ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

MIiYOKARDIYAL HUCRE DISI MATRIS iLE MODIFiYE EDILEN
POLI(BUTILENADIPAT-KO-TEREFTALAT) (PBAT) NANOFIiBER
YAPIDA MEMBRANLARININ KARDiYAK DOKU MUHENDISLiGINDE
KULLANIM POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Ece KARAKAYA

KiMYA ANABILIM DALI

ANKARA
2021

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MIYOKARDIYAL HUCRE DISI MATRIS ILE MODIFiYE EDIiLEN
POLI(BUTILENADIPAT-KO-TEREFTALAT) (PBAT) NANOFIBER YAPIDA
MEMBRANLARININ KARDIYAK DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANIM

POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Ece KARAKAYA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittist
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Emel EMREGUL

Elektro egirme yontemi ile alifatik-aromatik bir kopoliester olan Poli(biitilenadipat-ko-
tereftalat) (PBAT) nanofiberler ~membranlar  olusturulmustur. Membranlar,
hiicrelerinden arindirilmis miyokardiyal hiicre disi matris (ECM) ile modifiye
edilmistir. Gelistirilen biyo-uyumlu ve biyoaktif membran yapidaki biyomalzemenin
kardiyak doku miihendisliginde kullanim potansiyelinin arastiritlmigtir. Nanofiber
membranlarin en uygun morfolojide iiretilmesi i¢in uygun elektro-egirme parametreleri
belirlenmistir. Elektro-egirme yontemi ile elde edilen PBAT membranlarin
karakterizasyonu i¢in FTIR (Kizil6tesi absorbsiyon spektroskopisi) ve SEM (Taramali
elektron mikroskopisi) yontemleri kullanilmistir. Miyokardiyal dokular Trizma
Hidrokloriir, EDTA (etilen diamintetraasetik asit), SDS (sodyum dodesil siilfat) ve
perasetik asit iceren ¢ozeltiler ile muamele edilmistir. Hiicrelerinden arindirilmis
dokular, DNA igerik analizi, glikozaminoglikan (GAG) analizi ve BCA total protein
analizi yapilarak karakterize edilmistir. Dokularin morfolojileri histoloji ¢alismasi ve
SEM ile degerlendirilmistir. Membranlarin bozunma davraniglarini incelemek igin
enzimatik bozunma testi uygulanmistir. Modifiye edilmis nanofiber PBAT membranlara
insan kardiyak hiicrelerinin tutunmasi ve ¢ogalmasi incelenmistir. Bunun igin hiicresel
yasayabilirlik (MTS) ve Canli-Olii hiicre canlilig1 testi uygulanmistir. Membranlar
tizerinde kiltiir edilen hiicrelerin morfolojileri, yilizeye tutunmalari, yayilmalari
immiinfloresan boyama ile incelenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL USE OF POLY(BUTYLENADIPATE-CO-
TEREPTHHALATE) (PBAT) NANOFIBER MEMBRANES MODIFIED WITH
MYOCARDIAL EXTRACELLULAR MATRIX
IN CARDIAC TISSUE ENGINEERING

Ece KARAKAYA

Ankara University
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Emel EMREGUL

Poly (butylenediadipate-co-terephthalate) (PBAT) nanofiber membranes, an aliphatic-
aromatic copolyester, were formed by electro spinning technique. Membranes have
been modified with a myocardial extracellular matrix (ECM). The potential use of the
developed biocompatible and bioactive membrane in cardiac tissue engineering has
been investigated. Appropriate electrospinning parameters have been determined in
order to produce nanofiber membranes with optimum morphology. FTIR (fourier
transform infrared spectroscopy) and SEM (Scanning electron microscopy) were used
for the characterization of the produced PBAT membranes. Myocardial tissues were
treated with solutions containing Trizma Hydrochloride, EDTA (ethylene
diaminetetraacetic acid), SDS (sodium dodecyl sulfate) and peracetic acid. Cell-free
tissues were characterized by DNA content analysis, glycosaminoglycan (GAG)
analysis and BCA total protein analysis. The morphologies of the tissues were evaluated
by histological study and SEM. Enzymatic degradation test was applied to examine the
degradation behavior of membranes. Adhesion and proliferation of human cardiac cells
to modified nanofiber PBAT membranes were studied. For this, cellular viability (MTS)
and live-dead cell viability tests were applied. The morphology, attachment and
spreading of the cells cultured on the membranes were examined by
immunofluorescence staining.
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Cizelge 5. 1 Elektro-egirme isleminde kullanilan parametreler
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar, hala diinyadaki 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir ve
her yil yaklasik olarak 18 milyon kisinin oliimiine sebep olur (Virani vd. 2020).
Yetiskin bireylerde dogal endojen kardiyak kok hiicrelerin bulunmamasi nedeniyle, kalp
hasar1, aritmi veya ejeksiyon fraksiyonunda dnemli bir azalma ile kendini gosteren ve
geri doniisii olmayan akut veya kronik kalp yetmezligine sebep olmaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin mevcut ana tedavisi kalp naklidir (Hernandez vd. 2020).
Bununla birlikte, kalp donoérlerinin yetersizligi ve cerrahi komplikasyonlar nedeniyle,
rejeneratif tip kaynaklarina biiyiik ol¢lide ihtiyag duyulmaktadir ve farkli tedavilerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Biyomalzemeleri kullanan doku miihendisliginin gelisimi

ile birlikte, kalp hastaliklar1 i¢in umut verici gelismeler ortaya ¢ikmaktadir.

Kalp doku miihendisligi uygulamalar: ile birlikte hasarli kalp dokusunun onarilmasi
amaclanmaktadir ve hiicresizlestirme teknigi ile iiretilen hiicre digt matris (ECM)
iskeleler, doku rejenerasyonu amaciyla yapay iskeleler olusturmak i¢in siklikla tercih
edilmektedir (Arslan vd. 2015). Bunun yaninda, mekanik Ozellikleri ve
biyobozunurluklar1 sebebiyle PBAT gibi alifatik-aromatik ko-poliesterler, doku
miithendisligi uygulamalar1 i¢in giiclii bir adaydir. Son yillarda, PBAT bazl
malzemelerle doku miihendisligi alanindaki hiicre kiiltiir ¢alismalari, PBAT’in
biyouyumlu bir malzeme oldugunu ve ¢esitli hiicre tiplerinin cogalmasini destekledigini

gostermektedir (Santana-Melo vd. 2017, Granato vd. 2018).

Elektro-egirme yontemiyle elde edilen nanofiber yapidaki iskelelerin, yiiksek
gozeneklilikleri, gézeneklerin birbirine baglanabilirligi ve fiziksel-kimyasal 6zellikleri
sayesinde doku miihendisliginde ¢ok sayida potansiyel uygulama alani mevcuttur.
Elektro-egirme yontemi ile polimerler, kompozitler ve seramikler gibi g¢esitli

malzemelerden esnek yapida nanofiber iskeleler tiretilebilmektedir (Agarwal vd. 2008).

Bu tez calismasinda elektro-egirme yontemiyle elde edilecek PBAT nanofiber

morfolojide membranlarin hiicrelerinden arindirilmis miyokardiyal hiicre disi matris



(ECM) ile modifiye edilmesiyle olusturulacak doku iskelesinin kardiyak doku

miihendisliginde kullanim potansiyeli incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, yaralanma veya hastalik sebebiyle islevini yitirmis hasarli dokunun
biyolojik islevini desteklemek, gelistirmek veya degistirmek amaciyla kullanilmaktadir.
Bu malzemeler dogal veya sentetik olabilecegi gibi, bunlarin karisimlarindan da elde
edilebilmektedir. Metaller, seramikler, plastikler, camlar ve hatta hiicre ve dokular da

bir biyomalzeme olusturmak i¢in kullanilabilmektedir.

Doku miihendisligi ¢alismalari i¢in kullanilacak olan malzemelerin biyouyumlu olmast,
bir inflamatuar yanita sebep olmamasi, rejenerasyon sirasinda mekanik destek
saglamasi, rejenerasyon hiziyla eslesmesi yani bozunma hizi, toksik olmamasi ve
viicuttan kolayca ¢ikarilabilmesi, hiicre yapismasini ve hayatta kalmasini saglamasi ve
ozellikle kalp doku miihendisligi i¢in, miyokardin kasilma hareketine dayanikli olmasi

ve hatta katkida bulunmasi olduk¢a 6nemlidir.

Biyomalzemenin yapisi, mimarisi ve c¢apraz baglanma derecesi, ECM’nin mekanik
ozelliklerine benzer olup, hiicrelerin yapismasi, hayatta kalmasi, yer degistirmesi ve

farklilagsmasi gibi ¢ok sayida hiicresel stireci kontrol edebilmelidir (Griffith vd. 2006).

Biyomalzemeler  kalp  hiicrelerinin  baglanabilecegi, organize olabilecegi,
olgunlasabilecegi iskeleler, sablonlar veya hiicre transplantasyonu icin tagima araglari

olarak islev goriirler (Lanza vd. 2014).

Doku miihendisligi i¢in bir¢ok farkli biyomalzeme kullanilmaktadir ve bunlar dogal

olarak tiiretilmis malzemeler ve sentetik biyomalzemeler olarak siniflandirilabilir.



2.1.1 Dogal biyomalzemeler

Dogal biyomalzemeler, hiicre proliferasyonu, adezyon ve dogal saglikli dokular i¢in
toksik olmama gibi dogal biyoaktiviteleri nedeniyle doku miihendisligi ag¢isindan
onemli malzemelerdir. Seliiloz, kitin, kitosan, aljinat, dekstran, glikozaminoglikanlar,
kollajen, jelatin, elastin, fibrinojen, laminin, ipek ve hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matris
(dECM) bazli biyomalzemeler dogal biyomalzemeler arasindadir. Dogal

biyomalzemeler, dogal ECM bilesenlerinin taklitleridir.

ECM, hiicreler disindaki tiim doku bilesenlerini, esas olarak polisakkaritleri ve dokuya
ideal bir 3 boyutlu biyolojik ortam sunan proteinleri igerir. ECM, hiicrelere fiziksel
destek saglama ve biiyiime, proliferasyon, farklilasma, go¢, homeostaz ve morfojenez
dahil olmak iizere hiicresel aktiviteyi diizenleme gibi doku rejenerasyonunda 6nemli bir
rol oynar, bu da insan viicudunun kiigiik hiicre, doku ve organ kusurlarini yeniden

iyilestirmesini saglar (Mukherjee vd. 2011, Theocharis vd. 2016).

2.1.1.1 Hiicre dis1 matris (ECM)

Dokularda ve organlarda hiicreler, hiicre dis1 matris olarak bilinen karmasik bir
makromolekiil ag1 i¢inde bulunur. Iki ana makromolekiil smifi ECM'yi olusturur:
proteoglikanlar ve lifli proteinler. Hyaluronan, kondroitin ve dermatan siilfat, heparin
stilfat ve keratin siilfat olarak dort ana proteoglikan grubu tanimlanmaktadir
(Jarvelainen vd. 2009; Schaefer vd. 2010). Lifli proteinler arasinda kolajenler, elastin,
lamininler, vitronektin ve fibronektin bulunmaktadir (Alberts vd. 2008). ECM’nin
kolajen igeri8i, fibriler kolajen tip I (%80), III (%12), IV ve fibriler olmayan
kolajendir( tip V, VI) (Weber, 1989).

ECM proteinlerinin ¢ogu lokal olarak salgilanir ve hiicreler tarafindan organize bir
matris halinde birlestirilir (Frantz vd. 2010). Fibronektin, vitronektin ve laminin gibi

¢oziiniir ECM proteinleri de karacigerde tretilir (Tamkun ve Hynes 1983; Tomihira



1991) ve pihtilagmaya yardimci olmak igin kan dolagimina salimir (Magnusson vd.

1998) veya doku ECM'sinin bir boliimiinii olusturur (Oh vd. 1981).

ECM'nin hiicreye baglanmasi, integrinler olarak bilinen transmembran hiicre yapisma
proteinlerini gerektirir. Integrinler, hiicrelerin ECM'ye baglanmak ve yanit vermek icin
kullandig1 ana reseptor proteinleridir (Geiger vd. 2001). Bir integrin molekiilii. o ve 3
olarak adlandirilan, kovalent olmayan bir sekilde iliskili iki transmembran glikoprotein
alt biriminden olusmaktadir. On sekiz farkli a ve sekiz farkli B alt birimi tanimlanmustir.
Ancak, in vivo olarak sadece yirmi dort farkli integrin cifti tanimlanmistir (Hynes
2002). Integrinlerin hiicre disi kismi, bir Ca** ve Mg?* katyon bagimhi mekanizma
yoluyla ECM'nin bilesenlerine baglanir (Alberts vd. 2008). Integrinlerin hiicre i¢i kismu,
hiicre iskeleti ile talin, a-aktinin ve filamin gibi adaptdr proteinleri araciligiyla
etkilesime girer (Van der Flier vd 2001; Zamir vd. 2001). Bunu yaparken integrinler,
ECM ile hiicrenin hiicre iskeleti arasinda fiziksel bir baglanti kurar (Bissell vd 1987).

Elastin Proteoglikanlar Kolajen fiberleri

.......

ECM
A

Hiicre
Membram
A

Aktin 7

: Fibronektin
filamentler

Sekil 2.1 Hiicre dig1 matris yapisi (Xue ve Jackson, 2015)



Hiicre tarafindan salgilanan ECM proteinlerinin gorevi hiicreler ve dokular i¢in yalnizca
statik ve inert iskele malzemesi olarak bulunmak degildir. Hizlandirilmis
immiinofloresan mikroskobu, ECM'in siirekli hiicre aracili yeniden organizasyona

giren dinamik bir yap1 oldugunu gostermistir (Ohashi vd. 1999).

In vitro olarak, ECM, ¢ogalma (Sottile vd. 1998), farklilasma (Lee, Lee vd. 1985;
Engler, Sen vd. 2006), go¢ (McCarthy ve Furcht 1984; Hocking ve Chang 2003),
hayatta kalma, hiicre iskeleti organizasyonu (Freyer vd. 2001) ve kalp kasilmasi
(Hocking, Sottile vd. 2000) dahil olmak fizere ¢esitli hiicre fonksiyonlarini
diizenlemektedir. In vivo deneyler, ECM fibronektinin yeniden vaskiiler sekillenmeyi
diizenleyebildigini (Chiang, Korshunov vd. 2009) ve iskelet kas1 kasilmasi ile lokal
vazodilasyon arasinda bir baglant1 sagladigini gostermistir (Hocking vd. 2008). In vivo
ve in vitro ¢alismalar ECM'nin 6nemli bir islevinin hiicre davraniglarini diizenlemek

oldugunu gostermektedir.

2.1.2 Sentetik biyomalzemeler

Dogal biyomalzemelerin aksine, sentetik biyomalzemeler kontrollii islemlerle
sentezlenirler, bdylece malzemelerin mekanik 6zellikleri, yapilari, biyouyumluluklart ve
biyobozunurluklar1 ayarlanabilir. Bu nedenle, ongoriilebilir bir sekilde iiretilebilirler
(Mathur vd. 2016). Bununla birlikte, sentetik biyomalzemeler genellikle hiicre
yapismasint ve hayatta kalmasini desteklemez ve destekleyemedikleri i¢in uygun
biyoaktif molekiillerle islevsellestirilmeleri gerekmektedir. Dahasi, in vivo implante
edildiklerinde inflamatuar reaksiyonlara yol agabilir, yeterince uyumlu olmayabilir,
konakg1 dokuya entegre olamayabilir veya viicuttan tamamen ¢ikarilamayan bozunma

tirtinleri iiretebilirler (Chen vd. 2008, Reis vd. 2016).

