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Bu calismada, sigir kalp dokusu kaynakli bir biyomalzeme gelistirildi. Cesitli deseliilerizasyon
protokolleri uygulanarak DNA igerigi, histokimya ve agaroz jel elektroforez analizleri ile en
uygun deseliilerizasyon protokolii belirlendi. Elde edilen deseliilerize matriks, enzim yardimu ile
parcalanarak, enjekte edilebilir miyokardiyal matriks yapisi elde edildi ve bu yapinin 6zellikleri
hiicre kiiltiiriinde incelendi. Miyokardiyal matriks yapinin jel olusturma zamani tiirbidimetrik
Olgtimlerle saptandi. Protein igerigi Lowry yontemi ve SDS-PAGE analizleri ile belirlendi. In
vitro calismalar i¢in elde edilen miyokardiyal matriks yapiya insan adipoz mezenkimal kok
hiicreleri tohumlandi ve yap1 tizerindeki hiicre canliligt MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] yontemi ile belirlendi. Belirli zaman noktalarinda alinan 6rnekler
histokimyasal olarak incelendi.. Sonu¢ olarak sigir kalp dokusu etkin bir bicimde
hiicresizlestirilmis ve enjekte edilebilir bir formu elde edildi. Elde edilen miyokardiyal matriks
yapida hiicrelerin canliligin1 devam ettirdigi belirlendi.
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ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT OF CARDIAC TISSUE-BASED BIOMATERIALS AND THEIR
USE IN CELL CULTURES
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Ankara University
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

In this study, several decellularization protocols were evaluated, in order to develop a
biomaterial derived from bovine cardiac tissue. The most suitable decellularization protocol
was determined based on DNA content, histochemistry and agarose-gel electrophoresis analysis
of the constructs. Decellularized matrix was subjected to enzymatic digestion to obtain an
injectable myocardial matrix. The structure was later analysed in tissue culture settings. The
gelation time of myocardial matrix was determined by turbidimetric analysis. Protein content
was determined using the Lowry and SDS-PAGE methods. For the in vitro studies, myocardial
matrix was seeded with human adipose mesenchymal stem cells, and the viability of the seeded
cells was determined via MTT [3-(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide]
assay. Samples that were taken on pre-determined time-points were analysed by histochemistry.
Results indicated that bovine cardiac tissue was efficiently decellularized and an injectable form
was succesfully developed. Decellularized myocardial matrix structure was shown to support
cell viability.
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diinya geneli ve iilkemizde 6lim sebepleri arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Bu hastaliklar icinde 6zellikle iskemik kalp hastalig1 ve kalp krizi
(miyokard enfarktiisii) 6nemli bir yer tutmaktadir. Miyokard enfarktiisii, kalbi besleyen
damarlarin tikanmasi ile hiicrelerin yeterli oksijen alamamasindan dolay1 bu hiicrelerin
bir kismimin lmesi ile sonuglanir. Insanlarda kardiyomiyositlerin yenilenme kapasitesi
cok smirlidir. Bu sebeple enfarktiis sonrast miidahale, kalp kasit hasarini en diisiik

seviyede tutmak i¢in ¢ok dnemlidir.

Son donem kalp yetmezligi i¢in en basarili uygulama kalp naklidir. Ancak organ
bagisinin yetersiz olmasi, uygun verici bulunamamasi ve doku reddi, klinik basariy
kisitlamaktadir. Mevcut tedaviler ise daha ¢cok miyokard hasarini azaltmaya yoneliktir.
Alternatif tedavi yaklasimi arayislar1 bizi doku miihendisligi yaklagiminin kalp dokusu

icin olanina yonlendirmektedir.

“Kalp doku miihendisligi” terimi, kalp yetmezligini ve kalp krizini ya da kalp krizi
sonrasindaki hasar1 onlemek icin miyokardiyal dokunun (kalp kasi) desteklenmesi,
onarimi, yenilenmesi veya yerine konmasi gibi uygulamalar1 i¢ceren doku miihendisligi
stratejileri olarak tamimlanmaktadir (Naraghi ve Christman 2013). Kalp doku
mithendisligi stratejileri ii¢ gruba ayrilabilir. Bunlardan ilki olan hiicresel tedavide,
hiicreler uygun bir sivi ortamda hasarli bolgeye enjekte edilir. Biiyiik ¢apta cerrahi bir
prosediir gerektirmemesi ve kolay uygulanabilir olmasi hiicresel tedavi yonteminin
baslica avantajidir. Ancak enjekte edilen hiicrelerin diisiik hayatta kalim oran1 yontemin
dezavantajidir. Bir diger yaklasim kardiyak yama olup, bu yontemde dogal veya
sentetik kaynakli biyomalzemeler hasarli bélgeye implante edilir. Kalp doku
miithendisliginde kullanilacak biyomalzemeler, mekanik 6zellikleri, matriks bilesimleri
ve vaskiilerizasyon ozelliklerini saglayarak dogal kalp yapisina doniisiimii
desteklemelidir. Hiicre tabaka miihendisliginde ise, sicakliga duyarli kiiltiir kaplar
kullanilarak, sicaklik degisiminde hiicrelerin iirettiZi HDM enzimatik parcalanma

olmaksizin tabaka halinde elde edilir ve hasarli bolgeye uygulanir. Bu nedenle secilecek



biyomalzeme 6zellikleri dnemlidir. Son olarak, dogal ya da sentetik biyomalzemelerin
enjekte edilebilir forma getirilip, hiicre ile etkilestirildikten sonra hasarli bolgeye

enjekte edilmesini i¢eren yaklasimlar da mevcuttur.

Enjekte edilebilir biyomalzemeler, hiicrelerin tutunacagi, ¢ogalabilece8i bir ortam
sunmasinin yaninda, yeni damar olusumunu da destekleyen bir matriks saglar. Bu
yontemin yari invazif olmasi ve acgik gogiis ameliyatt gerektirmemesi avantajlari
arasindadir. Enjekte edilebilir biyomalzemeler sentetik, dogal ve HDM olarak
siniflandirilabilir. Saglikli dokuda hiicre dis1 ¢evre, hiicre tutunmasini, ¢ogalmasini ve
farklilagsmasini saglayan bir ortam sunar. Bu kompleks ¢evrenin yerini alabilecek en
uygun yapt HDM’in kendisidir. Kalp dokusunun deseliilerizasyonu ile elde edilen HDM
yapisinin enjekte edilebilir formu kalp doku miihendisliginde son zamanlarda siklikla

kullanilmaktadir (Singelyn 2009, Naraghi 2010, Duan 2011).

Bu calismada kalp doku miihendisliginde uygulama alani bulma potansiyeli olan dogal
kaynakli biyomalzeme gelistirme, karakterizasyonu ve in vitro caligmalari

gerceklestirilmistir.

Bu amagcla, ideal bir deseliilerizasyon yontemi ile biiyiik Olclide hiicrelerinden
arindirilarak hazirlanan sigir kalp dokusundan, zengin protein igerikli ve dogal
deseliilerize matriks elde edilmistir. Hiicresizlestirme isleminin etkinligi, DNA igerigi,

H&E boyamasi ve agaroz jel elektroforez ile degerlendirilmistir.

Deseliilerize doku, enzimatik olarak pargalanarak hiicre kiiltiir calismalar1 igin
kullanilabilir bir forma getirilmistir. Elde edilen miyokardiyal matriks yapinin protein
icerigi Lowry yontemi ve SDS-PAGE ile belirlenmistir. Hiicre tutunmasi ve canliligi
icin 6nemli bir bilesen olan GAG igerigi de 1,9 dimetil metilen mavisi deneyi ile tespit

edilmistir.

In vitro galismalarda, miyokardiyal matriks yapiya iAMKH’ler tohumlanmis ve MTT

testi ile hiicre canliligina bakilarak, malzemenin hiicreler i¢in uygun bir ortam saglayip



saglamayacag1 belirlenmistir. Hiicre canlilifi ayrica histokimya boyamalar ile de

degerlendirilmistir.
. Invitro caligmalar |
Deseliilerize matriksin enjekte edilebilir
forma getirilmesi ve karakterizasyonu

Sigir kalp dokusunun deseliilerizasyonu ve
deseliilerizasyon etkinliginin belirlenmesi

Sekil 1.1 Caligmanin akis semast

Enjekte edilebilir dogal kaynakli bir biyomalzeme gelistirebilmek icin deseliilerize
dokular, enzimatik olarak parcalanmis ve elde edilen miyokardiyal matriks yapinin
karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢aligmalarin ardindan miyokardiyal matriks

yapinin hiicreler ile etkilesimleri in vitro ¢alismalar ile degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Miyokard Enfarktiisii ve Kalp Yetmezligi

Diinya geneli ve iilkemiz ¢apinda oOlim nedenlerine bakildiginda ilk sirada
kardiyovaskiiler hastaliklar goriillmektedir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Her yil ortalama 17,3
milyon insan kardiyovaskiiler hastaliklar sebebi ile hayatim1 kaybetmektedir.
Ulkemizdeki &liim nedenlerine bakildiginda benzer sonuglara rastlanmaktadir.
Kardiyovaskiiler hastaliga bagli oliimler arasinda iskemik kalp hastaligi ve kalp krizi
onemli bir yer tutmaktadir (Wang ve Guan 2010, www.tuik.gov.tr 2012, www.who.int
2012).

%3 B Kardiyovaskiiler
hastaliklar

%16

B Solunum yolu
hastaliklar1

%21 m Kanser

B Bulasici olmayan
hastaliklar

%12 m Seker hastaligi

Sekil 2.1 2012 yilinda diinya genelinde 6liim sebepleri (www.who.int)


http://www.tuik.gov.tr/
http://www.who.int/
http://www.who.int/

m Kardiyovaskiiler
hastaliklar

%16,90
| B Kanser

%37,90
%4,10
® Solunum yolu

%4,30 hastaliklar:
%6,0 B Metabolizma ile ilgili
hastaliklar

® Sinir sistemi hastaliklar:

%9,70
H Yaralanma ve
%21,10 zehirlenme

m Diger

Sekil 2.2 2012 yilinda Tiirkiye genelinde 6liim sebepleri (www.tuik.gov)

Miyokard enfarktiisii, kalbi besleyen damarlardan biri veya birkaginin tikanmasi ya da
daralmasi ile kan akisimin kritik derecede yavaslamasi sonucu hiicrelere oksijen
taginamamasindan dolayr o bolgedeki kalp kasi hiicrelerinin bir kisminin 6lmesi
durumudur (Sekil 2.3). Insanlarda kardiyomiyositlerin ok smirlt yenilenme kapasitesi
vardir. Kalp krizinde ilk miidahale, kalp kas1 hasarin1 en diisiik seviyede tutmak i¢in ¢ok
onemlidir. Belirli bir siire sonra oksijen yetersizligi sebebiyle hiicresel metabolizma

bozulmaya baglar, bu da miyokardiyal dokunun hasar1 ile sonuglanir.

Aterosklerotik
Plak

Miyokardiyum
Hasan

Sekil 2.3 Kalp krizi sonrast miyokardiyum (Abdin 2014)


http://www.tuik.gov/

Kalp krizinden sonra kardiyomiyosit 6liimii ve hiicresel i¢erigin salinmasi inflamatuvar
yanit1 tetikler. Inflamatuvar yanitin ilk asamasinda, makrofajlar, monosit nétrofiller
hasarli bolgeye ulasir. Bu hiicreler, hiicre dist matriks (HDM) yikiminda gorev alan
matriks metalloproteinazlari (MMP) salar. HDM’nin bozunmasi kardiyomiyositlerin
uzaklasmasina ve hasarli bolgenin genislemesine sebep olur. Ilk inflamatuvar yanittan
sonra, fibroblast ve miyofibroblastlar hizli bir sekilde c¢ogalarak matriks
makromolekiillerini {iretmeye baslarlar, bu molekiiller gogunlukla kollajen tip | ve tip
III” tiir. Sonugta gerilmeye ve sismeye karsi direngli, kasilma yetenegi olmayan siki bir
skar doku olusur.Kasilma yetenegi olmayan bu nedbe doku olusumu, son organlara
(beyin, i¢ organlar ve uzuvlar) ulasan kanin debisinde Onemli azalmalara neden
olur.Bunun sonucu olarak da kalp, sol ventrikiil biiyimesi ve hipertrofiyi (kalp kas
hiicrelerinin hacimsel olarak biiylimesini) de iceren bir dizi degisiklige ugrar. Bu da
nihayetinde kalp yetmezligi ve 6liim ile sonuglanir (Pfeffer ve Braunwald 1990, Holmes
vd. 2005).

2.2 Tedavi Yaklasimlari

Son donem kalp yetmezligi i¢in en basarili uygulama kalp naklidir. Bununla birlikte
verici yetersizligi ve doku reddi bu uygulamanin kabul edilen klinik basarisin

kisitlamaktadir (Cizelge 2.2, Sekil 2.4).

