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OZET

Emine Hilal YILDIRIM

HIiDROJEL BIYOMUREKKEPLER ILE 3 BOYUTLU YAPILARIN OLUSTURULMASI
VE CIVCIiV KORYOALLANTOIK MEMBRAN MODELINDE ANJIYOGENEZE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal
2023

Yapilmis olan literatiir aragtirmalarindan yola ¢ikildiginda, koryoallantoik zar ve
anjiyogenez gelisimi deneyinde hidrojel ile etkilesimlerinde, biyo yazicidan c¢ikarilan
hidrojel baskisinin sayede koryoallantoik zar modeli (CAM) ile calisip, entegresi
gerceklestigindeki anjiyogenez siirecinin izlenmedigi goriilmiistiir. Bahsi gegen model, yeni
damar olusumunda kantitatif 6l¢iime imkan saglamalidir bu sayede koryoallantoik zar
modeli (C AM) ile biyo yazici araciligiyla baskisi alinan hidrojel ile arasindaki fiziksel
olusum izlenebilecektir. Kan damari olusumu degerlendirildiginde birden fazla hiicre tipinin
ve sayica fazla molekiiliin katildig1 kompleks ¢ok basamakli bir siirectir. Anjiyogenez siireci
izlenildiginde, siireci pozitif ve negatif etkileyen molekiiller arasindaki dengeye bagh
kontrol edilir. Buna “anjiyojenik anahtar” ad1 verilir. Yapilan literatiir aragtirmalarindan yola
cikarak hidrojeller, yiiksek oranda suyu biinyesine alip “sisme” 6zelligi olusturabilen capraz
bagli homo ya da kopolimerik sistemler agidir. Suda ¢oziinemeyip sisebilen yani suyun
biiylik kismin1 yapi igerisine alabilen, ii¢ boyutlu polimerik sebekelerdir. Jelatin, agar ve
aljinatlar hem dogal hem de sentetik polimerler grubundadir. Proje kapsaminda firetilen
aljinat icerikli hidrojellerin 3 Boyutlu Yazicidan alinan baskilar, piiskiirtme yontemi ile
capraz baglanarak olusturulmustur. Literatlir arastirmalarina bakildiginda, ¢apraz bag
olusturulurken genelde UV 151n yolu ile yapildigi goézlemlenirken; CaCl2 ile buhar

puiskiirtme yontemi denenip, gozlemlenmistir.

Hidrojellerin modellemesi yapilitken Cura programi kullanilmistir. Bu program
sayesinde, istenilen geometri ve boyutlarda 3 boyutlu hidrojel iiretimi ger¢eklesmistir. Bu
ara yliz, ayn1 zamanda soliisyonlarin siringa ucuna aktarimini saglayan mekanizmanin

konumlandirmasina izin vermektedir.
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Anjiyogenez arastirmalarinda sik¢a kullanilan, yogun vaskiilarize yapida olan civciv
embriyo koriyoallantoik membran modeli (KAM), faydali bir in vivo sistemdir. Anjiyogenez
Arastirma Laboratuvarimizda deney hayvanlarina alternatif olarak kullanilir. Bu model,
embriyolu yumurta kullaninmimna dayanan CAM modeli olarak bilinirr CAM modeli
anjiyogenez calismalarinda siklikla kullanilan uygun bir ¢alisma modelidir. Laboratuvar
ortaminda, kimyasal regeteler, diizenleyerek olusturulacak hidrojelin biyo baskilanabilir
ozelliginden yararlanilarak anjiyogenez siireci fizyolojik olarak cam modelinde
gozlemlenmistir. Proje kapsaminda, deneme ydntemleriyle gelistirilen hidrojelin, cam
modelindeki damar yapilarinin degisimi ve etkisi incelenmistir.

Proje kapsaminda; damar olusumunda 6nemli bir parametresi olan anjiyogenezin
doku iskelesi yapiminda sik kullanilan progesterondan nasil etkilendigi civciv
yumurtalarindaki koryoallantoik zar modeli araciligiyla anjiyogenez gelisimi deneyi ile
aragtirtlmigtir.3 farkli gruba ayrilan yumurtalar {izerindeki farkli kombinasyonlardaki
progesteronun etkisine bakilmistir. Her grup, kontrol grubu ve diger gruplar ile karsilagtirip

genel bir sonug elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: 3 Boyutlu Biyo Yazici, Biyo Miirekkep,3 Boyutlu Yazict,
Aljinat, Cura, Cam Modeli, Anjiyogenez, Hidrojel, Progesteron
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ABSTRACT

Emine Hilal YILDIRIM

CREATION OF 3D STRUCTURES WITH HYDROGEL BIOINKS AND
INVESTIGATION OF EFFECTS ON ANGIOGENESIS IN CHICK
CHORIOALLANTOIC MEMBRANE MODE

Department of Biomedical Engineering
2023

Based on the literature research, it was observed that the angiogenesis process was
not followed when the hydrogel print extracted from the bioprinter worked with the
chorioallantoic membrane model (CAM) and was integrated in the interaction with the
hydrogel in the chorioallantoic membrane and angiogenesis development experiment. The
aforementioned model should enable quantitative measurement of neovascularization, so
that the physical formation between the chorioallantoic membrane model (CAM) and the
hydrogel printed by the bioprinter can be monitored. When blood vessel formation is
evaluated, it is a complex multi-step process in which more than one cell type and large
number of molecules participate. When the angiogenesis process is monitored, it is
controlled depending on the balance between the molecules that affect the process positively
and negatively. This is called the "angiogenic switch". Based on the literature research,
hydrogels are a network of cross-linked homo or copolymeric systems that can absorb a high
amount of water and create a "swelling" feature. They are three-dimensional polymeric
networks that cannot dissolve in water and swell, that is, they can take most of the water into
the structure. Gelatin, agar and alginates are in the group of both natural and synthetic
polymers. The prints taken from the 3D Printer of the hydrogels containing alginate
produced within the scope of the project were created by crosslinking by spraying method.
When we look at the literature research, it is observed that the cross-linking is generally done

by UV light; Steam spraying method with CaCl2 was tried and observed.

Cura program was used while modeling hydrogels. Thanks to this program, 3D
hydrogel production was realized in the desired geometry and dimensions. This interface

also allows the positioning of the mechanism for transferring solutions to the syringe tip.
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The chick embryo chorioallantoic membrane model (CAM), which has a dense
vascular structure and is frequently used in angiogenesis studies, is a useful in vivo system.
It is used as an alternative to experimental animals in our Angiogenesis Research Laboratory.
This model is known as the CAM (chick chorioallantoic membrane) model, which is based
on the use of eggs with embryos. The CAM model is an appropriate study model that is
frequently used in angiogenesis studies. In the laboratory environment, the angiogenesis
process was observed physiologically in the model by utilizing the biorepressible feature of
the hydrogel to be formed by editing chemical prescriptions. Within the scope of the project,
the change and effect of the vein structures in the CAM model of the hydrogel, which was

developed by trial methods, were examined.

In project scope; How angiogenesis, which is an important parameter in vessel
formation, is affected by progesterone, which is frequently used in tissue scaffolding, was
investigated by means of the chorioallantoic membrane model (chorioallantoic membrane-
CAM) in chick eggs. The effect of progesterone in different combinations on eggs divided
into 3 different groups was investigated. A general result was obtained by comparing each

group with the control group and other groups.

KEYWORDS: 3D Bio Printer, Bio Ink,3D Printer, Alginate, Cura, CAM Model,

Angiogenesis, Hydrogel, Chitosan, Progesterone

Baskent University, Project No: DA12/32
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1. GIRIS

Gelisen teknoloji cagina bakildiginda Diinya kapsaminda 20. ve 21.yy’ da teknolojik
anlamda hizla bilyiiyen bir gelisme yasamaktadir. Ozellikle 21.yy’da ¢ok fazla alanda
ilerleme izlenir. Sektorel gelismelerde baslica saglik sektdriiniin gelismesi mevcuttur. Saglik
sektoriinde; 3 boyutlu yazicilar, 3 boyutlu tasarimlar, ilag salim sistemleri biyomedikal
miihendisligi alaninda genis bir icerik olusturmaktadir.

Diinyadaki teknolojik gelismeler sayesinde, 3 boyutlu yazicilarin kullanim alanlar
arttikca gilinlik hayatimizda sik¢a bu yazicilarin tiirlerine rastlanmaktadir. Cogu alanda
oldugu gibi saglik alaninda da insanlar bas rol olmustur. Bilgisayar ortaminda, tasarimi
belirlenen ve ihtiyaglar dogrultusunda tasarimi hazirlanan nesnelerin somut hale
getirilebiliyor olmasi bu teknolojiyi kullanan kisilere biiyiik bir kolaylik saglar ve herkesin
her nesneyi tiretebilme hayalini kurdurmaktadir [1].

Klinik medikal alaninda alinan kararlarin %70°1 laboratuvar testlerine dayandirilip
sonuclandirilmistir. Bu testler ile elde edilen bulgular hastada gercek degerler oldugu kabul
edilir. Ug boyutlu (3B) biyo baskilama ydntemi, karmagik dokularin veya organlarin,
baskilama teknolojilerinin kullanilarak {iretildigi gelismekte olan yeni bir yontemdir. 3B
biyo baskilama isleminde yiiksek oranda hiicre yogunlugu kullanimi ve tasarlanan
geometride yapilan otomatiklesmis iiretim sayesinde yeni doku olusumuna
gidilebilmektedir. Ayrica bu ydntem sayesinde biyomalzemeler igerisinde hiicrelerin
kontrollii bir sekilde yerlesimine izin verir [2].

Anjiyogenez diger bilinen ismi ile kilcal damarlanma, daha oOnce olusmus
damarlardan yeni damarlar olugsma siirecine denir. Organizmalarin, fizyolojik
etkilesimlerinde denk gelinir. Ayrica kanserli hiicrelerin olusum siirecinde ve viicuda
dagilmasinda da biiyiik rol almaktadir. Doku iyilesmesi en 6nemli rollerindendir bu fiziki
gelisim kilcak damasrlasrin olusmasi ile ger¢eklesmektedir [3].Anjiyogenez gbzlemlenirken
ve analitik islemlerinde kullanilan model civciv koryoallantoik zar (CAM) modelidir. CAM,
in vivo modeldir. Bahsi gecen koryoallantoik zar, d6llenmis tavuk yumurtasinda sahip
oldunan ince yapili 3 farkli katmandan olusan ve ¢ok sayida dallanmis kan damarlarindan
olusan bir yapilanmadir. Bu o6zellikleri sayesinde memeli canlilardaki plasentaya
benzemektedir [3].

Calisma konumda CAM deneyini secmemdeki amag; secili embriyonun kendisine

zarar verilmeden sadece damarli dis zar yiizeyinde ¢aligilabilir olmasidir. Zarin yiize
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kisminda sinir hiicresi bulunmadigi i¢in embriyo aci hissetmez. Ayrica, deney boyunca
olusabilecek olumlu ve olumsuz etkileri gozlemlemek i¢in ideal bir in-vivo ortam
saglanmaktadir [4]. Do6llenmis yumurtada gelisimi de hizli oldugu icin degerlendirmenin de
hizli ve goriiniirdiir. Bu sayede CAM modeli damar olusumlarini artis ve azalislarinin
izlenmesinde ¢ok yararlidir. Damarlanmaya etki eden faktorler benzer calismalarda
incelenmistir (Biiylime faktorleri, hormonlar, dogal molekiiller, antikanser ajanlar,

antibiyotikler, antikorlar...) [5].

1.1. Calismanin Konusu

Biyo yazic1 tarafindan iiretilmis protez ve insan viicuduna ait parcalari sira dis1 gibi
gelebilir; fakat gelisen teknoloji ¢agimizda, biyoyazicilarin onarici tibba ¢ok fazla katki
saglayabilecegi on goriilmektedir. Herhangi bir somut 6rnege uyarlama uygulamalarinda,

biyoyazdirma iglemlerinde gelismelere ragmen birgok sorunla karsilagiimaktadir.

Biyolojik miirekkebi yani biyomiirekkebi fiziken ve kimyasal anlamda isleyerek
kendi iizerine yapismasini saglamak ve basilan jel yapisini tutmak oOzellikle miirekkep
puskiirtmeli basimda olduk¢a zor bir istir. Giiniimiiz teknolojisinde biyolojik miirekkep
damlalarinin birbirine yapigmasini saglamak i¢in belirli yontemler mevcut ve bunlar da her
hiicre tipine uygun olmayip, ise yaramiyor. Bu genellemenin saglanamamasi nedeniyle yeni
alternatiflere ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatlirdeki arastirmalarina bakildiginda, biyolojik
miirekkep damlalarin1 birbirine yapistiran, enzimle ¢alisan bir yaklasim gelistirildigi

goriilmiistiir. Bu yaklasim, kompleks biyolojik yapilarin iiretilebilmesini sagliyor.

Biyobaskilarda, biyomiirekkebin yeterince diisiik viskoziteye sahip olmasi ve bunun
disinda basim prosesi basladiginda hizlica yeteri kadar jel benzeri yapi olusturmasi

gerekiyor.

Gilinlimiizde biyolojik basimda kullanilan en yaygin biyoyazici sodyum aljinat
miirekkep piiskiirtmeli tlirtidiir. Bu tiir basimlarda kullanilan en temel jellestirici aljinasttir.

Ancak aljinatin baz1 hiicre tipleri ile uyumluluk sorunlar vardir.

Proje kapsaminda; doku iyilesmesinin 6nemli bir parametresi olan anjiyogenezin
doku iskelesi yapiminda sik kullanilan progesteron hormonundan nasil etkilendigi secilen

farkl1 geometrilerdeki aljinat tabanli hidrojeller ile, civciv yumurtalarindaki koryoallantoik



zar (CAM) anjiyogenez gelisimi denegiyle arastirilmistir. Progesteronun, anjiyogenez
izerinde olabilecek etkisinin segilen farkli geometrideki baskilarla azalip azalmayacagi test
edilmistir.3 farkli gruba ayrilan yumurtalar {tizerindeki farkli kombinasyonlardaki
geometrilerin ve progesteronun etkisine bakilmistir. Progestojen adli bir hormonlar grubuna
ait progesteron hormonu biiyiime hormonudur. Kimyasal 6zellikleri sayesinde dolllenmis

yumurtanin biiylimesine ve gelismesini saglamaktadir.

Doku iyilesmesinin 6nemli bir parametresi olan anjiyogenezin doku iskelesi
yapiminda da sik kullanilan progesteron hormonundan nasil etkilendigi CAM deneyi ile
bakilacaktir. Progesteronun anjiyogenez siireci iizerinde olusabilecek negatif veya pozitif
etkinin secilen hormon ile (progesteron) azaltilip azaltilamayacagi arastirilmistir. Deneyin
sonucunda beklenen sonug, progesteron biiylime hormonunun secilen 3 farkli geometriye
baskis1 alinmis hidrojellere entegresinin gerceklestirilip, civciv koryoallantoik zar modeline
yerlestirilip, anjiyogenez gelisimini izleyerek; geometri farkliliginin ilag salinimina etkisini

analizleyebilmektir.

1.2. Calismanin Amaci

Yapilan literatiir aragtirmalarinda, 3 boyutlu yazicidan basilan hidrojel yapinin
mekanik acidan kullanilabilmesi i¢in ¢apraz baglanmasi gerektigi sonucuna varilmaktadir.
Bu asamada vurgulanmak istenen nokta, farkli bir metot deneyerek buhar formunda capraz

baglayici kullanarak piiskiirtme yontemi ile hidrojeli ¢apraz baglamak amaclanmaktadir.

