabaka parcalandigi i¢in kendini onarim
stireci fibroz yara dokusu olusumu tarafindan baskilanir. Uydu hiicrelerinin aktivitesi
yetersiz kalir ve hasarli bolgedeki bosluk fibroblastlar tarafindan kolajen doldurularak hizla

kapatilir. Bu nedenle bolgede islevsel bir kas dokusu yerine bir yara dokusu olusmus olur

(7).
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Sekil 2.2. Yaralanma sonrasi kas dokusunun kendini onarim mekanizmasi. (A) Normal
durumdaki kas dokusu. B) Kii¢iik hacimli kas kaybinin onarimi, uydu hiicre aktivasyonu.
(C) Oncii miyofiberlerin olusumu ve kalan uydu hiicrelerin geri doniisiimii. (D) Bolgedeki
saglam miyofiberlerle kaynasma ve rejenerasyon. (E) Biiyiik hacimli kas kayb1 yaralanmast,
Fibroblastlarin bolgeye gocii ve (F) kolajenle boslugun doldurulmasi. (G) Yara dokusu
olusumu (7).



2.2. DOKU MUHENDISLIiGIi

Organ ve doku ihtiyacinin giderek arttifi ancak dondr sayisinin artmadigi giiniimiiz
diinyasinda laboratuvar ortaminda doku ve organ iiretimi fikri son yillarda popiilerlik
kazanmistir. Doku miihendisligi, biyo-uyumlu malzemelerden {iretilmis tasiyici iskeleler
(ing. scaffold), hiicreler ve biiyiime faktorii ajanlarinin bir bilesimi ile eksik ya da hasarl
dokular1 onarmay1 ve yenilemeyi amaglayan disiplinler arasi bir arastirma alanidir (29).
Tasiyict iskele, doku onarimini yerinde kontrol etmek ve yonlendirmek i¢in kullanilan bir
aragtir. Tastyict iskeleler hiicrelere gegici bir ektraseliiler matris (ECM) saglayan, yerini
almas1 planlanan doku veya organin Ozelliklerini taklit eden sentetik veya dogal
polimerlerden yapilmis ii¢c boyutlu yapilar halinde tasarlanip retilirler. Tasiyici iskeleler
biyouyumluluklari sayesinde besiyeri gegisine izin verirken, protein ve bilyiime faktorii gibi
biyoaktif ajanlarin tutulmasina izin verir. Ayrica lizerinde veya igerisinde kiiltiir edilen
hiicrelerin adhezyonuna ve ¢ogalmasina ortam olusturarak kendi ECM’lerini olusturana

kadar hiicrelere gerekli olan mekanik stabiliteyi saglar (17).

Doku miihendisligi siireci Sekil 2.3.’de 6zetlendigi lizere genellikle bes asamadan olusur.
Hiicre izolasyonu ya da uygun hiicre temini ile siire¢ baslar. Daha sonra bu hiicreler in vitro
ortamda ¢ogaltilir. Ugiincii asamada uygun biyomalzeme se¢imi yapilarak tasiyici iskele
tiretimi hiicreli ya da hiicresiz olarak tamamlanir. Bir sonraki adimda hiicreler ve biyoaktif
ajanlarla birlikte iskele tizerinde hiicre kiiltiirii (doku kiiltiirii) gergeklestirilir. Son olarak ise

olgunlagmis iskelenin viicuda nakli ile siire¢ tamamlanir.
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Sekil 2.3. Doku miihendisligi siireglerini anlatan ilustrasyon. (Biorender ile tasarlanmisgtir.)



2.2.1. ISKELET KASI DOKU MUHENDISLIiGi

Kas dokusu miihendisligi ve rejenerasyonu i¢in yeni stratejiler olusturulmasi giiniimiiz doku
miihendisligi literatiiriinde artan bir ilgiye sahiptir. Kas doku biyomiihendisligi yaklasimlari
implantasyon ve hasarli kaslarin / yara dokularinin degistirilmesi stratejisiyle hareket ederek
karmagik kas yapilarini in vitro olarak insa etmeyi amaglar. Rejenerasyon yaklasima ise, in-
vivo olarak kalan dokudan hasarli bolgeye yeni kas olusumunu arttirmak implant
edilebilecek doku benzeri iskeleler gelistirmeyi amaglar (30,31). Her iki yaklasim da temel
olarak hiicreler, tasiyici iskeleler ve molekiiler sinyal kombinasyonlarina dayanirlar (8).
Tasiyict iskele bazli yontemlerin yani sira iskelenin kullanilmadigi direk olarak hasarli
bolgeye hiicre transplantasyon terapisinin uygulandigi hiicre temelli yaklagimlar da

mevcuttur.

2.2.1.1. Hiicre Temelli Yontemler

Iskelet kasi hasarlarmin tedavisinde kas yenilenmesini dogrudan ya da dolayli olarak
artirabilen Onciil kas hiicreleri (ing. myoprogenitor) potansiyel vadetmektedir. Yiiksek
cogalma oranlari, kendini yenileme kapasitesi ve miyojenik farklilasma yetenegine sahip
uydu hiicreleri gibi hiicreler, hasarli dokuya entegre olarak yeni miyofiber olusumunu tesvik
ederler. Parakrin sinyal iletimi yoluyla komsu hiicreleri aktivite eden mezenkimal kok
hiicreler (MSC) ise dolayl olarak kas islevselliginin rejenerasyonuna katkida bulunabilirler
(32). Uydu hiicreleri ve MSC’lerin yani sira miyoblastlar (33,34), CD133+ miyoprogenitor
hiicreler (35), uyarilmis pluripotent kok hiicreler (iPSCs)’den tiiretilen dncii hiicreler (36,37)
ve embriyonik kok hiicrelerin (36,38) iskelet kasi gelisimine ve rejenerasyonuna katkida

bulundugu gosterilmistir.

Uydu hiicreleri, iskelet kasinin toplam hiicre ¢ekirdegi igeriginin yaklasik %2-7'sini
olusturur (39). Bazal lamina ile her bir lifi ¢evreleyen plazma zar1 arasinda yer alirlar ve
iskelet kasinda varsayilan kok hiicreler olarak islev goriirler. Uydu hiicreleri, kas lifi
onariminda ¢ok dnemli bir rol oynar. Hasar alinan durumda uyku modundan aktif duruma
gecerek hasarli bolgeye gog eder, cogalir, miyojenik farklilasmaya ugrar, yeni kas liflerini
olusturur ve bolgedeki saglam kas lifleri ile biitiinlesir (17). Collins ve arkadaslari yedi uydu
hiicreyi, radyasyona maruz birakilmig fare kaslarina transplante etmisler ve 100’den fazla

miyofiber tirettigini ve dinamik kendini yenileme yoluyla kastaki uydu hiicre havuzunu



genislettigini  gostermislerdir (40). Alternatif bir yaklagim olarak uydu hiicrelerinin
transplantasyondan once biiyiik sayilara ex vivo olarak genisletilmesi diistiniilmiistiir. Ancak
¢ok sayida calisma, uydu hiicrelerin in vitro olarak gogaltilmasinin ve kiiltiiriiniin, sadece
birka¢ giin icin bile olsa, ¢ogalma kapasitesini ve yenilenme yeteneklerini ciddi sekilde

smirlayabilecegini bildirmistir (41,42).

Alternatif olarak daha yiiksek verimle izole edilebilen bir bagka hiicre tipi olan MSC’lerin
kullanim1 da arastirilmaktadir. MSC'ler osteojenik, kondrojenik ve adipojenik soylara
farklilasan multipotent hiicrelerdir (43). Onceki ¢alismalarimizda bizim de rapor ettigimiz
tizere, bazi ¢alismalar MSC’lerin miyojenik farklilagma gegirerek kas onarimina katkida
bulunabilecegini gostermislerdir (44,45). Ferrari ve arkadaslari kemik iligi kaynakli
MSC’leri fare o6n tibialis kaslarina enjekte ederek bu hiicrelerin yaralanma bdlgesine go¢
edebilecegini, miyojenik farklilasma gecirebilecegini ve mevcut dokuyla entegre

olabilecegini gostermistir (46).

Literatiirde MSC’lerin terapotik etkilerini parakrin salgilamasi yoluyla gosterdikleri
konusunda genel bir fikir birligi vardir. Yapilan bazi ¢aligmalar MSC’lerin nakledildikleri
bolgede canliliklarii korudugu siirece parakrin gibi faktorleri salgiladigini ve kas onarimina
katkida bulunmaya devam ettiklerini rapor etmislerdir (47,48). Fakat hiicrelerin enjeksiyon
uygulamasiyla hasarli bolgeye nakli cesitli dezavantajlara sahiptir. Hiicrelerin biiyiik
cogunlugu viicuda girdikten kisa bir siire sonra sert yaralanma sonrasi bagisiklik ortaminda
canliliklarin1 yitirmektedirler (Sekil 2.4. A-C) (49,50). Bagisiklik baskilayici ilaglar
kullanilarak yapilan ¢alismalarda enjekte edilen hiicrelerin canliligi 6nemli 6l¢iide artmigtir
(51). Ancak bir dizi istenmeyen komplikasyon ve ilag yan etkileri, hiicre nakli i¢in alternatif

yaklagimlarin gelistirilmesini gerekli kilmistir (52).



Sekil 2.4. Miyoblast enjekte edilen kasin hematoksilen/eozin boyamasi (17).

Bu alternatiflerin bir 6rnegi olarak Murua ve arkadaslar1 hiicreleri dogrudan enjekte etmek
yerine, hiicreleri konakgr bagisiklik sisteminden korurken hiicreden salgilanan faktorlerin
disar1 difiizyonuna izin veren polimer bazli bir mikrokapsiil icerisinde hasarli bolgeye

nakletmislerdir (Sekil 2.4. D) (53).

Yag dokusu, kemik iligi, gobek kordon kan1 gibi farkli kaynaklardan elde edilen MSC’lerin
yeniden tretilebilir sekilde iskelet kas1 miyoblastlarina nasil farklilagtirilabilecegi hentiz tam
anlamiyla kesfedilmemistir. Bu noktadan hareketle yontem ve stratejilerin gelistirilme
asamasinda Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlariin  kullanimi literatiirde hala yaygin
seviyededir. Rejeneratif tip ve doku onariminin kritik 6zelligi, hiicresel biiylimeyi ve
farklilagmay1 kontrol eden faktdrleri daha iyi anlama ihtiyacidir. Oliimsiizlestirilmis hiicre
hatlar1 bu ¢abalarda ¢ok faydali olmustur. Ornegin, orijinal olarak fare kasindan izole edilen
kas Onciil hiicre hattt C2C12, bir kas oncii hiicresinden, bir miyoblasta, ardindan bir miyosite
ve son olarak da ¢ok cekirdekli bir hiicreye farklilasma adimlarindan gegmek {izere

uyarilabilen bir hiicre hattidir.

2.2.1.2. Tasiyici iskele Bazli Yéntemler

Biyouyumlu malzemelerden iiretilen tasiyici iskeleler, nakledilen hiicrelerin veya konak kas

hiicrelerinin hayatta kalma oranlarini artirmak, fonksiyonel olgunlagmalarini desteklemek,



bagisiklik reddinden korumak ve hasarli bolgedeki saglam kas dokulari ile entegre olana dek
mekanik stabilite saglamak gibi fiziksel ve kimyasal destekler saglayabilir (54). Tasiyici
iskeleler ¢esitli in-vitro ve in-vivo doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmistir. Son
yillarda biiyiik hacimli kas kaybi vakalar1 i¢in klinik 6ncesi modeller ve stratejiler
olusturmak adina siklikla ¢alisilmaktadir. Genel olarak, dogal ve sentetik polimerler veya
hiicresizlestirilmis ECM’ler biyo-uyumlu malzeme kaynag olarak kullanilmaktadir. Ozet
olarak, tasiyici iskele kullaniminin amact; hedeflenen dokunun onarimini saglamak ve hiicre
davranigini kontrol edebilmek i¢in dogal dokunun mikro-¢evresini en yakin haliyle taklit

edebilmektir.

Doku iskelesi {iretiminde dogal ya da sentetik biyouyumlu polimerlerden siklikla
yararlanilir. Kolajen, aljinat, hiyaliironik asit, fibrinojen gibi dogal polimerler biyolojik
olarak 1yi bir uyuma sahip olsa da genellikle zay1f mekanik 6zelliklere sahiptir. Daha yiiksek
mekanik dayanima sahip polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) polikaprolakton
(PCL), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi sentetik polimerler ise hazirlanmalar1 ve
maliyet agisindan daha erisilebilir olmalari agisindan tercih edilmektedir. Ancak bu
malzemelerin de diisiik biyouyumlulugu karsilagilan kisitlar arasindadir. Bu kisitlarin

istesinden gelmek i¢in kombine malzemeler de siklikla kullanilmaktadir (55,56).

2.2.1.2.1. Malzemeler

Biyouyumlu tasiyici iskele olarak sentetik polimerlerin (6rnegin; PCL, PLA, PLGA vd.)
iskelet kas1 dokusu rejenerasyonunu verimli bir sekilde destekledigi rapor edilmistir (17,57).
Bununla birlikte, ¢ogunlukla tasiyici iskele imalati sirasinda kullanilan kimyasal ¢oziiciilerle
ilgili sitotoksisite sorunlari ve 3B biyo-basim gibi yeni teknolojilerle olan uyumsuzluklarinin
yani sira, hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasini destekleyici niteliklerinin de limitli olmasi, daha
yiiksek biyouyumluluk ve biyomimetik 6zelliklere sahip alternatif biyomalzemelerin
arastirilmasina yol agmistir (58). Bunlar arasinda, hidrojel bazli biyomalzemeler, iskelet kasi
dokusu mithendisligi i¢in umut verici adaylar olarak kabul edilir. Hidrojeller, dogal ya da
sentetik polimerlerden elde edilebilirler ve daha yiiksek su igerigi, biyokimyasal destekler
ve ayarlanabilir fiziksel ve mekanik 6zellikler dahil olmak iizere benzersiz biyomimetik
ozelliklere sahiptir (59). Ayrica, hidrojellerin diisiik sicaklikta islenebilirlikleri ve sulu
¢ozelti halinde hazirlanabiliyor olmalart sayesinde 3B biyo-basim gibi yeni tekniklerle de

uyumludur.
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Sentetik Polimerler

PGA, PLA, PCL ve PLGA gibi sentetik polimeler, mekanik dayanimlari, ucuz olmalar1 ve
kolay islenebilir olmalar1 nedeniyle iskelet kasi rejenerasyonu igin pek ¢ok c¢alismada
kullanilmistir. 3B yiiksek sicaklikli basim, elektro egirme, 1slak egirme, dokiim, kaliplama
gibi tekniklerle istenilen geometrilerde iiretilebilirler. Guex ve arkadaslarinin yaptiklar bir
calismada, elektro egirme yoOntemiyle hizalanmis PCL nanofiber aglar iiretilmis ve
tizerlerine ekilen miyoblastlarin yiiksek diizeyde hizali miyotiipler olusturduklar1 rapor
edilmistir (60). Ayrica, kas rejenerasyonunu indiiklemek igin biiytime faktorlerinin kontrollii

salinimini kolaylastirmak i¢in sentetik yapi iskeleleri de tasarlanmistir (8,61).

Her ne kadar mekanik dayanimlari sebebiyle tercih ediliyor olsalar da sentetik polimerlere
yonelik yaygmn bir sorun, yiizeylerinin her zaman hiicre tutunmasii kolayca

desteklememesidir (62).

Dogal Polimerler

Doku miihendisligi uygulamalarinda, kolajen, aljinat, jelatin, fibrinojen, kitosan gibi dogal
polimerler siklikla kullanilmaktadir. Bunlarin i¢inden protein bazli polimerler olan kolajen
jelatin ve fibrinojen, hiicre dis1 matrisin birgok 6zelligini taklit etme avantajina sahiptir ve
bu nedenle doku rejenerasyonu ve yara iyilesmesi sirasinda hiicrelerin gogiinii, biiytimesini
ve organizasyonunu yonlendirme potansiyeline sahiptirler (63). Polisakkarit bazli polimerler
olan aljinat ve kitosan ise mekanik stabiliteleri yiiksek, toksik olmayan ve canli hiicrelerle
etkilesim gosterebilen, kolajen gibi diger biyopolimerlere kiyasla diisiik maliyetli olduklari
icin tercih edilirler (64).

2.2.1.2.2. 3B Basim ile Uretim

Son yillarda siklikla adindan s6z ettiren bir teknoloji olarak 3B basim, doku miihendisligine
hiicre ve biyoloijk ajanlarin birlikte basimina izin veren 3B biyo-basim (3BBB) olarak
girmistir. 3B biyo-basim, literatiirde doku onariminda (12), hiicre tasiyict iskeleler
tiretiminde (65), hastalik ve defekt modeli olusturmada (65) ve ilag salimimi ve izleme

uygulamalari (66) basta olmak tizere pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
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3BBB kullanilarak karmasik yapilarin basim zorlugu, basim hassasiyeti ve basilacak
yapilarin karmasiklig1 ile orantilidir. 3BBB i¢in kullanilan malzemeler biyo-miirekkep
olarak adlandirilirlar. Biyo-miirekkepler 3B hiicre ortaminin olusmasi ig¢in hiicreleri de
igeren sulu hidrojel ¢ozeltileridir. Yiiksek su icerigi ve diislik ¢apraz baglama yogunluguna
sahip olan biyo-miirekkepler, biyo-performanslari ve basilabilirlikleri arasinda ¢ogu zaman
ters orant1 olan malzemelerdir. 3BBB siirecinin basarali olabilmesi i¢in bu iki parametre

arasinda bir denge yakalamak gerekmektedir (67).

2.3. AKILLI MALZEMELER VE 4B BASIM

Akillt malzemeler kullanilarak iiretilen yapilar, ortamda mevcut uyaranlara bagli olarak
onceden tanimlanmig bir sekle kendi kendine doniisebilir veya 6nceden tanimli bir islev
uygulayabilir (14). 4B basim, 3B basim tekniginde kullanilan iiretim teknigi ile baslanarak,
baski sonras1 malzemenin uyaranlar ile sekil degistirmesiyle nihai yapisini almasi prensibine
dayanmaktadir. Dolayisiyla, iki terim arasindaki temel fark, kullanilan malzemelerin statik

(3B basimda) ya da dinamik (4B basimda) olan dogasidir.

3B basim ile elde edilen bir yapinin 4B baskilanmis olarak kabul edilmesi i¢in, “sekil
hafizas1” veya “kendiliginden harekete ge¢me” gibi en az bir tiir akilli davranis sergilemesi
gerekir (68). 4B basimin 3B basima gore bir¢ok avantaji vardir. 3B diizenlemeye ek olarak
4B, iiretilen yap1 iizerinde istenilen sekil degisimi ya da fonksiyon i¢in zamansal bir kontrol
saglar. Bu nedenle, 4B basim, 3B basimin en biiyiik dezavantajlarindan birinin iistesinden
gelerek dinamik yapilar tiretebilir. Akilli malzemeler; 1s1, nem, 151k, manyetik alan veya pH
gibi harici bir uyarana maruz kaldiginda kontrollii ve iglevsel bir sekilde fiziksel veya
kimyasal 6zelliklerde degisiklik gosteren malzemeler olarak tanimlanirlar (69). Boylece, 4B
basilmis yap1, bu uyaran tiirlerine yanit olarak seklini, rengini, islevini veya diger fiziksel
veya kimyasal 6zelliklerini degistirebilir. 4B basim ile {iretilen yapilar, malzemenin akill
0zelligi sayesinde iiretim sonrasi fazladan yapilmasi gereken islemleri ve ekstra cihaz
kullanimi ihtiyacini ortadan kaldirabilir ve iiretim siiresini kisaltabilir. Ornegin, in-vivo
uygulama oncesi daha basit sekillerde iiretilen doku iskeleleri, implantasyon sonrasi gerekli
karmasik sekle kendi kendine ulasabilir. Bu yolla karmasik yapilarin iiretim siireci

kolaylasip hizlandirilabilir (70).
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3B basim teknikleri biyomalzeme ve doku miihendisligi alanlarinda siklikla
kullanilmaktadir. Hastaya 6zel sekil ve organizasyona sahip yapilara olan ihtiyag, 4B basim
tekniginin bu alanlara uyarlanmasina ilham kaynag1 olmaktadir. Mevcut uyaranlarin hangi
malzemeleri nasil etkiledigi konusu bilinmektedir. Limitli sayidaki malzeme ve uyaranlarin
gelistirilmesi, ¢oklu uyaranlara cevap verebilen yeni malzemelerin gelistirilmesi siireci

popiiler bir aragtirma konusu olarak devam etmektedir (71).
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3. GEREKCE VE AMAC

Kas dokusunun nispeten kiigiik yaralanmalar i¢in kendini tamir mekanizmasi bulunsa da
bliyiik hacimli kas kaybinin gergeklestigi durumlarda, kas kaybinin yasandigi bolgede
fonksiyonel olmayan bir yara dokusu olusur. Giiniimiizde bu sorun i¢in uygulanan tedaviler
cogunlukla otolog kas transferi ile miimkiindiir (5-8). Doku miihendisligi alaninda bu
tedaviye alternatif bulma calismalar1 giin gectikge artmaktadir. Genel yaklasim, hiicre
tasiyan biyo-uyumlu bir iskelenin laboratuvar ortaminda iiretilmesi, olgunlastirilmasi ve

otolog kas transferinin yerini almasidir (13).

Dogal dokularin embriyonik gelisim siirecinde kendilerine has geometrileri elde ettikleri
mekanizmalar olduk¢a karmagiktir ve halen aciklanmaya muhtagtir. Bu karmagik yapinin
birebir fabrikasyon siirecinde iiretilmesi i¢in gilinlimiizdeki teknolojilerin yetersiz kaldig1
aciktir. Bunedenle son on yilda pek ¢ok iiretim stratejisi gelistirilmistir. Bilgisayar kontrollii
tasarim destegi ve bunun katmanli sekilde tiretiminden meydana gelen 3B basim teknigi de
bunlardan biridir. Her ne kadar karmasik modeller bilgisayar destegiyle tasarlanabilse de 3B
olarak basilabilmelerinin pek ¢ok zorlugu bulunmaktadir. Son yillarda yeni bir konsept
olarak ortaya ¢ikmis olan 4B basim kavrami, karmasik sekilleri, 3B basilan daha basit bir

sekilden akillt malzemeler yoluyla elde etmeyi amaglar (14,72).

Kendinden katlanma ve 4B basim ile ilgili literatiir incelenmis ve bu oncli ¢alismalarin
¢ogunun biyolojik uygulamalar i¢in uygun olmadig1 goriilmiistiir. Bu c¢alismalarda sekil
degisiminin kontrolii gogunlukla yiiksek enerjili UV (ultra viyole) (73) ya da IR (kizil 6tesi)
lazer (74) kullanimi ile gergeklestirilmektedir. Bazi ¢alismalarda ise hidrojellerde 40°C iistii
sicakliklarda hareketin kontrol edilebildigi rapor edilmistir (75,76). 4B biyo-basim galismasi
basliginda yapilan yayinlarda ise kullanilan hidrojellerin hiicre etkilesimlerinin yeterince iyi
olmamas1 nedeniyle hiicre canliligt ve yayiliminda basarili olunamamistir (77). Bu
taramalardan elde edilen veriler 15181nda 4B basimi yapilmasi planlanan tasiyici iskelenin;
(1) dusiik sicaklikta duyarli olmasi, (ii) capraz baglama reaktiflerinin toksik olmamasi (iii)

hiicreleri tutunma ¢ogalma ve yayilma siireclerinde desteklemesi beklenmektedir.

Bu beklentiler 1s181nda, bu tez ¢alismasinda;
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a) Sicaklik-duyarli bir hidrojel olan N-izopropilakrilamid (NIPAmM)’in 151k
aydinlatmasi yoluyla sekil degisimi kontrol edilmis ve bu stratejinin kavram kaniti
uygulamali olarak gosterilmistir.

b) Manyetik bir substrat iizerine 3B olarak basilan bir biyomiirekkep iiretilmis ve bu
substratin manyetik alan etkisinde katlanmasi ile iskelet kas dokusunun kendine has

i¢ ice gecmis hiicre tabakalarina benzer bir modeli tiretilmistir.

Bu tez caligmasinda; dogal kas dokusu hiyerarsisinde bulunan i¢ ice hiicre tabakalarina
benzer bir tasiyici iskele modeline 4. boyut katlamasi ile ulasilmasi hedeflenmistir. Bu
hedefe ulagmak i¢in segilen sentetik ve dogal polimerler, sentezlenme siiregleri, liretim
yontemleri ve hiicre etkilesimleri analiz edilmistir. Elde edilen verilerden 4B basim ile

fonksiyonel iskelet kasi dokusu iiretimi igin bir strateji gelistirilmesi amaglanmustir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Kullanilan C2C12 fare miyoblast hiicre hatti ATCC (ABD) sirketinden alinmis olup devam

pasajlar1 kullanilmistir. Hiicrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve pasaj numaralar

Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicrelerin tipleri, nereden temin edildikleri ve pasaj numaralari.

