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Ozet: Gegen yillar icerisinde organ transplantasyonu konusunda olan ihtiyac
stirekli olarak artmistir. Organ naklinin kendisini bir ihtiya¢ olarak en ¢ok belli
ettigi alanlardan bir tanesi de kalp kapakeigi hastaliklaridir. Bu sebepler
dolayisiyla biyoyazicilar araciligl ile yiiksek biyouyumluluga sahip yapay kalp
kapakeiklar1 liretmek mecburidir. Bu ¢alismada amaglanan, kalp kapakeiklar
hastaliklarinda kullanilmak tizere stereolitografi yontemi ile trikiispit bir kalp
kapakegigr Uretmektir. Bu calismada stereolitografi yontemi ile yiiksek
cozinirliliige sahip trikiispit bir kalp kapake¢igi tretilmeye calisiimis ve temel
biyouyumluluk 6zellikleri incelenmistir. Sonug itibari ile aortik bir koke sahip olan
trikiispit kalp kapakgiklari ¢esitli biyomalzemeler aracilig ile tiretilmistir. Calisma
hentiz klinik amaglarla kullanilmak i¢in ¢ok erken olsa dahi stereolitografinin
biyoyazici olarak kullanilir oldugunu gostermesi agisindan 6nemlidir.

Fabrication of Tricuspid Heart Valves by 3D Bioprinting Techniques
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Abstract: Over the past several decades, there has been an ever-increasing
demand for organ transplants. Organ donation emerges as the most feasible
solution especially in heart valve diseases. Due to these reasons, growing or
fabricating heart valves using bioprinting techniques with high biocompatability is
an obligatory. The purpose of this study is; fabricating 3D artificial tricuspid heart
valves by stereolithography that has potential to be obtained for heart valve
replacements. In this study, a tricuspid heart valve is tried to be fabricated by
stereolithography with high resolution and the biocompatibility characteristics is
analyzed. As a result, a tricuspid heart valve which has an aortic root has been
fabricated with various biomaterials. It is still early to use these results for clincal
purposes but the study is still important since it presents the possible applications
of stereolithography for bioprinting.

1. Giris

Kalp kapakeigr hastaliklarinin tedavisi amaciyla iki

Gegen yillar icerisinde organ transplantasyonu
konusunda olan ihtiya¢ siirekli olarak artmistir.
Organ nakline ihtiyag siirekli olarak artarken organ
bagisi sayisinda ciddi bir artis gézlenmemistir.

Bu sebeple her sene ylizbinlerce insan organ nakli
icin sirada beklerken hayatlarini kaybetmektedir ve
bu say1 her yil artmaktadir. Bu durum Sekil 1’de
gosterilmistir [1]. Organ naklinin kendisini bir ihtiyag
olarak en ¢ok belli ettigi alanlardan bir tanesi de kalp
kapake¢ig hastaliklaridir. Kalp kapakeigi hastaliklar
halen diinya tzerindeki en Dbiyik 6lim
nedenlerinden bir tanesi durumundadir [2]. Her yil
290,000‘den fazla hasta kalp kapakcigi ameliyati
gecirmektedir. Bu saymnin 2050 yilina kadar yilda
850,000'e ulasacagi tahmin edilmektedir [3, 4].
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tliir yapay kalp kapakcigi kullanilmaktadir. Birincisi
mekanik yapay kalp kapakeiklarnt digeri ise
biyoprostetik yapay kalp kapakeiklaridir [5]. Bu iki
yapay kalp kapak¢iginin da en biiyiik dezavantaji;
nakledilmelerinden sonra viicut igerisinde hastanin
gelisimi ile birlikte gelismesine imkan
bulunmamasidir. Bu 6zellikle c¢ocuklarda ciddi
sorunlara sebebiyet  vermektedir. Cocuklar
biiylidiikce  kalp  kapakegiklari da  biiyliimek
zorundadir. Halbuki bu yapay kalp kapakgiklarinin
boyutlar1 biiyliyemedigi i¢in ¢ocuklar her iki li¢ y1lda
bir tekrar ameliyat olmak ve kalp kapakg¢iklarini yeni
bir modelle giincellemek zorunda kalmaktadirlar.
Bunun yaninda mekanik kalp kapakgiklari
enfeksiyon, iltihap ve tromboz olusumuna acgik
durumdadirlar. Benzer sekilde biyoprostetik kalp
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kapake¢iklart da  kireglenme sebebiyle kalp
kapakeiklarinda kalinlasmaya ve sertlesmeye bu
nedenle de yetersiz kapanmaya ve boylelikle de
sizintiya neden olmaktadir [6].

