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Figure A. Flow chart of Stereolithography bioprinting of heart valves. Heart valve design a) up view b)
side view, stereolithography bioprinter ¢) innovated printer head d) innovated reservoir, bioprinted heart
valves e) side view f) up view, cell viability tests g) x40 h) x100, DAPI/ACTIN tests 1) First day, j) Third
day, k) Seventh day

Purpose: The purpose of this study is; fabricating 3D artificial heart valves by stereolithography that has
potential to be obtained for heart valve replacements.

Theory and Methods:

Stereolithography has proven potential for fabricating 3D models with high structural integrity and strong
mechanical properties, yet it has not been evaluated as a bioprinter. In this study stereolithography is
evaluated as a bioprinter to provide hearth valves with high biomechanical characteristics.

Results:

As a result of the study, heart valves with high structural integrity and strong mechanical properties were
fabricated. In addition more than %80 cell viability and high level of cell proliferation at the seventh day
of the experiments were observed.

Conclusion:
As a conclusion the study proved the potential of stereolithography as a bioprinting technology. In addition
it proved the capability of PEGDA: GelMA mixture for heart valve biofabrication.
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Her gegen yil organ transplantasyonu igin organ nakli ihtiyact siirekli olarak geometrik 6lgeklerde artmustir.
Organ nakline ihtiyag siirekli olarak artarken organ bagisi sayisinda ise ciddi bir artig gézlenmemistir. Organ
nakline en ¢ok ihtiya¢ duyulan alanlardan bir tanesi ise kalp kapak¢igi hastaliklaridir. Biyoprostetik ve
mekanik kalp kapakg¢iklarinin kendi igerisinde pek ¢ok sorun bulundurmakta bu nedenle yeterli tedaviyi
saglayamamaktadir. Biitiin bu sebepler dolayisiyla doku mithendisligi aracilig ile kisinin kendi kok hiicreleri
kullanarak olusturulabilen, biyouyumlulugu yiiksek yapay kalp kapakg¢iklari tiretmek mecburidir. Bu
caligmada amaglanan, kalp kapakgiklar1 hastaliklarinda kullanilmak tiizere stereolitografi yontemi ile
iiretilmis yapay bir kalp kapakgig tiretmektir. Stereolitografi yontemi yiiksek ¢oziiniirliige sahip son derece
giicli mekanik 6zelliklere sahip olan yapilar liretme konusunda biitiin diger 3B baski modellerinden 6nde
olsa da biyoyazici olarak degerlendirilmemistir. Bu ¢aligma da bu bagarilmaya caligilmis ve iiretilmis olan
kalp kapakgiklarinin biyouyumluluk 6zellikleri detayli olarak analiz edilmistir.
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Each and every year, there has been an ever-increasing demand for organ transplants in geometric scales.
There are no significant increase observed in organ donations while the need for organ transplantation is
keep increasing. Organ donation emerges as the most feasible solution especially in heart valve diseases.
Bioprostetic and mechanical valves have serious intrinsic problems and therfore they do not provide sufficent
treatment for heart valve deficiencies. Due to these reasons, growing or fabricating tissue engineered heart
valves using biomaterial scaffolds with a person’s own stem cells with high biocompatability is an obligatory.
The purpose of this study is; fabricating 3D artificial heart valves by stereolithography that has potential to
be obtained for heart valve replacements. Stereolithography has proven potential for fabricating 3D models
with high structural integrity and strong mechanical properties, yet it has not been evaluated as a bioprinter.
In this study, this purpose is aimed to be succeeded and analyzed detailed biocompatibility characteristics of
fabricated heart valves.
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1. GIRiS INTRODUCTION)

Her gecen yil organ transplantasyonu igin organ nakli
ihtiyaci siirekli olarak geometrik dlgeklerde artmistir. Organ
nakline ihtiyag siirekli olarak artarken organ bagisi sayisinda
ise ciddi bir artig gdzlemlenmemistir. Dondr sayisindaki bu
yetersizlik ~ sebebiyle  ylizbinlerce insan  organ
transplantasyonu  i¢in  sirada  beklerken hayatlarini
kaybetmektedir. Bu sayimin her sene geometrik bir bigimde
artmasinin 6nil alinamamaktadir. Sekil 1°de bu durum agik
bir bi¢imde gdsterilmistir [1]. Kalp kapakgiklar: hastaliklari
organ naklinin en ¢ok ihtiya¢ duyuldugu alanlardan bir
tanesidir. Diinya tizerindeki en biiyiik 6liim nedenlerinin
basinda kalp kapakgiklar hastaliklar1 gelmektedir [2]. Her
yil diinya c¢apinda 290,000°den fazla hasta kalp kapakcigi
ameliyati gecirmektedir [3]. 2050 yilina kadar bu sayinin
yilda 850,000'e ulasacag: tahmin edilmektedir [4].