Doku miihendisligi uygulamalarinda 3 boyutlu iskeleler olusturmak igin birden fazla
sentetik polimer kullanilmistir. En sik kullanilanlar arasinda poliiiretan (PU), poli e-
kaprolakton (PCL), polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), poli (gliserol sebakat)
(PGS) ve bunlarin kopolimerleri bulunmaktadir (Mathur vd. 2016).



2.1.2.1 PBAT Poli(biitilenadipat-ko-tereftalat) yapisi

(0]
,_[.(o—-co-—(CH2)4—8—O—(CH2)HO—CHOOC—o—(CHZ%*
X Yy n

Sekil 2.2 PBAT nin kimyasal yapis1 (X: biitilen adipat, y: biitilen teraftalat)

PBAT, adipik asit, 1,4-butandiol ve tereftalik asit arasinda polikondensasyon yoluyla
elde edilen fosil kokenli, yaygin olarak kullanilan ve biyolojik olarak pargalanabilen bir
kopolyesterdir. PBAT, esneklik ve dayaniklilik dahil olmak tizere bir¢ok 6zellige sahip

oldugundan, elektro-egirme siireci i¢in iyi bir aday olarak diisiiniilebilir.

2.1.2.2 PBAT Poli (biitilenadipat-ko-tereftalat biyobozunurlugu

PBAT antimikrobiyal bir polimerdir ve 80 giin sonra %90'lik bir bozunma oraniyla

tamamen biyolojik olarak pargalanabilir (Cranston vd. 2003, Bastarrachea vd. 2010).

Alifatik polyesterler, bozunabilir malzemeler olarak biiyilik uygulamalari olan en 6nemli
sentetik polimer ailelerinden birini olusturur (Smith, 2005). Bununla birlikte, diollerden
ve dikarboksilik asitlerden tiiretilen alifatik polyesterlerin mekanik ve termal 6zellikleri
yetersizdir (Ihn vd. 1995). Aromatik homopolyesterler ise yeterli mekanik ve termal
Ozelliklere sahiptir, ancak biyolojik olarak parcalanamazlar. Bu dezavantajlarin
iistesinden gelmek amaciyla alifatik-aromatik kopolyesterler gelistirilmistir. Bu
kopoliesterler, hem alifatik polyesterlerin biyolojik olarak pargalanabilirligini hem de
aromatik polyesterlerin iyi mekanik ve termal O6zelliklerini saglamaktadir. Yapilan
caligmalar sonucunda, 6zellikle biyolojik olarak parcalanabilirlik davranisinda en uygun
ozelliklere sahip olan alifatik-aromatik kopolyesterin PBAT poli(biitilenadipat-ko-
tereftalat) oldugu sonucuna varilmistir (Miiller vd. 2001). Bu nedenle PBAT, alifatik

malzemelerin dezavantajlarinin istesinden gelir ve aromatik malzemelerin yararh



malzeme Ozelliklerini biyolojik olarak parcalanabilirlikle birlestirir. Ticari alifatik-
aromatik kopolyesterler icin, alifatik birimin konsantrasyonu %45-65 mol'e kadar
yiiksektir ¢linkii bu durumda, biyobozunurluk ve fiziksel 6zelliklerin optimal dengesini

gosterirler (Witt vd. 1997).

2.1.2.3 PBAT ve doku miihendisligi

PBAT’ nin ¢evrede dogal olarak bulunan enzimler tarafindan birka¢ hafta igerisinde
pargalanabilmesi, endiistriyel uygulamalar i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, PBAT’nin doku miihendisligi ¢aligmalarindaki
potansiyel rolii yapilan c¢aligmalar ile incelenmistir. Bu alandaki ¢alismalara
bakildiginda, PBAT’yi kimyasal olarak modifiye edecek uygun nano ve
mikropartikiillerin kullanilmas1 ya da hidrofilik polimerler ile karisim halinde

kullanilmasinin biyolojik performansi iyilestirdigi gosterilmistir.

Bir calismada, kemik rejenerasyonu icin, nanopartikiillerin, o6zellikle nHAp’nin
eklenmesinin PBAT’ye cok fonksiyonlu ozellikler kazandirarak bu dezavantajin
tistesinden geldigi bildirilmistir (Santana-Melo vd. 2017). Bir bagka ¢alismada, kitosan-
heparin ve kitosan-hiyaluronik asit ile modifiye edilmis PBAT filmlerin, L929 (fare
fibroblast hiicre hatt1) hiicre proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir (Jao vd. 2010).

PBAT ile yapilan bir bagka calismada, montmorillonit ile modifiye edilmis PBAT
kompozitlerinin biyouyumlulugu, protein adsorpsiyonu ve hiicre proliferasyonu
degerlendirilmistir. hFOB (insan fetal osteoblast hiicre hatt1) ve L929 ile yapilan hiicre
kiltlirii caligmalarinda kullanilan PBAT/montmorillonit nanokompozit malzemelerin
sitotoksik etki gostermedigi sonucuna varilmistir. Montmorillonit kullaniminin,

PBAT’nin biyouyumlulugunu artirdig1 gosterilmistir (Fukushima vd. 2013).

(Granat vd. 2018), calismalarinda ndronal biiyiime ve farklilagsma i¢in doku iskelesi
olarak PBAT ve iletken bir polimer olan polipirol (PPy) iceren elektrospun hibrit

malzemelerin iiretimi ve uygulamasini gostermislerdir. Uretilen elektrospun iskeleler



biyouyumluluk gostermistir ve mezenkimal kok hiicrelerin iskeleye uygun sekilde
yapigsmasina ve ¢ogalmasina izin vermislerdir. PBAT nin hidrofobik yapisinin hiicre
¢ogalmasimi ve farklilasmasini engelledigini fakat PBAT / PPy liflerinin laminin
kaplanmasi ile bu engelin asildigi ve noéronal farklilasmayr destekledigi sonucuna

varilmstir.

2.2 Kardiyak Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi temel olarak hasarli organlari taklit etmeyi ve organlarin doku
mimarisini ve islevini miimkiin oldugunca yeniden iiretmeyi amaglamaktadir. Kalp
hastaliklarinda problem, yetiskin kalp kasi hiicrelerinin yani kardiyak miyositlerin,
yarali hiicreleri degistirmek i¢in boliinememesidir. Bu nedenle, yeterli sayida yerlesik
kardiyak kok hiicre popiilasyonuna ragmen, kalp herhangi bir dogal siiregle kendini
onaramaz. Hasarli miyokard bdlgeleri lizerinde yara dokusu gelisir, bu durum organ
biitiinligliniin korunmasini saglar fakat kalbin kasilma etkinligini azaltmaktadir. Yara
dokusu gelistiginde, kalbin kalp debisini siirdiirmesine yardimci olmak amaciyla telafi
edici mekanizmalar etkinlestirilir fakat bu durum zayiflamis miyokard dokusunun
tizerine ekstra bir yiik bindirmektedir. Bu da kalp yetmezligine, azalmis perflizyondan
dolay1 ¢oklu organ yetmezliginin gelismesine ortam hazirlar ve 6liime yol acar. Bu
hastaliklara yonelik calismalarda, ilk olarak hasarli kalp dokusuna yeni hiicrelerin
enjekte edilmesi tedavi yaklasimi olarak kullanilmistir. Fakat bu yaklasim, kalp dokusu
ile hiicrelerin zayif entegrasyonu ya da hiicre 6limii sebebiyle tedavi ic¢in smirh

kalmistir (Murry vd. 2004).

Hiicrelerin bir ortamda hayatta kalabilmeleri i¢in temel bir gereklilik olan belirli bir
fiziksel destek yiizeyidir. Cogu hiicre tipi biyolojik olarak kabul edilebilir bir materyal
yiizeyine baglandiklar1 zaman gelismektedir. Doku miihendisligi ¢alismalarinin amaci,
enjekte edilebilir hiicrelerin iiretilen doku iskelelerinde tutunabilmesi ve organize
olabilmeleridir. Hiicre i¢eren bu doku iskeleleri, viicudun ya da organlarin bir boliimiini

tedavi amaciyla ya da degistirmek amaciyla kullanilabilmektedir. Hiicre icermeyen, bos



iskele yapilar1 da mevcut olan kok hiicreleri kosullandirmak amaciyla in vivo implante
edilebilir (Jawad vd. 2008).

Yapilan ¢aligmalarin bulgularina dayanarak, miyokard hasarini eski haline getirmenin,
kalp dokusunu degistirmenin ya da kasilma sorununun iyilestirmesi cerrahi riskler
olusturmasi nedeniyle olduk¢a nadirdir. Bununla birlikte, kardiyovaskiiler hastaliklar
sebebiyle yiiksek oliim orani1 goz Oniine alindiginda yapilan arastirmalar ve kok hiicre

iceren doku iskeleleri biliylik 6nem kazanmaktadir.

2.2.1 Kalbin yapisi ve histolojisi

Kalp, viicuttaki dokulara yaklasik olarak giinde 7000 litre kan pompalayan, yapisi
oldukg¢a karmasik bir organdir (Radisic vd. 2007). Kardiyak doku, temel olarak
kardiyak miyosit hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve hiicre dis1 matris
bilesenlerini (fibriler kolajen.vb) kapsamaktadir (Walker vd. 1999). Kardiyak miyosit
hiicreleri, ventrikiiler duvar boyunca kas liflerini olusturmaktadir (Smail vd. 1999). Bu
da hiicrelerin 6zel diizenini, kalp yapisinin mekanik ve elektriksel fonksiyonunu

oldukga etkilemektedir (LeGrice vd. 1995).

Kardiyak doku, ECM'ye iyi baglanan kardiyomiyositler, fibroblastlar ve endotel
hiicreler dahil olmak iizere birka¢ hiicre tipinden olusur. (Pinto vd. 2015).
Kardiyomiyositler, dik uzanan c¢izgilerle silindirik sekildedir (Bird, 2003).
Kardiyomiyositler, asimetrik ve anizotropik bir ventrikiiler yap1 saglamak i¢in her biri
genel sarmal yapiya yol acan farkli bir oryantasyona sahip kas lifi katmanlar1 halinde
birlestirilir ve miyokardiyumun temel islevinden sorumludur. (Coghlan vd. 2006; Parker
ve Ingber, 2007).

Miyokard, yapisinin ve islevinin anahtar rol oynadigi organize bir dokudur.
Kardiyomiyositlerin kasilmasina yol agan iyon kanallarinin islevini siirdiirerek atan
kalbi korumak igin bir kontrol mekanizmasi hiyerarsisi gereklidir (Parker ve Ingber,

2007). Bu kontrol mekanizmasi, hiicre disi matris (ECM), transmembran integrin
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reseptorleri ve iglevsel olarak bagli olan hiicre iskeleti tarafindan yonetilen metabolik,
elektriksel ve mekanik olaylarin koordinasyonunu gerektirir. Bu yapisal kontrol aglari,
mekanik, elektriksel ve kimyasal sinyalleri ayn1 anda isleyebilmektedir. (Juliano ve
Haskill, 1993; Parker ve Ingber, 2007). Yap1 ve islev arasindaki iliskiyi ve hiicresel
islevi nasil etkiledigini anlamak, kalp doku miihendisligi i¢in 6nemli olup ayni1 zamanda

oldukga zordur.

Miyokard, toplam hiicre sayisinin yalnizca yaklagik %33'linii temsil etmesine ragmen,
kalp hacminin yaklasik %75'ini olusturan 2-4 milyar kardiyomiyosit (CM) igerir (Syed
vd. 2014). CM'ler, miyosit olmayan hiicreler, yani endotelyal hiicreler (EC'ler), diiz kas
hiicreleri (SMC'ler) ve fibroblastlar (FB'ler) ile birleserek karmasik bir sekilde organize
edilmis bir 3 boyutlu yapi olusturmaktadir. Kalp yetmezliginin ¢ogu nedeni, CM
eksikliklerine atfedilebilir ama yaslanma ile, spesifik kalp hastaligi olmayan bireylerde
yilda yaklagik 1 g miyokardiyum kaybi olmaktadir (Mendoza-Noyelo vd. 2011).
CM'nin sinirli bir rejeneratif kapasitesi vardir. Kalp yetmezliginin ilerlemesi sirasinda
kardiyak ECM modifiye edilerek yara (skar) dokusu ile gelistirilir (Mathur vd. 2012).
Bu nedenle, hem CM popiilasyonunu hem de ECM'yi yeniden olusturmay1 amaglayan

prosediirlerin birlestirilmesi, hiicresel tedavinin etkinligini artirabilir.

2.2.2 Kardiyak doku iskelesi iiretiminde kullanilan biyomalzemeler

Kardiyak doku miihendisligi i¢in kullanilacak biyomalzemelerin, kalp hiicrelerinin
verimli sekilde baglanmasini, biiyiimesini ve farklilasmasini destekleyerek, fonksiyonel
kardiyak dokunun olugmasina imkan saglayan ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir.
Kasilmay1 kolaylastirmak ic¢in biyomalzemelerin mekanik o6zelliklerin yani sira
elektrofizyolojik olarak stabil kalmasini ve elektromekanik entegrasyonu desteklemesi
gerekmektedir (Jawad vd. 2008). Ayrica, in vivo revaskiilarizasyonu desteklemeli ve
yeni doku olusana kadar hasarli dokuyu yeterince desteklemek i¢in uygun oranda

bozunur olmalar gerekmektedir (Wu vd. 2006).
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Bu nedenle, kardiyak doku miihendisliginde 3 boyutlu kardiyak doku yapilarin
olusturulmasinda, anizotropik fibriler yapisi, mekanik Ozellikleri ve biyomimetik
molekiiler kompozisyon gibi dogal kardiyak hiicre dis1 matrisin 6nemli 6zelliklerini

igeren biyomalzemelerin kullanilmasi esastir.

Insan viicudunda, kolajen, 6zellikle fibriler tip I, hiicrelere hem yapisal hem de biyolojik
destek saglayan bir¢ok sert ve yumusak dokunun hiicre dis1 matriksinin ana bilesenidir.
Ozellikle miyokardiyal hiicre dis1 matris, %85 tip 1, %15 tip 11l ve %5 tip V olacak
sekilde yaklagik olarak %70-80 araliginda fibriler kolajenden meydana gelmektedir (De
Souza 2002).

