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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

PLA/PCL/C0o0O KARDIYAK YAMALARIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

GULSEN SAHIN
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOMUHENDISLIK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi OZLEM EGRI)

Kalp krizi sonrast kalp kaslarinin hasar gérmesine bagli olarak hastalar hayati risk
tagimaktadir. Bu nedenle hasarli kalp dokusunu iyilestirmeye yonelik tedaviler
giderek 6nem kazanmaktadir. Hasara ugramis olan miyokardin islevselligini geri
kazandirmak amaciyla c¢esitli ameliyatlar yapilmakta ve/veya ila¢ tedavileri
uygulanmaktadir. Bununla birlikte hasarli kalp dokusunu fonksiyonel olarak
desteklemek ve/veya tedavi etmek amaci ile sentetik ya da biyolojik polimerden
tiretilmis kardiyak yamalar kullanilmaktadir. Sunulan ¢alismada biyobozunur,
biyouyumlu, elastik, iletken kardiyak yamalar elektro-egirme yontemi kullanilarak
iretilmistir. Bu teknikle iiretilen goézenekli fibroz yapi, hiicre dist matriksi (ECM)
taklit edebilmesi ve yamalarin mekanik dayaniminin yiiksek olmasini saglamasi
nedeniyle son yillarda farkli doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda kardiyak yamalar biyouyumlu ve biyobozunur
polimerler olan Polilaktad (PLA) ve Polikaprolakton (PCL) polimer ¢ozeltilerinin es-
zamanl ve karsilikli elektro-egirilmesiyle iiretilmistir. Elektriksel iletkenligi saglamak
amaciyla kobalt oksit (CoO) nanopartikiilleri belirli oranlarda polimer c¢ozeltisi
icerisine ilave edilerek membran yapisina dahil edilmistir. Karidyak yamalarin
yogunlugu ve gozenekliligi hesaplanmis, membran morfolojisi SEM goriintiileri
alinarak incelenmistir. Kimyasal yap1 analizi polimerlerin ve yamalarin ayr1 ayr1 FTIR
spektrumlar1 alinarak yapilmistir. Kardiyak yamalarin mekanik dayanimlar1 standart
cekme testleri uygulanarak degerlendirilmistir. In-vitro kosullarda sisme testleri
yapilarak su alma kapasiteleri hesaplanmistir. Yamalarin zamanla kiitle kayb1 ve
yamalardan CoO nanopartikiill salimi 3 ay boyunca in-vitro kosullarda
degerlendirilmistir. Yama iletkenligi dort nokta prob teknigi kullanilarak 6l¢iilmustiir.
Insan Kariyomiyosit Hiicreleri (IKH) iizerindeki olasi toksik etkileri MTT hiicre
canliligi testi yapilarak ve apoptotik/nekrotik etkileri ikili boyama yontemi
uygulanarak degerlendirilmistir. Ayrica kardiyak yamalarin ylizeyindeki yama-hlcre
etkilesimleri SEM goriintiileri alinarak incelenmistir. Yapilan karakterizasyonu
caligmalar1 neticesinde PLA/PCL/CoO kardiyak yamalarin in-vivo biyomedikal
uygulamalarda kullanim potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir.
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Polikaprolakton (PCL), Ikili elektro-egirme



ABSTRACT

MASTER THESIS

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF PLA/PCL/CoO CARDIAC
PATCHES

GULSEN SAHIN
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOENGINEERING
(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. OZLEM EGRI)

Patients carry the life threatening risk due to damaged heart muscles after heart attack.
For this reason, therapies intended to heal damaged heart tissues come into prominence.
Various surgeries and/or medications conducted for recovery of the functionality of the
deteriorated myocardia. However, cardiac patches made of synthetic or biopolymers are
used with the aim of supporting the functionality and/or therapy of the damaged heart
tissues. In this study, biodegradable, biocompatible, elastic, conductive patches were
produced by electrospinning technique. Recently, porous and fibrous structure produced
by this technique is widely in tissue engineering applications because of its ability to
mimic the extracellular matrix (ECM) and high mechanical strength. Cardiac patches
were produced by concurrent and reciprocal electrospinning of Polylactide (PLA) and
Polycaprolactone (PCL) solutions. Cobalt oxide (CoO) nanoparticles were included in
the membrane structure by addition into polymer solutions in order to provide electrical
conductivity. Density and the porosity of the cardiac patches were calculated and
membrane morphology was investigated with SEM images. Chemical structure analysis
was conducted by taking the FTIR spectra of polymers and the cardiac patches
separately. Mechanical strength of membranes have been characterized by standard
tensile test. Swelling tests of membranes were performed under appropriate conditions.
Mass loss in time and release of CoO from cardiac patches were evaluated under in
vitro conditions for 3 months period. Conductivities of the patches were measured by
four point probe method. Possible cytotoxic effect on human cardiomyocyte cells
(HCM) was evaluated by MTT test and apoptotic/necrotic effect was evaluated by
double staining. Besides, cell interactions with the surface of the cardiac patches were
investigated using SEM images. As a result of characterization studies it has been
concluded that PLA/PCL/CoO cardiac patches have the potential to be used in in-vivo
biomedical applications.

2020, 100 PAGES

KEY WORDS: Cardiac patches, Cobalt oxide (CoO), Polylactide (PLA),
Polycaprolactone (PCL), co-electrospinning
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1. GIRIS

Kalp, konumu itibari ile gégiis kafesi boslugu igerisinde akcigerler arasinda sola yakin
bélgede bulunan, kardiyovaskiiler sistemi olusturan venler ve arterler yardimi ile kani
vicuda pompalamak ile gorevli muskiler yapidaki organimizdir. Kalp kasi farkli
kalinliklara sahip ti¢ katmandan meydana gelmektedir (Kaynak Bayrak, 2019). Zamanla
kalp iizerinde ¢esitli sebeplere bagli olarak hasarlar olugmaktadir. Her yil orta yash
yetiskin ve yagli milyonlarca insanin aktivitesini sinirlandiran kardiyovaskiiler
hastaliklar, insanin yasam kalitesini diisiirmektedir. 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada
Diinya genelinde oliimlerin %26,6'sinin kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu
belirtilmistir (Lozano ve ark., 2012). Kardiyovaskiiler hastaliklarin yarisin1 akut
miyokard enfarktiisii (kalp krizi) ve kronik kalp yetmezligine yol acan iskemik
kardiyomiyopati olusturmaktadir (Reed ve ark., 2016). Her iki durumunda goriilme
riski, sagliksiz beslenme, sigara kullanimi, yiiksek kan basinci, kolesterol, stres, obezite
gibi etkenlere bagl olarak her gecen giin iilkemizde ve diinyada artis gostermektedir.
Kalp krizi vakalarinin yarisindan fazlasi kalp hasari ile yasamlarina devam etmektedir

(Bhaarathy ve ark., 2014).

Kalp krizi sonrasi, kalp kaslarinin hasar gormesine bagli olarak hastalar hayati risk
tasimaktadir. Kronik veya akut kalp hasarlarindaki en biiyiik problem, hasar goren
bolgede yetiskin kardiyomiyositlerin boliinme yeteneklerini kaybetmeleri ve onarim
icin yeterli sayiya ulasamamalaridir. Bundan dolay1 hasar goren bolgede yara (skar)
dokusu ya da 6lii doku olugsmaktadir. Bu nedenle kalp gorevi olan kasilma fonksiyonunu
dogru sekilde gergeklestirememektedir. Bu gibi durumlarda olusan yara dokusunun
ortadan kaldirilmasi veya dokunun fonksiyonel olarak bagka saglikli dokular ile
degistirilmesi gerekmektedir (Curtis ve Russel, 2009; Kaynak Bayrak, 2019). Bu
nedenle hasarli kalp dokusunu iyilestirmeye yonelik tedaviler giderek Onem
kazanmaktadir. Hasara ugramis miyokardin islevselligini geri kazandirmak amaci ile
cesitli ameliyatlar yapilmakta ve/veya ilag tedavileri uygulanmaktadir (Arumugam ve
ark., 2018). Hasarl1 bolgeye saglikli hiicrelerin enjeksiyonu seklinde uygulanan klinik
uygulamalar bulunmaktadir. Fakat bu uygulamalarda hiicrelerin iyilestirilmeye calisilan
hasarli bolgede stabil kalmamasi ve/veya canliligini yitirmesine bagli olarak uygulanan
tedavi basarisiz olabilmektedir. Uygulanan bagka bir tedavi ise hasarli bolgenin

onarilmast veya yeni bir doku ile degistirilmesidir (Kaynak Bayrak, 2019). Bu
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caligmalarin yani sira kalp dokusunu fonksiyonel olarak desteklemek ve/veya tedavi
etmek amaci ile sentetik ya da biyolojik polimerlerden iiretilmis, biyouyumlu kardiyak
yamalar ile yapilan ¢alismalarin sayisi son yillarda artmaya baslamistir (Boffito ve ark.,

2013; Kitsara ve ark., 2017).

Sunulan tez calismasinda; kalp hastaliklar1 sonucu kalp iizerinde meydana gelen hasari
tedavi etmek, iyilesme siirecini desteklemek, olusacak hiicre iletim agin1 saglamak ve
kalpte iletimi desteklemek amaci ile CoO nanopartikiilleri igeren polimerik kardiyak
yamalar tretilerek karakterize edilmistir. Karakterizasyon g¢aligmalar1 sonucunda elde
edilen veriler 1s1ginda kardiyak yamalarin in-vitro kosullar altinda performansi
degerlendirilmistir. Uretilen polimerik kardiyak yamalar igige gegmis orgiisiiz polimerik
fiberlerinden olusan tek tabakali tasarima sahiptir. Yama tiretiminde Polikaprolakton
(PCL) ve Polilaktik asit (PLA) polimerleri kullanilmistir. Her iki polimer FDA (Food
and Drug Administration) onayli, biyobozunur, biyouyumlu, kolay islenebilen doku
miithendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan polimerlerdir (Kim ve ark.,
2009; Aghdam ve ark., 2014). PCL polimeri gucli mekanik ozellikleri, 6zellikle
elastikiyeti sebebiyle kardiyak yamalarin mekanik dayanimini saglamaktadir. PLA
polimerinin elastikiyeti PCL polimerine kiyasla daha zayiftir. Ancak PCL polimerinin
hidrofobik karakteri sebebiyle yiizeyine hiicre tutunmasi (afinite) zayiftir (Simsek,
2014). PLA polimeri yapist geregi tasidigi hidroksil (-OH) ve karboksil (-COOH)
gruplar1 nedeniyle PCL polimerine kiyasla daha hidrofiliktir. PLA polimeri yamalarin
biyouyumlulugunu artirmak ve mekanik dayanimini desteklemek amaciyla
kullanilmistir. PLA ve PCL polimer ¢ozeltileri i¢erisine yamalarin iletkenligini artirmak
amaciyla CoO nanopartikiilleri ilave edilerek CoO iceren polimerik fiberler liretilmistir.
Elektro-egirme kosullari ayarlanarak fiberler mekanik dayanimi artirmak ve kas yapisini
taklit etmek amaciyla yonlendirilmistir. Elektro-egirme yoOntemi, sagladigi birgok
avantaj bakimindan yeni nesil polimerik membranlarin ya da yamalarin iiretiminde
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Bhushani ve Anandharamakrishnan, 2014). Bu
teknik tretimi gergeklestirilen yamalarda, yiiksek gozeneklilige, kiigiik gozenek
boyutlarina, hafif membran {iretimine ve yiiksek yiizey/hacim oranina sahip yamalarin
iretilmesini saglar (Zahedi ve ark., 2010). Bu o6zelliklerden dolay1 ekstraseliiler
matriksin (ECM), ags1 nanofibréz yapisini taklit etmek miimkiindiir (Kim ve Yoon,
2008; Han ve Gouma, 2006). Kardiyak yamalarin elektro-egirme teknigi kullanilarak

tiretimi agamasinda PLA ve PCL polimerleri uygun ¢0ziiculerde ¢ozilerek, iletken
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cozeltileri hazirlanir. Hazirlanan polimer ¢ozeltileri farkli siringalar igerisine konur.
Polimer c¢ozeltisi igeren siringalar mikropompa cihazina yerlestirilerek siringa
pistonunun belirlenen sabit akis hizi ile toplam akis siiresi boyunca itilmesi, boylece
polimer ¢dzeltisinin siringa ignesi ucundan belirli bir debi ile akmasi saglanir. Siringa
ignesi ucundan akan iletken polimer c¢ozeltisi olusturulan elektrik alan yardimiyla
toplayictya dogru egirilerek hareket eder. Bu esnada ¢oziiciiniin biiyiik bir kismi

buharlasir ve olusan polimer fiberler donen bir rulman toplayici iizerinde sarilarak

birikir.

Sunulan tez ¢aligmasinda nitelikli bir polimerik kardiyak yama materyalinden beklenen
oOzelliklere sahip (biyouyumlu, elastik, biyobozunur, iletken, iyilesmeyi destekleyen)
kardiyak yamalar {retilmesi hedeflenmistir. Bu hedefler dogrultusunda iiretilen
kardiyak yamalarin kimyasal yapist (FTIR), ylizey morfolojisi (SEM), yogunlugu
/gdzenekliligi, 1slanabilirligi, CoO salimi olup olmadigi, zamanla kiitle kayb1, mekanik
dayanim, iletkenligi, biyouyumlugu, apoptotik/nekrotik etkileri ve HCM hiicrelerinin
kardiyak yamalar iizerine adhezyonu gerekli karakterizasyon calismalar1 yapilarak
incelenmis ve {retilen polimerik membranlarin kardiyak yama materyali olarak

kullanim potansiyeli degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Kalp

Dolasim sisteminin merkezi olan kalp; vicutta pompa gorevi goren, i¢i bosluklu,
muskiler yapida, kanin viicutta tasinmasini saglayan bir organdir (Ayyildiz, 2014).
Kanin stireklilik halinde kesintiye ugramadan tagmmasini saglayan kalp, canliligin
devamui i¢in gerekli olan tiim maddesel yapilar1 viicudun tiim bolgelerine arterler ve

venler araciligi ile tasir (Kasap, 2013).

2.2. Kalbin Yapisi

Kalp yapis1 geregi ii¢ tabakadan meydana gelmektedir (Sekil 2.1). Kalbi olusturan bu
sirali tabakalar distan ice dogru epikardiyum, miyokardiyum ve endokardiyum
tabakalaridir (Ayyildiz, 2014). Kalbin en dis tabakasi olan epikardiyum, kalp kas
tabakasini, kalbe giren damarlarin ve kalpten ¢ikan damarlarin koklerini sikica saran
tabakadir. Epikardiyumdan sonra gelen ikinci tabaka ise miyokardiyum tabakasidir. Bu
tabaka kalp duvarinin kas tabakasi olup, genel 6zelligi bakimindan diiz kaslara ve
iskelet kaslarma benzemektedir. Bir diger tabaka ise endokardiyum tabakasidir.
Endokardiyum, kalbin i¢ yiiz bosluklarini, bosluklardaki anatomik olusumlari tamamen
kaplayan diiz ve parlak bir zardir. Kalinlig1 tiim yiizeylerde ayni olmayan bu tabaka,
kanin duvarlar iizerindeki siirtiinmesinin fazla oldugu yerlerde kalin, sirtinmenin az

oldugu yerlerde ise ince bir olusum gostermektedir (Ayyildiz, 2014).
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Sekil 2.1. Kalbin tabakalar1 (Anonim, 2019).

2.3. Kalbin Anatomisi

Kalp, dort bolmeye ayrilmig septum adi verilen endokardiyum ve miyokardiyum
uzantilardan meydana gelmektedir. Alt kisimda sag ve sol ventrikiiller, list kisimda sag
ve sol atriyumlar bulunmaktadir (Haschek ve ark., 2010). Septumlar Bu kisimlari
birbirinden ayirmaktadir. Her iki ventrikiilii birbirinden ayiran bdlme interventrikiiler
septum, her iki atriyumu birbirinden ayiran bdlme interatriyal septumdur. Atriyum ve
ventrikiilleri birbirinden ayiran bdlme ise atriyoventrikiiler septum olarak bilinir
(Kaynak Bayrak, 2019). Kalpte dort kapak¢ik mevcuttur ve bu kapakgiklar kan akisinin
viicutta tek yonde ilerlemesi saglar, kanin geriye dogru akisini engeller (Dogan, 2011).
Sekil 2.2'de kalbin i¢ yapisi temsili olarak gosterilmektedir. Kalpte bulunan dort kapak
kendi andllslerine veya kapak ringlerine yapisik bulunmaktadir. Fibr6z yapida bulunan
bu ringler (halkalar) kalbin tabaninda bileserek kalbin fibr6z yapisini olusturmaktadir.
Kalpte bulunan fibréz kardiyak iskelet, her iki ventrikili her iki atriyumdan hem

fonksiyonel olarak ayirmakta hem de elektriksel olarak izole etmektedir (Dogan, 2011).
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Sekil 2.2. Kalbin i¢ yapisi.

Yasam boyu aktivite gosteren kalbi olusturan hucreler (kardiyomiyositler) vicutta
bulunan diger hiicrelere gore daha fazla enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Bu enerji
ihtiyacindan dolayr viicutta kan dolasimina en fazla ihtiya¢ duyan organimiz kalptir.
Kalpte gergeklesen kan dolasimina koroner sirkilasyonu da denir. Bu sirkulasyon
koroner venler ve koroner arterler yardimi ile gerceklesmektedir. Kalbin yapisinda
bulunan damarlar Sekil 2.3'te temsili olarak gosterilmektedir. Sol ventrikiiliin kasilmasi
ile pompalanan kan aort damarindan gegerek dokularimizi besleyen arteriyollere kadar
iletilir. Arteriyoller, arterlerden yani atar damarlardan gelen temiz kani dokulara ileten
kilcal damarlardir. Béylece kilcal damarlar ve dokular arasinda besin ve gaz aligverisi
gergeklesir. Karbondioksit bakimindan zengin kan, tekrar venoller araciligiyla
dokulardan toplanir. Venoller, venlere yani toplardamarlara kirli kani toplayarak ileten
kilcal damarlardir. Venlerde toplanan kan akcigerlere gonderilir. Akcigerlerde oksijen

bakimindan zenginlestirilen kan tekrar kalbe ve oradan tiim viicudumuza tasinir.
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Sekil 2.3. Kalbin dig goriiniimii ve damarlari.

2.4. Kalbin Histolojisi

Kalp perikardiyum kesesi igine yerlesik bir sekilde, kendisine ait biiyiikk damar
duvarlara ve diyaframa yapisik olarak bulunmaktadir. Perikardiyum tabakas1 elastik
fiberlerden meydana gelmektedir. Ayrica bu tabaka iki katmandan olusmaktadir. Bu
katmanlar igte bulunan serdz perikardiyum tabaka ile dista bulunan fibroz perikardiyum
tabakadir. Bu tabakalardan olan fibroz perikardiyum tabakasi, kalbi dis etmenlere karsi
koruyan sert, yogun bag dokusuna sahip, elastik, kollajen fiberler iceren ve kalbin
gogiis kafesi icerisindeki pozisyonunu saglayan tabakadir. Bir diger tabaka olan serdz
tabakasi ise daha hassas bir tabakadir. Kendi i¢inde iki tabakadan olusur ve bu tabakalar

arasinda bir s1ivi mevcuttur (Hoit, 2017).
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Sekil 2.4. Kalp duvarini olusturan katmanlar.

Kalp duvarmnin enine kesiti gz oniine alindiginda, kalbin farkli kalinliklarda iig
katmandan olustugu goriiliir. Sekil 2.4'te gorildiigii gibi katmanlar icten disa dogru
endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyum olarak siralanir. Kardiyomiyositlerin
cogunlukla bulundugu tabaka orta tabaka olan miyokardiyum tabakasidir. Bu katman
icerisinde kalbi besleyen kan damarlari, kalbi diizenleyen sinir fiberleri ve kollajen
fiberler mevcuttur (Van Vleet ve ark., 2002; Anatomy and Physiology, 2013; Kaynak
Bayrak, 2019). Kalp temel yapisi geregi fibroblastlari, endotel hiicreleri,
kardiyomiyositleri, perisitleri, diiz kas hiicrelerini biinyesinde barindiran hiicresel
bilesenlerden ve hiicre dis1 matristen (ECM) meydana gelmektedir. Kalbin fonksiyonel
olarak kasilabilen temel hicreleri kardiyomiyosit hiicreleridir. Fibroblast hicreleri ise
hiicreler arasit matriks (ECM) bilesenlerinin iiretilmesini saglamaktadir (Kaynak Bayrak,
2019).

2.5. Kas Sistemi ve Tipleri

Vicut hareketlerini gergeklestirebilmek icin eklemlerin, iskelet sistemi ve kas sistemi
ile bir batun halinde hareket etmesi gerekir. Vicutta muskiler hareketliligi sinir sistemi
saglamaktadir. Beyin ve omurilikteki sinir hucreleri kaslara uyar1 verir ve hareketi
baslatilip, devam ettirir. Viicutta bulunan 600'den fazla kas; fiziksel olarak uyarilabilme,
esneyebilme, kasilabilme ve uyarilar iletebilme 6zelliklerine sahiptir. insan viicudu
ierisinde {i¢ tip kas bulunmaktadir. Iskelet kaslar1 veya diger adi ile ¢izgili kaslar,

bilingli olarak (istemli) kontrol edilebilen kaslardir. Diiz kaslar veya ¢izgisiz kaslar
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kontrolleri bilingli olarak yapilamayan (istemsiz) kaslardir. Diger kas grubu ise kalbin
Ozellesmis kas dokusudur (Anonim, 2007).

2.5.1. DUz kaslar

Damarlarin ve i¢ organlarin duvarlarinda bulunan kas sistemidir. Diger kas sistemlerine
benzer sekilde aktin ve miyozin filamentler bulunmaktadir. Miyoflamentler diger kas
sistemlerine gore burada daha diizenli bir yerlesim gostermektedir. Kasilma fonksiyonu

strekli ve ritmiktir (Aras, 2015).

2.5.2. iskelet kas1

Istemli olarak calisan bu kas grubu iskelet sistemine yapisiktir. Iskelet yapili kaslar,
enine ¢izgi olusumunu saglayan kas hiicreleri ve hiicreler arasindaki bag dokusundan
meydana gelmektedir. Viicudumuzda istenilen hareketin yapilmasini saglayan kas
grubudur. Viicutta goz, dudak, kol, bacak, digskilama ve solunum gibi hareketler bu kas

grubu sayesinde gergeklesmektedir (Anonim, 2007).