Giliniimiizde kalp kapakg¢i1g1 hastaliklarinin tedavisi amaciyla
iki tir yapay kalp kapak¢igi kullanilmaktadir. Bunlarin
birincisi mekanik yapay kalp kapakeiklar1 digeri ise
biyoprostetik yapay kalp kapakgiklaridir [S]. Bu iki yapay
kalp kapakgiginin en biiylik dezavantaji; nakledilmelerinden
sonra viicut igerisinde biiyilyememeleri ve tekrar
modellenmeye imkan tanimamalaridir. Bu 6zellikle bebekler
ve ¢ocuklar igin ¢ok ciddi sorunlara sebebiyet vermektedir.
Bebekler ve ¢ocuklar biiyiidiik¢e kalp kapakeiklarinin
yarigaplarida biiylir. Halbuki mekanik yapay kalp
kapakeiklarinin yarigaplar: biiytiyemedigi igin ¢ocuklar her
iki ¢ yilda bir tekrar ameliyat gegirmek ve kalp
kapakgiklarini daha biiyiik yarigapa sahip yeni bir modelle
degistirmeye mecbur kalmaktadirlar. Ozellikle bu nedenle
mekanik kalp kapakgiklari enfeksiyon, iltihap ve tromboz
olusumuna agik durumdadirlar.

Benzer sekilde biyoprostetik kalp kapakgiklarinin da
kire¢lenmeye sebep olduklari bilinmektedir. Bu durum ise
kalp kapakgiklarinda kalinlasmaya ve sertlesmeye sebebiyet
vermektedir. Bu durum ise yetersiz kapanmaya neden
olmaktadir. Boylelikle kapakgiklar iizerinden akan kan sonra
tekrar kalbe geri donmekte ve ters akisa sebep olmaktadir.
Bu durum kan akisinda tiirblilansa sebep olur. Bu ise
tiirbiilansin boyutuna gore zaman igerisinde kalp krizlerine
dahi sebebiyet verebilir [6]. Biitiin bu sebepler dolayisiyla
doku miihendisligi bu sorunun nihai ¢6ziimii igin tek gergek
secenek olarak kendini ortaya koymaktadir. Burada amag
kisinin kendi kdk hiicrelerini kullanarak, biyouyumluluk ve
biyomekanik 6zellikleri yiiksek, nakledildikten sonra hasta
ile birlikte boyutlar1 gelisebilen ve kireglenme, enfeksiyon,
iltihap gibi mekanik ve biyoprostetik kalp kapakg¢iklarmin
sahip oldugu dezavantajlara sahip olmayan kalp kapakgiklar1
tiretmektir. Bu baglamda Sekil 2°de organ biyofabrikasyonu
i¢in ihtiya¢ duyulan siiregler gosterilmistir. Bu arastirmanin
temel amaci stereolitografi temelli doku miihendisligi ile
yeni nesil bir yapay kalp kapak¢igi liretmeye ¢alismak ve
kalp kapakg¢igi hastaliklart tedavisine yardimci olma
potansiyeline sahip bir iriin gelistirmektir. Buraya kadar
bahsedilen doku miihendisligi tekniklerinin giiniimiizde en

onde gelenlerinden bir tanesi biyoyazici teknigidir. Elbette
ki biyoyazici teknolojisi doku gelistirilmesi i¢in tek teknik
degildir. Bu giine kadar fonksiyonel doku tiretilmesi i¢in 3B
doku iskeleleri kurulmasi [7], mikromiihendislik temelli
Oztoplanma [8], sinir miihendisligi [9], doku iskelesi
kullanmadan iiretilen doku iiretim teknikleri [ 10] ve pek ¢ok
diger teknik [11] kullanilmigtir. Biitiin bu tekniklerin
kendisine gore pek ¢ok avantaji vardir ancak higbirisi 3B
biyoyazici metotlarinin yiiksek hassasiyetle hiicre ve
dokular1 iist {iste yerlestirerek 3B organ iiretmesindeki
kabiliyetlerine sahip degillerdir. 3B biyobaski yeni
gelistirilmis bir biyofabrikasyon teknolojisi olup ¢ok gesitli
biyomalzemeleri ve hiicreleri emsalsiz bir hassasiyet ile
yerlestirerek 3B doku yapilar1 olusturma amaciyla
kullamlirlar. Uretilen 3B doku yapilart tekrar tekrar
rahatlikla tamamen ayni sekilde {iretilebilir. Bu yiiksek
iretim hassasiyeti diger biyofabrikasyon metotlarinin
higbirisinde bulunmamaktadir. Bu giine kadar birbirinden
¢ok  farkli  biyoyazict = metotlar1  gelistirilmistir.
Stereolitografi,  biyomiirekkep  destekli ~ biyoyazici,
enjeksiyon araciligi ile biyoyazict ve lazer destekli
biyoyazici bunlardan bazilaridir. Stereolitografi yontemi
haricinde diger teknikler biyoyazici alaninda siklikla
kullanilsa da stereolitografi bu alanda ihmal edilmistir.
Halbuki stereolitografi yiiksek biyomekanik 6zelliklere
sahip yapilar iretebilmesi agisindan essizdir hem %85’e
varan yiiksek hiicre canliligi temin edebilmesi agisindan
essizdir hem de diger biyoyazici metotlarinda oldugu gibi
biyomalzeme dar bir enjeksiyon alanindan ge¢cmek zorunda
kalmadigy, yiiksek kayma gerilmesine maruz birakilmadigi
ve bu yiizden hiicre 6liimiine ve biyomalzemenin fiziksel
ozelliklerinde kayiba neden olmadifi icin avantajlidir. Bu
calismada temel olarak hedeflenen, kalp kapakg¢iklari
hastaliklar1 igin stereolitografi yontemi temel alinarak
iretilmis yeni nesil yapay bir kalp kapake¢igi iiretmektir.
Bugiine kadar rapor edilen ¢aligmalarin higbirisinde doku
mithendisligi metotlar: ile iretilen birbirinden farkli yapay
kalp kapake¢igi modellerinin higbirisi hayvan deneylerinde
bir ka¢ aydan daha wuzun siire fonksiyonelligini
stirdiirememistir. Bunun en temel sebebi iiretilen bu yapay
kalp kapakgiklarmin biyomekanik o&zelliklerinin bir kag
aydan daha uzun siireler kullanmak icin yetersiz kalmig
olmasidir.  Stereolitografi yontemi ozellikle yiiksek
biyomekanik 6zelliklere ve yiiksek ¢oziiniirliik 6zelliklerine
sahip sahip yapay doku ve organlar liretme konusunda biitiin
diger 3D biyoyazict modellerinden 6nde olsa da bir
biyoyazic1 olarak degerlendirilmemistir. Bu konudaki
caligmalar ¢ok eksiktir ve higbirisi kalp kapakgiklarina hiicre
ekimi lizerine gerceklestirilmemistir. Bu ¢aligma da yiiksek
biyomekanik ve yiiksek biyouyumluluk 6zelliklerine sahip
br kalp kapak¢iginin iretilmesi amaglanmustir.