Cizelge 2.1 Tiirkiye'de organ bagisinin yillara gore dagilimi

2007 2008 2009 2010 2011

Bobrek 2009 2362 3072 3336 3953
Karaciger 1302 1665 2362 2502 2923
Kalp 61 50 54 86 93
Kalp kapakaigi 159 29 38 18 1
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Sekil 2.4 Diinya genelinde kalp nakli bekleyen ve kalp nakli ger¢eklesen hastalarin
sayis1 (Stehlik vd. 2011)

Kalp krizi igin baska tedaviler de mevcut olmasina ragmen bunlar iyilesmeyi
desteklemekten c¢ok, hasar1 azaltmaya yoneliktir. Mevcut uygulamalar arasinda
Onerilenler; koroner arter tikanikligina sebep olan kan pihtilarint ¢6zmek igin,
antikoagiilanlarin kullanilmasi esasina dayanan tromboliz (fibrinolizis) ile saglanan acil
reperfiizyon, enfarktiis alanin1 azaltmak ic¢in kullanilan beta blokerlar, tikanmis arterin
acil reperfiizyonu igin stent ya da bypass ameliyatlaridir (Lonn ve McKelvie 2000). Bu
acil reperflizyon uygulamalari, iskemi zamanini azaltmayi, enfarktiisii ve kalbin
nekrozunu sinirlandirmayr amaglar. Bunlarin yani sira kalp yetmezliginin tedavisi i¢in
sol ventrikiil destek cihaz1 (left ventricular assist device-LVAD) kullanilmaktadir. Bu
cihaz sol ventrikiile takilan ve kan deveranina yardimci olan bir pompa gorevi goriir.
LVAD kan akigin1 diizenlemenin yani sira, enfeksiyon riskini arttirma, i¢ kanama ve
pompanin tikanmasi gibi dezavantajlari da mevcuttur (McCarthy vd. 1996). Mevcut
tedavi yaklagimlarinin dezavantajlari ve organ naklindeki yetersizlikler, alternatif bir

yaklasim ihtiyacin1 dogurmustur.



2.2.1 Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi fikri, kaybedilmis doku ya da doku fonksiyonunu rejeneratif bir
stireg ile yeniden diizenlemeyi amaglar. Doku miihendisligi terimi ilk olarak 1987’de
Dr. Y. C. Fung tarafindandile getirilmistir. Ancak doku onarimi ya da yerine konmasi
fikri ¢ok daha eskilere dayanmaktadir. Viicut uzuvlarinin yenilenme denemelerinin en
eski kanitlar1 2500 yil 6ncesine dayanmaktadir. Etriiskler, eksik dislerin yerini, sigir
kemiginden yapilma kopriilerle doldurmuslardir. Ciiriikk dislerin onarimi igin dis
amalgammin ilk kullanimi Cin kaynaklarinda 659 yili olarak kaydedilmistir. 20.
yiizyilin ortalarinda kalga ve diz eklemlerinin yenilenmesinde, kalp pili ve yapay kalp

kapakeigi ile ilgili ileri diizeyde buluslar yapilmistir (Eisenbarth 2007).

Tanim olarak doku miihendisligi, “yagsam bilimleri ve mithendislik metot ve prensipleri
dogrultusunda, memeli dokularindaki normal ve patolojik hallerdeki yapi-fonksiyon
iligkisinin anlasilmasini ve doku fonksiyonunu onarmak, stirdiirmek ve gelistirmek i¢in
biyolojik esdegerlerinin gelistirilmesini hedefleyen disiplinler arasi bir rejeneratif tip
alanidir” (Sekil 2.4). Doku miihendisligi alani siirekli gelismekte oldugundan, bilim
insanlart muhtemelen bu heyecan verici yolculugun heniiz baginda bulunmaktadir(Elgin

2003, Lanza vd. 2007, Novakovic vd. 2010).
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Sekil 2.5 Doku miihendisligi yaklagimi

Doku miihendisligini temel olarak 3 basamakli bir siire¢ olarak diisiinebiliriz;

(1) Istenen 6zellikteki hiicreler, hastadan kiigiik bir biyopsi ile izole edilir. Klasik hiicre

kiiltiir teknikleri ile hiicreler ¢ogaltilir.

(2) Istenilen hiicre sayismna ulasildiktan sonra bu hiicreler biyolojik ortamda
bozunabilen, ii¢ boyutlu destek malzemeye tohumlanir. Biyomalzeme, hiicrelere
islevselorgan benzeri yapilar olusturmalart i¢in gegici olarak ¢ogalip farklilagsacaklari

bir ortam saglar.

(3) Islevsel doku kiitlesi igerisinde hiicre-biyomalzeme yapis1 olgunlasir. Biyomalzeme,

hiicre farklilagsmasini destekleyecek 6zelliklere sahip olmalidir.
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Hiicre-biyomalzeme yapisinin kiiltlir kosullart hiicre farklilagsmasi i¢in uygun olmalidir.
Hiicrelerin in vitro kosullarda geri farklilasmasini (dediferansiyasyonunu) énlemek ve
olgunlasmasin1 saglamak icin ideal sartlarda olmasi gerekmektedir (Bell 1991,
Eisenbarth 2007).

Doku miihendisliginde ii¢ temel parametre; hiicreler, biyomalzemeler ve ekzojen
biyoaktif faktorlerdir (Sekil 2.4). Genel olarak, ilgili doku ya da organin hedef islevini
iyilestirmek ya da yerine getirmek i¢in, ekzojen biyomolekiillerle (VEGF, BMP-2 gibi)
aktiflestirilmis ve ilgili hiicre tipinin tohumlandig1 biyomalzeme iskele araciligi ile

saglanir (Naraghi ve Christman 2013).
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Sekil 2.6 Doku miihendisliginde ii¢ temel parametre

2.2.2 Doku Miihendisliginde biyomalzemelerin rolii

Biyomalzemeler doku miihendisligi stratejilerinde anahtar bir role sahiptir.
Biyomalzeme, hiicreler icin fiziksel destek saglamanin yani sira islevsel dokularin
olusumu i¢in gerekli olan kimyasal ve biyolojik ipuglarini igermelidir (Langer ve Tirrell

2004). Doku miihendisligi ile ilgili en 6nemli unsurlardan birisi uygun biyomalzemenin
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secimidir. Uygun bir biyomalzemede aranan 6zellikler su sekilde siralanabilir;

(1) Biyouyumlu olmali (istenmeyen doku yaniti olusturmamali, ayn1 zamanda hiicre

tutunmasi ve gogalmasini desteklemeli),
(2) Biyobozunur olmali(toksik olmayan iirlinlere parcalanmali),

(3) Hiicre tutunmasini, farklilagsmasini, ¢cogalmasini ve gociinii saglayacak uygun yiizey

kimyasina sahip olmali,

(4) Hiicrelere mekanik destek saglamali, mekanik ve gegici olarak kayip doku ile

eslesebilmeli,

(5) Hiicre tutunmasi, ¢cogalmasi, gogii ve beslenebilmesi i¢cin gézenekli yapiya sahip

olmalidir (Eisenbarth 2007, Chen vd. 2008).

Bu 6zellikleri iceren biyomalzemeler; sentetik biyomalzemeler, dogal olarak elde edilen
biyomalzemeler ve hiicre dis1 matriks olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmaktadir (Yang vd.

2001).

2.2.2.1 Sentetik biyomalzemeler

Sentetik biyomalzemeler; ¢ok iy1 islenebilme 6zelliklerinin yan1 sira biiyiik miktarlarda
tretilebilmeleri gibi avantajlarindan dolayr doku miihendisligi i¢in Oncelikli
malzemelerdendir. Poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA), poli(etilen glikol)
(PEG), poliiiretan,  politetrafloroetilen =~ (PTFE),  poli(N-izopropilakrilamit)
(poli(NIPAAmM)), biyomalzeme yapiminda yaygin olarak kullanilan sentetik
polimerlerdir. Sentetik biyomalzemelerin sertlik, gozeneklilik, bozunma, ligand
yogunlugu gibi Ozellikleri ayarlanabilir ve yiiksek hassasiyette iiretilebilirler. Buna
ragmen Yyeterince uyumlu olmama veya konak doku ile biitiinlesememe gibi eksik
yanlar1 da mevcuttur. Malzeme tamamen bozunmadiginda yabanci cisim yaniti
olusturma potansiyeli vardir. Diger yandan sentetik malzemelerle ilgili bir baska endise

de, bozunma iiriinlerinin biyouyumlulugu sorunudur (Chen vd. 2008, Christman 2013).
11



2.2.2.2 Dogal biyomalzemeler

Teoride dogal olarak elde edilen biyomalzemeler implante edildiginde yabanct malzeme
yanitina sebep olmamalidir. Bu malzemeler, hiicre tutunmasi, c¢ogalmasit Ve
farklilagsmasi i¢in dogal esasli bir substrat saglarlar (Badylak vd. 2009). Kollajen,
kitosan, alginat, fibrin, elastin, laminin, heparin siilfat ve hyaluronik asit gibi dogal
biyopolimerler de biyomalzeme olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu dogal
biyopolimerler biyouyumlu bozunma iiriinleri agisindan avantajlidirlar. Bu malzemeler
kimyasal olarak modifiye edilmedik¢e ¢ok hizli bir sekilde bozunur, tabii ki bu
durumun avantaj ya da dezavantaj olmasi uygulamaya bagli olarak degisecektir.
Hidroksiapatit ya da kalsiyum karbonat gibi polimerik olmayan dogal biyomalzemeler
bozunmaya karsi daha dayaniklidir (Glowacki ve Mizuno 2008).

2.2.2.3 Hiicre Dis1 Matriks

Hiicre dist matriks (HDM), yapisal ve fibroz proteinlerden, proteoglikanlardan ve
glikozamino glikanlardan olusan, ayrica hiicre iletisimini, gogiinli, g¢ogalmasini,
farklilasmasini, tutunmasini ve sinyallesmesini de saglayan, karmasik yapili dogal bir
iskeledir (Leor vd. 2005). HDM’nin dogal dokudaki fonksiyonlar1 su sekilde

siralanabilir;

- Hiicreler i¢in yapisal destek saglar,

- Dokunun mekanik 6zelliklerine katkida bulunur,

- Hiicrelerin mikrogevrelerine yanit vermesinde biyoaktif igaretler saglar,

- Biiylime faktorii rezervi gibi iglev goriir,

- Yara iyilesmesi gibi dinamik doku siire¢lerinde yeniden modellenmeye izin

veren esnek bir fiziksel ¢evre saglar (Chan ve Leong 2008).

Hiicre dis1 matriks, kalp, kalp kapak¢igi, damar, deri, sinir, iskelet kasi, tendon, ince
barsak submukozasi, karaciger gibi bir ¢ok farkli organdan elde edilebilir. Hiicre dis1

matriks-iskelenin bilesimi biyolojik veya yapisal 6zelliklere aracilik eden kompleks bir
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molekiiler karisimdan olugur. Bu molekiiller ti¢ boyutlu yapida diizenlenir ve hiicre dig1

matriksin elde edildigi dokuya uyum saglar.

HDM iskeleler, her bir doku veya organdaki hiicreler tarafindan salgilanan yapisal ve
islevsel proteinlerden meydana gelir (Badylak vd. 2009). HDM’nin yapisinda her bir
dokuya 6zgii olmak {lizere, basta kollajen, elastin, fibronektin, vitronektin, laminin gibi
proteinler yer alir. Bu proteinlerin yani sira hiicreler ve onlarin HDM’leri arasindaki
etkilesimleri saglayan proteoglikanlar, bliylime faktorleri ve basing dayanimini saglayan
heparin siilfat, dermatan siilfat ve hyaluronik asit gibi glikozamino glikanlar yer
almaktadir. HDM’den olusan biyolojik iskeleler, hayvan 6n ¢aligmalarinda ve klinik
uygulamalarda bir ¢ok farkli dokunun yapici yeniden modellenmesini

kolaylastirmaktadir.

HDM ile dogal olarak elde edilmis biyomalzemelerin kombinasyonu da bir baska
alternatiftir. Dogal HDM’nin kompleks yapisindan yararlanmak icin bir diger yaklasim
da, kiiltiirdeki hiicreler tarafindan salinan o6rgiiyii/ag1 kullanmaktir. Bu yaklagima gore,
sentetik polimer bir iskele, hiicrelerin HDM’lerini depolayabilecegi gecici bir kalip
olarak kullanilabilir. Eger orijinal polimer kalibi bozunursa, en sonunda, hiicreler ve
onlarin HDM’sinden meydana gelen bir yapiya yeniden modellenir. Son zamanlarda
kullanilan deseliilerizasyon teknikleri, dogal doku ile baslanabilmesi, hiicresel
bilesenlerin kaldirilmasi ve HDM iskelenin biyomalzeme olarak kullanilmasi i¢in

olanak saglamaktadir (Naraghi ve Christman 2013).

2.2.2.3.1 Deseliilerizasyon

Deseliilerize doku ve organlardan elde edilen biyolojik iskeleler, hem hayvan 6n-klinik
calismalarinda hem de insan klinik uygulamalarinda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Hiicrelerin bir doku veya organdan uzaklastirilmasi ile HDM’yi
olusturan yapisal ve islevsel proteinlerin bir karisimi  elde edilir. Doku
deseliilerizasyonu sirasinda dogal yapinin ve HDM bilesiminin korunmasi ¢ok

onemlidir. HDM’nin elde edildigi dokunun koékeni, deseliilerizasyon yontemi ve bu
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iskelelerin son sterilizasyon islemi oldukga cesitlidir. Her bir degisken HDM’nin
yapisint ve bilesimini degistirir, benzer sekilde HDM iskelenin implantasyonundan
sonra konak doku yanitin1 da etkiler. Deseliilerizasyon islemi neredeyse tiim doku ve
organlara uygulanmaktadir. Doku kaynaklarinin ve deseliilerizasyon tekniklerinin hizl
cesitlendirilmesi ve klinik uygulama listesinin genislemesi, HDM’deki hiicre

kalintilarinin kantitatif olarak belirlenmesi ile gergeklestirilebilir (Crapo vd. 2011).