. Hiicre .. I_(ullgmlan —— IR
Pasaj no hatts Hiicre ad besiyeri katalog Besiyeri Ortam icerigi
numaralari ozelligi
Biological DMEM (yiiksek
. Industries, Ref.No: . lukoz) i¢inde
3 C2C12 Fare miyoblast 01-052-1A, Cogaltma & % 10)FBS
Lot.No: 2204092 %1 P/S
Biological DMEM (‘d@isiik glukoz)
. Industries, Ref.No: i¢inde
5 C2C12 Fare miyoblast ! Farklilagtirma % 1 FBS
01-050-1A, % 1P/S

Lot.No: 2121432

% 9 At Serumu

Tez calismast kapsaminda iki farkl: tagiyici iskele sistemi {lizerinde ¢alisilmistir. Bunlardan
ilki, sicaklik duyarli N-izopropilakrilamid (NIPAmM) malzemesinin kullanildigi ¢aligma, ACS
Applied Polymer Materials dergisinde yaymlamis olan Folding Control of Hydrogel
Platforms through Pattern Design and Light Illumination baslikli yayinimiza konu olmustur.
Materyal ve Yontem basliklarinda anlatilan ¢aligmalardaki veri ve ilustrasyonlarin bazilari

bu yayinda kullanilmis olup, tarafimdan tiretilmislerdir.

Sicaklik duyarli tastyici iskele ¢aligmasi kapsaminda; N-izopropilakrilamid (NIPAmM) %97,
akrilamid (AAm), N,N’-metilenbis(akrilamid) (MBAmM) %99, amonyum persiilfat (APS) ve
(TEMED) %99,5 Sigma Aldrich'ten (ABD) satin
alinmistir ve alindig1 haliyle kullanilmigtir. 3B yazicida tiretilen kaliplar icin polilaktik asit

(PLA) filamentler eSUN’dan (Cin) temin edilmistir. Su bazli akrilik boyalar Stidor (Tiirkiye)

N,N,N’N’-tetrametiletilendiamin

sirketinden satin alinmistir.

Manyetik alan etkisiyle hareketlendirilen tastyici iskele ¢aligmasi kapsaminda; Tip A domuz
derisi jelatini, metakrilik anhidrit (MAA) %94, sodyum aljinat (orta viskozite), 1-vinyl-2-
pyrrolidone (V2P), Eosin Y (EY), aljinat liyaz (10,000 unites/g), Triton X-100, Sigma
Aldrich'ten (ABD) satin alinmistir. Trietanolamin (TEA) Merck’ten (Almanya) temin
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edilmistir. SnakeSkin™ diyaliz tiipii (10K MWCO, 22 mm), AlamarBlue soliisyonu ve
aktin-gekirdek boyamasi i¢in Phalloidin (Alexa Fluor 488)-DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) ThermoFisher (ABD)’den satin alinmistir. Miyojenik farklilasma analizi igin
primer antikor anti-MyoD1 (Abcam-ab16148) (ingiltere)’den, sekonder antikor Goat anti-
Mouse (Alexa Fluor® 488) (ABD)’den temin edilmistir. 3B basim ¢aligmasi i¢in kullanilan
plunger, igne ucu ve diger gerekli sarf malzemesi EnvisionTech (Almanya) sirketinden satin
alinmistir. EcoFlex silikon rubber ve kiirleme kiti paket olarak Smooth-On sirketinden
(ABD) temin edilmistir. Manyetik substrat tiretimi i¢in 5 um karbonil demir tozu (%99,5)
Nanokar (Tirkiye)’dan satin alinmistir. (3-Aminopropil) trietoksisilan (APTES) Sigma
Aldrich (ABD)’den temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii sarf malzemeleri olarak DMEM (yiiksek
ve diistik glikoz) besiyeri, fetal bovin serum (FBS), bovin serum albiimin (BSA), penisilin-
streptomisin (P-S), at serumu (HS) ve tripsin Biological Industries (Israil) sirketinden, OCT
Tissue-Tek bilesigi Sakura (ABD)’den temin edilmistir.

4.2. YONTEM

Bu boliimde tez calismasi kapsaminda arastirilan iki farkli tagiyici iskele sisteminin yontemi
kendi basliklar1 altinda verilecektir. ilk c¢alismada, sicaklik duyarli bir malzeme olan
NIPAm’in uygun kosullar altinda kendiliginden tiibiiler bir yap1 olusturma potansiyeli
incelenmistir. Ikinci calismada ise ilk ¢alismadan elde edilen bilgiler 1s131nda fare miyoblast
hattt hiicrelerinin igerisinde tutunup farklilasabilecegi, dogal kas ECM’inin de
kompozisyonunda bulunan jelatin malzemesinin kimyasal modifikasyonu ve bu
malzemeden {iretilen tasiyict iskelenin hareketlendirilmesi i¢in manyetik alan kuvveti

yardimiyla fiziksel manipiilasyonu anlatilmaktadir.
4.2.1. SICAKLIK DUYARLI HIDROJEL PLATFROMU URETIMi

Bu calismada, sicakliga duyarl renkli bir desen, sicakliga duyarli ara katman ve pasif (tepki
vermeyen) katmandan olusan {i¢ katmanli bir polimerik platform, platformlarin katlanma
kabiliyetini manipiile etmek icin kontrollii bir sekilde tasarlanmis ve iretilmistir.
Renklendirme reaktifleri olarak farkli renklerde akrilik boyalar kullanilmistir. Aktif
katmanlar tlizerindeki desen tasarimlar1 ve renkleri kontrol edilerek platformlarin katlanma
kabiliyeti manipiile edilmistir. Ek olarak, ortama konulan bir hedef numunenin platform

tarafindan yakalanmasini ve hareketini kontrol etme yetenegi gosterilmistir.
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4.2.1.1. 3B Yazeci ile Rehber Kahplarin Uretilmesi

Bu ¢aligmada, kaliplar ilk olarak bir tasarim yazilimi aracilifiyla (3D Builder, Microsoft,
ABD) tasarlanmis ve PLA filamentleri kullanilarak 3B yazic1 ile iiretilmislerdir (Sekil 4.3.
(a)). Platformlar {izerindeki desen sayisi esit araliklarla tiim yiizeyi kaplayacak sekilde
belirlenmistir (Sekil 4.3. (b)). V5 modelinde bes adet lineer ¢izgi X eksenine gore 90°'lik bir
aciyla yerlestirilirken, H3 modelinde X eksenine paralel ii¢ lineer ¢izgi yerlestirilmistir. D4

modeli i¢in desenler (dort parga) X eksenine 120°'lik bir agiyla entegre edilmistir.

3B basilmis kaliplar Sekil 4.1.’de goriildiigli iizere, doldurma yoniine gore ters sekilde
dizayn edilmislerdir. Yani hidrojel platform, kaliptan ¢iktiktan sonra en istte kalan katman
kalip dizayninda en 6nce doldurulan kisimdir. Kaliplarin modelleri ilk olarak 3D Builder
yazilimi (Microsoft, ABD) kullanilarak ¢esitli desenlerle olusturulmustur ve Cura yazilimi
(Ultimaker, Hollanda) kullanilarak G kodlaria doniistiiriilmiistiir. G kodlar1 3B yazicilarin
tiretilen dizayni taniy1p basmasina yarayan kodlardir. Kaliplar daha sonra PLA filamentleri
kullanilarak bir Ultimaker2+ 3D yazici ile basilmistir. Baski parametreleri; 0,4 mm nozil

cap1, 50 mm/s baski hiz1 ve %5 dolgu yogunlugu olarak belirlenmistir.

(b)

(a)

C© (@ (o
| (= 72

Sekil 4.1. 3B basilmis kalip modelleri. (a) 3B yazici, (b) model FA, (c) model V5, (d) model
H3, (e) model DA4.

4.2.1.2. P(NIPAM) ve P(AAM)’nin Hazirlanmasi

Uc katmanli hidrojellerin iiretimi igin, poli-N-izopropilakrilamid P(NIPAm) ve poli-
akrilamid P(AAm) hidrojelleri, kaliplar icinde ardisik bir sekilde serbest radikal
polimerizasyon teknigi kullanilarak sentezlenmistir. MBAm c¢apraz baglayici olarak

secilmistir; APS ve TEMED de sirasiyla baslatici ve hizlandirici olarak kullanilmiglardir.
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Sicaklik duyarli katmanlar igin 6nce NIPA (0,4 g) ve MBAmM (10 mg) birlikte 4 ml distile su
icerisinde birlikte, APS (47 mg) ise 2 ml distile su iginde ayrica ¢ozlilmiistiir. Bu soliisyonlar
kaliplara dokiilmeden 15 dk. 6nce 2:1 oraninda karistirnlmistir (Sekil 4.2. (a-1)). Kalip
doldurma yoniine gore ilk once sicakliga duyarli desenli katman iiretilmistir. Bu katman i¢in
hazirlanan NIPA-APS (2:1) ¢ozeltisine, kaliplara dokiilmeden 5 dk once, cesitli renklerde
(sar1, kirmizi, yesil) %1°lik, %3’lik ve %5’ (h/h)’lik akrilik boyalar eklenmistir ve bu
karisim yavasca pipetlenerek polimer c¢ozeltisinin homojen sekilde renklendirilmesi
saglanmistir. Bu karisima %0,1 (h/h)’lik TEMED ilave edildikten sonra hizli bir sekilde
kaliplara dokiilmiistiir. Bu islemin piif noktasi; TEMED ilavesinin ardindan saniyeler iginde
polimerin kaliptaki yerini almasidir. Aksi takdirde homojen bir polimerlesme meydana
gelmemektedir. Reaksiyon oda sicakliginda 15 dakikada tamamlanmaktadir. Homojen bir
polimerlesmenin basarilmasinin ardindan, kararli ve ¢apraz baglanmis sicaklik duyarh ve
renkli bir katman olusmus olur. Bu desenli katmanlar sari, kirmiz1 ve yesil renklerde
tiretilmistir. Bu asamadan sonra desenli katman ile sabit katmanin birbirine baglanmasini
saglayan renksiz orta katman iretilmistir. En basta hazirlanmis olan NIPA ve APS
soliisyonlar1 yine dokiimden 15 dk once 2:1 oraninda karigtirllmistir ve ayni sekilde
dokiimden hemen 6nce %0,1 (h/h)’lik TEMED soliisyonu ile karistirilarak kaliplara renkli
desenlerin tizeri kaplanacak sekilde kaliptaki yerine dokiilmiistiir. Ardindan oda sicakliginda
15 dk’lik yeni bir beklemenin ardindan 1siya duyarli katmanlarin c¢apraz baglanmasi

tamamlanmuistir.
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Akrilik Boya

—_—

TEMED

Mavi LED Isik

Sekil 4.2. Hidrojel platformun kaliplanmasi sematik gosterim. (a) P(NIPAm) ve
P(AAm)’nin sentezi. (b) Kaliplara doldurma. (c¢) Kaliptan ¢ikarma. (d) Isikla aktive etme
yontemiyle platformun hareket kontrolii.

Pasif katmanin tiretimi i¢in AAm (1 g), MBAmM (5 mg) ve APS (10 mg) 5 ml distile su iginde
coziinmiistiir (Sekil 4.2. (a-3)). Daha sonra bu karisima dokiimden hemen 6nce TEMED
(%0.1 h/h) eklenmis ve hizli bir sekilde dnceden ¢apraz baglanmis aktif katmanlarin {izerine
kaliptaki yerine dokiilmiistiir. Bu katmanin ¢apraz baglamasi oda sicakliginda 30 dakika
icinde tamamlanmistir. Toplam bir saat sonunda, tiim reaksiyonlar tamamlanmis ve

hazirladigimiz katmanlar homojen sekilde birbiri iizerine ¢apraz baglanmustir.

Hazirlanan hidrojel platformu kaliptan kolay ¢ikarabilmek adina oda sicakliginda 30 dakika
damitilmis suda bekletilmistir. Kaliptan ¢ikartildiktan sonra katmanlarin elde edilen yapisi
Sekil 4.2. (c)’deki gibidir; yapmin alt katmani pasiftir (duyarli olmayan; P(AAm)) ara
katman sicakliga duyarlidir (P(NIPAm)) ve st katman renkli ve sicakliga duyarlidir
(P(NIPAm)).

Uretim siirecinin ardindan, sicakliga duyarli hidrojelleri aktive etmek ve katlanmalarini
kontrol etmek i¢in Sekil 4.2. (d)’de gosterildigi sekliyle hidrojel platformlart mavi bir LED
151tk (470 nm, 50 W) ile uyarilmigtir. Tiim arastirmalar i¢in 151k kaynagi ile platform

arasindaki mesafe ~10 cm'de, aydinlatma agis1 ise 90°’de sabit tutulmustur.
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4.2.1.3. Hiicre Kiiltiira

Uretilen hidrojel platformlarmin hiicre etkilesimleri incelenmek iizere V5 modelinde bir
ornek tizerine C2C12 hiicreleri ekilmistir. Hiicre ¢ogaltma prosediirii 4.2.2.10 bdliimiinde
anlatildig1 sekliyle gergeklestirildikten sonra hiicreler tripsin yardimiyla flasklardan ayrilmis
taze besiyeri igerisinde yeniden dagitilip sayildiktan sonra 6rnek bagina 200.000 hiicre
olacak sekilde mikropipet yardimiyla drneklerin {izerine ekilmistir. Daha sonra bu 6rnekler
6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina alinmis ve hiicrelerin yiizeye tutunmasini beklemek i¢in
1 saat boyunca inkiibe (37°C, %5 CO2) edilmistir. 1 saat sonunda iizerlerine 4 ml ¢ogaltma
besiyeri konularak yeniden inkiibatore (37°C, %5 CO») kaldirilmistir. Hiicre kiiltiirii 7 giin

boyunca siirdiiriilmiistiir. Her 48 saatte bir besiyeri tazesiyle degistirilmistir.
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Bastan sona tiim fabrikasyon ve uyarim-katlama siireci bir arada Sekil 4.3.°de 6zetlenmistir.

: H
@ MBAm, APS
m +—>
s o B - 2

=, .
TEMED | TEMED

’ ‘ | \ “xt !
[ e—— = e———
1- 3B Basilmis 2- Desenlerin 3- Orta Katmanin 4- Pasif Katmanim 5. Kaliptan

Kaliplar Dékiimii Dékiimii uDiikiimii umal'ma

15 dk. Capraz Baglama 15 dk. Capraz Baglama 30 dk. Capraz Baglama
+
30 dk Su Altinda Sisirme

(b) Model VS

¢ 1mm  Renkli P(NIPAm)

¢ 0,7 mm P(NIPAm)

Model H3 Model D4

(__8mm
Imm - "//lz/“ﬁ/' ‘\bA 1mm

Mavi LED Isik

Sekil 4.3. Ug katmanl hidrojel platformlari igin {iretim siirecinin sematik gosterimi. (a) 3D
yazici ile kaliplarin basilmasi (1). Desenlerin renkli P(NIPAm) (2) ile, ara katman renksiz
P(NIPAm) (3) ve pasif katman P(AAm) (4) ile doldurulmasi. Capraz baglamadan sonra
hidrojel platformlarinin kaliptan ¢ikarilmasi (5). (b) Kaliptan ¢ikarma isleminden sonra
tiretilen hidrojellerin farkli modellerinin katman boyutlari. (c) Hidrojel platformun su altinda
mavi 151k ile uyarilmasi.
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4.2.2. 4B BASIM iLE URETILEN TASIYICI ISKELE SISTEMIi

4.2.2.1. Jelatin Metakrilat (GELMA) Sentezi

Jelatin metakrilat (GELMA) literatiirde farkli pek ¢ok yontemle sentezlenebilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda one ¢ikan en 6nemli parametrenin pH kontrolii oldugu goriilmektedir.

Calismamizda literatiirde en fazla referans verilen iki ¢alisma baz alinarak iki farkli recetede

GELMA sentezi yapilmistir (Sekil 4.4.).

4.2.2.1.1. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) Kullanilarak GELMA Sentezi

Tip A domuz derisi jelatini, 60°C'ye 1sitilmis fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile %10
(a’h) oraninda tamamen c¢oziinene kadar manyetik karistirici da karistirilmistir. Tam
coziinme saglandiktan sonra ¢ozelti sicakligi 50°C’de sabitlenmistir ve 1000 rpm karistirma
altinda 0,8 ml/gram-jelatin MAA, 0,5 ml/dk. hizla hedef hacme ulasilana kadar ¢6zeltiye
damla damla eklenmistir. Daha sonra ¢6zelti 3 saat boyunca 1000 rpm karistirma hizi ve
50°C sicaklik ile reaksiyona birakilmistir. 3 saat sonunda ¢6zelti, 40°C’ye 1sitilmis PBS ile
5 kat seyreltilmis ve reaksiyon durdurulmustur. Tuzlarin ve reaksiyona girmemis metakrilik
asitin uzaklagtirilmasi i¢in ¢ozelti 4 giin boyunca 40°C’de SnakeSkin™ diyaliz tiipii (10K
MWCO, 22 mm) kullanilarak distile suya kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz prosesi sonunda
¢ozelti 4 giin boyunca -50 °C’de dondurularak kurutma (liyofilizasyon) islemine tabi

tutulmus ve kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (78).

4.2.2.1.2. Karbonat-Bikarbonat Tamponu (CB) Kullanilarak GELMA Sentezi

Tip A domuz derisi jelatini, %10 (a/h) oraninda 60°C’ye 1sitilmis pH:9, 0.25M CB tamponu
igerisinde ¢Ozlinene kadar manyetik karigtirict kullanilarak karistirtlmistir. Tam ¢6zlinme
saglandiktan sonra ¢ozelti sicakligi 50°C’de sabitlenmistir ve 500 rpm karistirma altinda 0,1
ml/gram-jelatin MAA, 0,5 ml/dk. hizla hedef hacme ulasilana kadar ¢ozeltiye damla damla
eklenmistir. 3 saatlik reaksiyon siiresince her saat bas1 pH kontrol edilerek 9’a ayarlanmugtir.
3 saat sonunda pH 7.4’e ayarlanarak reaksiyon durdurulmustur. Tuzlarin ve reaksiyona
girmemis metakrilik asitin (MA) uzaklastirilmasi igin ¢ozelti 4 giin boyunca 40°C’de
SnakeSKin™ diyaliz tiipii (10K MWCO, 22 mm) kullanilarak distile suya kars1 diyaliz

edilmistir. Diyaliz prosesi sonunda ¢ozelti 4 giin boyunca -50 °C’de dondurularak kurutma
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(liyofilizasyon) islemine tabi tutulmus ve kullanima kadar -20°C’de muhafaza edilmistir
(79).

v  Yooky
SN, ﬁl Yk

Metakrilik Anhidrit (MA)

H,N

+ o

Metakrilik Asit

HN

NH,
1-PBS Tampeon, 50°C, 3saat.

2-CB Tampon 0,25 M, 50°C, 3saat,
Jelatin Periyodik pH kontrolii Jelatin Metakrilat (GELMA)

OH

Sekil 4.4. Jelatin metakrilat (GELMA) sentezinin sematik gosterimi (79).

4.2.2.2. Foto-Capraz Baglanabilir Biyomiirekkebin Hazirlanmasi

4B basim ¢alismasinin, 3B basim ayaginda kullanacagimiz biyomiirekkebin polimer
kompozisyonu, baski kalitesini etkileyen en Onemli parametredir. Basilabilirlik (ing.
printability), capraz-baglama fonksiyonunu ve hiicre yasabilirligini optimize edebilmek i¢in
Cizelge 4.2.°de gosterildigi sekliyle ¢esitli kompozisyonlar denenmistir. Bunlar; agirlikca
%10’luk foto-gapraz baglanabilir GELMA ¢ozeltisi (GELMAL0), agirlikca %10’luk
GELMA / %1’lik aljinat ¢ozeltisi (GELMAIg101), agirlikga %20 GELMA ¢ozeltisi
(GELMAZ20) ve agirlikca %20 GelMA/%1 aljinat ¢ozeltisi (GELMAIg201) olarak

hazirlanmstir.

Cizelge 4.2. Deney gruplari ve kullanilan konsantrasyonlar.

Kod GELMA (% a/h) Aljinat (% a/h)
GELMA10 10 -
GELMA20 20 -

GELMAIg101 10 1
GELMAIg201 20 1

Biyomiirekkebin hazirlanmasinda EY ve TEA goriniir 151k dalga boyunda (470nm) bir 1518a
maruz birakildiginda modifiye edilmis polimer {izerindeki metakrilat kisimlarmin serbest

radikal polimerizasyonunu baglatacak bir foto-baslatici / es-baslatici sistemi i¢in, V2P ise
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polimerizasyon siirecinin hizlandirilmasi ig¢in kullanilmistir (80). GELMA %12,5 ve %25
(a/h) oraninda olacak sekilde %1.875 (h/h) TEA, %1.25 (h/h) V2P ve olasi bakteri
kontaminasyonunu engellemek i¢in %1 (h/h) penisilin-streptomisin (P-S) igeren distile su
igerisinde ¢ozlinmiistiir. EY 0,5 mM’lik bir konsantrasyonda olacak sekilde ayr1 bir distile
su icerisinde hazirlanmistir. Bu c¢ozeltiler 4:1 (GELMA:EY) oraninda karistirilmis ve
boylelikle %10’luk ve %20’lik foto-capraz baglanabilir GELMA c¢ozeltileri elde edilmistir
(77). %1 (a/h) aljinat iceren ¢ozeltiler ise bu hazirlanmis olan %10 ve 20%’lik GELMA

¢ozeltileri igerisinde sodyum aljinat tozunun ¢dziinmesi ile hazirlanmastir.

4.2.2.3. Manyetik Substratlarin Uretimi

Manyetik substratlar tizerine basilacak hidrojelin baski sonrasinda manyetik alan yardimiyla
tibiiler bir sekle sokulmasi i¢in kullanilmigtir. Bu nedenle, tiretilen her bir substratin ayni
kalinlik ve olciilerde olmas1 gerekmektedir. Ayrica; yaptigimiz denemelere gore, her bir
ornegin her defasinda ayni bicimde katlanabilmesi i¢in substrat iizerinde bir katlayict boyun
olmasi1 gerektigi belirlenmistir. Bu amaclarla, sitotoksik etkisi olmayan, kolaylikla
kiirlenebilen ve esnek bir malzeme olan EcoFlex (silikon rubber) ve manyetik etki i¢in
paslanmaya karsi korumali 5 um pargacik boyutuna sahip karbonil demir tozlar1 kullanilarak
uygun bir substrat tiretilmistir. EcoFlex, kiirleyicisi ile karismadan 6nce oda sicakliginda
akigkan bir yapiya sahiptir. Bu sayede istenilen 6l¢ii ve tasarimda bir substrat {iretmek i¢in
manyetik parcacikli EcoFlex karigimi 3B yazicida basilmis bir kalip igerisinde kiirlenmistir.
Sekil 4.5.”de sematik olarak gosterildigi iizere, ECOFlex silikon rubber ve kiirleyicisi oda
sicakliginda 1:1 (a/a) oraninda karigtirllmistir, bu karisima agirlikca %30 (a/a) oraninda
sekilde karbonil demir tozu ilave edilmis ve homojen bir sekilde dagilana kadar spatula ile
kanigtirilmistir. Hazirlanan karigim, 3D Builder yazilim ile tasarlanip Ultimaker 3B yazicisi
ile PLA filamentler kullanilarak basilmis olan kaliplara dokiilmiis ve oda sicakliginda 4 saat
boyunca kiirlenmeye birakilmigtir. Kiirlenen malzemeler kaliplardan cimbiz yardimiyla

ayrilmigtir.
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Sekil 4.5. EcoFlex manyetik substratin iiretimi.

4.2.2.3.1. Manyetik Substratlarin Yiizey Modifikasyonlar:

Silikon rubber yiizeylerin hidrofobik olmalar1 nedeniyle {izerlerine viskozitesi diisiik bir
polimerin basimi olduk¢a zordur. Bu engeli asabilmek i¢in iiretilmis olan substratlarin
yiizeyleri UV-Ozon uygulamasi ve APTES ((3-Aminopropil) trietoksisilan) baglamasi ile
hidrofilik hale getirilmistir. Kiirlenen 6rnekler 30 dk. boyunca UV-Ozon temizleyicisinde
tutulmus ve daha sonra saf etanol igerisinde hazirlanmis %3’liikk (h/h) APTES c¢ozeltisine
daldirilarak oda sicakliginda 24 saat boyunca bekletilmistir. Bu siirenin sonunda &rnekler
sirasiyla, %70’lik etanol ve distile suyla yikanmistir. Hazirlanan 6rnekler baski zamanina

kadar 4 °C’de bekletilmistir.

