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Kalp yetmezligi, miyokard enfarktiisii gibi c¢ogu kardiyovaskiiler hastaligin son
asamasidir. Kemik ve deri gibi diger dokularin aksine, kalp dokusu kendisini yenileme
ve onarma yeteneginden yoksundur. Bu da enfarktiis gecirmis hastalarin kalp kaslarinda
geri doniisii olmayan hiicre 6liimlerine neden olmaktadir. Son yillarda kardiyak doku
miihendisligi, miyokard doku yamalarinin olusturulmasinda umut verici bir terapdtik
tedavi yontemi sunar. Miyokard doku miihendisligi kapsaminda bu tiir durumlarin
rejeneratif ¢éziimiine yonelik kok hiicreler ve hiicre tabakasi teknolojileri, deseliilerize
edilmis ve sentetik olarak hazirlanmis kardiyak yamalar yaygin olarak calisilmaktadir.
Kardiyak doku yamalarinin hiicrelendirilmesi (reseliilerizasyonu) ve yenilenmesini
saglamak icin mekanik dayanimi yiiksek ve immiinolojik etkisi bulunmayan doku

iskelelerin olusturulmasi bu tedavi yontemi i¢in olduk¢a 6nemli bir basamaktir.



Deseliilerizasyon yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinin immiinojenik tepKiyi
azaltmasi nedeniyle, bu yontemle hazirlanan yamalarin nakli ve implantasyonu oldukca
umut vericidir. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda kalp kasi rejenerasyonu igin hibrit ve
kompozit yapida kardiyak yamalar hazirlanmis, karakterize edilmis ve kardiyomiyositler

ile statik ve dinamik hiicre kiiltiir performanslart incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda sigir kalp dokularindan disekte edilen miyokardiyal kesitler
kimyasal yontem ve siiperkritik CO2 akiskan yontemi ile iki farkli sekilde deseliilerize
edilmistir. Yapilan deseliilerizasyon c¢aligmalar1 histoloji boyamalari, biyokimyasal
analizler, yapisal analizler, kimyasal analizler, termal analizler ve makro ve nano mekanik
analizler ile karakterize edilmistir. Kimyasal yontemle deseliilerizasyonu ile elde edilen
miyokard doku iskeleleri siiperkritik CO2 akiskan yontemi ile elde edilen doku
iskeleleriyle kiyaslanmis ve siiperkritik CO2 akiskan yonteminin deseliilerizasyon
etkisinde iistiinliigii ortaya konulmustur. Tez ¢alismasinin ikinci asamasinda deseliilerize
doku iskeleleri poli(gliserol-sebakat) (PGS) polimeri ile katkilanarak hibrit formdaki
kardiyak yamalar elde edilmistir. Elde edilen hibrit kardiyak yamalar kimyasal, termal,
morfolojik, mikroskobik ve mekanik olarak analiz edilmistir. PGS polimerinin
deseliilerize dokular icerisinde ¢apraz baglanabildigi kimyasal, termal ve mikroskobik
olarak kanitlanmigtir. Ayrica, deseliilerizasyon ve liyofilizasyon sonrasinda dogal
miyokard dokusunun zayiflayan mekanik Ozellikleri, hibrit formlarin eldesi ile
iyilestirilmistir. Bir sonraki asamada deseliilerize doku iskeleleri poli(gliserol-sebakat)
(PGS) polimeri ve karbon nanotiip geometrileriyle katkilanarak kompozit formdaki
kardiyak yamalar elde edilmistir. Elde edilen kompozit kardiyak yamalarin kimyasal ve
mekanik analizleri yapilmis, mikroskop ve tomografi goriintiileri alinmis ve iletkenlik
Ol¢timleri gergeklestirilmistir. PGS polimerinin karbon nanotiip katkisiyla beraber
deseliilerize dokular icerisinde capraz baglanabildigi kimyasal ve mikroskobik olarak
gosterilmistir. Tomografi analizleri ile karbon nanotiiplerin yapi igerisinde homojen bir
sekilde dagildig1 gosterilmistir. Mekanik 6zelliklerin iyilestirilmesine ek olarak kompozit
kardiyak yamalarin hibrit kardiyak yamalara kiyasla iletken ozellikte oldugu
bildirilmistir.



Son olarak elde edilen tiim kardiyak yamalar insan kardiyomiyosit hiicreleri ile tekrar
hiicrelendirilmis; statik ve dinamik olarak in vitro kiiltiirleri gergeklestirilmistir. Elde
edilen kardiyak yamalarin sitotoksisite analizleri yapilmis, kardiyomiyosit hiicrelerinin
kardiyak yamalarla etkilesimi sonrasinda hiicre metabolik aktiviteleri, hiicre canliliklari,
hiicre davranislari, GAG sekresyonlari ve gen ekspresyonlari incelenmistir. Statik olarak
incelenen kiiltiir sonuglari, mekanik stimiilasyona maruz birakilan iskelelerin kiiltiir
sonuglart ile kiyaslanmistir. Dinamik kiiltiir kosullarinin, statik kosullara goére hiicre

davranislari iizerindeki olumlu etkileri bildirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Deseliilerizasyon, miyokard, biyoreaktor, biyobozunur Elastomer,

kardiyak yama.
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Heart failure is the final stage of most cardiovascular diseases, such as myocardial
infarction. Unlike other tissues such as bone and skin, heart tissue does not have the ability
to regenerate and repair itself. This causes irreversible cell death in the heart muscles of
infarcted patients. In recent years, cardiac tissue engineering offers a promising
therapeutic treatment for regeneration of myocardial tissue patches. Within the scope of
myocardial tissue engineering, stem cells, cell sheet technologies, decellularized and
synthetic cardiac patches are widely investigated. The synthesis of scaffolds within high
mechanical strength and have no immune effects is critical for this treatment method to

provide recellularization and regeneration of cardiac tissue patches.



Within the scope of this thesis studies, hybrid and composite cardiac patches were
prepared and characterized for cardiac muscle regeneration and static and dynamic cell

culture performances with human cardiomyocytes were examined.

In the first stage of the study, myocardial sections dissected from bovine heart tissues
were decellularized in two different methods by chemically and supercritical CO> fluid
system. Decellularization process was characterized via histological stainings,
biochemical analysis, structural analysis, chemical analysis, thermal analysis and macro
and nano mechanical analysis. Myocardial tissue scaffolds obtained by chemical
decellularization were compared with the tissue scaffolds obtained by the supercritical
CO; fluid method, and the advantage of the supercritical CO2 fluid method in the
decellularization effect was demonstrated. In the second stage of the thesis, decellularized
tissue scaffolds were reinforced with poly(glycerol-sebacate) (PGS) polymer to obtain
cardiac patches in hybrid form. The hybrid cardiac patches were analyzed chemically,
thermally, morphologically, microscopically and mechanically. It has been proven that
the PGS polymer can be crosslinked within decellularized tissues by chemically,
thermally and microscopically. In addition, the weakened mechanical properties of native
myocardial tissue after decellularization and lyophilization were improved by hybrid
forms. In the next step, cardiac patches in composite form were synthesized by doping
with poly(glycerol-sebacate) (PGS) polymer and carbon nanotube geometries in to
decellularized scaffolds. Composite cardiac patches were characterized by chemically
and mechanically and microscope and tomography images were taken, and conductivity
measurements were performed. It has been demonstrated by chemically and
microscopically that PGS polymer can be crosslinked within decellularized tissues with
the addition of carbon nanotubes. Through tomography analysis, it has been shown that
carbon nanotubes are homogeneously dispersed within the structure. In addition to
improved mechanical properties, composite cardiac patches have been reported to be

conductive compared to hybrid cardiac patches.

Finally, all cardiac patches were recellularized with human cardiomyocyte cells; static
and dynamic in vitro cultures studies were performed. Cytotoxicity analyzes of the

obtained cardiac patches were performed, and after seeding of cardiomyocyte cells on
v



cardiac patches, cell metabolic activities, cell viability, cell behavior, GAG secretions and
gene expressions were examined. The results of static culture conditions were compared
with the dynamic culture which scaffolds exposed to mechanical stimulation. The positive
effects of dynamic culture conditions on cell behavior compared to static conditions have

been reported.

Keywords: Decellularization, Myocardium, Bioreactor, Biodegradable-elastomer,

Cardiac Patches.
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), diinyadaki 6liimlerin 6nde gelen nedenidir ve diinya
genelinde olimlerin neredeyse tigte birini olusturmaktadir [1]. Kalp yetmezligi, kalbin
vuciidun ihtiyacini saglayacak kadar kani pompalayamamasi sonucu gelisen ciddi bir
klinik rahatsizliktir ve koroner arter hastaligi, miyokard infarktiisii ve degisik nedenlere
baglh olarak gelisen kardiyomiyopati gibi ¢esitli hastaliklardan kaynaklanmaktadir.
Miyokard infarktiisii olarak bilinen kalp krizleri koroner arterlerin aniden tikanmasi
sebebiyle meydana gelmektedir. Bu tikanikligin dokuya giden besin ve oksijeni
engellemesi, kalp kasinda geri doniisii olmayan hiicre oliimiine neden olmaktadir.
Yetiskin kalp dokusu kardiyomiyositlerin bdliinme yetenekleri olmamasi sebebiyle hasar
gérmiis dokuyu onaramaz. Bunun sonucu olarak kontraktil, mekanik ve elektriksel
ozelliklerini yitirmis miyokard doku olusur [2]. Rejeneratif tip ve doku mithendisligi
uygulamalari ile kardiyak dokunun onarimi ve yenilenmesi igin deseliilerize kalp, hiicre
terapisi ve kardiyak yamalar gibi stratejileri sunar. Kemik ve deri gibi diger dokularin
aksine, kalp dokusu kendisini yenileme ve onarma yeteneginden yoksundur [3].
Miyokard doku miihendisliginin en 6énemli amaci fonksiyonel kardiyomiyositlerin kalp
kast dokusunda yeniden olusturulmasi veya rejenerasyonunun saglanmast olarak
tanimlanabilir. Bu amagla miyokard doku miihendisligi, hasarli kalp kasinin onarimi igin
fonksiyonel kardiyomiyosit hiicreleri ile biyobozunur veya bozunmayan
biyomateryallerin entegrasyonunu ve bu biitlinlii§lin hasarli kas dokuda korunmasini
hedefleyen doku yamalarinin iiretilmesini amaglamaktadir [4]. Buna gore ideal bir
miyokard doku yamasinin dogal dokuyu essiz bir sekilde taklit edebilmesinin yaninda
cevresindeki canli doku ile mekanik, elektriksel ve fonksiyonel biitiinliigii saglayabilir
dokular1 olusturabilmesi gerekmektedir [5-7]. Ideal doku implantasyonlarinda ise,
transplante edilecek yamanin trombojenik etki gostermemesi, enfeksiyonlara karsi
dayanikli olmasi, kararli olmasi, konak doku ile hizli ve etkili bir biitiinlesme saglamasi

gerekmektedir [8].

Kardiyomiyositlerin biyouyumlu, biyobozunur ve mekanik olarak dayanimli bir matriks
materyalinde kiiltiire edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple dogal ve sentetik polimerler

kardiyak ~yama uygulamalar1 i¢in uygun biyomalzemelerin {retilmesinde



arasgtirilmaktadir  [4]. Kardiyak yama uygulamalar1 igin gelistirilecek olan
biyomalzemenin uzun siireli esneklik gostermesi gerekmektedir. Gliserol ve sebasik
asidin esterifikasyon tepkimesi ile ¢apraz baglanmis ve elastomerik yapidaki PGS
biyobozunur 6zelliginden otiirii 2002 yilinda yapilan bir ¢alismada, yumusak doku
miithendisligi alaninda uygulanabilir oldugu vurgulanmistir [9]. Diger sentetik
biyobozunur polimerlerle karsilastirildiginda PGS, elastik uzama kabiliyeti ile biyolojik
dokularin mekanik o6zelligine benzer bir davranis ve in-vivo’da ylizey erozyon
mekanizmasi ile dogrusal bir bozunma sergiler. Daha da 6nemlisi gliserol ve sebasik asit
polikondenzasyonu ve bunu takiben 1si1l isleme tabi tutulmasi ile elde edilen ¢apraz baglh
PGS elastomeri, 3 boyutlu doku iskelelerinin fabrikasyonu ve modifikasyonu i¢in kolay

prosese imkan taniyan bir prepolimer olarak hazirlanabilir [10].

Dogal kaynakli biyomalzemeler yiizey reseptor etkilesimleri gibi mekanizmalarla
hiicrelere sinyal saglamasi agisindan doku rejenerasyonunda ayrica Onemli bir
materyaldir. Dokunun mimikrisinin saglanmasi agisindan 3 boyutlu yapilariyla 6nemli
bir yer kaplayan dogal kaynakli malzemelerin yabanci antijen kaynaklari transplantasyon
sonrasinda immunojenik problemlerle doku reddine sebep olmaktadir. Giiniimiizde bu
immunojenik etkiyi ortadan kaldirmak tizere deseliilerizayon teknigi kullanilmaktadir.
Deseliilerizasyon tekniginin en Onemli avantaji dokunun 3 boyutlu yapisini taklit
edebilmesidir. Bu teknik kimyasal, fiziksel ve biyolojik ajanlarin ve bunlarin

kombinasyonlariyla dokularin hiicresizlestirmesini hedefler.

Miyokard doku mithendisliginde 6nemli bir diger konu ise dokudaki elektrik sinyallerinin
iletimidir. Pek ¢ok giincel ¢aligma, metal partikiilleri, polipirol, polianilin ve karbon
nanofiberler gibi iletken yapilarin, kardiyak hiicre adezyonu, migrasyonu ve protein
sekresyonunu diizenlemek igin doku iskelelerine eklenmesini igerir. Ayni zamanda
iletken doku iskelelerinin kardiyak dokularda hiicre-hiicre iletisimine izin vermesi Ve bu
sebeple senkronize kontraktil aktivitelerinin olusmasina zemin hazirlamasi1 sebebiyle

performansini arttirmasi bakimindan 6nem teskil etmektedir.



Bu tez calismasi kapsaminda ilk agamada iki farkli deseliilerizasyon tekniginin detayli
uygulamas1  gergeklestirilmistir. ~ Deseliilerizasyon ~ tekniginin  en  Onemli
dezavantajlarindan biri dokunun mekanik olarak zayiflamasidir. Bu amagla ¢alismanin
ikinci asamasinda, yapisal biitlinliiglin bozulmasina ve spesifik protein baglanma
bolgelerinin zayiflatilmasina bagli olarak yapiya elastomer ilavesi ile doku iskelesindeki
hasarin onarilmast hedeflenmistir. Bu kapsamda biyolojik olarak uyumlu, yiike ve
basinca dayanikli elastomer olan poli(gliserol-sebakat) (PGS) polimeri kullanilarak doku
iskelesi temelli elastomerik kardiyak yamalar gelistirilmistir. Kardiyak doku onariminda
diger temel kriterlerden biri olan dokudaki elektrik sinyallerinin iletimi igin ise temeli
nano malzemelerin elde edilen elastomer-iskele yapisina katilmasi saglanmis bdylece

iletken kardiyak yamalarin olusturulmasi hedeflenmistir.

Boylece kalp kast onarimina yonelik olarak yenilik¢i sentetik/deseliilerize hibrit ve
kompozit yamalar hazirlanmis; kimyasal, yapisal ve nano-/makro- mekanik agilardan
karakterize edilmis ve elektriksel/mekanik olarak kardiyomiyositler varliginda statik ve

dinamik kiiltiirlerde in vitro performanslari incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalbin Yapisi ve Ozellikleri

Kalp organi, gorevi dokulardan toplanan kirli kani temizlenmek iizere akcigere ve
akcigerden gelen temiz kan1 ise dokulara iletmek olan bir pompa sistemidir. Insan kalbi

gogiis kafesinde, sternum ve kostal kikirdaklarin arkasinda egik pozisyonda bulunur [11].

Fibroz iskelet, kalp kas1 ve impuls iletim sistemi kalbin temel yapisini olusturur. Kalbin
taban kismi, fibroz veya kalp iskeleti olarak bilinen olduk¢a yogun bir yapi igerir. Fibroz
iskelet kardiyomiyositler i¢in giiglii bir ¢erceve olusturur, kalp kapakgiklarini destekler
ve kalbin kulak¢ik ve karincik arasindaki elektrik yaliimimi saglar [12]. Kalbin kas
yapisinin enine kesiti epikard tabaka, miyokard tabaka ve endokard tabaka olmak iizere
3 katmana ayrilir. Kalbin etrafini saran ¢ift katmanli, sivi dolu kese ise perikard olarak
adlandirilir. Tek bir epitel dokusu tabakasindan olusan epikardiyum, fibroelastik bag
dokusunun ve yag dokusunun altinda kalan viseral perikardi olusturur. Koroner arterler
ve damarlar, lenfatik damarlar ve sinirler epikard tabakanin altindan geger.
Endokardiyum en igteki epitel doku tabakasidir ve endotel ve subendotelyal bag dokusu
tabakasindan olusur. Subendokardiyum, endokard ve miyokard arasinda bulunur ve
impuls ileten sistemi igerir [13]. Miyokard doku ise, kalp duvarmin biiyiik bir kismini
olusturan i¢ kas tabakasidir. Kalp kasi hiicreleri, kardiyomiyositler, ventrikiiler duvar
hacminin yaklasik %70'ini kaplayan miyokardin ana yapisal bilesenidir ve iskelet kasi
hiicrelerine kiyasla ¢ok daha kiiciiktiir (10-20 um ¢apinda, 50-100 p uzunlugunda). Kalp
kasina 6zgiin bir 6zellik olan interkalar diskleri igerir. Bu diskler, hiicreler arasinda siki
mekanik baglantilar1 saglayan dezmozomlar1 ve aksiyon potansiyelinin hiicreler arasinda
yayilmasina izin veren gecit bolgelerini igerir. Hiicrelerin ve gecit bolgelerinin dalli agis1
sayesinde aksiyon potansiyeli tiim miyokard doku boyunca hizli bir sekilde yayilir ve
bdylece kalp tek bir birim seklinde kasilip gevser [14]. Kalbin duvarina ait detayl

gosterim Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Kalp duvarini olusturan tabakalarin gdsterimi [15].

Miyokard doku ekstraseliiler matriksi (ESM), kalbin normal islevinde kritik bir 6neme
sahiptir. ESM, yapisal biitiinliigii saglar, miyositleri birbirine baglar, kasilma elemanlarini
hizalar, kuvvetin iletilmesinde rol alir ve yirtilmay1 nlemek i¢in gerilme mukavemeti
saglar [16, 17]. ESM igerisinde kolajen i¢eriginin yaklasik %80'ini tip | fibriler kolajenler,
yaklasik %12’sini ise tip III fibriler kolajenler olusturur. Ayn1 zamanda ESM, hiicre
biiylimesini, yapigmasini, gociinii ve yara onarimini saglamak i¢in hiicreler ve kollajen
ag1 arasinda bir koprii gorevi goren fibronektin de igermektedir [18]. Kolajen tip I, kas
yapisinin ¢ekme mukavemetinin saglanmasinda gorevlidir. Asiri kolajen birikimi
kardiyak dokunun sertligini arttirarak diyastolik ve sistolik ventrikiiler disfonksiyonu,
miyokard enfarktiisii, kalp yetmezligi ve aritmiler gibi olumsuz kardiyovaskiiler

hastaliklara neden olur [16, 19, 20].

2.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar hem sanayilesmis iilkeler i¢cin hem de gelismekte olan diinya
icin tiim insan Oliimlerinin yaklasik %40’m1 olusturmaktadir. Buna baglh olarak bu
hastaligin getirdigi ekonomik yiik tiim diinya iilkeleri icin oldukg¢a fazladir. Kalp
yetmezligi, kalbin pompalama etkinligindeki bozulma ile ortaya ¢ikar ve en yaygin
nedeni akut miyokard enfarktiisiidiir. Akut miyokard enfarktiisii bir koroner arterin

tikanmasiyla olugur. Bu tikaniklik sonunda kanin akis bolgesinden mahrum kalan bolgede



oksijen, besin ve metabolit eksikligi olusur. Bu noktada aerobik metabolizma anaerobik
glikoza doniisiir ve pH’da diisiise neden olur. Bu durum kontraktil kasilma fonksiyonunda
azalmaya neden olur [21]. 20 ile 40 dakika i¢inde kan hiicreleri 6lmeye baslar ve bu
durum miyokard dokunun fonksiyon kaybinda tehlikelere yol acar. Klinik uygulamalar
temel olarak kan akisini hizla eski haline getirerek enfarktiisiin siddetini ve yayilimini
sinirlamay1 hedefler. Bu uygulama farkli tedaviler ve bunlarin kombinasyonlariyla
yapilabilir (Antikoagiilant tedavileri, trombolitik ilaglar, nitrar gibi vazodilatatorler,
morfin uygulamasi, peruktan koroner tedavisi, anjiyoplasti vb.). Bu tiir tedaviler enfarkte
bolgede kan akisini eski haline getirir ve akut hasar1 sinirlar, ancak hasarli dokuyu
yeniden olusturamaz. Bununla beraber, miyokard doku hiicreleri rejeneratif
kapasitelerinden yoksun olmalar1 nedeniyle doku kendini yenileyemez ve bdylece

enfarktiise bagli olarak miyokard dokudaki hasar kalic1 olarak kalir [22].

Miyokard dokuda kalbin kas ve elektriksel olarak fonksiyonlarini yitirmesi ile iliskili
diger bir anatomik ve patolojik tan1 kardiyomiyopati olarak adlandirilir.
Kardiyomiyopatiler genetik, toksik veya inflamatuar nedenlerle olusabilir. Baslica tiirleri
arasinda dilate kardiyomiyopati, hipertrofik kardiyomiyopati, restriktif kardiyomiyopati

ve aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati bulunur [23, 24].

2.2.1. Dilate Kardiyomiyopati

Dilate kardiyomiyopati ventrikiil duvarlarinin genislemesine bagh olarak kalp odaciklar
biiyiimesi ve kasilma yetenegini kaybetmesi olarak tanimlanir. Ileriki safhalarda sag
ventrikiile ve kulakgiklara yayilir. Odaciklar genisledik¢e kalp zayiflar ve verimli
kasilamaz. Buna bagli olarak kan yeteri miktarda pompalanmaz ve kanin akcigerde
yedeklenip viicutta birikmesine neden olur [24]. Kalp yapisinin dilate kardiyomiyopati

durumundaki gosterimi Sekil 2.2°de verilmistir [25].
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Sekil 2.2. Dilate kardiyomiyopati durumunda kalp yapis1 [25].

2.2.2. Hipertrofik Kardiyomiyopati

Hipertrofik kardiyomiyopati kalp kasinin kalinlagsmasina neden olan hastaliktir.
Kardiyomiyositler olmasi gerekenden fazla biiylimesi durumunda kalp kas1 kalinlagarak
siser. Sag ve sol ventrikiiler arasindaki septumun duvarlar1 anormal sekilde kalinlasir.
Kalinlasmis septum sol ventrikiile dogru sisip viicuda giden kan akisin1 kismi olarak
bloke edebilir. Sag ventrikiile dogru genisleme, sol ventrikiilii hacimce kiigiiltiir ve bu
nedenle sol ventrikiil normalden daha az kan tutar. Hipertrofik kardiyomiyopati basinci
arttirarak mitral kapaklara da zarar verebilir, akcigerlerde sivi birikimine neden olabilir
ve anormal kalp ritimlerini tetikleyebilir [24]. Kalp yapisinin hipertrofik kardiyomiyopati

durumundaki gosterimi Sekil 2.3’te verilmistir [25].
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Sekil 2.3. Hipertrofik kardiyomiyopati durumunda kalp yapis1 [25]

2.2.3. Restriktif Kardiyomiyopati

Restriktif kardiyomiyopati, ventrikiiler duvarlarin zamanla asir1 sertlesmesine bagh
olarak olusur. Kalp verimli bir sekilde sikisma durumunda kalabilmesine ragmen,
gevseme durumunda rahatlayamaz. Bu durum kalbin kan ile dolmasini zorlastirir. Kan
dolasim sisteminde yedeklenir ve bu da akcigerler ve viicutta sivi birikmesine yol agar.
Ayrica ventrikiiller basincr arttirir ve kulakgiklar buna bagli olarak genisler. Kalp
ritminde bozukluklara ve viicuda normalden az kan pompalanmasina neden olur [24].
Kalp yapisinin restriktif kardiyomiyopati durumundaki gosterimi Sekil 2.4’te verilmistir

[25].
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Sekil 2.4. Restriktif kardiyomiyopati durumunda kalp yapis1 [25].

2.2.4. Aritmojenik Sag Ventrikiiler Kardiyomiyopati

Bu hastalikta normal kalp kasinin yerini yagli fibréz doku alir. Sag ventrikiiliin kiigtik bir
bolimiinde baslar ve zamanla sag ventrikiiliin biiyiik bir bolimi etkiler. Bu durum
kalpteki elektrik iletimine keser ve potansiyel olarak kalp ritim bozukluklarina neden
olur. Bu duruma bagh olarak kalp normalde oldugu kadar kan1 pompalayamaz ve kan
dolagim sisteminde birikerek viicutta sivi birikmesine neden olur [24]. Kalp yapisinin
aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati durumundaki gosterimi Sekil 2.5°te

verilmistir [25].

ANERAN

SR l::;mnk Yot ve thréa doku

Normal Asitmojenik

Sekil 2.5. Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopatisi ile iligkili kalp yapis1 [25].



2.3. Miyokard Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, son on yilda 6nemli bir potansiyele sahip disiplinler arasi bir alan
olarak ortaya c¢cikmistir. Biyopolimerler, hiicre-materyal etkilesimleri ve biyomimetik
kiltlir cihazlar1 alanlarinda 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Bu teknoloji ile kikirdak,
kemik, mesane, kan damarlar1 vb. birgok fonksiyonel dokunun in vivo olarak
gelistirilmesi ve implante edilmesi saglanmistir [26]. Kardiyak doku mithendisliginin bir
alt dali olan miyokard doku miihendisligi, kalp kasi hastaliklar1 igin in vitro 3 boyutlu
doku benzeri yapilarin terapotik uygulamalar i¢in olusturulmasini hedefler. Basarili bir
doku miihendisliginin 3 ana anahtarim1 hiicreler, hiicreler arast matriks (ESM) ve
biyomimetik sinyaller olusturur. Miyokard doku miihendisliginde, fabrikasyon olarak bir

doku iskelesinin tagimasi gereken 6zellikler su sekilde siralanir:

i.  Birbirlerine bagli, biiyiik gozeneklere sahip ve yiliksek oranda gézenekli 6zellik

tagimasi (Kiitle aktarimini saglamak icin),
ii.  Hidrofilik yap1 (Hiicre yapismasini arttirmak igin),
lii.  Yapisal olarak kararli (Biyoreaktér uygulamalarinda ¢ekme kuvvetlerine
dayanabilecek yapi),
iv.  Biyobozunur yapi,
V.  Biyouyumlu yap,
vi.  Elastik yap1 (Kasilma kuvvetlerinin iletilmesini saglamasi),

vii.  Elektrik iletimini desteklemesi (Kontraktil kasilmay1 desteklemesi).

Bu amacgla miyokard doku miihendisliginde hedeflenen biyomateryallerin hiicrelerin
olusumunu, cogalmasimm1  desteklemesi, immiin  reaksiyon  gOstermemesi,
fonksiyonel/olgun kardiyomiyositlere farklilagabilmesini saglamasi gerekir. Doku
iskelesinin 3 boyutlu yapist besinlerin, metabolitlerin ve diizenleyici molekiillerin
hiicrelere taginabilme kabiliyetini belirlerken; iskele kimyas1 hiicrelerin baglanmasi ve
farklilasmasinda énemli bir rol oynar. Iskelenin mekanik stabilitesi, ideal olarak dogal
dokuyu taklit edebilmeli ve mekanik biitiinliik saglanabilmelidir [27]. Miyokard doku
miihendisligi uygulamalar1 miyokard doku rejenerasyonu i¢in mevcut doku yamalarinin

iskele sentezinde kullanilan malzemeye ve hiicre tiplerine gore siniflandirabilir.
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2.4. Miyokard Doku Rejenerasyonu Stratejileri

2.4.1. Hiicre Terapisi

Kalp, dogum sonrasinda rejenerasyon yetenegi olmayan tamamen farklilagsmis bir
organdir. Kardiyomiyositlerin yine de sinirli bir rejeneratif kapasiteye sahip oldugu, 20’li
yaslarda bu kapasitenin yaklasik %1 oldugu ve 75 yasinda %0.3’e diistiigii gosterilmistir
[28]. Bu rejeneratif kapasite, kardiyak kok hiicre popiilasyonu ile elde edilir. Bu
rejeneratif yetenek, her durumda enfarktiisiin neden oldugu ciddi hasar1 onarabilecek
kabiliyette degildir. Hiicre terapisi yontemi, dogal dokunun bu rejeneratif potansiyelini
arttirmay1 hedefler. Kardiyak hiicre terapisinin temel amaci, hiicrelerin patolojik
miyokard dokusu igine farkli tekniklerle implantasyonu ile hasar gormiis enfarktiis
dokusunu iyilestirmektir. Bu hiicre terapisi teknigi intravendz, intramiyokardiyal,
intrakoroner ve transendokardiyal olmak tizere 4 farkli teknik ile uygulanabilir [21] (Sekil
2.6)

intrakoroner

Huicreler

intravendz

intramiyokardiyal transendokardiyal

Sekil 2.6. Kalpteki klasik hiicre terapisi teknikleri [21].

Iskemik kalp hastaliklar1 ve kalp yetmezligi i¢in kok hiicre tedavisinde klinik olarak
kullanilan ¢esitli hiicre kaynaklar1 Tablo 2.1°de 6zetlenmistir [29].
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Tablo 2.1. Hiicre terapisi yonteminde kullanilan hiicre kaynaklari.

1. Otolog Kardiyosfer Kokenli Hiicreler

2. Otolog Kemik Iligi Kékenli Hiicreler

3. Otolog Mezenkimal Kok Hiicreler

4. Otolog CD133" Hiicreleri

5. Otolog Iskelet Kok Hiicre Tabakalari

6. Allojenik Mezenkimal Kok Hiicreler

Insan pluripotent kok hiicreleri ve indiiklenmis kardiyak progenitér hiicreleri fonsiyonel
olarak verimli bir sekilde kardiyomiyositlere, endotel hiicreler ve diiz kas hiicrelerine
farklilagabilmeleri nedeniyle ozellikle kardiyak doku miihendisligi tedavisinde umut
verici hiicre tipleridir. Kardiyak onarim i¢in potansiyel kullanima yo6nelik diger hiicre
kaynaklar1 arasinda mezenkimal kok hiicreler, kardiyak kok hiicreler, endokardiyal
biyopsilerden izole edilen, heterojen bir hiicre popiilasyonundan olusan ancak istisnai
olarak cogalan kardiyosferler yer alir. Cesitli hiicre tiplerinin transplantasyonunun
enfarktiis sonrasinda sol ventrikiil fonksiyonunu ve yapisini iyilestirdigi bildirilmis olsa
da transfer edilen hiicrelerin konak¢i miyokardiyumu uzun vadeli asilama
gerektirmektedir [21]. Ayni1 zamanda, ayni hiicre kaynagini kullanan farkli klinik
deneylerin sonuglarindaki farkliliklar, arastirmalar1 hiicre tedavisinin basarisini
belirleyen temel hususlar1 arastirmaya yoneltmistir. Ayrica hiicre tipi, kaynagi ve dozu,
teslimat yolu ve zamani miyokard enfarktiisiinde hiicre tedavisinin giivenligini ve
etkinligini dogrulamak i¢in daha fazla analize tabi tutulmasi gereken bir¢ok klinik
calismay1 gerektirmektedir. Ozetle, simdiye kadar gerceklestirilen klinik caligmalarmn
sonuglart umut verici olsa da kok hiicre tedavilerinin genel faydalar1 tam olarak

tanimlanamamustir [30].

2.4.2. Ventrikiiler Kisitlama

Bu yaklagimda ama¢ dokuyu yenilemek degil miyokard enfarktiistinii takiben dokunun
olumsuz yonde yeniden sekillenmesini dnlemektir. Bu yontemde cesitli sentetik aglarla
ventrikiil genigslemesini engellenir. Yapilan bir ¢calisma 6rneginde ventrikiil dilatasyonu

engellemek i¢in polipropilen yapida, diger yandan perikardiyal adezyonlar1 sinirlamak
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icin politetrafloroetilen i¢eren iki katmanli bir membran sentezlenmis ve domuzda kronik
enfarktiis modelinde ¢alisilmistir [31]. Ventrikiiler kisitlamanin mekanik olarak
kisitlanmasinin ne Olglide faydali oldugunu belirlemek i¢in koyunlarda iki tiir
kisitlamanin karsilagtirmali bir ¢alismasi yapilmistir. Bu amagla enfarktiis iizerinde
bozunmayan Marlex ag1 ile Merseline ag1 karsilagtirilmistir. Bu calismada ventrikiilii
saran ag kullanimi yeniden sekillenmeyi azaltirken, enfarktiis tizerine uygulanan yama,

kontrollerle karsilastirildiginda 6nemli gelismeler gostermemistir [32].

Dilate kardiyomiyopatili hastalarda klinik ¢alismalarda Paracor kalp agi ventrikiiler
kisitlama cihazi olarak onerilen bir ag ¢esididir. Yapilan bir ¢aligmada implantasyondan
6 ay sonra ventrikiiler genislemeyi 6nledigi ve giivenilir bir sekilde implante edilebilecegi
onerilmistir [33]. Onerilen diger bir sol ventrikiil kisitlamasi, hayvan deneylerinde
olumlu sonuglar gosteren ve bir poliester ag olan Acorn Corcap’tir [34].
Implantasyonunun ardindan 5 yil sonra sol ventrikiil diyastol sonu hacminde &nemli bir
azalma goOstermistir ancak ekokardiyografik caligmalarda kalp debisinde iyilesme

saglanamamustir [35].

Ventrikiiler kisitlama tedavisi ile elde edilen sonuglarda doku rejenerasyonunu
saglanamadig1 gosterilmistir. Doku miihendisligi uygulamalari, ventrikiiler kisitlama
tedavisini hiicrelendirilmis kardiyak yamalar gibi rejeneratif stratejilerle birlestirir.
Ornegin, Acorn Corcap ve mezenkimal kok hiicre yiiklii bir kolajen matriksi koyunlara
implante edilmistir ve bu kombinasyonun yabanci cisme karsi iiretilen fibrozii sinirladigi

ve sistolik/diyastolik fonksiyonlarin iyilestirildigi bulunmustur [36].

2.4.3. Doku Miihendisligi Yaklasimlar:

2.4.3.1. Hiicre Tabakas1 Uygulamalari

Hiicre tabakalarinin temeli, hiicrelerin flasklarda proliferasyonunun ardindan adeziv
proteinlerin ve membran reseptorlerinin enzimatik olarak par¢alanmasiyla hiicrelerin
tabaka seklinde yilizeyden kaldirilmasina yontemine dayanir [37]. Alternatif olarak, hiicre
tabakalarinin proliferasyonu ile hiicreler arasindaki elektromekanik baglantilar korunarak

hiicrelerin ESM’leri tarafindan bir arada tutunmasi kaydiyla flask ylizeyinden ayrilmasi
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temeline dayanir. Bu yontemle hiicreler ESM’nin sagladigi iireme ve olgunlasma igin
gerekli gevresel faktorleri korumus olur [38]. Bu yontemle elde edilen hiicre tabakalarinin

nekrotik bolgeye implantiyla, miyokardiyum onarimina yardimei1 olmasi hedeflenir.

Hiicre tabaka uygulamalarinda 6rnek olarak hiicreler sicakliga duyarli ve 37 °C sicaklikta
hidrofobik olan poli(N-izopropilakrilamid) kapli plakalar tizerinde ¢ogaltilir. Sicakligin
diisiiriilmesiyle plaka yiizeyi hidrofilik duruma gecer ve bdyle hiicreler yiizeyden tabaka
seklinde ayrilir [38]. Istya duyarli metilseliiloz hidrojeli gibi malzemeler, insan amniyotik
stvi kok hiicrelerinin hiicre tabakasi seklinde elde edilmesinde basarili bir sekilde
kullanilmistir.  Ayrica, sigcan miyokard enfarktiisi modelinde kardiyomiyosit
tabakalarinin konak doku ile fonksiyonel sekilde biitiinlestigi gosterilmistir [39]. Yapilan
bu caligsmaya ait genel prosediir Sekil 2.7°de gosterilmistir.

OCD cam

Ablasyon

Epikardiyal Dikrotik

Ayna ) Emisyon
% Halojen lambasi

Oksijenli perfiizyon

=
=S )

Is1 kontrollii odacik

B D Sag ventrikiiler alan

Orta alan

Bazal bolge

Hiicre tabaka grefti
Nekrotik bolgeye
transplante edilen

hiicre tabaka grefti

_ —~————
Hiicre tabakast s
E Petri 3 GND

Apeks

Nekrotik bolge

Sol ventrikiiler alan

Sekil 2.7. Deneysel protokoliin semasi. A. Epikardiyal miyokardin ablasyonu, B. Greft
hiicre tabakasi lizerine nakledilmesi, C. Transplantasyondan sonra, aorta kaniile edilip ve

numunenin mikroskop {izerine monte edilmis termo kontrollii bir alana yerlestirilmesi, D.

Numunenin nekrotik bolgeye transplantasyonu [39].
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Miyokard enfarktiisii sonrasinda kas kiitlesinin kayb1 50 grama kadar 6nem tasir [40].
Hiicre tabakasi uygulamalar1 bu kas kiitle kaybinin tek bir hiicre tabakasinin implanti ile
onarabilecek kabiliyete sahip degildir. Bu nedenle yapilan bir ¢calismada tek katmanli
kardiyomiyosit tabakasinin st {liste bindirilerek birden fazla katman seklinde kalin
greftlerin elde edilmesi hedeflenmistir [41]. Ancak bu yaklagim, hiicre tabakalarinin
vaskiilarizasyondan yoksun olmasit nedeniyle elde edilebilecek maksimum tabaka
sayisint 3 tabaka olacak sekilde kisitlamistir (oksijen ve besin difiizyonunun
gergeklesebilecegi maksimum derinlik esas alinmistir). Bu sorunun {istesinden gelmek
icin ise 1, 2 ve 3 giin araliklarla 3 katmanli kalin kardiyomiyosit tabakalari implante
edilmistir [42]. Bu yaklagim ile 1 mm kalinlikta tabakalar basariyla elde edilmistir ancak

bu segenek cok invaziftir ve hastalarda uygulamasini kisitlayabilir.

