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0z

Amag: Calismanin amaci, katmanli iiretim araglarindan biri olan 3B biyo-yaziciyi tasarlayip iiret-
mek ve ¢ocuk cerrahisi alaninda potansiyel kullanim alanlarini degerlendirmektir. Ug eksende
hareket etme yetisine sahip, bilgisayar kontrollii kod ile koordinat verilebilen ve kartus igeriginin
hareketsiz tablaya baskisini yapan cihazin tasarim ve (retimi (niversitenin 3B tasarim ve baski
laboratuvari tarafindan yapilmistir. Programlama igin arastirmacilar tarafindan gelistirilen
“Ferret” programlama dili kullaniimistir. Dis tasarim standart laminer kabin ebatlarina gére yapil-
mustir. Ug boyutlu biyo-baski testleri igin %20 jelatin (Sigma Aldrich, MI, ABD) ¢ézeltisi kullaniimis-
tir. Test baskilari icin doku miihendisligi alaninda kullanilan ii¢ boyutlu iskele modeli, agik yara igin
deneysel 6rtii modeli ve organ benzeri yapi olarak kulak modeli segilmistir. Iskele yapisi Solidworks
(Dassault Systemes, Velizy-Villacoublay, Fransa) yazilimi ile tasarlanmis, agik yara 6rti modeli igin
Fusion360 (Autodesk Inc, CA, ABD) yazilimi kullanilmistir. Organ benzeri model olarak ise
Synapse3D (Fujifilm, Tokyo, Japonya) yazilimi ile bilgisayarli tomografi gériintiilerinden kulak
yapisi segmente edilmis ve “stl” uzantili dosya haline getirilmistir. Cihazimiz x,y ve z ekseninde
hareket edebilen ve steril enjektér igerigini Petri kabina ii¢ boyutlu basabilen bir makine olarak
uretilmistir. Doku miihendisligi alaninda kullanilan iskele baskisi, yara fotografi tizerinden yapilan
ortii modeli ve BT taramasi ile elde edilen kulak modelinin (¢ boyutlu baskilari basariyla tamam-
lanmustir. Cocuk cerrahisi alanindaki doku miihendisligi ¢alismalarinda, ii¢c boyutlu biyo-yazicilarin
biiyiik bir potansiyelinin oldugunu ve arastirmalarimiza yepyeni bir boyut kazandiracagini diigiin-
mekteyiz. Ozellikle doku takviyesi ihtiyaci olan niiks hipospadias olgulari, diafragma ve karin 6n
duvari defektlerinin 6ncelikli ¢alisma alanlari olabileceginin kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Ug boyutlu biyo-iiretim, iic boyutlu yazicilar, doku miihendisligi, biyo-
yazicilar

ABSTRACT

Objective: The objective of the study was to design and produce a 3D bioprinter and to evaluate
its potential uses in the field of Pediatric Surgery. The design and production of the device whose
coordinates could be given with computer-controlled code and having the ability to move in three
axes and print the contents of the cartridge on the stationary print bed were realized at the uni-
versity 3D design and printing laboratories. The Ferret programming language was used for
programming and exterior design was made according to the standard laminar cabin dimensions.
A 20% gelatin (Sigma Aldrich, MI, USA) solution was used for three-dimensional bioprinting tests.
For test bioprints scaffold model used in the field of tissue engineering, for open wound experi-
mental dressing model and for organ-like structures ear model were selected. Scaffold structure
was designed with Solidworks (Dassault Systemes,Velizy-Villacoublay, FR) software and open
wound experimental dressing model was designed in Fusion360 (Autodesk, CA, USA) software. As
an organ-like model, the ear structure has been segmented from the computed tomography
images with Synapse3D (Fujifilm, Tokyo, JP) software and converted into “stl” file. Our device was
produced as a machine that can move in the x, y and z axes and can press the sterile syringe
contents into the Petri dish in three dimensions. The three-dimensional prints of the scaffold, the
experimental wound dressing model obtained from the wound photo and organ model obtained
from the CT scan were successfully bioprinted. We think that three-dimensional bioprinters have
a great potential in tissue engineering studies in the field of pediatric surgery and will add a
brand-new dimension to our research capabilities. We conceive that recurrent cases of hypospa-
dias which especially need tissue reinforcement, diaphragmatic and anterior abdominal wall
defects seem to be the primary areas of study.

