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Tez calismasinin amaci, hiicresizlestirilmis perikard ylizeyinin karbon nanotiip ile
modifikasyonunun gercgeklestirilmesi suretiyle kan uyumlulugu yiiksek antitrombojenik
ozellige sahip kompozit malzemelerin gelistirilmesi ve bu yapilarin kalp kapak¢ig doku
mithendisligine yonelik uygulamalarda kullanimi i¢in karakterize edilmesidir. Bu
calismada giincel olarak kalp kapak¢igr degisimi ameliyatlarinda kullanilan mekanik ve
biyoprostetik kalp kapakgiklarinda meydana gelen trombojenite ve mekanik dayanim
problemlerinin Oniine gecilmesinde katki saglamasi, bu sayede kalp kapakgigi
ameliyatlarinin tekrarlanmasina ve Omiir boyu antikoagiilan ilaglarin kullanilmasina

gerek kalmamas1 hedeflenmektedir.

Bu kapsamda sigir kaynaklt perikard dokular kullanilmis ve bu dokulan
hiicresizlestirmek icin uygun deseliilerizasyon protokolii optimize edilmis, sonrasinda
deseliilerize edilen perikard doku yiizeyleri karboksillenmis (-COOH) ¢ok duvarli karbon

nanotiipler ile modifiye edilerek kompozit doku iskeleleri hazirlanmistir.

Ik asamada deseliilerizasyon optimizasyonu i¢in dondurup ¢dzme gibi fiziksel ve

sodyum dodesil siilfat (SDS), Triton-X-100 gibi kimyasal yontemler tek basina ya da



fiziksel yontem ile kombinasyonuyla kullanilarak hiicresizlestirme ¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Ayrica  kimyasal ajanlarin farkli  konsantrasyonlarinin
deseliilerizasyon basarisina etkisi incelenmistir. Ardindan Hematoksilen & Eozin, DAPI,
Masson’s Trichrome boyamalar: ile histoloji analizleri ve PicoGreen, dimetil metilen
mavisi (DMMB) ve hidroksipirolin Kitleri ile de biyokimyasal karakterizasyon
calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda uygun deseliilerizasyon grubu
dondurup ¢ézme ve %0,5 SDS (a/h) kombinasyonu olarak belirlenmistir. islem gérmemis
ve optimize deseliilerize grup olarak sec¢ilen gruplar ayrica termogravimetrik analiz
(TGA), taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier dontisiimlii kizil 6tesi spektrometre
(FTIR), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), mekanik analiz ve diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) ile analiz edilmis ve morfolojik, termal ve mekanik a¢idan karakterize

edilmistir.

Tezin ikinci bolimiinde deseliilerize edilen sigir perikard dokular farkli
konsantrasyonlarda karboksillenmis karbon nanotiip soliisyonlar1 ile etkilestirilmis ve
kompozit doku iskeleleri elde edilmistir. Perikard ve karbon nanotiip etkilesiminin ne
oranda basarilt oldugu termogravimetrik analiz (TGA), taramali elektron mikroskobu
(SEM), Fourier doniistimlii kizil 6tesi spektrometre (FTIR) ve atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ile karakterize edilmistir. Etkilesme orani en yiiksek iki karbon nanotiip
konsantrasyonu secilerek kan uyumlulugu ve trombojenite degerlendirmeleri igin
trombosit adezyon testi, Calcein-AM boyamasi, kinetik kan pihtilagma, hemoliz ve
sitotoksisite analizleri gergeklestirilmistir. Bunlar disinda mekanik analiz ile karbon
nanotiip modifikasyonunun mekanik dayanima olan etkisi ve diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) ile de termal stabiliteleri incelenmistir. Calisilan iki kompozit
malzeme de kan uyumlulugu ve antitrombojenite degerlendirmelerinde benzer sonuglar

gostermis ve islem gérmemis ve deseliilerize doku iskelelerine kiyasla basarili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Kalp Kapakgigi, Perikard, Deseliilerizasyon, Karbon Nanotiip,

Trombojenite
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The aim of the thesis is to develop composite scaffolds with antithrombogenic properties
and high blood compatibility by modifying decellularized pericardial tissue with
carboxylated carbon nanotubes and to characterize these structures for use in heart valve
tissue engineering applications. In this study, it is aimed to contribute to the prevention
of thrombogenicity and low mechanical strength problems that occur in mechanical and
bioprosthetic heart valves currently used in heart valve replacement surgeries, thus
avoiding the need for repeat heart valve surgeries and the use of lifelong anticoagulant

drugs.

In this context, bovine-derived pericardial tissues were used and the appropriate
decellularization protocol was optimized, then composite tissue scaffolds were prepared
by modifying the decellularized pericardial tissue surfaces with carboxylated (-COOH)

multi-walled carbon nanotubes.



In the first part, decellularization studies were carried out by using physical methods such
as freeze-thaw and chemical methods such as sodium dodecyl sulfate (SDS), Triton-X-
100 alone or in combination for decellularization optimization. In addition, the effect of
different concentrations of chemical agents on decellularization success was investigated.
Then, histology analyzes were performed with Hematoxylin & Eosin, DAPI and Masson's
Trichrome stainings. Biochemical characterization studies were also performed with
PicoGreen, dimethyl methylene blue (DMMB) and hydroxypyrrole kits. As a result of
these studies, the appropriate decellularization group was determined as a combination of
freeze-thaw and 0,5% (w/v) SDS agent. The untreated and optimized decellularized
groups were analyzed by thermogravimetric analysis (TGA), scanning electron
microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectrometry (FTIR), atomic force
microscopy (AFM), mechanical analysis and differential scanning calorimetry (DSC),

thus scaffolds were morphologically, thermally and mechanically characterized.

In the second part of the thesis, decellularized bovine pericardial tissues were treated with
different concentrations of carboxylated carbon nanotube solutions and composite tissue
scaffolds were obtained. The success of the pericardium and carbon nanotube interaction
was characterized by thermogravimetric analysis (TGA), scanning electron microscopy
(SEM), Fourier transform infrared spectrometry (FTIR) and atomic force microscopy
(AFM). Platelet adhesion test, Calcein-AM staining, kinetic blood coagulation, hemolysis
and cytotoxicity analyzes were performed for blood compatibility and thrombogenicity
evaluations by choosing the two carbon nanotube concentrations with the highest
interaction rate. Apart from these, the effect of carbon nanotube modification on
mechanical strength and thermal stability were investigated by mechanical analysis and
differential scanning calorimetry (DSC). The two composite scaffolds studied showed
similar results in blood compatibility and antithrombogenicity assessments and were

successful compared to untreated and decellularized scaffolds.

Keywords: Heart valve, Pericardium, Decellularization, Carbon Nanotube,

Thrombogenicity
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1. GIRIS

Kalpte bulunan mitral, trikiispid, aort ve pulmoner kapaklar yaprak¢ik olarak adlandirilan
giiclii, ince doku kanatlarindan olugsmaktadir. Bu yaprakgiklar kanin kalp atiginin yarist
boyunca kalp i¢inde ilerlemesini saglamak i¢in agilir. Kalp atislarinin diger yarisinda
kanin geriye akmasini dnlemek i¢in kapanirlar. Kalp kapakg¢iklar1 diizgiin agilmaz veya
kapanmaz ise kalp kapakg¢igi hastaliklarinin olugma riski artar. Kalp kapakg¢iklar1 hasar
gordiigliinde ya da bir hastalik meydana geldiginde olusan iki en 6nemli problem kalp
kapagi darlig1 ve yetmezligidir. Kalp kapakc¢igi kalinlastiginda veya sertlestiginde kapak
daralir ve akisi kisitlanir. Kalp kapakgigi yetmezliginde ise kapak tam olarak kapanamaz

ve gecen kanin bir miktar1 kapaktan geri kacar.

Cesitli genetik veya cevresel sebeplerden kaynaklanan bu rahatsizliklarin Oniine
gecilmesi i¢in her sene diinyada 300.000 kalp kapagi degisimi ameliyati
gerceklesmektedir [1]. Bu yapilan kalp kapagi degisimi ameliyatlarinda mekanik ve
biyoprostetik kalp kapakg¢iklar: kullanilmaktadir. Fakat mekanik kalp kapaklari kanama
ve trombojenite problemlerinden kaynaklanan émiir boyu antikoagulant ilag kullanimi
gerektirmektedir. Ote yandan biyoprostetik kalp kapakgiklarinda da trombojeniteye ek
olarak doku yirtilmasi ve kalsifikasyon gibi problemler ortaya ¢ikmaktadir [2, 3].

Ekstraseliiler matriks yapisinin bozulmasini dnlemek ve immunojeniteyi azaltmak igin
glutaraldehit gibi ¢apraz baglayici ajanlar ile fiksasyon yapilmaktadir. Fakat bu ajanlarin
kullanilmast dokuda kalsifikasyona yol agmakta ve toksik etki olusturmaktadir. Dokuda

olusan trombojenite sorunu iizerinde ise pozitif bir etkileri gosterilmemistir.

Bu problemlerin minimuma indirgenmesi i¢in doku miihendisligi yaklasimlar1 kullanarak
kalp kapak¢igi materyallerinin olusturulmasi g¢aligmalart 6n plana c¢ikmistir. Kalp
kapakcig1r doku miihendisligi; sentetik/dogal polimerler, deseliilerize doku iskeleleri ve
hibrit doku iskeleleri kullanilarak kalp kapak¢igi yapisinin ve fonksiyonlarinin en iyi
sekilde taklit edilmesini amaclar. Ideal bir kalp kapak¢igi materyali, kan akisimni
engellememeli, kimyasal tepkimeye girmemeli, mekanik ve hemodinamik agidan dogal
kalp kapaklarinin 6zelliklerini saglamali, trombojenite ve immiin yanit olusturmamalidir

[3, 4].



Kalp kapakeiklarinin yapisini ve fonksiyonlarini taklit edebilmek i¢in kolajen, fibrin,
kitosan gibi dogal polimerler; poli(gliserol sebakat), poli(etilen glikol), polikaprolakton
ve poli-4-hidroksibiitrat gibi sentetik polimerler ve sigir perikardiyum ve domuz kalp
kapakgig1 gibi dogal kaynakli deseliilerize dokular ¢alisilmaktadir [4, 5]. Fakat kolajen
gibi dogal biyomalzemeler trombojeniteye neden olurken sentetik polimerler de tek
kullanildiginda ektraseliiler matriks yapisini li¢ boyutta tam anlamiyla olugturamamakta
ve yumusak doku yapisini saglayamamaktadir [6]. Dogal kaynakli biyomalzemeler ise
ekstraseliiler matriksin nano Olg¢ekteki ii¢ boyutlu yapisina en fazla benzerlik saglayan
malzemelerdir. Sigir perikardiyum kalp kapakgigi hastaliklarinda en ¢ok kullanilan
biyomalzemelerden biridir. Hayvan ¢aligsmalari ve klinik deneyler bu malzemenin ¢ok iyi
hemodinamik profile sahip oldugunu, dejenerasyon ve yeniden operasyon oraninin
domuz kalp kapakc¢igina gore daha diisiik oldugunu gdstermistir. Anatomik yapisinin ve
mekanik dayaniminin kapake¢ik materyali i¢in uygun olmasi ve diisiik maliyetli olmasi

sigir perikard dokusunu ¢aligmalarda 6n plana ¢ikarmaktadir [7].

Dogal kaynakli malzemelerde bulunan hiicreler ve diger antijenlerin farkli dokuda immiin
yanit olusturma riskinden dolayr dokulara deseliilerizasyon (hiicresizlestirme) islemi
uygulanmakta ve ekstraseliiler matriksin biitiinliiglinii bozmadan dokular hiicre ve diger
antijenlerden arindirilmaktadir. Bu islemler icin fiziksel yontemler (dondurup ¢ozme,
karistirma), kimyasal ajanlar (deterjan, asidik ve alkalin ¢ozeltiler) ve/veya enzimatik
ajanlar (niikleaz, kalsiyum selat ajani1) kullanilmaktadir. Ancak uygulanan
deseliilerizasyon islemleri dokunun ekstraseliiler matriks yapisina zarar vermekte ve

mekanik dayanimini azaltmaktadir [8].

Yabanct maddeler kan ile etkilesime girdiginde kirmizi kan hiicrelerinin yikimina,
platelet aktivasyonuna, agregasyonuna ve sonu¢ olarak plazma proteinlerinin
baglanmasinin aracilik ettigi kaskad reaksiyonlar1 yoluyla tromboz olusumuna yol
acarlar. Kan ile etkilesime giren yapay doku ve organlar icin antitrombojenik
biyomalzemelerin gelistirilmesi uzun zamandir calisilmakta olan bir konudur.
Antitrombojenitenin dnlenmesi i¢in saglanmasi gereken en onemli madde, malzeme
yiizeyinde trombus olusumunu engellemektir. Deseliilerize perikard dokusunda bulunan
kolajenin trombojeniteyi arttiric1 6zelligi, dokuya yiizey modifikasyonu veya kaplamasi

gibi islemlerin uygulanmasini gerektirmektedir [9].



Ekstraseliiler matriksin ii¢ boyutlu dogal yapisinin en iyi sekilde taklit edilebilmesi i¢in
nano O6l¢ekte yapilarin tasarlanmasi rejeneratif tip uygulamalarinda 6nem tagimaktadir.
Nano kompozit doku iskeleleri, ekstraseliiler matrikse yapisal benzerligi, yiizey alaninin
hacime oraninin yiliksek olmasi, yiizey fonksiyonelliginde esnek olmasi ve mekanik
Ozelliklerinin ayarlanabilmesi gibi bircok avantaja sahiptir. Bu nanokompozit doku
iskeleleri, cesitli nanopartikiiller, sentetik veya dogal biyomalzemeler icerebilmektedir.
Deseliilerize dokunun nano Olgekteki ekstraseliiler matriksine uyum saglamak ve
mekanik dayanimini arttirmak i¢in ¢esitli nanomalzemeler ile modifikasyonlar ve

kaplamalar yapilabilmektedir [10].

Karbon nanotiipler, nano 6lgekte ¢aplari ve mikrometre uzunluklari olan sarilmis grafit
tabakalardan olusur. Nanoyapili topografya, yiiksek dayaniklilik, esneklik ve nano
Olcekte yiiksek en boy orani saglar. Ayrica literatiirde sentetik ve dogal biyomalzemeler
karbon nanotiip ile modifiye edildiginde kan uyumlulugunun arttig1 ve trombojenitenin

onlendigi calismalar bulunmaktadir [11].

Bu calisma ile karbon nanotiiplerin perikard dokusu ile birlestirilmesiyle {ic boyutlu
ekstraseliiler matriks dokunun stabilitesi arttirilmis ve yiiksek kan uyumlulugu ve
antitrombojenik 6zellikleri saglanmis bir sekilde nano dlgekte taklit edilmistir. Bunun igin
uygun perikard deseliilerizasyon protokolii dondurup ¢ozme ve %0,5 SDS (a/h)
yontemlerinin kombinasyonu olarak belirlenmis ve yiiksek oranda hiicresizlestirme ve
ekstraseliiler matriks stabilitesi saglanmistir. Perikard dokular hiicresizlestirildikten sonra
farkli konsantrasyonlarda karboksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye
edilmis ve yapisal karakterizasyon calismalar1 ile kan uyumlulugu ve trombojenite
calismalar1 gerceklestirilmistir. Deneysel c¢alismalar ve elde edilen bulgular diger

boliimlerde agiklanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kalp Kapaka¢igi

Kalpte tek yonlii kan akisina izin veren dort adet kapak bulunmaktadir. Bu kapaklar kan
akisini kontrol ederek kardiyak dongliniin tamamlanmasini saglarlar. Kapaklar bir insan
hayat1 boyunca bu déngiiyii yaklasik 3 x 10° kez tekrar etmektedir. Bu dongii 6zetlenecek
olursa; toplardamardan oksijence kirli kan sag kulakc¢iga gelir ve trikiispit kapak
aracilifiyla sag karinciga gecer. Daha sonra pulmoner kapak ile akciger atardamarina
aktarilir. Oksijence zenginlesen kan sol kulak¢iga gecer ve mitral kapak ile sol karinciga
aktarilir. Son olarak buradaki kan aortik kapaktan gecerek aort atardamar: araciligr ile

viicudun geri kalanina iletilir [12].

2.1.1 Kalp Kapakcigimin Yapisi ve Islevi

Aort ve mitral kapak kalbin sol tarafinda bulunurken, pulmoner ve trikiisbit kapak kalbin
sag tarafinda bulunur. Mitral ve trikiispit kapaklar kulakgiklar1 karinciklardan ayirirken,
aortik ve pulmoner kapaklar karinciklar1 sirasiyla aort ve pulmoner arterlerden ayirir.
Mitral kapak iki yaprakciktan olusurken (6n ve arka yaprakcik), aortik, pulmoner ve
trikiispit kapak li¢ yaprakgiktan olusur (6n, arka, septal yaprakeik). Sekil 2.1°de kalp
kapakgiklarinin yerleri ve sekillerini temsili olarak gosteren goriintii verilmistir.
Yaprakeik kalinligr 300-700 pm aralifinda degisir ve yapisi, fibrosa, spongiosa ve
ventrikularis/atriyalis olmak iizere {i¢ katmana boliinmiis ekstraseliiler matriksten olusur.
Tiim katmanlarda kolajen (tip 1 ve 3) bulunmaktadir, fakat fibrosa katmaninda hizalanmig
ve diizenli bir sekilde siralanmistir. Bu hizalanma katmana belirli bir gerilme sertligi
saglar. Sistol-diastol esnasinda dairesel olarak hizalanmis kolajen fiberler yiikii tasir.
Doku hareketini (kalp kapak¢igimin acilip kapanmasi) kolaylastiran elastin,
ventrikularis/atriyalis katmanlarinda dairesel hizalanmis olarak bulunmaktadir.
Glikozaminoglikanlar (GAG) agirlikli olarak spongiosa katmaninda bulunur. Katmanlar
arasinda doku hidrasyonunu ve diizglin yiik gecisini saglarlar. Fibrosa ve
ventrikularis/atriyalis katmanlarinin kenarlar1 sirasinca endotel hiicreler yer alirken,
kapak doku ici hiicreleri de kapak boyunca dagilmis sekilde yer alir. Kapaklarin
ekstraseliiler matriks bilesenleri kapak doku i¢i hiicrelerinin aktivitesine baghdir. Bu
hiicreler kapaklarin katmanli ekstraseliller matriksini olusturan kolajen, elastin ve

glikozaminoglikan (GAG) bilesenlerini kodlayan genleri ifade eder [12-14]. Sekil 2.2 de



kalp kapakgiklarinin katmanlarindaki hiicre ve matriks bilesenlerinin dizilimini gésteren

temsili goriintl verilmistir.

Mitral Kapak
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Sekil 2.1. Kalp kapakgiklarinin konumunu ve sekillerini gosteren temsili goriintii [15]
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Sekil 2.2. Kalp kapakgiklarinin katmanlarinin ve i¢indeki matriks bilesenlerinin temsili

goriintisi [13]



2.1.2 Kalp Kapakg¢ig1 Rahatsizhiklar:

Bir ya da daha fazla kapakg¢igin islevini diizgiin yerine getirememesi durumunda ¢esitli
kalp kapakgigi rahatsizliklart meydana gelebilmektedir. Rahatsizliklara en yatkin
kapaklar sol ventrikiildeki mitral ve aortik kapaklardir [16]. Bu rahatsizliklar dogustan
olabilecegi gibi, sonradan bir¢cok sebeple de olusabilmektedir. Kalp kapakciklarinda
sonradan meydana gelen iki ana problem kalp kapag1 daralmasi (stenoz) ve kalp kapagi
yetmezligidir (regurjitasyon). Kalp kapagi daralmasi, yaprakgiklarin kalinlagmasi veya
sertlesmesi sonucu kapagin tam a¢ilamamasi ile ortaya gikar. Bu durumda kapaktan gecen
kan akis1 azaldigindan dolayi, kalp kan1 pompalamak i¢in daha fazla ¢caligmakta, bu da
cesitli kalp sorunlarini beraberinde getirmektedir. Sekil 2.3’te kalp kapag1 daralmasinin
dereceleri ve daralma nedeniyle gecen kan miktarindaki azalisin temsili goriintiisii
verilmistir. Kalp kapagi yetmezligi ise, kapaklar tam kapanmadiginda kanin bir kisminin
kapaktan geri kagmasiyla ortaya ¢ikar. Bu durum ilerideki kan akigini azaltir ve kalbin
daha ¢ok caligmasina sebebiyet vererek cesitli kalp rahatsizliklarini meydana getirir. Sekil
2.4’te kalp kapagi yetmezligi meydana geldiginde kapagin tam kapanamamasi ve kanin
bir kisminin geri kagmasina ait temsili goriintii verilmistir. Stenoz ve regurjitasyonun

meydana gelmesindeki sebepler;

« Dogustan Kapak Rahatsizliklar
Kapakgiklarda dogustan olan yapisal bozukluklardir (yanlis boyut veya sekil gibi). Diinya
genelinde yeni dogan bebeklerin %1-2’si kalp kapake¢igi rahatsizliklarn ile meydana
gelmektedir [16].

