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Ozet

Amag: Bu calismada ¢ boyutlu biyoyazici i¢in uygun bir biyomiirekkep (hidrojel - hiicre karisimi) tretilerek keratinosit
hiicrelerinin biyobaskisi hedeflendi.Elde edilen hidrojel yapili epidermis doku kiltiiriinde hiicre proliferasyonu, canlilik analizi,
hidrojel icinde hiicre dagilimi ve morfolojisi belirlendi.

Yontemler: Hiicre Kkiiltiirlerinde derinin iist tabakasi olan epidermiste bulunan Kkeratinosit hiicreleri kullanilmistir.
Karakterizasyonu daha 6nce tamamlanmis olan HS2 insan Kkeratinosit hiicre hatti, farkli biyopolimerhidrojeller (jelatin, aljinat,
kitosan) ve karisimlar iginde slispanse edilip biyobaski icin en uygun hidrojel bulundu. 3B Kkeratinosit kiiltiirleri deney
baslatilmasindan 1, 4 ve 7 giin sonra canllik analizi igin MTT testine ve hiicre dagilimi1 ve morfolojisinin goriintiilenmesi i¢in
Hematoksilen- Eozin boyamasina tabi tutuldu.

Bulgular: Elde edilen MTT sonuglarina gore hiicre canlhliklar iki boyutlu (2B) kiiltiirde elde edilen keratinosit canliliklarinin
%50'sinden yiiksek c¢ikmistir. MTT sonuglar1 Kkeratinositlerin iiretilen hidrojel yapisi igerisinde tutunarak canhliklarini
siirdiirebildiklerini géstermektedir. Elde edilen hiicre igerikli polimerik hidrojelin histoloji i¢in kesit alimina uygun oldugu ve
alinan Kkesitlere uygulanan hematoksilen/eosin boyamasi sonucunda da hiicrelerin hidrojel icinde homojen olarak dagildiklar: ve
canliliklarini koruduklari belirlenmistir.

Sonug: Bu ¢alismada olusturulan epidermis benzeri doku kesitleri {i¢ boyutlu biyoyazici ile iiretilmis ve keratin ositlerin hidrojeller
icinde canliliklarini siirdiiriip doku iskelelerine tutunduklar belirlenmistir. Uretilen hidrojel biyomiirekkeplerin deri doku
miihendisliginde ve 6zellikle yaniklarda epidermis tabakasinin onariminda hizli ve kisiye 6zel tedavi secenekleri sunma potansiyeli
vardir.

Anahtar kelimeler: Biyoyazici, Ug boyutlu (3B) biyobaski, Deri doku miihendisligi, Hidrojel
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3D Bioprinting and Cultivation of Keratinocytesfor Skin TissueEngineering

Abstract

Objective: Inthisstudy, production of a printablebio-ink (cell-hydrogelmixture), and bioprinting of keratinocytes were
aimed. Cell proliferation, viability, distribution and morphology were evaluated within the epidermis-likehydrogels.

Methods: Keratinocytes from epidermis layer,that is the upperlayer of skin tissue, wereused. Human keratinocyte
cellline (HS2) that had been characterized before we resuspen ded with indifferent hydrogels (gelatin, alginate,
chitosan) and the irmixtures to obtain the most suitable hydrogel for bioprinting. Bioprinted skin tissues were tested
by MTT assay for viability analysis; and hematoxylin- eosin staining was performed for determination of cell
distribution and morphology 1, 4 and 7 days after the beginning of the culture.

Results: Accordingtothe MTT results, cellviabilitywasabove 50% of that of control 2-dimensional cultures. MTT
results areindic ative of cell attachment and viability within the hydrogel structure. The resulting cell-laden polymeric
hydrogel constructs were determined to be suitable for histological cross-sectioning, and hematoxylin/eosin
histological staining indicated that cells were distributed homogenously within the hydrogels; and they retained their
viability.

Conclusion: It was shown that epidermis-like tissues were successfully produced using 3D bioprinting, and
keratinocytes were able to attach the hydrogels and retain their viability. The se hydrogel bioinks have the potential
for skin tissue engineering applications, and particularly in fast and personalized treatment of burns in dermislayer.