Keywords: Three-dimensional biofabrication, three-dimensional printers, tissue engineering,
bioprinters
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Giris

U¢ boyutlu yazicilarin tip diinyasinda kullanimi, son
yillarda lzerinde en ¢ok durulan ve gelecekte doku
ve organ Uretimi igcin umut vadeden konularin basin-
da gelmektedir *°). Tum (¢ boyutlu yazicilarin ¢ahs-
ma prensibi temelde basittir. U¢ boyutlu yazicl, {ic
eksende (x,y,z) hareket yetenegine sahip ve bilgisa-
yar tarafindan verilen koordinatlarla yapilan tasarimi
U¢ boyutlu olarak Uretebilen bir cihazdir. Baslangigta
yalnizca hizli prototipleme ve kiigik ¢apta seri plas-
tik parga Gretimi igin kullanilan bu yazicilar, materyal
cesitliliginin artmasiyla yazici teknolojileri de evrim
gecirmis ve boylece ¢ boyutlu biyo-iretim kavrami
da ortaya ¢tkmistir. Bu calismamizin amaci, rejenera-
tif cerrahi alaninda kullanilabilecek mikro ekstriizyon
bazli 3B biyo-yazicly Uretip, arastirma merkezleri ara-
sinda is birligine acik bir 3B biyo-lUretim (3D biofabri-
cation) platformu olusturmak ve Tiirk cocuk cerrahisi
camiasinin da 3B biyo-tretim alanina adim atmasini
saglamaktr.

Cihaz Tasarimi ve Test Modeli Se¢imi

Cihazimiz, kiigik 6lcekli bir ortamda (azami 20x20x15
cm) baski yapabilecek ve mikro ekstriizyon teknoloji-
si ile calisan bir yazici olarak tasarlanmistir. Cihazdaki
hareketler bes stepper motor tarafindan saglanmak-
tadir. Ekstruder diye tabir ettigimiz kisim Luer kilitli
enjektord (Braun Omnifix Solo 10 cc, Braun GmbH,
Frankfurt, Almanya) tutan ve belli basingla enjektor
icerigini tablaya akitan bir pargadir. Cihazin en 6nem-
li pargasi olmakla birlikte, pompa sistemi de stepper
motorlar tarafindan hareket ettirilmektedir. Test bas-
kilari igin rejeneratif tip ¢alismalarinda Gg fakli alan-
da kullanilan modeller secilmistir. ik model olarak
doku muhendisligi alaninda kullanilan G¢ boyutlu
20x20x4mm iskele (scaffold) modeli Solidworks (Das-
sault Systemes, Velizy-Villacoublay, Fransa) yazilimi
ile tasarlanmistir. Bir diger model ise aragtirmacilarin
buglinlerde zerinde ¢alismakta oldugu agik cerrahi
yara sagaltiminda kullanilma potansiyeli olan (¢ bo-
yutlu yara ortiisii modelidir. Bu modelin tasarimi igin
cerrahi arsivimizde bulunan acik yara fotograflari Fu-
sion360 (Autodesk Inc, CA, ABD) yazilimina aktariimis
ve U¢ boyutlu yara ortisi modeli olusturulmustur.
Tam organ modeli olarak ise kiiclik boyutta olmasi
nedeniyle kulak segilmis olup, Synapse3D (Fujifilm,
Tokyo, Japonya) yazilimi ile hastane arsivindeki bilgi-
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sayarli tomografi goriintilerinden hasta gizliligi koru-
narak kulak yapisi segmente edilmis ve “stl” uzantih tg
boyutlu dosya haline getirilmistir. TUm modellerin li¢
boyutlu biyo-baski testleri i¢in %20 jelatin (Sigma Ald-
rich, M1, ABD) ¢ozeltisi hazirlanmig ve kullaniimistr.