Kardiyak fibroblast hiicreleri tarafindan sentezlenen fibriler kolajenler, kalp dokusuna
esneklik ve yapisal biitiinliigiin korunmasini saglamaktadir, aynt zamanda hiicresel
yapigsmaya yardimci olan integrinlerle etkilesime girmektedirler (Davidenko vd. 2018).
Fibriler kolajenler miyosit hiicrelerinin hizalanmasini saglamaktadir ve matris i¢in bir
nevi destek gorevi gormektedirler. Ozellikle miyokardiyum seklinin, kalmligmin ve
sertliginin saglanmasinda biiyilk Oonem tagimaktadirlar. Kolajenin bu destekleyici
ozelliklerinden dolayi, kardiyak doku miihendisligi ¢aligmalari, yapay kardiyak doku
olusturmak amaciyla biyomalzeme olarak kolajen kullanimina odaklanmistir. Kalp
dokusu iskeleleri, kolajen ve kitosan gibi dogal olarak tiiretilmis malzemeler ve poli
(glikolik asit), poli(kaprolakton) ve PBAT poli(biitilenadipat-co-teraftalat) gibi sentetik
malzemeler kullanilarak, dogal ve sentetik malzemelerin kombinasyonuyla ve
hiicresizlestirme islemi ile elde edilen dogal kalp dokusu matrisi kullanilarak
uiretilebilirler. Kolajen gibi dogal malzemelerin dezavantaji, sentetik malzemelerin bir
ozelligi olan giiglii mekanik destegin eksikligidir. Ote yandan, sentetik malzemeler,
dogal malzemelerde bulunan hiicre baglanmasin1 gelistirme potansiyelinden yoksundur.
Dogal ve sentetik malzemelerin birlestirilerek kullanilmasi, miyokard gibi dokular i¢in

daha 1yi mekanik ve biyolojik destek saglayabilmektedir (Krupnick vd, 2002).
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2.3 Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Dogal ve sentetik malzemeler kullanilarak, istenilen doku tipine gore doku iskelelerinin
tiretilebilmesi amaciyla bircok yontem uygulanmaktadir. Dondurarak kurutma, eriyik
kaplama, faz ayirma, ¢6ziicii dokiimii pargacik uzaklastirma, gaz kopirtme, 3 boyutlu

baski ve elektro-egirme bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilanlardir.

2.3.1 Elektro-egirme yontemi

Elektro-egirme yontemi hem dogal hem de sentetik polimerlerin ¢ozeltilerini kullanarak
2 nm'den birka¢ mikrometreye kadar degisen ¢aplarda polimer mikro ya da nanofiberler

tiretmek icin elektrik kuvvetleri kullanilan bir tekniktir (Bhardwaj ve Kundu 2010).

Polimer Cozeltisi

.

Sinnga Pompasl

Yiksek volta] ol
Gug kaynag b ol

Toplayici
Sekil 2.3 Sematik olarak elektro-egirme sistemi

Elektro-egirme sisteminin temel konfiglirasyonu Sekil 2.2‘de gosterilmistir. Temel

olarak; yiliksek voltajli giic kaynagi, lif toplayici, siringa ve siringa pompasindan

olugmaktadir. Polimer ¢ozeltisi, siringa pompasina baglanan bir siringa ile sabit bir akis

hizinda toplayiciya gonderilir.
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2.3.1.1 Elektro-egirme yonteminde parametreler

Elektro-egirme parametreleri, istenilen lif 6zelliklerinin elde edilmesinde 6nemli rol
oynar. Elektro-egirme siirecine etkisine gore bu parametreler, uygulanan voltaj, polimer

akis hizi, toplayici ile siringa ucu arasindaki mesafe ve toplayic tipleridir.

En 6nemli elektro-egirme parametresi uygulanan voltajdir. Taylor, ancak esik voltajina
ulagildiktan sonra, ¢6zelti lizerinde elektrik alani ile birlikte gerekli yiikleri indiikleyerek
nanofiber olusumunun gerceklestigini ve elektro-egirme siirecini baslattigini sdylemistir

(Taylor 1969)

Siringanin igindeki polimer ¢ozeltisinin akig hizi, bir bagska onemli elektro-egirme
islemi parametresidir. Bu parametrenin se¢imi, jet hizinin ve malzeme aktarim hizinin

nanofiber olusumunu etkileyebilmesi durumunda ¢ok 6nemlidir (Subbiah vd. 2005)

Genel olarak, polimer ¢ozeltisinin polarizasyon i¢in yeterli zamani almas i¢in diisiik bir
akis hiz1 onerilir. Akis hiz1 ¢ok yiiksek oldugunda, toplayiciya ulasmadan onceki kisa
kuruma siiresi ve diisikk gerdirme kuvvetleri nedeniyle ince ¢apli diiz nanofiberler
yerine kalm ¢apli boncuk nanofiberler olusacaktir. Ornegin, bir polisiilfon /
dimetilasetamid karisimindan polisiilfon nanofiberlerin  kullanilmasi  durumunda
polimer akis hizinin artmasiyla nanofiber capinin arttigimi ve akig hizinin
degistirilmesiyle morfolojik yapinin biraz degistirilebildigi gozlemlenmistir (Yuan vd.
2004).

Toplayic ile siringa ucu arasindaki mesafe, nanofiber ¢aplarin1 ve morfolojisini kontrol
etmek icin bagka bir Oonemli parametredir. Bu mesafe, c¢oziiciiniin dogru zamanda
nanofiber olusumuna neden olacak sekilde buharlagsmasina izin verecek kadar biiytlik
olmalidir. Egirme mesafesi ¢ok kisa oldugu zaman, ¢irpma isleminin olmamasi ve
yetersiz ¢oziicii buharlagsmasi nedeniyle fiberler iyice inceltilemeyecektir, bunun
sonucunda boncuk olusumu goézlemlenebilir. Tersi durumunda, egirme mesafesinde bir

artis ve sabit bir elektrik alani yogunlugu varsa, daha kiicliik ¢apli nanofiberler
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tiretilebilir ve dogal olarak, daha genis bir nanofiber alani biriktirilir (Seok Ki vd. 2005).
(Zang vd. 2008).

Cizelge 2.1 Elektrospinning parametrelerindeki degisikliklerin fiber morfolojisi
iizerindeki etkisi (Pham QP vd. 2006)

Parametreler Lif Morfolojisine Etkisi
Artan konsantrasyonla fiber caplari artar / viskozite
Viskozite/ Konsantrasyon ile artar

(optimal aralik dahilinde)

iletkenligin artmasi, (iniform boncuksuz liflerin
iletkenlik/ Cozelti yiik yogunlugu Uretimini tesvik eder
Genel olarak, artan iletkenlik daha kiigtk lifler Gretir

Sabit viskozitede, artan molekiler agirlk,

Polimer molekiiler agirlik
boncuk ve damlacik sayisini azaltir

Daha dusuk akis hizlari, daha kiiglik capli lifler Gretir

TG Artan akis hizlarinda lif capi azalir

Cok yiiksek voltajda boncuklanma gozlemlenecektir

AT TN e Artan akis hizlarinda lif capi azalir

Kuru lif elde etmek icin minimum mesafe gereklidir
Siringa/toplayici arasindaki mesafe | Cok yakin veya cok uzak mesafelerde boncuklanma
gorilebilir

2.3.1.2 Elektro-Egirme icin kullanilan polimerler

Dogal biyopolimerler; hyaluronik asit (HA), seliiloz, kitosan gibi polisakkaritler ve
ipek, fibrinojen, kolajen, jelatin gibi proteinler doku miihendisligi igin lifli doku
iskeleleri olusturmak ftizere elektro-egirme c¢alismalarinda kullanilmistir. Doku
miihendisligi i¢cin bu dogal polimerleri kullanmanin avantaji, hiicre tutuculugu ve
proliferasyonu i¢in gerekli bircok Ogretici ipucu saglamalaridir, fakat sentetik
polimerlerin aksine, dogal polimerler, partiden partiye varyasyon problemi
yasayabilmektedir (Agarval S. vd. 2008).
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Fizyolojik kosullar altinda bozunabilen veya hidrolize edilebilen sentetik polimerler,
ornegin alifatik polyesterler, polianhidriirler ve polifosfazenler, doku miihendisligi i¢in

elektrospun nanofibréz yapi iskelelerinin tiretilmesi igin gereklidir (Place E.S vd. 2008).

Alifatik bir polyester olan poli (laktik asit) (PLA), elektro-egirme i¢in kullanilan en iyi
biyobozunur polimerlerden bir tanesidir (Sell vd. 2007, Greiner A ve Wendorff J.H
2007). Poli (glikolik asit) (PGA) da, heksafloroizopropanol (HFIP) haricinde organik
coziiciilerdeki  diisilk  coziinlirliigli  sebebiyle, smirli  0Ol¢lide elektro-egirme
calismalarinda kullanilmistir, buna karsilik poli (e-kaprolakton) (PCL) ve PCL
kopolimerleri, birgok ¢oziicii tipi igerisinde ¢dziinmektedir ve doku iskeleleri igin
elektro-egirme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Greiner ve Wendorff,
2007). Biyouyumluluklari, yavas bozunma hizlar1 ve elektro-egirme ¢alismalarindaki

kolayliklar1 nedeniyle, bu elektrospun sentetik polimerler ¢ok cesitli hiicre tiplerini

destekleyebilmektedirler (Pham vd. 2006).

2.4 Hiicresizlestirme

Hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matris yapi iskelelerinin doku rejenerasyonunda bir¢cok
uygulamasi vardir. Ug¢ boyutlu ECM'yi bozulmadan birakirken organdan veya dokudan
niikleer materyal dahil hiicrelerin ¢ikarilmasini saglarlar. Allojenik ve ksenojenik
materyalin hiicresizlestirilmesiyle hazirlanabilirler. Hiicresizlestirmenin yontemi ve
etkinligi, kalan ECM'nin mikro yapisini, bilesimini ve mekanik davranigini
etkilemektedir. ECM hiicrelere yapisal destek saglar, hiicrelerin sabitlenmesini saglar,
bliylime faktorlerini ayirarak hiicreler arasi iletisimi diizenler ve doku biiyiimesi i¢in
gereklidir. Hiicresizlestirmenin gerekcesi, yabanci ksenojenik ve allojenik hiicresel ve
niikleer antijenlerin (DNA) ve bir inflamatuar ve immiin aracili yanit indiikledigi bilinen
hasarla iligkili molekiiler yap1 (DAMP) molekiillerinin ¢ikarilmast veya
maskelemesidir. Ikinci amag, tiirler arasinda korunan ve ksenojenik alicilar tarafindan
bile tolere edilen ECM bilesenlerinin korunmasi i¢in tekniklerden yararlanmaktir

(Gilbert vd. 2006).

16



Biyolojik matrisler, deri (Chen vd. 2004), kalp kapakciklar1 (Bader vd. 1998), kan
damarlar1 (Quint vd. 2011), sinirler (Hudson vd. 2004), tendonlar (Cartmell vd. 2000),
ince bagirsak submukozasi (SIS;) kas, damar greftleri, mesane ve digerleri gibi gesitli
farkl1 organ ve dokularin rekonstriikksiyonu i¢in uygulamalarla) (Andree vd. 2013),
mesane (Chen vd. 1999), iskelet kas1 (Borschel vd. 2004) , yemek borusu (Badylak vd.
2011), bobrek (Nakayama 2010), kalp (Ott vd. 2008), karaciger (Uygun vd. 2010),
akciger (Cortiella vd. 2010) ve merkezi sinir sistemi (optik sinir, omurilik, beyin)
(Crapo vd. 2012) baglar dahil olmak iizere farkli organ ve dokularin

hiicresizlestirilmesinden elde edilmistir.

Liyofilize edilmis, toz haline getirilmis veya jel formuna doniistiiriilmiis, insan veya
ksenojenik kaynaklardan elde edilmis ECM'den olusan otuzdan fazla farkli biyolojik
yapt iskelesi su anda ticari olarak mevcuttur (Badylak vd. 2009).

Hiicresizlestirme teknikleri, fiziksel, kimyasal ve enzimatik yaklasimlarin bir
kombinasyonunu icermektedir. Hiicre zarmin fiziksel tedaviler (hizli dondurma,
mekanik ajitasyon) ve iyonik soliisyonlar (hipotonik ve hipertonik tedaviler) ile
parcalanmasi, hiicresel bilesenlerin ECM'den ayrilmasi (selatlama ajanlari, enzimatik
tedaviler), sitoplazmik ve niikleer materyalin ¢oziindiiriilmesi (noniyonik, iyonik ve
zvitteriyonik deterjanlar, alkali ve asit muameleleri, selatlama ajanlar1) dogal ECM'nin
bozulmasini en aza indirirken, proteaz inhibitorleri dokudan hiicresel ve niikleer
materyalin uzaklastirllmast saglamaktadir. Tiim artik kimyasallar hiicresizlestirmeyi
takiben dokudan uzaklastirilmaktadir. Enzimatik in vivo bozunmayi azaltmak i¢in bir
capraz baglama ajan1 da eklenebilmektedir (Haag vd. 2012), fakat bu, ECM'in mekanik

ozelliklerini degistirme potansiyeline sahiptir.

Bu yontemler farkli kombinasyonlarda kullanilabilir, bunlarin verimliligi ilgili dokuya
baghdir ve hiicresizlestirme isleminin ECM bilesenlerinin yapisi ve islevi iizerindeki
etkileri agiklanmistir. En titiz isleme yontemlerinden bazilari bile tiim hiicreleri ve hiicre

tirlinlerini tamamu ile yok edememektedir (Badylak vd. 2009, Gilbert vd. 1996).

17



2.4.1 ECM hidrojel

Dogal dokulardan veya organlardan hiicresizlestirme yontemi ile elde edilen ECM
hidrojelleri, doku iskelesi i¢in alternatif bir malzemedir. Dokulara hiicresizlestirme
islemi uygulandiktan sonra, ECM bilesenleri s1v1 form elde etmek amaciyla islenir ya da
sindirilir. Daha sonra jellesme kinetigi tetiklenir. Ticari olarak elde edilebilen
hidrojellerin dogal ECM’den elde edilen hidrojellere gore dezavantaji, ECM’in

biyokimyasal ¢esitliligini temsil etmekteki basarisizliklaridir.

Hiicresizlestirilmis ve liyofilize edilmis organ ve dokularin cerrahi yama olarak
kullanim1 uygundur fakat hiicrelerin tohumlanmasi ile bu yapilarin yeniden
diizenlenmesi olduk¢a zordur. Buna karsilik, ECM’ye jel formunun kazandirilmasi,
reolojik ve mekanik 6zellikleri sebebiyle diizensiz bosluklu yapi dezavantajini1 ortadan

kaldirir.

Kolajen ve elastin gibi ECM’nin yapisal proteinlerinin dogal formunun korunmasi,
dECM’nin (hiicresizlestirilmis ECM) jellesmesinden ve jelin mekanik 6zelliklerinden
sorumlu oldugu i¢in olduk¢a Gnemlidir. Hiicresizlestirme isleminden sonra, dECM
hidrojellerin ~ iiretilmesi amaciyla ek adimlar gergeklestirilmektedir. Bunlar,
hiicresizlestirilmis dokuyu dondurarak kurutma, toz haline getirme, enzimatik sindirim
ve noétralizasyondur. Toz haline getirme, enzimatik sindirim asamasinda ECM’nin
ylizey alanmni artirmak amaciyla yapilmaktadir. Bu sayede sindirim asamasi
kolaylasacak ve asidik kosullardaki sindirim siiresi azalacaktir. Yetersiz ya da asiri
sindirilmis ECM’in hidrojel formuna geg¢mesi basarisiz olabilir ya da mekanik olarak
dayaniksiz hidrojeller meydana gelebilir. Bu nedenlerden dolayi, sindirim siiresinin,
enzim ve ECM oraninin optimizasyonunun yapilmasi esastir. Coziindiiriilen dECM,
diisiik sicakliklarda sivi davranisi gosterir fakat 37 °Cde 30-60 dk inkiibe edildikten
sonra jel olusturmaktadir. Bu sayede, dECM bir kaliba doldurulur ve istenilen sekilde
hidrojel olusturulabilir. Ek olarak, dECM ile hiicreler ya da ilaglar karistirilarak ekjekte
edilebilir hidrojeller olusturulabilir.
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3. KAYNAK OZETLERI

Kalp dokusu ile yapilan hiicresizlestirme ve karakterizasyon caligsmalari, hiicresiz
miyokard dokusunun ve PBAT’nin doku miihendisligi calismalarinda kullanimi

asagidaki ¢alismalarda 6zetlenmistir.