4.2.2.3.2. Temas Aasi Olciimii

Manyetik substratlar tizerinde oda sicakliginda distile su kullanilarak su temas agisi
Ol¢timleri yapilmistir. Numuneler hareketli bir sahneye yerlestirildikten sonra bir mikro
siringa kullanilarak filmin yiizeyine yaklasik 5 pl distile su damlatilmistir. Temas agilar1
degerleri bir Temas Acis1 Olgiim Aleti (CAM 100, KSV) kullanilarak dl¢iilmiistiir. Her
numunenin 4 farkli noktasindan 6l¢iimler yapilmistir. Kontrol grubu olarak cam ve teflon

orneklerden de ayni sekilde temas acgis1 Sl¢iimii yapilmistir.
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4.2.2.4. 4B Basim Prosediirii

Bu caligsmada, Cizelge 4.2.°de tarif edilen 4 farkli hidrojel karistmi 4B basim i¢in
kullanilmistir. Bunlardan aljinat malzemesini igermeyen hidrojeller GELMAIO ve
GELMAZ20 i¢in basim parametreleri; basing 0,5 bar, katman kalinlig1 0,17 mm, bask1 hiz1
30 mm/sn olarak ayarlanmistir. Diger hidrojeller GELMAIg101 i¢in basing 0,9 bar, katman
kalinligi 0,17 mm, baski hiz1 25 mm/sn ve GELMAI1g201 igin ise basim parametreleri; basing
1,2 bar, katman kalinlig1 0,17 mm, baski hizi 17 mm/sn. olarak ayarlanmis olup tim
orneklerde basim i¢in kullanilan igne ucu i¢ ¢apt 0,21 mm (27Ga) olarak ayarlanmistir

(Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. 4B basim baski parametreleri.

Kod  Basms(an) ORI Tl e
GELMA10 0,5 0,17 30 0,21
GELMA20 0,5 0,17 30 0,21
GELMAIg101 0,9 0,17 o5 0,21
GELMAIg201 1,2 0,17 17 0,21

Tim hidrojeller icin basim, Envisiontech 3D Bio-plotter (Almanya) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Tiim basimlar i¢in robotik kafa sicakligi, cihazin robotik kafa igin izin
verdigi en diisiik sicaklig1 olan 25°C’ye ayarlanmigtir. Baski alinan tablanin sicakligi ise 17
°C ve 23 °C olarak iki farkli ayarda gergeklestirilmistir. Tiim hidrojeller iiretilen manyetik
substratlar {izerine basiimistir. Her bir grup hem yiizey islemi uygulanmamis hem de yiizey

islemi uygulanmis substratlar tizerine belirtilen tabla sicakliklarinda basilmustir.

Hiicrelerin farkli desenler {izerindeki davranisim1 gozlemlemek i¢in manyetik substrat
tizerine basilan hidrojeller ti¢ farkli modelde basilmiglardir. Modeller ve 6l¢iiler Sekil 4.6.°da

verilmektedir.
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Sekil 4.6. Manyetik substrat {izerine 3B hiicre yiiklii hidrojelin basim siireci. (1) Temas
acisini diisiirmek i¢in uygulanan yiizey islemleri. (2) 3B biyo-basim. (3) Capraz baglama.
Basilan farkli modeller ve dlgiiler.

Basim yapilacak hidrojel ¢ozeltisi, Boliim 4.2.2.2.°de anlatildig: sekliyle, steril bir sekilde
hazirlanmistir; GELMA ve aljinat tozlar1 30 dk. boyunca UV 151k altinda bekletilerek steril
edilmis olup, s1vi durumdaki diger malzemeler distile su igerisinde ¢ozlindiikten sonra 0,22
micron filtreden gegirilerek steril hale getirilmiglerdir. 3B yazicida kullanilacak olan
plunger, igne ucu, siringa gibi aletlerin tiimii 1 saatlik %70 etanol banyosunun ardindan UV
151k altinda kurutularak steril hale getirilmislerdir. Tim birlestirme ve doldurma islemleri
laminar akis kabini igerisinde gergeklestirilmistir. Hidrojel ¢ozeltisi doldurulmus yazici
siringasinin igne ucu takma ve doldurma boliimleri parafilm ile itinayla sarilmistir. Daha
sonra iizeri pleksiglas bir kabinle ortiiliip 1 saat boyunca UV’lenen 3B yazicinin robotik
kafasina yerlestirilmis ve basima hazir hale getirilmistir. Diger yandan, baski althig1 i¢in
kullanilacak olan manyetik substratlar %70 etanol icerisinde 1 saat bekletildikten sonra UV
151k altinda kurutularak steril edilmislerdir. Steril petriler icerisinde 3B yazici kabinine
transfer edilen substratlar, UV 1sik ile steril edilmis olan 3B yazici baski tablasi iizerine
yerlestirilerek basima hazir hale getirilmistir. Tiim yerlestirmeler tamamlandiktan sonra,

robotik kafa sicakligi 25°C’ye, baski tablasi sicakligi ise 17°C ve 23°C’ye ayarlanmistir.
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Siringa ve substratlarin belirlenen sicakliklara ulasmasmin ardindan basim islemi
baslatilmigtir. Basim iglemi tamamlandiktan sonra 50 W, 470 nm dalga boyuna sahip mavi
LED 1s1k kullanilarak GELMA, 0,25 M steril CaClz ¢ozeltisi kullanilarak da aljinat ¢capraz
baglamasi yapilmistir. Capraz baglama isleminde bu iki yontem, birinci ve ikinci sirada

kullanilmistir. Mavi 1s18in 6nce kullanildigi ¢alismada; baski sonrasi 17°C’deki tabla

tizerinde 5 cm uzaktan 1 dk boyunca mavi LED 1sik ile GELMA, hemen ardindan 4°C,

0,25M CaCl> piuskiirtmesi ile aljinat capraz baglamasi saglanmistir. CaCly’iin 6nce

kullanildig1 ¢alismada; baski sonrasi 4°C, 0,25M CaCl; piiskiirtme ile aljinat ¢apraz

baglamasi yapilmis ve 5 dk’lik beklemeden sonra soguk tabla {izerinde 5 cm uzaktan 1 dk
boyunca mavi LED 1sik ile GELMA c¢apraz baglamasi yapilmistir. GELMAIg101 ve
GELMAIg201 6rnekleri bu sekilde ¢ift capraz baglama ile jellestirilmistir.

Sekil 4.7. 3B basim ve kayit diizenegi ile basarili basimlardan olusan kolaj.
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Basim isleminin tamamlanmasinin ardindan, 6rnekler steril petri kabi igerisinde laminar akis
kabinine taginmistir. Sekil 4.8.’de anlatildig1 sekliyle, steril ortamdaki 6rnekler 1 cm
kalinliginda bir platform iizerine konulmustur. Platformun altinda hareket ettirilen bir
miknatis yardimiyla drnek iizerinde manyetik alan olusturulmus ve manyetik substratin
katlama boynu tarafindan 6rnek rulo sekline getirilmistir. Manyetik alanin kaldirilmasindan
sonra cimbizla tutulan rulo halindeki ornekler, kiiltiir esnasinda agilmamalar1 i¢in 3B
yazicida basilmis PLA tutucular igerisine yerlestirilmis ve 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii

plakalarinda hiicre kiiltiirii i¢in hazirlanmislardir.

)

Sekil 4.8. Basim sonrasi orneklerin katlanmasi. Orneklerin (a) manyetik alan iizerine
yerlestirilmesi, (b) katlanarak rulo haline getirilmesi, (c) PLA tutucu igine yerlestirilmesi,
(d) yerlestirme sonras1 goriintii ve (e) hiicre kiiltiiriine hazirlik.

4.2.2.5. Aljinat Liyaz Uygulamasi

3B basilabilirligin artirilabilmesi ve katlama agamalarinda gereken mekanik dayanimin
saglanabilmesi i¢in yapiya eklenmis olan aljinat, capraz baglama ve katlama isleminin
ardindan hidrojel matrisi igerisindeki hiicre yayilimini artirabilmek i¢in sistemden alijnat
liyaz (AL) enzimi uygulamasi ile ¢ikarilmigtir. Basimdan 24 saat sonra, basilip katlanmis
olan hidrojelin kiiltiir ortamina 0,05 U/ml aljinat liyaz enzimi eklenmistir. Ornekler 15 dk.
boyunca CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmis ve ardindan kuyucuklardaki kiiltiir ortam1

tazesiyle degistirilerek kiiltiire devam edilmistir.
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4.2.2.6. Sisme Oram Ol¢iimii

Hidrojellerin sivi emme kapasitesinin dl¢limil i¢in sisme (ing. swelling) oran1 hesaplamasi
yapilmistir. Bu deney icin GELMAIg201 6rneginin aljinat liyaz enzimi uygulanmis ve
uygulanmamis Ornekleri kullanilmistir. Sisme davranmisini degerlendirmek i¢in 4.2.2.4.
boliimiinde anlatildig1 sekliyle basilip ¢apraz baglanan hidrojeller iki gruba ayrilmistir.
Gruplardan birine 4.2.2.5. bolimiinde anlatildigi sekliyle aljinat liyaz uygulamasi
yapilmustir. Elde edilen hidrojeller 5 dk. boyunca PBS tamponu ile yikanmis ve ardindan 24
saat boyunca liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasi 6rneklerin kuru agirliklar:
Olciilmiistiir. Daha sonra 6rnekler 24 saat boyunca PBS igerisinde 37°C’de inkiibe edilmisler
ve sonrasinda yas agirliklart ol¢lilmiistiir. Sisme orani, sisirmeden sonraki kiitle degerinin,

liyofilizasyondan sonra kurutulmus 6rneklerin kiitle degerine orani olarak tanimlanmustir.

4.2.2.7. Mekanik Test

Hiicreli caligmalarda asil olarak kullanilan hidrojel grubu GELMAIg201 mekanik
karakterizasyon i¢in kullanilmistir. Hidrojelin elastiklik modiilii ve dogal kas nisi ile olan
yapisal uyumunun degerlendirilebilmesi i¢in ¢cekme testi uygulanmustir. Ornekler alijnat
liyaz uygulanmis ve uygulanmamis olarak iki grup altinda incelenmistir. Mekanik test
cihazinin (Shimazdu Autograph AGS-X) ¢eneleri arasina yerlestirilen 6rnekler (Lo: 14 mm,
Kesit alan1: 3 mm?) 50N kapasiteli yiik hiicresi kullanilarak Smm/dk. hizla kopma noktasina
kadar g¢ekilmistir. Elde edilen verilerden gerilme-gerinim egrisi olusturulmus ve elastisite

modili (Young modiilit) hesaplanmstir.

4.2.2.8. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

SEM calismas1 aljinat liyaz uygulamasi Oncesi ve sonrasi hidrojelin morfolojisini ve
porozitesini incelemek iizere yapilmustir. Ornekler PIPES tampon kullanilarak yikanmis ve
-80°C’de bir gece bekletildikten sonra liyofilize edilerek kurutulmustur. Daha sonra
yiizeyleri altin kaplanarak Hacettepe Universitesi Hiinitek merkezinde SEM goriintiileri

alinmastir.
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4.2.2.9. Sitotoksisite Testi

EcoFlex malzemesinin kullanim kilavuzu malzemenin sitotoksik olmadigin1 belirtmis olsa
da igerisine karistirdi§imiz demir tozu ve ylizey islemleri i¢in kullanilan kimyasallar g6z
Ontiine alinarak sitotoksisite deneyi yapilmistir. Negatif kontrol grubu olarak, sitotoksik etkisi
oldugu bilinen Latex malzemesi kullanilmistir ve Orneklerle ayni sekilde muamele
edilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak, standart ¢ogaltma besiyeri kullanilmistir. APTES
kaplamasi yapilmis ve yapilmamis olan 6rnekler ile latex malzemesi, %70 etanol ¢ozeltisi
icerisinde 2 saat siireyle siirekli calkalanarak steril edilmis ve PBS ile 2 kez yikanmustir.
Daha sonra, 6rnekler 50 ml kapasiteli steril falkon tiiplere yerlestirilmis ve tizerlerinde 15
ml ekstraksiyon sivisi (hiicre kiiltiirii besiyeri) eklenmistir. Tiipler 37°C’de 24 saat siireyle
60 rpm’de siirekli calkalama altinda tutulmustur. 24 saat sonunda ekstraksiyon sivisi 0,22
mikron filtreden gegirilerek steril 50 ml falkon tiipler i¢ine toplanmistir. Sivi azot tanki
igerisinde dondurulmus olarak bulunan pasaj 20 1.929 hiicre hatt1 hiicreleri ¢oziilerek hiicre
kiltir besiyeri igerisinde (yiiksek glikozZlu DMEM igerisinde %10 FBS, %]l
penisilin/streptomisin) T175 flasklara alinmistir. 24 saat boyunca standart kiiltiir sartlarinda
(37°C, %5 COy) inkiibator icerisinde kiiltiir edilen hiicreler daha sonra tripsin uygulamasi
ile flasktan ayrilarak sayilmistir. Hiicreler 10.000 hiicre/cm? konsantrasyonunda 12
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir. 12 kuyucuklu kaplarin hiicre tutunmasina uygun
yiizey alan1 3,8 cm?’dir. 24 saat siireyle CO; inkiibatorii igerisinde standart kiiltiir sartlarinda
kiiltiir edilen hiicreler yaklasik %70 doluluk durumuna ulastiginda, ekstraksiyon sivilari 1
ml/kuyucuk olacak sekilde hiicre tabakalarinin {izerine eklenmistir. Ekstraksiyon sivilarmin
eklenmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre tabakasinin yayilimi, 6lii hiicre miktari ve hiicre
morfolojisindeki degisimler mikroskobik inceleme ile degerlendirilmistir. 72 saat sonunda,
kuyucuklarda bulunan canli hiicre sayis1 4.2.2.11. boliimiinde anlatildigr sekliyle Alamar

Blue yontemi ile belirlenmistir.

Mikroskopik incelemeden elde edilen veriler, Cizelge 4.4.°de verilen degerlendirme
kriterlerine gére notlandirilmistir. {lk ii¢ kriterden (hiicre tabakasinmn yayilimi, 6lii hiicre
miktar1 ve hiicre morfolojisindeki degisim) elde edilen notlarin ortalamasi alinmistir. Bu
ortalama not, son kriterden (hiicre biiyiimesi inhibisyonu) alinan not ile toplanarak 0-8

arasinda degisen son sitotoksik cevap notunun elde edilmesinde kullanilmistir (Cizelge 4.5.).
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Elde edilen bu deger malzemenin biyouyumlu olup olmadigmnin degerlendirilmesinde

kullanilmigtir (81).

Cizelge 4.4. Sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri (81).

Inceleme Degerlendirme Kriteri Not

%100
%90-100
Hiicre yayilimi %60-90
%30-60
%0-30
%0
%0-5
%5-10
%10-20
>%20
Degisim yok
Hiicre Diisiik seviyede degisim var
morfolojisinde Orta seviyede degisim var
degisim Yiiksek seviyede degisim var
Cok yiiksek seviyede degisim var
%0-10
%10-30
%30-50
%50-70
%70-100

Olii hiicre
(ylizen hiicre)

Hiicre biiyiimesi
inhibisyonu

AP ONPOPOLONPOPRPRLONPEPORPLWOWNEO

Cizelge 4.5. Sitotoksik cevap notunun degerlendirilmesi (81).

Sitotoksik Reaktivite “Malzeme
cevap notu Sitotoksiktir”
0-1 Yok Hayir
1-3 Az Hayir
3-5 Orta Yeniden degerlendir
S5-7 Yiiksek Evet
7-8 Cok Yiiksek Evet
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4.2.2.10. Hiicre Kiiltiira

Calismalarimizda ATCC (ABD) sirketinden satin alinmis olan C2C12 fare miyoblast hiicre
hattinin devam pasajlar1 kullanilmistir. Calisma 6ncesi laminar akis kabini 15 dk boyunca
UV’lenmis ve sonraki 15 dk boyunca da kendi kendine ¢alistirilarak steril galisma igin hazir
edilmistir. Akabinde, 5 ml cogaltma besiyeri bir falkon tiipe ayrilip 37°C’ye 1sitilmistir. Daha
onceden kullanilip pasaj 3°te dondurularak sivi azot tankinda muhafaza edilen hiicreler, s1vi
azot igerisinden alinip 37°Cye 1sitilmis olan besiyerinden alinan 1 ml’lik miktarlarla
dondurma ependorfunun igerisinde yavasga pipetlenerek ¢oziilmistiir. 5 m1’lik tiim besiyeri
kullanildiktan sonra santrifuj edilmistir. Uzerindeki 5 ml besiyeri dokiildiikten sonra dipteki
hiicre peleti 5 ml’lik taze besiyeri igerisinde yeniden dagitilmistir. Elde edilen
stispansiyondan 20 ul alinmig ve 20 ul tripan blue boyasi ile karistirilmistir. Tripan blue
boyast olii hiicreleri boyamaktadir. Bu sayede yasayan hiicreler 151k mikroskobu altinda
boyanmamis olarak ayirt edilerek sayilabilmektedir. Hiicre boya karisimindan alinan 10 pl,
hemositometre iizerine damlatilmis ve lamel ile kapatilmistir. Isik mikroskobu altinda
yasayan hiicreler sayilmis ve elimizdeki 5 ml hacim igerisindeki hiicre sayis1 bu sayiya
orantilanarak tespit edilmistir. Santimetrekareye 5.000 hiicre konsantrasyonu olacak sekilde
T75 flask i¢in yaklasik 375.000 hiicreyi iceren soliisyon 5 ml’lik hacimden ayrilmigtir. 30
dk. dnceden igerisine 10 ml gogaltma besiyeri konularak 37°C ve %5 CO: igeren inkiibatorde
bekletilen T75 biiyiikliigiindeki flask, laminar akig kabinine alinmistir. Ayrilmis olan hiicre
slispansiyonu pipet vasitasiyla T75 flask igerisindeki besiyeri i¢inde dagitilmistir. Daha
sonra, yeterli hiicre cogalmasini saglamak iizere, flask 37°C ve %5 CO: igeren inkiibatore
kaldirilmustir. Inkiibe edilen hiicreler 24-36 saat arasinda %70 konfliiansa ulasmislardir. Bu
asamada pasajlanan hiicreler T175 biiyiikliigiinde flasklara alinarak gerekli sayida hiicreye

ulagilmasi saglanmustir. Besiyeri her 2 giinde bir yenisi ile degistirilmistir.

T175 flasklarda %70 konfliiansa ulasan hiicrelerin besiyeri uzaklastirilmis ve flask yiizeyi
10 ml steril PBS ile yikanmistir. Yikamanin ardindan flaska 2 ml tripsin konulmus ve tim
yiizey kaplanana kadar hafif¢e c¢alkalanmistir. Ardindan 5 dk boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. 5 dk sonra hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildig: 151k mikroskobunda teyit edilmis
ve flaska 5 ml taze besiyeri ilave edilerek tiim yiizey bu sivi kullanilarak yikanmigtir.

Besiyeri, tripsin ve hiicrelerden olusan bu siispansiyon serolojik pipet yardimiyla bir falkona
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alinip santrifuj edilmistir. Santrifuj sonunda tripsin ve besiyeri dokiilmiis, dipte kalan hiicre

peleti sayilmak iizere taze besiyeri icerisinde dagitilmistir.

Boliim 4.2.2.2.°de anlatildig: sekliyle, steril sekilde hazirlanan hidrojel ¢6zeltisi laminar akis
kabinine alinmistir. Sayilan hiicreler tekrar santrifiijlenmis ve elde edilen pelet 2 x 108 / ml
konsantrasyon olacak sekilde hidrojel ¢ozeltisi icerisinde yeniden dagilmistir. Homojen bir
karisim saglamak igin hiicre yiiklii hidrojel ¢ozeltisi 37°C’de 20 dk boyunca manyetik
karistiric1 lizerinde karistirilmistir. Sonrasinda hiicre yiklii hidrojel ¢ozeltisi 3B yazici

siringasina doldurulmus ve basim i¢in cihaza yiiklenmistir.

Bolim 4.2.2.4.°de anlatildig1 sekliyle basim ve katlama islemi gergeklestirilen hidrojeller 6
kuyucuklu hiicre kiiltiirli kaplarina alinmig ve iizerlerine 4 ml ¢ogaltma besiyeri konularak
inkiibatore (37°C, %5 CO2) kaldirilmistir. 24 saat sonra ornekler inkiibatorden ¢ikartilmis
ve 4.2.2.5. bolimiinde anlatilan aljinat liyaz uygulamasi gerceklestirilmistir. Ardindan
ornekler iizerine taze farklilastirma besiyeri konularak yeniden inkiibatore kaldirilmigtir.
Hiicre kiiltiirii 7 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. Ikinci giinden itibaren her 48 saatte bir

besiyeri tazesiyle degistirilmistir.
4.2.2.11. Alamar Blue Hiicre Canlihik Testi

Hiicre kiiltiirii stiresince hidrojel iginde bulunan hiicrelerin canlilik analizi Alamar Blue testi
ile Olcililmiistiir. Bu testte hidrojellerin i¢cinde bulundugu besiyeri uzaklagtirildiktan sonra
PBS tampon ile yikanmistir. 30 dk dncesinde renksiz diisiik glikozZlu DMEM igerisinde
hacimce %10’luk olarak hazirlanan Alamar Blue ¢ozeltisi 37°C’ye 1sitilmistir. Isinan ¢ozelti
yikanan drneklerin bulundugu kuyucuklara 4 ml olacak sekilde konulmustur. Ornekler 1 saat
boyunca inkiibator (37°C ve %5 COy) igerisinde karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Siire
sonunda her kuyucuktan 200 ml test 6rnegi alinmis ve 96 kuyucuklu mikroplakalara
aktarilmistir. Her bir 6rnek i¢in 3 biyolojik ve 3 teknik replika kullanilmistir. 96 kuyucuklu
mikroplaka, mikroplaka okuyucusuna yerlestirilmis ve 570nm-595nm dalga boylarinda
absorbans okumasi gergeklestirilmistir. Orneklerin bulundugu 6 kuyucuklu kaplardaki
Alamar Blue c¢ozeltisi ¢ikarilmis ve PBS ile yikanmistir. Akabinde kuyucuklara taze
farklilastirma besiyeri konularak kiiltiire ayni orneklerle devam edilmistir. Alamar Blue

testinin bu 6zelligi sayesinde 1. 4. ve 7. giindeki Alamar Blue testleri de aynm1 drneklerle
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yapilabilmistir. Elde edilen absorbans degerleri C2C12 hiicre hatt1 i¢in belirlenmis bir

kalibrasyon egrisi sayesinde yaklagik hiicre sayisina ¢evrilmistir.

4.2.2.12. Hiicre Morfolojisi ve Yayilim

Hidrojel igerisindeki hiicre morfolojisinin izlenebilmesi i¢in 6rneklere 1. ve 7. giinlerde
Phalloidin/DAPI boyamasi yapilmistir. Yontemde hiicreler sirasiyla aktin filamentlerin
goriintiilemesi i¢in Phalloidin ve ¢ekirdek goriintiilemesi i¢in DAPI ile isaretlenmektedir.
Boyama uygulanacak oOrnekler temiz kuyucuklara aktarilmig ve PBS ile yikanmustir.
Ardindan tizerlerine %3,7 (a/h) derisimde formaldehit ¢ozeltisi eklenmistir. 90 dk siireyle
oda sicakliginda hafif calkalama altinda formaldehit ile fikse edilen 6rnekler daha sonra 2
defa 5’er dk siireyle PBS ile yikanmistir. Ardindan boya gegirgenligini artirmak i¢in 6rnekler
oda sicakliginda 5 dk boyunca % 0,1 (h/h) derisimde Triton X-100 igerisinde bekletilmistir.
Daha sonra spesifik olmayan baglanmanin 6nlenmesi i¢in %1°lik BSA ile 2 saat boyunca
37°C’de inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyonun ardindan 6rneklere %0,1°lik BSA igerisinde
1:1000 konsantrasyonda hazirlanmig Phalloidin ¢6zeltisi eklenmis ve 1 saat boyunca
37°C’de inkiibasyon yapilmistir. Ardindan ornekler PBS ile yikanmis ve 5 dk boyunca oda
sicakliginda 1:1000 konsantrasyonda hazirlanmis DAPI ¢ozeltisi ile muamele edilmistir.
Son olarak, ornekler tekrar PBS ile yikanmis ve hiicre morfolojisi ve yayilimi inverted

floresan mikroskop (Zeiss Axio Observer Z1) altinda goriintiilenmistir.