2.5.3. Kalp kasi

Kardiyovaskuler sistemi olusturan temelde {i¢ fonksiyon bulunmaktadir. Bu
fonksiyonlar; oksijenin ve diger elementer yapilarin hiicrelere taginmasi, hormon ve
benzeri maddesel yapilarin  taginmasi, metabolik  atiklarin  hiicrelerden
uzaklastirilmasidir. Bu fonksiyonlarin gergeklestirilmesinde kalp kasinin kendine 6zgii
yapist onemli rol oynamaktadir. Kalp kasi, atriyum kasi, ventrikiil kast ve 6zellesmis
uyarici ve iletici kas liflerini olusturan kas gruplarini biinyesinde barindirmaktadir. Kalp
kas1 yapisal olarak boliinebilen, bir araya gelip olusum saglayan veya tekrar ayrilabilen
kalp kasi liflerinden meydana gelir. Kalp kasi, iskelet kasi gibi ¢izgili kas 6zelligine
sahip olup, miyofibrilleri iskelet kasindakilerle neredeyse ayni olan myozin ve aktin
filamentleri icerir. I¢ ice gecmis yapidaki bu filamentler, kasilma esnasinda birbirleri
tizerine kaymaktadir. Kalp kas1 her ne kadar genel olarak iskelet kasina benzer olsa da
iskelet kaslarindan bir takim farkliliklar gostermektedir. Bunlar; tek tip lif igermesi,
kalpte fonksiyonel bir biitiinliik olusturmak amaciyla kalp kasi hiicrelerinin interkale

diskler ile birbirine bagli olmasi, yapisi geregi sinirsel bir baglantisi olmaksizin uyari



olusturabilmesi ve bu uyariy1 biitiin kalp hiicrelerine iletebilen 6zel bir ileti sistemine

sahip olmasidir (Aksun, 2019).

Perikard
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Sekil 2.5. Kalp kasi.

Kalbin Uzerinde kasilmay1 ve iletkenligi saglayan iki farkli miyosit hiicresi bulunur.
Iletken hiicreler kalbin aksiyon potansiyelinin iletiminden sorumlu olan yapilardir.
Kasilmadan sorumlu olan hiicreler ise atriyum ve ventrikiillerin yaklasik %99'unu
olusturmaktadir. Kalp kas1 hiicrelerinin en 6nemli 6zellikleri birbirlerine yan kollar ile
bagli olmalaridir. Kalp bu kollar sayesinde senkronize bir sekilde kasilma olayim
gergeklestirebilmektedir. Bu baglanti bolgeleri ‘interkalar diskler’ olarak adlandirilir.
Ayrica bu interkalar disklerin yapisinda hiicreler arasinda iyon gecisini saglayarak
uyarinin iletilmesini gergeklestiren aralik baglanti bolgeleri, kasilma sirasinda kalp
hiicrelerinin ayrilmasini engelleyen desmozomlar ve hiicreleri hiicreler arasi matris ile
birbirine siki baglayan baglantilar mevcuttur (Ackermann ve ark., 2012; Kaynak

Bayrak, 2019).

2.6. Kalbin Fizyolojisi

2.6.1. Kalbin kasilma mekanizmasi

Kalp temel fonksiyonu geregi kasilma hareketi ile kanin pompalanmasini saglayan

organimizdir. Kalpte gerceklesen kasilma mekanizmasi temel yapisi geregi kasta
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bulunan ince filamentlerin kalin filamentler iizerine kaymas: ile birlikte sarkomer

boyunda meydana gelen kisalma ile ger¢eklesir (Kaynak Bayrak, 2019).

2.6.2. Kalbin uyari ve iletim sistemi

Otonom sinir sistemi sayesinde kalp bosluklari belirli bir diizen igerisinde, ritmik olarak
daralip gevseyebilmektedir. Fakat bu sistemin etkisi azalsa bile kalbin kendi kendini bir
stire daha calistirdig1 bilinmektedir. Kalbin kendisine 6zgl bazi uyar1 sistemleri ile
olusturdugu bu uyarilar kalp kasma yani miyokardiyuma iletilir (Ayyildiz, 2014).
Kalbin ileti sistemi sinoatriyal diigiim, his demetleri, atriyoventrikiiler digiim ve
purkinje hiicrelerinden meydana gelmektedir. Kalpte olusan kardiyak ritim, sag atriyum
duvari {izerindeki sinoatriyal diigiimde bulunan iletken miyokardiyal hiicreleri ile
olusturulur. Bu olayin gergeklestigi bolge kalp pili olarak isimlendirilir. Olusumu
saglanan uyar1 atriyoventrikiiler diigiime On, orta, arka yolaklar {izerinde kasilan
hicreler ile iletilir. Gergeklesen depolarizasyon ile uyarilmis olan hiicreler, iletim yolu
boyunca yukaridan asagiya dogru kasilma islemini gergeklestirir. Bu sekilde kanin
atriyumdan ventrikillere pompalanmasi saglanir. Sag atriyumdan sol atriyuma uyarinin
iletilmesi ise 6zel bir yolak olan Bachmann demeti ile gerceklesir. Bir dizi yolak ile
uyarilar kardiyomiyosit hiicrelerine iletilir ve depolarizasyon ile kasilma saglanir.
Boylece kan ventrikiillerden akcigerlere veya aort ile viicuda pompalanir (Anatomyy
and Physiology, 2013; Kaynak Bayrak, 2019).

2.7. Kalp Krizi

Gilinlimiizde sagliksiz beslenme, sigara kullanimi, yiiksek kan basinci, kolesterol, stres,
obezite, diyabet vb. nedenlere bagl olarak kalp krizi goriilme sikligi iilkemizde ve
diinyada her gecen giin artmaktadir. Ulkemizde yilda ortalama 300 bin kalp krizi vakasi
meydana gelmekte ve vakalarin yarisindan fazlasi kalp hasari ile yasamlarina devam
etmektedir (Boffito ve ark., 2013). Miyokard infarktust (kalp krizi), kalbi besleyen
koroner arterlerin, belli basli sebeplere bagli olarak tikanmasi sonucu kalp kasinin
yeterince kanlanamamasidir. Buradaki koroner arterlerin tikanmasi ya da daralmasi
sonucu kalp kasi, oksijen ve kan yoniinden beslenemez ve hasar goriir. Bunun sonucu
olarak kalp dokusunda nekroz meydana gelir. Hasar goren bolge kasilma yetisini

kaybeder ve kalp krizine neden olur (Bulduk ve ark., 2017). Kalp krizi sonucu hasar
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gormiis olan kalp kasinda skar doku olusur ve kalbin kasilma giiciinii etkileyerek,
bozulmasima sebebiyet verir. Kalbin hatali ¢alismasi kalp yetmezligi ve olimleri
meydana getirir. Kalp kasi tizerinde olusan skar doku, saglikli olan kalp kasinin tersine,
kalbin pompalama esnasindaki elektrik sinyal iletimini gergeklestiremez. Bunun
sonucunda kardiyomiyositlerin proliferasyonu (¢ogalmasi) gerceklesmez ya da dis
uyaranlara tepki verilemediginden dolay1 bagka ¢6ziim yollar1 aranir (Senyo ve ark.,
2014).

2.8. Kalp Kas1 Hasarlarinda Onerilen Tedaviler

Cesitli sebeplere bagli olarak meydana gelen akut miyokard infarktiisii (MI)
hasarlarinda, hasar siddetine gore farkli ¢6ziim yollart mevcuttur. Hasar olusumu
gorilen bolgede immiinolojik aktivite pasiflesmektedir. Imminolojik aktiviteyi geri
kazandirmak i¢in bazi inhibitor ajanlarin ¢esitli farmakolojik formlarda hasarli bolgeye
verilmesi s6z konusudur. Fakat yalnizca ilag tedavisi uygulamak hasarli bdlgenin
iyilesmesi konusunda etkin bir tedavi saglayamayabilir. Bundan dolay:r hastalarin
durumlarina gbre kalp nakli ve/veya kalpte sol ventrikiilii destekler nitelikte cihazlarin
(Left Ventricular Asist Device, LVAD) kullanimi bulunmaktadir (Bhaarathy ve ark.,
2014). Sol ventrikiil destek cihazlar1 (LVAD), hastaya aktif bir yasam imkani sunmak
ve yataga bagimli olarak yasamasini 6nlemek amaci ile kalbin islevsel yiikiinii azaltmak
icin Uretilmis cihazlardir. Ayrica bu cihazlar, hastalar i¢in gerekli olan transplantasyon
imkani saglanincaya kadar kalp yetmezligi sonucu hastanin organlart ve sistemleri
tizerindeki olumsuz etkileri diizenler ve yasamim siirdiirmesinin saglar (Vural ve Oz,
1997). Bu gibi uygulamalar hastalara destek olur ancak maliyet ve hasarli dokunun
tedavisi bakimindan smirhidirlar. Bu nedenle ilgili literatiirde farkli yontemler
gelistirilmek {izerine yapilan arastirma ve gelistirme c¢aligmalar1 her gecen giin
artmaktadir. Hasar goren kalp dokusunu fonksiyonel olarak desteklemek ve/veya tedavi
etmek amaci ile sentetik veya biyolojik polimerlerden {iretilmis kardiyak yamalar
giderek 6nem kazanan arastirma konularindan biridir (Boffito ve ark., 2013). Bununla
birlikte hasarli bolgeye biyomateryal enjeksiyonu, farkli hiicre tipleri kullanarak hiicre
tedavisi, 3D yap1 implantasyonu ve biyoreaktorlerde buydtilen implantlar da galisma
konular1 arasindadir (Bhaarathy ve ark., 2014).
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2.9. Kardiyak Yama

Kardiyak yama, farkli sebeplerden dolay1 hasar gormiis olan kalp kasimin kaybedilen
fonksiyonunu geri kazandirmak ve hasarli bolgede yeni kardiyomiyositlerin olusumuna
yardimc1 olmak igin ftretilen bir doku iskelesi tdridir. Bu yamalar biyouyumlu
polimerlerden ve/veya kompozit yapilardan Uretilebilmektedir. Kardiyak yamalar,
kalpte bulunan kas yapisina uygun olarak, belirli bir mekanik &zellige, gézeneklilige,
konak¢1 hiicre ve implante edilecek kok hiicrelerin yapismasina, ¢ogalmasina ve
ayrilmasina elverigli bir yapida olmal1 ve hiicresel olusum gdésteren bu ortamda elektrik

sinyallerini iletmek tlizere tasarlanmalidir (Arumugan ve ark., 2019).

2.9.1. Nitelikli kardiyak yamalarda aranan polimerik iskele dzellikleri

Kardiyak yama iskelesi yapimi i¢in malzemeyi olusturacak bilesenler, biyouyumluluk,
yuzey Karakteristigi, mekanik Ozellikler, hiicre adhezyonu ve proliferasyonunu
destekleyici unsurlar, iletkenlik, biyobozunurluk, tiretim kosullari, maliyet vb. belirli
kriterlerin onceden hedeflenmesi yama tasarimi i¢in oldukg¢a 6nemlidir (Kitsara ve ark.,
2017). Kalpte bulunan miyokardiyal doku, hem hiicreler arasi matriksin farkli
proteinleri hem de kollajen lifleri varliginda hizalanmis fibroz hiicrelerden olusmaktadir
(Macchiarelli ve ark., 2002; Engelmayr ve ark., 2008). Bundan dolay1 olusturulacak lifli
yapidaki iskele modeli, hiicrelerin organizasyonu, hayatta kalmalari ve ekilen kalp
hucrelerinin fonksiyonelligi agisindan 6nem tagimaktadir. Literatiirde hizalanmis yiizey
varhgmin kardiyomiyosit hicrelerinin dizenlenmesini ve yonlenmesini destekledigini
gosterir calismalar mevcuttur (Kim ve ark., 2013; Li ve ark., 2014). Hucre goglnin
saglanmas1 ve vaskiilerizasyonun gergeklesmesi i¢in kardiyak iskelelerde ylizey hacim
orani ve gozeneklilik Gnemlidir. Kardiyak hticrelerin kalp kasi boyunca iletilen elektrik
sinyallerini kullanarak bir atim gergeklestirdigi géz Oniine alindiginda, olusturulacak
iskelenin iletken olmasi da istenir. Yapilan bazi ¢aligmalarda, elektriksel uyarilarin
yuzey yiuklerini kontrol etmesi ile yiizey 0Ozelliklerini, hiicrelerin baglanmasini,
cogalmasini ve farklilagmasini kontrol ettigi bilinmektedir. (Pedrotty, 2004; Nelson ve
Kim, 2012). Kardiyak yama tasariminda se¢ilen malzemelerin ortamda uygun hucresel
aktivitenin saglanmasi ve yeni dokularin olugsmasini desteklemesi amaci ile biyolojik
olarak biyouyumlu ve biyobozunur olmalari beklenir. Kalp dokusunun yenilenmesi igin

iskele yapiminda kullanilacak olan biyomateryallerin, kalbin dogal dokusuna uygun
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olmas1 ve implantasyon sonrasi inflamatuar yanit olusturmayacak sekilde hiicreler ile
temast onemlidir. Dogal polimerlerin (kollajen, polisakkaritler, fibrin) biyouyumluluk
potansiyelleri yiksektir. Fakat dogal polimerlerin ¢ogu zayif mekanik 6zellik
gOstermesi bakimindan dezavantajlidir. Bundan dolay1 sentetik yapili polimerler de
dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in kullanilmaktadir. Bunlarla birlikte kardiyak
yamalarda, hiicre ekiminin verimi ve uzun siireli olarak greft yapinin fonksiyonelligini
iyilestirmek igin gesitli hiicre ekim teknikleri de gelistirilmistir. Her teknik kendine gore
farkli avantajlar sunmaktadir. Uygun olan yontemin belirlenmesi kullanilan polimer ve

yamanin iiretim teknigi ile uyumlu olmalidir (Kitsara ve ark., 2017).

2.9.2. Kardiyak yama yapiminda kullamlan polimerik malzemeler

Hiicre dis1 matriks; hiicre ¢ogalma dongiisii, farklilasmasi ve hiicrelerin gogiinde 6nemli
bir role sahiptir. Bu yapilar goz 6niine alindiginda yapilmasi planlanan iskelelerin hiicre
cogalmast ve farklilasmasini desteklemesi, kalbin dogal fiziksel ve mekanik
oOzelliklerine benzer 6zellikler sergilemesi olduk¢a dénemlidir. Bunlarin yani sira igsel
hiicre goclinii saglamasi, damarlagsmay1 desteklemesi, ventrikiler doku ile elektro
mekanik bir entegrasyon saglamasi da beklenir. Iskelelerde mekanik 6zellikler,
kullanilan materyal ve iiretim teknigine bagli olarak farklilik gosterebilmektedir.
Iskelerde fibrin, kollajen, aljinat, ipek gibi dogal polimerler ve poliglikolik asit (PGA),
polilaktik asit (PLA), poligliserol sebakat (PGS), polikaprolakton (PCL), politretan gibi
sentetik polimerlerin iskele materyali olarak kullanimi yaygindir (Kaynak Bayrak,
2019). Illgili literatiir, kardiyak doku iskelelerinin pek ¢ok 6zellige sahip olmasi ve
beklentilerin birgogunu bir arada sunabilmesi gerekliligi farkli {iretim yontemleri ve
farkli malzemelerin kullanimi agisindan oldukga gesitlidir. Kullanilan Gretim yontemleri
arasinda One ¢ikan elektro-egirme teknigi nanofiber yapili iskelelerin iiretilmesinde
hiicreler aras1 matriksin fibroz yapisini taklit eden fibroz iskeleler iiretilebilmesine
imkan vermesi bakimindan avantajlidir (Huang va ark., 2003; Xie ve ark., 2008). Bu
teknik ile olusturulan nanolifler farkli mekanik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip gesitli
dogal ve sentetik polimerlerden diisiik maliyette iiretilebilmektedir. Dogal polimerler,
hiicrelerin ¢ogalmas1 i¢in gerekli biyokimyasal ortami saglamaktadir. Ayrica
bozunduklar1 zaman iiriinleri toksik degildir ve doku ile temaslarinda diisiik enflamatuar
yanita sebep olurlar. Sentetik polimerler ise kontrolii kolay ve standart Grlinler elde

edilebileniiretim siireclerine sahip olmalar1 nedeniyle dogal polimerlere gore daha diigiik
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maliyetlidirler ve mekanik 6zellikleri daha iyidir. Ancak biyokimyasal agidan in-vivo
kosullar ile uyum saglamasi dogal polimerlere gore zayiftir. Kardiyak doku
miihendisliginde dogal polimerler kullanilarak yapilmis ¢esitli caligmalarda yaygin
olarak fibrinojenler, kollajenler, kitosan, jelatin, ipek ve elastin kullanilmistir. Cizelge

2.1'de gesitli galismalar mevcuttur (Kitsara ve ark., 2017).

Cizelge 2.1. Dogal polimerlerden iiretilmis casitli kardiyak doku iskelesi ¢aligmalari.

Malzeme Lif Ekilen hicreler Yil  Referans
morfolojisi No
Fibrinojen Rasgele Sican neonatal kardiyak 2007 66

fibroblastlar

Ipek fibroin/ Rasgele Insan aortik endotel hiicreleri 2008 71
PEO (hAEC) ve insan koroner arter
diz kas hicreleri (hCASMC)

Kitosan Rasgele Yenidogan sicanlarindan izole 2013 68
edilmis ventrikiler
kardiyomiyositler ve fibroblast
hicreleri ile kokultur

Fibrinojen/ Rasgele Kardiyomiyositler 2013 72
jelatin
Albimin Rasgele ve Yenidogan siganlarindan izole 2014 73
hizalanmis edilmis kardiyomiyositler
Kollajen Rasgele H9c2 2015 63

Kardiyak doku miihendisliginde -elektro-egrilmis iskeleleri imal ederken sentetik
polimerler, sadece bir polimer ile degil ayn1 zamanda dogal ve sentetik polimerlerin
kombinasyonu seklinde de iiretilebilmektedir. Polimer kombinasyonlarinin kullanilmasi
sadece dogal polimerlerin kullanildigi duruma gore maliyet agisindan daha avantajlidir.

Ancak biyouyumluluklarinin artirilmest i¢in ylzey modifikasyonlar1 gerekebilmektedir.
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Literatiirde birgok farkli polimerden olusturulmus iskele mevcuttur. Poli (e-kaprolakton)

tabanli iskeleler, PLLA, PLGA ve bunlarin kopolimerlerinden iiretilmis iskeleler,

Poliiiretan tabanli iskeleler bunlardan bazilaridir. Literatlirde dogal ve sentetik yapida

polimerler veya bunlarin kombinasyonlar1 kullanilarak tiretilmis doku iskeleleri ile ilgili

bazi ¢aligsmalar Cizelge 2.2'de verilmistir.

Cizelge 2.2. Dogal ve sentetik yapida polimerler veya bunlarin kombinasyonlar
kullanilarak tiretilmis doku iskeleleri ile ilgili bazi1 ¢aligmalar.

Malzeme Lif Ekilen Hucreler Yaymm Referans
Morfolojisi Yih No
PGS/ jelatin Hizal Yenidogan si¢an kardiyak 2013 110
fibroblast hiicreleri ve
Kardiyomiyositler
PGS-PLLA Rastgele Kardiyomiyositlere 2013 112
Farklilastirilmis Pluripotent
Embriyonik Kok Hiicreler
PLGA-Kolajen Rastgele Kardiyomiyositlere 2014 93
Farklilastirilmis Pluripotent
Embriyonik Kok Huicreler
PCL-PGA Rastgele Kardiyak Progenitor 2014 95
Hiicreler
Jelatin ile Rastgele Fare iPSC 2015 83
kaplanmis PCL
PLGA Hizali hipscs 2015 92
POCS/Fibrinojen Rastgele Insan Kardiyomiyositleri 2015 118

2.10. Fiberler

Fiberler ipliksi bir gorinime sahip olan yapilardir. Lif olarak da adlandirilirlar.

Olusturulan herhangi bir lif, 1if ¢ap1 gdz 6niline alinarak mikro ya da nano oOn eki ile

adlandirilir (Celep, 2007). Ince liflerden olusan yapilara ise fibroz yapilar denir. Cap1
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bir mikron altindaki fiberler mikrofiber, ¢apt 100 nm'nin altinda olan fiberler ise
nanofiber olarak adlandirilir. Nanofiber olarak adlandirilan bu yapilar, gelismis elektron
mikroskoplar1 ile gorulebilirler. Birim kitlede daha fazla ylzey ve hacim
olusturulabilmesi, daha az malzeme ve enerji kullanimina imkan vermesi, daha hafif ve
dayanikli yapilar iiretilebilmesi, farkli ¢aplarda fiberlerden olusan ¢ok katmanli kararl
yapilarin tasarlanabilmesi, tekstil gibi alanlarda malzemelerin su gecirmezlik,
kingmazlik, yanmazlik, leke tutmazlik vb. performanslarinin iyilestirilebilmesi gibi
farkli uygulamalarda farkli katkilar saglamasi fibr6z malzemelerin ¢ok c¢esitli alanlarda
uygulama sahasi bulmasini saglamistir (cilt bakim {irtinleri, yara ortiileri, ultrafiltrasyon
vb.). Nanofiberlerin genis yiizey alanma sahip olmalari, iyonlarin, fonksiyonel
gruplarin, nano seviyedeki partikiilleri tutma ya da yayma 0&zelliklerinin yiiksek
olmasini saglar (Celep 2007). Fibroz malzemelerde gozeneklilik, yiizey morfolojisi vb.
degistigi icin optik (15181 yansitma acisi, optik gegirgenlik vb.) ve elektronik (iletkenlik
vb.) ozellikler de degismektedir. Uretim tekniklerinden kaynakli olarak molekiiler
oryantasyonlariinin daha diizenli olmasi, molekiiler dizilimlerden kaynakli yapisal
kusurlarinin daha az olmasimi saglar. BOylece herhangi bir malzemenin lifli yapida

uretilebilmesi mekanik 6zelliklerini iyilestirir.

2.10.1. Fiber Uretim teknikleri

Malzemenin sitilarak eriyik hale getirilmesi ya da uygun ¢oziiciilerde ¢oziinerek belirli
diizeneklerden gegirildikten sonra sogutularak ya da ¢oziiciisii buharlastirilarak son
seklinin verilmesi yaygin olarak kullanilan ekonomik lif iiretim tekniklerindendir.
Ancak konvansiyonel tekniklerle kullanilan diize c¢aplarinin  ¢ok  fazla
kiigiiltiilememesinde dolayr nanofiber iiretmek pek miimkiin degildir (Seventekin ve
ark, 2006). Gunumuzde mikro ya da nanofiber retimi igin gelistirilmis cesitli teknikler
kullanilmaktadir. Bikomponent, meltblown, fibrilasyon, ¢ekme, kalip, kendi kendine

toplama ve elektro-egirme yaygin olarak kullanilan lif tiretim teknikleridir.