2.4.3.2. Enjekte Edilebilir Jeller

Enjekte edilebilir jeller, dogal ve sentetik malzemelerin tek baslarina veya hiicrelerle
beraber kullanilmasi yoluyla implantasyon sonrasinda gerek hiicre yapismasini
kolaylastirmak gerekse dokunun onariminmi saglamak iizere arastirilmaktadir. Enjekte
edilebilir materyaller ilgili alana transplante edildikten sonra hizla kiirlenebilmeli ve
enfarkte alanin seklini alabilmelidir [43]. Yapilan bazi ¢alismalar uygun mekanik
ozellikteki kontraktil olmayan malzemelerin enjeksiyonunun ventrikiiler duvarin

dayandig stresi sinirlamaya katkida bulunabilecegini gostermistir [44].

Enjekte edilebilen jeller hiicrelerin tutunmasina yardimer olabilir, yapisma motifleri ile
hiicre baglanmasma aktif olarak katki saglayabilir, hiicrelerin entegrasyonunu
tyilestirmek i¢in gerekli ilag ve biiylime faktorlerini kontrollii olarak salabilen bir ortam
olusturabilir [45, 46]. Ideal bir jelin, biyobozunur olmasi, diisiik immiinojenite
gostermesi, sitotoksik olmamasi, adeziv olmamasi, antitrombojenik ozellige sahip
olmasi, yeterli mekanik mukavemeti gostermesi ve elektriksel iletimi saglamas1 gerekir

[21].

Buna gore yapilan caligmalarda enjekte edilebilir jeller dogal ve sentetik kaynakli olmak

lizere 2 ayr1 grupta incelenir.
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Dogal Materyaller

Fibrin, FDA onayli, ticari olarak temin edilebilen, biyouyumlu ve yara iyilesmesi i¢in
dogal gecici bir matriks olusturan dogal bir polimerdir [21]. Hiicre yapisma motifleri
olarak bilinen arjinin-glisin-asparajin (RGD) dizilerini igerir [47]. Kardiyak doku
mithendisligi i¢in perkutan Kkatater yoluyla enjekte edilmeye uygun fibrin
konsantrasyonlar1 ¢alisilmis ve bu uygulamada fibrin uygulamasmin fizibilitesini
gosterilmistir [48]. Ayn1 zamanda ¢esitli hiicre kombinasyonlartyla implantasyonunun

uygulanabilirligi gosterilmistir [49, 50].

Kitosan, asidik sulu ¢ozeltilerde ¢Ozilinebilen, ndtralizasyonu sonrasinda jel benzeri
yapilart olusturan ve yumusakcalarin, kabuklularin ve bdceklerin kabuklarindan
deasetilasyon yoluyla elde edilen dogal bir katyonik polisakkarittir [51]. Biyouyumlu
ozelligi, immiin reaksiyon gostermemesi, ana kimyasal zincirinde igerdigi amino gruplari
sayesinde ¢esitli molekiillerle konjuge edilip biyomalzeme olarak kullanilabilir [52].
Kardiyak doku rejenerasyonunda, farelerin enfarktiisli miyokardiyumuna enjekte
edildiginde hiicrelerin mikro ortamim1 1iyilestirebildigi, hayatta kalmalarin1 ve

entegrasyonunu sagladigi gosterilmistir [53].

Matrijel, fare sarkoma hiicrelerinin ESM’sinden iiretilen ticari bir protein karigimidir
[54]. Klinik uygulamalar1 elde edildigi kaynak ile smirhdir. Kardiyak doku
rejenerasyonunda tek basma fare ESM’si [55] ile ve neonatal kardiyomiyositler ile

kombinasyon halinde uygulanmistir [56].

Otolog kaynaktan elde edilebilen keratin liyofilize edilip su ile etkilestirildiginde
kendiliginden bir araya gelir ve jel olusturur. Yapilan bir ¢alismada si¢an kalbine enjekte
edilen keratin dogal kardiyomiyositlerin ve endotel hiicrelerin keratin icerisine gegisi

gbzlenmis ve anjiyogenezi tesvik ettigi gosterilmistir [57].

Aljinat deniz yosunlarindan elde edilen bir blok kopolimeridir. Kalsiyum iyonlari ile jel
forma gecger. Aljinatin mekanik 6zellikleri ¢ozelti konsantrasyonlarinin kombinasyonlari

ve molekiil agirhiginin kontrolii ile degistirilebilir. Yapilan bir ¢alismada, yeni ve eski
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zamanda enfarkte olmus siganlarda aljinat jel yapilar1 enjekte edilmis ancak sonuglar
kalbin sistolik ve diyastolik fonksiyonlarini sinirladigini gostermistir. Kardiyak doku
rejenerasyonunda aljinatin RGD konjugasyonu [58], polipirol [59] gibi kombinasyonlari

ile uygulamalar1 bulunmaktadir.

Hyaluronik asit, dokularin ESM’sinde yaygin olarak bulunan bir siilfatlanmamis
glikozaminoglikandir. Biyouyumlu 06zelligi, immiinojenik etki gdstermemesi,
biyobozunur olmasi ve bozunma firiinlerinin anjiyogenezi ve endoteliyal hiicrelerin
proliferasyonu ve gociinii uyarmasi gibi bir ¢ok avantaja sahiptir [21]. Tek baslarina hiicre
yapigsmasini desteklemez ancak kolajen iceren kombinasyonlariyla miyokard doku

rejenerasyonu i¢in uygulanabilirligi gosterilmistir [60].

ESM’nin temel ana bilesenlerinden biri olan kolajen, kardiyomiyositlerin in vitro
biiyiimesini ve hayatta kalmasini1 destekler. Kardiyak doku rejenerasyonunda tek basina
kullanilan ticari Kkolajenin ventrikiiler kardiyak fonksiyonunda iyilesmeler gosteren
hayvan modellerine implante edilebildigi gosterilmistir [61]. Farkli hiicre tipleriyle
kombine uygulamalarinda, domuz modelinde katater yoluyla enjekte edilebildigi ve
uygulanabildigi gosterilmistir [62]. Baska bir ¢alismada, kondroitin siilfat ile
birlestirilmis kolajen, in vitro uygulamadan sonra CD-133+ progenitor hiicrelerini

iletmek i¢in kullanilmistir [63].

Kolajenin kismen bozunmus bir {iriinii olan aljinat, bir calismada enfarktiislii sican
kalplerine tek basina ve fibroblast biiyiime faktorleri ile hidrojel olarak enjekte edilmistir
ve eklenen bilylime faktorii arteriyogenezi, ventrikiiler yapilanma ve iglevi iyilestirmistir
[64]. Benzer bir ¢alismada ise fibroblast biiylime faktorii ayn1 zamanda jelatin mikro
kiireler ile birlikte enjekte edilmis ve bdylece anjiyogenez ve kardiyak fonksiyonun

iyilestirildigi gosterilmistir [65].

Farkli bir yaklagim dokularin hiicresizlestirilmesine, enzimatik olarak degradasyonuna ve
enjeksiyonuna dayanmaktadir. Bu tip yapilarin avantajlari, dokunun dogal bilesenlerini

ve hiicre matriks etkilesimlerini saglayan yapilari korumasidir. Bu tip materyaller
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miyokardiyal onarim i¢in diger tiim materyaller arasinda en iyi adaydir. Bu amacla
yapilan bir ¢aligmada, deseliilerize miyokard dokusu nanolifli yap1 halinde in vivo olarak
siganlarda test edilmis ve enjeksiyondan 11 giin sonra arteriyol olusumunu arttiran

endotel hiicrelerinin ve diiz kas hiicrelerinin gogii indiiklenmistir [66].

Yogun bir hiicre dis1 tabakasi olan ince bagirsak submukozasi (SIS) klinikte yara
tyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir. SIS, ¢esitli hiicre tiplerinin ¢ogalmasini,
baglanmasini ve gogiinii destekler ve biiyiime faktorleri ve baglanma motifleri sayesinde
anjiyogenezi uyarir [21]. Kardiyak doku onarimi igin piyasada bulunan iki farkli SIS ten
tiretilmis jel tiiri murin modelinde incelenmistir [67]. Baska bir ¢aligmada, SIS’ten
iretilmis ECM emiilsiyonu enfarktiis ge¢irmis sican kalplerine enjekte edilmis ve
enjeksiyonun kalp fonksiyonunu iyilestirdigi ve neo-vaskiilarizasyonu destekledigi

gosterilmistir [68].

Sentetik Materyaller

Viicut sicakliginda jellesebilen sentetik malzemeler (sicaklik-duyarli hidrojeller),
enjeksiyon sonrasinda kolaylikla manipiile edilebilir. Bu grubun bazi materyalleri N-
izopropilakrilamid (NiPAAm) bazlidir. Bu yap1 biyobozunur 6zellikte degildir ancak
biyobozunur polimerlerle kopolimerize edilerek biyobozunur hale getirilebilir. Bununla
ilgili yapilan bir ¢aligmada NiPAAm akrilik asit ve hidroksietil metakrilat-poli(trimetilen
karbonat) kopolimerizasyonuyla 37 °C'de bir hidrojel elde etmek icin tasarlanmis ve
sicanlara in vivo olarak enjekte edilmistir [69]. Isiya duyarli sentetik hidrojel ailesinin
diger tyelerini poli(kaprolakton), N-izopropilakrilamid, 2-hidroksietil metakrilat ve

dimetil-g-biitirolakton akrilat olusturur [70].

Miyokard doku rejenerasyonu i¢in sentetik hidrojellerin  son smifi olarak
poli(etilenglikol) (PEG) kimyasalina dayali biyobozunmayan ve yerinde c¢apraz
baglanabilen (in situ) hidrojeller calisilmistir. Ancak bu tiir uygulamalarin in vivo’da bir
kisim immiin reaksiyon gdsterdigi ve anjiyogenezi tek basina indiiklemedigi goriilmiistiir

[71, 72].

18



2.4.3.3. Doku Iskelesi Olarak Biyomateryaller

Miyokard doku miihendisligi alaninda bir diger yaklasim ex vivo yamalar iireterek bu
yamalar1 epikardiyak olarak enfarkte olmus dokunun {izerine uygun bir sekilde implante
etmektir. Bu yamalar hiicreler, biiylime faktorleri ve ilag ile 6nceden beslenmis olabilir
veya enfarkte alanin ventrikiiler genislemesini 6nlemek amaciyla bir mekanik destek
olarak kullanilabilir. Kullanilan iskelenin sitotoksik olmamasi, hiicre yapismasi ve
cogalmasii tegvik etmesi ve immiin reaksiyon gostermemesi gerekmektedir. Doku
iskelesi kardiyomiyosit oryantasyonuna rehberlik etmeli, gozenekli bir yapida 3 boyutlu
ortam saglamali ve implante edilen hiicrelerin konak doku ile elektromekanik eslesmesini
saglamalidir [2]. Iskelenin mekanik mukavemet ozelligi kardiyak doku miihendisligi
uygulamalari i¢in yeterli olmalidir. Bu, kasilmalara uyumlu, dogrusal olmayan elastikiyet
ve kalp atiminin tiim evrelerinde kalbin sekline uyum saglamasi gerektigi anlamina gelir.
Dogal miyokard dokunun yonsel olarak elektriksel ve mekanik O6zelligini taklit

edebilmesi i¢in anizotropi de dnemlidir [73].

Uygulanan stratejiye gore, biyomateryaller biyolojik olarak tiiretilmis, sentetik
malzemeler ve hiicresizlestirilmis dokular olarak 3 grup altinda incelenebilir.
Biyobozunabilir doku iskelelerinin kullanilmasinda ¢evre dokunun yenilenirken
matriksin bozunmasi ve yerini yeni dokunun almasi beklenir. Hiicresizlestirilmis
dokudan tiiretilen yapilarin temel yaklagimi, hiicrelerinden uzaklastirilan ESM’nin dogal
doku mimari ve mekanik dzelligini kismen de olsa taklit edebilmesidir. Istenilen tiim
ozelliklere uygun bir doku iskelesinin eldesi bir¢ok farkli ihtiyac¢ gerektirdiginden, tiim
bu kaynaklarin kombinasyonlari ile kompozit dokularin eldesi giiniimiizde daha yaygin
olarak basvurulan yoOntemlerden biridir. Doku iskelelerin temel avantajlari,
malzemelerinin hazirlanma siirecinde herhangi bir kisitlama olmadigindan istenilen
mimariye, kimyaya ve mekanige sahip iskelelerin sentezinde bir sinirlama olmamasidir.
Ancak, bu tip yamalarin enfarkte bolgeye katater ile verilen bir sisteme gore cerrahi bir

prosediir gerektirmesi 6nemli dezavantajlarindan biri olarak kabul edilir.

2.4.3.4. Uretim Teknikleri

Miyokard doku rejenerasyonunda farkli topografya ve gozeneklere sahip 3 boyutlu

gozenekli yapilar elde etmek igin birgok farkli teknik kullanilmaktadir. Bunlardan biri
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olan elektro-egirme teknigi ile polimer ¢ozeltisinin yiiksek voltaj uygulamasina bagl
olarak kolektdr tizerinde ag seklinde lifli yapilarin toplanmasina dayanmaktadir. Bu
yapilar st tste biriktirilerek g6zenekli polimer iskelesi elde edilir [74]. Partikiil
uzaklastirma teknigi, polimer ¢o6zeltisi igerisinde bir porojenin kullanimina
dayanmaktadir. Bu porojen, ¢6ziicli elimine edildikten sonra porojen sablonunun boyutu
ve sekli ile gozenekli alanlar yaratir. Bu yontem ile gozeneklilik, porojen-polimer orani
degistirilerek ayarlanabilir [75]. Gaz kopiirtme yonteminde gozenekler, yiiksek basingli
bir gaza maruz birakilarak elde edilir ve bdylece ¢6ziiciilerin ve yiiksek sicakliklarin
kullanilmasi 6nlenir [76]. Dondurarak-kurutma yontemi, ¢dzeltinin dondurulmasini ve
sonrasinda donmus ¢oziicliniin diisiik sicaklik diisiik basingta uzaklagtirilmasini temel
alir. Boylece kati formda, gozenekli yapilar elde edilir [77]. Segici lazer sinterleme ile, 3
boyutlu bir nesnenin her katmanini olusturmak i¢in malzemeyi segici olarak sinterlemek
icin bir CO2 lazeri kullanimina dayanir [78]. Son olarak mikrokontakt baski tekniginde
hiicreler tarafindan izlenecek desenle bir damga kullanilir. Damga, hiicre yapigmasini

destekleyici soliisyon ile etkilestirilir ve ardindan soliisyon substrata bastirilir [79].

2.4.3.5. Doku Iskelesi Olarak Kullamlan Biyomalzemeler

Dogal Materyaller

Klinikte yaygin olarak uygulanan kolajenin epikardiyal onarim igin uygulamis bir dizi
ticari yamasi bulunur [80]. Farkli hiicre tipleri ve molekiiller ile birlestirilmis olsa da sulu
ortamdaki sisme kapasitesi ve zayif mekanik dayanimi bu yapinin en O6nemli
dezavantajin1 olusturur. Kolajen doku iskeleleri, kolajen ¢d6zeltisinin liyofilize
edilmesiyle hazirlanir. Neovaskiilarizasyonu destekledigi birkag ¢aligsma ile gosterilmistir
[81, 82]. Enjekte edilebilir formlariyla beraber uygulamasi bulunmaktadir [83]. Ayrica
biyolojik davranigini iyilestirmek amaciyla iskeleler RGD dizileri ile modifiye edilmistir
[84].

Kolajenin denatiire hali olan jelatin, mekanik olarak zayif 6zelliktedir ve bozunma hizi
yiiksektir [54]. Bozunmasi inflamatuvar yaniti tetiklemistir ancak bu durum anjiyogenez
tizerinde olumlu bir etki olarak kabul edilebilir [85]. Yapilan bir ¢aligmada ticari bir

jelatin siingeri sigan kalp hiicreleri ile implante edilmis ancak 4 hafta sonra biiyiik bir
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iltihaplanma go6zlenmistir. Bu nedenle arastirmacilar daha az inflamatuvar yanit veren

materyallerin kullanilmasi gerektigi kanisina varmislardir [86].

Dondurarak kurutma teknigi ile elde edilen aljinat doku iskeleleri, miyokardiyal
rejenerasyonda kapsamli bir sekilde aragtirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada alijnat doku
iskeleleri enfarkte siganlara fetal kalp hiicreleri ile implante edilmis ve sonug olarak
ventrikiil genislemesi kisitlanmistir [87]. Ancak kardiyomiyositlerle statik olarak
hiicrelendirildiginde hiicrelerin yapismasindaki sorunlar nedeniyle hiicre kiimeleri

olusmus [88], bu durumu iyilestirmek i¢in RDG sekansi ile kombine edilmistir [89].

Ipek fibroin, driimcekler veya bazi ipekbdcekleri gibi bocekler tarafindan iiretilir ve FDA
tarafindan biyobozunur olmayan malzeme olarak kabul edilir. Mekanik ozellikleri,
biyolojik performansi ve farkli morfolojilere kolaylikla islenebilmesi nedeniyle doku
miihendisligi alaninda yaygin olarak kullanilir [90]. Kardiyak yamalarin eldesi igin
yapilan bir ¢alismada kitosan ve hyaluronik asitin kombinasyonuyla birlestirilmis ve ipek
yamalar ile kiyaslandiginda hiicre ¢ogalmasinda artis ve kardiyomiyojenik farklilasma

gozlenmistir [91].

Deseliilerizasyon yontemi (hiicresizlestirme) ile elde edilen doku iskeleleri, bir¢ok
calismada ve ayrica klinik Oncesi ve insan klinik uygulamalarinda kullanilmigtir [92].
Deseliilerize dokular bir calismada fibrin, TGF-Beta ve mezenkimal kok hiicre
kombinasyonu ile sigan enfarktiisi modelinde test edilmistir ve pozitif sonuglar
bildirilmistir [93]. Baska bir ¢alismada enfarktiis sonras1 sol ventrikiil duvari replasmani
olarak domuzlara, mesaneden tiiretilen deseliilerize matriksin bir yamasi implante
edilerek ve politetrafloroetilen ile karsilastirilmistir. 3 ay sonunda deseliilerize yama
kolajen agisindan zengin, hiicresel ve vaskiilerize bir doku olusturmustur [92].
Deseliilerize sigir perikardindan elde edilen gozenekli yap1 kemik iligi kok hiicrelerinden
elde edilen hiicre tabakalari ile birlestirilip; siganlarda enfarktiislii miyokardin yerine
uygulanmustir [94]. Elde edilen sonuglarda yama gozenekleri hiicreler, yeni damarlar ve
kas lifleri tarafindan doldurulmus ve boylece kardiyak yapinin diizeldigi ve son
ventrikiiliin onarildig1 gosterilmistir. Yapilan 6nemli bagka bir calismada tiim sican

kalpleri deseliilerize edilmis ve ardindan yenidogan kalp hiicreleri ile yeniden
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hiicrelendirilmistir [95]. Kardiyomiyositler 8 giin sonunda kalp atiglarini uyarabilecek ve

kan1 pompalayabilecek dl¢giide gelisim gostermistir.

1% Triton X-100 in deionized water, 77.4 mm Hg, 20 °C

1% SDS in deionized water, 77.4 mm Hg, 20 °C

Sekil 2.8. Tiim si¢an kalbinin perfiizyon deseliilerizasyonu goriintiileri [95].

Sentetik Materyaller

Poli(laktik asit) (PLA) biyouyumlu, biyobozunur ve FDA onayli bir polimerdir. Bozunma
tirtinleri laktik aside doniigiir mikro ¢evrede hafif derecede ve istenmeyen bir asitlesmeye
neden olabilir [96]. Poli(glikolik asit) (PGA) ise bir termoplastiktir ve toksik 6zellik
gostermeyen triinlere bozunur. Ancak gerek PLA gerekse PGA kalp dokusunu taklit
edebilecek esneklige sahip degildir. Birgok ¢alismada bu 6zellikleri degistirebilmek i¢in
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve diger poliesterlerle kombinasyonlari ¢alisilmistir.
Bununla ilgili elektro-egirme yontemiyle elde edilmis PLGA fibréz membranlarin

kardiyomiyositleri nanolifler yoniinde hizaladig1 gosterilmistir [27]. Bir sican enfarktiis
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modelinde PLGA, insan amniyotik s1v1 kok hiicreleri ile enjekte edilmis ve ilgili bolgede
hiicrelerin iyi bir sekilde yapistigi gosterilmistir [97]. Baska bir caligmada sito-

uyumlulugu arttirmak amaciyla karbon nanofiber ile birlestirilmistir [98].

Poli(kaprolakton) (PCL), FDA onayli, PLA ve PGA’ya gore diisik camsi gecis
sicakligindan dolay1 daha elastik yapida bir poliesterdir. Bozunma hizinin yavas olmasi
nedeniyle asit liretmez. Miyokard doku rejenerasyonu igin yapilan bir ¢alismada elektro-
egrilmis PCL nanofibr6z katmanlarin neonatal kardiyomiyositlerle birlestirildigi 3
boyutlu yapilar 6nerilmistir [99]. Baska bir ¢alismada PLA, PGA ve onun kopolimeri ile
birlestirilmis ve elde edilen biyobozunur gozenekli doku iskeleleri, sigcan enfarktiis

modeli i¢in kemik iligi kokenli mononiikleer hiicreler ile incelenmistir [100].

Biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilan sentetik ve biyouyumlu yapidaki poliiiretan,
tiretim prosesi degistirilerek mekanik ozellikleri ve degradasyon hizlari ayarlanabilir.
Yapilan bir ¢alismada poliester iiretan iire (PEUU) bazli elastik gozenekli doku iskeleleri,
siganlarda akut enfarktiislerde implante edilmis ve diiz kas demetlerinin olusumunu tesvik
ettigi, ventrikiil kalinligini arttirdig1 ve kasilma fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir

[101].

Elastik deformasyondan geri kazanilabilen, biyouyumlu ve biyobozunur bir elastomer
olan poli(gliserol-sebakat) (PGS), gliserol ve sebasik asitin polikondenzasyonu ile elde
edilir. Sentezi polikondenzasyon asamasi ve ¢apraz baglanmasi olmak tizere 2 agsamadan
olusur. Sentez sicakligi, ¢apraz baglanma siiresi degistirilerek elde edilecek kardiyak
yama hedeflenen mekanik 6zellige sahip olacak sekilde sentezlenebilir [102] . PGS'nin
cekme mukavemeti testleri, malzemenin yumusak elastomerik malzemeler igin tipik olan
dogrusal olmayan gerilme-gerinim davranisi sergiledigini gostermistir [9]. Polimerin bu
elastomerik 6zelligi yapisal omurgaya bagli hidroksil gruplari ile kovalent olarak ¢apraz
bagli li¢ boyutlu rastgele agdan kaynaklanir. Hidroksil gruplar1 arasindaki gerek capraz
baglanma gerekse hidrojen bag etkilesimleri yapinin elastomerik ozelliklerine katkida
bulunur. Genel olarak PGS malzemelerinin ortalama Young modiili 0,0250-1,2 MPa
araliginda, gekme mukavemeti 0,5 MPa tizerinde ve kopmaya kadar gerinim yiizdesi ise

%330'dan fazladir. PGS’nin young modulus degeri 0,02 ile 0,5 MPa arasinda degisen,
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miyokard dokunun young modulus degerleri arasindadir ve %260 degerindeki maksimum
¢cekme uzamasi atar damarlar ve toplar damarlar ile benzerdir [103]. Buna gore, PGS’nin
bozunma hizi da ayarlanabilir [102]. PGS, ester baglarimin ayrilmasiyla ylizey
erozyonuna ugrar. Bu bozunma tiirii doku rejenerasyonunu destekleyen doku
geometrisinin daha uzun siire korunmasini saglar [104]. Bozunma iirlinleri viicutta dogal

metabolik yollarla elimine edilebilir [105].

Miyokardiyal doku miihendisligi ¢alismalar1 i¢in aragtirmacilar PGS tabanli kardiyak
yamalarin gelistirilmesine odaklanmistir (Sekil 2.9) [73, 106-110]. Baska caligmalarda
PGS filmlerinin hiicreler ve sinyal molekiilleri gibi biyolojik molekiiller ile basarili bir
sekilde entegre edilip edilemeyecegini degerlendirmek igin hem in vitro hem de in vivo
olarak PGS'nin kardiyomiyositler ile hiicrelendirildigi ¢alismalar yapilmistir [107, 109,
110].

Hiicreler Sinyal molekiilleri
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Sekil 2.9. PGS temelli kardiyak yamalarin doku mithendisligi yaklagimlari [102].

Yapilan bir ¢alismada anizotropik yapida ve uygun mekanik 6zelliklere sahip 3 boyutlu
PGS gozenekli iskeleleri elde edilmistir [111]. Bu doku iskelelerinin hiicrelerin
hizalanmasimi destekledigi ve ventrikiilin mekanik Ozelligiyle eslestigi ortaya
konulmustur. Ayrica elektriksel uyarim altinda kontraktil 6zellige izin verdigi
gosterilmistir. Onemli mekanik 6zellikle sebebiyle PGS, yapilan bir ¢alismada mekanik
ozellikleri ve biyobozunma davranigini degistirmek i¢in kullanilmistir. Buna goére PGS

polimeri farkli sayilarda akrilik gruplart icerecek sekilde hiicre yapismasini ve
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cogalmasimi arttirmak igin jelatin ile birlestirilmis ve elektro-egirme yontemi jelatin
kabuk igeren nanolifli matlarin sentezi gerceklestirilmigtir. Bu caligmaya ait sematik

goriiniim Sekil 2.10°da verilmistir.

O O O A
H
\-)J\O{/Y\OJLMLO
8 n
OR

R = H, akrilat, veya polimer zinciri + akrilat

%20 Aki-PGS |4_ 10 cm
%6 Jelatin

1.5mL/saat

+15 KV

Capraz bagh
- Fibroz Doku Iskelesi

Sekil 2.10. Doku iskelesi hazirlama yontemi, A. Reaktif Akrilatli-PGS makromerinin
kimyasal yapisi, B. Elektro-egirme isleminin gosterimi, C. Akrilath-PGS makromeri,
jelatin ve fotobaslaticidan olusan bir ¢ozelti lifli bir mat olusturmak i¢in elektro-egrilir ve

iskele gapraz bagl lifli doku iskeleleri olusturmak i¢in ultraviyole 1s18a maruz birakilir
[112].
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2.5. Deseliilerizasyon Strateji ve Yontemleri

Hiicresizlestirilmis doku ve organlardan tiiretilen biyolojik doku iskeleleri gerek klinik
oncesi hayvan ¢aligmalarinda gerekse klinik uygulamalarda basariyla kullanilmigtir [1-
8]. Bu yontem hiicrelerin doku veya organlardan uzaklastirilip ESM’yi olusturan yapisal
ve fonksiyonel proteinleri doku igerisinde korumay1 hedefler. Temel amag islem sonrasi
dokuda kalan ESM’nin bilesimi, biyolojik aktivitesi ve mekanik biitiinliigli iizerindeki
herhangi bir olumsuz etkiyi en aza indirirken, tiim hiicresel materyali verimli bir sekilde
dokudan uzaklastirmaktir. Ksenojenik ve allojenik hiicresel antijenler konake1 tarafindan
yabanci olarak tanimlanir ve dokunun inflamatuvar tepkisini indiikler. Ancak ESM’nin
bilesenleri tiirler arasinda korunur ve buna bagli olarak alici ksenojenik kaynaktan bile
immiin etkiyi tolere edebilir. Deseliilerizasyon yontemi rejeneratif tip uygulamalar i¢in
birgok alanda arastirilmaktadir (Kalp kapakgiklari, kan damarlari, deri, sinirler, iskelet
kasi, tendon, ince bagirsak submukozasi (SIS), mesane ve karaciger gibi bir¢ok doku
grubunda) [113].

Bugiine kadar yaygin olarak kullanilan deseliilerizasyon yontemleri fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve kombine yontemler dahil olmak {izere farkli mekanizmalara gore 4 tiire
ayrilir (Sekil 2.11). Fiziksel yontemler sicaklik, basing farki, sonikasyon, dondurup-
¢ozdiirme ve siiperkritik akigkan uygulamalarini igerir. Bu yontemlerle hiicre zari lizise
ugrar ve hiicreler ortamdan uzaklasir. Bu yontemin avantajlar1 kolay uygulamasi, immiin
reaksiyonu azaltmak i¢in kimyasal reaktiflerin kullanilmamasi sayilabilir. Dezavantajlari
arasinda ise ESM mikro yapisina zarar vermesi ve buna bagh olarak dokunun mekanik
ozelliklerini etkilemesidir [114]. Bu yontemler arasinda siiperkritik akiskan uygulamalari
ESM’nin mekanik 6zelligine minimum zarar veren bir yontem olarak bildirilmistir [115].
Stiperkritik CO2 uygulamasi ile gerceklestirilen deseliilerizasyon yontemleri literatiirde
aort [116], kornea [116], miyokard [114], optik sinir [117], adip6z doku [118] ve kikirdak

[119] i¢in bir diizine ¢aligsma ile sinirhdir.

Kimyasal yontemler doku ve organlardaki hiicreleri, lipidleri, antijenleri, ¢6ziiniir
proteinleri ve diger maddeleri uzaklastirmak icin kimyasal reaktifleri kullanirken;
kolajen, elastin, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar gibi ¢6zlinmeyen matriks

bilesenlerinin yapida korunmasini saglar. Yaygin olarak kullanilan reaktifler arasinda
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asit, alkali, hipotonik ve hipertonik soliisyonlar, iyonik, iyonik olmayan ve zwitteriyonik
deterjanlar ve etanol gibi diger kimyasallar bulunur. Asitler; asetik asit, perasetik asit,
hidroklorik asit ve siilfiirik asitleri icerir. Alkali ajanlar arasinda amonyum hidroksit,
kalsiyum hidroksit, sodyum siilfiir, sodyum hidroksit vb. kimyasallar bulunur. Iyonik
non-iyonik ve zwitteriyonik deterjanlar deseliilerizasyon isleminde daha basarili
ajanlardir [120]. Ancak bu tiir reaktiflerin baz1 dezavantajlar1 bulunur: deterjan kalintilar
immiin reaksiyon riskini arttirir, kolajen lifleri pargalanabilir, baz1 bliylime faktorlerini
ortadan kaldirabilir ve ESM'nin mekanik 6zelliklerini olumsuz yonde etkileyebilir [121-

124].

Biyolojik yontemler belirli enzim reaktiflerini kullanarak doku ve organlarin
hiicresizlestirmesi ig¢in kullanilir. Genellikle kullanilan enzimler arasinda niikleaz,
kolajenaz, tripsin, lipaz, termolizin, alfa-galaktosidaz vb. bulunur [125, 126]. Biyolojik
yontemler, fiziksel ve kimyasal yontemlere kiyasla istenmeyen hiicrelere spesifik olarak
etki edebilmesi amaciyla diger doku bilesenlerine daha az zarar verebilir. Ancak bununla
beraber, enzimler, proteinin mikro yapisini olumsuz etkileyerek bagisiklik tepkileri

yaratabilir.
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Sekil 2.11. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik deseliilerizasyon yontemleri ve bunlarin

kombinasyonlarini gdsteren diyagram [120].

2.6. Kalp Fonksiyonunu ve Elektriksel Biitiinliigii Saglama

Kardiyak doku onariminda hiicre entegrasyonunun ve in Vivo transplantasyonlarin
sonuglart umut verici olsa da bazi smirlamalar hala tartisiimaktadir. Ornegin, kardiyak
doku yapilart pluripotent kok hiicre uygulamalariyla spontane kasilmalar1 sergilese de
aritmik kasilmalar gibi etkiler goriilebilir. Bu sorunun temel ¢6ziimii kardiyak doku
onariminda dogal dokuyu taklit edebilen biyokimyasal, mekanik ve elektriksel ipuglarin
tastyan kiiltiir kosullarin1 saglayabilmektir [127]. Bu amagla elektriksel stimiilasyonun

etkisi kardiyomiyositler lizerinde in vitro olarak test edilmistir [128].

Iletken &zellik gosteren miyokard doku yamalari, miyokardiyal ortamu taklit eden,
fonksiyonel kalp hiicrelerini hatta transplantasyon sirasinda elektromekanik
entegrasyonunu destekleyen ve dogrudan dogal kardiyomiyosit {izerinde etki ederek
kalbin elektriksel biitiinliigiinti destekleyen yapilar olusturmak icin arastirilmistir. Bu

amagcla arastirilan malzemeler 3 alt baslik altinda toplanir:

Q) Altin nanoteller ve altin nanopargaciklar gibi biyouyumluluk, diisiik toksisite
ve daha da onemlisi yiiksek elektriksel iletkenlik sergileyen altin bazlh

malzemeler;
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(i) fletken polimerler;

(i)  Genis yiizey alanlari, yiiksek kimyasal kararliliklari, yiiksek mekanik
mukavemetleri ve iletkenlikleri nedeniyle basta karbon nanotiipler olmak

uzere karbon bazli malzemeler.

2.6.1. Altin Bazhh Materyaller

Yapilan bir ¢aligmada, altin nanoteller makrogézenekli aljinat iskelelerin duvarlarina
entegre edilmis ve elektriksel stimiilasyona maruz birakilmistir. Yalnizca aljinat doku
iskeleleri gézenekler i¢inde kiigiik hiicre kiimelerinin olusmasina neden olurken, altin
nanotel yliklenmis doku iskeleleri, kalin ve hizali kardiyak hiicre yapilari olusturmustur
[129]. Bir kardiyak yama hiicrelerin dogru hizalanmasini ve elektriksel iletimi saglamali
ve mekanik olarak miyokard doku ile uyumlu olmalidir. insanlarda miyokard dokunun
sertligi, diyastoliin baginda ve sonunda sirasiyla yaklasik 10 kPa ve 500 kPa'dir [106].
Buna gore altin bazli materyallerle yapilan ¢alismalarin ¢ogu, iskele sertliginin bu araligin
disinda oldugunu gostermistir [127]. Bu sorun bir ¢alismada 200 kPa ile 240 kPa
elastikiyete sahip biyobozunur poliiiretan gozenekli iskelelere altin nanotellerin ve altin
nanotiiplerin dahil edilmesiyle ele alinmistir [130]. Bu ¢alismaya ait sematik gdsterim
Sekil 2.12°de verilmistir. Bu tiir ¢alismalarda temel ama¢ dokuyu taklit edebilecek altin
bazli iletken doku yamalari tasarlamak olsa da bu yaklagimlarin in vivo terapotik

degerlendirmeleri heniiz yapilmamastir.

SR S
-,

Altin nanotiip/nanotelleri iceren
gozenekli doku iskelesine hiicre
ekimi

Hiicre-doku iskelesi yapilarinin Hizalanmis ve fonksiyonel
elektriksel stimiilasyonu hiicrelerin stimiilasyon sonrasi

Sekil 2.12. Poliiiretan bazli ve nanotiip ve nanotel dolgulu doku iskelelerine hiicre ekimini

ve uygulanan elektriksel stimiilasyonu gosteren 6zet gosterim [130].
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2.6.2. Tletken Polimer Bazh Materyaller

Iletken polimer kategorisinde polianilin (PANI) ve polipirol (PPy) olmak iizere iki ana
polimer incelenir. Birka¢ calismada PANI tabanli malzemelerin kardiyomiyositlerin
islevsel yeterliligini ve elektriksel eslesmesini in vitro olarak tesvik etme yetenegi
arastirtlmistir [131, 132]. Baheiraei ve arkadaslari PCL ve PANI pentamerleri igeren
poliliretan bazli gozenekli doku iskelelerinin 6zelliklerini arastirdi [132]. Bu strateji,
PANTI'nin diisiik biyobozunur 6zelligi ve zayif mekanik 6zelligini iyilestirmeyi ve ayni

zamanda anilin pentameri ile iskelenin iletken 6zelliginden faydalanmay1 hedeflemistir.

PPy bazli malzemelerle ilgili olarak bir caligmada kardiyomiyositler, PPy PCL ve jelatin
karisimindan olusan elektrospan lifler tizerinde in vitro olarak hiicrelendirilmistir. Genel
olarak, PPy konsantrasyonu malzemenin mekanik 6zelliklerinde, iletkenlik 6zelliklerinde
iyilesme ve biyobozunurlukta artis saglamistir. Ayrica kardiyomiyositlerin etkilesiminde

olumlu sonuglar elde edilmistir [133].

Iletken polimer uygulamalarinda kardiyak doku rejenerasyonu igin in vivo calismalar
stirhdir. Bir ¢alismada PPy bazli hidrojelin, sigan enfarktiis modelindeki etkisi
incelenmistir [134]. Enjeksiyondan 8 hafta sonra tedavi edilen grupta olumlu sonuglar

elde edilmistir. Ancak bu ¢alisma sadece polimerin enjeksiyonu ile kisithdir.

2.6.3. Karbon Bazh Materyaller

Karbon nanotiipler kesfinden bu yana arastirmacilar tarafindan oldukga ilgi gérmiistiir.
Kiigiik ¢aplari (birka¢ nanometre) ve uzunluklari (birkag mikrometre) ile karbon silindirik
tiiplerin allotroplaridir ve bu da biiyiik bir en-boy oran1 saglar. Cesitli uzunluk, genislik
ve sayida grafit katmanlan ile farkli sekil ve tipler sergiler. Geometrilerine goére tek
duvarli ve ¢ok duvarli olarak siniflandirilabilir. Tek duvarli karbon nanotiipler 0,8-2 nm
aralig1 ¢apinda simetrik tek boyutlu grafit tabakasi ile sarilirken; ¢ok duvarli karbon
nanotiipler 2-200 nm aralig1 ¢apinda bitisik birka¢ grafit tabakasindan olusur [135].
Karbon nanotiipler biyomedikal alanda 6nemli ve umut verici sonuglari vaat eder [136-

138]. Karbon nanotiiplerin ¢esitli alanlardaki uygulamalar1 Sekil 2.13’te verilmistir.
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Sekil 2.13. Karbon nanotiiplerin ¢esitli alanlardaki uygulamalar1 [135].