Bikiisbit Aortik Kapak Rahatsizligr: Aortik kapagin ti¢ yaprakeik yerine iki yaprakeigi

olmasidir.

Marfan Sendromu: Viicuttaki bag dokular: etkileyen genetik bir hastaliktir, mitral kapak

prolapsusu veya aortik kapak yetmezligi gelisebilmektedir.

e Sonradan Gelisen Rahatsizliklar
Atesli  Romatizma: Bakteriyel enfeksiyon gelismesi kalp kapaklarma zarar

verebilmektedir.



Endokardit: Bakteriler kan akisina karistiginda ve kalbe ulastiginda kapaklara zarar

verebilmekte ve kapaklarin sizdirmasina yol acabilmektedir.

Mitral Kapak Prolapsusu: Mitral kapak¢igin bir kismi veya tamami, ventrikiiller

kasildiginda atriyuma dogru yukari siser. Bu da kanin bir kismmin geri kagmasina

(regurjitasyon) neden olur.

Bunlar disinda, yaslanma, koroner damar hastaliklari, kalp krizi, kardiyomiyopati, yliksek

kolesterol olarak siralanabilir [17, 18].
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Sekil 2.3. Kalp kapagi darligi temsili goriintiisii [19]

Sekil 2.4. Kalp kapagi yetmezligi temsili goriintiisii [19]



2.1.3 Yapay Kalp Kapakeiklar:

Kalp kapake¢igr hastaliklarinin tedavisinde diisiik ve orta riskli ameliyatlarda her sene
300.000’den fazla uygulanan standart yontem cerrahi kapak replasmani yontemidir. Bu
ameliyata ihtiyact olan hasta sayisinin 2050’ye kadar tige katlanacagi ongoriilmektedir
[20]. Replasman ameliyatlariin gok biiyiik kismi1 mekanik veya biyoprostetik kapak ile
gerceklestirilmektedir. Yapay kalp kapakeiklarinda bulunmasi gereken temel 6zellikler

asagida siralanmistir.

e Kan akisini engellememelidir.

e Diizgiin agilmal1 ve kapanmalidir.

e Trombojenik olmamalidir.

o Enfeksiyona karsi direngli olmalidir.

¢ Kimyasal tepkimeye girmemeli ve hiicrelere zarar vermemelidir.
e Iimplant edilmesi kolay olmalidr.

e lyilesmeye izin vermelidir.

e Hastay rahatsiz etmemelidir (Or. giiriiltii olusturmamalidr.)

Cizelge 2.1°de yapay kalp kapakgiklar tiirleri ile avantaj ve dezavantajlar1 6zetlenmistir.

2.1.3.1 Mekanik Kalp Kapake¢iklar:

Mekanik kapaklar, diger yapay kalp kapaklart c¢esitlerine gore, replasman
ameliyatlarindan sonra yapi olarak en saglam ve uzun siire dayanabilen kapak cesididir.
Metal veya sentetik polimerden {iretilirler. Uzun yillar boyunca mekanik kalp
kapaklarimin farkl tasarimlarla bir¢cok versiyonu ortaya ¢ikmistir. Bunlar; kafesli top, ¢ift
yaprake¢ik ve egilen disk mekanik kalp kapaklaridir. Kafesli top kapak seklinde, titanyum
bir kafes ve silikon top bulunurken, ¢ift yaprak¢ik kapak titanyum kafes ig¢inde pirolitik
karbon yaprakgeik igerir. Egilen disk kapakta ise delrin polimer kullanilmistir. Giiniimiizde
de en yaygin kullanilan mekanik kalp kapakc¢igr ¢ift yaprakcik kapak seklidir. Bu kapak
iki adet yarim daire bi¢imli tamamen agilabilen yaprak¢iktan olusur. Kan akisina en az
direnci gostermesi sebebiyle diger mekanik kapakgiklara gore daha cok tercih
edilmektedir. Giiniimiizde St. Jude Medical, OnX ve Sorin gibi {reticiler farkli
kompozisyon ve tasarimlarda ¢ift yaprake¢ikli mekanik kalp kapakgiklari tiretmektedir
[16].



Sekil 2.5. Kafesli top, ¢ift yaprake¢ik ve egilen disk mekanik kalp kapakgiklari [21].

2.1.3.2 Biyoprostetik Kalp Kapakciklar:

Biyoprostetik kapaklarda otograft/allograft olarak insan kadavralardan, organ
dondrlerinden veya kalp transplant hastalarindan alinan kapakgiklar kullanilirken,
zenograft olarak domuzdan elde edilen kalp kapak¢igi veya sigirdan elde edilen perikard
dokusu kullanilmaktadir. Zenograftlar da cerrahi olarak implante edilebilir kalp
kapakgiklar1 ve transkateter kalp kapakg¢iklart olmak tizere iki alt gruba ayrilmaktadir.
Cerrahi olarak implante edilebilen kapakgiklarin stentli, stentsiz ve dikigsiz gibi farkli

dizaynli segenekleri bulunmaktadir.

Transkateter kalp kapake¢iklart yiiksek riskli hastalarda kullanilmasit onerilen,
genisletilebilir bir stent {izerine monte edilmis dokudan olusan kapak¢ik modelidir ve
viicuda femoral arter, aort gibi yollarla sokulurlar. Giiniimiizde kullanilan Edwards
SAPIEN, Medtronic CoreValve, ve St. Jude Medical Portico gibi modelleri
bulunmaktadir. Dokular glutaraldehit gibi fiksasyon ajanlari ile fikse edilerek kolajen
yapisi stabilize edilmekte ve degradasyona karsi giiglendirilmekte, immunojenite ve
mineralizasyon gibi problemlerin de 6niine gecilmektedir. Fikse edildikten sonra dokular
bir stent yuvasina, stentsiz bir yuvaya veya genisleyen bir stente monte edilmektedir. En
yaygin kullanilan zenograft domuz kalp kapakgiklar1 St. Jude Medical Epic ve Medtronic
Hancock iken sigir perikard kapakciklart da Edwards Perimount and Sorin Mitroflow

olarak sayilabilir [16].
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Sekil 2.6. Biyoprostetik kalp kapakgiklari. a) Stentli perikardiyal sigir aortik kalp
kapak¢igi, b) Stentli domuz aortik kalp kapake¢igi, ¢) Stentsiz aortik kalp kapakeigi, d)
Balon ile genisleyen sigir perikardiyal transkateter kalp kapak¢igi, e) Kendiliginden
genisleyen domuz perikardiyal kalp kapake¢igi, f) Kendiliginden genisleyen sigir
perikardiyal kalp kapakcigi, g) Kendiliginden genisleyen domuz yaprakeik transkateter
kalp kapak¢igi, h) Sigir perikardiyal transkateter kalp kapake¢igi tirtinleri [22].
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Cizelge 2.1 Yapay kalp kapakeigi tiirleri, avantaj ve dezavantajlari [16, 23].

Avantajlar

Dezavantajlar

Mekanik

Uzun 6miirli (20-30 sene)

Yeniden ameliyat oran1 daha

diisiik

Omiir boyu antikoagulan ilag

kullanim1 gerektirmesi

Daha yiiksek kanama ve

trombojenite riski
Enfeksiyon riski

Dogustan kapak problemi olan

yeni doganlarda kullanilamama

Biyoprostetik

Antikoagulan ila¢ kullanim1

gerektirmez

Kanama ve trombojenite riski
daha diisiik

Daha iyi hemodinamige sahip

Daha kisa 6miirlii (10-15 sene)

Yapisal kapak dejenerasyonu

riski

Yeniden ameliyat gerektirme

orani daha yiiksek

Transkateter

Yiiksek riskli hastalar i¢in

tedavi imkani sunma
Daha az invaziv

Hizli iyilesme

Protez — hasta uyumsuzlugu
Felg riski yliksek

Uzun dénemli takip az

2.2 Biyomalzeme

Biyomalzemeler, viicuttaki herhangi bir bolim ya da fonksiyonun yerini giivenli ve

fizyolojik olarak uygun bir sekilde alan, terapdtik veya teshis amagli kullanilan dogal

veya sentetik malzemelerdir. En yaygin bilinen 6rnekleri dikis, dis dolgusu, igne, kateter

vb. verilebilir [24]. Biyomalzemeler, ilag ve gen tasinim sistemleri, doku miihendisligi,

implante edilebilir medikal cihazlar gibi bir¢ok farkli uygulama alaninda kullanilabilir.

Biyomalzemeler, dogal ve sentetik olmak iizere iki ana grupta smiflandirilir. Dogal

biyomalzemelere 6rnek olarak verilebilecek olan kolajen, jelatin, seliiloz, fibrin, kitosan,

polisakkaritler doku miihendisligi, ilag tasimimi, yara oOrtiileri, dental ve ortopedik

uygulamalarda kullanilirken; polimer, metal, seramik, kompozit malzemeler de insan
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yapimi yapay biyomalzemeler olarak ge¢mekte ve kardiyovaskiiler, gdz, ortopedi,
iiroloji, dental gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Amerika Gida ve Ilag Dairesi
biyomalzemeleri Sinif I, Stif II ve Smif III olmak {iizere ii¢ gruba ayirmaktadir. Simif
I’deki cihazlar viicut sivilar ile direkt olarak etkilesime girmemekte ve diisiik glivenlik
riskine sahiptir. Sinif II cihazlar aralikli olarak dokular ile etkilesime girmektedir ve
spesifik kontrollerden gegmek zorundadir. Sinif I1I cihazlar ise viicut sivilari ve dokular
ile siirekli olarak etkilesim halindedir ve bilimsel ve klinik birgok c¢alismadan

ge¢mektedir [25, 26].

Biyomalzemeler kateter, kalp pili, kalp kapak¢igi, stent, hemodiyaliz tinitesi, vaskuler
greft, ventrikiiler destek cihazi gibi kardiyovaskuler uygulamalarda uzun zamandir
kullanilmaktadir. Ancak, bu cihazlarin performansi 6nemli 6l¢iide biyomalzeme kaynakl
trombozdan etkilenmektedir. Bu sorun ile baglantili olarak emboli, enfarktiis, hiperplazi
gibi komplikasyonlar meydana gelebilmekte, bu nedenle cihazlarin c¢alismasini

siirlamakta veya basarisiz olmasina neden olmaktadir.

Trombojenik olmayan biyomalzeme gelistirme c¢aligmalar1t uzun yillardir devam
etmektedir. Kan ile biyomalzeme etkilesimi kompleks bir siiregtir; ¢esitli faktorlerin
baslattig1 plazma proteini adsorpsiyonu, trombosit, 16kosit ve diger kan hiicrelerinin
tutunumu ve daha bir¢ok kimyasal ve mekanik faktoriin rol almasiyla gergeklesir. Kiiclik
capta kardiyovaskiiler uygulamalarda uygun greft malzemelerin gelistirilmesinde

yasanan zorluklar tromboz ile iligkili komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir [27-29].

2.2.1 Biyomalzeme — Kan Etkilesimi

Yillardan beridir kardiyovaskuler cihazlar gelistirilirken meydana gelen hemolitik, toksik
ve immiinolojik reaksiyonlar ele alinmigs ve bu konulardaki problemler minimum
seviyeye indirilmis durumdadir. Bununla birlikte, trombotik ve tromboembolik
komplikasyonlarin yani sira gerekli antikoagiilan tedaviyle iligkili kanama riskleri,

kardiyovaskiiler cihazlarla ilgili ciddi endiseler olmaya devam etmektedir.

Kardiyovaskiiler cihazlarin biyouyumsuzlugunun klinik belirtileri olarak stentlerin
haftalar i¢inde ani ve tam tikanmasi; orta boy greftlerde (4-6 mm) akut ve subakut
trombotik tikaniklik; yapay kalpler, kateterler ve protez kapaklarda trombotik

komplikasyonlar sayilabilir. Kardiyovaskiiler cihazlarla ilgili bu trombotik
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komplikasyonlar antiplatelet ve antikoagiilan tedavilerin kullanimina ragmen meydana

gelmektedir.

Kan ile etkilesen biyomalzemelerdeki kan uyumlulugu ve trombojenite problemlerinin
Oniine gecilmesi i¢in biyomalzemeler ile kandaki plazma proteinleri ve kan hiicreleri
arasindaki etkilesimler incelenmis ve ¢alismalar gergeklestirilmistir. Biyomalzeme-kan

arasinda meydana gelen reaksiyonlarin mekanizmasi asagidaki basliklarda agiklanmistir.

Malzeme yiizeyi ile kan etkilesiminde meydana gelen ilk olay albiimin, fibrinojen,
immunoglobulin, fibronektin ve von Willebrand faktor gibi plazma proteinlerinin hizli
adsorpsiyonudur. Endotel biitlinliigiinii bozan herhangi bir olayda a¢iga cikan bu
maddelerin malzeme yiizeyinde olusturdugu katman platelet adezyonu ve aktivasyonu,

koagulasyon, enflamasyon ve fibrinoliz gibi kompleks bir siireci tetiklemektedir.

2.2.1.1 Koagulasyon Yolagi

Koagulasyon siirecini baslatan iki yol bulunmaktadir. Bunlar intrinsik ve ektrensek

yollardir. Bu iki yol daha sonra birleserek ortak yolu olusturmaktadir.

Rl Koagulasyon Kaskadi

(Kontakt Aktivasyon)
(Hasrali Damar)

Xl Xlla Extrinsik Yol
(Tissue Factor)
(Doku Hasari, Travma)

Xl Xla
IX IXa + Vllla = VI & Il (Tissue Factor) + Vlla Y VI
i s
. @ Xa +—= X - TFPI
Ortak Yol + A
3 v v 7 Va <. . LS i
' 2l R s Ao eaEn - Antitrombin
sisdlimaiae . "1l (Protrombin) lla (Trombin) .
HMWK ngght Kininogen e e atam
4D AHNe Pt 0. " 1 (Fibrinojen) la (Fibrin)
_|pongsam L v
Katalizorlik oo - Xilla < Xill
o APC
---» | Pozitif feedback (Protein C +
> |Negatif feedback AR Capraz Baglh Fibrin Polimer
Va+Xa |Protrombinaz kompleks TErambGMcRn) (Saglam Pihti)
TFPI | TF Pathway Inhibitor

turkcerrahi.com® 175t

Sekil 2.7. Kan koagulasyon kaskadinda rol alan yolaklar ve enzimlerin sematik gosterimi

[30].
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Intrinsik yol, Faktér XII'nin (Hageman faktér) yiizey tarafindan tetiklenen aktivasyonu
ile aktive olurken, ekstrinsik yol, hasarli doku tarafindan Doku faktoriiniin ekspresyonu
ile baslatilir. iki yol, sirayla inaktif fibrinojenin fibrine déniisiimiine aracilik eden trombin
tiretimi ile birlesir. Trombin fibrinojeni fibrine doniistiiriir. FXIII (fibrin stabilize edici
faktor), fibrin monomerlerini birbirine baglar ve stabil pihti olusmus olur. Pihtilasmanin
yayillmasinda igsel yolun rol oynadigini gosteren bulgulara karsilik dissal yol da

pihtilasmanin basglangicindan sorumludur.

2.2.1.2 Platelet — Biyomalzeme Etkilesimi

Platelet hiicreleri (Trombositler), 3-4 mm ¢apinda, ¢ekirdeksiz, disk seklinde hiicrelerdir.
Kemik iligindeki megakaryositlerden tiiretilirler ve 150 ila 400 x 10° hiicre/ml arasinda
degisen ortalama 200 x 10° hiicre/mL Kkonsantrasyonda bulunurlar. Trombositlerin
hemostazdaki ana rolii, trombosit tikaci olusturarak damar duvarinin biitiinligini
korumaktir. Damar yaralanmasinda, etkili hemostatik tikaglarin olusmasinda ve yara
tyilesmesinde kritik rol oynarlar. Trombositler stimiilasyona yanit verir ve hasarli endotel,
subendotelyum ve yapay ylizeyler gibi herhangi bir trombojenik yiizeyle temas
ettiklerinde aktive olurlar. Trombosit aktivasyonu, hiicre dis1 bir uyarinin trombosit
yiizeyi ile etkilesimi ile bagslar. Bu etkilesim, agonistin trombosit plazma zar1 tizerindeki
spesifik reseptorlere baglanmasini igerir. Trombin ve fibrinojen gibi plazma proteinleri;
kolajen gibi vaskiiler doku proteinleri, enflamatuar hiicrelerden (I6kositler) veya
trombosit aktive edici faktdr (PAF) veya katepsin G gibi trombositlerden tiiretilen

molekiillerin tiimii gii¢lii trombosit aktivatorleridir.

Aktivasyon sonucu birgok fizyolojik yanit meydana gelmektedir. Bunlardan ilki hiicre igi
trombosit graniillerinde depolanan trombosit faktorii 4, trombospondin, b-
tromboglobulin, ADP ve serotonin gibi biyolojik olarak aktif bilesiklerin mikro-ortama
salgilandig1 bir trombosit salim reaksiyonudur. Ikinci olarak o graniil salgilanmasindan
sonra P-selektin trombosit zarinda salinir ve ifade edilir. P-selektin (CD62P), selektin
ailesine ait bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir. Pasif plateletlerde P-selektin graniil
membranlarda bulunur ve sadece aktivasyon durumunda plazmaya salinir. Bu nedenle P-

selektin yaygin olarak platelet aktivasyon belirteci olarak kullanilmaktadir.
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Platelet aktivasyonu sonucu yiizeyindeki GPIIb/Illa reseptor, yiiksek afiniteli fibrinojen
baglanma bolgesini ortaya ¢ikaran aktif formuna doniisiir. GPIIb/IIla (CD41/CD61) bir
integrin reseptoriidiir ve trombositlerde yapisal olarak eksprese edilmektedir. GPIIb/IIla,
pasif bir trombositin ylizeyinde bulunan 40-80.000 reseptore sahip baskin trombosit
reseptoriidiir. Pasif trombositlerde, GPIIb/IlIla inaktif formdadir ve adsorbe edilen
fibrinojen icin diisiik afiniteli bir baglanma bdlgesine sahiptir. Trombosit aktive
oldugunda, fibrinojen i¢in yiiksek afiniteli baglanma bolgesinin agiga ¢ikmasina yol agan
bir konformasyonel degisiklik meydana gelir. Fibrinojenin GPIIb/IIla'ya baglanmasi,

daha ¢ok trombositin o bdlgeye yonlenmesini ve trombosit agregasyonunu tetikler.

Kardiyopulmoner baypas, hemodiyaliz ve ayrica vaskiiler greft ve kateter gibi
malzemelerle etkilesme oldugunda trombosit adezyonu ve aktivasyonunun meydana
geldigi bilinmektedir. Kardiyovaskiiler cihazlar ve malzemelerle iligkili trombotik

komplikasyonlar, trombositleri aktive edip etmemeleri ile baglantilidir [28].