Bikomponent Teknigi ile Fiber Uretimi

Bu teknikle, farkli iki polimerin ayni besleme {iinitesinden ¢ekilmesiyle bikomponent
(iki bilesenli) lifler iiretilebilmektedir. Polimerlerin yan yana, i¢ ice, pasta dilimi ya da

adaciklar seklinde hizalandig1 farkli fiber kesitlerine sahip bikomponent fiberler
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uretilebilmektedir. Uzun yillardir, Diinya genelinde en yaygin olarak kullanilan1 deniz
adacik modeli ile bikomponent lif tiretim teknigidir (Altas, 2009). Bu teknik ile elde
edilen filament iplikler 20 yili askin siiredir, ozellikle Asya’da tiretilmektedir (Celep,
2007). Deniz adacik modeli ile lif tiretimi; iKi farkli polimerin 6zel yapilmis olan
besleme {initesi icerisinden gecirilerek, i¢ yapidaki polimerin fibrilli bir sekilde dis
katmandaki polimerin igerisine yerlestirilmesidir. Ancak Uretilen bikomponent lifler
tiniform olmamakta ve kesitleri homojen dagilim gostermemektedir (Celep, 2007). Bu
modelle Uretilen fiberler filtrasyon malzemelerinde, sentetik damarlarda ve daha farkli

birgok uygulama alaninda kullanilmaktadir (Altas, 2009).

2.10.1.2. Eriyik Sisirilmis Teknigi ile Fiber Uretimi

Polimer
i
} { Pompa
i 2
L—5 )
iitre %
Ekstruder |
Lif Cekim Baghd
Hava Isitict . | Q %
f ) 90
Hava /| : ";_l,___—,—.\:i Sarma
~
; | .3
5 ¥ Emme Sistemi

Sekil 2.6. Eriyik sisirilmis teknigi ile lif liretim sistemi (Altas, 2009).

Kiiciik ¢apli fiberler tretebilmek i¢in kullanilan bir yontem olan meltblown teknigi ile
diisiik maliyetle termoplastik polimerlerden mikron capli fiberler iiretilebilmektedir.
(Celep, 2007). Yaygin olarak kullanilan polimerler polipropilen (PP), polietilenteraftalat
(PET), poliamid 6 (naylon 6)'dir. Bu yontemle eriyik hale getirilen sivi polimer sistem
igerisinde cesitli filtreleme islemlerinden gegirilir, pompa yardimu ile karigtirict bélmeye
aktarilir. Besleme {initesine gelen polimere yiiksek basingta sicak hava iiflenir. Havanin
etkisi ile hareketli bant Gzerine dokulen polimer silindirlerden gecgerek yuvarlak bir

ylizeye sahip toplayici etrafina sarilir (Altas, 2009).
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Fibrilasyon Teknigi ile Fiber Uretimi

Bu teknik seliiloz gibi dogrusal ve hiicresel yapiya sahip fiberlerin, daha ince fiberler
seklinde tiretilmesi i¢in kullanilmaktadir (Altas, 2009). Fibrilasyon islemi uygulanmis
seltlozik liflerden, ince, hidrofilik, mikro gozenekli fibroz yapilar Gretilebilmektedir.
Bu yapilar 6zellikle mikrobiyoloji alaninda kullanilmaktadir.(Celep, 2007). Bu yontem
dondurma, ¢dziinme, jellesme, farkli ¢oziiciiler kullanarak iiretim yapma islemlerinin
yani sira nano gozenekli kopiik olusturacak sekilde kurutma islemini de icermektedir
(Altas, 2009).

Cekme Teknigi ile Fiber Uretimi

Milimetrik damlacik /

Mikropipet temas
ylzeyine dogiru
hareket eder

Mikropipet damlacikla
temas eder

Mikropipet ¢ekilerek
nanofiber elde edillir

Cekilen nanofiber

Sekil 2.7. Cekme teknigi ile fiber iiretimi.

Bu teknikte birka¢ mikrometre ¢apinda olan bir mikropipetin diiz bir zemin {izerinde
bulunan siviya daldirilmasi ve mikromanipiilator yardimiyla belirli bir hizla sivi
damlasindan uzaklastirilmasiyla fiber Uretilmektedir. Yaklagik olarak mikropipetin

stvidan ¢ekilme hizi 1x10* m/s'dir. Bu islem her damlacikta defalarca tekrar edilir ve
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cekilen fiberler bir yuzeyde toplanarak belirli miktarda fiber Gretilir. Mikropipetin
stviya temas ettigi noktalarda buharlagsma olacagi icin o noktalarda viskozite artar
(Cakmak, 2011).

Kalip Teknigi ile Fiber Uretimi

Kalip igerisine yerlestirilen polimer ¢ozeltisinin kalipta yiizey {iizerine uygulanan
basingli su ile ¢ozeltinin kalibin igerisinde bulunan nanogézeneklerden akmasi sonucu,
fiberlerin 6zel bir sivi igerisinde katilasmasi ile kararli yapida ince fiberlerin olusum
yontemidir. Burada fiberlerin ¢aplarini kalip i¢erisinde bulunan nanogozenekli yapilarin

gbzenek boyutlar belirler (Altas, 2009; Cakmak, 2011).

Kendi Kendine Toplama Yéntemi ile Fiber Uretimi

Kiiciik yapili molekiillerin basit bloklar halinde kullanilmas1 ile fiberler elde
edilmektedir. Burada ana mekanizma kii¢iik molekiillerin ayn1 merkezli yapilar seklinde
diizenlenmesi sonucu i¢ molekiler kuvvetler ile makro molekiillerin fiber yapida sekil
almasidir (Altas, 2009).

Elektro-Egirme Uretim Teknigi ile Fiber Uretimi

Elektro-egirme {iiretim teknigi polimer ¢ozeltisi ya da polimer eriginden elektrik alan
igerisinde bir jet boyunca fiber yapilarin olusumudur. Diger iiretim yontemleri arasinda
basit, cok yonlii ve avantajli oldugu icin son yillarda 6n plana ¢ikmistir (Altas, 2009).
Bu yontemde kullanilacak olan polimer uygun bir ¢6ziiciide ¢oziiliir ya da 1s1 yardimai ile
eritilir, ardindan ¢6zelti uygun bir siringa igerisine alinir. Siringa ucu ile toplayici levha
arasindaki alana yiiksek gerilimin uygulanmasi sonucu olusan polimer jeti toplayici bir
yiizey tizerinde biriktirilir ya da doner bir toplayici iizerine sarilir. Bu yontemde 30
nm'den 1 mikron'a kadar degisiklik gosteren gaplarda mikro/nano fiberler tGretimektedir.
(Cakmak, 2011). Tez g¢alismasi kapsaminda elektro-egirme teknigi ile fibroz yapida
polimerik membranlar tiretildigi i¢in bu teknik hakkindaki teorik bilgiler Boliim 2.11'de

"Elektro-egirme" baslig1 altinda kapsamli olarak ele alinmistir.
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2.11. Elektro-Egirme Teknigi

2.11.1. Teknigin tarihgesi

William Gilbert’in 1600'lii yillarda manyetizma iizerine ¢alismalarini siirdiirken tesadfi
sekilde elektro manyetizmanin sivilar iizerine etkisini gérmesi ile temelleri atilmistir.
Sonrasinda yaptig1 ¢alismalarda bir sivi damlasinin kuru bir yilizeyden elektriksel olarak,
belli bir mesafeden koni seklinde ¢ekildigini gozlemlemistir. Bu olayin gergeklesmesi
elektro-egirme tekniginin baslangi¢c noktasi olarak kabul edilmistir (Cakmak, 2011).
Lord Rayleigh ise 1882'de elektrik yiikiine sahip damlalarin elektro-egirme esnasinda
gosterdigi kararsizlik tlizerine ¢alismalar yaparak, kesintisiz akis igin gerekli olan yiik
miktarin1 hesaplamistir (Cakmak, 2011; Caydamli, 2012). Yapilan bu c¢alisma
sonucunda Rayleigh, damlanin iizerine etki eden iki kuvvetin oldugunu sdylemistir. Bu
kuvvetler elektrik kuvveti ve elektrik kuvvetine zit yonde damlay1 etkileyen yiizey
gerilimi kuvvetidir. Elektrik kuvveti yiizey gerilim kuvvetine baskin geldigi esnada
damla ince jetlere ayrilarak akamaya baglar (Cakmak, 2011). 1934 yilinda elektro-
egirme adina ilk patent Anton Formhals tarafindan alinmistir. Formhals yaptig1 sistemde
alkol-aseton karigimi kullanarak seliiloz lif tiretimini gergeklestirmistir. Bu zamana
kadar yapilan ¢alismalarin yan1 sira elektro-egirme tekniginin anlagilmasinda en 6nemli
katkilardan birini de Taylor ortaya koymustur. Taylor mekanizma icerisinde jetin
olusumunu detaylh bir sekilde modelleyerek, polimer damlasinin elektrik alan igerisinde
nasil hareket ettigini 1969 yilinda agiklamistir. Bu c¢alisma ylizey gerilimi ile
elektrostatik kuvvetlerin dengelendigi anda igne ucunda olusan konik yapidaki damlay1
aciklar ve ‘Taylor Konisi’ adii verir. 1971 yilinda ise Baumgarten, islem ve ¢ozelti
parametrelerinin olusan lifin yapisal 6zellikleri iizerine etkisini arastirmis ve lif capi-

elektrik alan siddeti ve lif ¢api-viskozite iligkilerini agiklamistir (Caydamli, 2012).

2.11.2. Teknigin uygulanmasi

Elektro-egirme tekniginin teorik alt yapist ve uygulanmasi polimer kimyasi, akiskanlar
mekanigi, elektrik fizigi, temel fizik, makine, malzeme miihendisligi vb. birgok disiplini
biinyesinde barindiran multi disipliner bir tekniktir. Bu iiretim teknigini olusturan

diizenekler temelde 3 ana parcadan meydana gelir. Bunlar; yiiksek voltaj gii¢ kaynagi,
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besleme tinitesi (pipet, metal igne, siringa, vb.) ve toplayicidir (doner silindir, iletken
plaka, vb.) Yontem prensip olarak, uygun bir siringa igerisine konulmus bir polimer
¢ozeltisinin veya polimer eriginin elektriksel olarak yiiklenmesiyle siringa ignesi
ucundan jet olusturarak ¢ikmasi ve toplayici yiizeyinde biriktirilmesi ya da doner bir
toplayici lizerine sarilmasidir. Gli¢ kaynagindan gelen elektrotlarin baglanmasi sonucu,
igne ile toplayici plaka arasinda olusturulan elektrik alan siddetine bagli olarak olusan
polimer jetinin ¢ekilmesiyle fiberler olusturulur. Polimer jetin elektrik alanda ¢ekilmesi
esnasinda polimer erigiyi sogur ya da polimer ¢ozeltisinin ¢oziiciisii buharlasir ve
toplayici iizerinde kati polimerik fiberler birikir. Elektrik alan kuvveti, polimerin tird,
polimer ¢ozeltisi ya da erigiyinin viskozitesi ve iletkenligi, siringa ucu ile toplayici
arasindaki mesafe, siringadan polimer ¢ozeltisi ya da erigiyinin akis hizi vb. pek ¢ok
parametreye bagli olarak mikro'dan nano'ya farkli ¢aplarda polimerik fiberler iiretmek

mimkundar (Altas, 2009; Cakmak, 2011; Caydamli, 2012).
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Sekil 2.8. Elektro-egirme diizenegi.

Uygulanan gerilim ile birlikte igne ucunda toplanan polimer damlasi, voltajin
arttirtlmasi ile birlikte polimer jetini olusturur. Polimer jeti elektrik alan tarafindan
cekilmeye baslar. Polimer jeti bir siire kararsizlik gosterir. 2001 yilinda Shin ve
arkadaglar1 olusan bu kararsizlik halini matematiksel olarak modelleyip 3 farkli
karasizlik durumu oldugunu agiklamislardir. Jet iizerinde yiiklerin birbirini karsilikli
olarak itmesinden kaynaklanan jet kararsizligmi ‘Whipping® karasizligi olarak
tanimlamiglardir. Whipping kararsizliginin jet olusumunda en fazla goriilen kararsizlik

oldugunu belirtmislerdir. Jetin toplayici ylizeye yaklasmasi ile ana jetten ayrilarak
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kiiciik jetlerin olusumunu agikladiklar1 kararsizlik durumunu da 2. Whipping

kararsizlig1 olarak tanimlamislardir (Altas, 2009).

Taylor Konisi ve Jet baslangici
Whipping Kararsizligi

Siringa

Topraklanmig
Toplayici Plaka

Sekil 2.9. Whipping kararsizlig.

2.11.3. Teknikte kullanilan diizenekler

Bu iiretim teknigini olusturan diizenekler temelde 3 ana bilesenden meydana gelir.
Bunlar; yiiksek voltaj gii¢ kaynagi, besleme fiinitesi ve toplayicidir. Elektro-egirme
yonteminde istenilen amaca yonelik olarak diizenegi olusturan bilesenler {izerinde
cesitli modifikasyonlar yapilabilmektedir. Uygulanan modifikasyonlar olusturulan fiber
yapida farkliliklar meydana getirir. Teknikte ¢alisma i¢in uygun olan diizenekler
ve/veya modifikasyonlar kullanilmalidir (Altas, 2009).

Besleme Unitesi: Polimer ¢ozeltisi uygu bir siringa igerisine konarak bir mikropompaya

yerlestirilir. Daha sonra polimer eriyigi ya da ¢ozeltisinin siringa ucundan akis hizi ve
akis siiresi ayarlanir. Bu elektro-egirme sisteminin besleme iinitesidir. Besleme tiniteleri
tek ya da ikili olmakla birlikte endistriyel uygulamalarda tiretim hizini artirmak amaci
ile ¢oklu olacak sekilde de tasarlanabilmektedir. Coklu besleme {iinitelerinde farkli

0zellik ve konsantrasyonlarda polimer ¢6zeltileri kullanilabilmektedir (Altas, 2009).
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Sekil 2.10. Besleme unitesi.

Gug Kaynagi: Diizenegin temel ana parcalarindan biridir. Calismanin amacina gore
voltajin dogru akim ya da alternatif akim olarak verilmesini saglar. Besleme iinitesinde
oldugu gibi ek modifikasyonlar kullanilarak elektrik alanin niteligini arttirmak
mimkiindiir. Yardimc1 modifikasyonlarin kullanilmas: daha diizgiin fiberlerin elde
edilmesini saglar. 1987 yilinda Bornat bu amagla elektrik alanin modifikasyonu ile ilgili

calismalar yapmistir (Altas, 2009).

Sekil 2.11. Gii¢ kaynagi.

Toplayic1 Plaka: Siringa ignesi ucundaki polimer ¢ozeltisi ya da eriyigi damlasinin

elektrik alan yardimiyla ¢ekilerek egirilmesi ile olusturulan fiberlerin tizerinde
biriktirildigi ya da lizerine sarildig1 diizeneklerdir. Toplayict plakalar Uretilmek istenilen
fiber yapiya gore ¢esitlilik gosterebilmektedir. Genellikle doner silindir, diiz plaka ya da
gerceve toplayicilar kullanilmaktadir (Altas, 2009). Déner silindir ya da tasiyici bant
seklinde tasarlanmis hareketli toplayicilar fiberleri {izerlerine sararak topladiklari igin

fiberlerin daha diizenli sekilde hizalanarak biriktirilmesini sagladiklar1 i¢in mekanik
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dayanimi1 daha yiiksek fibroz yapilarin iiretilmesini saglarlar. Toplama esnasinda
polimer ¢ozeltisi ya da erigiyinin akis hiz1 fazla ve toplayici {initenin hareket hiz1 yavas
olacak sekilde ayarlandiysa fiberler ¢ekerek degil birikerek sarilacagindan yonlenme
daha az olur. Iyi bir hizalanma isteniyorsa hareketli toplayicinin hareket hiz1 ile birlikte
diger biiriin elektro-egirme parametrelerinin uygun sekilde ayarlanmasi gerekmektedir.
Polimerin tiirline ve ¢dziiciisiine, polimer ¢dzeltisi ya da erigiyinin iletkenligine gore
caligmaya 0zgiin gerekli optimizasyon ¢alismalar1 yapilmalidir. Toplayici iizerinde uzun
siire fiber biriktirmesi yapilirsa fibroz malzemenin kalinlig: artar. Istenilen kalinlikta
fibroz malzemeler yapilabilmesi i¢in polimer jetinin akis hiz1 ve siiresine bagli olarak

toplayici yiizeyinde belirli bir siire fiber biriktirilmelidir.

|

a) Duz plaka b) ki adet paralel gerceve

d) Donen silindir

b) Tagiyict bant
Sekil 2.12. Cesitli toplayici plakalar.

2.11.4. Teknige etki eden parametreler

Elektro-egirme teknigine etki eden pek c¢ok parametre vardir. Teknige etki eden
parametreler degistirilerek farkli sekil ve caplarda fiberlerden olusan farkli yogunluk,
gozeneklilik ve morfolojilerde fibroz yapilar elde etmek miimkiindiir. Calismaya uygun
olarak istenilen Griintin elde edilebilmesi icin bu parametrelerin kontrol edilmesi
gerekir. Bu parametreler genel olarak islem, ¢ozelti ve ortam parametreleri olarak (¢
ana baslikta kategorize edilebilir (Altas, 2009). Islem, ¢ozelti ve ortam parametreleri ile

ilgili detayl bilgiler Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Elektro-egirme teknigine etki eden parametreler (Ding, 2013).

Islem
parametreleri

Cozelti
parametreleri

Ortam
parametreleri

Cozelti sicakligi

Uygulanan voltaj

Cozelti besleme hiz1

Toplayici-igne aras1 mesafe

Yizey gerilimi

Elektrik iletkenligi

Dielektrik sabiti

Molekiiler agirlik ve viskozite

Nem

Basing

Sicaklik

Atmosfer cinsi
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Cizelge 2.4. Elektro-egirme teknigine etki eden parametrelerin lif morfolojisine etkisi

(Caydamli, 2012).

Parametreler

Lif morfolojisine etkisi

Islem parametreleri

Uygulanan voltaj

Cozelti besleme hiz1

Toplayici-igne aras1 mesafe

Gerilimin artmasi ilk olarak lif ¢apinda azalmaya
sebep olsa da sonrasinda lif ¢apinda artisa neden
olur. Gerilimin cok fazla yiiksek olmasi lifler
Uzerinde boncuklu yapilarin olusumuna sebep olur.

Polimer ¢ozeltisinin akig hizinin artmasi lif ¢apinda
artisa sebep olur. Daha hizli akis hizlar1 boncuk
olusumu etkiler.

Mesafe arttikca lif ¢ap1 azalir. Mesafenin
optimizasyonu 6nemlidir. Boncuk olusumunu
etkiler.

Cozelti parametreleri

Viskozite

Polimer derisimi
Cozelti iletkenligi

Polimerin molekiil agirlig

Yuzey gerilimi

Viskozite artis1 lif ¢apini arttirir ve var olan boncuk
olusumunu azaltir.

Derisimin artmasi lif ¢apin artirir.
Iletkenligin artmast lif ¢apini daraltir.

Molekiil agirligindaki artis damlacik ve boncuk
olusumunu azaltir.

Yiizey geriliminin yliksek olmasi igne ucunda
olusan polimer jetinde kararsizliklara neden olur.

Ortam parametreleri

Sicaklik

Bagil nem

Sicaklik artig1 lif gapinda azalmaya neden olur.

Bagil nemdeki artis lif yiizeyinde gozenek
olusumunu artirir.
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2.12. Kobalt ve Kobalt Bilesiklerinin Kullanim Alanlari ve insan Viicuduna
Etkileri

Kobalt (Co) element olarak 1742 yilinda Isvecli bilim insan1 George Brandth tarafindan
yeni bir metal olarak bulunmus ve 1780 yilinda Torbern Bergman tarafindan element
olarak tanimlanmistir (Kartal ve ark., 2004; Boga, 2007). Kobalt yeryiiziinde en az
siklikla bulunan elementlerden biridir (25 mg/ton). Daha ¢ok endustriyel uygulamalar
ve askeri alanda kullanilmaktadir. Malzemeye manyetik 6zellik kazandirma, mekanik
Ozellikleri iyilestirme, korozyona karsi koruma vb. amagclarla alasimda ve farkli
uygulamalarda alasim elementi olarak kullanilmaktadir (Kartal ve ark., 2004). Ayrica

kobalt izotopu kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Boga, 2007).