Karbon bazli materyallerin 3 boyutlu in vitro yaklasiminda karbon nanotiip i¢eren jelatin
elektro-egrilmis nanofiber membranlar kardiyomiyositlerle hiicrelendirilmis ve elde
edilen sonuglarda hiicrelerin metabolik aktivitesinde ve gen ifadesinde artis gézlenmistir
[139]. Karbon nanotiip bazli kompozit kardiyak yamalar ilk kez 2014 yilinda in vivo
olarak test edilmistir. Neonatal kardiyomiyositlerle katkilanmis jelatin doku iskeleleri
enfarkte sican kalplerine intramiyokardiyal olarak verilmistir. Bu ¢alismada,
kardiyomistlerin skar dokuya gog ettigi goriilmiistiir. Doku iskelesi ayn1 zamanda diiz kas
hiicreleri ve makrofajlar gibi konaker hiicreleri igerdigi gosterilmistir. Bu durum iskelenin

konake1 kalp dokusu ile basarili bir sekilde entegre oldugunu gostermistir [140].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deseliilerize Miyokard Yamalarin Hazirlanmasi

3.1.1. Materyal

Tez caligmast kapsaminda sodyum dodesil siilfat (Serva, Almanya), fosfat tamponu
(Sigma-Aldrich, ABD), Deoksiriboniikleaz (Serva, Almanya), Riboniikleaz (Serva,
Almanya), etanol (Sigma, ABD) kimyasallar1 deseliilerizasyon islemi amaciyla;
Hematoksilen Gill-111 (Merck, ABD), Eozin (Merck, ABD), DAPI (Life Tech, ABD),
Verrhoff Von Gieson elastin boyasi (Sigma, ABD), Mason’s Trichrome boya kiti (Scytek,
ABD), entellan (Merck, ABD), ksilen (Merck, ABD) boya ve sarflar1 histolojik
boyamalar amaciyla; proteinaz K (Sigma, ABD), kondroitin siilfat (Sigma, ABD), 1,9-
dimethyl-methylene (DMMB) (Sigma, ABD), sodyum kloriir (NaCl) (Sigma, ABD),
glisin (Fluka) ve HCI (BDH AnalaR, Ingiltere) kimyasallar1 biyokimyasal analizler igin

kullanilmistir.

3.1.2. Diseksiyon

Miyokard doku kesitlerinin hazirlanmasi amaciyla ilk olarak diseksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu asamada mezbahadan temin edilen taze sigir kalpleri hizlica
laboratuvara ulastirilmistir. Kalp dokusunun epikardiyum ve endokardiyum tabakalari
miyokard tabakadan diseksiyon ile ayristirilmis ve sol ventrikiiler duvardan
epikardiyuma paralel olarak (radyal kesit) bistiiri yardimiyla iki farkli uzunlukta kesitler
elde edilmistir: (i) 30 mm uzunluk, 10 mm en ve 3 mm kalinlik, (ii) 10 mm uzunluk, 10
mm en ve 3 mm kalinlik. Disekte edilen dokular fosfat tamponunda (PBS) 2 saat siireyle
calkalayici yardimiyla oda sicakliginda yikanmis ve boylece kesitler kan ve viicut

stvilarindan uzaklastirilmis ve deseliilerizasyon islemine hazir hale getirilmistir.

3.1.3. Kimyasal Deseliilerizasyon Protokoliiniin Optimizasyonu

Deseliilerizasyon islemi amaciyla iyonik bir deterjan olan ve yaygin olarak uygulanan
SDS kullanilmistir. Deseliilerizasyon protokolii 30 mm uzunluktaki doku gruplarinda ve

10 mm uzunluktaki doku gruplarinda olmak tizere 2 ayr1 parametre olarak incelenmistir.
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[k asamada 30 mm uzunluktaki doku gruplarinda en etkili hiicresizlestirme protokoliiniin
belirlenmesi amaciyla muamele siiresinin (saat) ve SDS konsantrasyonunun (a/h)
kosullar1 optimize edilmistir. SDS konsantrasyonu %0,5 ve 1 olarak; muamele siiresi ise
3, 5 ve 7 giin olarak uygulanmis ve bu ¢alismaya yonelik arastirilan gruplar Tablo 3.1°de
Ozetlenmistir. Buna gore PBS tamponu ile 2 saat siire ile yikanan gruplar SDS uygun
konsantrasyondaki SDS ¢dzeltilerine aktarilmistir. Deseliilerizasyon islemi ¢alkalayici
icerisinde, 100 rpm hizinda ve oda sicakliginda gerceklestirilmistir ve ¢ozelti her 24 saatte
1 kez olmak lizere tazelenmistir. Belirlenen giin sonunda SDS igerisinden alinan dokular
PBS tamponuna aktarilmis ve muamele siirelerine es olarak 3, 5 ve 7 giin siireyle
yikanmistir. SDS artiklarindan uzaklastirilan dokular 60 U/mL DNaz ve 40 U/mL RNaz
ile 3 saat boyunca 37 °C sicaklikta muamele edilmis ve ardindan 3 saat siireyle PBS
tamponu ile tekrar yikanmistir. Deseliilerizasyon islemi sonunda elde edilen doku

gruplar1 analiz siiresine kadar -80 °C sicaklikta bekletilmistir.

Tablo 3.1. 30 mm x 10 mm miyokard doku gruplarina uygulanan SDS konsantrasyonu

ve muamele siiresi parametrelerini gosteren adlandirma sistemi.

SDS Konsantrasyonu (a/h)
% 0.5 % 1
:g o A B
Do
@
g
@ | w C D
[ )]
]
£
M
§ ~ E F

Benzer sekilde 10 mm uzunluktaki doku gruplarinda etkili hiicresizlestirme protokoliiniin
belirlenmesi amaciyla ise %1 (a/h) SDS konsantrasyonunun farkli muamele siireleri
uygulanmistir. Buna gore belirlenmis gruplarin adlandirilmas: ise Tablo 3.2°de
verilmistir. 30 mm uzunluktaki doku gruplarina uygulanan protokole benzer sekilde
dokular PBS tamponu ile diseksiyon ardindan yikanmustir. %1 (a/h) SDS c¢ozeltisi
igerisine aktarilmis ve calkalayici ile oda sicakliginda 36, 48 ve 60 saat siireyle muamele

edilmistir. Cozelti 24 saat sonlarinda tazelenmis ve tiim gruplar belirlenen siire sonlarinda
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sirastyla 36, 48 ve 60 saat siireyle PBS tamponunda yikanmistir. Ardindan 37 °C
sicaklikta, 3 saat siireyle, 60 U/mL DNaz ve 40 U/mL RNaz ile etkilestirilmis ve tekrar
PBS tamponu ile yikanmistir. Deseliilerizasyon islemi sonunda elde edilen doku gruplari

analiz siiresine kadar -80 °C sicaklikta bekletilmistir.

Tablo 3.2. 10 mm x 10 mm miyokard doku gruplarina uygulanan SDS konsantrasyonunun

farkl1 muamele stirelerini gosteren adlandirma sistemi.

Muamele siiresi (saat)
36 48 60

Gruplar G H K

3.1.4. Siiperkritik CO2 Yontemle Deseliilerizasyon Protokoliiniin Optimizasyonu

Stiperkritik CO2 akigkan1 yontemiyle (skCO2) deseliilerizasyon islemi disekte edilen
dokularin dondurma-¢6zme ve hipotonik-hipertonik soliisyonlarla muamele edilmesi
adimlarindan olusmaktadir. Oncelikle dokular -20 °C sicaklikta 10 mM tris-HCI, pH
7’deki hipotonik ¢ozelti igerisinde 1 saat dondurulmus, ardindan oda sicakliginda 1
saat bekletilerek ¢ozdiiriilmiistiir. Bu adimlar toplam 5 kez tekrarlandiktan sonra
gruplar, tekrar hipotonik ¢ozelti igerisinde 12 saat siireyle mekanik olarak karigtirtlmis
ve ardindan 1.5 M NaCl, 0.05 M tris-HCI, pH 7.6’daki hipertonik ¢ozeltiye alinarak 12
saat etkilestirilmistir. SKCO> deseliilerizasyonu amaciyla ana solvente ek olarak (CO2),
reaktér 150 mL %70 (h/h) etanol ile doldurulmustur. Ornekler n=5 olacak sekilde
gozenekli sepet igerisine yerlestirilmigtir. Reaktdriin kapaklar1 gaz kagirmayacak
sekilde sikica kapatilmis ve reaktor icerisine 24 mL/dk’lik sabit hizda CO gaz girisi
saglanmigtir. Deseliilerizasyon iglemleri 37 °C sicaklikta gergeklestirilmistir. Proses
sonunda reaktor icindeki gaz 48 mL/dk hiziyla bosaltilmistir. Reaktdriin sematik

goriintlisti Sekil 3.1°de verilmistir.

34



I

| gl L) Sepet

| —— Doku

\ ——1 %70 Etanol (Ko-solvent)

\ =4+ Yikama Soliisyonu
Reaktér \ /

7/
Sogutma » -~ -

Sistemi

-~

] \
; % I Tahliye Vanasi

CO , Pompasi | |
I
! I

Isitma |\ !
Ceketi  ‘ ’ Dijital Ekran

CO, Tanki

Sekil 3.1. Siiperkritik CO2 reaktdr sistemin genel ¢alisma prensibi [141].

Ik olarak 30 mm uzunluktaki doku gruplarina 1, 3, 6 saat siireyle 2500 psi basing altinda
skCO, deseliilerizasyonu uygulanmistir. Ardindan 10 mm uzunluktaki doku gruplar da
1, 3, 6 saat siireyle 2500 psi basing altinda muamele edilmistir. Ik nce sabit basing
degerinde siire optimizasyonu yapilmis ardindan sabit siirede farkli basing degerlerinde
(3500 ve 4500 psi) ¢alisilmistir. Nihai grup olarak belirlenen 10 mm uzunluktaki doku

kesitlerine uygulanan skCO2 deseliilerizasyon parametreleri Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. 10 mm x 10 mm doku kesitlerine uygulanan skCO, muamele parametrelerini

gosteren adlandirma sistemi.

Muamele siiresi (saat)
1 3 6
2500 SA SB SC
3500 SD - -
4500 SE - -
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3.1.5. Deseliilerize Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Deseliilerize edilen matrislerin karakterizasyon ¢aligmalarina en uygun deseliilerizasyon
protokollerinin belirlenmesi amaciyla histolojik analizler gerceklestirilmistir. Ayrica
histolojik analizlere ek olarak arttk DNA miktar1 tayini, kolajen miktar tayini ve
glikozaminoglikan tayini  yapilmistir.  Histolojik  analizlerde tim  gruplarin
hematoksilen&eozin ve DAPI boyamalar1 gerceklestirilmistir. Ideal deseliilerizasyon
protokolii belirlenen gruplara ayrica Verhoeff Van Gieson ve Mason’s Trichrome
boyamalari ile kapsamli histolojik analizler gerceklestirilmistir. Diger yandan matrislerin
kuru agirlik degisim analizleri ile doku kalinlik analizleri gergeklestirilmis ve taramali

elektron mikroskobu (SEM) ile mikroskobik analizleri ger¢eklestirilmistir.

3.1.5.1. Morfolojik Analiz

Deseliilerize edilen kardiyak yamalarin deseliilerizasyon islemi 6ncesi ve sonrasi kamera

goriintiileri kaydedilmistir.

3.1.5.2. Histolojik Analiz

Deseliilerize dokulardaki hiicre ¢ekirdekleri ve sitoplazma biitlinliigiiniin incelenmesi i¢in
histolojik boyama analizleri yapilmaktadir. Bunun igin ilk olarak islem gérmemis
miyokard doku gruplar1 (kontrol) ve deseliilerize doku gruplar1 %4 (a/h) paraformaldehit
coOzeltisi igerisinde 36 saat slireyle fikse edilmislerdir. Fiksasyonun ardindan dokular 24
saat stireyle ¢cesme suyu ile yikanmis ve doku takibi baglatilmistir. Bu amagla dokular
strayla %70, 80, 90, 95, 100 safliktaki kademeli alkol serisinden gegirilerek dokulardaki
suyun tamamen uzaklastirilmasi saglanmis ve dokular ksilen ile sertlestirilmistir.
Sertlesen dokular, ilk olarak 60 °C’de 1sitilmis parafin bloklara gomiilmiis ve ardindan 4
°C’de sogumaya birakilmistir. Soguyan parafine gémiilii dokular tiraslanip mikrotom

yardimiyla 5 pm’lik kesitler alinmis ve boyamaya hazir hale getirilmislerdir.

3.1.5.2.1. Hematoksilen ve Eozin Boyama

Deseliilerizasyon ~ yOnteminin  belirlenmesi ~ amaciyla  siklikla ~ kullanilan
Hematoksilen&Eozin (H&E) histoloji boyamasi isleminde, boya hiicre ¢ekirdeklerini
mor-mavi renge boyarken sitoplazmay1 pembe renge boyamaktadir. Histolojik analize

hazirlik asamasinda parafine gomiilii halde kesitler alinmis dokular H&E boyamasina
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hazir hale getirilmesi amaciyla, 60 °C etiivde bekletilerek parafinin uzaklastiriimasi
saglanmistir. Ksilen ile tekrar muamele edilen kesitler alkol serisi ile rehidre edilmis
ardindan 2 dk siireyle hematoksilen ¢ozeltisinde bekletilmis bdylece ¢ekirdeklerin mavi-
mor renge boyanmasi saglanmistir. Istenenden fazla boyanan doku kesitlerine asit-alkol
uygulanmustir. Ardindan kesitler 30 dk siire ile eozin ile muamele edilmistir. Islem
sonunda ekstraseliiler matris pembe renge boyanmistir. Son olarak preparatlar ¢esme
suyunda yikanmis, alkol serisi ile dehidre edilmis ve lameller aracigiyla entellan kapama
islemi gerceklestirilmistir. Kurutulduktan sonra ornekler 11k mikroskop (Leica,

Almanya) altinda incelenmistir.

3.1.5.2.2. DAPI (4’,6-Diamidino-2-Fenilindol) Boyama
Dokulardaki hiicre ¢ekirdekleri florasan 1sik altinda 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

ile mavi renge boyanmaktadir. DAPI florasan boyamasi niikleik asit boyama ¢esitlerinden
biridir. Boyama isleminden 6nce doku preparatlar {izerindeki parafin 60 °C’de eritilmis
ve ilk olarak alkol serisi ile rehidre edilmistir. Boya 1s18a karst hassas oldugu igin
preparatlarin {lizerine pastor pipeti ile damlatilip hemen ardindan lameller aracigiyla
kapatilmistir. Daha sonra kuruyan doku preparatlari florasan atagmanli mikroskop (Leica,

Almanya) ile karanlikta gortintiilenmistir.

3.1.5.2.3. Verhoeff-Van Gieson Boyama

Bir diger boyama protokolii olan Verhoeff-Van Gieson elastin boyamasi ile hiicre
cekirdekleri ve elastin fiberleri siyah renge, kolajen kirmizi/turuncu renge ve diger doku
elementleri sar1 renge boyanmaktadir. Dokudaki kolajen, elastik fiberler ve hiicre
cekirdeklerinin morfolojik tespiti bu boyama uygulamasi ile tespit edilmistir. DAPI
boyamasinda oldugu gibi ilk olarak doku preparatlar1 60 °C sicaklikta iizerlerindeki
parafinin uzaklastirilmis ve preparatlarin alkol serisi ile rehidrasyonu saglanmistir. Daha
sonra doku kesitleri Weigert's [ron Hematoxylin’s karigiminda dokular siyahlagana kadar
bekletilmistir. Renk degisiminden sonra ¢esme suyu ile 10 dk siireyle yikanmis ve Van
Gieson soliisyonu ile 5 dk muamele edilmistir. Son olarak boyanan doku preparatlari
tekrar dehidre edilmis ve lameller yardimiyla entellan ile kapatilmistir. Kuruyan doku

preparatlart mikroskop altinda incelenmistir.
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3.1.5.2.4. Masson’s Trichrome Boyama

Kas dokudan kolajen gibi yapilar1 ayirt etmek i¢in kullanilan {i¢ renk boyal1 bir histoloji
protokolii olan Mason’s Trichrome doku preparatlarimiza uygulanmistir. Bu prosediirle
sitoplazma (kas dokusu) kirmizi/pembe, bag doku (kolajen) maviye ve hiicre ¢ekirdekleri
ise koyu kirmizi olarak boyanmaktadir. Diger boyama islemlerinde oldugu gibi ilk olarak
parafin bloklardan kesit alinan doku preparatlar1 60 °C sicaklikta bekletilmis ve parafin,
kesitlerden uzaklastirilmistir. Ardindan preparatlarin alkol serisi ile rehidrasyonu
yapilmis ve distile su ile yikamasi yapilmistir. Doku preparatlar1 56-64 °C’ye 1sitilmis
Bouin’s fiksatif igerisinde 60 dk stire ile fikse edilmis ve ardindan 10 dk sogutulmuslardir.
Boyalarin dokulara niifus etmesi i¢in uygulanan boyama prosediirii Tablo 3.4’te

verilmigtir.

Tablo 3.4. Mason’s Trichrome Boya Kiti protokolii ve soliisyonlarin doku Kesitleri ile
muamelesiiresi.

Soliisvon Muamele Siiresi
> (dk)
Weigert's Iron Hematoxylin 5
Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin 15
Phosphomolybdic-Phosphotungstic Acid 10-15
Aniline Blue 5-10
Acetic Acid 3-5

Boyama isleminden sonra doku preparatlar alkol serisi ile dehidre edilmis, entellan ile

kapatilmis ve kurutulmustur. Kuruyan kesitler mikroskop altinda incelenmistir.

3.1.5.3. Biyokimyasal Analizler

Histolojik analizlerin yanm1 sira biyokimyasal testlerin yapilmasi dogal dokularin
hiicresizlestirilmesi amaciyla kullanilan deseliilerizasyon protokolii basarisinin
kontroliinde olduk¢a 6nemlidir. Deseliilerizasyon protokoliiniin nicel olarak kontrolii
biyokimyasal testler sayesinde yapilmaktadir. Islem gérmemis miyokard dokularinda ve
deseliilerize dokularin ekstraseliiler matrisinde kalan arttk DNA’larin biyokimyasal
olarak test edilmesi ile nicel karsilastirmalar1 uygulanan hiicresizlestirme yonteminin

giivenilirligini gostermektedir [142]. Bu amagla dokulardaki DNA miktarinin sayisal
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analizi i¢in Quant-iT™ PicoGreen® (Thermofisher, ABD) kullanilmistir. Diger yandan
miyokard dokularda ESM’in yapisal biitiinliigiiniin ne kadarinin korundugunu test etmek
icin kolajen miktarinin tayini uygulanmaktadir. Bu dogrultuda kolajen miktar tayini i¢in
Kolorimetrik Hidroksiprolin Test kiti (Biovision, ABD) kullanilmistir. Diger yontemlere
ek olarak, hiicre yapismasi i¢in biiyilk Oneme sahip proteoglikan ailesinden
glikozaminoglikan (GAG) miktarinin islem gormemis miyokard ve deseliilerize

matrislerdeki sayisal analizi i¢in Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) testi kullanilmistir.

Yukarida bahsedilen tiim biyokimyasal analizlerin normalize edilmesi sirasinda islem
gérmemis miyokard dokular1 ve deseliilerize matrisler -80 °C sicaklikta dondurulmus ve
ardindan liyofilize edilmislerdir. Bu sayede, tiim testler kuru agirliklar referans alinarak

normalize edilmis ve boya kalibrasyonlari i¢in standart egriler olusturulmustur.

3.1.5.3.1. Genomik DNA Miktarmmin Tayini

Islem gérmemis miyokard dokularinda ve deseliilerize dokularin ekstraseliiler matrisinde
kalan arttk DNA’larin miktarininin sayisal olarak tespit edilmesi amaciyla ilk olarak 16
saat siireyle liyofilize edilen dokular alkol ve PBS muamelesi ile sterilize edilerek tekrar
kurutulmuslardir. Ardindan tiim doku gruplari 24 saat boyunca, 60 °C sicaklikta, 1 mg/mL
derisimdeki 500 pL proteinaz K ile enzimatik parcalanmislardir. Quant-iT™ PicoGreen®
(Thermofisher, ABD) test talimatlarina gore gerceklestirilen protokolde gruplarin tekrar
sayist Uctlir (n=3). DNA stok soliisyonu ile artan konsantrasyonlara karsi absorbans
degerleri grafik edilerek standart egri ¢izilmistir. Absorbans dlgtimleri 5 tekrarli olacak
sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 485/528 nm’de mikroplaka okuyucuda (Agilent
Cary Eclipse, ABD) yapilmistir. Tiim sonuglar dokularin kuru agirliklart (mg) tizerinden

normalize edilmistir.

3.1.5.3.2. Kolajen Miktarmn Tayini

Kolorimetrik hidroksiprolin test kiti (Biovision, ABD) kullanilarak deseliilerizasyon
sonunda dokudaki kolajen miktarinin tayini yapilmistir. Analize baslarken ilk olarak islem
gormemis miyokard (kontrol) dokulari ile deseliilerize matrisler 16 saat siireyle liyofilize
edilmislerdir. Ardindan 10 mg liyofilize doku 6rnekleri 6 N Hidroklorik asit (HCI) ile 120
°C sicaklikta, 3 saat silireyle parcalanmislardir. Parcalanan 6rnekler 96 kuyucuklu kiiltiir
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kaplarma 10’ar pl. olacak sekilde aktarilarak Hidroksiprolin test kiti protokolii
uygulanarak 560 nm’de mikroplaka okuyucuda (Biotek, ABD) absorbans degerleri
kaydedilmistir. Tim doku gruplar1 3 tekrarli olarak analiz edilmistir (n=3). Test kiti
igerisindeki standart ¢ozeltiler kullanilarak standart egrisi olisturulmustur. Tiim sonuglarin

normalizasyonu dokularin mg kuru agirligi izerinden yapilmustir.

3.1.5.3.3. Siilfatlanms Glikozaminoglikan (SGAG) Miktarinin Tayini

Dimetil Metilen Mavisi (DMMB) protokolii uygulanarak islem gérmemis miyokard
(kontrol) dokusunda ve deseliilerize matrisde ESM’deki sGAG miktari ile sayisal olarak
belirlenmistir. Bu protokol i¢in ilk olarak kontrol grubu ve deseliilerize matrisler 16 saat
liyofilize edilmis ve esit agirliklarla tartilarak (n=3) 24 saat siireyle, 60 °C sicaklikta, 1
mg/mL derisimdeki 500 puL proteinaz K ile enzimatik olarak parcalanmiglardir. DMMB
test sollisyonu ise 40 mM sodyum kloriir (NaCl) ve 40 mM Glisinin distile su igerisinde
¢Oziliniip daha sonra iizerine 0.1 M HCI eklenmesi ve son olarak 4 mg 1,9-dimethyl-
methylene mavisi ¢inko kloriir ikili tuzu eklenerek tiim ¢ozeltinin 0.45 mikron filtre
(Merck Milipore) ile siiziilmesi ile hazirlanmistir. Bir sonraki kullanima kadar ¢ozelti
karanlik ortamda muhafaza edilmistir. 100 mM Amonyum asetat igerisinde ¢oziinmiis 2
mg/mL kondroitin siilfat ve artan konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin 525 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu yardimiyla 6l¢iilmiis absorbans degerleri grafik edilerek
standart egri olusturulmustur. Absorbans dl¢timleri kontrol grubu, deseliilerize gruplar ve
hazirlanan standartlar i¢in 40 pL hacimlerde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma aktarilmis ve
200 uL. DMMB test soliisyonu eklenerek yapilmistir. Biitlin sonucglar dokularin mg kuru

agirligr tizerinden normalize edilmistir.

3.1.5.4. Yas ve Kuru Agirlik Degisimleri ve Doku Kalimlik Analizleri

Islem gérmemis miyokard (kontrol) dokusunda ve deseliilerize matrikste kuru agirlik
degisimlerinin ve doku kalinlik degisimlerinin belirlenebilmesi amaciyla (n=5) dokular
16 saat liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon 6ncesi ve sonrasi son agirliklart kaydedilerek,
agirlik kayiplar1 hesaplanmistir. Diger yandan tiim matrislerdeki doku kalinligindaki
degisimlerin hesaplanabilmesi i¢in hazirlanan matrisler mikrometre aracigiyla olgiilerek

karsilastirilmistir. Orneklem sayis1 5 olarak belirlenmistir.
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3.2. Hibrit ve Kompozit Kardiyak Yamalarim Hazirlanmasi

3.2.1. Materyal

PGS ve Hibrit kardiyak yamalarinin sentezinde kullanilan gliserol ve sebasik asit
monomerleri sirastyla Merck (ABD) ve Sigma-Aldrich (ABD) firmalarindan ithal
edilmistir. Yine yama sentezinde kullanilan etanol Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Kompozit kardiyak yamasi olarak kullanilan hibrit yamalarin sentezinde
kullanilan karbon nanofiber (100 nm x 20-200 pum) ve tetrahidrofuran kimyasallari
Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan; karbon nanotiip (8-18 nm) ise Nanografi (Tiirkiye)

firmasinda temin edilmistir.

3.2.2. PGS kardiyak Yamalarin Sentezi

Gliserol ve sebasik asit cam petri kaplarina es molar oranda (1:1) karistirilan
monomerlerin polimerlesmesi, prepolimerizasyon ve kiirlesme olarak iki basamakli
sentez yontemiyle PGS elastomerlerinin sentezi yapilmistir. Sentez i¢in ilk olarak
prepolimerizasyon asamasi i¢in cam petri kaplarina tartilan monomerler, mikrodalga firin
(Midea, Cin) igerisinde 650 W giiciiyle her bir dakikada 10 sn araliklarla toplamda 5 dk
boyunca radyo dalgalarina maruz birakilarak gergeklestirilmistir. Ikinci basamak olan
kiirlesme agamasinda, hazirlanan prepolimer yap1 vakumlu etiivde (Memmert, Almanya),
8 mbar vakum altinda ve 150 °C sicaklikta tutularak ¢apraz baglanma gerceklestirilmistir.
Bu asamada prepolimerler ile 8, 10, 12 saat siireyle dehidrotermal yontemle farkli gapraz
baglanma oranlarina sahip 3 farkli polimer elde edilmistir. Bu polimerik yapilar olusurken
capraz baglanmaya katilmayan monomerlerin uzaklastirilmas: amaciyla 24 saat etanol
(%100) ile muamele edilmis ve ardindan etanol kalintilart 12 saat distile su yardimiyla
yikanarak uzaklastirilmistir. Farkli siirelerde ¢apraz baglanmis polimerler bir sonraki

analize kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2.3. Hibrit Kardiyak Yamalarin Hazirlanmasi

Tez caligmasinin bu asamasinda kimyasal ve siiperkritik CO2 akiskan yontemleri elde
edilen deseliilerize kardiyak yamalar kullanilarak hibrit kardiyak yamalar sentezlenmis
ve tiimiyle karakterize edilmistir. Bunun i¢in segilen gruplar -80 °C sicaklikta

dondurulmus ve ardindan 16 saat liyofilize edilmistir. Liyofilize-aseliiler miyokard

41



greftleri PGS prepolimerine 6 cm cam petriler iginde gomiilmiis ve ardindan 150 °C
sicaklikta 8 mbar vakum altinda dehidrotermal yontemle capraz baglanmigtir. Capraz
baglanma siiresi dehidrotermal yontemle belirlenen siire optimizasyonuna gore
yapilmistir. Siire sonunda hibritlesmis matris sogutulmaya birakilarak bisturi ile
petrilerden ¢ikarilmiglardir. Sentezlenen hibrit yamalardan ¢apraz baglanmaya
katilmayan monomerlerin uzaklastirilmasi i¢in 24 saat alkol ile muamele edilmis ve

ardindan alkoliin uzaklastirilmas1 amaciyla 12 saat siireyle distile su ile yikanmistir.

3.2.4. Kompozit Kardiyak Yamalarin Sentezi

Hem iletkenlik ozellikleri gelistirilmis hem de sitotoksik etkileri en aza indirilerek
hazirlanan optimum kompozit kardiyak yamalar hazirlanirken karbon nanofiber (KNF)
ve karbon nanotiip (KNT) katkilamasi1 yapilmigtir. Bu dogrultuda ilk olarak yama
kalinlig1 optimizasyonu ¢aligsmalar1 yapilmistir. Bunun icin farkli prepolimer oranlarinda
sabit karbon yiizdesi (%1) kompozit yamalar hazirlanmis ve hibrit kardiyak yamalara
paralel olarak ideal kompozit yama kalinlig1 incelenmistir. ikinci asamada ise, prepolimer
miktar1 sabit tutularak %1, %2 ve %3 (a/a) oranlarinda KNF ve KNT katkilanmig
kompozit yapilar hazirlanip ideal iletkenlik degerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu
ozelliklerin 1yilestirilmesi i¢in kompozit yamalar kimyasal olarak deseliilerize edilerek

liyofilize edilen miyokard greftleri kullanilmistir.

Kompozit kardiyak yamalar hazirlanirken ilk 6nce prepolimer sentezi gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in 6 cm cam petri kaplarina es molar oranda (1:1) gliserol ve sebasik asit
karigimi, mikrodalga firin (Midea, Cin) icerisinde 650 W giiciiyle her bir dakikada 10 sn
aralik molalarla 5 dk boyunca radyo dalgalarina maruz birakilmistir. Siire sonunda elde
edilen prepolimer sogumaya birakilmistir. Ardindan prepolimer, KNF ve KNT belirlenen
oranlarda (1 gram prepolimer i¢in 5.5 mL tetrahidrofuran (THF)) igerisinde 6 saat siireyle
sonikatérde dagitilmistir. THF prepolimeri homojen hale getirerek KNF ve KNT’lerin
prepolimer ¢dzeltisi icerisinde es dagilmasini saglamistir. 6 saat siire sonunda elde edilen
¢ozeltiler 6 cm cam petrilere dokiilmiis ve THF’in polimer ¢dzeltiden uzaklastirilmasi
icin 48 saat siireyle kabin igerisinde bekletilmistir. Prepolimer c¢ozeltileri ilk olarak
vakumlu etiivde (Memmert, Almanya), 8 mbar vakum altinda ve 150 °C sicaklikta 1 saat

siireyle tutulup prepolimerin s1vi forma gegmesi saglanmistir. Oncesinde elde edilmis
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deseliilerize-liyofilize miyokard grefleri sivi formdaki PGS-KNF/KNT prepolimer
¢ozeltisi i¢ine emdirilerek gdmiilmiis ve ardindan 150 °C sicaklikta 8 mbar vakum altinda

dehidrotermal yontemle toplamda 10 saat ¢apraz baglanmasi saglanmistir.

Kullanilan prepolimer ve karbon oranlarina bagli kalinlik optimizasyonu ve karbon orani

optimizasyonuna iligskin ayrintili agiklamalar Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.5. Kalinlik optimizasyonu amaciyla kullanilan prepolimer/karbon/THF

miktarlarini gosteren tablo.

Prepolimer Miktari
(8) 185 25 35 45 55

%1 Karbon Nanofiber/

%1 Karbon Nanotiip 0.0185 0.025 0.035 0.045 0.055
(g)

THF Miktar

(] 10.175 13.75 19.25 2475 30.25

Tablo 3.6. Iletkenlik optimizasyonu amactyla kullanilan prepolimer/karbon/THF

miktarlarini gésteren tablo.

Prepolimer Miktari
(g) 45 45 45

Karbon Nanofiber/
Karbon Nanotiip 1 2 3
%

Karbon Nanofiber/
Karbon Nanotiip 0.045 0.09 0.135

()

THF Miktar:
{ml) 24.75 24.75 24.75
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3.3. Tiim Kardiyak Yamalarin Karakterizasyonlari

3.3.1. Kimyasal Analizler
Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) spektroskopisi ile PGS kardiyak

yamalarin analizleri, tiim kardiyak yamalarin ise Fouirer Transform Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) ile yap1 analizleri ve Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

ile termal analizleri gergeklestirilmistir.

3.3.2. Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) Spektroskopisi

Capraz baglanma oranlar1 farkli PGS polimerinin yapidaki H atomlar1 belirlenmis ve
polimer iskeleti hakkinda bilgi edinmek amaciyla Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans
(*H-NMR) spektroskopisi ile karakterizasyon calismalari yapilmistir. Bu amagla 8, 10,
12 saat siireyle capraz baglanmig PGS elastomerinin analizleri her gruptan 1 g 6rnek
almarak Kati Hal Yiksek Giicli 300 MHz NMR Spektrometresi (Bruker
Superconducting FT.NMR Spectrometer Avance) ile gerceklestirilmistir.

3.3.3. Fouirer Transform Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fouirer Transform Kizildtesi Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak organik ve inorganik
maddelerin kimyasal yapilarinin belirlenmesi, kizilétesi 1smlarin molekiilii olusturan
atomlarin arasindaki baglarin titresimiyle meydana gelen frekanslara karsilik gelen
absorbsiyon degerlerinin okumasina temeline dayanmaktadir. FTIR analizinde farkli
molekiiler arasindaki baglar farkli frekans bolgelerinde titresim yaparak her molekiil
kendine ait bir absorbsiyon profili gostermektedir. Tez kapsaminda hazirlanan tim
kardiyak yamalarin kimyasal yap1 analizleri ATR- FTIR (Agilent Cary 630, ABD) ile
yapilmustir. Analiz i¢in 6rnekler ZnSe ATR kristali iizerine yerlestirilerek 650-4000 cm®
! dalga boyundaki kizilétesi 1sinlari ile taranarak her bir dalga boyuna karsi gelen %

transmittans pikleri kaydedilmistir.
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3.3.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Tez kapsaminda hazirlanan deseliilerize, PGS ve hibrit kardiyak yamalarin termal
ozellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ile gergeklestirilmistir (Perkin
Elmer Diamond, ABD).

3.3.5. Yapisal Analizler

3.3.5.1. Morfolojik Analiz

Tez kapsaminda hazirlanan kardiyak yamalarin morfolojik olarak gdzlemlenmesi ve

goriintiileri kamera ile kaydedilerek yamalarin makro yapilari karakterize edilmistir.

3.3.5.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak hazirlanan tiim kardiyak yamalarin
mikro boyuttaki yapisal analizleri gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda SEM analizi i¢in
hazirlanan numuneler (islem gérmemis miyokard (kontrol) dokusu ve deseliilerize doku
iskeleleri) ilk olarak %2,5 (h/h) gluteraldehit ile 2,5 saat siireyle fikse edilerek kademeli
alkol serisinde 20’ser dakika bekletilmistir. Hemen ardindan son olarak mutlak alkolden
alinan 6rnekler -80°C’de dondurularak 16 saat siireyle liyofilize edilmistir. Diger yandan
hibrit ve kompozit doku iskeleleri ise sentez sonrasinda herhangi bir 6n isleme maruz
birakilmadan direkt olarak SEM analizleri gergeklestirilmistir. Tiim kuru SEM analiz
ornekleri plazma ortaminda fiziksel buhar biriktirme (physical vapor deposition)
yontemiyle yaklasik 10 nm kalinliginda altin (Au)-paladyum (Pd) ile kaplanarak taramali
elektron mikroskobu (Carl Zeiss Evo, Almanya; Tescan GAIA 3, Cek Cumhuriyeti)

kullanilarak detaylica goriintiilenmistir.

3.3.5.3. Bilgisayarh Mikro Tomografi (u-CT) Analizi

Tez kapsaminda yapilan bilgisayarlt mikro tomografi analizleri sayesinde hazirlanan
kompozit kardiyak yamalarin 3 boyutlu yapilari incelenmistir. p-CT analizleri i¢in 1 cm
x 1 cm boyutlarinda hazirlanan kompozit drnekler SkyScan 1275 cihazi ile 10 um kesit
araliginda, 40 kilovoltta 250 mili amperde goriintiilenmistir. (Rotasyon basamagi 0.2,
360° ¢gekim).
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3.3.6. Mekanik Degerlendirme

Hazirlanan tiim kardiyak yamalarin mekanik davranislar1 ¢ekme testi ile belirlenmistir.
Cekme testleri i¢in, 1 cm x 1 cm boyutlarindaki kardiyak yamalarina radyal kesitlere
CellScale Biomaterial Tester (CellScale Univert, Kanada) mekanik cihazi ile 50 N
ylkleme hiicresi ve 30 mm/dk ¢ekme hizi ile ¢ekme kuvveti uygulanmistir (n=4). Analiz
sonucunda numunelerin elastisite modiilleri (kPa), uzama kabiliyetleri (%) ve mukavemet
degerleri (kPa) karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Gerinim-deformasyon egrisi
tizerinden %?20-%40 deformasyon alami aralifinda elastisite modiilii hesaplanmistir.
Ayrica tez kapsaminda hazirlanan farkli siirelerde ¢apraz baglanmis PGS elastomerinin
molar ¢apraz baglanma yogunluklarini belirlemek amaciyla 6rneklere ayni kosullar
altinda mekanik c¢ekme analizleri yapilmistir. Yine bu numunelerde de gerinim-
deformasyon egrisi iizerinden %20-%40 deformasyon alani araliginda malzemelerin
elastisite modiilleri belirlenmistir. Elastisite degerleri kullanilarak, Flory Teorisi [143,

144] denklemine gore (i) 6rneklerin molar ¢apraz bag yogunluklar1 hesaplanmistir:

(i) n=E/3RT

Buna gére: n molar ¢apraz baglanma yogunlugunu (mol/m3); E elastisite degerini
(N/mm2); Rgaz sabitini (Nm/mol.K) ve T ise sicakligi (K) ifade etmektedir.