Ott vd. 2008 yilinda yaptiklar ¢alismada, ilk kez perfiizyon hiicresizlestirme teknigini
kullanarak, biitiin bir fare kalbinin hiicresizlestirilmesini basar1 ile gergeklestirmislerdir.
Koroner perfiizyon yoluyla, deterjan kullanilarak fare kalpleri hiicresizlestirilmis ve bu
elde edilen hiicresiz ve saglam geometrideki hiicre dis1 matrise kardiyak ve endotel
hiicreleri tohumlanmustir. Ayrica bu teknigi akciger, karaciger ve bobrek gibi cesitli

memeli organlari i¢in denemislerdir.

Pati vd. 2014 yilindaki c¢aligmalarinda, yag, kikirdak ve kalp dokularim
hiicresizlestirmislerdir (Sekil 3.1). Kikirdak ve yag dokularindan elde edilen hiicre dig1
matrisin PCL ile desteklenerek 3 boyutlu basildigini, fakat kalp dokusundan elde edilen
hiicre dist matrisin destekleyici bir iskele olmadan 3 boyutlu basilabildigini

gostermiglerdir (Sekil 3.1)

Sekil 3.1 A) Dogal kalp dokusu B) hiicresizlestirilmis kalp dokusu C) dogal kalp
dokusunun histoloji goriintiisii D) Hiicresizlestirilmis kalp dokusunun
histoloji goriintiisii (Pati vd. 2014)



B hdECM Cc
gel structure

Sekil 3.2 A) Hiicresizlestirilmis kalp dokusunun jel haline getirilmesi B) 3 boyutlu basilan
hiicresizlestirilmis kalp dokusu, C) 3 boyutlu basilan hiicresizlestirilmis kalp
dokusunun mikroskobik goriintiileri (Pati vd. 2014)

Bu calisma ile birlikte, hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matris migrasyon, olgunlasma ve
farklilagma gibi hiicresel fonksiyonlar: iyilestirme potansiyeline sahipken, mekanik
ozelliklerini gelistirmek amaciyla biyouyumlu bir malzeme ile desteklenmesi gerektigi

sonucuna varilmistr.

Wang ve Christman 2015 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, domuz miyokardiyal
dokusunu %1 SDS igeren bir ¢ozelti ile hiicrelerinden arindirmislardir.
Hiicresizlestirme isleminden sonra dokularin Hematoksilen & Eozin ile boyanarak
histolojik goriintiileri alinmig, hiicresizlestirilen dokulara DNA ve sGAG analizi
yapilmistir. Daha sonra hiicresizlestirilen dokular pepsin iceren 0.1 M HCI ¢ozeltisi ile
2 giin boyunca sindirilmistir. NaOH ile pepsin inaktive edildikten sonra dokular
liyofilize edilmistir. Hidrojel olusumu igin, sindirilen dokular 37 °Cde 30 dk inkiibe

edilmistir.
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Sekil 3.3 Domuz miyokardiyal dokudan hidrojel eldesi goriintiileri A) Dogal doku, B)
SDS ile hiicresizlestirilmis miyokardiyal doku, C) Liyofilize edilip 6giitiilen
miyokardiyal doku, D) Pepsin ile sindirilen miyokardiyal doku (Wang ve
Christman 2015)

Arslan vd (2018) yaptiklari ¢alismada, sigir miyokardiyal dokusunu 72 saat boyunca 50
mM Trizma hidrokloriir, 5 mM EDTA (pH:8.00) ve %1 SDS igeren ¢ozeltiye maruz
birakarak hiicrelerinden arindirmiglardir. Yikama asamasindan sonra dokularin
dekontaminasyonu 5 saat boyunca %4 etil alkol ve %0,1 perasetik asit ¢ozeltisi ile
saglanmistir. Hiicrelerinden arindirilan dokular liyofilize edildikten sonra DNA ve
sGAG analizi yapilmistir. Dogal ve hiicresiz dokularin kolajen tip 1 igerigi
hidroksipirolin analizi ile belirlenmistir. Hiicresizlestirilmis dokular pepsin i¢eren 0.01
M HCI igerisinde birakilarak sindirme islemi gergeklestirilmis ve daha sonra 0.1 N
NaOH ve 10x PBS eklenerek enzim inaktive edilmistir. 3 ml sindirilmis hiicre disi
matris petri kabma alinarak 2 saat boyunca 37 ©°Cde inkiibe edilerek film
olusturulmustur. Filmler 4 °Cde 3-4 giin birakilarak kurutulmustur. Daha sonra NHS ve
EDC ile 5 saat boyunca g¢apraz baglama protokolii uygulanmistir. Filmler liyofilize
edildikten sonra filmlerin {izerine insan adipoz mezenkimal kok hiicreler tohumlanmis
ve osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmalar mikroskop altinda

goriintiilenmis ve histolojik olarak karakterize edilmistir.
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PBAT’nin son zamanlarda doku miihendisligi ¢aligmalarinda kullanimi artmistir. Bu
caligmalar daha ¢ok kemik doku miihendisligi i¢in olup kardiyak doku miihendisligi

alaninda ¢alisma mevcut degildir.

De Castro vd 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, biyolojik olarak pargalanabilen bir
polimer olan PBAT ve bir iletken polimer olan polipirol kullanarak ilk kez elektro-
egirme yontemiyle elektriksel olarak iletken nano iskeleler olusturmuslardir. Ayrica bu
doku iskelesine elektro ¢okeltme ile nanohidroksiapatitin (nHAp) uygulanabilirligini
gostermislerdir. Olusturulan doku iskelelerine insan osteoblast hiicreleri tohumlanmis
ve hiicre canliligt MTT testi ile analiz edilmistir. Polipiroliin PBAT ye dahil edilmesi ile
doku iskelesinin hiicre yapismasmi destekleme kabiliyetini korunmustur. Dahasi,
PBAT/PPy doku iskelesi osteoblast farklilasmasinin énemli bir gostergesi olan yiiksek
alkalin fosfataz degerleri gostermistir. PBAT / PPy / nHAp nanokompozitleri ise, hiicre

yapismasi ve osteoblast farklilagsmasi i¢in iyi bir biyouyumluluk gostermistir.

Kemik doku miihendisligi i¢in yapilan bir baska calismada, Vasconcellos vd. 2021
yilinda nHAP ve nHAp/grafen nanopartiikiilleri igeren PBAT doku iskeleleri elektro-
egirme yontemi ile elde edilmistir. Bu calismada ultra ince fibroz, biyoaktif ve
osteokondiiktif 6zelliklere sahip ve kemik rejenerasyonunu iyilestirme amacli doku
iskeleleri tasarlanmustir. Uretilen iskeleler taramali elektron (SEM) ve transmisyon
(TEM) mikroskoplar1 kullanilarak morfolojik olarak karakterize edilmistir. Olusturulan
doku iskeleleri sicanlarda tibia kusurlarina yerlestirilmis ve 2 hafta sonra radyografi,
mikro bilgisayarli tomografi, histolojik, histomorfometrik ve biyomekanik analizler
kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gére, nHAP ve nHAp/grafen
nanopartiikiilleri iceren PBAT doku iskeleleri, kontrol ve PBAT gruplarina gore

trabekdiler sertligi tesfik ederek in vivo lamellar kemik olusumunu iyilestirmistir.

Granato vd. 2018 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, ndronal biiyiime ve farklilasma i¢in doku
iskelesi olarak PBAT ve PPy iceren elektro-egirme yontemi ile elde edilen hibrit
malzemelerin {iretimini ve uygulamasini gergeklestirmislerdir. PPy igeren ve igermeyen

PBAT ile iiretilen doku iskeleleri, Neuro2a fare néroblastoma hiicrelerinin yapismasi ve
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farklilagsmasi i¢in kullanilmistir. Neuro2a hiicrelerinin laminin kaplamasi olmadan
PBAT ve PBAT/PPy doku iskelelerine yapistigi gosterilmistir. Ayrica, Neuro2a,
retinoik asit ile uyarildiginda PBAT iizerinde farklilasmayr saglamadigi fakat
PBAT/PPy lifleri lizerinde farklilasmay1 sagladig1 gosterilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Sigir kalp kasi1 dokusu, ticari amagla kesim yapan bir kesimhaneden temin edilmistir.
Kalp dokusu %0.09 (v/v) NaCl ¢ozeltisi igerisinde laboratuvara transfer edilmistir. Kalp
kas1 dokusu hiicresizlestirme islemi icin kiigiik parcalara ayrilmistir ve kullanilmadan
once -86 C’de saklanmustir. Kalp kas1 dokusunun hiicresizlestirme ve sindirim islemleri
icin Trizma Hidrokloriir (Sigma, Almanya), sodyum dodesil siilfat (SDS) (AFG
Bioscience, ABD), magnezyum kloriir (Merck, Almanya), Titriplex® III (Merck,
Almanya), pepsin (Sigma Aldrich, Almanya) kullanilmistir.

Elektro-egirme islemi icin Siemens SIMATIC HMI elektrospinning cihazi
kullanilmistir. Nanofiber elde etmek amaciyla PBAT poli (biitilen adipat-ko-tereftalat)
(Sunar Grup, TR) kullanilmigtir. PBAT polimer ¢ozeltisi elde etmek amaciyla organik
¢oziicii olarak dimetilformamit (DMF) (Riedel-de Haen) ve kloroform (Sigma, St.
Louis, MO, ABD) kullanilmigtir. PBAT pelletlerinin kimyasal yapisini analiz etmek
amaciyla niikleer manyetik rezonans spektroskopisi cihazi (ODTU-Merlab, Bruker

Avance) kullanilmstir.

PBAT nanofiber membranlarin kimyasal yapisim1 analiz etmek amaciyla Fourier
dontisimlii kizil6tesi spektrofotometresi cihazi (Shimadzu-Infinity FTIR spectrometer,

Japonya) kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢galismalarinin tiimii laminer akis kabini ve 37 °C, %5 CO; ve %95 nem
ortami saglayan inkiibator (Panasonic) ile gergeklestirilmistir. Besiyeri olarak DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle Medium-High Glucose) (Sigma-Aldrich, Almanya), fetal
sigir serumu (FBS), penisilin-streptomisin (antibiyotik-antimikotik), Tripsin/EDTA,
GlutaMAX (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistr.
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Insan kardiyomiyosit hiicrelerinin gériintiilenmesi bir invert mikroskop (Leica,
Almanya) ile gergeklestirilmistir. Canli/ 6lii hiicre boyama analizi igin Calcein-AM ve
Ethidium homodimer-1 (Molecular Probes, Thermo Fisher, Ingiltere) kulanilmistir.
Hiicresiz Nanofiber membranlarin morfolojilerinin goriintiilenmesi SEM taramali
elektron mikroskobu (ODTU-Merlab, FEI 430 Nova NanoSEM, ABD) yardimiyla
gerceklestirilmistir.

Deney asamalarinda kullanilan ultra saf su i¢in Millipore Direct-Q® 3 UV cihazi
(Merck, Almanya) kullanilmigtir. Hazirlanan ¢6zeltilerin pH dlgiimleri Isolab pH metre
ile yapilmistir. Hiicresizlestirilmis miyokardiyal dokularin DNA analizi i¢in Thermo
Scientific GeneJet Genomic DNA Purification Kit kullanilmigtir. Absorbans 6l¢timleri
icin bir mikro plaka okuyucu (Thermo Scientific, Multiskan Sky Microplate

Spectrophotometer) kulanilmistir.

4.2 Yontem

4.2.1 Elektro egirme yontemi ile nanofiber PBAT membranlarin hazirlanmasi

Elektro egirme yonteminin optimizasyonu i¢in, farkli konsantrasyonlarda (%S5, %7,5 ve
%10 (w/w)) Poli (biitilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT) ¢6zeltileri hazirlanmistir. PBAT
cozeltileri hazirlanirken organik c¢oziicii olarak %80 Kloroform / %20 DMF
kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PBAT c¢ozeltileri gece boyunca
manyetik karistiricida oda sicakliginda karistirilmistir. Elde edilen PBAT c¢ozeltileri 5
ml olacak sekilde plastik siringaya aktarilmistir. Siringa yatay olarak siringa pompasina
yerlestirilmistir. Toplayici iizerine karton kagit sarilmis ve nanofiberler karton iizerinde
toplanmistir. En iyi morfolojiye sahip nanofiberlerin elde edilmesi igin ¢esitli
parametreler kullanilarak optimum parametreler belirlenmistir. Optimizasyon igin,
voltaj 20-24 kV, akis hiz1 3-5 ml/h, rotasyon 1100-1300 rpm araliklarinda denemeler

yapilmustir.
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4.2.2 Karakterizasyon ¢alismalari

4.2.2.1 PBAT Pelletlerinin NMR analizi

PBAT polimerinin yapisinm anlasiimasi ve dogrulanmasi amaciyla 'H-NMR analizi

gerceklestirilmistir.

4.2.2.2 PBAT nanofiber membranlarin FTIR analizi

FTIR analizi, PBAT membranlarin ve hiicresizlestirilmis ECM ile modifiye edilmis

PBAT membranlarin kimyasal yapisinin incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.

4.2.2.3 PBAT nanofiber membranlarin SEM analizi

Elektro-egirme yontemi ile hazirlanmis farkli %5, %7,5 ve %10 (w/v) PBAT nanofiber
membranlarin ve hiicresizlestirilmis ECM ile modifiye edilmis PBAT membranlarin
morfolojilerini incelemek amaciyla taramali elektron mikroskopisi (SEM) analizi

yapilmistir.

4.2.2.4 in vitro degradasyon calismasi

In vitro degradasyon calismas1 %5, %7,5 ve %10 (w/v) PBAT nanofiber membranlar
icin 5 hafta siire ile uygulanmistir. Enzimatik degradasyon ¢aligmasi i¢in lipaz enzimi
(lipase from porcine pancreas, Sigma, ABD) kullanilmistir. 2 ml PBS igerisinde 1 mg
lipaz olacak sekilde enzim ¢ozeltisi hazirlanmistir. PBAT membranlar 5 mm olacak
sekilde kesilmis ve 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinmistir. Uzerlerine enzim ¢dzeltisi
eklenmistir. PBAT membranlar 37 °C’de birakilmistir. Cozeltiler haftada bir kez taze
cozelti ile degistirilmistir. Kontrol grubu olarak, hidrolitik degradasyon i¢in PBAT

membranlar enzim igermeyen PBS igerisinde ayni sartlarda tutulmustur. 1. 3. ve 5. hafta
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icin, membranlar ¢ozeltilerden alinmis ve morfolojilerinin incelenmesi amaciyla SEM

goriintiileri alinmustir.