4.2.2.13. Immiinfloresan Boyama

C2C12 hiicrelerinin miyojenik farklilasmasinin belirlenmesi igin kas spesifik belirte¢ olan
MyoD1  kullanilarak  immiinfloresan  boyama  gerceklestirilmistir.  Boyamanin
gerceklestirilmesi icin Ornekler kiiltiiriin 7. giinlerinde fikse edilmistir. Kisaca, ornekler
temiz kuyucuklara alinmalarinin ardindan PBS ile yikanmig ve iizerlerine %3,7 (w/v)
derisimde formaldehit ¢ozeltisi eklenmistir. 90 dK siireyle oda sicakliginda hafif ¢galkalama
altinda formaldehit ile fikse edilen 6rnekler daha sonra 2 defa 5’er dakika siireyle PBS ile
yikanmistir. Fiksasyonun ardindan ornekler, sirasiyla %15 siikroz, %30 siikroz ve %30
Siikroz : OCT (1:1) ¢ozeltileri igerisinde 15'er dK siireyle ¢alkalamali sekilde inkiibe edilerek
OCT bilesigi (Tissue-Tek, ABD) igerisinde gomiilme i¢in hazirlanmistir. Gomme islemi igin
ornekler plastik kaliplarin dibine yerlestirilmis ve tizerleri OCT ile doldurulmustur. Daha

sonra kaliplar kuru buz icerisinde bulunan bir kap icerisinde sogutulan etanolde bekletilerek
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dondurulmustur. Dondurulan érnekler, -80°C'de muhafaza edilmistir. Boyama isleminden
once Orneklerden steril cerrahi nester ile 10 mm kalinliginda enine kesitler alinmistir.
Gomme malzemesinin iyice temizlenebilmesi i¢in kesitler oda sicakliginda PBS ile
yikanmistir. Sonrasinda spesifik olmayan baglanmanin 6nlenmesi i¢in %1°lik BSA ile 2 saat
boyunca 37°C’de inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon sonrasinda; fare anti-MyoD1 (1:100)
antikoru %0,1 BSA igeren PBS igerisinde uygulanmistir. Primer antikor ile baglanma gece
boyu (18 saat) 4°C’de inkiibasyon ile gergeklestirilmistir. Bu asamadan itibaren, kesitler her
basamak sonunda PBS ile yikanmistir. Primer antikorlarin baglanmasinin ardindan, florofor
bagli sekonder antikor 1:200 Goat anti-Mouse ile 4 saat oda sicakliginda muamele edilmistir.
Ayrica, tim kesitler hiicre cekirdeklerinin isaretlenmesi i¢in 1:1000 DAPI c¢ekirdek
isaret¢isiyle boyanmustir. 50 pm 6lgekli goriintiilerden ImagelJ programi yardimiyla ortalama
boyama yogunlugu tespit edilmis ve ayn1 bolgede sayilan hiicre ¢ekirdegi sayisina boliinerek

hiicre ¢ekirdegi basina ortalama MyoD1 boyama yogunlugu hesaplanmuistir.

4.2.2.14. istatistiksel Analiz

Tiim nicel sonuglar, ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Veriler, tek
yonlii varyans (ANOVA) analizine dayali olarak p degerinin 0,05’den kii¢iik oldugu
durumlarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabulii ile analiz edilmistir. Farkli gruplar
arasindaki farkin anlamliliginin belirlenmesi igin li¢ veya daha fazla grubun oldugu
durumlarda Tukey testi, digerlerinde t-test yapilmistir. Analizler GraphPad Prism 6.0

yazilimi ile gergeklestirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. SICAKLIK DUYARLI HIDROJEL PLATFORMU

Sekil 5.1. (b), mavi 1sikla aydinlatmadan 6nce ve sonra sicaklik duyarli hidrojellerin
katlanma davranigini gostermektedir. V5 modeli i¢in Katlanma hidrojelin uzun kenari
boyunca gerceklesirken, H3 modeli kullanilarak iiretilen hidrojeller kisa kenarlar1 boyunca
katlanmislardir. D4 modeli kullanilarak elde edilen hidrojel platformlari ise mavi LED ile
aydinlatildiktan sonra desen ekseninin gectigi koselerinden katlanarak sarmal benzeri bir
morfoloji olusturmustur (Sekil 5.1. (a)). Platformlardaki katmanlarin kalinliginin, katlama
isleminde 6nemli bir rol oynadigina dikkat edilmelidir. Daha kalin pasif P(AAm) katmani
(>0,7 mm) veya daha ince aktif P(NIPAm) katmani (<1,0 mm) {iretildiginde, ortaya ¢ikan

platformlar herhangi bir katlanma yetenegi sergilememistir.

(a) ud
H
v v v
(b)
Isik agik Isik agik Isik acik

‘ VR

Isik kapal Isik kapali Isik kapali

Sekil 5.1. (a) Desenler tarafindan belirlenen katlanma ekseni. (b) Mavi bir LED ile
aydinlatmadan 6nceki ve sonraki katlanma durumu.
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Benzer sekilde, platformlar dogrudan su ortami iginde 1Sitildiklarinda (~40 °C) kontrollii

katlanma yerine rastgele biiziilme davranisi gostermislerdir (Sekil 5.2.).

Sekil 5.2. Ug¢ katmanli &rneklerin direkt olarak isitildigi deneyden alman periyodik
fotograflar.
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Renklendirilmemis desenlerin kullanildigi calismada ise 151k, desenlerde ve platformun
icinde oldugu ortamda LCST’yi asacak bir 1s1 liretememis ve katlanma gerceklesmemistir
(Sekil 5.3.). Bu 6zelligi test etmek i¢in herhangi bir boya icermeyen ti¢ katmanli bir hidrojel
platform tretilmistir. Boya kullanilmadan platformlarin sicaklik degisimi termal kamera
(FLIR E5) kullanilarak izlenmistir. Beklenildigi gibi, platformlarin ve ortamin sicakligi 40
dakikalik 151k aydinlatmasindan sonra 23°C ‘ten sadece ~25°C'ye yiikselmistir ve LCST’nin

uzaginda kalmistir.

Sekil 5.3. Ug katmanl renksiz &rneklerin mavi LED 1s1k aydinlatmasi altinda alinmis olan
periyodik fotograflari.
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Renklendirme i¢in ne kadar boyanin daha etkili olacaginin tespit edilebilmesi i¢in ¢apraz
baglanacak polimer miktarinin igerisine hacimce %1, %3 ve %5 olacak sekilde farkli
hacimlerde boyalar konularak zamana karsi katlanma acisi incelenmistir. %1 ve %5
derisimlerde eklenen boyalar 30 dakikalik deney sonucunda yeterli katlanma agisina
ulasamazken, %3 derisimde boya i¢eren drnek diger orneklere gore anlamli sekilde daha
hizl1 bir tepki siiresine sahip olmustur. Bu 6rnekle yapilan deneyde tam katlanma yaklasik

10 dakikada tamamlanmistir (Sekil 5.4.).

100+
: QP

—*— % 1 Boya

-= % 3 Boya

- % 5 Boya

% 1 San Boya

% 3 Sar1 Boya

Ac1 (Derece)

% 5 Sar1 Boya

Zaman (Dakika)

Sekil 5.4. Farkl1 derisimlerde boyanin hidrojelin katlanma agis1 ve tepki zamanina etkisi.
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Uretilen hidrojellerin katlanma kabiliyetini daha iyi anlamak icin V5 ve H3 model
platformlar detayli olarak incelenmistir. Desen rengine ve geometrisine bagli olarak hidrojel
platformlar1 farkli katlanma davraniglar sergilemistir (Sekil 5.5. (a)). V5 model tabanli
platformlar i¢in desen renginin katlama iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir. Sar1 ve yesil renkli desenlerle karsilastirildiginda, kirmizi renkli platformlar ¢ok
daha diisiik ve daha yavas katlama sergileyebilmistir. Diger yandan, V5 model tabanli
platformlarin hi¢biri tam katlanmaya yani 90° katlanma agisina ulasamamustir. 40 dk sonra,
hidrojel platformlar arasinda en iyi katlanma kabiliyetini gosteren sar1 renk desenli
platformlar ancak ~77° katlanma agisina ulasabilmistir (Sekil 5.5. (b)). H3 model tabanl
platformlar incelendiginde, V5 tabanli platformlara kiyasla desen renklerine bagl olarak
katlama kabiliyetlerinin anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi gézlemlenmistir. Kirmizi ve
yesil boya ile renklendirilen platformlar 60 dk’da tam katlanmaya ulasamazken, sar1 boya
ile renklendirilen platformlar ~30 dk igerisinde tam katlanmaya ulast1 (Sekil 5.5. (c)).
Sonuglarimiz hem desen geometrisinin hem de desen renginin katlama isleminde 6nemli bir
rol oynadigini ve hidrojel bazli malzemelerin katlanma kabiliyetinin farkli platform tasarimi

veya farkli renklendirmeler kullanilarak manipiile edilebilecegini gostermektedir.
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Sekil 5.5. (a) Mavi Led 1sik aydinlatmasi altinda kendi kendine katlanan hidrojellerin
sematik gosterimi ve videodan alinmis periyodik fotograflar. (b) Zamana kars1 V5 modeli
icin katlama agilarimin degisimi. (c) Zamana karst H3 modeli i¢in katlama acilarinin

degisimi.
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Uretilen konseptin dogrulamasini yapabilmek igin bir uygulama deneyi tasarlanmustir.
Burada amag, 6nceki boliimlerde anlatilan dizayn mantigi ile dort kollu bir hidrojel platform
iretip hem hareketini hem de katlanmasin1 kontrol ederek hedef noktadan bir numuneyi
yakalamaktir. Hidrojel platformunun hareketini kontrol etmek igin {iretim sirasinda
hidrojelin icerisinde kalacak bir manyetik film (2 mm x 2 mm, 0,4 mm kalinlik) tasarimin
tam ortasia yerlestirilmigtir. Manyetik film, bir manyetik alan yardimiyla platformlarin
hareketini saglamistir. Hedef numune olarak bir strafor top (~1 cm ¢apinda) kullanilmustir.
Tim deneyler su altinda gergeklestirilmistir. Deneyde, dort kollu hidrojel platformu ilk
olarak manyetik alan kontrol edilerek hedefi yakalayabilecegi noktaya ulastirilmistir ve
hedef noktada 151k kaynagi kullanilarak platformlarin kollar1 kapatilmis ve hedef numunenin
yakalanmasi saglanmistir (Sekil 5.6. (a)). Katlama, 151k aydinlatmasi ile hidrojel platformu
hedef noktaya ulasir ulagsmaz baslatilmistir ve 10 dk’da tamamlanmistir (Sekil 5.6. (b)).
Katlama iglemi sirasinda hidrojelin ve ortamin sicaklig1 termal kamera ile izlenmistir. Islem
sonunda platformun sicakligi ~38°C'ye ulasmasina ragmen ortam sicakligi ~26°C'de sabit
kalmistir (Sekil 5.6. (c)).
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Sekil 5.6. Manyetik filmli dort kollu hidrojel platformlarinin (Model FA) sematik gosterimi.
Ornegin manyetik alan etkisinde hareketi ve hedefi yakalamasinin videodan alinan

fotograflari. (b) Zamana kars1 dort kollu platformlar igin katlanma agilarinin degisimi. (c)
Zamana kars1 sicaklik ve katlama agis1 arasindaki iliski.
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Hidrojel platformu iizerine ekilen hiicrelerin morfolojisi incelenmek tiizere kiiltiiriin 7.
giiniinde, Phalloidin ve hiicre ¢ekirdegi (DAPI) boyamasi yapilmigtir. Ekim esnasinda tiim
yiizeyi kaplayacak sekilde bir hiicre ekimi yapilmis olsa ds hiicreler sadece desen aralarinda
ve hidrojelin kiy1 ve kdselerine y1gilmis sekilde gézlenmektedir. En iist yiizey olan PNIPAm

desenler tizerinde tutunmus bir hiicre tabakas1 gézlenmemektedir.

Phalloidin-DAPI

Sekil 5.7. Hidrojel platformu iizerine ekilen hiicrelerin 7. giinde Phalloidin-DAPI boyama
goriintiileri. (a) Olgek 1 mm, (b) Olgek 100um.
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5.2. 4B BASIM ILE URETILEN TASIYICI iISKELE SiSTEMI
5.2.1. GELMA URETIM BULGULARI

PBS ve CB tamponu kullanilarak iiretilen foto-¢apraz baglanabilir GELMA ¢dzeltileri, hangi
recetenin daha iyi ¢alistigini 6l¢mek i¢in 3B yazicida basilmis ve 5S0W, 470 nm dalga boyuna
sahip mavi LED igikla 1 dk. siireyle muamele edilmislerdir (Sekil 5.8. (a,b)). Hiicre
canliliginin yiiksek enerjili 11iktan zarar gérmemesi icin 1 dk’dan fazla 1sikla muamele
tavsiye edilmemektedir. 1 dk’lik muamele sonrasi, foto-¢apraz baglama modifikasyonunun
ve GELMA konstrasyonunun ayni tutuldugu her iki recete arasinda Sekil 5.8. (¢) ve (d) ‘de
goriildigi sekliyle bir fark olusmustur. CB tamponu ile iiretilen GELMA f{irtinii 1 dk’lik
maruziyet sonunda tamamen c¢apraz baglanarak rijit bir yapt meydana getirirken, PBS
tamponu ile lretilen GELMA {irliniinlin foto-¢apraz baglanmasimin tamamlanmadigi ve

basilan seklin korunamadigi izlenmistir.

(a) PBS ve CB tampon kullanilarak %1.25 V2P, %1.875 TEA, %20 EY <
GF}N{A tiretimi yapildi. — E:::i /
‘t =] 4 WD |

_— —_— ‘
_ —
- Foto-gapraz
Metakrilat Liyofilizasyon baglama
reaksiyonu ve saklama modifikasyonu

%10 GELMA gbzeti )

Sekil 5.8. GELMA iiretimi. (a) Uretim 6zeti. (b) 3B basim ve 1s1kla ¢apraz baglama. (c) CB
tamponu kullanilarak iiretilmis GELMA’nin 1 dk. 1sikla ¢apraz baglama sonrasi alinmig
fotografi. (d) PBS tamponu iiretilmis GELMA’nin 1 dk. 1sikla ¢apraz baglama sonrasi
alinmis fotografi.

Ayrica, her iki regete igin yapilan 3’er farkli metakrilat reaksiyonu sonrasi elde edilen
GELMA miktarlar1 iizerinden reaksiyon verimi hesaplanmistir (Cizelge 5.1.). Verim hesab1

Denklem 5.1.’e gore hesaplanip ortalama alinmistir. mGeLMA reaksiyon sonrasi liyofilize
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edilen GELMA ’nin kiitlesini, mJelatin reaksiyon dncesi tampon icerisinde ¢ozilinen jelatinin
kiitlesini ifade etmektedir.
MGELMA

%lVerim = Wx 100

Denklem 5.1.

Cizelge 5.1. PBS ve CB tamponlar1 kullanilarak yapilan metakrilat reaksiyonlar1 sonucu
tiretilen GELMA miktarlari.

Deney No Jelatin (gr.) GELMA (gr.)
PBS-1 10 2,95
PBS-2 10 3,33
PBS-3 10 3,50
CB-1 10 7,10
CB-2 10 7,56
CB-3 10 7,44

CB tamponu ile iiretilen GELMA’nin, PBS tamponu ile fiiretilen GELMA’ya gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek verimle iiretildigi gozlenmistir (Sekil 5.9.).

cB- {—

XXXY

PBS

D < () 000

0 20 40 60 80 100
% Verim

Sekil 5.9. iki farkli regete ile iiretilen GELMA ’larin kiitlece %verimi.
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5.2.2. MANYETIK SUBSTRAT URETIM BULGULARI

Manyetik substrat her Ornegin her seferinde istenilen yerden ve istenilen eksenden
katlanmasini saglayacak bir tasarima sahiptir. Sekil 4.5.’de substratin iiretimi sematik olarak
gosterilmistir. Cizimde kirmizi ile gosterilen ve substrat lizerinde bir ¢entik olarak iiretilen
tasarim katlanma boynudur. Sekil 5.10.’da katlanma esnasinda ¢ekilen videodan alinmis
goriintiiler bulunmaktadir. Boyun tasarimi katlanma esnasinda bir biikiilme noktasi gorevi
goriir (a). Manyetik alan etkisinde substratin bas bolgesi 6ncelikle bulundugu konumdan 90°
olacak sekilde katlanir (a-1). Daha sonra, manyetik alan miknatis yardimiyla ilerletildikce
boyun tasariminin bulundugu bolgenin tizerine diiser ve katlanma agis1 180°’ye ulagir (a-2).
Manyetik alan bir kademe daha ilerlediginde substratin bas bolgesi igerde kalacak sekilde
bir katlanma daha gerceklesmis olur ve bu sekilde sona kadar rulo bir sekilde substrat i¢ ice
katlanmis olur (a-3). Bu boyun tasarimmin konulmadigi 6rneklerde katlanma rastgele
olusmakta ve ¢ogu zaman i¢ ige ge¢mis bir rulo tasarimi elde edilememektedir (b). Bu
orneklerde boyun bolgesi olmadigr i¢in bas bolgesi rastgele kalkar (b-1). Agirlik merkezi
degisene kadar ilk hareket devam eder (b-2). Agirlik merkezi degisti§inde rastgele bir

kapanma meydana gelmektedir (b-3).
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Sekil 5.10. Katlama boynunun etkisi. (a) Boyun tasariminin oldugu 6rnegin manyetik alan
etkisinde katlanma videosundan alman goriintiiler. (1) ilk hareketin uzunlugu boyun
tarafindan belirlenir. (2) Miknats ilerledik¢e ug¢ kisim boyundan biikiilerek substrat tizerine
diiser. (3) Ug kisim igerde kalir ve rulo seklinde i¢ ice katlama gerceklesir. (b) Boyun
tasariminin olmadi1 Srnegin katlanma videosundan alinan goriintiiler. (1) Ilk hareket
rastgele gergeklesmistir. (2) Bir biikiilme noktast olmadigi i¢in ug¢ kisim substrat {izerine
kapanmaz. (3) Miknatis diger uca ulastiginda agirlik merkezinin degismesinden dolay1
rastgele bir katlanma gergeklesmistir.
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Bas-boyun arasindaki mesafe ilk katlanan uzunluk oldugu i¢in rulo haline getirilmis
substratin i¢ ¢apini da belirlemektir. Sekil 5.11.’da boyun bolgesinin bas kisma farkli

uzakliklarda bulundugu 6rnekler lizerinde yapilan katlama deneyleri gosterilmistir. Uzaklik-

i¢ cap arasindaki iligki (d) boliimiinde verilmistir.

E |
2

5 mm
5mm

(d)y 5.
¢
£ 10 ¢
E
= s
o
£ 05
0.0 ; ; :
24 3.2 4.0

Ug-boyun arasi uzakhk (mm)

Sekil 5.11. Farkli boyun-bas mesafesinin katlanma tizerine etkisi. (a) 2,4 mm, (b) 3,2 mm,
(c) 4 mm. (d) uzaklik-i¢ cap arasi iligki grafigi.
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Substrat yiizeylerine diizglin basim yapilabilmesi igin yiizeyin 1slatma temas agisi
incelenmistir. Sekil 5.12.”de gosterildigi izere kontrol grubu olarak yiizeyine diizgiin basim
yapilabilen lam ve baski almanin miimkiin olmadigi teflon malzeme kullanilmistir. Yapilan
temas agis1 deneylerinde cam yiizeyin 30°’lik bir temas agisina sahip oldugu ve hidrofilik bir
ylizeye sahip oldugu anlasilmistir. Teflon ylizeye yapilan temas agis1 deneyinde ise 95°’lik
bir temas agisina sahip oldugu ve hidrofobik bir yiizeye sahip oldugu anlasilmistir. EcoFlex
substrat iizerine yapilan temas acis1 Olglimiinde ise 97° ile teflon yiizeyden bile daha
hidrofobik bir temas agisina sahip oldugu anlasilmistir. Bunun iizerine yiizeyin hidrofilik
hale getirilmesi i¢in ilk etapta UV-Ozon uygulamasi ile ylizeyin temizlenmesi
diistiniilmiistiir. 15 dk.’lik UV-Ozon firininda bekletmenin ardindan yapilan 6l¢iimde temas
acisinin 90’ye diismiis oldugu belirlenmistir. Siire etkisinin belirlenebilmesi i¢in deney 30
dk’lik bir bekletme ile tekrarlanmis ve temas agisinin 85°’ye diistiigii izlenmistir. Daha sonra
ylizey  temas acisinin  yeterli seviyede tyilestirilmesi icin  APTES
(aminopropyltriethoxysilane) kaplama modifikasyonu uygulanmistir. Bunun i¢in 30 dk UV-
Ozon uygulamasi yapilan yiizeyler 24 saat boyunca APTES ile muamele edilmis ve ardindan
temas agis1 45° olarak 6l¢iilmiistiir. Bu substratlara yapilan basim ¢alismalarinin basarili

oldugu goriilmistiir (Sekil 5.20.).

Cam Teflon Eco-Flex
Temas Agisi: 30 © Temas Acisi: 95 ° Temas Agist: 97 °
Eco-Flex 15 dk Uv-O: Eco-Flex 30 dk Uv-0s Eco-Flex 30 dk Uv-Os+ APTES
24 saat
Temas Acisi: 90 © | Temas Acisi: 85 ° Temas Acisi: 45 °

Sekil 5.12. Temas agis1 dl¢limleri. Hidrofilik olan cam yiizey ve hidrofobik olan teflon yiizey
ile karsilagtirilarak EcoFlex substratin temas acgisinin modifiye edilmesi.
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Hiicre kiiltiirii calismasi oncesi, EcoFlex malzemesi ile manyetik 6zellik kazandirmak {izere
malzemeye eklenen demir tozunun toksik etki gosterip gostermediginin tespiti yapilmistir.
24 48 ve 72. saatlerde inverted 151k mikroskobu altinda incelenmis olan hiicrelerin morfolojik
anlamda bir degisiklige ugramadigi izlenmistir. Olii hiicre olarak degerlendirilen yiizen

hiicreler ise tiim gruplarda bir miktar goriilse de diisiik yogunluklu oldugu gézlenmektedir
(Sekil 5.13.).

24 saat 48 saat

EsoElex

EcoElex Aptes

+

Sekil 5.13. Ekstrasksiyon sivilarinin eklenmesinin ardindan 24, 48 ve 72. Saatlerde alinan
goriintiiler. Hiicre yayilimi ve morfolojik degisim bu goriintiilere gore degerlendirilmistir.
(+) pozitif kontrol, (-) negatif kontrol.
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Hiicre ¢ogalmasi analizi i¢in kuyucuklarda ki hiicre sayis1 Alamar Blue testi ile
belirlenmistir. Hem APTES kapli 6rneklerin hem de sadece EcoFlex malzemesinin pozitif
kontrol (sitotoksik olmayan) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir

hiicre inhibisyonuna neden olmadigi gézlenmistir (Sekil 5.14.).

250+
o, 200+
% v/ "/
>
z 150- // //
>
»
o 100+
o
p=]
I 504
0 A % /
EcoFlex EcoFlex-APTES Pozitif (+)

Sekil 5.14. 72. saat sonunda kuyucuklardaki canli hiicre sayisinin belirlendigi Alamar Blue
testi sonuglart.

5.2.3. 4B BASIM OPTIiMiZASYON BULGULARI

GELMA soliisyonlar1 21°C sicaklik altinda kati, {izerinde ise sivi halde bulunurlar. Bu
ozellik sayesinde 3B basim calismalarinda baski tablasi sicakligi kontrol edilerek daha iyi
baskilar almakta kullanilabilir. Calismamizda bu sicaklik farkinin basim kalitesine olan
etkisini gozlemlemek amaciyla 3B yazicinin baski tablas1 dnce 23°C’ye, daha sonra 17°C’ye
ayarlanarak basim gergeklestirilmistir. Diger yandan diizgiin bir basim yapabilmek i¢in
substrat yiizeyinin hidrofilisite derecesi ile basilan malzemenin vizkozitesinin dogrudan
iligkili oldugu gozlenmistir. Bu nedenle 4.2.2.3.2. boliimiinde yiizeylerin temas Olgiileri
alimmis ve hidrofilik bir yiizey olusturmak i¢in bir dizi islem gerceklestirilmistir. Farkli
ylizey temas acilarinin basim kalitesine etkisi de ayrica incelenmistir. 3B basim
optimizasyon ¢alismalar1 yapilirken, Cizelge 4.2.’de belirtilen malzeme kompozisyonlari
olusturulmus ve her grup belirtilen iki farkli tabla sicakliginda basilmistir. GELMA10 ve
GELMAIgl101 gruplart EcoFlex-APTES yiizeyine diger iki grup ise ii¢ farkli yiizeye
(EcoFlex, EcoFlex-UVOzon ve EcoFlex-APTES) basilarak basim kaliteleri gdzlenmistir.
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GELMA10 hidrojeli Cizelge 4.3.’de belirtilen basim parametleri kullanilarak 23°C tabla
sicakliginda basilmistir. Ancak en diisiik temas agisina sahip EcoFlex-APTES manyetik
substrat tizerine dahi yerlestirilmesi miimkiin olmamustir (Sekil 5.15. (a)). 17°C tabla
sicakliginda basildiginda ise bir miktar iyilesme gozlenmis olsa da istenilen sekilde bir

basima ger¢eklesmemistir (D).