Keywords: Bioprinter, Three-dimensional (3D) bioprinting, Skin tissueengineering, Hydrogel

GIRIiS gibi  yapilarin  olusturulmasi  konusunda

Doku miihendisligi, doku yenilenmesi, organ ¢alismalar siirmektedir®’. Biyobaski ile tiretilen
fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve devamhligi doku yapilarinda hiicrelerin canliigl ve doku
icin miithendislik ilkelerinin yasam bilimlerine farkhlasmasina 6nciil olmast icin dis faktorlerin

uygulandigi disiplinler arasi bir g¢alisma Sk ..lf.(.)n'.c.rolij saglanmalidir.  Hidrojel
alamdir!. Doku mithendisligi yaklasimi, canli bitinliginin korunmas, oksijen transferi ve
hiicrelerin in vitro ortamda biyo besi ortami strekliligi onemli

malzemelerden olusan destek iskeleleri Parametrelerdendir. Bu yontem ile Kkisiden
iizerinde iiretilmesi ve elde edilen hiicre-biyo biyopsi ile alnan doku oOrneklerinden ilgili
malzeme yapisinin viicuttaki hasarli bélgeye hiicreler izole edilip in vitro kiltivasyonla
yerlestirilmesi  prensibine  dayanmaktadir. istenen miktar ve sekilde iiretilebilecek, organ
Doku miihendisligi ¢alismalarinda uzun vadede transplantasyonunda alict ve verici arasinda
temel amac, gérevini yapamayacak duruma immin yanitin ortadan kaldirilmasi
gelmis hasarll organ yerine, hiicre, doku saglanabilecektir®. Doku mithendisligi
iskelesi ve uyarici/dizenleyici faktorler uygulamalari, deri greftleri, hiicresel tedavi, ilag
kullanilarak ti¢ boyutlu fonksiyonel yapay doku salim sistemlerinde kullanilan bu yontem,
ve organlarin olusturulmasidirz4. U¢ boyutlu hiicrelerin fiziksel olarak in vivo benzeri ig
(3B) biyobaski, doku yapilarm ii¢ boyutlu boyutlu ortamda davranislarinin incelenmesine
formda olusturmak icin birbirini takip eden de olanak saglamaktadir®'.

katman yaklasimi kullanarak, hiicre fonksiyonu Epidermis kiiltliriiniin biyobaskisinda ilk adim,
ve canliligini  koruyarak biyouyumlu bir yazdiriimaya calisilan dokunun tam
materyal icerisinde t¢ boyutlu doku basim boyutlarinin saptanarak bunun baskisinin
islemidir. U¢ boyutlu biyobaski yontemi ile gerceklesmesi icin bir bilgisayar modelinin
karaciger, bobrek, kan damarlari, deri greftleri
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olusturulmasidir. Bir sonraki adim ise, doku
baskisi i¢in kullanilacak miirekkebin (polimer
cozeltisi ve Kkeratinosit igerikli) dogru
akiskanlikta tretilmesidir. Hazirlanan sekil ve
boyutlarda basimi gerceklesen polimerin
jellesmesinin saglanmasi icin farkli yontemler
kullanilmakta olup bunlarin arasindan en
onemlisi kimyasal capraz baglama ile dokunun
istenilen siirede katilasmasini saglamaktiril.
Son adim, olusturulan dokunun standart hiicre
kiltlri kosullarinda kiltive edilmesidirl2.

Bu calisma kapsaminda alijinat, kitosan ve

jelatin  polimerleri  kullanilmigtir.  Aljinat,
kahverengi suyosunlarindan elde edilen,
kalsiyum iyonlariyla ¢apraz baglanan, doku
miihendisligi uygulamalarinda siklikla

kullanilan anyonik bir hidrojeldir. Yapilan in
vitro c¢alismalarda aljinatjelin deri doku
mithendisligi, kikirdak doku miihendisligi ve
kemik doku miihendisligi gibi uygulamalar i¢in
uygun bir biyopolimer oldugu belirlenmistir13-
16, Kitosan, hiicre ve organ kultirlerinde
kullanilan organik bir biyomateryal olup,
karides ve yengec¢ kabuklu canlilardan Kkitinin
deasetilasyonu ile elde edilen yiiksek molekiiler
katyonik bir polisakkarittir veasetik asit, formik
asit gibi seyreltik asitlerde ¢o6ziiniir. Kitosan,
dayanikli bir biyomalzeme olarak kemik doku
miithendisligi basta olmak iizere, kikirdak doku
miihendisligi, kontrolli ila¢ salimi, greft tiretimi
gibi  uygulamalarda  kullanilmaktadirl7-20,
Jelatin, kolajenin hidrolize edilmesi ile elde
edilen, biyouyumlulugu ve biyobozunurlugu
yiiksek bir biyomalzemedir. Ozellikle kemik ve
kikirdak doku miihendisligi uygulamalarinda
ve yara tedavisinde siklikla kullanilir21-23,
Jelatin sicaklik ile ¢capraz baglanma reaksiyonu
gosterdigi icin kolaylikla hidrojel formunda
elde edilebilir?4. Bu ¢alismanin amaci tg¢ farkh
polimerin farkl oranlarda karistirilarak stabil
bir hidrojel elde edilmesi, elde edilen hidrojel
ile keratinositlerin birlestirilmesi ile olusan
biyomiirekkep ile Biyobaski yapilmasi ve bir
hafta stire ile hiicrelerin canlilik ve dagiliminin
izlenmesidir.
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YONTEMLER
A. Mekanik Modifikasyon