Kobalt kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminde ve sinir hiicrelerinin diizenlenmesinde
kullanilan B> vitamininin merkez yapi tasi olup gilinliikk besin ihtiyacimizda bir yer
teskil etmektedir (Mertz, 1987; Kendrick ve ark., 1992). Kobalt en etkili biyokatalizor
olarak bilinir. Viicudumuzdaki normal miktar1 80-300 pg ve giinliik kobalt ihtiyacimiz
ise 5 pg'dir. Kirmizi kan tcreleri, dalak, bobrek, karaciger ve pankreasta depolanan
kobalt, midye, et, siit, balikk gibi besinlerde ve diisiikk miktarlarda da olsa ispanak,
lahana, salata, pancar gibi sebzelerde de bulunmaktadir (Kartal ve ark., 2004; Boga,
2007). Bununla birlikte viicudumuza yiiksek dozlarda kobalt alimi ¢esitli sorunlara
neden olur. Havada toz halinde bulunan kobaltin solunmasi veya kobalt tuzlarma deri
ile temas edilmesi sonucunda kobalt zehirlenmeleri olabilmektedir. Hava yolu ile alinan
toz yapidaki kobalt (Co) elementi akcigerlerde ¢oziinerek kana ve idrara karisir.
Bununla birlikte suda ¢oziliniirliigli olmayan kobaltoksit (C0304) solunum yolu ile
viicuda girdigi zaman viicut tarafindan emilir ve birka¢ giin icerisinde hiicreler
tarafindan ¢6ziinerek kana karisir. Fakat suda c¢ozlnebilen kobalt bilesikleri vicuda
girdigi zaman, % 75 oraninda itrah edilir ve geri kalan1 kan, akciger, bobrek, bagirsak
ve karacigerde toplanir (Kartal ve ark., 2004). Viicudun yiiksek dozlarda kobalta maruz
kalma siiresi uzadig1 zaman alerjik reaksiyonlara ve kronik bronsite neden olabilir ancak
kobalt kaynakli hastaliklar ¢ok nadir goriilmektedir (Habashi, 1997). Kobalt
bilesiklerinin kanserojen madde olduklarina dair risk teskil ettikleri 6ne siiriilmektedir
(Kartal ve ark., 2004). Ancak kobalt ve kobalt bilesiklerinin insanlar lizerinde kansere

neden olduguna dair kesin bulgular bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Sunulan tez ¢alismasinda; kalp hastaliklar1 sonucu kalp lizerinde meydana gelen hasar1
tedavi etmek, iyilesme siirecini desteklemek, olusacak hiicre iletim agin1 saglamak ve
kalpte iletimi desteklemek amaci ile CoO nanopartikiilleri iceren PLA/PCL/CoO
polimerik kardiyak yamalar iiretilerek karakterize edilmistir. Karidyak yamalarin
yogunlugu ve gozenekliligi hesaplanmis, membran morfolojisi SEM goriintiileri
alinarak incelenmistir. Kimyasal yap1 analizi polimerlerin ve yamalarin ayr1 ayri FTIR
spektrumlar1 alinarak yapilmistir. Kardiyak yamalarin mekanik dayanimlar1 standart
cekme testleri uygulanarak degerlendirilmistir. In-vitro kosullarda sisme testleri
yapilarak su alma kapasiteleri hesaplanmistir. Yamalarin zamanla kiitle kaybi ve
yamalardan CoO nanopartikil salami 3 hafta ve 3 ay boyunca in-vitro kosullarda
degerlendirilmistir. Yama iletkenligi dort nokta prob teknigi kullanilarak ol¢iilmiistiir.
Biyouyumluluk standart sitotoksisite testi (MTT) yapilarak degerlendirilmis ve

yamalarin hiicreler ile etkilesiminde apoptotik/nekrotik etkileri incelenmistir.

3.1. Materyal

%99.8 safliktaki CoO nanotozu (40-50 nm) Ege Nanotek (Turkiye) ve PCL (80 kDa)
polimeri Sigma-Aldrich (Ingiltere) firmalarindan satin alinmistir. PLA polimeri, L-
Laktat (L-LA) (Purac, Hollanda) dimerinden halka agilimi polimerizasyonu ile
sentezlenmistir. Katalizor olarak kalay oktoat (SnOctz) (Sigma Aldrich, ABD)
kullanilmistir. Kloroform (Merck, Germany) ve Metanol (Merck, Germany) karisimi
¢oziicli olarak kullanilmistir. Polimerik yamalar ile etkilestirilmis insan kardiyomiyosit
hiicrelerinin canliligini dolayist ile in-vitro kosullarda yamalarin biyouyumlulugunu
degerlendirmek amaciyla standart sitotoksisite testi (MTT) yapilmistir. Test igin
kullanilan MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5difeniltetrazolyum-bromur] tuzu Serva
firmasindan temin edilmistir ve ¢aligmalarda insan kardiyomiyosit (HCM) hiicre hatti
(Promocell, C12811, Almanya) kullanilmistir. Polimerik yamalar 11. pasaj sayisindaki
HCM  hiicreleri ile etkilestirilerek biyomalzemenin hiicreler iizerindeki olas1
sitotoksisitesi ve apoptotik/nekrotik etkileri degerlendirilmistir. Besiyeri (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium), %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 1-glutamin, %1
antibiyotik (penisilin/streptomisin), tripsin-EDTA, Hoechst 33342, propidyum iyodur
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(PI) ve riboniikleaz A (RNAse A) satin alinarak (Biological Industries Ltd. Kibbutz Beit

Haemek, Israil) hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1. PLA sentezi ve molekiil agirhg tayini

Tezde kullanilacak olan PLA polimeri L-laktat dimerinin halka agilimi polimerizasyonu
yontemi ile katalizor varhiginda (SnOct2) sentezlenmistir. Monomer/katalizor orani
1000/1 olup 24 saat siire ile 1stya dayanikli cam tiipler icerisinde 120°C sabit sicakliga
ayarlanmis etiivde (JSR, Japonya) polimerizasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir. 24
saatin sonunda tlp reaktor etiivden alindi ve 1sis1 oda sicakligina gelene kadar
sogumaya birakildi. TUp icerisindeki polimer kloroform ile ¢dzillp, ¢6zelti metanol
icerisine yavasca eklenerek polimeri ¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Polimer igerisinde
kalmis olabilecek ¢oziiciinlin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in ¢oktiiriilen polimer
desikator igerisinde 2 giin boyunca kurutulmustur. Sentezlenen PLA polimerinin
molekiil agirhgr ve molekiil agirligi dagilimi Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC),
(Shimadzu, Japonya) cihazi kullanilarak tayin edilmistir. GPC yontemi molekulleri
tanecik boyutuna gore ayrigtiran kromatografik bir yontemdir. Polimerik partikdller,
paketlenmis sabit bir fazdan hareketli (mobil) faz icerisinde ¢6ziinmiis olarak geger.
Burada farkli zincir uzunluklarina sahip polimerler sahip olduklar1 molekiil agirliklarina
gore farkli siirelerde sistem igerisinden gegerler. Polimer ¢dzeltilerinin kolon icerisinde
alikonma stireleri Olciiliir ve molekiil agirligr bilinen standart ¢ozeltiler i¢in Slciilen
alikonma siireleriyle karsilagtirilir. Bu prensipten yararlanan GPC ydntemi ile standart
olarak kabul edilen polimerlerin ¢oziinmesiyle hazirlanmis ¢ozeltiler igin Olglimler
alinarak molekiil agirhigina karsi alikonma siireleri 6lgiilerek dogrusal bir kalibrasyon
grafigi elde edilir. Grafik yardimiyla molekiil agirligi bilinmeyen bir polimer igin
Olciilen alikonma siireleri kullanilarak bagil molekiil agirligi ve molekiil agirlig
dagilim1 (polydispersity index) tayini yapilir. Giiniimiizde cihaz yazilimlar standartlar
icin kalibrasyon grafikleri olusturarak sayica (Mn) ve agirlikca (Mw) ortalama molekl
agirhig tayini yapmaktadir. Kalibrasyon islemi igin genis bir aralikta farkli molekil
agirliklarina (500, 2000, 10000, 30000, 70000, 150000 kDa) ve dar bir molekiil agirligi
dagilimina sahip polistiren standartlar kullanilmistir. Kolonun sicakligr 25°C ve mobil
fazi akis hiz1 1.0 ml/dk'dur.
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Cizelge 3.1. Sentezlenen PLA polimerinin ortalama molekiil agirligi.

Sayica ortalama molekiil | Agirlikca ortalama molekiil Polidispersite indeksi
agirligi (Mp) agirligt (Mw) (PDI) (Mw/Mp)

259.339 689.761 2.65

3.2.2. PLA/PCL/Co0O kardiyak yama Uretimi

Calismada Sekil 3.1’de temsili olarak gizilen ikili elektro-egirme (co-spinning)
diizenegi kullanilarak bos ve farkli oranlarda ( %0,03 w/w, %0,06 w/w, %0,19 w/w)
CoO nanopartikall iceren PLA/PCL yamalar (Sekil 3.2) tretilmistir. PCL ve PLA
cozeltileri es-zamanli ve karsilikli elektro-egrilerek rulman toplayici tizerine sarilan bir
aliminyum folyo ylizeyinde biriktirilmistir. CoO nanopartikiilleri her iki c¢ozelti
icerisine ilave edilmis ve ¢ozeltiler siringa igerisine alinmadan Once iyice
karistirtlmistir. Boylece icerisinde CoO nanopartikilleri bulunan i¢ ice ge¢mis (non-
woven) ve kismen yonlenmis PCL ve PLA fiberlerden olusan polimerik membran

yamalar tiretilmistir.

Sekil 3.1. Ikili elektro-egirme diizenegi sematik gdsterimi.

PCL (%15 w/v) ve PLA (%7 wiv) ¢ozeltilerinin elektro-egirme kosullar ilgili literatiir
1s1¢inda yapilan birgok seri deneme sonucu optimize edilmistir (Dapeng Li, 2006;
Augustine ve ark., 2015; Zhou ve ark., 2017). C6zucu olarak kloroform/metanol (4/1)
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karisimi kullanilmistir. Cozeltilerin akis hizlar1 2 ml/saat olup toplayict ile siringa ucu
mesafesi 15 cm ve potansiyel fark 16 kV olarak ayarlanmistir. Uretilen yamalar
¢Oziiciiniin uzaklagmasi i¢in 3 giin vakum desikatorde beklemistir. Stabilize edilen

kardiyak yamalar etiketlenip paketlenerek +4°C'de saklanmustir.

Kardiyak Yama Boy Kardiyak Yama En

Sekil 3.2. Uretilen PLA-PCL kardiyak yamalar.

3.2.3. PLA/PCL/C00 Kkardiyak yamalarm karakterizasyonu

Kimyasal Yap1 Analizi (FTIR)

Uretilen kardiyak yamalarin kimyasal yapi analizi FTIR-ATR (Fourier Doniisiimlii
Kizilotesi Spektroskopisi - Zayiflatilmig Toplam Yansima, Jasco, FT-IR/4700)
spektroskopisi ile yapilmistir. Yama iiretiminde kullanilan polimerlerin (PLA ve PCL),
CoO nanopartikillerin ve agirlik¢a farkli oranlarda CoO igeren (%0.00, %0.03, %0.06,
%0.19) PLA/PCL/CoO kardiyak yamalarin ayri1 ayri FTIR spektrumlar1 alinarak
polimerlerin elektro-egirme esnasinda yiiksek voltaj altinda ¢oziicii ile etkilesimleri
sonucu kimyasal yapilarinda herhangi bir degisim olup olmadig1 karsilastirmali olarak
incelenmistir (Sekil 4.1). Yamalar, 1-2 mm ¢apindaki elmas disk iizerine basingla
sabitlenip, ylzeye gonderilen kizilotesi (Infrared/IR) 1sinin malzeme tarafindan
sogurulmasi ve kristalden yansiyan IR yogunlugunun kaydedilmesi ile 500-4000 cm™

dalga sayis1 araliginda 6l¢iimler alinmastir.

Yiizey Morfolojisi (SEM)

Polimerik fibroz kardiyak yamalarin yilizey morfolojisi (SEM) goriintileri alinarak
incelenmistir. SEM incelenecek olan malzemenin yiizey Ozelliklerini belirlemek

amaciyla cihaz tarafindan gonderilen elektron demetlerinin 6rnek numune yiizeyindeki
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elektronlar ile etkilesime girmesi sonucu yapimin yiizey topografyast hakkinda bilgi
veren bir cihazdir (Anonim, 2018). 5 mm x 5 mm kare kardiyak yama kesitleri alinarak
SEM numune platformuna sabitlenmistir. Ornek yiizeylerinin iletken hale getirilmesi
amaciyla kesitler 10 dk boyunca vakum altinda altin (Au) iyonlar1 ile kaplanmustir.
Kaplama islemi kaplama cihazi (Quorum K150RS, ingiltere) igerisinde vakum ortamda
gerceklestirilmistir. Sonrasinda yamalarin farkli biiyiitmelerdeki SEM (Tescan Mira3
XMU, Cekya) goruntiileri alinarak (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5) fibréz yap1

ve yiizey morfolojisi incelenmistir.

Yogunluk ve Gozeneklilik

Elektro-egirme teknigi yiiksek yiizey/hacim oran1 ve gozeneklilik agisindan malzemeye
onemli avantajlar saglamaktadir (Zahedi ve ark., 2010). Nanofibr6z membranlarda
gozenekli yapi, terapotik, antibakteriyal, antifungal, antioksidan vb. farkli ajanlarin
membran yapidan salim 6zelliklerini, su tutma kapasitesini vb. etkiler. Gézeneklilik ve
gbzenek boyutlart bu gibi 6zelliklerin kontrol edilebilmesine imkan vermektedir.
Elektro-egirme teknigi ile {iiretilen kardiyak yamalarm gozeneklilik (%) degerleri

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Gozeneklilik (%) = [(Vm — Vo) / Vm] x 100 (3.1)

Formiilde V, polimerik saf film icin spesifik hacim (cm®/g), Vm ise elektro-spun fibroz
polimerik membranlar icin spesifik hacim (cm®/g) degerlerini temsil etmektedir (Gupta
ve ark., 2011). 2 x 2 cm boyutlarinda hazirlanmig 10'ar tane kare kesit i¢in, agirlik (g)
ve hacim (cm®) degerleri kullanilarak yamalarin yogunlugu (p) ve ortalama spesifik

hacimleri (cm®/g) ve gdzeneklilik (%) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

Islanabilirlik (% Sisme oranlari)

Kardiyak yamalarin (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) su alma kapasiteleri (1slanabilirlik)
7.5 mm ¢apl dairesel yama kesitleri fosfat tampon cozeltisi (pH 7.4) igerisinde belirli
strelerde (3, 5, 6, 9, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 110, 130, 150, 180 dakika)
37°C'deki etuvde bekletilerek degerlendirilmistir. Her bir yama icin 10 farkli kesit

alinarak, Kesitlerin tampon c¢ozelti (PBS) icerisine konmadan 6nce kuru ve tampon
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cozelti (PBS) igerisinden alindiktan sonra islak agirliklar1 (g) tartilmistir. % sisme

oranlar1 agagida verilen formil kullanilarak hesaplanmuistir.

% Sisme Orani = [(Wt -Wo) / W,]x100 (3.2

Formulde verilen W, ve W; sirasi ile yamalarin kuru ve islak agirliklarimi ifade
etmektedir (Sinha ve ark., 2013). Kardiyak yamalarin (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19)
elirlenen siirelerdeki sisme oranlar1 (%) hesaplanarak grafige aktarilmis (Sekil 4.6) ve
sisme (%) profili degerlendirilmistir. Boylece yamalarin maksimum su alma kapasiteleri

ve maksimum sisme (%) degerine ulastig1 stireler belirlenmistir.

Zamana Baglh Kiitle Kaybi

Kardiyak yamalarin yapisinda bulunan polimerler biyobozunur olup, belirli bir slre
sonra ikinci bir cerrahi operasyon gerektirmeden viicut tarafindan emilir. Kalp Krizi
sonrast hasar gormiis kalp kasinin rejenerasyonu olduk¢a yavastir. O nedenle kalp
kasin1 desteklemek amaciyla uzun bir slre kalp yamalarinin bozunmasi istenmez.
Bozunma polimerik membran yamalarda kiitle kaybina neden olur. Dolayisi ile kiitle
kayip hiz1 ile bozunma hiz1 orantilidir. Polimerlerin tiirii, yapisi, molekiil agirhigi ve
cevresel faktorler bozunma hizini etkiler. Erken donemde kalp yamalarinin bozunmaya
baslayip baslamadigi in-vitro kosullarda degerlendirilmistir. Bu amagla ilk ¢ ay icin
yama kesitleri (2cm x 2cm) PBS ¢0zeltisi ( pH 7.4, 37°C) igerisinde bekletilerek %

kalan kiitle degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

% Kalan Kutle = (W; / Ws) * 100 (3.3)
Formilde verilen Wi ve Ws sirasi ile kardiyak yama kesitlerinin deney 6ncesi ve sonrasi
kuru agirliklarmi ifade etektedir (Sinha ve ark., 2013). Deneyler her bir yama icin 10

farkli kesit kullanilarak yapilmistir. 12 haftalik siirecte her bir yama i¢in her hafta %
kalan kiitle degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.7).
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Kontrollii Salim Calismalari

Kardiyak yamalarin fibroz yapisini olusturan fiberlerin igerisine iletkenligi saglamak
amaciyla belirli konsantrasyonlarda (%0.03, %0.06, %0.19 w/w) CoO nanopartikuller
ilave edilmistir. Partikiiller polimerik fiberler igerisine hapsedilmistir. Ancak fiberlerin
ylizeyindeki ve yilizeye yakin yerlerdeki CoO partikiillerin ortama salinip salinmadig {i¢
haftalik ve ti¢ aylik in-vitro salim calismalar1 yapilarak incelenmistir. 7.5 mm ¢aph
dairesel yama kesitleri 37°C'de PBS c¢ozeltisi icerisinde (pH 7.4) bekletilmis ve 21
giinliik siiregte her giin 12 haftalik siiregte ise her hafta belirlenen zaman dilimine ait
kesitler tampon ¢6zelti (PBS) igerisinden alinarak ¢dzelti igerisinde CoO nanopartikiil
varhigr ¢ozeltilerin UV gorunir bolge spektrofotometresinde (PG Instruments T60,
United Kingdom) absorbanslar1 alinarak degerlendirilmistir. UV bdlgede 200-600 nm
dalga boyu araliginda bir seri deneme yapilarak CoO nanopartikiiliiniin maksimum
degerde absorbans verdigi dalga boyunun 320 nm oldugu tespit edilmistir. Belirlenen
dalga boyunda bilinen konsantrasyonlarda CoO nanopartikil iceren PBS ¢ozeltilerinin
absorbans degerleri alinarak dogrusal bir kalibrasyon grafigi olusturulmus (Sekil 4.8)
boylece bilinmeyen konsantrasyonlarda CoO partikilli igerme olasiligt olan PBS
cozeltilerinin  absorbaslart  alinarak  kalibrasyon  grafigi yardimiyla cozelti
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Ug haftalik (Sekil 4.9) ve ii¢ aylik (Sekil 4.10) siireler
icin zamana kars1 CoO nanopartikiil konsantrasyonu grafikleri olusturularak polimerik

yamalardan CoO salimi olup olmadigi degerlendirilmistir.

Sitotoksisite Testi / MTT

Kardiyak yamalarin biyouyumlulugu stotoksisite testi yapilarak degerlendirilmistir.
Sitotoksisite testleri direkt veya indirekt metodlar ile yapilabilmektedir. Hicreler ile
materyalin dogrudan temas halinde oldugu metodlar direkt, hicreler ile materyal
arasinda dogrudan bir etkilesimin bulunmadig1 metodlar ise indirekt metodlardir (Uzun
ve Bayindir, 2011). Caligmada direkt sitotoksisite yontemlerinden biri olan MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] testi ile ISO 10993-5 (2009)
standartlarina uygun olarak yapilmistir (Anonim, 2017). MTT testi hiicre canliligin
metabolik aktivitenin tayinine yonelik reaktifler kullanarak tespit eden ve yaygin olarak
kullanilan sitotoksisite testlerinden biridir. MTT tuzu sar1 renklidir, elektron alarak

indirgenir ve mor renkli formazan kristallerine doniisiir. Indirgenme sadece
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mitokondriyal rediiktaz enzimlerinin aktif oldugu canli hiicrelerde gerceklesir.
Dolayisiyla yalnizca canli hiicrelerin oldugu ortamda renk degisimi gerceklesir ve hiicre
canlilig1 kolorimetrik olarak incelenebilir (Mossman, 1983, Riss ve Moravec, 2006).
Yamalar ilk olarak kalp kasi hiicreleri olan insan kardiyak miyosit (HCM) hiicreleri
(Promocell, 500.000 cryopreserved cells, C-12810, Almanya) ile etkilestirilmistir.
Laboratuvarda rutin hlcre ¢ozdiurme ve g¢ogaltma prosediirii uygulanmistir. Hicreler
uygun besi ortam1 (%1 penisilin, % 20 Fetal Bovine Serum, DMEM) 37°C sicaklikta
%5 CO, ve %6 O iceren nemli ortamda etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
isleminin ardindan flask kabi yiizeyinde c¢ogalarak konfliient hale gelen hiicrelerin
igerisinde bulundugu besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
uygulanarak ortam yikanmustir. Insan hiicreleri cogalabilmek igin bir yiizeye tutunmaya
(adhezyon) ihtiya¢ duyarlar. Flask yiizeyine tutunan hiicreleri yiizeyden kaldirmak i¢in
hiicre adhezyonunu saglayan glikoprotein yapilari parcalayan peptidaz bir enzim
(tripsin) kullanilmas1 gerekmektedir. Enzimin aktive olmasi igin besiyeri ortami
uzaklastirilarak tampon ¢6zelti ile yikanmig ve ortama tripsin-EDTA (% 0.25 Tripsin, %
0.02 EDTA) eklenerek 4 dakika etlivde hiicreler ile enzim etkilestirilmistir. Sonrasinda
enzim aktivitesini durdurmak amaciyla tekrar besiyeri ilave edilmistir. BOylece hiicre
canliligmi (canl hiicre sayisini) tespit etmek lizere hucreler yiizeyden kaldirilarak
slispanse hale getirilmistir. Stspanse hucrelere belirli miktarda tripan mavisi (trypan
blue) eklenmis ve karigim hiicre sayim kaseti (EVE cell counting slide) igerisine
konularak kasetler hiicre sayim cihazina (Invitrogen Countess Automated Cell Counter,
Kore) yerlestirilmistir. Hiicre sayimi cihaz tarafindan otomatik olarak yapilmistir.
Tripan mavisi negatif yiiklii bir azo boyadir. Canli hiicrelerde saglam segi¢i gecirgen
hiicre zarindan hiicre i¢ine giremez. Ancak membran biitiinliigii bozulmus dolayisi ise
segici gecirgenlik kabiliyetini kaybetmis 6lii hiicrelere girebilir. Sadece 6lu hucreleri
maviye boyayabildigi i¢in bu boya Olii hiicrelerin ayirt edilmesini saglayarak canl
hiicrelerin sayilabilmesini saglar. MTT testi 96 kuyucuklu plakalarda (96-well plates)
gerceklestirilmistir. Cozdiiriilip cogaltilan 11. pasaj sayisindaki hiicreler her bir
kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde kuyucuklara ekilmistir. Hiicrelerin kuyucuklarda
tutunmasi ve ¢ogalmasi icin tekrar 24 saat 37°C sicaklikta %5 CO2 ve %6 O iceren
nemli ortamda etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicre vasati1 atilarak 0.75
cm caph dairesel steril yama kesitleri kuyucuklara tek tek yerlestirilmistir. Yama
kesitleri her iki yuzeyi 10'ar dakika UV 1sinina maruz birakilarak sterilize edilmistir.