Bu tez calismasinin temel amaci literatiirdeki yontemlerin bazilarin birlestirerek
anjiyogenez slirecini izleyip, bliylime ve gelisme ile yara iyilesmesi gibi siireglerin olmasinin
beklenmesidir. Ozgiin tasarimli hidrojelin farkli geometriler ile ve etken maddeler eklenerek
tasarlanacak biyo baskilar ile CAM modeline uygulanarak anjiyogenez etkileri

arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyo Baskilama

Baskilama yontemleri segeneklerinde en sik kullanilan alan kagidin {izerine
miirekkep kullanarak yazilan metin veya resimlerin baskilama islemidir.1440’larda
Johannes Gutenberg’in matbaayi icat etmistir ve bunun iizerine ¢alismalar baglamistir [6],
[7]. Charles Hull tarafindan 1986 yilinda Ug boyutlu (3B) yazicilar kesfedilmistir. Ozel bir
yontem sayesinde tabaka tabaka basim islemi sonucunda tanimlanmiglardir. Sistem
iceriginde x ve y eksenlerine baslangic malzemesini yerlestirebilecek, piiskiirtebilecek bir
yazilim ile, her bir tabakanin yerlesmeyi tamamlamasinin ardindan z ekseni {izerinde
hareketini gergeklestirecek bir sistem igermektedir. Tabaka tabaka baski alinmasinin
ardindan yazic1 bir sonraki tabakaya ge¢meden Once baskilanmig olan tabakanin
katilagmasin1 bekler.Bu bekleme siirecinde, hidrojel ile ¢alisirken ¢apraz baglama siireci
baslamalidir. Bu sayede, 3 boyutlu baski alma islemi esnasinda, baskist tamamlanmis bir
onceki tabaka,bir sonraki baski i¢in temel gorevi géormektedir ve bdylece islem “tabaka
tabaka” ilerlemektedir. Giiniimiizdeki kullanimlara bakildig1 takdirde 3 boyutlu yazici
teknolojisinin, malzeme ve biyolojik gelisimleri igeren bilimleri bir araya gelerek calismaya
basladig1 bilinmektedir [8]. Biyoyazicilar, 3 boyutlu dokularin veya organlarin 6zel
yazdirma tekniklerini kullanarak olusturuldugu bir basim yontemidir [9]. Bu yontem ile
biyomalzemelerin igerisindeki hiicreler kontrollii bir sekilde yerlesir. Isleyisi 6zel olan
uygulamalar sayesinde hiicreler,biyomalzemeler diger biyoaktif molekiillerin dokulari taklit
edebilme yetegine sahip kompleks ve hassas yapilari olusturma esnasinda tabaka tabaka
konumlandirilabilmektedir. Biyoaktif molekiillerin ve hiicrelerin biyomalzemeler ile bir
arada veya ayr1 ayri; baski uygulamasinin 6zelligine bakarak baskilanabilirlerdir. Boylece

doku iskelesi gorevini iistlenebilirler [8],[9].

2.2. Biyoyazici

Cevremizde bilinen 3 boyutlu yazicilarla kiyaslandiginda, miirekkep yazicilara
benzerligi anlaminda ii¢ ana bileseni vardir. Bu ii¢ ana bilesen: donanim tiirii, kullanilacak
biyo miirekkebin tiirli ve iizerine basilacak malzeme tiiriidiir [10]. Biyoyazicilarda, biyo-

miirekkep sivi gorevini iistlenmektedir. Istenilen ii¢ boyutlu sekli olusturmak icin
4



yazdirilmasini saglar ve de canliliin siirdiiren hiicrelerden yapilmis bir malzemedir. Biyo
miirekkebi olusturmak icin, biyo kagit olarak bilinen i¢i jel dolu bir kartus ile canli hiicre

karigimlar1 biyoyazicinin i¢ine konularak biyo miirekkep olusturulur.

Biyolojik igerikli alinan baskilarda kullanilan {i¢ adet 6zel biyoyazici tiiri vardir.
Miirekkep piiskiirtmeli yazici, lazer destekli yazici ve ekstriizyon yazicilardir. Hizl ve biiyiik
boyuttaki yapilacak tasarimlar i¢in kullanilan miirekkep piiskiirtmeli yazicilardir. Miirekkep
puskiirtmeli yazicilar, kullanilan malzemeler benzer 6rneklerde yazdirilarak toplam maliyeti
ve atif1 en aza indirmektedir. Lazer destekli yazicilarda, lazer kullanilarak alinan ytiksek
cozlnlirliiklii yazicilar araciligi ile saglanir; ancak bu yazicilar miirekkep piiskiirtmeli
yazicilar ile kiyaslandiginda daha pahali ve maliyeti yiiksektir. Ekstriizyon yazicilarda, 3
boyutlu yapilar olusturmak icin 3 boyutlu baskida oldugu gibi hiicreleri de katman katman

yazdirir. Hiicreler yerine su ile sismis li¢ boyutlu hidrojel de kullanabilir [11], [12].

2.2.1. Biyoyazicl Cesitleri

Biyoyazici cesitlerinde ¢ tiirde biyo yazici ¢esidi bulunmaktadir. Bu tiirler,
biyolojilk malzemelerin birbirini takip ederek diizenlenmesini saglamaktadir. Inkjet
biyoyazici [11],[ 13]mikro ekstriizyon biyoyazici,[12] ve lazer destekli biyoyazici [12]. Sekil

2.1’de bu ii¢ biyoyazici ¢esidinin ¢alisma prensipleri gosterilmistir.

a Ink-jet Biyoyazici b [Mikroekstmzyon Biyoyasz (o [Lazer Destekli Biyoyazici }
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Sekil 2. 1. Biyoyazici Tiirleri

a) Ink-jet biyoyazici sistemler b) Mikroekstriider biyoyazici sistemler ¢) Lazer destekli
biyoyazici sistemler [12]



2.2.1.1. Inkjet Biyoyazicilar

Hiicrelerin kartus kutusu igerisinden damla damla basilabildigi yazici tiirii inkjet
tabanli biyo yazici sistemleridir. i1k kez kullanilan biyolojik inkjet biyoyazici 2 boyutlu ink
jet yazicmin modifiye edilmesinin ardindan ticari amagla bulunmustur. Inkjet
biyoyazicilarin sistemine bakildiginda kartis kutusu igerisindeki miirekkep, biyouyumlu
malzeme ile kagit ise z ekseninin kontroliinii saglayacak kaldiragli basamak mekanizmasi
ile yer degistirmistir. Inkjet biyoyazicilar, termal ve akustik olarak substrat alaninin iizerine
biyouyumlu malzemenin termal ve akustik olarak substrat alaninin {izerine piiskiirtiilmesi

prensibi ile inkjet biyoyazicilar olusur.

2.2.1.2. Mikroekstriizyon Biyoyazicilar

Mikroekstriizyon  biyoyazic1i  sistemleri  endiistriyel alanda  kullanilan
biyoyazicilardir, pahali ve yiiksek c¢oziiniirliiktedirler. Kullanilan sicaklik kontrolii
gerceklestiren malzeme isleme aparati, kamera,x, y, z hareketlerini gerceklestiren kontrol
paneli ve dagitici sistem vardir. Bu sistem parcalar1 sayesinde daha yiiksek hizda ve kontrol
edilebilir 6zelliktedirler [14]. Mikroekstriizyon biyoyazicilarin ¢aligma prensinin temeli,
substrat ylizeyi ile mikroekstriizyon bagligi iizerine konulan malzeme veya malzemelerin

ekstriizyonunun robotik olarak tek tarafli kontrol edilmesine dayanmaktadir.

Ekstriizyon tabanli biyobaski (ETB) teknigi sivi dagitim sisteminin bir
kombinasyonudur ve otomatiklestirilmis bir sistemdir. Biyolojik bask1 bilgisayar sistemi
kontrolii altinda gergeklesir. Silindirik filamentlerde kapsiillenmis hiicrelerin hassas birikimi
ile 6zel 3 boyutlu yapilar elde edilir. Bu yontem daha iyi yapisal biitiinliik saglar ve ayni

zamanda bilgisayar destekli tasarim (CAD gibi) ile kolayca birlestirilebilir.

Ekstriizyon tabanli biyo-baski yontemi diger yontemler ile kiyaslandiginda bazi
avantaj ve dezavantajlara sahiptir. ETB teknigi ile damlacik tabanli biyo-baski (miirekkep
puskiirtmeli, elektrodinamik piiskiirtme), elektro hidrodinamik piiskiirtme ve akustik
damlacik ¢ikarma veya lazer tabanli biyobask: (stereolitografi ve modifikasyonlar1), lazer
giidiimlii dogrudan yazma ve lazer kaynakli ileri transfer gibi diger biyobaski teknikleri

kiyaslandigindaki avantajlar agsagidaki gibidir.



Avantajlari:

Daha fazla biriktirme ve baski hizina sahiptir ve nispeten kisa bir siire iginde

olgeklenebilirligi kolaylagtirabilir.

Donanim uygun maliyetlidir ve genis bir biyo-baski teknolojileri yelpazesi ticari

olarak mevcuttur.
Uygulanmasi kolaydir

Yiiksek hiicre yogunlugu su anda yalnizca ETB teknolojileri ile miimkiindiir ve diger
tekniklere gore kiyaslanirsa daha kiigiik hiicre hasarlar1 gozlenmistir. Boylece

olduk¢a biyouyumludur.

Dezavantajlar::

Ek olarak, ekstriizyon ile silindirik filamentler elde etmek i¢in damlacik olusumuyla
meydana gelen yiizey geriliminin iistesinden gelebilmek i¢in, s1v1 veya jel halindeki
biyo-miirekkeplerin shear thinning yetenegine sahip olmasi gerekir.

Hiicre yogunlugu yiiksek oldugunda noziil ugta shear stress meydana getirir. Bu
nedenle biiyiik yapilarin biyo-baskiya alinmasi hiicre canliligmi etkiler. Hiicre
kiiltiirii ortamina biyo-baski uygulanmadigindan hiicreler aciga ¢ikar dehidrasyona
ve besin eksikligine neden olur.

Oncelikle teknolojinin ¢dziiniirliigii ok siirlidir. Minimum boyutu genellikle 100
mm’nin lizerindedir. Bu degerde diger bio-baski tekniklerine gore oldukea diisiik bir
¢oziiniirliik degeridir. Bu nedenle hiicreler sinirli ¢oziiniirliik nedeniyle tam olarak

bicimlendirilemez ve diizenlenemez.



2.2.1.3. Lazer Destekli Biyoyazicilar

Lazer destekli biyoyazicilar, lazer ile indiiklenmis iletim sistemine bagh
gerceklesmektedir. Sistem igerisindeki gelisimlere bakildiginda giiniimiizde biyolojik
malzemelerin  biyoyazici ile yazilmasinda da kullanilmaktadir. Lazer destekli
biyoyazicilarda tasinimi saglayan ribon malzeme pulslu lazer 15181 ve biyolojik malzeme
olan hidrojelve hiicreler birlesim tabakalarindan olusur. Alic1 tabaka ise ribon malzeme
karsisinda konumlanmistir. Ribon malzeme; {izerinde lazer 1s181n1 emen altin elementi (Au)
ya da titanyum elementi (Ti) igerikli kaplama tabaka bulunan cam bir ylizeydir. Ribon
icerikli tabakanin, alt tarafi biyomalzeme eklenerek kaplanir ve ardindan absorplayici
tabakaya eklenir, ribon tabakada iiretilmis enerji ile yiiksek basingga sahip hiicre yiiklenmis

hidrojel olusturarak kabarcigin toplayici yiizeye yonelerek ilerlemesini saglar.

2.3. Biyo Cozelti

Giintimiizdeki biyolojik uygulamalarda hassas ve karmagsik yapilarin tabaka tabaka
yerlestirilmesi boyutlu biyobaskilama islemlerini saglamaktadir. Biyobaskilama islemlerini
biyomalzemeler, hiicreler ve diger biyoaktif molekiiller,dokularin roliinii oynayan yapilar
olusturmaktadir. Bu yontem sayesinde hiicreler ve biyoaktif molekiiller hazirlanan

biyogdzelti ile ya da ayr1 ayr1 baskilanabilmektedirler.

Hidrojeller, malzeme yapis1 olarak ele alindig1 zaman, baslica 6zellikleri sekillerini
koruyan ve yiiksek oranda su icerebilme yetenekleridir. Bu sayede, hizl bir sekilde sisebilen

polimerik aglar zinciri olduklar1 bilinmektedir.



Mekanik
Ozellikler

Yiizey
Ozellikleri

Degradasyon
Ozellikleri

Toksik
Ozellikleri

Basilabilirligi
ve
Baski Siiresi

Sekil 2. 2. Biyomiirekkep Se¢iminde Dikkat Edilmesi Gereken Ozellikler [15]

2.3.1. Biyobozunma Kkinetigi

Viicudumuzda dinamik malzemelerden biri olan hidrojeller yeniden olusum gegirip,
diizenlenebilen ve siire igerisinde bozunma gecirebilme Ozelliklerine  sahip
biyomalzemelerdir. Bu polimerik zincirlerin bozunma nedenleri enzimler, tepkimeler veya
iyon degisimleri aracilig1 ile ger¢eklesmektedir. Her yaganan bozunma tepkimesinde kinetik
etkilesim yapilar1 birbirinden farklidir. Kimyasal bozunum tepkimelerdeki hiz, polimer
zincirindeki kesilme bdlgelerinin toplam sayisina ve ¢evresindeki enzim konsantrasyonuna

baglidir bu sayede kontrol edilebilirlerdir [14].

2.3.2. Mekanik ozellikler

Hidrojellerin 6zellikleri arasinda fiziksel ve mekanik nitelikler mevcuttur. Hidrojel
secimi yapilirken doku hedefi agisindan ve baski esnasinda kullanilacak malzeme i¢in ne
kadar dayanikli olduguna da bakilmalidir. Viicut icerisindeki dokularin sahip olduklari
mekanik 6zelliklerin i¢eriginde deri, yag, kemik, kikirdak ve kemik gibi sert dokulara kadar

genis bir skala vardir. Hidrojel se¢iminde,uygulanacak dokunun mekanik 6zellikleri g6z
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ontinde bulundurulmalidir. Hidrojellerin mekanik 6zelliklerinden en onemlisi viskoelastik
ozellige sahip olmasidir. Viskoelastik 6zelligi sayesinde yumusak doku uygulamalarinda da
hidrojellerden yararlanilmaktadir. Biyobaskilama yontemlerinde 6ncelikle hacmi belirli bir
yap1 hedeflenilmektedir. Biyobaskilama sisteminde tabaka tabaka eklenerek baskiy1 tiretmek
icin, her bir tabaka pesinden gelen bir sonraki tabaka igin yapisal bir biitiinliige sahip
olmalidir [16]. Bu 6zellik, se¢ilen polimer ile, polimerin sahip oldugu molekiiler agirligi ve
konsantrasyonuyla ayrica elde edilen ¢capraz baglanma derecesi ile ilgilidir. Biitiin hidrojeller

Ozglindiir bu nedenle yapisal ve mekanik 6zellikleri birbirinden farkli olabilir.

2.3.3. Biyocozeltinin sahip olmasi gereken baskilanabilirlik 6zellikleri

Hidrojeller, biyobaski uygulamalarinda birbirinden farkli 6zelliklere sahip olmalari
ve birbirlerinden daha farkli sekilde olabilmeleri sayesinde yazilabilir olarak kabul
edilmektedirler. Ornek olarak iki tiir biyoyazicida baski alinirken enjektdr gerekirken; diger
biyoyazici tiiriinde gerekmemektedir. Ornek olarak, vida tabanli ve ink jet bazli biyo yazici
sistemlerinde, hidrojelin aktarilabilmesi i¢in enjektor kullanilmaktadir. Bu iki biyoyazici

tiiri disinda biyo yazici tiirlerinde enjektore ihtiyag yoktur.

2.4. Jellesme ve Capraz Baglanma

Saglik sektoriinde 3 boyutlu baskilar incelendiginde, en 6nemli bileseni biyo
miirekkeplerdir. Saglik alaninda kullanilan biyofonksiyonel miirekkeplerden, 3 boyutlu
biyobaskilama iglemlerinde yararlanilir. Biyolojik anlamdan belirli kritiklere uygun olarak

yazdirilabilen malzemelerdir [15].

Hidrojeller, yar1 kati halle sahip olduklar1 polimer zincirlerinin birbirleriyle iletisime
gecmesi sonucunda ulagirlar. Hidrojelin yar1 kat1 halinin koyulagma sonucu kat1 hale gelmis
stvi formdur. Bu fiziksel gergeklesisin sonucunda, hiicrelerin etrafinin sarilirken
yararlanilacak bir polimerik ag Orgiisiinii ¢apraz baglar olusturur. Hidrojelin mekanizma
dongiistinde fonksiyonlarina etki eden iki ana 6zelligi vardir: hidrojelin katilasma ve ¢apraz

baglanma mekanizmalaridir.