Zenojenik ve allojenik hiicresel antijenler, konak tarafindan yabanci olarak tanimlanir
bu nedenle inflamatuar yanita veya dokunun immiinolojik reddine neden olur.
Deseliilerizasyon isleminin amaci, tiim hiicresel ve g¢ekirdege ait materyali etkili bir
bicimde uzaklastirirken, kalan HDM’nin mekanik biitiinliigline, biyolojik aktivitesine ve

bilesimine olan olumsuz etkiyi en aza indirmektir.

Hiicreleri uzaklastirmak amaciyla yapilan herhangi bir islem HDM’nin ii¢ boyutlu
yapisini degistirecektir. Doku deseliilerizasyonu, yaygin olarak fiziksel ve kimyasal
uygulamalarin kombinasyonunu igerir. Fiziksel wuygulamalar, karistirma veya
sonikasyon, mekanik masaj ya da basin¢ ve dondurup c¢ozmedir. Bu ydntemlerin
kullanimiyla, hiicre zarimin zedelenmesi sonucunda hiicre igerigi salinir ve yikama ile
HDM’den hiicresel kalintilarin uzaklagmasi saglanir. Fiziksel yontemler tek basina
yeterli degildir. Fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamalar1 iceren deseliilerizasyon
islemleri en etkili yontemlerdir. Bir deseliilerizasyon protokolii genellikle fiziksel
uygulamalar veya iyonik c¢ozeltiler aracilifiyla hiicre mebraninin lizisi ile baslar,
ardindan enzimatik yontemler kullanilarak HDM’den hiicresel bilesenlerin ayrilmasi,
deterjanlar kullanilarak sitoplazmik ve c¢ekirdekge ait bilesenlerin ¢oziiniir hale
getirilmesi ile devam eder, son olarak hiicresel kalint1 dokudan uzaklastirilir. Enzimatik
(tripsin gibi) ve kimyasal (iyonik ¢ozeltiler ve deterjanlar) uygulamalar hiicre zar ile

hiicre i¢i ve hiicreler arasi baglari pargalar (Gilbert vd. 2006).

HDM, deseliilerizasyon islemi sirasinda tiim hiicrelerin kaotropik (yikici) ajanlara
maruz kalmasi sonucu hiicresel materyalin dokudan uzaklastirilabilmesi islemi
esnasinda zarar goriir. Cogu deseliilerizasyon isleminin amaci, hasar1 en aza indirmek

ve dogal mekanik ve biyolojik 6zellikleri yapida tutabilmektir (Crapo vd. 2011).
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2.2.3 Kalp Doku Miihendisligi

Kalp duvart siki bir sekilde istiflenmis miyosit ve fibroblastlardan, yogun destekleyici
damarlardan ve kollajen bazli HDM’den olusmaktadir. Hiicrelerin metabolik
gereksinimleri ve yiiksek yogunlugundan dolayr miyokardiyum ¢ok yiiksek oranda
oksijen tiiketir ve hipoksiyi (oksijen yetmezligi) tolere edemez (Novakovic vd. 2010).
Akut miyokardiyal infarksiyon, kalbe kan destegi eksik oldugunda gerceklesir ve geri
doniisiimsiiz olarak miyokardiyal iskemiye, kalp kas hiicrelerinin (kardiyomiyosit)
kaybmna ve kasilma yetisi olmayan skar doku olusumuna sebep olur. Sonug¢ olarak,
etkilenen dokunun hizli bir bigimde yeniden yapilanmasini ve kasilma yeteneginin etkili
bir sekilde yenilenmesini destekleyecek doku miihendisligi stratejilerine gereksinim
vardir (Galvez-Monton vd. 2013). “Kalp doku miihendisligi” terimi, kalp yetmezligini
ve kalp krizini ya da kalp krizi sonrasindaki hasar1 6nlemek veya en aza indirgemek i¢in
miyokardiyal dokunun (kalp kasi) desteklenmesi, onarimi, rejenerasyonu ya da
yenilenmesi (yerine konmasi) gibi uygulamalar1 iceren doku miihendisligi stratejileri

olarak tanimlanmaktadir (Naraghi ve Christman 2013).

Kalp doku miihendisligi yaklasimlari ii¢ temel baslik altinda toplanabilir;

- in situ doku miihendisligi; hiicreler enjekte edilebilir biyomalzemeler ile
kombine edilerek hasarli miyokardiyuma enjekte edilir,

- in vitro doku miihendisligi; kasilabilen doku yapilarmin gelistirilmesi igin {i¢
boyutlu doku yapilarma kardiyomiyositler tohumlanir veya in Vvivo
miyokardiyum yenilenmesi i¢in kok hiicreler doku yapilarina yiiklenir ve
implante edilir,

- Iskelesiz doku miihendisligi; kardiyak yenilenme igin hiicre tabakalar1 ve

kiimeleri kullanilir (Wang ve Guan 2010).

Kalp doku miihendisliginde kullanilacak biyomalzemeler, mekanik 6zellikleri, matriks
bilesimleri ve vaskiilerizasyon yonii ile dogal kalp yapisina benzemelidir. Ayrica
kullanilacak matriks; pratik olarak uygulanabilme, hiicreler ve onlar1 g¢evreleyen
mikrogevre arasinda besin ve oksijen akisini saglayabilme, biyobozunur olma, bozunma
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sonucunda toksik {iriin olugturmama ve canli dokunun yerini alabilme gibi 6zelliklere

sahip olmalidir (Galvez-Monton vd. 2013).

Kalp dokusunun yenilenmesi, onarimi ve desteklenmesini igeren kalp doku

miithendisligi stratejileri asagidaki gibi siniflandirabilir.

2.2.3.1 Hiicresel tedavi

Hiicresel tedavinin amaci, hiicrelerin hasarli miyokardiyuma farkli sekillerde implante
edilerek hasarli bolgenin iyilestirilmesidir (Arnal-Pastor vd. 2013).Bu ydntemde
hiicrelerin uygun bir sivi ortamdaki (tuz c¢ozeltisi veya vasat) siispansiyonu,
intermiyokardiyal olarak veya koroner enjeksiyon ile uygulanir (Radisic ve Sefton
2011) (Sekil 2.5).

intrakoroner

Hucreler
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Intramiyokardiyal Transendokardiyal

Sekil 2.7 Hiicresel tedavi yaklagimi

Hayvan modellerinde, fetal ya da neonatal kardiyomiyositlerin enjeksiyonu, sol
ventrikiil islevini ve ventrikiil kalinhigmi gelistirmistir boylelikle patolojik ventrikiil
yeniden modellenmesi azalir (Reinecke vd. 1999; Miiller-Ehmsen vd. 2002a).

Farklilasmis kardiyomiyositler de enjeksiyon icin ideal hiicre kaynaklarindandir.
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Bununla birlikte biiyiik miktarlarda otolog kardiyomiyosit eldesi miimkiin olmadigindan
farkli hiicre tipleri de hiicresel tedavilerde kullanilmaktadir. Cesitli kok hiicrelerin
cogalma yetenegi ve plastisitesinin kesfi, potansiyel kullanimlarma olan ilgiyi
uyandirmistir. Her hiicre tipinin kendine 0zgii avantaj ve dezavantajlart mevcuttur

(Cizelge 2.2) (Joggerst ve Hatzopoulos 2009).

Cizelge 2.2 Avantajlari ve dezavantajlari ile hiicresel tedavide kullanilan hiicre tiirleri

Hiicre Tiiri

Avantaj

Dezavantaj

Embriyonik kok Teorik olarak kendini yenileme | Etik kaygilar, teratom

hiicreler yetenegi sinirsiz olusumu, graft-versus-host
hastalig1

Kemik iligi Kolay izole edilebilir, nakil Dogru kardiyovaskiiler

mononiikleer icin glivenli ve uygulabilir farklilasmay1 gerceklestirip

hiicreler, oldugu kanitlanmis gerceklestirmedigi belirsiz

hematopoietik kok
hiicreler, dolagimdaki

oncul hiicreler

Mezenkimal kok

hucreler

Kolay izole edilebilir ve
kiltiirde cogaltilabilir, diger
hiicre hatlarindan daha az

immiinojenik 6zellikte

Genis heterojenite,

hetetropik farklilasma riski

Iskelet miyoblastlar

Kararlilik, iskemiye direng,

teratom olusumu yok

Aritmi potansiyeli,
kardiyomiyosit farklilasma

kapasitesinin diisiikligii

Kardiyak kok hiicreler

Giiclii kardiyovaskiiler
farklilagma potansiyeli, timor

olusumunda azalma

Kok hiicre havuzu
yaslanma (senesens)
belirtileri gosterir,
bilgi azlig1

Biiyiik capta cerrahi bir prosediir gerektirmemesi ve kolay uygulanabilir olmasi hiicresel

tedavi yonteminin baslica avantajidir. Ancak enjekte edilen hiicrelerin diisiik hayatta
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kalim orani ve bu hiicrelerin %90’ 1inin enjeksiyondan sonra tutunamayip kisa siirede

canliliklarin1 kaybetmesi yontemin dezavantajlarindandir (Miiller-Ehmsen vd. 2002b).

2.2.3.2 Kardiyak Yama

Kardiyak yama kalp Kkrizi sonrasi kalp kasinin yerine ge¢gmek ya da dokuyu desteklemek
suretiyle, kardiyomiyopatili ¢ocuk veya hastalardaki dogustan olan kardiyak kusurlari
(malformasyon) diizeltmeyi amaglar. Kardiyak yamalar dogal HDM’yi taklit edebilir ve
belli kalinliktaki bir yama makul 6l¢iide kalp yenilenmesini saglayabilir. Ayrica
kardiyak yamalar, kalbin sistolik basincina dayanabilmek icin yiiksek mekanik
ozelliklere sahip olmak zorundadir. Dogal olarak elde edilen polimer malzemeler
insanlara implantasyonda yabanci malzeme yaniti gostermemesi yoniiyle avantajlidir
ancak fiziksel ve mekanik 6zellikleri zayiftir. Bozunma 6zellikleri de, ikinci bir cerrahi
operasyonun dnlenmesi acisindan bir diger 6nemli konudur. Substratin konak dokudan
fizyolojik olarak uzaklastirilabilmesi, malzeme agisindan avantajli bir durumdur (Chen
vd. 2008).

Kalp doku miihendisliginde bir greft tasarlarken, oncelikle diastolik Ozellikler gbz
oniline almmmalidir. Kardiyak yama konak miyokardiyumun elektriksel ritmi ile uyum

icinde olmali1 ve aritmiye neden olmamalidir (Prabhakaranvd. 2011).

2.2.3.2.1 Hiicre tabaka miihendisligi

Bu yontemin temeli; poli(N—izopropilakrilamit) (PIPAAm) gibi sicakliga duyarl
polimerlerle kaplanmis kiltlir yiizeyleri kullanilarak, hiicrelerin kendi iirettikleri
HDM’in enzimatik olmayan yollarla elde edilmesine dayanir (Chan ve Leong 2008).
Sicakhiga duyarli kiiltiir kaplarmin yiizeyi 37°C’de hidrofobiktir ve bu sicaklikta
hiicreler kap yiizeyine tutunup gogalirlar. Sicakhigin 32°C’nin altma diisiiriilmesi,
yiizeyin hidrofilik 6zellik kazanmasi ile sonuglanir. Gergeklesen hizli hidrasyon ve asi

polimerin sigsmesi hiicrelerin yiizeye tutunmasini engeller. Bunun sonucunda hiicre-
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hiicre etkilesimlerinin ve HDM yapisinin korundugu bir tabaka elde edilir (Matsuura vd.
2013).

Hiicre-hiicre baglantilarimin ve HDM’
nin bozunumu azalan hiicre canhihg:
ve programl hiicre dlimi

-

Hiicre-Hiicre Baglanma . -

Proteini / p———y
/ (AN 3 Enzimatikayristirma yoluyla

Sicakligin 32°C nin altina indirilmesi yoluyla

Hidrofobik 37°C
Sicakhiga Duyarh Kiiltir Kah

Hiicre Disi Matriks (HDM)
Hidrofilik 20°C

Hiicreler kiiltiir kab yiizeyinden bir tabaka halinde
ayrihirlar. Hiicre-hiicre baglantlarive HDM tamamiyla
korunur.

Sekil 2.8 Hiicre tabaka miihendisligi yaklagimi

Bu yaklasim kullanilarak, neonatal rat kardiyomiyositleri {i¢ boyutlu yap1 elde etmek
icin katmanlandirilmistir. Hiicre tabakalari, vaskiilerizasyon gerceklesmedigi i¢in 3 veya
4 katman ile sinirlandirilmistir. Elde edilen veriler, olusturulan doku yapisinin, gerekli
elektriksel iletisimi sagladigin1 ve makroskobik olarak atim yaptigini gostermistir.
(Sekiya vd. 2006).

Kardiyomiyositlerin yani sira, kardiyak fonksiyon gelisimi i¢in yararli ¢oklu hatlara
farklilasabilen AMKH ve MKH de kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar bu hiicre
kaynaklarindan hazirlanan doku yapisinin implantasyonunun kardiyak fonksiyonunu
gelistirdigi ve hiicre tabakalarinin  konak miyokardiyum ile biitlinlestigini
gostermistir(Miyahara vd. 2006). Yapir iskelesi kullanilmadigi i¢in yontem,

biyomalzeme kullaniminda ortaya ¢ikabilen biyouyumluluk veya biyobozunma sonrasi
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bozunma {rlinlerinin olumsuz etkilerinden bagimsizdir. Bununla birlikte hiicre
tabakalarmin diisiik mekanik Ozellikleri, vaskiilerizasyonun eksikligi ve benzer
sonuglar1 insan kalbi i¢in verme garantisinin olmayisi gibi yontemin dezavantajlar1 da

mevcuttur (Wang ve Guan 2010).