3.3.7. Degradasyon Calismalari

Tez kapsaminda hazirlanan tim kardiyak yamalarin fizyolojik ortamdaki biyobozunma
davraniglarinin incelenmesi amactyla tiim kardiyak yamalar esit agirlikta tartilarak (n=3)
10 mL PBS (100 mM, pH=7.4) igerisinde 1., 7., 14., 21. ve 28. giinler boyunca 37 °C
sicaklikta calkalayici icerisinde bekletilmistir. Doku iskelelerinin baslangi¢ ve belirlenen
giinler sonunda agirliklar1 kaydedilmistir. Siire sonunda doku iskeleleri 37 °C sicaklikta
24 saat siireyle kurutulmus ve son agirliklart belirlenmistir. Doku iskelelerinin

degradasyon yiizdeleri (i1) formiiliine gére hesaplanmistir:

(i) Degradasyon yiizdesi (%) = (Wo-Ws)/Wo x 100
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3.3.8. Nano-Mekanik Davramslarin incelenmesi

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM) kullanilarak kardiyak yamalarin nanoindentasyon
caligmalar1 ekstraseliiler matriks yapilarmin nano Olgekte mekanik olarak analizi
amaciyla gerceklestirilmistir. Optik bir mikroskop olan AKM yardimiyla yamalar
lizerinde uygun analiz bolgeleri se¢ilmis ve AKM tipinin bu bdlge iizerine getirilmesi ile
tarama yapilmistir. AKM kontakt modda goriintiileme tipinde kullanilmig ve tiim 6rnekler
(1 cm x 1 cm) n=2 olacak sekilde fizyolojik ortamda bekletilmistir. AKM’de kullanilan
tip piramit seklinde ve en u¢ noktasindaki ¢ap degeri 20 nm’dir. Yiizey penetrasyon
derinligi (h) 300 nm, yay sabiti ise 1 N/m’dir. Elde edilen AKM goriintiisti {izerinde
uygun fiber belirlenerek yazilim yardimiyla isaretlenmis noktalardan indentasyon islemi
yapilmustir. Elastisite modiili AKM ile elde edilen kuvvet-indentasyon egrilerine gore
Hertz kontakt model formiiliine dayanarak hesaplanmis ve sonuglar mekanik analiz
sonuglart ile kiyaslanmustir (iii).

1
_ 4 Em. RZ 012
(iii) F 3. (1-v2)

Buna gore; gercek elastik modiilii Em, kantilever ¢ap1 R, uygulanan kuvvet F, indentasyon
derinligi ve v ise Poisson oranmidir. Buna gore kardiyak yamalar igin elastisite modiil

degerleri hesaplanmis ve bu sonuglar mekanik analiz sonuglari ile kiyaslanmigtir.

3.3.9. iletkenlik Analizleri

Keithley 2450 cihazi kullanilarak hazirlanan kompozit kardiyak yamalarin iletkenlik
olgiimleri gerceklestirilmistir. Iletkenlik 06zelligi malzemeden gecen akimimn akis
yetenegine dayandig1 gibi direng ile ters orantilidir. Olgiimler sirasinda kompozit yapilarin
iletkenlik ve direng dzellikleri 4 nokta prob olgiim teknigi ile belirlenmistir. Iletkenlik

sonuglari (¢ ) asagidaki denkleme (iv) gore yorumlanmistir:

(iv) o= p=1%
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Buna gore p 6zdireng, V 6l¢iilen voltaj, I malzemeden akan akim, A temas eden alan ve !
isemalzemenin uzunlugu olarak tanimlanir. Elde edilen sonuglarin birimlerinde iletkenlik
degerleri Siemens/metre (S/m); direng degerleri ise Ohm.metre (Ohm.m) olarak ifade

edilmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Cahismalari

Tez kapsaminda hazirlanan kardiyak yamalarin in vitro performanslarinin
degerlendirilmesi yapilmistir. Bu amagla hem kimyasal yontemle deseliilerize edilmis
greftlerle elde edilen hibrit ve kompozit yamalar hem de siiperkritik yontemle
deseliilerize edilmis greftlerle elde edilen hibrit ve kompozit kardiyak yamalar1 insan
kardiyomiyosit hiicreleri ile tekrar hiicrelendirilmigtir. Statik kiiltlir kosullarinda

gerceklestirilen analizler agagida detaylica agiklanmistir.

3.4.1. Materyaller

Hiicre kaynagi olarak insan kardiyomiyosit hiicreleri (Promocell, Almanya) ve
kardiyomiyosit besi ortami (Promocell, Almanya) kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii
calismalar1 boyunca besi ortami icin antibiyotik (Life Tech, ABD), fotal sigir serumu
(Life Tech, ABD), tripsin (Biological Industries, ABD), Dulbecco’s PBS (D-PBS)
(Capricorn, ABD) kimyasallar1 kullanilmistir. Metabolik aktivitenin degerlendirilmesi
amactyla alamar mavisi ¢ozeltisi (Invitrogen, ABD); canli/6lii analizi amaciyla canli 6l
boyama kiti (Sigma, ABD) ve sitotoksisitenin degerlendirilmesi amaciyla ise 3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5, difeniltetrazolyum (Biotium, ABD), DMEM (Capricorn), L929
fare fibroblast hiicreleri (NCTC klonu 929, ATTC), L-glutamin (Sigma, ABD),
Dimetilsiilfoksit (DMSO)’dan yararlanilmistir. SEM ile karakterizasyon i¢in etanol
(Merck, ABD) ve hekzametildisilazan (HDMS) (Sigma, ABD) kimyasallari
kullanilmistir. Gergek zamanli PCR analizleri i¢in Purelink RNA izolasyon ve Power
SYBR Green PCR kitleri (Thermo fisher scientific, ABD) ile Trizol (Qiagen, Almanya)

kullanilmastir.

3.4.2. Sterilizasyon

Hiicre ekimine baglamadan once ilk olarak malzeme sterilizasyonu i¢in, hibrit ve kompozit

doku iskeleleri %70 (h/h) alkol igerisine alinarak hiicre kiiltiir laboratuvarina
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aktarilmiglardir. Malzeme sterilizasyonunda doku iskeleleri %70 alkol igerisinde steril
ortamda 2 saat bekletilip siire sonunda 3 kez PBS tamponu ile yikanmislardir. Yikanan
doku iskeleleri her yiizeyi 20’ser dakika olmak tizere toplamda 40 dk UV i1sik altinda

sterilize edilmistir.

3.4.3. Hiicrelerin Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

Insan kardiyomiyosit hiicreleri (P1) pasajlanmak iizere azot devarmdan sicak su
banyosuna tasinmis, 2 dk siireyle 37 °C’de bekletilmis ve 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kabina
ekim yapilmistir. Daha sonra kiiltiir kabina kardiyomiyosit besi ortami eklenmistir. 37 °C
sicaklikta, %5 CO2 ve %95 nem iceren inkiibator icerisinde (Memmert, Almanya) kiiltiir
flask1 7 giin siireyle proliferasyona birakilmistir. 2-3 giinde bir besi ortami tazelenerek
toplamda 7 giin siiren proliferasyonun 151k mikroskop goriintiileri kaydedilmistir. Hiicre
yogunluk oranina %80-90 ulasan hiicrelerin iizerinden besiyerleri uzaklastirilarak yerine
2,5 mL hacimde 1X Tripsin (%0.05 Tripsin-EDTA / %0.01 EDTA) eklenip 5 dk siireyle
oda sicakliginda hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglanmistir. %5 fetal sigir serum (FBS)
iceren (1X Dulbecco’s PBS) c¢ozelti ile yilizeyden kalkan hiicreler muamele edilerek
tripsin aktiviteleri durdurulmus ve hiicreler santrifiij (Hettich, Almanya) yardimiyla
coktiirilmiistiir. Hiicreler toplamda 5. Pasaj (P5)’a kadar aynmi prosediirle prolifere
edilmiglerdir. 5. pasaj hiicreleri son olarak antibiyotik-antimikotik ilaveli kardiyomiyosit
besi ortamina aktarilmis, antibiyotik-antimikotik ilaveli besi ortamindaki davraniglar1 1g1k

mikroskobu yardimiyla degerlendirilmistir.

3.4.4. Statik Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Kimyasal olarak ve siiperkritik yontemle deseliilerize elde edilmis hibrit ve kompozit
(tim kardiyak yamalar) yamalar 1 cm x 1 cm boyutlarinda hazirlanip tekrardan
hiicrelendirilme asamasina gecmeden Once sterilizasyon islemine tabi tutulmuslardir.
Reseliilerizasyon adiminda ise insan kardiyomiyosit hiicreleri (P5) 3x10* hiicre/doku
iskelesi yogunlugunda dokular {izerine ekilmis ve 21 giin boyunca statik olarak kiiltiirii

yapilmistir.
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3.4.5. Dinamik Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Dinamik kiiltiir ile elde edilen kardiyak yamalarin mekanik stres uygulamalar1 Ebers TC-
3 (Ispanya) biyoreaktorii ile gerceklestrilmistir. Biyoreaktdriin goriintiisii Sekil 3.2°de
verilmistir. Biyoreaktoriin ana gdvdesi hari¢ tiim parcalari sirasiyla sabunlu su ve virkon
ile yikanarak temizlenmis ve ardindan %70 (h/h) etanol ile silinerek 121 °C’de 21 dk
stireyle otoklavlanmigtir (Niive, Tiirkiye). Ana govde ise %70 (h/h) etanol ile silinerek 4
saat UV 1sinlarina maruz birakilarak temizlenmistir. Steril edilen tiim kisimlar steril pens
ve alyanlarla yeniden bir araya getirilerek monte edilmistir. 10 mmx10 mm boyutundaki
sterilize edilen kardiyak yama 6rnekleri biyoreaktor kuyucuklarina yerlestirildikten sonra
kuyucuklarin  kapaklar1 vidalanarak kapatilmistir. Biyoreaktoriin sivi  yiikleme

kisimlarina steril 0,22 mikron siringa filtreleri (Sartorius, Minisart) yerlestirilmistir.

Sekil 3.2. Biyoreaktor sisteminin genel goriiniimii.

Biyoreaktor deneylerinde kullanilan tiim kardiyak yamalarin ¢alisma kosullar1 Tablo
3.7°de 6zetlenmistir. Tablo 3.7’de goriildiigii gibi tiim kardiyak yamalar 1. ve 2. giin statik
olarak (duragan) kiiltiire edildikten sonra kalan 12 giin siiresince giinde 4 saat boyunca

%S5 ile %10 ¢ekme ylizdesi ile 1 Hz frekansta mekanik etkiye maruz birakilmistir.
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Tablo 3.7. Dinamik kiiltiir calisma kosullari.

Cekme Yiizdesi %5 - %10
Cekme Frekansi ‘ 1Hz
Mekanik Etki Uygulama Siiresi ‘ 4 saat/gln

Belirtilen calisma kosullarinda tiim kardiyak yamalar sirasiyla %5 ve %10 ¢ekme
kuvvetine maruz birakilmiglardir. Steril haldeki kardiyak yamalar, biyoreaktor
kuyucuklarina steril pens ile yerlestirilerek her doku iskelesi icin 3x10* kardiyomiyosit
hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin ekiminden sonra her kuyucuk igerisine 8 mL hacimde
kardiyomiyosit besi ortami ilave edilip 2 giin boyunca statik olarak kiiltiirli yapilmistir.
Kardiyomiyosit besi ortamlar1 gilin asir1 olmak {izere yenilenerek 12 giin boyunca giinde

4 saat belirtilen ylizdelerde dinamik olarak ¢ekme kuvvetine maruz birakilmiglardir.

3.4.6. Statik ve Dinamik Hiicre Kiiltiirii Karakterizasyonlari

3.4.6.1. Sitotoksisite analizi

Kantitatif ~ bir tayin  yontemi olan MTT  (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5,
difeniltetrazolyum) eliisyon analizi sayesinde doku iskelelerinin sitotoksik etkileri
belirlenmistir. MTT analizi i¢in ilk olarak doku iskelelerinin ekstraksiyonlari
hazirlanmigtir. ISO-10993 standardina gore 0.2 g/mL miktarinda hazirlanan iskeleleri
(doku iskelesi/DMEM) 24 saat siireyle 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir (n=3). Siire
sonunda ekstraksiyon besiyeri 0,45 mikron filtrelerden gecirilerek siiziilmiis ve analiz
baslayana kadar +4 °C'de bekletilmistir. MTT testi i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda
(2x10* hiicre/kuyucuk) L929 fare fibroblast hiicrelerinin 24 saat boyunca proliferasyonu
yapilmis, ardindan 24 saat boyunca hiicreler ekstraksiyon besi ortamlari (%1 antibiyotik,
%1 L-glutamin, %10 FBS) ile %100, %75, %50, %25 ve kontrol grubu (h/h,
ekstrasiyon/DMEM) konsantrasyonlarinda inkiibatorde etkilestirilmiglerdir. ~ Siire
sonunda MTT analizi i¢in ekstraksiyon besi ortam1 uzaklastirilmis ve yerine 60 uL MTT
(2,5 mg/mL) ¢ozeltisi iceren 660 uL. DMEM ilave edilerek 3 saat siireyle karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklardan DMEM uzaklastirilip DMSO ile
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmigtir. Kuyucuklardaki ekstraksiyonlarin 570
nm dalga boyunda absorbans degerleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda mikroplaka
okuyucuda elde edilmistir.
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3.4.6.2. Hiicre Metabolik Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Insan kardiyomiyositlerle hiicrelendirilen doku iskelelerine statik kiiltiir kosullarinda 1.,
4.,7.,14. ve 21. giinlerde; dinamik kiiltiir kosullarinda ise 4., 7. ve 14. giinlerde Alamar
Mavisi analizleri yapilarak hiicre metabolik aktiviteleri degerlendirilmistir. Bu amagla ilk
olarak kardiyomiyosit besi ortami igerisine hacimce 1/10’u kadar (%10) Alamar
soliisyonu eklenerek alamar ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ardindan doku iskeleleri iizerindeki
besi ortami uzaklastirilarak (n=3) alamar ¢ozeltisi ilave edilmis ve 4 saat boyunca 37°C
sicaklikta, %5 CO2 ve %95 nem iceren inkiibatorde etkilestirilme yapilmistir. Siire
sonunda ¢ozelti 200’er L hacimlerde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilarak (n=4)
570/600 nm’de mikroplaka okuyucu (Biotek, ABD) yardimiyla absorbans degerleri
okunmustur. Ayrica, hiicre ekilmemis doku iskelesi (negatif kontrol) hiicre ekilmis
iskeleler ile ayni sartlar altinda alamar ¢ozeltisi ile 4 saat boyunca 37 °C sicaklikta, %5
COz2 ve %95 nem igeren inkiibatorde etkilestirilmis ve yine ayni kosullarda 570/600 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedilmistir.

3.4.6.3. Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi

Plazma membran biitlinliigiiniin kaybolmasiyla kirmiziya boyanan (propidyum iyodiir)
olii hiicreler ve hiicre igi esteraz aktivitesinin varligi ile yesile boyanarak (Calcein AM)
yogun florasan 1s1ma yapan canli hiicreler incelemeleri ile canli/6lii hiicre canlilik ve
sitotoksisite testi yapilmaktadir. Hiicre canlilig1 test edilirken insan kardiyomiyositleri ile
hiicrelendirilen doku iskelelerine statik kiiltiir kosullarinda 7., 14. ve 21. giinlerde;
dinamik kiiltiir kosullarinda 7. ve 14. giinlerde canli/6lii analizi yapilmistir. Analiz i¢in
doku iskeleleri tizerinden besiyerleri uzaklastirilip (n=2) iskeleler Dulbecco’s PBS ile
yikanmiglardir. Ardindan 1 mL PBS icerisinde hazirlanan 2 pL Calcein AM, 1 pL
propidyum iyodiir igeren test soliisyonu doku iskeleleri tizerine eklenerek inkiibator
icerisinde 20 dk siireyle 37 °C sicaklikta etkilestirilmistir. 20 dakika sonunda doku
iskeleleri D-PBS ile yikanarak florasan atagmanli mikroskop (Leica, DM IL LED,

Almanya) ile goriintiilenmistir.

3.4.6.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Insan kardiyomiyosit hiicreleri doku iskeleleri iizerinde statik kiiltiiriin 7. 14. ve 21.

giinlerinde; dinamik kiiltiiriin ise 7. ve 14. glinlerinde fikse edilerek hazirlanan iskelelerin
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taramal1 elektron mikroskop goriintiileri alinmistir. Numuneri hazirlamak i¢in ilk olarak
doku iskeleleri iizerindeki besiyerleri uzaklastirilarak D-PBS yikamasi yapilmistir.
Hiicreler 30 dk siireyle %4 paraformaldehit ile fikse edilmis ve ardindan fiksatif ajani
uzaklastirilmas1 amaciyla D-PBS yikamasi yapilmistir. Yikanan doku iskeleleri sirasiyla
%30, %50, %70, %80, %90 ve %100 etanol serisinden gegirilerek lizerine siringa
yardimiyla HDMS damlatilarak kurutulmaya birakilmiglardir. En son adimda ise tiim
doku iskeleleri plazma ortaminda fiziksel buhar biriktirme (physical vapor deposition)
yontemiyle yaklagik 10 nm kalinliginda altin (Au)-paladyum (Pd) ile kaplanarak taramali

elektron mikroskobu (Tescan, Cek Cumhuriyeti) goriintiileri alinmistir.

3.4.6.5. Glikozaminoglikan (GAG) Miktarlarin Belirlenmesi

Statik ve dinamik kiiltlirtin ardindan doku iskeleleri lizerinde hiicrelerin proliferasyonu
ile artan GAG miktarinin belirlenmesi icin DMMB (dimethyl methylene blue) analizi
yapilmistir. DMMB analizi i¢in ilk olarak statik ve dinamik kiiltiiriin 7. ve 14. gilinlerinin
sonunda doku iskeleleri (n=3) iizerindeki besiyerleri uzaklastirilmig ve iskeleler 15 mL
falcon igerisine aktarilarak tizerlerine 500 pL hacimde 1 mg/mL derisimdeki proteinaz K
(100 mM amonyum asetat igerisinde) eklenmistir. Tlim iskeleler 16 saat siireyle 60 °C
sicaklikta bekletilmislerdir. Siire sonuda doku iskeleleri sividan uzaklastirilmis ve 5 dk
siire boyunca 5000 rpm’de santrifiij edilmislerdir. Geriye kalan sivi 6rnekler 40 pL
hacimde olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilmig ve iizerine 200 pL kadar
DMMB (dimethyl methylene blue) ¢6zeltisi eklenmistir. Tiim gruplarin 520 nm dalga
boyunda UV absorbans degerleri mikroplaka okuyucu yardimiyla okunmustur. Esg
boyuttaki doku iskeleleri es siirelerde proteinaz K ile etkilestirildikten sonra elde edilen
¢ozeltinin ayn1 yontemle absorbans degerleri okunarak sonuglari normalize edilmistir. Bu
absorbans degerleri statik ve dinamik kiiltiir UV absorbans degerlerinden ¢ikarilarak

aradaki fark elimine edilmistir.

3.4.6.6. Gen Ekspresyonu Analizleri

Tez kapsaminda hazirlanan kardiyak yamalarin statik ve dinamik Kkiiltiir kosullar
sirasinda hiicre ekiminin 1. giin, 4. giin ve 14. giin sonlarinda hiicrelerin ifade ettikleri
gen diizeyleri arastirilmistir. 1, 4 ve 14. giin sonlarinda yamalarin {izerindeki besiyerleri

uzaklastirilarak yamalar analiz zamanina kadar -80 °C sicaklikta muhafaza edilmislerdir.
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Gen diizeyi analizi dncesinde yamalarin oda sicakligina ulagmasi beklenmistir. Daha
sonra yamalarin sirastyla RNA izolasyonlari, komplementer DNA (cDNA) sentezleri
gergeklestirilmis ve cDNA’ye cevrilen Orneklerin RT-PCR ile gen ifade diizeyleri
belirlenmistir. Bu amagla uygulanan metod asagidaki basliklar altinda sirasiyla ve

detaylica anlatilmistir.

3.4.6.6.1. RNA izolasyonu

Doku iskelerindeki hiicrelerin RNA izole etmek i¢in doku iskeleleri ependorf tiiplere
gecirilmis ve her bir ependorfa 500 pL TRIzol eklenerek oda sicakliginda 15 dk
bekletilmistir. 15 dk sonunda drnekler 10 s vorteklenip iizerlerine 100’er pL kloroform
eklenerek 20 kere dikkatlice alt list edilmistir. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona
birakilmislardir. Bu asamadan sonra izolasyona Purelink RNA izolasyon kiti kullanilarak
devam edilmistir. Daha sonra 4 °C’de 10 dk 13000 rpm’de santrifiij edilmislerdir.
Santfifiijle ayrilan fazlardan tistte kalan kisim dikkatli bir sekilde temiz ependorf tiiplere
aktarilmistir. Altta kalan faza ise uzaklastirilan siv1 faz kadar %70 soguk alkol eklenerek,
homojen bir yap1 elde edilene kadar vortekslenmistir. Daha sonra homojen karisim kolon
igerisine aktarilarak, 10.000 G’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda filtrenin
altinda kalan siv1 uzaklastirilirken filtrenin {izerine 500 pL yikama tamponu 1 (wash
buffer 1) eklenerek 10.000 G’de 30 saniye santrifiij yapilmistir. Daha sonra yine filtrenin
altinda kalan siv1 uzaklastirilirken filtrenin iizerine 500 pL yikama tamponu 2 (wash
buffer 2) eklenerek 10.000 G’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Daha sonra alttaki sivi
uzaklastirilarak bu asama 2 kez tekrar edilmistir. 2 tekrarli yitkama asamasindan sonra
alttaki siv1 uzaklastirilmis ve kolon bos tiip icerisinde iizerine bir ekleme yapmaksizin
maksimum hizda 2 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak kolon temiz bir ependorfa
taginarak iizerine filtrenin tam orta kismina 50 plL eliisyon tamponu (niikleaz igermeyen
su) eklenerek, 13.000 G’de 2 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra kolon atilmus,
ependorfun alt kismina ¢oken RNA o6rneklerinin konsantrasyonu UV spektrofotometre

(Nanodrop) (Quawell, ABD) ile belirlenmistir.

3.4.6.6.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA’lar1 izole edilen Orneklerin konsantrasyonlari 250 ng’a ayarlanmistir. RNA

ornekleri toplamda 11 pL olacak sekilde reaksiyona hazirlanmiglardir. 11 pL RNA
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Orneginin lizerine, kitin igerisinde bulunan Oligo dT soliisyonundan 1 pL ilave edilerek
karisim 65 °C’de 5 dakika boyunca 1s1 dongiileyicide (PZR cihazi) inkiibe edilmistir.
Diger bir yandan her bir 6rnek i¢in 4 pL reaksiyon tamponu, 2 uL dNTP, 1 uL Reverse
Transcriptase ve 1 uL Ribolock RI igeren reaksiyon karisimi buz banyosunda
hazirlanmustir. Inkiibasyon bitince reaksiyon karisimidan &rnek basina 8 pL eklenerek
PZR tiiplerine aktarilmiglardir. Hazirlanan PZR tiipleri 1s1 dongiileyiciye yerlestirip 42
°C’de 60 dakika ve 70 °C’de 5 dakika reaksiyona birakilmislardir. Reaksiyon sonunda
cDNAya ¢evrilmis olan 6rneklerin konsantrasyonu UV spektrofotometre (Nanodrop) ile

Olciilmiistiir.

3.4.6.6.3. Ger¢ek Zamanh PCR (RT-PCR)

cDNA’ya cevrilen Ornekler ile gen ifadelerinin belirlenmesi amaciyla, Power SYBR
Green PCR kiti ve ABI 7500 fast cihazi kullanilarak ger¢ek zamanli PZR
gerceklestirilmistir. T-Box Transcription Factor 5 (TBX5), Actinin Alpha 1 (ACTN1),
Troponin T2, Cardiac Type (TNNT2), Gap Junction Protein Alpha 1 (GJA), Cadherin 1
(CDHL1) and Snail Family Transcriptional Repressor 1 (SNAI1) gen ifadelerine gergek-
zamanli PZR ile bakilmis ve normalizasyon i¢in Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase (GAPDH) ve Hexosaminidase Subunit Beta (HEXB) genleri
kullanilmistir. Nanodrop kullanilarak konsantrasyonlar1 6l¢iilen cDNA oOrnekleri, en
yiiksek degere oranlanarak hesaplanmistir. Hesaplanan cDNA 6rnekleri DNase ve RNase
free steril su distile su kullanilarak uygun oranlarda seyreltilmistir. Bir 6rnek i¢in gerekli
reaksiyon karisimi; 5 pL 2X SYBR Green, 0,1 pL ileri primer, 0,1 pL geri primer ve 1,8
pL distile su ile hazirlanmustir. Primer dizileri Tablo 3.8°de belirtilmistir. Ornekler
belirlenen 96-kuyucuklu plakada kuyucuk basmna 3 pL olacak sekilde konulmustur.
Orneklerin iizerine her kuyucuk igin 7 pL hazirlanan reaksiyon karistmi eklenmistir.

Belirtilen kosullara gore gercek zamanli PZR gerceklestirilmistir (Tablo 3.9).
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Tablo 3.8. Gergek Zamanli PZR i¢in kullanilacak primerlerin dizileri.

Genler ileri Primer (5’-3) Geri Primer (5’-3) Uriin boyutu
(bg)
GAPDH AGAACGGGAAGCTTGTCATC CATCGCCCCACTTGATTTTG 81
HEXB GATCCATTGTCTGGCAGGAGGT GGAAGCCAGATGCTGTGACTCT 123
TBX5 GACTTCCTACCAGAACCACAAG GGGACCACGGGATATTCTTTAC 135
ACTN1 GGCAATGTGAAAATGACCCTG TTCCTCTGACACCAAAGCAG 119
TNNT2 AAGAGGCAGACTGAGCGGGAAA AGATGCTCTGCCACAGCTCCTT 124
GJAI AGGAGTTCAATCACTTGGCG AGTTGAGTAGGCTTGAACCTTG 119
CDH1 CCCAATACATCTCCCTTCACAG CACCTCTAAGGCCATCTTTGG 120
SNAI1 CGAGCTGCAGGACTCTAATC CAGAGTCCCAGATGAGCATTG 131

Tablo 3.9. Ger¢ek Zamanli PZR kosullari.

3.5. Statik Ortamda iletkenlik Calismalari

Tez c¢alismasi kapsaminda, karbon nanotiip kullanimi sayesinde kazandirilacak
elektriksel iletkenlige sahip kompozit yapilarin hiicreler iizerindeki etkisi incelenmistir.
Bu amagla ilk olarak kardiyak yamalar punch yardimiciyla 6 mm ¢apli daireler seklinde
kesilmislerdir. Elde edilen kesitlere kiiltiir asamasinda uygulanan sterilizasyon adimlari
uygulanmistir (Bashk 3.4.2) ve statik kosullar altinda hiicre ekimi yapilmistir (Baslik
3.4.4). Hiicre ekimi yapilan doku iskeleleri 24 kuyucuklu transwell (Corning Costar,
ABD) i¢erisindeki membranlara yerlestirilmistir. Transwell membranin iist kismina 200
ul, alt kismina 500 pl olacak sekilde besiyeri eklenmis ve 14 giin boyunca takibi

yapilmistir. Ekimin 4. ve 14. giin sonunda alt kisim ile iist kisim arasindaki direng farki

Reaksiyon

Sicaklik, Siire

Istyla Aktivasyon

95 °C, 10 dakika

Denalrasyon*

95 °C, 15 saniye

Primer baglanmasi/uzama*

60 °C, 1 dakika

*40 dongii sayisim ifade eder.

Olctimleri Merck Milicell ERS-2 ile gerceklestirilmis ve sonuglar kaydedilmistir.
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Ikinci asamada ise 10 mm x 10 mm boyutundaki kardiyak yamalara ayn1 prosediirde
hiicre ekimi yapilmis kiiltiiriin 14 giin boyunca takibi gerceklestirilmistir. Calismanin 4.
ve 14. giin sonunda Gamry 1010 cihaz1 ile kardiyak yamalara sabit voltajda 0,15 V
degerinde 0,5 s siireyle 1. voltaj uygulamasi, 0 V degerinde 0,5 s siireyle 2. voltaj
uygulamasi olacak sekilde toplam 10 s siireyle maksimum akim 0,1 mA olmasi
saglanarak elektriksel uyart yapilmistir. Elektriksel uyari i¢in problarin ucuna baglanan
siringa igneleri malzemenin 2 ayr1 yoniine gelecek sekilde daldirilmiglardir. Verilen
elektriksel uyar1 osiloskop (Tektronix TDS2022B, ABD) cihazi ile takip edilerek Gamry
1010 yazilimi aracigiyla kaydedilmistir. Malzeme icinden gecen akim degerleri
kaydedilerek hiicreli ve hiicresiz kardiyak yamalarin diren¢ degerleri ohm cinsinden
hesaplanmustir. iletkenlik testi icin gerekli ekipmanlar ve malzeme etkilesiminin

goriintiileri sirasiyla Sekil 3.4 ve Sekil 3.5te verilmistir.

Sekil 3.3. Elektriksel 6l¢iimler i¢in kurulmus diizenegin goriintiisii.
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Sekil 3.4. Uygulananan voltaj igin prob-malzeme etkilesim sistemi.

3.6. istatiksel Cahismalar

Tez kapsaminda elde edilen tiim sonuglar standart sapma degerleri ile birlikte ifade
edilmislerdir (£SS). Tiim analizler 6rneklem sayis1 3 (n=3) olacak sekilde yapilmstir.
Kiyaslamali grup analizlerinde grup sayisinin 2’ye esit oldugu durumlarda (a=2) t-test
analizi (Welch’s t-test) ile yapilirken grup sayisinin 2’den biiyiik oldugu durumlarda
(a>2) ise 2 yonlii ANOVA analizi uygulanmistir. Gruplar arasi farkliliklarin p> 0.05’den
biiylik oldugu durumlarda farklilik yok (ns); p < 0.05 oldugu durumlarda p*; p < 0.01
oldugu durumlarda p**; p < 0.001 oldugu durumlarda p*** ve p < 0.0001 oldugu

durumlarda ise p**** ile ifade edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Deseliilerize Miyokard Yamalarin Hazirlanmasi

4.1.1. Kimyasal Yontemle Deseliilerize Edilmis Miyokard Yamalarin Optimizasyon
ve Karakterizasyonlari

4.1.1.1. 30 mm x 10 mm Miyokard Doku Gruplarimin Optimizasyonlari

SDS ajani ile kimyasal deseliilerizasyon proseslerinin 30 mm uzunluktaki doku
iskelelerindeki optimizasyonu i¢in protokoller Tablo 3.1°de verilmistir. Buradaki SDS
konsantrasyonu ve muamele siireleri gibi parametreler H&E ve DAPI boyamalar ile
degerlendirilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2’de islem goérmemis miyokard ve deseliilerize

miyokard dokularinin sirastyla H&E ve DAPI boyamalarina yer verilmistir.

Sekil 4.1, A (%0,5 (a/h) SDS uygulamasi, 3 giin), B (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 3 giin),
C (9%0,5 SDS (a/h) uygulamasi, 5 giin), D (%1 (a/h) SDS uygulamasi, 5 giin) ve E (%0,5
(a/h) SDS uygulamasi, 7 giin) deseliilerize gruplarin hematoksilen&eozin boyamalarini
gostermektedir. F grubu (%1 (a/h) SDS uygulamasi, 7 giin) deseliilerizasyon islemi
sonunda ESM doku biitiinliigiinii tamamiyla kaybetmesi sebebiyle degerlendirmeye

alinmamustir.
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Sekil 4.1. Islem gérmemis miyokard dokusu (kontrol) ve deseliilerizasyon sonrasi
gruplarin (30 mm uzunluk) Hematoksilen&Eozin boyamasi (10X). A (%0,5 (a’h) SDS
uygulamasi, 3 giin), B (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 3 giin), C (%0,5 SDS (a/h) uygulamasi,
5 giin), D (%1 (a/h) SDS uygulamasi, 5 giin) ve E (%0,5 (a/h) SDS uygulamasi, 7 giin).

Deseliilerizasyon prosesinin basarist DAPI ¢ekirdek boyamasi ile de degerlendirilmis ve
Sekil 4.2.de A (%0,5 (a/h) SDS uygulamasi, 3 giin), B (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 3 giin),
C (%0,5 SDS (a/h) uygulamast, 5 giin), D (%1 (a/h) SDS uygulamasi, 5 giin) ve E (%0,5
(a/h) SDS uygulamasi, 7 giin) deseliilerize gruplarina ait boyamalar1 verilmistir. A
grubunda diger gruplara gore hiicreler yeteri kadar uzaklastirilamamis ve ayrica ESM
yapisinin biitiinligiiniin korunamadig: goriilmistiir. DAPI boyamalari ele alindiginda B,

C, D, E gruplarinin hiicrelerinden basarili bir sekilde arindirildigi gosterilmistir.
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Kontrol

Sekil 4.2. Islem gérmemis miyokard dokusu (kontrol) ve deseliilerizasyon sonrasi
gruplarin (30 mm uzunluk) DAPI boyamasi (10X). (A (%0,5 (a/h) SDS uygulamasi, 3
giin), B (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 3 giin), C (%0,5 SDS (a/h) uygulamasi, 5 giin), D
(%1 (a/h) SDS uygulamasi, 5 giin) ve E (%0,5 (a/h) SDS uygulamasi, 7 giin).

Histolojik (nitel) degerlendirmelerin yan1 sira deseliilerizasyon ¢alismalarinin en 6nemli
bulgularindan biri olarak kabul edilen deseliilerize matrislerdeki artik DNA miktar tayini
optimize edilen tiim gruplar i¢in (Tablo 3.1) sayisal olarak belirlenmistir. 30 mm uzunluk
boyutlarina sahip dogal ve deseliilerize miyokard dokulardaki DNA miktar1 mg kuru
doku basina ng DNA (ng DNA/ mg kuru doku) olacak sekilde hesaplanmistir. Sekil 4.3°te
tim gruplarin DNA miktar1 histogram grafigi ile sunulmus olup, analiz i¢in kalibrasyon
grafigi de ek 1.1°de verilmistir. Buna gore, A grubuna ait tiim ¢alisma gruplarinda DNA
miktar1 mg doku iskelesinde 50 ng degerinde iistiinde tespit edilmistir (134,3 + 16,57 ng).
B, C, D, E ve F gruplarina ait DNA miktarlar ise sirasiyla 12,16+1,49 ng, 10,14+1,39



ng, 11,2342,12 ng, 8,72+3,02 ng ve 8,824+2,87 ng olarak belirlenmistir. Literatiirde
deseliilerize matrisin 1 mg kuru agirliktaki dokuda bulunmasi gereken DNA miktari

maksimum 50 ng olarak kabul gormektedir [142].

kkkk

ng DNA / mg kuru agirhik
o
e

Sekil 4.3. Kimyasal deseliilerizasyon optimizasyonuna ait (30 mm uzunluktaki doku
gruplar1) deseliilerize matrislerdeki arttk DNA miktarin1 nanogram cinsinden gosteren

histogram grafigi.

Deseliilerize matrislerdeki GAG miktar1 tiim gruplar i¢in (Tablo 3.1) kantitatif olarak
belirlenmistir. Buna gére DMMB test soliisyonu ile yapilan pg sGAG/mg kuru agirlik
cinsinden verilen sonuglar Sekil 4.4’te histogram grafigi ile verilmistir. A grubuna ait
deseliilerizasyon grubunda SGAG miktar1 daha yiiksek oranda korunurken (3,78 + 0,54
ug), bu deger B grubunda 3,38 + 0,35 pg’a diismiisancak bu iki grup arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamustir. C, D, E ve F gruplarina ait SGAGmiktarlari sirasiyla 2,64 + 0,20
ng, 1,93 £ 0,25 pg, 1,19 £ 0,10 pg ve 1,11 £ 0,26 pg olarak belirlenmistir. Bu sonuglara
gore, dokunun SDS ajani ile muamele siiresi ve uygulanan SDS’in konsantrasyonu

arttikca glikozaminoglikan miktar1 seviyesinin %80’lere kadar diistiigii gézlemlenmistir.
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Sekil 4.4. Kimyasal deseliilerizasyon optimizasyonuna ait (30 mm uzunluktaki doku
gruplar1) deseliilerize matrislerdeki SGAG miktarin1 mikrogram cinsinden gosteren

histogram grafigi.

30 mm uzunluktaki doku gruplarina uygulanan H&E ve DAPI boyamalar1 sonuglarina
gore A gruplarinda hiicre ¢ekirdeklerine rastlanmistir. Bu sonuglar ayni1 zamanda sayisal
olarak tayin edilen DNA analizleri ile de dogrulanmis ve %1 SDS konsantrasyonu ile 3
giin sonrasinda artik DNA miktar1 en az seviyede belirlenmistir. Sayisal sSGAG miktar1
sonuglari ise diisiik SDS konsantrasyonun ve uzun muamele siiresinin(C grubu) GAG
miktarinda anlamli bir azalmaya neden oldugunu gostermistir. Bu sonuglar gerek SDS
muamelesinin minimum stirede tutulmasi gerekse matriks biitiinliigiiniin korunabilmesi
i¢in hibrit kardiyak yama sentezi i¢in en ideal grubun B grubu olduguna karar verilmistir
(%1 SDS (a/h), 3 giin). Buna gore bu gruba ait kapsamli karakterizasyon ¢aligmast
gerceklestirilmisgtir.

Bu amagla %1 SDS (a/h) konsantrasyonu ile 3 giin siireyle deseliilerize edilen miyokard
dokularinin elastin ve kolajen boyamalar1 gergeklestirilmistir ve elastin ve kolajen
boyamalara ait goriintiiler sirasiyla Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Mason’s
Trichrome kolajen boya kiti ile dokuda cekirdekler siyah renge, sitoplazma ve kas
fiberleri kirmiz1 renge ve kolajen ise mavi renge boyanir. Buna gore kontrol gruplarinda
cekirdekler fiber kenarlarinda siyah renkte matris ve kas fiberleri kirmiz1 renkte ve
kolajen ise mavi renkte boyanmis ve Sekil 4.5A’da verilmistir. Kolajen ve fiberlerin i¢

ice goriilmeleri dokunun herhangi bir isleme maruz kalmamasindan kaynaklanir. Kas
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fiberleri ile sitoplazma ve kolajen yogunlugunun deseliilerizasyon sonrasinda azaldigi
gozlenmistir (Sekil 4.5B). Ayrica ¢ekirdek bulgusuna rastlanmamustir. Elasin boyamada
ise (Sekil 4.6) kontrol grubunda (Sekil 4.6A) baglant1 bolgelerinde az miktarda elastin
fiberlere rastlanmis ve dokunun geri kalani (sitoplazma ve diger elemanlar) sar1 ile
boyanmistir. Verhoeff Van Gieson elastin boyamanin 6zelligi sitoplazma elemanlarinin
sart, elastinin mavi-siyah ve Kolajenin ise pembe-kirmizi renge boyanmasidir.
Deseliilerizasyon sonrasinda ise (Sekil 4.6B) gerek elastin fiberlerinin gerekse sitoplazma

komponentlerinin 6nemli miktarda azaldig gorilmiistiir.

e
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Sekil 4.5. (A) islem gérmemis miyokard dokunun, (B) %1 SDS (h/h)ile ve 3 giin siireyle

deseliilerize olan matrisin kolajen boyamasi (10X).