Biitiin bu sebepler dolayisiyla doku miihendisligi
araciligl ile kisinin kendi kok hiicreleri kullanarak
olusturulabilen, biyouyumlulugu yuksek,
nakledildikten sonra hasta ile birlikte gelisebilen ve
diger yapay kalp kapake¢iklarinin sahip oldugu
dezavantajlara  sahip olmayan yapay kalp
kapakgiklari iiretilmeye calisiimasi son derece dnemli
bir ihtiyactir. Bu arastirmanin motivasyonu bu
ozelliklere sahip bir yapay kalp kapakeig
tiretebilmek ve kalp kapakeig hastaliklar tedavisine
yardimci olmaya ¢alismaktir.

Bu c¢alismada amaglanan, kalp kapakgiklari
hastaliklarinda kullanilmak iizere stereolitografi
yontemi ile iretilmis yapay bir trikiispit kalp
kapakeigr iiretmektir. Ginimiize kadar cesitli doku
mithendisligi metodlari ile iiretilen degisik yapay kalp

kapakeig modelleri incelendiginde hayvan
deneylerinde bir ka¢ aydan daha uzun siire
islevselligini ~ siirdiirebilmis bir model tespit

edilememistir. Bunun nedeni; iiretilen bu yapay kalp
kapakgiklarinin biyomekanik o&zelliklerinin bir kag
aydan daha uzun stre kullanmak icin yetersiz
olmasidir.

Stereolitografi yontemi yliksek ¢oziiniirliige sahip son
derece giiclii mekanik 6zelliklere sahip olan yapilar

iretme konusunda biitiin diger 3B baski
modellerinden o6nde olsa da biyoyazic1 olarak
degerlendirilmemistir. Bu ¢alisma da bunun
basarilmasi saglanmaya calisiimistir.

Stereolitografi ile tretilmis yapay kalp

kapakgiklarinin hiicre ekimi gercgeklestirilmis ve
sonrasinda biyouyumluluk o6zellikleri karakterize
edilmeye ¢alisilmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal
2.1.1. PEGDA hazirlanmasi

PEGDA (Polyethylene Glycol Diacrylate: Type A:Mn
700) Sigma-Aldrich sirketinden temin edildi ve

hacimce 30% oranminda  sulandirildi.  0.5%
fototetikleyici hazirland1 ve sulandirilmis PEGDA ile
kullanild1.
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Sekil 2 Biyofabrikasyon stireci [7]
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Sekil 3 Stereolitografi tekniginin islem siireci [8]
2.1.2. 3B yazicilar

Bu calismada stereolitografi tretimini
gerceklestirmek icin FormLabs Form 1+ {i¢ boyutlu
yazici kullanilmistir. Bu teknoloji ile yazici bashgi sivi
recine dolu bir rezervuarin igerisine daldirilmakta ve
agir agir yukari hareket ettirilerek kat1 bir ti¢ boyutlu
yapinin ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir.

Bu modelde acgik kaynak kodlu olarak elde edilen
trikiispit kalp kapake¢ig modelleri stereolitografi ile
iiretilmeye uygun formata getirilmis sonrasinda ise
tasarimlanan kalp kapakgiklar1 dretilerek  bu
yapilarin lizerine hiicre ekilmistir.
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2.1.3. Hiicre kiltiirii

Kardiyak fibroblast hiicreleri DMEM, 10% (v/v) FBS
ile 5% CO2 atmosfer basinci altinda 37°C ve 1% (v/v)
P/S ile Kkiltir edilmistir. Hiicre ortami uzun
inkilibasyon siireci nedeni ile her ii¢ giinde bir taze
ortam ile degistirilmistir. Hiicreler 70-80% konfluens
ile 0.25% (w/v) trypsin/0.1% (w/ v) EDTA
kullanilarak toplanmis ve deneyler i¢in kullanilmistir.

Stereolitografi ile kalp kapakeigi iiretilmis ve bu
kapake¢ik 1mm2'lik dilimlere ayrilarak 96’lik kuyu tipi
petrilere yerlestirilmistir. Sonrasinda hiicre kiiltiirii
gerceklestirilmis, trypsin ile muamele edildikten ve
hiicre ortamnda bir siire bekletildikten sonra 2-
5x106 hiicre mL-1 yogunluga ulasmasi saglanmistir.
Hiicre ¢ogalmasi ve baglanmasinin temin edilebilmesi
maksadi ile inkiibatorde 2-3 giin bekletilmistir.