Kendi yazilim bilgileri dogrultusunda 6zgiin bir
calisma sistemine sahip Ultimaker 2 prototip
lretim sistem yazicilari, 3B baski ve model
tiretim  teknolojilerinde  kullanilmaktadir.
Calismada, X, Y ve Z diizleminde hareket
edebilen ve polimer bask: teknolojisinde
kullanilan 3B baski cihazi lizerinden hareket
edildi. Bu calismada kullanilan cihaz poli-laktik
asit (PLA) yapili filament baskisi
gerceklestirmektedir. Ancak bu yontemde
polimerin eritilerek basilmas1 sebebiyle basim
sirasinda  hiicre  canhliginin  korunmasi
olanaksizdir. Cihaz Ulzerinde mekanik olarak
nozzle sistemi degistirilmis, biyomiirekkep
tasiyict olarak siringa aparat sistemi entegre
edilmistir. Bu sistem sayesinde biyobaski
uygulanabilir hale gelmistir. Biyomiirekkebin
baskis1 i¢in gerekli olan gii¢ kaynagl pompa
sistemine entegre edilmis ve siringa-pompa
sistemi steril serum seti ile birbirine
baglanmistir. Cihaz lzerinde yapilan mekanik
modifikasyonlar sonucu cihaz ile biyolojik
malzeme baskis1 gerceklestirilmistir. Cihaz ile
gerceklestirilen biyobaski o6rnegi Sekil 1’ de
gosterilmistir.

B. Hiicre Calismalari

Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii'nde
bulunan Hayvan Hiicre Kiltiri ve Doku
Mihendisligi Laboratuvar: stoklarinda bulunan
insan Keratinosit hiicre hatt1 (HS2) kullanildi?>.
Uretme ortamn olarak %10 fotal sigir
serumu(FBS), %1L-glutamin ve  %0,1
gentamisin iceren DMEM F12 besiyeri
kullanildi. Hucreler 37 °Cde, %5 CO2'li
inkiibatérde  kiiltive  edilerek  c¢ogaltildi.
Biyomiirekkep  iretim ve  kiltivasyon
calismalar1 Ege Universitesi Biyomiihendislik
Bolimi  Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu
Biyoarafazlar laboratuvarlarinda (EBioPhase)
gerceklestirildi.
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C. Jel Calismalari
C.1. Aljinat Hazirlanmasi

Aljinat (Sigma-Aldrich, Lot # BCBM3568V) %1,
%2 ve %3 derisime sahip olacak sekilde ultra
saf su ile ¢ozdiiriilerek hazirlandi. 121°C’'de 15
dakika otoklavlanarak steril hale getirildi.
Aljinat hidrojelinin ¢apraz baglanmasi1 Ca?*,
Mg?* gibi iyonlar ile saglandigindan %2’lik 100
mL CaClz soliisyonu 0.20 um ¢apl filtrelerden
gecirilerek steril hale getirildi. Biyobaski
sonrasl ¢apraz baglanma CaClz ¢ozeltisinin jel
ustlne enjeksiyonu ile saglandi.

C.2.]Jelatin Hazirlanmasi

Jelatin (Sigma-Aldrich, Lot # SLBK6158V) %2
ve %3 derisime sahip olacak sekilde ultra saf su
ile ¢ozdiiriilerek hazirlandi. 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril hale getirildi. Capraz
baglanmasi 1s1l degisim ile saglandig igin jel
formunun stabilitesinin korunmasi amacgh
jelatin ¢ozeltisi +4°C’de muhafaza edildi.

C.3. Kitosan Hazirlanmasi

Kitosan (Sigma-Aldrich, Lot # SLBR0547V) %1
ve %2 derisime sahip olacak sekilde ultra saf su
ile  hazirlandi.  121°C’de 15  dakika
otoklavlanarak steril hale getirildi. Kitosanin
coziinmesi icin karisim sonrasi %1 veya %2’lik
asetik asit c¢oOzeltisi olusturacak oranda
hesaplanan asetik asit ¢ozeltileri ultra saf su
icinde hazirlanarak 0.2 pm filtrelerden gecirildi
ve steril hale getirildi. Sterilizasyon sonrasinda
asetik asit ¢ozeltisi kitosan ¢ozeltisine eklendi
ve 1 gece manyetik kanistiricitda oda
sicakliginda ¢ozlinmesi i¢in karistirildi.