Hidrojellerin ¢apraz baglanma durumu fiziksel ve kimyasal olarak ikiye ayrilir.

Capraz baglanmalardaki fiziksel yontemlere bakildiginda, iyonik etkilesimleri ve hidrojen
10



baglarini olusturmaktadir. Kimyasal yontemlerin olusumunda ise fotobaslatict ya da enzim

katalizorii kullanarak kovalent baglar olusturulur.

Hidrojeller one ¢ikan gapraz baglanma 6zelliklerine bakildiginda toplam dort gruba

ayrilirlar:

“I- Isiya duyarl olan hidrojeller,

2- Iyonik olarak ¢apraz baglanabilen hidrojeller

3- Enzimatik olarak ¢apraz baglanabilen hidrojeller
4- Fotopolimerize olabilen hidrojellerdir” [17].

Ornek verilecek olursa, deney asamasinda kullanilan aljinati ele aldigimizda,
aljinatin ¢apraz baglari,hidrojen baglari tarafindan olusturulur. Hidrojel ortamina iki degerli
katyonlar eklendiginde (6rn. Kalsiyum) tek degere sahip katyonlar ile yarisa girerler (6rn.
Sodyum) ve bu iki iyonun yarisi sonucunda karboksilik asit gruplarinin bitigik glukuronik
asit bloklariyla ¢apraz baglanabilmelerini saglarlar. Bu yontem sayesinde olugsmasi istenilen
capraz baglar hizlica bir anda olusurlar.Enzimler vasitasiyla hidrojeller capraz baglanir ve
cogunlukla polimer zincirinde bulunan belirli atiklarin (glutamin ve lizin) arasindaki

kovalent baglanmalar1 sonucu olusurlar [17].

2.5. Hidrojeller

Hidrojellerin karakterini sisebilme oranlari, fiziken sismis durumdaki mekanik
ozellikleri ve gozenek yapisi olusturur. Polimer igerikli malzemeler grubunda 6nemli bir yeri
olan hidrojeller ¢apraz bagli ve ayn1 zamanda da hidrofilik 6zelliktedirler. Hidrojellerin en
onemli ve bilinen 6zelligi suda sisebilme yetenekleridir.Bu olay,yogun polimer zincirleri
icerisinde suyun daha diisikk hizda difiizlenip, kontrollii bir sekilde sisebilme oOzelligi
sayesinde olur [18]. Hidrojellerin sahip oldugu zincirde homopolimer veya kopolimer
yapilara sahiptir. Sahip oldugu zincir ile bir araya gelip olugsmasi, birden fazla monomerin
polimerizasyonu ile hazirlanirlar [19]. Ayrica hidrojeller akilli jellere ve uyari-cevap
polimerlerine de sahiptir. Hidrojellerin zincir yapist Sekil 2.3’te sematik olarak

gosterilmistir.
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Su === NMonomer 4§ Capraz bag noktas

Sekil 2. 3. Capraz Baglanmis Hidrojel Yapisinin Goriintiisii [20]

2.5.1. Hidrojellerin Sisebilme ozellikleri ve karakteristikleri

Biyomiirekkep olarak kullanilan hidrojel tiirlerinin sahip oldugu bilinen ve 6nemli
ozelligi sisme Ozellikleridir. Kuru formda tutulan bir hidrojel belirli hacimdeki su igerisine
birakildiginda suyun kuru formdaki hidrojele yapacagi ilk eylem suyun jel igine
emilerek,hidrojelin yapisinda bulunan polar hidrofilik gruplar hidrojel yapisinda bulunan
hidroksil gruplar1 dehidre olmaktadir. Polar konumdaki hidrofilik gruplar tarafindan
tutulmus su yapisina “primer bagli su” ismi verilmistir. Sisme prosesi baslatilirken, baglangi¢
asamasinda biiziismiis durumda olan hidrojel i¢inde birbirine en yakin konumda bulunan
polimer zincirleri birbirinden ayrilip uzaklasarak gerceklesir. Bu uzaklasma prosesinin
devaminda su molekiilleri, hidrofobik gruplarin ¢evresi de sarar. Bu suya da “sekonder bagl
su” ad1 verilmistir. Yapidaki primer ve sekonder bagli suyun toplamina ise “toplam bagl su”
olarak isimlendirilmistir.

Toplam bagli su ile belirli bir dereceye kadar sismis olan hidrojel, ag yapinin yiiksek
derecedeki seyrek yapisi dogrultusunda ozmotik basingla beraber sismeye devam eder.

Sistemde sismis jel ve suyun icerisinde bulunan jeli toplam iki faza ait bir sistem
12



olarak diistindiigiimiizde iki fazin arasindaki polimer konsantrasyonunu esitleyebilmek i¢in
dis cevreden suyun jel fazi igerisine girmesidir. Ayrica emilen suya da “serbest su” ad1 verilir
[4]. Bu islemlerin sonucunda ag yapi icerisindeki bosluklarin hepsi dolar ve polimer

zincirleri birbirinden en yliksek seviyede uzaklagmis olur.

2.5.2. Hidrojellerin Sentezi

Hidrojeller sentezlenir iken prosesin baslangicinda kimyasal kullanilarak serbest
radikal polimerlesmesi ile veya yliksek enerjiye sahip 1sinlar ile baslatilan radikal 6zellikli
zincirlerin  polimerizasyonu ile gerceklesmektedir. Ayni Ozellikli monomerler ile
hazirlanmis ve her iki yontemin de kullanilup olusturuldugu hidrojeller farkli fiziksel

ozelliklere sahip olacaktir [21].

2.5.2.1. Kimyasal Capraz Baglanma ile Hidrojel Hazirlanmasi

Hidrojellerin hazirlik asamasinda iki adet temel teknikten yararlanilmaktadir. ki
temel teknikten birisi daha az ¢capraz bagli madde kullanimi ile dogrusal ger¢eklesirken diger
teknik dallanmis homopolimer ya da kopolimerin zincire dogrudan c¢apraz baglanmasi
teknigidir. Cozeltide ylirliyen bu tepkime igeriginde genellikle sulu ¢ozeltiler
kullanilmaktadir. Ayrica ¢ok kiiciik parcacikli olan hidrojellerin {iretiminde siispansiyon

polimerlesmesi de kullanilabilir.

Hidrofilik polimerlerin ¢ogunlugunda, hidroksil grubu da fonksiyonlu capraz
baglayict madde kullanilir. Formaldehit, asetaldehit, ve glutaraldehit gibi aldehitler, maleik
ve okzalik asit, etilen glikol dimetakrilat, yiikseltgenme indirgenme sistemleri capraz

baglayict maddeler olarak bu tiir hidrojel hazirlama tekniginde kullanilir.

Capraz baglanma etkilesimi ile hidrojel kimyasalinin hazirlanmasi, birden fazla
monomere ¢ok az sayida ¢apraz baglayici kullanilarak direk ¢apraz baglanmasi ile olusur.
Bu sistemde sisme degerinin azalmis ya da azalacak olmasi istenilmeyen bir durumdur.
Kullanilacak capraz baglayici sayist arttik¢a kullanilan kimyasal miktar1 da artar bu durum
capraz bag konsantrasyonunun yiiksek olmasina neden olur. Sonucunda sisme degeri

azalmis olur [11], [13].
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2.5.2.2. Hidrojellerin siniflandirilmasi

Polimerik hidrojeller smiflandirilirken  dort gruba ayrilirlar.Bunlar:iyonik
yiik,hazirlama yontemleri,fiziksel yapilar1 ve ¢apraz baglanma kosullarina bagl olarak
ayrilmig gruplardir. Bahsedilen polimerik hidrojellerin siiflandirilmas: asagida ayrintili

sekilde maddelendirilmistir [22].

“Jeerdikleri yan gruplara gire,

* Notral (iyonik olmayan) hidrojeller
« Iyonik hidrojeller

» Anyonik (negatif yiiklii) hidrojeller

Katyonik (pozitif yiiklii) hidrojeller
* Poliamfolitik hidrojeller” [23].

“Hazirlama yontemine gore,

» Homopolimer hidrojeller

» Kopolimer hidrojeller

* Coklu polimer hidrojeller

* IPN (interpenetrating networks) hidrojeller

Icerdikleri yan gruplara gore,

* Notral (iyonik olmayan) hidrojeller
« Lyonik hidrojeller

* Anyonik (negatif yiiklii) hidrojeller

Katyonik (pozitif yiiklii) hidrojeller

Poliamfolitik hidrojeller

Fiziksel yapilarina gore,

* Amorf hidrojeller

 Yari-kristalin hidrojeller
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* Hidrojen bagl hidrojeller

Capraz baglanma durumlarina gore,

* Fiziksel hidrojeller
» Kimyasal hidrojeller

Kaynaklarina gore,

* Dogal hidrojeller
* Sentetik hidrojeller

Su derecelerine gore,

* Diuistik sisme dereceli (%20-50) hidrojeller

* Orta sisme dereceli (%50-90) hidrojeller

* Yiiksek sisme dereceli (%90-99.5) hidrojeller
* Siiper-absorban (%>99.5) hidrojeller

Kimyasal kararliliklarina gore,

* Biyobozunur hidrojeller

* Biyobozunmayan hidrojeller” [5].

2.5.2.3. Hidrojellerde Suyun Konumu ve Karakteristigi

Homopolimerik veya kopolimerik yani iki veya daha fazla monomerden olusan

polimer yapilar ¢apraz baglara sahiptir ve hidrojel olabilmeleri i¢in kimyasal iceriklerinde —

OH, -NH2, -COOH, —COOR polar ve hidrofilik gruplar bulunmalidir [24], [25]. Hidrojen

baglar1 yapidaki polar ve hidrofilik gruplar su ile etkilesime girerek hidrojen baglarimi

olustururlar. Bu gruplar ile baglanmis durumda olan su molekiilleri ile hidrofilik gruplar

cevresinde biiylime gergeklesir ve capraz bagli polimer sisme eylemini gergeklestirir.

Hidrofilik gruplarin daha fazla oldugu durumlarda sisme eylemi ile hidrofilik

gruplarin arasinda belirli bir iligki vardir. Sismis bir hidrojelde Sekil 2.4’teki gibi {i¢ tlirde

su bulunmaktadir [26].
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1.Bagli su: Polimer yapinin sahip oldugu polar gruplar ile hidrojen baglarini olusturan sudur.

2. Ara yiizey suyu: Polimer yapinin sahip oldugu hidrofobik grubun c¢evresinde toplanmis

ve sikica baglanamayan sudur.

3.Serbest ya da kiitle suyu: Polimer yapisindaki gozenekleri dolduran su, normal su gibi

davranir ve polimerler ile herhangi bir etkilesime girmez.

O Serbest su

* Bagli su

@g Hidrofobik gruplara
bagh ara ylizey suyu

Sekil 2. 4. Sismis Bir Hidrojeldeki Suyun Konumu [26]

2.5.2.4. Hidrojellerin Kullanim Alanlar:

Gecgmis yillara bakildiginda hidrojellerden tip alaninda ilk kez 1960 yilinda yumusak
kontak lenslerin {iretiminde yararlanilmigtir. Hidrojellerin mekanik 6zelliklerindeki
kararhiliklarinin yiiksek olmasi, iyi bir oksijen gegirgenligi, 151k kirinimini saglamasi ve buna
uygun kirmim indisine sahip olmalari, kontak lenslerde hidrojellerden yararlanilmasinin
temel nedenidir [27]. Diger kullanim alanlarina bakildiginda; yapay tendon malzemelerinin
iiretilmesi, yara iyilesmelerinde biyouyumlu yapiskan madde olarak, yapay bobrek zarlari
yapiminda yapay deri dokusu gorevinde, doku iskelesi ve tasiyici1 olarak ve ayrica son
zamanlarda sikc¢a rastlanilan doku genisletici olarak kullanilir. Son yillardaki ve proje
kapsamindaki uygulamalardan biri ise yiiksek gecirgenlik 6zellikleri sayesinde kontrollii ilag

salim sistemleridir. Bu salima 6rnek olarak,insiilin salim1 saglayan glikoza duyarli hidrojel
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sistemlerinin diyabet tedavilerinde kullanimi olabilir. Akilli hidrojeller,elektrokimyasal
tirde olan uyarilart mekanik ise ¢evirir bu sayede insan viicudundaki kas dokusu islevi

gorebilir. Bu gelisimden yararlanilarak yapay kas dokular1 gelistirilmektedir [28].

Hidrojeller ¢ok iyi su tutma oOzelligine sahiptir bu sayede adsorpsiyon icin ¢ok
uygundurlar. Adsorbsiyon, sivi veya kati ylizeyinde konsantrasyonu artan maddeye
adsorplanmis adsorplayan maddeye de adsorban denir. Kisaca adsorpsiyon yiizeye
tutunabilme olayidir. Ayni zamanda adsorpsiyon, belirli bir yiizeydeki maddenin birikme
eylemi veya yogunlugunun artirmasi olarak da tanimlanabilir. Stvi i¢inde bazi molekiiller ve
iyonlarin yayilimi gerceklestiginde ara ylizeye gitme egiliminde olurlar. Bu sebeple
hidrojeller tip alant disinda da kullanima agiktir; su saflastirma, agir metal/boyarmadde
uzaklastirilmasi, tarimda giibre ve tarim ilaglarinin ¢evreye denetimli salinimlari, petrol ve
yag igerikli endiistriyel atik karigimlardan suyun uzaklastirilmasi, boya ve agir metal icerikli
endiistriyel atik sularin denetlenmesi su igerikli hastane atiklarmin, telekomiinikasyonda

korozyonun 6nlenmesi gibi [23], [29].

2.5.2.5. Hidrojellerin Adsorban Olarak Kullanilmasi

Bircok dogal ve yapay polimerler birkag monomer ile uygun sartlar altinda
kopolimerlesme tepkimesi sonucunda agir metallerin bertaraf edilmesi amagh kullanildigi
bilinmektedir. Hidrojeller ag yapili ve ¢apraz bagli polimerik sistemlerdir bu sayede yiiksek
derecede su tutabilme oOzellikleri disinda bazi durumlarda da adsorplayict goérevinde
kullanilir. Akrilamid esasli hidrojeller siiper su tutucular olarak bilinir. Akrilamid esash
hidrojellerin, bazi agir metal iyonlar1 ve bazi boyarmaddelerinin sulu g¢ozeltilerinden

sogurumu arastirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir.

2.6. Biyo Miirekkep

Sanal ortamda 3 boyutlu olarak tasarlanmis bir nesnenin kompozit, polimer, regine
gibi malzemelerden yararlanarak kimyasal islemden gegirilip basilma isleminde kullanilan
malzemeye biyo-miirekkep ad1 verilir. Ayn1 zamanda, biyo miirekkep malzemesi yapay olan

canli dokuyu iiretmek i¢in basim esnasinda kullanilir.
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Dokulari, organlar1 ve gesitli viicut bolimlerini 3 boyutlu yazicilar aracilifiyla
iretmek i¢in biyo miirekkeplerin kullanilmasi gerekiyor. Bu biyo miirekkeplerin baski
islemi esnasinda katman katman olusumundaki siirece dayanmasi ve viicudun i¢indeki sert

kisimlarda hayatta kalmasi 6nemli.

Biyo miirekkepler canli hiicrelerden tarafindan olusturulur. Biyo polimer jeller ile
hiicrelerin uyumu biyo miirekkep anlamina gelir. Biyo miirekkeplerin belirli 6zgiin
ozellikleri olmas1 gerekir. Bu 6zellikler siralandiginda: reolojik, mekanik, biyofonksiyonel
ve biyouyumluluk gibi niteliklerdir. Biyo miirekkepler, onarici tip alanlarina ek olarak doku

miihendisliginde de en giincel ve yenilik¢i basim araglarindan olarak kabul edilir [29].