2.1.4. Hiicre canlilig1 testleri

Stereolitografi ile iiretilmis olan kalp kapakeiklarina
hiicre ekimi gercgeklestirildikten sonra hiicre canliligi
testleri gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in 2pl Calcein ve 4ul Ethidium Homodimer 1
ml PBS ile karistirilmistir. Daha énceden inkiibatérde
bekletilen 1mm2’lik dilimlere ayrilmis ti¢ adet kalp
kapakeig1 parcasi yeni bir petriye yerlestirilir ve
kardiyak fibroblast hiicreleri sistemden uzaklastirilir.
Bu parcaciklara 300pl Calcein ve Ethidium
Homodimer karistirislmis PBS eklenmistir. Bu yapilar
37°C'de 20 dakika inkiibe edilmis ve sonra i¢inde
karisim bulunan PBS sistemden uzaklastirilmistir.
Son olarak kalp kapakeig1 pargaciklari tiger defa PBS
ile yikanmistir. Boylelikle mikroskop altinda hiicre
canliliginin test edilmesi miimkiin olmustur. Bu test

birinci giin, tUglinci gin ve yedinci giinde
tekrarlanmistir. Her test i¢in {i¢ tane olmak tzere
kalp  kapake¢iginin - toplam  dokuz  pargasi
kullanilmistir.

2.1.5. Mikroskop analizi

Mikroskop goriintiileri Zeiss Axio Vert.Al inverted
mikroskop ve inverted Nikon Eclipse Ti mikroskop
araciligl ile elde edilmistir. Mikroskopa bagh bir CCD
kamera goriintiileri kaydetmek i¢in kullanilmistir.

2.2. Metot
2.2.1. Kalp kapakgig: tasarimlari

Sekil 3’te agiklandig gibi BT goriintiisii stereolitografi
amaci ile kullanilabilir. Ancak kalp kapakeiklar
hastalan icin yiiksek c¢ozliniirliikte kalp kapakeig
goriintiisii elde etmek kolay degildir. Bu nedenle bu
calismada hali hazirda iretilmis olan 3D CAD kalp
kapake1g1 modelleri kullanilmistir.

Bu c¢alisma esnasinda trikiispit kalp kapakeig
tretilmeye c¢alisilmistir. Bu amag¢ i¢in kullanilan
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model Sekil 4’te gosterilmistir. Bu modelde aort
damar1 da kalp kapak¢igina eklenmistir. Bu modelde
trikiispit kalp kapake¢iginin merkezinde bulunan ve
kan akisinin gecisini saglayan bosluk belirgindir. Bu
model gelecek calismalarda kalp kapakg¢iginin gerek
biyomekanik o6zelliklerini anlamamizda gerekse de
akis dinamiklerini anlamamizda bize yardimci
olacaktir.

(b)
Sekil 4 Trikiispit kalp kapakeigl, a) Yukaridan b) Onden

gorunus.

2.2.2, 3B yaziconmmn biyo yazia olarak
tasarimlanmasi
Formlab Form 1+, ¢ boyutlu baski islemini

gerceklestirmek tizere tasarlanmistir. Bu nedenle
yazicl baslhigl ve rezervuar bu amaca uygun olarak
tasarlanmistir.  Ancak biyobaskilama amaciyla
kullanilacak biyomalzemeler olduk¢a pahali ve
iiretilmesi gili¢ oldugu icin daha kiiciik bir rezervuar
ve buna uygun daha kiigciik bir yazica bashg
tasarlamak sart olmustur. Bu amaca uygun olarak
tasarlanmis yazici basligi ve rezervuar Sekil 5 ve 6.'da
gosterilmistir.

3. Bulgular
3.1. PEGDA performansi

Sekil 7a’da Sekil 4'te gosterilen trikiispit kalp
kapakeigr Formlabs Form 1+ 3D yazial tarafindan
PEGDA kullanilarak tiretilmistir. Sekil 7a’da iiretilmis
olan yapay kalp kapake¢igi yazict bashgina
tutunmasina ve yapisal biitliinligiini korumasim
saglayan desteklerle birlikte fotograflanmistir. Bu
destekler Sekil 4’te gri pargalar olarak gosterilmistir.
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@ (b)

Sekil 5. a) Yazic1 basliklari. Soldaki Formlabs 1+ orijinal yazic1 bashgi sagdaki ise biyo yazic1 olmasi i¢in yeniden tasarlanmig
yazicl basgligi b) Reservuar. Soldaki orjinal Formlabs 1+ rezervuari, sagdaki biyo yazici olarak kullanilacak yeniden
tasarlanmis rezervuar.