2.2.3.3 Enjekte edilebilir biyomalzemeler

Enjekte edilebilir biyomalzemeler de kalp doku miihendisligi yaklasimlari arasinda
hiicre iletim araglarindan biridir. Hiicreler genellikle islevlerini ve geleceklerini
belirleyen bir mikrogevrede bulunurlar ve ideal enjekte edilebilir biyomalzeme de,
dogal kardiyak HDM yapisint taklit edebilmelidir (Chen vd. 2008). Kullanilacak
biyomalzeme biyouyumlu olmali, hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve olgunlasmasi i¢in
uygun hiicre-matriks etkilesimini saglamalidir. Bu agidan dogal hiicre disi gevre
hiicreler i¢in protein ve polisakkaritlerin kompleks bir kombinasyonu ile kimyasal ve
biyofiziksel ipuglarini saglar (Singelyn ve Christman 2010). Bu yar1 invazif yaklagim,
acik goglis ameliyat1 risklerini 6nler ve hem hastalar hem de cerrahi uygulama agisindan
daha avantajlidir. Enjekte edilebilir biyomalzemeler, hiicrelerin tutunacagi, gog
edebilecegi ve yeni damar olusumunu destekleyen bir matriks saglayarak enfarktiisten
sonra onarimi kolaylastirir (Leor vd. 2005). Ideal enjekte edilebilir biyomalzemeler,
“minimum invazif” kateter temelli islemler ile iletim i¢in uygun hale getirilmis
olmalidir. Bu malzemeler, ilgili bolgeye iletildiginde kendiliginden toplanabilmeli ve
tedavi etkisi gosterebilmelidir. Enjekte edildiginde hasarli bdlgenin seklini
alabilmelidir. Enjekte edilebilir biyomalzemeler tek basina uygulanabildigi gibi,

hiicreler veya biiylime faktorleri ile de kombine edilerek uygulanabilir.
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Sekil 2.9 Enjekte edilebilir biyomalzeme yaklagimi

Enjekte edilebilir biyomalzeme kullaniminin hiicre iletimini arttirma potansiyeli, ilk kez
Christman ve ekibi tarafindan iskelet miyoblastlar1 varliginda ve yoklugunda fibrin
yapistiricinin intramiyokardiyal enjeksiyonu ile gosterilmistir. Kardiyak fonksiyonunda
gelismelerin yani sira, tuz ¢ozeltisi icerisinde iletilen hiicreler ile karsilastirildiginda
hiicresel tutunmanin ve canli kalma oraninin arttigi belirlenmistir. Ayni zamanda
hiicresiz fibrin enjeksiyonu da kardiyak fonksiyonunun gelisiminde benzer sonuglar

vermistir (Christman vd. 2004).

Enjekte edilebilir biyomalzemeler; sentetik, dogal olarak elde edilenler ve deseliilerize

malzemeler olarak gruplandirilabilir.

2.2.3.3.1 Enjekte edilebilir sentetik biyomalzemeler

Sentetik malzemelerin avantaji; gozeneklilik, mekanik kararlilik ve bozunma 6zellikleri
uygun bir malzeme tasarimina olanak saglamasidir. Poli(N-izopropilakrilamit)
(PNIPAAM) ve poli(etilen glikol) (PEG) gibi enjekte edilebilir sentetik malzemeler
fizyolojik sicakligin altinda faz gecisine ugrayip, oda sicakliginda siv1 fazda oldugu ve
37°C’de jel formunu aldig: igin avantajlidir. PIPAAM tiirevleri olan, biyobozunur

Dekstran astlanmig poli(e -kaprolakton)-2-hidroksietil metakrilat (PCL-
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HEMA)/PIPAAm (Deks-PCL-HEMA/PIPAAmM) ve NIPAAm, akrilik asit (AAc) ve
hidroksietil metakrilat-poli(trimetilen karbonat) (HEMAPTMC) kopolimerizasyonu ile
elde edilen poli(NIPAAmM-ko-AAc-ko-HEMAPTMC) gibi malzemelerin de, kii¢iik
hayvan enfarktiis modellerinde kardiyak fonksiyonunu korudugu ve gelistirdigi
gosterilmistir (Wang vd. 2009,Fujimoto vd. 2009). Sentetik malzemeler ayarlanabilme
avantajin1 sunarken, kardiyak yenilenmesinde anahtar rol oynayan; hiicresel tutunma,
cogalma ve biliylime icin Onemli dogal biyoaktiflikten yoksundur (Singelyn ve
Christman 2010).

2.2.3.3.2 Enjekte edilebilir dogal biyomalzemeler

Dogal olarak elde edilen malzemeler, hiicre canliligini gelistirmek veya kardiyak
fonksiyonunu korumak igin gelistirilmistir. Bu malzemelerin avantaji; immiin yanit
olusturmamalaridir, yani bilesenlerinin viicut tarafindan tanimmasi ve bozunma

urunlerinin tehlikesiz olmasidir.

Fibrin; biyouyumlu, toksik ya da inflamatuvar Ozellik gostermeyen dogal bir
biyopolimerdir. Ilk kez fibrin yapistirici ile; enjekte edilebilir bir biyomalzemenin hiicre
canliligint gelistirdigi, vaskiilerizasyonu tetikledigi ve hiicreli veya hiicresiz kullanimin
kardiyak fonksiyonunu korudugu gosterilmistir (Christman vd. 2004). Yara
iyilesmesinde gecici matriks gorevi goriir ve anjiyogenezi destekler. Hiicre tutunmasini
kolaylastiran bozunma irlinleri verir. Ayrica kontrolli salim sistemlerinde de
kullanilmaktadir. Jel formundaki fibrin hiicre tutunmasi ve canliligini arttirici etki saglar

(Guo vd. 2011).

Kitosan; yumusakgalar, kabuklular ve boceklerdeki kitinin deasetilasyonundan elde

edilen dogal katyonik bir polisakkarittir. Biyouyumludur, immiinojenik degildir ve
polisakkarit iskeletindeki amino gruplar1 sayesinde ¢esitli molekiillere baglanabilir.
Fizyolojik sicaklikta faz degisimine ugramasi, kitosanin miyokardiyuma hiicreli ya da
hiicresiz enjeksiyonda jellesmesini saglar (Lu vd. 2009). Kitosan kullanimindaki

potansiyel engel, nétral ¢ozeltilerdeki ¢oziiniirlik sorunudur (Huang vd. 2005).
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Alginat; kahverengi deniz yosunundan elde edilir. Alginat, diiz zincir yapida (1-4) bagh
mannuronik asit ve a-L-gluronik asit birimlerinden olusan ve negatif yiiklii yapisal bir
polisakkarittir. Konsantrasyonun yiikseltilmesi malzemenin mekanik o6zelliklerini
arttirirken ayni zamanda viskozitesini ve bozunma zamanini da arttirir. Alginatin
enjekte edilebilir malzeme olarak kullanimi akut ve kronik rat MI modellerinde, skar
kalinligmi ve sistolik ve diastolik sinirliliklar1 azaltarak pozitif sonuglar vermistir
(Landa vd. 2008). Alginatin gesitli biiytime faktorlerinin farkli afinitelerine dayanarak

kontrollii iletim sistemlerinde de kullanildigi rapor edilmistir. (Ruvinov vd. 2011).

Kollajen; ¢ogu HDM’in temel protein bilesenidir. Tanimlanmig amino asit kaliplari ile
sarmal bir yapiya sahip olmasi vuciit tarafindan kolayca taninmasini saglar. In vitro
kosullarda yapilan galigmalar kardiyomiyosit biiyimesini ve canliligini destekledigini
gostermistir. Hayvan modellerinde de kollajen implantasyonunun ventrikiiler kardiyak

fonksiyonunu ve geometrisini gelistirdigi gézlenmistir (Dai vd. 2005).

2.2.3.3.3 Enjekte edilebilir deseliilerize biyomalzemeler

Dogal saglikli dokuda hiicre disi cevre, hiicre tutunmasini, canliligini, gogiini,
cogalmasimi ve farklilagmasini saglayan protein ve proteoglikanlarin kompleks bir
bilesimini igerir (Leor vd. 2005, Badylak vd. 2009). Bu kompleks g¢evrenin yerini
alabilecek en iyi yapt dogal HDM’nin kendisidir. Bu nedenle, kardiyak onarimini da
iceren, deseliilerize HDM’nin bir ¢ok medikal uygulamasi degerlendirilmektedir.
Deseliilerizasyon, dokunun ya da organin kimyasal, fiziksel ve enzimatik yollarla
hiicresel igeriginden arindirilmasi olup, boylelikle geriye sadece HDM kalir. Bununla
birlikte HDM’nin kimyasal ve yapisal bilesimi degisebilir. Deseliilerizasyon, potansiyel
nakil reddi, inflamasyon veya yabanci viicut yanitina neden olabilecek hiicresel
antijenleri uzaklastirdig1 igin yararhidir (Gilbert vd. 2006). Boylelikle kardiyak dokuya
Ozgii deseliilerize dokularin kullanimi daha uygun bir secenek haline gelmektedir.
Yapilan caligmalarda sigcan ve domuz kalbinin ¢esitli yontemlerle deseliilerizasyonu ile
hiicresel ~ igerikleri  uzaklastirilmis, elde  edilen  deselillerize  HDM’nin

liyofilizasyonundan sonra enzimatik yontemlerle ¢oziilebilen sivi form elde edilmistir
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(Singelyn vd. 2009, Naraghi vd. 2010). Elde edilen miyokardiyal matriks fizyolojik pH
ve sicaklikta in vitro ortamda nanofibroz ve gozenekli bir yapr gostermistir. Ayrica
yapilan c¢alismalarda miyokardiyal matriks insan koroner arter endotel hiicrelerinin ve
sican aortik diiz kas hiicrelerinin gogiinii destekleyen bir yapiya sahip oldugu

gosterilmistir (Singelyn vd. 2009).
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3. KAYNAK OZETLERI

Kalp doku mihendisligi icin gelistirilen dogal kaynakli biyomalzemeler, bu
biyomalzemelerin enjekte edilebilir formu ve Kkarakterizasyonuna yonelik bazi

caligmalar asagidadir.

Singelyn vd. 2009 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada, domuz kalbinin ventrikiiler
dokusunu kiigiik parcalara ayirdiktan sonra %1 SDS ve %1 Triton-X100 kullanarak
deseliilerize etmislerdir. Hiicresizligi H&E boyamasi ile dogrulamiglardir. Elde edilen
HDM’in pepsin ile enzimatik par¢alanmasi sonucu ¢oziilebilir bir formu elde edilmistir.
SDS-PAGE ile peptit ve HDM kisimlar1 gosterilmistir (Sekil 3.1). GAG igerigi

belirlenmistir.

Miyokardiyal
Matriks

198k08
HSKDa
96 kDa

3740 —
A0 m—

Standart

Sekil 3.1 Standart protein belirteci, miyokardiyal matriks ve kollajenin SDS-PAGE
goriintiileri
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Yapmin 37°C’de inkiibasyonu ile jel formu elde edilmistir. Elde edilen miyokardiyal
matriks jelin yapist SEM ile goriintiilenmistir. SEM goriintiileri yapinin nanofibroz ve
gozenekli yapida oldugunu gostermistir (Sekil 3.2). In vitro ¢alismalarda, miyokardiyal
matriks, kollajen kapli kiiltiir kaplar1 ve kollajen iizerine neonatal rat kardiyomiyositleri
tohumlanmis ve hiicre canliliklar1 karsilagtirilmigtir. Hiicrelerin miyokardiyal matriks
yapida tutunduklar1 ve canli kalabildikleri goriilmiistiir. In vivo ¢alismalarda ¢oziilebilir
matriks yap1 siganlara enjekte edilmis ve belirli zaman noktalarinda alinan 6rnekler ile
yapmin jel olusum hizi gézlenmistir. Enjeksiyondan sonra 30 dk igerisinde jel

olusumunun gerceklestigi gorilmiistiir.

Sekil 3.2.a.Miyokardiyal matriks jelin oda sicakliginda ve b. 37°C’deki goriintiisii, C.
miyokardiyal matriks jelin SEM goriintiisii

Naraghi vd. (2010) domuz ve insan perikardiyumunu deseliilerize ettikten sonra H&E

boyamasi ile hiicresizlestirmeyi degerlendirmislerdir. Liyofilize edilen deseliilerize
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perikardiyumlar, mil yardimiyla toz hale getirilip pepsin enzimi ile parcalanarak,

¢oziilebilir HDM elde edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3.a.Deseliilerize perikardiyum, b. deseliilerizasyondan sonra liyofilize edilmis
perikardiyum, c. toz haline getirilmis perikardiyum ve d. enzimatik
parg¢alanma sonucu elde edilen ¢oziilebilir matriks yap1

Protein bilesimini gérmek icin yapilan SDS-PAGE sonucunda iki perikardiyumda da
kollajene karsilik gelen bantlar goriilmistiir (Sekil 3.4). Her iki perikardiyumda da
GAG igerikleri birbirine yakin bulunmustur.