Morfolojik degisiklikler, trombosit aktivasyonunu gosteren bir baska ayirt edici isarettir.
Aktive trombositler pasif hallerine gore yayilan bir morfoloji gosterir, yiizeyle temas
alanlar1 artar, trombosit-trombosit etkilesimleri ve agregasyonu tesvik eder. Hiicre
iskeletlerindeki bu degisimler, fibrinojen reseptorlerinin dagilimini ve hiicre igi
graniillerin igeriginin salgilanmasimi etkilemektedir. Trombosit plazma zarindaki bu
degisim, ayn1 zamanda, zar fosfolipidleri ve pihtilasma siirecinde yer alan kompleksler
arasinda iletisim icin bir alan saglamada da rol oynar. Trombosit mikropartikiilleri
(PMP'ler), aktive trombositlerin ekzositotik membran tomurcuklanmasi ile olusur.
PMP'ler, kanin biyomalzeme ile temasindan sonra olusur ve belirli prokoagiilan
faktorlerden zengin olduklaria inanilmaktadir. Fibrinojen ve fibrine tutunarak ve diger

trombositlerle agrege olarak trombotik yanitin yayilmasina yardimer olurlar [31-35].

Sekil 2.8”de trombus olusumuna dair genel mekanizma verilmektedir.

15



Kan Akisi J’-‘*
> “ ? 4 Agregasyon

Plalelet
» el ‘\

N b )

=
cPms “ 1 Tutunma 2 Yaylma Fihrinnjeng 3 ?ﬂk‘ltiuiasyon,.-’
[iriaktif) “ gllama

P

Endatel

o u L SR ) R WY

-
s “I“_l a1 L

Haolzjen

Sekil 2.8. Trombus olusum mekanizmasi [36]

2.3 Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, fizik, kimya ve biyoloji alanlarindaki temel bilgiler ile gesitli
materyaller veya cihazlar gelistirerek dokular1 veya organlari onarmayi, degistirmeyi
veya yenilemeyi amaglayan hizla gelisen bir disiplindir [37]. Doku miihendisligi, 6nceki
dokunun yerini alabilecek dokular gelistirmeyi ve/veya igeriden rejenerasyonu
desteklemek i¢in malzeme ve hiicre transplantasyonu ilkelerini birlestirmeyi amaglar. Bu
yaklagim ilk olarak, sinirli sayida organ nakli bagist olmas1 ve organ nakli i¢in bekleme

listesindeki hasta sayisinin artmasi ile ortaya ¢ikmistir [38].

Doku miihendisligi ile yeni dokular gelistirmek i¢in kullanilan ii¢ yontem bulunmaktadir.
Bunlardan ilki, izole hiicrelerdir. Bu yaklasim ameliyat komplikasyonlarini 6nler, sadece
gerekli islevi saglayan hiicrelerin degistirilmesine ve inflizyondan Once hiicrelerin
manipiilasyonuna izin verir. Olabilecek sinirlamalar, infiize edilen hiicrelerin alicida
islevlerini siirdiirememesi ve immiinolojik reddidir. Ikinci doku miihendisligi yontemi
doku indiikleyici maddelerin kullanilmasidir. Bu yaklagimin basarisi, biiylime faktorleri
gibi uygun sinyal molekiillerinin saflastirilmasina, biiyiik 6lcekli {iretimine ve bir¢ok
durumda bu molekiilleri hedeflerine ulastirmak i¢in yontemlerin gelistirilmesine baghdir.
Ugiincii yontem ise matrislerin iizerine veya igine hiicre yerlestirilen sistemlerdir. Kapali
sistemlerde hiicreler, besinlerin ve atiklarin gegisine izin verir ancak antikor veya

bagisiklik hiicreleri gibi biiyiik varliklarin gegmesini 6nleyerek naklin basarisiz olmasinin
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Oniine gecer. Bu sistemler implante edilebilir veya disaridan kullanilabilir. Agik
sistemlerde, matrislere yerlestirilen hiicreler viicuda implante edilir. Bu matrisler, kolajen
gibi dogal malzemelerden veya sentetik polimerlerden yapilir. Bu olusturulan sistemler
doku miihendisligi terimlerinde iskele olarak gegmektedir. Doku miihendisligi hiicrelerin
ve/veya biiyiime faktorlerinin hasar bolgesine iletilmesi ve yeni doku olusumu i¢in uygun
bir yap1 saglamaktadir [39]. Bir hiicre tipinin ve iskelenin birlestirildigi yapilarin uyum
saglamasi ve birbirleriyle rtlismesi biiylik 6nem tagimaktadir. Ciinkii yapi, topografya
ve yapi iskelelerinin mimarisinin etkilesmede ©onemli oldugu ve hiicre davranisini
etkileyebildigi gosterilmistir [40]. In vitro tasarlanan hiicre-iskele yapisinin amaci dogal
dokuya benzeyen ve taklit eden bir matriks elde etmektir. Bunun i¢in de en basarili
yontem hastadan almman primer hiicrelerle doku iskelelerinin birlestirilmesi ve
implantasyon i¢in doku iiretimidir. Ancak bu yontemde hiicre toplanmasinin zorlugu ve
bu hiicrelerin hasarli bdlgeden alinma durumu gibi sinirlamalar bulunmaktadir. Bu
nedenle ¢alismalar daha ¢ok embriyonik kok hiicreler, kemik iligi veya gobek kordonu

mezenkimal kok hiicreler gibi kok hiicrelerin kullanilmasi alanina kaymistir [40].

2.3.1 Kalp Kapake¢ig1 Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Doku miihendisligi yontemi ile gelistirilen kalp kapakciklarinda biyomalzemeler ile
otolog hiicreler bir araya getirilerek gerekli biiylime ve integrasyonun saglanmasi
hedeflenmektedir. Biiyiiyen ve gelisen kapakcik degisimi 6zellikle pediyatrik hastalar
icin ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu amag icin kullanilan biyomalzemeler ve iskele
iretim yontemlerinde diger yapay kalp kapakciklarinda oldugu gibi immunojenik
reaksiyon gostermeyen, trombojenik olmayan, yikici 6zellik gdstermeyen ve benzer
mekanik dayaniklilik saglayan 6zellikler hedeflenirken, mikro 6lgekte uygun hiicresel
infiltrasyonu, farklilasmasini, heterojen hiicre fenotipini ve ekstraseliiler matriks
bilesenlerini diizenleyerek hiicresel biitliinlesmeyi desteklemesi (yeniden modelleme),
hastanin biiylimesi ile beraber gelisebilmesi, biyobozunur olmasi, degisen fizyolojik
sartlara uyum saglayabilmesi, iiretimin kolay ve daha az maliyetli olmasi hedefleri ile
geleneksel kalp kapakgiklarindan ayrilmaktadir. Bu amaglarin gergeklestirilebilmesi igin,
sadece uygun biyomalzeme se¢imi degil, liretim siireci de biiyiikk 6énem tasimaktadir.

Gilinlimiizde halen tiim bu gereklilikleri saglayan ticari bir iiriin ise bulunmamaktadir [13].
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Doku miihendisligi yontemleri ile kalp kapakgiklar: tasarlarken biyomalzeme se¢iminde
bazi kriterler goz oniinde tutulmalidir. Bunlar hiicresel etkilesim ve iskeleye kars1 verdigi
cevap, Uretim siireci ve onun iskele mikro yapisina olan etkisi, mekanik ozellikler ve

fizyolojik ortamdaki davranisi olarak ozetlenebilir.

Doku miihendisligi ile gelistirilen kalp kapakgiklarinda kullanilan ve ¢alisilmaya devam
edilen farkli biyomalzemeler bulunmaktadir. Bunlar; deseliilerize ekstraseliiler matriksler
(homograft veya zenograft), dogal polimerler ve sentetik polimerler olarak ii¢ sinifa
ayrilmaktadir [16].

Sentetik polimerler olarak poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA), kopolimer
polilaktik-koglikolik asit (PLGA), poli-L-lacktik asit (PLLA), polietilen glikol (PEG),
polikaprolakton (PCL), poliliretan (PU), poliorthoesterler, polianhidridler ve
polikarbonatlar siralanabilirken, dogal polimerlere 6rnek olarak kolajen, hyaluronik asit,
kondrotin, kitosan; deseliilerize malzemelere de sigir veya domuz perikard, domuz kalp
kapak¢ig1 verilebilir. Bu biyomalzemelerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 Cizelge 2.2°de

verilmistir [3, 41].

Cizelge 2.2 Kalp kapak¢1g1 doku miihendisligine kullanilan biyomalzemeler, avantaj ve

dezavantajlari
Malzeme Avantajlar Dezavantajlar
Sentetik Polimerler (PGA, -Yapiy1 kolay kontrol -Degredasyon iiriinlerinin
PLA, PLLA, PLGA, PEG..)) edebilme toksik olmast

-Sinirsiz tekrarlanabilirlik

-Uzun siire dayanim

-Diisiik biyouyumluluk

Dogal Polimerler (Kolajen,
Kitosan, Hyaluronik Asit...)

-Daha biyomimetik yiizey
-Immunojenik yanit
olusturacak hiicre olmamasi

-Dogal hiicresel tutunma

bolgeleri

-Mekanik 6zelliklerin yeterli

olmamasi

-Yapisal olarak benzer
kapakgiklarmn tiretimi ve

tekrarlanabilirliginin zorlugu

Deseliilerize Sig1r veya

Domuz Perikard Zenogreft,

-Uygun anatomik yap1

-Deseliilerizasyon isleminde
matriks biitiinliigliniin

bozulmasi
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Deseliilerize Aort Kapakgigi -Biyomimetik yiizey ve -Kalsifikasyon

Zenogrefti uygun biyolojik 6zellikler Yetersiz deseliilerizasyona

bagli immunojenik yanit

-Trombojenite

2.3.1.1 Perikard

Perikard, kalbi ve ana kalp damarlarinin koklerini ¢evreleyen bir bag dokusu tabakasidir.
Fibroz ve serdz perikard olmak iizere iki katmandan olusur. Dis tarafta olan fibroz
perikard kalin fibr6z bag dokudan olusmaktadir. Bu sert yap:1 kalbin kan ile hizlh
dolmasini1 engeller. Seréz perikard kalbe daha yakin taraftadir ve paryetal ve viseral
(epikardiyum) adinda iki katmandan olugmaktadir. Her katman mezotelyum da denilen
tek bir epitel hiicre tabakasindan olusur. Bu katmanlar, perikardiyal boslukla ayrilir. Bu
boslukta katmanlar arasinda kayganlik saglayan ve kalp kasilmasi sirasinda siirtiinmeyi
onleyerek mekanik koruma saglayan yaklasik 15-50 mL arasinda serdz perikard sivisi
bulunmaktadir. Perikard dokusunun kalinlig1 canlinin tiiriine gore ve alinan bolgeye gore

degisebilmekle birlikte 0,3-1,5 mm arasinda degismektedir [7, 42].

Perikard anizotropik, ¢ok katmanli, kompozit bir materyaldir ve kolajen, elastin,
glikozaminoglikan ve diger bazi bilesenlerin bulundugu bir ekstraseliiler matriksten
olusur. Perikardin birgok fizyolojik rolii bulunmaktadir. Kalbin hareketlerini kontrol eder,
asirt dolmasini engeller ve boylece kalbin potansiyel boyutuna bir sinir koyar. Fibroz
perikard kalbin kas govdesi ile akciger gibi enfeksiyona yatkin komsu organlar arasinda

fiziksel bir bariyer gorevi goriir.

Cesitli kimyasal ajanlarla fikse edilen insan ve hayvan kaynakli (s1igir, domuz, at) perikard
dokularin kalp, genel cerrahi, ortopedi, noroloji, dis¢ilik gibi bir¢cok alanda kullanimi
bulunmaktadir. Giincel olarak klinikte uygulanan zenograft perikard iirlinler olan
Tutopatch™,  Cova™, Jason®, Integra®, ve Osteokor, sindirim dokusu
rekonstriiksiyonlari, kemik ve dis ameliyatlari, kalp dokusundaki hasarlar veya yiiz ve
meme estetigi gibi ¢esitli  yumusak dokulardaki kusurlarda tedavi amach
uygulanmaktadir. Fakat en yaygin olarak biyoprostetik kalp kapakciklarinda ve kalp
kapak¢igi  doku miihendisligi  yaklagimlariyla hazirlanan  biyomalzemelerde

kullanilmaktadir.
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Sigir perikardi, islevi ve performansi yaprak¢ik dokusunun mekanik ve hemodinamik
ozelliklerine bagli olan biyoprostetik kalp kapaklarinin iiretiminde biyomateryal olarak
yaygin bir sekilde kullanilmustir. Sigir kaynakli perikardiyal malzemelerin, sentetik
prostetik malzemelere gore [0rn. Politetrafloroetilen, polietilen tereftalat (Polyester)
(Dacron®) gibi], donér dokusunun sinirsiz temini, daha diisiik maliyet, esneklik,
fonksiyonel konak doku entegrasyonu, daha fazla biyouyumluluk, daha diisiik
tromboembolizm ve enfeksiyon orani gibi avantajlari bulunmaktadir [43]. Yaprakgiklarin
mekanik 6zelliklerinin uyumlu olmamasi, kapakgiklarin asenkron kapanmasina neden
olur ve bu durum da kapagin yetersiz ¢aligmasi ve nihayetinde bozulmasi ile sonuglanir.
Bu nedenle ideal perikard materyali, diizgiin kalinliga, uygun fiber yon varyasyonuna,
thmal edilebilir miktarda yaga ve bir valf yapragi olusturacak kadar genis bir alanda

homojen fiberlere sahip olmalidir [42].

Ik defa prostetik kalp kapak¢iginda kullanilmak iizere Marian Ionescue tarafindan
1971°de glutaraldehit ile fikse edilmis sigir perikardi kullanilmistir. Perikard enfeksiyon
ve komplikasyon riskinin az olmasi, diisiikk maliyetli ve kolay erisilebilir olmas1 ve iyi
hemodinamik 6zelliklere sahip olmasiyla birlikte, glutaraldehit ile fiksasyonunun
sitotoksisite ve kalsifikasyon gibi problemlere neden oldugu bilinmektedir.
Kalsifikasyonu ortaya ¢ikaran risk faktorleri, aldehit kalintilarinin kalmasi, elastin ve
glikozaminoglikan degradasyonu, mekanik stres hasari ve yiiksek kalsiyum fosfor
metabolizmas1 olarak sayilabilir. Bu da malzemenin uzun dénemli performansinin
kisitlanmasina ve sonrasinda yeniden miidahale gerekliligine yol agmaktadir.
Glutaraldehit veya benzeri kimyasal ajanlar ile fikse edilen biyoprostetik kalp
kapake¢iklar1 genelde 10 sene igerisinde islevini kaybetmekte ve yeniden replasman

ameliyatina ihtiya¢ duyulmaktadir [23, 44-52].

Giincel olarak tiretilen, klinikte kullanilan veya bilimsel ¢aligmalar1 devam eden perikard,
kolajenden olusan aseliiler (hiicresiz) bir materyaldir. Bu durum, hiicre migrasyonu ve
cogalmasi ve onunla birlikte doku rejenerasyonu i¢in avantaj saglasa da kan hiicrelerinin
yiiksek tutunumuyla ortaya ¢ikan trombojenite problemini ortaya ¢ikarmaktadir [29, 53].
Ozellikle perikardin kalp kapakg¢1g1 materyali olarak kullaniminda trombojenite riski goz
ardi edilmemeli ve dizayn edilen materyal bu riski minimuma diisiirecek sekilde

planlanmalidir.
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Sekil 2.9 Perikard yapis1 [54]

2.3.1.2 Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler (KNT), nano 6l¢ekli ¢ap ve uzunluktaki silindirik tiiplere sarilmis
grafit levhalardir. Grafit levhalarin esmerkezli silindirlerinin sayisina bagli olarak,
KNT'ler tek veya ¢ok duvarli olarak smiflandirilir. KNT'ler bazi benzersiz kimyasal,
elektriksel ve mekanik dzelliklere sahiptir. Ornegin, nano 6lgekte caplari nedeniyle gok
yiiksek bir ylizey alani/hacim oranina sahiptir. Bu 6zellik sayesinde, nanotiiplere daha
fazla biyomolekiil yiiklenebildigi ve hiicreler ve dokularla etkilesime girebildigi i¢in
biyomedikal uygulamalar i¢in tercih edilmektedir. KNT'ler ayrica mikrodalga
soguruculart olarak da hareket edebilir ve mikrodalga bazli termal ilag salinimina izin
verebilir. Ek olarak, KNT'ler simdiye kadar bildirilen en giliglii malzemelerden biridir ve

ayrica ¢ok yiiksek bir termal iletkenlige sahiptir [55].

KNT'ler temel olarak ii¢ yontemle sentezlenir: ark desarji, lazerle ablasyon ve kimyasal
buhar biriktirme (CVD). Ik iki ydntem, karbon kaynagi olarak grafit gubuklar
kullanirken, CVD'de metan ve etilen gibi hidrokarbonlar kullanilir. CNT'ler oldukca
hidrofobik olduklarindan dolay1, fizyolojik ¢ozeltilerde az ¢6ziinmesi, onlar1 biyolojik
sistemlere entegre etmedeki ana zorluklardan biridir. Karbon nanotiiplerin ¢6ziinme,
dagilma, isleyebilme 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in yiizey modifikasyonu yoluyla bazi

yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri de karboksil (-COOH) ile yiizey
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modifikasyonudur. Karbon nanotiip — ekstraseliiler matriks etkilesiminin saglanmasi i¢in
matriks ylizeyindeki kolajenlerin amin gruplariyla etkilesecek sekilde karbon nanotiipler

-COOH gruplar ile etkilestirilmektedir [56].

H,S0, + HNO,

4 saat sonikasyon

Sekil 2.10 Karboksillestirilmis karbon nanotiip hazirlanisi [57].

1991'deki kesfinden bu yana hem tek hem de ¢ok duvarli KNT'ler (TDKNT ve CDKNT)
cesitli uygulamalar i¢in kullanilmistir. Bu nanotiiplerin kimyasal, elektriksel ve mekanik
ozelliklerinden dolay1 saglik alaninda tedavi amagli uygulamak biiyiik ilgi gérmiistiir. Su
anda, KNT'nin biyolojik uygulamalar1 iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu, KNT'lerin
proteinler, niikleik asitler veya karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle entegre oldugu ve
hastalik teshisi i¢in bir sensor olarak kullanildigi biyosensor gelisimi etrafinda
gelismektedir. Bununla birlikte, son zamanlarda, KNT'leri doku rejenerasyonu ve in vivo
gen ve ilag dagitimi i¢in biyouyumlu tagiyicilar veya biyomateryaller olarak kullanmak
icin ¢aligmalar yapilmaktadir. KNT lerin ekstraseliiler matriks tizerindeki etkileriyle ilgili
yapilan calismalarda, KNT ve kolajen malzemelerinin birlikte kullanimiyla daha iyi
mekanik ve elektriksel Ozelliklere sahip malzemeler elde edilebilecegi sonucuna
vartlmistir. Bu ozellikler sayesinde 6zellikle kardiyak ve sinir doku miihendisliginde
giderek daha da fazla tercih edilmektedir. Karbon nanotiip toksisitesi ile ilgili giiniimiize
kadar ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Donald ve arkadaglari %0,2 ile %2 araliginda

karbon nanotiip konsantrasyonlarinda hazirlanan karbon nanotiip-kolajen matriks ile
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yaptig1 ¢aligsmalarda kolajen matrikslerin yapisinin degismedigini ve hiicre canliligi ve

morfolojilerinin korundugunu belirtmistir [56].

