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Purpose: In this study, the pulmonary heart valves of Merino sheep, which are abundant in Turkey, were
DOI: decellularized with SD and SDS. Various characterizations have been made to determine the decellularized
10.17341/gazimmfd.1259974  scaffold's potential for heart valve tissue engineering. They were then seeded with HUVEC and human
dermal fibroblast cells. Regenerative potential was evaluated after 7 days of static culture condition. The
general flow chart of the study is given in Figure A.
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e-mall: o density SDS for 24 hours. For characterization studies, H&E stain were performed in histological studies,
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phone: +90 530 016 2669 endothelial layers on the surface. Metabolic activity (MTT assay) was measured to determine cell

proliferation on days 1, 3 and 7 in the recellularized scaffolds. H&E and DAPI/Phalloidin staining were then
performed to visualize cell adhesion and cells penetrating into the scaffold. Additionally, the samples were
imaged with SEM to observe reendothelialization. Finally, the gene expressions of collagen type I, collagen
type III and elastin, which are indicators of new ECM synthesis, were determined by real-time PCR.

Results: H&E and Movat’s pentachrome images showed that there was no change in the amount and
organization of collagen and the 3-layer leaflet structure was preserved. As a result of DNA quantification,
it was observed that the decellularization process cleared approximately 98% of DNA. Cell density has
increased day by day. Histological findings showed that HUVECs covered the scaffold surface. An increase
in Coll, Col3 and Eln gene expression was observed in cells transplanted to the artery wall, and new ECM
began to be synthesized.

Conclusion: As a result, decellularized pulmonary valves of Merino sheep and differentiated human cells
expressed regenerative markers. This shows that it is possible to obtain a living, biocompatible heart valve
for tissue engineering. These results seem promising for clinical studies.
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ONECIKANLAR

e  Sodyum deoksikolat ve sodyum dodesil siilfat ile tam hiicresizlestirme saglanabilir
e  Korunmus ECM histomimarisi elde edilebilir
e Insan dermal fibroblastlar: hiicresizlestirilmis koyun pulmoner kapak¢iginda yeni ECM iiretimini gerceklestirebilir
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Doku miihendisliginde hiicresizlestirilmis greftler umut verici sonuglar gostermistir. Hiicresizlestirmenin amact
immiinojenik bilesenlerin olmadigi, dogal doku mimarisine sahip ve yeniden hiicreselligi saglayabilecek bir iskele
olugturmaktir. Calismamizin amaci, hiicresizlestirilmis geng koyunlarin pulmoner kalp kapakgiklari tizerinde HUVEC ve
insan dermal fibroblast hiicrelerinin kokiiltiirii ile birlikte canli/rejeneratif bir kapak elde etmek ve ardindan klinik
calismalara uygunlugunu belirlemek i¢in in vitro karakterizasyonlarini1 gerceklestirmektir. Deterjan tabanli metodla
hiicresizlestirilen koyun pulmoner kalp kapakgiklarina gesitli karakterizasyon testleri uygulanmistir. HUVEC ve dermal
fibroblast hiicreleri iskele iizerine ekildi ve canliliklart MTT analiziyle, adezyonu SEM ile, hiicre sizmasi histolojik
boyama ile belirlendi. Son olarak elde edilen canli kapagin rejeneratif kabiliyetini belirlemek i¢in kollajen tipl (Coll),
kollajen tiplIl (Col3), elastin (Eln) gen ifadeleri PCR ile analiz edildi. Sonuglar, hiicre ¢ogalmasinin iskele iizerinde giin
gectikge arttigini gostermistir. Histolojik bulgularda 6zellikle arter duvari 6rneklerinde yeniden hiicreselligin neredeyse
tamamen saglandig1 gozlenmistir. PCR bulgularina gore arter duvari dreklerinde Coll, Col3 ve Eln gen ifadelerinde
onemli bir artig gozlenmistir. Bu ¢aligma ile birlikte literatiirde ilk defa hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklart
tizerinde farklilagmis insan hiicrelerinin rejenerasyon potansiyeli oldugu gézlenmis ve yeni ECM iiretimi ile ilgili
belirtecler analiz edilmistir. Sonug olarak geng koyunlarin hiicresizlestirilmis kalp kapakgiklarinin, doku miihendisligi
calismalarinda baglangi¢c matrisi olarak kullanilabilecegini, klinik arastirmalara ihtiya¢ oldugunu 6neriyoruz.

In vitro recellularization and characterization of sheep pulmonary valves after
decellularization for preclinical studies

HIGHLIGHTS

e  With sodium deoxycolate and sodium dodesil sulfate, full decellularization can be achieved
e  Protected ECM histoarchitecture can be obtained
e Human dermal fibroblasts can generate new ECM in decellularized sheep pulmonary valve
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Decellularized grafts have shown promising results in tissue engineering. The aim of decellularization is to create a
scaffold that is devoid of immunogenic components, has natural tissue architecture, and can provide cellularity again. The
aim of our study is to obtain a living/regenerative valve by coculture of HUVEC and human dermal fibroblast cells on the
pulmonary heart valves of decellularized young sheep and subsequently perform their in vitro characterization to
determine its suitability for clinical studies. Various characterization tests were applied to sheep pulmonary heart valves
decellularized by the detergent-based method. HUVEC and dermal fibroblast cells were seeded on the scaffold, and their
viability was determined by MTT analysis, adhesion by SEM, and cell infiltration by histological staining. Finally, to
determine the regenerative ability of the resulting live cap, collagen type I (Coll), collagen type III (Col3), and elastin
(Eln) gene expressions were analyzed by PCR. The results showed that cell proliferation increased day by day on the
scaffold. In histological findings, it was observed that cellular regeneration was almost completely achieved, especially in
arterial wall samples. According to PCR findings, a significant increase in Coll, Col3, and Eln gene expressions was
observed in arterial wall samples. In this study, for the first time in the literature, the regeneration potential of differentiated
human cells on decellularized sheep heart valves was observed, and markers related to new ECM production were
analyzed. In conclusion, we suggest that the decellularized heart valves of young sheep can be used as a starting matrix in
tissue engineering studies, and clinical studies are needed.
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1. Giris (Introduction)