Yama kesitlerinin yerlestirilmesinin ardindan her kuyucuga tekrar 200 pl besiyeri
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eklenerek bir gece daha 37°C sicaklikta %5 CO2 ve %6 O: igeren nemli ortamda etuv
icerisinde inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan kuyucuklardan kardiyak yamalar
alimmis ve hiicre vasati atilarak her bir kuyucuga 50 pl MTT boyasi [3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5difeniltetrazolyum-bromiir] ilave edilmistir. MTT tuzunun
eklenmesinin ardindan 96 kuyucuklu tabaka aliiminyum folyoya sarilarak tekrar 2 saat
etiivde bekletildi. MTT boyast 1s1ga duyarli oldugu igin testin Kkaranlik ortamda
gerceklestirilmesi gerekmektedir bu nedenle 96 kuyucuklu plaka aliminyum folyoya
sarilmistir. Ayn1 plakada es zamanl olarak farkli kuyucuklarda sadece hiicreler (negatif
kontrol) ve DMSO ile muamele edilen hicreler (pozitif kontrol) icin de MTT testi
uygulanmuistir. 2 saat inkiibasyonun ardindan tekrar hiicre vasati atilmis ve kuyucuklara
100 pl izoproponol eklenmistir. Eklenen alkoliin hiicresel aktiviteyi dolayisi ile MTT
tuzunun indirgenme reaksiyonunu durdurmasi i¢in 5 dakika beklenmis ve tuzun
indirgenmesine bagli olarak sar1 rengin mor renge doniisimii ELISA plak okuyucu
(BioTek Power-Wave XS2, Amerika) yardimiyla kolorimetrik olarak ol¢iilmistiir.
Olcgtimler 570 nm dalga boyunda kuyucuklardan absorbans alinarak yapilmistir. Sadece
hiicrelerin oldugu (steril yama kesitleri ya da DMSO ile etkilestirilmemis) negatif
kontrol grubunda belirlenen optik yogunluk (OD) degerinin %100 hiicre canliligini
temsil ettigi kabul edilerek (referans alinarak) diger kuyucuklardaki % canlilik degerleri
formul 3.4 yardimiyla hesaplanmistir. Formul 3.4'te belirtilen ODgigiilen V& ODnegatif kontrol
ifadeleri sirasiyla % hiicre canlilifi degeri hesaplanmak istenen kuyucugun optik
yogunluk degeri ile negatif kontrol grubuna ait kuyucugun optik yogunluk degerlerini
temsil etmektedir. Olgiimler her bir grup igin 10 farkli kuyucukta tekrar edilerek
hesaplanan % canlilik degerleri standart sapmalar: ile birlikte Cizelge 4.2 ve Sekil
4.11'de verilmistir.

Canlilik degeri (%) = (ODsigiilen / ODnegatif kontrol) x 100 (34)

Apoptotik-Nekrotik Etkilerin Degerlendirilmesi

Apoptoz, ¢ok hiicreli canlilarda boliinme ile artan hiicre sayisini dengelemek igin
devreye giren programli ve kontrollii fizyolojik bir siirectir. Hiicre toplulugunun
bulundugu ortamda bir hiicreye artik ihtiyag duyulmuyor ise hiicreler arasi
biyokimyasal haberlesme mekanizmas: ile hucrenin kontrolli  6lum  sureci

baslamaktadir. Fakat hiicre geri doniisii olmayacak Ol¢iide hasar gérmiigse ani hiicre
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olimii gerceklesir. Bu siirece ise nekroz adi verilmektedir. Apoptoz sinyali alindiktan
sonra hiicrelerde gesitli biyokimyasal ve morfolojik degisimler meydana gelir. Ortamda
bulunan apoptotik ve nekrotik hiicreler spesifik degisiklikleri temel alan bazi teknikler
kullanilarak birbirlerinden ayirt edilebilmektedir (Giler ve Eren, 2008; Polat, 2013).
ikili boyama teknigi (Double Stain) ayni ortamda bulunan apoptotik ve nekrotik
hicrelerin ayr1 ayr tespit edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Caligmada apoptotik ve
nekrotik hicreler, double stain yontemi (%1 Propidyum iyodir, %1 Ribonukleaz A, %5
Hoechsz) ile tespit edilmistir. Hoechsz ortamda bulunan canli ve apoptotik hiicre
cekirdeklerini maviye boyar. Apoptotik hiicrelerde renk yogunlugu fazladir. PI ise
nekrotik hiicre gekirdeklerini kirmizi renge boyar (Giiles ve Eren, 2008). Bu boyalar
hicrelerdeki DNA'ya baglanarak floresan mikroskobunda farkli dalga boylar altinda
(Hoechsz:350 nm, P1:535 nm) incelenmektedir (Polat, 2013). Ikili boyama karisiminda
bulunan Ribonikleaz A ise sitoplazmik RNA'y1 parcalayan enzimdir. Hiicre ortaminda
spesifik olmayan Hoechsz-RNA ve PI-RNA etkilesimlerini engellemek amaci ile
kullanilir. Caligmada kardiyak yamalar ile belirli bir siire etkilestirilen insan
kardiyomiyosit hiicreleri (Promocell, C-12810, Almanya) ikili boyama teknigi ile
boyanarak malzemenin hiicreler {izerindeki apoptotik/nekrotik etkileri incelenmistir. Ilk
olarak insan kardiyomiyosit hticreleri uygun besi yeri ortaminda (%21 penisilin, %20
Fetal Bovine Serum (FBS) ve DMEM) 37°C sicaklikta % 5CO2 ve % 6 O ortaminda
etuv igerisinde inkibe edilerek g¢ogaltilmistir. Calismada 48 kuyucuklu plaka (48-well
plate) kullamlmis ve her bir kuyucuga 1x10° hiicre gelecek sekilde hiicre ekimi
yapilmistir. Hicrelerin kuyucuklarda tutunmasi ve gogalmasi igin tekrar 24 saat 37°C
sicaklikta %5 CO2 ve %6 O igeren nemli ortamda etiiv i¢erisinde inkiibe edilmistir.
Sonrasinda hiicre vasati atilarak 0.75 cm ¢apli dairesel steril yama kesitleri kuyucuklara
tek tek yerlestirilmistir. Yama kesitleri her iki ylizeyi 10'ar dakika UV 1smina maruz
birakilarak sterilize edilmistir. Yama kesitlerinin yerlestirilmesinin ardindan her
kuyucuga tekrar 200 ul besiyeri eklenerek bir gece daha 37°C sicaklikta %5 CO2 ve %6
O iceren nemli ortamda etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
kuyucuklarda bulunan hiicre vasati alinarak yiizeye tutunmus olan hiicreler ikili boyama
teknigi ile boyanmistir. Deneyde kullanilan boya 1s1ga duyarli oldugu ic¢in calisma
karanlik ortamda gergeklesmistir. Kuyucuklardaki hiicreler Gizerine 70 ul Double Stain
boyasi ilave edilmis ve boya damlatildiktan sonra 48 kuyucuklu plaka aliminyum
folyoya sarilarak hiicreler boya ile etiiv igerisinde 15 dakika -etkilestirilmistir.

Inkiibasyonun ardindan steril yama kesitlerinin hiicreler iizerindeki apoptotik/ nekrotik
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etkilerini incelemek Gzere kuyucuklardaki hiicreler 20x floresan mikroskobu (Inverted
Microscope, Leica DM6000B, Almanya) altinda fotograflanmistir (Sekil 4.13, Sekil
4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16). Ayni plakada es zamanl olarak farkli kuyucuklarda sadece
hlcreler (negatif kontrol) ve DMSO ile muamele edilen hucreler (pozitif kontrol) icin
de ikili boyama yapilarak hicreler 20x floresan mikroskop altinda fotograflanmigtir
(Sekil 4.12). Kuyucuklardan alinan floresan mikroskop fotograflarindan saglikli,
apoptotik ve nekrotik hiicreler sayilarak % apoptoz ve % nekroz degerleri
hesaplanmustir (Cizelge 4.2, Sekil 4.11).

Kardiyak Yama-Hiicre Etkilesimlerinin Incelenmesi

Calisma kapsaminda iiretilen kardiyak yamalarin (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19)
yuzeylerine insan kardiyomiyosit hicrelerinin adhezyonu, yama ytizeylerine hiicre
ekimi gerceklestirilerek hiicreler ile yamalarin inkiibasyonu sonrasinda yama
ylzeylerinden SEM (JEOL JSM-5600 SEM, Ingiltere) goriintiileri almarak
incelenmistir (Sekil 2.17, Sekil 2.18). Ilk olarak hiicreler uygun besi ortami (%]
penisilin, % 20 Fetal Bovine Serum, DMEM) icerisinde 37°C sicaklikta %5 CO2 ve %6
O iceren nemli ortamda etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
kiiltiir kabindaki hiicre vasati atilarak ortam tampon ¢o6zelti ile (PBS) yikanmustir.
Sonrasinda hiicreler tripsin-EDTA (% 0.25 Tripsin, % 0.02 EDTA) ile muamele
edilerek ylizeyden kaldirilmistir. Siispanse hale gelen hicreler tripan mavisi ile
boyanarak hiicre-boya karisimi hiicre sayim kaseti (EVE cell counting slide) igerisine
alinarak hiicre sayim cihazina (Invitrogen Countess Automated Cell Counter, Kore)
yerlestirilmis ve otomatik hiicre sayimi yapilmistir. Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra 24
kuyucuklu plakaya (24-well plate) her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin kuyucuklarda tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in tekrar 24 saat 37°C
sicaklikta %5 CO2 ve %6 O igeren nemli ortamda etiiv icerisinde inkiibe edilmistir.
Sonrasinda hiicre vasati atilarak 0.75 cm capli dairesel steril yama kesitleri kuyucuklara
tek tek yerlestirilmistir. Yama kesitleri her iki ylizeyi 10'ar dakika UV 1sinina maruz
birakilarak sterilize edilmistir. Yama kesitlerinin yerlestirilmesinin ardindan her
kuyucuga tekrar 200 pl besiyeri eklenerek 48 saat 37°C sicaklikta %5 CO2 ve %6 O>
igeren nemli ortamda etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. 2 gunluk inkibasyon suresi
sonunda 48 kuyucuklu plaka etiivden alindi ve kuyucuklardaki hiicre vasati atildi.

Kardiyak yama kesitlerinin SEM goriintiilerinin alinabilmesi icgin kardiyak yamalar 48
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kuyucuklu plaka icerisinde kurumaya birakildi. Kurutulan yama kesitlerinden kiguk
parcalar kesilerek SEM platformununa sabitlendi ve 15 dakika boyunca kaplama
cihazinda (Polaron, Sputter Coater, ABD) vakum altinda paladyum ile kaplandi.
Kaplanan yama pargalarinin ylzeylerinden taramali elektron mikroskobu (JEOL JSM-
5600 SEM, Ingiltere) ile farkl1 biiyiitmelerde goriintiiler alinarak yama yiizeyilerindeki
hlcreler incelenmistir (Sekil 2.17, Sekil 2.18).

Mekanik Dayaniklilik

Kalbimiz ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir dolayisi ile kalbi olusturan kaslarin kalp krizi
sonrast hasar gérmesine bagl olarak hasarli bolgeye implante edilmek {izere tasarlanan
bir destek malzemesinin, kalbin o bolgedeki yiizeyel seklini alabilmesi ve atim
esnasinda kalbin bosalmasi ve tekrar kanla dolmasiyla kasilip gevseyen kaslarin
esnekligini taklit edebilmesi dnemlidir. Bu nedenle iiretilen kalp yamalariin esnekligi
(elastikiyet modull) standart cekme-uzama testleri yapilarak degerlendirilmistir.
Malzemelerin elastikiyeti, cekmeye karsi gosterdigi birimsel uzamanin bir sonucudur ve
elastik uzamanin uygulanan ¢ekme kuvvetiyle malzemenin deformasyona ugramaya

basladig1 ana kadar oldugu bilinmektedir (Zahedi ve ark., 2010).

Uretilen kardiyak yamalardan (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 w/w) standart boyutlarda
(5 mm x 10 cm) seritler alinarak (Sekil 3.6) ¢ekme test cihazinda (CellScale, Kanada)
(Sekil 3.7) 50 mm/dakika hizda oda sicakliginda 50 N kuvvet uygulanmis ve uygulanan
cekme kuvvetine (stress) karsi % uzama miktarlari (strain) 6l¢iilerek, yamalarin kopma
uzamasi (elongation at break), kopma dayaniklilig1 (ultimate tensile stress), esneklik
siir1 (yield point) ve elastisite moduli (Young's Modulus) hesaplanmistir (Cizelge 4.3).
Polimerik yamalarin kalinligt ~0.4 mm'dir. Her bir yama i¢in 3 farkli serite ¢cekme-

uzama testi yapilarak ortalama degerler hesaplanmistir.
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Sekil 3.4. Cekme test cihaz1 asamalari.

Kardiyak Yamalarin Iletkenlik Olciimii

Kardiyak kalp kasi hiicreleri (kardiyomiyositler) kalp kas1 (miyokard) boyunca elektrik
sinyallerini kullanarak bir atim gergeklestirir. Saglikli bir yetiskin kalbinden her atimda
1.25 Hz frekansa sahip 5V/cm degerinde bir akim gecer. O nedenle kalp krizi sonrasi
hasar gormiis kalp kaslarina destek olmak {izere tasarlanan kardiyak doku iskelelerinin
kalbin (zerinden gecen akimi ileterek kalp kasina fonksiyonel agidan benzemesi
(biyomimetik) istenir. Dolayisi ile kardiyak yama iskelelerinde aranan bir diger 6zellik
ise malzemenin iletkenligidir (Kitsara ve ark., 2017). Uretilen kardiyak yamalarin
(9%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) iletkenlik degerleri 4 nokta prob teknigi kullanilarak
Ol¢iilmiistiir (Baei ve ark., 2016). Bu teknik temel olarak uzun ve ince film seklindeki
malzemelerin elektriksel direncini 6l¢mektedir. Elektriksel direng iletkenligin tersidir
(R=1/L). Malzeme yuzeyine yerlestirilen 4 farkli elektrot vardir. Bu elektrotlardan ikisi
malzeme ylizeyinden gecen akimi (I) diger ikisi de malzeme iizerinde se¢ilen iki nokta
arasindaki potansiyel farki (V) olgmek i¢in kullanilir. Bdylece potansiyel fark (V)
akima (I) oranlanarak malzemenin yiizey direnci p=(m/In2)x(V/1)=4.53(V/)
hesaplanabilir. Malzeme direnci (R), ylzey direncinin (p) 6l¢im alinan iki nokta

arasindaki mesafeye (L) ¢arpilip malzeme kalinlig1 (t) ve genisliginin (W) carpimina
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bolinmesiyle hesaplanabilir [R=(pxL)/(txW)]. Hem kuru hem de islak yamalarin
iletkenlik degerleri (S/m) oda sicakliginda Olgilmistiir (Cizelge 4.4). Kardiyak
yamalarin yas 6l¢timlerinde 1slatma ortam1 olarak fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.4)

kullanilmuastir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda Uretilen PLA/PCL/CoO kardiyak yamalarin (%0.00,
%0.03, %0.06, %0.19) kimyasal yapisi, yizey morfolojisi, yogunlugu, gézenekliligi,
1slanabilirligi, zamana bagh kiitle kaybi, yamalardan CoO salimi, elastikiyeti, insan
kardiyomiyosit (HCM) hiicreleri iizerindeki olasi toksik, apoptotik, nekrotik etkileri,
HCM hucreleri ile etkilesimi ve iletkenligi gesitli in vitro testler ile karakterize edilerek,

elde edilen bulgular literatiir 1s181nda degerlendirilmistir.

4.1. Kimyasal Yap1 Analizi (FTIR)

Yama tiretiminde kullanilan polimerlerin (PLA ve PCL), CoO nanopartikillerin ve
agirlikga farkli oranlarda CoO igeren (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) PLA/PCL/CoO
kardiyak yamalarin ayr1 ayri FTIR spektrumlari alinarak polimerlerin elektro-egirme
esnasinda yiiksek voltaj altinda ¢oziicii ile etkilesimleri sonucu kimyasal yapilarinda

herhangi bir degisim olup olmadigi karsilastirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.1).

C-H c=0 C-H c0
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Sekil 4.1. PLA ve PCL polimerleri, farkli oranlarda (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 a/a)
CoO iceren PLA/PCL kardiyak yamalar ve CoO nanopartikiiliine ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.1'de PLA polimerine ait FTIR spektrumu incelendiginde C-H gerilme pikleri
2996 cm™ ve 2945 cm? dalga sayilarinda, C-H biikiilme pikleri ise 1454 cm™ ve 1359
cm* dalga sayilarinda goriilmektedir. 1180 cm™ve 1082 cm™ dalga sayilarinda ise PLA
polimerine ait C-O gerilme pikleri goérilmektedir. PLA polimerinin yapisinda bulunan
karbonil gruplarindan kaynakli polimere spesifik C=0 gerilme piki ise 1748 cm™ dalga
sayisinda tek ve siddetli bir pik vermistir. Sekil 4.1'de PCL polimerine ait FTIR
spektrumu incelendiginde C-H gerilme pikleri 2945 cm™® ve 2864 cm™ dalga
sayilarinda, C-H biikiilme pikleri ise 1467 cm™ ve 1341 cm™ dalga sayilarinda
gorulmektedir. 1095 cm™dalga sayis1 civarinda gériilen pikler ise PCL polimerine ait C-
O gerilme pikleridir. PCL polimerinin yapisinda bulunan karbonil gruplarindan
kaynakli polimere spesifik C=0 gerilme piki ise 1721 cm™ dalga sayisinda tek ve
siddetli bir pik olarak gorulmektedir. PLA ve PCL polimerine ait C-H gerilme, C-H
bikulme ve C-O gerilme titresimlerinin FTIR spektrumlarinda birbirine yakin farkli
dalga sayilarinda farkli pikler vermesi ve pik yarilmalari, farkli C-H ve C-O gruplarinin
yapt igerisinde farkli karbonlara bagli olmasindan dolay1 farkli titresmelerinden
kaynaklanmaktadir. Sekil 4.1'de CoO nanopartikiilii igermeyen PLA/PCL membranlara
ait FTIR spektrumlar incelendiginde PLA ve PCL polimerine ait spesifik pikler benzer
dalga sayilarinda goriilmektedir. Ozellikle C=O gerilme pikinin iki polimere ait FTIR
spektrumlarinda farkli dalga sayilarinda goriinmesi nedeniyle bu polimerlerin bir arada
bulundugu kardiyak yamalara ait FTIR spektrumlarinda C=0 gerilme piki tek bir pik
yerine 1722 cm? dalga sayis1 civarinda ikiye yarilmis genis bir pik seklinde
gorulmektedir. Agirlik¢a %0.00, %0.03 ve %0.06 oraninda CoO igeren PLA/PCL
kardiyak yamalarda PLA ve PCL polimerlerine spesifik C=O gerilme pikleri yarilmis
genis bir pik seklinde goriiliirken, agirlikga %0.19 oraninda CoO nanopartikiilii iceren
yamada aksine bu pikler (st tste gelerek daha siddetli tek bir pik olugsmasina neden
olmuslardir. Sekil 4.1'de sadece CoO nanopartikiilii i¢in alinan FTIR spektrumu
incelendiginde Co-O gerilme pikleri 651 cm?® ve 654 cm? dalga sayisinda
goriilmektedir. CoO iceren yamalardan alinan FTIR spektrumlarinda bu dalga
sayilarinda belirgin pikler goriilmemesinin nedeni CoO nanopartikiiliiniin kardiyak
yama yapisinda agirlikga oldukga kiigiik yiizdelerde (%0.03, %0.06, %0.19)
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. PLA ve PCL polimerine ait siddetli spesifik pikler
Co0-O gerilme piklerinin bagil olarak ¢ok kiiclik olmasia dolayisi ile CoO/PLA/PCL

yamalarin FTIR spektrumlarinda gortlememektedir.. Sonug¢ olarak PLA ve PCL
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polimerlerinin ¢oziicii ile etkilesimleri ve ¢ozeltilerinin yiiksek voltaj altinda elektro-

egirilmesi kimyasal yapilarinda herhangi bir degisiklige neden olmamustir.

4.2. Yuzey Morfolojisi (SEM)

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda iretilen polimerik kardiyak yamalarin yiizey
morfolojisi ve fibréz yapisi farkli biiylitmelerde (100 pum, 20 pm, 10 pm, 5 pm)
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri alinarak incelenmistir. Agirlik¢a
%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 oranlarinda CoO nanopartikiil iceren kardiyak yamalara
ait SEM goriintiileri sirastyla Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te verilmistir.

SEM H' 5.0 KV WD: 10.90 mm ;SEM HV: 15‘.0 KV
View fisld: 415 pm View Tiald: 104 pm

SEM MAG: 500 x Det: SE SEM MAG: 2.00 kx
————

ince PLA f_';’
Fiber
s

y/

Ty i g T ] SRR | BRI | wo: 15.5‘9{"' MIRA3 TESCAN,
View field: 41.5 pm 10 pm Ve fimict: 20,8 pam | ap

SEM MAG: 5.01 kx Det: SE Performance In hanospace EEM MAC: 10.0 kx Det: £E Performance in nanospace
Sekil 4.2. CoO icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarin SEM goriintiileri (6lgek
sirastyla 100 um, 20 pm, 10 pm, 5 pm).