Sekil 5.15. GELMAZ10 hidrojelinin EcoFlex-APTES manyetik substrat {izerine 3B basimi.
(a) Tabla sicaklig1 23°C. (b) Tabla sicaklig1 17°C
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Yiizey temas agisinin diisiiriilmesi agisindan bir limite ulastigimiz disiiniilerek, basim
kalitesinin artisinin vizkozite artisi ile ¢oziilmesi diigiiniilmiistiir. Bu sebeple GELMA10
kompozisyonuna %1°lik (a/h) aljinat katkisi yapilarak basilabilirlik artirilmak istenmistir.
GELMAIg101 hidrojeli Cizelge 4.3.’de belirtilmis olan basim parametleri kullanilarak 23°C
tabla sicakliginda basilmistir. GELMA10 ile karsilastirildiginda vizkozite artisinin bir az da
olsa basim kalitesine etkisi goriilmektedir. Yer yer basilan ¢izgilerin yiizeyde tutundugu
goriilmiis olsa da diizgiin bir basim gergeklesmemistir (Sekil 5.16. (a)). 17°C tabla
sicakliginda basildiginda ise hidrojel GELMA10’a kiyasla kenarlar1 belli olan bir sekil
¢izebilmis olsa da orta kisimlarda yine siv1 yigilmalar gézlenmektedir (b). Bu sonuglara gore
iki farkli sicaklikta %10’luk GELMA soliisyonu aljinat ile birlikte basilmis olsa dahi

istenilen desenlerin basilabildigi bir sonu¢ verememistir.

Sekil 5.16. GELMAIg101 hidrojelinin EcoFlex-APTES manyetik substrat {izerine 3B
basimi. (a) Tabla sicaklig1 23°C. (b) Tabla sicaklig1 17°C
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GELMA10 ve GELMAIg101 ile yapilan ¢aligsmalarin bulgularindan yola ¢ikarak, GELMA
miktar1 artirilmigtir. GELMA20 ve GELMAIg201 kompozisyonlarinin basimlart {i¢ farkl
ylizey iizerinde yapilmistir. GELMAZ20 hidrojeli hem 23°C’de hem de 17°C’de basilmustir.
Ancak 23°C’de istenilen basimlarin hem GELMAI0’larda hem de GELMA20’de
basarilamamasi nedeniyle GELMAIg201 hidrojeli sadece 17°C’de basilmistir.

Sekil 5.17.’da GELMAZ20 hidrojelinin Cizelge 4.3.’de belirtilen basim parametreleri ile
ylzey islemi gormemis EcoFlex substrat iizerine basildigi deneyin goriintiileri verilmistir.
Tabla sicakliginin hem 23°C hem 17°C’deki basim denemeleri basarili olmamustir. Her iki

sicakliktaki basim arasinda da bir fark gézlenmemistir.

Sekil 5.17. GELMAZ20 hidrojelinin EcoFlex manyetik substrat iizerine 3B basimi. (a) Tabla
sicakligr 23°C. (b) Tabla sicakligi 17°C
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Sekil 5.18.°de GELMAZ20 hidrojelinin Cizelge 4.3.’de belirtilen basim parametreleri ile
sadece UV-Ozon temizleme islemi gérmiis EcoFlex-UVOzon substrat {izerine basildigi
deneyin goriintiileri verilmistir. Tabla sicakliginin hem 23°C hem de 17°C’deki basim

denemeleri basarili olmamuistir.

Sekil 5.18. GELMAZ20 hidrojelinin EcoFlex-UVOzon manyetik substrat tizerine 3B basimi.
(a) Tabla sicaklig1 23°C. (b) Tabla sicakligi 17°C
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Sekil 5.19.°de GELMAZ20 hidrojelinin Cizelge 4.3.’de belirtilen basim parametreleri ile
APTES kaplama islemi gormiis EcoFlex-APTES substrat iizerine basildigi deneyin
goriintiileri verilmistir. Tabla sicakliginin hem 23°C hem de 17°C’deki basim denemeleri
basarili olmamistir. GELMA20 hidrojeli en diisiik temas agisina sahip substratta dahi
23°C’de yiizeyde tutunamamis, 17°C’de ise bir miktar tutunsa dahi yiizeyde siv1 sekilde bir

y1gilma meydana gelmistir.

Sekil 5.19. GELMAZ20 hidrojelinin EcoFlex-APTES manyetik substrat {izerine 3B basimi.
(a) Tabla sicakligr 23°C. (b) Tabla sicakligi 17°C

GELMAZ20 ile yapilan denemelerin sonuglart GELMA10 ile yapilan denemeler ile aym
sekilde sonuglanmis olup, yiizey islemleri yapilsa dahi basim malzemesinin istenilen
diizeyde 3B basim yapmaya uygun olmadig1 anlasilmistir. Ayrica tabla sicakliginin 23°C
oldugu deneylerin 3B basim i¢in uygun olmadigi anlasilmis olup, GELMAIg201 deneyleri
sadece 17°C’de yapilmustir.
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Sekil 5.20.’da GELMAIg201 hidrojelinin Cizelge 4.3.’de belirtilen basim parametreleri ile
17°C tabla sicakliginda (a) EcoFlex, (b) EcoFlex-UVOzon, (c) EcoFlex-APTES substratlari
tizerine basildig1 deneyin goriintiileri verilmistir. Bu kompozisyonda yiizey islemi gérmemis
EcoFlex substratta kenarlar1 belli olan ancak orta kisimlarin yine sivi kaldigi bir basim
gerceklesmistir (a). ECOFlex-UVOzon substratinda ise ilk defa basim siireci durdurulmamis
ve ikinci katmanin da basilmasina izin verilmistir. Ancak yeterli temas agis1 olmadigi igin
tiim desenler birlesmistir (b). Son olarak EcoFlex-APTES substrati {izerinde yapilan 3B
basim ¢alismasi olumlu sonug¢ vermistir. Basim siireci hi¢ durdurulmadan GelMAIlg201
hidrojeli ile yapilan uygulamada tasarlanan tiim desenlerin yaklasik Olciilerde basilabildigi
gozlenmistir (¢). Temas agis1, tabla sicakligit ve GELMA ve aljinat miktarinin bu verilerle
optimize edildigi anlasilmistir. Deneylerin bundan sonrast GELMAIg201 kompozisyonuna

sahip hidrojel ile gergeklestirilmistir.

Temas Aglsi: 97 °

)

Temas Aglsl: 85 °

-ﬁ‘—

Temas Agisi: 45 °

Sekil 5.20. GELMAIg201 hidrojelinin 17°C tabla sicakliginda 3B basimi. (a) 97° temas
acisina sahip EcoFlex substrat iizerine basim. (b) 85° temas agisina sahip EcoFlex-UVOzon
substrat {izerine basim. (c) 45° temas ac¢isina sahip EcoFlex-APTES substrat iizerine basim.
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Tasarlanan desen Olgiileri ile gerceklesen basim Olgiilerinin kiyaslamasi i¢in 1,5 mm ve 2
mm genislige sahip desenler tasarlanmis ve optimize edilen parametrelerde basilmistir.
Gergeklesen desen olgiileri her iki tasarimdan bir miktar fazla ger¢eklesmistir. 2 mm olarak

tasarlanan desenin hata pay1 1,5 mm olana gore daha fazla gergeklesmistir (Sekil 5.21.).

Basilan desen genisligi (mm)
R
i

15 2
Tasarlanan desen genisligi (mm)

Sekil 5.21. Tasarlanan dlgiiler ile gergeklesen Olciiler arasindaki fark.

GELMAIg201 hidrojelinde bulunan GELMA foto-¢apraz baglanabilir sekilde tiretilmisti.
Aljinat ise CaCl; ile gapraz baglanabilir bir polimerdir. Bu nedenle GELMA ve aljinat
Boliim 4.2.2.4.°de anlatildig1 sekliyle ayr1 ayri capraz baglanmistir. Capraz baglamanin sirasi
ile desenlerin korunumu arasindaki iliski, 6nce foto-¢apraz baglama, sonra CaClz ve tam

tersi olacak sekilde iki farkli sekilde deney yapilarak izlenmistir.

3B basim yapildiktan hemen sonra uygulanan mavi LED 1s1kla yapilan foto-¢apraz baglama
sonrast desenlerin ¢oktiigii ve birbiri ile kaynastigi gézlenmistir (Sekil 5.22.). Bu nedenle
once foto-capraz baglamanin uygun olmadigi diisiiniilerek capraz baglamada Oncelik
CaClz’e verilmistir. 3B basim sonrasi hidrojel iizerine 4°C’ye sogutulmus 0,25M CaCl;
puiskiirtiilerek once aljinat capraz baglanmis ve 5 dk. beklemenin ardindan foto-g¢apraz
baglama i¢in mavi LED 1s1k uygulamasi yapilmistir. Sekil 5.23.’de de goriildiigii lizere Sekil
5.22.’e gore once CaCl. piiskiirtmesi, sonra 151k uygulamasi sonrasi desenlerin basildigi

haliyle korundugu izlenmistir.
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Baski Sonrasi Foto-capraz baglama sonrasi

Sekil 5.22. 3B basimdan hemen sonra uygulanan foto-¢apraz baglama sonrast desenlerin
durumu.

Baski Sonrasi

CaCl, capraz baglama sonrasi Foto-capraz baglama sonrasi

Sekil 5.23. 3B basimdan hemen sonra CaCl2 piiskiirtmesi ile ¢apraz baglama ve ardindan
mavi LED 1s1k kullanilarak foto-¢apraz baglama sonras1 desenlerin durumu.
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5.2.4. ALJINAT LIYAZ UYGULAMASI BULGULARI

3B basim c¢alismalari  optimize edilirken, tekrarlanabilir diizgiin  basimlar
gergeklestirebilmek i¢in vizkozite ve substratin temas agis1 arasinda bir iliski oldugundan
bahsedilmisti. Bu optimizasyonlarda, asamasinda substratin temas agisinin miimkiin oldugu
kadar diigiiriilmesine ragmen diizglin basim alinamadigi 5.2.3. boliimiinde gosterilmistir. Bu
sorunun ¢oziimii ig¢in hidrojel vizkozitesi %1 (a/h)’lik aljinat malzemesi katkisi ile
artirilmistir. Sekil 5.24.’de aljinat liyaz enzimi uygulanmayan 6rnegin SEM goriintiisti
verilmistir. Yapida herhangi bir gozeneklilik bulunmadigi anlasilmistir. 3.glinde yapilan
phalloidin/DAPI boyamasi hiicrelerin bu go6zeneksiz ortamda hayatta kalamadigini

gostermektedir.

'
ta \ '
SEM HV: 6.0 kV Det: SE I I T GAIA3 TESCAN
SEM MAG: 250 x Bi: 4.00
View field: 830 ym Scan speed: 4 HUNITEK

SEMHV: 6.0kV | Det: SE | 11 111 GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 50 x BI: 4.00 1mm
View field: 4.15 mm Scan speed: 4 HUNITEK

Sekil 5.24. Aljinat liyaz enzimi uygulanmamis 6rnegin SEM goriintiisii. (a) S0X biiyiitme,
(b) 250X biiyiitme.
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Hiicre canliligini artirmak ve yayilimini tesvik edebilmek i¢in ¢apraz baglamanin ardindan
hidrojeldeki aljinat igerigi 24. saatte aljinat liyaz enzimi yardimiyla yapidan ¢ikarilmigtir.
Aljinatin yapidan ¢ikarilmas1 mekanik dayanimi bir miktar diistirse de hiicre yayilimi igin
yeterli gdzeneklilik bu sekilde saglanmistir. Uygulanan aljinat liyaz enzimi sonrasi, yapida

50-100 mikron arasi ¢esitli caplarda gozenekler olustugu Sekil 5.25.”de goriilmektedir.

GAIA3 TESCAN

¥
SEM HV: 6.0 kV Det: SE
SEM MAG: 250 x Bl: 4.00 200 pm
View field: 830 ym Scan speed: 6 HUNITEK

SEMHV:6.0kV | Det: SE GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 50 x Bl: 4.00

View field: 4.15 mm Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 5.25. Aljinat liyaz uygulamasi yapilmis 6rnegin SEM goriintiisii. (a) 50X biiylitme, (b)
250X biiyiitme.
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Aljinat liyaz uygulamasi dncesi C2C12 hiicrelerinin yap1 icerisindeki durumu incelenmek
tizere 3 giinliik bir hiicre kiiltiiri deneyi yapilmis ve hiicrelerin hidrojel igerisinde bir yayilim
gosteremedikleri gozlenmistir. Phalloidin boyasindan yer yer sinyal alinmasina ragmen
DAPI boyasindan hig sinyal alinamamistir (Sekil 5.26. (a)). Aljinat liyaz uygulamasi yapilan
hidrojele uygulanan boyamalarda ise hiicrelerin yayilmaya basladiklart hem aktin hem de

hiicre ¢ekirdeginden alinan sinyal ile dogrulanmistir (Sekil 5.26. (b)).

Sekil 5.26. 3. giin Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Aljinat liyaz uygulamasi yapilmamis
ornegin floresan mikroskopi goriintiisii. (b) Aljinat liyaz uygulamasi yapilmis 6rnegin
floresan mikroskopi goriintiisii. Olgek: 100 pm.
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Aljinat liyaz uygulamasinin bir bagka etkisi ise a¢ilan porlar nedeniyle sivi emme (swelling)
kapasitesindeki degisimdir. Bu degisim 4.2.2.6. boliimiinde anlatildigi sekliyle aljinat liyaz
uygulanan (AL var) ve uygulanmayan (AL yok) 3’er ornekle 6l¢iilmiistiir. Cizelge 5.2.’de
belirtildigi sekliyle hidrojellerin yas agirhigr (Wy), kuru agirliklarina (WK) oranlanarak
kiitlece kag kat artis oldugu tespit edilmistir (Wy/WK).

Cizelge 5.2. Sisme orani testi i¢in agirliklar1 Slgiilen 6rnekler, sisme orani, ortalama ve
standart sapmasi.

Ornek  Wy(mg) Wk(mg) Sisme Oram  Ortalama Standart

(Kat) (Kat) Sapma
ALyok1 27,2 2,6 27,25
ALyok 2 45,2 4,3 21,51 21,18 5,10
ALyok 3 29,5 3,4 14,77
AlLvar1l 1172 4,3 10,46
AlLvar2 1205 5,6 10,51 9,88 0,85
AlLvar3 458 3,1 8,67

Sekil 5.27.’daki grafikte aljinat liyaz uygulamasi yapilan 6rnekler, agilan porlar nedeniyle
kuru haldeki kiitlelerinin yaklasik 20 kati1 kadar sivi emme performansi gostermislerdir.
Aljinat liyaz uygulanmayan 6rnekler ise kuru haldeki agirliklarina nazaran yaklasik 10 kat
bir sisme davramisi gostermislerdir. Yapilan istatistiksel analize gore; AL uygulamasi
yapilan Ornekler istatistiksel olarak anlamli (*p>0,05) olacak sekilde, AL uygulamasi

olmayan orneklere gore daha fazla sivi emmektedirler.

Sisme Orani (Kat)

AL Var AL Yok

Sekil 5.27. AL uygulamasi yapilan ve yapilmayan 6rneklerin sisme orani grafigi.
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Uretilen tastyici iskelelerin, AL uygulamasi dncesi ve sonrasinda kas dokusu ile mekanik
uyumlulugun incelenmesi i¢in 90° desenle iiretilen 6rnege ¢ekme testi uygulanmigtir. Aljinat
liyaz uygulamasmin yapida gozenekler olusturmasinin mekanik dayanima etkisi
incelenmistir. 4.2.2.7. boliimiinde anlatildig1 sekliyle ¢gekme testi uygulanmis ve elde edilen
verilerden gerilim-gerinim grafigi olusturulmustur. Bu grafikten yararlanilarak da 6rnegin

elastisite modiilii hesaplanmistir.

Elde edilen gerilim-gerinim grafigine gore, AL uygulamasi yapilmayan 6rnegin elastisite
modiili yaklasik 115 kPa olarak hesaplanmistir. AL uygulamasi yapilan Ornegin ise
elastisite modiilii yaklasik 22 kPa olarak hesaplanmistir (Sekil 5.28.). Dogal kas nisinin
elastisite modiiliiniin yaklagik 12 kPa oldugu literatiirden bilinmektedir. Aljinat liyaz
uygulamasi sayesinde {iretilen tasiyici iskelenin, dogal kas nisine yakin bir elastisite

modiiliine sahip olmasi da saglanmugtir.

35
—AL Var
agfl — AL Yok
25~
©
o
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=
S 15-
(D 150+
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AL Var AL Yok
0 - fr 1T 1T "1 T T "T™"™1T™/7
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Gerinim (mm/mm)

Sekil 5.28. AL uygulamasi yapilan ve yapilmayan orneklere uygulanan ¢gekme testi sonucu
elde edilen temsili gerilim-gerinim grafigi. Grafikten elde edilen elastisite modiilleri.
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5.2.5. HUCRE CANLILIGI VE YAYILIMI

5.2.5.1. Alamar Blue Testi ile Canlihik Analizi

7 giin boyunca kiiltiir edilen hiicre ytiklii hidrojeller i¢indeki hiicre sayisinin kantitatif olarak
tespit edilebilmesi i¢in 1. 3. ve 7. giinde Orneklere Alamar Blue testi uygulanmistir.
Hidrojelin hiicre konsantrasyonuna gore (2 x 10° hiicre / ml) 6rnek basima yaklasik 150.000
hiicre ekildigi hesaplanmistir. Sekil 5.29.’de verilen Alamar Blue sonuglarina gore agik
durumda kiiltiir edilen 6rneklerde 24. saat sonunda ekilen hiicrelerin yaklasik %30°u hayatta
kalmis ve sonraki giinlerde ¢ogalmay1 basarmislardir. 3. giin sonunda tiim 6rneklerin iginde
hiicre sayisinin arttig1 gézlenmektedir. 7. giin sonunda ise diiz (desensiz basilan) 6rnekler
hari¢ 30° ve 90° desenlere sahip Orneklerde ilk giine gore istatistiksel olarak anlamli
(****p<0,0001) olacak sekilde bir hiicre artisi meydana gelmistir. Diiz 6rneklerin 3. giinden
itibaren mekanik biitiinliiklerini kaybetmeye baslamasi nedeniyle test sonucunda daha az

hiicre sayisina sahip oldugu anlasilmistir.

250+ == Diz
Sk | 30 derece

‘:Q- 2004 mm 90 derece
>
g 1504 % #p<0.0001
<
o 100+ %
S %
T 50

| a0l &

Zaman (Giin)

Sekil 5.29. Alamar Blue canlilik analizi grafigi. 1. 3. ve 7. glinde agik durumda kiiltiir edilen
ornekler icerisinde canliligini siirdiiren hiicre sayilari.

Diiz orneklerin 3. giinden itibaren mekanik biitlinliiklerinin bozuldugunun gézlenmesi

nedeniyle katlanarak rulo yapilan 6rneklerde bu deney grubu ¢ikarilmstir.
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Sekil 5.30.’de verilen Alamar Blue sonuglarina gore rulo halde kiiltiir edilen 6rnekler
icindeki hiicrelerin 1.glin sonunda yaklasik %15°1 hayatta kalmig ve sonraki giinlerde
cogalmay1 basarmislardir. 3. giin sonunda 6rneklerin igerdigi hiicre sayisinda goreceli de
olsa bir miktar artig gézlenmektedir. 7. giin sonunda ise her iki grup ornekte de ilk giine

kiyasla istatistiksel olarak anlamli (**p<0,005) bir derecede artis gézlenmektedir.

250- 30 derece
B 90 derece
o 200+
- *n<0.005
>
o 1504
;‘ *%k
®
o 100
o
=
I

Lz 71
1 3 7

Zaman (Giin)

i
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Sekil 5.30. Alamar Blue canlilik analizi grafigi. 1. 3. ve 7. giinde rulo halde kiiltiir edilen
ornekler icerisinde canliligini siirdiiren hiicre sayilari.

Acik ve rulo haldeki 6rnekler hiicre sayist bakimindan kiyaslandiginda tiim giinlerde rulo
halde kiiltiir edilen 6rneklerin daha az hiicre yogunluguna sahip olduklar1 gézlenmistir. Her
iki grupta da 3. giinden sonra hiicrelerin gogalma hizlar1 artis gostermis ve 7. giin sonunda

farkli derecelerde olsa da istatistiksel olarak anlamli artiglar gergeklesmistir.
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5.2.5.2. Hiicre Morfolojisi ve Yayillim

Hidrojel igerisinde hiicrelerin yayilimini1 ve morfolojik durumunu gézlemlemek icin deney
gruplar1 (A¢ik-Diiz, A¢ik-30°, A¢ik-90° Rulo-30° ve Rulo-90°) f-aktin (Phalloidin) ve hiicre
cekirdegi (DAPI) boyamasina tabi tutulmustur.

Acik-Diiz grubunda 7 giinliik deney siirecinde, ayn1 Alamar Blue testindeki gibi mekanik
biitiinliik 3. giinden sonra bozulmustur. Sekil 5.31.’da 1. giin boyamasi floresan mikroskopi
goriintiileri verilmektedir. Goriintiilere gore hiicrelerin katmanlar1 olusturan hidrojel
cizgileri kenarlarinda tutunduklar1 ve hayatta kaldiklar1 gézlenmektedir. 3. giinden sonra
mekanik biitiinliik bozulsa dahi Sekil 5.32.’de goriildiigli lizere 7. glinde hidrojel iginde

kalmis olan hiicreler belirli bir diizen gostermeksizin yayilmiglardir.

Acik-30° grubunda Sekil 5.33.’de 1. giin boyama goriintiileri verilmektedir. 1. giinde
hiicreler Acik-Diiz grubunda oldugu gibi alt katman c¢izgileri boyunca tutunup hayatta
kalmislardir (). 1. giinde iist desenler tizerinde az sayida hiicre gézlenmistir. 7. glin boyama
goriintiilerinin verildigi Sekil 5.34.”de ise alt katmanlardaki hiicrelerin alt katman1 olusturan
basim c¢izgileri ekseninde ydnlenerek yayildiklari (b), desen iizerindeki hiicrelerin ise
desenin 30°’lik egimini takip ederek yayildiklart gozlenmektedir (c). Tiim hidrojel dikkate
alindiginda, hiicrelerin yogunlastigi ve daha az hiicrenin yayildigi bolgeler oldugu

gbzlenmektedir. Tiim hidrojel izerinde hiicre yayilmasinin heterojen oldugu tespit edilmistir

().

Sekil 5.35.’de A¢1k-90° grubunun 1. giin boyama sonuglari verilmektedir. Diger gruplara
benzer sekilde 1. giin sonunda hiicreler alt katman cizgileri etrafinda tutunup hayatta
kalmislardir (a). Desenler {izerinde ise diger gruplara benzer sekilde az miktarda hiicre
gbzlenmektedir. Ayni grubun 7. giin boyama goriintiileri Sekil 5.36.’de verilmektedir. A¢ik-
30° grubuna benzer sekilde A¢ik-90° grubunda da yer yer hiicrelerin yogun ve daha az yogun
oldugu yerler bulunmaktadir (a). Alt katmanlardaki hiicrelerin basim ¢izgileri ekseninde
yonlenerek yayildiklari, ayrica desenlerdeki hiicrelerle de birlestikleri gézlenmektedir (b).
Desen iizerindeki hiicrelerin ise 90°’lik eksen boyunca popiilasyonlarini artirdiklar: ve alt

katmana gore daha yogun popiilasyona ulastiklar1 gdzlenmektedir (c).
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Rulo seklinde katlanarak kiiltiir edilen 6rneklerden alinan kesitler sadece 7. giinde boyamaya
tabi tutulmustur. Rulo-30° i¢in Sekil 5.37.’da boyama goriintiileri verilmistir. Rulo halindeki
kesit goriintiilerinde desenler ayirt edilememistir. Ana govde {lizerinde yer alan hiicrelerin
igten disa dogru bir halka seklinde yonlendigi gézlenmistir (a). Hiicre morfolojisi enine kesit
alindig1 icin ¢ok net se¢ilememekle birlikte, hiicre ¢ekirdegi ve f-aktin goriintiisii iist liste

bindirildiginde eslestikleri goriilmektedir (b).