4.2.3 Hiicresizlestirilmis sigir miyokardiyal ECM iskelelerin iiretimi

Kalp dokusu pargalar1 ultra saf su ile yitkanmis ve hiicresizlestirme islemi dort agsamali
olarak gergeklestirilmistir. Baslangicta kalp dokular1 kiigiik pargalara boliinerek oda
sicakliginda 48 saat (ilk asama) 10 mM Trizma® hidrokloriir ve 5 mM EDTA (pH:
8.00) igeren hipotonik soliisyon ile calkalamali inkiibatore birakilmistir. Yikama
asamasindan sonra, kalp dokular1 50 mM Trizma® hidrokloriir, 5 mM EDTA (pH:
8.00), %1 SDS igeren bir deterjan soliisyonuna 72 saat siireyle (ikinci agsama) oda
sicakliginda daldirilmistir. Kalp dokulart daha sonra deterjanin uzaklastirilmasini
saglamak igin tekrar ultra saf su ile yikanmistir. Kalp dokular1 37 °C'de 50 mM
Trizma® hidrokloriir igeren soliisyon ile 24 saat (li¢lincii asama) muamele edilmistir.
Daha sonra kalp dokular1 5 saat (dordiincii asama) i¢in oda sicakliginda %4 etanol ve
%0,1 perasetik asit karigimi kullanilarak dekontamine edilmistir. Fazla reaktifleri

tamamen ¢ikarmak i¢in yikama adimlar tekrar edilmistir.

Doku biiyiikliigiiniin hiicresizlestirme ¢alismasina etkisini incelemek amaciyla, kalp
dokulart 1 cm?® olacak sekilde kesildikten sonra hiicresizlestirme protokolii tekrar
edilmistir. Bu asamalardan sonra, hiicresizlestirilmis kalp dokular1 gece boyunca -86

°C'de dondurulmustur, daha sonra 24 saat liyofilize edilmistir.

4.2.3.1 Hiicresizlestirilmis sigir miyokardiyal dokularin nétralizasyonu ve
jellestirilmesi

Hiicresizlestirilen miyokardiyal dokular pepsin sindirim protokoliine gore sindirilmistir.
Bu protokole gore pepsin (600-1200 U/mg) igeren 0.01 M HCI ¢ozeltisi igerisinde 10
mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde hiicresizlestirilmis miyokardiyal dokular

¢Oziindiiriilmiis ve manyetik karistiricida islenmistir.
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Pepsin ile enzimatik sindirim 72 saat boyunca oda sicakliginda, bulanik ve homojen
¢ozelti elde edilene kadar siirdiiriilmiistiir. Daha sonra 0,1 N NaOH [1/10 (v/v)
oraninda] ve 10x PBS [1/9 (v/v) oraninda] jellestirme islemini tamamlamak amaciyla
cOzeltiye eklenmistir. Hazirlanan ¢6zelti cam siselere alinarak 1 saat 37 °C'de inkiibe

edildikten sonra jellestirilmistir.

4.2.4 Karakterizasyon ¢alismalari

4.2.4.1 Hiicresizlestirilmis miyokardiyal dokularin DNA icerik analizi

Hiicresizlestirme oncesi ve sonrasi miyokard dokularindaki DNA miktarini belirlemek
amactyla DNA igerik analizi yapilmistir. Kisaca, 5 mg olacak sekilde liyofilize edilen
ornekler 180 puL pargalama soliisyonu ve 20 uL Proteinaz K soliisyonu ile muamele
edildikten sonra vortekslenerek iyice karistirllmistir. Doku Ornekleri, ¢alkalayici bir su
banyosu kullanilarak tamamen parcalanana kadar 56 °C'de inkiibe edilmistir. DNA
kantifikasyon kitinin talimati izlenmistir. DNA igerigi Thermo-Scientific Multiscan GO
pudrop plaka okuyucu kullanilarak oSlgiilmiistiir ve DNA miktarindaki yiizde azalma

belirlenmistir.

4.2.4.2 Glikozaminoglikan (GAG) i¢erik analizi

Hiicresizlestirme Oncesi ve sonrasi miyokard dokularindaki glikozaminoglikan (GAG)
miktarlar1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Orneklerin liyofilizasyonundan
sonra, parcalama adimi DNA igerik analizinde tarif edildigi gibi 180 uL sindirim
soliisyonu ve 20 uL proteinaz K ile 56 °C'de 1 saat ¢alkalayici su banyosu kullanilarak
gerceklestirilmistir. 40 ml olacak sekilde 6rnekler 96 kuyucuklu kiiltiir kabina alinarak,
her bir kuyucuga 200 ml 1,9-dimetil metilen mavisi (DMMB) soliisyonu ilave edilmis

ve ardindan 525 nm'de absorbans dl¢liimii gergeklestirilmistir.
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4.2.4.3 BCA Analizi ile protein iceriginin belirlenmesi

BCA protein analiz yonteminin prensibi, bakir siilfatin BCA soliisyonuna eklenmesi ile
olusan kompleksin yesil renk vermesi esasina dayanmaktadir. Bu soliisyonun protein
ornekleri ile etkilesmesi ile BCA, proteinlerden elektron alir. Cu®* iyonlarim Cu*
iyonlarima indirger ve bakir katyonlarina baglanir. Bunun sonucu olarak olusan
kompleksin rengi mor renge doniigiir. Mor renk 562 nm’de spektrofotometrik olarak

Olciilmektedir.

Dogal ve hiicresizlestirilmis dokularin toplam protein konsantrasyonlari, ticari bir Kit
olan ‘Thermo Scientific BCA analiz Kiti’ ile iretici firmanin Onerdigi sekilde
belirlenmistir. Standart olarak sigir serum alblimin (BSA) kullanilmistir. Kisaca, 25 pL.
standart BSA ve 25 pL diliie edilmis numunelere 200 pL BCA c¢aligsma reaktifi ilave
edildikten sonra karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra optik yogunluk
Olgtimleri 562 nm'de mikro plaka okuyucu kullanilarak elde edilmistir. Standart protein
cozeltilerinden elde edilen absorbans degerleri yardimiyla standart grafik hazirlanarak,

grafikten orneklere ait protein konsantrasyonlari belirlenmistir.

4.2.4.4 Reoloji

dECM hidrojeli i¢in hidrojellesmeyi dogrulamak amaciyla, reolojik karakterizasyon
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in bir reometre cihazi (MCR 301, Physica, Almanya)
kullanilmigtir. Hidrojelin lineer viskoelastik bolgesi (LVR), %0.01-100 gerinim
araliginda ve 1 Hz frekansta salinimli gerinim taramasi ile elde edilmistir. dECM’nin
gercek zamanli hidrojelasyon kabiliyetini izlemek i¢in, 3s araliklarla 30 dk boyunca 37
°Cde zaman taramasi (1 Hz) gerceklestirilmistir. G’ (elastik modiil) ve G** (viskoz

modiil) degerleri zamana bagli olarak kaydedilmistir.
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4.2.5 Histoloji ¢alismalar:

Hiicresizlestirilmis sigir miyokardiyal ECM iskelelerinin ve kontrol (hiicresizlestirme

islemi uygulanmamis) dokular histolojik boyama yapilarak incelenmistir.

Histolojik boyama, dokularin morfolojilerini anlamaya yardimci olmak amaciyla
histolojik lekeler kullanilarak boyama yapilarak 6rnek dokularin hazirlanmasinda
gerceklestirilen bir dizi teknik islemdir. Bu islemde boyama, dokunun &nemli
ozelliklerini vurgulamak ve doku kontrastini artirmak i¢in kullanilir. Hematoksilen, bu
amagcla yaygin olarak kullanilan ve ¢ekirdegi mavimsi bir renge boyayan, eozin ise
hiicrenin sitoplazmasint pembemsi bir renge boyayan temel bir boyadir. Masson
Trikrom ise, bag dokusu liflerinin, kollajen fibrillerinin ve hiicre ¢ekirdeklerinin
goriintiilenmesi i¢in kullanilan histolojik bir boyadir. Kas lifleri kirmizi, g¢ekirdek

kahverengi/siyah ve kollajen fibriller mavi tonlar1 ile boyanirlar.

Histolojik ¢aligma i¢in doku iskeleleri fiksasyon amaciyla %10’luk formalin i¢erisinde
24 saat 4 C’de bekletilmistir. Dokulardan kesit alinarak tekrar %10’luk formalin
¢Ozeltisinde 24 saat 4 C’de bekletilmistir. Dokular formalin ¢ozeltisinden alinarak 24
saat boyunca suda bekletilmistir. Daha sonra dokular sirasiyla asagidaki ¢ozeltilerde

belirtilen siirelerde bekletilmistir.

15 dk su

15 dk su

30 dk %80 etil alkol
30 dk %90 etil alkol
30 dk %96 etil alkol
15 dk %100 etil alkol
15 dk %2100 etil alkol
30 dk 2Alkol 1Ksilol

. 15.dk 1Alkol 2Ksilol
10. 15 dk ksilol

11. 15 dk 2Ksilol 1Parafin
12. 30 dk 1Ksilol 2Parafin

©oOoNo Ok wDdE
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Daha sonra dokular kasetlere alinarak 24 saat (58 C’de) parafin igerisinde bekletilmistir.
Parafinde bekleyen dokular inkiibatdrden alinarak iizerlerine beyaz kasetler koyularak
ve iizerlerini tam kaplayacak sekilde parafin ilave edilmistir. Orneklerden 5 pm Kesit

alinmustir.

4.2.5.1 Hematoksilen ve eozin boyamasi

Biitlin lamlardaki fazla parafinin erimesi i¢in bir gece etiivde bekletilmistir (65 C). Daha
sonra dokular sirasiyla asagidaki ¢cozeltilerde ve belirtilen siirelerde bekletilmistir.
1. 15dk 65 C ksilol
15 dk oda sicakliginda ksilol
7 dk %96 etil alkol
7 dk %90 etil alkol
7 dk %80 etil alkol
7 dk %70 etil alkol
10 dk distile su
30 dk hematoksilen
1 dk eozin
. 5 dk %80 etil alkol
. 5 dk %90 etil alkol
. 5 dk %96 etil alkol

© ©° N o g bk~ DN
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. Yeterki kadar entellan (Mounting Medium) ile lamlar kapatilmistir.

4.2.5.2 Masson-trikrom boyamasi

A ve B soliisyonlarinda esit miktarda karistirilip lamdaki doku 6rnekleri karisimda 10

dk bekletilmistir.

Ornekler hizlica distile sudan gegirilmistir.
C soliisyonunda 4 dk bekletilmistr.

Distile sudan gecirilmistir.

D soliisyonunda 15 dk bekletilmistir.

A
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Distile sudan gecirilmistir.

E soliisyonunda 5 dk bekletilmistir.

Ornekler yikanmadan F soliisyonunda 7-8 dk bekletilmistir.

Distile sudan gecirilmistir.

Sirayla%96 ve %99,9 etil alkolden gegirilmistir.

10 Sirayla Xyleneden 2 kere 2’ser dakika gegirilmistir.

11. Yeterki kadar entellan (Mounting Medium) ile lamlar kapatilmistir.

© oo NGO

Hematoksilen& Eozin ve Masson-Trikrom boyamalarindan sonra entellan ile kaplanan
lamlar 1 gece boyunca etiivde bekletilmistir. Lamlardaki 6rnekler 151k mikroskobu ile

incelenmistir.

4.2.6 Hiicre Kiiltiirii cahhsmalari

Insan kardiyomiyosit hiicreleri (HCM), 37 °C sicaklikta hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmiis
ve hiicre siispansiyonu pipet yardimiyla 15 ml’lik tiiplere alinarak 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti ¢oktiiriildiikten sonra siipernatan pipet yardimiyla
uzaklastirilmistir. Daha sonra pellet tizerine 4 ml %10 (v/v) fetal sigir serumu (FBS) ve
%1 (v/v) Antibiyotik-Antimikotik igeren DMEM (yiiksek glikoz) eklenmis ve 3 adet 75
cm?2’lik kiiltiir kaplarinda 37 C’de, %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiir edilmislerdir.

Kiiltiir ortami her {i¢ giinde bir degistirilmistir ve hiicreler haftada bir pasajlanmistr.
Hiicrelerin dondurularak saklanmasi isleminde ise %10 (v/v) DMSO ve %90 serum
iceren DMEM (yliksek glikoz) kullamilmistir. %80 bolluga ulasan hiicreler
tripsinizasyon islemi ile pasajlanmistir. Bu asama i¢in, vasat kiiltiir kaplarindan 10
ml’lik pipet yardimiyla uzaklagtirlmistir ve 10 ml Dulbecco fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (DPBS) ile 3 defa yikanmistir. Daha sonra 1 ml %0,05 tripsin/ EDTA igeren
cozelti ile 4-5 dakika 37 °C’de, %5 CO; igeren inkiibator igerisinde bekletilmistir.
Hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinden ayrilmaya basladiginda kiiltiir kabina hafif¢e vurularak
hiicrelerin tamamen kiiltiir kabindan ayrilmasi saglanmaistir.

Kiltiir kab1 ylizeyinden ayrilan hiicrelere 4 ml vasat ilave edilmis, elde edilen
stispansiyon 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinmig ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij

edilmistir.
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4.2.7 PBAT nanofiber membranlarin dECM ile modifiye edilmesi

Elektro-egirme teknigi ile farkli konsantrasyonlarda elde edilen PBAT membranlar,
1ecm?® olacak sekilde kesilmistir ve 24 kuyucuklu kiiltir kaplarina alinmustir.
Membranlarin sterilizasyon islemi i¢in, kuyucuklara alinan PBAT membranlar 1 saat
boyunca %80 etil alkol ile muamele edilmistir. Daha sonra, etil akol kuyucuklardan
cekilerek, membranlar DPBS ile 5 kere yikanmistir. Bir siire laminer akis kabini
icerisinde membranlarin kurumasi beklenmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
dECM ¢ozeltileri bir sprey sisesi yardimiyla PBAT membranlarin {izerlerine 1 kere

spreylenmistir.

4.2.7.1 Modifiye edilen PBAT membranlarin SEM analizi

Belirlenen optimum PBAT membranlar {izerine spreylenen hiicre dis1 matris
konsantrasyonunun etkisinin gozlenmesi ve HCM’lerin modifiye membranlara
tutunmasi ve membran {izerindeki morfolojilerinin incelenmesi amaciyla SEM analizi

gerceklestirilmistir.

Bu amagla, PBAT membranlar 1 cm? olacak sekilde kesilerek, 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina her kuyucuga bir membran gelecek sekilde alinmistir, membran
sterilizasyonundan sonra ECM spreylenerek modifiye edilen membranlar kurutulduktan

sonra SEM analizi i¢in hazirlanmistir. Membranlarin morfolojileri incelenmistir.

4.2.8 Hiicrelerin modifiye edilmis PBAT membranlarin iizerine ekilmesi ve
membran optimizasyonu

Kiiltiir edilen HCM’ler %80 bolluga ulastiktan sonra, kiiltiir kaplarindaki vasat pipet
yardimiyla g¢ekilerek, hiicreler 10 mL DPBS ile yikanmustir. Kiiltiir kaplarima 1 mL
%0,05 Tripsin- EDTA ¢ozeltisi ilave edilmistir. Kiiltir kaplart 5 dk boyunca
inkiibatorde bekletilmistir. Hiicreleri kiiltiir kap yiizeyinden kaldirmak amaciyla kiiltiir
kaplarina 1-2 kez hafifce vurulmustur. Tripsini inhibe etmek igin, hiicrelerin yiizeyden

kalktig1 gozlendikten sonra kiiltiir kaplarina 4 mL besi yeri eklenmistir. Stispansiyon 15
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mL’lik tiipler igerisinde 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijden

sonra olusan pellete zarar vermeden siipernatan atilmistir.