Giliniimiizde kan ile etkilesen bir¢ok biyomalzemenin kan uyumlugu yeterli diizeyde
degildir. Plazma proteinlerinin biyomalzeme yiizeyine baglanmasi tromboz ve pihtilagsma
stirecini baglatir. Bu nedenle kan ile etkilesen biyomalzeme kimyasal olarak inert olmali
ve pihtilasma siirecini tetiklememelidir. Karbon nanotiipler, inert ve mekanik olarak
giiclii yapilar1 ile bu amag i¢in uygun potansiyelde bir malzemedir. Karbon nanotiip ile
yapilan kan uyumlulugu ve trombojenite ¢alismalarinda da karbon nanotiiplerin tromboz
riskini 6nemli olgiide azalttigi bulunmustur. Meng ve arkadaslari, karbon nanotiip ve
poliiiretan ile hazirlanan kompozit malzemelerde, sadece poliiiretan malzemesine gore
yiizeye ¢ok daha diisiik oranda trombosit tutundugunu gézlemlemistir. Ayrica hemoliz
indeksinin ¢ok diisiik olmasi da kan uyumlulugunun iyi oldugunu gostermektedir [10].
Guo ve arkadaslari NH™; ile modifiye edilen karbon nanotiipler ile yaptigi ¢alismada
trombosit adezyonu, hemoliz ve kinetik pihtilasma testleri gerceklestirmis ve yiiksek
tromborezistans ve kan uyumlulugu sonuglar1 elde etmistir [58]. Baska yapilan bir
calismada, karbon nanotiip ile misir fibréz nanokompozit doku iskeleleri elektroegirme
yontemi ile elde edilmis ve kan uyumlulugu ile trombojenite testleri gergeklestirilmistir.
Sonug olarak karbon nanotiip iceren kompozit malzemelerin diisiik trombosit tutunmasi
ve hemolitik indeks gosterdigi, bu nedenle antitrombojenik malzemeler i¢in umut verici

bir malzeme oldugu ifade edilmistir [11].

2.4 Deseliilerizasyon

Kalp kapak¢igr doku miihendisliginde kullanilan {retim teknikleri genel olarak
deseliilerizasyon, kaliplama, elektroegirme ve ii¢ boyutlu biyoyazici olarak siralanabilir.
Fakat deseliilerizasyon yontemi, kalp kapak¢igi ile benzer ekstraseliller matriks
ozellikleri gosteren dokularin kullanilabilmesine ve bu sayede en iyi sekilde taklit

edilmesine olanak saglayarak diger yontemlere kiyasla 6nemli avantajlara sahiptir.

Deseliilerizasyon, ekstraseliiler matriks yapist ve proteinleri korunurken, doku veya
organdan hiicresel igerigin uzaklastirilmasi islemidir. Bu islemden sonra elde edilen iiriin,
implantasyondan sonra dokularin restorasyonunu tesvik etmek veya organlari olusturmak
i¢cin bir sablon olarak hizmet edebilen ekstraseliiler matriksin 3 boyutlu bir yapisidir.

Aseliiler iskele mimari bir destek saglar ve en 6nemlisi hiicre ylizeyi molekiil etkilesimi
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ve biiyiime faktorlerinin depolanmasi yoluyla homeostaz, rejenerasyon, doku ve organ
gelisiminde 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Ayrica, ekstraseliiler matriksin dogustan gelen
damar yapisin1 koruyarak yapi iskelesinin fizyolojik kan basincina dayanmasini
saglamakta ve bu teknolojiyi transplantasyon i¢in biyomiihendislik c¢aligmalar
konusunda en uygun hale getirmektedir. 2008'den bu yana, ilk fonksiyonel kalp
biyomiihendislik ile tasarlandiginda, yiiz, el, solunum yolu, bobrek, karaciger, meniskiis,
idrar yolu dahil olmak iizere herhangi bir memeli organindan hiicresiz ekstraseliiler
matriks iskeleleri elde etme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir [59]. Kalp kapakgiklari igin
insan dondrden doku kullanilabilirken, biiylik cogunluk kolay ulagilabilirlik agisindan
hayvan kaynakli dokulardan olugmaktadir. Deseliilerize sigir ve domuz perikard dokulari

da bu amagcla uzun siiredir kalp kapak¢igi ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

2.4.1 Deseliilerizasyonda Kullanilan Yo6ntemler

Dokular1 hiicresiz hale getirmek icin genel olarak fiziksel, kimyasal ve enzimatik
yontemler olmak {izere bircok yontem bulunmaktadir. Bu yontemler Cizelge 2.3°te
verilmigtir. Hiicresizlestirme yontemleri, dokunun kdkenine gore genis bir gesitlilik
gosterir. Hiicresizlestirme ajanlariin se¢imi ¢ok dnemlidir, ¢linkii bunlar dokunun mikro
yapisina ve bilesimine zarar verebilir ve dolayisiyla nihai iiriiniin mekanik 6zelliklerini

etkileyebilir [60].

Cizelge 2.3 Deseliilerizasyonda kullanilan yontemler [61]

Kimyasal Biyolojik Mekanik
Iyonik Deterjanlar o Enzimler Sicaklik (Dondurma
(Sodyum  Dodesil (Niikleazlar, ve Cozme)
Siilfat) Tripsin, Dispaz, Mekanik kuvvet
Iyonik  Olmayan vb.) Basing
Deterjanlar e Sclat Ajanlar Elektroporasyon
(Triton-X-100) (EDTA) Sonikasyon
Zwitteriyonik e Antibiyotikler
Deterjanlar
(CHAPS)

Asit ve Bazlar
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e Hipotonik ve
Hipertonik
Cozeltiler

e Alkoller

Kimyasal deseliilerizasyon yontemlerinde gesitli deterjanlar kullanilarak hiicre ve
cekirdek membranlarinin ¢dzlinmesi, yag ve protein etkilesimlerinin bozulmasi ve
denatiire olmasi saglanmaktadir. Biyolojik deseliilerizasyon yontemlerinde niikleazlar
deoksiriboniikleotit ve riboniikleotit zincirlerinin hidrolizini kataliz ederken tripsin ve
dispaz da ¢esitli peptitlerin baglarin1 yikmak icin kullanilmaktadir. Mekanik
deseliilerizasyon yontemlerinden biri olan dondurup ¢6zme metodunda hiicre
membranint  bozan buz  kristalleri  olusturularak  hiicrelerin  pargalanmasi
hedeflenmektedir. Elektroporasyon yonteminde ise hiicre membranini bozmak igin
elektriksel alan uygulanir. Bu yontemler tek baslarina kullanilabilecegi gibi birbirlerinin

cesitli kombinasyonlar1 ile de kullanilabilmektedir [61].

Deseliilerizasyon isleminin basarili kabul edilmesi i¢in dokuda kalan maksimum DNA
miktar1 50 ng’nin altinda olmalidir. Dokulardan hiicresel materyalin uzaklastirilma
miktarmin belirlenmesi i¢in bircok yontem bulunmaktadir. Histoloji caligmalarinda
Hematoksilen & Eozin, Mason Trichrome, DAPI boyamalari ile hiicresel yapilar boyama
yolu ile goriintiilenebilirken, immunohistokimya ¢aligmalarinda aktin ve vimentin gibi
hiicre i¢1 proteinler sayesinde hiicresel analiz yapilabilmektedir. Kantitatif DNA miktari

ise propidyum iyodiir ve PicoGreen analizleriyle gergeklestirilebilmektedir [62, 63].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Deseliilerizasyon optimizasyonu ve karakterizasyonu c¢aligmalar1 i¢in Sodyum Dodesil
Siilfat (SDS) (Merck, Almanya), Triton-X-100, Tris-HCI, fosfat tamponlu tuz (PBS)
(Sigma-Aldrich, ABD), Hematoksilen (Merck, ABD), Eozin (Sigma, ABD), Masson
Trichrome (Scytek, ABD), DAPI (Biotium, ABD), Deoksiriboniikleaz (Invitrogen,
ABD), Proteinaz K (Sigma, ABD), Kondroitin siilfat (Sigma, ABD), Quant-iT™
PicoGreen test kiti (Invitrogen, ABD) kullanilmistir. Kompozit doku iskelelerinin
iretiminde karboksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiip (Nanografi, Tiirkiye)
kullanilmistir. Kan uyumlulugu analizlerinin gerceklestirilmesinde mezbahadan temin
edilen koyun kani kullanilmistir. Sodyum sitrat iceren kan tiipleri laboratuvara hizla
ulastirllmis ve kullanilacaklar1 zamana kadar +4°C’de saklanmustir. Sitotoksisite
calismalari icin L929 Fare Fibroblast hiicre hatt1 (ATCC, ABD), diisiik glikozlu Dulbecco
besi ortami1 (L-DMEM), anbiyotik-antimiyotik soliisyonu, fetal sigir serumu (FBS), L-
glutamin, Tripsin-EDTA (%0.25-w/PhenolRed) (Capricorn, Almanya) temin edilmistir.
MTT kiti Biovision (ABD) firmasindan alinmistir.

3.2 Perikard Doku Deseliilerizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda mezbahadan temin edilen sigir kalplerinden perikard
dokular disekte edilmis, uygun deseliilerizasyon protokoliiniin belirlenmesi i¢in farkl
yontemlerle optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmis ve uygulanan bu yontemlerin

morfolojik, histolojik ve biyokimyasal olarak karakterizasyonlari yapilmistir.

3.2.1. Sigir Kaynakh Perikard Doku Diseksiyonu

Bu tez calismasinda kullanilmak iizere sigir perikard dokusu uygun model olarak belirlenmistir.
Mezbahadan temin edilen sigir kalpleri laboratuvara en kisa siirede ulastirilmistir. Bistiiri
kullanilarak perikard tabakasi sigir kalplerinin en dis yiizeyinden disekte edilmis ve dokularin
yiizeyindeki yag tabakasi bistiiri yardimiyla ayrilmistir. Elde edilen perikard dokular kan ve

diger fizyolojik sivilarindan arindirilmalari amaciyla fosfat tamponu (PBS) ile 2 saat yikanmis
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ve deseliilerizasyon iglemi oncesinde 2 x 2 cm boyutunda kesitleri alinmistir. Dokular

kullanilacaklar1 zamana kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2.2. Perikard Dokularin Deseliilerizasyon Optimizasyonu

Disekte edilen perikard dokularin deseliilerizasyon islemi i¢in Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS), Triton-X-100 ve dondurup ¢6zme yontemleri, tek basina ya da kombinasyonlari
ile, farkli konsantrasyonlarda kullanilarak optimizasyon ¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir.
Deterjan konsantrasyonlar1 %0,5 ve %1 olarak belirlenirken, muamele siireleri 24 saat
olarak sabit tutulmustur. Sadece kimyasal deseliilerizasyon uygulanan 6rnekler 100
mL’lik beherlere konulmus ve iizerlerine 50 mL SDS ve Triton-X-100 ¢ozeltileri
eklendikten sonra ve orbital calkalayicida 100 rpm’de 24 saat muamele edilmistir.
Fiziksel 6n islem uygulanan grup ise 10 mM hipotonik Tris-HCI tamponu (pH=7.4)
icinde dondurup ¢dzme islemi uygulandiktan sonra yine 100 mL’lik beher igerisinde 50
mL %0,5 SDS c¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Daha sonra deterjanlarin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 48 saat PBS ile muamele edilmesi suretiyle dokularin yikanmasi
islemi gerceklestirilmistir. Yikama isleminden sonra dokular 50 U/mL deoksiriboniikleaz
(DNaz) ile 37°C’de 3 saat muamele edilmis ve PBS ile yikanmistir. Bu islemlerin
ardindan dokular karakterizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilene kadar -80°C’de
bekletilmistir. Deseliilerizasyon optimizasyonu i¢in ¢alisilan gruplar Cizelge 3.1°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Deseliilerizasyon protokolii optimizasyon parametreleri

Grup Deseliilerizasyon
Metodu
1 %0,5 SDS ile muamele
2 %1 SDS ile muamele
3 %1 Triton-X-100 ile
muamele
4 Dondurup ¢6zme 6n
islemi sonras1 %0,5 SDS
ile muamele
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3.2.3 Deseliilerize Perikard Dokularin Karakterizasyonu

Islem gormemis kontrol grubu ve deseliilerizasyon optimizasyonu calisilan 1, 2, 3 ve 4
numaralt gruplar morfolojik, histolojik ve biyokimyasal karakterizasyon i¢in analiz
edilmistir. Histoloji analizlerinde Hematoksilen & Eozin, Mason’s Trichrome ve DAPI
boyamalar1 gerceklestirilmistir. Biyokimyasal analizlerde ise kantitatif olarak genomik
DNA, kolajen ve glikozaminoglikan (GAG) tayini yapilmistir. Yag-kuru agirlik 6l¢iimleri

ile de gruplardaki agirlik degisimleri belirlenmistir.

3.2.3.1. Morfolojik Analiz

Diseksiyon iglemi sonrasi islem gérmemis dogal perikard doku ve deseliilerizasyon islemi

uygulanmis perikard dokular morfolojik olarak gdriintiilenmistir.

3.2.3.2 Histolojik Analizler

Histolojik analizler i¢in islem goérmiis ve gormemis ornekler %10 formalin ile 5 giin
muamele edilerek fikse edilmistir. Bu islem sonrasinda fiksatif ajanin dokudan
uzaklastirilmasi amaciyla 48 saat yikama islemi yapilmistir. Dokular daha sonra %80,
%90, %96, %100 (h/h) oraninda alkol ile muamele edilme suretiyle alkol serisinden
gecirilmis ve ardindan ksilen ile muamele edilmistir. Belli bir sertlige ulasan dokular
isitilan parafin bloklara gomiilmiis ve donmast i¢in bekletilmistir. Donduktan sonra
c¢ikarilan parafin bloklardan mikrotom cihazi ile 5 pm kalinliginda kesitler alinmis ve

sonrasinda histoloji boyamalar1 gergeklestirilmistir.

3.2.3.2.1 Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyamasi

H&E boyamasinda hematoksilen hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in kullanilirken,
eozin sitoplazmayr boyayarak ekstraseliiler matriks yapisinin ve biitiinliigiiniin
incelenmesine olanak verir. Hiicre ¢ekirdekleri mavi-mor renge boyanirken, sitoplazma
pembe renkte goriintiilenir. Doku kesitlerindeki parafini eritmek i¢in ksilen ile muamele
isleminden sonra dokular, i¢indeki suyun atilmasi amaciyla alkol serisinden gegirilmis ve
farkli siire optimizasyonlarindan sonra 2,5 dk olarak belirlenen hematoksilen boyamasi
ile muamele edilmislerdir. Hematoksilen ile fazla boyanmasinin 6niine geg¢ilmesi i¢in

orneklere asit alkol uygulanmistir. Eozin ile 30 dk muameleden sonra alkol serisinden
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gecirilmis ve lamel kullanilarak kesitler entellan ile kapatilmigtir. Ornekler mikroskopta

goriintiilenmistir.

3.2.3.2.2 DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) Boyamasi

4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) boyamasi ile floresan 11k altinda maviye boyanan
hiicre ¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi gerceklestirilmistir. Doku kesitlerindeki parafin
ksilen ile eritildikten sonra alkol serisinden gecirilmis ve ¢esme suyuna konulmustur.
Daha sonra DAPI boyas1 dokular ile etkilestirilmis ve ornekler lamel ile kapatilmistir.
Boya 1s18a karst hassas oldugundan i1siktan korunan Ornekler karanlik ortamda

mikroskopta gorlintiilenmistir.

3.2.3.2.3 Mason Trichrome Boyamasi

Mason Trichrome, dokulardaki kolajen fiberler, hiicre g¢ekirdekleri ve sitoplazmanin
goriintiilenmesini saglar. Bu boyamada kolajen fiberler maviye boyanirken, ¢ekirdekler
siyah, sitoplazma ise kirmizi renge boyanir. Doku kesitleri ksilende bekletildikten sonra
%100 ve %96 (h/h) alkol serisi ve ¢esme suyundan gegirilmistir. Ardindan kesitler
sirasiyla 5 dk Weigert’s Hematoksilen, 15 dk Bieberich Scarlet/Acid Fusion, 10-15 dk
Phosphomolybdic — Phosphotungstic Acid, 8-10 dk Anilin Mavisi ve 5 dk Asetik Asit
boyalar1 ile muamele edilmis ve aralarda su ile yikamalar1 gergeklestirilmistir. Alkol
serisi ile dehidrasyonun ardindan lamel ile entellan kapatilma islemi yapilip mikroskopta

goriintiilenmistir.

3.2.3.3 Biyokimyasal Analizler

Kontrol ve deseliilerizasyon gruplarindaki DNA, kolajen ve GAG miktarlarinin sayisal
analizi, deseliilerizasyon calismalarinin  sonuglarmi  degerlendirmede histoloji
calismalariyla beraber kesin bir 6l¢iittiir. Bu analizlerde, dokularda kalan DNA miktarinin
belirlenmesi i¢in Quant-iT™ PicoGreen test kiti, kolajen miktarinin belirlenmesi i¢in
Hidroksipirolin test kiti ve son olarak glikozaminoglikan (GAG) miktarinin belirlenmesi

icin Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) test kiti kullanilmistir. Analizler 6ncesinde dokular
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liyofilize edilmis, alkol ile sterilizasyon isleminden sonra tekrar kurutulmus ve proteinaz

K ile etkilestirilip par¢alanma islemine maruz birakilmistir.

3.2.3.3.1 Genomik DNA Miktar: Tayini

Artik genomik DNA miktari analizi i¢in Quant- iT PicoGreen ® (Thermofisher, ABD)
kiti protokoliine gore gergeklestirilen calismada igslem gormemis grup ve farklhi
deseliilerizasyon gruplar1 olmak iizere bes ayr1 gruptan n=3 Ornek analiz edilmistir.
Dokular liyofilize edilerek kurutulduktan sonra 100 mM amonyum asetat ile hazirlanan
1 mg/mL proteinaz K soliisyonu ile gece boyunca etkilestirilmis ve 6rneklerin enzimatik
olarak pargalanmasi saglanmistir. DNA stok soliisyonunun artan konsantrasyonlarindan
standart egri olusturulmus ve mikroplaka okuyucuda (Biotek Synergy 2, ABD) 485-520
nm’de orneklerin absorbanslar l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar kuru agirliklara gore

normalize edilmistir.

3.2.3.3.2 Siilfath Glikozaminoglikan (SGAG) Miktar1 Tayini

Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) kiti kullanilarak gerceklestirilen analizde islem
gormemis grup ve farkli deseliilerizasyon gruplari olmak {izere bes gruptan n=3 6rnek ile
calisilmustir. Dokular liyofilize edilerek kurutulduktan sonra 100 mM amonyum asetat ile
hazirlanan 1 mg/mL proteinaz K soliisyonu ile gece boyunca etkilestirilmis ve drneklerin
enzimatik olarak parcalanmasi saglanmistir. Kondroitin siilfatin 100 mM amonyum asetat
soliisyonunda ¢oziilmesiyle artan konsantrasyonlarindan hazirlanan ¢ozeltiler ile standart
egri olusturulmustur. Ornekler ve standartlardan alman 40 pL soliisyon, 200 uL DMMB
kit soliisyonu ile etkilestirilmis, ardindan 96 kuyucuklu kapta 525 nm’de absorbans

Olctimleri yapilmistir. Sonuglar kuru agirliklarina goére normalize edilmistir.

3.2.3.3.3 Kolajen Miktar: Tayini

Islem gérmemis grup ve deseliilerizasyon gruplarindaki kolajen miktar1, hidroksiprolin
kiti kullanilarak tayin edilmistir. Bes gruptan n=3 6rnek ile ¢alisilmistir. Bu amagla,
liyofilize edilerek kurutulan dokularin tizerine distile su ve hidroklorik asit (HCI)

eklenmis ve 120°C’de 3 saat bekletilerek parcalanma islemi gergeklestirilmistir. Daha
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sonra her birinden alian 10’ar pL soliisyon 96 kuyucuklu kaba aktarilmis ve gece boyu
kurumaya birakilmigtir. Daha sonra Orneklerin {izerlerine hidroksiprolin test Kiti
protokoliinde bulunan 100 pL Chloramine T ve DMAB reagent eklenmesi ve
inkiibasyonlarini takriben 560 nm’de 6rneklerin absorbanslari 61¢tilmiistiir. Sonuglar kuru

agirliklarina gére normalize edilmistir.

3.2.3.4 Yas-Kuru Agirhik Degisimleri

Kontrol grubu ve deseliilerizasyon gruplarinin yas ve kuru agirlik degisimlerinin
hesaplanmasi i¢in, dokulara deseliilerizasyon protokolleri uygulandiktan sonra fazla su
emdirme yoluyla wuzaklagtirilip 1slak agirliklarinin  tartimlari  yapilmistir.  Kuru
dokulardaki agirlik degisimlerinin hesaplanmasi i¢in de 1slak kontrol ve deseliilerizasyon

gruplart liyofilize edilip kurutulduktan sonra agirlik 6lgiimleri gergeklestirilmistir.