() (b)
Sekil 7 Trikiispit kalp kapak¢ig, a) Yukaridan gériiniis b) Onden gériiniis

() (b)

Sekil 8: Ters Mikroskop ile elde edilmis kalp kapakgiklar iizerine ekilmis kardiyak fibroblast hiicreleri arasindaki canli ve 6lii
hiicreler
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Uretilen yap1 genel olarak basariidir ve
stereolitografi sisteminin yiiksek hassasiyetini ve
basarisini kanitlamaktadir.

Sekil 7'de gosterilen trikiispit kalp kapake¢iginda
PEGDA (Polyethylene Glycol Diacrylate: Type A:M,
7009) kullanilmistir. En 6énemli sorun kan akisinin
gecisi icin gerekli olan bosluk olusturulamamistir. Bu
lretim sonrasinda c¢esitli Kkesiciler aracilifi ile
olusturulmustur.

3.2. Hiicre canlilig1 testleri

Sekil 8’de ters mikroskop ile kalp kapakeiklarindan
alinmis gorintiilere yer verilmistir. Canli hiicreler
yesil, o6l hicreler ise kirmizidir. Resimhgcre
kiiltiriiniin Ug¢linci giiniine aittir. Resim iizerinde
yapilan analize gore Uclincii giin icin %70 hiicre
canlilig1 gézlemlenmistir.

Bu oran literatirde yer alan mikro ekstriiksiyon
metodu ile iretilen yapay kalp kapakgiklar ile
kiyaslandiginda oldukga yeterli goriilmektedir. Bu
testlerde de ayni siireler i¢in yapilan hiicre canlihig
testlerinde %80 civarinda hiicre canliligl gézlendigi
rapor edilmistir [10-14].

4. Tartisma ve Sonug

Calismada karsilasilan en ciddi sorun baski esnasinda
karsimiza ¢ikan iretime dair yapisal hatalardir.
Ozellikle biyouyumlulugu yiiksek olan malzemeler
stereolitografinin siddeti diisiik olan ultraviole 1sin1
altinda yeteri kadar sertlesememekte, bu nedenle de
yapisal biitiinliglinii yeteri kadar koruyamamaktadir.
Bu sorun temel olarak kan akisinin gegmesi icin
gerekli olan boslugun tretilememesi gibi bazi
sorunlar yaratmaktadir. Ancak bu sorun da iiretilen
kalp kapakeiginda cesitli kesiciler yardimiyla ihtiyag
duyulan boslugun olusturulmasi ile asilmistir. Yine de
stire¢ kusursuzlastirmak iizere optimize edilmelidir.

Bu c¢alismadaki temel strateji stereolitografi metodu
ile yapisal bitiinliige sahip biyouyumlulugu olan
trikiispit kalp kapakeiklarn iiretmekti. Gelecek
calismalar olarak; tretilmis olan bu yapay kalp
kapakgiklarinda biyomekanik testler
gerceklestirilebilir. Cekme ve gerilme testleri, esneme
testleri gerceklestirilebilinir. Elde edilecek olan
sonuclar  biyoprostetik  kalp  kapakgiklarinin
biyomekanik sonuglari ile kiyaslanabilir ve boylelikle
lretim siirecleri zaman igerisinde tekrar tekrar
optimize edilerek calisma gelistirilebilir.

Bundan bagka doért boyutlu yazici teknolojilerinin
gelismesine baghh olarak ¢ boyutlu yazia
sistemlerinden  sonra  dort boyutlu  yazic
sistemlerinin de yapay kalp kapakeig1 fabrikasyonu
¢alismalarinda kullanilmasi da mimKkiin
goriilmektedir [15-16].
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Son olarak bu c¢alisma iilkemizde heniiz yeni yeni
giiclenmekte olan biyoteknoloji ve biyomedikal
mithendisligi ¢alismalarinin giiclenmesi agisindan bir
adim teskil edecek, pek c¢ok c¢alismaya oOnciiliik
edecektir [17-32].
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