Sekil 4.2'de CoO nanopartikiilleri icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarin kismen

yonlenmis fiberlerden olusan farkli biiyiitmelerdeki SEM gorlntlleri verilmistir. Diistik
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akis hizlarinda fiberler toplayici ylizeyinde birikerek cogalir. Calismada akis hizi ve
doner toplayicinin agisal hizi fiberlerin birikmeden sarilarak toplanmasini saglayacak
sekilde bir seri denemeler yapilarak ayarlanmistir. Bunun nedeni hem mekanik
Ozellikleri iyilestirmek hem de kalp kasinin fibréz yapisini taklit etmek amaciyla
fiberleri yonlendirmektir. Karsilikli egirmede fiberler birbirleri ile heniiz toplayiciya
ulasmadan havada carpisabilmekte ve toplayici {iizerinde benzer ¢oziiclilerde
cozlnebildikleri icin ¢ézuclnin hemen tam ugmamasi sebebiyle temas noktalarinda
baglantilar kurabilmektedirler. Bu durum mekanik 6zellikleri iyilestirir ve hiicreler arasi
matriksin taklit edilebilmesini kolaylastirir. Ancak fiberlerin tam olarak belirli bir
dogrultuda yonlendirilmesini zorlagtirir. Caligmada karsilikli  egirmenin yarattigi
zorluklara ragmen fiberlerin genel olarak dogrusal olmalar1 ve toplayict ylizeyinde
birikim yapmadan belirgin bir dogrultuda olmasa da kismen yo6nlendirilmeleri
saglanabilmistir. 5 um Ol¢ekli SEM gorintisunde ise PCL fiberlerin PLA fiberlere gore
daha kalin oldugu goriilmektedir. Polimer ¢dzeltisinin akis hizinin artmasi lif ¢apinda
artisa neden olur. Ayni1 zamanda ¢6zeltinin konsantrasyonu ve viskozitesi arttik¢a fiber
cap1 da artmaktadir. Bununla birlikte polimer ¢ozeltisinin iletkenliginin ve toplayici ile
igne ucu arasindaki mesafenin artmasi fiber ¢apini daraltir. PLA ve PCL fiberlerin farkli
kalinliklarda olmas1 PLA ve PCL polimer ¢6zeltilerinin ayr1 ayri siringalardan karsilikli
olarak  farkliliklar  gOsteren  elektro-egirme  kosullarinda  egirilmelerinden
kaynaklanmaktadir. Yine PLA ve PCL polimerlerinin kimyasal yapilarnin farkli olmasi
cozeltilerinin de iletkenlik, akiskanlik vb. 6zelliklerinin farkli olmasina neden olur. Bu
nedenle ayn1 potansiyel fark altinda, ayni sicaklik ve neme sahip ortamda, yakin akis
hizlarinda, es-zamanli egirilmelerine ragmen fiberlerin yiizey ozelliklerinde farkl
olmasma sebep olmustur. Biyomalzemelerin piiriizlii ylizeylere sahip olmasi hiicre
adhezyonunu kolaylagtirmaktadir. Ayrica fiberler arasinda kalan bosluklarin mikron
seviyelerde olmasi yine mikron boyutlarda olan HCM hiicrelerinin fiberler arasina
girerek biyomalzeme ile etkilesimini kolaylastirmistir. Tez calismast kapsaminda
yapilan in-vitro hiicre kiltiir caligmalarinda hiicreler ile inkiibe edilen yamalarindan
inkiibasyon sonrasi yiizeylerinden alinana SEM goériintiilerinde HCM hiicrelerinin 48
saat gibi kisa bir siirede fiberler arasina yerlestiklerini gostermektedir (Sekil 4.18, Sekil

4.19).
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Sekil 4.3. % 0.03 (a/a) CoO nanopartikil iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalarin
SEM goruntuleri (6lgek sirastyla 100 pm, 20 pm, 10 um, 5 um).

Sekil 4.3'deki SEM goruntuleri incelendiginde 100 pm 6lg¢ekli goriintiide agirlikga %
0.03 oraninda CoO nanopartikiilleri igeren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalarin fibroz
yapist genel olarak gorulmektedir. Genel goriintii Sekil 4.2 ile benzerdir ancak 5 pm
Olgekli goriintiide Sekil 4.2'den farkli olarak polimerik yama yapisina CoO
nanopartikiillerin ~ dahil edilmesiyle birlikte kalin PCL fiberlerinde yiizey
plirtizliligiiniin belirgin sekilde arttigi goriilmektedir. CoO nanopartikulleri polimer
cozeltilerinin iletkenligini ve akiskanligini etkilemistir. Bu etkilerin sonucu olarak fiber
morfolojisi ve ylizey pirizliliigi biraz degismistir. Ancak yapiya CoO
nanopartikiillerinin agirlik¢a %0.03 oraninda eklenmesi genel olarak fiberlerin toplayici
ylzeyine sarinmasini engellememis, yigilarak toplayici yilizeyinde birikmesine neden

olmamustir.
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Sekil 4.4. % 0.06 (a/a) CoO nanopartikil iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalarin
SEM gorintuleri (dlgek sirastyla 100 pm, 20 pm, 10 pm, 5 pm).

Sekil 4.4'deki SEM goriintileri incelendigin de 100 pum Olcekli goriintiide agirlikga %
0.06 oraninda CoO nanopartikiilleri igeren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalarin fibroz
yapist genel olarak goriilmektedir. Genel goriintii Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 ile benzerdir.
Ancak fiberlerin toplayict yiizeyinde biraz daha hizali biriktigi, kismi yonlenmenin daha
iyi oldugu soylenebilir. 5 um 6l¢ekli SEM goriintiisii incelendiginde Sekil 4.3 ile benzer
sekilde fiber ylizeylerinde belirgin piiriizliiliikler olmakla birlikte PCL fiberlerde bu

plirtizliiliigiin ¢ok az azaldig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.5. % 0.19 (a/a) CoO nanopartikil iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalarin
SEM gorintuleri (dlgek sirastyla 100 pm, 20 pm, 10 pm, 5 pm).

Performance In nanospace SEM MAG: 10.0 kx Det: S& Ferformance In Nancspace

Sekil 4.5'de CoO nanopartikiilleri icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarin farkli
biyitmelerdeki SEM goriintiileri verilmistir. 100 um o6lgekli genel goriinti Sekil 4.2,
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4'deki 100 pm 6lcekli genel goriintii ile benzerdir. Ancak 5 um
Olcekli goriintii incelendiginde PLA ve PCL fiberlerin temas noktalarinda daha belirgin

baglantilar olusturdugu goriilmektedir.

4.3. Yogunluk ve G6zeneklilik

Elektro-egirme tekniginin sagladigi en onemli avantajlardan biri, gézenekli yap1 ve
yuksek ylizey/hacim oranidir. Membran yapisini olusturan bilesenlerin miktar1 ve
yapisi, elektro-egirme ¢ozeltisinin konsantrasyonu, akiskanligi, iletkenligi, akis hizi,
uygulanan potansiyel fark, siringa ucu ile toplayici arasindaki mesafe, ortam nemi ve

sicakligi, toplayicr tiirii ve hareketli bir toplayici ise agisal hizi vb. olusturulan fiberlerin
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kalinligini, morfolojisini, yogunlugunu, yiizey piiriizliligiini, hizalanmasini, toplayici
ylizeyindeki birikim seklini (yigilma, sarilma vb.) etkilemektedir. Dolayisi ise elektro-
egirilmis fibréz yapidaki membranlarin yogunlugu, spesifik hacmi ve gozenekliligi,
membrant olusturan bilesenler ve fiber morfolojisi ile dogrudan iligkilidir.
Membranlarda olusturulan gdzenekli yapi, membranlarin sisme (su alma) kapasitelerini,
membrandan bir takim ajanlarin (terapétikler, antibakteriyel ajanlar vb.) salim profilini,
hiicrelerin membrana tutunma (adhezyon) ve malzeme yiizeyinde cogalma egilimini

(proliferasyon), mekanik dayanimini, hidrofilik/hidrofobik karakteri etkilemektedir.

Cizelge 4.1'de agirlikca %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikul iceren
PLA/PCL kardiyak yamalarin sirasiyla yama 0, 1, 2, 3 olarak bilesen yiizdeleri (% a/a),
yogunluklar1 (g/cm®), spesifik hacimleri (cm®g) ve gozeneklilik (%) degerleri
verilmistir. Agirlik¢a %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikil iceren PLA/PCL
kardiyak yamalarm yogunluk degerleri sirastyla 0.3083 g/cm3, 0.3050 g/cm?, 0.3166
g/cm® ve 0.3283 g/cm® ve spesifik hacim degerleri sirastyla 3.2435 cm®/g, 3.2787 cm?®/g,
3.1585 cm®g ve 3.0460 cm®/g'dir. Membran gozenekliligi ise agirlikga %0.00, %0.03,
%0.06, %0.19 CoO nanopartikiil iceren PLA/PCL kardiyak yamalar i¢in sirasiyla
%73.76, %74.10, %73.16 ve %72.40 olarak hesaplanmistir. CoO igcermeyen kardiyak
yamanin (yama 0) yogunlugu diisiik dolayis1 ile gozenekliligi oldukg¢a yiiksektir. Bu
elektro-egirme tekniginin biyomalzeme iiretiminde sundugu bir avantajdir. Metal
oksitin yogunlugunun polimerlerden ¢ok daha yiiksek olmasma ragmen PLA/PCL
membran yapisina CoO nanopartikiillerinin ilave edilmesi, hem nanoboyutta olmalari
(~50 nm) hem de agirlikca ¢ok az yiizdelerde yapiya dahil edilmeleri nedeniyle
yogunlugu, spesifik hacmi ve gdzenekliligi neredeyse etkilememistir. Thmal edilebilir
degisimler s6z konusudur. SEM goriintiilerinde de membran yapisina farkli oranlarda
(%0.03, %0.06, %0.19) CoO nanopartikiilleri dahil edilmesinin fiberlerin kalinligini,

morfolojisini ve hizalanmasini1 da minimal seviyelerde etkiledigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.1. Agirlik¢a %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil igeren PLA/PCL
kardiyak yamalarin sirastyla yama 0, 1, 2, 3 olarak agirlik¢a bilesen yiizdeleri (% a/a),
yogunluklari (g/cm®), spesifik hacimleri (cm®/g) ve gdzeneklilik (%) degerleri.

Spesifik  Spesifik
PCL PLA CoO  Yogunluk Hacim  Hacim
Yama % % % (g/cm?) (Vo) (Vm)  Gozeneklilik
(a/a)  (a/a)  (ala) (cm®g)  (cm®(g) (%)

0 68.18 31.82 0.00 0.3083 0.8508  3.2435 73.76

1 68.16 31.81 0.03 0.3050 0.8492  3.2787 74.10

2 68.14 31.80 0.06 0.3166 0.8476  3.1585 73.16

3 68.05 31.76 0.19 0.3283 0.8404  3.0460 72.40

4.4. Islanabilirlik ( % sisme oranlar)

Kardiyak yamalarin kalp dokusu ile biitlinlesmesi ve ortama uyum saglamasi agisindan
ortam sivilarinin emiliminin saglamasi1 gerekmektedir. Bu nedenle biyomalzemelerin
1slanabilirligi yani su alma kapasitesi in-vivo ortamlardaki biyouyumlulugu agisindan
onemli parametrelereden biridir. Kardiyak yamalardan alinan 7.5 mm g¢apli dairesel
kesitler (%00.00, %0.03, %0.06, %0.19 a/a) fosfat tampon c¢ozeltisi (37°C, pH 7.4)
icerisinde belirli slrelerde bekletilerek % sisme oranlari hesaplanmig ve su alma
kapasiteleri (1slanabilirlik) degerlendirilmistir. Sekil 4.6'da agirlikga farkli oranlarda
CoO nanopartikiilii igeren kardiyak yamalarin (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 a/a)
zamana bagli (%) sisme oranlar1 verilmistir. Yamalar ilk 30 dakika icerisinde hizli ve
benzer bir sisme profili gostermis ve 30. dakikada ~%50 sisme oranina ulasmislardir.
CoO nanopartikulli icermeyen kardiyak yama 110. dakikada maksimum su alma
kapasitesine ulasmistir. Maksimum su alma kapasitesi ~%58'dir. Gozenekli oldugu i¢in
kapiler etkiler yardimiyla agirliginin yarisindan fazla sivi absorblayabilmistir. Agirlikca
(w/w) farkli oranlarda (%0.03, %0.06, %0.19) CoO nanopartikiilii igeren kardiyak

yamalar 150. dakikada maksimum su alma kapasitesi degerlerine ulasmislardir, (%)
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sisme oranlart ise sirastyla ~%82, ~%76 ve ~%72'dir. CoO nanopartikill kullanimi ile
elektro-spun PLA/PCL yamalarin islanabilirligi belirgin sekilde artmistir. Kardiyak
yama yapisina CoO nanopartikiiliiniin katilmasi ile birlikte membran gézenekliligi ¢cok
fazla degismemistir (Cizelge 4.1). Bu durum genel olarak CoO nanopartikiil
kullanimiyla beraber fiber yiizeylerinde artan piiriizliliik ile alakali olabilir.
Piiriizliliigiin artmas: kapiler etkileri iyilestirmis ve yapi igerisine daha fazla sivi
alinabilmesini saglamis olabilir. CoO nanopartikiilii igeren yamalarin maksimum su
alma kapasiteleri birbirine oldukg¢a yakin olmakla birlikte yap1 igerisinde artan CoO
miktar1 ile birlikte gdzenekliligin bir miktar degismesinden kaynakli olarak kismen

azalmistir.

100

—v— Bos yama
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—a— 9% 0,03 (w/w)
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—a— % 0,19 (W/w)

O l Ll ' L} l L} ' L l L} L) ' L} l L} l Ll

I I
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zaman (dakika)

Sekil 4.6. Agirlikga (a/a) farkli oranlarda CoO nanopartikiilii iceren kardiyak yamalarin
(%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) zamana bagl % sisme oranlari.

4.5. Zamana Bagh Kiitle Kaybi

Kardiyak yamalarin yapisinda bulunan polimerler biyobozunur olup, belirli bir siire
sonra ikinci bir cerrahi operasyon gerektirmeden viicut tarafindan emilir. Kalp krizi

sonras1 hasar gérmiis kalp kasmin kendini yenileyebilme (rejenerasyon) hizi oldukga
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yavagstir. O nedenle kalp kasin1 desteklemek amaciyla uzun bir siire kalp yamalarinin
bozunmasi istenmez. Bozunma polimerik membran yamalarda kiitle kaybina neden
olur. Dolayisti ile kiitle kayip hizi ile bozunma hiz1 orantilidir. Polimerlerin tiirii, yapist,
molekiil agirhig ve cevresel faktorler bozunma hizini etkiler. Erken donemde kalp
yamalarinin bozunma hizi in-vitro kosullarda degerlendirilmistir. Bu amagcla ilk ii¢ ay
icin yama Kesitleri (2cm x 2cm) PBS c¢ozeltisi (pH 7.4, 37°C) igerisinde bekletilerek %
kalan kiitle degerleri hesaplanmustir. Sekil 4.7'de agirlikga farkli oranlarda (w/w) CoO
nanopartikilu iceren kardiyak yamalardan (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) zamanla (%)
kalan kiitle miktarlar1 verilmistir. Tlk hafta 3 haftalik siirecin tamamina kiyasla bozunma
daha hizlidir. Agirlikca %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil i¢eren
PLA/PCL kardiyak yamalar icin ilk haftanin sonundaki (%) kalan kiitle miktarlar
sirastyla %695.96, %98.38, %97.12 ve %98.51'dir. Ancak genel olarak membranlardan
kiitle kayb1 olduk¢a yavastir. ilk haftadan sonra membranlar neredeyse sabit bir hizda
yavas yavas bozunmaktadir. Ug¢ haftanin sonunda agirlikca %0.00, %0.03, %0.06,
%0.19 CoO nanopartikill iceren PLA/PCL kardiyak yamalar icin (%) kalan ktle
miktarlar1 sirasiyla %94.92, %97.34, %96.41, %97.69 ve kaybedilen toplam kutle
mikarlar1 sirastyla % 6,26, % 3,72, % 4,47 ve % 3,49'dur. PCL ve PLA'nin yapisi ve
yiiksek molekiil agirliklari (PCL ~80 kDa ve PLA ~260 kDa) nedeniyle beklendigi
sekilde erken donemde polimerik yamalarin bozunma profili olduk¢a yavastir. Uzun

stireli bozunmanin da benzer sekilde ¢cok yavas olacag diisliniilmektedir.
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Sekil 4.7. Agirlikca (w/w) farkli oranlarda CoO nanopartikiilii igeren kardiyak
yamalardan (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) zamanla (%) kalan kiitle miktarlar
verilmigtir.

4.6. Kontrollii Salim Calismalari

Kardiyak yamalarin fibréz yapisini olusturan fiberlerin igerisine iletkenligi saglamak
amaciyla belirli konsantrasyonlarda (%0.03, %0.06, %0.19 w/w) CoO nanopartikulleri
ilave edilmistir. Partikiiller polimerik fiberler igerisine hapsedilmistir. Fiberlerin
ylizeyindeki ve yiizeye yakin yerlerdeki CoO partikiillerinin ortama salinip salinmadigi
ti¢ haftalik ve ti¢ aylik in-vitro salim c¢aligmalar1 yapilarak degerlendirilmistir. 7.5 mm
capl dairesel yama kesitleri 37°C'de PBS ¢ozeltisi icerisinde (pH 7.4) bekletilmis ve
belirli stirelerde kesitler tampon ¢ozelti (PBS) igerisinden alinarak ¢ozelti igerisinde
CoO nanopartikiiliiniin varligi ¢ozeltilerin UV goriiniir bolge spektrofotometresinde 320
nm dalga boyunda absorbanslari almarak degerlendirilmistir. ilk olarak belirli
konsantrasyonlarda hazirlanmis CoO nanopartikili iceren PBS ¢ozeltilerinin absorbans
degerleri alimmistir. CoO nanopartikiili konsantrasyonlarina (g/ml) kars1 alinan
absorbans degerleri yardimiyla dogrusal bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Sekil
4.8) Daha sonra bilinmeyen konsantrasyonlarda CoO nanopartikiilii igerme olasiligi

olan kardiyak yama Kesitlerinin belirli surelerde igerisinde bekletildigi PBS

54



cozeltilerinin  absorbaslar1 alinmigtir. Kalibrasyon grafiginin dogru denklemi
[OD=1.0282 (Konsantrasyon)-0.0003]  kullanilarak  ¢dzelti ~ konsantrasyonlari
hesaplanmustir. Ug haftalik (Sekil 4.9) ve ii¢ aylik (Sekil 4.10) siireler i¢in zamana kars1
CoO nanopartikiil konsantrasyonu grafikleri olusturularak polimerik yamalardan CoO

salim1 olup olmadig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 4.8. Belirlenen CoO nanopartikiilii konsantrasyonlarina (g/ml) kars1 alinan
absorbans degerleri yardimiyla olusturulan dogrusal kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.9. Agirlikga farkli oranlarda (%0.03, %0.06, %0.19 w/w) CoO igeren kardiyak
yamalardan zamana bagli CoO nanopartikiilii salim grafigi (3 hafta).
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Sekil 4.10. Agirlikga farkli oranlarda (9%0.03, %0.06, %0.19 w/w) CoO igeren kardiyak
yamalardan zamana bagli CoO nanopartikiilii salim grafigi (3 ay).

21 gunluk (Sekil 4.9) ve 12 haftalik (Sekil 4.10) CoO salim grafikleri incelendiginde
membranlardan baslangicta eser miktarlarda (%0.00-%0.002) salim oldugu sdylenebilir.
Ancak sonrasinda salim grafiklerinin degismedigi dolayisi ile herhangi bir CoO
nanopartikiilii salimi olmadig1 goriilmektedir. Eser miktarda salim oldugu durumda
yavas da olsa CoO nanopartikiili saliminin devam etmesi beklenirdi. O nedenle
hesaplanan eser miktarlardaki CoO nanopartikillerinin membran yapisindan yani
hapsedildigi polimerik fiberlerin icerisinden serbestleserek PBS ortamina salinmadigi
diiginiilmektedir. CoO/PLA/PCL membranlarin yiizeyinde eser miktarda CoO
nanopartikili kalmis olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle ilk 6lgiimlerde ¢ok zayif
absorbanslar alinmis olabilir. Sonug olarak ilk 3 hafta ve 3 aylik siirecte genel olarak
membran yapisindan belirgin bir CoO saliminin s6z konusu olmadigini sdéylemek
mimkiindiir. Sekil 4.7'deki membranlarin kiitle kaybr grafikleri incelendiginde
polimerik membran yapidaki bozunmanin da olduk¢a yavas oldugu goriilmektedir.
Kardiyak yamalarin olast in-vivo kullanimlarinda bozunmaya bagli olarak elbette CoO
nanopartikiilleri fiber yapidan serbestleseceklerdir. Ancak bu salim olduk¢a yavas ve
eser miktarlarda olacag i¢cin CoO nanopartikillerinin in-vivo toksik etkileri olmayacag:

diisiiniilmektedir. Sunulan tez c¢alismasinda CoO nanopartikill igeren kardiyak
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yamalarin insan kardiyomiyosit hiicreleri Gzerindeki olasi sitotoksik etkileri de in-vitro
kosullarda degerlendirilmis ve yamalarin hiicreler tzerinde her hangi bir sitotoksik,

apoptotik, nekrotik etkisi olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.2, Sekil 4.11).

4.7. Sitotoksisite /IMTT testi

Kardiyak yamalarin insan kardiyomiyosit hucreleri (HCM) tizerindeki olasi sitotoksik
etkileri MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] testi yapilarak
degerlendirilmistir. % Cizelge 4.2 ve Sekil 4.11'de pozitif (DMSO) ve negatif (sadece
hiicreler) kontrol gruplari ile agirlikga farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19
CoO nanopartikiil igeren PLA/PCL kardiyak yamalarin sirasiyla kardiyak yama 0, 1, 2,
3 olarak % hiicre canlilig1 degerleri verilmistir. Sadece hiicrelerin oldugu negatif kontrol
grubunun hiicre canlilik degeri %100 kabul edilerek diger gruplar icin referans
alimmustir. Hiicreler lizerinde toksik etkisi oldugu bilinen DMSO ile mamele edilen grup
pozitif kontrol grubu olup hiicre canliligini %20'lere diisiirmiistiir. Hiicre canlihig
herhangi bir faktore bagli olarak %50'nin altina diiserse o faktoriin sitotoksik oldugu
kabul edilir (Demirpolat ve Yerer Aycan, 2016).