Rulo-90° grubu i¢in boyama goriintiileri Sekil 5.38.”de verilmistir. Rulo-30° grubu ile benzer
sekilde bir hiicre ve ¢ekirdek morfolojisi izlenmistir. Hiicre yogunlugu, acik gruplardaki
gibi heterojen olarak gozlenmistir. Kesit goriintiilerinde desenler ayirt edilememistir. Enine

kesitte Phalloidin boyamasindan halka benzeri sinyaller alinmistir.
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Aci1k-Diiz Phalloidin-DAPI

Sekil 5.31. A¢ik-Diiz 6rneklere 1. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
pm, (b) Olgek: 50 um
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Ac¢ik-Diiz Phalloidin-DAPI

7. giin

Sekil 5.32. Agik-Diiz érneklere 7. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
um, (b) Olgek: 50 um
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A¢1k-30° Phalloidin-DAPI

1. giin

Sekil 5.33. A¢ik-30 orneklere 1. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
um, (b) Olgek: 50 pm
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Ac1k-30° Phalloidin-DAPI

Sekil 5.34. Agik-30 drneklere 7. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
um, (b) Alt katmandan alinmis yakinlastirma. Olgek: 50 um (c) Desen iizerinden alinmis
yakinlastirma. Olgek: 50 pm
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Ac1k-90° Phalloidin-DAPI

1. giin

Sekil 5.35. A¢ik-90 &rneklere 1. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
pm, (b) Olgek: 50 um
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Ac1k-90° Phalloidin-DAPI

Sekil 5.36. A¢ik-90 &rneklere 7. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
pm, (b) Alt katmandan alinmis yakinlastirma. Olgek: 50 um (c) Desen iizerinden alimis
yakinlagtirma. Olgek: 50 um
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Rulo-30° Phalleidin-DAPI

7. giin

Sekil 5.37. Rulo-30 &rneklere 7. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
pm, (b) Olgek: 50 um
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Rulo-90° Phalloidin-DAPI

Sekil 5.38. Rulo-90 &rneklere 7. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200
pm, farkl bélgelerden alinmis yakinlastirmalar; (b) Olgek: 50 um (c) Olgek: 50 pm
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5.2.6. IMMUNFLORESAN BOYAMA BULGULARI

30°ve 90° desenli 6rnekler hem agik halde hem de rulo halde kiiltiir edildikten sonra 7. giinde
MyoD1 belirteci ile muamele edilmistir. Kas spesifik bir belirteg olan MyoD1, kas hiicresi

farklilasmasinda diizenleyici etkisi olan bir proteindir.

Acik-30° grubundan alinan MyoD1/DAPI boyama floresan mikroskopi goriintiileri Sekil
5.39.’de verilmektedir. Ornek iizerinden hem alt katmandan hem de desen iizerinden ayr1
ayr1 goriintii alinmistir. Hiicre yogunluguna kiyasla MyoD1 belirtecinin desenler iizerinde
alt katmana kiyasla ¢cok daha fazla ifade edildigi gozlenmektedir (a). Desenler iizerinde
MyoD1 ifadesi, ¢ogunlukla desen kiyisina yakin kisimlarda artmaktadir. Beyaz okla
gosterilen kisimlarda fiizyona ugramis ¢ok ¢ekirdekli hizalanmis hiicreler goriilmektedir (b).
Alt katmanlar {izerinde ise desenlere nispeten daha az ifade gozlenmektedir. Hiicre
¢ekirdeginden anlasildigina gore hiicrelerin alt katman geneline yayildigi anlasilmaktadir.
Ancak daha ¢ok desenler etrafindaki hiicrelerin hem kendi i¢lerinde hem de desendeki hiicre

grubuyla flizyona ugrayarak ¢ok ¢ekirdekli hiicreleri olusturduklar gézlenmektedir (c).

Acik 90° grubundan alinan MyoD1/DAPI boyama floresan mikroskopi goriintiileri Sekil
5.40.’da verilmektedir. Ornek iizerinden hem desenlerden hem de alt katmandan ayr1 ayr
yakinlagtirmalar yapilmistir. A¢ik-30° grubuna benzer sekilde bu grupta da MyoD1 belirteci
hiicre yogunluguna kiyasla desenler iizerinde bariz sekilde daha fazla ifade edilmistir (a).
Ac1k-30° grubundan farkli olarak A¢ik-90° grubunda desenler iizerinde MyoD1 ifadesi tiim
deseni boydan boya kaplamustir. Flizyona ugramis ¢ok ¢ekirdekli hiicreler desenler tizerinde
yogun sekilde gézlenmektedir (b). Alt katmanlar {izerinde ise desenlere nispeten daha az
ifade gozlenmektedir. Hiicre ¢ekirdegi dagilimindan alt katmanin hiicrelerle kapl oldugu
sonucu ¢ikarilmistir. Ancak MyoD1 ifadesinin desenlerle etkilesim kuran hiicreler etrafinda

yogunlastig1 dikkat cekmektedir (c).

Rulo-30° grubundan alinan kesitlerin MyoD1/DAPI boyama floresan mikroskopi
goriintiileri Sekil 5.41.°da verilmektedir. Bu grupta orneklerin i¢ yapisinda kalan desenler
ayirt edilememistir.  Bu 6rneklerde MyoD1 ifadesinin i¢ kisimlarda yogun oldugu
gozlenmektedir. I¢ kisimlardan orta kisimlara dogru MyoD1 ifadesinin azaldig

gbzlenmektedir.
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Rulo-90° grubundan alinan kesitlerin MyoD1/DAPI boyama floresan mikroskopi
goriintilleri  Sekil 5.42.°de verilmektedir. Bu grupta desenlerden birinin izlenmesi
basarilmistir. Desen ve alt katman anlasilmasi agisindan beyaz kesikli cizgiler ile goriintii
tizerinde gosterilmektedir. Acik gruplardakine benzer sekilde desen bolgesinin orta
bolgelere gore MyoD1 ifadesi seviyesinin daha fazla oldugu gozlenmektedir. Hem hiicre
cekirdegi popiilasyonu hem de MyoD1 ifadesi acisindan, Agik gruba kiyasla bu 6rnekler
daha homojen bir yapi sergilemektedirler. Ayrica, bu 6rnekte i¢ kisimlarda flizyona ugramis
¢ok ¢ekirdekli hizalanmis hiicreler oldugu, hiicre ¢ekirdegi sinyali ve MyoD1 sinyalinin
cakistigi noktalarda gozlenmektedir (c). Hesaplanan MyoD1 hiicre c¢ekirdegi basina
ortalama boyama yogunlugu grafigi Sekil 5.43’de verilmistir. Grafige gore her iki grupta da
30° ve 90° desenli modeller arasinda istatiksel olarak anlamli bir boyama yogunlugu farki
gbzlenmemistir. Diger yandan Rulo edilmis grubun hiicre ¢ekirdegi basina MyoD1 boyama
yogunlugu, Acik gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksek

bulunmustur.
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Ac1k-30° MyoD1-DAPI

Sekil 5.39. A¢ik-30 6rneklere 7. giinde yapilan MyoD1/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200 um,
(b) Desen iizerinden alinmis yakinlastirma. Olgek: 50 pm (c) Alt katmandan alinmis
yakinlastirma. Olgek: 50 pm
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Ac1k-90° MyoD1-DAPI

Sekil 5.40. A¢ik-90 6rneklere 7. giinde yapilan MyoD1/DAPI boyamasi. (a) Olgek: 200 um,
(b) Desen iizerinden alinmis yakinlastirma. Olgek: 50 pm (c) Alt katmandan alinmis
yakinlastirma. Olgek: 50 pm
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Rulo-30° MyoD1-DAPI

Sekil 5.41. Rulo-30 6rneklerden alinan kesitlere 7. giinde yapilan MyoD1/DAPI boyamasi.
(a) Olgek: 200 um. Farkli bolgelerden yakinlastirmalar; (b) Olgek: 50 um (c) Olgek: 100 pm
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Rulo-90° MyoD1-DAPI

Sekil 5.42. Rulo-90 &rneklerden alinan kesitlere 7. giinde yapilan MyoD1/DAPI boyamasi.
(a) Olgek: 200 um, Farkl1 bdlgelerden yakinlastirmalar; (b) Olgek: 100 pm (c) Olgek: 50 pm
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

6.1.1. SICAKLIK DUYARLI HIiDROJEL PLATFORMU CALISMASININ
DEGERLENDIRILMESI

Bir akrilamid tiirevi olan P(NIPAm), en yaygin kullanilan sicakliga duyarli polimerlerden
biridir. Bu polimerin en 6nemli 6zelliklerinden biri, dogrudan 1sitma ve sogutma dongiisii
uygulandiginda, sahip oldugu hidrofilik ve hidrofobik gruplar arasi sicakliga bagh bir faz
gecisi gostermesidir (82). Diusiik kritik ¢ozelti sicakligt (LCST) adi verilen sicaklikta
gerceklesen bu faz degisimi sayesinde su emme (ing. swelling) ve biiziiserek suyu birakma
(ing. shrinking) kapasitesinde dikkate deger degisikler meydana gelmektedir. Fizyolojik
sicakliklarin (37°C) altinda bir LCST sicakligina (32°C) sahip olmasi, NIPAm’1 biyolojik
uygulamalar i¢in uygun bir aday yapmaktadir. Ancak, dogrudan 1sitma ve sogutma yontemi,
ozellikle P(NIPAm) tabanl platformlarin katlanma kontroliinde sorunlara neden olabilir. Liu
ve arkadaslari, degisen dalga boylarina sahip bir 151k kaynagi kullanarak kontrollii bir sekilde
renkli menteselerle 6nceden gerilmis polistiren (PS) levhalar1 katlamak i¢in bir teknik
gostermistir (83). Bu renklendirilmis malzemeler 15181 belirli bir dalga boyunda emdikge,
151k tarafindan tretilen 1s1 nedeniyle renkli alanlarin sicakligi artar ve PS tabakalarinin
katlanmasina neden olur. Isik kaynaginin dalga boyu ve boya tarafindan yapilan absorpsiyon

miktari, bu kendi kendine katlanma stratejisinde anahtar parametrelerdir.

6.1.1.1. Katman Tasarmminin EtKisi

Hidrojel platformlari, iki katman sicakliga duyarli malzeme ve bir katman pasif, yanit
vermeyen malzemeye sahip olacak sekilde ti¢ katmanli olarak iiretildi. Burada pasif katman
aktif katmana bir yiikk olarak tasarlanmaktadir. Pasif katmanin temelde amaci farkli
uygulamalar i¢in hidrojel platformunun modifiye edilebilme kabiliyetini 8lgmektir. Ornegin
bu katman hiicre yiiklii olabilir ya da ilag tagiyabilir. Bu tasarim sayesinde aktif katmanin
uyaran altinda degistirecegi sekille birlikte pasif katmani da kendisiyle birlikte hareket ettirip

ettiremeyecegi analiz edilmistir.

4.2.1.1. bolimiinde anlatildig1 sekilde {iiretilmis olan ilk 6rnekler desen renklendirmesi

icermemekteydi ve sadece aktif desen katmani ve pasif katman olmak iizere iki katmandan
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meydana gelmekteydi. Sadece iki katmandan meydana gelen 6rneklerde LCST sicakliginin
tizerinde aktif katmanda faz gegisi gostergesi olan seffafliktan beyaz renge doniisim

gozlenmis olsa da herhangi bir hareket meydana gelmemistir.

Uygulanan tasarim, platformun hareketini kontrol etmek i¢in su sekilde ¢alisir; aktif hidrojel
katmani, oda sicakliginda tepki vermeyen kisim ile birlikte sulu bir ortamda siser. Ortamin
sicakligr arttikca aktif katmanin hacmi hizla kiigiilmeye baslarken, tepki vermeyen katmanin
hacmi hemen hemen sabit kalir. Biiziilmedeki bu fark, katmanlar arasinda bir gerilim yaratir
ve platformun kendi kendine katlanmasina neden olur. Ancak, iki katmandan meydana gelen
orneklerde bir hareket gozlenmemesi, desenlerin pasif katmani kendileri ile birlikte
kaldiracak yeterli gerilimi liretemedigi seklinde degerlendirilmistir. Bu sorunu agmak igin
pasif katmanin yiizeyini kaplayacak sekilde yapiya ikinci bir aktif katman (orta katman)
eklenmistir. Bu tasarimdaki orta katmanin islevi, katmanlar arasindaki gerilimi artirarak

desenlerin dikte ettigi hareket yoniinii pasif katmana iletmektir.

6.1.1.2. Direkt Isttmanin Hidrojel Platformlar Uzerine Etkisi

Ik deneylerde aktif katmanlar, 1s1kla aktive edilmek yerine, dogrudan LCST nin iizerinde
bir sicakliga (~40°C) 1sitilan su ortami iginde aktive edilmistir. Direkt olarak ortamin
1s1tilmasi, orneklerin istenildigi sekliyle homojen olarak katlanmasini saglayamamis bunun
yerine rastgele biiziilmeler gozlenmistir (Sekil 5.2.). Sicakligin sabit oldugu 75 dk’lik bu
deneyde faz degisim gostergesi olan seffafliktan beyaz renge doniistim 15. dk’dan itibaren
goriilmeye baslamistir. Baz1 desenler digerlerinden daha 6nce beyazlamaya basladigi icin
ortamdan Ornege sicaklik gegisinin homojen olarak saglanamadig diisiiniilmektedir. Ancak
bu 6zelligin, yani desenlerin alttaki aktif katmandan 6nce 1sinmasinin, desenlerin hacminde
oncelikli bir azalmaya yol ac¢tigin1 bunun da hareket yoniini belirledigi anlasilmigstir. 45.
dk’dan sonra tiim desenin aktive oldugu Sekil 5.2.°den goriilmektedir. 75 dk sonunda
ornegin homojen olmayan bir sekilde rastgele biiziildiigli degerlendirilerek deney

sonlandirilmistir.

6.1.1.3. Katlanma Kontroliiniin Isik Aydinlatmasi ile Saglanmasi

Direkt 1sitma ydnteminde istenilen kontrollii katlanmanin saglanamamast nedeniyle,

ornekler iizerindeki sicaklik artisinin homojen sekilde artirilmasi ve ayrica olgiilen tepki
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stiresinin (30-45 dk) de kisaltilmasinin gerekli oldugu goriilmiistiir. Bu noktadan hareketle,
tiim ortamin 1sitilmasindan ziyade sadece aktif katmanlarin homojen sekilde 1sitilmasi fikri
dogmustur. Aktif katmanlar iizerinde yogunlagacak bir aydinlatmanin 1siy1 o bolgede
artiracagl ve katlanma kontroliiniin izlenecegi deney diizeyi Sekil 4.3. (d)’de gosterildigi
sekliyle kurulmustur. Mavi bir LED 151k (470 nm, 50 W) ile muamele edilen 6rneklerde
istenildigi sekliyle bir hareket gézlenememistir. Isigin ortam sicakligini da artiramadigi 40

dk.’lik deneyde LCST sicakligina ulasilamadigi izlenmistir (Sekil 5.3.).

LCST sicakligini hizli bir sekilde belirlenen bolgede (lokal olarak) asmak i¢in, gonderilen
mavi 15181 absorbe etmesi planlanan desenler daha fazla 15181 emmek i¢in renklendirilmistir.
Ug farkli derisimde yapilan renklendirme sonras1 hacimce %3 ’liik renklendirmenin en uygun
miktar oldugu anlasilmistir (Sekil 5.4.). %1 lik renklendirmenin 1s1k absorbsiyonu i¢in
yetersiz kaldigi, %5 renklendirmenin ise polimer soliisyonunu seyrelterek tepki siiresi ve

katlanma ag¢isin1 olumsuz etkiledikleri diigiiniilmektedir.

Aktif renkli desenlerin iki islevi vardir: Birincisi, desenler hareketin yoniinii belirler ve
ikincisi, renklendirme, hareketin kontroliinii saglayacak bir onciil 1sinma saglar. Boyalar
tarafindan 151810 emilmesi nedeniyle renkli desenler, renksiz orta aktif katmandan once
diisiik kritik ¢ozelti sicakligina (LCST) ulasarak hareketi baslatir. Isinma 1s1ikla devam
ettikge 1s1 renksiz orta aktif katmana da yayilir ve bu katmanda LCST'yi geger. Akabinde
kendisine bagli pasif katman1 desenlerin belirledigi yonde kaldirarak katlamay1 tamamlar.
Dogrudan 1sitmaya gore, ornekler iizerinde 151tk aydinlatmasi ile 1s1 iiretimi, yalnizca
sicakliga bagl olarak ayarlanabilir bir faz gegisine izin vermekle kalmamis, ayn1 zamanda

platformlar i¢in ¢ok daha hizli bir katlama oran1 saglamistir (Sekil 5.5. (b)).

Platformlar iizerindeki hareketin temeli katmanlar arasi yiizey gerilimidir. Bir 151k
kaynagindan aktarilan enerji ile hidrojel tizerindeki belirli bir alanin lokal olarak 1sitilmasina
dayanmaktadir. Hidrojel platformunda akrilik boyalarla renklendirilen spesifik alan
oncelikle 15181 emer ve 1s1 artisina neden olur. Bu lokal 1s1 artis1, lokal bir biiziillmeye neden
olur. Boyanin 151k emme oran1 ne kadar yiiksek olursa katlanmanin o kadar hizli oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 5.5. (b) ve (c)). Liu'nun ¢alismasi, boyanin 151k emme kapasitesinin,
15181n dalga boyu ve boyanin rengi tarafindan belirlendigini ve Sar1 rengin, mavi 15181 diger

renklere gore daha fazla emdigini rapor etmektedir (83). Arastirma bulgularimizda da
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gordiigiimiiz lizere, sar1 renkli desenler tizerindeki 1s1 diger renkli desenlere gore daha erken
ve daha fazla gerceklesmistir. Bu durum da hem tepki siiresini daha asagiya ¢ekmis hem de
uygun desenle bir araya getirildiginde istenilen son seklin hem tiibiiler hem de dort kol

kapanmasi, elde edilmesini saglamistir.

6.1.2. 4B BASIM ILE URETILEN TASIYICI ISKELE SISTEMININ
DEGERLENDIRILMESI

Calismamizin bu béliimiinde, hiicre canlilig1 ve yayilmasi i¢in uygun bir yap1 olan jelatin
malzemesinin 4B basim stratejisi lizerinde durulmustur. Jelatin %85-90 oraninda protein,
mineral tuzlar ve sudan olusan biyo-uyumlu oldugu iyi bilinen bir polimerdir (84,85). Tip |
kolajenin bir tiirevi olan jelatin ¢ok gesitli gida, kozmetik ve farmasétik uygulamalarda
kullanilmaktadir (86). Genellikle kolajenin f{iglii sarmal yapisinin 1s1 ve enzimatik
denatiirasyon gibi islemlerle geri doniisiimsiiz sekilde hidrolizlenmesiyle elde edilir. Bu
nedenle, jelatin kolajene ¢ok benzer bir molekiiler bilesime sahiptir (87). Kolajenin hiicre
ECM’nin ana bilesenlerinden biri oldugu diistiniildiigiinde, jelatin, in-vitro hiicresel gelisim
icin kolajen gibi benzer biyo-uyumlu malzeme islevlerini yerine getirme kapasitesine
sahiptir. Jelatin s1g1ir kemikleri, balik, domuz derisi gibi ¢esitli kaynaklardan kolaylikla elde
edilebilir olmasi agisindan da ekonomiktir. Cesitli kaynaklardan elde edilen jelatinin biyo-
uyumlulugu iizerine yapilan ¢alismalar, memeli hiicrelerinde toksisite, antijenite ve diger
olumsuz etkilere neden olmadiklarin1 gdstermistir. Ancak toksisite, jelatini ¢apraz baglamak

tizere kullanilan gesitli reaktiflere bagli olarak ortaya ¢ikabilir (88).

Jelatin kullanimi asagidaki nedenlerle kolajen gibi ECM proteinlerine goére popiilerlik
kazanmigtir: (i) ECM proteinlerine gére ucuz ve kolay temin edilebilir. (ii) ECM
proteinlerine gore kolay ¢oziinebilir. (iii) Kolajenin hiicre tutunmasi ve yayilimi i¢in igerdigi
onemli yapilari igerir. (iv) Farkli tiirlerden elde edilen jelatin diger tiirler i¢in ¢ogunlukla
uyumludur, biyolojik olarak pargalanabilir ve hiicrelerde antijenite ve toksisiteye neden
olmaz (85). Bununla birlikte, doku miihendisligi i¢in baz1 dezavantajlara da sahiptir. Jelatin
bazli malzemeler zayif mekanik 6zelliklere sahiptir ve nispeten daha kisa siirede biyo-

bozunmaya ugrarlar (89).

Jelatin, capraz baglamasinin kolaylastirilmasi ve toksik reaktiflere gerek duyulmamasi igin

metakrilat reaksiyonu ile foto-capraz baglanabilir hale getirilebilir. Literatiirde jelatin
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metakrilat (GELMA) adiyla bilinen bu polimer son yillarda 3B hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
siklikla kullanilmaktadir. UV 151k bu polimerin capraz baglamasi i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Ancak UV 1s181n hiicre canlilifina verdigi zarar gbz oniine alindiginda
daha diisiik enerjili 1s1klarla ¢apraz baglamanin doku miihendisligi uygulamalari i¢in daha
uygun olacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda goriiniir 151k dalga boyunda olan
(470nm) mavi 151k kullanilmigtir. Mavi 15181n daha diislik enerjili oldugu goz Oniine

alindiginda UV 15181n hiicre canliligina verdigi zarar elimine edilebilir.

GELMA gibi diisiik viskoziteli malzemelerle 3B basim yontemi kullanilarak ¢ok katmanli
tasarimlar iiretmek, katmanlarin yikilmasi ya da birlesmesi nedeniyle ¢ogu zaman miimkiin
olmamaktadir. Bu sorunlar1 agmak i¢in vizkozite veren ek hidrojeller kullanmak, destek
banyosuna basim yapmak, tasarim disindan destekler basmak, her katman basimi sonrast
capraz baglama yapmak gibi c¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Ancak bu tekniklerin de
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin; destek banyosu ya da dis destek kullanimi igne
ucunun tikanmasi ve destek temizleme gibi ek adimlar gerektirmesi nedeniyle istenilen
seklin basilmasini giiglestirmektedir ya da basimi kolaylastiran vizkozite artisinin hiicre
canlilifina ve yayilimina negatif etkisi bulunmaktadir. Bu tekniklere alternatif olarak, 4B
basim teknigi de son yillarda ilgi ¢ekmektedir. Kisaca 4B basim, 3B basim ile ilk sekli
verilmis basit ve nispeten daha az katmanli bir tasarimin, haricen verilen bir etki ile belirli
bir zaman araliginda daha kompleks olan son sekline evrilmesi olarak tarif edilebilir. Bu
tezde, diistik vizkozite ile kas dokusu hiyerarsisine benzer nitelikte i¢ i¢e gegirilmis rulo bir

yapinin liretimi, 4B basim stratejisi ile ele alinmustir.

6.1.2.1. GELMA Uretiminin Degerlendirilmesi

Manuel pH ayar1 gerektirmedigi ve laboratuvarda hali hazirda siklikla kullanilan bir tampon
olmas1 nedeniyle ilk olarak PBS tamponu yontemi kullanilarak sentez gergeklestirilmistir.
Ancak bu sentezlenen GELMA’lar 1 dk’dan kisa siireli 151k maruziyeti ile capraz
baglanamamistir (Sekil 5.8.). Bu nedenle literatiirde siklikla kullanilan diger bir yontem olan
CB tampon sentezi yapilmistir. Diger yandan, iki farkli regete ile tiretilen GELMA’lar
liyofilizasyon sonunda kuru agirliklar1 agisindan degerlendirildiginde PBS tamponu ile
tiretilen grupta reaksiyon sonunda, baslangi¢ jelatin kuru agirliginin ortalama %30’u elde
edilmistir. CB tamponu kullanilarak iiretilen gruptan ise yaklasik %75 verim alinmigtir

(Sekil 5.9.). GELMA ilk olarak Van Den Bulcke vd. tarafindan PBS tampon kullanilarak

91



tretilmistir (90). Kisacasi; GELMA jelatinin 50°C PBS tamponu i¢inde ¢o6ziilmesiyle,
yapisinda bulundurdugu lizin ve hidroksilizin gruplarinin, MAA monomerleri ile reaksiyona
sokulmasiyla elde edilmistir. Teoride bir MAA molekiiliiniin bir lizin grubuyla reaksiyona
girmesi  beklenirken, yiiksek ikameli (DS, degree of substition) bir GELMA
sentezleyebilmek igin ger¢ekte ¢ok daha fazla kat MAA gerekmektedir. Ciinkii serbest
amino gruplarmin MAA ile reaksiyona girebilmesi i¢in notr tutulmasi gerekmektedir (91).
Orijinal metodun verimliligin artirilmasi i¢in literatiirde yapilan ¢alismalar, reaksiyonun bir
yan lirlinii olarak agiga ¢ikan metakrilik asitin ortam pH’ 11 ¢ok asagi ¢ektigini ve PBS (pH
7,4) tamponun pH korumasi i¢in yeterli olmadigini agiga ¢ikarmistir (92). CB (pH 9) tampon
ile reaksiyon siirecinde pH’in stirekli kontrol edilerek iiretildigi GELMA’larin hem daha

yiiksek verimle hem de daha yiiksek ikame derecesi ile iiretildigi rapor edilmistir (79).