Cihaz Uretimi ve Test Baskilari

Cihazimiz x,y ve z ekseninde hareket edebilen ve
steril enjektor icerigini Petri kabina li¢ boyutlu basa-
bilen bir makine olarak Uretilmistir (Resim 1). Biyo-
yazicinin ana beyni olarak Teensy 3.6 platformu ile
istenilen x, y, z eksenlerinde rahat hareket yetenegini
saglamak icin toplam 5 adet stepper motor kullanil-
mistir. Teensy platformu ile stepper motor siirliclleri
olan L6470 arasindaki haberlesme SPI protokoli ile
saglanmistir (Resim 2). Stepper motor siruculeri
arastirmacilar tarafindan gelistirilen mikroislemci
programlama dili olan “Ferret” ile kontrol edilmistir.
Yine ayni programlama dilinde biyo-yaziciya SD kart-

Resim 2. Devre ve motor siiriiciileri.
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tan okunan g-code yorumlanmistir ve o hassasiyette
yon verilmistir ki bu hassasiyet 100 mikron seviyesin-
dedir. Ayni zamanda gerekli ayarlarin yapilmasi igin
ekran kurulmusg ve kullanilabilmesi icin meni olustu-
rulmustur. Bu menide gerekli hiz ayarinin yapilmasi,
baslangi¢ noktasina donis, baskiyl durdurma, hangi
baskinin cikarilacagini segme gibi 6zellikler bulun-
maktadir. Dis kutunun tasarlanmasi igin olgilerin si-
nirini belirleyen faktorlerden olan biyo-yazicinin icine
konulacagi laminer akim kabininin olgileri alinmis ve
taslak halinde gizilmistir. Cihazin 6n kapag seffaf ya-

Resim 4. Ug boyutlu iskele (scaffold) modeli.

pilarak icerideki islemlerin goriinmesi planlanmistir.
On seffaf kapak istenildigi zaman takilip cikarilabilir
sekilde Uretilmistir (Resim 3).

Ug boyutlu biyo-iiretim asamasinda cihazimizin mon-
taji Gniversitemizin Hiicre ve Doku Kiltlrl Laboratu-
varina yapilmis ve tiim baski testleri laminer akim ka-
bini icinde oda isisinda gergeklestirilmistir. Baski hizi
olarak 10 mm/s secilmis, baski “z” katman yiksekligi
100 mikron, dis ceper 1 adet, i¢ dolgu yogunlugu %20
ve dolgu diizeni lineer olarak ayarlanmistir. Ug (nozz-
le) olarak 25 G konik plastik uglar ve kiint uclu igneler
kullaniimistir. iskele yapisinin (Resim 4) baskisi 2 dk.,
yara ortisli modelinin baskisi 6 dk. (Resim 5) kulak
yapisinin (Resim 6) baskisi ise 13 dk. sirmustir. Her
U¢ test modelinin baskisi bes kez yinelenmis olup,
baski siurelerinde ve modellerin makroskopik gori-
nimiinde anlamh bir fark gézlenmemistir.

Resim 5. Deneysel yara ortiisii modeli.