Olusturulan hidrojellerin jellesme 6zellikleri ve
basilabilirlik durumlari Tablo 1'de
gosterilmistir. Yapilan optimizasyonlar sonucu
farkli polimerlerin farkl konsantrasyonlarinda
hidrojeller hazirlanmistir.
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C.4. Aljinat-Jelatin-KitosanHidrojellerinin
Hazirlanmasi

Hazirlanan %3 aljinathidrojeline %2 jelatin ve
%?2 kitosan belirli oranlarda karistirildi ve
hibrit hidrojeller elde edildi. Elde edilen
cozeltiler baski islemine tabi tutuldu. Bu islem
sonrasi olusturulan karisimlarin jellesmesi ve
basilabilirlikleri Tablo 2'de gosterilmistir. Baski
sonrasl ¢apraz baglanma, jelana maddesi aljinat
oldugu icin, %2 cozeltiye sahip CaClz ¢ozeltisi
enjekte edilerek gerceklestirildi.

Tablo 1.HidrojellerinBasilabilirlik Degerlendirilmeleri

Hidrojel | Konsantrasyon (% m/v)|Jellesme| Biyobaski
Aljinat %2 v v
Aljinat %3 4 X
Kitosan %1 + %1 Asetik asit v X
Kitosan %1 +%2 Asetik asit v X
Kitosan %2 +%1 Asetik asit v X
Kitosan %2 +%?2 Asetik asit X X
Jelatin %2 X X
Jelatin %3 X X

v istenilen durum X: istenmeyen durum

Tablo 2:Hidrojellerin karisim oranlarina bagli olarak
jellesme ve baski dzellikleri

Hidrojel Ka{':?:'::“a Jellesme | Baski
Aljinat-Jelatin 1:1 v v
Aljinat- Kitosan 2:1 v v
Allinat-Jelatin- 111 XX X

Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucu olarak
olusturulacak deney diizenegi icin:

eAljinat (Materyal 1: Mat1)
eAljinat-Jelatin (Materyal 2: Mat2)

e Aljinat-Kitosan (Materyal 3: Mat3)
karisimlarinin baskisinin yapilmasina karar
verilmistir.



D. Hidrojellerin Hiicrelerle Karistirilarak Biyo-
Miirekkeplerin Hazirlanmasi

Yapilacak biyobaski i¢in olusturulacak hiicre
slispansiyonunda hiicre sayimi1 gergekles-
tirilmis ve hiicreler polimer c¢ozeltileri icine
toplam konsantrasyon 10¢ hiicre/mL olacak
sekilde karistirilarak 50 mL’lik tiiplere 40’ar
mL olarak aktarilmistir.

E. Hidrojellerin Basimi, Hiicre Canlilig1 ve
Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Biyobaski i¢in hazir hale getirilen biyo-
miirekkepler 3B biyoyazici ile kare formda
basilarak %2’lik CaClzgozeltisi ile
jellestirilmistir. Biyobaski ile elde edilen doku
yapilar1 7 giinliik kiiltiire alinarak, 1., 4. ve 7.,

giinlerde MTT  canhlik  analizi  ic¢in
spektrofotometre ile  yapilan  Odl¢limde
absorbans degerleri 570 ve 690 nm'de
okutulmustur. Hiicre dagilimlarinin

belirlenmesi i¢in 7. glinde paraformaldehit ile
fikse edilen hiicre icerikli hidrojellerkriyostat
ile  kesit alinarak = Hematoksilen-Eozin
boyamaya tabi tutulmustur. Biyobaski sonrasi
olusturulan 3B dokularda ve iki boyutlu kontrol
hiicre hattinda MTT analizi icin tli¢cer tekrar
(n=3), Hematoksilen-Eozin boyama
malzemeleri icin ikiser tekrar yapilmistir.
Hiicre canliliklar1 her bir 6rnegin absorbans
degeri, o deney setine ait 2B hiicre kontroliin
ortalama absorbans degerine oranlanip %
canlilk oranlar1 belirlenerek grafiklendi.
Grafiklerde 3 tekrarin ortalamasi * standart
sapmalar1 (SD) stitun grafik olarak verildi.