3B Biyo Baski ile 3B baski malzemelerinin birbirinden farkli 6zellikleri:

. Daha diisiik bir sicaklikta basilmistir (37 °C veya alt1)
. Hafif capraz baglanma kosullar

. Dogal tiiretir

. Biyoaktiftir

2.6.1. Biyouyumluluk

Bir biyouyumlu biyomalzemenin sahip oldugu en 6énemli 6zellik viicut dokularma
fiziksel, kimyasal, biyolojik ag¢idan uyumlu olmasidir. Genis kapsamda, biyouyumluluk
ozelligi, bir biyomalzemenin viicut ile etkilesim halinde oldugunda uygun cevap verebilme

ve viicudun bu malzemeyi kabul edebilme 6zelligidir [30].

Biyouyuml: yani viicut ile uyusur malzemeler bazi istenmeyen durumlar olusturup,
kullanildig1 organ veya dokuda hiicrelerin gelisimine engel olabilirler. Biyouyumlu
malzeme, malzemenin etrafindaki dokularda pihti, iltihap vb. olumsuz etki gostermeyen
malzeme siniflarinin genel adidir. Giiniimiiz gelismeleri arasinda dokularin rejenerasyonunu

saglayan biyomalzemeler viicut sivilari ile uyum saglayabilmesi i¢in gelistirilmektedir [30].

Biyomalzemelerin viicut ile uyum testleri yapilirken, ilk dnce viicut disinda ve daha
sonra viicut igerisindeki dokular araciligiyla testler yapilmalidir. Klinik denemelerde ise

malzemenin biyolojik anlamda giivenilirligine bakilmalidir. Biyomalzeme ile calisilan
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dokunun c¢evresinden alinan doku 6rnegi morfolojik agidan incelendiginde, uygulanan
biyomalzemenin uyumlulugu hakkinda fikir sahibi olunur. Ortopedi ve travmatoloji
boliimlerinde kullanilan biyomalzemeler mevcuttur. Yine de karsinojenik ve inflamatuar
riskleri olabilir. Bu yiizden, kullanilacak biyomalzemenin test sonuglart ¢cok énemlidir [31].
Biyomalzemenin igeriklerine gore tiirleri: metaller, polimerler,seramikler ve kompozitler

olmak {izere 4 ana gruba ayrabiliriz.

2.6.2. Hidrojel icerikli Biyo Miirekkepler

Biyo miirekkepler, biyopolimerlerden elde edilir. Istenilen sekilde ve islevde bir
hidrojel olusturmak icin tek seferde ve farkli dizilim kombinasyonlarinda tabaka tabaka
meydana gelmektedir. Sekli ve kivami jolemsi olan sekillerin molekiilleri, UV 15181 ile
capraz baglayarak malzemenin sabit kalmasi1 saglanmaktadir. Biyo miirekkeplerin basimi
esnasinda se¢ilmis bilesenlerinin oranlar1 programlanarak ortaya ¢ikan iiriiniin farkl sertlik
seviyelerinde olmasi saglanabiliyor. Bu sayede kikirdak ve yag dokusu arasindaki
secimlerde yazicidan baski almak teorik olarak miimkiin olabiliyor. Sert dokulardan kemik
ve benzeri malzemeleri iiretebilmek bile, kullanilan biyomalzemeleri degistirerek ve bu

eklenen karigima mineral gibi maddeler ekleyerek olusturulabiliyor.

Hidrojeller, korunmasimi saglar. Biyobaski uygulamalarinda kullanilan
malzemelerdir [32]. Hidrojellerin bilesenlerine bakildiginda yazdirilabilir grubundakiler:

polisakkaritler, proteinler, sentetik polimerler ve peptit bazli malzemelerdir.

Belirli bir baski yontemini seg¢ip ayarlamalarmi yaparken, bir veya birden fazla

bilesene sahip ise bilesenlerin konfigiirasyonlar ile formiile edilip kullanilabilir.

Biyo miirekkep tercihi yaparken yazici tasariminin uygunluguna ve de iiretilmek
istenilen biyo {irline uygun se¢im yapilmalidir. Tercih yapilirken en 6nemli kisim, kemik
gibi sertlesmis, yapilar m1 yoksa sade yapili damarlanmaya sahip olmayan doku mu
olusturulmak isteniyor yoksa bu sade yapidaki damarli yapiya destek olacak yumusak doku

mu isteniliyor karar verilmelidir.
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2.7. Biyoyazicilarda kullanilan hidrojeller

Bu boéliimde tez kapsaminda ¢aligilan aljinat ve sik kullanilan progesteron detayli

olarak anlatilmaktadir.

2.7.1. Aljinat

Aljinat,alglerin hiicre duvarlarindan elde edilmektedir bilinen tiir kahverengi alglerin
bazi tiirleridir. Aljinat yapisi,lineer yapili bir polisakkarittir. Polisakkaritler, glikozit baglari
aracilif ile birden fazla ve birlesik yapida olmayan monosakkaritin baglanmasi ile olusan
kimyasal zincir yapilardir. Yapisal olarak i¢erigine bakildiginda, aljinatlar hidroksiapatitenin

yapisina benzemektedir.

Icerisinde aljinat olan sulu ¢ozeltiye, divalent katyonlarin eklenmesi ile capraz
baglanma olay1 iyonik olarak gergeklesir. Art1 iki ytiklii iyona divalent katyon denir. Proje
iceriginde deney asamasinda bu rolde Kalsiyum kullanilmaktadir. Aljinatin viicuda oral yol
ile alindiginda toksik etken yaratmadigi kanitlanmistir ve biyolojik anlamda metabolize
ozelliklidir. ilag salim sistemlerinde aljinat segip kullanirken dikkatli olunmalidir. ilag
salinim1 prosesinde olusan jel tabaka,diflizyon bariyer aljinatina uygulanan hidrasyon
sirasinda olusturmaktadir. Aljinatin kalsiyum ile ¢apraz baglanip kimyasal aktivitesini
gerceklestirdigi enkapsiilasyon uygulamalarinda salimdaki rol alan ilag biyolojik aktivitesi

korunmaktadir [33].

Sekil 2. 5. Aljinatin Kimyasal Formu [33]
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Aljinatin sahip oldugu su tutabilme 6zelligi sayesinde tip alan1 disinda kagit ve tekstil
alanlarinda da kullanilmaktadir. Sahip oldugu bu 6zelliklerinin diginda jel formu olusturma
ozelligi sayesinde yiyecek endiistrisi ve kozmetikte kivam getirici olarak
kullanilirken;gaviscon, rennie gibi mide ilaglarin iceriginde de destek maddesi olarak
mevcuttur. Aljinat art1 iki ytiklii katyon olan kalsiyum ile kolayca jel olusturabilmektedir.
Olusan kalsiyum aljinat sektorde kaplama uygulamalarinda kullaniimaktadir. Ayrica
kalsiyum aljinat, yanik kaplama tedavilerinde de kullanildig1 bilinmektedir, tipta daha ¢ok
bilinen yontemlerle kiyaslandiginda daha az aci hissettirmesi ve biyouyumluluk ozelligi

sayesinde kullanilmaktadir.

2.8. Hidrojellerin ila¢ Salmiminda Kullanilmasi

Belirlenen ilaglar, hidrojel igerisine konuldugunda kontrollii salinim yapabilir veya
istenilen bolgeye iletilebilir. Bu sayede ilaglardaki etken maddelerin yan etkileri azaltilip
verimliligi artirilabilir. Belirli polimerlerden sicakliga duyarli kontrollii salimlarda
yararlanilmaktadir.

Hidrojellerin igerigine bakildiginda c¢ogu dehidrate durumda ve camsidir.
Dehidratasyon, basit anlamda s1v1 kaybidir.Ilag salinimi cogu zaman es zamanli olarak suyun
absorblanmast ve mevcuttaki ilacin sisme kontrollii desorpsiyonu seklinde ilerler
[34]Kontrollii ilag saliniminda,hidrojellerden ¢ok faydalanilir. Ozellikle gevreye duyarl
hidrojellerin olusturdugu ila¢ salinimi,pH ve sicaklik ¢evre sartlarina bakilarak kolayca
ayarlanabilir [35].

Literatiirde yapilmis ¢cogu calismanin sonucunda tek tiirde uyariciya cevap veren
hidrojellerin ila¢ salinimini kapsar sekilde oldugu sonucuna varilmistir. Ancak birden fazla
degiskenin oldugu durumlarda, birden fazla uyariciya cevap verebilen hidrojeller ile
caligmalar yiiriitilmesinin daha avantajli oldugu goriiliir [18].

Insan viicudunun farkli bolgelerinde pH degisimleri vardir bu nedenle pH’a duyarl
salinim sistemleri kullanilabilir. Ornek olarak, ilaglar kiyaslandiginda tad: kotii ilaglarin agiz
ici ndtr ortama girerek, mide ortaminin sahip oldugu asidik pH ortamina salinarak viicuda
gonderilmesidir.

Enkapsiile edilmis ilaglar difiizlenirken en 6nemli parametreler, hidrojelin sahip
oldugu gozenek boyutu ve ilacin hidrodinamik hacmidir [18], [36]. Ayrica ilacin jel igerisine

yiiklenmesi eyleminin de difiizyon hizina biiyiik etkisi vardir.
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2.8.1. llacin jel icine enkapsiilasyon yontemleri

Enkapsiilasyon islemi, en az bir aktif bileseni ve en az bir ¢esit kaplama malzemesi
kullanilarak uygun kosullarda ve hedeflenen dozda salinmasi kosuluyla koruma altina
alinmasidir. Enkapsiilasyon igleminde kullanilacak malzemenin biyouyumlu ve biyobozunur

olmasi1 diginda aktif bilesenin stabilitesini sagliyor olmasi sartin1 da kapsamalidir.

Kontrollii salim sistemleri; gelismis etkinlik, enkapsiile veya immobilize edilmis
bilesenlerin enzimatik vb. degradasyonuna kars1 yiiksek stabiliteye sahip olmasi, azaltilmig

toksisite, kolay uygulama gibi sayisiz avantajlara sahiptirler.

2.8.1.1. Tlacin jel i¢ine direkt olarak eklenmesi

[lacin jel yapr igerisine direkt olarak eklenmesi yonteminde, polimer zincirler ilacin
cozelti olugturdugu ortamda ¢apraz baglanir, ¢ozelti disindaki ortama ait ila¢ molekiillerinin
enkapsiile edilmesi ile saglanir. Onceden capraz baglanarak olusturulmus hidrojelin ilag
cozeltisine konulup ardindan ilacin hidrojel gézenekleri bosluklar: arasindan gegis yaparak
diflizyonunu saglanmasi yontemi de bir diger enkapsiilasyon islemidir [37]. Bu iki
enkapsiilasyon yonteminde de hazirlik siireci agisindan hizli ve kolaydir. Ayrica bu iki
enkapsiilasyon yonteminde de hidrojelin sismeye baslamasinin basladigi an itibari ile ilacin
hizli bir sekilde salinimi gerceklesir. Hizlica ger¢eklesen bu salinim prosesinin ardindan
hirojel i¢ine bakildiginda i¢indeki arta kalan ilag molekiillerinin salinimini belli bir siire daha
devam ettigi goriiliir. Prosesin ilk basamaginin baglangicinda hizl ilag salinimi ¢apraz bag
orani arttirilip %10-25 oranlarina kadar geri disiiriilebilir [38]. Ancak bu durumdan sonra
ilacin enkapsiile edilmesi ile salinim karakterleri degismektedir. Bu duruma capraz
baglanmadan 6nce veya sonraki oranlar neden olmaktadir. Ek olarak ilacin enkapsiilasyonu,
capraz baglanmadan once gerceklesirse mevcuttaki ila¢ molekiilleri fonksiyonel gruplar
aracilifiyla kimyasal reaksiyona girip polimer ana zinciri icerisinde yer alabilir. Bunlarin
sonucunda hem sistem degisime ugrar hem de salinimda yiiklenen ilag miktarinin azalmasina

neden olup, verimlilik azalabilir.
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2.8.1.2. Hidrojel icerisindeki Ayrik Sahm Sistemleri

Viicuda ilacin uzun bir siirede salinim prosesini gergeklestirmesi isteniyorsa ve ayni
zamanda da hidrojelin ¢apraz bag yogunlugu daha fazla arttiramamigsa ayrik salim sistemleri
kullanilir. Bu yontemde, mevcut hidrojelin icerisinde etken madde olan ilag nano veya
mikrokapsiiller i¢ine yerlestirilir [60]. Bu konu hakkinda yapilan literatiir taramasinda
polivinilalkol (PVA) bazli hidrojellerde deksametazon etken yani anti enflamatuar ilag
etkeni maddesinin yaklagik iki hafta boyunca saliimiin siirdiirebildigi, sonucunda da
mikrokiireler i¢ine yerlestirilmis steroid saliniminin bir ayda etken maddesi ilacin ancak

%611k miktarda salim yapacak sekilde geciktirdigi goriilmiistiir [38].

llaglarin, salinim mekanizmalarina bakildiginda, yavas salimm mekanizmalarina
olan bir yaklasim da soyledir; igerisinde ila¢ olan mikro boyuttaki partikiillerin sismeden,
suyunu kaybetmis bir hidrojel i¢ine dispersiyonu ile olusmasidir. Bu asamada hidrojel
suyunu kaybedip degrede olurken hidrojelden disart salinim prosesi enkapsiile edilmis ilag

tarafindan gerceklesir [39].

2.8.1.3. Hidrojele Kovalent Bagh Sistemler

Ilag molekiillerinin hidrojeli hizli bir sekilde terk etmesi ila¢ maddesinin hidrojele
yiiklenmesi eylemi ile gergeklesir. Ilag salimimmin iyi bir sekilde kontrol edilebilmesi icin
cozelti igerisindeki ilag molekiilleri ile hidrojel aglar1 arasinda kovalent baglar olusur.
Hidrojele kovalent baglanmis sistemler siralandiginda: ila¢ salinimi, polimer ile ilag baginin

arasindaki bagin kimyasal veya enzim araciligiyla kirilmasi seklinde olusmaktadir [40].

Kovalent bagli ila¢ salinim sistemlerinden yararlanilarak uzun siire¢li ila¢ salinimlari
gerceklestirilebilir. Literatiirde kovalent bagli ila¢ salim sistemlerinde sicakliga duyarli
kovalent baglh bir jelle yapilmis calismada, molekiillerin bir ay boyunca salinima devam

ettigi goriilmiistiir [41].

Asagidaki sekilde salmim prosesini gergeklestirecek ilacin capraz baglarimi
olusturmadan 6nce ve sonra hidrojele yliklenmesi ve hidrojele baglanmasi ile gergeklesen

ila¢ saliim sistemleri karsilastirilmaktadir [42].
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2.9. Anjiyogenez ve Modelleme

Anjiyogenez diger adi ile neovaskiilarizasyon, yetiskinlerde ise damar olusumu
fizyolojik olarak yeniden olusum siirecidir. Ek olarak bazen de hastaliklar basliginda tiimor
gelisimi ve diyabet gibi bazi patolojik durumlarda dnemli rolii olan bir siirectir [43]. Bu siireg
viicutta fizyolojik bir siirectir ve mevcut damarlardan tomurcuklanip yeni damarlarin

olusmasi olayidir. Bu durum, vaskiilojenez ile benzerdir.

Kelime anlamina bakildiginda anjiyogenez, fiziken biiylime ve gelisme durumlari
sayesinde yara iyilesme siirecidir. Bununla beraber bazi durumlar ve zamanlarda patolojik

olarak da gozlenebilmektedir.

Anjiyogenez siirecini arttiran ve azaltan faktorler arasindaki dagilim bozuldugunda
denge kimin tarafina bozulduysa ona gore anjiyogenezde pozitif veya negatif anlamda
farklilik gosterebilir [44]. Anjiyogenez prosesi, viicutta iiretilmis bazi kimyasallar tarafindan
kontrol edilir. Damarlar1 onarmak veya yenilerini iiretip uyarmak i¢in kimyasal igeriklere
ihtiya¢c duymaktadir. Durdurmak i¢in ise anjiyogeneze 6zel inhibitdrler kullanilir. Kan
damarlari olusurken, birden fazla hiicre tipinin ve fazla sayida molekiiliin katildig1 karmagik
ve ¢ok asamali bir siirectir. Molekiiller aras1 dengenin saglanabilmesi, anjiyogenez siirecini

etkiler.