Resim 6. Kulak modeli.
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Tartigma

U¢ boyutlu biyo-yazicilar cesitli teknolojiler ile calis-
makta olup, inkjet baski, valf bazli baski, 1sik isleme,
lazer bazl baski ve ekstriizyon (pnématik, vida) yon-
temleri bunlarin basinda gelmektedir ¢, Yontemin
karmasikligi arttikca baski maliyetleri artmakta ancak
sonugclar da canh dokuya daha yakin olmaktadir. Su
anda diinyada bircok merkez bu konuda yogun bir ¢a-
lisma igindedir ve bu merkezlerin bir kismi kendi biyo-
yazicilarini Gretmistir. Her yil diinya gapinda yaklasik
30.000 g boyutlu yazicr satilmaktadir ve akademik
kurumlar doku ve organ mihendisligi arastirmalarin-
da ¢ boyutlu biyo-tretim teknolojisini giderek daha
fazla alip uygulamaktadir. Endistriyel biyo-yazicilar
¢ok daha yiiksek maliyetlidir, ancak yazdirabilecekleri
malzemede daha iyi ¢6ziinurlik, hiz, konumsal kont-
rol ve daha fazla esneklige sahiptir.

Ug¢ boyutlu biyo-yazicilar sayesinde yalnizca doku
ve organ Uretimi degil, ilaglarin organ ve dokulara
etkisinin arastirilmasi hayvan modelleri kullanmak-
sizin yapilabilmektedir. Tum bu ¢alismalarin amaci,
ilag arastirmalari igin hayvan kullanimini minimize
etmek, hiicre doku iliskisini daha iyi anlamak ve so-
nucta nakle uygun tam fonksiyonel doku veya organ
Uretmektir. Buglinlerde exvive3D Liver ve exvive3D
Kidney adinda, karaciger ve bobrek li¢ boyutlu doku
modelleri piyasaya strulmis olup ilag ¢alismalarinda
testlerine baslanmistir 49,

Ug boyutlu biyo-iiretim igin kullanilan teknolojilerin
farkl ozellikleri; ylizey ¢ézinirligu, hicre canhhgi ve
baski igin kullanilan biyolojik materyaller 1518inda g6z
onlne alinmalidir. En yaygin ve uygun fiyatli 3D biyo-
yazicilar mikro ekstriizyon yontemini kullanmaktadir.
Mikro ekstriizyon biyo-yazicilari genellikle, sicaklik
kontrolll bir malzeme tasima ve dagitim sisteminden
olusan ve x, y, z eksenleri boyunca hareket edebilen
cihazlardir. Piyasadaki bazi sistemler, yeniden mal-
zeme ylklemeye gerek kalmadan birka¢ malzeme-
nin seri baskisini kolaylastirmak igin ¢oklu ekstruder
kullanir. Mikro ekstriizyon biyobaski teknolojisinin
temel avantaji, cok yiksek hiicre yogunluklarini bi-
riktirme yetenegidir. Doku miihendisliginde organ-
larda fizyolojik huicre yogunluklarinin elde edilmesi,
biyo-liretim alani igin ana amactir. Bununla beraber,
mikroekstriizyon biyo-baskidaki hiicre canhhgi, mi-
rekkep puskirtmeli biyo-baskidan daha disiktir ve
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hiicre sagkalim oranlari %40-86 arasindadir “4. Mikro
ekstriizyon ile biriken hiicrelerin canhhginin azalmasi,
yuksek viskoziteli sivilarda hiicrelere uygulanan kay-
ma gerilmelerinden (shear stress) kaynaklanmakta-
dir. Dagitim basincinin hiicre canhhgi tzerinde baslik
¢apindan daha énemli bir etkisi olabilir. Hiicre canlihg
disuk basinglar ve kalin ug (nozzle) kullanilarak koru-
nabilir, ancak bu da ¢oziinirlik ve baski hizi kaybina
neden olabilir. Yuksek canhligi korumak, doku islev-
selligini saglamak igin esastir. Birgok ¢alisma, baski-
dan sonra hiicre canliligini korudugunu bildirmesine
ragmen, arastirmacilarin bu hicrelerin yalnizca ya-
samda kalmayip ayni zamanda doku yapisinda temel
islevlerini yerine getirdiklerini gbstermesi énemlidir.
Uretimini tamamladigimiz cihaz da mikro ekstriizyon
teknigi ile baski yapmaktadir. Cihazda kullanilan eks-
triizyon “vida mikro ekstriizyon” teknigidir. Bu teknik
bize piyasada serbestce bulunabilen Luer kilitli steril
enjektorleri (Braun Omnifix 10cc) kullanmamiza ola-
nak saglamaktadir. Ayrica istenildiginde ekstruder
kismi degistirilebilmektedir ve bdylece pahal biyo-
mirekkep dolu kartuslar satin almaya gerek kalma-
dan, hidrojel ve hiicre birlesimini (biyomirekkep)
steril sartlarda hazirlamamiz daha kolay olmaktadir.
Ug (nozzle) olarak ise i¢ capt 0.2-1 mm arasi degisen
kesik uclu steril igneler kullanilabilmektedir. Cihazi-
miz li¢ eksende hareket etmekte ve (¢ boyutlu hidro-
jel yapilarini Petri kabi iginde olusturmaktadir. Baski
volimu bu alanla sinirli olmayip aslinda 20x20x15
cm boyutundadir. Ancak, rejeneratif tip ¢calismalarin-
da sterilite 6nceligimiz oldugundan su anda yalnizca
bir Petri kabi buyiklugiinde bir alani kullanmaktayiz.
Cihazin dis tasarimi hem biyolojik materyalleri dis et-
kenlerden koruma hem arastirmaci glivenligi igin la-
miner akim kabinine uygun sekilde yapilmistir. Ciha-
zimizin hareket kabiliyeti 100 mikrondur, ancak cihaz
ile Gretimi yapilan yapilarin hassasiyeti baski yapilan
hidrojel ile degismektedir.