Sekil 4.6. (A) Islem gérmemis miyokard dokunun, (B) %1 SDS (h/h)ile ve 3 giin siireyle

deseliilerize olan matrisin elastin boyamasi (10X).
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Histolojik boyamalarina ek olarak hidroksiprolin test Kiti araciligiyla kolajen miktarinin
sayisal analizi gerceklestirilmistir. Kolajen peptit zincirlerinde bulunan, a zincirlerinin
tiretimine yardimci olan 4-Hidroksiprolin, kolajenin asit-hidrolizi ile a¢i1ga ¢ikan serbest
bir amino asittir. Test kiti aracilifiyla, dokudaki kolajen asitle hidrolize edilir ve 4-
hidroksiprolin ortaya ¢ikar. Bu gruplarin Kloramin-T ile oksidasyonu sonucu piroller
olusur ve olusan pirollere Ehrlich's reaktifi (Dimetilaminobenzaldehit/Perklorik asit-
Izopropanol) eklenerek kromoforlar elde edilir. Bu kromoforlarin kolorimetrik
absorbanslar1 6lgiiliir. Boylece dokudaki kolajen miktarinin dolayli yoldan o6l¢iimii
saglanir. Buna gore 100 mg kolajenin 12,5 mg’1 yani %12,5’1 hidroksiprolin miktarini
ifade eder [145, 146]. Sekil 4.7°de buna goére hesaplanmis kolajen igerikleri histogram
grafigi ile verilmistir. Bu hesaplamalarda yararlanilan kalibrasyon egrisi ek 1.3’te

verilmistir.
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Sekil 4.7. Islem gérmemis miyokard dokusu ve deseliilerize matristeki kolajen miktarini

mikrogram cinsinden gosteren histogram grafigi (n=3) (p****).

Oncelikle islem gérmemis miyokard (kontrol) ve deseliilerizasyon sonrasi matristeki
kolajen miktari kiyaslanirken, bu dokularin ortalama kuru agirliklari esas alinmistir. Buna
gore islem gormemis-liyofilize miyokard dokusunun ortalama agirligi 225,1 mg ve
deseliilerize matrisin kuru agirligi ortalama degeri 10-12 mg olarak hesaplanmistir (n=6).

Sonuglar bir doku iskelesinin kuru agirligindaki (30 mm x 10 mm) pg kolajen miktari
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olarak ifade edilmistir. Kontrol grubu ve deseliilerize doku iskelesinde kolajen miktari
sirastyla 1683 + 44,86 ng ve 835 + 14,97 ng kolajen olarak hesaplanmistir. Bu sonuca
gore deseliilerizasyon sonrasinda kolajen miktarinin %48,3 oraninda korundugu tespit

edilmistir.

Son olarak belirlenen grubun morfolojik analizleri gergeklestirilmis ve goriintiileri Sekil
4.8’de verilmistir. %1 SDS (a/h) konsantrasyonu ile 3 giin siireyle deseliilerize edilen
miyokard dokunun giin bazinda elde edilen goriintiileri (A) islem gérmemis miyokard
(kontrol) grubu, (B) SDS muamelesinin 24 saat (C) 48 saat ve (D) 72 saat sonundaki
goriintiileri seklinde verilmistir. Deseliilerizasyon sonrasinda ESM komponentlerinin

kaybina bagl olarak dokunun beyazlastig1 gdzlenmistir.

A B C

Sekil 4.8. (A) Islem gérmemis miyokard, %1 (a/h) SDS muamelesi sonras: (B) 24. Saat,
(C) 48. Saat, (D) 72. Saat sonlarinda dokularinin morfolojik goriintiileri.

4.1.1.2. 10 mm x 10 mm Miyokard Doku Gruplarinin Optimizasyonlari

30 mm x 10 mm miyokard dokularina uygulanan skCO2 muamelesinin 6n muamelelere
ragmen basarisiz olmasi nedeniyle (dokunun boyutuna bagl olarak kompakt yapinin
ayristirilamamasi), ¢alisma miyokard dokunun 10 mm x 10 mm boyutlarinda tekrardan
disekte edilerek tiim protokollerin tekrar edilmesine karar verilmistir. SkCO;
uygulamasinin 30 mm uzunluktaki doku gruplarindaki basarisiz sonuglari 4.1.2 basligi

igerisinde tartisilmistir.

Buna gore 10 mm uzunluktaki doku kesitlerinde etkili olacak deseliilerizasyon

yonteminin belirlenmesi amaciyla %1 SDS konsantrasyonu (a/h) uygulanmis ve buna
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gore SDS’nin muamele stiresi optimize edilmistir (Tablo 3.2). Bu doku gruplarinin H&E
ve DAPI boyamalari sirastyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Burada, G grubu %1
SDS (a/h), 36saat uygulamasini; H grubu %1 SDS (a/h), 48 saat uygulamasini ve K grubu
ise %1 SDS (a/h), 60 saat uygulamasini ifade eder.

Sekil 4.9. Islem gormemis miyokard dokusu (kontrol) ve deseliilerizasyon sonrasi
gruplarin (10 mm uzunluktaki) Hematoksilen&Eozin boyamasi (10X). (G (%1 SDS (a/h)
uygulamasi, 36 saat), H (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 48 saat) ve K (%1 SDS (a/h)
uygulamasi, 60 saat).
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Kontrol

Sekil 4.10. Islem gormemis miyokard dokusu (kontrol) ve deseliilerizasyon sonrasi
gruplarin (10 mm uzunluktaki) DAPI boyamasi (10X). (G (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 36
saat), H (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 48 saat) ve K (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 60 saat).

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilen sonuglara gore 36 saat siire SDS muamelesinin (G
grubu) hiicre ¢ekirdeklerini uzaklastirmada yeterli derecede etkili olmadig1 goriilmiistiir.
48 saat siire SDS muamelesi (H grubu) ile hiicrelerin dokudan 6nemli derece uzaklastigi
goriilmektedir. Yapilan ¢aligmada H&E boyamasinda deseliilerizasyon sonrasinda
ESM’nin pembe rengini almadig1 goriilmektedir. Bu durumun temel nedeni gerek kontrol
gerekse deseliilerize gruplarin ESM yapilarindaki farkliliklardir. Bu ¢alisma ESM’ye
pembe rengini veren eozin boyamasi her iki grubun kesitleri icin es siirelerde olacak
sekilde muamele edilmistir. Son olarak DAPI boyamalar1 36 saat siire (H grubu) ve 48
saat stire (K grubu) SDS ile muamele edilen gruplarin hiicrelerinden etkin bir sekilde

arindirildigini gostermistir.

Gergeklestirilen histolojik boyamalara ek olarak, deseliilerizasyon sonrasinda dokudaki
artik DNA miktar1 sayisal olarak belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.11’de ng DNA/mg kuru
agirlik cinsinden ifade edilmistir. Buna gére DNA miktarlart kontrol, G grubu (%1 SDS
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(a/h) uygulamasi, 36 saat), H grubu (%21 SDS (a/h) uygulamasi, 48 saat) ve K grubu (%1
SDS (a/h) uygulamasi, 60 saat) i¢in sirastyla 875,9 + 35,9 ng, 108,6+ 26,2 ng, 44,14 + 8,8
ng ve 3532 £+ 10,8 ng olarak belirlenmistir. Histoloji sonuglar ile, 36 saat SDS
muamelesinin dokunun deseliilerizasyonunda etkili olmadig1 dogrulanmistir. Buna gore,
10 mm uzunluktaki doku gruplarina uygulanmasi gereken minimum SDS siiresi 48 saat

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Kimyasal deseliilerizasyon optimizasyonuna ait (10 mm uzunluktaki doku
gruplar1) deseliilerize matrislerdeki DNA miktarin1 nanogram cinsinden gosteren

histogram grafigi.

DNA miktar analizine ek olarak kontrol grubu ve deseliilerize gruplar icin GAG miktar1
sayisal olarak DMMB test soliisyonu ile belirlenmistir. Buna gore sonuglar pg sGAG/mg
kuru agirlik cinsinden Sekil 4.12°de histogram grafigi cinsinden verilmistir. Buna gore,
GAG miktarlar1 kontrol, G grubu (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 36 saat), H grubu (%1 SDS
(a/h) uygulamasi, 48 saat) ve K grubu (%1 SDS (a/h) uygulamasi, 60 saat) igin sirasiyla 7,84
+0,78 ug, 1,39 £ 0,25 pg, 0,22 £ 0,17 pg ve 0,12 + 0,05 ug degerlerinde hesaplanmustir.
36 saat uygulanan SDS muamelesinde (G grubu) GAG miktar1 %82,3 oraninda; 48 saat
uygulanan SDS muamelesinde (H grubu) GAG miktar ise yaklasik %97 oraninda azalmustir.
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Sekil 4.12. Kimyasal deseliilerizasyon optimizasyonuna ait (10 mm uzunluktaki doku
gruplar1) deseliilerize matrislerdeki GAG miktarin1 mikrogram cinsinden gosteren

histogram grafigi.

Son olarak %1 SDS (a/h) konsantrasyonu ile 36 saat, 48 saat ve 60 saat siireyle
deseliilerize edilen miyokard dokunun saat bazinda elde edilen goriintiileri Sekil 4.14°te
verilmistir. SDS uygulamasina bagli olarak ESM komponentlerinin kaybiyla 48 saat

sonunda dokunun tamamen beyazlastig1 gozlenmistir.

Dogal Miyokard

36 saat 48 saat 60 saat

Sekil 4.13. Islem gérmemis miyokard ve %1 (a/h) SDS muamelesiyle 36, 48 ve 60 saat

sonrasi dokularmin morfolojik goriintiileri.

Tim bu analizler sonucunda 10 mm uzunluktaki doku gruplar1 igin en etkin
deseliilerizasyon protokoliiniin %1 SDS konsantrasyonunda 48 saat siirenin olduguna
karar verilmistir. Bu grubun detayli karakterizasyon c¢aligmalar1 gerceklestirilmis ve

sonuclar skCO2 deseliilerizasyonunun sonuglari ile “Belirlenmis Deseliilerize Miyokard

70



Yamalarin Karsilastirmali Diger Karakterizasyonlar1” bashigi altinda (4.1.3)

karsilastirilmali olarak incelenmistir.

4.1.2. Siiperkritik CO2 Yontemle Deseliilerize Edilmis Kardiyak Yamalarin
Optimizasyon ve Karakterizasyonlari

Onceki béliimlerde bahsedildigi gibi, Siiperkritik CO, ydntemiyle gergeklestirilmis
deseliilerizasyon protokolleri ilk olarak 30 mm uzunluktaki doku gruplarinda, 6n
muameleler sonrasinda, 1, 3 ve 6 saat siiren 2500 psi basing altinda uygulanmistir. Bu
boyutlarin deseliilerizasyon basarisi dokudaki artik DNA miktarmin tayini ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar ng DNA / mg kuru agirlik cinsinden
degerlendirilmis ve Sekil 4.14’te histogram grafigi cinsiden verilmistir. Bu grafige gore
2500 psi basinca 1 saat, 3 saat ve 6 saat siire maruz kalan doku gruplarinin DNA miktarlari
sirastyla 175,5+29,9ng, 139,9 +£37,7 ng ve 123,8 + 35,8 ng olarak belirlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla (189,2 + 23,6 ng), bu gruplarin yeterli 6lciide deseliilerize olmadigi yani
dokuda kalan DNA miktarinin 50 ng degerinin iizerinde oldugu gosterilmistir. 30 mm
uzunluktaki doku gruplarinin basarisizligi nedeniyle, bu deseliilerizasyon yontemi 10 mm
uzunluktaki doku gruplar ile tekrar edilmis ve sonuglar SDS bazli deseliilerizasyon

protokolii ile karsilastirmali olarak tartisilmistir.
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Sekil 4.14. Siiperkritik CO, deseliilerizasyon optimizasyonuna ait (30 mm uzunluktaki
gruplar1) deseliilerize matrislerdeki DNA miktarini nanogram cinsinden gosteren

histogram grafigi.
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Bu amagla 10 mm uzunluktaki doku gruplarinda skCO. yontemiyle gergeklestirilen
deseliilerizasyon isleminin (Tablo 3.3) ilk asamasinda dokular sabit basing altinda
tutulmus ve buna gore etki siiresinin deseliilerizasyon verimi tizerindeki etkisi
arastirtlmistir. Buna gore gruplar 2500 psi basing degerinde 1 saat (SA), 3 saat (SB) ve 6
saat (SC) siireyle siiperkritik akiskan muamelesine maruz birakilmistir. Bu ¢alismanin ilk
degerlendirilmesi DAPI-¢ekirdek boyamas: ile yapilmistir ve sonuglar Sekil 4.15°te
verilmistir. Bu siire sonlarinda dokudaki c¢ekirdeklerin yiiksek oranda uzaklastigi
goriilmiis ancak yine de DNA kalintilarina rastlanmistir. Kisacasi, muamele siiresinin
deseliilerizasyon tiizerinde bir etkisi olmadig1 ortaya konmustur. DAPI boyamasina ek
olarak sonuglar artik DNA miktarinin sayisal olarak analiz edilmesi ile ayrica
karsilastirilmistir. Buna gore gruplara ait arttk DNA miktar1 ng cinsiden Sekil 4.16°da
verilmistir. Dokudaki artik DNA miktarlar1 kontrol grubu, 1 saat muamele siiresi (SA
grubu), 3 saat muamele siiresi (SB grubu) ve 6 saat muamele siiresi (SC grubu) gruplari
igin sirasiyla 189,2 + 23,6 ng, 104,1 = 5,1 ng, 115,2 + 20,9 ng ve 125,5 + 8,32 ng olarak
tespit edilmistir. Istatiksel analiz sonucunda ise gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir. Boylece, 2500 psi muamele siiresi dokudaki DNA’nin yaklasik %60
oraninda uzaklastirilmasina yardimci olmus ancak farkli muamele siirelerinin

uzaklastirilmis DNA miktarinin oraninda bir etkisi olmadig1 gosterilmistir.

72



Kontrol

Sekil 4.15. Islem gérmemis miyokard dokusu (kontrol) ve sabit basing altinda skCO,
deseliilerizasyonu sonrast gruplarin (10 mm uzunluktaki doku gruplar1) DAPI boyamasi

(10X, SA:1 saat; SB: 3 saat; SC: 6saat).

ng DNA / mg kuru agirlik

0 T
Kontrol SA SB SC

Sekil 4.16. Sabit basing altinda skCO2 deseliilerizasyonu sonrasi gruplarin (10 mm

uzunluktaki doku gruplari) deseliilerize matrislerdeki DNA miktarini nanogram

cinsinden gosteren histogram grafigi.
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En kisa siirede etkin bir deseliilerizasyon yonteminin uygulanmasi amaciyla yapilan
analizler sonucunda 1 saat etki siiresinin esas alinmasina karar verilmistir. 1 saat etki
stiresinin sabit tutulmasiyla artan basing degerlerinin deseliilerizasyon tlizerindeki etkisi
arastirtlmistir. Buna gore Tablo 3.3’te 6zetlenmis gruplar da 3500 psi (SD) ve 4500 psi
(SE) degerlendirilmeye almmis ve 2500 psi (SA) grubuyla kiyaslanmustir. {1k olarak bu
gruplarin H&E ve DAPI boyamalariyla histolojik analizleri gergeklestirilmis ve bu
sonuglar sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de verilmistir.

H&E boyamasi sonuglarina gore, ESM’de genel olarak ¢ekirdek veya ¢ekirdek kalintisina
rastlanmamistir. Buradaki en 6nemli sonug, bu yontemin artan basing degerlerine ragmen
ESM biitiinliigiinii cok fazla tahrip etmemis olmasidir. ESM’nin yapisal olarak korunmasi
ayrica ESM komponentlerinin sayisal olarak degerlendirilmesiyle de ortaya konmustur.
DAPI boyamalarinin sonuglarinda ise 2500 psi basing degerlerinde ¢ekirdek bulgularina
rastlanmistir. Ancak artan basing degerlerinde ¢ekirdek ve ¢ekirdek kalintilarinin ESM
icerisinden uzaklastirildigi gozlenmistir. Bu sonuglar sayisal olarak dokudaki arttk DNA

miktar1 analizi ile ayrica tartisilmistir.
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Sekil 4.17. Islem gormemis miyokard dokusu (kontrol) ve artan basing degerleriyle
SkCO> deseliilerizasyonu sonrasi gruplarin (10 mm uzunluktaki doku gruplari)
Hematoksilen&Eozin boyamasi (10X, SA:2500 psi; SD: 3500 psi; SC: 4500 psi).
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Kontrol

Sekil 4.18. Islem gérmemis miyokard dokusu (kontrol) ve artan basin degerleriyle skCO>
deseliilerizasyonu sonrasi gruplarin (10 mm uzunluktaki doku gruplar1) DAPI boyamasi

(10X, SA:2500 psi; SD: 3500 psi; SC: 4500 psi).

Dondurup-¢6zme, hipotonik-hipertonik sok seklinde uygulanmis olan 6n muamele
stirecinin skCO> deseliilerizasyonu protokolii lizerindeki etkisini ortaya ¢ikarmak igin,
islem gormemis kontrol grubu ve 6n muamele islemleri sonrasinda histolojik kesitler
DAPI-¢ekirdek boyamasi ile boyanmis ve sayisal olarak dokudaki artik DNA miktar1
analiz edilmistir. Buna gore, elde edilen DAPI histolojik boyamalar1 Sekil 4.19°da
verilmistir. Elde edilen goriintiilere gore 6n muamele sonrasinda ESM igerisindeki
cekirdek ve cekirdek kalintilarinin dokudan yeterli dlgiide uzaklastirilmadigi ortaya

konmustur.
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On Muamele Sonrasi

Sekil 4.19. islem gérmemis miyokard dokusu (kontrol) ve én muamele sonrast DAPI
boyamasi (10X).

On muamele etkisinin ve uygulanan artan basing degerlerinin dokudaki artik DNA
miktarma etkisini gosteren sayisal DNA analizi Sekil 4.20°de verilmistir. Dokudaki artik
DNA miktar1 kontrol grubu, 6n muamele sonras1 (OM), 2500 psi basing muamelesi
sonras1 (SA), 3500 psi basing muamelesi sonrasi (SB) ve 4500 psi basing muamelesi
sonrast (SC) olmak iizere sirasiyla 189,2 +£23,6 ng, 150,2 + 35,3 ng, 104,1+ 5,1 ng, 83,24
+ 17,5 ng ve 44,23 £ 10,74 ng olarak hesaplanmistir. Gruplar arasi istatiksel analiz
sonucunda, kontrol grubu ve 6n muamele sonrasi1 grubu arasinda anlamli bir fark elde
edilmemistir. Bu durum Sekil 4.20’de verilen DAPI boyamalar1 ile benzer sekilde
yorumlanir. Kisacasi, skCO2 deseliilerizasyonunda uygulanan 6n muamelenin DNA’nin
ESM’den uzaklastirilmasinda efektif bir etkisi yoktur. On muamele islemi dokunun
gevsetilmesine ve hiicrelerin ESM igerisinden uzaklastirilmasi i¢in kompakt yapinin
kismen de olsa zarar gormesini saglamistir. Diger yandan, kontrol grubu, SA, SB ve SC
gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. 3500 psi basing DNA
miktart 2500 psi basing muamelesine kiyasla bir miktar azalmis ancak bu deger de 50
ng’1n iizerinde tespit edilmistir. Ancak, 4500 psi basing muamelesi sonunda DNA miktar1
50 ng degerinin altina diismiistiir. Boylece, 4500 psi basing degeri dokudaki DNA oranini

yaklasik %76 verilme uzaklastirmistir.
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Sekil 4.20. Artan basing degerlerinde skCO2 deseliilerizasyonu sonrast gruplarin
deseliilerize matrislerdeki DNA miktarini nanogram cinsinden gosteren histogram grafigi

(OM: On muamele sonras1, SA:2500 psi; SD: 3500 psi; SC: 4500 psi).

Uygulanan artan basing degerlerinin dokudaki GAG miktarina etkisini gosteren sayisal
analiz ise Sekil 4.21°de verilmistir. Buna gére GAG miktar1 kontrol grubu, 6n muamele
sonrasi (OM), 2500 psi basmn¢ muamelesi sonrasi (SA), 3500 psi basing muamelesi
sonrasi (SB) ve 4500 psi basing muamelesi sonrasi (SC) olmak {izere sirasiyla 7,84 + 0,78
ng, 5,01 £ 0,46pug, 4,29 + 0,78 ug ve 3,94 = 0,21 pg olarak hesaplanmstir. Istatiksel
olarak tiim gruplar arasinda anlamli farklilik elde edilmistir. ESM’deki GAG oran1 2500
psi basing muamelesi sonrasinda yaklasik %64 oraninda, 3500 psi basing muamelesi
sonrasinda yaklasik %45 oraninda ve 4500 psi basing muamelesi sonrasinda ise yaklasik
%49 oraninda korunmustur. Bu sonu¢ kimyasal yontem olarak SDS muamelesi ile
kiyaslandiginda (yaklasik %97 oraninda GAG kaybi) skCO2 muamelesinin basarisi

onemli Ol¢iide goze ¢arpmaktadir.
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Sekil 4.21. Artan basing degerlerinde SkCO, deseliilerizasyonu sonrasi gruplarin

deseliilerize matrislerdeki GAG miktarini mikrogram cinsinden gosteren histogram

grafigi (SA:2500 psi; SD: 3500 psi; SC: 4500 psi).

Son olarak 2500 psi, 3500 psi ve 4500 psi basing degerlerinde uygulanan skCO-
deseliilerizasyon yonteminin morfoloji iizerine etkisi degerlendirilmis ve buna gore doku
gruplarmin goriintiileri Sekil 4.22°de verilmistir. On muamele sonrasinda dokunun
renginde bir miktar agilma olmus ancak basing uygulamalari sonucunda dokularin
morfolojik goriintiileri arasinda belirgin bir farklilik goriilmemistir. Bu durum SDS

ajaninin etkisine kiyasla ESM’nin basaril1 bir sekilde korunmasiyla iligkilendirilmistir.

Dogal Miyokard On muamele Sonrasi

.." man

2500 psi 3500 psi 4500 psi

Sekil 4.22. Islem gérmemis miyokard, 5n muamele sonras: ve 2500 psi, 3500 psi, 4500

psi basing muamelesi sonras1 dokularinin morfolojik goriintiileri.
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4.1.3. Belirlenmis Deseliilerize Miyokard Yamalarin Karsilastirmah Diger
Karakterizasyonlari

Uygulanan iki farkli deseliilerizasyon protokolii sonucunda, hibrit ve kardiyak yamalarin
sentezinde kullanilacak gruplara %1 SDS konsantrasyonu (a/h), 48 saat (H) grubu ve
4500 psi skCO2 muamelesi, 1 saat uygulamasi (SE) olarak karar verilmistir. Bu gruplarin
bir Onceki boliimde artik DNA miktar1 analizleri, histolojik boyamalart ve GAG
miktarlar analizleri gerceklestirilmistir. Buna gore, bu iki deseliilerizasyon yonteminin
karsilastirmali kolajen ve elastin boyamalari, sayisal olarak kolajen miktar analizleri, yas-

kuru dogu agirlik degisimleri ve SEM analizleri gerceklestirilmistir.

[k olarak bu gruplarin karsilastirmali kolajen ve elastin boyamalar1 gerceklestirilmis ve
bu karsilastirmaya iliskin boyamalar Sekil 4.23’te verilmistir. SDS muamalesinin
dokudaki ESM yapis1 iizerindeki yikict etkisi gdz oniine alinarak kolajen boyamasinda
kas fiberleri yogunlugunda (kirmizi-pembe) azalma gdzlenmistir. Ozellikle SKCO,
uygulamasinin ESM’deki kas fiberleri ve kolajen (mavi) yogunlugu iizerindeki etkisi esas
alindiginda yapiya daha az zarar verdigi ortaya konulmustur. Elastin boyama
sonuglarinda ise SDS muamelesinin elastin tizerindeki yikici etkisi agikca gortiilmektedir
(mavi-siyah). Bu durumun aksine ise SkCO, muamelesi sonunda elastin fiberler yapida

kismen de olsa korunmustur.
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Sekil 4.23. SDS muamelesi ve scCO, muamelesi sonrasinda doku kesitlerinin kolajen ve

elastin boyamalari (10X).

Deseliilerizasyon uygulamalari sonrasinda, dokulardaki kuru agirlik ve kalinlik
degisimleri belirlenmistir. Bu amagla ilk olarak, islem gérmemis miyokard dokusunun ve
deseliilerizasyon uygulamasi sonrasinda elde edilen deseliilerize yamalarin liyofilize
formlari tartilmistir. Buna gore 16 saat liyofilizasyon sonrasi elde edilen kuru matrikslerin
tartimlar1 yapilmis ve buna gore ortalama agirliklar standart sapmalariyla Sekil 4.24’te
verilmigtir. Elde edilen sonuglarda kontrol grubu, SDS muamelesi sonrasi deseliilerize
yamalarin (H) ve skCO, muamelesi sonrasi deseliilerize yamalarin (SE) kuru agirliklar
strastyla 94,38 £ 12,27 mg, 8,77 = 4,04 mg ve 67,4 £ 9,97 mg olarak hesaplanmistir. Elde
edilen tiim farkliliklar istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuglara gére SDS
muamelesi sonunda dokunun agirlik¢a yaklasik %90 kadarini; SkCO, muamelesi sonunda
ise dokunun agirlikca yaklasik %28 kadarii kaybettigi goriilmiistiir. Bu durum yapilan
histolojik ve biyokimyasal analizleri dogrulamig ve SkCO2 muamelesinin dokudaki ESM

yapisini daha bagarili sekilde korudugunu gostermistir.
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Sekil 4.24. Deseliilerizasyon sonrasi doku kuru agirliklarinin degisimi: (A) Kontrol

grubu, (H) %1 SDS, 48 saat, (SE) 4500 psi, 1 saat.

Diger asamada, kontrol grubu, SDS muamelesi sonrasi deseliilerize yama grubu (H) ve
skCO, muamelesi sonras1 deseliilerize yama gruplarina ait kalinlik degisimlerini gdsteren
grafik ise Sekil 4.25’te verilmistir. Buna gére kontrol grubu, SDS muamelesi sonrasi
deseliilerize yama grubu (H) ve skCO, muamelesi sonras1 deseliilerize yama gruplarinin
kalinliklari sirasiyla 2,5 + 0,57 mm, 1,9 + 0,14 mm ve 1,8 £ 0,13 mm olarak belirlenmistir.
Istatiksel analiz sonuglar1 gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini orta koymustur.
Buna gore, sonraki asamalarda elde edilecek hibrit ve kompozit kardiyak yamalarin dogal

miyokard kesitlerine es kalinlikta sentezlenebilmesi miimkiin kilinmigtir.

n.s.

Kontrol H SE

Sekil 4.25. Deseliilerizasyon sonrast doku kalinliklariin degisimi: (A) Kontrol grubu,
(H) %1 SDS, 48 saat, (SE) 4500 psi, 1 saat.
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Deseliilerizasyon islemleri sonrasinda ESM’deki kolajen miktarinin sayisal analizi
dokunun kuru agirliklarindaki kayiplar baz alinarak hesaplanmistir. Buna gore kontrol
grubu, SDS muamelesi sonrasi deseliilerize yama grubu (H) ve ve skCO, muamelesi
sonras1 deseliilerize yama gruplarindaki kolajen miktarin1 gosteren histogram grafigi
Sekil 4.26°da bir doku iskelesinin kuru agirligindaki (10 mm x 10 mm) pg kolajen miktart
olarak verilmistir. Buna gore kontrol grubu, SDS muamelesi sonras1 deseliilerize yama
grubu (H) ve skCO, muamelesi sonrasi deseliilerize yama grubunun (SE) kolajen
miktarlar sirastyla 741 + 30,38 pg, 552 + 49, 78 ug ve 627 + 80,61 pg kolajen olarak
hesaplanmistir. SDS uygulamasi sonrast dokuda yaklasik %25 kadar, skCO, muamelesi
sonrasinda ise yaklasik %15 kolajen kaybi tespit edilmistir. Literatiir bilgisi ile
kiyaslandiginda, yapilan bir ¢alismada bu matrikslerin 1/10 kalinliginda (0,3 mm)
dokulara 9 saat siireyle SDS uygulamasi sonucu matrislerdeki kolajen miktarinin yaklasik
%33 oraninda korundugu gosterilmistir [147]. Bu referans ¢alismanin insan miyokard
dokusunun deseliilerizasyonu olmast ve doku ornegindeki kolajen miktarinin yas,
hastalik durumu vb. etkenlerle degismesi sebebiyle bire bir ortiismedigi goriilmektedir
[148]. Elde edilen %15 kolajen miktar kaybr literatiir kiyaslamalarinda kabul edilebilir
bir degerdir.
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Sekil 4.26. Islem gdormemis miyokard dokusu ve deseliilerize matrislerdeki kolajen

miktarint mikrogram cinsinden gosteren histogram grafigi (H: %1 SDS, 48 saat; SE: 4500
psi, 1 saat).
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Son olarak, taramali elektron mikroskobu ile elde edilen greftlerin yilizey ve enine
kesitleri kontrol grubu kiyaslamalari ile Sekil 4.27°de verilmistir. Buna gore yiizey
kesitleri kiyaslandiginda dogal dokunun ylizeyinin (Sekil 4.27A) SDS muamelesin
sonrasinda (Sekil 4.27B) zarar gordiigi tespit edilmistir. Bu zarar skCO2 muamelesi
sonrasinda elde edilen greftlerin ylizeyine gosterdigi etki ile benzer degildir. Benzer
sekilde enine kesitlerde SDS muamelesi ESM kaybina bagli olarak yapida bosluklar
olusmus (Sekil 4.27E) ancak bu durum yine sSkCO2 muamelesi ile (Sekil 4.27F) aym

etkiyi yaratmamustir.

Sekil 4.27. Dogal miyokard dokusu (A), %1 SDS, 48 saat deseliilerizasyon gruplari (B),
4500psi, 1 saat skCO, deseliilerize gruplarina (C) ait yiizey kesitleri ile dogal miyokard
dokusu (D), %1 SDS, 48 saat deseliilerizasyon gruplar1 (E), 4500 psi, 1 saat skCO,
deseliilerize gruplarma (F) ait enine kesitlerini gosteren taramali elektron mikroskobu
(SEM) goriintiileri (500 um).

4.1.4. Deseliilerize Kardiyak Yamalarin Degerlendirmesi

Tez calismasiin bu asamasina kadar miyokard dokunun sol ventrikiiler duvarindan
radyal kesitler alinmis ve bu kesitlere iki farkli deseliilerizasyon yontemi uygulanmuistir.

Uygulanan deseliilerizasyon  yontemlerinin  kullanilabilirligi  miyokard  doku
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rejenerasyonu igin literatiir caligmalariyla desteklenmektedir [93, 147, 149-152]. Ancak
bu uygulamalar genel olarak iyonik ve iyonik olmayan deterjanlarla gerceklestirilen
kimyasal deseliilerizasyon ajanlarinin kullanilmasina ve bunlarin enzimsel uygulamalari
ve hipotonik/hipertonik ajanlar gibi fiziksel uygulamalarimin kombinasyonlariyla ile
smnirhdir. Tez c¢alismasinda 6zglin olarak kullanilmis stiperkritik CO2 yoOntemiyle
gerceklestirilen deseliilerizasyon ¢alismasi, miyokard doku rejenerasyonu igin literatlirde

siirli sayida uygulamay1 barindirmaktadir [114].

Bu yontemlere gore gergeklestirilmis deseliilerizasyon uygulamalar1 iki farkli doku
boyutu icin detayl1 olarak kiyaslanmistir. SDS temelli deseliilerizasyon uygulamasi gerek
30 mm uzunluktaki gerekse 10 mm uzunluktaki doku kesitlerinde basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Ancak siiperkritik CO2 yontemiyle gergeklestirilen deseliilerizasyon
yontemi 30 mm uzunluktaki doku kesitlerinde etkili olmamistir. Bunun neticesinde, doku
kesitleri 10 mm uzunlukta olacak sekilde tekrar disekte edilmis ve siiperkritik CO>
akiskan uygulamasiyla deseliilerizasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu boyutlarda olumlu
sonuclar elde edilmis ve yontemlerin karsilagtirmalari 10 mm uzunluktaki doku kesitleri

tizerinden gergeklestirilmistir.

Yapilan kiyaslamalarda ilk olarak DNA miktarlar1 karsilastirilirken deseliilerizasyon
sonrasinda dokudaki arttk DNA miktarinin 50 ng degerinin altinda olmasi esas alinmigtir.
Bu degerin esas alimmasindaki temel sebep, 50 ng DNA’nin fazlasinin in vivo
caligmalarda immiin reaksiyonlara sebebiyet vermesi ve dondriin viicudunun transplant
malzemeyi reddetmesidir [142]. Deseliilerizasyon etkinliginin degerlendirilmesinde
onemli olan bir diger kriter ise ESM komponentlerinin dokuda ne kadar bagarili bir oranda
korundugudur. ESM komponentlerinin analizleri gerek kalitatif gerekse kantitatif olarak
analiz edilmistir. SDS bazli kimyasal deseliilerizasyon islemi ele alindiginda, literatiir
bilgileri SDS’nin ESM komponentleri i¢in konsantrasyon ve siireye bagli olarak yikici
bir etkiye sahip oldugunu vurgulamaktadir [113]. Bu g¢alismada ise SDS, ESM
komponentlerinde %90’lara varan kayiplara neden olmustur. Aksine, siiperkritik CO2
yontemiyle deseliilerize edilen dokularda ESM’nin dokuda korunma orani daha
yiiksektir. Ayni1 zamanda dokularin SDS ve skCO; akiskanina maruz kalmasi sonucunda

elde edilen gorseller, benzer sekilde ESM komponentlerinin kaybina parelel olarak SDS
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ajaninin dokuyu beyazlastirdigi ve skCO; uygulamasina bagli olarak doku renginde
onemli bir degisim olmadigini vurgular. Son olarak elde edilen tiim bu sonuglar elektron

mikroskobu goriintiileri ile desteklenmistir.

4.2. PGS Kardiyak Yamalarin Karakterizasyonlari

Tez caligmasi ikinci asamasinda 8, 10 ve 12 saat siireyle dehidrotermal olarak capraz
baglanarak sentezlenmis PGS elastomerlerinin makro boyuttaki goriintiileri kamera
yardimiyla c¢ekilmis ve goriintiiler Sekil 4.28°de verilmistir. Yapilan makro analizlerde
capraz baglanma siiresi materyalin morfolojisi ilizerinde bir degisiklik gdstermemistir.
Capraz baglanmanin kimyasal reaksiyonu Sekil 4.29°da sematik olarak gosterilmistir. Bu
reaksiyonun temel prensibi, gliserol ve sebasik asit monomerlerinin mikrodalga isinlariyla
yapidaki suyu uzaklastirmasi ve kondenzasyon polimerizasyonu ile birbirine katilmasiyla
aciklanir. Ardindan yiiksek sicaklik ve vakum etkisiyle yap1 dehidrotermal olarak capraz

baglanir ve ana zincirler iizerinde ester baglart olusturulur.

Sekil 4.28. (A) 8 saat, (B) 10 saat (C) 12 saat ¢apraz baglanmig PGS polimerine ait

goriintiileri.
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Sekil 4.29. Poli(gliserol-sebakat) elastomerinin reaksiyon sematigi [153].

4.2.1. Fouirer Transform Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Fouirer Transform Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) ile farkl: siirelerde gapraz baglanmis
PGS elastomerlerinin yapinin kimyasal kompozisyonu belirlenmistir. Buna gore 8 saat,
10 saat ve 12 siire ile ¢capraz baglanmis PGS elastomerinin FTIR sonuglart Sekil 4.30°da
verilmistir. Bu sonuclara gére, 1735 cm™ dalga boyundaki absorbans pikleri PGS
polimerinin esterifikasyon tepkimesi ile iligkili olusan C=0O baglarina 6zgiidiir. 2929-
2855 cm* araligindaki absorbans pikleri alken (-CH) gruplar ile iliskilendirilken; 3455
cm? dalga boyundaki absorbans pikleri ise molekiil igerisindeki —OH baglar ile
iligkilendirilir [154].
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Sekil 4.30. (A) 8 saat, (B) 10 saat (C) 12 saat ¢apraz baglanmis PGS polimerinin FTIR

spektrumlari.

4.2.2. Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) Spektroskopisi

Capraz baglanmanin kontrolii ve dogrulanmasi1 amaciyla Hidrojen Niikleer Manyetik
Rezonans (*H-NMR) spektroskopisi ile 8, 10 ve 12 saat capraz baglanmis PGS
elastomerlerinin *H-NMR spektrumu Sekil 4.31°de verilmistir. Ana polimer zinciri
tizerindeki 2 ve 7 numaralara ait protonlar (Cz ve C7) 2-2,1 ppm araliginda belirlenmistir.
—OH gruplarina ait protonlar 1.5-1.6 ppm araliginda ve 3 ve 7 numaralara ait protonlari

ise 1,3-1,4 ppm araliginda belirlenmistir.
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Sekil 4.31. (A) 8 saat, (B) 10 saat, (C) 12 saat siireyle capraz baglanmis PGS

elastomerlerine ait *H-NMR spektrumu.