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim
nedenlerinden biridir [1]. Kalp kapake¢ik hastaliklari en sik goriilen
KVH’ler arasindadir ve temelde yetersizlik (regiirjitasyon) veya
darlik (stenoz) olmak iizere iki farkli sekilde gelismektedir [2]. Bu iki
sorun konjenital kusurlar, romatizmal ates, enfektif endokardit ve kalp
kapak¢ig1 kalsifikasyonu gibi farkli hastaliklar sonucu ortaya
¢ikmaktadir [3]. Diinya ¢apinda yeni doganlarin yaklasik %1'inde
konjenital kalp kapake¢igi kusurlari oldugu ve yalmizca ABD'de
toplam niifusun yaklasik %2,5'ni etkiledigi bildirilmistir [4, 5]. Kalp
kapak¢ig1 hastaliklarinin tedavisinde ilaglar yetersiz geldiginde
kapakgik degisimi (replasmani) yapilmaktadir. Tedavilerde kullanilan
replasmanlar; biiylime 6zelligi olmayan, dmiir boyu antikoagiilan ilag
kullanma zorunlulugu getiren mekanik kalp kapak¢igi ve hastalarda
immiin yamt olusturabilen, kisa Omiirlii biyoprostetik kapakgiklar
olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir [6]. Mevcut tedavi yontemlerinin
bu dezavantajlarim gidermek iizere kalp kapak¢igi doku mithendisligi
umut vaat etmektedir [7].

Doku miihendisliginde 3B biyoyazim, stereolitografi, elektroegirme
gibi baski yontemleriyle genellikle kollajen, hyaliironik asit, aljinat
veya jelatin gibi dogal polimerler, polikaprolakton, poliglikolik asit,
poli L-laktik asit gibi sentetik polimerler kullanilarak doku
mithendisligi kullanilan kalp kapakeiklar iiretilmeye ¢alisilmustir [8,
9]. Fakat kullanilan polimerlerin ikincil yapr degisikligi, partiden
partiye biiyiik degiskenlik ve yetersiz mekanik O6zellikleri gibi
kusurlarindan dolay: elde edilen yapay kalp kapakeiklarinin gerek
islevsel gerekse biyodayanimi agisindan yeterli verimi gosteremedigi
bildirilmistir [10, 11]. Bu ylizden doku miihendisligi alaninda
baglangic matrisi olarak kullanilabilecek nitelikte iskele elde etmek
icin Dbiyolojik kokenli greftlerin hiicresizlestirme ¢aligmalari
gergeklestirilmektedir. ~ Biyoprostetik  kapaklar dogal ECM
mimarisine sahip olmasmm yamsira immiinojenik dzellikte
oldugundan dolay1 hiicresizlestirme uygulamalari ile biinyesindeki
hiicreler uzaklastirilmakta ve geriye hiicresiz, porlu yapida iskele
kalmaktadir [12]. Kalp kapake¢igi doku miihendisliginde ksenogreft
(farkli tiirden elde edilen greft) veya allogreft (aymi tiirliin farkli
bireylerinden elde edilen greft) olmak {izere iki farkli kaynaktan
yararlanilabilmektedir. Insana 6zgii kalp kapakeigi tasarlanirken
kaynak olarak allogreftlerin kullanimi sadece kadavra veya organ
bagiscilart ile smnirlidir. Bu yilizden kaynak sorunu olmayan
ksenogreftler daha cazip goriinmektedir. Fakat ksenogreftlerde de
hiicresizlestirme sonras1 ECM’de bulunan ve insanlarda immiin yanit
olusturan ksenoantijenlerin varlifi, greft basarisini  olumsuz
etkileyebilmektedir [13]. Bu yiizden hiicresizlestirme metodu,
yogunlugu ve sonrasinda karakterizasyon islemleri hayati 6nem arz
etmektedir.

Kalp kapakg181 doku miihendisliginin hiicresizlestirme ¢aligmalarinda
dondr olarak genellikle domuzlar kullanilmistir. Bunun sebepleri
arasinda biyomekanik Ozelliklerin iyi olmasi, anatomisinin insan
kapakgiklariyla benzer olmasi sdylenebilir [14]. Fakat domuz kalp
kapakgiklarindan domuz endojen retroviriis (PERV) enfeksiyon riski
[15], sabitleyici ajan olarak sitotoksik etkisi olan gluteraldehit
kullanimi [16] ve klinik bulgulara gore neredeyse tiim ¢alismalarda
immiinojenik etkisinin bulundugu [17-19] g6z Oniine alindiginda
domuzlara alternatif olarak farkli bir ksenograft kaynaginin
bulunmas1  gerekmektedir.  Hiicresizlestirilmis  koyun  kalp
kapakgiklart koyun, domuz, tavsan gibi in vivo implant modellerinde
denenmigtir [20, 21]. Hayvan denemelerinde hiicresizlestirilmis
koyun kalp kapakeiklarinin inflamatuvar yanita sebep olmadigi,
reseliilerizayonun  gergeklestigi  gozlenmigstir  [22, 23]. Ancak
hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklarinin klinikte denendigi bir
caligmaya rastlanmamistir.  Hiicresizlestirilmis domuz  kalp

kapakgiklarinda ~ hemen  hemen  tiim  karakterizasyonlar
gergeklestirilmis, in vivo denemeleri yapilmis, klinikte bircok kez
denenmis ve hatta ticari tiriinler olusturulmustur [24-26].

Hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakeiklariyla ilgili literatiirdeki az
sayidaki ¢aligmada; koyun kalp kapakg¢iklarinin hiicresizlestirildikten
sonra ayrmtili karakterizasyon islemleri yapilmadan in vitro
reseliilarizasyonu  denemeleri, ¢esitli implant modellerinde
kalsifikasyon egilimleri ve immiinojenisiteleri arastirilmistir [27-29].
Tudorache vd. yaptiklart ¢alismada koyun kalp kapakeiklarini
hiicresizlestirmis, ardindan da yine koyunlara implante edilerek islevi
ve morfolojik degisikliklerini aragtirmistir [30]. Bu c¢alismada
hiicresizlestirme islemi igin deterjan tabanli metot ve ayrica
kriyoprezervasyon  islemleri  uygulanmis ve  etkinliklerini
degerlendirmek icin  koyunlara transplantasyonun ardindan
karakterizasyonlar ~gergeklestirilmistir. Transplantasyon sonrasi
hiicresizlestirilmis grubun erken vadede etkinliginin iyi oldugu
vurgulanmis fakat kriyoprezerve Orneklerinin kalsifikasyona ve
immiin yanita sebep oldugu bildirilmistir. Halbuki kalp kapakeig:
doku miihendisliginde temel amag insana 6zgii kapak tasarlamaktir.
Implant modeli olarak koyun kullamimi aslinda allogreft etkinligini
belirlemek adina yapilmistir. Theodoridis vd. yaptiklar1 ¢alismada
hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklarinin, transplantasyon
modeli olarak yash koyunlarda matris kilavuzlugunda doku
rejenerasyonu potansiyeli arastirilmisgtir [29]. Bu c¢alismada da
allogreftler kullanildig1 i¢in hiicresizlestirme sonrasi insana yonelik
olarak ayrintili karakterizasyon islemleri gergeklestirilmemistir.
Converse vd. yayinlanan bir c¢aligmalarinda koyun aort kalp
kapak¢igimi deterjan tabanli hiicresizlestirme ile isledikten sonra
karakterizasyon iglemleri yapilmadan biyoreaktdr kosullarinda insan
mezenkimal kok hiicreleriyle yeniden hiicrelendirmeyi denemis ve
tam bir hiicresellik saglayamadiklarii bildirmislerdir [27]. Bunlara ek
olarak hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakeiklarimin klinik
arastirmalar1 heniiz yapilmamistir. Bu yiizden preklinik caligmalara
agirlik verilmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismadaki amacimiz, heniiz klinik denemelere hazir hale
gelmemis olan koyun kalp kapakgiklarinin deterjan bazli kimyasal
metot ile hiicresizlestirildikten sonra farklilasmug HUVEC ve insan
dermal fibroblast hiicreleriyle yeniden hiicrelendirilmesini takiben
canli ve rejeneratif bir kapakgik elde etmektir. Baglangigta 4-6 aylik
merinos cinsi koyunlarm pulmoner kalp kapakgiklart SD ve disiik
yogunlukta ~ SDS  gibi  iyonik  deterjanlar  kullanilarak
hiicresizlestirilmigtir. Hiicresizlestirmenin etkinligi kalinti DNA
miktarinin belirlenmesi, H&E boyama, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile belirlenmistir. Ardindan HUVEC ve fibroblast hiicrelerinin
bu iskele lizerinde kokiiltiirii ile birlikte 1, 3 ve 7. giinlerde hiicre
proliferasyonu MTT analizi ile belirlenmistir. Daha sonra hiicre
adezyonunu belirlemek igin SEM, iskelelerin i¢ katmanlarimin
hiicreselligini belirlemek icin H&E ve DAPI/Phalloidin boyama
gergeklestirilmistir. Ek olarak rejenerasyon potansiyelini belirlemek
adma yeni ECM sentezinin belirtegleri olan kollajen tip 1, kollajen tip
3 ve elastin proteinlerini kodlayan gen ifadeleri gergek zamanli PCR
ile belirlenmistir.

2. Deneysel Metot (Experimental Method)

2.1. Hiicresizlestirme ve Karakterizasyon
(Decellularization and Characterization)

Hiicresizlestirme metodu daha 6nce yayinlanmis bir ¢aligmamizda
ayrintili sekilde belirtilmistir [31]. Kisaca yerel bir mezbahadan 4-6
aylik merinos koyunlarinin kesiminden sonra toplanan kalpler soguk
tuzlu su (kiitlece %0,9) ¢ozeltisi icinde laboratuvara getirildi. Steril
ortamda pulmoner kapakg¢iklar kalplerden izole edildi ve dis bag
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dokusu ve yag dokularindan temizlendi. Ardindan 24 saat boyunca
37°C sicaklikta kiitlece %0,8 SD (Sigma, 30970) ve %0,2 SDS
(Sigma, 71725) igeren 1X’lik PBS (Sigma, 524650) ¢ozeltisi i¢inde
calkalandi. Ardindan herbiri 12 saat olmak iizere 6 defa streptomisin
ve penisilin (100 IU/ml) (Gibco, 15140-122) igeren PBS ile yikandi.
Devaminda iskeleler DNaz I (200 pg/mL- Biomatik, A2442) ve RNaz
A (50 pg/mL- Biomatik, A3806) cozeltileri ile 24 saat muamele
edildi. Bu siire sonunda birkag tur ultra saf su ile yikandi. Yikama
isleminin ardindan dekontaminasyon (hacimce %70 etanol) islemi
uygulandi.  Karakterizasyon islemleri  tamamlanana  kadar
streptomisin ve penisilin (100 IU/ml) iceren PBS ¢ozeltisinde 4°C’de
bekletildi.

Hiicresizlestirmenin ardindan kalinti DNA miktarini belirlemek igin
manuel DNA izolasyonu yapildi (Ghatak vd., 2013). Daha sonra DNA
miktarlar1 nanodrop (SHIMADZU,BioSpec-nano) ile ¢ift zincirli
DNA miktart (260/280 nm) 6lgiimleri yapildi ve hiicresizlestirilmemis
kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ng/ul cinsinden bulundu ve
DNA giderimi % olarak hesaplandi.