Anjiyogenez bircok durumun Onemli parametlerini kapsar. Bunlar, iireme
fonksiyonlart ve tamiri, patafizyolojik durumlar, vaskiiler yapmnin olusmasi, organ
gelisiminde ve farklilagsmasinda olusu gibidir. Anjiyogenez, damarsal gelisim ve yara

iyilesmesinde de biiyiik bir faktordiir.

Anjiyogenez, mevcutta sahip olunan kii¢iik damarlardan yeni damarlarinin
olusmasidir. Anjiyogenez, eriskin doneminde organizmanin ihtiyacindan dolay1
damarlanmasi demektir. Damarlarin yeniden olusumu, canlilar iirerken ve gelisirken tamir
edilmesi i¢indir. Gelistirilmis anjiyogenez kanser tedavilerinde anjiyogenez ve

inhibitorlerinin ortaya ¢ikardig: etki mekanizmalarindan yararlanir [45].

Genellikle organizmalarin fizyolojik olaylarinda anjiyogenez karsimiza cikar.
Dengenin kurulamadigr durumlarda kanser olusumunda ve yayilmasinda da rol alir.
Anjiyogenezin bilinen en 6nemli rolii doku iyilesmesi prosesidir. Bu sayede yapay cilt

dokusu olusumu tipta bilim insanlarinin en ¢ok c¢alistig1 alanlardandir [3].
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Anjiyogenez yapilan arastirmalarda umut vaat eden sonuglara, in vivo ve in vitro
caligmalar sayesinde hizlica geligmistir. Anjiyogenez iskemik kosullarda kan damar gelisip
uyarilmasini kapsarken; tiimor gelisimi, diyabet, rdmatoid artrit gibi hastalik durumlarinda

anjiyogenez inhibisyonunu igerir [46].

2.9.1. Anjiyogenez Siireci

Gelisim siireci heniiz tamamlanmamis ve devam etmekte olan bir embriyoda, birincil
kilcal pleksus olusturmak iizere progenitdr anjiyoblastlarin farklilagmasi ile yeni kan
damarlarinin  olugmasina  vaskiilogenez denir.Heniliz filizlenmemis anjiyogenez,
transkapiller terminal ekstraseliiler matrikslerin olusumuna ve sahip olunan bir damar
icerisindeki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ile meydana gelip bu sayede damari fazlalastirip,

iki veya ikiden daha fazla kilcal damarlara boler.

Anjiyogenez,cok basamakli ve komplex bir olaydir. Anjiyogenezde 4 farkli ardisik
basamak vardir [46]:

1- Proteazlar ile bazal membranin yikimu.

2- Interstitial alana Endotelyal hiicrelerin migrasyonu.

3- Endotelyal hiicrelerin proliferasyonu.

4- Liimenin olusturulmasinin ardindan perisit hiicrelerinin bir araya gelmesi ile yeni

bazal membranin olusturulmasi ve anastomozlarin olusumu son olarak kan akisi.

Perisit hiicreler ve perisit hiicrelerini saran ekstraseliiler matriks arasindaki hiicresel
adezif etkilesimlerdeki degisikliklere Mikro damarlardaki anjiyogenik gelen yanit, komsu
endotelyal hiicreler baglidir. Aktif anjiyogenez olusumunda, aktive edilmis endotelyal
hiicreler; sahip olduklar1 kendi hiicre iskeletlerini yeniden planlarlar, proteinler gibi hiicreler
yiizey adhezyon molekiillerini aktarirlar, proteolitik enzimlerini salgilarlar ve hiicre
komgsularindaki dis yiizey matrikslerini yeniden diizenlerler. Bu olay dongiisii, kapiller
tomurcuklanmalarin olusumunun ardindan gelisimi ile sonuglanir. Bu 6zel siireci belirleyen
baz1 anjiyogenik faktorler vardir. Bu faktorler arasinda endotelyal hiicrelerin migrasyonu,

cogalmasi, uzamasi, yonlenmesi i¢in yerel ve lokal sinyal iletimi bulunur [26], [47].
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Ozetle, kan damarlarmin olusumunu ve gelisimini saglayan iki temel siireg vardir.
Vaskiilogenez ve anjiyogenez embriyodaki kan damarlarinin olusumu prosesindeki temel
prensiplerdir. Vaskiilogenez, ilkel kan damarlarinin olusmasi seklinde tanimlanir. Diger
yandan, Anjiyogenez olayimin vaskiilogenez prosesinden temel farki, onceden olan kan
damarlarindan 6zel mekanizmalar araciligi ile yeni kan kapiller sistemin olugmasidir
[48].Anjiyogenez mekanizmasi iki sekilde tanimlanmustir: filizlenme ve intussusseptir yani
kabaca i¢ kanamadir. Filizlenme seklindeki anjiyogenez olusumunda endotelyal hiicre

cogalmasi ve hiicrelerden uzaklagmasi sonucunda endotel tiip olusumu ortaya ¢ikar [49].

Dokulara ve mevcudundaki molekiillerine bakildiginda anjiyojenik etkilesimlerinde
hiicresel karmagikliklarin olugmasi biiyiik ihtimaldir bu durum Ongoériiliir, arastirmalara
yetecek tek bir 6l¢iim yonteminin uygulanacak olmasi ihtimali ¢ok diistiktiir. Bu nedenle,
birden fazla anjiyogenez calisma modelleri {lizerine ¢aligmalar yapilmistir. Anjiyogenez
eyleminde ilgili in vitro modeller fiziki gézlemlerin sonucunda énemli bilgiler elde edilir
fakat in vivo modellerde etkilerin nasil sonuglanacagi tam olarak bilinemez. In vivo modeller
ele alindiginda bir kismi tarama yapmak amaci i¢in kullanilirken, diger bilinen modeller
birden fazla ajanin anjiyogenez olusumundaki etkilerini arastirmak i¢in kullanilmaktadir

[43].

Anjiyogenezde kullanilan baglica in vivo modeller:
*Civciv koryoallantoik membran modeli (CAM)
*Rodent mezenter modeli

*Tavsan kornea modeli (micropocket)

*Siinger (sponge) implant modeli

*Matrijel ve klasik tiimor modeli

«Zebrabalik modeli

Yukarida maddeler halinde siralanmig modellerin uygulama alanlarina bakildiginda
en kolay, tekrarlanabilir ve kantitatif 6l¢iime imkan saglayan g¢aligma modeli civciv

koryoallantoik membran modeli ve tavsan kornea yontemleri oldugu bilinmektedir [50].
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2.9.2. 1Ideal Anjiyogenez Modelleri

Caligmalarda belirlenen ideal anjiyogenez modelleri asagidaki ihtiyaclar

saglamalidir.

. Anjiyojenik ajanin salinim ytiizdesi tespit edilebilir olmalidir.

. Model, yeni damar olusumunun fizikken sayilabilir 6l¢iimiine imkan saglamalidir.

. Yeni olusan damarlar ile var olan damarlar arasinda basit bir sekilde ayirt
edilebilmelidir.

. Dokunun zarara ugramasindan kaginilabilmelidir.

. Bu model monitorizasyona izin vermelidir.

. Uygun maliyetli,hizl1 ve kolay uygulanabilir olup, tekrarlanabilmelidir.

Yukaridaki maddelere bakildiginda bu nitelikleri karsilayan model kesinlikle, CAM
modelidir. Civciv koryoallantoik membran modeli bir vivo model olarak, kanserli hiicre
davraniglarinin ortaya ¢ikmasinda, biyomateryaller etklerinin incelenmesinde ve de son

olarak anjiyogenezde sik¢a kullanilan bir model olarak dnlimiize ¢gikmaktadir [51].

2.10. CAM Modeli

Bu modele, kisaltmasi olarak CAM denirken agik hali ile civciv koryoallantoik
membran modeli olarak adlandirilmaktadir. Literatiir aragtirmalarina bakildiginda daha
CAM modeli, metastaz ve kanserli hiicre calismalarinda da kullanmilmaktadir. ilk kez
Folkman tarafindan 1976 yilinda bu model anjiyogenez c¢alismalarinda denenmistir [52].
Civciv koryoallantoik membran modeli, ekstraembriyonik 6zelliklidir ve hem anjiyogenez
hem de anti antijiyogenez arastirmalarinda kullanilir. CAM modelinin civcivler igin
onemlidir ¢iinkii gaz alisverigindeki ana solunum islevi goren organ mevcuttur ve civeivin
atiklar1 i¢in mesane yerine gorev alir [53]. Kiyaslama yapildiginda gelisimin baslangicinda
civeiv koryoallantoik membran modeli (CAM) avaskiilarize bir yapiya sahiptir. CAM yapisi
allantoisin epitel tabakasi ile koryonun epitel tabakasi arasinda kalan ¢oklu mezoderm
tabakalarin bir araya gelmesi sayesinde olusur. Ayrica ¢ift katmanli mezoderm yapilar cok

sayida kan damarlarina sahiptir [53].
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Sekil 2.10 CAM Modeli gelisimindeki 10.giin [53]

2.10.1. CAM Modeli Uygulamasi

CAM’e bakildiginda belirli tabakalardan olugmaktadir. Bunlar allantois ve koryon
epiteli tabakalaridir. CAM, embriyosu 4. giinden itibaren gelismeye baglar ve 10. giinde
gelisiminin ¢ogunu tamamlayarak yumurta kabugunun i¢ine tamamen yerlesmektedir. CAM

yapisal olarak yapisinda ¢ok yogun bir damar ag1 vardir.

Anjiyogenez arastirmalarinda en yaygin olarak CAM modeli kullanilmaktadir.
Endotel hiicrelerinin filizlenmesi ile anjiyogenez siireci sekillenir, 5. ila 7.giin arasinda
gelisimi goriiliir. Bu durum, CAM modelinde damar aglariin gelisip biiylimesinin onciil
davranisi olarak diisiiniilmektedir. 8. ve 12.gilinler arasinda, intususseptif mikrovaskiiler
biiytime net bir sekilde goriiliir ve 13.-14. Gilinlerin bittigi siirecte vaskiiler ag yap1 yeni bir
ag orgiisii olusturmadan hacim ve kiitlesel oranda biiyiir . CAM genel yapisina bakildiginda
vaskiiler anlamda kabuga en yakin koryonik epitelde bitisik bulunan kilcal vaskiiler
tabakadan ve modelin i¢indeki derin ve biiyiik damarlardan olusur [54]. Vaskiilogenez ve
anjiyogenez eylemleri beraber yeni kan damari aglarini olusturur. Vaskiilogenez ve
anjiyogenez siiregleri kompleks ilerleyen siireglerdir. Bu karmasik olaylarin olusumunda ve

ilerlemesinde biiytime faktorleri bu siireglerde dnemli rol oynar.

Civciv koryoallantoik membran modelinde anjiyogenez siireci gelisimsel olarak 3

asamadan olusur:
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. 5. giinden 7. giine kadar erken faz
. 8. glinden 12. giine kadar ara faz
. 12. veya 13. giinden itibaren ge¢ faz

5. glinden 7. giline kadar olan siireyi kapsayan erken fazda kapiller ag filizlenmeye
baglar. Sonrasinda ara faz baslar ve ardindan mikrovaskiiler agda filizlenen aglarin gelisimi
one plana ¢ikar , en son kapiller ag filizlenmesi bu agamada sonlanir. Sonuncu fazda yani
ge¢ fazda koryoallantoik bilesenler modelde koruyu gorevli bir tabaka membranina doniisiir
ve genisleyerek faz tamamlanir. CAM modeli uygulamalarimi deneylere uyarlarken 5.
giinden itibaren yapilabilir olarak savunan bir ekip vardir fakat damarlanmanin belirginligi
12. giinden sonraki olan ara faz donemdeki uygulamalar agisindan kiyaslandiginda ge¢ faz
doneminin ¢ok daha iyi bir zamanlama oldugunu ifade edilir [55]. Ayrica CAM
uygulamalarin 18. giline kadar yapilabilmesinin miimkiindiir fakat 18.giin gibi ge¢ doneme
gecilmis bir siiregte embriyo fazla biiylimils olur bu biiylime hareketlenmeyi arttirir

sonucunda uygulamayi olumsuz etkiler.

2.10.1.1.CAM Uygulamalarinin Avantajlar

CAM ile caligmalar yapilirken avantajlardan en biiyiigli ve one ¢ikani dollenmis,
yumurtalarin temininin ucuz ve ¢ok kolay olmasidir. Bu modelle yapilan arastirmalarda
sonuca kisa siirede ulagilabilinir. Eger istenirse uygun ve sabit sartlar altinda 151k

mikroskobundan yararlanilarak degerlendirmeler ve kantitatif 6l¢iimler yapilabilir.

Bu modelden tip alami igerisinde g6z, yeni cerrahi aletlerin ile teknikler

uygulanmasinda, endoskopik uygulamalarda da yararlanilabilir [55].

Anjiyogenez slirecinde in vivo modellerde bir¢ok yorum ve yaklasim vardir. Bu
modeller i¢cinde temini en kolay ve calisma sonuglarina en hizli sekilde ulasilabilir olan
model CAM modelidir ve bu ¢ok biiyiik bir avantajdir. Ulkemizdeki arastirma olanaklari ile
de kiyaslandigi takdirde civeciv CAM modelinin anjiyogenez ¢aligmalarinda i¢in en elverisli

model oldugu anlasilmaktadir.
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2.10.1.2.CAM Uygulamalarinin Dezavantajlar:

In vivo modellerden olan CAM’e bakildiginda en biiyiik kisitlama ve dezavantaj
inflamasyon reaksiyonlaridir. Yumurtalardaki belirli hasarlanmalar fiziksel ve kimyasal
travmalar neden olur. Bu nedenle model ile calisma yapilirken bu travmalar 6l¢iim
hassasiyetini diisiirmektedir. Bu nedenle, inflamatuvar etkenlerden kaginmak gerekir. Bu
travmalar 6zellikle en ¢ok yumurtanin kirilan kabuk parcalarinin i¢ kismina diismesi nedeni

ile olusur, bu olumsuzluktan kaginabilmek icin olabildigince hassas ¢alisilmasi gerekir.

Sekil 2. 6. Koriyoallantoik Membran Modelinin Fiziken Olumsuz Etkilenmesi [43]

Diger bir kisitlama ve zorluk ise neovaskiilarizasyonu artan vaskiiler dansiteden ayirt

etme zorlugudur. Geligsmeler kolayca goriintiilenebilir iken zaman zaman bu durum zorlasir.

Yumurta kabuklar1 soyulduktan sonra bulundugu ortamdaki hava ile temasinin ¢ok
iyi bir sekilde dnlenmesi gereklidir. Sonuclar gézlemlenip, degerlendirilene kadar kabukta
soyulup acilan pencerenin hava ile temas etmemesine Ozen gosterilip, izolasyonu
bozulmamalidir. Bozulma durumunda hava basincinin gosterecegi degisiklikler

uygulamanin sonuglarini olumsuz yonde etkileyebilir.
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Sekil 2. 7. Uygulama sonrast CAM yiizeyi ile hava temasinin kesilmesi

Tablo 2. 1. CAM Modeli ile Deney Calislarindaki Avantajlar ve Dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar
Teknik olarak basittir Oksijen
degisikliklerine
hassastir
Ucuz Metabolik aktivasyona ihitiya¢ duyan

ila¢ calismalari i¢in uygun degildir

Temini kolay

Yeni damar
olusumunun tespit
edilmesi glictiir

Genis taramalar i¢in
uygundur

Memeli olmayan
bir modeldir

Noninvaziv gdzleme Embriyoniktir
uygundur

Sonu¢  hizli  sekilde Ozel olmayan
degerlendirilir
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no:DA22/32) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca
desteklenmistir.

3.1. 3 Boyutlu Biyoyazicimin Giincel Tasarimi

Baskent Universitesi Miihendlik Fakiiltesi laboratuvarma ait mevcut Biyoyazici
modellemesi openscad programi araciligiyla yapilmistir. Tez kapsaminda birkag
degisiklikler yapilarak yeni kullanima adaptasyonu saglanmistir. Laboratuvar ortaminda
kullandigimiz biyoyazici i¢in marlin programi ile tabla yiiksekligi, konumlandirmasi ve

siringanin itis mesafeleri kontrol edilir.