4.2.3. Mekanik Cekme Analizi

Elde edilen elastomerin ¢apraz bag yogunluklarinin belirlenmesi amaciyla 8, 10 ve 12
saat capraz baglanmis PGS elastomerlerine mekanik ¢ekme testi uygulanmis (n=3) ve
elde edilen stres-gerinim egrisinin %20-40 gerinim araligindan elastisite degerleri elde
edilmistir. Hesaplanan elastitisite degerleri Flory teorisi [144] kullanilarak her grubun
molar ¢apraz baglanma yogunluklari hesaplanmis (mol/m?®) ve buna gore sonuglar

histogram grafigi cinsinden Sekil 4.32°de verilmistir.
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Sekil 4.32. 8, 10 ve 12 saat siireyle ¢apraz baglanmig PGS elastomerinin ¢apraz bag

yogunluklarini gosteren grafik.

Buna gore 8 saat siireyle capraz baglanmis PGS elastomerinin molar ¢apraz bag
yogunlugu 22,2 + 1,2 mol/m?, 10 saat siireyle ¢capraz baglanmis PGS elastomerinin molar
capraz bag yogunlugu 106,3.9 + 12,2 mol/m? ve 12 saat siireyle ¢apraz baglanmis PGS
elastomerinin molar capraz bag yogunlugu ise 179,7 + 20,9 mol/m? olarak belirlenmistir.
Istatiksel analizlerde tiim gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu bulunmustur. Buna
gore elde edilen prepolimerin 1s1l olarak polimerizasyona maruz kalma stiresi arttikca,
olusan prolimerin ¢apraz baglanma yogunlugunda artis goriilmistiir. Bu artis ayn

zamanda malzemelerin mekanik mukavemet degerlerindeki artis ile dogru orantilidir.

4.3. Hibrit Kardiyak Yamalarin Karakterizasyonlari

Tez calismasmin ilk asamasinda 2 farkli yontemle elde edilen deseliilerize kardiyak
yamalar sonraki asamada PGS prepolimeri icerisinde emdirilmis ve yukarida optimize
edilen siire dogrultusunda (10 saat) dehidrotermal olarak ¢apraz baglanmistir. Boylece,
SDS tabanli ve skCOz2 tabanli olmak iizere 2 farkli hibrit kardiyak yama elde edilmistir.
Elde edilen kardiyak yamalar S-Hibrit (SDS uygulamasi tabanli elde edilen hibrit
yamalar) ve SK-Hibrit (skCO2 uygulamasi tabanli elde edilen hibrit yamalar) olarak

adlandirilmigtir. Elde edilen hibrit yamalar cam petrilerde 10 mm x 10 mm boyutlarinda
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olacak sekilde petriden kazinarak ¢ikarilmistir. Gerek kullanilan cam petri boyutu gerekse
kullanilan monomer miktarlarinin etkisi géz oniinde bulundurularak elde edilen hibrit
kardiyak yamalarin kalinliklari, S-Hibrit ve S-Kompozit i¢in sirasiyla 1,98 £ 0,04 mm ve
1,85 £ 0,22 mm olarak hesaplanmistir. Literatiirde doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilacak biyomalzemelerin her dokunun kendi 6zel gereksinimlerini karsilayacak
kalinlikta olmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Buna gore kardiyak yamalar1 i¢in bu
kalinlik en ¢ok 10 mm olacak sekilde tanimlanir [155]. Yapilan ¢alismalarda kardiyak
yamalar i¢in sentezlenmis greftlerin kalinliklar1 2 mm [156], 2 mm [157] ve 4,3 mm [158]
olarak drneklendirilebilir. Bu ¢alismada elde edilen kardiyak yama kalinliklar1 bu bilgiler
dogrultusunda uyumlu ve uygundur. Bunlara ek olarak elde edilen hibrit kardiyak
yamalarin goriintiileri Sekil 4.33’te verilmistir. Elde edilen hibritlerin deseliilerize yama-

renk morfolojilerinden farkli olmasi, matrikslerin maruz kaldig1 sicaklik ile iliskilidir.

Sekil 4.33. S-Hibrit (A) ve SK-Hibrit (B) gruplarina ait hibrit yamalarin morfolojik

goriintiileri.

4.3.1. Fouirer Transform Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Elde edilen tiim hibrit yamalarin kimyasal yapilar1 FTIR analizi ile belirlenmistir. SDS
muamelesi ile elde edilen deseliilerize miyokard yamanin ve hibrit yamanin (S-Hibrit)
karsilagtirmali FTIR spektrumlar1 Sekil 4.34’te ve skCO2 muamelesi ile elde edilen

deseliilerize miyokard yamanin ve hibrit yamanin (SK-Hibrit) karsilastirmali FTIR
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spektrumlar1 ise Sekil 4.35’te verilmistir. Buna goére deseliilerize yamalara ait FTIR
spektrumlarinda 1513-1543 cm™, 1625-1636 cm™ ve 3287-3470 cm™ absorbans pikleri
sirastyla amid II, amid I ve amid A molekiillerine ait olup deseliilerize dokudaki hiicre
dis1 matristeki kolajeni temsil eder [159]. 2918-2926 cm™ ve 2851- 2855 cm*
absorbanslar1 ise glikozaminoglikanlarin asimetrik ve simetrik C-H baglarimi ifade
etmektedir. Elde edilen hibrit kardiyak yamalarin absorbanlari, PGS elastomerinin
absorbans pikleri ile aynidir ve bu durum PGS elastomerinin basariyla deseliilerize
yamalar icerisinde ¢apraz baglanabildigini gostermektedir (3400 cm™ —OH gruplarini;
2900-2850 cm™ -CH gruplarini ve 1736 cm™ ise C=0 gruplarini ifade eder.)

\_ \/) | v AN X
3287 cm | FNLAEE AT LA
| Mo | | |."""' L
_ 2918cm*, 285Lcm” LS [ ¥
£ || V \ |
— I'JI i
= 1636 em ™, 1543 em* '
; — _ A
'-L_ - " e
T e i \ S
a i |
] B 3470cm '-.I |*|| \ II,H || ' Van'
II [ r o ™\ 4
\ I \/
) \ -
2926 cm*, 2855 cm | 4 \ |
WL
|rl |||J
u v
1736 cm-1
T T T 1T T 7 T 17T 7T & 1517 17 7T §T 17 17T 7 17 T 17 7T T T7 T T T T 11
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga Boyu [cm)

Sekil 4.34. (A) Kimyasal deseliilerize miyokard yamanin, (B) Bu yontemle elde edilmis
hibrit yamanin (S-Hibrit) FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.35. (A) Siiperkritik CO2 deseliilerize miyokard yamanin, (B) Bu yontemle elde
edilmis hibrit yamanin (SK-Hibrit) FTIR spektrumlari.

4.3.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen deseliilerize matriksin, 10 saat siireyle ¢apraz
baglanmis PGS elastomerinin ve hibrit kardiyak yamalarin termal 6zellikleri diferansiyel
taramali kalorimetre ile belirlenmis ve elde edilen DSC diyagrami Sekil 4.36°da
verilmistir. Burada, her iki yontemle deseliilerize edilmis yamalarin ve bu sekilde elde
edilen S-Hibrit ve SK-Hibrit yamalarin DSC diyagramlar1 ayrica edilmis ancak sonuglar
bire bir ayn1 oldugu i¢in sekilde verilmemistir. PGS elastomeri erime sicakliginin altinda
[160] semikristalin yapida, 37 ‘C sicaklikta ise amorf yapidadir. PGS elastomerinin camsi
gecis sicakligl (Tg) —37,02 °C; gliserol ve sebasik asitin erime sicakligi (Tm) ise sirasiyla
5,23 °C ve 37,62 °C’dir. Sekil 3.36 B ve C’de verilen PGS elastomerinin ve hibrit yamanin
(10 saat kiirlenme) cams1 gegis sicakliklar1 -25,56 'C ve -24,73 °C olarak belirlenmistir.
Erime sicakliklari ise gliserol ve sebasik asit i¢in (Tmy, Tm,) 58,68 °C ve 56,66 ‘C olarak
belirlenmistir. Bu degerler polimerdeki monomer oranlarina gore literatiirde belirtildigi
gibi degisiklik gostermektedir [154]. Son olarak deseliilerize matriksteki kolajenin
denatiirasyon sicaklig1 79,28 °C olarak belirlenmistir (A).
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Sekil 4.36. (A) Deseliilerize matriks, (B) PGS elastomeri, (C) Hibrit kardiyak yamanin

termal 6zelliklerini gosteren DSC diyagrami.

4.3.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Hibrit kardiyak yamalarin mikro boyuttaki yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM)
ile analiz edilmistir. S- Hibrit ve SK-Hibrit yamalarina ait enine kesitleri Sekil 4.37°de
verilmistir. PGS prepolimerinin SDS tabanli deseliilerizasyon yontemi uygulamasiyla
elde edilen gézenekli matriks (Sekil 4.27E) icerisinde basarili sekilde ¢apraz baglandigi
iki farkli biiyiitme orani ile gosterilmistir (Sekil 4.37A ve 4.37B). Benzer sekilde skCO-
deseliilerizasyonu ile elde edilen kardiyak yamalar (Sekil 4.27F) igerisinde, prepolimer
ile dolgulanmis ve basariyla ¢apraz baglanmistir (Sekil 4.37C ve 4.37D). SEM analizleri,
yukarida ayrmtili olarak bahsedilen FTIR analizi ile birbirini dogrulamis ve deseliilerize

yamalarin hibritlesme siirecinin basari ile tamamlandig gosterilmistir.
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Sekil 4.37. S-Hibrit grubuna ait farkli biiyiitme oranlarindaki (A) 100X (B) 250X enine
kesitleri; SK-Hibrit grubuna ait farkli biiyiitme oranlarindaki (C) 100X (D) 250X enine

kesitlerini gosterentaramali1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri.

4.3.4. Mekanik Cekme Analizi

Tez galigmas1 kapsaminda elde edilen hibrit yamalarin mekanik 6zelliklerini belirlemek
amaciyla kontrol grubu, SDS deseliilerizasyonu ile elde edilen 1slak ve kuru kardiyak
greft grubu, skCO: deseliilerizasyonu ile elde edilen 1slak ve kuru kardiyak greft grubu,
PGS elastomer grubu ve elde edilen hibrit gruplarin (S-Hibrit, SK-Hibrit) mekanik analiz
esnasinda elde edilen goriintiileri Sekil 4.38’de verilmistir. Elde edilen sonuglar ise tablo

seklinde Tablo 4.1’de verilmistir.
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Kontrol

Islak Matriks

SDS Deseliilerize skCO, Deseliilerize SDS Deseliilerize skCO, Deseliilerize
Islak Matriks

Kuru Matriks Kuru Matriks

PGS Yama

S-Hibrit SK-Hibrit

Sekil 4.38. Ttiim gruplarin ¢ekme testi esnasinda elde edilen goriintiileri.

Tablo 4.1. Tiim gruplarin mukavemet degerleri (kPa), uzama davraniglari (%) ve elastisite

modiillerini (kPa) gosteren tablo (n=4).

Cekme Dayanimi

Cekme Uzamasi

Elastisite Modilii

(kPa) (%) (kPa)
Kontrol 57,5+ 15,7 81,7126 83,3 £22,6
SbS De:::::‘:;;ze Istak | 1305+ 20,6 (ns) 117,8 + 34,7 (ns) 201,9 + 13,5 (ns)
Skﬁgzsﬁiﬂghe 141,5 + 49,6 (ns) 155,3 30,9 (p*) 128,6 + 15,8 (ns)
2B De::'aii:‘:;;ze Kurd | 126 £89,3 (ns) 28,6 £ 4,1 (ns) 654,6 £ 16,7 (p****)

skCO, Deseliilerize
Kuru Matriks

347 +48,1 (p***)

10,8 3,9 (p*)

3213,33 + 141,1 (p****)

PGS Yama

244,2 + 17,5 (p*)

188,06 + 20,3 (**)

143,25 + 16,9 (ns)

S-Hibrit Yama

350 4 54,1 (p***)

145,7 £ 13,9 (ns)

340,5 + 17,8 (p**)

SK-Hibrit Yama

Tablo 4.1°de verilen sonuglara gore

221,3 + 18,6 (p*)

65 £ 8,5 (ns)

ilk olarak ¢ekme mukavemeti

359,9 + 19,2 (p**)

szelligi

kiyaslandiginda, dogal doku SDS deseliilerizasyonu sonrasindaki mukavemet degeri
arasinda farklhilik gorilmemistir (ns). Ancak c¢ekme mukavemet degeri skCO2
deseliilerizasyonu ve liyofilizasyonu sonrasinda artmistir (p***). Ayn1 zamanda ¢ekme
mukavemet degeri kontrol grubuna kiyasla PGS kardiyak yamalari, S-Hibrit ve SK-Hibrit
yamalariyla farklilik gostermistir (p*, p***, p*). Bu durum yapiya katilan PGS

elastomerinin ¢gekme mukavemet degerini arttirmasiyla agiklanir. Cekme uzamalarinin
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kiyaslamalarinda ise elde edilen yamalar kontrol grubuyla kiyaslandiginda skCO2
deseliilerizasyonu sonrasinda islak matriksin uzamasinda artis gézlenmistir (p*). Bu
deseliilerize dokunun liyofilize edilmesiyle uzama oraninda Onemli bir azalma
gbzlenmistir (p*). Ancak, % cekme uzama degerindeki bu azalma PGS elastomerinin
ilavesiyle iyilestirilmis (S-Kompozit) ve boylece kontrol grubu ile arasindaki istatiksel
farklilik anlamsiz olarak elde edilmistir (ns). SDS deseliilerizasyonu ise % uzama
degerlerinde istatiksel anlamli bir farklilik yaratmamustir (ns). Bu sekilde elde edilen S-
Hibrit kardiyak yama da kontrol grubu ile kiyaslandiginda % uzama degerinin kontrol
dokuyu taklit edebildigi gdsterilmistir (ns). Onemli bir nokta ise, kontrol grubu ile PGS
kardiyak yamalarin % uzama degerleri arasinda farklilik bulunmasidir (p**). Elde edilen
elastisite modiillerinin kiyaslamasinda ise, kontrol grubu ile deseliilerize 1slak matriksler
arasinda farklilhik goriilmemistir (ns). Ancak 1slak matrikslerin hibrit forma
donistiiriilebilmesi amaciyla kurutulmasi elastisite modiiliinde ©6nemli bir artis
yaratmistir (p****). PGS elastomerinin elastisite modiilii degeri literatiirde 50-1500 MPa
araliginda oldugu vurgulanmigtir [154]. PGS kardiyak yama kontrol grubu ile tek basina
kiyaslandiginda elastisite modiilleri arasinda anlamli farklilik elde edilmemistir (ns). PGS
elastomerinin hibrit yapiya katilmasi elde edilen elastisite degerlerinde ise artis
goriilmistiir (p**). Elastisite modiil degerleri gerek S-Hibrit gerekse SK-Hibrit kardiyak
yamalart i¢in yaklasik 4 kat artmistir.

Gruplar aras1 kiyaslamalarda ise skCO2 deseliilerizasyonu sonrasinda elde edilen kuru
matrikslerin cekme mukavemet degeri ve SDS deseliilerizasyonu sonrasinda elde edilen
kuru matrikslerin ¢ekme mukavemeti degerinden yiiksektir ve istatiksel olarak anlamlidir
(p*). SDS deseliilerizasyonu ile elde edilen kuru matrikslerin PGS elastomeri ile
katkilanmas1 sonucu mukavemet degeri 2 kat kadar artmistir (p*). Ancak skCO2
deseliilerizasyonu ile elde edilen kuru matrisklerin PGS elastomeri ile katkilanmasi
sonucu mukavemet degerinde istatiksel anlamli bir farklilik goriillmemistir (ns). S-Hibrit
ve S-Kompozit kardiyak yamalarin kiyaslamalarinda ise ¢ekme mukavemet degerleri
arasinda istatiksel anlamli farklilik goriilmemistir (ns). % uzama davraniglarinin
kiyaslamalarinda, skCO2 deseliilerizasyonu sonrasinda elde edilen kuru matrikslerin
cekme uzama degeri ve SDS deseliilerizasyonu sonrasinda elde edilen kuru matrikslerin
cekme uzamasi degerleri arasinda istatiksel anlamli farklilhik goriilmemistir. SDS

deseliilerizasyonu ile elde edilen kuru matrikslerin PGS elastomeri ile katkilanmasi
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sonucu % uzama degeri 5 kat kadar artmistir (p***). Ancak skCO2 deseliilerizasyonu ile
elde edilen kuru matrisklerin PGS elastomeri ile katkilanmasi sonucu % uzama degerinde
istatiksel anlamli bir farklilik goriilmemistir (ns). S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak
yamalarin kiyaslamalarinda ise hibrit gruplarin ¢ekme uzama degeri kompozit gruplarin
¢ekme uzama degerlerinden yaklasik 2,5 kat daha fazladir (*). Son olarak elastisite
modiillerinin kiyaslamalarinda ise, skCO2 deseliilerizasyonu sonrasinda elde edilen kuru
matrikslerin elastisite degeri ve SDS deseliilerizasyonu sonrasinda elde edilen kuru
matrikslerin elastisite degerinden yaklasik 4 kat daha fazladir (p***). SDS
deseliilerizasyonu ile elde edilen kuru matrikslerin PGS elastomeri ile katkilanmasi
sonucu elastisite degeri yariya diismiistiir (p***). Bu durum kuru matriksin rijit yapisinin
elastomerik 6zellik kazandirilmasiyla agiklanir. Benzer sekilde skCO2 deseliilerizasyonu
ile elde edilen kuru matrikslerin PGS elastomeri ile katkilanmasi sonucu elastisite modiil
degeri yaklasik 8 kat azalmistir (p****). Son olarak S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak
yamalarin kiyaslamalarinda ise bu iki grup arasinda istatiksel anlamli bir farklilik

goriilmemistir (n.s.).

4.4. Kompozit Kardiyak Yamalarin Karakterizasyonlari

Tez calismasiin bir sonraki asamasinda hibrit yamalara ek olarak iletken 6zelliklerin
saglanmasinin hedeflendigi kompozit kardiyak yamalar sentezlenmistir. Kompozit
kardiyak yamalarm sentezinin ilk asamasinda yama kalinliginin ideal kalinlik boyutunda
elde edilebilmesi igin farkli deseliilerize matriksler farkli prepolimer oranlarinda
katkilanmis ve buna gore elde edilen kompozit yamalarin kalinlik degerleri Tablo 4.2°de
verilmistir. Burada hedeflenen kompozit kardiyak yama kalinlig1 deseliilerize ve hibrit
yamalarin kalinligina es olmasi, yani 2 mm kalinlikta olmasidir. Tabloya gore 1,85 g -
3,5 g aralifinda prepolimer ilavesi kompozit yamalarin hedeflenen nihai kalinlig1 i¢in
yetersiz kalmistir. Aksine 5,5 g prepolimer ilavesi gerek prepolimerin miktar: sebebiyle
gerekse petrinin boyutu sebebiyle THF’in buharlagsmasi i¢in yetersiz kalmis ve bunun
sonucu olarak piirtizlii ve heterojen bir yiizeyler elde edilmistir. 4,5 g prepolimer katkisi
ile 2 mm kalinlikta ve homojen bir dagilim/yiizey ile kompozit yamalar elde edilmistir.
Buna gore kompozit kardiyak yamalarin sentezinde kullanilacak prepolimer miktar1 4,5

g olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.2. Farkli prepolimer miktarlarinin kompozit kalinliklarina etkisi.

GRUPLAR A B C D E
Prepolimer Miktan
(&) 1.85 25 3.5 45 5.5

%1 Karbon Nanofiber/
%1 Karbon Nanotiip 0.0185 0.025 0.035 0.045 0.055

(g)
KALINLIK
(mm)

0.5 mm 0.8 153 2 2.2-2.4

4.4.1. Tletkenlik Olciimleri

Kompozit kardiyak yamalarinin eldesinin ikinci asamasinda prepolimer miktar1 sabit
tutulmus ve katkilanan karbon nanofiber (KNF) ve karbon nanotiip (KNT) yiizdesi
degistirilerek iletken ozelliklerin incelenmesi hedeflenmistir. Katkilanan KNT ve KNF
orani agirlikga %1, %2 ve %3 (a/a) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada KNF katkis1 ile
elde edilen kompozit kardiyak yamalarin direng (Ohm.m) ve iletkenlik (S/m) sonuglarini
gosteren grafikler sirastyla Sekil 4.39 ve Sekil 4.40°ta verilmistir. Benzer sekilde KNT
katkist ile elde edilen kompozit kardiyak yamalarin direng (Ohm.m) ve iletkenlik (S/m)
sonuclarint gosteren grafikler ise Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de verilmistir. Elde edilen tiim

sonuglar ¢izelge haline getirilmis ve Tablo 4.3’te 6zetlenmistir.

35000000,0 -
30000000,0 - 29955026,7
25000000,0 -

20000000,0 -

Direng
(Ohm.m)

15000000,0 -
10000000,0 -

5000000,0 -
21163,9
0,0 T T g 1

0 0,5 1 15 2 25 3 35
Karbon Nanofiber Konsantrasyonu
(%)

Sekil 4.39. %1, %2 ve %3 karbon nanofiber konsantrasyonu ile ¢apraz baglanmis

kompozitlerin direng degerlerini Ohm.m cinsinden gosteren ¢izgi grafigi.
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0,000060000 -
0,000056943
0,000050000 -
0,000040000 -

0,000030000 -

iletkenlik
(S/m)

0,000020000 -

0,000010000 -

0,000000036 0,000000335
0,000000000 % T ]

T 1 2 3 4

-0,000010000
Karbon Nanofiber Konsantrasyonu

(%)

Sekil 4.40. %1, %2 ve %3 karbon nanofiber konsantrasyonu ile ¢apraz baglanmis

kompozitlerin iletkenlik degerlerini S/m cinsinden gésteren ¢izgi grafigi.

500,00 -
450,00 -
400,00 -
350,00
300,00 -
250,00 -
200,00 -
150,00 -
100,00 -
50,00 -
0,00 : : : : . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

Karbon Nanotiip Konsantrasyonu
(%)

Direng
(Ohm.m)

Sekil 4.41. %1, %2 ve %3 karbon nanotiip konsantrasyonu ile capraz baglanmis

kompozitlerin direng degerlerini Ohm.m cinsinden gosteren ¢izgi grafigi.
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0,35 -
A 0,33
0,30 A
0,25 -
0,20 -

0,15 -

iletkenlik
(S/m)

0,10 -
0,05 -
0,00

-0,05
Karbon Nanotiip Konsantrasyonu

(%)

Sekil 4.42. %1, %2 ve %3 karbon nanotiip konsantrasyonu ile capraz baglanmis

kompozitlerin iletkenlik degerlerini S/m cinsinden gosteren ¢izgi grafigi.

Tablo 4.3. %1, %2 ve %3 karbon nanofiber ve karbon nanotiip katkisi ile ¢apraz

baglanmis kompozitlerin diren¢ (Ohm.m) ve iletkenlik (S/m) degerleri.

Karbon Nanofiber / Karbon Nanotiip
Katkisi (%)
1 2 3
iletkenlik (S/m) 3.6x108/ 7.1x10°3 3.4x107 / 9.5x10°3 5.7x105/ 3.3x10:
Direng (Ohm.m) 3x107 / 4.6x102 3.4x10° / 1.3x102 2.1x10% / 3.0101

Sekil 4.39°de artan KNF konsantrasyonlarinda direncin azaldigi ve buna bagli olarak Sekil
4.40’te azalan dirence karsilik iletkenlik degerinin arttigi gozlenmistir. Benzer sekilde
Sekil 4.41°te artan KNT direng azalmis ve buna bagli olarak iletkenlik degeri (Sekil 4.42)
artmustir. Tiim degerler kiyaslandiginda (Tablo 4.3) 6zellikle karbon nanotiip katkisinin
kompozit yapida karbon nanofiber katkisina kiyasla iletkenlik degerini énemli olgiide
arttirdig1 gdzlenmistir. Bununla beraber kompozit yapidaki artan karbon katkist kompozit
yapinin iletkenligini arttimig ve bu sonug literatiir ile uyumlu oldugu gézlenmistir [161].
Buna gore kompozit kardiyak yamalarda kullanilacak geometrinin nanotiip yapisi

olmasina karar verilmistir. Karbon nanotiiplerin artan konsantrasyonlarinda herhangi bir
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sitotoksik etki gosterip gostermediginin anlasilabilmesi i¢in kompozit yapilarin ayrica
sitotoksik degerlendirmeleri yapilmis ve sonuglar hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 bagligi altinda
ayrica incelenmistir. Tim bu sonuglar neticesinde kompozit kardiyak yamalarin

sentezinde kullanilacak karbon nanotiip katkis1 %1 (a/a) olarak belirlenmistir.

Kullanilacak ideal karbon geometrisi ve yiizdesinin belirlenmesinin ardindan son olarak
hibrit kardiyak yamalarin ve %1 KNT katkili kompozit kardiyak yamalarin direng
(Ohm.m) ve iletkenlik (S/m) degerleri Kkarsilastirilmis ve sonuglar Tablo 4.4’te
verilmistir. Buna gore hibrit kardiyak yamalarin %1 KNT katkilanmas1 sonucunda direng
degerlerinde azalma tespit edilmis (p****) ve buna bagl olarak yapinin iletkenlik 6zelligi
kazandig1 goriilmiistiir. Hibrit kardiyak yamalarin direng degerleri GigaOhm
seviyelerinde tespit edilmesi nedeniyle iletkenlik 6zellikleri belirlenememistir. Buna ek
olarak hibrit ve kompozit kardiyak yamalarin eldesinde kullanilan deseliilerize matriks
tipinin (SDS uygulamasi ve skCO; uygulamasi) iletken degerleri iizerinde bir etkisi

olmamis ve bu nedenle tablo icerisinde belirtilmemistir.

Tablo 4.4. Hibrit ve kompozit kardiyak yamalarin (%1 KNT Katkili) direng ve iletkenlik

degerlerini gdsteren tablo.

Direng (Ohm.m) iletkenlik (S/m)
Hibrit Kardiyak Yama 1.63x1013+3.4x1012
%1 KNT Katkili Kompozit Yama (p***) 4.61x102+4.2x101! 1x102+2x103

4.4.2. Fouirer Transform Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Kompozit kardiyak yamalarin kimyasal yap1 analizleri FTIR ile ger¢eklestirilmis ve ilk
olarak %1, %2 ve %3 KNT katkilanmis PGS-KNT polimerleri igin elde edilen sonuglar
Sekil 4.43’te verilmistir. Bu sonug absorbansa karsilik gelen dalga boyu cinsinden analiz
edilmistir. 3470 cm™* dalga boyu absorbanslart —OH gruplari ile iliskili iken, 1735 cm™
dalga boyundaki absorbans PGS polimerinin esterifikasyon tepkimesi ile iligkili olan
C=0 baglarina 6zgiidiir. Son olarak 2926 ve 2855 cm™ araligindaki absorbans pikleri ise
alken gruplar1 (-CH) ile iligkilidir. Buna gére FTIR sonucu karbon nanotiiplerin PGS

elastomeri igerisinde yapiya katildigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.43. (A) %1 KNT konsantrasyonu, (B) %2 KNT konsantrasyonu, (C) %3 KNT

konsantrasyonu ile ¢apraz baglanmig polimerlerin FTIR spektrumlari.

Tiim bu sonuglar neticesinde kompozit kardiyak yamalarda kullanilacak ideal KNT
katkis1 %1 olarak belirlenmistir. Buna gore tez calismasi kapsaminda 2 farkh
deseliilerizasyon yonteminin uygulanmasi ile hibrit ve kompozit yapilar olmak tizere 4
farkli kardiyak yama tiirli elde edilmistir. Caligmanin bundan sonraki agamasinda kafa
karigikligina sebebiyet vermemek i¢in elde edilen kardiyak yamalar asagidaki sekilde

kisaltilarak adlandirilmastir:

a. Kimyasal olarak (SDS) deseliilerize edilen dokularla hazirlanmis ¢apraz bagl
hibrit yamalar: S-Hibrit

b. Siperkritik CO2 yontemle deseliilerize edilen dokularla hazirlanmig ¢apraz bagh
hibrit yamalar: SK- Hibrit

C. Kimyasal olarak (SDS) deseliilerize edilen dokularla hazirlanmis ¢apraz bagh %1
KNT katkili kompozit yamalar: S-Kompozit

d. Siiperkritik CO2 yontemle deseliilerize edilen dokularla hazirlanmig ¢apraz bagh
%1 KNT katkili kompozit yamalar: SK-Kompozit

Son olarak, S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalarini kimyasal yapilar1 FTIR ile

analiz edilmis ve sonuglar Sekil 4.44’te verilmistir. PGS kimyasal analizine benzer
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sekilde, 2926 ve 2855 cm™ araligindaki absorbans pikleri alken (-CH) gruplar ile, 1733
cm? dalga boyundaki absorbans pikleri C=0 baglar1 ile ve 3470 cm™ dalga boyu
absorbans pikleri ise (~OH) gruplari ile iliskilidir. PGS-KNF prepolimerinin hazirlanan
deseliilerize greftlere emdirilerek ve yapi igerisinde basarili bir sekilde ¢apraz baglanmis

oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.44. (A) S-Kompozit, (B) SK-Kompozit kardiyak yamalarma ait FTIR

spektrumlari.

4.4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Elde edilen S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalarin mikro boyut analizleri
oncesinde morfolojik goriintiileri kamera yardimiyla elde edilmis ve goriintiiler Sekil
4.45°te verilmistir. Yapidaki KNT katkis1 malzeme rengini tamamen siyaha doniistiirmiis

bu nedenle kompozit yamalarin morfolojik olarak bir farkliliklar1 bulunmamaktadir.
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Sekil 4.45. (A) S-Kompozit (B) SK-Kompozit kardiyak yamanin morfolojik goriiniim.

S-Kompozit ve SK-Kompozit yapilarin mikroskobik yapi analizleri taramali elektron
mikroskobu (SEM)ile gerceklestirilmis ve yiizey kesitlerine ait goriintiileri Sekil 4.46°da,
enine kesitlerine ait goriintiileri ise Sekil 4.47°de verilmistir. Yiizey kesitlerine ait
goriintiiler incelendiginde (Sekil 4.46) her iki kompozit yapist i¢in yiizey morfolojileri
arasinda belirgin bir farklilik gdzlenmemistir. Elde edilen kompozit kardiyak yamalarin
ylizeydeki piiriizli yapisi, yamalarin eldesi siirecinde cam petrilerden kazinarak
cikarilmasina bagli olarak olusmustur. Sekil 4.47°de verilen enine Kkesitlerin
kiyaslamasinda ise iki farkli deseliilerizasyon yontemiyle elde edilen greflerin PGS-KNT
prepolimeri icerisinde homojen bir sekilde emdirildigini ve bunun sonucu olarak
prepolimerin deseliilerize matriks igerisinde basarili bir sekilde ¢apraz baglanabildigini
gostermektedir. Bu sonuglar bir dnceki baslikta agiklanan kimyasal yapi analizlerini

dogrulamaktadir.

Sekil 4.46. (A) S-Kompozit, (B) SK-Kompozit grubuna ait 100X biiyiitme oranindaki

yiizey kesitlerini gosteren taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri.

105



Sekil 4.47. (A, B) S-Kompozit grubuna (C, D) SK-Kompozit grubuna ait enine kesitleri
strastyla 100X ve 500X biiyiitme oraninda gosteren taramali elektron mikroskobu (SEM)

goriintiileri.

4.4.4. Bilgisayarh Mikro-Tomografi Analizi (Mikro-CT)

Tez galismasi kapsaminda elde edilen S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalarin
polimer igerisindeki homojenitesi (karbon nanotiip dagilimlari), polimer kompozitinin
ekstraseliiler matriks icerisindeki dagilimi ve gozeneklilik gibi 6zellikleri bilgisayarl
mikro tomografi (Mikro-CT) cihazi ile incelenmistir. S-Kompozit ve SK-Kompozit
kardiyak yamalarinin 2 Boyutlu kesit goriintiileri sirasiyla Sekil 4.48 ve Sekil 4.49°da
verilmigtir. Deseliilerize greftler igerisindeki ve polimer icerisindeki KNT dagiliminin

ayirt edilebilmesi amaciyla drnekler tizerindeki PGS-KNT kaplamasi alinmamustir.

Buna gore ilk olarak S-Kompozit kardiyak yamanin yiizey kesitinde (Sekil 4.48A) PGS-
KNT yapist kirmiz1 oklar ile gdsterilmistir. Bu bolgelerde elde edilen goriintiilerde
herhangi bir radyoopak alana rastlanmamistir. Bu durum karbon nanotiip geometrilerinin

PGS igerisinde homojen dagildigini gostermektedir. Benzer durum SK-Kompozit
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kardiyak yama yiizey ve kenarlarinda da gézlenmistir (Sekil 4.49A°da kirmizi oklar ile
gosterilmistir.) Elde edilen S- Kompozit ve SK-Kompozit yapilarin ise 2 boyutlu mikro
ylzey kesit goriintiileri ise (Sekil 4.48A, 4.49A) kirmiz1 dikdortgen ¢izgisel yapisiyla
gosterilmektedir. Karbon nanotlip geometrilerinin PGS polimeri ile deseliilerize
matriksler i¢erisinde homojen bir sekilde dagildigi goriilmektedir. Yamalar igerisindeki
beyaz (opak) kisimlar ekstraseliiler matriksin bazi bolgelerde yogun olarak gorildigi
kisimlardir. Bu durum o6zellikle deseliilerizasyon sonrasinda matriksin en az hasar
gordiugi siiperkritik yontemle elde edilen kompozit yamalarda daha da belirgindir. Buna
ragmen PGS polimeri igerisindeki karbon nanotiip dagiliminin SK-Kompozit kardiyak

yamalar1 i¢erisinde de homojen bir sekilde dagilabildigi gosterilmistir.

Sekil 4.48. S-Kompozit kardiyak yama grubuna ait 2 boyutlu (2B) kesit goriintiisii (A)
Yiizey kesiti, (B) Renklendirilmis-yiizey Kkesiti, (C) Enine kesiti, (D) Renklendirilmis

enine kesiti.
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Sekil 4.49. SK-Kompozit kardiyak yama grubuna ait 2 boyutlu (2B) kesit goriintiisii. (A)
Yiizeykesiti, (B) Renklendirilmis-yiizey kesiti, (C) Enine kesiti, (D) Renklendirilmis enine
kesiti.

Karbon nanotlip dagilimma ek olarak kompozit yapilarin hacim ve gozeneklilik
ozellikleri de ayrica incelenmistir. S-Kompozit kardiyak yamalarmin gorintiileri
lizerinde 6zel yazilim ile yapilan ayrintili analiz sonucu total hacim 132,6 mm?®, kompozit
yapinin hacmi 9,2 mm? olarak belirlenmistir. Buna gore radyoopak olan madde hacmi
yani ekstraseliiler matriks hacmi total obje hacminin %7,2’sini olusturmaktadir. Bu hacim
icerisinde PGS-KNT kaplamasinin da dahil oldugu not edilmelidir. Benzer sekilde SK-
Kompozit kardiyak yamalar1 i¢in yapilan analiz sonucunda ise total hacim 126,4 mm?,
kompozit yapinm hacmi 37,1 mm?3 olarak belirlenmistir. Bu kompozit yama grubunda ise
radyoopak olan madde hacmi yani ekstraseliiler matriks hacmi total obje hacminin
%29,4linli olusturmustur. Buna gore S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalar
icerisindeki ESM hacimleri arasindaki bu onemli farklilik kompozitlerin iiretim
prosesindeki deseliilerizasyon yonteminin farkliligindan ileri gelmektedir. Uygulanan
deseliilerizasyon yonteminin farkliligina bagli olarak ESM’deki hacimsel farkliliklar

ESM’deki total agirlik kayiplari ile ortiismektedir (Sekil 4.24).
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Son olarak bu analiz ile elde edilen gozeneklilik sonuglarinda S-Kompozit kardiyak
yapinin total porozitesi %99,6 iken SK-Kompozit yapiya ait deseliilerize matriksin total
porozitesi ise %84,4 olarak bulunmustur. ESM’lerin PGS-KNT polimeri ile
katkilanmasinin ardindan hazirlanan kompozit yapilarin total porozite yiizdeleri S-
Kompozit kardiyak yama i¢in %3,26’ya, SK-Kompozit i¢in %58,7’ye diigmiistiir. S-
Kompozit igerisindeki aseliiler yapinin %96 oraninda, SK-Kompozit i¢erisindeki aseliiler
yapinin ise %25,6 oraninda PGS-KNT polimeri ile dolgulandig:i sonucuna ulagilmistir.
SK-Kompozit yapinin diisiik oranda dolgulanmas1 yine deseliilerizasyon prosesine bagl
olarak gerek ekstraseliiler matriksin yogunlugu gerekse siiperkritik yonteminde aseliiler
yapinin esnekligini kaybedip daha rijit bir yapiya doniigmesine baglidir. Bu durum
siiperkritik CO2 prosesi sonrasi elde edilen yamalarin mekanik analizleri ile

desteklenmistir (Tablo 4.1).

4.4.5. Mekanik Cekme Analizi

Elde edilen kompozit kardiyak yamalarin gerceklestirilen karakterizasyonlar
kapsaminda son agsamada S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yama gruplarinin
mekanik 6zellikleri incelenmistir. Buna gore, analiz sirasinda elde edilen goriintiiler Sekil
4.50’de ve ¢ekme dayanimi (kPa), cekme uzamasi (%) ve elastisite modiillerini (kPa)

gosteren ¢izelge ise kiyaslamali olarak Tablo 4.5°te verilmistir.

Sekil 4.50. (A) S-Kompozit, (B) SK-Kompozit gruplarinin ¢ekme testi esnasinda elde

edilen temsili goriintiileri.
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Tablo 4.5. S-Kompozit ve SK-Kompozit gruplariin S-Hibrit ve SK-Hibrit gruplariyla
kiyaslamali mukavemet degerlerini (kPa), uzama davraniglarin1 (%) ve elastisite

modiillerini (KPa) gosteren tablo (n=4).