Calismamizda kullanilan her lic modelin de 3B biyo-
baskisinin yapilabildigi ve yinelenebilir oldugu goste-
rilmistir. Bu modellerin segilme nedeni son donemde
rejeneratif tip calismalarinda en sik kullanilan mo-
del tipleri olmasidir. Doku mihendisligi calismala-
rinin adeta semboll haline gelmis iskele (scaffold)
yapisinin temel ¢alisma prensibi icerisinde bulunan
hicrelerin in-vivo ortamda belli bir siire ¢ boyutlu
yapida kalmasini saglamak ve béylece canli ortamda
hicreler arasinda daha saglikli bir iliski saglanarak
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(ekstraselliler matris olusumu, hiicreler arasi sinyal
mekanizmalari vb.) yeni doku olusturma potansiyeli-
nin arttirilmasidir. Konuyla ilgili halihazirda bircok ca-
lisma yurutulmektedir. Kok hicre, kas, sinir, kardiyo-
vaskiler ve adipoz hiicrelerinin ti¢ boyutlu baskisinin
olasi oldugunu gosteren galismalarin ortak kisithhgi,
yap! boyutunda 200-300 mikronun (zerine c¢ikildi-
ginda ciddi oranda hiicre 6limi yasandigl ve bunun
da vaskdilarizasyon eksikligi nedeniyle oldugu ortaya
konmustur 47, Yani yalnizca biyo-baskiyr yapabilmek
cihazin galishigini géstermekle beraber, fonksiyonel
bir dokunun veya doku adaciginin olusacaginin ga-
rantisini vermemektedir.