27



250 kDa

148 kDa

50 kDa

36 kDa

22kDa

16 kDa

Sekil 3.4 Naraghi ve arkadaglarimin 2010 yilindaki calismalarina ait SDS-PAGE
goriintiileri

In vivo g¢alismalarda ¢6ziilebilir formdaki HDM’nin, sigan kalplerine miyokardiyal
enjeksiyonu yapilarak belirli zaman noktalarinda 6rnekler alinmistir. Enjeksiyon
bolgesinde kan damari olusumunu goézlemlemek icin immiinhistokimya caligsmalari
yapilmis ve sonucunda ¢oOzilebilir formdaki HDM’nin yeni damar olusumunu

destekledigi gortilmiistiir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5.a-c Enjekte edilen insan vee-g domuz matriks jellerindeki damar olusumu i¢in
yapilan floresan boyamasi

Duan vd. 2011 yilinda yaptiklar1 bir calismada domuz kalbinin sag ve sol ventrikiiliinii
kiigiik parcalara ayirarak deseliilerize etmislerdir. Deseliilerizasyonda parcalar sirasiyla,
9%0,02 tripsin, %3 Triton X, %4 deoksikolat ve %0,1 PAA uygulamasindan sonra saf ile
yikanmustir. Sivi azotta dondurulan ornekler havanda doviilerek liyofilize edilmistir.

Liyofilize toz pepsin ile enzimatik olarak par¢alanmis ve elde edilen karigim -80°C°de

saklanmigtir (Sekil 3.6).

Kiigiik Parcalara Deseliilerize Toz Kardiyak Parcalanmis
Ayrilmis Miyokardiyum HDM Kardiyak
Miyokardiyum HDM

Sekil 3.6 Kardiyak HDM hidrojel goriintiileri
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Kollajen HDM nin farkli oranlarda (kollajen, %25 HDM - %75 kollajen, %75 HDM -
%25 kollajen) karigimlarmin kinetik 6zellikleri spektrofotometrik olarak tayin edilmis
ve sadece HDM yerine, kollajen ile karisimlar1 kullanilmistir. %75 HDM’den olusan
hidrojel, daha yiiksek oranda HDM proteinleri icerdiginden dolayr kardiyak
farklilagmada daha etkili bir rolii vardir. In vitro ¢alismalarda insan embriyonik kok
hiicreleri, elde edilen hidrojellerde enkapsiile edilerek kullanilmig ve bu hiicrelerin
kardiyak farklilagmasi biiylime faktorlerinin varliginda ve yoklugunda gdzlenmistir.
Farklilasmay1 gozlemlemek igin cardiac troponin | (cTnl) ve connexin 43 ifadesine
bakilmistir. Sadece HDM nin kardiyak farklilasmay1 destekledigi, %75 ve %25 HDM
iceren hidrojellerin ise biiylime faktorleri varliginda farklilasmayr destekledigi

bulunmustur.

%75 HDM

%25 HDM

Sekil 3.7 Kardiyak belirteglerinin, farkli hidrojellerde, biiylime faktorii varliginda ve
y g
yoklugundaki konfokal mikroskop goriintiileri

cTnl yesil, connexin 43 kirmizi
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Deneyde kullanilan sigir kalpleri Ankara Et ve Balik Kurumu Genel Miidiirliigii
biinyesindeki hayvan kesim tesisinden, veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan saglikli

sigirlardan elde edildi.

Deseliilerizasyon islemlerinde kullanilan SDS, Triton X-100, tripsin, EDTA, NH,OH,
PAA ve EtOH Sigma-Aldrich (St. Louis, MN, ABD) firmasindan temin
edildi.Liyofilizasyon islemi Christ Alfa marka liyofilizatorde gergeklestirildi.Dondurma

ve saklama islemleri i¢in -80 Heto marka ultra dondurucu kullanilda.

DNA igeriginin belirlenmesinde kullanilan TRIS, EDTA, NaCl, SDS, etanol ve
proteinaz K Sigma-Aldrich (St. Louis, MN, ABD) firmasindan temin edildi.Santrifiij
islemleri Hettich Universal 32Rmarka cihaz ile gergeklestirildi.DNA Ol¢timleri 96
kuyucuklu UV mikro plaka igerisinde, SpectraMax M5 model (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, ABD) spektrofotometrede alindi.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, hiicrelerin ekilip cogaltildigr steril doku kiiltiir kaplari
(Corning, NY, ABD), besiyeri olarak a« — MEM (Minimum Essential Medium Alpha)
(Sigma), besiyeri katkis1 olarak L-glutamin, penisilin-streptomisin (P/S) ve fetal sigir
serumu (FBS) (Sigma, St. Louis, MO, ABD), hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ise
tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Sigma) kullanildi. Calismalarin tamami laminer akigh steril
kabinde (Nuaire) yapild1 ve hiicre kiiltiirleri 37°C, %5 CO2, %95 nem ortamini saglayan
bir karbondioksitli inkiibatorde (Heracell 240®, Waltham, MA, ABD) gergeklestirildi.

Hiicrelerin mitokondriyel dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan MTT
[3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] kiti Sigma firmasindan
temin edildi ve 6l¢iimler UV mikro plaka okuyucu (Biotrak 11, Amersham Biosciences,

ABD) cihazinda alind1.
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Deseliilerize k-HDM yapisinin enzimatik parcalanmasinda kullanilan pepsin enzimi

Sigma firmasindan temin edildi.

Protein igeriginin belirlenmesinde, standart ve 6rnek 6lgiimleri Spectramax M5 model
spektrofotometrede alindi. Protein standardi hazirlanmasinda kullanilan BSA (Sigir

Serum Albiimini) Sigma firmasindan temin edildi.

SDS-PAGE’de ve agaroz jel elektroforezinde Biorad marka jel tanki ve gii¢ kaynagi
kullanildi.

Kesit alma isleminden sonra ornekler, hematoksilin ve eosin (H&E) (Sigma), ile
boyandi. Boyama goriintiileri LeicaDM 4000B arastirma mikroskobunda (Wetzlar,

Almanya) incelendi.

4.2 Yontem

4.2.1 Deseliilerizasyon

Ankara Et ve Balik Kurumu Genel Miidiirliigii biinyesindeki hayvan kesim tesisinden,
veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan saglikli sigirlardan elde edilen kalpler,kesimi
takibe 1-2saat icerisinde, PBS tamponu ve antibiyotik iceren ¢ozelti igerisinde
laboratuvara getirildi. Yikanarak kan kalmtilar1 uzaklastirildiktan sonra -80°C’de
muhafaza etmek ve hiicre parcalanmasini kolaylastirmak i¢in 1-10 giin siire arasinda
donduruldu. Calismaya baglamadan once oda sicakliina getirilen kalplerden yag ve bag
doku uzaklastirildiktan sonra sol ventrikiil kismi1 alind1 ve deseliilerizasyonun etkinligini
arttirmak ve siiresini kisaltmak amaci ile kiiclik parcalara ayrildi. Pargalar oncelikle
hipotonik/hipertonik tuz ¢ozeltileri ve ardindan PBS ile birer giin yikanarak fazla kan ve
kalintilar uzaklastirildi. Ardindan asagida belirtilendort farkli  deseliilerizasyon

protokolii uygulanda.
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Gruplar Ornege uygulanan islemler

1. Grup Sirastyla %1 SDS ve %1 Triton X-100 ile yikandi(Ott vd. 2007).

2. Grup Tripsin-EDTA uygulamasinin ardindan, %3 Triton X-100, %4 deoksikolik
asit ve %0,1 PAA/%4 EtOH ile yikand1 (Wainwright vd. 2010).

3. Grup Tripsin-EDTA uygulandiktan sonra %1 Triton X-100 ve 20mM NH,OH ile

hazirlanmig deterjan soliisyonu ile yikandi (Castro Bras vd. 2013).

4. Grup Ornekler %1 SDS ile yikandiktan sonra %0,1 PAA/%4 EtOH ile muamele

edildi (Laboratuvarimizda gelistirdigimiz yontem).

Tiim gruplar deterjan yikamalarinin ardindan, deterjan kalintilarin1 uzaklagtirmak amact
ile saf su ile yikandi. Daha sonraki analizlerde ve deney basamaklarinda kullanilmak
lizere, elde edilen kardiyak hiicre dist matriks (k-HDM) yapisionee -80°C’de
donduruldu ardindan liyofilize edilerek muhafaza edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1.a. Sigir kalbi, b. kiiglik pargalara ayrilmis sol ventrikiil, c. deseliilerizasyon

sonrast kalp dokusu

4.2.1.1 DNA igeriginin belirlenmesi

Deseliilerizasyon isleminin etkinligini degerlendirmek i¢in her bir grubun DNA igerigi
dogal doku ile ve kendi aralarinda karsilastirildi. Yaklasik 10 mg dogal liyofilize
edilmis doku ve farkli protokollerle deseliilerize edilmis dokularin (k-HDM), T:N:E:S
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(Tris: NaCl: EDTA: SDS) tamponunda proteinaz K ile 55°C’de 3 giin bekletilerek
parcalanmasi saglandi. Par¢alanma tamamlandiktan sonra orneklere 150 uL 6M NaCl
ilave edildi ve 30 saniye vortekslendi.4°C’de 3000 devir/dakika’da 5 dk siire ile
santrifiij edildi. Ay bir tiipe alinan siipernatan iizerine 500 pLsoguk etanol eklendi ve
yaklasik 20 dakika -20°C’de bekletildi. Tekrar 4°C’de 3000 devir/dakika’da 5 dk siire
ile santrifiij edilerek DNA pellet halinde elde edildi, supernatan uzaklastirildi. 500 pL
%70 soguk etanol ilave edilen tiipler son kez 4°C’de 3000 devir/dakika5 dk siire ile
santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi ve kalan etanolii uzaklagtirmak i¢in tiipler oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Tiiplere 100 pL steril su eklenerek DNA
icerigispektrofotometrik olarak tayin edildi. Kore karsi 260 nm ve 280 nm dalga
boyunda 6l¢iim alinarak dogal ve deseliilerize Orneklerdeki DNA  miktari
karsilastirildi(Aljanabi ve Martinez 1997). Her grup i¢in iicer Ornek ile caligildi.
Ortalama DNA konsantrasyonu ve saflig1 esitlik 4.1°e gore hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu = ODjgg x Seyreltme faktorii x 50 ng/uL (Esitlik 4.1)
DNA Saflik = ODogoo80 = ~ 1,8 1deal saflik
<< 1,8 kontaminasyon

>> 1,8 kontaminasyon

4.2.1.2 Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, bir elektriksel alan igerisinde yiiklii molekiillerin ayristirilmasi esasina
dayanir. Molekiillerin yiik, biiyiikliik ve konformasyonlarina goére ayrilmasini saglayan
bir yéntemdir. Ozellikle niikleik asit ve proteinlerin saflastirilmasi ve ayrilmasinda
siklikla kullanilan bir yontemdir. Deseliilerizasyonun etkinligini degerlendirmek ig¢in,
orneklerdeki DNA kalintilar1 etidyum bromiir ile %1,5 agaroz (70V-1 saat) agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildiic ve jel goriintisii ¢ekildi. DNA belirteci ve kontrol
grubundaki DNA bantlar1 ile deseliilerize 6rneklerdeki DNA bantlar1 karsilastirildi.
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4.2.1.3 Histokimya calismasi

Orneklerin deseliilerizasyon islemi sonrasi hiicresizlesme diizeyinindegerlendirmesi,
cekirdek ve sitoplazmik igerigi boyayan, H&E boyamasi yapilmis ornekler tlizerinde

gergeklestirildi.

Agac kabugundan elde edilen ve niikleer boya olarak en fazla kullanilan hematoksilin,
kendi basina bir boya degildir.Oksidasyon iiriinii olan hematein zayif anyonik
boyadir.Hemateinin dokuya afinitesi azdir, fakat metalik mordantlar eklendiginde
ozellikle hiicre cekirdegine afinitesi artar ve kuvvetli boyar.Eosin, kesitlerin rutin

boyanmasinda en fazla kullanilan karsit boyadir.

Eosin ile en iyi boyanma yaklasik pH 4-6’da meydana gelir.Genel doku boyas1 olarak;
cekirdek ve sitoplazma ayiriminda kullanilan, histolojik boyalar icinde en genis
kullanim1 olan ve dokunun farkli bolgelerini farkli olarak boyayan Hematoksilin ve

Eosin boyasidir.

Hematoksilin genellikle; ¢ekirdegi mavi-siyah renkte boyayarak g¢ekirdek i¢ini 1yi bir
bicimdegosterir.Eosin ise, hiicre sitoplazmasim1i ve bag dokusu elemanlarini g¢esitli

varyasyonlarda pembe, turuncu ve kirmizi renkte boyar (http://www.ihcworld.com).

H&E boyamast i¢in, deneylerde kullanilan 6rnekler belirli zaman noktalarinda eksplante
edilen ornekler kriyo tampon ¢ozeltisinde (potasyum fosfat tamponu; K,HPO,4/ KH,PO,
pH 7.4, 0,1M) hazirlanmis %2,5 Gluteraldehit icerisinde 10 dakika tespit edildikten
sonra sirastyla 30’ar dakika dondurma tamponunda (%15 siikroz iceren 0,1M potasyum
fosfat tamponu) ve dondurma ¢ozeltisinde (Tissue-Tek, Sakura Finetek Hollanda)
bekletildikten sonra -80°C’de dondurulup, kriyo kesitleri alinmis ve lam tizerindeki

orneklere asagidaki islemler sirasi ile uygulanmstir;
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1. 2-3 dakika saf su ile nemlendirildi.

2. 8 dakika Hematoksilin ile boyandi.