Cekme Dayanimi Cekme Uzamasi Elastisite Modyilii
(kPa) (%) (kPa)
S-Hibrit 350+54,1 145,7 £13,9 340,5+17,8
S-Kompozit 382,6 + 49,8 (p*) 123,2 +£13,7 (p*) 474 + 75,8 (p*)
SK-Hibrit 221,3+18,6 65+85 359,9+19,2
SK-Kompozit 283,7 23,7 (p*) 36,6 + 10,7 (p**) 600,3 + 77,6 (p***)

Elde edilen sonuglara gore (Tablo 4.5) kimyasal olarak deseliilerize yamalarla elde edilen
hibrit (S-Hibrit) ve kompozit (S-Kompozit) yamalar kiyaslandiginda kompozit yamanin
(S-Kompozit) elastisite modiiliinde artis gozlenmistir (474 + 75,8 kPa) (p*). Buna paralel
olarak mukavemet degeri artmis (p*) ve ¢ekme uzamasi ise yaklasik %20 kadar azalmistir
(p**). Benzer sekilde stiperkritik deseliilerizasyonu ile elde edilen hibrit (SK-Hibrit) ve
kompozit yamalar kiyaslandiginda ise kompozit yamanin (SK-Kompozit) elastisite
modiiliinde artis gozlenmistir (600 = 77,6 kPa) (p***). Yine benzer olarak yamanin ¢ekme
mukavemet degeri artmis (p*) ve ¢ekme uzamasi ise %50 oraninda azalmistir (p**).
Kompozit gruplarin kiyaslamalarinda ise SK-Kompozit grubunun S-Kompozit gruba gore
cekme mukavemet degeri azalmis (p*); elastisite modiilii artmis (p*) ve % uzama degeri
ise yaklasik 3 kat azalmistir (p**). Bu calismanin sonunda %1 KNT ile katkilanmig
kardiyak yamalarin hibrit gruplara kiyasla elastisite degerlerinde artig gozlenmistir. Bu
durum yapiya katilan KNT ile iligkilidir. Elde edilen sonuglar, artisa ragmen, PGS
elastomeri igin literatiirde verilmis elastisite modiilii degerleri arasindadir (50-1500 kPa)

[154].

4.5. Kardiyak Yamalarin Nano-Mekanik Davranislan

Elde edilen deseliilerize greftlerde uygulanan yontemlerinin farkliliklar1 ayni1 zamanda
ESM’nin nano-mekanik davranisi ile ayrica incelenmistir. Buna gore kontrol grubu
(islem gérmemis miyokard doku), SDS uygulamasi ile elde edilmis deseliilerize greftler
(S-Matriks) ve skCO uygulamasiyla elde edilmis deseliilerize greftlerin (SK-Matriks)

nano indentasyon Ol¢iimleri gergeklestirilmistir. Elde edilen indentasyon-kuvvet egrileri
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Sekil 4.51°de verilmistir. Bu egriler aracilifiyla elastisite modiilleri hesaplanmistir.
Kontrol grubu 1,5 um indentasyon derinliginde 4,5 uN kuvvet egrisi olusturmus,
deseliilerize gruplarin es kuvvete ulasmasi i¢in indentasyon derinligi daha ylizeyde
belirlenmistir. Dogal miyokard dokusu i¢in tek bir ESM fiberinin elastisite modiilii 1,90
kPa, S-Matriks ESM fiberinin elastisite moduli 2,39 kPa iken SK-Matriks ESM fiberinin
elastisite modiilii 2,11 kPa’dir. SDS uygulamasi ile yapilan deseliilerizasyon prosesi ESM
fiberleri lizerinde yikici bir etki gosterirken, SkKCO; yontemiyle deseliilerize edilen ESM
fiberlerinin elastisite modiilii kontrol grubuna yakin bir deger gostermistir. Bu durum
skCO2 yonteminin ESM iizerinde daha az yikict bir etki gostermesiyle agiklanir. Bu
calismada elde edilen elastisite modiilleri arasindaki iliski makro-mekanik analizleri

sonugclari ile uyumlu bir iligki géstermistir.

Kontrol (Miyokard Doku) a 7 S-Matriks

4 5pN "__--"-'_n

Sekil 4.51. Dogal miyokard dokusu, S-Matriks ve SK-Matriks gruplari tizerinde alinmig

indentasyon egrileri.

Ikinci asamada katkilanan PGS elastomerinin ESM fiberi iizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla elde edilen hibrit kardiyak yamalarin AKM yiizey goriintiileri ve
indentasyon egrileri incelenmistir. S-Hibrit ve SK-Hibrit kardiyak yama gruplarina ait
ylizey goriintlisii ve indentasyon egrisi Sekil 4.52°de gosterilmistir. Buna gore daha
yiiksek degerde bir kuvvete ulagabilmek icin ESM fiberinin daha yiizeysel bir
indentasyon yaptig1 goriilmektedir. PGS elastomerine ek olarak KNT katkisinin ESM
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fiberi tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla ise elde edilen kompozit kardiyak
yamalarin AKM yiizey goriintiileri ve indentasyon egrileri incelenmistir. S S-Kompozit
ve SK-Kompozit kardiyak yama gruplarina ait yiizey goriintiisii ve indentasyon egrisi ise
Sekil 4.53’te gosterilmistir. Buna gore, kompozit gruplarinin indentasyon egrilerinde
benzer indentasyon derinligine ulasabilmek igin SK-Kompozit kardiyak yama grubunun
tepki verdigi kuvvet daha yiiksektir.
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Sekil 4.52. S-Hibrit ve SK-Hibrit gruplarinin atomik kuvvet mikroskobu yiizey

goriintiileri ve indentasyon egrileri.
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Sekil 4.53. S-Kompozit ve SK-Kompozit gruplarinin atomik kuvvet mikroskobu yiizey

goriintiileri ve indentasyon egrileri.
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Tiim bu sonuglarin degerlendirilmesinde, kuvvet ve indentasyon arasindaki iliski Hertz
Modelinden yararlanilarak ortaya konulmustur. Bu modele gore elastisite degerleri
hesaplanmis ve sonuglar kPa cinsinden Sekil 4.54’te histogram grafigi ile verilmistir. Bu
grafige gore elastisite modiilii degerleri S-Hibrit kardiyak yama grubu i¢in 4.18+0.16 kPa,
SK-Hibrit kardiyak yama grubu i¢in 4,91 + 0,09 kPa, S-Kompozit kardiyak yama grubu
i¢in 5,9 £+ 0,6 kPa ve SK-Kompozit kardiyak yama grubu i¢in ise 11,35 & 1,25 kPa olarak
hesaplanmustir. S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yama grubunun istatiksel analizinde
gruplar arasindaki farklililk anlamli degildir. Benzer sekilde S-Hibrit ve SK-Hibrit
gruplari arasinda da istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Ancak, kompozit gruplarda
uygulanan deseliilerizasyon yonteminin farkliligina bagli olarak gruplar arasinda farklilik
gozlenmistir (S-Kompozit ve SK-Kompozit) (p*). Bunun disinda, SK-Hibrit ve SK-
Kompozit gruplari arasindaki istatiksel fark da anlamhidir ve kompozit formun elastisite

degeri hibrit formun elastisite degerinden yaklasik 1,4 kat fazladir (p**).
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Sekil 4.54. S-Hibrit, SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit gruplarinin Hertz

Modeline gore kPa cinsinden hesaplanmis elastisite modiil degerleri.

4.6. Degradasyon Analizi

Tez c¢alismasi kapsaminda sentezlenen kardiyak yamalarin bozunma Ozellikleri
incelenmistir. ilk olarak S-Matriks, S-Hibrit, S-Kompozit ve PGS elastomerine ait 28

giinliik degradasyon yiizdeleri Sekil 4.55’te verilmistir. Buna gore deseliilerize matriksin
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(S-Matriks) 1 giin sonundaki degradasyon yiizdesi yaklasik olarak %10 iken 28 giin
sonunda bu deger %57’¢ yiikselmistir. 1-21 giinler arasindaki artis istatiksel olarak
anlamli iken (p****); 21 ve 28 giin arasinda istatiksel anlamli bir farklilik goriilmemistir
(ns). S-Hibrit grubu 1-7 giinler sonunda anlamli bir farklilik goriilmezken, 28 giin
sonunda bu oran %22 degerine diismiistiir (p****). S-Kompozit gruplar 28 giin sonunda
degradasyon yiizdesi %16 degerine bozunmustur (p*). S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak
yamalar PGS elastomerine kiyasla degradasyon oranlari bir miktar yiiksek olarak
belirlenmistir. Elde edilen tiim kardiyak yamalarin kiyaslanmasinda 1. Giinler arasinda
S-Matriks ve PGS Elastomer haricinde (p**) diger tiim gruplar arasinda istatiksel anlaml
bir farklilik bulunmamustir. 28 giin sonundaki degradasyon ylizdeleri kiyaslandiginda ise
tim kardiyak yamalar istatiksel olarak birbirinden farkhidir (p****). Bu sonuglar
neticesinde, deseliilerize yapilarin PGS elastomeri katkisiyla degradasyon orani azalmis,
KNT katkisinda bu oran daha da azalmistir. ESM’nin yapisal biitlinliigiiniin bozulmasiyla

artan bozunma orani, elastomer ve KNT katkisi ile iyilestirilmistir.
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Sekil 4.55. S-Matriks, S-Hibrit, S-Kompozit ve PGS elastomerinin 1., 7., 14., 21. ve 28.

giinlerde PBS icerisinde degradasyon profilini gosteren histogram grafigi (n=3).
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Ikinci asamada SK-Matriks, SK-Hibrit, SK-Kompozit ve PGS elastomerine ait
degradasyon davranisi ise Sekil 4.56’da karsilastirmali olarak verilmistir. SK-Matriksin
degradasyon yiizdesi 1. giin sonunda yaklasik olarak %11 iken, 28 giin sonunda bu oran
%36 degerine ylikselmistir (p****). SK-Hibrit kardiyak yama grubu i¢in 14 giine kadar
istatiksel anlamli olarak bir artis gdozlenmemis, 28 gilin sonunda degradasyon yiizdesi
yaklagik %8 degerindedir (p*). SK-Kompozit gruplar 28 giin sonunda %10 degerine
bozunmustur (p*). SK-Hibrit ve SK-Kompozit kardiyak yamalar PGS elastomeri ile
kiyaslandiginda 28 giin sonunda degradasyon oranlarinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik gorilmemistir. Tim kardiyak yamalarin ele alindiginda 1. giin sonunda S-
Matriks ve PGS Elastomer haricinde (p**) diger tiim gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmemistir. Bu kiyaslama 28 giin sonundaki degradasyon
ylizdeleri yapildiginda ise tiim kardiyak yamalarin degradasyon ylizdeleri arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p****). Sonug olarak skCO> yontemiyle
elde edilen deseliilerize greftlerin bozunma davranisi PGS elastomerinin ve KNT

katkisiyla 1iyilestirilmis ve bu yapmnin degradasyon davramisi PGS elastomerine

benzemistir.
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Sekil 4.56. SK-Matriks, SK-Hibrit, SK-Kompozit ve PGS elastomerinin 1., 7., 14., 21. ve
28. giinlerde PBS icerisinde degradasyon profilini gdsteren histogram grafigi (n=3).
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Son olarak Sekil 4.55 ve Sekil 4.56 kiyaslandiginda, SDS uygulamasi ile elde edilen
deseliilerize greftlerin bozunma hizinin skCOz uygulamasi ile elde edilen deseliilerize
greftlerin bozunma hizindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Uygulanan skCO>
akigskan yontemi ile elde edilen matriksler daha rijit yapidadir. Bu durum ayni1 zamanda

greflerin mekanik 6zelliklerinin kiyaslamasi ile dogrulanmaktadir.

4.7. Hibrit ve Kompozit Kardiyak Yamalarin Degerlendirmesi

Bu asamanin sonunda tez ¢alismasinda hedeflenmis hibrit ve kompozit kardiyak yamalar
basarili ile sentezlenmis ve karakterizasyonlar1 tamamlanmistir. Ozet olarak, hibrit
kardiyak yamalarin sentezi oncesinde PGS elastomerinin sentezi tamamlanmis ve
bununla ilgili kimyasal yap1 analizi gergeklestirilmistir. Kimyasal yap1 literatiir ile
kiyaslanarak polimer yapist dogrulanmistir [154]. Elde edilen elastomerin gapraz
baglanma siiresi hedeflenen kardiyak yamalar icin uygun bir elastikiyet gdstermesi
amaciyla mekanik degerlendirme ile ¢apraz bag yogunluklari incelenmistir. Malzemenin
fiziksel yapisinda, 8 saat siireyle capraz baglanmis elastomer yapiskan bir formda elde
edilmistir. Elastomerin 12 saat ¢apraz baglanmasi malzemede kopmalara neden olmus
bu durum ¢apraz bag yogunluguna bagl olarak yapinin kirtlgan forma doniismesi ile
iliskilendirilmistir. Buna gore ideal ¢apraz baglanma siiresi 10 saat olarak belirlenmis ve
bu sonuglar hibrit kardiyak yamalarin mekanik sonugclari ile kiyaslanmistir. Literatiirde
bu tip kardiyak yamalara es olarak sentezlenen malzemelerin mekanik o6zellikleri
polimerin tipine, kimyasal yapisina ve kalinligina gore ¢esitlilik gdstermektedir. Burada
esas alinan konu, elde edilen kardiyak yamanin tipik bir kalp kasinin mekanik 6zellikleri
ile benzerlik gostermesi gerektigidir. insan kalbinin miyokard kas dokusu kalbin sistol
durumunda veya diyastol durumunda olup olmadigina gore 20 kPa ila 500 kPa arasinda
degisiklik gostermektedir [162]. Bu ¢alismada kontrol miyokard dokusunun elastisite
degeri 80 kPa civarinda elde edilmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda sentezlenmis tiim
kardiyak yamalarin mekanik o6zellikleri dogal doku ve deseliilerize dokulara kiyasla
iyilestirildigi goriilmektedir. Siiperkritik CO2 uygulamasi bir deseliilerizasyon yontemi
olarak SDS tabanli deseliilerizasyon yontemine gore daha basarili sonuglar gostermis olsa
da bu yoOntemle elde edilmis kardiyak yamalarin esneme kabiliyetlerinde azalma
gozlenmistir. Bu durum deseliilerizasyon uygulamasi sirasinda ortamda bulunan etanoliin
dokudaki suyu uzaklastirarak dokuyu sertlestirilmesi ile agiklanir. Onemli bir nokta ise,

malzemedeki bu sertligi PGS ilavesi kismen azaltmis ancak KNT katkisi ile bu sertlik
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hedeflenen mekanik oOzelliklerinin disinda kalmistir. Kisacasi malzeme esneme
kabiliyetini biiylik dl¢lide yitirmistir. Bu durum &zellikle dinamik kiiltiir sonuglarin
biiylik dlciide etkilemis, dinamik kiiltiir kosullarinda uygulanan gerek %5 gerek %10

mekanik stimiilasyonda dokuda kisa siirede kopmalara neden olmustur.

Makro mekanik analizlere ek olarak uygulanan deseliilerizsyon yonteminin ESM
tizerindeki  farkliliklarii  belirlemek amaciyla nano-indentasyon c¢aligsmalari
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar makro-mekanik sonuglarla beraber
degerlendirilmistir. Benzer sekilde elastomerik yapinin ve KNT katkili elastomerik
yapmin ESM fiberi lizerindeki mekanik degisimleri incelenmistir. Elde edilen elastisite
modiilii degerlerinin makro mekanik test sonuglari ile uyum igerisinde oldugu
goriilmiistiir. KNT’lerin PGS elastomeri igerisinde yapiya dahil edilmesi, dogal dokunun
mekanik sertligini iyilestirmis ancak gerek polimer gerekse KNT ilavesi kalbin kasilma
dongiisii sirasinda dogal insan miyokardin sertligini kismen taklit edebilmistir [163].
Hertzain modeli kullanilarak kuvvet girintisi verilerinden elde edilen Young moduliis
degerleri literatiirde elde edilmis birgok kardiyak yamaya kiyasla daha yiiksek degerde
elde edilmistir [129, 164]. Ayrica, literatiir ¢aligmalarinda miyokard doku yamasi olarak
sentezlenmis iletken malzemelerin elastisite degerleri polimerin tipine veya iletken
katkinin tipine gore degisiklik gostermektedir. Ornegin altin yiiklii doku iskelelerin
elastisite degerleri 1,3 kPa ile 600 kPa arasinda degiskenlik gosterirken; karbon
yuklenmis kompozit malzemelerin elastisite degerleri 20 kPa ile 370 kPa arasinda

degiskenlik gostermektedir [127].

Sentezlenen hibrit ve kompozit formdaki kardiyak yamalarin sentez siirecinin basarisi
gerek kimyasal ve termal analizler ile gerekse mikroskop goriintiileri ile gosterilmistir.
Elde edilen mikroskop goriintiileri her iki farkli kardiyak yama grubu i¢in polimer yapinin
ve KNT katkili polimer yapinin deseliilerize matriks icerisinde basaril bir sekilde capraz
baglanabildigini gostermistir. Kimyasal analizler ile deseliilerize matrikslerin FTIR
spektrumlarinda ESM’e ait komponentlerin literatiirle uyumlu absorbans pikleri
belirlenmisken, hibritlesme ve kompozitlesme siireci sonrasinda deseliilerize doku
icerisinde PGS elastomerinin absorbans pikleri tayin edilmistir. Termal karakterizasyon

deseliilerize matriks igerisindeki kolajenin denatiirasyon sicakligi ile genel bir bilgi
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verirken; hibritlesme sonrasinda deseliilerize matriksin hibrit yap1 igerisinde bir biitiin
olarak davranis sergiledigi gozlenmistir. Bu durum PGS elastomerinin ve hibrit dokunun

benzer termal davranis sergilemesiyle agiklanmaktadir.

Elde edilen kompozit kardiyak yamalarin detayl1 analizleri (i) polimer-KNT oraninin elde
edilen kardiyak yamanin kalinlig1 tizerindeki etkisini degerlendirmek, (ii) KNT/KNF
oraninin malzeme iletkenligi iizerindeki etkisini arastirmak, (iii) polimer igerisindeki
KNT oraninin malzeme toksisitesi iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla
gerceklestirilmigtir. KNT’ler mekanik olarak destek ve elektriksel iletkenlik saglayan
[165], kardiyak yapilarin onariminda olumlu etkileri bulunan, yiiksek iletkenlige ve
spesifik yiizey alanina sahip tek boyutlu i¢in bos yapilardir [166]. Ayrica, siiper
hizalanmis KNT'ler, yonlendirilmis hiicresel biiylimede bir destek gorevi gorerek, ayni
anda yapay kalp dokulari icin elektrofizyolojik homojenligi tesvik eder [167]. Bu
calismada ilk olarak polimer-KNT oraninin kompozit kalinligina etkisinde 3,5 g’dan daha
az miktardaki prepolimer hedeflenmis polimer kalinlig1 i¢in yetersiz kalmistir. 4,5 g-5,0
g prepolimerden daha fazla miktardaki ¢ozeltilerde ise temel sorun polimer yiizeyindeki
heterojen yiizey ve piuriizliliktiir. Artan prepolimer oranina karsilik petri igerisindeki
artan THF miktar ¢apraz baglanma oncesinde THF’in yeteri kadar u¢gmamasina baglh
olarak yiizeyde deformasyonlara sebep olmustur. Bu durum elde edilen kardiyak yamanin
kalinlik stabilizasyonunda tutarsizliklara sebep olmustur. Ikinci asamada artan
ylzdelerdeki KNT ve KNF oraninin malzeme iletkenligine etkisi arastirilmistir. Literatiir
ile kiyaslandiginda kardiyak doku miihendisliginde kullanilan iletken malzemeler igin
ideal bir iletkenlik degeri heniliz tanimlanmamistir [162]. Yapilan galismalarda karbon
ilavesi ile elde edilen kompozitlerin iletkenlik degerleri 1.9x108 ile 0.25 S/m araliginda
degiskenlik gostermektedir [127]. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen iletkenlik degerleri
karbon nanotiip katkisinin karbon nanofiber katkisina kiyasla malzeme iletkenligini
arttirdigin1 gostermistir. Bununla beraber kompozit yapidaki yiliksek karbon igerigi
kompozitin iletkenligini arttirdigini géstermis ve bu sonug literatiir ile uyumludur [161].
Yapilan c¢alisma sonucunda karbon nanotiip geometrisi katkisinin fiber geometrisi
katkisina kiyasla kompozit yapida iletkenligi iyilestirdigi belirlenmistir. Son olarak
polimer igerisindeki KNT oraninin hiicre sitotoksisitesi tizerindeki etkisi arastirilmis ve

buna gore %2 (a/a) ve lizerindeki KNT miktarinin hiicreler iizerinde toksik etki gosterdigi
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belirlenmistir. Tim bu degerlendirmeler neticesinde, kompozit yapilarin sentezinde

kullanilacak olan KNT katkis1 %1 olarak belirlenmistir.

4.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Tez caligmast kapsaminda sentezlenmis tiim kardiyak yamalarin statik ve dinamik
kosullar altinda kiiltiir calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla elde edilen kardiyak
yamalar insan kardiyomiyosit hiicreleri ile tekrardan hiicrelendirilmis (reseliilerize
edilmis) ve statik ve dinamik kosullar altinda incelenerck sitotoksik 6zellikleri, hiicre
metabolik aktiviteleri, canli/6li hiicre 6zellikleri, elektron mikroskobu goriintiilemeleri,
glikozaminoglikan seviyeleri, iletkenlik analizleri, mekanik davraniglari ve RT-PCR

yontemi ile gen ifadeleri aragtirilmigtir.

4.8.1. Statik Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

4.8.1.1. Sitotoksisite Analizi

Calisma kapsaminda elde edilen kardiyak yamalarin sitotoksik etkileri 1SO-10993
standartlarina uygun olarak MTT eliisyon analizi ile gerceklestirilmistir. Yapilan
caligmanin ilk asamasinda elde edilen kardiyak yamalarin yikama ve sterilizasyon
kosullariin etkisi aragtirllmistir. Bu amagla temsili olarak segili S-Hibrit gruplari
polimerizasyon asamasi sonrasinda ¢apraz baglanmamis monomerlerin uzaklastirilmasi
amaciyla 24 saat etanol (%100) ve 12 saat PBS ile yikanmistir. Buna gore sonuglar
yikama Oncesi ve yikama sonrasi olmak iizere degerlendirilmistir ve Sekil 4.57°de
strastyla verilmistir. Buna gore yikama 6ncesi (A) ve yikama sonrasi (B) hiicre canlilik
sonuglarinda, %100 ekstraksiyon ile etkilestirilen gruplart ile kontrol gruplar
kiyaslandiginda yikama oncesinde %13,6 yikama sonrasinda %74,7 oraninda canlilik
goriilmektedir (p****). Buna gore kardiyak yamalara ¢apraz baglanmamis monomerlerin
uzaklastirilmasi icin 24 saat siiren etanol yikamasi uygulamasina karar verilmistir. Ayni
zamanda uygulanmis sterilizasyon yontemi, hiicre canlilik sonuglarinda olumsuz bir yanit

vermemistir.
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Sekil 4.57. S-Hibrit kardiyak yamalarinin (A) alkol yikamasi dncesi (B) alkol yikamasi

sonrasi sitotoksisite analizleri.

Elde edilen kompozit kardiyak yamalarda KNT katkisinin hiicre tizerindeki sitotoksik
etkisini arastirmak amaciyla, sirastyla, %1, %2 ve %3 oraninda KNT katkili kompozit
yamalarin MTT eliisyon analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.58’de % canlilik
seklinde ifade edilmistir. Buna gore %25 ekstraksiyon ile muamele sonrasinda hiicre
canlilik ytizdeleri %100 oranlarina yakin iken ve gruplar arasinda istatiksel anlamli
farklilik goriilmemistir. Ekstraksiyonun etkilesim yiizdesi arttikga %2 ve %3 KNT katkili
kompozitlerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisinde bir azalma goriilmiistiir. Buna gore
%100 ekstraksiyon etkilesimi i¢in %2 KNT katkisinda %33,7 hiicre canliligi, %3 KNT
katkisinda %?22,5 hiicre canliligr tespit edilmistir (p****). %1 KNT katkisinin hiicre
canlilig: tizerindeki etkisi ise %73,4 olarak belirlenmistir (p****). Kompozit kardiyak
yamalarin gerek iletkenlik Ozellikleri gerekse sitotoksik etkileri g6z Oniinde

bulundurularak %1 KNT katkis1 bu kompozit yapilar i¢in uygun bulunmustur.
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Sekil 4.58. %1, %2 ve %3 karbon nanotiip katkili kompozitlerin (PGS-KNT) sitotoksisite

analizleri. (Pozitif Kontrol, %100 canlilik olarak belirlenmistir.)

Buna gore tez calismasinda ele alinan tiim kardiyak yamalarin karsilagtirmalit MTT
eliisyon analizleri gerceklestirilmis ve sonuclar Sekil 4.59°da verilmistir. Tiim kardiyak
yamalar %25 ekstraksiyon etkilesiminde %100’e yakin degerlerde hiicre canlilig
gostermistir. %100 ekstraksiyon etkilesimleri sonucunda ise hiicre canliliklar1 S-Hibrit,
SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit gruplari igin sirasiyla, %74,7, %73,2, %78,1 ve
%75,9 olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda tiim kardiyak gruplar1 arasinda istatiksek
olarak da anlamli bir farklilik goriilmemistir. Buna gore elde edilen kardiyak yamalarin

hiicre canlilig1 iizerinde sitotoksik bir etkisi bulunmadig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.59. S-Hibrit, SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yama gruplarinin
sitotoksisite analizleri (ISO 10993). (Pozitif Kontrol %100 canlilik olarak belirlenmistir.)

4.8.1.2. Insan Kardiyomiyosit Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Kiiltiirii gerceklestirilen insan kardiyomiyosit hiicrelerinin kardiyomiyosit besi ortami ve
diisiik glikozlu besi ortami igerisindeki hiicre davranislart 7 giin boyunca izlenmis ve
morfolojik olarak degerlendirilmistir. Buna gore, proliferasyonun mikroskop goriintiileri
Sekil 4.60’ta verilmistir. Hiicreler tedarik¢i firma tarafindan temin edilen besi ortami
icerisinde 18si ve dalli morfolojik yapilarini korumus, diisiik glikozZlu DMEM igeriside
siserek asil morfolojilerini kaybetmistir. Bu calisma gerek reseliilerizasyon sonrasinda
hiicrelerin morfolojik yapilarinin korunup korunmadigini belirlemek (hiicre kalitesini
arastirmak) gerekse besi ortamlarimin hiicre {izerindeki etkisini arastirmak i¢in

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.60. insan kardiyomiyosit hiicrelerinin (A-C) kardiyomiyosit besi ortaminda, (D-
F) diisiik glikozlu besi ortaminda mikroskop altindaki morfolojik goriintiileri. (A,D) 1.
Giin, (B,E) 4. Giin, (C,F) 7. Giin kiiltiirleri.

4.8.1.3. Hiicre Metabolik Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Alamar Mavisi uygulamasi metabolik hiicre aktivitesinin degerlendirilmesi amaciyla
uygulanmaktadir ve temeli resazurin adli bilesigin, canl hiicreler tarafindan resorufin
bilesigine donistiiriilmesine dayanmaktadir. Alamar mavisi boyamasiyla insan
kardiyomiyosit hiicrelerinin elde edilen tiim kardiyak yamalardaki metabolik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Buna gore, kiiltiir ¢alismasinin 1., 4., 7., 14. ve 21. giinlerinde
metabolik aktiviteleri absorbans degerleri baz alinarak (570/600 nm) ifade edilmis ve

sonuglar Sekil 4.61°de sunulmustur.

123



0.3-

B 1. GUN

_ 4. GUN

® £ g2 I l B 7.GUN

£8 I I 14. GUN

§§ : I mm 21.GUN
<5017 5 : ‘

= X N g
N A N N
o o ov ov
X X K K
& A o )
) N ¥
% c_;l-

Sekil 4.61. S-Hibrit, SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalarmnin 1.,

4.,7.,14. ve 21. giinlerde hiicre metabolik aktivitelerini gdsteren grafik.

Elde edilen bu sonuca gore S-Hibrit grubu i¢in kiiltiiriin 1. giiniinden itibaren absorbans
degerinde 6nemli bir artig gézlenmistir ve istatiksel olarak anlamli farklilik elde edilmistir
(p****). SK-Hibrit yama gruplari i¢in kiiltiir siiresince 1. ve 4. giinlerde artis gézlenmis
(p**); 7. Giinde 6nemli bir artig gériilmemistir (p*). Kiiltiiriin 7. gliniinden itibaren 14.
giine kadar metabolik aktivitelerinde artis gozlenmistir (p****). Son olarak 21 giin

sonunda ise istatiksel olarak anlamli bir artig goriilmemistir.

S-Kompozit kardiyak yamalari i¢in 1. giin kiiltiiriinden itibaren 14.giine kadar hiicre
metabolik aktivitelerinde bir artig gozlenmistir (1-4 giin i¢in p****; 4-7 giin i¢in p****;
7-14 giin i¢in p*). Kiiltiirin 21. Giinlinde ise istatiksel olarak anlamli bir artig
gbzlenmemistir. SK-Kompozit kardiyak yama gruplar i¢in kiiltiiriin 1. gilininden 7.
giinline kadar hiicre metabolik aktivitesinde artis gozlenmistir (1-4 giin i¢in p****; 4-7
giin i¢in p****). Ancak kiiltiiriin 14.giin sonrasinda hiicre metabolik aktivitesinde anlamli

bir artig goriilmemistir (ns).
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Tiim bu sonuglara gore 21 giinliik statik kiiltiir ¢aligmasi sonunda insan kardiyomiyosit
hiicrelerinin proliferasyonunun elde edilen tim kardiyak yama gruplarinda basarili

sekilde saglanabildigi gosterilmistir.

4.8.1.4. Hiicre Canlilhiginin Degerlendirilmesi

Hiicre canliliklariin degerlendirilebilmesi amaciyla reseliilerize kardiyak yamalar 7, 14
ve 21 ginliik statik kiiltiir sonunda canli/6lii boyama kiti boyanmistir. Boyali doku
iskeleri florasan atagmanli mikroskop ile goriintiillenmis ve elde edilen goriintiiler Sekil
4.62°da verilmistir. Bu analiz neticesinde, 7. giin sonunda kardiyomiyosit hiicre
morfolojilerinin (hiicreler yapismig, ¢ogalmis ve sitoplazmik kopriileri kurulmus)
iskeleler {izerinde korunmus olduklar1 gézlenmistir. 14. ve 21. giinlerde ise hiicrelerin
cogalmasina bagli olarak hiicre sayisinda artis goriilmiis ve verilen giinler sonunda

kardiyak yamalar iizerinde 6lii hiicreye rastlanmamuistir.
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Sekil 4.62. S-Hibrit, SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalarin 7, 14

ve 21 giin statik kiiltiir sonrasindaki florasan mikroskobu goriintiileri (10X Biiyiitme).

4.8.1.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Statik kiiltiirtin 7., 14. ve 21. gilinleri sonunda insan kardiyomiyosit hiicreleri reseliilerize

edilen tiim kardiyak yama gruplarinin taramali elektron mikroskobu analizi
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gerceklestirilmistir. Bu amacla hiicreler malzeme iizerinde fikse edilmis ve bdylece
yiizeydeki hiicrelerin morfolojik analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen mikroskop
goriintiileri Sekil 4.63’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore kiiltiiriin 7. giinlinde az
sayida hiicreye rastlanmistir. 14. gilin sonrasinda yiizeydeki hiicrelerin sitoplazmik
baglantilar1 kurulmus ve yiizeyde yayilmis olarak goriilmektedir. 21 giin sonunda ise
ylizeye yapismis hiicrelerin ve kurulmus sitoplazmik kopriilerin varligi malzeme
ylizeyinde hiicrelerin basarili bir sekilde 21 giin kiiltiirasyonunun saglanabildigini

gostermistir.

S-Hibrit SK-Hibrit S-Kompozit || SK-Kompozit

7. GUN

14. GUN

21. GUN

Sekil 4.63. S-Hibrit, SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit gruplarinin 7., 14. ve 21.
kiltiir glinii sonrasinda taramali elektron mikroskobu (SEM) ile elde edilen yiizey
goriintiileri (1000X).

4.8.1.6. Siilfatlanmms Glikozaminoglikan (SGAG) Miktar Tayini

Statik kiiltiir ¢alismasinin 7. ve 14. giinleri sonlarinda kardiyak doku yamalarindaki
hiicrelerin GAG miktarlar belirlenmis ve buna gore sonuglar histogram grafigi seklinde

Sekil 4.64’te verilmistir. Sonuglar total GAG miktarindan doku iskelesi miktarnin
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icerdigi GAG miktar1 ¢ikarilarak hesaplanmistir. Buna gore S-Hibrit kardiyak yamalari
14 giin sonunda 0,046 ng GAG igerirken; 7 ve 14 giin sonundaki GAG miktarlar arasinda
istatiksel anlamli bir farklilik goriilmemistir (ns). SK-Hibrit kardiyak yamalar1 14 giin
sonunda 0,105 pug GAG igerirken 7. giin sonundaki GAG miktar1 (0,048 ug) ile istatiksel
anlamli bir farklilik vardir (p****). S-Kompozit kardiyak yamalar1 14 giin sonunda 0,068
ng GAG igerirken 7. glin sonundaki GAG miktar ile istatiksel anlamli bir fark
bulunmamustir (ns). Son olarak SK-Kompozit kardiyak yamalar1 14 giin sonunda 0,11 pg
GAG igeritken 7. giin sonundaki GAG miktar1 ile istatiksel anlamli bir fark

bulunmamastir (ns).

GAG miktarindaki farklilik tiim kardiyak yamalar i¢in kiyaslanmis ve istatiksel olarak
degerlendirilmistir. Buna gore, 7. giin sonlarinda S-Hibrit/SK-Hibrit, S-Hibrit/S-
Kompozit gruplari arasinda anlamli farklilik yoktur (ns). Ancak SK-Hibrit/SK-Kompozit
gruplart arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p***). 14. gilin sonlarinda ise, S-
Hibrit/SK-Hibrit gruplar1 arasinda farklilik bulunmustur (p****). Ancak SK-Hibrit/SK-
Kompozit ve S-Hibrit/S-Kompozit gruplari arasinda anlamli farklilik yoktur (ns). Sonug
olarak 14 giinliik kiiltiir sonunda sSkCO yontemi ile edilen hibrit ve kompozit kardiyak

yamalart GAG miktarinda artis1 olumlu yonde etkilemistir.
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Sekil 4.64. S-Hibrit, SK-Hibrit, S-Kompozit ve SK-Kompozit kardiyak yamalarinin statik

kiiltiir kosullarinda 7. ve 14.glinlerde GAG miktarinin artisint mikrogram cinsinden

gosteren grafik.

4.8.1.7. Mekanik Cekme Analizleri

Mekanik analiz ¢alismalar1 tiim kardiyak yamalar i¢in statik hiicre kiiltiiri ¢alismast
sonunda (21. Giin) tekrardan degerlendirilmistir. Buna gore, S-Hibrit, SK-Hibrit, S-
Kompozit ve SK-Kompozit gruplarina ait kiyaslamali mekanik analiz sonuglart sirastyla
Tablo 4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da verilmistir. Cekme dayanimi (kPa),
¢ekme uzamasi (%) ve elastisite modiillerini (kPa) degerleri ise kiiltiir 6ncesinde elde

edilen degerler ile kiyaslamali olarak tartigilmistir.

Tablo 4.6. S-Hibrit kardiyak yama grubunun 21 giin statik kiiltiir sonrasinda mukavemet

degerlerini (kPa), uzama davranislarini (%) ve elastisite modiillerini (kPa) gosteren tablo
(n=3).

Cekme Cekme Elastisite
Dayanimi Uzamasi Modiilii
(kPa) (%) (kPa)
S-Hibrit 350+54,1 145,7 £13,9 | 340,5£17,8
S-Hibrit 153,5+18,3 | 206,3+154 | 179,4£31,2
21.GUN (p***) (ns) (p***)
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Tablo 4.7. SK-Hibrit kardiyak yama grubunun 21 giin statik kiiltiir sonrasinda mukavemet

degerlerini (kPa), uzama davranislarini (%) ve elastisite modiillerini (kPa) gdsteren tablo
(n=3).

Cekme Cekme Elastisite
Dayanimi Uzamasi Modiilii
(kPa) (%) (kPa)
SK-Hibrit 221,3%+18,6 65+8,5 359,9+19,2
SK-Hibrit 1794 +6,8 98,2134 273,8 £ 18,2
21.GUN (p*) (ns) (p**)

Tablo 4.8. S-Kompozit kardiyak yama grubunun 21 giin statik kiiltiir sonrasinda
mukavemet degerlerini (kPa), uzama davranislarini (%) ve elastisite modiillerini (kPa)

gosteren tablo (n=3).

Cekme Cekme Elastisite
Dayanimi Uzamasi Modiilii
(kPa) (%) (kPa)
S-Kompozit 382,6 49,8 123,2 £ 13,7 474 £75,8
S-Kompozit | 190,4 49,5 174,5+ 14 289,5+46,1
21.GUN (p***) (ns) (p***¥)

Tablo 4.9. SK-Kompozit kardiyak yama grubunun 21 giin statik kiiltiir sonrasinda
mukavemet degerlerini (kPa), uzama davranislarini (%) ve elastisite modiillerini (kPa)

gosteren tablo (n=3).

Cekme Cekme Elastisite
Dayanimi Uzamasi Modiilii
(kPa) (%) (kPa)
SK-Kompozit | 283,7 23,7 36,6 £10,7 600,3 £ 77,6
SK-Kompozit | 194,6 £5,1 68,6 £ 3,7 418,8 £21,1
21.GUN (p*) (ns) (p**)
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Statik kiiltiiriin sonunda elde edilen mekanik test sonuglarina gore tiim kardiyak
yamalarin elasitisite modiillerinde genel olarak azalma elde edilmistir. Buna paralel
olarak ¢ekme dayanimlari azalmis ancak ¢ekme uzama oranlarinda istatiksel anlamli
farklilik goriilmemistir. Tiim bu mekanik degisimler statik kiiltiir ortaminda malzemelerin
ugradig1 degradasyona baglanir. Ancak bu azalma sonucunda bile PGS ideal mekanik
degerlerinin altina diismemistir. Ayni zamanda bu sonuglar kardiyak doku miihendisligi
icin Uretilen doku iskelelerinin elastisite modiilleri ve gerilme mukavemetleri ile

kiyaslanabilir bir araliktadir [168].