Stereolitografi ile tiretilmis yapay kalp kapakgiklarmin hiicre
ekimi gerceklestirilmis ve sonrasinda detayli olarak
biyouyumluluk o&zellikleri analiz edilmeye c¢aligtlmustir.
Ozellikle gegen on yil igerisinde kalp kapakgiklarinmn
biyoyazicilar araciligi ile iretilmesini amaglayan cesitli
aragtirmalar gergeklestirilmistir ancak bunlar cogunlukla bir
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petride iki boyutlu olarak gerceklestirilen galigsmalar olup
nadiren ii¢ boyutlu arastirmalar olmustur. Bu c¢alisma
araciligit ile bu alanda belli bash ¢ yenilik
gerceklestirilmigtir. Birincisi ilk kez GelMa (Gelatin
Methacrylate), PEGDA (Polyethylen glycol diacrylate)
cesitli oranlarda kullanilarak bir biyomalzeme olarak
stereolitografi i¢in kullanilmigtir. Bu caligmanin yontem
olarak yeniligidir. ikincisi bu biyomalzemeler ilk kez
stereolitografi teknigi ile yapay kalp kapakgiklarinda
kullanilmistir. Bu da caligmanin alan agisindan yenilik¢i
yoniidiir. Yeni biyomalzemeler ve yeni yontem ile
gelistirilen bu kalp kapakgiklarinin detayli biyouyumluluk
Ozelliklerinin analiz edilmesi ve Oniimiizdeki yillar
icerisinde nakil amacl olarak kullanilip
kullanilamayacaginin arastirilmasi da ¢alismanin yenilikgi
yoniinii giiglendirmektedir. Diinya ¢apinda giiniimiize kadar
bu aragtirmanin 6ncii galigmasi olan Akpek (2018) tarafindan
gergeklestirilen g¢aligma  haricinde, stereolitografi ile
biyofabrikasyonu gergeklestirilmis ve diretilen doku
iskelesinin tizerine hiicre ekimi gergeklestirilmis higbir kalp
kapake¢igi arastirmast yaymlanmamustir [12]. Bu da
caligmanin iigiincii yenilik¢i yonii olarak degerlendirilebilir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHODS)
2.1. Materyaller (Materials)
2.1.1. PEGDA hazirlanmasi (PEGDA preparation)

PEGDA (Polyethylene Glycol Diacrylate: Type A:M, 700)
Sigma-Aldrich sirketinden edilinildi ve 30% oraninda
sulandirildi. 0,5% photoinitiator hazirlandi ve sulandirilmis
PEGDA ile kullanildi.

2.1.2. PEGDA:GelMA Karigimi Hazirligi (PEGDA: GelMA

mixture preparation)

GelMA Hosseini et al. [13] tarafindan belirtildigi gibi
hazirlandi. 10 g gelatin domuz derisi, 8 mL methacrylic
anhydride ve 100 mL PBS karigtirildi. Acrylation reaksiyonu
50°C altinda 3 saat karistirilarak elde edilmistir. Reaksiyon
karisim 1litilmis PBS (40°C) ile karistirildiktan sonra sona
ermistir. Karigim daha sonra 40°C’ye ilitilmis damitilmis su
ile 1 hafta siire ile 12-14 kDa’luk siizme tiiplerinde
stiziilmiistiir. Akabinde bir hafta stire ile liyofize edilmistir.