3.3 Kompozit Doku Iskelelerinin Hazirlanmasi

Deseliilerizasyon caligsmalar1 sonucu optimize edilen yontemle hiicresizlestirilen doku
iskeleleri ve -COOH fonksiyonellestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler kullanilarak
kompozit doku iskeleleri hazirlanmasi calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda,
deseliilerize  doku iskelelerinin  yiizeylerinin modifiye edilmesi i¢in farkli
konsantrasyonlarda karbon nanotiip soliisyonlar1 hazirlanmis ve doku iskeleleriyle

etkilestirilmistir.

3.3.1 -COOH Fonksiyonellestirilmis Cok Duvarhh Karbon Nanotiip Soliisyonu

Hazirlanmasi

Deseliilerize doku iskelelerinin -COOH fonksiyonellestirilmis karbon nanotiip ile
modifikasyonun gergeklestirilmesi icin %0,01, %0,05, %0,1, %0,5, %1, %2, %3
konsantrasyonunda deiyonize su ile ¢ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltilere 1-3 saat arasi
sonikasyon uygulanmistir. Her konsantrasyon oranindan iki adet ¢ozelti hazirlanmais, bir
grup direk olarak deseliilerize dokular ile inkiibe edilirken, diger gruba ise 10000 rpm’de
5 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Bu iglemin ardindan siipernatant (%80’lik kismzi)

alinarak dokular ile etkilestirilmistir.
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3.3.2 Kompozit Doku Iskelelerin Sentezi

Karbon nanotiip soliisyonlarinin hazirlanmasindan sonra doku iskeleleri soliisyonlar ile
etkilestirilmis ve orbital c¢alkalayicida 37°C, 120 rpm’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda doku iskeleleri soliisyonlardan alinmig ve etkilesmeyen
karbon nanotiiplerin uzaklastirilmasi i¢in PBS yikamasina konulmustur. 24 saat yikama
isleminin sonunda karakterizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilene kadar -80°C’de
saklanmistir. Kuru doku ile gerceklestirilecek analizler icin belli sayida doku liyofilize

edilerek kurutulmustur.

3.3.3 Kompozit Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Kompozit doku iskelelerindeki karbon nanotiip — perikard etkilesiminin analiz edilmesi
ve karbon nanotlip miktarinin belirlenmesi i¢in FTIR, TGA, AFM analizleri
gerceklestirilmistir. Malzemelerin termal Gzelliklerinin  belirlenmesi i¢in  DSC,
morfolojik analizleri i¢in de taramali elektron mikroskobu kullanilmistir. Karbon
nanotiiplerin perikard {izerindeki mekanik dayanim etkisinin anlasilmasi i¢in ¢ekme-
uzama mekanik testi yapilmis ve mukavemet degerleri incelenmistir. Doku iskelelerinin
kan uyumlulugu ve trombojenite analizleri i¢in koyun kan1 ve koyun kanindan elde edilen
trombositce zengin plazma kullanilarak platelet adezyon testi, hemoliz testi, tim kan
pihtilasma testi ve Calcein-AM boyamast gergeklestirilmistir. Hiicre canlilifina ve

cogalmasina olan etkilerinin incelenmesi i¢in de in vitro sitotoksisite analizi yapilmistir.

3.3.3.1 Fourier Transform Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Dogal, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerinin kimyasal bilesenlerini incelemek ve
karakterize etmek i¢cin FTIR analizi gerceklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
karbon nanotiip iceren kompozit malzemeler analiz edilerek, konsantrasyonun
malzemenin kimyasal yapisina etkisi incelenmistir. Bu analiz i¢in dokular liyofilize

edilerek kurutulmus ve 2 x 2 cm biiytikliigiinde hazirlanmastir.
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3.3.3.2 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Kompozit doku iskelelerindeki karbon nanotiip oraninin belirlenmesi amaciyla TGA (TA
Instruments, SDT Q600, ABD) analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz i¢in 6rnekler
liyofilize edilerek kurutulmus ve minimum 10 mg agirh@inda olacak sekilde
hazirlanmistir. Analiz 10°C sabit 1sitma hizinda, 0-900 °C araliginda hava atmosferinde

gerceklestirilmistir.

3.3.3.3 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Perikard doku yiizeyi ile etkilesen karbon nanotliip miktarinin ve dagiliminin
homojenitesinin incelenmesi amaciyla islem gérmemis, deseliilerize ve kompozit doku
iskeleleri AFM ile analiz edilmistir. Bu analiz Asylum Research MFP3D-SA (Oxford
Instruments, Ingiltere) cihaz1 ile 48 N/m yay sabiti ve 190 kHz frekans parametreleri ile
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan ug¢ piramit seklinde olup 15 nm capindadir.

Analiz sonucunda yiizeylerin iki ve ii¢ boyutlu goriintiileri ile grafikleri elde edilmistir.

3.3.3.4 Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Islem gormemis, deseliilerize ve iki farkli KNT konsantrasyonuna sahip kompozit doku
iskelelerinin termal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in DSC analizi (TA Instruments, SDT
Q600, ABD) gergeklestirilmistir. Bu analiz igin liyofilize edilerek kurutulan 6rnekler esit
agirliklarda tartilmistir. Analiz hava ortaminda, 25°C- 500°C aralifinda, tek i1sitma,
10°C/dakika 1sitma hiziyla gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda malzemelerin

denaturasyon sicakliklar1 belirlenmistir.

3.3.3.5 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Islem gérmemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerinin morfolojik yapilart SEM
(Tescan, Cekya) ile incelenmistir. Bu analiz i¢in liyofilize edilerek kurutulan dokular 1 x
I cm olarak kesilmis ve altin kaplama yapildiktan sonra g¢esitli biiyiitmelerde

goriintiilenmistir.
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3.3.3.6 Platelet Adezyon Testi

Malzemelerin trombojenite ve kan uyumlulugu degerlendirmesinde en temel testlerden
biri olan platelet adezyon testi, ISO 10993-4 standartlarina gore gerceklestirilmistir. Bu
test kapsaminda trombosit hiicrelerinin islem gérmemis, deseliilerize ve kompozit doku
iskelelerine gosterdigi adezyon, agregasyon ve aktivasyon cevabi incelenmistir. Bu test
trombositce zengin plazma kullanilarak gerceklestirilmistir. Mezbahadan temin edilen
antikoagulan koyun kani, 1700 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek trombosit¢e zengin plazma
elde edilmistir. 24 kuyucuklu kap i¢ine yerlestirilen doku iskelelerinin tizerine 500er pL
trombositce zengin plazma eklenmis ve 1 saat boyunca orbital ¢alkalayicida 100 rpm’de
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 1 saatin sonunda, tutunmayan trombositlerin
uzaklastirilmast i¢in PBS ile iki kere yikama islemi gerceklestirilmistir. Ardindan,
ornekler PBS ile hazirlanan %2,5 (h/h) glutaraldehit soliisyonu ile +4°C’de fikse
edilmistir. Tekrar PBS ile iki defa yikama isleminden sonra %0, 25, 50, 75 ve 100 (h/h)
alkol ¢ozeltilerinde 10’ar dakika bekletilerek alkol serisinden gegirilmistir. Son olarak
ornekler liyofilize edilerek kurutulmus, altin (Au) kaplama yapildiktan sonra ¢esitli
biiyiitmelerde SEM ile incelenerek trombositlerin yiizeylerdeki tutunma davranislari

karakterize edilmistir.

3.3.3.7 Calcein-AM Boyamasi

Trombositge zengin plazma ile etkilesen islem gormemis, deseliilerize ve kompozit doku
iskelelerinin yiizeylerindeki hiicre tutunma miktarinin ve hiicre canliligimin daha iy1
karakterize edilebilmesi igin bu gruplara Calcein-AM boyamast yapilmigtir. Bu
boyamada canli hiicreler hiicre i¢i esteraz aktivitesine bagli olarak yesil boyanir ve
florasan 1s1ma yapar. 24 kuyucuklu kapta hazirlanan 1x1 cm doku iskeleleri {izerine 500
uL trombosit¢e zengin plazma eklenmis ve 37°C’de orbital ¢alkalayicida 100 rpm’de 1
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tutunmayan trombositlerin
uzaklastirilmasi igin iki kez PBS ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Ornekler, 2 pM
hazirlanan 500 pL Calcein-AM boyast ile etkilestirilmis ve 30 dk inkiibe edilmistir.
Sonrasinda Ornekler iki kez PBS ile yikanmig ve yesil filtre altinda mikroskopta

incelenmistir.
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3.3.3.8 Hemoliz Analizi

Malzeme ylizeyine tutunan kirmizi kan hiicrelerinden salinan hemoglobin miktarinin
belirlenmesi i¢in yapilan hemoliz analizi, islem goérmemis dogal, deseliilerize ve
kompozit doku iskelelerinin kirmizi kan hiicreleri ile etkilesimlerinin incelenmesi, kan
uyumlulugu ve trombojenite degerlendirmesinde temel testlerden biridir. Bu ¢alismada
dogal, deseliilerize ve iki farkli karbon nanotiip konsantrasyonu ile hazirlanan kompozit
doku iskeleleri ile calisilmistir. Antikoagulan kan, PBS ile 4:5 oraninda karistirilarak
seyreltilmistir. 1 x 1 cm hazirlanan doku iskeleleri santrifiij tiipiine konulmus, 10 mL PBS
ile 37°C’de 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rneklerin lizerine 200 pL
seyreltilmig kan eklenmis ve 37 °C’de 1 saat daha inkiibasyona birakilmistir. 1 saatin
sonunda tiiplerin igindeki soliisyonlar 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatantlardan alinan 100 pL 6rnekler 96 kuyucuklu kaba aktarilmis ve 540 nm’de
absorbanslar1 okunmustur. PBS ile etkilestirilen seyreltilmis kan negatif kontrol iken,
distile su ile etkilestirilen seyreltilmis kan pozitif kontroldiir. Elde edilen absorbans

degerlerinden sonra, hemoliz orani asagidaki formiil ile hesaplanabilir:

, Ornek absorbanst - Negatif kontrol absorbanst 1
Hemoliz orant = ( , gattf : ) x100 Esitlik 1.
(Pozitif kontrol absorbansit - Negatif kontrol absorbanst)

3.3.3.9 Kinetik Kan-Pihtilasma Analizi

Doku iskelelerinin kan ile etkilesti§inde meydana gelen pihtilasma reaksiyonunun
incelenmesi i¢in kinetik kan-pithtilasma deneyleri gerceklestirilmis ve doku iskelelerinin
kan ile etkilestigi 5, 15 ve 35. dakikalarda kanin yiizeylerdeki pihtilagma miktar
arastirillmistir. Bu calismalar i¢in dogal, deseliilerize ve iki farkli karbon nanotiip
konsantrasyonunda kompozit doku iskeleleri 1 x 1 cm hazirlanmis ve 12 kuyucuklu kaba
yerlestirilmistir. Her gruptan iicer Ornekle calisilan bu deneyde, oOncelikle 3 ml
antikoagulan kan ile 300 pL 0.1 M CaCl; ‘nin etkilestirilmesiyle aktive edilen kan
hazirlanmigtir. 100 pL aktive kan doku iskelelerinin iizerine eklendikten sonra oda
sicakliginda 5, 15 ve 35 dk inkiibe edilmistir. Her zaman diliminin sonunda, 6rnekler 2
mL distile su ile 5 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda her drnekten 200
uL almarak 96 kuyucuklu kaba transfer edilmis ve 540 nm’de absorbans Ol¢iimii

yapilmistir. Trombusda hapsolmayan kirmizi kan hiicreleri, distile su eklenmesiyle lizize
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ugrar ve suya hemoglobin salinir. Soliisyondaki hemoglobin konsantrasyonu 540 nm’de
Olciiliir. Dolayisiyla pthtinin biiyiikliigii absorbans degeri ile ters orantilidir. Pozitif

kontrol olarak bos kuyucuga eklenmis kan kullanilmistir.

3.3.3.10 Mekanik Analiz

Islem gdrmemis, deseliilerize ve %0,05 ve %0,1 KNT kompozit doku iskelelerinin
mekanik dayanimlarinin incelenmesi amaciyla malzemelerin mekanik analizleri
gergeklestirilmistir. Bu analizler CellScale Univert Biomaterial Tester (CellScale,
Kanada) cihazi kullanilarak 50 N yiikleme hiicresi ve 10 mm/dk g¢ekme hiz1 ile
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in 1 cm x 1 cm doku iskeleleri kullanilmistir. Analiz
sonucunda ¢ekme dayanimlar1 ve elastisite modiilleri belirlenmistir. Elastisite modiilii,

gerilim-gerinim grafiginde %10- %40 deformasyon alanindan hesaplanmstir.

3.3.3.11 Sitotoksisite Analizi

Farkli karbon nanotiip konsantrasyonlari ile hazirlanan kompozit doku iskelelerinin hiicre
tutunmasina, biiylimesine ve proliferasyonuna olan etkilerinin incelenmesi amaciyla in
vitro sitotoksisite testi gerceklestirilmistir. 1 x 1 cm hazirlanan kuru kompozit doku
iskeleleri, sterilizasyon i¢in 20 dk boyunca %70 (h/h) etanolde bekletilmis, ardindan %3
AA’de (PBS ile ¢oziilmiis Antibiyotik-Antimikotik soliisyonu) 45 dk muamele edilmistir.
PBS yikamasindan sonra hava ile kurutulmus ve UV sterilizasyonu yapilmistir. Hiicre
caligmalar1 i¢in 1.929 hiicre hatti kullanilmistir. Besiyeri olarak diisiik glikoz DMEM
ortamina %1 L-Glutamin, %1 Antibiyotik-Antimikotik ve %10 fetal sigir serumu (FBS)
eklenmistir. Sterilize edilen doku iskeleleri 24 kuyucuklu kaplara aktarilmis ve iizerlerine
45 x 10® hiicre ekilmistir. Kontrol grubu olarak bos kuyucuga hiicre ekimi yapilmistir.
Malzemeler 3 saat boyunca inkiibatérde bekletilmis ve daha sonra iizerlerine 1 mL

besiyeri eklenmistir.

24 saat inkiibasyondan sonra sitotoksisite analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla 2,5
mg/mL MTT soliisyonu PBS igerisinde hazirlanmistir. Malzemelerin {izerindeki besiyeri
cekilmis ve iizerlerine 600 pL DMEM ve 60 uL MTT soliisyonu konulmustur.
Malzemeler 3 saat CO; inkiibatorde bekletildikten sonra iizerlerindeki soliisyon alinmis
ve yerine 400 pL DMSO eklenerek olusan formazan kristallerin ¢oziilmesi saglanmaistir.

Her bir kuyucuktan 200 pL soliisyon alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina konulmus ve
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570 nm’de mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. 690 nm referans

absorbans degeri olarak alinmistir.

3.4 Istatistiksel Calismalar

Analizler sonucu elde edilen veriler standart sapma (%) ile verilmistir. Istatiksel
hesaplamalar i¢in Graphpad Prism 7.0 programi kullanilarak tek yonlii ANOVA analiz
yontemi ve tukey karsilastirma yontemi ile calisilmis ve sonuglar anlamli farklilik

seviyeleri ile karsilastirtlmistir. Anlamli farklilik seviyesi %95 kabul edilmistir (p<0.05).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Deseliilerize Perikard Dokularin Hazirlanmasi
4.1.1 Morfolojik Analiz

Islem gérmemis ve farkli deseliilerizasyon protokolleri uygulanmis perikard dokularin
morfolojik goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir. A) islem gérmemis perikard dokusu, B)
%0,5 SDS + dondurup ¢6zme muamelesi ile optimize edilen deseliilerize perikard doku
morfolojilerini gostermektedir. Deseliilerizasyon islemleri sonrasinda perikard dokularin
daha mat ve beyaz bir yapiya sahip oldugu ve islem gérmemis dokuya gore sertlesme
oldugu gozlenmistir. Bu da deseliilerizasyon islemlerinin hiicre ve ekstraseliiler matriks

bilesenleri iizerinde etkisi oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.1. A) Islem gérmemis perikard, B) Deseliilerize perikard doku morfolojik

goriintiileri.

4.1.2 Histolojik Analizler

Farkli deseliilerizasyon protokollerinin uygulandigi gruplar arasinda en etkili
deseliilerizasyon metodunun belirlenebilmesi i¢in Boliim 3.1.3.2°de agiklanan histoloji
calismalar1 gerceklestirilmistir. ilk olarak Hematoksilen & Eozin ve DAPI boyamasi ile
hiicre cekirdekleri ve ekstraseliiler matriks biitiinliigli incelenirken, sonra Mason’s
Trichrome boyamasi ile ekstraseliiler matriksteki kolajen miktarinda meydana gelen

degisiklikler karakterize edilmistir.
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4.1.2.1 Hematoksilen ve Eozin (H&E) Boyamasi

Deseliilerizasyon isleminin amaci, hiicre dis1 matriks yapisinin biitiinliiglinii bozmadan
hiicre ¢ekirdeklerinin dokudan uzaklastirllmasin1 saglamaktir. Sekil 4.2°deki
Hematoksilen & Eozin boyamasi mikroskop goriintiileri degerlendirildiginde, %0,5 (a/h)
SDS, %1 (a/h) SDS ve dondurup ¢6zme sonrast %0,5 (a/h) SDS gruplarinda uygulanan
deseliilerizasyon islemlerinin hiicre ¢ekirdeklerini basarili bir sekilde uzaklastirdig
goriilmistiir. Fakat %0,5 (a/h) SDS ve dondurup ¢ézme sonrast %0,5 (a/h) SDS
gruplarinda hiicre dist matriks biitiinliigiiniin korundugu goriiliirken, %1 (a/h) SDS
grubunun deseliilerizasyon protokoliiniin hiicre dis1 matriks biitiinliigiinii bozarak yapiya
zarar verdigi sonuglarina ulasilmigtir. Bu sonuglardan dolayi, deseliilerizasyon
protokollerindeki gruplar arasindan deterjan konsantrasyonunun %0,5 SDS olanlarin
uygun olacagina karar verilmistir. %1 (h/h) Triton-X-100 grubunda ise hiicre dig1 matriks
biitiinligli korunsa da hiicre ¢gekirdeklerinin uzaklastirilmasinin saglanamadigi ve islem

gormemis doku ile benzer hiicre ¢ekirdegi oranina sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Islem gérmemis kontrol ve deseliilerizasyon gruplarmin Hematoksilen & Eozin
boyamasi mikroskop goriintiileri. A) Kontrol grubu, B) %0,5 (a/h) SDS muamelesi, C)
%1 (a/h) SDS muamelesi, D) %1 (h/h) Triton-X-100 muamelesi, E) Fiziksel 6n islem
sonrast %0,5 (a/h) SDS muamelesi. (40X biiyiitme)
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4.1.2.2 DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) Boyamasi

Islem gérmemis ve deseliilerizasyon protokolleri uygulanmis doku iskelelerindeki
cekirdeklerin goriintiilenmesi i¢in DAPI boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasi
orneklerin mikroskop goriintiileri incelendiginde, %0,5 (a/h) SDS grubunda islem
gormemis gruba kiyasla hiicre ¢ekirdeginin biiyiik oranda azaldigi, fakat yine de belli
miktarda hiicre ¢ekirdek ve kalintilarinin bulundugu goriilmiistiir. Sekil 4.3°C-E’de %1
(a/h) SDS ve dondurma ¢6zme sonrasi %0,5 (a/h) SDS gruplarinda hiicre ¢ekirdeklerinin
etkin bir sekilde uzaklagtirildign gozlemlenirken, %1 (a/h) SDS grubunda
deseliilerizasyon protokoliiniin ekstraseliller matriks yapisina zarar verdigine,
hematoksilen & eozin boyamasinin sonuglariyla da birlestirilerek ulasilmistir. Sekil 4.3
D’de %1 (h/h) Triton-X-100 grubunda ise hiicre ¢ekirdeklerin uzaklastirilma oraninin gok

diisiik seviyede kaldig1 goriilmiistiir.