4.8.2. Dinamik Hiicre Kiiltiirii Calismalari

4.8.2.1. Biyoreaktér Calismalarinin Optimizasyonu

Statik kiiltiir ¢alismalarinin sonunda, tiim kardiyak yamalar mekanik stimiilasyon altinda
dinamik olarak incelenmistir. Yapilan biyoreaktor deneyleri i¢in ¢aligma kosullar1 Tablo
4.10’da verilmistir. Buna gore dinamik kiiltiiriin uygulamasinda reseliilerize edilmis tiim
kardiyak yamalar 1. ve 2. giin statik olarak (duragan) bekletilmis ardindan 12 giin
boyunca dinamik uygulama gerceklestirilmistir. Uygulama i¢in ¢ekme ylizdesi araligi

%5-%10, frekans 1 Hz ve siire 4 saat olarak belirlenmistir.

Tablo 4.10. Dinamik kiiltiir ¢alisma Kosullarini gosteren tablo.

Cekme Yiizdesi %5 - %10

Cekme Frekansi 1 Hz

Mekanik Etki Uygulama Siiresi | 4 saat/gln

Elde edilen tiim kardiyak yamalar sirasiyla %5 ve %10 olmak iizere ¢ekme kuvvetine
maruz birakilmistir. Hazirlik asamasinda, steril edilmis kardiyak yamalar kuyucuklar
icerisine steril pens yardimiyla yerlestirilmis ve her doku iskelesi icin 3x10* insan
kardiyomiyosit hiicresi ekimi yapilmistir. Hiicre ekimini takiben, kuyucuklar icerisine 8
mL hacimde kardiyomiyosit besi ortami eklenmis ve reaktdr sistemi kapatilarak 2 giin

boyunca statik olarak kiiltiirii yapilmistir. Besi ortamlar1 iki giinde bir olmak {izere
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yenilenmis ve 12 giin boyunca giinde 4 saat siireyle belirtilen yiizdelerde ¢ekme

kuvvetlerine maruz birakilmistir.

[k asamada %10 ¢ekme kuvvetiyle kiiltiire edilen kardiyak yamalarin mekanik etkiye

verdikleri tepkiler su sekilde 6zetlenmistir:

e S-Hibrit kardiyak yamalar1 2 giin statik kiiltiir sonrasinda dinamik kiiltiir siiresinde 48
saat sonunda kopmus ve buna ait Oncesi ve sonrasi goriintiileri Sekil 4.65°te

verilmigtir.

Sekil 4.65. S-Hibrit kardiyak yamalarin %10 mekanik etki uygulanan dinamik kiiltiirii

esnasinda alinmig goriintiileri.

e SK-Hibrit kardiyak yamalar1 2 giin statik kiiltlir sonrasinda dinamik kiiltiir siiresinin
baslangicinda kopmus (ilk 30 dakikalik siire igerisinde) ve buna ait 6ncesi ve sonrast

goriintiileri Sekil 4.66°da verilmistir.
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Sekil 4.66. SK-Hibrit kardiyak yamalarin %10 mekanik etki uygulanan dinamik kiiltiiri

esnasinda alinmig goriintiileri.

e S-Kompozit kardiyak yamalar1 2 gilin statik kiiltiir sonrasinda dinamik kiiltiir
stiresinde 60 saat siire sonunda kopmus ve buna ait 6ncesi ve sonrasi goriintiileri

Sekil 4.67°de verilmistir.

Sekil 4.67. S-Kompozit kardiyak yamalarin %10 mekanik etki uygulanan dinamik kiiltiirii

esnasinda alinmig goriintiileri.
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o SK-Kompozit kardiyak yamalar1 2 giin statik kiiltiir sonrasinda dinamik kiiltiir
stiresinin baslangicinda kopmus (ilk 30 dakikalik siire igerisinde) ve buna ait dncesi

ve sonrasi goriintiileri Sekil 4.68°de verilmistir.

Sekil 4.68. SK-Kompozit kardiyak yamalarin %10 mekanik etki uygulanan dinamik

kiiltiirli esnasinda alinmig goriintiileri.

[k asamada %5 cekme kuvvetiyle kiiltiire edilen kardiyak yamalarin mekanik etkiye

verdikleri tepkiler su sekilde 6zetlenmistir:

e S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarina 2 giin statik kiiltiir sonrasinda dinamik
kiiltiir siiresinde 12 giin mekanik etki uygulanabilmis ve yamalarda herhangi bir
kopma veya yirtilma gozlenmemistir.

e SK-Hibrit kardiyak yamalar1 2 giin statik kiiltlir sonrasinda dinamik kiiltiir siiresinde
2 saat sonunda kopmus ve buna ait oncesi ve sonrasi goriintiileri Sekil 4.69’da

verilmistir.
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Sekil 4.69. SK-Hibrit kardiyak yamalarin %5 mekanik etki uygulanan dinamik kiiltiiri

esnasinda alinmig goriintiileri.

o SK-Kompozit kardiyak yamalart 2 giin statik kiiltlir sonrasinda dinamik kiiltiir
sliresinde 4 saat sonunda kopmus ve buna ait dncesi ve sonrasi goriintiileri Sekil

4.70’te verilmistir.

Sekil 4.70. SK-Kompozit kardiyak yamalarin %5 mekanik etki uygulanan dinamik

kiiltiirli esnasinda alinmig goriintiileri.
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Dinamik kiiltiirin uygulanan ¢ekme kuvvetlerinin optimizasyonunda, skCO2
uygulamasiyla elde edilmis kardiyak yamalarin (SK-Hibrit, SK-Kompozit) gerek %10
gerekse %5 cekme kuvvetine maruz kalmasit sonucunda bu etkiye dayanmadiklar
goriilmiistiir. Bu yamalarin karakterizasyonlar1 agsamasinda yapilan mekanik test
sonuclarinda, uygulanan yontemin malzeme elastikiyetini azalttigi bildirilmistir. Buna
bagli olarak %10 ¢ekme kuvveti SK kardiyak yama gruplari {izerinde basarisiz olmustur.
Ayni zamanda SDS uygulamasi ile elde edilen kardiyak yamalar ise (S-Hibrit, S-
Kompozit) dinamik etkinin baslatilmasinin ardindan kiiltiiriin en ge¢ 60 saat sonrasinda
kopmustur. Bu ¢alismada ¢ekme kuvveti %5 olarak tekrar edilmis ancak yine skCO>
uygulamasiyla elde edilmis kardiyak yamalarin (SK-Hibrit, SK-Kompozit) dinamik
etkinin baglangicindan en geg 4 saat sonrasinda koptuklari gozlenmistir. SDS uygulamasi
ile elde edilen kardiyak yamalar ise dinamik kiiltiir kosullarindan (%5 ¢ekme ytlizdesi)
etkilenmemistir. Bu optimizasyon sonucunda dinamik kiiltiir ¢alismasinda uygulanacak
¢ekme ylizdesi %5 olarak belirlenmis ve dinamik kosullar sadece S-Hibrit ve S-Kompozit
gruplarini kapsayacak sekilde ele alinmistir. Buna gore S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak

yamalar statik kiiltlir sonuglari karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

4.8.2.2. Hiicre Metabolik Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Dinamik kiltiiriin 1., 4., 7. ve 14. Gunleri sonlarinda metabolik aktiviteleri absorbans
degerleri baz alinarak (570/600 nm) incelenmis ve sonuglar Sekil 4.71°de S-Hibrit ve S-
Kompozit kardiyak yama gruplart i¢in verilmistir. Buna gore Sekil 4.71°de, S-Hibrit
kardiyak yama gruplarinin 1., 4., 7. ve 14. giinler sonundaki hiicre metabolik
aktivitelerinde artis elde edilmistir. Tiim giinler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak
anlamhidir (p****). Benzer sekilde S-Hibrit kardiyak yama gruplarinin 1., 4., 7. ve 14.
giinler sonundaki hiicre metabolik aktivitelerinde artis elde edilmis ve gruplar arasindaki
artig istatiksel olarak anlamlidir (p****). Ayn1 zamanda S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak
yamalarin birbirleri arasindaki kiyaslamasi yapilmis ve sonuglar istatiksel olarak grafik
tizerinde verilmistir. Buna gore 7. giin disinda tiim gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel
olarak anlamlidir. Bu sonuglarla, dinamik etkinin kardiyak yama tizerindeki hiicrelerin

metabolik aktivitelerini arttirdig1 sonucuna varilmstir.
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Sekil 4.71. S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarinin dinamik kiiltiirde 1., 4., 7. ve

14.giinlerde hiicre metabolik aktivitelerini gosteren grafik.

Ayni zamanda bu sonuglar S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarin statik kiiltiir
sonuglart ile kiyaslanmis ve karsilagtirmali sonuglar Sekil 4.72° verilmistir. Buna gore
statik kosullarda S-Hibrit ve S-Kompozit gruplari arasinda anlamli bir artis
gozlenmemistir (ns). Dinamik kosullarda ise S-Hibrit ve S-Kompozit gruplari arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik vardir (p**). Dinamik kiiltiir kosullarinin hiicre
metabolik aktivitesi iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla ise ilk olarak, S-Hibrit
grubu statik ve dinamik olarak karsilastirilmis buna gore gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmustur (p****). Aym sekilde, S-Kompozit grubu statik ve dinamik olarak
karsilagtirilmis buna gore gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p****). Tiim
bu sonuglar malzeme etkisine bakilmadan mekanik stimiilasyonun hiicre metabolik
aktivitesinde artis1 destekledigini gostermektedir. Malzeme etkisinin degerlendirmesinde
ise, S-Kompozit kardiyak yama grubu statik kosullarda S-Hibrit kardiyak yama grubu ile
farklilik gdstermezken, dinamik kosullarda kompozit yapinin hiicre aktivitesinde artisi

destekledigi sdylenebilir.
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Sekil 4.72. S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarin statik ve dinamik kiltiir

karsilastirmali 1., 4., 7. ve 14. gilinlerde hiicre metabolik aktivitelerini gosteren grafik.

4.8.2.3. Hiicre Canlih@imin Degerlendirilmesi

Canli/6li hiicre boyama analizinde statik kiiltiir galigmasina benzer olarak reseliilerize ve
mekanik olarak stimiile edilmis kardiyak yamalar ile dinamik kiiltiiriin 7. ve 14. giinii
sonunda boyanmistir. Boyali doku iskeleri florasan atagmanli mikroskop ile
gorlintiilenmis ve elde edilen goriintiiller Sekil 4.73’te verilmistir. Statik kiiltiir
sonuglarina benzer sekilde reseliilerize kardiyak yamalarin dinamik olarak mekanik
stimiilasyonu sonucunda 7. gilin sonunda proliferasyon gerceklesmis ve sitoplazmik
koprilerin kuruldugu gozlenmistir. 14. glin sonunda iiremede artis goriilmiis ve gerek
7.glin gerekse 14. giin sonlarinda 6lii hiicreye rastlanmamistir. Elde edilen bu sonuglar

metabolik aktivitenin artisindaki olumlu sonuglar ile birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4.73. S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarm 7 ve 14 giin dinamik kiltiir

sonrasindaki florasan mikroskobu goriintiileri (10X Biiyiitme).

4.8.2.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Dinamik kiiltiirlin 7. ve 14.glinleri sonunda insan kardiyomiyosit hiicreleri ile reseliilerize
edilen kardiyak yama gruplarinin taramali elektron mikroskobu analizi
gerceklestirilmistir. Bu amacla hiicreler malzeme tizerinde fikse edilmis ve boylece
yiizeydeki hiicrelerin morfolojik analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen mikroskop
goriintiileri Sekil 4.74’te verilmistir. Buna gdre S-Hibrit grubu i¢in dinamik kiiltiiriin 7.
ve 14. giinlinde hiicreler basari ile goriintiilenmistir. Bu analiz hiicre proliferasyonundaki
artigin teyidi amaciyla gergeklestirilmedigi, yiizeydeki hiicrelerin varliginin gorsel teyidi
olarak sunulmustur. Benzer sekilde S-Kompozit grubu i¢in de dinamik kiiltiiriin 7. ve 14.
giiniinde hiicreler basari ile goriintiilenmistir. Buradaki tiim gruplar ve belirtilen giinler

i¢in hiicrelerin yapisip yayildig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.74. S-Hibrit ve S-Kompozit gruplarinin 7. ve 14. dinamik kiiltiir giinii sonrasinda
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile elde edilen yiizey goriintiileri (1000X).

4.8.2.5. Siilfatlanmis Glikozaminoglikan (sGAG) Miktar Tayini

Dinamik kiiltiir caligmasinin 7. ve 14. giinleri sonlarinda kardiyak doku yamalarindaki
hiicrelerin GAG miktarlar1 belirlenmis ve elde edilen sonuglar statik kiiltiir sonuglarinda
verilmis olan GAG miktari ile kiyaslamali olarak Sekil 4.75te verilmistir. Sonuglar total
GAG miktarindan doku iskelesi miktarinin igerdigi GAG miktar1 ¢ikarilarak

hesaplanmuistir.

S-Hibrit kardiyak yamalarin kiyaslamasinda, dinamik kosullarda 14 giin sonunda GAG
miktar1 0.076 pg olarak belirlenmis ve bu sonuglarin 7. giin sonundaki GAG miktari ile
kiyaslamasinda gruplar arasinda istatiksel anlamli bir fark bulunmamistir (ns). S-
Kompozit kardiyak yamalarin kiyaslamasinda ise dinamik kosullarda GAG miktar1 14
giin sonunda 0.12 ng olarak belirlenmis ve ayni sekilde bu sonuglarin 7. giin sonundaki

GAG miktart ile kiyaslamasinda gruplar arasinda istatiksel anlamli bir fark bulunmamistir

(ns).

GAG miktarindaki degisikliklerin statik ve dinamik kosullar arasinda karsilagtirmali
olarak istatiksel degerlendirilmesinde, S-Hibrit kardiyak yama grubu ig¢in 7. giin
sonlarinda istatiksel anlaml farklilik goriilmemistir. Aksine, S-Kompozit kardiyak yama
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grubu i¢in 7. giin sonlarinda istatiksel olarak anlamli farklilik elde edilmistir (p**). 14.
giin sonlarindaki kiyaslamalarda ise S-Hibrit kardiyak yama grubu i¢in statik ve dinamik
kosullar arasinda istatiksel anlamli farklilik goriilmemistir. S-Kompozit kardiyak yama
grubu ic¢inse aradaki farklilik istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p**). Sonug olarak
dinamik kiltiir kosullar1 kompozit yapidaki GAG miktarin1 desteklemis ancak hibrit

gruplar {izerinde anlamli bir etki yaratmamustir.
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Sekil 4.75. S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarin statik ve dinamik kiltiir
karsilastirmali 7. ve 14. giinlerde GAG miktarinin artisint mikrogram cinsinden gosteren

grafik.

4.8.2.6. Gercek Zamanh PCR (RT-PCR) Analizleri

Tez c¢aligmasi kapsaminda metod kisminda verilmis olan kardiyak genlerin ifade
diizeyleri arastirilmistir. Calisma sonucunda S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yama
gruplar1 i¢in TBXS, TNNT2, CDH1 ve SNAII genlerinin ifadeleri tespit edilememistir.
Tiim ¢alisma n=4 olacak sekilde tiim gen gruplar i¢in tekrar edilmis ve sonuglarda iki
kardiyak belirteci olan ACTN1 ve GJAI (Konneksin 43) gen ifadeleri tespit edilmistir.
Buna gore bu iki gen grubuna ait ifade diizeyleri ACTN1 ve GJAI genleri i¢in sirasiyla
Sekil 4.76 ve Sekil 4.77°de verilmistir.
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Sekil 4.76’ya gore S-Hibrit gruplarda tiim zaman dilimlerinde kontrol grubuna kiyasla
ACTNI nin ifade diizeylerinin gerek statik gerekse dinamik kosullarda arttig1 tespit
edilmistir. 1. glinde S-Hibrit kardiyak yama grubunun statik ve dinamik gruplar1 arasinda
ACTNL1 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (ns).
Ancak, ACTN1 gen ifadesinin 4. ve 14. giinlerde S-Hibrit kardiyak yama grubunun
dinamik kosullarinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir ve artig istatiksel olarak
anlamhidir (p****). 4. giinde S-Hibrit kardiyak yamanin statik kosullarinda kontrol
grubuna gore 10 kat artig goriilmiis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(ns). 4. ve 14. giinlerde, ACTN1 gen ifadesinin, S-Hibrit kardiyak yama grubu igin

dinamik kosullar1 altinda kontrol grubuna kiyasla 500 kattan fazla 6nemli 6l¢iide arttig

tespit edilmistir.
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Sekil 4.76. Statik ve dinamik kosullar altinda ACTNI1 gen ekspresyonunu gdsteren grafik.

Sekil 4.77°de verilen GJAI'nin ifade diizeyleri kiyaslandiginda ise, S-Hibrit kardiyak
yama grubu i¢in tiim zaman dilimlerinde statik ve dinamik gruplarda, 1. giinde kontrol
grubuna kiyasla gore onemli 6l¢lide diisiik oldugu tespit edilmistir. S-Hibrit kardiyak
yama grubunun dinamik kosullarinda 4. giinde GJAI gen ifadesi saptanamamais; ancak S-
Hibrit kardiyak yama grubunu statik kosullar altinda ise GJAI gen ifadesinin kontrol
grubunda goriilenle ayni seviyede oldugu belirlenmistir. 14. giinde S-Hibrit kardiyak
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yama grubunun statik kosullarinda kontrol grubuna gore GJAI gen ifadesi sekiz kat
artmasina ragmen, artis istatistiksel olarak anlamli degildir (ns). Son olarak gerek kontrol
grubu gerekse statik durum ile karsilastirildiginda, GJAI gen ifadesinin dinamik grupta

onemli Olgiide daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.77. Statik ve dinamik kosullar altinda GJAI gen ekspresyonunu gosteren grafik.

4.8.3. iletkenlik Analizleri

Kompozit yapilarla kazandirilan elektriksel iletkenligin hiicreler lizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla, modifiye transwell sistemi igerisinde reseliilerize S-Hibrit ve
reseliilerize S-Kompozit kardiyak yama gruplari, hiicresiz S-Hibrit ve hiicresiz S-
Kompozit kardiyak yama gruplari, sadece hiicre ekili transwell gruplari ve bos transwell
gruplart hiicre ekimlerini takip eden 4. ve 14. giin sonlarinda diren¢ farklar1 elde
edilmistir. Bu calisma sirasinda 6rneklerin transwell sisteme yerlestirilmesini gosteren
resim Sekil 4.78’de verilmistir. Hiicresiz kardiyak yamalarin direng farklari hiicreli
kardiyak yamalarin direng farklarindan ¢ikarilarak normalize edilmistir. Buna gore elde

edilen sonuglar ohm cinsinden Sekil 4.79°da verilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.79) 4. giin sonundaki diren¢ degerleri S-Hibrit
kardiyak yama grubu i¢in 100,5 £+ 19,3 ohm, S-Kompozit kardiyak yama grubu i¢in 193,5
+ 37,1 ohm ve kontrol gruplar i¢in 158,3 £ 61,8 ohm olarak belirlenmistir. 14. giin
sonunda ise direng degerleri S-Hibrit kardiyak yama grubu i¢in 59,7 + 18,6 ohm, S-
Kompozit kardiyak yama grubu i¢in 58,75 £ 41,5 ohm ve kontrol gruplart igin 114,3 +
58,8 ohm olarak tespit edilmistir. Tiim bu sonuglarin istatiksel degerlendirmelerinde ise
S-Hibrit ve kontrol gruplarinda direng farkliliklarinda anlamli bir azalma tespit edilmistir.
Ancak S-Kompozit kardiyak yama grubu i¢in direng farkliligindaki azalma istatiksel

olarak anlaml degildir.

Istatiksel kiyaslamalar ayn1 zamanda gruplar arasi olarak da gerceklestirilmis ve bu
sonuglara gore S-Hibrit ve S-Kompozitin 4. giinleri arasinda istatiksel olarak anlamli
farklilik bulunmustur (p*). Bunun disinda diger tiim kiyaslamalarda farkliliklar istatiksel
acidan anlamli degildir (ns). Bu ¢alisma 3 kez tekrar edilmis ancak elde edilen sonuglar
anlamli bulunmamigtir. Bu durum transwell yiizeyinin insan kardiyomiyosit hiicre
proliferasyonunu desteklememesi ve bu baglamda hiicrelerin yeterli 6l¢lide ¢cogalmamis
olmasma baglanir. Yeterli proliferasyonun saglanmamasi ile hiicreler arasi bosluklar
transwell alt kismi1 ve iist kism1 arasinda besi ortami gegisine izin vermis ve Ol¢limler

buna bagli olarak belirsizdir.

Sekil 4.78. Orneklerin transwell sistem ile yerlestirilmesini gdsteren temsili fotograf.
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Sekil 4.79. S-Hibrit, S-Kompozit ve kontrol grubunun 4. ve 14. giinler sonunda elde

edilen direng farkliliklarini ohm cinsinden gosteren grafik.

Kompozit yapilarla kazandirilan elektriksel iletkenligin hiicreler lizerindeki etkisi bu
sonuglara bagl olarak farkli bir sistemin gelistirilmesini gerektirmistir (Sekil 3.4, Sekil
3.5). Bu analiz kapsaminda reseliilerize S-Hibrit ve reseliilerize S-Kompozit kardiyak
yama gruplarina, hiicresiz S-Hibrit ve hiicresiz S-Kompozit kardiyak yama gruplarina,
besi ortamina ve son olarak hiicre ekili kiiltiir kuyucuklarina 10 s siireyle sabit voltaj
uygulanmistir. Besi ortaminin, besi ortami igerisindeki hiicresiz hibrit kardiyak yamanin
(S-Hibrit) ve hiicresiz kompozit kardiyak yamanin (S-kompozit) voltaj uyarimina verdigi
tepkiler kaydedilmis ve goriintiiler Sekil 4.80°de verilmistir. Burada Y ekseninde elde
edilen +/- akim degerleri ayrica not edilmistir. Besi ortami ve S-Hibrit yama grubu
nanoamper seviyesinde olduga diisiik seviyelerde akimu iletirken, bu akim degeri KNT
katkisina bagl olarak S-Kompozit gruplarda mikroamper biriminde kaydedilmistir. Bu
degerlere gore hesaplanmis direng ve iletkenlik degerleri Tablo 4.11°de ayrica verilmistir.
Buna gore besi ortami ve besi ortami icerisindeki hibrit grup iletken simifinda
degerlendirilirken, besi ortami igerisindeki kompozit gruplarin ise iletkenliginin KNT

katkisina bagli olarak bir miktar fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.80. 0,15 V elektriksel uyarimin besi ortami, S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak

yama gruplarindaki akim cevabini gosteren elektrodiyagramlar.

Tablo 4.11. Besi ortam1 ve besi ortami igerisindeki S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak

yama gruplariin direng (ohm) ve iletkenlik degerlerini gosteren tablo (ohm).

Direnc (Ohm) iletkenlik (S)
Besi Ortami 3.0x10°+ 8x10° 3.3x10°+8.9x10°%
Hibrit Kardiyak Yama (S-Hibrit) 3.1x105+ 8.2x10? 3.3x10°+ 8.5x10°8
Kompozit Kardiyak Yama (S-Kompozit) 2.5x10%+ 7.5x10? 4.1x105+ 1.3x10°®
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Diger asamada, kontrol grubu, reseliilerize S-Hibrit kardiyak yama grubu ve reseliilerize
S-Kompozit kardiyak yama gruplarina uygulanan voltaj sirasinda elde edilen akim
degerleri kiiltiirtin 4. glinii sonunda Sekil 4.81°de 14. giinii sonunda ise Sekil 4.82’de
karsilagtirmali olarak verilmistir. 4. ve 14. giinlerde voltaj uygulamasina karsilik gelen
akim degerleri kaydedilmis ve buna gore direng (ohm) ve iletkenlik (Siemens) degerleri
hesaplanmistir. Buna gore hesaplanmis direng ve iletkenlik degerleri Sekil 4.83’te siitiin

grafigi olarak verilmistir.

Chroncamperometry Scan
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-30,00 uA
0000s 1000s

Ts)

Sekil 4.81. Kontrol grubu, S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarmn kiiltiiriin 4. giin

sonundaki uyarima verdigi tepkiyi gosteren elektrik stimiilasyonu.

TR

Kontrol

Im (A)

40,00 ua
00005 10005

Te)

Sekil 4.82. Kontrol grubu, S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarin kiiltiiriin 14. giin

sonundaki uyarima verdigi tepkiyi gosteren elektrik stimiilasyonu.
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Sekil 4.83. Kiiltiir ortaminda S-Hibrit ve S-Kompozit kardiyak yamalarin hiicre

iletkenligi lizerindeki etkisini gdsteren tablo.

Sekil 4.83’e gore S-Hibrit, S-Kompozit ve Kontrol gruplarinin 4. giin sonlarinda direng
degerleri sirasiyla 1,1x10%+ 4,7x10! ohm, 9,1x10%+ 2x10? ohm ve 1,2x10%+ 1,6x10? ohm
olarak; 14. giin sonlarinda ise sirasiyla 1,2x10%+ 9,8x10* ohm, 6,9x10° + 1,1x10% ohm ve
1,1x10% + 1,2x102 ohm olarak belirlenmistir. Direng degerlerindeki artisa paralel olarak
iletkenlik degerleri S-Hibrit, S-Kompozit ve Kontrol gruplar i¢in 4. giin sonlarinda
8,9x10° + 3,8x10°7 Siemens, 1,1x10™ + 2,4x10° Siemens 8,1x10° + 1x10® Siemens ve
14. giin sonlarinda ise 8,6x10° + 7,3x10” Siemens, 1,4x10* + 2,2x10° Siemens ve

9,2x107° + 1,1x10°® Siemens olarak hesaplanmuistir.

Direng degerleri 4. giinden 14. giine dogru tiim gruplar i¢in azalma géstermis ve buna
bagli olarak iletkenlik degerlerinde artis oldugu gozlenmistir (Istatiksel farkliliklar bu
kiyaslamalar i¢in tablo iizerinde verilmistir.) 4. giin sonuglarinda en yiiksek diren¢ degeri
kontrol grubunun iken bunu S-Hibrit kardiyak yama grubu ve ardindan S-Kompozit
kardiyak yama grubu takip eder (p****). 14. giin sonunda ise S-Kompozit kardiyak yama
grubunun diren¢ degerlerinde azalma gézlenmistir (p****). Ancak 14. giin sonunda S-
Hibrit ve Kontrol grubu arasinda istatiksel anlamli bir farklilik yoktur. Direng
degerlerindeki azalma ayn1 zamanda dogru orantil1 olarak iletkenlikteki artis1 ifade eder
ve sonuglardaki azalma dogrudan malzemedeki hiicrenin proliferasyonuna bagl olarak
iletkenlik degerlerinin artis1 ile ilgilidir. Hiicrelerin sayisindaki artisa ve hiicreler arasi
kopriilerin kurulmasina bagli olarak S-Kompozit kardiyak yamalar1 degerlendirildiginde
malzemenin 4. giinden 14. giine iletkenlik degerlerinde artis gdzlenmigtir (p****).

Kontrol grubunda da benzer bir artis gézlenmis ancak bu grup S-Kompozit kardiyak yama
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grubu ile kiyaslandiginda kompozit yapi hiicre ile etkilesiminde elektriksel akimin artigini
saglamistir (p****). Benzer sekilde S-Hibrit kardiyak yama grubu S-Kompozit kardiyak
yama grubu ile kiyaslandiginda ise kompozit yap1 hiicre ile etkilesiminde elektriksel
akimin artisini sagladigi tekrar gosterilmistir (p****). S-Hibrit kardiyak yama grubunun
4. ve 14. arasindaki iletkenlik degerindeki azalma (*) hibrit yapinin sapma degerlerinin
yiiksek olmasi ile iligkilidir. Bu durum dikkate alinmamus iletkenligin esas etkisi gruplar

arasi farkliliklar kiyaslanarak degerlendirilmistir.

4.8.4. Kiiltiir Cahismalariin Degerlendirmesi

Tez ¢alismasimin son asamasinda 6zet olarak elde edilen hibrit ve kompozit kardiyak
yamalar insan kardiyomiyosit hiicreleri ile tekrar hiicrelendirilmis ve statik kosullar
altinda in vitro kiiltiirii gerceklestirilmistir. Hiicrelerin davranislart belirlenen giinler
sonunda ayrintili olarak incelenmistir. Ardindan tiim kardiyak yamalar reseliilerize
edilerek mekanik sitiimiilasyona maruz birakilmis ve 14 giin boyunca izlenmistir.
Belirlenen giin sonlarinda hiicre davranislar1 incelenmis ve elde edilen tiim sonuglar statik

kosullar ile kiyaslanmistir.

Dinamik kiiltiir ¢alismalarinda uygulanacak mekanik stimiilasyonun belirlenmesinde
literatiirde uygulanan mekanik calismalar (¢ekme yiizdesi, frekans degeri gibi) g6z
oniinde bulundurulmustur [169-174]. SkCO: uygulamasiyla elde edilen hibrit ve
kompozit kardiyak yamalar dinamik kosullarin uygulanmasinda mekanik ozellikleri
nedeniyle basarisiz olmus ve bu nedenle degerlendirmeye alinmamistir. Hiicre
canliliginin, hiicre metabolik aktivitesinin ve GAG miktarinin degerlendirilmesinde genel
olarak dinamik kosullar hiicresel olusumu pozitif yonde desteklemis ve katki saglamistir.
KNT katkisinin hiicre davranislarinda 6nemli bir katkisi goriilmemis ancak dinamik
kosullar altinda iletken kardiyak yamalarin bu davranisi iyilestirdigi gortilmiistiir. Buna
gore, kalbin sistol ve diyastol durumlarina bagl olarak yapisal olarak ugradig: stirekli-
mekanik uyari altinda, elde edilen kompozit yapilarin hiicre yapigsmasini ve gogalmasini

destekledigi ortaya konmustur.

Gergeklestirilen gen ifadesi analizlerinde hibrit kardiyak yama gruplari i¢in iki farkli gen

ifadesi tespit edilmistir. Bunlardan biri hiicreler arasi iliskilerden ve senkronize kardiyak
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kasilmay1 diizenlemekten sorumlu olan GJAI’dir. GJAI, kardiyomiyositler arasinda
elektrik sinyallerini iletmekten sorumlu bir baglanti proteini olan Konneksin-43'e
kopyalanir [175, 176]. Elde edilen sonuglarda, S-Hibrit kardiyak yama gruplarinda
mekanik stimiilasyonun yapidaki bu genin ekspresyonunu arttirdigin1 agik¢a ortaya
koymustur. Bu durum ile ayn1 zamanda mekanik uyarimin kardiyomiyositlere gerilim
kuvvetini uygun sekilde aktarildigini ifade eder. Ozetle, mekanik uyarim gen ifadesinin
diizeyini arttrmistir. Diger bir gen grubu olan ACTN1 (sarkomerik aktinin),k
kardiyomiyosit olgunlasmasinin ifadesidir [177]. ACTN1 gen ifadesinin dinamik
kosullardaki artis1 kardiyomiyosit olgunlagsmasinin yetiskin bir fenotipe dogru
farklilastigin1 dogrular. Bunlarin aksine, kompozit kardiyak yapilardaki gen ifadelerinin
tespit edilememesi kompozit yapinin mekanik uyarimi kardiyomiyositlere diizgiin bir
sekilde aktaramadigindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Aynm1 zamanda gen
ekspresyon analizlerinin kiiltiiriin erken doneminde yapilmasi gen ifadelerinin tespit
edilememesinde diger bir faktor olarak degerlendirilmistir. Bu c¢alismanin aksine,
uygulanacak mekanik stimiilasyonun kosullarinin degistirilmesi (daha diisiik veya daha
yiiksek frekanslar gibi) ve kiiltiir siirelelerinin uzatilmasi bu genlerin ifade diizeylerini

etkileyebilir.

Son agamada elektriksel iletkenligin in vitro ortamdaki etkisine ilk olarak transwell
sistemle bakilmis ancak hiicreler transwell yiizeyini tamamiyla kaplamamas: nedeniyle
anlamli bir bulgu elde edilememistir. Buna alternatif olarak literatiir caligmalar1 baz
alinarak bagka bir sistem tasarlanmis ve bdylece reseliilerize malzemelerin iletkenlik
ozellikleri daha ayrmtili bir sekilde incelenmistir [178-182]. Bu sisteme gore malzemenin
akim ve diren¢ degerleri elde edilmis ve bdylece yapilarin iletkenlik degerleri
hesaplanmistir. Reseliilerize kompozit yapilar hibrit yapilarin aksine hiicresel anlamda

iletkenligi destekledigi gozlenmistir.
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5. YORUM

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda kalp kasi onarimina yonelik olarak yenilikgi
sentetik/deseliilerize hibrit ve kompozit yamalar hazirlanmis; kimyasal, yapisal ve nano-
/makro- mekanik agilardan karakterize edilmis ve elektriksel/mekanik olarak
kardiyomiyositler varliginda statik ve dinamik kiiltiirlerde in vitro performanslari

incelenmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen genel sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

v" Sigir kalbi miyokard doku tabakasinin sol ventrikiiler duvarindan radyal Kesitler
alimmig ve bu kesitlere SDS ajan1 ve enzimlerle kombine edilmis konvansiyonel
yontem ile siiperkritik CO2 akiskan uygulamasi ile iki farkli deseliilerizasyon yontemi
uygulanmistir. Tez calismasinin bu kisminda, konvansiyonel deseliilerizasyon
metotlarina ek olarak siiperkritik CO2 sistemlerinin deseliilerizasyonda basarisi ortaya
koymustur. Miyokard doku deseliilerizasyonu i¢in bu yontem solvent/¢oziicii
sistemleri degistirilerek ve optimize edilerek gelistirilmeye agiktir.

v" Deseliilerizasyon isleminin ardindan elde edilen greftler basarili bir sekilde
elastomer/matriks birlesimi ile hibrit formlara doniistiiriilmiis ve deseliilerizasyonun
ESM’deki yikicr etkisinin polimer sistemler ile mekanik olarak iyilestirilmeye acik
oldugu ortaya konmustur. Dokunun ESM komponentlerini koruyarak elde edilen bu
tiir hibrit yapilarin farkli polimer tipleri ile elde edilebilecegi gosterilmistir.

v' Hibrit yapilara karbon nanotiipler katkilanmis ve bdylece miyokard doku eslenikleri
i¢cin esneme kabiliyeti yiiksek, iletken ve hiicre etkilesimlerini destekleyen kompozit
formlarin gelistirilmeye acik oldugu gosterilmistir.

v' Elde edilen kardiyak yamalar insan kardiyomiyosit hiicreleri ile reseliilerize edilmis
ve malzeme-hiicre etkilesimleri statik kosullarda ayrintili olarak incelenmistir. Bu
asamada Ozellikle kompozit yapilarin hiicre davranisi lizerindeki olumlu etkileri
acikca ortaya konulmustur.

v' Son olarak elde edilen kardiyak yamalar insan kardiyomiyosit hiicreleri ile
reseliilerize edilmis ve mekanik uyarim altinda hiicre kiiltlirii ¢alismalart
gerceklestirilmistir. Bu asamada, siiperkritik CO: akiskan uygulamasi ile edilen
matriksler aracigiyla sentezlenmis hibrit ve kompozit formlarin elastik 6zelliklerini
kaybetmelerinden 6tlirli  uygulanan mekanik uyarimda basarisiz  olduklar
bildirilmigtir. Hibritlestirme siirecinde karsilagilan bu tiir sorunlar solvent tipi
degistirilerek tekrar optimize edilmeye acgiktir. Bu sebeple, konvansiyonel

yontemlerle elde edilmis hibrit ve kompozit yapilarin dinamik kiiltiirleri
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gercgeklestirilmis ve hiicre-malzeme etkilesimleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar
statik kiiltiirin malzeme iizerindeki etkisiyle detayli olarak kiyaslanmigtir. Genel
sonug¢ olarak, kompozit yapilarin hiicre davranisi lizerindeki etkilerinin yani sira

mekanik uyarimin da hiicre davranisi iizerindeki olumlu etkileri ortaya konmustur.

Yapilan tez ¢alismasinin bulgulariyla literatiire miyokard doku rejenerasyonu igin hibrit
ve kompozit yap1 olmak tizere iki farkl yapida kardiyak yama sunulmustur. Calismanin
deseliilerizasyon asamasinda elde edilen sonuglar1 siiperkritik CO2 akiskan sisteminin
miyokard dokuda 2 mm kalinliga kadar uygulanabilir oldugu gosterilmistir. Daha
kompakt yapilar i¢in bu yontem solvent/¢oziicii sistemleri degistirilerek ve optimize
edilerek gelistirilmeye aciktir. Ayrica, siliperkritik CO akigskan sistemiyle yapilan
deseliilerizasyon isleminin vucudiin ¢esitli dokularinda ESM’ye en az hasar1 verecek
sekilde uygulanabilir oldugu asikardir. Deseliilerize doku iskelesine kazandirilan
elastomerik 6zellik, esnemeye ve mekanik olarak iyilestirilmeye ihtiya¢ duyulan diger
yumusak dokularda da benzer sekilde kazandirilabilir. Daha da o6nemlisi calisma
sonucunda mekanik olarak iyilestirilmis, iletkenlik 6zellik kazandirilmis ve hiicre
etkilesimlerini destekleyen kompozit yapiin avantajlart doku miihendisligi alaninda

daha genis bir yelpazede uygulanabilir.
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EKLER

EK 1 — Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Standart Grafikleri ve Kalibrasyon
Egrileri

1.1. DNA Kalibrasyon Grafigi ve Kalibrasyon Egrisi
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1.3. Hidroksiprolin Kalibrasyon Grafigi ve Kalibrasyon Egrisi
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