CoO nanopartikili icermeyen (%0.00) PLA/PCL kardiyak yamalar icin negatif kontrol
grubu referans alinarak hesaplanan hiicre canlilik degeri %107.9+7.4'tir. Dolayis: ile
bos polimerik yamalarin toksik olmamakla birlikte az da olsa hiicre proliferasyonunu
destekledigi soylenebilir. Agirlik¢ca %0.03, %0.06, %0.19 oraninda CoO nanopartikiilii
iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalar icin ise hesaplanan % hiicre canliligi degerleri
strastyla 103.4+6.5, 85,24+5,64 ve 80.76+4.15'dir (Cizelge 4.2, Sekil 4.11). PLA/PCL
kardiyak yamalarin yapisina agirlikca %0.03 oraninda CoO nanopartikiilii dahil
edilmesi % hiicre canliligin1 etkilememistir. Agirlikca %0.06, %0.19 oraninda CoO
nanopartikilu iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalar icgin ise hesaplanan % hiicre
canlilig1 degerleri CoO icermeyen yamaya kiyasla bir miktar diismiistiir. Ancak %0.19
oraninda CoO igeren kardiyak yama i¢in hesaplanan en diisiik % hiicre canlilik degeri
80.76+4.15 olup bu deger sitotoksisite sinir1 olarak kabul edilen %50'in oldukca
tizerindedir. Dolayis1 ile genel olarak iiretilen yamalarin insan kardiyomiyosit hiicreleri
tizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi bununla birlikte %0.00 ve %0.03
oraninda CoO nanopartikiilii iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin % hiicre canliligini

bir miktar artirarak kismen proliferatif etki gosterdigi soylenebilir.
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4.8. Apoptotik ve Nekrotik Etkiler (ikili Boyama Testi)

Calismada kardiyak yamalar ile belirli bir siire etkilestirilen insan kardiyomiyosit
hicreleri (HCM) ikili boyama (Hoechsz-PI) teknigi ile boyanarak malzemenin hiicreler
tizerindeki apoptotik/nekrotik etkileri incelenmistir. ikili boyama teknigi (Double Stain)
ayn1 ortamda bulunan apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ayr1 ayri tespit edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Hoechsz ortamda bulunan canli ve apoptotik hiicre
cekirdeklerini maviye boyar. Apoptotik hiicrelerde hiicre zarinin segici gegirgenligini
kaybetmeye baslamasindan dolayr renk yogunlugu daha fazladir ve parlak mavi
gorunirler. PI ise nekrotik hiicre cekirdeklerini kirmizi renge boyar. Insan
kardiyomiyosit hiicreleri ile inkiibasyonun ardindan steril yama kesitlerinin hiicreler
uzerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerini incelemek (zere hucrelerin 20x floresan
mikroskobu  (Inverted  Microscope, Leica DM6000B, Almanya) altinda
fotograflannmistir. Agirlikga farkli oranlarda (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) CoO
nanopartikiilii iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin floresan mikroskop goriintiileri
sirastyla Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16'da verilmistir. Sekillerde parlak
mavi renge boyanmis olan hiicreler apoptotik ve koyu kirmizi renge boyanmis hiicreler

ise nekrotik hiicreleri temsil etmektedir.

Sadece hicreler (negatif kontrol) ve DMSO ile muamele edilen hucreler (pozitif
kontrol) i¢in de ikili boyama yapilarak hiicreler 20x floresan mikroskop altinda
fotograflanmistir ~ (Sekil 4.12). Kuyucuklardan almman floresan mikroskop
fotograflarindan saglikli, apoptotik ve nekrotik hiicreler sayilarak % apoptoz ve %

nekroz degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.11).
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Cizelge 4.2. Pozitif (DMSO) ve negatif (sadece hiicreler) kontrol gruplari ile agirlik¢a
farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil iceren PLA/PCL
kardiyak yamalarin sirasiyla kardiyak yama 0, 1, 2, 3 olarak % hiicre canliligi, %
apoptoz ve % nekroz degerleri.

Deney Gruplar1 Hiicre Canlilig1 %  Apoptoz % Nekroz %
Sadece Hicreler (Negatif Kontrol) 100 0 1+1
DMSO (pozitif Kontrol) 20 4+1 75%2
Kardiyak yama 0 (%0.00 CoO) 107,9+7,41 1+1 1+1
Kardiyak yama 1 (%0.03 CoO) 103,4+6,5 1+1 1+1
Kardiyak yama 2 (%0.06 CoO) 85,24+5,64 2+1 0
Kardiyak yama 3 (%0.19 CoO) 80,76+4,15 1+1 2+1

Sadece hiicrelerin oldugu negatif kontrol grubunda % apoptoz 0 ve % nekroz 1+1'dir.
Hiicreler tizerinde toksik etkisi oldugu bilinen DMSO ile etkilestirilmis pozitif kontrol
grubunda ise beklendigi sekilde % apoptoz 4 ve % nekroz 75+2'dir. Agirlik¢a farkli
oranlarda CoO nanopartikiilii igeren PLA/PCL kardiyak yamalarin insan kardiyomiyosit
hucreleri (HCM) tizerindeki % apoptoz degerleri genel olarak 1+1 olup, %0.06 oraninda
CoO igeren yama i¢in bu deger 2+1'dir. Benzer sekilde agirlik¢a farkli oranlarda CoO
nanopartikiilii iceren PLA/PCL kardiyak yamalarm insan kardiyomiyosit (HCM)
hicreleri Uzerindeki % nekroz degerleri genel olarak 1+1 olup, agirlik¢a %0.06 ve
%0.19 oraninda CoO igeren kardiyak yamalar i¢in bu deger sirasiyla 0 ve 2+1'dir.
Dolayist ile PLA/PCL kardiyak yamalarin HCM hucreleri tzerinde herhangi bir
apoptotik ve nekrotik etkisinin olmadig1 sdylenebilir. Polimerik yama yapisina agirlikca
%0.03, %0.06, %0.19 oraninda CoO nanopartikult ilave edilmesi yamalar igin
hesaplanan % apoptoz ve % nekroz degerlerini pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda

neredeyse hig etkilememistir.
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Sekil 4.11. Pozitif (DMSO) ve negatif (sadece hiicreler) kontrol gruplar: ile agirlik¢a
farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil igceren PLA/PCL

kardiyak yamalarin sirasiyla kardiyak yama 0, 1, 2, 3 olarak % hiicre canliligi, %
apoptoz ve % nekroz grafikleri.
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Negatif Kontrol Negatif Kontrol
(apoptoz) (nekroz)

Negatif Kontrol Negatif Kontrol
(apoptoz) (nekroz)

Pozitif Kontrol Pozitif Kontrol
(apoptoz) (nekroz)

Pozitif Kontrol Pozitif Kontrol
(apoptoz) (nekroz)

Sekil 4.12. Negatif ve pozitif kontrol gruplarini temsil eden HCM hiicrelerinden ikili
boyama sonrasi alinan floresan mikroskop goriintiileri (6lgek 200 um).




Kardiyak Yama 0
(apoptoz)

Kardiyak Yama 0
(nekroz)

Kardiyak Yama 0
(apoptoz)

Kardiyak Yama 0
(nekroz)

Kardiyak Yama 0
(apoptoz)

Kardiyak Yama 0
(nekroz)

Kardiyak Yama 0
(apoptoz)

Kardiyak Yama 0
(nekroz)

Sekil 4.13. CoO nanopartikiilii igermeyen PLA/PCL kardiyak yamalar ile etkilestirilen
HCM hiicrelerinin ikili boyama sonrasi floresan mikroskop goriintiileri (6l¢cek 200 um).




Kardiyak Yama 1
(apoptoz)

Kardiyak Yama 1
(nekroz)

Kardiyak Yama 1
(apoptoz)

Kardiyak Yama 1
(nekroz)

Kardiyak Yama 1
(apoptoz)

Kardiyak Yama 1
(nekroz)

Kardiyak Yama 1
(apoptoz)

Kardiyak Yama 1
(nekroz)

200um

Sekil 4.14. Agirlikga %0.03 oraninda CoO igeren kardiyak yamalar ile etkilestirilen
HCM hiicrelerinin ikili boyama sonrasi floresan mikroskop goriintiileri (6l¢cek 200 um).




Kardiyak Yama 2
(apoptoz)

Kardiyak Yama 2
(nekroz)

Kardiyak Yama 2
(apoptoz)

Kardiyak Yama 2
(nekroz)

Kardiyak Yama 2
(apoptoz)

Kardiyak Yama 2
(nekroz)

Kardiyak Yama 2
(apoptoz)

Kardiyak Yama 2
(nekroz)

Sekil 4.15. Agirlik¢a %0.06 oraninda CoO igeren kardiyak yamalar ile etkilestirilen
HCM hiicrelerinin ikili boyama sonrasi floresan mikroskop goriintiileri (6l¢cek 200 um).




Kardiyak Yama 3
(apoptoz)

Kardiyak Yama 3
(nekroz)

Kardiyak Yama 3
(apoptoz)

Kardiyak Yama 3
(nekroz)

Kardiyak Yama 3
(apoptoz)

Kardiyak Yama 3
(nekroz)

Kardiyak Yama 3
(apoptoz)

Kardiyak Yama 3
(nekroz)

Sekil 4.16. Agirlikca %0.19 oraninda CoO igeren kardiyak yamalar ile etkilestirilen
HCM hiicrelerinin ikili boyama sonrasi floresan mikroskop goriintiileri (6l¢cek 200 um).




4.10. Kardiyak Yamalarin insan Kardiyomiyosit (HCM) Huicreleri ile Etkilesimi

Kardiyak yamalarin insan kardiyomiyosit hiicreleri (HCM) ile etkilesimleri, in-vitro
hicre kiltur kosullarinda hiicreler ile yamalarin 48 saat inkiibasyonu sonrasinda yama

yuzeylerinden SEM goruntileri alinarak incelenmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. CoO nanopartikili icermeyen PLA/ kardiyak yamalaran (kiyak
yama 0) HCM hiicreleri ile inkiibasyonun ardindan alinan farkli biiyilitmelerdeki (200X,
600X, 800X, 1000X) SEM goruntileri.
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Sekil 4.17 incelendiginde fibréz yapidaki polimerik kardiyak yama yiizeylerinde HCM
hiicrelerinin varlig1 goriilmektedir. HCM hiicrelerinin rejenerasyon hizlarinin oldukca
yavas olmasina ragmen 2 giinliik inkiibasyon siiresine ragmen hiicreler fiber ylizeylerine
tutunabilmislerdir. Hatta fibroz yapinin hiicreler arasi matrikse (HCM) benzerligi ve
membran yilizeyinde mikron boyutlarda bosluklarin olmasi nedeniyle bazi hiicreler

yuzeydeki fiberlerin altina girerek buralarda tutunabilmislerdir (Sekil 4.17-B).
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Sekil 4.18. Agirlikca farkl oranlarda %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiilii iceren

PLA/PCL kardiyak yamalarin (sirasiyla kardiyak yama 1, 2, 3) HCM hiicreleri ile
inkiibasyonun ardindan alinan SEM goriintiileri.

Sekil 4.18 incelendiginde Sekil 4.17'dekine benzer sekilde fibroz yapidaki polimerik
kardiyak yama ylizeylerinde HCM hiicrelerinin varlig1 ve fiberler arasindaki bosluklara
girerek buralara tutunduklar1 goriilebilmektedir. Kardiyak yamalarin kalp kasini ve
hiicreler arasi matriksi taklit edecek sekilde tasarlanmasi, biyouyumlu polimerlerden
uretilmesi ve insan kardiyomiyosit hiicreleri Uzerinde sitotoksik, apoptotik ve nekrotik

etkilerinin olmamasi nedeniyle ikilenme siireleri uzun olan HCM hiicrelerinin yamalarla
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2 giinliik kisa bir siire i¢in etkilestirilmis olmalarina ragmen kardiyak yamalar1 yabanci
bir malzeme olarak algilamadiklarin1 ve malzeme yiizeyine tutunma egilimi

gosterdiklerini sdyleyebiliriz.

4.11. Elastikiyet/Cekme-Uzama Testleri

2>

Sekil 4.19. Esnek CoO/LA/PCL kardiyak yama kesitleri. '

Kalbimiz ti¢ boyutlu bir yapiya sahiptir dolayisi ile kalbi olusturan kaslarin kalp krizi
sonras1 hasar gormesine bagli olarak hasarli bolgeye implante edilmek lizere tasarlanan
bir destek malzemesinin, kalbin o bolgedeki yiizeyel seklini alabilmesi ve atim
esnasinda kalbin bosalmasi ve tekrar kanla dolmasiyla kasilip gevseyen kaslarin
esnekligini taklit edebilmesi onemlidir. Kardiyak yamalarin esnekligini tespit etmek
amactyla her bir yama i¢in ayr1 ayri ¢cekme-uzama testleri yapilmigtir. Malzeme belirli
oranlarda artan kuvvetler altinda cekilirken boyu uzamaya baglar. Fakat bir noktadan
sonra uygulanan ¢ekme kuvvetinde herhangi bir artis olmasa bile malzemenin boyu
uzamaya devam eder. Bu noktaya akma noktasi (yield point), akma gerilmesi ya da
akma dayanimi denir. Bu noktadan sonra malzemenin elastik sekil degistirmesi biter ve
elastik olmayan sekil degisimi bagslar. Yani malzeme geri doniisii olmayacak sekilde
deformasyona ugrar. Bu nedenle akma noktasina ayn1 zamanda esneklik sinir1 da denir.
Bu noktaya gelene kadar malzeme elastik olarak sekil degistirmistir yani malzeme
tizerindeki kuvvet kaldirildiginda malzeme tekrar eski haline donebilir. Fakat bu
noktadan sonra malzeme elastik olmayan sekil degisimine ugramistir ve tlzerindeki
kuvvet kaldirilsa bile eski haline donemez. Bu nedenle malzemelerin dayanma siniri
akma gerilmesi ile ifade edilir (o=F/A). Elastisite moduli (Young's Modulus)
malzemenin dayaniminin (mukavemetinin) bir Olglisiidir. Mazlemenin elastisite

modulltnun biyik olmasi o malzemenin dayanikli oldugunu gdsterir. Dayaniklilik
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malzemenin sekil degistirmeye gosterdigi direnctir ve birim uzama basina olusan
gerilme miktarin1 gosterir. Normal gerilmenin (¢) birim uzamaya (€) orani elastisite
modulund (E) verir. Malzemenin kopuncaya veya kirilincaya kadar dayanabildigi en
yiiksek gerilim maksimum ¢ekme gerilmesi ya da maksimum g¢ekme dayanimi olarak
ifade edilir. Test sirasinda malzemede meydana gelen toplam uzama kopma uzamasidir.

Kopma uzamasi malzemenin siinekliginin bir 6l¢iistidiir.

Uretilen kalp yamalarmin esnekligi Agirlikga farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06,
%0.19 CoO nanopartikiil iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin sirastyla kardiyak yama
0, 1, 2, 3 olarak kopma uzamas1 (elongation at break), kopma dayaniklilig1 (ultimate
tensile stress), esneklik siir1 (yield point) ve elastisite modiilii (young's modulus)
degerleri Cizelge 4.3'te verilmistir. CoO nanopartikili icermeyen PLA/PCL kardiyak
yamalarin kopma uzamasi 44.686 mm, maksimum ¢ekme gerilmesi 1.05 N/mm?, akma
sinir1 0.58 N/mm? ve elastisite modilii 10.289 + 0.78 MPa'dir. Agirlikca %0.03, %0.06,
%0.19 oraninda CoO nanopartikiilii iceren PLA/PCL yamalarin kopma uzamasi
degerleri sirasiyla 47.603mm, 48.843mm, 46.304mm, maksimum c¢ekme gerilmeleri
sirasiya 0.91 N/mm?, 1.21 N/mm?, 1.36 N/mm?, akma sinir1 degerleri sirasiyla 0.53
N/mm?, 0.63 N/mm?, 0.82 N/mm?, elastisite modiilii degerleri ise sirasiyla 10.908 +
0.62 MPa, 9.288 + 0.56 MPa ve 10.291 + 1.98 MPa'dur.

Yama yapisina agirlikca %0.03, %0.06, %0.19 oranlarinda CoO nanopartikull ilave
edilmesi mekanik test sonuglarin1 ¢ok fazla etkilememistir. Polimerik yamalarin akma
smirt  ve elastisite  modiilii degerlerinde belirgin degisimler olmamistir. CoO
nanopartikiillerinin fiber morfolojisi ve yama gozenekliligini ¢ok fazla etkilememis
olmasmmin  kardiyak yamalarin  dayaniklihlk  ve  esnekligini  degistirmedigi
diistiniilmektedir. Genel olarak yamalarin kopma uzamalari ¢ok fazla degildir. Kardiyak
yamalar kuvvet altinda sekil degistirmeye karsi diregli dolayist ile dayaniklidirlar.
Dayanabildikleri maksimum ¢ekme gerilmesi degerleri de ylksektir. Elastisite moduli
degerleri yani yama elastikiyeti ise ilgili literatlr ile karsilastirildiginda oldukga iyidir
(Kapnisi ve Mansfield, 2018). Uretilen CoO/PLA/PCL yamalarin kardiyak yamalardan

beklenen mekanik 6zellikleri fazlasiyla tasidigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. Agirlikca farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil
iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin sirasiyla kardiyak yama 0, 1, 2, 3 olarak mekanik
test sonuglart.

Kardiyak ~ Kopma  Maksimum Yield Elastisite
Yamalar ~ Uzamasi Cekme Point Modiili
(mm) Gerilmesi (0:F/4) (E:0/¢)
(N/mm?) (N/mm?) (MPa)

0 44.686 1.05 0.58 10.289 +0.78

1 47.603 0.91 0.53 10.908 + 0.62

2 48.843 1.21 0.63 9.288 + 0.56

3 46.304 1.36 0.82 10.291 +1.98

4.12. CoO/PLA/PCL Yamalarin iletkenligi

Kardiyak kalp kas1 hiicreleri (kardiyomiyositler) kalp kas1 (miyokard) boyunca elektrik
sinyallerini kullanarak bir atim gergeklestirir. Saglikli bir yetiskin kalbinden her atimda
1.25 Hz frekansa sahip 5V/cm degerinde bir akim geger. O nedenle kalp krizi sonrasi
hasar gérmiis kalp kaslarina destek olmak {izere tasarlanan kardiyak doku iskelelerinin
kalbin {izerinden gecen akimu ileterek kalp kasina fonksiyonel agidan benzemesi
(biyomimetik) istenir. Dolayist ile kardiyak yama iskelelerinde aranan bir diger dzellik

ise malzemenin iletkenligidir.

Uretilen kardiyak yamalarin (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) hem kuru hem de 1slak
iletkenlik degerleri (S/m) oda sicakliginda 4 nokta prob teknigi kullanilarak dl¢tilmiistiir
(Cizelge 4.4). Kardiyak yamalarin yas dl¢timlerinde 1slatma ortami olarak fosfat tampon
cozeltisi (PBS, pH 7.4) kullanilmistir. Agirlik¢a farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06,
%0.19 CoO nanopartikiil igeren kuru PLA/PCL kardiyak yamalarin iletkenlik degerleri
sirastyla 5.05x107 S/m, 5.49x10° S/m, 4.00x10° S/m ve 5.33x10* S/m olarak
Olctulmustiir. Agirlikga farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikdl
iceren 1slak PLA/PCL kardiyak yamalarin iletkenlik degerleri ise sirastyla 6.62x107°
S/m, 7.00x10° S/m, 2.57x10* S/m ve 3.77x10* S/m olarak 6lciilmiistiir. Genel olarak

katkisiz ve kompozit yapida olmayan polimerler yari iletken veya yalitkandirlar. Yari
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iletken polimerlerin iletkenlik degerleri 102 S/m ile 10°® S/m arasindadir (Mehrabi ve
ark, 2019). CoO icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarmn kuru (5.05x107) ve 1slak
(6.62x10°®) iletkenlik degerlerine bakildiginda yari iletken olduklar1 soylenebilir. CoO
nanopartikiillerinin fiberler igerisine farkli oranlarda yerlestirilmesi malzemenin
iletkenligini artirmustir. iletkenlik degerleri artan CoO oraniyla birlikte artmistir. Hatta
agirlikca %0.06 ve %0.19 oraninda CoO igeren CoO/PLA/PCL yamalarin iletkenlik
degerleri yar iletkenlik iist simir1 olan 10® S/m degerinden biiyiikk oldugu igin bu
yamalarin iletken oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica 1slak yamalarin iletkenlik degerleri
suyun iletken olmasi nedeniyle kuru hallerine kiyasla on kat kadar artmistir. CoO
iletken degildir (Kaplan ve ark., 2011). CoO nanopartikiilleri yiiksek yiizey alanina
sahip olduklari igin ¢ozelti ortaminda ¢ozelti polimerizasyonu ile iletken Co*? iyonlarina

dontiserek polimerik yama iletkenligini arttirmis olabilir.

Cizelge 4.4. Agirlikca farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil
iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin sirasiyla kardiyak yama 0, 1, 2, 3 olarak 6lg¢iilen
iletkenlik degerleri (S/m).

Tletkenlik Degerleri (S/m)

Kardiyak
Yamalar
Kuru Islak
0 5.05x1077 6.62x106
1 5.49x10°® 7.00x10°
2 4.00x10° 2.57x10*
3 5.33x10™ 3.77x10*
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5. SONUCLAR

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda {iretilen PLA/PCL/CoO kardiyak yamalarin (%0.00,
%0.03, %0.06, %0.19) kimyasal yapisi, yilizey morfolojisi, yogunlugu, gozenekliligi,
1slanabilirligi, zamana bagli kiitle kaybi, yamalardan CoO salimi, elastikiyeti, insan
kardiyomiyosit (HCM) hiicreleri tizerindeki olasi1 toksik, apoptotik, nekrotik etkileri,
HCM hiicreleri ile etkilesimi ve iletkenligi ¢esitli in vitro testler ile karakterize edilerek,

elde edilen bulgular literatiir 1s181nda degerlendirilmistir.

Yama 0retiminde kullanilan polimerlerin (PLA ve PCL), CoO nanopartikiillerin ve
agirlikga farkli oranlarda CoO igeren (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) PLA/PCL/CoO
kardiyak yamalarin ayr1 ayr1 FTIR spektrumlari alinarak polimerlerin elektro-egirilmesi
esnasinda yiiksek voltaj altinda ¢oziicii ile etkilesimleri sonucu kimyasal yapilarinda
herhangi bir degisim olup olmadig1 karsilastirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.1).
FTIR spektrumlari incelendiginde PLA ve PCL polimerlerinin ¢oziicii ile etkilesimleri
ve ¢oOzeltilerinin ylksek voltaj altinda elektro-egirilmesi sonucu kimyasal yapilarinda

herhangi bir degisim olmadig1 goriilmiistiir.