Uygulanan testten elde edilen verilerin
anlamlilik derecelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi icin GraphPadprism

programi (ver.6, GraphPad Software, Inc., San
Diego Kaliforniya, ABD) kullanilmistir. Deney
gruplari (6rnek sayisi=3) arasindaki
istatistiksel farklar cift yonliit ANOVA (varyans
analizi) yontemi ile, %95 gliven araliginda
(p<0.05) degerlendirilmistir. Gruplar arasinda
ikili iliskiler Tukey coklu karsilastirma (post-
hoc) yontemiyle saptanmistir.
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BULGULAR
MTT Analiz Sonuglari

MTT canlilik analiz sonuglarina gore test edilen
biitiin giinlerde jeller icinde hiicre canliliklar
2B kontrollerle karsilastirildiginda %50'nin
tizerindedir. Ozellikle aljinat+kitosan (Mat3)
jellerde, diger iki hidrojelden daha yiiksek
hiicre canlihgl gozlenmistir (Sekil 2). Bu
sonuglar keratinositlerin kullanilan hidrojeller
icinde  canhliklarin1  strdiirerek  rahatca
tireyebildiklerini gostermektedir.

Sekil 1.Modifiye cihaz ile gerceklesen Hidrojel biyobaski
Ornegi.

100
—~ *
s
= %0
£ 5
o 3
2 3 B)\atl
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. 3 4 :
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Sekil 2. MTT canlilik analizleri. (*p<0,05)
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Hematoksilen- Eozin Boyama Sonuglari

Hematoksilen- Eozin boyama sonucu elde
edilen doku iskelelerine ait gortintiileri Sekil 3-
5'de gosterilmistir. Bu gortntiilerde Aljinat-
Jelatin-Kitosan hidrojellerinin gozenekli
yapilarinin hiicre tutunmasi ve biiyliimesi igin
uygun oldugu gorilmektedir.

Elde edilen biyobasilmis doku iskelelerinin
hiicre tutunmalar1 ve besin/oksijen transportu
icin uygun, ti¢ boyutlu, baglantili porlu yapilara
sahip oldugu gozlemlenmistir. Kullanilan
malzemelerin dondurarak kesit alimina (kriyo-
kesit) uygun oldugu goézlemlenmistir. Hiicreler

(mavi/mor)  hidrojel icerisinde oldukg¢a
homojen dagilim gostermistir. Doku
iskelelerinin yapisl Hematoksilen-Eozin

boyama ile agik bir sekilde (pembe) belirlenmis
ve porlu yap1 elde edildigi gézlemlenmistir. Bu
porlu yapilar sayesinde hiicreler icin tutunma
ortamlari olusturuldugu ve hiicre
proliferasyonu gerceklestirildigi MTT analizi ile
dogrulanmistir.

TARTISMA

U¢ boyutlu biyobaski yontemi diger doku
mithendisligi yontemleri arasinda hidrojel ve
hibrit hidrojellerin farkli ve ¢ok cesitli hiicreler
ile beraber, yiiksek hassasiyet ve ¢oziintirliikte
basimi, kompleks geometrilerin {retiminin
saglanabilmesi, hatta kisiye 0zel {riinlerin

basilabilmesi acisindan biiyiik avantajlar
saglamaktadir?s. Biyomiirekkeplerin
basilabilirligi icin en onemli 06zellikleri

vizkoziteleridir. Cok cesitli biyomiirekkepler
arasinda en sik kullanilanlar jelatin ve
polietilen glikol (PEG) gibi kayma gerilmesi

altinda  vizkozitesi diisen, bu sebeple
akiskanligr ytiksek olan, basim islemi bittikten
sonra kendiliginden jellesen malzemeler

olmustur26-28, Ancak bu hidrojellerin bitiinliik
ve katiliklarini koruyabilmeleri ig¢in tretim
sonrasl ikincil bir ¢apraz baglama isleminden
gecmeleri gerekmektedir. Capraz baglama
genellikle kimyasal yollarla yapildigi icin bu
islem hicre canhliginda onemli dusiislere
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neden olmaktadir?®. Bu sebeple aljinatin Ca2*
iyonu varhiginda hizla fiziksel yolla c¢apraz
baglanabiliyor olmasi, diger hidrojellere gore
biyobaski i¢in kullanimini arttirmistir. Duan ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, damar doku
miihendisligi ile olusturulan damar modeli i¢in
aljinat ve jelatin hidrojelleri kullanilmis, elde
edilen hibrit hidrojeller ile doku kiltiru
calismalarinda basarili sonuclar elde
edilmistir3?. Koch ve arkadaslarinin yaptigi
calismada farkli hidrojel ve biyopolimerler
kullanarak deri doku mihendisligi c¢alismasi
icin biyobaski optimizasyonuna ¢alisiimis,
aljinat ve kollajen biyopolimerleri kullanarak
keratinosit ve fibroblastik deri katmanlarinin
biyobaskisi gerceklestirilmistir31.