3. Hematoksilini uzaklastirmak i¢in 10 dakika saf su ile yikandi.
4. %95’1ik etil alkol ile muamele edildi.

5. 1 dakika Eozin ile boyandi.

6. % 95’lik etil alkolden gecirilerek fazla boya uzaklastirildi.

7. Hazirlanan 6rnekler 151k mikroskobu ile incelendi.

Bu protokole gore k-HDM o6rnekleri boyandi ve deseliilerizasyon sonrasi hiicresizlesme

diizeyi H&E boyamasi ile degerlendirildi.

4.2.2 Kalint1 deterjan iceriginin belirlenmesi

Bu ¢alismada sigan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (KI-MKH) kullanilmustir.Ki-
MKH’leri standart protokollere gore 8-12 haftalik 200-250g agirligindaki Wistar soyu
sicanlarin femur ve tibialarindan izole edildi. Bu amagla, avertin ile anestezi (10 mL/kg)
sonrasi siganin her iki bacagindaki femurlar ve tibialar ¢ikarildi.%70’lik etanol ile
etraflarindaki yag ve kas kalintilar iyice temizlenerek alt ve list kistmlarindan kesildi.
Icerisinde 5 mL o-MEM besiyeri bulunan 25 G’lik enjektdr yardimiyla kemik iligi
hiicreleri santrifiij tiiptine aktarilarak 1100 devir/dakika, 7-11 dakika siire ile santrifuj
edildi. Santrifiij sonrasi ¢ozeltinin st kismi atild1 ve 5’er dakika 1100 devir/dakikada 3
kere santrifiijleme islemi yapilarak hiicreler besiyeri ile yikandi. Yikama islemlerinin
ardindan elde edilen KI-MKH’leri, %10 fetal sigir serumu (fetal bovine serum; FBS), 2
MM L-glutamin, 100 uL/mL penisilin-streptomisin igeren a-MEM igerisinde, 37°C’de,
%5 CO,, %95 hava, %90 nem igeren hiicre Kiiltiirii kosullarinda inkiibe edildi. Kiiltiiriin
diciincti  gininde kiiltir kabma yapismayan hiicreler, besiyeri degistirilerek
uzaklastirildi. Besiyeri haftada ii¢ kez degistirilerek, yapisan hiicrelerin kiiltiiriine
devam edildi. Hiicreler %80-90 bolluk noktasina geldiginde, %0,25 tripsin ve 1 mM

EDTA igeren ¢ozelti yardimiyla kap yiizeyinden kaldirilarak pasajlama islemi yapildi.
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3. pasajdaki hiicreler kullanild.

k-HDM’de deseliilerizasyon sonrasi deterjan kalintist olup olmadiginin kontrolii hiicre
canliligia bakilarak tespit edildi. Bunun i¢in ~3 g k-HDM, ~7 g ml standart kiiltiir
vasatinda (a-MEM, %10 FBS, 2 mM L-glutamin, 100 uL/mL penisilin-streptomisin) 3
giin siire ile 37°C°de, %5 CO,, %95 hava, %90 nem iceren hiicre kiiltiirii kosullarinda
inkiibe edildi. Bu islem sonunda eger k- HDM’de yiiksek oranda deterjan kalintisi
mevcut ise inkiibasyon sirasinda vasat ortamima gegecegi, ve bunun sonucunda bu

vasatin kullanilacagi hiicrelerin canliligim etkileyerek azaltacagi diisiiniilmektedir.

Inkiibe edilen vasat, kiiltiirii devam eden Ki-MKH’ler i¢in besiyeri olarak kullanild1 ve
standart vasat kullanilan hiicrelerin canliligi ile inkiibe edilen vasatin kullanildig:

hiicrelerin canliligt MTT kiti (CGD1 Sigma) kullanilarak karsilagtirildi.

Her iki vasatin kullanildig1 hiicrelerin morfolojileri, bu hiicrelere ait belirli zamanlarda

cekilen mikroskop goriintiileri incelenmesiyle karsilagtirildi.

4.2.3 Deselillerize k-HDM’ in enzimatik parcalanmasi1 ve enjekte edilebilir
miyokardiyal matriksin elde edilmesi

Enjekte edilebilir miyokardiyal matriks elde etmek i¢in deseliilerize kalp dokusu
¢oziilebilir hale getirildi (Singelyn vd. 2009, Seif-Naraghi vd. 2010-2012, Duan vd.
2011). Deseliilerize k-HDM o6rnekler enzimatik olarak pargalandi.0,1M HCI igerisinde
pepsin (mg/mL) ¢ozeltisi kii¢iik parcalara ayrilmig k-HDM o6rneklerine eklendi (10:1)
ve oda sicakliginda ~80saat boyunca stirekli karistirildi.Bu siire sonunda viskoz bir sivi
elde edildi.Pepsin aktivitesini durdurmak i¢in elde edilen viskoz ¢ozeltinin pH’s1 NaOH
ile pH 6 iizerine ayarlandi.Elde edilen viskoz matriks yapisi -80°C’de muhafaza
edildi.Bu yapmin 30 dakika 37°C’de inkiibasyonu ile miyokardiyal matriks yap1 elde
edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2.a. Toz haline getirilmis deseliilerize k-HDM, b. enzimatik par¢alanma sonucu
elde edilen miyokardiyal matriks yap1

4.2.4 Miyokardiyal matriksin karakterizasyon calismalari

4.2.4.1 Turbidimetrik analiz

Tiirbidimetri, bulaniklik 6lciimii esasina dayanan bir yontemdir. iletilen 15181n,

bulaniklik sebebiyle, siddet kaybinin kolorimetrik olarak dl¢iilmesi islemidir.

Enzimatik pargalanma sonucu elde edilen c¢oziilebilir matriksin  jel olusumu
tirbidimetrik yontem ile tayin edildi (Freytes vd. 2008, Seif-Naraghi vd. 2010, Wolf vd.
2012, Medberry vd. 2013). Jel olusumu sonucunda bulanikligin artmasi ile degisen
absorbans degerleri esitlik 4.2 kullanilarak, jel olusum siiresi belirlendi. 37°C’ye
ayarlanan spektrofotometrede (SpectraMax MS5) 1 saat boyunca 2 dakikada bir

absorbans Ol¢limii alindi.
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A-Ay (Esitlik 4.2)
Amax — A

Normalize Absorbans =

4.2.4.2 Miyokardiyal matriksin protein iceriginin belirlenmesi

4.2.4.2.1 Miyokardiyal matriksin protein iceriginin Lowry yontemi ile tayini

Enzimatik par¢alanmanin ardindan yapidaki protein igerigi kolorimetrik olarak Lowry
yontemi ile tayin edildi.YOontemin esasi; peptit baglar ile Cu?"’1n biiiret reaksiyonu
vermesine dayanir.Bu yontemde peptit baglari alkali ortamda bakir ile renkli kompleks
olusturur.Uger 6rnek olarak hazirlanan standart ¢ozeltilere ve numuneye reaktifler
eklendikten sonra oda sicakliginda yarim saat bekletildi ve bu siire sonunda olusan renk
yogunlugu 750 nm dalga boyunda 6l¢iildii ve ortalamasi alindi.0,1-1,4 pg BSA/mI
derisim aralifinda hazirlanan standartlarin absorbans ol¢iimii yapilarak kalibrasyon
egrisi ¢izildi ve dogal doku ve numunenin absorbansindan yola c¢ikilarak protein

icerikleri hesaplandi.

4.2.4.2.2 Miyokardiyal matriksin protein iceriginin SDS-PAGE ile belirlenmesi

SDS-PAGE proteinleri boyutlarina gore ayirmak icin kullanilan bir yontemdir.SDS
negatif yiiklii bir molekiildiir ve proteini kaplayarak onun yiikiinii perdeler. Boylelikle
karisimdaki tiim proteinler esit yiikli duruma gelir. SDS varliginda 1sitilan proteinler
denatiire olur ve negatif yiiklenerek, elektriksel alanda anoda dogru hareket
ederler.Boylece proteinler SDS-PAGE ile yiiklerine gore degil biiyiikliiklerine gore
ayrilir. Ayrica bu yontem ile protein saflik kontrolii, molekiil kiitlesi ve konsantrasyon

cesitliligi de tayin edilebilir (Laemmli 1970).

SDS-PAGE ile, enzim ile par¢alanan matriks yapinin protein igerigi, protein standardi
ve sigan kuyruk tendonundan izole edilen kollajen ile karsilastirildi (Singelyn vd. 2009,
Seif-Naraghi vd. 2010).

39



Cizelge 4.1 SDS-PAGE “de kullanilan jel igerikleri

Cozeltiler %12’lik Ayirma Jeli %4’liikk Toplayici Jel
dH,0O 3,2mL 2,975 mL
Akrilamit (%30)/Bis- 4 mL 0,67 mL

akrilamit (%0,8)

1M Tris-HCI (pH 6,8) 2,6 mL 1,25 mL
%10 SDS 0,1 mL 0,05 mL
%10 Amonyum persiilfat 0,1 mL 0,05 mL
TEMED 10 uL 5uL

Cizelge 4.1’de belirtilen oranlara gore hazirlanan ayirma jeli elektroforez tankina
dokiildii, tlizerine izopropil alkol eklenerek jelin diizgiin bicimde donmasi saglandi.
Izopropil alkol uzaklastirildiktan sonra toplayici jel donmus olan ayirici jel iizerine

dokiildi.

Ornekler, lizis tamponu (0,035 M SDS, 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 2 mg bromofenol,
%0,56 gliserol, %0,06 2-merkaptoetanol) (1:1) icerisinde 95°C’deki su banyosunda 5
dakika bekletildi.Su banyosundan ¢ikarilan 6rneklere 6rnek tamponu (0,5M Tris-HCI
(pH 6,8), %10 gliserol, 3,5 mM SDS, 2 mg bromofenol , %0,25 2-merkaptoetanol) (2:1)
eklendi.Her bir kuyucuga 20ul 6rnek eklendi ve jelde 200 V’da ve 40 dakika siire ile
yiriitme tamponunda (0,19 M glisin, 0,025 M Tris, 3,5 mM SDS) vyiiriitiildii. Ardindan
jel, boyama ¢ozeltisi (1,2 g Comassie brilliant blue, 454 mL %50 metanol, 46 mL
glasiyel asetik asit. Hazirlanan boya ¢6zeltisi kullanilmadan 6nce Whatman no 1
kagidindan siiziildii) igerisinde 1 giin siire ile bekletildi.Boyama ¢6zeltisinden sonra jel,
boya uzaklastirma ¢ozeltisi(%5 metanol, %7,5 glasiyel asetik asit) igerisinde 3 giin

bekletilerek boyadan arindirildi ve jelin goriintiisii ¢ekildi.
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4.2.4.3 Miyokardiyal matriksin GAG igeriginin belirlenmesi

GAG’lar, uzun anyonik polisakkarit birimlerinden olugsmus ve hiicresel ¢evreyi
olusturan en biiyiik makromolekiillerdendir. GAG’larin, gesitli siireglerde, enzim
diizenlenmesi, hiicresel tutunma, biliyiime, go¢ ve farklilasma gibi farkli islevleri vardir
(Yung ve Chan 2006). Doku yaralanmasi sonrast GAG igeriginin bilinmesi, olgun
fenotipin yeniden olusturulmasi ile ilgili siirecin anlagilmasinda 6nem tasimaktadir

(Barbosa vd. 2003).

Miyokardiyal matriks yapidaki GAG igeriginin belirlenmesinde, 1,9-dimetil metilen
mavisi boyasinin GAG ile baglanmasi sonucu, absorpsiyon spektrumunda meydana
gelen degisimlerin spektrofotometrik olarak takibinde yararlanildi (Barbosa vd. 2003,
Huynh vd. 2012).

Dondurulmus dogal doku liyofilize edildi. Dogal doku ve miyokardiyal matriks,
25mg/mL ekstraksiyon tamponunda (50 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, ve
1%Triton X-100, pH 7.9) 4°C’de siispanse edildi. Ardindan 6rnekler proteinaz K (50
pug/mL son 6rnek konsantrasyonu) ile 56°C’de gece boyu inkiibe edildi. Proteinaz K
inaktivasyonundan sonra (90 °C, 30 dk) 6rnekler santrifiij edilerek (10000 devir/dakika,
20 dk) ve siipernatan ayrildi, GAG’lar1 igermeyen pellet atildi. 10 veya 100 pL
filtrelenmis, proteinaz K ile parcalanmis Orneklerin son hacmi su ile 100 pL ye
tamamlandi. Her bir 6rnege 1 mL GAG-DMMB komplekslesme ¢o6zeltisi (%0,2
sodyum format ve %0,2 formik asit iceren 0,2 M guanidin hidrokloriir ¢ozeltisi ile,
filtreden gegirilmis etanolik 1,85 mM DMMB ¢ozeltisi) eklendikten sonra 30 dk
boyunca ¢alkalandi. Ornekler santrifiij edildi (10000 devir/dakika, 10 dk) ve siipernatan
atildi. Pellet GAG-DMMB kompleksini igerir. GAG-DMMB pelleti 250 pL
komplekslesme bozucu ¢6zeltisinde (%10 propan-1-ol ve 50mM sodyum asetat igeren 4
M GuHCI) kuvvetli sekilde calkalanarak ¢oziildii ve 656 nmdalga boyunda absorbans
Olgtimii yapildi. Kalibrasyon grafigi, bilinen CS-A konsantrasyonlarina gore ¢izildi (55,
45, 40 ve 35 ug CS-A/mL). Kalibrasyon grafiginden yola ¢ikilarak 6rnegin igerdigi
GAG miktar belirlendi.
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4.2.7 In vitro hiicre kiiltiirii ¢calismalar:

4.2.7.1 Adipoz Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Daha 6nce etik kurul karari ¢eregevesinde izole edilip, karakterizasyonu yapilmis olan, -

80°C’de dondurulmus durumda saklananiAMKH’leri bu ¢alismada kullanilmustir.