Ilk olarak hiicre yapismasi ve ¢ogalmasi icin uygun PBAT membranlarin segilmesi
amaciyla PBAT optimizasyonu yapilmigtir. Bunun igin, %5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT
membranlar 1 cm? olacak sekilde kesilerek, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucuga
bir membran gelecek sekilde alinmistir. HCM’ler membranlar iizerine 35.000
hiicre/membran olacak sekilde ekilmistir. Ug giinde bir kere taze hazirlanan besiyerleri

ile besiyeri degisimi yapilmistir.

MTS analizi, canli-6li hiicre boyamasi ve immiinfloresan boyama ile optimum PBAT
membran konsantrasyonu belirlendikten sonra, belirlenen konsantrasyondaki PBAT
membran iizerine iki farkli konsantrasyonda ECM spreylenmistir. MTS analizi, canli
ol hiicre boyama ve immiinfloresan boyamalar ECM spreylenen PBAT membranlar

icin de gerceklestirilmistir.

4.2.8.1 Hiicrelerin cogalma kapasitelerinin belirlenmesi (M TS analizi)

Insan kardiyomiyosit hiicrelerinin canliligi ve gogalma kapasitesi tespiti igin MTS 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil )-2H-tetrazolyum)

kullanilmistir. MTS testi, bir kalorimetrik test olup, tetrazolyum bilesiginin canl
hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi ile indirgenmesi ve renkli bir formazan bilesigine

doniistiiriilmesi prensibine dayanir.

Bu sebeple, PBAT membranlar 1 cm? olacak sekilde kesilerek, 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina her kuyucuga bir membran gelecek sekilde alinmistir ve ECM spreylenerek
modifiye edilen membranlara ve ECM spreylenmemis membranlara HCM’ler 35.000
hiicre/membran olacak sekilde ekilmistir. Hiicre kiiltliriiniin 2. ve 7. giiniinde
kuyucuklardan besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 uLL DPBS ve 20 uL MTS

cozeltisi ilave edilerek 37 °C’de ve %5 CO, ortami saglayan inkiibatérde 1 saat
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bekletilmistir. Daha sonra ¢dzelti kuyucuklardan alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina

alinmig ve 490 nm’de absorbans dl¢iimii alinmistir.

4.2.8.2 Canli/6lii hiicre boyama

Canli ve Oli hiicreleri belirlemek amaciyla boya olarak Kalsein-AM ve ethidium
homodimer-1 (Eth-1) kullanilmistir. Kalsein-AM, canli hiicrelerin membranlarindan
gecebilme Ozelligine sahip oldugundan, canli hiicrelerin tespit edilmesine imkan
saglamaktadir. Ethidium homodimer-1 ise canli hiicrelerin membranlarindan
gecemediginden dolayr 6lii hiicrelerin belirlenmesi amaciyla kullanilan bir boyadir.
Canli-6lu hiicre boyamas1 ECM spreylenmis ve spreylenmemis PBAT membranlar icin

gerceklestirilmistir.

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla, PBAT membranlar 1 cm? olacak sekilde
kesilerek, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucuga bir membran gelecek sekilde
almmistir, membran sterilizasyonundan sonra ECM spreylenerek modifiye edilen
membranlara ve ECM spreylenmemis membranlara HCM’ler 35.000 hiicre/membran
olacak sekilde ekilmistir. Hiicre ekiminin 2. ve 7. giinlerinde, canli-6lii hiicre boyama
testi yapilmistir. Bunun i¢in kuyucuklardan besiyeri gekilip atilmis ve ardindan tiim
numuneler canli ve 6li hiicrelerin varligini dogrulamak i¢in 150 uL (1:2) Ethidium
homodimer-1 ve Kalsein-AM karisim1 (DPBS igerisinde) ile boyanmustir. 5 dakika 37
°C’de inkiibasyondan sonra canli ve Oli hiicreler floresans mikroskobu altinda

incelenmistir.

4.2.8.3 immiinfloresan boyama

Hiicrelerin modifiye edilmemis ve dECM ile modifiye edilmis nanofiber PBAT
membranlarin iizerindeki yapigmasi, yayilmast ve morfolojik incelemeleri i¢in immiin
boyama yapilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile, aktin filamentleri ise Alexa Fluor 488
Phalloidin B-aktin antikoru ile boyanmis ve floresan mikroskop altinda inceleme

yapilmistir.
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Bu amagla, PBAT membranlar 1 cm?® olacak sekilde kesilerek, 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina her kuyucuga bir membran gelecek sekilde almmistir. Membran
sterilizasyonundan sonra ECM spreylenerek modifiye edilen membranlara ve ECM

spreylenmemis membranlara HCM’ler 35.000 hiicre/membran olacak sekilde ekilmistir.

Hiicre kiiltlir ¢alismasinin 2.giiniinde hiicrelere fiksasyon islemi yapilmistir. Bu islem
icin, kuyucuklardaki besiyeri cekilip atilarak DPBS ile 3 kere yikama yapilmistir.
Ardindan kuyucuklara 300 pL %4 paraformaldehit ¢ozeltisi eklenmistir. 15 dk 25 °C’de
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda paraformaldehit kuyucuklardan ¢ekilip atilmis ve
DPBS ile 3 kere yikama yapilarak fiksasyon islemi tamamlanmistir. Daha sonra her bir
kuyucuga 300 pL (%0,1) triton X 100 ¢ozeltisi eklenerek 15 dk 25 °C’de bekletilmistir.
Triton x-100 ¢ozeltisi ¢ekilip atilmis ve DPBS ile 3 kere yikama yapilmistir. DPBS
uzaklastirildiktan sonra, taze olarak hazirlanan (%0.1) BSA c¢ozeltisi 300 pL olacak
sekilde kuyucuklara eklendikten sonra 1 saat 25 °C’de inkiibasyon yapilmistir. Siirenin
sonunda BSA ¢ekilip atilmis ve DPBS ile yikama iglemi tekrar edilmistir. Malzemeleri
kaplayacak kadar primer antikor ilavesi her kuyucuga yapildiktan sonra 1 giin +4 °C’de
bekletilmistir. Ertesi giin primer antikor ¢ozeltileri ¢ekilip atildiktan sonra DPBS ile 3
kere yikama yapilmistir. Sekonder antikor ilavesi yapilip 45 dk 25 °C’de ve karanlik
ortamda inkiibasyon yapilmistir. Siirenin sonunda DPBS ile yikama islemi 3 kere
yapilarak her kuyucuga DAPI boya cozeltisi eklenmis ve floresan mikroskop altinda

goriintiileme yapilmistir.
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5. BULGULAR

Kardiyak doku miihendisligi i¢in ideal iskele malzemesini elde etmek amaciyla, elektro-
egirme yontemiyle PBAT nanofiber yapidaki membranlar iiretilmis ve miyokardiyal
hiicre dis1 matris ile modifiye edilmesinden sonra yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin

sonucunda asagidaki bulgular elde edilmistir.

5.1 Karakterizasyon Calismalari

5.1.1 PBAT pelletlerinin NMR analizi

PBAT polimerinin yapisinin anlagilmasi amaciyla 'H-NMR analizi gerceklestirilmistir.

METU CENTRAL LABORATORY
31790-02-FBAT 1H NMR
T T T T T T T T T T T T T T
3 2 1 (v] pPpRm
) |

T
14 13 12 11 10 9 ] 7 -] S5
|

Sekil 5.1 PBAT *H-NMR analizi
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PBATNin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda, 8 ppm'de (H,4) gériinen aromatik
protonlarin sinyali, polimer zincirindeki fenilen yapisin1 gostermektedir. PBAT nin
yapisindaki biitilen adipat tinitesinin CH; proton gruplarinin sinyalleri 4.15, 4.09 ve

2.34 ppm’de goriilmektedir.

5.1.2 PBAT nanofiber membranlarin hazirlanmasi ve SEM analizi

Membran optimizasyon i¢in, voltaj 20-24 kV, akis hiz1 3-5 ml/h, rotasyon 1100-1300
rpm araliklarinda denemeler yapilmistir. En uygun parametreler Tablo 2’de verilmistir.
21 kV voltaj, saatte 4 ml akis hizi, 1100 rpm rotasyon ve siringa-toplayici arasindaki
mesafe 124 mm olarak belirlenmistir. Bu parametreler haricinde uygulama yapildiginda
igne ucu tikanmasi ve 1slaklik gozlenmistir. Hazirlanan biitiin PBAT ¢ozeltilerinden

ayn1 parametreler kullanilarak sorunsuz nanofiber membranlar elde edilmistir.

Cizelge 5. 1 Elektro-egirme isleminde kullanilan parametreler

Elektro egirme parametreleri

Voltaj 21 kV Cozelti hacmi 5ml

AKis hiz 4 ml/h St e

Arasindaki mesafe L2 il

Rotasyon 1100 rpm

%5, %7,5 ve %10 (w/w) olarak tli¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan elektrospun
nanofiber membranlarin morfolojilerinini incelemek ve fiber caplarimi karsilagtirmak
amactyla taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi yapilmistir. Goriintiiler 21 kV
voltaj degerinde, 124 mm toplayict mesafesinde, 1100 rpm’de ve saatte 4 ml akis hizi

parametrelerinden elde edilmistir.
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%5 (w/w)
PBAT

%7.5 (w/w)
PBAT

%10 (w/w)
PBAT

Sekil 5.2 %S5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlarin SEM goriintiileri

Yapilan analiz sonucu elde edilen SEM goriintiileri Sekil 5.2°de verilmistir. %10 (w/w)
PBAT membranda boncuk olusumu gozlenmezken, %5 ve %7,5 (w/w) PBAT
membranlarda gdzlenmistir. Doku miihendisliginde kullanilmak iizere hazirlanan
elektrospun PBAT nanofiberlerin, temas yiizeyi, mezoporozite, hiicre yapismasi,

adhezyon, protein tanima ve dolayisiyla kalp dokusu rejenerasyonu i¢in uygun olmasini
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saglamak amaciyla boncuksuz ve kalin olmamasi amaglanmistir. %5, %7,5 ve %10
(w/w) PBAT membranlarin ortalama fiber ¢aplart sirasiyla 244.3 nm, 615.7 nm ve 4.4
um olarak Olgiilmiistiir. PBAT konsantrasyonu arttik¢a, fiber caplarinda kalinlagma
oldugu goriilmektedir. %5 (w/w) PBAT membranda boncuk olusumu diger
konsantrasyonlardaki membranlara gore daha fazla gorilmiistiir. 5%, %7,5 ve %10
(w/w) olarak ti¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen elektrospun
nanofiber membranlarin fiber ¢aplari incelendiginde, doku miihendisliginde kullanimi
icin en uygun morfolojide olanin %5 ve %7,5 (w/w) PBAT nanofiber membranlar

oldugu sonucuna varilmistir.

5.1.3 In vitro degradasyon ¢alismasi

Sekil 5.3 Enzimatik degradasyon uygulanan a) %5, b) %7,5, ¢) %10 (w/w) PBAT
membranlarin 3. hafta SEM goriintiileri (12000x)
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Sekil 5.4 Enzimatik degradasyon uygulanan %7,5 (w/w) PBAT membranlarin a) 1.
hafta b) 3. hafta c) 5. hafta SEM goriintiileri (12000x)

Cogu alifatik polyesterin aksine, poli (etilen tereftalat) veya poli (biitilen tereftalat) gibi
aromatik polyesterler milkemmel malzeme ozellikleri saglamaktadir ve ticari olarak
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Biyolojik olarak pargalanabilirligi ve iyi mekanik
ozellikleri birlestirmek amaciyla alifatik ve aromatik monomerler iceren PBAT gibi ko-
polyesterler 6zellikle doku miihendisligi ¢aligmalart i¢in uygun bir kombinasyondur

(Miiller vd. 2001).

%5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlarin in vitro degradasyon calismasinin 3.
hafta SEM goriintiileri Sekil 5.3’de verilmistir. Lipaz enziminin alifatik polyesterlerin
ester bagini pargaladigi iyi bilinmektedir. Enzimatik bozunma, kat1 substratin yilizeyinde
ilerler, ¢iink{i enzimler kat1 substratin polimer sistemlerine niifuz edemezler (Mochizuki

vd. 1997, Marten vd.2005) Bu nedenle, lipaz enzimi ile gergeklestirilen PBAT
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membranlarin in vitro degradasyon c¢aligsmasinda, Sekil 5.4°da goriildiigii tizere 3. ve 5.
haftada fiberler iizerinde fazla belirgin olmamakla birlikte piiriiz seklinde yapisal
bozunmalar oldugu gozlenmistir. Fiber yiizeylerindeki parcaciklar lipaz enzimine ait

kristallerdir.

5.2 Hiicresizlestirilmis SiZir Miyokardiyal Matris Uretimi (dECM) Ve
Karakterizasyonu

Sekil 5.5 Kalp dokusundan miyokard bdlgesinin ayrilmasi

Dogal kalp dokusu

Hiicresizlegtirilmig
kalp dokusu

Sekil 5.6 Farkli boyutlarda kesilen sigir kalp dokularinin SDS ile gerceklestirilen
hiicresizlestirme islemi sonrasindaki goriintiileri
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Kalp dokusundan miyokard bolgesinin ayrilmast Sekil 5.5°de, farkli boyutlarda
kesildikten sonra hiicresizlestirme islemi uygulanan kalp dokulari ise Sekil 5.6’da
verilmistir. Kalp dokulan kii¢iik parcalara ayrilarak hiicresizlestirme islemi
uygulandiginda, yiizey alanmi kiiclildiigiinden SDS dokulara fazlaca niifuz etmistir.
Hiicresizlestirme isleminden sonra pepsin ile sindirilen dokulara jellestirme protokolii
uygulanmistir. Sindirilen dokularda jellesme ¢ok az miktarda olmustur. ECM’in
jellestirilememesi SDS’in yikama islemlerinde dokulardan tamamen
uzaklastirilamamasina, hiicresel materyalin tam olarak uzaklagtirllamamasina veya
kiigiik pargalara ayirarak SDS uygulamasinin ECM’nin yapisint bozmus olabilecegine

baglanabilir.

Matriks yapisinda bulunan proteinler, biiylime faktorii ve hiicre ylizey reseptorleri ile
etkilesime gectikleri i¢cin, ECM yapisinin bozulmadan, bir biitiin halinde korunmasi,
hiicre i¢in gerekli yapisal ve fonksiyonel molekiilleri bulundurmasi hiicre ¢aligsmalari
icin olduk¢a 6nemlidir. Higuchi ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, ECMin
hiicre farklilagmasindaki rolii bilinmesine ragmen, dokuya 6zgii ECM bilesenlerinin ve
ECM’nin 3 boyutlu yapismmin korunmasinin hiicre farkilagmasin1  yonettigini
gostermislerdir. Bu calismada kok hiicrelerin kardiyomiyosite farklilasmasi amaciyla,
proteomik yaklagim kullanilarak kalp ve karaciger ECM’leri arasinda ECM
proteinlerinin protein profillerini karsilastirilmistir ve ECM bilesiminin bu iki doku
arasinda biyik olgiide farkli oldugu bulunmustur. Bulgulara gore kalp ECM'si,
kardiyomiyosit farklilasmasina yardimci olabilecek kolajen V disinda bir¢ok protein

bilesenini igermektedir.