Biyobaskinin basarisini belirleyen ikinci unsur

kullanilan  hiicrelerin ~ dogru  sec¢imidir.
Biyobaski yontemi jellerin icinde yiiksek sayida
hiicre eklenmesini gerektirdigi i¢in,

kullanilacak hiicrelerin hem yiiksek sayilarda
uretilebilmesi, hem de baski sirasinda
uygulanan kayma gerilmelerine dayanikh
olmalar1  gerekmektedir3?34,  Bu c¢alisma
kapsaminda aljinat, jelatin ve Kkitosan
hidrojelleri ve bu hidrojellerden elde edilen
hibrit hidrojellerin biyobaskilarinin
optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmis ve
deri doku miihendisligi uygulamasi icin deri
epidermis tabakasinda bulunan Kkeratinosit
hiicre hatt1 ile biyobaski gergeklestirilip canlilik
analizi ve histolojik boyama uygulanmistir. Elde
edilen MTT sonuclarina gore hiicre canhliklari
kontrol  olarak  kullanilan 2 boyutlu
kiltirindeki  canhilikla  karsilastirildiginda
%50'nin tzerinde c¢ikmistir. MTT sonuglari
hiicrelerin hidrojel yapisi igerisinde biyobaski
sirasinda uygulanan kayma gerilmelerine
dayanikli olduklarinin gdostergesidir. Ancak
kullanilacak her hiicre tipi icin hiicrelerin zarar
gormeyecegi  optimum kayma  gerilmesi
miktarinin belirlenmesi ve gerekirse buna
uygun sekilde jel vizkozitesive/veya baski hizi
degistirilerek bu gerilmenin altinda kalinmaya
dikkat edilmesi gerekmektedir. Birden c¢ok
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hiicre tipinin bir arada biyobaskis1 hedeflendigi
durumlarda biyomiirekkebin reolojik
ozelliklerinin ve baski hizinin belirlenmesi
daha da zorlasacaktir.

Sekil 3. 1. Giin H&E boyama goriintiileri 10X biiyiitme (A: Aljinat, B: Aljinat+ Jelatin, C:Aljinat+Kitosan).
Olgek ¢izgisi = 100 um

Sekil 4. 4. giin H&E boyama goriintiileri10X biiyiitme (A: Aljinat, B: Aljinat+ Jelatin, C:Aljinat+Kitosan).
Olgek ¢izgisi = 100 pm.

Sekil 5. 7. glin H&E boyama goériintiileri 10X biiyiitme (A: Aljinat, B: Aljinat+ Jelatin, C:Aljinat+Kitosan).
Olgek cizgisi = 100 pm.
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Calismamizda kullanilan ti¢ hidrojel iginden
hiicre canlili1 acisindan en iyi olarak belirlenen
aljinat-kitosan hibrit hidrojelidir. Sadece aljinat
kullanilan biyobaski o6rneklerinde baskiya
uygun viskoziteyi elde edebilmek i¢in aljinat
konsantrasyonu arttirilmak zorundadir3>3¢, Bu
da jel icindeki gozenekliligi diisiirerek hiicre
canliiginda 6nemli diisiise sebep olmaktadir3?.
Cohen ve arkadaslarinin bir c¢alismasinda
uygun  viskozite  saglamak igin @ %2
konsantrasyonda aljinatbiyobaski 6ncesinde
CaS04 ile karistinlmistir; ancak bu yaklasim
baski siiresinin ¢ok kisa olmasimi gerektirdigi
icin son urinin boyutlarini 6nemli Ol¢iide
sinirlamaktadir3®. Bu g¢alismada kullanilan
aljinat-kitosan hibrit jellerinde kitosan, diistik

konsantrasyon dahibrit jel yapisinin
stabilitesinin ~ korunmasini  saglamaktadir.
Hiicre canliligi hidrojel yapis1 igerisinde
bulunan hiicrelerin hidrojel icine

tutunabilmeleri, yeterli oksijen ve besiyerine
ulasabilmeleri, hidrojellerin hiicreler i¢in
gerekli mekanik 0Ozellikleri goéstermesine
baghidirs 12, Hematoksilen-Eozin boyama
sonucunda elde edilen goriintiilerde ¢calismada
kullanilan hidrojellerin goézenekli yapilarinin
hiicre tutunmasi ve biiylimesine olacak
saglayacak nitelikte oldugu gorilmektedir.
Doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilan
doku iskelelerinin en o6nemli 06zelliklerinden
biri hiicre tutunmasi ve yayilmasi icin yeterli
ylzey alani olan, besiyerinin ve atik maddelerin
difiizyonunun hizla ve etkili sekilde saglayacak
biuiytikliikte, kendi icinde baglantii goézenek
yapisina sahip olmalaridir3®.