Oncelikle iAMKH’lerin uygun bir kaynaktan izolasyonu gerceklestirilerek, bu hiicreler
farklilastirma deneylerinde kullanilmak iizere, DMEM F-12, %10 FBS, 2 mM L-
glutamin, 100 pL/mL penisilin-streptomisin igeren besiyerinde,37°C’de, %5 CO,, %95
hava, %90 nem iceren hiicre kiiltirii kosullarinda pasaj 5’e¢ kadar c¢ogaltilmistir.
Hiicreler doku kiiltiir kabinda %80 bolluga ulastiginda tripsinize edilerek hiicre

tohumlama ¢alismalarinda kullanilmistir.

4.2.7.2 Hiicrelerin tohumlanmasi

Kiiltiirii devam eden insan adipoz mezenkimal kok hiicreleri, %80 bolluga ulastiginda
tripsinize edildi. Bu islemde, kiiltiir kaplarindaki vasat uzaklastirildiktan sonra, tripsinin
serum tarafindan inhibisyonunu engellemek i¢in kiiltiir kab1 5 mL steril PBS ile yikand.
Kiiltiir kaplarma 5 mL %0,05 Tripsin-0,53 mM EDTA eklenerek 2-3 dakika inkiibe
edildi. Hicrelerin kiiltiir kabmin yilizeyinden kalkmasi saglandi. Tripsinin inhibe
edilmesi i¢in, hiicre siispansiyonu Kkiiltiir kabindan alinarak igerisinde 2 mL serum
bulunan tiipe aktarildi. Hiicre siispansiyonu 1500 devir/dakika hizda 5 dakika siire ile
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatan uzaklastirildi. Pellet {izerine tam vasat
eklenerek pipetleme yapildi ve hiicre siispansiyonu elde edildi. 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda yarim saat boyunca UV ile (254 nm) sterilize edilen miyokardiyal matriks

yapisi lizerine, hiicreler ~ 100.000 hiicre/cm? olacak sekilde tohumland.
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4.2.7.3 Hiicrelerin cogalma kapasitesinin belirlenmesi

Elde edilen miyokardiyal matriks iizerine tohumlanan hiicrelerin canliliklar1 ve ¢ogalma
kapasitesi,belirlenen zaman noktalarinda (3., 7., 14. ve 21. giin) MTT Kiti (Sigma) ile

tespit edildi. Tiim zaman noktalarinda tiger 6rnek ile ¢alisildi.

24 kuyucuklu kiiltiir kabindaki 6rnekler yeni bir kiiltiir kabmna alindi. Ornekler steril
PBS ile yikandi. Her kuyucuga 270 pL serumsuz vasat ve 30 uL MTT ¢ozeltisi eklendi.
Ornekler 37°C’de, %5 CO», %95 hava, %90 nem iceren hiicre kiiltiirii ortaminda 4 saat
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda vasat uzaklastirildi. Her kuyucuga 300 uL MTT
¢oziiciisii eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢6ziilmesi saglandi. Kolorimetrik
6l¢im570 nm dalga boyunda, UV c¢oklu plaka okuyucu (Biotrak Il, Amersham
Biosciences, ABD) cihazinda alindi. Kontrol olarak hiicrii kiiltiir kaplarina aym
miktarda tohumlanan iAMKH’in, aynt zaman noktalarinda MTT testi ile canlilik

oranlar1 belirlendi.

4.2.7.4 Histokimya ¢alismalar:

Onceden belirlenen zaman noktalarinda (3., 7., 14. ve 21. giin) alman ornekler
%2,5’luk gluteraldehit igerisinde sabitlendi. Ornekler dnce sabitleyiciyi uzaklastirmak
i¢in 3 kez 10 dk saf su ile yikandi. Ardindan 0,2 M’lik fosfat tamponu (pH 7,4) ile 20 dk
yikanan ornekler, dondurma tamponundan gegirildikten sonra kesit alma islemi igin
doku dondurucu ¢ozeltisi (tissue freezing medium) igerisine alind1 ve kesit alma islemi
gergeklestirildi. Kesitler, hiicre canliligi ve ¢ogalmasini gézlemlemek i¢in H&E ile

boyandi.
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5. BULGULAR

5.1 DNA Icerigi

Dogal doku ve farkli deseliilerizasyon protokolleri ile deseliilerize edilen dokularin
DNA igerikleri karsilagtirildi. Esitlik 4.1°e gore hesaplanan DNA igerikleri su
sekildedir; dogal doku; 463+ 22ng DNA/uL ornek, deseliilerize dokular; 1.grup;
388,83+ 18 ng DNA/uLornek, 2. grup; 317,83+ 13 ng DNA/uL 6rnek, 3. grup; 78,00 £
3,5 ng DNA/uL 6rnek ve 4. grup; 60,83+ 5 ng DNA/uL 6rnek olarak bulunmustur. Bu

degerlere gore DNA igeriginde %85’e varan bir azalma oldugunu gosteren en etkin

deseliilerizasyon protokolii 4. grup i¢in uygulanan protokol olarak belirlenmistir.

600,00

500,00

400,00

300,00

ng DNA/nL

200,00

100,00

463,00
388,83
305,33
18,00 6083
Dogaldoku Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 5.1 Dogal doku ve ¢esitli yontemlerle hiicresizlestirilmis dokularin DNA igerikleri
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Her bir grubun DNA saflik oranlari, 260 nm ve 280 nm dalga boyunda yapilan
Olclimlerin orani hesaplanarak (ODa2go/280) bulunmustur. Elde edilen sonuglar, DNA

ekstraksiyonu sirasinda biiyiik 6lgiide bir kontaminasyon olmadigin1 géstermektedir.

Cizelge 5.1 Kontrol ve deseliilerize 6rneklerin DNA saflik oranlari

Gruplar OD2601280
Kontrol 1,784
1. Grup 1,452
2. Grup 1,673
3. Grup 1,952
4. Grup 1,854

5.2 Agaroz Jel Elektroforezi

Farkli deseliilerizasyon protokollerine gore hiicresizlestirilmis Orneklerdeki DNA
kalintilarin1  belirlemek icin agaroz jel -elektroforezi yapilmistir. Karsilastirma
yapabilmek i¢in DNA standardi, kontrol olarak dogal kalp dokusu ve 4 farkli yonteme
gore deseliilerize edilmis ornekler kullanilmistir. Agaroz jel elektroforez goriintiilerine
gore 1., 2. ve 3. grubun Orneklerinin yiiklendigi kuyucuklarda (IV, V ve VI) DNA
bantlar1 gozlenirken, 4. grubun yiiklendigi kuyucukta ise(lll. kuyucuk) DNA bandi
goriilmemistir. Bundan sonraki asamalarda bu protokole gore deseliilerize edilen k-

HDM o6rnekleri kullanilmustir.
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Sekil 5.2 DNA belirteci, dogal kalp dokusu ve 4 yonteme gore deseliilerize edilmis kalp
dokularindaki DNA kalintilarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

DNA belirteci (I), dogal doku (II), grup 4 (I1I), grup 1 (IV), grup 2 (V), grup 3 (V)
5.3 Histokimya Calismasi

Deseliilerizasyon isleminin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger yontem
H&E boyamasidir.Dogal dokunun ve 4.gruptan alman k-HDM 0Orneginin H&E
boyamalar1 karsilagtirilmigtir. Dogal dokuda gdzlenen ve yogun bir bigimde mavi ile
boyanan c¢ekirdek varligi gelistirdigimiz yonteme gore deseliilerize edilen k-HDM

yapisinda gozlenmemistir.
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e 4.4 A

Sekil 5.3.a. Dogal kalp dokusu, b. deseliilerize kalp dokusunun H&E boyamasi
mikroskobik goriintiileri

Boyut ¢gubugu: 100 pm

47



5.4 Kalint1 Deterjan Iceriginin Belirlenmesi

Deseliilerize k-HDM pargalar1 hiicre kiiltiiriinde kullanilan vasat icerisinde
(a-MEM, %10FBS, P-S, L-Glutamin) 3 giin inkiibe edildi. Inkiibe edilen bu vasat kiiltiirii
devam etmekte olan sican Ki-MKH hiicreleri icin besiyeri olarak kullanildi.3 giin sonra,
kontrol olarak normal besiyeri kullanilan hiicrelerin canliligi ile inkiibe edilmis besi
yerinin kullanildigi hiicrelerin canliliklart MTT testi karsilastirildiginda bir fark
gbzlenmedi. Bu veriler, deseliilerizasyon sonras1 k-HDM igerisinde hiicre canliligini

olumsuz yonde etkileyecek diizeyde deterjan kalintisi olmadigini gostermektedir.

1,2
11

1 .
0,9
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 1
0,4 -
0,3
0,2 -
0,1 -

O .

Absorbans

® Inkiibe edilen vasatta kiiltiirii devam eden MKH canlilig
m Standart vasatta kiiltiirii devam eden MKH canliligi

Sekil 5.4 Inkiibasyon sonunda elde edilen vasatin ve normal vasatin kullanildig
hicrelerinMTT testi ile belirlenen canlilik oranlar:

Her iki vasat igersinde Kkiiltiire edilen hiicrelerin morfolojik degisimleri invert

mikroskobu ile inclenmistir.Mikroskobik  goriintiilere  bakildiginda, her iKi
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vasatinkullanildigr  hiicrelerin  morfolojileri  arasinda  herhangi  bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 5.5).

Sekil 5.5.a. Inkiibasyon sonunda elde edilen vasatin kullanildig1 ve b. normal vasatin
kullanildigit MKH’lerin invert mikroskop goriintiisii

Boyut ¢ubuklart 100 pm
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5.5 Tiirbidimetrik Analiz

Jel olusum siiresince artan bulaniklik miktarindan yola ¢ikilarak tiirdimetrik Slgiim
yapildi. Partikiil yogunluguna goére zamanla degisen absorbans degerleri esitlik 4.2
kullanilarak normalize edilmis absorbans degerleri elde edildi ve zamana kars1 grafige
gecirildi. Normalize absorbansin, jel olusum siiresince arttig1, ardindan belirli bir siire
sonra sabit kaldigi gozlenmistir. Bu sonuctan yola cikarak jellesmenin ilk 10 dk

icerisinde gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 5.6).

4,5
4 {}A};___
i QQQQQQQQQQQQQQQQQ

3 ¢

2,5 r

<

1,5
119
0,5

O ¢ T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Zaman (dk)

Normlize Absorbans
[V}

Sekil 5.6 Miyokardiyal matriksin jel olusum hizin1 gosteren tlirbidimetrik kinetik 6l¢lim
grafigi

5.6 Miyokardiyal Matriksin Protein Iceriginin Belirlenmesi

5.6.1 Miyokardiyal matriksin protein iceriginin Lowry yontemi ile tayini

Derigim araliginda 0,1-1,4 ng BSA/mLolarak hazirlanan standartlarin absorbanslar1 750

nmdalga boyunda 6l¢giim yapilarak tayin edildi ve grafige gecirildi (Sekil 5.8).Ornegin
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absorbansindan yola ¢ikilarak protein igerigi 0,999 ug BSA/mL olarak hesaplandi. Ayni
sekilde dogal dokunun absorbansindan yola ¢ikilarak protein igerigi 1,880 pg BSA/mL
olarak bulunmustur. Miyokardiyal matriksin protein igerigini %50 oraninda korudugu

belirlenmistir.

Sekil 5.7 Lowry yontemi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler

Tiip numarasi ile artan BSA konsantrasyonlar sirasiyla; 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2 ve 1,4 ug
BSA/mL

Tiip 1x: miyokardiyal matriks

y=0,5111x+ 0,162
R*=0,9912

1,000

0,900
0,800 /‘,/‘
0,700 —

2 0,600 —

.‘é 0,500

S 0,400

= 0,300 =
0,200 ~{’/
0,100
0,000 : . .

0 0,5 1 1,5
p g BSA/mL

Sekil 5.8 Lowry yontemi standart grafigi
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5.6.2 Miyokardiyal matriksin protein iceriginin SDS-PAGE ile belirlenmesi

Enzimatik parcalanmanin ardindan elde edilen miyokardiyal matriks yapisinin protein
icerigini degerlendirmek i¢in SDS-PAGE yapildi. Protein standartlari, sican kuyruk
tendonundan izole edilen kollajenve 6rnek jelde yiiriitillerek goriintiisii alindi (Sekil
5.9). Ornegin yiiklendigi kuyucuklarda, sican kuyruk tendonundan izole edilen
kollajenin yiiklendigi kuyucuktaki bantlara denk gelen bantlar gézlenmistir. Bu da

miyokardiyal matriks yapidaki kollajen varligini gostermektedir.