Son c¢alismalarda, ECM bilesenlerindeki farkliliklarin, her bir integrin ailesi
reseptorliniin aktivasyonu yoluyla hiicreler arasi dinamikler iizerinde farkli etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Yapilan calismalarda simdiye kadar 24 c¢esit integrin rapor
edilmis ve bu integrin aileleri ile ECM molekiilleri arasindaki secici baglanma ortaya

cikarilmistir (Hynes, R.O 2002).
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Ornegin, integrin dért formunun, albl, a2bl, al0b1 vel 1bl'in kolajene baglandigs, oysa
albl, a2bl velObl integrin reseptdrlerinin laminin'e baglandig1 bilinmektedir. ECM
bilesenleri de énemli olabilir. Bu ¢alismada kalp ECM'sinde bulunan ana bilesenlerin
karaciger ECM'sinde de mevcut oldugu bulunmustur ve bu nedenle, bilesenler dnemli
Olciide farklilik gostermese de, kardiyomiyosit farklilagmasini tesvik eden belirli bir
ECM protein orani olabilecegi gosterilmistir. Calismadaki verilere gore kalp ve
karaciger ECM'si farkli elastisite sergilemektedir ve uygun dokunun ECM molekiilleri,
gozenek boyutu ve esnekligi ile kardiyomiyositlere farklilasmayr destekledigi
diistiniilmektedir. Bu calismalardaki sonuglara dayanarak, kalp ECM’sinin yapisini
bozmadan, doku boyutu ayarlanarak hiicresizlestirme yapilmasi oldukg¢a Onem

tagimaktadir.

Trizma HCI Trizma HCI %0,1
& : EDTA MgCl W perasetik
T %1 SDS el asit
pECEN pH 8.00 31°C " %4 etanol
— — —
@ 72sa 2452 ' Jsa ’

Sekil 5.7 Kalp dokularinin hiicresizlestirme asamalari

Sigir kalp dokularinin hiicresizlestirme asamalar1 Sekil 5.7°de verilmistir. Kalp dokular1
1 cm® olacak sekilde parcalara ayrilmis ve hiicresizlestirme protokolii uygulanmistir.
Trizma HCl ve EDTA ile 48 saat boyunca manyetik karistiricida birakildiktan sonra
kalp dokular1 SDS ile hiicresizlestirmeye devam edilmistir. Sekil 5.7’de goriildigii gibi,
SDS ile hiicresizlestirme yapilan kalp dokular1 basari ile hiicrelerinden armndirilmistir.
Bunun sebebi, SDS gibi iyonik deterjanlarin dokunun istenmeyen dogal bilesenlerini
basariyla ¢ikarabilmesidir. Fakat SDS dokunun yapisal proteinlerine zarar
verebilmektedir. Yapisal proteinlere ve bilesenlere zarar verilmesi, hiicrelerin daha 6nce
oldugu gibi dokuya yerlesmesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda mekanik
ozelliklerinin tam olarak korunmasini da engeller. Bu sonug, 6zellikle ince dokularda ve

hiicre tabakalarinda yaygin olarak goriilmektedir.
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Ayrica, SDS sitotoksik 0Ozellik gosterdiginden dolay1; SDS ile hiicresizlestirme
isleminden sonra dokunun iyice yikanmasi gerekmektedir (O. Sayed ve ark. 2014).
Deterjanla muamele edilmis dokularin ¢ogu tipik olarak fosfat tamponlu salin (PBS)
gibi ¢ozeltilerle yikanmalidir, ancak iyonik yapist nedeniyle SDS'nin ¢ikarilmasi Triton-
X-100’den daha zordur. Hiicresizlestirme asamasindan sonra gereken kapsamli yikama

islemi, hiicresizlestirme ajani olarak SDS'nin bir bagka dezavantajidir.

Triton X100 ise iyonik olmadigi i¢in SDS'e gore daha az serttir ve nihayetinde dokunun
yapisal biitiinliigiine daha az zarar vermektedir. Amonyum hidroksit ile birlikte
kullanildiginda, tim DNA'y1 tamamen uzaklastirir ve SDS kullanimina kiyasla daha
fazla miktarda kolajen I muhafaza etmektedir. Ek olarak, hiicresizlestirme siirecinden
sonra dokunun ince yapist ve mekanik 6zellikleri iyi korunabilmektedir (B. Mendoza-

Novelo ve ark 2011).

Sekil 5.8 dECM a) jellestirilmeden dnce b) jellestrildikten sonra
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5.2.1 DNA icerik analizi

Hiicresizlestirme islemi uygulanmis dokularda kalan DNA miktarinin belirlenmesi
amacityla DNA analizi gercgeklestirilmistir. Bunun i¢in Thermo Scientific Genelet
Genomic DNA Purification Kit kullanilmistir. DNA analizi i¢in, hiicresizlestirme islemi
uygulanmis ve uygulanmamis sigir kalp dokular1 dondurulduktan sonra liyofilize
edilmistir. Daha sonra GeneJet DNA saflagtirma kiti protokolii uygulanmistir. DNA

konsantrasyonu asagida verilen formiile gore hesaplanmistir.

DNA Konsantrasyonu (ng/ uL) = (Aze0- Az20) X 50

DNA analizi sonuglarina goére hiicresiz doku 40,86 ng/mg kuru agirlik olarak
bulunmustur. DNA analiz grafigine bakildiginda dogal doku ile hiicresizlestirilmis doku
arasinda istatiksel olarak anlamli fark gorilmistiir (p<0,01). Hiicresizlestirilmis 1 mg
kuru ECM’de bulunan dsDNA miktar1 50 ng’dan az olmalidir. DNA analizi sonucunda
bulunan degerin 50 ng’a yakin olmasinin sebebi hiicresizlestirme protokoliinde bulunan
DNaz ve RNaz enzimlerinin kullanilamamasina baglanabilir. Bu enzimlerin
hiicresizlestirme protokoliine katilmast ile birlikte DNA miktarindaki azalma

beklenildigi gibi olacaktir.

20 5

ok

16 o

12 4

DNA (ug/mL)

0
Dogal Doku Hiicresiz Doku

Sekil 5.9 Dogal doku ve hiicresizlestirilmis doku i¢cin DNA igerik analizi grafigi. n=3
(** p<0.01)



5.2.2 Glikozaminoglikan (GAG) igerik analizi

Hiicresizlestirme islemi uygulanmis ve uygulanmamis dokulardaki glikozaminoglikan
(GAG) miktarin1 belirlemek amaciyla GAG analizi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in
hiicresizlestirme iglemi uygulanmig ve uygulanmamis sigir kalp dokular
dondurulduktan sonra liyofilize edilmistir. GAG analiz protokolii uygulanmis, daha
sonra 525 nm’de absorbans olglimii alinmis ve % GAG kaybi hesaplanmistir. Analiz
sonuglarina gore dogal doku ve hiicresizlestirilmis doku arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0,01). Hiicresizlestirilmis dokuda GAG miktarinin

%631 korundugu belirlenmistir.

* %
1,24

1,0
0,8
0,6

0,4 1

pg GAG /mg kuru agirhk

0,2

0,0

Dogal Doku Hiicresiz Doku

Sekil 5.10 Dogal doku ve hiicresizlestirilmis doku i¢in GAG igerik analizi grafigi. n=3
(** p<0.01)

5.2.3 BCA (Bikinkoninik asit) total protein analizi

Hiicresizlestirilmis miyokardiyal ECM i¢in toplam protein konsantrasyonu,
bikinkoninik asit (BCA) analizi (Thermo Scientific) kullanilarak belirlenmistir. 200 pLL
BCA calisma reaktifi 25 pL standart (Sigir serum albiimini) ve 25 pL diliie edilmis
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numunelere ilave edildikten sonra karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
562 nm'de mikro plaka okuyucu kullanilarak optik yogunluk ol¢timleri elde edilmistir.
50, 100, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL BSA ile hazirlanmis standart protein
cozeltileri ile standart grafik olusturulmustur (Sekil 5.15). Standart grafikteki egri
denklemi ile 1:8 seyreltme ile hazirlanan hiicresizlestirilmis miyokardiyal ECM Ornegi

i¢in total protein konsantrasyonu 0,996 mg olarak belirlenmistir.

y =0,0009x + 0,2069
R?=0,9626

2,5

Absorbans 562 nm

0 500 1000 1500 2000 2500
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.11 dECM i¢in protein konsantrasyonunu belirlemede kullanilan standart grafik

5.2.4 Histolojik boyama

1 cm® seklinde kesilen ve hiicresizlestirme islemi uygulanan ve uygulanmayan si1gir kalp
dokularmin  Masson-Trikrom boyama goriintiilleri  Sekil 5.12°de  verilmistir.
Hiicresizlestirme islemi uygulanmis doku ECM’sinde kollajen fibrillerin mavi renge
boyandig1 sekilde goriilmektedir. Islem uygulanmayan dokuda ise kas lifleri koyu
kirmizi/mor renge ve kollajen lifleri yine mavi renge boyanmistir. Kollajen liflerinin

korunan yapis1t ECM’in yeterli diizeyde korundugu ile iliskilidir.
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Hiicresiz Doku

Sekil 5.12 islem gérmemis kalp dokusu ile hiicresizlestirme islemi uygulanmis dokunun
Masson Trikrom boyamalari

Dogal Doku

resiz Doku

o

iR

Sekil 5.13 islem gérmemis kalp dokusu ile hiicresizlestirme islemi uygulanmis dokunun
Hematoksilen&Eozin boyamalari

1 cm® seklinde kesilen ve hiicresizlestirme islemi uygulanan ve uygulanmayan sigir kalp
dokularinin Hematoksilen&Eozin boyamalar1 Sekil 5.13’de gdsterilmistir. Goriintiiler

incelendiginde, islem gérmemis kalp dokusundaki ¢ekirdeklerin hematoksilen ile mavi
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renkte boyandig1 ve sitoplazmanin eozin ile pembe renkte boyandigi goriilmektedir.
Hiicresizlestirme islemi uygulanan kalp dokusunda ise, ¢ekirdeklerin SDS ile
uzaklastirildigi, ECM yap1 biitiinliigiiniin yeterli oranda korundugu ve hiicresizlestirme

isleminin basarili oldugu goriilmektedir.

100 pm, | - 100 pm

—_ e —_—

=1

Sekil 5.14 Farkli boyutlarda kesildikten sonra hiicresizlestirme islemi uygulanan
dokularin Hematoksilen&Eozin boyama goriintiileri a) Dogal doku b) 1cm3

olarak kesilen hiicresiz kalp doku c¢) Kiigiik pargalara ayrilan hiicresiz kalp
doku

SDS ile farkli boyutlarda kesilerek hiicresizlestirme islemi uygulanan sigir miyokardiyal
dokularin Hematoksilen & Eozin boyamas: Sekil 5.14°de gosterilmistir. Goriintiiler
incelendiginde, kalp dokular1 kiiclik parcalara ayrilarak hiicresizlestirme islemi
uygulandiginda, hiicresel materyalin tam olarak uzaklastirilamadi8i, hiicresizlestirme

isleminin bagarili olmadig goriilmektedir.

5.2.5 Reoloji

Reoloji, belli kosullar altinda kati ya da jel malzemelerin elastikligi ve sivi
malzemelerin akiskanligi cinsinden, onun akis ve deformasyona karsi davranisini
inceleyen bilim dalidir. Jellesme protokolii uygulanan hiicresizlestirilmis miyokardiyal
ECM i¢in 30 dk boyunca 37 °Cde reolojik karakterizasyon yapilarak, viskoz modiil
(G”’) ve elastik modil (G’) degisimleri gozlenmistir. Hidrojellerin reolojik
analizlerinden beklenen elastik modiiliin, viskoz modiiliinden yiiksek olmasidir. %0.01-
100 gerinim araliginda ve 1 Hz frekansta salinimli gerinim taramasi ile elde edilen

sonuglar dogrultusunda, Sekil 5.15’da goriildiigii iizere, beklenildigi gibi G’ degeri, G’
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degerinden yiiksektir. Bu durum reoloji analizi yapilan 6rnegin hidrojel karakterde ve

elastik yapida oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.15 dECM hidrojelinin frekans taramasi

5.2.6 PBAT nanofiber membranlarin dECM ile modifiye edilmesi

2,5/mL mg ve 5 mg/mL miyokardiyal hiicre dis1 matris ile modifiye edilen %7,5 (w/w)
PBAT membranlarin SEM goriintiileri Sekil 5.15°de verilmistir. %7,5 (w/w) PBAT
membranlar %80 etil alkol ile laminer kabin igerisinde steril edilmistir. Daha sonra 2,5
mg/mL ve 5 mg/mL olacak sekilde dECM hazirlandiktan sonra membranlarin {izerine
spreylenmistir. dECM ile spreylenen membranlar 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe
edilerek termal baglama gergeklestirilmektedir. dECM spreylenen membranlarin
morfolojilerini incelemek amaciya SEM goriintiileri alinmistir. Membranin 5 mg/mL
miyokardiyal hiicre dis1 matris ile modifiye edildiginde PBAT fiberlerini kapatmadigi,
2,5 mg/mL miyokardiyal hiicre disi matris ile modifiye edilen membrana gore
kaplamanin ¢ok daha basarili oldugu goriilmektedir. 5 mg/mL miyokardiyal hiicre dis1
matris ile modifiye edilen PBAT membranlarin SEM goriintiileri MTS sonuglarini
desteklemektedir. Bu sebeple hiicre kiiltiirline Smg/mL hiicre dis1 matris spreylenen

%7,5 (w/w) PBAT membranlar ile devam edilmistir.
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3000x 12000x

2,5 mg dCECM

5 mg dCECM

Sekil 5.16 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL miyokardiyal hiicre dis1 matris ile modifiye edilen
%7,5 (w/w) PBAT membranlarin SEM goriintiileri

5.2.7 Modifiye edilen PBAT membramn FTIR analizi

FTIR analizi, PBAT membranlarin ve dECM ile modifiye edilmis PBAT membranlarin
kimyasal yapisinin incelenmesi ve fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesi amaciyla

gerceklestirilmistir. Sekil 5.17°da PBAT membranlarin FTIR analizi verilmistir.
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Sekil 5.17 Hiicresizlestirilmis ECM ile modifiye edilen ve edilmeyen PBAT membranin FTIR analizi

Spektrum incelendiginde, karakteristik olarak 1712 cm™de PBAT’nin alifatik ve
aromatik grubunda bulunan C=0O gerilmesi, 2956 cm™de PBAT’nin aromatik
grubundaki C-H baginin piki goriilmektedir. Bu pikler PBAT’yi tanimlamak igin
gosterge pikleri olarak alinabilir. 716 cm™*de goriilen pik CH, grubunun piki olup, uzun
zincirli bilesiklerde belirgindir (Kilig vd.2019). 1392 cm™de CH; piki goriilmektedir.
1018, 1456 cm-1'deki absorpsiyon bantlari, fenil grubunun karakteristik grup
gerilmesini gdstermektedir. 1650 cm™ civarinda goriilen amid I piki dECM ile modifiye

edilen PBAT membranlardaki protein modifikasyonunu gostermektedir.