Sunulan tez calismas1 kapsaminda iiretilen polimerik kardiyak yamalarin ylizey
morfolojisi ve fibroz yapisi farkli biiyiitmelerde (100 um, 20 pm, 10 pum, 5 pm)
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri alinarak incelenmistir. Agirlikca
%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 oranlarinda CoO nanopartikiil iceren kardiyak yamalara
ait SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te verilmistir.
Sekil 4.2'de CoO nanopartikiilleri icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarin kismen
yonlenmis fiberlerden olusan farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri verilmistir.
Caligmada karsilikli egirmenin yarattigi zorluklara ragmen fiberlerin genel olarak
dogrusal olmalar1 ve toplayici yiizeyinde birikim yapmadan belirgin bir dogrultuda
olmasa da kismen yoOnlendirilebilmeleri saglanabilmistir. Polimerik yama yapisina CoO
nanopartikiillerinin dahil edilmesiyle birlikte PLA ve PCL fiberlerin kalinligi,
morfolojisi ve hizalanmasi etkilenmemistir. Ancak fiber yiizeylerinde piirtizliliigii
artmistir. Biyomalzemelerin piiriizlii yiizeylere sahip olmasi hiicre adhezyonunu
kolaylastirmaktadir. Ayrica fiberler arasinda kalan bosluklarin mikron seviyelerde
olmast yine mikron boyutlarda olan HCM hiicrelerinin fiberler arasina girerek

biyomalzeme ile etkilesimini kolaylastirmistir.
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Elektro-egirme tekniginin sagladigi en onemli avantajlardan biri, gézenekli yap1 ve
yiiksek yiizey/hacim oranidir. Membranlarda olusturulan gézenekli yapi, membranlarin
sisme (su alma) kapasitelerini, membrandan bir takim ajanlarin (terapotikler,
antibakteriyel ajanlar vb.) salim profilini, hiicrelerin membrana tutunma (adhezyon) ve
malzeme yiizeyinde c¢ogalma egilimini (proliferasyon), mekanik dayanimini,
hidrofilik/hidrofobik karakteri etkilemektedir. Cizelge 4.1'de agirlikga %0.00, %0.03,
%0.06, %0.19 CoO nanopartikiil iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin sirastyla yama 0,
1, 2, 3 olarak bilesen yiizdeleri (% a/a), yogunluklar1 (g/cm?), spesifik hacimleri (cm®/g)
ve gozeneklilik (%) degerleri verilmistir. Agirlikca %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO
nanopartikiil iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin yogunluk degerleri sirasiyla 0.3083
g/cm®, 0.3050 g/cm?®, 0.3166 g/cm?® ve 0.3283 g/cm? ve spesifik hacim degerleri sirastyla
3.2435 cm®/g, 3.2787 cm3/g, 3.1585 cm®/g ve 3.0460 cm®/g'dir. Membran gézenekliligi
ise agirlik¢a %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiil iceren PLA/PCL kardiyak
yamalar i¢in sirasiyla %73.76, %74.10, %73.16 ve %72.40 olarak hesaplanmistir. CoO
icermeyen kardiyak yamanin (yama 0) yogunlugu disiik dolayisi ile gozenekliligi
olduk¢a yiiksektir. Metal oksitin yogunlugunun polimerlerden ¢ok daha yiiksek
olmasima ragmen PLA/PCL membran yapisina CoO nanopartikiillerinin ilave edilmesi,
hem nanoboyutta olmalar1 (~50 nm) hem de agirlik¢a ¢ok az yiizdelerde yapiya dahil
edilmeleri nedeniyle yogunlugu, spesifik hacmi ve gozenekliligi neredeyse

etkilememistir.

Kardiyak yamalarin kalp dokusu ile biitiinlesmesi ve ortama uyum saglamasi agisindan
ortam sivilarinin emiliminin saglamas: gerekmektedir. Bu nedenle biyomalzemelerin
1slanabilirligi yani su alma kapasitesi in-vivo ortamlardaki biyouyumlulugu agisindan
onemli parametrelereden biridir. Kardiyak yamalardan alman 7.5 mm c¢apli dairesel
kesitler (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 a/a) fosfat tampon ¢ozeltisi (37°C, pH 7.4)
icerisinde belirli siirelerde bekletilerek % sisme oranlari hesaplanmis ve su alma
kapasiteleri (1slanabilirlik) degerlendirilmistir. Sekil 4.6'da agirlik¢a farkli oranlarda
CoO nanopartikiilii igeren kardiyak yamalarin (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 a/a)
zamana bagli (%) sisme oranlar1 verilmistir. Yamalar ilk 30 dakika igerisinde hizl1 ve
benzer bir sisme profili gostermis ve 30. dakikada ~%50 sisme oranina ulagmiglardir.
CoO nanopartikulli icermeyen kardiyak yama 110. dakikada maksimum su alma
kapasitesine ulagmistir. Maksimum su alma kapasitesi ~%58'dir. Gézenekli oldugu igin

kapiler etkiler yardimiyla agirliginin yarisindan fazla sivi absorblayabilmistir. Agirlik¢a
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(w/w) farkli oranlarda (%0.03, %0.06, %0.19) CoO nanopartikiilii igeren kardiyak
yamalar 150. dakikada maksimum su alma kapasitesi degerlerine ulasmislardir, (%)
sisme oranlar1 ise sirastyla ~%82, ~%76 ve ~%72'dir. CoO nanopartikiilii kullanima ile
elektro-spun PLA/PCL yamalarin 1slanabilirligi belirgin sekilde artmistir. Bu durum
genel olarak CoO nanopartikiil kullanimiyla beraber fiber yiizeylerinde artan piiriizliiliik
ile alakali olabilir. Piiriizliliglin artmast kapiler etkileri iyilestirmis ve yap1 igerisine

daha fazla s1v1 alinabilmesini saglamis olabilir.

Tez calismasinda iretilen kardiyak yamalarin yapisinda bulunan polimerler
biyobozunur olup, belirli bir sure sonra ikinci bir cerrahi operasyon gerektirmeden
viicut tarafindan emilir. Kalp krizi sonrasi hasar gérmiis kalp kasinin kendini
yenileyebilme (rejenerasyon) hizi oldukga yavastir. O nedenle kalp kasini desteklemek
amaciyla uzun bir siire kalp yamalarinin bozunmasi istenmez. Erken donemde kalp
yamalarinin bozunma hizi in-vitro kosullarda degerlendirilmistir. Sekil 4.7'de agirlik¢a
farkli oranlarda (w/w) CoO nanopartikiilii iceren kardiyak yamalardan (%0.00, %0.03,
%0.06, %0.19) zamanla (%) kalan kiitle miktarlar1 verilmistir. Ik hafta 3 haftalik
strecin tamamina kiyasla bozunma daha hizlidir. Agirlikga %0.00, %0.03, %0.06,
%0.19 CoO nanopartikiil iceren PLA/PCL kardiyak yamalar i¢in ilk haftanin sonundaki
(%) kalan kiitle miktarlar1 sirasiyla %95.96, %98.38, %97.12 ve %98.51'dir. Ug
haftanin sonunda ise agirlikca 9%0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikiilii iceren
PLA/PCL kardiyak yamalar i¢in (%) kalan kiitle miktarlar1 sirasiyla %94.92, %97.34,
%96.41, %97.69 ve kaybedilen toplam kiitle mikarlar1 sirasiyla % 6,26, % 3,72, % 4,47
ve % 3,49'dur. PCL ve PLA'nin yapist ve yiiksek molekiil agirliklar1 (PCL ~80 kDa ve
PLA ~260 kDa) nedeniyle beklendigi sekilde erken donemde polimerik yamalardan
kiitle kayb1 olduk¢a yavastir.

Kardiyak yamalarin fibr6z yapisini olusturan fiberlerin igerisine iletkenligi saglamak
amaciyla belirli konsantrasyonlarda (%0.03, %0.06, %0.19 w/w) CoO nanopartikiilleri
ilave edilmistir. Partikiiller polimerik fiberler igerisine hapsedilmistir. Fiberlerin
ylzeyindeki ve yilizeye yakin yerlerdeki CoO partikiillerinin ortama salinip salinmadigi
Uc haftalik (Sekil 4.9) ve ii¢ aylik in-vitro (Sekil 4.10) salim ¢alismalar1 yapilarak
degerlendirilmistir. 21 giinliik (Sekil 4.9) ve 12 haftalik (Sekil 4.10) CoO salim
grafikleri incelendiginde membranlardan baslangigta eser miktarlarda (%0.00-%0.002)

salim oldugu sdylenebilir. Ancak sonrasinda salim grafiklerinin degismedigi dolayisi ile
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herhangi bir CoO nanopartikiilii salim1 olmadig1 goriilmektedir. Eser miktarda salim
oldugu durumda yavas da olsa CoO nanopartikiilii saliminin devam etmesi beklenirdi. O
nedenle hesaplanan eser miktarlardaki CoO nanopartikiillerinin membran yapisindan
yani hapsedildigi polimerik fiberlerin igerisinden serbestleserek PBS ortamina
salinmadigi diisiiniilmektedir. CoO/PLA/PCL membranlarin yiizeyinde eser miktarda
CoO nanopartikiilii kalmis olabilecegi diisiinliilmektedir. Bu nedenle ilk dlglimlerde ¢ok
zayif absorbanslar alinmis olabilir. Sonug¢ olarak ilk 3 hafta ve 3 aylik siiregte genel
olarak membran yapisindan belirgin bir CoO saliminin s6z konusu olmadigini sdylemek
mimkiindiir. Sekil 4.7'deki membranlarin kiitle kaybi grafikleri incelendiginde
polimerik membran yapidaki bozunmanin da oldukca yavas oldugu goriilmektedir.
Kardiyak yamalarin olast in-vivo kullanimlarinda bozunmaya bagli olarak CoO
nanopartikiilleri fiber yapidan serbestleseceklerdir. Ancak bu salim oldukga yavas ve
eser miktarlarda olacagi i¢cin CoO nanopartikiillerinin in-vivo toksik etkileri olmayacagi

distiniilmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda CoO nanopartikiilii iceren kardiyak yamalarin insan
kardiyomiyosit hiicreleri tizerindeki olast sitotoksik etkileri de in-vitro kosullarda
degerlendirilmis ve yamalarin hiicreler iizerinde her hangi bir sitotoksik, apoptotik,
nekrotik etkisi olmadigi goriilmistiir (Cizelge 4.2, Sekil 4.11). Kardiyak yamalarin
insan kardiyomiyosit hiicreleri (HCM) tlizerindeki olas1 sitotoksik etkileri MTT testi
yapilarak degerlendirilmistir. % Cizelge 4.2 ve Sekil 4.11'de pozitif (DMSO) ve negatif
(sadece hiicreler) kontrol gruplari ile agirlik¢a farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06,
%0.19 CoO nanopartikiilii igeren PLA/PCL kardiyak yamalarin sirastyla kardiyak yama
0, 1, 2, 3 olarak % hiicre canlilig1 degerleri verilmistir. Sadece hiicrelerin oldugu negatif
kontrol grubunun hiicre canlilik degeri %100 kabul edilerek diger gruplar i¢in referans
alinmigtir. CoO nanopartikilu icermeyen (%0.00) PLA/PCL kardiyak yamalar icin
negatif kontrol grubu referans alinarak hesaplanan hiicre canlilik degeri %107.9+7.4'tUr.
Dolayist ile bos polimerik yamalarin toksik olmamakla birlikte az da olsa hiicre
proliferasyonunu destekledigi sdylenebilir. Agirlikca %0.03, %0.06, %0.19 oraninda
CoO nanopartikult iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalar icin ise hesaplanan % hiicre
canlilig1 degerleri sirastyla 103.4+6.5, 85,24+5,64 ve 80.76+4.15'dir (Cizelge 4.2, Sekil
4.11). PLA/PCL kardiyak yamalarmm yapisina agirlikca %0.03 oraninda CoO
nanopartikiilii dahil edilmesi % hiicre canliligini etkilememistir. Agirlik¢a %0.06,

%0.19 oraninda CoO nanopartikiilu iceren CoO/PLA/PCL kardiyak yamalar igin ise
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hesaplanan % hiicre canliligi degerleri CoO igermeyen yamaya kiyasla bir miktar
diismiistiir. Ancak %0.19 oraninda CoO igeren kardiyak yama i¢in hesaplanan en diigiik
% hiicre canlilik degeri 80.76+4.15 olup bu deger sitotoksisite sinir1 olarak kabul edilen
%50'nin oldukga iizerindedir. Dolayis1 ile genel olarak {iretilen yamalarin insan
kardiyomiyosit hiicreleri iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi olmadigi bununla
birlikte %0.00 ve %0.03 oraninda CoO nanopartikiilii iceren PLA/PCL kardiyak
yamalarin % hiicre canliligin1 bir miktar artirarak kismen proliferatif etki gosterdigi

sOylenebilir.

Calismada kardiyak yamalar ile belirli bir siire etkilestirilen insan kardiyomiyosit
hicreleri (HCM) ikili boyama (Hoechsz-Pl) teknigi ile boyanarak malzemenin hiicreler
tizerindeki apoptotik/nekrotik etkileri incelenmistir. Agirlik¢a farkli oranlarda (9%0.00,
%0.03, %0.06, %0.19) CoO nanopartikiilii iceren PLA/PCL kardiyak yamalarin ikili
boyama sonrasi floresan mikroskop goriintiileri sirastyla Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil
4.15 ve Sekil 4.16'da verilmistir. Sekillerde parlak mavi renge boyanmis olan hiicreler
apoptotik ve koyu kirmizi renge boyanmis hiicreler ise nekrotik hiicreleri temsil
etmektedir. Sadece hicreler (negatif kontrol) ve DMSO ile muamele edilen hiicreler
(pozitif kontrol) i¢in de ikili boyama yapilarak hiicreler 20x floresan mikroskop altinda
fotograflanmistir (Sekil 4.12). Sadece hiicrelerin oldugu negatif kontrol grubunda %
apoptoz 0 ve % nekroz 1+1'dir. Hucreler Gzerinde toksik etkisi oldugu bilinen DMSO
ile etkilestirilmis pozitif kontrol grubunda ise beklendigi sekilde % apoptoz 4 ve %
nekroz 75+2'dir. Agirlik¢a farkli oranlarda CoO nanopartikiilii igeren PLA/PCL
kardiyak yamalarin insan kardiyomiyosit hiicreleri (HCM) {izerindeki % apoptoz
degerleri genel olarak 1+1 olup, %0.06 oraninda CoO igeren yama i¢in bu deger
2+1'dir. Benzer sekilde agirlikga farkli oranlarda CoO nanopartikiilii igeren PLA/PCL
kardiyak yamalarin insan kardiyomiyosit (HCM) hiicreleri iizerindeki % nekroz
degerleri genel olarak 1+1 olup, agirlik¢a %0.06 ve %0.19 oraninda CoO igeren
kardiyak yamalar i¢in bu deger sirasiyla 0 ve 2+1'dir. Dolayis1 ile PLA/PCL kardiyak
yamalarin HCM hiicreleri iizerinde herhangi bir apoptotik ve nekrotik etkisinin
olmadig1 soylenebilir. Polimerik yama yapisina agirlikga %0.03, %0.06, %0.19
oraninda CoO nanopartikull ilave edilmesi yamalar igin hesaplanan % apoptoz ve %

nekroz degerlerini pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda etkilememistir.
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Kardiyak yamalarin insan kardiyomiyosit hiicreleri (HCM) ile etkilesimleri, in-vitro
hiicre kiiltlir kosullarinda hiicreler ile yamalarin 48 saat inkiibasyonu sonrasinda yama
yuzeylerinden SEM goriintiileri alinarak incelenmistir (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Sekil
417 ve Sekil 4.18 incelendiginde fibréz yapidaki polimerik kardiyak yama
ylizeylerinde HCM hiicrelerinin varlig1 goriilmektedir. kalp kasini ve hiicreler arasi
matriksi taklit edecek sekilde tasarlanmasi, biyouyumlu polimerlerden iiretilmesi ve
insan kardiyomiyosit hiicreleri Uzerinde sitotoksik, apoptotik ve nekrotik etkilerinin
olmamasi nedeniyle ikilenme siireleri uzun olan HCM hiicrelerinin yamalarla 2 giinliik
kisa bir siire i¢in etkilestirilmis olmalarina ragmen kardiyak yamalar1 yabanci bir
malzeme olarak algilamadiklarini ve malzeme yiizeyine tutunma egilimi gosterdiklerini

sOyleyebiliriz.

Kalbimiz ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir dolayisi ile kalbi olusturan kaslarin kalp krizi
sonras1 hasar gormesine bagli olarak hasarli bolgeye implante edilmek {izere tasarlanan
bir destek malzemesinin, kalbin o bolgedeki yiizeyel seklini alabilmesi ve atim
esnasinda kalbin bosalmasi ve tekrar kanla dolmasiyla kasilip gevseyen kaslarin
esnekligini taklit edebilmesi onemlidir. Kardiyak yamalarin esnekligini tespit etmek
amaciyla her bir yama i¢in ayr1 ayri1 ¢cekme-uzama testleri yapilmistir. Agirlik¢a farkli
oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikll iceren PLA/PCL kardiyak
yamalarin sirastyla kardiyak yama 0, 1, 2, 3 olarak kopma uzamasi (elongation at
break), kopma dayaniklilig1 (ultimate tensile stress), esneklik sinir1 (yield point) ve
elastisite  modiilii (young's modulus) degerleri Cizelge 4.3'te verilmistir. CoO
nanopartikiilii icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarin kopma uzamasi 44.686 mm,
maksimum cekme gerilmesi 1.05 N/mm?, akma sinir1 0.58 N/mm? ve elastisite modiilii
10.289 + 0.78 MPa'dir. Agirlikca 9%0.03, %0.06, %0.19 oraninda CoO nanopartikiilii
iceren PLA/PCL yamalarin kopma uzamasi degerleri sirasiyla 47.603mm, 48.843mm,
46.304mm, maksimum ¢ekme gerilmeleri sirasiya 0.91 N/mm?, 1.21 N/mm?, 1.36
N/mm?, akma sinirt degerleri sirasiyla 0.53 N/mm?2, 0.63 N/mm?, 0.82 N/mm?, elastisite
modiilii degerleri ise sirasiyla 10.908 + 0.62 MPa, 9.288 + 0.56 MPa ve 10.291 + 1.98
MPa'dir.

Yama yapisina agirlikca %0.03, %0.06, %0.19 oranlarinda CoO nanopartikull ilave
edilmesi mekanik test sonuglarini ¢ok fazla etkilememistir. CoO nanopartikullerinin

fiber morfolojisi ve yama gozenekliligini ¢ok fazla etkilememis olmasinin kardiyak
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yamalarin dayaniklilik ve esnekligini degistirmedigi diistiniilmektedir. Genel olarak
yamalarin kopma uzamalari ¢ok fazla degildir. Kardiyak yamalar kuvvet altinda sekil
degistirmeye karsi direcli dolayis1 ile dayaniklidirlar. Dayanabildikleri maksimum
cekme gerilmesi degerleri de yiiksektir. Elastisite modiilii degerleri yani yama
elastikiyeti ilgili literatiir ile karsilastirildiginda kardiyak yamalardan beklenen mekanik

ozellikleri saglamaktadir.

Kardiyak kalp kasi hiicreleri (kardiyomiyositler) kalp kasi (miyokard) boyunca elektrik
sinyallerini kullanarak bir atim gercgeklestirir. Saglikli bir yetiskin kalbinden her atimda
1.25 Hz frekansa sahip 5V/cm degerinde bir akim geger. O nedenle kalp krizi sonrasi
hasar gormiis kalp kaslarina destek olmak {izere tasarlanan kardiyak doku iskelelerinin
kalbin {izerinden gegen akimi ileterek kalp kasina fonksiyonel acidan benzemesi istenir.
Dolayist ile kardiyak yama iskelelerinde aranan bir diger Gzellik ise malzemenin
iletkenligidir. Uretilen kardiyak yamalarm (%0.00, %0.03, %0.06, %0.19) hem kuru
hem de 1slak iletkenlik degerleri (S/m) oda sicakliginda 4 nokta prob teknigi
kullanilarak olctilmiistiir (Cizelge 4.4). Agirlikea farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06,
%0.19 CoO nanopartikiil iceren kuru PLA/PCL kardiyak yamalarin iletkenlik degerleri
sirasiyla 5.05x107 S/m, 5.49x10° S/m, 4.00x10° S/m ve 5.33x10* S/m olarak
Olgtilmiistiir. Agirlikga farkli oranlarda %0.00, %0.03, %0.06, %0.19 CoO nanopartikl
iceren 1slak PLA/PCL kardiyak yamalarin iletkenlik degerleri ise sirastyla 6.62x107®
S/m, 7.00x10° S/m, 2.57x10* S/m ve3.77x10* S/m olarak &l¢iilmiistiir. Genel olarak
katkisiz ve kompozit yapida olmayan polimerler yari iletken veya yalitkandirlar. Yari
iletken polimerlerin iletkenlik degerleri 102 S/m ile 10° S/m arasindadir. CoO
icermeyen PLA/PCL kardiyak yamalarm kuru (5.05x107) ve 1slak (6.62x107) iletkenlik
degerlerine bakildiginda yar1 iletken olduklar1 sdylenebilir. CoO nanopartikiillerinin
fiberler igerisine farkli oranlarda yerlestirilmesi malzemenin iletkenligini artirmistir.
lletkenlik degerleri artan CoO oraniyla birlikte artrmgtir. Hatta agirlikca %0.06 ve
%0.19 oraninda CoO igeren CoO/PLA/PCL yamalarin iletkenlik degerleri yari
iletkenlik Ust smir1 olan 10® S/m degerinden biiyiik oldugu i¢in bu yamalarin iletken
oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica 1slak yamalarin iletkenlik degerleri suyun iletken

olmas1 nedeniyle kuru hallerine kiyasla on kat1 artmistir.

Sonug olarak sunulan tez ¢aligmas1 kapsaminda kalp krizi sonrasi kalp kaslarinda olusan

hasar nedeniyle, hasarli kalp kasmi desteklemek amaciyla CoO/PLA/PCL kardiyak

78



yamalar tasarlanmigtir. Uretim siirecinde kardiyak yamalar1 olusturan bilesenlerin
kimyasal yapilarinda herhangi bir degisim olmamistir. Kardiyak yamalar1 olusturan
polimerik fiberlerin genel olarak dogrusal olmalar1 ve toplayict yiizeyinde birikim
yapmadan belirgin bir dogrultuda olmasa da kismen yonlendirilebilmeleri
saglanabilmistir. Boylece kalp kasini ve ekstraseliiler matriksi kismen taklit edebilen
gozenekli, 1slanabilir, elastik ve iletken kardiyak yamalar iiretilebilmistir. Kardiyak
yamalar rejenerasyonu uzun siiren kas dokusunu uzun siireli destekleyebilecek sekilde
olduk¢a yavas bozunmakta ve kalp kasi hiicreleri iizerinde herhangi bir sitotoksik,
apoptotik, nekrotik etki gdstermemektedir. Kisa siireli inkiibasyon sonrasinda kalp kasi
hiicrelerinin  gozenekli fibr6z yama ylizeylerine tutunma (adhezyon) egilimi
gosterdikleri  sOylenebilir. ~ Yapilan  karakterizasyon ¢alismalari  neticesinde
PLA/PCL/CoO kardiyak yamalarin in-vivo biyomedikal uygulamalarda kullanim
potansiyeli oldugu diistiniilmektedir. Ancak biyomalzemenin in-vivo hayvan ¢alismalari

yapilarak medikal alanda kullanim potansiyeli kuvvetlendirilmelidir.
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