Calismamizda %verim acisindan dl¢tiiglimiiz GELMA ’lar literatiir bulgular1 ile uyumludur.
Ayrica CB tampon ile iiretilen GELMA grubu mavi 11k altinda 45sn-1dk. araliginda
rahatlikla ¢apraz baglanirken, diger grup 4 -5 dk. araliginda ¢apraz baglanmistir. Bu farkin

da DS orani ile ilgili oldugu diislintilmektedir.

6.1.2.2. Manyetik Substrat Uretiminin Degerlendirilmesi

3B basim ile iiretilen hiicre yiiklii hidrojellerin basim sonras1 dissal bir etkiyle sekillerinin
degistirilmesi ve bu seklin muhafaza edilmesi temelinde kurdugumuz 4B biyobasim
stratejimiz i¢in manyetik substratlar iiretilmistir. EcoFlex malzemesi c¢esitli katkilarla
manyetik hale getirilerek siirinme, yuvarlanma, sivi tasima i¢in dalgalanma gibi ¢esitli
hareketler i¢in kullanilmistir (93). Bu tezde, EcoFlex substratlar manyetik o6zellikleri
sayesinde bir yandan hiicre yiiklii hidrojelin rulo edilerek 4B 6zelligi gostermesini saglarken
diger yandan kiiltiir ortaminda hiicre iskelesi vazifesi goren hidrojele mekanik bir koruma
da saglamaktadir. 3B basilan her hidrojelin ayn1 sekilde ve eksende rulo haline
getirilebilmesi yeniden iiretilebilirlik anlaminda 6nem tagimaktadir. Manyetik alan etkisiyle
katlanan bu substratlarin katlanma asamalar1 Sekil 5.10.’da verilmistir. Goriintiilerde
katlama boynunun etkisi incelenmistir. Baglangigta miknatis ile manyetik substratin bas
bolgesi lizerinde bir manyetik alan olusturulmaktadir. Miknatis hareket ettirildik¢ce bas
bolgesi degisen manyetik alani icindeki demir tozlarinin ¢ekisi sayesinde takip eder. Eger
ornekte bir katlama boynu varsa bu manyetik alani takip eden bas bdlgesi igin bir kirilma

noktas1 gorevi gormektedir. Bas bolgesi boyundan kirilarak gévde iizerine diistiikten sonra
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artitk agirlik merkezi bu katlanmis tarafa dogru kaymaktadir. Miknatis hareket ettikce
katlanan kistm bu degisen manyetik alani takip eder ancak agirlik merkezi nedeniyle ¢ok
gecmeden tekrar govde iizerine katlanir ve rulo hareket bu sekilde sona kadar ilerler (Sekil
5.10. (a)). Tasarimda eger kirilma noktasi gorevi gorecek bir boyun bolgesi olmazsa bas
bolgesi manyetik alanin tiim 6rnegin agirlik merkezini gececegi noktaya kadar havaya kalkar
ve nihayet miknatis agirlik merkezinin diger tarafina gegtiginde (yani drnegin yarisindan
fazlas1 havaya kalktiginda) bas bolgesi 6rnegin ug¢ bolgesi iizerine diizensiz bir katlanma
gosterir (Sekil 5.10. (b)). Ayrica farkli boyun-bas mesafesinin katlanma {izerine etkisi Sekil
5.11.°da verilmektedir. 4 mm alt1 uzakliklar her ne kadar katlanabilse de hizlica tekrar
acilmalart ve tekrar edilebilirliklerinin diisiik olmasindan dolay1 ¢alismamizda tercih

edilmemislerdir.

3B basim ¢alismalarinda baski malzemesinin vizkozitesi kadar basim yapilacak yiizeyin
hidrofilitesi de dnem tagimaktadir. Hidrofobik yiizeylere basim, eger vizkozite diisiikse
ylizeye deposit edilen malzeme tasarimda verilen sekli koruyamadigi icin miimkiin
olmamaktadir. Bu nedenle, iiretilen substratlar {izerine diizgiin basim yapilabilen lam ve
diizgiin basim yapilamayan teflon malzemeler ile temas agilar1 dlgtilerek karsilastirilmistir.
Sekil 5.12.’de verilen temas agist Ol¢iim sonuglarina gore herhangi bir yiizey islemi
uygulanmamis EcoFlex substrat yiliksek derecede hidrofobik ¢ikmistir. Literatiirde
hidrofobik ylizeylerin temas ac¢isini diisiirerek hidrofilik 6zellik kazandirilan o6rnekler
mevcuttur. Ornegin, Kuang vd. hidrofobik yiizeye sahip poliiiretan yiizeyi UV-Ozon
temizleyicisi ile hidrofilik hale getirmislerdir (94). Literatiirdeki bu verilerden yararlanilarak
ornek ytizeylerimize Uv-Ozon uygulamast yapilmistir. Ancak 30 dk.’lik uygulamaya
ragmen ylizey temas ag¢is1 97°’den sadece 85°’e diismiistiir. Siire artirilmasinin ilave bir etkisi
olmadig1 anlasilmis ve ylizey temas agisinin daha iyi performansla diisiiriilmesi i¢in
literatiirde siklikla kullanilan APTES kaplama gergeklestirilmistir. Zeng vd. yaptig
calismada silikon subtratlarin yiizeylerine yapilan APTES kaplamasi sayesinde temas agilari
diistiriilmiis ve hidrofobik yiizeylere hidrofilik 6zellik kazandirilmistir (95). Calismamizda
UV-Ozon uygulamas: ile 85”ye diisilirlilmiis orneklere yapilan APTES kaplamasinin
ylizeyin temas agisint 45°ye diisiirerek, hidrofilitesini dikkate deger sekilde arttirdigt

anlasilmistir.
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Hiicre kiiltiirii siirecinde kullanacagimiz bu substratlarin toksik etki gostermemesi kritik bir
noktadir. Bu nedenle EcoFlex, karbonil demir tozlar1 ve yiizey islemi i¢in kullanilan
APTES’in herhangi bir sitotoksik etkiye neden olmadiklar1 sitotoksisite analizi ile
degerlendirilmistir. Hiicre morfolojisinin degerlendirildigi 151k mikroskopi goriintiileri Sekil
5.13.’de verilmistir. Bu goriintiilere gore, hiicrelerin morfolojisinde herhangi bir degisim
gozlenmemistir. Bir miktar olii (yiizen) hiicre gozlense de pozitif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda normal oldugu distiniilmektedir. 72. saat sonunda hiicre sayisinin
belirlenmesi i¢in yapilan Alamar Blue testi sonuglarina gore ise pozitif kontrolle

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir hiicre inhibisyonu gézlenmemektedir.

Tiim bu sonuglara gore; substratlarin sitotoksik cevap notlandirmasi Cizelge 6.1.°’de
sunulmaktadir. Notlandirma sonucuna goére manyetik substrat olarak kullanilan malzemeler
toplamda 1’er puan toplamislardir ve Cizelge 4.5.’de verilen skalaya gore biyouyumlu

olduklar1 ve hiicre inhibisyonuna neden olmadiklar1 anlasilmistir.

Cizelge 6.1. Degerlendirme kriterleri sonuglari

inceleme Ornek Not
Hiicre yayilimi EcoFlex 0
EcoFlex-APTES 0
Olii hiicre (yiizen EcoFlex 1
hiicre) EcoFlex-APTES 1
Hiicre morfolojisinde EcoFlex 0
degisim EcoFlex-APTES 0
Hiicre biiytimesi EcoFlex 0
inhibisyonu EcoFlex-APTES 0

6.1.2.3. 4B Basim Optimizasyon Bulgularinin Degerlendirilmesi

Onceki béliimlerde vizkozite ve basim yiizeyinin hidrofilisite derecesinin diizgiin basim
yapabilmek i¢in kontrol edilmesi gerektiginden bahsedilmisti. Basim yiizeyi APTES
kaplamasi yapilarak miimkiin oldugu kadar hidrofilik hale getirlmisse de cam yiizeyin temas
acist olan 30°’ye ulasilamamistir. Bu noktada vizkozitenin uygun basim i¢in ayarlanmasi
gerektigi distiniilmiis ve iki farkli strateji kullanilmistir. Bunlardan ilki sadece GELMA
iceren bir hidrojeli basabilmek tizerinedir. GELMA soliisyonlar1 21°C sicaklik altinda kati,

tizerinde ise sivi halde bulunurlar. Bu 6zellikten faydalanmak iizere 3B yazicinin baski
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tablas1 17°C’ye sogutulmus ve malzemenin igne ucundan soguk substrata iner inmez
katilasacagi diistiniilmiistiir. Kontrol grubu olarak ayni basimlar baski tablasinin 23°C
oldugu durumda da denenmistir. GELMA 10 olarak kodlanmis kompozisyonun en iyi temas
acgisina sahip ylizey olan EcoFlex-APTES {izerine denenen basimlar1 Sekil 5.15.°de
verilmektedir. 23°C’ye gore, hidrojel 17°C’ye sogutulmus yiizeye temas eder etmez
vizkozitesi bir miktar artmis olsa da istenilen basimin gerceklesmesi i¢in yeterli olmadig:
degerlendirilmistir. GELMA konsantrasyonun artirildigi ancak yine sadece GELMA igeren
diger grup GELMA20’nin basimi da benzer bir sekilde ger¢eklesmistir. ECOFlex-APTES
tizerine olan basim beklenildigi gibi diger kontrol grubu yiizeylere nazaran daha iyi olmakla
beraber istenilen sonucu vermemistir (Sekil 5.17., Sekil 5.18., Sekil 5.19.). 3B basim
esnasinda basilan malzemenin yiizeyde bir hat seklinde siiriinmesi tercih edilmektedir. Baski
malzemesinin vizkozitesinin ¢ok diisiik olmas1 malzemenin siiriinerek yiizeye yerlesmesine
engel olmaktadir. Sekil 5.19. (b)’de Kenar hattinin diizgiin basilabilmesine ragmen orta
kisimlarda siv1 bir y1gilma olmasinin nedeni, malzeme depozit edildikge yiizey sicakliginin
katilastirabilecegi malzeme miktariin bir limiti olmasindandir. Dolayisiyla, yeni gelen
malzemenin aninda bir vizkozite artis1 yasayamadigi igin sivi sekilde substrat iizerinde

biriktigi degerlendirilmistir.

Vizkozite artisi i¢in ikinci strateji ise GELMAya ek bir polimerin daha kullanilmasidir. Bu
noktada dogal bir polimer olmasi, suda ¢oziinebilmesi, biyo-uyumlu olmasi ve en dnemlisi
kolay capraz baglanabilir bir polimer olmasi nedeniyle aljinat malzemesi se¢ilmistir. Ancak
bilinmektedir ki aljinat malzemesi hiicre tutunmasi ve yayilimi agisindan zayif bir
malzemedir (45). Bu nedenle, GELMA ¢ozeltisine sinirli miktarda bir aljinat (%1 a/h)
eklemesi yapilabilmistir. GELMAIg101 kodu verilen kompozisyonun 23°C ve 17°C’de
gerceklestirilen basim goriintiileri Sekil 5.16.’de verilmektedir. Sinirli miktarda aljinat
eklenmesi, 23°C’de yapilan basimlarda ¢ok bir fark yaratmamigtir (Sekil 5.16. (a)). Ancak
17°C’de GELMA nin katilasmasiyla birlikte kullanildiginda diizgiin basim yapilacagina dair
bir potansiyel sunmustur (Sekil 5.16. (b)). Kenarlar1 belli olan ve nispeten daha az sivi
GELMA’nin iizerinde toplandigi bu basim denemesinden sonra yliksek konsantrasyon
GELMA’nin daha iyi sonug¢ verebilecegi diisiinilmiis ve GELMAIg201 kodu verilen
kompozisyon iretilmistir. Bu kompozisyonda hem GELMA miktarinin artis1 hem aljinat
katkis1 17°C’de basim yapildiginda ylizey islemi gérmemis EcoFlex substratta dahi belirgin
bir fark yaratmigtir (Sekil 5.20. (a)). ECOFlex-UVOzon substrati {izerine yapilan basimin ise
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yine kenarlarda diizgiin ancak iist katmanlarda birlestigi gézlenmistir. Katmanlarin iist {iste
ingasinin saglikli olmast gerekmektedir aksi taktirde tiim desenler bu 6rnekte oldugu gibi
birlesmektedir (Sekil 5.20. (b)). Ozellikle 17°C’de basarili bir basimin yapilabilirligini
GELMA nin yiizeye iner inmez katilagmasi gerektigiyle a¢iklamak yerinde olacaktir. Clinkii
ilk katmanlarin diizglin basilabildigi bir ¢aligmada {ist katmanlar bu kat1 ylizey {izerine
kolaylikla oturtulmakta ve hizlica basim tamamlanmaktadir. Bunun bir sonucu olarak
EcoFlex-APTES yiizeyine basilan GELMAIg201 kompozisyonu basarili olmus ve tiim
katmanlar birbirlerinden ayri ve diizgiin sekilde basilabilmistir (Sekil 5.20. (c)). Tasarlanan
Olciiler ile gergeklesen Olgiiler arasinda %20-%25 arasinda bir fark olustugu Sekil 5.21.°de
gozlenmektedir. Hata paylart dikkate alindiginda daha kiigclik desenlerin daha yakin
Olciilerde basildigr anlasilmaktadir. Bunun sebebinin robotik kafanin biiyiikk deseni
doldurmak i¢in daha fazla tur yapmasi gerekliligidir. Tasarlanan desen Ol¢iilerine daha yakin

bir gergeklesme orani igin kullanilan asil 6rneklerde bu desen Olgiileri kiigtiltiilmiistiir.

3B olarak basilmig seklin ¢apraz baglama saglanana kadar korunumu da onemlidir.
Kullanmis oldugumuz iki farkli polimerin ¢apraz baglamalari i¢in kullanilan mavi 151k ve
CaCl; piiskiirtmesinin siralamasi 6énemli bir faktor olarak ortaya ¢ikmustir. Sekil 5.22.’de
once foto-capraz baglamanin yapildig1 6rnek incelenmektedir. Goriintiiden anlasildigi tizere
desenler basim Oncesi duruma gore sonlimlenmis ve kaynasmaya baslamisalardir.
Hatirlanacag tizere, GELMA’y1 bastigimiz tabla sicakligr 17°C’ydi ve GELMA yiizeyde
donmus haliyle son sekli saglayabilmisti. Bu durumda iken 50W giiclinde mavi 1518in
verilmesi iist katmanlardaki GELMA ’nin tekrar 1sinarak sivi hale gegmesine sebep olmus ve
desenler yikilmaya baslamistir. Bu sorunun ¢6ziimii i¢in aljinatin dnce ¢apraz baglanmasi
denenmistir. Bu sayede, verilen 1s1kla sicaklik artsa dahi ¢apraz baglanmis aljinat matriks
igine hapsolmus GELMA, sivi duruma gegerek seklin bozulmasina neden olmamistir (Sekil
5.23.)). Isikla sicaklik artigina artt bir Onlem olarak piiskiirtilen CaCl, de 4°C’ye

sogutulmustur.

6.1.2.4. Aljinat Liyaz Uygulamasimin Degerlendirilmesi

Aljinat malzemesi ¢apraz baglandiktan sonra polimer matrisinin sertligi (stiffness) yiiziinden
hiicre yayilimi i¢in uygun bir ortam olusturmamaktadir. Basim optimizasyon agamasinda
kullanilan aljinatin yapidan ¢ikarilmasi iglemi, aljinati daha kii¢iik molekiillere pargalayan

aljinat liyaz enzimi ile gerceklestirilmistir. Kisaca aljinat liyaz, aljinat monomerleri (D-
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mannuronik asit ve L-guluronik asit) arasinda bulunan glikozidik baglar1 kirarak aljinatin
bozunmasini kataliz eder (96). 3B hiicre kiiltiirlinde hiicrenin iginde bulundugu ortamin
gozenekli bir yapida olmasi hiicre yayilimi agisindan tercih edilmektedir. Aljinat liyaz (AL)
uygulanmadan 6nce, 3B basilmis olan tasiyici iskele olduk¢a yogun bir mikroyapiya sahiptir.
Sekil 5.24.’de verilen liyaz uygulanmayan Ornegin SEM goriintlisiinde yapida hiicre
yayilmasi icin gerekli olan gozeneklerden yoksun oldugu goriilmektedir. Sekil 5.26. (a)’da
3. giinde yapilan Phalloidin/DAPI boyamas:1 verilmektedir. Yer yer Phalloidin
boyamasindan sinyal alinsa da hiicre c¢ekirdeg§i boyamasi olan DAPI’den hi¢ sinyal
alimamamuistir. Bu durum hiicrelerin yapi igerisinde yasayamadiklar1 ve Phalloidin sinyalinin
hiicre kalintilarindan geldigi degerlendirilmistir. Hiicrelerin bu gézeneksiz ortamda hayatta
kalamadiginin gosterilmesinin ardindan orneklere aljinat liyaz uygulamasi yapilmis ve
mikroyapt SEM goériintiilemesi ile incelenmistir. Sekil 5.25.’de verilen goriintiilerde liyaz
uygulamasi ardindan yapida 50-100 pm arasinda degisik biiytikliiklerde gozenekler olustugu
anlagilmaktadir. Bu islemin hiicre davranisina etkisinin Ol¢iildiigii Phalloidin/DAPI
boyamasi Sekil 5.26. (b)’de verilmektedir. Hem aktin filamentten hem de hiicre
cekirdeginden alinan sinyallere goére hiicrelerin saglikli bir morfolojiye sahip olduklar1 ve

yayilmaya bagladiklar1 anlasilmaktadir.

AL uygulamas: ardindan agilan gézenekler tastyici iskelenin sivi emme kapasitesinde de
degisiklik yaratmistir. Yas agirligin kuru agirliga oranlanmasiyla sisme orani hesaplanmigtir
ve AL uygulanan 6rneklerin uygulanmayanlara gore yaklasik 2 kat daha fazla sistikleri
gozlenmistir. Lai vd. aljinat ve metil-seliiloz kullanarak yaptiklari ¢alismada yogun ve daha
az yogun olarak trettikleri gézenekli bolgeler arasinda sisme oraninin kayda deger sekilde
degistigini rapor etmislerdir (97). Sekil 5.27.°da verilen grafikte aljinat liyaz uygulanan ve
uygulanmayan ornekler arasinda sivi emme performansi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark olustugu degerlendirilmistir. Stvi emme kapasitesi hiicre kiiltiirii esnasinda
besiyerinin malzemenin her yerine ulagmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu nedenle daha
fazla sivi emme kapasitesinin hiicre kiiltliriini de olumlu olarak etkiledigi

degerlendirilmektedir.

Uretilen tastyici iskelelerin, AL uygulamasi dncesi ve sonrasinda kas dokusu ile mekanik
uyumlulugun incelenmesi i¢in 90° desenle liretilen drnege ¢ekme testi uygulanmistir. Elde

edilen verilerden olusturulan gerilme-gerinim grafigi Sekil 5.28.’de verilmektedir.
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Literatiirde dogal kas nisinin elastisite modiiliintin 11.5 + 1.3 kPa olarak hesaplandig: rapor
edilmistir (98) . Boontheekul vd. miyoblast hiicrelerinin tutunma, ¢ogalma ve farklilasmasi
icin uygun jel sertliklerini (stifness) arastirdiklari ¢alismalarinda uygun sertlik araliginin 13-
45 kPa oldugunu rapor etmislerdir (99). Calismamizda AL uygulamasinin yapilmadigi
Ornegin elastisite modiilii yaklasik 115 kPa ol¢iilmiistiir. AL uygulamasinin yapildig
Ornegin ise yaklasik 22 kPa’lik bir elastisite modiiliine sahip oldugu sonucu elde edilmistir.
Bu sonuglara gore aljnatin AL uygulamasi ile sistemden ¢ikarilmasinin, tasiyici iskelenin

sertlik degerinin C2C12 hiicreleri i¢in uygun araliga ¢ekildigini géstermektedir.

6.1.2.5. Hiicre Canhih@ ve Yayiliminin Degerlendirilmesi

3B basim siirecinde hiicreler, inkiibasyon ortamina alinana dek pek ¢ok stresle basa ¢ikmak
ve hayatta kalmak zorundadir. Hidrojel ¢ozeltisi igerisine karistirildiklart andan itibaren
karistirma hareketinin kesme kuvveti, besiyeri azlig1, basim esnasinda siispansiyon i¢inde
bekleme, soguk ve en 6nemlisi igne ucundan ¢ikarken maruz kaldiklar1 kesme kuvveti gibi
hiicre canliligini etkileyen pek cok strese maruz kalmaktadirlar. Selwa vd. tarafindan
gerceklestirilen ve igne ucu kesme kuvvetinin hiicre canlilifina etkisinin incelendigi
calismada basim siirecinin hiicre canliligin1 dikkate deger bir oranda diislirdiigii rapor
edilmistir (100). Bu nedenle, baslangi¢ hiicre konsantrasyonun ne kadarmin inkiibasyon
stirecine alindiktan sonra hayatta kaldigini 6l¢mek gerekmektedir. Calismamizda, 3B basim
siirecinde her bir 6rnege yaklasik 150.000 hiicre ekimi yapilmistir. Ornekler inkiibasyona
alindiktan 24 saat sonra yapilan ilk Alamar Blue testine gore agik durumda kiiltiir edilen
gruplarda basim siirecinde yasanan kayiplardan sonra, ilk ekilen hiicrelerin yaklagik
%30’unun hayatta kalabildigi gézlenmistir (Sekil 5.29.). Rulo halde kiiltiir edilen 6rneklerde
ise ilk glin sonunda hayatta kalma oran1 %15’ler seviyesinde gerceklesmistir. Bu 6rneklerin
basim sonrasi katlama adimina alindig1 ve daha fazla mekanik kuvvetler ve soguga maruz
kaldig1 diistiniildiigiinde bu oranin dogal oldugu degerlendirilmistir (Sekil 5.30.). 3. giin
sonunda ise tiim gruplarda, ilk giinden hayatta kalmay1 basaran hiicrelerin ¢ogaldig1 ve hiicre
sayisinin goreceli de olsa bir artis gosterdigi belirlenmistir. Ac¢ik kiiltiir edilen grupta
desensiz (diiz) olarak basilmis olan Orneklerin 3. giinden sonra mekanik biitlinliiklerini
kaybetmeye basladiklar1 gézlenmistir. 7. giin sonunda bu desensiz grup hari¢ 30° ve 90°
desenlerle basilmig drneklerde ilk giine kiyasla istatistiksel olarak anlamli (****p<0,0001)

sekilde bir hiicre artis1 meydana gelmistir. Desensiz grupta ise ornek pargalarindan alinan
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test dogal olarak hiicre sayisini daha az gostermektedir (Sekil 5.29.). Bu nedenle, bu grup

rulo edilmis grupta kullanilmamastir.

Rulo edilen grupta ise 7. giinde her iki grupta da ilk giine kiyasla istatiksel olarak anlamli bir
artis gézlenmektedir (Sekil 5.30.). Basim ve katlama siirecinin hiicreler iizerinde yapmis
oldugu negatif etki nedeniyle kiiltiire diisiik hiicre saysi ile baglamak durumunda kalan Rulo
ornek grubu 3. giinden sonraki giinlerde hiicre sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir artis yakalamis olsa da 7 giinliik deney sonucunda agik 6rnek grubundaki hiicre sayisini

yakalayamamustir.

Hidrojel i¢inde hayatta kalan hiicrelerin yayilmasi ve morfolojisi f-aktin ve hiicre ¢ekirdegi
boyamasi ile floresan mikroskopta goriintiilenmistir. A¢ik-Diiz grubunda ilk giin sonunda
hiicre ve ¢ekirdek morfolojisinin normal oldugu degerlendirilmistir. Hiicrelerin agirlikla ana
gbvdeyi olusturan hidrojel ¢izgilerinin kenarlarinda tutundugu goézlenmistir. Bu ¢izgiler
temelde igne ucu kalinliginda hidrojel fiberleridir. Basim siireci ve g¢apraz baglama
stirecindeki beklemeler neticesinde bu fiberlerin dip kisimlarina hiicrelerin ¢oktigli ve
capraz baglama sonrasinda oradan ¢ogalip yayildiklari degerlendirilmistir. 7. giin sonunda
mekanik biitlinliigli bozulmus olan 6rnek pargalarindan alinan goriintiilerde hidrojel i¢inde

hiicrelerin gogalip diizensiz sekilde yayildiklar1 anlasilmistir (Sekil 5.33.).