2.1.3. 3B yazicilar (3D printers)

Bu ¢alismada stereolitografi liretimini gergeklestirmek igin
FormLabs Form 1+ {i¢ boyutlu yazicis1 kullanilmigtir. Bu
teknoloji ile yazict baglig1 sivi regine dolu bir rezervuarin
icerisine daldirilmakta ve agir agir yukari hareket ettirilerek
kat1 bir ii¢ boyutlu yapinin ortaya ¢tkmasi saglanmaktadir.
Daha detaylica agiklamak gerekirse, yazict bashigi yavasca
rezervuardan yukart dogru kaldirildik¢a bir ultraviole lazer
1511 cam olan reservuar tankin altindan sivi regineye
ulagmakta, buradan gecerekte yazici bagligina ulasmaktadir.
Ultraviole lazere maruz kalmig olan regine sertlesmektedir.
Katman katman regine sertlestikge yavas yavas yazici bashigi
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yukar1 ¢ekilmekte ve her katman birbiri ile bag yapilar
olusturarak ii¢ boyutlu sekli olugturmaktadir. Bu sekilde bir
siire sonra ii¢ boyutlu yapi tamamen rezervuar tankindan
ayrilmakta ve yazici bagligi tizerinde sekillenmektedir.
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100,000 |- #= Dondr _
——  Nakil
0000 | —d— Bekleme Listesi |
; 60,000 L -
=
g
&
= 30000 |
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YIL

Sekil 1 Yillara gére dondr ve nakil listesi
(Donor and transplantation list per year)

Hilere

o ekstraksivonu

o Biyomalzemeye hitkcre nakli

o Organ

transplantasyoms

o Organ fabnkasyoms
Sekil 2 Biyofabrikasyon siireci [ 14] (Biofabrication process)

Bu modelde kullanilan kalp kapakc¢igt modelleri ii¢ boyutlu
tasarim programlart aracilifi ile iiretilmistir. Bu modeller
bilgisayar ortaminda {iretildikten sonra stereolitografi
yontemi ile fabrikasyonu gerceklestirilmis akabinde ise bu
modellerin {izerine hiicre ekimi gergeklestirilmistir.

2.1.4. Hiicre kiiltiirii (Cell culture)

Kardiyak fibroblast hiicreleri DMEM, 10% (v/v) FBS ile 5%
CO; atmosfer basinci altinda 37°C ve 1% (v/v) P/S ile kiiltiir
edilmistir. Hiicre medias1 uzun inkiibasyon siireci nedeni ile
her ii¢ giinde bir taze media ile degistirilmistir. Hiicreler 70-
80% konfluens ile 0,25% (w/v) trypsin/0,1% (w/ v) EDTA
kullanilarak toplanmis ve deneyler i¢in kullanilmustir.
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BT Tarama

DICOM - 3 formatinda gorimtii

3D Modelleme ve rekonstriksiiyon

Fabrikasyon

Biyomalzeme ile
firetilmis organ
iskelesi

STL formatnda

Prototipkapakgiklarn ~ geometri
veri tabam

Sekil 3. Stereolitografi tekniginin islem siireci [15]
(Process for Stereolithography technique)

2.1.5. PEGDA:GelMA Karigiminda Hiicre Stispansiyonu

Hazirlanmast
(Preparation of Cell Suspension for PEGDA - GelMA Mixture)

PEGDA giiclii biyomekanik 6zellikler kazandirirken GeIMA
ise giiclii biyouyumluluk o6zellikleri kazandirmaktadir. Bu
nedenle hiicre ekimleri ve biyouyumluluk testleri PEGDA:
GelMA karisimlart iizerinde gerceklestirilmektedir. Kalp
kapakgiklar: iiretildikten sonra bunlar 1 mm?®lik kiigiik
parcalara ayrilmig ve 96’lik kuyu tipi petrilere
yerlestirilmistir. Boylelikle iiretilen kalp kapak¢igi toplam
18  pargaya ayrilmustir.  Hiicre  yiiklii  yapilarin
olusturulabilmesi icin PEGDA: GeIMA (1,5%: 10% w/v) ve
0,5% (w/v) photoinitiator hazirlanmigtir.  Akabinde
stereolitografi ile kalp kapak¢ig iiretilmis ve bu kapakeik
Imm?’lik dilimlere ayrilarak 96’Iik kuyu tipi petrilere
yerlestirilmistir. Sonrasinda hiicre kiiltiirii gerceklestirilmis,
trypsin ile muamele edildikten ve hiicre mediasinda bir siire
bekletildikten sonra 2-5x10% cells mL™! konfluense ulasmasi
saglanmistir. Hiicre ¢ogalmasi ve baglanmasmim temin
edilebilmesi maksadi ile inkubatorde 2-3 giin bekletilmistir.