5.3 Hiicre Kiiltiir Calismalar:

Farkli konsantrasyonlarda iiretilen PBAT membranlar {izerine ekilen HCM’lerin
canliliklarini belirlemek i¢in canli/6lii hiicre boyamasi yapilmistir. ECM spreylenmemis
%5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlarin {izerine ekilen HCM’lerin 2.giin canli/6li

hiicre boyama goriintiileri Sekil 5.18°de verilmistir
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Kalsein

Etidyum
Homodimer-1

Sekil 5.18 ECM spreylenmemis %5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlarin 2.giin
canli/6li hiicre boyama goriintiileri

Goriintiiler incelendiginde, %7,5 (w/w) PBAT membran iizerinde hiicrelerin
canlhiliklarii %35 ve %10 (w/w) PBAT membranlarla karsilastirildiginda yiiksek oranda
devam ettirdikleri goriilmektedir. Olii hiicreler biitiin membranlar igin ¢ok az sayidadir.
HCM’lerin PBAT membranlardan olumsuz sekilde etkilenmemis olduklar1 sonucuna
vartlmistir. %7,5 (w/w) PBAT membranin fiber ¢aplari dolayistyla HCM hiicrelerinin

canlilig1 ve ¢ogalmasi lizerine olumlu etkilerinin oldugu goriilmektedir.

Sekil 5.19°de %5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlar {izerine ekimi yapilan
HCM’lerin 2. ve 7. giinlerde yapilan MTS analizi grafigi verilmistir. Sekilde goriildiigii
gibi, PBAT membranlar {izerine ekilen HCM’ler membranlardan higbir sekilde olumsuz
etkilenmemistir. %7,5 (w/w) PBAT membran iizerine ekilen HCM’lerin 7.giin
sonundaki metabolik aktiviteleri %5 ve %10 (w/w) PBAT membranlara gore en yiiksek
oldugu goriilmektedir. Canli/6lii hiicre boyamalar1 ve MTS analiz sonuglarina bakilarak,
hiicre kiiltiir ¢alismalarina %7,5 (w/w) PBAT membran ile devam edilmesine karar

verilmistir.
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Sekil 5.19 %5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlar iizerine ekimi yapilan
HCM’lerin 2. ve 7. glinlerde MTS yontemi ile belirlenen hiicre canlilik
oranlar1 (** p<0,05)

%7,5 (w/w) PBAT membran iizerine 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL olacak sekilde 2 farkli
konsantrasyonda miyokardiyal ECM spreylendikten sonra membranlar iizerine
HCM’lerin ekimi yapilmis ve hiicre kiiltiirlinlin 2. glinlinde canli/6lii hiicre boyama ve
MTS analizi yapilmistir. Canli/6lii hiicre boyama gortintiileri Sekil 5.20°da, MTS analizi

sonuglart Sekil 5.21°de verilmistir.

Analiz sonuglarina goére, 5 mg/mL olacak sckilde dECM spreylenen PBAT
membranlarin metabolik aktiviteleri, 2,5 mg/mL dECM spreylenen PBAT membranlara
gore ¢ok daha fazla oldugu Sekil 5.21°de goriilmektedir. MTS analizi sonuglar
canli/6lii hiicre boyama sonuglarini desteklemektedir. Optimum ECM konsantrasyonu 5

mg/mL dECM olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.20 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL dECM ile modifiye edilen %7,5 (w/w) PBAT
membran lizerinde HCM’lerin 2.giin canli/6lii hiicre boyama goriintiileri
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Sekil 5.21 %7,5 (w/w) PBAT membran iizerine farkli konsantrasyonlarda miyokardiyal
ECM spreylendikten sonra ekimi yapilan HCM’lerin 2.glinde MTS yontemi
ile belirlenen hiicre canlilik oranlar1 (** p<0,001)
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5 mg/mL dECM spreylenmis %5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlarin YAP /
DAPI immiinfloresan goriintiileri Sekil 5.21°de verilmistir. Yes ile iligkili protein (YAP
| Yes-associated protein), hiicre gogalmasi ve hiicre yenilenmesinde 6nemli olan Hippo
yolagindaki asag1 akis diizenleyici proteinlerden biridir. iskelet kas1 dahil olmak iizere
cesitli dokularda mekanik transdiiksiyonda 6nemli rol oynamaktadir (Dupont vd. 2011,
Wackerhage vd. 2014). Niikleer YAP aktivitesi, hiicre dongiisii kontroliinde yer alan
genlerin transkripsiyonunu kontrol eder, hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalmay1
saglar, apoptozu inhibe eder (Dong vd. 2007). Bdylece hiicre proliferasyonunu ve hiicre
O0limiinii dengelemektedir. YAP’in yanlis diizenlenmesi tiimoér olusumuna yol
acabilmektedir. YAP sitoplazmada inaktif formda bulunur ve aktive edildiginde yani
mekanik stres kosullarinda cekirdege girer ve transkripsiyon diizeyinde cevap olusturur.

Stres kosulu ortadan kalktiginda ise sitoplazmaya ¢ikmaktadir (Fischer vd. 2016).

Sekil 5.22 PBAT membranlar iizerinde HCM’lere ait YAP/DAPI boyamasi a) %5
PBAT b) %7,5 PBAT c) %10 PBAT

Sekil 5.22°deki goriintiiler incelendiginde, %5 (w/w) PBAT/dECM iizerine ekilen
HCM’lerde YAP’m sitoplazmada bulundugu, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT/dECM
tizerine ekilen HCM’lerde ise cekirdekte veya ¢ekirdege yakin konumda bulundugu
gozlenmistir. YAP 1n ¢ekirdege lokalize olmasi sert hiicre dis1 matris ya da sert doku
iskeleleri gibi yiiksek hiicre i¢i gerilime yol acan mekanik kosullar altinda oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 5.23 %5 (w/w) PBAT membran iizerinde HCM’lere ait -aktin/DAPI boyamasi a)
B-aktin boyamast b) DAPI boyamasi c¢) g¢akisik goriintii d)20x ¢akisik
goruntl

Sekil 5.24 24 %7,5 (w/w) PBAT membranlara ait B-aktin/DAPI boyamas1 a) -aktin
boyamasi b) DAPI boyamasi c) ¢akisik goriintii d)20x ¢akisik goriintii
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Sekil 5.25 %10 (w/w) PBAT membran iizerinde HCM’lere ait f-aktin/DAPI boyamast
a) B-aktin boyamasi b) DAPI boyamasi c) cakisik goriintii d)20x cakisik
gorunti

PBAT
membran

Kultar kabi

Sekil 5.26 %7,5 (w/w) PBAT membran ve kiiltiir kabi1 {lizerindeki HCM'lerin B-
aktin/DAPI boyamasi
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%5, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT/dECM membranlar tizerinde HCM’lerin aktin hiicre
iskeletleri ve hiicre ¢ekirdekleri immiinfloresan boyama teknigi kullanilarak floresan
mikroskop altinda incelenmistir. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile boyanarak isaretlenmistir.
PBAT membranlar tizerindeki HCM’lere ait B-aktin/DAPI boyamalar Sekil 5.23, Sekil
5.24 ve Sekil 5.25’de verilmistir. Goriintiilerde, aktin filamentlerin sitoplazma boyunca
uzanmast goriilmektedir. 5%, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlar {izerindeki
HCM’lerde morfolojik olarak farklilik gézlenmemistir. PBAT nanofiberlerin hiicrelerin
yayilmas1 ve morfolojilerini almalarindaki etkisinin biiyiik oldugu gézlenmistir. Sekil
5.26’de sar1 oklar aktin filamentlerin, PBAT membran tzerine ekilen HCM’lerde
demetler halinde sitoplazma boyunca uzanmasmi gostermektedir. Kiiltir kabi

tizerindeki HCM’lerde ise hiicre uzamasi goriilmemektedir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda dECM ile modifiye edilmis ve edilmemis nanofiber PBAT
membranlara insan kardiyak hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi incelenmistir. PBAT ve
doku miihendisligi iizerine yapilan ¢aligsmalar son yillarda artis gostermektedir. Yapilan
caligmalarin ¢ogu kemik doku miihendisligi iizerine olup, kardiyak doku miihendisligi
tizerine yapilmis bir ¢alisma mevcut degildir (Fukushima vd. 2013, Santana-Melo vd.
2017). PBAT’nin esnek, biyouyumlu ve biyobozunur bir polimer olmasi, doku
miihendisligi ¢aligmalarinda kullanim potansiyelinin yiliksek oldugunu gostermektedir.
Bu amagla, elektro-egirme siireci i¢in uygun bir alifatik-aromatik kopolyester olan
PBAT kullanilmistir (Miiller vd. 2001).

En uygun morfolojide PBAT nanofiberleri elde etmek amaciyla optimum parametreler
21 kV voltaj, saatte 4 ml akis hizi, 1100 rpm rotasyon ve siringa-toplayici arasindaki
mesafe 124 mm olarak belirlenmistir. Bu parametreler haricinde uygulama yapildiginda
igne ucu tikanmasi ve 1slaklik gozlenmistir. Elde edilen PBAT nanofiberlerin
karakterizasyonu i¢in SEM goriintiileri alinmistir. 5%, %7,5 ve %10 (w/w) olarak ii¢
farkli konsantrasyonda hazirlanan c¢ozeltilerden elde edilen elektrospun nanofiber
membranlarin fiber ¢aplari sirastyla 244.3 nm, 615.7 nm ve 4.4 pm olarak Sl¢iilmiistiir.
Membranlarda fazla boncuk olusumu goézlenmemekle birlikte, %5 (w/w) PBAT
membranda boncuk olusumu diger konsantrasyonlardaki membranlara gore daha fazla
goriilmiistiir. Fiber ¢aplar1 karsilagtirildiginda en uygun morfolojide olanin %5 ve %7,5

(w/w) PBAT nanofiber membranlar oldugu sonucuna varilmastir.

PBAT membranlar iizerine ekilen insan kardiyomiyositlerin canlilik orani i¢in canli- 6lii
hiicre canliligi ve hiicresel yasayabilirlik (MTS) analizi uygulanmistir. PBAT
membranlarin hiicre canliligr lizerinde herhangi bir olumsuz etkisi olmamistir. %7,5
(w/w) PBAT membranin fiber caplari dolayisiyla HCM hiicrelerinin canliligi ve

¢ogalmasi {izerine olumlu etkilerinin oldugu anlasilmistir (Sekil 5.18, Sekil 5.19).
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Sigir kalp dokularindan hiicresel materyalin uzaklastiritlmasi amaciyla hiicresizlestirme
islemi uygulanmistir. Miyokardiyal dokular ¢ok kiiglik pargalara kesildiginde ve bu
parcalara hiicresizlestirme islemi uygulandiginda, dokularin yiizey alan1 kiiciildiigiinden
SDS dokulara ¢ok fazla niifuz etmistir. Dolayisiyla SDS’i dokulardan yikama agamalari
ile uzaklastirmak yeterli olmamustir. Dokular istenilen diizeyde
hiicresizlestirilememistir. Bu durumu dnlemek amaciyla, sigir miyokardiyal dokular 1
cm® olacak sekilde kesilmis, daha sonra ayni protokol izlenerek SDS hiicresizlestirme
islemi uygulanmistir. H&E ve Masson’s Trikrom boyamasi ile hiicrelerinden
arindirilmis  sigir  miyokardiyal matrikslerin ECM  yapilart  incelenmistir  ve
karsilagtiritlmistir. Hiicresizlestirilmis dokularin H&E ve Masson’s Trikrom boyama
goriintiilerinde, SDS uygulamasinin ECM yapisina fazla zarar vermedigi ve hiicresel

materyalin uzaklastirildig1 goriilmektedir (Sekil 5.12, Sekil 5.13).

Hiicresiz dokunun DNA igerik analizi sonucu 40,86 ng/mg kuru agirlik, dogal dokunun
ise 530 ng/mg kuru agirlik olarak bulunmustur. DNA igeriginde %90’a varan bir azalma
meydana gelmistir. DNA igerik analizi sonucu Hematoksilen & Eozin ve Masson’s
Trikrom boyama sonuclarint dogrulamaktadir. Literatiirde bildirilen sonuclara gore,
optimal hiicresizlestirme i¢in dsSDNA miktart mg kuru agirlik bagina <50 ng olmalidir.
Bunun yani sira H&E / Masson’s Trikrom ile boyanmis doku bdliimlerinde goriiniir
niikleer materyal eksikligi DNA sonuglarini desteklemelidir. Bu bilgiler dogrultusunda,
elde edilen sonuglar literatiir sonuglartyla uyumludur (Pati vd. 2014). Hiicresizlestirme
islemi basar1 ile gerceklestirilmistir. Glikozaminoglikan analizi sonucu ile

hiicresizlestirilmis dokuda GAG miktarinin %63 ’iiniin korundugu belirlenmistir.

Hiicresizlestirilen miyokardiyal dokular pepsin ile sindirilip, ndtralizasyon
basamagindan sonra jellesme protokolii uygulanmistir. Jellestirilen dECM igin reolojik
karakterizasyon yapilarak (Sekil 5.15), viskoz modiil (G’’) ve elastik modil (G’)
degisimleri gézlenmistir. Hidrojel karakterde yapilardan beklenildigi gibi G’ degeri, G’
degerinden yiiksektir (Pati vd. 2014).
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Jellestirilen dECM 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL olacak sekilde seyreltilmis ve %7,5 (w/w)
PBAT membranlarin iizerine spreylenmistir. En uygun dECM konsantrasyonu canli-6lii
hiicre boyama, MTS analizi ve SEM goriintiileri ile degerlendirilmistir. Elde edilen

bulgulara gore, en uygun konsantrasyonun 5 mg/mL oldugu anlasilmistir.

PBAT nanofiber membranlarin iizerine tutunmus hiicrelerin morfolojik incelemeleri igin
YAP / B-aktin / DAPI immiinfloresan boyama yapilmis ve morfolojileri floresan
mikroskop altinda incelenmistir. PBAT nanofiberlerin hiicrelerin morfolojilerini
kazanmalarinda olduk¢a etkili olduklar1 Sekil 5.26’da goriilmektedir. %5 (w/w)
PBAT/dECM Hizerine ekilen HCM’lerde YAP’in sitoplazmada bulundugu, %7,5 ve
%10 (w/w) PBAT/dECM iizerine ekilen HCM’lerde ise ¢ekirdekte veya gekirdege
yakin konumda bulundugu goézlenmistir. Sekil 5.25°te goriildiigli lizere, YAP’1n
cekirdege lokalize olmasi sert hiicre dis1 matris ya da sert doku iskeleleri gibi yiiksek
hiicre i¢i gerilime yol acan mekanik kosullar altinda oldugunu gostermektedir (Fischer

vd. 2016).

B-aktin ile yapilan immiinfloresan boyama goriintiilerinde aktin filamentlerin sitoplazma
boyunca uzanmasi goriilmektedir. 5%, %7,5 ve %10 (w/w) PBAT membranlar
tizerindeki HCM’lerde morfolojik olarak farklilik gézlenmemistir. PBAT nanofiberleri
boyunca hiicrelerin, kiiltiir kabi tizerindeki HCM’lere kiyasla morfolojilerini alarak
koruduklar1 ve nanofiberlerin hiicrelerin yayilmasi ve morfolojilerini almalarindaki

etkisinin biiyiik oldugu gozlenmistir.

Elde edilen bulgular, dECM ile modifiye edilen PBAT nanofiber membranlarin
kardiyak doku miihendisligi i¢in in vitro uygulamalarda kullanilmak {izere etkili bir
secenek olarak kabul edilebilecegini gostermektedir. dECM ile modifiye edilen PBAT
membranlarin kardiyak doku miihendisliginde kullanim potansiyelinin yiiksek oldugu

anlagilmistir.
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