DAPI boyamasi sonuglari, Hematoksilen & Eozin boyamasi ve Quant-iT™ PicoGreen
analizi sonuglartyla birlestirildiginde, hiicre ¢ekirdeklerinin uzaklastirilmast ve
ekstraseliiler matriksin korunmasi agisindan en ideal grubun 4. grup oldugunu
gostermektedir. Secilen Grup 4 ile kontrol grubunun histoloji ¢aligmalar1 Mason

Trichrome boyamast ile de daha ayrintili sekilde analiz edilmistir.
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Sekil 4.3. Islem gérmemis kontrol ve deseliilerizasyon gruplarmin DAPI boyamasi. A)
Kontrol grubu, B) %0,5 (a/h) SDS muamelesi, C) %1 (a/h) SDS muamelesi, D) %1 (h/h)
Triton-X-100 muamelesi, E) Fiziksel 6n islem ardindan %0,5 (a/h) SDS muamelesi (40X
bliyiitme)

4.1.2.3 Mason Trichrome Boyamasi

Islem gérmemis dogal perikard doku ve optimize edilmis deseliilerize perikard dokularin
hiicre dis1 matriksindeki kolajen yapinin incelenmesi ve deseliilerizasyon sonrasi kolajen

dokudaki degisimin anlasilabilmesi i¢in Mason Trichrome boyamasi yapilmistir. Bu
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calismada kas dokusu kirmizi boyanirken, kolajen doku mavi renge boyanmaktadir.

Boyanan dokularin mikroskop goriintiileri Sekil 4.4’te verilmistir.

Iki grup incelendiginde, kontrol grubunda boyanan kolajen fiberlerin deseliilerizasyon
grubuna gore daha az miktarda oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni, deseliilerizasyon
islemlerinin dokudaki kolajen fiberleri aciga ¢ikarmasi ve bu nedenle kolajen fiberlerin
daha kolay boyanmasi olarak aciklanabilir. Bu sonuglar, deseliilerizasyon igleminin
dokudaki kolajen fiberleri uzaklastirmadigi ve miktarinda 6énemli bir degisiklige yol

acmadigini gostermektedir.

Sekil 4.4 Islem gdrmemis kontrol ve deseliilerizasyon gruplarmin Masson Trichrome
kolajen boyamasi. A) Kontrol grubu, B) Seg¢ilen deseliilerizasyon grubu (Fiziksel 6n

islem ardindan %0,5 (a/h) SDS muamelesi) (40X biiyiitme)

4.1.3 Biyokimyasal Analizler

Uygulanan  deseliilerizasyon  protokollerinin ~ basarisin1  kantitatif ~ olarak
degerlendirebilmek i¢cin islem gérmemis ve deseliilerize edilmis perikard dokularda kalan
genomik DNA miktar1 Quant- iT PicoGreen kiti ile, siilfatli glikozaminoglikan (sGAG)
miktart DMMB kiti ile ve kolajen miktar1 hidroksipirolin analizi ile belirlenmistir. Ayrica

dokularin yas ve kuru agirliklar 6l¢iilmiistiir.
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4.1.3.1 Genomik DNA Miktar1 Tayini

Islem gérmemis dogal doku ile farkli deseliilerizasyon protokolleri uygulanmis dokularda
kalan DNA miktarinin kantitatif olarak analizi Quant- iT PicoGreen kiti ile yapilmistir.
Bu analiz deseliilerizasyon isleminin basarisinin degerlendirilmesi agisindan en énemli

karakterizasyon yontemlerinden biridir.

Islem gormemis dogal perikard ve deseliilerizasyon protokolleri uygulanmis perikard
dokulara ait genomik DNA miktar1 analizi grafigi Sekil 4.5’te verilmistir.
Deseliilerizasyon gruplarindaki arttk DNA miktarlari, ng DNA / mg kuru agirlik
cinsinden ifade edilmistir. Bu sonuglara gore, islem gormemis perikard grubunda 92,417
ng DNA/mg kuru agirlik bulunurken, en diisilk DNA miktart 24,773 ng DNA/mg kuru
agirlik ile %1 (a/h) SDS grubunda bulunmustur. 56,588 ng DNA/mg kuru agirlik olarak
bulunan %21 (h/h) Triton-X-100 grubu, deseliilerize dokularda bulunmasi gereken en
yiikksek DNA miktari olan 50 ng’nin tstiinde ¢ikarken, %0,5 (a/h) SDS grubunda 48,357
ng DNA/mg kuru agirlik ile smira yakin seviyededir. Iki farkli kimyasal ajanin DNA’y1
uzaklagtirma basarisi kiyaslandiginda SDS’in %0,5 konsantrasyonunun bile %1 Triton-
X-100’e gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle optimizasyon ¢alismalarinda
daha diisik konsantrasyonda Triton-X-100 kullanilmamigtir.  Bu analiz sonucunda,
24,773 ng DNA/mg kuru agirlik olarak bulunan %21 (a/h) SDS ve 33,148 ng DNA/mg
kuru agirlik olarak bulunan dondurup ¢dzme + %0,5 (a/h) SDS grubunda DNA’nin

uzaklastirilmasi isleminin basarili oldugu sonucuna ulasilmaktadir.

Final deseliilerizasyon protokoliine ise histoloji boyamalari ve diger biyokimyasal
analizler sonucu karar verilmistir. DNA standardina ait kalibrasyon grafigi EK 1’de

verilmistir.
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Sekil 4.5. Islem gérmemis ve farkli deseliilerizasyon protokolleri uygulanmis dokularda

kalan genomik DNA miktarini gosteren grafik (*p<0,05) (**p<0,01) (***p<0,001).

4.1.3.2 Silfath Glikozaminoglikan (sGAG) Miktar1 Tayini

Islem gérmemis dogal doku ve farkl1 deseliilerizasyon protokolleri uygulanan dokularda
hiicre dis1 matriksin 6nemli bilesenlerinden olan sGAG miktarinin kantitatif 6l¢iilmesi ve
bu sayede uygulanan yontemlerin matriks yapisina etkisinin incelenebilmesi adina
DMMB analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.6°da
gosterilmistir. Islem gérmemis doku grubunda sGAG miktar1 1,597 ug SGAG/mg kuru
agirlik olarak bulunurken, sSGAG miktarinin en ¢ok azaldigi grup 0,945 pg SGAG/mg
kuru agirlik ile %1 SDS grubu olarak belirlenmistir. Diger gruplardaki sGAG miktarlari
kontrol grubuna yakin seviyelerde bulunmustur. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, SDS
konsantrasyonunun arttirildig1 deseliilerizasyon protokoliiniin hiicre dis1 matriksin 6nemli
bir bileseni olan GAG’1 6nemli dl¢iide uzaklastirdigi ve dolayisiyla matriks yapisina zarar
verdigini gostermektedir. Diger gruplardaki sGAG azalma oranlarinin ihmal edilebilir
seviyelerde olup hiicre dis1 matriks yapisinda ciddi bir degisime yol agmadiklari

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.6. Islem gdérmemis ve farkli deseliilerizasyon protokolleri uygulanmis dokularda

kalan sGAG miktarin1 gosteren grafik (*p<0,05) (**p<0,01) (***p<0,001).

4.1.3.3 Kolajen Miktar1 Tayini

Kolajen ekstraseliiler matriksin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Deseliilerizasyon islemi
sonucunda hiicrelerin uzaklastirilmas: kadar ekstraseliiler matriks yapisinin ve
bilesenlerinin korunmasi da ¢ok dnemlidir. Deseliilerizasyon sonucu kolajen yapidaki
degisiklerin belirlenmesi i¢in, optimize edilen deseliilerizasyon grubu ve islem gérmemis
grupta bulunan kolajen miktarinin kantitatif tayini hidroksipirolin analizi ile yapilmistir.
Calisma sonucunda islem gérmemis grupta kolajen miktar1 103,4 + 4,098 pg kolajen/mg
kuru agirlik olarak bulunurken, deseliilerizasyon grubunda kolajen miktar1 110,4 +

0,0093 pg kolajen /mg kuru agirlik olarak bulunmustur.

Deseliilerizasyon grubundaki kolajen miktarmin islem gormemis gruptaki kolajen
miktarina gore az farkla da olsa yliksek ¢ikmis olmasi, deseliilerizasyon isleminin kolajen

dokuyu daha 1yi ortaya ¢ikarmasi ile agiklanabilir.

Bu veriler, histoloji ¢calismalarinda gerceklestirilen Masson Trichrome kolajen boyamasi

sonuclartyla uyumlu olup, deseliilerizasyon isleminin dokudaki kolajen fiberleri
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uzaklastirmadigin1 ve korumus oldugunu gostermektedir. Standarda ait kalibrasyon

grafigi Ek-1de verilmistir.
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Sekil 4.7. Islem gérmemis ve optimize edilmis deseliilerize perikard dokularda kalan

kolajen miktarin1 gosteren grafik.

4.1.3.4 Yas-Kuru Agirhik Degisimleri

Islem gérmemis ve farkli deseliilerizasyon protokolii uygulanmis perikard dokularin yas
ve kuru agirliklari 6l¢lilmiis ve kuru agirliklari tizerinden deseliilerizasyon sonrasi matriks
bilesenlerindeki agirlik kayiplar1 belirlenmistir. Bu agirlik degisimlerine ait grafikler Sekil
4.8’de verilmisgtir. En disik agirlik %1 (a/h) SDS deseliilerizasyon grubunda
gerceklesmistir. Bu veri, %1 (a/h) SDS protokoliiniin ekstraseliiler matriks bilesenlerini
yiiksek Ol¢tide uzaklastirdigr ve biitlinligiinii bozdugu bulgularini gosteren histolojik ve
biyokimyasal analiz sonuglari ile uyumludur. Bu sonuglar dondurup ¢ézme sonras1 %0,5
(a/h) SDS uygulanan deseliilerizasyon protokoliiniin ekstraseliiller matriks yapisina
etkisinin minimum diizeyde oldugunu ve herhangi bir matriks bileseni ya da su kaybina

yol agmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Islem gormemis ve deseliilerizasyon protokolii uygulanmis gruplarin yas ve

kuru agirlik grafikleri.
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4.2 Kompozit Doku Iskelelerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Islem gdrmemis, deseliilerize doku iskeleleri ve -COOH fonksiyonellestirilmis cok
duvarli karbon nanotiipler kullanilarak 90,01, %0,05, %0,1, %0,5, %1, %2, %3
konsantrasyonlarinda kompozit doku iskeleleri hazirlanmis ve FTIR analizi
gerceklestirilmistir. Karbon nanotiip ¢6zeltileri deiyonize su ile hazirlanmis ve bu
coOzeltilere 1-3 saat aras1 sonikasyon uygulanmistir. Sekil 4.9’da sonikasyon uygulanan
karbon nanotiip ¢ozeltisi 6rnegi verilmistir. n=2 sayida hazirlanan bu ¢ozeltilerden bir
grup direk olarak deseliilerize dokular ile inkiibe edilirken, diger gruba ise 10000 rpm’de
5 dk santrifiij islemi uygulanmis ve ardindan siipernatant (%80’lik kismi) alinarak
dokular ile etkilestirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlu (>%0,1) karbon nanotiip
soliisyonlarinda, karbon nanotiiplerin yeterli oranda dagilmadig1 ve ¢oktiigii gorsel olarak
gozlemlenirken, FTIR analizi sonuclarinda da karbon nanotiiplerin dokuya belli bir
baglanma oranlarinin oldugu ve yiiksek karbon nanotiip konsantrasyonlu (>%0,1)
gruplarda, daha diisiik konsantrasyonlu gruplara gore baglanma miktarinda bir artis
olmadigi bulunmustur. Bu sonuglar birlestirildiginde yiiksek karbon nanotiip
konsantrasyonlu (>%0,1) gruplar karbon nanotiip optimizasyon protokoliinden

¢ikarilmstir.

%0,01, %0,05, %0,1 karbon nanotiip konsantrasyonu ile santrifiij edilerek ve santrifiij
edilmeden hazirlanan doku iskelelerinin FTIR ve TGA karakterizasyon caligmalar1 analiz
edildiginde, %0,05 konsantrasyonda santrifiij edilmeden ve %0,1 konsantrasyonda
santrifiij edilerek hazirlanan doku iskeleleri gruplarinda karbon nanotiip baglanma
oraninin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle kompozit doku iskelesinde
kullanilacak karbon nanotiip oraninin optimizasyonu ve trombojenite analizleri i¢in
yapilacak ¢alismalar bu iki konsantrasyon grubu ile gergeklestirilmistir. Bu iki kompozit

doku iskelesine ait morfolojik goriintiiler Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Sonikasyon islemi sonrasi karbon nanotiip ¢ozeltisi
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Sekil 4.10. A) %0,05 KNT, B) %0,1 KNT kompozit doku iskelesi morfolojik goriintiileri

4.2.1 Kompozit Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

Elde edilen kompozit doku iskelelerinin morfolojik, termal ve mekanik karakterizasyon
calismalar1 FTIR, TGA, DSC, AFM, SEM, mekanik analiz ile gerceklestirilirken; kan
uyumlulugu ve trombojenite karakterizasyonlari i¢in platelet adezyon testi, Kinetik-kan
koagulasyon analizi, hemoliz analizi, Calcein-AM boyamasi1 ve sitotoksisite testi

yapilmistir.
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4.2.1.1 FTIR Analizi

Islem gormemis perikard doku, deseliilerize perikard doku ve %0,01, %0,05, %0,1, %0,5,
%1, %2 ve %3 -COOH ile fonksiyonellestirilmis karbon nanotiip konsantrasyonlarinda
hazirlanmis kompozit perikard doku iskelelerinin FTIR analizleri gergeklestirilmistir.
Yiiksek konsantrasyonlu (> %0,1) karbon nanotiip soliisyonlarinda, karbon nanotiiplerin
yeterli oranda dagilmadigi ve ¢oktiigli gorsel olarak gozlemlenirken, FTIR ve TGA
analizlerinde de bu gruplarin <%0,1 konsantrasyonlu gruplardan daha yiiksek karbon
nanotiip baglanma miktaria sahip olmadigr ve tutunmadigi bulunmustur. Bu nedenle
kompozit doku iskelelerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu ¢aligmalar1 daha diisiik
konsantrasyonlu (< %0,1) karbon nanotiip ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir.
%0,01, %0,05, %0,1, %0,5, %1, %2 ve %3 -COOH ile fonksiyonellestirilmis karbon
nanotiip doku iskelelerine ait FTIR analizleri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°deki FTIR grafiklerinde farkli konsantrasyonlarda -COOH ile
fonksiyonellestirilmis karbon nanotiip doku iskelelerine ait pikler analiz edildiginde;
3200-3400 cm! arasindaki pikler karbon nanotiiplerdeki karboksil gruplarmin hidroksil
gruplarina ait -OH baglarini, 2800-2900 cm™ arasindaki pikler ise karbonil grupta H-
C=0’daki C-H gruplarin1 temsil etmektedir. 1740 cm™ bandindaki pikler karbon
nanotiiplerin -COOH gruplarindaki C=0 gruplarim gostermektedir. 2360 cm™
bandindaki pikler ise gii¢lii hidrojen baghh -COOH gruplarindaki O-H gruplarina aittir
[64-66].
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Sekil 4.11. A) %0,01 konsantrasyonunda karbon nanotiip ile santrifiij edilerek, B) %0,01
konsantrasyonunda karbon nanotiip ile santrifiij edilmeden, C) %0,05 konsantrasyonunda
karbon nanotiip ile santrifiij edilmeden, D) %0,05 konsantrasyonunda karbon nanotiip ile
santrifiij edilerek, E) %0,1 konsantrasyonunda karbon nanotiip ile santrifiij edilmeden, F)
%0,1 konsantrasyonunda karbon nanotlip ile santrifiij edilerek hazirlanan doku

iskelelerinin FTIR analizi.
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Sekil 4.12. G) %0,5 konsantrasyonunda karbon nanotiip ile, H) %1 konsantrasyonunda
karbon nanotlip ile, I) %2 konsantrasyonunda karbon nanotiip ile, J) %3
konsantrasyonunda karbon nanotiip ile santrifiij edilmeden hazirlanan kompozit doku

iskelelerinin FTIR analizi.

Sekil 4.13’de islem gormemis perikard doku, deseliilerize perikard doku ve %0,05 ile
%0,1 konsantrasyonda karbon nanotiip konsantrasyonuna sahip kompozit doku
iskelelerine ait FTIR spektrumlar1 bir arada verilmistir. Islem gérmemis ve deseliilerize
edilmis doku iskelelerinde 1636 cm™ dalgaboyundaki pikler C-O gruplarindaki amid I’i,
1543 cm? dalgaboyundaki pikler ise amid II’yi temsil etmektedir. 2922 cm
dalgaboyundaki pik glikozaminoglikanlarda bulunan C-H gruplarini belirtirken, 3280 ve
3309 cm? arasindaki pikler amid A varligini gostermektedir. Kompozit doku
iskelelerinde karbon nanotiipten gelen -OH ve C-H gruplarimin eklenmesiyle 2800-3300
cm™ bandindaki yogunluk artis1 karbon nanotiip baglanma siirecinin gerceklestigini

gostermektedir [64-71].
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Sekil 4.13. A) Islem gérmemis kontrol dokusu, B) Deseliilerize doku, C) %0,05 santrifiij

edilmeden, D) %0,1 santrifiij edilerek hazirlanan kompozit dokularin FTIR analizi.

4.2.1.2 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Farkl1 konsantrasyonlarda karboksillestirilmis cok duvarli karbon nanotiip ile modifiye
edilen kompozit doku iskelelerindeki etkilesen karbon nanotiip miktarlarinin ve bunun
sonucunda optimal karbon nanotiip konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla
termogravimetrik analiz gerceklestirilmistir. Analiz edilen farkli konsantrasyonlardaki
kompozit doku iskelelerine ait termogravimetrik analiz grafigi Sekil 4.14’te verilirken,
bu analiz sonucu segilen iki farkli karbon nanotiip konsantrasyonunda kompozit doku
iskelesi, islem gormemis ve deseliilerize doku iskelelerine ait cakistirilmig

termogravimetrik analiz grafigi Sekil 4.15°te sunulmustur.

Sekil 4.15’te gosterilen kompozit doku iskelelerine ait ¢akistirilmis grafiginde ilk iki

aralikta malzemelerdeki agirlik degisiminin neredeyse ayni oldugu goriilmiistiir.
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Yaklagik 200°C’ye kadar meydana gelen agirlik degisimleri dokudaki adsorbe su ve nemi
isaret ederken, grafigin ikinci aralig1 ekstraseliiler matriks kaybin1 gostermektedir [66].
Grafikteki agirlik kayiplarina bakildiginda dokulardaki su miktarinin dokunun %10’u
civarlarinda oldugu anlasilmaktadir. Ekstraseliiler matriksin de 200-400°C araliginda
yanmig olup dokunun yaklagik %50’sini olusturdugu goriilmektedir. 500°C- 600°C
arasindaki 2.keskin agirlik kaybmnin oldugu bolge inorganik bilesenlerin dekompoze
oldugu bolgedir. Grafiklere bakildiginda, 400°C’den sonra karbon nanotiiplerin termal
stabilitelerinin azalmaya basladig1 sonucuna ulasilabilir. Karbon nanotiip bulunan gruplar
ve diger (islem gormemis, deseliilerize) gruplar kiyaslandigi zaman, islem gérmemis ve
deseliilerize gruplarda 600°C sonrasinda inorganik bilesen miktar1 ¢ok diisiik seviyede

iken, kompozit doku gruplarinda daha yiiksek seviyelerde inorganik bilesen bulunmustur.