2.1.6. Hiicre Canliligi Testleri (Cell Viability Tests)

Stereolitografi ile iiretilmis olan kalp kapakgiklarina hiicre
ekimi gerceklestirildikten sonra hiicre canliligi testleri
gerceklestirilmistir. Bunun igin 2pul Calcein ve 4ul Ethidium
Homodimer 1 ml PBS ile karistirnlmistir. Daha 6nceden
inkiibatorde bekletilen 1mm?’lik dilimlere ayrilmis ii¢ adet
kalp kapake¢igi pargasi yeni bir petriye yerlestirilir ve
kardiyak fibroblast hiicreleri sistemden uzaklastirilir. Bu
parcaciklara 300ul Calcein ve Ethidium Homodimer
karistirislmis PBS eklenmistir. Bu yapilar 37°C’de 20 dakika
inkiibe edilmis ve sonra i¢inde karistm bulunan PBS
sistemden uzaklagtirilmistir. Son olarak kalp kapake¢igi
parcaciklart iicer defa PBS ile yikanmustir. Boylelikle
mikroskop altinda hiicre canliligmin test edilmesi miimkiin
olmustur. Bu test birinci giin, {iglincii giin ve yedinci giinde
tekrarlanmistir. Her test i¢in {i¢ tane olmak iizere kalp

kapakg¢iginin toplam dokuz pargasi kullanilmigtir. Her bir
test sonrasinda mikroskop altinda canli kalan hiicrelerin
sayimi gerceklestirilmis ve canli hiicrelerin orani ekilen
hiicreler ile kiyaslanmigtir. Bu sayade tasarimin hiicre
canliligina ne kadar miisaade ettigi yiiksek bir hassasiyetle
anlagilmistir.

2.1.7. DAPI/ACTIN testleri ( DAPI/ACTIN tests)

DAPI/ACTIN Testleri hiicrelerin  birbirleri ile olan
etkilesimlerini ve hiicre c¢ogalmasin1 anlamak igin
gerceklestirilen bir testtir. Bu test igin Oncelikle daha
onceden kardiyak fibroblast ekilmis olan Imm?’lik kalp
kapak¢ig1 parcaciklarindan ii¢ tanesi secilir ve hiicreler
sistemden uzaklastirilarak, PBS ile {i¢ defa yikanir.
Sonrasinda %4 formaldehit eklenir ve otuz dakika beklenir.
Akabinde yine PBS ile ii¢ defa yikanir. %0,1 triton ile otuz
dakika inkiibe edilir ve PBS ile yine yikanir. Sonra %1 BSA
eklenir, otuz dakika inkiibe edilir ve PBS ile ii¢ defa yikanir.
Son olarak ACTIN eklenir, kirk dakika beklenir ve PBS ile
iic defa yikanir. Sonra DAPI eklenir, bes dakika beklenir ve
PBS ile ii¢ kez yikanir. Yapilar artik mikroskop ile
incelemeye uygun hale gelmistir. Islem birinci giin, {igiincii
giin ve yedinci giin olarak ti¢ defa tekrar edilir. Her test i¢in
¢ parcacik kullanilir boylelikle toplam dokuz pargacik
kullanilmis olur. Her bir test sonrasinda mikroskop altinda
hiicrelerin goriintiileri alinmig ve birbirleri ile etkilesimleri
anlasilmaya ¢alisilmigtir. Bu sayade tasarimin hiicre
cogalmasina ve hiicrelerin birbirleri ile etkilesime gegmesine
ne kadar miisaade ettigi yliksek bir hassasiyetle anlagilmustir.

2.1.8. Mikroskop analizi (Microscope analysis)

Mikroskop gorintiileri Zeiss Axio Vert.Al inverted
mikroskop ve inverted Nikon Eclipse Ti mikroskop aracilig1
ile elde edilmistir. Mikroskopa bagli bir CCD kamera
goriintiileri kaydetmek i¢in kullanilmigtir.

2.2. Metot (Method)

Sekil 3’te agiklandigi gibi BT goriintiisii stereolitografi
yontemi i¢in fabrikasyon modeli olarak kullanilabilir. Ancak
kalp kapakeiklar1 hastalar i¢in yiiksek ¢oziintirlikte kalp
kapakgigi goriintiisii elde etmek kolay degildir. Ustelik
bunun i¢in olduk¢a zahmetli etik kurul izinleri almak gerekir.
Bu nedenle bu ¢alisma da 3D tasarim programlar: araciligi
ile kalp kapak¢igi modelleri {iretilmistir. Bu ¢alisma
esnasinda iki tiir kalp kapak¢igi tasarlanmigtir. Versiyon 1
Sekil 4’te gosterilmistir. Bu tasarimda aort damarida kalp
kapake¢igi ile birlikte tasarlanmustir. Bu tasarim  kalp
kapakeig1 igerisinden gecen kan akiginin etkin bir bigimde
analiz edilmesi i¢in kullanilacaktir. Versiyon 2 Sekil 5’te
sergilenmigtir. Bu tasarimda yapay kalp kapake¢iginin
merkezinde bulunan bosluk daha belirgindir. Bu tasarim
acisindan Onemlidir. Bu sayede bagli damar yapisindan
bagimsiz olarak kalp kapak¢igiin biyomekanik 6zellikleri
analiz edilebilir. Bu tasarim daha ziyade gelecek