3 boyutlu biyoyazicilar tercihinde farkli yazilimlar kullanilabilir hatta hazir yazilim
kullanmak yerine daha zor olsa da kullanici kendi yazilimlarii1 derlemeyi dahi tercih
edebilirler. Glinlimiizde Marlin yazilim1 ¢ogu 3 boyutlu yazicida kullantyor. Marlin, siiregte

giivenilir ve yiiksek hassasiyette, kontroliin kullaniciya ait oldugu bir baski kalitesi sunar.

Biyoyazicinin yazilimi disinda 3 boyutlu geometrinin olusturulmasinda yararlanilan
Cura Ultimaker programi sistem parametrelerine kolayca erisimi saglanabilen bir
dilimleyicidir. Bu sayede tasarist planlanan 3 boyutlu goriintii dilimlenir ve G kod araciligi

ile siringa konumlandirilir.

3.1.1. Biyoyazicida Kullanilan Siringa Modeli

Biyoyazicida kullanilan siringa modeli 100 cc hacimli Beybi marka insiilin
enjektoriidiir. Enjektorler, her kullanimda degistirilmelidir aksi durumda siringa igerisinden
yazictya olan kanalda tikanmalar meydana gelip, baski alma siirecini olumsuz etkiler. Capraz
baglayici olarak kullanilacak kimyasalin proseste hidrojel tabakalarma katman katman
eklenmesi bir zorunluluk olmamaktadir. Calismanin basinda her iki olasiligin da
gozlenebilmesi adina ¢ift siringant model ile giincellenip, denemelere baglanilmistir.
Siringal1 sistemde itme kuvvetinin yaratacagi basing baski kalitesini ve viskozitesini ¢ok
etkilemektedir. Kullanilan 6lgekli sistem araci olan siringanin en biiyiikk avantajlarindan

birisi de belirlenmis sekil i¢in yaklasik kag cc jel gerektigi kiyaslanabilir.
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Sekil 3. 1. Biyoyazicida Kullanilan 1,5 mm yaricapli Siringa ve ignesi

Biyoyazicidaki ¢aligma prensipleri disinda, tek kullanimlik aparatlarin sisteme
uygunlugu basimi olumlu yonde etkiler. Jel yogun kivamli yapiskan dokuludur bu nedenle

biyo yazicidaki motor itme giiclinlin olumlu yonde kullanilabilmesi i¢in diisiik hacimli bir
siringa tercih edilmistir.
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Sekil 3. 2. Biyoyazicida ¢ift siringa denemesi

Cift siringali model tasariminda beklenen durum, ¢apraz baglayici ile aljinat igerikli
hidrojelin eszamanli bir sekilde tablaya enjeksiyonudur. ilk denemede, cihazin motoru
hareket ettiren kismindan manuel kontrol ederek jel yapisini olusturulabilirligi test
edilmigtir. Jel yapisinin olustugu gozlenince aljinat ile dolu olan hortumun ucuna valf
takilmistir. Giincel tasarimin hassasiyetini ve ¢alisabilirligine repetier araciligyla bakilmistir.
Dilimlemesi yapilan gorsel Repetier programu ile iizerinde ¢alisilan sekillerde denenmistir.
Cift siringada denemesinde siringa ucundan ¢ikan jel yapisi istenilenden daha az akigkan
oldugundan ve baski alacagimiz sekillerin boyutu ¢ok kii¢iik oldugundan ignenin ucunun
tikanmasi problemiyle karsilagilmistir ve ¢ift siringa modeli basarili sonu¢ vermediginden,

capraz baglayiciyi ikinci siringa ucundan es zamanli olarak basilmasindan vazgecilmistir.
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Sekil 3. 3. 2 Cift siringa modelinde aljinat ile dolu olan hortuma takilan valf

-
b

Sekil 3. 4. Biyoyazici

3.1.2. Biyoyazicida Kullanilan Buhar Piiskiirtiicii

Kullanilan basit buhar yapma cihazi, %2’lik CaCl2 ¢dzeltisini buhar formunda soguk

bir sekilde kullanmamiza yarar. Sarj edilebilir 6zellige sahip buhar piiskiirtiicii araciligiyla
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biyoyaziy1 kullanarak alinacak hidrojel baskilar istenilen alanda zamanina ve prosesine

uygun capraz baglanmaya uygundur.

Deney c¢alismasi esnasinda baskilara fiziki agidan bakilarak %2’lik CaCl2 ¢ozeltisi
ile ne kadar siire boyunca niifuz ettirilmesi gerektigi yaklasik olarak belirlenmistir. CaCl2
cozeltisinin buhar ile hidrojelin bir araya gelme siiresi ¢ok 6nemlidir buna bagli jel yap1

hizl1 bir sekilde bozunma yasayabilir.

Fiziki gozlem sonuglarina gore, biyoyazicinin baski siireci bagladigi an itibariyle ilk
katman baskist gozlenip ikinci katmana siringa ucundaki igne basladiginda, buhar
piiskiirtme cihazi ile %2’lik CaCl2 ¢dzeltisi buhar formunda baslatilir. Tkinci katman baskist
bitip liglincliye gegildiginde cihaz kapatilir, diger katmanda tekrar agilir. Siire¢ boyle devam
etmektedir. Baski siireci sona geldiginde tabladaki jel baski alinip farkli bir sert zemine

konulup, toplam iki buguk dakika %2’lik CaCl2 ¢ozeltisi buhari ile niifuz ettirilir.

Sekil 3. 5. Baskida Kullanilan Buhar Piiskiirtiicii
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3.2. 3 Boyutlu Biyo Yazicimin Programlanmasi

3.2.1. Marlin Yazilim

Baskilama iglemlerinde, 3 boyutlu biyoyazicilar i¢in algoritmas: birbirinden farkl
yazilimlar seg¢ilebilir bunun diginda farkl: bir tercih olsa da kullanicilar kendi algoritmasini
olusturarak 0zgiin yazilimlarim yazmay: da tercih edebilirler. Bu yazilimi tercih edenlere
bakildiginda genel olarak kendi yazicisim1 yapanlar ¢cogunlugu olustururlar. Giivenilir bir
yazilim olan Marlin ara yiizii, siirecin tam kontroliinii kullanicida tutarak iistiin kaliteli bask1

imkani1 sunar.

3.2.2. Cura Yazilim

Ultimaker Cura, 3B Baski i¢in endiistri standard1 acik kaynakli bir yazilimdir. Basit
bir arayiize sahiptir, tiim biiyiik 3B baski platformlarin1 destekler ve birgok 6zellige sahip
karmagsik 3B modeller olusturmak i¢in kullanilabilir. Ultimaker yazicilar1 kullanarak ¢ok
cesitli 3B nesneleri kolayca olusturmaniza olanak tanir. Cok ¢esitli malzemeleri destekler ve
dilimleme, yazdirma, kalibrasyon ve kalite giivencesi gibi ¢ok kapsamli 6zelliklere sahiptir.

Cogu masaiistii 3B yaziciyla uyumlu olan a¢ik kaynakli yazilim, STL , OBJ , X3D,
3MF gibi en yaygin 3B formatlarindaki dosyalarla ve BMP , GIF , JPG ve PNG gibi goriintii
dosyast formatlarindaki dosyalarla calisabilir. Dilimleme yazilimi1 olarak kullanilan
programlar, 3B somut modelleri ve bunlarin sahip olduklar1 baski ayarlarini 3B yazicinin
isletim prosesine uygun talimatlara doniistiiriir. Bu nedenle dilimleme yaptigimiz yazilimlar

herhangi bir 3B baski islemi i¢in ¢ok 6nemli bir husustur.
Cura Yazilim1 kullanilirken ii¢ basamak vardir:

e Modelleme :Modelleme, 3 boyutlu 6zel programlar araciligryla gerceklestirilir.
Bu uygulamalar kendine ait dosya formatinda olur ve bunlar, bu 3 boyutlu
yazict dosyalarini agmaniza, diizenlemenize, kaydetmenize ve disa dilimleyip

aktarmaniza olanak saglar.

¢ 3 Boyutlu dosyanin diga aktarilmasi : Model tasarlanip olusturduktan sonra, bir

STL, OBJ veya 3MF dosyas1 olarak disa aktarilmasi gerekir. Bunlar Cura
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tarafindan taniman dosya formatinda olmalidir. Sistem, yalnizca son istenilen
geometriyi tuttugundan, 3 boyutlu modelleme uygulamalarinda kullanilan
dosya formatlarindan farklidirlar. Yine de eger istenirse 3 boyutlu modelin

boyutunu ve geometrisi degistirebilir.

e Dilimleme ve dosyanin disa aktarimi: STL veya OBJ formatinda kaydedilen
dosya daha sonra dilimlenmis geometri Cura yazilimina aktarilabilir. Curadaki
G-Kodu, 3 boyutlu biyoyazicida tabla hareketleri, siringa konumunun
ayarlanmasi, sicak-ug sicaklik gibi okuyup takip etmesi vb. eylemlerin listesini

iceren bir metin belgesidir.

Cura, 3 boyutlu biyoyaziciniz i¢in komutlar {iretir. Bu komutlara G-Code ad:1 verilir.
Komutlar “.gcode “dosya uzantisiyla biten bir metin belgesi igerigidir. Her yazicinin kendine
ait farkli bir yazilim, kurulum, baski alani, malzemesi, plakasi ve baslik boyutu oldugundan,
Cura dilimleme yaziliminin bahsedilen donanim ayrintilarini bir yazici profilinde bilmesi
gerekir. Cura’da istenilen ayrintilara sahip olunduktan sonra, katman kalinlig1 ve yiiksekligi,
mesafeleri, sekli, ylizdesi gibi ayarlar belirlenebilir. Biyoyazicinin istatistiklerine ve
ayarlarmiza bagli olarak, Cura, belirlenen modeli yazdirmak ve yazici i¢in bir talimatlar
listesi olusturmak icin biyoyazici siriganin ucundaki igne araciligiyla izlemesi gereken yolu
hesaplar ve siireyi kullaniciyla paylasir. Bu talimatlar bu G Kodu dosyas: igerisine
kaydedilir.

G Kodu dogrudan Cura’dan yazictya bagli olarak yaziciya kablosuz veya kablo

iizerinden gonderilebilir.

3.2.3. Repetier-Host Uygulamasi
Repetier-Host uygulamasi licretsiz olarak bilinen dilimleyici programlardan biridir.
Kendi internet sayfasi tizerinden Windows, Mac ve Linux sistemleri i¢in kolay kullanim ve
kurulum imkén1 vardir. Giintimiizdeki programlar ile kiyaslandiginda, 3 boyutlu yazicilar ve
biyoyazicilarin bir¢ogu ile uyumlu olup ¢ok fazla alanda kullanim imkéan1 saglamaktadir.

Marlin yazilimi ile Repetier-Host uygulamasi senkron bir sekilde ¢alisabilmektedir.

Repetier-Host uygulamasi bilgisayara kurulup kontrolii yapildiktan sonra ilk

asamada kullanicinin yapmasi1 gereken yazici ayarlarinin  kullanilan uygulamaya
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aktarmasidir. Baglanti ayarlar1 yapilip giincellik durumu teyit edildikten sonra kullanilmig

olan yazilim hangisi ise o se¢ilmelidir.

3.3. 3 Boyutlu Modelleme

Projede parametre degerlendirmeleri i¢in farkli yol secenekleri konusuldu.
Laboratuvarda kullandigimiz biyoyazici i¢in kullanilan Marlin kodunun yiiksekligi, saga ve
sola kayma mesafelerinin kontrol edildigi kod satirlar1 6grenildi. Openscadde ¢izilen sekli
repetier isimli programa aktarimi 6grenildi. Repetier programinda X noziil hareketini, Y
yazic1 tablasinin sag ve sol hareketi, Z yazicinin tablasin1 yukar1 tasimay1, Z’nin yanindaki

sembol motor asag1 yukar1 hareketini kontrol etmeyi saglar.

Bu agamada Cura adli dilimleme uygulamasi kullanilmistir. Bir 3D modelini alir ve
bir 3D yazicinin anladigi kod olan G Kodu olarak bilinen bir dosya olusturmak i¢in

katmanlara ayirir.

Sekil 3. 6. Repetier dilimleme 6rnegi
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Sekil 3. 8. Cura Ultimaker yaziliminda Grid geometrisinin X,y,z diizlemindeki goriintiisii

3 boyutlu yazicilar baski islemi g-kod araciligiyla gergeklestirilmektedir. Sanal
ortamlarda tasarisit hazirlanmis olan ¢izimleri dilimleme iglemi ile 3 boyutlu geometriyi g-

koda gevirip basilmaya hazir bir sekle getiren bu yazilimlara dilimleyici programlar denir.

Sanal ortamda yapilan 3 boyutlu tasarimlar ‘stl.” uzantisi ile diga aktarilip kaydedilir.

“Stl.” formatinda kaydedilen bu tasarimlar kullanilacak dilimleme programlarina eksiksiz
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aktarilir ve g-koda doniistiiriiliirler. G-koda doniistiiriilerek hazirlanan kodlarin 3 boyutlu

yazicilara aktarilmasi ile 3 boyutlu baski alma siirecine baglanir.

Bask1 esnasindaki proseslerde kullanilan dilimleyici programlar, basilacak olan 3
boyutlu somut iriiniin kalitesini direkt olarak etkilemektedir. Dilimleyici programlar
sayesinde baski kalitesi, katman kalinliklar1 ve yiikseklikleri, sayisi, i¢ dolgu orani gibi
bir¢ok 6zellik ayarlanabilir. Bu dilimleme islemleri i¢in tercih edilebilecek bir¢ok iicretsiz

program bulunmaktadir.

Tez ¢alismasinda 3 boyutlu biyoyazici ayarlamalar1 ve kullanimi i¢in Repetier-Host
ve Cura programi tercih edilmistir. Cura ilizerinden ilerlenmistir ¢linkii g-kod ¢agirilarak

komut verilen 3 boyutlu baskilar daha hizli ve kolay bir sekilde diizenlenmistir.

3.4. 3 Boyutlu Yazicinin Denenmesi

Sekil 3. 9. Denemeler Yapilan Biyoyazici

Kurulum islemi tamamlandiktan sonra 3 boyutlu biyoyazicinin 6ncelikle mekanik

olarak calisip ¢alismadigi kontrol edilmeli ve kalibrasyonu yapilmalidir. Yazici tarafindan
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baski islemine ge¢gmeden ilk Once yazici bilgisayara usb port araciligiyla baglanir ve
siringanin konumunu hareket ettiren step motorlarin kontrolleri gergeklestirilmelidir. Ayrica
eksenlerin ¢aligmasi emir verildiginde stenilen yerlere geliyor mu diye kontrolii edilmelidir.
Biyoyazicinin bilgisayar ilizerinden usb aracilifiyla Repetier uygulamasi ile baglantisi
yapilir. Yaziciya entegre edilmis komutlarin birer birer verilen emirlere karsilik birbirleri ile
sorunsuz sekilde ¢alisip, hareket edip etmedikleri kontrol edilir. Bu kontrol siirecinde eger
biyoyazicinin tabla ve siringa hareketlerinde komuta karsilik verememe veya bir yanlislik
varsa sisteme doniip ayarlar tekrar diizenlenmelidir. Ayrica baski malzemesi siringaya

cekilmeden once baski islemi baglatilip igne ile tabla yiikseklikleri kontrol edilmelidir.

Tiim kontrolleri yapilip baskiya hazir olan 3 boyutlu biyoyazici artik denenmeye
hazirdir. Oncelikle 60cc’lik hacme sahip bir siringa ile deneme yapilmistir. Deneme
sirasinda siringanin diisiik hacim igerisindeki yarattidi basing c¢ok yiiksek oldugundan
planlanan sekilde siringadan malzeme cikisi saglanamamustir. %3’liikk aljinat ¢ozeltisi
denenip, ¢ozeltisinin baski i¢in elverisli oldugu goriilmiistiir. Baski islemi sirasinda cam
tabla {lizerine basilmis olan aljinat jel, tablaya yapisamamistir ve siringa igerisinde ¢ozelti
igne ucuna dogru ilerledik¢e ignenin ucuna takilip, tablaya akamamistir. Bu nedenle tablada
olusturdugu sekil bozulmaya baslamistir. Bu sorunun oniine daha diisiik viskoziteye sahip
cozelti ile ¢oziim bulunmustur. Jellesme prosesi i¢in %2’lik CaClI2 ¢ozeltisinin nem
puskiirtiiciisii ile tablo tizerindeki aljinat baskiya piiskiirtiilmesi deney diizenegine

eklenmistir.