Cocuk cerrahisi alaninda (¢ boyutlu biyo-liretimin
¢ok buyuk potansiyelinin oldugunu diisiinmekteyiz.
Oncelikli alanlar olarak doku gereksinimi olan rekons-
triiktif cerrahi uygulamalari diisiinilmistir. Ozellikle
hem cilt hem Uretra icin doku gereksinimi olan nuks
hipospadias veya hipospadias sakati olgulari 6n pla-
na ¢ikmaktadir. Bu alanda uzun siredir doku miihen-
disligi galismalari devam etmekte ve ¢ogunlugu hazir
Uretilmis polimer iskele veya hicrelerden arindiriimis
doku matrisleri kullanilmaktadir 8. Bu yapi iskelele-
ri bugiinlerde farkli Gretim teknikleri (electrospin-
ning, phase separation, freeze-drying ve gel casting)
ile Uretilmekte, U¢ boyutlu biyo-yazicilar bu alanda
simdilik aktif kullanilmamaktadir. Bunun en 6nemli
nedeni biyo-baskida kullanilan hidrojellerin yeterli
glice ve dayanima sahip olmamasidir. Ancak, polimer
biliminin hizli gelisimi sayesinde ¢ok yakin zamanda
yeterli glice sahip ve siitlirasyona uygun hidrojelleri
de gérmemiz olasi olacaktir. Bdylece standart yon-
temlerle Uretilmis iskelelere goére hasta segimi yap-
mak yerine hastaya 6zgi tg¢ boyutlu basiimig iskele-
lerin Gretimi yapilabilecektir. Ug boyutlu biyo-iiretim
yalnizca hastaya 6zgli yamalarin Gretilmesine olanak
saglamayacak, bu Gretimi hem daha kisa stirede hem
daha disiik maliyet ile yapabilmemizi saglayacaktr.
Bu alanda doku takviyesi icin hastanin kendi hucre-
lerini igeren yamalar, ¢ boyutlu biyo-tretim kullani-
larak Uretilip 3-4 haftalik inkiibasyon sonrasi hastaya
nakledilebilir.

Akla gelen diger kullanim alanlari ise karin 6n duvari
defektleri ve diyafragma defektleri olan olgulardir. Bu
tur defektlerde ise yapisal olarak ¢ok daha gliclii canli
yamalara gereksinim duyulmakta ve devreye bir daha
polimer bilimi girmektedir. Bu asamada daha gicla

biyo-mirekkeplerin gelistiriimesi beklenebilir. Ancak,
bir diger alternatif de bugtinlerde var olan gliclu biyo-
bozunur polimerlerin lGzerine 3B biyo-yazici kullani-
larak hiicre ve hidrojel ekimi yapilarak inkibe edil-
mesi ve matilire olmus haliyle implante edilmesidir.
Bu yontemin bir benzeri 2006 yilinda Atala ve ark. 9
tarafindan g¢ocuk hastalarda kollajen-poliglikolik asit
iskeleleri kullanilarak mesane ogmentasyonu yapl-
larak kullanilmistir. Bu ¢alismada, her ne kadar biyo-
yazici kullanilmasa da yazarlarin bu yaklasimi benim-
seyerek sonraki dénemde yaptiklari ¢alismalar igin
biyo-yazici Giretmis hatta bu amagla bir rejeneratif tip
merkezi kurmustur.

Fikrimizce ¢ocuk cerrahisinde bu iki alandaki calis-
malar ile baglanip asama kaydedildikten sonra daha
kompleks ¢ok katmanl tubiler yapilar (6zofagus,
trakea, ince barsak) ile ilgili arastirmalar planlana-
bilir. Tabii ki tim bu yontemlerin dncelikle deneysel
olarak uygulanip kanitlanmasi gerekmektedir. Bu ne-
denle kurum igi ve kurumlar arasi is birligine gidilerek
projeler planlanabilir. Ug boyutlu baski siirecinin en
onemli ozelliklerinden biri tasarim ve karar verme
asamasi i¢in arastirmacilarin bir arada olma sartinin
olmamasidir. Boylece bir merkezde tasarimi yapilan
model 3B yazicinin bulundugu diger merkezde Ureti-
lebilmektedir 29,

Sonug olarak, tretilmis oldugumuz 3B biyo-yazicinin
hem arastirmacilarimizin doku miihendisligi ¢calisma-
lari yapmasina olanak saglayacagini hem bu alanda
yeni arastirmaci yetistirilmesine katkida bulunacagini
duslinmekteyiz.
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