Bu c¢alismada farkli hidrojeller kullanilarak ti¢
boyutlu biyoyazic1 ile {retilen epidermis
benzeri doku kesitlerinin doku miihendisligi
uygulamalarinda, ozellikle yaniklarda
epidermis onariminda hizli ve kisiye 6zel tedavi
secenekleri sunma potansiyeli mevcuttur. Deri
dokusunu daha dogru taklit etmek icin dermal
fibroblastlar, duysal sinirler gibi ilgili diger
hiicreler de eklenerek, daha kompleks ve
hiyerarsik deri modellerinin biyobaskisiyla
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birlikte hem daha fonksiyonel doku
mithendisligi tiriinlerinin gelistirilmesi, hem de
farmasotik calismalarda yeni terapotiklerin
denenmesinde kullanilabilecek 3B modellerin
Uretimi miimkiin olacaktir.

Tesekkiir

Proje c¢alismalarinda yardimlarindan otiru
Biyolog Armagan YARGIN’a tesekkir ederiz. Bu
calisma 1139B411402337 numarali TUBITAK

2209B Sanayi Odakhh  Lisans  Projesi
kapsaminda TUBITAK tarafindan finansal
desteklenmisgtir.

Cikar Catismasi1 Beyani: Yazarlar ¢ikar

catismasi olmadigini bildirmislerdir.

Finansal Destek: Bu c¢alisma her hangi bir fon
tarafindan desteklenmemistir.

Declaration of Conflicting Interests: The
authors declare that they have no conflict of
interest.

Financial Disclosure: No financial support
was received.

KAYNAKLAR

1. Lanza R, Langer R, Vacanti JP. Principles of tissue
engineering: Academicpress; 2011.

2. O'brien F]. Biomaterials & scaffolds for tissue
engineering. Mater Today. 2011; 14:88-95.

3. Akdogan E, Omay SB. Organ Mihendisliginde Kok
Hiicre Uygulamalari. Turkiye Klinikleri ] Surg Med Sci.
2006; 2:63-8.

4. Kim I-Y, Seo S-]J, Moon H-S, et al. Chitosan and its
derivatives for tissue engineering applications.
Biotechnol Adv. 2008; 26:1-21.

5. Murphy SV, Atala A. 3D bioprinting of tissues and
organs. NatBiotechnol. 2014;32:773-85.

6. Kolesky DB, Truby RL, Gladman A, Busbee TA, Homan
KA, Lewis JA. 3D bioprinting of vascularized,

heterogeneous cell-laden tissue constructs. Adv Mater.
2014;26:3124-30.



7. Bell E, Ehrlich HP, Buttle D], Nakatsuji T.
Livingtissueformed in vitro and accepted as skin-
equivalent tissue of full thickness. Science. 1981;
211(4486):1052-4.

8. Billiet T, Vandenhaute M, Schelfhout ], Van Vlierberghe
S, Dubruel P. A review of trends and limitations in
hydrogel-rapid prototyping for tissue engineering.
Biomaterials. 2012;33:6020-41.

9. Currie L], Sharpe JR, Martin R. Theuse of fibrin glue in
skin grafts and tissue-engineered skin replacements.
Plast Reconstr Surg. 2001;108:1713-26.

10. Auger FA, Berthod F, Moulin V, Pouliot R, Germain L.
Tissue-engineered skin substitutes: from in vitro
constructs to in vivo applications. Biotechnol Appl
Biochem. 2004;39:263-75.

11. Stanton M, Samitier ], Sanchez S. Bioprinting of 3D
hydrogels. Lab Chip. 2015;15:3111-5.

12. Mandrycky C, Wang Z, Kim K, Kim D-H. 3D
bioprinting for engineering complex tissues. Biotechnol
Adv. 2016;34:422-34.

13. Diduch DR, Jordan LC, Mierisch CM, Balian G. Marrow

stromal cells embedded in alginate for repair of
osteochondrald efects. Arthroscopy: Arthroscopy.
2000;16:571-7.

14. Priya SG, Jungvid H, Kumar A. Skin tissue engineering
for tissue repair and regeneration. Tissue Engineering
Part B: Reviews. 2008; 14:105-18.

15. Fragonas E, Valente M, Pozzi-Mucelli M, et al
Articular cartilage repair in rabbits by using
suspensions of allogenic chondrocytes in alginate.
Biomaterials. 2000;21:795-801.

16. Yiicesan E, Basoglu H, Goncii B, Kandas NO, Ersoy YE,
Akbas F, Aysan E. Mikroenkapsiile edilen paratiroid
hiicrelerinin in-vitro optimizasyonu. Dicle Tip Derg.
2017;44:373-80.