calismalarda kalp kapak¢igmin  bizatihi  kendisinin
biyomekanik dzelliklerinin  incelenebilmesi amaciyla
kullanilmigtir.
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2.2.1. Kalp kapak¢igi tasarimlary (Heart valve designes)

a

Sekil 4. Versiyon 1 a) Ustten b) Onden gériiniis. Bu
versiyonda kalp kapak¢igi ile birlikte aort damari da kismen

modellenmistir.
(Version 1 a) upper view b) front view. In this version heart valves
includes aort vein partially)

a

Sekil 5. Versiyon 2. Ug yaprakli kalp kapakgigi modeli
a) Onden b) Arkadan goriiniis

(Version 2 tricuspid heart valve model a) front b) back view)

2.2.2. 3D Yazicumin biyoyazici olarak tasarimlanmast
(Designing a 3D printer as a bioprinter)

% , .T-’L"

ol - =

Sekil 6 a) Yazici basliklar1. Soldaki Formlabs 1+ orijinal
yazici bagligi, sagdaki ise biyoyazict olmasi i¢in yeniden
tasarlanmig yazic1 basghigi b) Reservuar. Soldaki orjinal
Formlabs 1+ rezervuari, sagdaki biyoyazici olarak

kullanilacak yeniden tasarlanmis rezervuar (Printer heads. On
left Formlabs 1+ original print head, on right redesigned printer head to
utilize it as a bioprinter Resorvoir. On left Formlabs 1+ original resorvoir,
on right redesigned reservoir to utilize it as a bioprinter)
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Sekil 7. a) Formlab Form 1+ 3B Yazici orijinal tasarim b)

Biyoyazici olarak yeniden uyarlanmis tasarlanmis
(a) Formlabs Form 1+ 3D printer original design b) Redesigned as a
bioprinter)

Formlab Form 1+, ii¢ boyutlu baski iglemini gergeklestirmek
lizere tasarlanmigtir. Bu nedenle yazict bagligi ve
rezervuarda bu amaca uygun olarak tasarlanmistir. Ancak
biyobaskilama amaciyla kullanilacak biyomalzemeler
oldukca pahali ve iiretilmesi gii¢ oldugu i¢in daha kii¢iik bir
rezervuar ve buna uygun daha kiiciik bir yazict baghigi
tasarlamak sart olmustur. Bu amaca uygun olarak
tasarlanmis yazic1 bashig ve rezervuar Sekil 6 ve Sekil 7.’de
gosterilmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

3.1. PEGDA Performansz (PEGDA Performance)

Sekil 8a’da Sekil 4’te versiyon 1 olarak gosterilen yapay kalp
kapakg¢igr Formlabs Form 1+ 3D yazici tarafindan PEGDA
kullanilarak iiretilmistir. Sekil 8a’da liretilmis olan yapay
kalp kapake¢igi yazici baghigina tutunmasina ve yapisal
biitiinliiglini  korumasin1 saglayan desteklerle birlikte
fotograflanmistir. Bu destekler Sekil 4’te gri parcalar olarak
gosterilmistir. Uretilen yap1 genel olarak basarilidir ve
stereolitografi sisteminin yiiksek hassasiyetini ve basarisini
kanitlamaktadir. Bu basartya kanit olarak gosterilebilecek en
o6nemli unsur herhangi bir biyomekanik analize ihtiyag
duymadan, gorsel olarakta rahatlikla anlasilabilecegi iizere
stereolitografi aracilifn ile dretilen kalp kapakcigt
modellerinin basit desteklerle veya tamamen desteksiz
olarak kendi baglarina saglam bir bigimde ayakta durabiliyor
olmalaridir. Ozellikle biyomiirekkep araciligi ile biyobask1
metodu ile kalp kapakgiklari daha oOncede iiretilmeye
calistlmigtir ancak {iretilen bu kalp kapake¢iklarinin
higbirisinin bir destek kullanmadan kendi baglarina ayakta
durmasi miimkiin degildir [16,17]. Bu agidan ¢alisma
biyomekanik  ozellikler agisindan  diger  biyoyazici
metotlarindan dstiinliik arzeder. Bu ¢alismanin 6ncesinde
stereolitografi ile biyomalzemeler kullanilarak biyoyazici
calismas1  gergeklestirilmedigi i¢in bu noktada bir
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biyomekaniz analiz ve Kkarsilagtirma yapmak miimkiin
degildir. Bu ¢aligma kendisinden sonra bu alanda ¢alisma
yapacak olanlara referans teskil edecektir. Sekil 8’de Sekil
4’te gosterilen versiyon 1 kalp kapakeig: iretilmistir. Bu
amacgla PEGDA (Polyethylene Glycol Diacrylate: Type
A:M; 7009) kullanilmastir.