Malzemelerin baslangi¢ bozunma sicakliklari, maksimum bozunma sicakliklari, %50
ayrisma sicakliklar1 ve kalan yiizde miktarlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Baslangig¢
bozunma sicaklig1t (Tonset), malzemenin bozunmaya ve ayrigmaya basladigi sicakligi
belirtirken, maksimum bozunma sicakligl (Tmax), maksimum bozunmanin gergeklestigi
sicaklik degerlerini ifade etmektedir. Kompozit malzemeler, organik ve inorganik olmak
tizere birden fazla bilesen igerdiginden dolay1 birden fazla maksimum bozunma sicaklig
degerine sahip olabilmektedirler. Bu degerler, kompozit malzemedeki farkli yapidaki
bilesenler arasindaki termal stabilite farkinin belirlenmesini ve igindeki malzeme
miktarlarmin 6grenilmesini saglamaktadir. Bu degerler termogravimetrik analiz sonucu
agirlik kaybi ve sicaklik degisimini gosteren grafigin derivatif egrisinin olusturulmasiyla
elde edilmektedir. Baslangi¢c bozunma sicakligi tiim malzemelerde yakin seviyededir ve
dokulardan uzaklagan su miktarinin da tim gruplarda ¢ok yakin oranlarda oldugu
gozlenmistir. 1.maksimum bozunma sicaklig1 degerleri kiyaslandiginda islem gérmemis
doku grubunda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu aralik su ve
ekstraseliiler matriks bilesenlerini isaret etmektedir ve tek deseliilerize ve deseliilerize
doku ile hazirlanmis kompozit malzemelerde islem goérmemis dokuya gore daha az
oranda ekstraseliiler matriks bileseni ve su bulundugu bilindigi i¢in bu sonug diger

karakterizasyon sonuglariyla ortligmektedir.

Ikinci maksimum bozunma sicakligi degeri, malzemelerin organik (ekstraseliiler matriks)
kisimlarinin tamamen ayrigsmis ve uzaklagsmis oldugu degerdir. Yine islem gérmemis
dogal doku iskelesi yapisindaki daha yiliksek orandaki ekstraseliiler matriks bileseni ile

en yliksek bozunma sicakligi degerine sahiptir. Kompozit malzemeler arasinda heniiz
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Oonemli bir fark ortaya ¢ikmamistir. Bu araliktan itibaren inorganik bilesenlerin
stabiliteleri azalmaya ve bozulmaya baslamustir. Islem gormemis ve deseliilerize
gruplardaki neredeyse tiim bilesenler uzaklastigindan ve inorganik madde miktar1 diisiik
oldugundan dolay1, 3.maksimum bozunma sicakliklar1 diger kompozit malzemelere gore
diisiik bulunmustur. Kompozit malzemelerin ise, igerigindeki farkli konsantrasyonlarda
bulunan karbon nanotiiplere bagl olarak daha yiliksek bozunma sicakliklarina ulagsmis
oldugu goriilmiistiir. Bu gruplar kendi aralarinda incelendiginde en yliksek bozunma
degeri 834,41 °C ile %0,05 KNT kompozit grubuna ait iken onu takip eden ikinci en
yiiksek bozunma degeri 829,32 °C ile %0,1 santrifiijlii KNT kompozit grubuna aittir.
1000 °C’de kalan malzeme miktarlarina bakildiginda en diisiik oran %3,22 ile %0,1 KNT
grubunda bulunurken, onu sirayla %4,14 ile %0,5 KNT grubu, %5,4 ile %0,1 santrifiijlii
KNT grubu ve %6,46 ile %0,01 KNT grubu takip etmektedir. En yiiksek kalan malzeme
miktar1 ise %9,74 oranla %0,05 KNT kompozit grubunda elde edilmistir. Islem gérmemis
doku iskelesinde bu oran %2,64 iken, deseliilerize doku iskelesinde %3,85dir [66, 72,
73].
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Sekil 4.14. %0,01, %0,05, %0,1 santriftijlii ve %0,5 karbon nanotiip ile hazirlanan

kompozit doku iskelelerine ait termogravimetrik analiz ¢akistirilmis grafigi.
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Sekil 4.15. %0,05, %0,1 (santrifiijlii) kompozit, islem gérmemis ve deseliilerize dokulara

ait termogravimetrik analiz ¢akistirilmis grafigi.

Cizelge 4.1 Islem gormemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerine ait TGA

degerleri
Ornek Baslangic Maksimum %50 Ayrisma Kalan Kiitle
Bozunma Bozunma Sicakhigr (°C) (%)
Sicakhigi (°C) Sicakhg (°C)
1.287,19
islem 25,54 2.628,94 355,97 2,64
gormemis 3.773,03
1.271,71
Deseliilerize 31,09 2.559,61 365,44 3,85
3.778,52

57




1.277,07
200,01 KNT 26,20 2.559,54 351,15 6,46
3. 828,55
1.272,73
20,05 KNT 26,16 2.561,31 377,98 9,74
3. 834,41
1.270,75
%0,1 27,68 2.572,23 357,72 54
santrifiijlii 3.829,32
KNT
1.279,42
%0,1 KNT 26,23 2.578,55 371,93 3,22
3.817,0
1. 270,29
%0,5 KNT 26,09 2.557,49 351,76 4,14
3. 828,87

4.2.1.3 Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Islem gormemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerinin termal stabiliteleri,
denaturasyon sicakliklarinin DSC analizi ile belirlenmesiyle karakterize edilmistir. Doku
iskelelerindeki kolajen molekiillerinin termal denatiirasyonu, hidrojen baglarmin
kopmasin1 ve dogal iiglii sarmal yapinin sarilmamig yapilara geri doniisii olmayan bir
sekilde dontistimidiir. Kolajen molekiillerinin denaturasyonu, hidrasyon seviyesi,
dokunun biizligmesi, mekanik Ozelliklerin  degismesi gibi  parametrelerden
etkilenmektedir.  Literatiirde su iceren sigir perikard dokudaki kolajen fiberlerin
denaturasyon sicaklig1 60°C-70°C arasinda iken, su miktarinin azaldig1 veya hava yoluyla
kurutulan kolajen fiberlerin denaturasyon sicakligi 110°C-130°C arasinda, dondurulup
kurutulan kolajen fiberlerin denaturasyon sicakligi 200°C-230°C olarak belirtilmektedir.
Dondurulup kurutulan kolajen fiberler sadece yapisal su tutan kollajen kristal

fraksiyonlaridir [74]. Dokulardaki su miktarinin termal denaturasyonu etkilemesinin
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sebebi olarak da ti¢lii sarmalin stabilitesinden sorumlu olan gii¢lii hidrojen bagli suyun
buharlagmasi, dondurup kurutulmus kolajen fiberlerin dehidrasyon sebebiyle birbirlerine
yaklasip bir araya gelmesi ve boylece kolajen-kolajen etkilesimlerinin artmasiyla

fibrillerin stabilitelerinin artmasi ile agiklanmaktadir [75].

Sekil 4.16.’dan goriildiigii lizere, islem gormemis dogal dokudaki kolajenin ilk
denaturasyon sicakligi 121,80°C, deseliilerize doku 116,2°C, %0,05 KNT kompozit doku
113,6°C ve %0,1 KNT kompozit doku iskelesi 125,6°C’dir. Yukarida da belirtildigi gibi
bu denaturasyon degerleri dokuda kalan diisiik miktarda su iceren kisimlar1 isaret
etmektedir. Kristalin hale gegcen kolajenin termal denaturasyon sicakliklart
kiyaslandiginda, islem gérmemis doku 215,7°C, deseliilerize doku 173,6°C, %0,05 KNT
165,8°C ve %0,1 KNT 217,5°C olarak bulunmustur. Bu sonuglar, perikard dokunun
aseliiler hale gelmesi ve ekstraseliiler matrikste degisimler meydana gelmesi ile termal
stabilitesinde azalma oldugunu gostermektedir. %0,05 KNT kompozit grubun termal
stabilite olarak deseliilerize grup ile benzer seviyede oldugu bulunurken, %0,1 KNT
kompozit grupta deseliilerize dokuya gore termal kararliliginda artis oldugu ve islem

gérmemis dokuya kiyasla bile stabiliteye katki sagladigini gostermistir.

14

12

—— I5lem ghrmemis

Is1 Akigi

— Deselilerize
0.6 %0.05 KNT
e S50 1 KNT

=

&0 110 160 210 260 310
Sicakhik

Sekil 4.16. Islem gdrmemis, deseliilerize ve kompozit doku iskeleleri DSC grafigi.
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4.2.1.4 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Perikard dokular ile karbon nanotiiplerin etkilesme diizeyinin ve yiizeydeki dagilimin
nano seviyede incelenmesi amaciyla islem gérmemis, deseliilerize ve iki farkli karbon
nanotilip konsantrasyonunda hazirlanmis kompozit doku iskeleleri AFM ile karakterize
edilmistir. Doku iskelelerinin yiizeyleri 20 x 20 pm? alanda taranmustir. Yiizey topografya

goriintiileri iki boyutlu ve ii¢ boyutlu olarak Sekil 4.17°de verilmistir.

Sekil 4.17 A’daislem gérmemis dogal doku yiizeyinde yag ve cesitli ylizey piiriizliiliikleri
goriiliirken, deseliilerize doku iskelesinde piiriizliiliiklerin azaldig1 ve daha diiz bir ylizey
meydana geldigi gorilmiistiir. Grafikler arasindaki yiikselti farklar1 da bu sonucu
desteklemektedir. Ayrica kolajen fiberlerin ¢ogunlukla birbirine paralel uzandigi ya da
belli bir bosluk ve drtiisme fazinda hizalandiklar1 goriilmiistiir. Bu sonuglar literatiirdeki
AFM analizleri ile uyumludur [76, 77]. Karbon nanotiip ile modifiye edilen kompozit
doku iskelelerinde hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu AFM goriintiilerinde yiizey ile
etkilesen karbon nanotiipler gézlenirken, grafiklerdeki piirtizliiliik oranindaki ytiksek artig

da bu bulguyu gostermektedir.
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Sekil 4.17. A) Islem gérmemis, B) Deseliilerize, C) %0,05 KNT, D) %0,1 KNT kompozit
doku iskelelerine ait iki ve ti¢ boyutlu AFM topografi goriintiileri ve ylikseklik grafikleri

4.2.1.5 Mekanik Analiz

Karbon nanotiip ile perikard doku yiizeyi modifikasyonu isleminin ve karbon nanotiip
konsantrasyonunun malzemelerin mekanik dayanimlarina etkisinin incelenmesi igin
islem gormemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerinin CellScale Univert
Biomaterial Tester cihazi ile mekanik analizleri gergeklestirilmistir. Cizelge 4.2°de
verilen ¢cekme dayanimi degerleri kiyaslandiginda deseliilerizasyon islemi sonrasi ¢gekme
dayaniminda islem gérmemis dokuya gore az da olsa azalma oldugu gézlenmistir. %0,05
KNT ile yiizey modifikasyonunun deseliilerize dokunun c¢ekme dayanimina katki
saglamadig1 goriiliirken, %0,1 KNT grubunda deseliilerize ve islem gormemis gruba
kiyasla cekme dayaniminda artis oldugu tespit edilmistir. Bu veriler artan karbon nanotiip
konsantrasyonu ile mekanik dayanimin arttirildigini, bu sayede deseliilerizasyon islemi
ile yapisal biitiinligii dolayistyla mekanik dayanimi azalan deseliilerize dokularin

dezavantajinin ortadan kaldirilabildigini géstermektedir.

Sekil 4.18”deki gerilme — gerinim grafiginde %10- %40 deformasyon alani {izerinden
egim alinarak hesaplanan elastisite modiilleri incelendiginde en yiiksek egim degerine

sahip grubun 54,13 + 0,42 MPa ile islem gérmemis grup oldugu bulunmustur.
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Deseliilerizasyon iglemi sonrasi elastisite modiiliinde diisiis goriiliirken (34,82 + 3,53
MPa), karbon nanotlip ile yiizey modifikasyonu isleminin deseliilerize grup lizerinde fark
yaratmadig1 anlagilmistir. Elastik moduliis degerinin azalmas1 malzemenin esnekliginin,
yani kalici sekil degisimine ugramadan dayanabilecegi kuvvetin arttigini gostermektedir.
Buradan yola c¢ikarak, dogal perikard dokunun deseliilerizasyon islemi sonrasi
esnekliginin artt1g1, karbon nanotiip ile yiizey modifikasyonunun da deseliilerize dokunun
elastikiyetini ciddi bir sekilde etkilemedigi sonucuna ulasilmaktadir. Bu sonug,
deseliilerizasyon islemi sonras1 dokularin morfolojik olarak elastikiyetlerinin

incelemelerinde tespit edilen bulgulart da kanitlar niteliktedir [78, 79].

Cizelge 4.2. Islem gdrmemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerine ait ¢ekme

dayanimi ve elastisite modiilii degerleri.

Cekme Dayanimi (MPa) | Elastisite Modiilii (MPa)
Islem gormemis 14,37 + 1,38 54,13 +£0,42
Deseliilerize 11,94 + 0,44 34,82 + 3,53
900,05 KNT Kompozit 12,88 + 1,96 31,57 + 10,98
%00,1 KNT Kompozit 18,98 + 2,10 35,84 +1,69
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Sekil 4.18 Islem gormemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerine ait gerilim-

gerinim grafigi.

4.2.1.6 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Islem gdrmemis, deselillerize ve iki farkli karbon nanotiip konsantrasyonunda
hazirlanmis kompozit doku iskelelerinin morfolojik yapilart SEM ile incelenmistir. Bu
doku iskelelerine ait farkli bityiitmelerdeki SEM goriintiileri Sekil 4.19°da verilmektedir.
Bu goériintiiler incelendiginde islem gérmemis perikard dokuda (A,B) yiiksek miktarda
hiicre gortliirken, deseliilerize perikard doku goriintiilerinde (C,D) ihmal edilecek

seviyede az hiicreye rastlanmistir.

Islem gérmemis doku daha kompakt ve heterojen bir morfolojiye sahipken, deseliilerize
dokularda bu yapinin daha diiz ve piiriizsiiz bir hale geldigi gézlemlenmistir. Hiicrelerin
basarili bir sekilde uzaklastirilmasi ve hiicre dis1 matrikste olusan degisikliklerin diistik

seviyede olmasi, deseliilerizasyon isleminin basarili oldugunun kanitidir.

Kompozit doku iskeleleri goriintiilerinde (E,F) her iki grupta da karbon nanotiip-doku
etkilesiminin basarili bir sekilde gerceklestigi goriilmiistiir. Yiizeyi etkilestirilen
dokularin her tarafi incelendiginde, karbon nanotiip dagilimmin homojen olarak
gergeklestigi ve doku yiizeyinin ¢ok yiiksek olgiide karbon nanotiip ile kaplandigi tespit
edilmistir. Doku ile etkilesen karbon nanotiip miktar1 kiyaslamasinda, iki kompozit doku

iskelesi grubu arasinda 6nemli bir farklilik gozlenmemistir.
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Sekil 4.19. A,B) Islem gérmemis dogal perikard doku; C,D) Deseliilerize perikard doku;
E) %0,05 karbon nanotiip (santrifiijsiiz) konsantrasyonunda hazirlanmig kompozit
perikard doku; F) %0,1 karbon nanotiip (santrifiijlii) konsantrasyonunda hazirlanmig

kompozit perikard doku iskeleleri taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri
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4.2.1.7 Platelet Adezyon Testi

Islem gérmemis, deseliilerize ve iki farkli karbon nanotiip konsantrasyonu ile hazirlanmus
kompozit doku iskelelerinin kan uyumlulugu ve trombojenite Ozelliklerinin
degerlendirilmesinde en Onemli karakterizasyon yontemlerinden biri olan platelet

adezyon testi, ISO 10993-4 standardina gore gergeklestirilmistir.

Platelet hiicreleri ile etkilesen yiizeylerin SEM gériintiileri Sekil 4.20°de verilmistir. Islem
gormemis doku ve deseliilerize dokularda oldukga yiiksek miktarda platelet adezyonu
gergeklestigi gorilmiistiir. 500 ve 100 pm biiylitme goriintiilerinde hiicrelerin ylizeyin
neredeyse tamamini kapladigi, ayrica yiizeylerin biiyilkk bir boliimiinde platelet
agregasyonu meydana geldigi ve tek bulunan hiicre sayisinin ¢ok az oldugu gézlenmistir.
Elde edilen trombositge zengin plazmada trombosit hiicreleriyle beraber az sayida
bulunan kirmizi ve beyaz kan hiicrelerinin de yiizeylere tutundugu belirlenmistir. 10 pum
biiylitme goriintiilerinde hiicre agregalarinin diger agrega hiicre topluluklariyla aralarinda
baglant1 olustugu, dolayistyla hiicre tutunmasindan sonra trombojenitenin ikinci adimi
olan fibrin doku olusumunun basladig1 goriilmiistiir. Bu da platelet hiicrelerinin sadece

tutunmadigi, ayn1 zamanda aktivasyonunun da gerceklestigini géstermistir.

Kompozit doku iskelelerinin SEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.20 C, D) iki grupta
da platelet tutunmasinda %100’e yakin basar1 elde edildigi anlagilmigtir. 500 ve 100 pm
goriintillerde tek veya agrega halde hiicre topluluklarina rastlanmazken, 10 pm
biiyiitmede birka¢ adet tek platelet hiicresi gozlemlenmistir. Bu hiicrelerin yuvarlak
morfolojide olmasi pasif durumda olduklarim1 gostermektedir. Platelet aktivitesi
olmadigindan dolayi, fibrin doku olusumu ve sonraki trombojenez asamalarinin
gerceklesme riski minimuma indirilmistir. Karakterizasyon ¢aligmasinin dogru sekilde
analiz edilmesi ve yorumlanmasi i¢in her biiyiitmede dokularin farkli yerlerinden (n=3)

goriintli elde edilmis ve degerlendirirken bu goriintiilerin ortalamasi dikkate alinmistir
[80].
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Sekil 4.20. Trombositge zengin plazma ile etkilestirilen A) Islem gérmemis, B)
Deseliilerize, C) %0,05 KNT, D) %0,1 KNT kompozit doku iskelelerinin SEM

goriintiileri
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4.2.1.8 Calcein-AM Boyamasi

Islem gérmemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerinin yiizeyleriyle etkilesen hiicre
miktariin ve canliliginin SEM ile birlikte daha iyi karakterize edilebilmesi i¢in Calcein-
AM boyamasi da gerceklestirilmistir. Boyama sonucu yesil filtre ile florasan mikroskopta
incelenen malzemelerin goriintiileri 10X ve 20X biiylitmede Sekil 4.21°de verilmistir.
Islem gérmemis dogal ve deseliilerize perikard doku gériintiilerinde yiiksek miktarda
canli hiicre bulundugu gézlenirken, kompozit doku iskeleleri mikroskop goriintiilerinde
ylizeye tutunan canli hiicre miktarinin ¢ok diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Ancak
iki kompozit doku iskelesi grubu arasinda belirgin bir fark gézlenmemis olup, ylizeydeki

canlt hiicre sayisit hemen hemen ayni bulunmustur.

Bu sonuglar SEM analizi sonuglariyla ortiismekte olup, dogal ve deseliilerize dokulardaki
kolajen yapilarin hiicre tutunmasini tesvik ettigi ve arttirdigi, karbon nanotiip ile
modifikasyonun ise platelet tutunmasimni minimum seviyeye indirmede etkili oldugunu

kanitlamistir.
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Sekil 4.21. Islem gdérmemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerine ait Calcein-AM

boyamasi goriintiileri. A, B) Islem goérmemis, C, D) Deseliilerize, E, F) %0,05 KNT, G,
H) %0,1 KNT doku iskelesi 10X ve 20X biiylitme goriintiileri.
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4.2.1.9 Hemoliz Analizi

Hemoliz, kirmizi kan hiicrelerinin membran biitiinliiklerini kaybetmesi ve bunun
sonucunda hemoglobinlerin plazmaya salinmasi durumudur. Bu analiz ile ylizeydeki

yapilarin kirmizi kan hiicreleriyle etkilesimleri degerlendirilebilir.