Hiicresizlestirme isleminin  pulmoner yaprak¢ik ve arter
kisimlarindaki etkilerini goézlemlemek ve hiicrelerin yeterli
¢ikariminin oldugunu gézlemleyebilmek i¢in H&E boyama daha 6nce
yayinlanmis ¢alismadaki prosediire gore gerceklestirildi [31].
Boyama islemini takiben floresan mikroskobu (Olympus, BX53) ile
gozlenip fotograflart kaydedildi. Hiicresizlestirilmis pulmoner
yaprakeik ve arter 6rneklerinin yiizey morfolojisini gozlemlemek igin
taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss EVO, LS10) kullanildi.

2.2. Hiicre Kiiltiirti Calismalart (Cell Culture Studies)

HUVEC (PCS-100-010) ve siinnet derisi fibroblastlar1 primer
kiiltiiriine ait hiicreler ayr1 sekilde %10 FBS (CAPRICORN) + %]l
penisilin/streptomisin ~ (Gibco,  15140122)  igceren = DMEM
(CAPRICORN) besiyerinde 75 cm?’lik kiiltiir plaginda konfluent hale
gelene kadar COz inkiibatdriinde (ESCO, CCL-170B-8) inkiibe edildi.
Her 2 giinde bir besiyeri tazesiyle degistirildi. Konfluent hale gelen
hiicreler 1. pasajlama igin tripsin/EDTA (Multicell, 325-542-EL) ile
kaldirild1 ve yeni kiiltiir plagina aktarildi. Tiim bu islemler steril kiiltiir
kabininde (ESCO, Sentinel™ Platinum Class II Type A2)
gerceklestirildi.  Hiicresizlestirilmis iskelelere ekimi yapilacak
hiicreler 1. pasajdan alind1.

2.3. Yeniden Hiicrelendirme (Recellularization)

Hiicresizlestirilmis pulmoner yaprakgik ve arter duvari kisimlarindan
0,5 cm?’lik kesitler alind1 ve hiicre ekiminden dnce bir gece hacimce
%70’1ik etil alkolde steril edildi. Daha sonra steril kabin igine
yerlestirilip her iki yiizeyi UV 15181 altinda 15 dk boyunca steril edildi.
Sterilizasyon islemlerinden sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kabi igine
yerlestirilen numunelerin iistiine besiyeri eklendi ve ekim yapilana
kadar COz inkiibatdriine yerlestirildi. Oncelikle steril kiiltiir kabininde
fibroblast hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan ayrildiktan sonra
santrifiijle (Niive, NF 800R) ¢oktiiriildii ve hiicre pelleti 1 ml
besiyerinde ¢Oziindiiriildii. Hiicre saymmi igin hemositometre
kullanild1 ve yaprakgiklarin fibrosa katmanina, duvar orneklerinin
intima katmanina 10* yogunlukta ekim gerceklestirildi. Tki saatlik
statik kiiltiirden sonra ayni numunelere 103 yogunlukta HUVEC lerin
ekimi gergeklestirildi. Ayni sayida direkt kiiltiir kabina ekilen hiicreler
kontrol grubu olarak belirlendi ve tiim Ornekler inkiibatorde statik
olarak kiiltiirlendi. Tiim analizler 7 giin statik olarak kiiltiirlenen
orneklerde gergeklestirilirken, sadece MTT analizi 1, 3 ve 7. giinlerde
gerceklestirildi.

2.4. Histolojik Calismalar (Histological Studies)

7 giin boyunca yeniden hiicrelendirilen kapakgiklardaki hiicre
adezyonu ve iskele i¢ini doldurabilen hiicreleri gozlemleyebilmek igin
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H&E boyama yapilmis ve SEM kullanildi. Prosediir daha dnce tarif
edildigi gibi uygulandi. Ek olarak DAPI (Invitrogen,
NucBlue™)/Phalloidin (Cell Signaling Technology, Alexa Fluor 488)
floresan boyalar1 kullanilarak hiicreler isaretlendi. Kisaca kesitleri
alinan 6rnekler Phalloidin ile 15 dk boyunca karanlik ortamda oda
sicakliginda inkiibe edildi ve fazla boya lamdan uzaklastirild.
Ardindan kesitlerin iistiine DAPI i¢eren kapatma medyumu eklendi
ve lamel ile kesitler kapatildi. Preparatlar 1 gece +4°C’de
bekletildikten sonra lazer taramali konfokal mikroskop (ZEISS LSM
800) ile goriintiilendi.

2.5. MTT Analizi (MTT Assay)

1., 3. ve 7. gilinlerde kontrol grubu, yaprak¢ik ve arter duvar
numunelerinin bulundugu kuyucuklardan besiyeri uzaklastirildi ve
ornekler PBS (CAPRICORN) ile yikandi. Daha sonra &rnek basina,
serum icermeyen 180 pl DMEM ve 20 ul MTT (Solarbio Life
Sciences, M8180) reaktifi eklenerek kiiltiir kosullarinda 4 saat inkiibe
edildi. Bu siire sonunda ¢ozelti ortamdan uzaklagtirildi ve 6rneklerin
tistiine 200 pl MTT c¢oziiciisti eklendi. Ardindan pipetaj yapildiktan
sonra kuyucuklarin igindeki mor renkli ¢ozelti 96 kuyucuklu plakaya
aktarildi ve ELISA’da (Thermo Scientific, Multiskan GO) 570 nm
dalga boyunda absorbanslari 6lgiildii. Blank olarak MTT ¢6ziiciisii
kullanildi ve kontrol gruplarina kiyasla iskelelerdeki hiicre
proliferasyonu belirlendi.