Ac¢1k-30° ve Acik-90° grubunda hiicreler ilk giin sonunda benzer sebeplerle ayn1 A¢ik-Diiz
grubunda oldugu gibi hidrojel ¢izgileri boyunca tutunduklar1 gézlenmistir. Her iki grupta da
hiicre ve ¢ekirdek morfolojisi normaldir. 1. giin sonunda iist desenler iizerinde her iki grupta
da az sayida hiicre gézlenmektedir. Bu duruma ise ¢apraz baglama asamalarinda bu desen
kisminin hem 151ga hem de soguk CaCl piiskiirtmesine daha fazla maruz kalmasinin neden
oldugu diisiiniilmektedir. 7. giinde alt katmanlardaki hiicreler hidrojel ¢izgileri ekseni
boyunca, desen lizerindekiler ise desen ekseni boyunca yonlenmislerdir. Bu haliyle farkli
desen tasarimlariyla hiicrelerin istenilen yonde yonlendirebilecegi gosterilmistir. Hem Agik-
90 grubunda hem de A¢ik-30 grubunda alt katmanlardaki hiicrelerin desenlerdeki hiicrelerle
de birlestikleri gozlenmistir. Desenler iizerindeki hiicreler daha az popiilasyonla
baslamalarina ragmen deney sonunda daha yogun bir popiilasyona ulastiklar1 gdzlenmistir.
Bu duruma daha dar bir alanda olmalar1 nedeniyle hiicre-hiicre temasinin daha fazla

olmasinin sebep oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 5.34., Sekil 5.35.).
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Rulo seklinde kiiltiir edilen 6rneklerden rulo haldeyken goriintii alinmasinda zorluklar
yasanmistir. Bu 0rneklerden enine kesitler alinmis ve o kesitler miimkiin oldugu kadar rulo
sekli muhafaza edilerek boyanmistir ancak boyama steplerinde agilmalar ve hidrojelin yer
yer parcalanmasi meydana gelmistir. Alinan goriintiilerde her iki grupta da desenler ayirt
edilememistir. Rulo-30° grubunda ana govde lizerinde yer alan hiicrelerin spiral bir
yerlesimde olduklar1 dikkat ¢ekmektedir. Rulo-90° 6rneginde ise belirgin bir yonlenme
gozlenmemistir. Alamar Blue testlerinde canli hiicrelerin varligi gosterilmistir. DAPI
boyamasi ile hiicre ¢ekirdeginin de morfolojisinin diizgiin oldugu gézlenmektedir. Buradan
yola ¢ikarak hiicre ¢ekirdegi ve f-aktin goriintiisiiniin st iiste bindirildigi goriintiilerde her
iki grupta da enine kesitte Phalloidin boyamasindan alinan halka benzeri sinyallerin kesitin
z-ekseni boyunca yayilmis olan hiicrelerden geldigi diisiiniilmektedir (Sekil 5.37., Sekil
5.38.).

6.1.2.6. Immiinfloresan Boyama Bulgularinin Degerlendirilmesi

Hidrojel igerisinde tutunup, ¢ogalan C2CI12 hiicrelerinin miyoblast flizyonu ile ¢ok
cekirdekli miyotiipleri olusturma derecelerini analiz edebilmek i¢in kas spesifik bir protein
olan MyoD1 ifadesine immiinfloresan isaretleme ile bakilmistir. A¢ik-30° ve Agik-90°
gruplarinin hem desen iizerinde hem de alt katmanda cesitli bolgelerde MyoD1 belirteci
gozlenmistir (Sekil 5.39., Sekil 5.40.). Her iki grupta da desenler iizerinde MyoD1 ifadesi
alt katmanlara nazaran daha fazladir. Desenler tlizerinde dar bir alanda bulunan hiicrelerin,
daha fazla hiicre-hiicre etkilesimine sahip olmalart nedeniyle daha yogun sekilde miyotiip
olusturduklart diisiiniilmektedir. Alt katmanlarda ise genel olarak desenlere yakin olan
hiicrelerin hem kendi i¢lerinde hem de desendeki hiicrelerle fiizyona ugradigi goriilmektedir
(Sekil 5.39. (c)). Orta bolgelerde kalan hiicrelerde MyoD1 ifadesi nispeten daha az
gozlenmekte ya da hi¢ gozlenmemektedir (Sekil 5.40. (¢)). Desenler iizerinde lokalize olan
hiicrelerin A¢ik-30° grubunda daha ¢ok desen kiyisinda hizalandiklar1 gozlenirken A¢ik-90°
grubunda tiim desen boyunca kompleks sekilde hizalandiklar1 goriillmektedir. Bu durumun
7. giin sonunda Alamar Blue ve Phalloidin sonuglarinda A¢ik-90° grubunda goreceli olarak

daha fazla hiicre bulunmasiyla iligkili oldugu diisiintilmektedir.

Rulo-30° Orneginden alinan kesitlerde Ornegin i¢ yapisinda kalan desenler ayirt
edilememistir. Bu orneklerde MyoD1 ifadesinin rulonun i¢ kisimlarinda arttifi orta

kisimlarda ise azaldig1 gézlenmektedir. Bu i¢ kisimlarin besiyerine daha yakin olduklari i¢in
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avantajli olabilecekleri sonucuna vartlmistir (Sekil 5.41.). Rulo-90° 6rneginde ise i¢ kisimda
bulunan desenlerden birisi gozlenebilimistir. Desen bolgesinin orta bolgelere gore hem
¢ekirdek sayist daha fazladir hem de MyoD1 ifadesi seviyesinde bir yogunluk
gozlenmektedir (Sekil 5.42.). Ancak diger 6rneklere kiyasla ¢ekirdek popiilasyonu da g6z
Ontine alindiginda bu 6rnekte hidrojelin desen harici alt katmanlarina da yayilan bir hiicre
popiilasyonu oldugu ve katman boyunca MyoD1 ifadesinin oldugu gozlenmektedir (Sekil
5.42. (c)). Rulo ve Acik grup ¢ekirdek basina MyoD1 boyama yogunlugu ag¢isindan
kiyaslandiginda Rulo edilmis grubun daha yogun MyoDI1 ifadesine sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 5.43). Bu 6rneklerde bulunan hiicrelerin daha dar bir alanda daha fazla
hiicre-hiicre etkilesiminde bulundugu ve bu nedenle daha fazla miyotlip olusturma
egiliminde oldugu sonucu ¢ikarilmistir. A¢ik grupta alinan goriintiiler yiizeye yakin hiicre
grubundan gelen sinyallerden olusmaktadir. Rulo grupta alinan goriintiiler ise rulo edilmis
hidrojelin enine kesitinde bulunan hiicre grubundan gelen sinyallerden olusmaktadir.
Boylelikle, bu goriintiiler hiicrelerin sadece yiizeyde degil tiim hidrojel boyunca 3B olarak

yayildiklarini teyit etmektedir.

6.2. SONUC

Organ ihtiyacinin gittikce ylikseldigi ¢agimizda organ nakline bir alternatif gelistirilebilmesi
icin doku miihendisligi alaninda son yillarda pek ¢ok ¢aligma yapilmaktadir. Laboratuvar
ortaminda bir doku gelistirebilmek i¢in simdiye kadar belirlenmis ya da potansiyel pek ¢cok
zorluk bulunmaktadir. Pek cok alandan bilim insanlar1 dokular1 gelisim sirasinda
sekillendiren kimyasal, fiziksel ve biyolojik mekanizmalar1 anlamak i¢in aragtirmalar
yapmaktadir. Bu tez calismasinda hiicre tasima iskeleleri sentez asamasi, malzeme-
fabrikasyon uyumu ve malzeme-hiicre uyumu konularinda arastirilmistir. Calisma
kapsaminda iiretim asamasinda karsilagilan belli bagli zorluklarin belirlenen amacg
dogrultusunda adim adim ve ayrintili ¢dziimleri belgelendirilmistir. Uretimi yapilan
iskelelerin ikincil bir uyarim (1s1 ve manyetik alan etkilesimi) ile 4. boyut olarak tarif edilen
zamana kars1 sekil degisimi incelenmistir. Iskelet kasi oncii hiicreleri olan C2C12
hiicrelerinin bu duyarh tasiyict iskele sistemleri igerisindeki davranislar1 biyoteknoloji

teknikleri kullanilarak analiz edilmistir.

Calismamizin ilk boliimiinde kendiliginden katlanabilir bir hidrojel platformu ayarlanabilir
katlama kabiliyeti ile birlikte P(INIPAm) ve P(AAm) hidrojelleri kullanilarak tasarlanmis ve

101



tiretilmistir. Is1ga degil sicakliga duyarli olan P(NIPAm)’in literatiirde dogrudan 1sitilarak
kullanildig1 pek ¢ok calismanin aksine bu c¢alismada 1sik enerjisi ile istenilen spesifik
bolgelerde sicaklik artis1 saglanmistir. Platformlarin katlanmasi, farkl akrilik boya renkleri,
desen tasarimi ve 151k aydinlatmasinin optimum sekilde biraraya getirilmesi ile kontrollii
sekilde manipiile edilmistir. Dogrudan 1sitma ile karsilastirildiginda, 1s1k aydinlatmasi ile 1s1
tiretimi sadece ayarlanabilir sicakliga bagl faz gecisine izin vermekle kalmamis, ayni
zamanda platformlar i¢in ¢ok daha hizli katlama oran1 saglamistir. Bu ¢alismada kullanilan
sentetik polimerlerin hiicre etkilesimi ne yazik ki diisiik kalmistir. Ancak, bir kavram kanit
olarak gergeklestirilen platform hareketi ve hedef noktadan 6rnek yakalama uygulamasi
statik bir hiicre tasiyici iskele sisteminin yani1 sira dinamik bir sistemin de duyarlt hidrojeller

vasitastyla tiretilebilecegini gdstermektedir.

Calismamizin ikinci bdliimiinde hiicre etkilesimi agisindan daha uygun oldugu bilinen dogal
polimerler kullanilmistir. Hayvan kdkenli bir polimer olan jelatinin hiicreleri tutunma,
cogalma ve farklilasma gibi siireclerde destekledigi iyi bilinmektedir. Fakat son yillarda
jelatinin capraz baglanmasinin zorlugu ve capraz baglama reaktiflerinin cogunlukla toksik
olmasi nedeniyle jelatin metakrilat (GELMA) adiyla foto-¢apraz baglanabilir bir malzeme
tiretilmistir. Calismamizda 6ncelikle jelatin polimeri metakrilat reaksiyonu ile foto-g¢apraz
baglanabilir hale getirilmis ve aljinat malzemesi ile vizkozitesi artirilarak 3B yazicida
kullanilabilecek bir biyomiirekkep elde edilmistir. Bu biyomiirekkep, diizgiin bir basim i¢in
gerekli kosullar ile hiicrelerin talep ettigi ortam kosullar1 kombine edilerek bir hiicre tagiyici
iskelesi imal edilmesinde kullanilmistir. Kendi basma duyarli bir malzeme olmayan
GELMA bir destek substrat1 vasitasiyla manyetik alan degisimi ile ikincil bir uyarima tabi
tutulmus ve bu sayede kas dokusu hiyerarsisinin i¢ ice ge¢mis hiicre tabakalarina benzetilmis
bir rulo elde edilmistir. Iskele {iretim ve katlama siirecinde hiicre canliligin1 negatif etkileyen
pek cok faktore ragmen GELMA ve aljinat polimerlerinin bir karisimindan olusan bu yap1
igerisinde hiicreler 7 giin boyunca hayatta kalmis ve cogalmislardir. Tasarlanan desenlerin
geometrik sekli ile hiicre yayilma yonlerinin paralel oldugu sonucu elde edilmistir. Bu
tasarimlarin boyut ve sekilleri degistirilerek hiicrelerin istenilen eksenlerde hizalanmasi
saglanabilir. Yapilan immiinfloresan uygulamasi sonucunda C2C12 hiicrelerinin 7giin
itibartyla miyotiipler olusturmaya basladig1 gozlenmistir. Baslangi¢ hiicre popiilasyonun
nispeten daha az oldugu desenler lizerinde daha ¢ok miyotiip benzeri yap1 goriilmesi,

farklilasmanin sadece ¢ok yogun bir hiicre popiilasyonu ile ilgili olmadigini1 ayn1 zamanda
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bunun dar bir alanda olmasi gerektigi sonucunu vermistir. Rulo edilmis 6rneklerde Agik
gruba gore MyoD1 ifadesi ile cakismayan daha az hiicre ¢ekirdegi gdzlenmesi bu 6rneklerde
bulunan hiicrelerin daha dar bir alanda daha fazla hiicre-hiicre etkilesiminde bulundugunu

ve bu nedenle daha fazla miyotiip olusturma egiliminde oldugu gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler, gerekli optimizasyon c¢alismalari yapildiginda hiicre-
malzeme etkilesiminin pozitif yonde artirilabilecegini gostermektedir. Kendinden
katlanabilir sistemler ve 4B basimla iiretilen malzemeler pek ¢ok uygulama fikrine
uyarlanabilir. Duyarl sentetik ve dogal polimerlerin birlikte kullanilarak hem pozitif hiicre
etkilesimi olan hem de dinamik yapisi sayesinde tutunma, ¢ogalma ve farklilasma gibi
stiregleri tesvik edebilecek sistemler iiretilebilir. Gelecekte bu sistemler sayesinde, dogal
dokularin kendi mikro ¢evrelerindeki sekil degisimleri ve maruz kaldiklar1 kuvvetler taklit
edilebilir ve boylelikle ek cihazlara gerek duyulmadan inkiibasyon ortaminda kendiliginden

indiiklenen dokular insa edilebilir.
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mmmpwm}{z},hmmmmr{mm] {3, amed ther passive Layer with F{AAm (4}.Duml.hgﬂu
tepudroped platforms after croms-linking (31 Layer dimensions of the different models of the Gbsicated bpdeopes after demolding (b

pattern designs on the active layers and their colors. Addition-

wiriihd dramatically fcilitate the gripping 2 sample from the
target emdronment.

B MATERIALS AND METHODS

(MIPAm) 7%, acrplamide
i:ryhmlﬂtj {MBAmM) %%, ammeonium
" sctramethylethylossdismine 79.5%
(TEMED) were purchased fromn Sigma-Akbdrich (USA) and used 2=
receiwed Molds wese 303 primted by using poby(lactic acid) (PLA)
filaments abitained from cSUN (China)l. Videos of contralled Tolding
mmmm-&mmsﬁmnnm{}qm}
Fabrication of Trilayered Responsive Hydrogel within 30
of d and ome layer of pasaer, non-
lu]:len:m -:.t:u:l{l’g!! l:lmummnﬁhuud
sucdieively within the mohki o follvws: Model of molls were fist
bt wingg the 30 Rasilder snftware {Micrsof, USA) with varines
mmdmudmﬁ-mdsqﬂ-zm&n:fl‘mﬂu,
Metherdands). The molds were then printed with s Ultinake2s 3

-n-n"'

04

prrimster uxing PLA Printing,

mmmummﬂmﬂ]aﬂp{m}
biydrogels were synthesived using a free radical  polymenization
technigee within the molds in 2 successive manmer. MUAM was
selocted a5 @ oross bnker; APS and TEMED were also msed as the
mmmm

The by
:dﬁghm[k_p.‘t{m'h]maw.kﬁ?s I,'E-l',lnhhm
Adter addition of TEMED? (0. 1%, v/v ), this mizture was quickly poured
imtes the molds (Figare 12-2). The reaction was camied out at mom
W{lﬂhlilﬁﬂﬁgi:ﬂhﬂm—ﬁnﬁd
and greem cobors, After this step, coborless NIPA-APS (2:1) and 0.1%
TEMET? snlution were mized anid poured inbo the mokds (Figure 13-3).

Thee croms-linking of the th cponsrve bpers s compheted withen
15 min at BT,
Far the Btz laper, MIFSm (0.4 g)

mulmn{lunﬂuueﬁtd.whnIMInLmem
{ﬂnqjuﬁmunshwpw uminng @ 2 il aliguet of deailled
ke i & s o were then mised in s 2:1
ralins just. beefoee pouring into rnnlh.

.

herprid

O, T
A A Pl A, L, TR A

122



ACS Applied Polymer Materials

For the fabrication of uppermaost passive layer, | g of Adm, 5 mg of
A, and 10 g of APS were disselved inte 5 mL of distilled water.
TEMETY [1L1% v v} weas them ackebee] b this miztune and quickly poured
intn the precross linked active Liyers (Tigure 1a-1). Cross hinking was
completed within 30 min at BT. Demolding of oross linked polymers
was smoreeded sfier swelling in distilled waner for 20 mis ot BT {Figure
Ia-5). The resaliting strachure of the biyers after demolding was ax
fioloes: the bottom layer of the structure is passre {nonresponsive;
P{AAm)), the inbermediate laper & bemgp ep (e
(WIPAm] ), and the lop byer is the ookl sperature-responsive:
pattern (P{NIPAm)} (Figare 1b)

Following the Ebrication the hydrogel plationms were
ﬁ.dﬂd&-ﬂm@@:[#?nqujmudnmm
the ke A amul b conitral their holding, For
‘mhw“mhi@tmrﬂhw
was kept constant at ~ 10 om, aned the illumination angle was also 907,

H RESULTS AND DISCUSSION
hmm?[Nﬂ'ﬁm}mhuamﬂ-

Ligght ot

Light O Light o

Fagare 1. () Folding ssis deteemined by the patieens (b) Falding
Sstion hefor: amel after illamination with a boe 1LEM

responsive polymer, and P{AAm) was used as 2 nonresp
potymeer. Ituunl-hmmlhtl—"fﬂw.ﬁm} B & temperature
wonsitive palymer, which cahibite o bemperatare-diependent
phase transition in agoecus solution upon a direct heating and
conling cyde, leading to changes in its byydrophobec/ hydrophilc
Wm’* Havwwwer, thee direct hnbulg and conling mesthod
can camse problems, especially in the folding control of
P{MIPAm) based platforms Lio et al has recently demon
strated a anmmfddprmﬂncdmﬂu:f?i}m

s by thee hamat geneerates] Ty the Tight amd resualis in folding of dhe
Cannprance with thee consentional direct eeating, hial genesation
by light illumination not only alkess 2 tunable temperature
dependent phase transibion bat also provides moch faster foldmg,
rabe for platfarn (Figure 510, In the present work, the mokds
were firdt designed with a sofiware (30 Builder, Microsoft,
priter using, PLA filaments {Figare l1a-1}. The number of
ptterms im diigns was determined b cover the entine sarface o
equal intervals { Fgure 1b). In the V5 model, five pieces of linear
lne were placed at an angle of " with respect to the Xaxis
whils three Enear lines woere placed paralled po the X-axis in the
H3 muodel For the D4 muodel, patterns (four pieces) were
nmdamuﬂedlmﬁmﬁexmﬁum
d bpdrogel platf were them Ghrcated imto these
ndhwﬁiﬁﬁw-tﬂnhm {Figure 1), Dhurimg Glbwication,
the third layer was also colored using acrylic dyes with yellow,
and red cobor to control the heat gencration by light
hgluﬂ. SI-] In the samphes with only a patiern laper and a
layer (no intermediate byer), the patterns cannot
a bevel of stress betwesn layers that wouold be sufficent
to finkd the passive layer. In osder to overcome this problem, a
wecund active layer (e, the intermediate biyer) was inchaded
the design to cover the sarface of the passive layer. After lift-off,
the: folding ability of the resulting platforms was evalosted in
water mediom by exposing the platiorms 1o 50-W bloe LED
Bght. For all investigations, the distance between the light source
and the platform was kept constant at ~ 10 cm. Figure 2h shows
et Foledimg b havior of Bbricatedd plitforms belae amd afier light
illumination. For W5 maodel, platforms were fvbded along its lomg,
side of the hydrogel (Videos 51, 54, and 57) while hydrogels,

rra

which were fabricated using the H3 model, were folded along
their shart side (Videos 52, 85, and 58). Once the hydroge
[ﬂiﬁnmnlhllﬂtﬂlgﬁcﬂ#mddmlmwm
e LELY, they wiere folded from their comers where the pattern
Videns 53, 56, and 59). Tt should be noted that the thidness of
the layers in platforms plays 2 key role in the lalding progess,
Unee the thicker nonresponsive ' AAm) byer (>07 mm) or
thinner active P{MNIPAm) Laper (<10 mm} was fabricated, the
resulfing platformis did “ﬂil’hltmrfnlﬂngﬂy%ﬂxﬂ
platforns all.nu:lr ! age behaviar i
Mﬂlﬂ'(ﬂiﬂ‘ﬂ}.Iﬂﬂmmﬂiﬂ'ﬁﬂmhwm
heat the envirommeent of the platform sufficiently to e able to
fald {Figure 53). To test this aspect, we Gbricated a trilayered
the platiorms withowt the intredncion of dye was monstored
using & thermal camers (FLIR E5). As expected, the temperature
of the platforms was only increased from 23 1w 25 0 after 40
min of light illumination. Theretore, platiorms withoat dye
camnat exhibit any abality.

Ton wnderstand the lolding ability of the Edwicabed hydrogels,
V5 amd Hi-baved platforms were investigated in detail.
Depending on pattern color and geometry, hydrogel platforms
exhiibit different folding hebaviors {Pigore Sa). For the Vs-hased
plllﬁ:!rmi. it has Tervn dhetermined that ibe [lltlmuiluf b ok
have a signifcant effect on folding. Compared 1o the yellow-
(Supporting Information, Videa 51) and green-cobored
(Supposting Information, Video 54) patterns, the red-colored
(Suppoding Information, Video 57} platforms were able fo
exhibit much lower and slower fodding, However, none of the
V5 based platforms could reach comiplete folding. After 40 min,
ability among the Gbricated pltforms, could only reach a
folding angle of ~77" (Figure 3b). When H3 based platforms
were examined, their folding capabilities differed wery deardy
depending on the pattern colors comparad with the V5-basiad
Information, Video S8) and green dyes (Sopporting Informa
tion, Viden 55) cannot reach complete folding in 60 min, the
platfiarms coloned with a pellow dye qu-p-.-l-.ng |r-|'l.1ﬂrql-.m..
Video 52) have reached complete folding within ~%0 min
(Pigure 3c). Our results dearly show that both pattern geometry

ek a1 1 et
A A Polbems aree. HL L TR0
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and sample capturing. (b) Variation of folding angles for four arm platforms as a function of time. (<) Rel. P

folding angle 45 & fusction of time.

and pattern color play an important role in folding process, and
the folding ability of hydrogel-based materials coald be
manipalated using different platform design or color as desired.

To demonstrate the applicability of our approach, a proof-of-
to grip a sample material from 2 target point by controlling the
mation and folding of fabricated four-arms hydrogel platforms.
To control the motion of hydrogel platforms, they were
decorated with 2 magpetic film (2 mm X 2 mm, 0.4 mm
thickmess) nlllriﬂg fabrication, Magndi film pvnvidﬂ the
motion of platforms with the help of a magnetic field A
Styrofoam ball (~1 cm in diameter) was used as 2 target sample.
1t should be noted that all experiments were carried out under
water. In the experiment, the foar arms hydrogel platform was

and the

.3

first delivered to the target destination by controlling the
magnetic fidd and, sample material from the target were
subsequently gripped by the arms of platforms using the 1

soarce ( Figure 42 and Supporting Information, Video S$10). The
folding was started immediately with the light llumination and
completed in 10 min, During the folding process, temperature of
the hydrogel was also monitored. Although the temperature of
thcplalformrudsed ~38 “C at the end of the process, the

remained ¢ t at ~26 °C (Figure 4c).

e

B CONCLUSION

A trilayered hydrogel platform with a tusable folding ability has
been designed and fabricated by using P(NIPAm)and I‘(Mm)
hydrogels. Folding of platf was P d using ds

Nerprcidol ang/ 101 U O, S0in A
ACS Apph Polye. Maewe. 280, X, 072017
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cdw:ofaayl:dmndddmaﬂl#tlmhm
pared with the | direct heating, heat gy
hyl@tﬂmmmmmﬂyalmnnnnﬂelmm
dependent phase transition bat also provides much faster folding
rate for platforms. The hydrogel platforms with different
geometrics and sizes could be fabricated to cxpand their
applicability. Furthermore, as a proofofconcept, sample
capturing fmahrgr(podum‘aaﬁly demonstrated
by trolling the fi and folding. These
obounmbmgancwmmyfmhdwaf
hydrogel-based soft actuatar platforms,
B ASSOCIATED CONTENT
© Supporting Information
The Supporting Information is available free of charge at
lmps:l/prhacs.ug/dmll().lﬂlllmlcﬂus&
Video cap chemical of dyes, optical
nq«so‘mhyuedﬁa‘wmm&mdyeudﬂu&
light illumination and direct h
u-mﬁmmﬁmubtfonandaﬁufoungmu
under light #lumination (PDF)
Videas for folding process of VS, H3-, and D4-based
I-ydrogdﬂadwmwﬂl&lh!mdyuwavﬂwh

1 and gripping target using
b oge pattom (Z19)
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