En o6nemli sorun siiratli bir fabrikasyon siireci istendigi
durumda kan akisinin gegisi i¢in gerekli olan bogluk
olusturabilecek olan ¢oziiniirliiliigin elde edilememesidir.
Bu hayati bir kusur degildir. Stereolitografi ile tiretilmesi her
halukarda fabrikasyon siirecini hizlandiracak ve kalp
kapak¢iginin  kalitesini  arttiracaktir.  Ancak  kalp
kapake¢iginin yapraklari arasindaki boslugun bu sekilde
iretilememesi durumunda yine de cesitli kesiciler ve
deliciler araciligi ile kan akigi i¢in uygun olan bosluk
olusturulabilir. Bu ¢alismada da ilk ¢alismada kan akisi1 i¢in
gerekli olan bosluk iiretim sonrasinda ¢esitli kesiciler
araciligi ile olusturulmustur. Daha sonra biyoyazicinin siirati
azaltilmig, bu sayede ¢oziiniirlik arttirilmistir. Bu sayede
yaprak¢iklar arasindaki bosluk saglikli bir bigimde elde
edilmigtir. Sekil 8’de gosterilen kalp kapak¢igi modeli bu
sekilde iretilmistir. Ayni problem Sekil 5’te gosterilen
versiyon 2 kalp kapake¢igi i¢in de ortaya ¢ikmistir. Baski
siiresi uzadikca c¢ozinirlilik artmis ve yaprakgiklar
arasindaki kan akiginin gerceklesecegi bosluk yiiksek
verimle eldeedilmistir. Bu tiretim Sekil 8c’de goriilebilir.

3.2. PEGDA:GelMA Karisimi Performansi
(PEGDA:GelMA Mixtire Performance)

Sekil 9’da GeIMA ve PEGDA karisimi stereolitografi
araciligi ile basilmistir. Yapisal biitlinlik GeIM A nin sahip
oldugu diisiik makanik 6zellikler sebebiyle azalmigtir. Kan
akist i¢in gerekli olan boslugun basilamamis olmast gibi
belli basli baz1 baski hatalar1 mevcut olsa da temel olarak
bir fabrikasyon islemi ger¢eklesmistir. GeIMA nin burada
kullanilma nedeni yiiksek biyouyumluluga sahip olmasi ve
hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in elverisli bir ortama sahip
olmasidir. Tek basina PEGDA’nin biyouyumlulugu
diistiktiir ve hiicre canliligi igin GeIMA kadar uygun
degildir. Bu nedenle hem PEGDA 'nin yiiksek mekanik
ozelliklerinden faydalanabilmek hem de GeIMA nin yiiksek
hiicre canlilig1 temin edebilmesi amaciyla bu iki
biyomalzeme birlestirilerek kullanilmigtir.

3.3. Hiicre Canlilig1 Test Sonuglari (Cell Viability Test Results)

Sekil 10’da ters mikroskop ile kalp kapakgiklarindan alinmis
goriintiilere yer verilmistir. Sekil 11°de ise birinci giin ve
ticlincii giin i¢in canli ve Olil hiicreler gosterilmistir. Canli
hiicreler yesil, 6li hiicreler ise kirmizidir. Buna gore birinci
giin i¢in %90 hiicre canlilig ii¢lincii glin i¢in ise %70 hiicre
canlilign gozlemlenmistir. Bu testler literatiirde yer alan
enjeksiyon metodu ile iiretilen yapay kalp kapakgiklar ile
kiyaslandiginda oldukga yeterli goriilmektedir. Bu testlerde
de aymi siireler i¢in yapilan hiicre canliligt testlerinde
Hockadey vd [16], Duan 2013a vd [17], Duan 2013b vd.

[18], Duan 2014 [19] ve Chang vd [20] gerceklestirdigi
calismalarda stereolitografi harig baska tekniklerle tirettikleri
yapay kalp kapakgiklarinda %80 civarinda hiicre canlilig1
gbzlendigini rapor etmistir.

Sekil 8 Versiyon 1 a) Kalp kapak¢iginin 6nden goriiniisii,
b) Kalp kapakgigimin yukaridan goriiniigii Versiyon 2 c¢)
Kalp kapak¢ig1 onden goriiniisii (Version 1 a) Front view of heart
valve b) Top view of heart valve Version 2 c¢) Front view of heart valve)

Sekil 9. Versiyon 1 a) Onden gbriiniis b) Yukaridan gériiniis
Versiyon 2 ¢) Onden gériiniis d) Yandan goriiniis
(Version 1 a) Front view b) Top view Version 2 c) Front view b) Side vies)
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Sekil 10. Ters Mikroskop ile elde edilmis kalp kapakgiklari {izerine ekilmis kardiyak fibroblast hiicreleri arasindaki canli
ve Ol hiicreler (Dead/alive cardiac fibroblast cells that are seeded on to heart valves and imaged by an inverted microscobe)