Nem piiskiirtme cihazini denemeden 6nce bu olumsuz durumun engellenmesi icin
tabla boyutunda oOl¢iiliip kesilen A4 kagidi ilizerine CaCl2 ¢ozeltisi asamalar halinde
emdirilip tablanin {lizerine birakilmistir. Bu sayede baski islemi esnasinda ignenin ucundan
cikan aljinat CaCl2 soliisyonlu kagit ile temas eder etmez jellesmeye baslar ve tabla lizerinde
baski igleminin gerceklesmesi saglar. CaCl2 sadece tablaya serilmis kagit {izerinde
bulundugu zaman iist katmanlar baskilanmaya baslandiginda jellesme gerceklesememektir
ve baskidaki jelli olan ilk katinin {istiine diisen sivi formunu korumayip yayilmaktadir.

Aljinat ¢ozeltisinin yiizdesi arttirilip azaltarak da bazi denemeler yapilmistir.
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Sekil 3. 10. CaCI2 Bulunan Baski Tabani1

Bir sonraki denemede %3 igerikli aljinat ¢dzeltisi manuel olarak esit miktarda
karistirilarak biyo miirekkep olarak kullanilmistir. Aljinatin jellesme i¢in jelatin de malzeme
yapis1 bakimindan iyi bir jellesme saglayabilmektedir fakat bu jellesme, aljinatin CaCl2 ile
etkilesimindeki kadar hizli gergeklesememektedir. Aljinat ve jelatin ikilisinin karigimi bir
siire bekletildikten sonra jellesmesi gerceklestiginden iyi bir baski aract malzeme olarak
kullanilabilir fakat jellesme siiresinin daha uzun olmasi nedeniyle ilk kattan sonrasi
denendiginde st katlarin seklinin bozulup baski isleminin gerceklesmedigi
gbzlemlenmistir. Buna ragmen bu ¢ozelti ile hazirlanmis jelden yapilan baski bir siire 4°C
sicaklikta bekletilirse alinan baskinin sekil kaliciligi daha da artmaktadir. Yalniz aljinat ile
hazirlanmis olan baski {iriinii kisa siirede nemini kaybedip kurumaktadir. Gerekli nemin
korunmasini saglamak amaci ile nem piiskiirtme cihazi ile 1.katman ve her basim bittikten

sonra birer dakika boyunca CaCl2 piiskiirtiilmiistir.
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4. DENEYSEL CALISMALAR

Bu caligma siireci ikiye ayrilmistir. Ilk asamada biyo ink gruplarinin kapsadig
hidrojellerin bask1 siireci, ikici asamada ise CAM’de anjiyogenez siirecinin incelenmesi

hedeflenmistir.

Kimyasal receteleri literatiirde belirtilmis ¢ozeltileri hazirlayarak, tasarimi Baskent
Universitesi ekibine ait olan biyoyazicida baski denemelerinin yapilmas: dnceliklidir. Bu
denemeler sirasinda hazirlanan kimyasallarin ve kullanilan deney malzemelerindeki
farkliliklara bagli sonuglar degismektedir. Cozelti yogunluklariin farklilastirip denenmesi,
yazicidaki baski sonuglarini ortaya c¢ikarmaktadir. Biyoyazicida kullanilan ara yiiz
programlarindaki parametreler 6zenle istenilen amaca uygun belirlenmelidir bu sayede ilag
salimi i¢in gerekli dozaj miktar1 belirlenmektedir. Parametrelere gore baskilarin sekilleri,
katman seviyeleri, yapilarindaki bosluk oranlar1 vb. degiskenler belirlenmektedir.

Calismanin ikinci asamasindaki sekil farkliliklarina bagli olusumlar gozlemlenirken,

bu parametrelerdeki degiskenler deneye biiyiik yon vermektedir.

Calismanin ikinci asamasinda civciv koryoallantoik zar modelinden yararlanabilmek i¢in
Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligr Etik Kurulundan izin almmustir. Ardindan
laboratuvar ortaminda kulugka siirecine girecek tavuk yumurtalarinin temini gerceklestirilir.

Bu siiregte hava kosullar1 ve zamanlama ¢ok 6nemlidir.

Temini kolay ve ucuz olan progesteron hormonu, embriyo gelisiminde biiyiik
faktordiir. Progesteron hormonundan yararlanilarak 3 farkli geometrili hidrojel baskilardaki
ilag salmim farklarimi gozlemleyerek anjiyogenez {izerindeki etkisini gozlemlemek

istenilmistir.

Biyoyazicilarda birgok tlirde biyomiirekkep kullanilmaktadir. Bunlarin basinda
gelme, aljinatjelatin, agaroz ve kitosan bazli hidrojeller gelmektedir. Bu malzemeler
kullanimlarina gore kiyaslandiklarinda birbirlerine gore farklilik gdstererek avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hidrojellere bakildiginda kitosan igerikli olanlar yiiksek
derecede biyo uyumlu ve biyo bozunabilirlik 6zellikleri sayesinde miihendislik alanlarinda
sikca yararlanilmaktadir. Bu alandaki kullanimlarinda giicsiiz mekanik 6zelliklerinden
dolay1 biyo baski islemlerinde zorluklar da olugsmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada, aljinat
bazli biyomiirekkep kullanilmistir. Anjiyogenez siirecine gegildiginde yapilan aljinat bazli

jel igerigine progesteron hormonu eklenerek diger asamaya ait kimyasal karigim
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hazirlanmigtir. Yapilan kimyasal karisggtm CAM modeline entegre edilmeden 6nce UV 151k
ile steril edilmektedir. Literatiir arastirmalarina gore, bazi1 biyo miirekkeplerin i¢cine UV

kaynaklar1 yerlestirilerek kiirlesmesi saglanabilir [7].

4.1. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Deney caligsmasinda, biiylime hormonu olarak progesteron secilmesindeki amag; ilag
maliyetlerinin diisiik ve teminin kolay olmasidir. Kimyasal ¢ozeltiler laboratuvar ortaminda

hazirlanip, buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Cozelti miktarlart 30 yumurtaya gore degil,10 yumurtaya gore hazirlanmistir. Bu
sayede siringadaki basincin sabit tutuldugu baski proseslerinde, c¢ozeltilerin verimi

azalmamuis olur.

4.2. Progesteron ilaveli Jelin Hazirlanmasi

Deneyde Progesteron tablet 5 mg/ml (Tarlusal) kullanilmistir. Progesteron ilaveli jel
karisim hazirlanirken 100 ml saf suya hazirlanmis aljinat ¢6zeltisinin igerisine, 2 tablet
kirilip ezilerek progesteron tablet tozu eklenir. Bu tanecikli yap1 hassas terazide Olgiilerek

1,5 gram olarak belirlenmistir. Bu miktar, saf suda jelin salim siiresine bagli belirlenmistir.

Sekil 4. 1. Kimyasal Cozeltide Kullanilan Progesteron Tablet
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Toplamda 10 adet tavuk yumurtasi icin ezilen progesteron tabletleri homojen bir

sekilde beher icerisindeki aljinat ¢ozeltisi ile karistirlir.

Sekil 4. 2. Progesteron Eklenmis Aljinat Cozeltisinin Karistiricida Karigtirilmasi

[la¢ salmimimin CAM modelindeki sonuglarinin kiyaslanmasindan 6nce, ilag ilaveli
karisimin olusturdugu hidrojellerin salinim siirelerine saf su igerisinde bakilmistir. Her biri
farkli geometrilere sahip ti¢ farkli hidrojel baski suya atildiginda aralarinda en ge¢ ¢dzlinme

yasayan geometri, yapisinda en fazla bosluklu yapiya sahip olan olmustur.

4.3. Kalsiyum Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hidrojeli ¢apraz baglayici olarak kullanilan Kalsiyum Kloriir ¢ézeltisi hazirlanirken
saf su ve CaCl, kimyasalina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kalsiyum kloriir (CaCl), kalsiyum ve
klorun tuz formudur. Iyonik halojeniir gibi hareket eder ve oda sicakliginda kat1 formdadir.
Kalsiyum kloriir inorganik bir bilesiktir, kimyasal formiilii CaCl2 olan bir tuzdur. Kalsiyum
Kloriir, oda sicakliginda bakildiginda beyaz renkli kristal yapili bir katidir ve suda
cozlinebilir 6zelliklidir. Kalsiyum Kloriir bilesigi hidroklorik asidi kalsiyum hidroksitle
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notralize ederek olusturulabilir. Yaygin ad1 ile Kalsiyum hidroksit olarak bilinir, sénmemis

kirece su ilave edilmesiyle elde edilen kimyasal bir bilesiktir.

Hazirlik asamasinda 2 gram kat1 formdaki CaClz ve 100 ml su ile %2’lik Kalsiyum
Kloriir ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Karistiricidan yardim alinarak homojen bir ¢ozeltisi elde
edilmesi amaglanir. Karistiricinin sicaklik ayari ¢ozelti hazirlanirken agik olmamalidir aksi
takdirde kendi hidrasyon suyunda ¢oziiliip ve sogutuldugunda sert amalgamlanmis bir kati

olusabilir.

Sekil 4. 3. %2'lik Kalsiyum-Kloriir Cozeltisi

4.3.1. Sodyum Aljinat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sodyum Aljinat kivam arttirict olarak kullanilir. Aljinatlar, nisasta bazl
kivamlastiricilarin aksine boyalarla reaksiyona girmez ve kolayca yikanabilirler. Sodyum

Aljinat , aljinik asidin sodyum tuzudur.

Sodyum Aljinat, soguk su bolgelerinde yetisir ve 6zii kahverengi yosundan ¢ikarilan
dogal bir polisakkarit iirliniidiir. Fiziken ¢6zlinmesi soguk ve sicak suda gii¢lii ajitasyonla ile

gergeklesebilir.
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Cozelti hazirlanirken, 100 ml su ve 3 gr Sodyum Aljinat eklenerek %3’lik Sodyum
aljinat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti hacimli ve jelatinimsi yapilidir. Aljinat ¢ozeltisi
hazirlanirken el ile karistirict yardimi ile de yapilacagr gibi, hizli karistiricida balik yardim
ile de hazirlanabilir. El ile kanstirirken bazi aksilikler olusabilir bu nedenle homojenik
jelimsi yapisi elde edilemez. Daha iyi bir ¢ozelti hazirlayabilmek i¢in karistiricidan

yararlanip ardindan manuel karistirmaya devam edilir.

Sekil 4. 4. Aljinat Cozeltisinin Saklanma Hazirligi

Deney siiresindeki denemelerde her defasinda yeniden ¢ozelti hazirlamak yerine,
Sodyum Aljinat ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra buzdolabinda 18 °C ‘de ortalama 12 giin
muhafaza edilebilmektedir. Bu sayede deney asamasinda zamandan ve kimyasal
malzemeden tasarruf saglanir. Sodyum aljinatlar hem sicak hem de soguk suda ¢oziinebilir

oldugundan, buzdolabinda daha uzun siire tuttugumuzda kivamini kaybetmeye baslar.

Hazirlik agamasindaki tiim kimyasallar deneyde kullanilacak modele uygulanmadan

once ultrasonik temizleyici kullanarak steril edilmelidir.
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Sekil 4. 7. Cozeltilerin Ultrasonik Temizleyicide Temizlenmesi
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4.4. Aljinat Icerikli Baskilarin Karsilastirilmasi

Yapilan laboratuvar denemelerine gore eger bir katmanli baski olusturmak
isteniliyorsa %3 yogunluklu aljinat icerikli ¢Ozeltinin yazici tablasina yapismasini
saglayacak bir malzeme konuldugunda CaCl2 c¢ozeltisi ile capraz baglanarak planlanan
sekilde bir biyobask1 almak miimkiin olacaktir. Gelistirilen baski daha uzun siireli saklanmak
istenilirse %3 yogunluklu jelatin ¢ozeltisi ilave edilerek sorun ortadan kalkmistir. Deney

esnasinda yapilan denemelere asagida yer verilmistir.

Sekil 4. 8. %3'liik Aljinat Ile Yapilmis Bir Deneme [1]
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Sekil 4. 9. %3'lik Aljinatin Kirmiz1 Miirekkep ile Basilmasi [1]

Sekil 4. 10. %3'liik Aljinatin Caprazlanmis Formu [1]
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4.5. Baskisi Planlanan 3 Boyutlu Hidrojellerin Cura Yazilmindaki Ayarlari

Geometrisindeki bosluklu yapisina gore ilag salinim ve ¢apraz baglanma siiresi
degismektedir. Bu yapilarin geometrilerinin degistirilebilir olmasi, uygulama alanlarina gore
biiyiik avantaj saglamaktadir. Asagidaki 6rneklerde, parametre ayarlarina ve geometrilerin

X,y,Z eksenleri lizerindeki sanal goriintiilerine yer verilmistir.
Parametre ayarlarina bakildiginda:
e Dolgu yogunlugu
e Dolgu hatti mesafesi
e Dolgu deseni
e Dolgu baglayici hat
e Dolgu baglangicinin rastgele se¢ilmesi
e Dolgu hatti coklayict
e Ekstra dolgu duvar sayis1 gibi parametreler mevcuttur.

Bu parametrelerde degisiklikler yaparak 3 Boyutlu goriintii Cura’da 6n
goriiliir, ardindan baski islemine baslanir. Farkli dolgu parametrelerine sahip bu

yazilimda, tek seferde birden fazla geometri de basilabilir.

= Grid (Izgara) Geometrisi

rint settings
Profile hilalo1 #2 *
Lilauie tutiny
B nfil
Infill Density 20
Infill Line Distance 200 '
Infill Pattern f« | Grid

Connect Infill Lines

Infill Line Directions [1
Infill X Offset 0.0
Infill Y Offset 0.0
Randomize Infill Start

Infill Line Multiplier 1

Extra Infill Wall Count 0

Grid geometrisinde dolgu hattt mesafesi uzunlugu 20.0 mm’dir.
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Sekil 4. 11. Grid Geometrisi i¢in Sekil Ayarlari

|

Sekil 4. 12. x,y,z Diizleminde Grid Sekli

= Gyroid (Grafen) Geometrisi

Print settings

Profile hilalo1 22 * v

Luauie sy

B nfill v

Infill Density 20 %
Infill Line Distance 10.0 mm '

Infill Pattern O fo | cyroid v

Connect Infill Lines

Infill Line Directions [1

Randomize Infill Start

Infill Line Multiplier 1
Extra Infill Wall Count 0
Infill Overlap Percentage £ |00
Infill Overlap 0.0 mm

Sekil 4. 13. Gyroid Geometrisi i¢in Sekil Ayarlar

Grid geometrisinde dolgu hatti mesafesi uzunlugu 10.0 mm’dir.
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Sekil 4. 14. x,y,z Diizleminde Gyroid Sekli

» Triangle (Uggen) Geometrisi
Print settings

Profile hilal01 #2 * v

L Search settings —

Liguic iUy

B nfin v

Infill Density 20 %
Infill Line Distance 30.0 mm '

Infill Pattern O f |Triangles v

Connect Infill Lines

Infill Line Directions [1

Infill X Offset 0.0 mm

Infill Y Offset 0.0 mm

Randomize Infill Start

Infill Line Multiplier 1

Extra Infill Wall Count 0

Sekil 4. 15. Triangle Geometrisi i¢in Sekil Ayarlari

Triangle geometrisinde dolgu hattt mesafesi uzunlugu 30.0 mm’dir.
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Sekil 4. 16. x,y,z Diizleminde Triangle Sekli

4.6. Biyoyazicida Basilmis Hidrojel Ornekleri

Cura isimli 3 Boyutlu baski modellemesi i¢in kullanilan program araciligtyla birgok
3 boyutlu hidrojel baskilar alinmistir. Parametrelerdeki degisikliklere bagli, bilgisayar
ortaminda 6n goriilen baski geometrisi goriiliir. Ayarlamalar yapilirken sekildeki dolgu

bosluk yiizdeleri ve hatt1 mesafeleri degistirilerek asagidaki sekiller dizini gelistirilmistir.
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Sekil 4. 17. Katman Basilmis Triangle Geometrisi

Sekil 4. 18. Katman Basilmis Gyroid Geometrisi
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Sekil 4. 19. Katman Basilmis Lines Geometrisi

4.7. CAM Modeli icin Dollenmis Yumurtalarin Hazirlanmasi

Deney icin gerekli 30 adet ddllenmis yumurta, Baskent Universitesi Tavuk Ciftligi’nden
temin edilmistir. Bu calisma,Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Yumurtalar ilk alindiklarinda 37°C’ de bir giin karanlik odada bekletilmistir.