2.6. RNA Izolasyonu ve cDNA Eldesi
(RNA Isolation and cDNA Obtaining)

7. gline ait 6rneklerin RNA izolasyonu i¢in Trizol eslenigi olan
Trigent (Nucleogene, NGE023) kullanild1 ve ireticinin talimatina
gore manuel ekstraksiyon gergeklestirildi. Prosediir kisaca, yaklagik
50-100 mg doku Orneklerinin {istiine 1 ml Trigent ilave edildi ve
homojenizatorde ogiitiildii. Santrifij tiipli icerisine aktarilan
homojenatin iizerine kloroform ilave edildi ve tiipler alt ist edildikten
sonra santrifiijlendi. Slipernatant kisim yeni tiiplere aktarilip {izerine
izopropanol eklendi ve nazikge alt {st edildi. Yeniden
santrifiijlemenin ardindan supernatant kisim uzaklastirild: ve seffaf
pellet hacimce %75’lik etanol ile yikandi. Tipler bir kez daha
santrifiijlendi ve etanol uzaklastirildiktan sonra tiipler kurumak iizere
steril kabinde bekletildi. RNA ornekleri kuruduktan sonra 50 ul
niikleaz igermeyen steril sui le ¢6ziindiiriildii. Daha sonra RNA
ornekleri -80°C’de muhafaza edildi.

Total RNA’dan komplementer DNA (cDNA) c¢evrimi i¢in abm
OneScript Plus cDNA sentez kiti kullanild1. Uretici talimatlarma gore
10 pl RNA igeren toplam 20 pl’lik reaksiyon kuruldu. Ornekler PCR
(Applied Biosystems, 2720) cihazina yerlestirildikten sonra 1 dongii
15 dk 55°C, 1 dongii 5 dk 85°C’de ters transkripsiyon reaksiyonunun
gergeklesmesi saglandi. Bu silirenin sonunda ornekler -20°C’de
muhafaza edildi.

2.7. Temel ECM Proteinlerinin Gen Ifadelerinin Belirlenmesi
(Determination of Gene Expressions of Essential ECM Proteins)

Temel ECM proteinlerinden olan kollajen tip I (Col!), kollajen tip 111
(Col3), elastin (Eln) genlerinin ifadesi, FluoCycle I1I™ SYBR®
Master Mix kullanilarak ger¢ek zamanli PCR (Agilent, AriaMx) ile
belirlendi. Uretici talimatina gére bir 6rneklik reaksiyon igin 1 pl
cDNA kullamld1 ve total reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde
ayarlandi. Reaksiyon i¢in kullanilan primer listesi ve dizileri Tablo
1’de verilmistir. Daha sonra tiipler cihaza yerlestirildi ve termal profil
1 dongii 95°C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 45 dongiiliik amplifikasyon
basamagi 95°C’de 15 sn ve ardindan 60°C’de 1 dk olacak sekilde
ayarlandi. Sonuglarin analizleri i¢in AACt metodu kullanildi.
GAPDH, referans gen olarak analize dahil edildi.
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2.8. Istatistiksel analiz (Statistical Analysis)

Analiz her grup igin 3 tekrarli sekilde gerceklestirilmistir. Veriler
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel analiz i¢in
IBM SPSS Statistics (Version 23) yazilimi kullamlmustir. Iki grubun
ortalamasini karsilagtirmak icin Student’s t testi, ikiden fazla olan
gruplarin ortalamalarini karsilagtirmak i¢in tek yonlii varyans analizi
(one way ANOVA) testi uygulanmistir. p<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlaml kabul edilmistir.

3. Sonuglar ve Tartismalar (Results and Discussions)

Koyun kalp kapakgiklart SD ve SDS kullanilarak hiicresizlestirilmis
ve islemin sonunda makroskobik gézlemde Sekil 1°deki gibi 6zellikle

saydam olan yaprak¢ik kisimlarinin mat renge, pulmoner kok
kismindaki kasla iligkili bolgenin kirmizidan agik kahverengiye
dondiigii gézlenmistir.

DNA miktarinin  belirlenmesi  amaciyla DNA  izolasyonu
gergeklestirilmis ve nanodrop ile ng/ul cinsinden 6l¢iim sonuglari
alinmistir. Nanodrop 6l¢lim sonuglarina gére kontrol grubu yaprakeik
orneklerinin DNA miktar1 982 + 131,3 ng/ul, arter grubu 1783,3 +
110,4 ng/pl olarak belirlenmistir. Hiicresizlestirme sonras1 yaprak¢ik
orneklerindeki ¢ift zincirli DNA miktar1 54,22 + 9 ng/ul ve arter
orneklerindeki DNA miktar1 da 26,04 + 13 ng/ul’ye diismistiir (Sekil
2). Kontrol gruplarma goére DNA giderimi yaprak¢ik ve arter
kisimlarinda  sirastyla %94 ve %98’dir. Literatiirde yer alan
caligmalarin ¢ogunda hiicresizlestirme ile DNA yaklagik %95

Tablo 1. Ger¢ek zamanli PCR reaksiyonunda kullanilan primer dizi listesi. (Primer sequence list used in real-time PCR reaction)

Coll F 5'-CCACTGGTCCCCAAATCTAA-3' REFERANS

Coll R 5-GCTTCTTTGGCAGTCTGAGG-3' (Eslami vd., 2015)
Col3 F 5'- CTT CTC TCC AGC CGA GCT TC-3'

Col3 R 5'- CCA GTG TGT TTC GTG CAA CC-3' (Demir, 2021)

ElnF 5'-CAGCCAAATACGGTGAAACA-3'

Eln R 5'-AACACCAGGGACTCCAACAC-3' (Eslami vd., 2015)
GAPDHF  5-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’

GAPDHR  5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’ (Hénninen vd., 2009)

Sekil 1. Koyun pulmoner kalp kapak¢igimin dogal ve hiicresizlestirilmis hali (Native and decellularized sheep pulmonary heart valve)
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Sekil 2. Kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis yaprakg¢ik/arter numunelerinden elde edilen DNA’larin nanodrop dl¢iim sonuglart (ng/ul).
***p<0,001 istatistiksel olarak anlamlidir (Nanodrop measurement results of DNA obtained from control group and decellularized leaflet/artery
samples (ng/pl). ***p <0.001 statistically significant)
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oraninda temizlenmektedir [32, 33]. Yaptigimiz ¢alismada DNA
giderimi literatiir verileri ile benzerlik gdstermis ve en az %94
oraninda DNA giderimi ile deterjan tabanl hiicresizlestirme islemi
koyun kalp kapakgiklarinda etkin hiicresizlestirmeyi saglamustir.