Yapilan calismada islem gormemis dogal perikard dokusu ve deseliilerize perikard
dokusu yiizeyindeki kolajen ve diger hiicre dist matriks bilesenlerinin kirmizi kan
hiicreleriyle olan etkilesimi ve kompozit doku yiizeyindeki karbon nanotiiplerin kirmizi
kan hiicreleri ile etkilesimi ve hiicrelerin membran biitiinliigiine olan etkileri incelenmis
ve hemolitik oran hesaplanarak kiyaslanmistir. Su, pozitif kontrol olarak alinirken, PBS
negatif kontrol olarak alinmistir. Her grup i¢in n=3 doku iskelesi kullanilmis olup her biri
icin licer absorbans okumas1 gergeklestirilmistir. Literatiirde biyomalzemeler icin izin
verilen hemoliz oran1 %5 olarak belirtilmektedir [41, 81]. Gruplara ait 540 nm’deki optik
yogunluk ve hemoliz oranlar1 Cizelge 4.3°te verilmistir. Grafikten gorildiigii tizere tiim
gruplarda hemoliz oran1 %35’in altinda bulunmustur. Iki kompozit doku iskelesi grubu
kiyaslandiginda, elde edilen degerler islem gérmemis ve deseliilerize doku iskelelerinin
hemoliz oranlariyla yakin seviyededir. %0,05 karbon nanotiip konsantrasyonunda
hazirlanan 6rnekte hemoliz oran1 %1,07 iken, %0, 1 santrifiij edilerek hazirlanan drnekte
hemoliz orani %3,38 olarak bulunmustur. Bu verilerden yola ¢ikarak artan karbon
nanotiip miktarinin kirmizi kan hiicrelerinin membran biitlinliiglinii etkiledigi ve hemoliz
oranini arttirdigl yorumu yapilabilir. Fakat yiiksek karbon nanotiip konsantrasyonunda
bile hemoliz oraninin izin verilen sinir %5’in altinda olmasi, karbon nanotiiplerin kan
uyumlulugu icin kullanilabilecek 6zellikte bir malzeme oldugunu ispatlamistir. Ayrica
%0,1 KNT grubunun hemoliz orani ile deseliilerize grubun hemoliz oraninin neredeyse
ayni olmasi, kompozit malzemelerin de gilinlimiizde klinikte kullanilan deseliilerize

perikard malzemeler yerine kullanilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.22. Seyreltilmis kan ile inkiibe edilmis doku iskeleleri goriintiileri. A) Islem
goérmemis, B) Deseliilerize, C) %0,05 KNT kompozit, D) %0,1 KNT kompozit doku

iskeleleri

Cizelge 4.3 Pozitif kontrol, negatif kontrol, islem gérmemis, deseliilerize, %0,05 KNT ve
%0,1 KNT doku iskelelerine ait optik yogunluk ve hemoliz tablosu

Ornek 540 nm’de olciilen optik Hemoliz (%)
yogunluk (Ortalama)
Su (Pozitif kontrol) 0,24 -
PBS (Negatif kontrol) 0,04 -
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islem gérmemis perikard 0,047 1,42

doku iskelesi
Deseliilerize perikard doku 0,050 3,14 + 0,006
iskelesi
%0,05 KNT Kompozit 0,046 1,07 £ 0,001

perikard doku iskelesi

%0,1 KNT Kompozit 0,050 3,38+ 0,004
perikard doku iskelesi

4.2.1.10 Kinetik Kan Pihtilasma Analizi

Biyomalzemelerin kan uyumlulugu ve trombojenite degerlendirmelerinde diger 6nemli
yontemlerden biri olan pihtilasma (koagulasyon) analizi, kan malzeme yiizeyiyle
etkilestikten sonra pihtilasmamis kandan salinan hemoglobin  seviyesinin
spektrofotometre yardimiyla absorbans degerlerinin dlgiilmesi ile gergeklesmektedir.
Dolayis1 ile daha yiiksek absorbans degeri daha yiiksek hemoglobin salinma seviyesini

temsil ettiginden, pihtilasma derecesinin daha diisiik oldugunu gostermektedir [82-84].

Yapilan ¢alismada islem gérmemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelesi gruplarinin
kan ile 5, 15 ve 35. Dakikalardaki etkilesimlerindeki pihtilasma seviyeleri 540 nm’de
spektrofotometre ile 6l¢lilmiistiir. Her gruptan n=3 sayida absorbans okumas1 yapilmistir.
Kinetik kan-pihtilasma grafigi Sekil 4.23’te verilmistir. 5, 15 ve 35 dakika boyunca kan
ile etkilesen malzemelerin yilizeylerinde olusan piht1 goriintiileri ise Sekil 4.24°te

verilmistir.

Sonuglara gore ilk 5 dakikada deseliilerize ve %0,05 KNT doku iskelelerinin absorbans
degerlerinin ¢ok yakin oldugu, yani yiizeyle etkilesen kandan salinan hemoglobin
miktarinin benzer oldugu goriilmistiir. Fakat 15.dk’da yapilan oOl¢limlere gore
deseliilerize doku iskelesinde hizli bir pihtilagma siireci gergeklestigi ve salinan
hemoglobin seviyesinin hizla diistiigli bulunmustur. %0,05 KNT doku iskelesi grubunda
ise salinan hemoglobin seviyesi deseliilerize gruba gore daha yliksek seviyededir.
35.dakikaya gelindiginde ise deseliilerize doku iskelesi ile etkilesen kanin neredeyse
tamami pihtilasmus sekildedir. Islem gérmemis doku iskelesi ile etkilesen kandan salinan

hemoglobin miktari, daha 5.dakikada bile kompozit dokulardan 35.dakikada salinan
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hemoglobin miktarindan diisiik seviyededir. 15. Dakikadan sonra deseliilerize doku
grubuyla ayni pihtilasma kinetigini izlemis ve 35.dakika Olglimlerinde deseliilerize
dokunun pihtilagsma kinetigi ile yakin bir seviyede oldugu goriilmiistiir. Bu da islem
gormemis dokuda pihtilasma kinetiginin ¢ok hizli gerceklestigini gdstermektedir. iki
kompozit grubun absorbans dlglimleri kendi aralarinda kiyaslandiginda 5. ve 15.dakika
araliklarinda yakin seviyede olup, 15.dakikadan sonra daha da yakin bir pihtilasma
kinetigi izlemistir. 35.dakikaya dogru iki grubun Olglilen hemoglobin miktar1 ayni
seviyededir. Bu veriler 1s1g81nda iki kompozit grubun da pihtilasma kinetiginin ¢ok benzer
oldugu ve islem gérmemis ve deseliilerize doku iskelelerine gore pihtilasmay1 6nlemede

daha etkili oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

-®- islem gdormemis

4.0
-l Deselillerize
3.5 -k %0.05 KNT
30 Y * %01 KNT
] \@_\ 13- Kontrol
@ 2.51 RN
_g -\1‘,"\_“
s 2.0 . v \I‘-u--___
w ‘-‘ AT et T
s hh‘. S EE L T
< 1.5- R
1.0 ; e
0.5-
O.U T T T ﬁ 1
0 10 20 30 40

Sekil 4.23 Islem gormemis, deseliilerize ve kompozit doku iskelelerine ait 5, 15 ve

35.dakika kan-pihtilagma kinetigi grafigi
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5. Dakika

15. Dakika

35. Dakika

Sekil 4.24 Sirasiyla, islem gormemis, deseliilerize, %0,05 KNT ve %0,1 KNT kompozit
doku iskelelerine ait 5, 15 ve 35 dakika kan ile etkilesme sonucu yilizeylerde olusan pihti

goriintiileri.

4.2.1.11 Sitotoksisite Analizi

Karbon nanotiiplerin hiicre canliligina etkilerinin dolayisiyla biyouyumluluklarinin
belirlenmesi i¢in %0,05 ve %0,1 KNT kompozit doku iskeleleri kullanilarak sitotoksisite
analizi gerceklestirilmistir. Yapilan MTT analizi sonucu elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.25’te verilmistir (n=3). Bu degerler ile hiicre canlilig: yiizdeleri hesaplandiginda,
%0,05 KNT kompozit grubunda hiicre canliliginin %86,21 + 7,51, %0,1 KNT kompozit
grubunun hiicre canliliginin da %83,76 + 9.78 oldugu bulunmustur. Pozitif kontrol %100
olarak kabul edilmistir. Bu sonuglar, artan karbon nanotiip konsantrasyonu ile hiicre
canliliginda hafif bir diisiis olsa da iki kompozit doku iskelesi grubu arasinda ciddi bir
fark olmadigini ve iki grubun da sitotoksik etkisi bulunmadigini gostermistir. Literatiirde
yapilan c¢alismalardan karbon nanotiiplerin artan konsantrasyonlarda toksik etki
gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle karbon nanotiiplerin kullanilmas1 gereken
konsantrasyon miktarina gerekli toksisite ¢alismalari yapildiktan sonra karar verilmelidir.
Bu c¢alismada elde edilen veriler istatiksel sapma ile beraber degerlendirildiginde,
sonuglarin literatiir ile uyumlu olup, artan karbon nanotlip konsantrasyonunda bile

literatiirde kabul edilen minimum hiicre canlilig1 oraninin (%70) {izerinde hiicre canlilik
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oranina sahip oldugunu gostermis ve iki kompozit grubunun da in vitro ve in vivo

calismalarda kullanilabilecegini ispatlamistir [85-88].

3

2

Hiicre Canliligi (%)
S

Pozitif Kontrol  %0,05 KNT %0,1 KNT

Sekil 4.25 Kompozit doku iskelelerine ait hiicre canliligi grafigi (*p<0,05) (**p<0,01).
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5. YORUM

Kimyasal ve fiziksel deseliilerizasyon yoOntemlerinin tek basina ya da
kombinasyonlariyla hazirlanan deseliilerizasyon protokollerinde, kimyasal ajan
olarak SDS ve Triton-X-100 deterjanlarinin farkli konsantrasyonlari, fiziksel

yontem olarak da dondurup ¢6zme metodu uygulanmastir.

Deseliilerizasyon protokolii uygulanan dokular histolojik ve biyokimyasal olarak
analiz edilmistir. Hematoksilen & Eozin, DAPI boyamalar1 ve Quant- IT
PicoGreen kantitatif DNA analizinin sonuglar1 en yiiksek hiicre uzaklastirma
oraninin %1 SDS grubuna ait oldugunu, fakat bu yontemin ekstraseliiler matrikse
zarar verdigini ve yapisini1 bozdugunu gostermistir. Ote yandan dondurup ¢ézme
o6n muamelesi sonrasi %0,5 SDS yonteminin hem hiicre uzaklastirma hem de
ekstraseliiler matriksin korunmasi agisindan ideal bir grup oldugu goriilmiistiir.
Buradan yola ¢ikarak SDS konsantrasyonunun artmasi hiicresizlestirme i¢in daha
iyi olsa da matriks biitiinliigiiniin korunmas: i¢in daha diisiik SDS konsantrasyonu
kullanilarak bagka yontemler ile kombine edilmesi gerektigi sonucuna

ulasilmustir.

Bagka bir kimyasal deterjan olan Triton-X-100’{in kullanildig1 deseliilerizasyon
grubu ile SDS grubu kiyaslandiginda, %1 Triton-X-100 grubunun %0,5 SDS
grubundan bile daha az hiicre uzaklastirdigi bulunmustur. %1 Triton-X-100
grubu, deseliilerize oldugu kabul edilen 50 ng sinirinin {istiinde kalarak basarisiz
kabul edilmistir. Bu nedenle kimyasal deseliilerizasyon calismalarina SDS ile

devam edilmesi gerektigine karar verilmistir.

Hiicresizlestirme karakterizasyonlarinin ardindan dokulardaki kolajen, elastin
gibi ekstraseliiler matriks bilesenlerinin ne oranda korundugunun ve matriks
yapisinin deseliilerizasyondan ne kadar etkilendiginin incelenmesi icin Masson’s
Trichrome boyamasi ile DMMB ve hidroksipirolin analizi yapilmistir. Islem
gormemis dokuya en yakin GAG miktart bulunan gruplarin tek basina ve
dondurup ¢6zme 6n muamelesi ile uygulanan %0,5 SDS gruplart oldugu

gorilmistiir. Hiicresizlestirme sonuglari ile de beraber optimize grubun dondurup
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¢ozme On muamelesi sonrast %0,5 SDS olmasi gerektigine karar verilmistir.
Deseliilerizasyondan sonra dokudaki kolajen miktari da etkilenmemis ve optimize

deseliilerizasyon grubu ile ayn1 miktarda bulunmustur.

Tezin ikinci asamasinda optimize deseliilerizasyon yontemi ile deseliilerize edilen
perikard dokular farkli konsantrasyonlarda karboksillenmis ¢ok duvarli karbon
nanotiipler ile modifiye edilmistir. Perikard — karbon nanotiip etkilesiminin ne
oranda basarili oldugunun incelenmesi i¢in ilk asamada FTIR ve TGA analizleri
yapilmistir. Bunlarin sonucunda >%0,1 karbon nanotiip konsantrasyonlarinda
nanotiiplerin soliisyonda dagilmadigi ve homojen bir ¢dzelti olusturamadigi,
ayrica analizlerde de daha diisiik konsantrasyonlu kompozit dokulara kiyasla
karbon nanotiip miktarinda herhangi bir artis olmadig1 gézlenmistir. Bu nedenle
sonraki karakterizasyon ¢alismalari i¢cin >%0,1 karbon nanotiip konsantrasyonlari
kullanilmamus, ayrica <%0,1 gruplarda da baglanma miktar1 en yiiksek iki grup
olan %0,05 ve %0,1 (santrifiijlii) karbon nanotiip kompozit doku gruplari

secilerck devam edilmistir.

Iki kompozit doku iskelesinin segilmesi ardindan islem gérmemis ve deseliilerize
doku iskeleleri ile beraber morfolojik, termal, mekanik ve trombojenite analizleri
gerceklestirilmistir. SEM ve AFM analizleri ile doku iskelelerinin morfolojik
yapilar1 iki ve Ui¢ boyutlu olarak incelenmis, karbon nanotiiplerin doku ile
etkilesimi gorsel olarak da ispatlanmistir. DSC analizi ile doku iskelelerinin
termal stabiliteleri kiyaslandiginda, %0,1 KNT kompozit grubunun deseliilerize
gruba gore termal stabiliteyi arttirdig1 anlagilmistir. Ayni sekilde yapilan mekanik
analiz de %0,1 KNT kompozit grubunun diger gruplara gore ¢ekme dayanimini

arttirdig1 ve daha mekanik dayanimi yiiksek bir malzeme sundugu goriilmiistiir.

Karbon nanotiiplerin kan uyumlulugu ve trombojeniteye olan etkilerinin
aragtirtlmasi igin platelet adezyon testi, Calcein-AM boyamasi, kinetik-kan
pihtilagsma analizi ve hemoliz analizi ¢alismalar gerceklestirilmistir. Trombositce
zengin plazma ile etkilestirilen doku iskeleleri SEM ile incelendiginde iki
kompozit grubun da trombosit adezyonu ve aktivasyonunu engellemede basarili
oldugu anlasilmistir. %0,05 KNT kompozit grubunda yiizeylerde sadece birkag

tane pasif trombosit varligina rastlanirken, %0,1 KNT kompozit grubunda
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trombosit varligina rastlanmamistir. Kompozit iskelelerde tutunan ¢ok az sayidaki
trombosit hiicresinin de morfolojilerinden pasif halde olduklari, malzeme
ylizeyine tutunduktan sonra aktiflesmedikleri gorilmiistiir. Hiicrelerin
tutunmasinin énlenmesinin yanisira, tutunduklarinda aktive hale gegmelerinin de

Onlenmesi trombojenite degerlendirmelerinde en 6nemli iki parametredir.

Trombositlerin doku iskeleleri ile etkilesimleri gorsel olarak Calcein-AM
boyamasi1 ile de incelenerek SEM goriintiileri desteklenmistir. Boyama
goriintlileri incelendiginde islem gérmemis ve deseliilerize doku iskelelerine
kiyasla kompozit doku iskelelerinde trombosit tutunmasinin ve aktivasyonun
benzer ve c¢ok diisiikk seviyede oldugu gozlenmistir. Ayrica tromboz olusumu
hiicrelerden salinan sinyal molekiilleri ile hiicrelerin agrega olmasi ile baslatildig
icin, bu ¢aligmadaki sonuglarda trombositlerin agrega halde degil de tek hiicreler
olarak farkli yerlerde bulunmalari trombojenite degerlendirmesinde 6nemli bir

noktadir.

Trombojenitenin dnemli belirteglerinden biri olan kan uyumlulugu, kinetik-kan
pihtilagma analizi ile degerlendirildiginde, islem goérmemis ve deseliilerize doku
iskelelerinin ¢ok hizli bir pihtilagma kinetigi gosterdigi, kompozit doku
iskelelerinin pihtilagma hizi ve oranimin ise diisiik oldugu ve birbirleriyle benzer
bir kinetik gosterdikleri goriilmiistiir. Buradan karbon nanotiiplerin pihtilasmay1
onlemede, dolayisi ile yiiksek kan uyumlulugu performansi géstermede etkili bir

biyomalzeme olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Kan uyumlulugunu gosteren baska bir analiz olan hemoliz analizi ile kompozit
malzemelerin kan hiicreleri tlizerindeki etkileri arastirilmistir. Hemoliz oranlari
hesaplandiginda karbon nanotiip konsantrasyonunun artmasiyla hemoliz oraninin
da artt1g1, yani daha fazla kirmizi kan hiicresinin hemoliz oldugu goriilmiistiir.
Fakat yliksek KNT konsantrasyonunda bile hemoliz oranmi literatiirdeki %5
hemoliz smirinin altinda bulunmustur. Bu da iki kompozit grubun da kan
uyumlulugu o6zelliklerinin iy1 oldugunu ve bu ¢alismalarda kullanilabilecek

malzemeler oldugunu gostermistir.
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Perikard dokularin karbon nanotiip ile modifikasyonunun sitotoksisiteye olan
etkilerinin incelenmesi i¢in MTT analizi ger¢eklestirilmistir. Hiicre canliligt
oranlar1 hesaplandiginda iki kompozit grubun da literatiirde belirlenen miktar olan
%70 canlilik smirinin {stiinde canlilik yiizdesine sahip oldugu ve sitotoksik
ozellik gostermedikleri bulunmustur. %86,21 + 7,51 canlilik yiizdesi ile %0.05
KNT kompozit grubu, %83,76 + 9.78 hiicre canliligina sahip %0,1 KNT kompozit
gruba gore az farkla da olsa daha yiiksek hiicre canliligi gostermistir. Bu sonug,
artan karbon nanotiip konsantrasyonunun sitotoksisite ile dogru orantili oldugunu,
hiicre ile etkilesen karbon nanotlip miktariin artmasinin hiicre iizerinde toksik
etkilere neden oldugunu kanitlamaktadir. Ancak bu tez ¢alismasinda kullanilan
iki kompozit malzeme de in vitro-in vivo ¢alismalarda ve klinik 6n ¢alismalarda

kullanilabilecek diisiik sitotoksik 6zellige sahiptir.

%0,05 ve %0,1 KNT konsantrasyonuna sahip kompozit malzemeler kan
uyumlulugu ve trombojenite analizlerinde dnemli bir fark ortaya koymamis ve
benzer hemodinamik 06zellikler gostermistir. Mekanik ve termal stabilite
analizlerinde ise %0,1 KNT kompozit %0,05 KNT kompozit grubuna gore avantaj
saglamis ve deseliilerizasyon isleminden sonra meydana gelen diisiik doku
stabilitesini arttirarak islem gérmemis perikard doku ile tekrar ayni seviyeye

getirmistir.

Bu tez calismasinda yapay kalp kapakgiklarinda meydana gelebilecek
trombojenite problemlerinin Oniine gecilmesini amaglayan nanokompozit bir
yaprakcik materyali gelistirilmistir. Klinikte siklikla kullanilan deseliilerize
perikard, ekstraseliiler matsiksin nano yapisinin korunmasi ve nano diizeyde
etkilesim saglanmasi i¢in antitrombojenik 6zelligi bilinen karbon nanotiip ile
modifiye edilmistir. Karbon nanotiipler ayrica nano c¢aplar1 ve mikro uzunluklari
ile yliksek en-boy orani saglayarak kalp icin gerekli esnekligi saglayarak
yaprakeik i¢in gerekli mekanik 6zellikleri de saglamistir. Bu ¢alisma, perikard
dokunun karbon nanotiip ile ylizey modifikasyonun yapilmasi ve trombojenite
Ozelliginin degerlendirilmesi agisindan literatiirde bir ilk olup yenilik¢i bir

yaklasim sunmustur.
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