Sekil 11. Hiicre Canlilig1 Testleri a) Birinci giin b) Ugiincii giin (Cell Viability Tests a) First day b) Third day)

Sekil 12. DAPI / ACTIN Testleri a) Birinci giin b) Ugiincii giin ¢) Yedinci giin
(DAPI/ACTIN tests a) First day b) Third day c) Seventh day)

3.4 DAPI/ACTIN Test Sonuglari (DAPI/ACTIN Test Results)

Sekil 12°de DAPI/ ACTIN testlerinin  sonuglari
incelenmigtir. Buna goére birinci glinden yedinci giine dogru
hiicrelerin etkilesimlerinin artti1 ve hiicre ¢ogalmasinin
verimli oldugu goézlemlenebilir. Bu sonuglarda ayni hiicre
canlihig testleri gibi muadil c¢aligmalar ile kiyaslandigi
takdirde yeterli basariy1 sagladig: anlagilacaktir.

936

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Stereolitografi ile daha 6nce yapay kalp kapakeig iizerine
gerceklestirilmis caligmalar eser miktardadir [21]. Bu
calismadaki temel strateji stereolitografi metodu ile yapisal
biitiinliige sahip biyouyumlulugu olan yapay kalp
kapakgiklar1 {iretmektir. Bu galisma kapsaminda ilk kez
GelMa ve PEGDA gibi biyomalzemeler ilk kez
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stereolitografi yontemi ile ilk kez yapay bir kalp
kapak¢iginin  iiretimi  i¢in  kullanilmustir.  Bu  dahi
stereolitografi ile biyobaski teknolojisinin emekleme
caginda olmasindan dolay:1 ¢aligmay: fazlasiyla yenilikgi
kilmaktayken, bununla yetinilmemis birde bunun {izerine
hiicre canlilign testleri gerceklestirilmistir.  Gelecek
caligmalar olarak {retilmis olan bu yapay kalp
kapakgiklarinda biyomekanik testler gerceklestirilebilir.
Cekme ve gerilme testleri, esneme testleri
gerceklestirilebilinir.  Elde  edilecek  olan  sonuglar
biyoprostetik kalp kapakg¢iklarinin biyomekanik sonuglari ile
kiyaslanabilir ve boylelikle tiretim siiregleri zaman icerisinde
tekrar tekrar optimize edilerek c¢aligma gelistirilebilir.
Biyomekanik analizden baska biyouyumluluk konusunda da
analizler derinlestirilebilir. Kimyasal karakterizasyon ve
biyolojik ortamda degredasyon gibi analizlerde gelecek
caligmalar i¢in digiiniilebilir. Gergeklestirilecek biitiin bu in
vitro c¢aligmalardan sonra nihayet in vivo ¢alismalara
gecilebilir. In vivo galismalara baslanmak istendigi takdirde
iretilen kalp kapakg¢igi modeli burada hiicre canliligi ve
DAPI/ACTIN testlerinde gosterilen 7 giinliik siireden ¢ok
daha uzun siireler i¢in hiicre kiiltiiriine maruz birakilmalidir.
Bunun i¢in biyoreaktorler kullanilmali ve hiicrelerin
biyomalzeme {izerinde iyice tutunmast ve birbiri ile
kenetlenmesi temin edilmelidir. Bu gergeklestikten sonra
biyomalzeme biyobozunur oldugu i¢in kisa zaman igerisinde
kendiliginden c¢oziinecek ve geriye sadece hiicreler
kalacaktir. Bu siireg Sekil 2’de anlatilmigtir. Geriye higbir
biyomalzeme kalmayacagi ve kalp kasi hiicreleri de
kendiliginden hidrofobik olduklar1 igin kan pihtilarinin
tutunmast ve kan akisinin bir sekilde etkilenmesi
olamayacaktir. Oniimiizdeki yillarda odaklanabilecek bir
diger konu bashgr ise kalp kapake¢iklarinin ihtiyag
duyacaklar1 kan damarlarinin da 3B yazicilar aracilif ile
iiretilecek dokuya eklemlenmesi olacaktir. Bu konu ile ilgili
olarakta pek ¢ok ilging caligma yapilmaktadir [22]. Bir diger
muhtemel yenilik yeni yeni gelistirilen doért boyutlu yazict
teknolojilerinin gelismesine istinaden ii¢ boyutlu yazici
sistemlerinden sonra dort boyutlu yazict sistemlerinin de
yapay kalp kapak¢igr fabrikasyonu c¢aligmalarinda
kullanilmas1 da miimkiin goriilmektedir [23]. Son olarak bu
calisma iilkemizde heniiz yeni yeni giiclenmekte olan
biyoteknoloji ve biyomedikal miihendisligi ¢aligsmalarinin
giiclenmesi agisindan bir adim teskil edecek, pek ¢ok
calismaya onciiliik edecektir [24, 43].
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