SEM  goriintiileri, kontrol  grubu ile  karsilasgtirildiginda
hiicresizlestirilmis orneklerin yiizeylerindeki endotelyal tabakanin
yok oldugunu ve kollajen fibrillerin agiga ¢iktigin1 gostermistir (Sekil
3). Ayrica  hiicresizlestirme sonrasi subendotelyal yapmin
korundugunu da ortaya ¢ikarmistir.

Yaprakgiklar sirastyla fibrosa, spongiosa ve ventrikiilaris olmak {izere
3 katmanli yapidan meydana gelmektedir. Fibrosa katmaninda
kollajenler, spongiosa katmaninda glikozaminoglikanlar  ve
ventrikiilaris kisminda elastinler agirlikli olarak konumlanmistir.
Hiicresizlestirme siirecinde kullanilan metoda bagli olarak bu 3
katmanli yapidaki temel ECM bilesenleri az da olsa etkilenmektedir.
Bu hasari belirlemek i¢in H&E boyama yapilmis ve Sekil 4. de
yaprakeiklarin fibrosa katmaninda kollajen miktar1 ve yonelimlerinde
farklilik olmadig1 gosterilmistir. H&E boyama sonucunda elde edilen
gorlintiilerde boyanmis higbir ¢ekirdege veya hiicresel kalintiya
rastlanmamigtir. SEM goriintiileri de yilizeyde endotelyumun
olmadigim1 dogruladigindan SD ve diisik yogunlukta SDS ile
hiicresizlestirilmis pulmoner yaprakg¢ik ve arter kisimlarinda hiicre
¢ikarimi basariyla gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirli ile HUVEC ve
insan dermal fibroblast hiicreleri 1. Pasaja kadar kiiltiir plaginda
cogaltilmigtir.

Kontrol

Arler

Hiicresizlestirilmis yaprake¢ik ve arter duvari tizerine ekilen hiicrelerin
proliferasyonunu ve olast sitotoksiteyi belirlemek i¢in MTT analizi
yapilmistir. Kontrol grubu olarak 96 kuyucuklu plakaya ekilen
hiicreler kullanilmistir. Analiz verilerine gore ekimden 1 giin sonra
canli hiicre yogunlugunun en ¢ok oldugu grup kontrol grubu iken,
hiicresizlestirilmis arter duvari 6rneklerine ekilen hiicrelerin canliligt
kontrol grubunun yaklagik %50’si, hiicresizlestirilmis yaprakg¢ik
orneklerine ekilen hiicre canlilifi kontrol grubunun yaklasik %70’
diizeyindedir. Ekimden 3 giin sonra kontrol grubuna kiyasla hiicre
canlilig1 arter duvari drneklerinde %90°a, yaprakgik 6rneklerinde ise
yaklasik %98’e ulasmigtir. 7. glinde ise hiicre canliligi en yiiksek olan
grup neredeyse %115°1ik bir oranla yaprakc¢ik drnekleri olurken arter
duvarlarindaki hiicre canlilig1 yaklasik %105°lik bir oranla kontrol
grubundan daha yiiksek bir metabolik aktivite sergilemistir (Sekil 5).

Yeniden hiicrelendirme sonrasti arter duvari ve yaprakgiklardaki hiicre
adezyonunu belirlemek amaciyla H&E boyama yapilmistir.
Yaprak¢ik Orneklerinin  goriintiilerinde fibrosa ve ventrikiilaris
tabakasinda konumlanmus hiicre ¢ekirdekleri goriinmektedir (Sekil 6).
Fakat daha i¢ kisimda yer alan spongiosa tabakasinda boyanmis
hiicreye rastlanmamis ve 3 katmanli yaprake¢ik yapisinin tamamen
yeniden hiicrelendirilmesi  gerceklesmemistir.  Arter  duvart
orneklerinde ise gerek ylizeye yakin bolgeler gerekse daha ig
katmanlar dahil olmak iizere hiicre c¢ekirdekleri gozlenmis ve
neredeyse tamamen yeniden hiicrelendirme basarili olmustur (Sekil
7).

Hiicresizlestirilmis

Sekil 3. Kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis yaprakgik/arter numunelerinin SEM goriintiisii (3000X). Kontrol gruplarinda piiriizsiiz
endotelyum yiizeyi gozlenirken, hiicresizlestirilmis 6rneklerde endotelyumun ¢ikarildigi ve fibrillerin agiga ¢iktigi, porlu bir yiizey
goriilmektedir (SEM image (3000X) of control and decellularized leaflet/artery samples. An almost smooth endothelial surface was observed in the
control groups, whereas decellularized samples showed a porous surface where the endothelium was removed and fibrils were exposed)
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Kontrol Hiicresizlestirilmis

Sekil 4. H&E ile boyanmis kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis yaprakgik (Y)/arter (A) gériintiileri. Kontrol gruplarinda siyah renge
boyanmus niikleuslar gézlenirken, hiicresizlestirme sonrasi 6rneklerde higbir niikleusa rastlanmadi
(H&E stained control and decellularized leaflet (Y)/artery (A) image. While black-stained nuclei were observed in the control groups, no nuclei were
found in the samples after decellularization)
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Sekil 5. Yeniden hiicrelendirilmis kapakg¢ik dokularinin MTT analizi sonuglart (K: kontrol, Y: yaprake¢ik, A: arter duvari) ***p <0,001
istatistiksel olarak anlamlidir
(MTT assay results of recellularized valve tissues (K: control, Y: leaflet, A: artery wall) ***p <0.001 statistically significant)
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Fibrosa Ventrikiilaris