_ kDa
. |—212
— |—158

—116
— |—G7.2

- 664
s |—556

w— 2.7

— 1 —34.6
- —27.0
{—20.0

| —14.3

— 0.5

Sekil 5.9 Miyokardiyal matriksin SDS-PAGE goriintiisii

Kiigiik 6lgekte protein belirteci (1), biiyiik 6lgekte protein belirteci (IT), sigan kuyruk tendonundan izole
edilen kollajen (111), miyokardiyal matriks (IV-V). Protein belirteci molekiil agirliklart
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5.7 Miyokardiyal Matriksin GAG I¢eriginin Belirlenmesi

Miyokardiyal matriks yapisinin GAG igerigi, 1,9 dimetil metilen mavisi deneyi ile tayin
edildi. Bilinen CS-A konsantrasyonlarina gore ¢izilen kalibrasyon grafine gore dogal
dokunun GAG igerigi 2,417 pg/mL, miyokardiyal matriksin GAG igerigi 1,983 pg/mL
olarak bulunmustur (Sekil 5.10). Bu sonuglardan yola ¢ikarak, miyokardiyal matriksin

GAG igerigini biiyiik 6l¢tide korudugu tespit edilmistir.

y =0,3325x + 0,755
R?=0,9323

2,5

Absorbans
=y

0,5

png CS-A/mL

Sekil 5.10 CS-A standartlarina gore hazirlanan kalibrasyon grafigi

5.8 In Vitro Calismalar

5.8.1 MTT Bulgulan

Belirli zaman noktalarinda miyokardiyal matriks yapiya tohumlanmis iAMKH’lerin
canliliklart MTT testi ile degerlendirildi. Her zaman noktasinda iicer Ornek ile
calisilmistir. MTT reaktifi ile 4 saat inkiibe edilen Orneklerdeki hiicrelerin

mitokondriyel aktiviteleri spektrofotometrik dl¢timler ile belirlenmistir.
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Belirlenen zaman noktalarinda, miyokardiyal matriks {izerine tohumlanan iAMKH’lerin
MTT testi ile bulunan canlilik oranlari ile, kontrol olarak tohumlanan hiicrelerin canlilik
oranlarinin, paralel bigimde oldugu gériilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar, miyokardiyal
matriks yap1 {izerine tohumlanan hiicrelerindeney siiresince ¢ogaldiklarin1 ve

canliliklarini devam ettirdiklerinigéstermektedir (Sekil 5.11).

0,350

0,300 I

0,250 -

0,200

0,150

Absorbans

0,100

0,050

0,000

3 7 14 21
Gilinler

i Miyokardiyal matriks/IAMKH & Kontrol/IAMKH

Sekil 5.11 Miyokardiyal matriks tizerine tohumlanan iAMKH’lerin belirli zaman
noktalarinda MTT testi ile belirlenen canlilik oranlari

5.8.2 Histokimya ¢alismalari

Belirlenen zaman noktalarinda gercgeklestirilen H&E boyamalar ile hiicre canliliklar
degerlendirilmistir. Boyamalarda, kontrol olarak segilen hiicre tohumlanmamis
miyokardiyal matriks yapmin boyanmadigr goriilmistir. IAMKH tohumlanan
miyokardiyal matriks yapida deney siiresincehiicre yogunlugunun arttigr goriilmiistiir
(Sekil 5.12). Ayrica son zaman noktalarindaki artan boyama yogunlugu hiicrelerin

kendi HDM’lerini sentezlediklerini gostermektedir.
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Sekil 5.12 iAMKH’lerinin tohumlandigi miyokardiyal matriks yapisinin kiiltiiriin
belirlenen zaman noktalarindaki H&E boyama goriintiileri

a. Hiicresiz matriks, b. 3. giin, c. 7. giin, d. 14. giin, e. 21. giin
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada yeni gelistirilen bir deseliilerizasyon yontemi ile sigir kalp dokusu
hiicrelerinden arindirilarak, enjekte edilebilir bir biyomalzeme elde edilmis ve
malzemenin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen malzemenin in vitro

kosullarda kok hiicreler ile etkilesimleri incelenmistir.

Calismada oncelikle sigir kalp dokusu, gelistirmis oldugumuz yontem ile hiicrelerinden
arindirlmistir. ik olarak domuz kalp dokusu deseliilerizasyonunda yaygin olarak
kullanilan ¢esitli yontemler denenmistir (Ott vd. 2007, Wainwright vd. 2010, Castro
Bras vd. 2013). Bu yontemler kullanilarak elde edilen deseliilerize dokularin DNA
iceriklerine bakildiginda, hiicrelerin uzaklastirilmasinda bu yontemlerin yetersiz kaldig
goriilmistir. Bu nedenle kullanilan yontemlere alternatif olarak bu calismada
gelistirdigimiz, SDS ve PAA/EtOH c¢ozeltilerinin kullanildigr deseliilerizasyon yontemi
denenmistir. Yontemin etkinligini degerlendirmek amaci ile oncelikle DNA icerigine
bakilmistir. Bu tez ¢alismasinda gelistirdigimiz yontemin kullanildigi kalp dokusunun
DNA igeriginde %85’¢ varan bir azalma gbzlenmistir.260 nm ve 280 nm dalga boyunda
yapilan spektrofotometrik Ol¢iim oranlarmin  ~1,8 civarinda bulunmasi, DNA
ekstraksiyonu asamasinin basarili bir sekilde gerceklestigi ve biliyiik o6lciide bir

kontaminasyon olmadigini gostermektedir.

Deseliilerizasyon isleminin basarisint degerlendirmek icin ayrica agaroz jel elektroforezi
uygulanmugtir. Standart, dogal doku ve 4 farkli yontemle hiicrelerinden arindirilan
deseliilerize 6rneklerin yiiklendigi kuyucuklardaki DNA bantlar1 karsilastirildiginda
(Sekil 5.2) gelistirdigimiz yonteme gore hiicresizlestirilen ornekte, belirgin bir DNA
bandina rastlanmamistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, hiicresizlestirmenin 4. yontem ile

basaril bir sekilde gergeklestirildigini sOyleyebiliriz.

Hiicresizligin kontrolii hematoksilin-eozin boyamasi ile de dogrulanmistir. Dogal kalp
dokusu ve gelistirdigimiz yontemle hiicresizlestirilmis kalp dokusu H&E boyamasinin

ardindan karsilastirilmistir. Islem gérmemis kalp dokusunda hiicre ¢ekirdeginin mavi-
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siyah renkte boyandig1 gorilmiistiir (Sekil 5.3). Deseliilerizasyon sonrast boyamalarda

ise mavi-siyah renkte karakterize edilen hiicre ¢ekirdegine rastlanmamustir.

DNA igerigi, agaroz jel elektroforez ve hematoksilin-eozin boyama sonuglari,
gelistirdigimiz  deseliilerizasyon yontemi ile kalp dokusunun biiyiilk 06l¢iide

hiicrelerinden arindirildigin1 gostermektedir.

Deseliilerizasyon sonrasinda elde edilen matriks yapida deterjan kalintilarinin hiicre
tizerindeki olas1 toksik etkisini degerlendirmek igin hiicre canliligina bakilmistir. Elde
edilen deseliilerize matriks yap1 tam vasat icerisinde,37°C’de, %5 CO,, %95 hava, %90
nem igeren hiicre Kiiltiirii kosullarinda inkiibe edilmistir. Bu siirede varsa kalan deterjan
kalintilarinin besi yerine gegecegi diisiiniilmiistiir. Kiiltiirii devam eden Ki-MKH’in,
inkiibe edilen vasat ve normal vasat kullanildiginda canliliklari, MTT testinde elde
edilen absorbans degerleri karsilastirilmistir. Her iki vasatin kullanildigi hiicrelerin
canliliginda bir degisim goézlenmemistir (Sekil 5.4). Ayrica her iki vasatin uygulandig
hiicrelerin morfolojilerinde bir degisip olup olmadig1 mikroskop yardimiyla incelenmis
ve invert mikroskop goriintiilerine bakildiginda hiicre morfolojileri arasinda bir fark
olmadig1 gorilmistiir (Sekil 5.5). Bu sonuglardan yola ¢ikarak deseliilerizasyon
sonrasinda elde edilen matriks yapidan deterjanin biiyiikk Ol¢lide uzaklastirildig

gorilmiistiir.

In vitro ¢alismalarda kullanmak icin deseliilerize matriks yapmin enjekte edilebilir
formu elde edilmistir (Singelyn vd. 2009, Naraghi vd. 2010, Duan vd. 2011, Seif-
Naraghi vd. 2012). Oncelikle deseliilerize matriks yap1 pepsin enzimi yardimu ile asidik
ortamda ve oda sicaklifinda parcalanarak viskoz bir sivi elde edilmis, ardindan bu
viskoz sivinin 37°C’de inkiibasyonu ile enjekte edilebilir miyokardiyal matriks yapi

olusturulmustur.

Miyokardiyal matriks yapimin jel olusum hizini tayin etmek i¢in tiirbidimetrik analiz
yapilmis ve esitlik 4.2 kullanilarak normalize absorbans degerleri hesaplanmistir. Elde
edilen kinetik grafigine bakildiginda bulanikligin ilk 10 dk igerisinde arttigi, yani jel

olusumunun ilk 10 dakikada gerceklestigi goriilmiistiir (Sekil 5.6). Yapilan ¢alismalarla
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kiyaslandiginda (Singelyn vd. 2009, Naraghi vd. 2010, Duan vd. 2011, Seif-Naraghi vd.
2012), elde edilen miyokardiyal matriksin ¢ok daha kisa siire i¢inde jel olusturdugu
goriilmiistiir.Jel olusumunun kisa siire i¢inde gergeklesmesinin, in vivo deneyler igin

avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.

Hiicre tutunmasi ve cogalmast i¢in HDM proteinlerinin rolii biiyiiktiir. Enzimatik
par¢alanma sonunda elde edilen miyokardiyal matriks yapinin protein igerigini koruyup
korumadigini degerlendirmek i¢in Lowry metodu yardimiyla protein igerigi tayin
edilmistir. Islenmemis doku ve miyokardiyal matriksin protein icerikleri
karsilagtirildiginda, HDM’nin enzimatik parcalanma ardindan protein igerigini biiyiik

oranda korudugu goriilmektedir (Sekil 5.8).

Protein igerigini degerlendirmek igin ayrica SDS-PAGE deneyleri yapilmistir. Protein
belirteci, sigan kuyruk tendonunda izole edilen kollejen ve miyokardiyal matriksin
yiiklendigi jel goriintiileri ¢ekilmistir. Alinan jel goriintiilerinde ornegin yiiklendigi
kuyucuklarda, sigan kuyruk tendonundan izole edilen kollajene denk bantlar
gozlenmistir(Sekil 5.9). Bu sonuglardan yola ¢ikarak, enzimatik pargalanmanin

ardindan miyokardiyal matriks yapida kollajen varlig1 belirlenmistir.

Hiicrenin tutunmasi, ¢ogalmast ve canliliin1i devam ettirebilmesi i¢in énemli HDM
bilesenlerinden birisi de glikozaminoglikanlardir. Miyokardiyal matriks yapisindaki ve
dogal kalp dokusundaki GAG igerigi, 1,9-dimetil metilen mavisi testi ile belirlenmistir.
Sonuglara gére HDM’nin enzimatik pargalanmasinin ardindan elde edilen enjekte
edilebilir miyokardiyal matriks yapmnin GAG igerigini %60 oraninda korudugu
belirlenmistir (Sekil 5.10). Busonuglar da, yapmin hiicre tutunmasi, canliligi ve

cogalmasi i¢in uygun bir mikrogevre sagladigini géstermektedir.

In vitro c¢aligmalarda, elde edilen miyokardiyal matriks yapi {izerine tohumlanan
hiicrelerin, belirlenen zaman noktalarinda canliliklar1 degerlendirilmistir. Miyokardiyal
matriks yapisi ile insan adipoz mezenkimal hiicreleri etkilestirilmis ve belirli zaman

noktalarinda hiicre canliligi, dehidrogenaz aktivitesi ile takip edilmistir. MTT
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sonuglarinda, miyokardiyal matriks yapiya tohumlanan hiicrelerin, kontrol grubu ile

paralel olarak ¢ogaldiklarive canliliklarini siirdiirdiikleri goriilmektedir (Sekil 5.11).

Miyokardiyal matriks iizerine tohumlanan iAMKH’lerin canliligi, histokimya ¢aligmast
ile degerlendirilmistir. Belirlenen zaman noktalarinda gergeklestirilen H&E
boyamasinda, hiicre tohumlanmayan miyokardiyal matrikste hiicre ¢ekirdegi boyamasi
goriilmezken, iAMKH’lerin tohumlandigi miyokardiyal matriks yapisinin, zaman
noktalar1 ile dogru orantili olarak c¢ekirdek ve sitoplazma boyama yogunlugunun arttigi
gorilmistlir. Ayrica son zaman noktalarinda goriilen yogun sitoplazma boyamasi,
hiicrelerin kendi HDM’lerini sentezlediklerini gostermektedir (Sekil 5.12). Cekirdek
boyamasiin artmasi iAMKH’lerin miyokardiyal matriks yapisi iizerinde tutunup

cogaldiklarini gostermektedir.

Elde edilen bu verilere gore;

1- Zengin matriks yapist ve dogal kaynaklardan kolayca izole edilebilmesi
nedeniyle, biyomalzeme {iretiminde, sigir kalp dokusu kaynak olarak
belirlenmistir.

2- Deseliilerizasyonu i¢in literatiirde de kullanilan ¢esitli protokoller uygulanmastir.
Etkin hiicresizlestirmenin gelistirdigimiz protokol ile saglandig1 goriilmiistiir.

3- Enzimatik parcalanma ile elde edilen miyokardiyal matriks yapinin protein
icerigi ve HDM bilesenlerini  korudugu ve hiicrelerin canliliklarinm

stirdiirebilecekleri bir ortam sagladig: belirlenmistir.
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