Ertesi giin karanlik odadan ¢ikarilan yumurtalar 3 gruba ayrilmigtir.
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Sekil 4. 21. Etlivde Bekletilen Yumurtalar
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Karanlikta 24. Saat kalan yumurtalar, etlive aktarilarak (37°C 1s1) 6 giin bekletildiler.
6. giiniin sonunda yumurta kabuklar1 alkolle silinmig, ve her biri 3 gruba ayrilmistir. 6 giiniin
ardindan karanlik ortamda halojen 151k yardimi ile damarlanmasi kontrol edilen yumurtalar
etlive tekrar konulur. Sonrasinda, periyodik olarak her giin kontrolii ger¢ceklesen yumurtalar
10. Giine kadar bekletilip tekrar alkol ile dig yiizeyleri silinir ve kabuklarmin iist kisimlar

soyulur.

Sekil 4. 22. 6.Giin Damarlanma Kontrolii Yapilan Yumurta Ornegi

Hazirlanan gruplar lizerinden her bir yumurtanin CAM kismu sterilize edilmis cimbiz
ile agilmigtir. Kabuklarin agilmasi sirasinda inflamatuar etkinin en aza indirgenebilmesi i¢in
kiigiik cimbiz darbeleri ile kirilip, yavas bir sekilde soyulur. Bu sayede yumurtanin igine
kabuk diismesi engellenir.Her gruba belirlenen geometrideki progesteronlu hidrojel baskilar

eklenmeden Once, hidrojel baskilar uv 15181n altinda bekletilerek steril edilir.
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Sekil 4. 23. Alkolle Silinip Kabugu A¢ilmis Yumurta Ornegi

Kabuklar1 agilip damarlanmasi en iyi gézlemlenen 10 adet yumurta etiivden alinip,
hidrojellerin eklenmesi icin ayrilir. Farki dolgu hatti mesafesi ve bosluguna sahip

geometrilerdeki hidrojel baskilar yumurtalara eklenir.

Sekil 4. 24. Yumurtanin ¢ Yapisina Triangle Geometrisi Eklenirken
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Sekil 4. 25. Gruplanip 3 Farkli Geometride Hidrojel Eklenmis Hali

Yumurtalarin streg¢ film ile kaplanip etiive eklendigi asamada, yumurtalarin kabuk i¢i
kisminin oksijen ve 1s1 ile direl temas etmemesi ¢ok dnemlidir. Bu nedenle, iki kez ¢ift tarafli

yonde streg film ile kaplanir.

Islemin sonunda yumurtalar 36- 37°C olacak sekilde 2 giinliik siireyle etiive

konularak kontrol edilmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Literatiir aragtirmalarinda biyomiirekkeplerin gelistirildigi,simiile edildikleri ve
belirli regetelere sahip oldugu goriilmiistiir. Sodyum aljinat ile CaCl2 karisimi sonucunda
esnek, yumusak kat1 kivamli jel bir yap: elde edilmistir. Daha sonra ayn1 islem ekstriizyon
tabanli biyo-baski isleminde tekrarlanmistir. Sonrasinda, simiile edilen degerler ile biyo-
baski ile elde edilen degerler Ortiisiirse, proje devami olarak, hiicreleri de hidrojel igerigine
dahil ederek biyo-uyumlu iskele yapisini olusturmak hedeflenmistirBu deneme sonucunda,
deneyi daha ileri gotiiriip bu kivamli jel ile 3 Boyutlu baski elde edilmesi planlanmistir.
Baskent Universitesine ait biyoyazic1 kullanilarak bu amaca varilmistir. Deneyde yeni bir
caprazlama yontemi diisiliniilerek “nem piiskiirtme cihaz1” kullanilmistir. Bu cihaz sayesinde
yiizde birbirine karismadan aljinat ¢apraz baglanarak daha vizkos bir form elde edilmistir.
Bahsi gecen nem piiskiirtme cihazi, ¢ok ucuz ve kolay yolla temin edilebilen sarjli bir

nemlendirme aracidir.

Hidrojel sentezindeki caligmalari, 6zetlersek, ¢apraz baglama olusturabilmek i¢in
kullanilan CaCl2 hiicre canliligini etkiler. Sadece aljinat kullaniminda daha gii¢lii ama hiicre
canliligint etkiler. Hidrojellerin diisiik konsantrasyonlarda hiicre canlili1 artryor fakat bu
yapilirsa da stabilizasyon azaliyor .Stabilizaston, hidrojellerin CAM’e uyarlanmasi i¢in
biiyiik bir 6n kosuldur. Literatiir taramalarinda GelMa isimli biyomiirekkep mekanik
ozelliklerine bakildiginda canli hiicrelerle calisma esnasinda en kullanisli oldugu
vurgulanmigtir fakat bu malzemenin temini ¢ok pahali ve kolay degildir. Bu nedenle,
hedeflenen biyomiirekkep aljinat bazli iiretilip, konsantrasyonu ile oynanip biiylime

hormonu eklenerek hiicre canliligindaki etkisine bakilmistir.

Projenin devam asamasinda iiretilen biyomiirekkep CAM modeline simiile edilerek
calismanin anjiyogeneze etkisi gozlenilmistir. Laboratuvar ortaminda hiicre canlilifina
bakilirken, tavuk embriyosundan yararlanilarak ilag salinimi izlenerek sonuglar elde
edilmigstir. Burada bahse gecen sonuglar, ilk olarak 16 giinliik siirecte Oncesi ve sonrasi

gorsellerle kiyaslanip, fotograflanmistir.

5.2. Bulgular

Asagidaki sekilde yer verilen yumurtalar numaralandirilmistir. Numaralar sayesinde

hangi yumurtaya hangi geometrideki hidrojel baski eklenmis kiyaslanir.
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Deneyin ikinci agamasi olan anjiyogenez siirecine gecildiginde, CAM’de yumurtalar
ay1rt edici olmasi i¢in numaralandirilmistir. Bu sayede farkli geometrili eklenmis 3 boyutlu
hidrojel baskilarin etkisi kiyaslanabilir. Sekil 5.1’de 0 ile numaralandirilmis yumurta

orneginin 12. Gliniin sonunda kabugu soyulmus ve alkol ile steril edilmis gorselidir.

Sekil 5. 1. 0 Numarali Yumurta

0 numarali yumurta i¢ yapisina herhangi bir biyobaski eklenmeden 12 giin boyunca

etivde bekletilig, ardindan ¢ikartilip alkol ile steril edilip kabugu soyulmustur. Bu yumurta
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modeli notr olarak adlandirilabilir. Progesteron igerikli ¢ozeltinin biyomiirekkep olarak
kullanilip alinan biyobaski eklenmis yumurtalar ile anjiyogenez siireci kiyaslanirken, O

numarali yumurtadan yararlanilmistir.

I¢ yapist incelendiginde, sekilde de goriildiigii iizere 0 numarali yumurtanin 12.giiniin
sonunda c¢ikartilarak hidrojel baski eklenir. 14.glinlin sonunda etiivden cikartilip

bakildiginda damarlar belirginlesmistir. Ince yapili ve ¢ok sik degildir.

Sekil 5.2°de 1 numarali yumurta yer almaktadir. 1 numarali yumurta 12 giin boyunca
etlivde bekletilirken i¢ine gyroid geometrili 10.0 mm dolgu hattt mesafesine sahip 3 boyutlu
hidrojel baski eklenmistir. 14.giiniin bitiminde yumurtalar etiivden tekrar g¢ikartilip O
numaralt yumurta ile kiyaslandiginda, damar kalinligi, damarlanma sayisinda artig

gorliilmemistir ve renk kirmizidan beyaza donmeye baglamistir.

Sekil 5. 2. 1 Numarali Yumurta

( 3 boyutlu hidrojel baski eklenmis hali)
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Asagida yer alan sekil 5.3’teki yumurta gorseli 14.gliniin sonuna aittir. 12 giin
boyunca kabugu soyulmadan etiivde bekletilen 1 numarali yumurta, 12.giinde ¢ikartilip
soyuldu ve. Igerisine gyroid geometrili 10.0 mm dolgu hatt1 mesafesine sahip hidrojel +
progesteron icerikli 3 boyutlu baski eklenmistir. Sekil 5.2 ile kiyaslandiginda, damarli yap1

kirmizi renge donmiis ve damarlar kalinlagmustir.

Sekil 5. 3. Ila¢ Salinimindan Sonra 1 Numarali Yumurta

( 3 boyutlu hidrojel + progesteron baski eklenmis hali)
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Sekil 5.4’te 2 numarali yumurta yer almaktadir. 2 numarali yumurta 12 giin boyunca
etiivde bekletilirken i¢ine grid geometrili 20.0 mm dolgu hatt1 mesafesine sahip 3 boyutlu
hidrojel baski eklenmistir. 14.giiniin bitiminde yumurtalar etiivden tekrar c¢ikartilip 0

numarali yumurta ile kiyaslandiginda, damar kalinlig1 artmustir.

Sekil 5. 4. 2 Numarali Yumurta

( 3 boyutlu hidrojel baski eklenmis hali)

Asagida yer alan sekil 5.5’teki yumurta gorseli 14.giiniin sonuna aittir. 12 giin

boyunca kabugu soyulmadan etiivde bekletilen 2 numarali yumurta, 12.giinde ¢ikartilip
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soyuldu ve. Igerisine lines geometrili 20.0 mm dolgu hatt: mesafesine sahip hidrojel +
progesteron icerikli 3 boyutlu baski eklenmistir. Sekil 5.4 ile kiyaslandiginda, damarlardaki

dallanma sayis1 ve yumurtanin agirligi artmistir.

Sekil 5. 5. flag Salinimindan Sonra 2 Numarali Yumurta

( 3 boyutlu hidrojel + progesteron baski eklenmis hali)
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Sekil 5.6°’da 3 numarali yumurta yer almaktadir. 3 numarali yumurta 12 giin boyunca
etlivde bekletilirken igine triangle geometrili 30.0 mm dolgu hatti mesafesine sahip 3 boyutlu
hidrojel baski eklenmistir. 14.giiniin bitiminde yumurtalar etiivden tekrar c¢ikartilip 0
numarali yumurta ile kiyaslandiginda, damar kalinligr artmistir ve icinde keseye benzer

damarl bir yap1 olusmustur. Yumurtanin agirligi oldukea artmstir.

Sekil 5. 6. 3 Numarali Yumurta

( 3 boyutlu hidrojel baski eklenmis hali)

Son yumurta yapisina bakildiginda, siradaki yumurta 3 numaralidir. Asagida yer alan

sekil 5.7°deki yumurta gorseli 14.giiniin sonuna aittir. 12 giin boyunca kabugu soyulmadan
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etiivde bekletilen 2 numarali yumurta, 12.giinde cikartilip soyuldu ve. Icerisine triangle
geometrili 30.0 mm dolgu hatti mesafesine sahip hidrojel + progesteron icerikli 3 boyutlu
baski eklenmistir. Sekil 5.4 ile kiyaslandiginda, bu yumurta 6rneginde kese igerisindeki
damarlanmalarin kayboldugu goriilmiistiir. Yumurta agirligt digerleri ile kiyaslandiginda
maksimum agirliktadir. Yumurta igerisindeki kese yap1 yerini uzuvlari olan embriyo benzeri

bir yapiya birakmistir. Yumurta icerisinde kotii vb. bir koku yoktur.

Sekil 5. 7. fla¢ Salinimindan Sonra 3 Numarali Yumurta

( 3 boyutlu hidrojel + progesteron baski eklenmis hali)
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Sekil 5. 10. 0-3-3' goriintiisii

Deney sonucunda yumurtalarin etiivde gececek kulucka siiresine kadar gecirdigi
siirecte yasanan olumsuz hava kosullar1 diistiniildiigiinde, 30 adet yumurta icerisinde
cte yas § § g y ¢

belirlenen 10 adet yumurta ile deney ¢alismasi yapilmistir.

Anjiyogenez siirecinde goriilmesi hedeflenen nokta farkli geometrilerin anjiyogenez
stirecine etki edip etmemesidir. Bu geometrilerin temel farki yapilari igerisindeki

bosluklardir. Bosluk yapilari biiyiikten kiictige: gyroid, triangle ve lines olarak siralanir.

Ayni kosullar altinda, ayn1 progesteron dozuna sahip ¢ozeltilerle iiretilen hidrojeller
1, 2 ve 3 numarali yumurtalara uygulandiginda: 2 numarali yumurtadaki damarlanma siireci

en iyi gozlemlenmistir.

Ozetle aljinat bazl1 hidrojeller saf su icerisinde yaklasik 36 saat boyunca erimeden
kalabilirken, yumurta igerisinde yumurta akinin viskozitesi ve pH’1 nedeni ile ¢ok daha hizli
erirler. Bu erime ve hidrojel baskinin yok olma siiresi 14 saat civaridir. Deney siiresince
beklenen, hidrojel baskilarin yumurta icerisinde temas eden alanlar arttikca ilag salinim
stiresinin hizlanmasidir. Temas eden alanlar, doku katman mesafeleri ve yiizdeleri ile

belirlenmistir.
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Hedeflenen sonu¢ anjiyogenez siirecinin, hidrojel geometrilerindeki bosluk
yapilarini ile ters oranda olmasidir. 14 giinliik deney siirecinin sonunda, anjiyogenez gelisimi
acisindan en iyi 2 numarali yumurtada gézlem yapilmistir. 10 mm doku katman seviyeli yani
3 numarali yumurtada, anjiyogenez siireci disina ¢ikilarak embriyo olusumu ger¢eklesmistir.

Bahsi gecen embriyo gelisimi, anjiyogenez siirecinin olumlu ilerlemesi sonucu gelismistir.
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6. TARTISMA

6.1. Deney Kisitlarn

Deney siirecinin en basinda yasanilan en biiyiik sikintilarin basinda, gelistirilen jelin
tabla ilizerine yapigmamasi ve siringa ucunda toplanarak istenilen sekli olusturamamasi
gelmistir.

Baski denemelerinde en biiyiikk problem iskele yapisinin stabilizasyonunda
gerceklesmistir. T1k karsilasilasilan problem kullanilan insiilin siringasinin igne ucunun 0.45
mm ¢apinda yani ince olmasindan kaynakli viskoz olan kremi basarken noziilde ¢ok fazla
basing olusturarak igne ucunu tikamasi olmustur.

Son olarak biypyazicinin kalibrasyon detaylarina bakildiginda siirekli kalibrasyon
yapilmasina sebep olan bir durumdan bahsedilmelidir. Bu da kullanilan ignenin ucunun akis
hacmine etkisidir. Standart igne uglari egik kesimlidir ve bu durum baski isleminde hacmin
kontrol altinda tutulamamasina neden olur. Bu nedenle her seferinde baskiya baslamadan
once igne uclar1 dramel kullanilarak diiz bir sekilde kesildi. Bu da aslinda kolay bir islem
degildir. igne ucunu diizlestirmek igin yapilan kesme islemini standardize etmek mevcut
sartlarda olas1 degildir. Olusan problemin noziil tutucusu sayesinde giderebilinecegi 6n
goriilmiistiir fakat deneye uyarlanmamagtir.

Anjiyogenez siirecindeki zorluklarin basinda ise yumurta temini esnasindaki hava
kosullar1 gelmektedir. CAM’den yararlanilacaginda bu modeldeki yumurtalar kulugkalik
olarak adlandirilan yapida olur. Kulugka siiresinde yumurta optimal sicakligindan
uzaklastiginda yapisindaki dol 6lmektedir. Bunun 6niine gegebilmek i¢in, yumurtalar temin

edildigi alandan sicak su torbalari ile getirilmistir.
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