Sekil 6. H&E ile boyanmig yeniden hiicrelendirilmis yaprak¢ik drneginin (R) fibrosa ve ventrikiilaris tabakalarinda konumlanmig
hiicrelerin 151k mikroskobundaki goriintiisii (40X’lik objektif) D: Hiicresizlestirilmis grup, R: yeniden hiicrelendirilmis grup
(Light microscope image (40X objective) of cells located in the fibrosa and ventricularis layers of the recellularized leaflet sample (R) stained with H&E.
D: Decellularized group, R: recellularized group)

Sekil 7. H&E ile boyanmis yeniden hiicrelendirilmis arter duvari 6rneginin (R) 151k mikroskobundaki goriintiisii. D: Hiicresizlestirilmis
grup, R: yeniden hiicrelendirilmis grup
(Light microscope image of a sample of recellularized arterial wall stained with H&E. D: Decellularized group, R: recellularized group.)
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DAPI/Phalloidin ile floresan olarak isaretlenen Orneklerde H&E
boyanmig 6rneklere benzer sekilde, 6zellikle arter duvari 6rneklerinin
i¢ katmanlarina kadar hiicrelerin sizdig1 net bir sekilde goriiliirken,
yaprakeik drneklerindeki yeniden hiicrelenme arter duvari 6rneklerine
gore ¢ok diisiik seviyede ve yaprak¢ik yiizeyine yakin bolgelerle
siirh kalmigstir (Sekil 8).

Yeniden hiicrelendirme sonrasi arter duvari ve yaprakg¢iklardaki hiicre
adezyonunu ve endotelizasyonu belirlemek amaciyla SEM
goriintiileri ¢ekilmistir. Yaprakgik 6rneklerinin yiizeyinde hiicreler
net bir sekilde goriinmekle birlikte 7 giinliik kiiltiirde endotelizasyon
biitiiniiyle saglanamasa da hiicrelerin tutundugu boélgelerde tek katli
endotelyum olusmaya baslamistir. Arter duvari Orneklerinde ise
hiicrelerin daha genis alana yayilimi ve tek katli endotelyumun daha
biiyiik boyutlarda, yaprak¢ik drneklerine gore daha kesintisiz oldugu
goriilmektedir (Sekil 9).

Yeniden hiicrelendirilmis yaprakeik ve arter duvar1 érneklerinde yeni
ECM sentezini belirleyebilmek igin, temel ECM proteinlerini ifade
eden genlerin ifade oranlari ger¢ek zamanli PCR ile belirlenmigtir
(Sekil 10). Elde edilen sonuglara gore arter duvarindaki Coll gen
ifadesi kontrol grubuna gore 1,56 katlik 6nemli bir artig gosterirken,
yaprakeik orneklerindeki Coll gen ifadesinde kontrol grubuna gore
yaklasik 0,4 katlik 6nemli bir azalma meydana gelmistir. Benzer
sekilde Col3 gen ifadesinde kontrol grubuna gore arter duvari
orneklerinde 1,6 katlik bir artis gézlenirken yaprak¢ik 6rneklerinde
yaklasik 0,4 katlik onemli bir azalma meydana gelmistir. Eln gen
ifadesi de hemen hemen ayni sonuglar vererek arter duvarinda kontrol
grubuna gore 1,57 katlik bir artis, yaprakgik érneklerinde yaklasik 0,7
katlik bir azalig gézlenmigtir.

Doku miihendisligi ile iiretilmis canli bir kapak elde etmek i¢in
hiicresizlestirilmis kapakgiklarm, dogal kapak hiicre popiilasyonunu

Arter

taklit edebilmesi adina valviiler endotelyal hiicreler (VEC) ve valviiler
interstisyel hiicrelerden (VIC) olusan karigtk hiicre grubuyla
tohumlanmasi gerekmektedir. VEC'ler kapak ylizeyi iizerinde
trombotik  olmayan bir tek tabaka saglar ve kapak
hemodinamiklerinde 6nemli bir rol oynar [34]. VIC'ler kapagin
ECM'sinin yeniden sekillenmesinde aktif olup hem doku
dayanikliligii hem de biiylime 0zelliklerini saglar [35]. Ortak
kiiltirde VEC’ler VIC'leri daha dogal bir fenotipe dogru diizenledigi
i¢in, iki hiicre tipi arasinda gii¢lii bir iligki bulunmaktadir [34]. Doku
miihendislikli kapaklari iiretmenin temel zorluklarindan biri bu iki
hiicre grubunun birlikte ekilmesidir. VEC’ler tarafindan re-
endotelizasyon tiim kapak yiizeylerinde meydana gelirken, VIC’ler
tarafindan interstisyel yeniden hiicreleme arter duvari ve siniis ile
sl kalmaktadir.  Bu  nedenle asil  zorluk  yaprakeik
interstisyumunun VIC benzeri hiicrelerle yeniden doldurulmasmda
yatmaktadir [36—40]. Bu ¢alismada HUVEC ve fibroblast hiicreleri,
hiicresiz kapakgiga birlikte ekilerek 7 giine kadar statik olarak
kiiltiirlenmistir. Bu siire zarfinda 1, 3 ve 7 giinliik periyotlarda hiicre
proliferasyonu ve olas1 deterjan kalintisina karsi sitotoksite MTT
analiziyle belirlenmistir. MTT bulgularina gére kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda giinden giline artan metabolik aktivite, SD ve
diisiik yogunluklu SDS ile hiicresizlestirme igleminden sonra etkili
yikamanin gergeklestirildigi ve sitotoksiteye sebep olabilecek
diizeyde bir deterjan kalintisinin olmadigimni gostermektedir. Bunun
yaninda ekilen hiicrelerinin, hiicresizlestirilmis koyun kalp
kapak¢igma tutunabildigi ve sorunsuz bir sekilde c¢ogalabildigi
sonucuna vartlmaktadir.