17. Uslu B, Arbak S. Doku Miihendisliginde Kitozanin
Kullanim Alanlari. 2010.

18. Suh J-KF, Matthew HW. Application of chitosan-based
polysaccharide biomaterials in cartilage tissue
engineering: a review. Biomaterials. 2000;21:2589-98.

19. Kutlu B, Aydin T, Seda R, Akman AC, Giimiisderelioglu
M, Nohutcu RM. Platelet-richplasma-loaded chitosan
scaffolds: Preparation and growth factor release
kinetics. Journal of Biomedical Materials Research Part
B: ] Biomed MaterRes B Appl Biomater. 2013;101:28-
35.

20. Pandey AR, Singh US, Momin M, Bhavsar C. Chitosan:
Application in tissue engineering and skin grafting. ]
Polym Res. 2017;24:125.

17

Dicle Tip Dergisi / Dicle Med ] (2018) 45 (1) : 9 - 18

21. Liu X, Smith LA, Hu ], Ma PX. Biomimetic nanofibrous
gelatin/apatite composite scaffolds for bone tissue
engineering. Biomaterials. 2009;30:2252-8.

22. Hori K, Sotozono C, Hamuro ], et al. Controlled-
release of epidermal growth factor from cationized
gelatin hydrogel enhances corneal epithelial wound
healing. ] Control Release. 2007;118:169-76.

23. Lien S-M, Ko L-Y, Huang T-J. Effect of pore size on
ECM secretion and cellgrowth in gelatins caffold for

articular cartilage tissue engineering. ActaBiomater.
2009; 5:670-9.

24. Kang H-W, Tabata Y, Ikada Y. Fabrication of porous
gelatin scaffolds for tissue engineering. Biomaterials.
1999;20:1339-44.

25. Skardal A, Zhang ], Prestwich GD. Bioprinting vessel-
like constructs using hyaluronan hydrogels crosslinked
with tetrahedral polyethylene glycol tetra crylates.
Biomaterials. 2010; 31:6173-81.

26. Highley CB, Rodell CB, Burdick JA. Direct 3dprinting
of shear-thinning hydrogels into self-healing hydrogels.
Adv. Mater. 2015;27:5075-9.

27. Hinton TJ, Jallerat Q, Palchesko RN, et al. Three-
dimensional printing of complex biological structures
by free form reversible embedding of suspended
hydrogels. Sci. Adv. 2015; 1:e1500758.

28. Colosi C,Shin SR, Manoharan V, et al. Microfluidic
bioprinting of heterogeneous 3d tissue constructs using
low viscosity bioink. Adv. Mater. 2015,28:677-84.

29. Augst AD, Kong H]J, Mooney D]J. Alginate hydrogels as
biomaterials. Macromol. Biosci. 2006;6:623-33.

30. Duan B, Hockaday LA, Kang KH, Butcher JT. 3D
bioprinting of heterogeneous aortic valve conduits with
alginate/gelatin hydrogels. ] Biomed Mater Res A.2013;
101:1255-64.

31. Koch L, Deiwick A, Schlie S, et al. Skin tissue
generation by laser cell printing. Biotechno Bioeng.
2012; 109:1855-63.

32. Miller JS. The billion cell construct: will three-
dimensional printing get us there? PLoSBiol. 2014;
12:e1001882.

33. Murphy SV,Atala A. 3D bioprinting of tissues and
organs. Nat. Biotechnol. 2014;32:773-85.

34. Blaeser A, Campos DFD, Puster U, Richtering W,
Stevens MM, Fischer H. Controlling shear stress in 3d
bioprinting is a key factor to balance printing

resolution and stem cell integrity. Adv. Healthc. Mater.
2016; 5:326-33.

35. Fedorovich NE, Schuurman W, Wijnberg HM et al.
Biofabrication of osteochondral tissue equivalents by
printing to pologically defined, cell-laden hydrogel
scaffolds. Tissue Eng C Methods.2012;18:33-44.



Sendemir Urkmez A.,, Dogu Seckin U., Gérgiin C., Uyanikgil Y.

36. Luo Y, Lode A, Gelinsky M. Direct plotting of three-
dimensional hollow fiber scaffolds based on
concentrated alginate pastes for tissue engineering.
Adv Healthcare Mater. 2013;2:777-83.

37. Malda ], Visser ], Melchels FP et al. 25th Anniversary
article: engineering hydrogels for biofabrication. Adv
Mater. 2013;25:5011-28.

18

38. Cohen DL, Malone E, Lipson H et al. Direct free form
fabrication of seeded hydrogels in arbitrary geometries.
Tissue Eng. 2006; 12:1325-35.

39. Chaudhari AA, Vig K, Baganizi DR, Future prospects
for scaffolding methods and biomaterials in skin tissue
engineering: a review. Int ] MolSci. 2016;17:1974.