SEM mikrograflar incelendiginde arter duvar1 ve yaprakgiklarda
HUVEC’lerin iskelelere tutundugu ve genis alana yayildiklari
goriilmektedir. 1ki grupta da tek tabakali hiicre katmani olusmaya
baglamig fakat arter duvarinda daha kesintisiz ve genis sekilde olurken

Yaprakgik

Fibrosa

Sekil 8. DAPI/Phalloidin floresan boyalar ile boyanmis yeniden hiicrelendirilmis arter duvari ve yaprakeik drneklerinin konfokal
mikroskop goriintiisii (Confocal microscope image of recellularized arterial wall and leaflet samples stained with DAPI/Phalloidin fluorescent dyes)

523



inal ve ark. / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 40:1 (2025) 515-527

Yaprakgtk

Sekil 9. Yeniden hiicrelendirilmis arter duvari ve yaprakeik drneklerinin SEM mikrografi. D: Hiicresizlestirilmis grup, R: yeniden
hiicrelendirilmis grup
(SEM micrograph of recellularized arterial wall and leaflet samples. D: Decellularized group, R: recellularized group)
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Sekil 10. Yeniden hiicrelendirilmis arter duvari ve yaprakgik rneklerindeki temel ECM proteinleri gen ifadelerindeki degisim.
Sonuglar kontrol grubuna gére normalize edilmistir (K: Kontrol, Y: Yaprakeik, A: Arter duvart) ***p <0,001 istatistiksel olarak
anlamlidir (Change in essential ECM proteins gene expressions in recellularized arterial wall and leaflet samples. Results are normalized to the control
group (K: Control, Y: Leaflet, A: Arterial wall) ***p <0.001 is statistically significant)

yaprakeiklarda kesintili ve 6zellikle kivrimlarin oldugu yiizeylerde
gergeklesmistir. Genel olarak reendotelizasyon hiicresizlestirilmis
koyun kapakeiklarinda 7 giin gibi kisa siirede dnemli sayilabilecek
diizeyde gerceklesmigtir. Fakat histolojik bulgularimiz literatiirdeki
524

diger calismalara paralel olarak o&zellikle yaprake¢iklarn ig
katmanlarma ¢ok sinirli fibroblast hiicre infiltrasyonu gdstermistir.
Benzer sekilde hiicresizlestirilmis insan kalp kapak¢igma ekilen
kardiyak mezenkimal stromal hiicreler (CStC) yaprak¢ik yiizeyine
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yapisarak orijinal hiicre yogunlugunun %901 korumus ancak i¢
katmanlara sizma konusunda verimsiz oldugu bildirilmistir [41].
Calismamizda arter duvarinda yaprakgiklara nispeten daha yogun
infiltrasyon gozlenmektedir. Kalp kapak¢igi doku miihendisliginde
zaten var olan bu sorunu ¢dzmek igin statik kiiltiirden ziyade hiicre
ekiminden sonra mekanik veya kimyasal kosullandirma
uygulamalariyla daha yogun bir hiicre popiilasyonu elde edilmeye
caligilmistir.  Hiicresizlestirilmis  pulmoner kapake¢ik  koyun
miyofibroblast ve endotel hiicreleriyle ekildikten sonra biyoreaktdrde
fizyolojik pulmonik kosullar altinda kiiltiirlenmistir [42]. Bunun
sonucunda yaprakgiklarin i¢ katmanlarinda neredeyse dogal dokuyla
ayni derecede hiicresellik elde edilmistir. Bagka bir mekanik
kosullandirmanin hiicre infiltrasyonu {izerine etkisini inceleyen bir
caligmada hiicresizlestirilmis koyun aort kapakgiklart biyoreaktor
sisteminde insan MSC’leri ile ekilmis ve negatif-pozitif basing
kosullar1 altinda yeniden hiicrelendirme aragtirtlmistir [43]. Mekanik
kosullandirma uygulanmayan statik kiiltiirlenmis dokuda yaprakeik i¢
dokularina hiicre sizintis1 olmazken kosullandirilmis yaprakgiklarin ig
katmanlarina hiicreler sizabilmis fakat tam bir hiicresellik
gozlenmemistir. Kimyasal modifikasyonda fenotipe 6zgii hiicresel
baglanmay1 desteklemek, kapak¢ik mekanigini desteklemek ve hiicre
farklilagmasini yonlendirmek icin sitokinler, kemokinler, biiyiime
faktorleri, antikorlar ve polimerler kullanilmaktadir [3]. Fakat
kimyasal kosullandirma ile yaprak¢ik i¢ katmanlarinin yeniden
hiicrelendirme orani, mekanik kosullandirmaya gore daha diisiik
bulunmustur [44—46]. Dolayisiyla in vitro yeniden hiicrelendirmenin
tam olarak saglanabilmesi i¢in daha etkin hiicre ekim metodlarina ve
fizyolojik kosullandirma altinda popiilasyonun gelistirilmesine
ihtiyag vardir.

Tim bu aragtirmalarin aksine hiicresizlestirilmis kapakgiklara in
vitroda hiicre ekilmesine gerek olmadigini, implant modellerinde
otolog hiicreler tarafindan hiicresiz iskelenin istila edildigini bildiren
calismalar da mevcuttur. Ornek olarak hiicresizlestirilmis domuz ve
koyun kapakgiklari, koyunlara implante edildikten sonra arter
duvarlarinin yeniden hiicrelendirildigi, yaprakg¢ik i¢ katmanlarina ise
minimal hiicre sizintis1 gerceklestigi rapor edilmistir [37,47].
Yaprakgiklarin i¢ katmanlarina hiicre infiltrasyonunun neden bu kadar
zor oldugunun kesin sebebi heniliz agiklanamamistir. Fakat
hiicresizlestirme uygulamalariyla 6zellikle fibrosa katmaninda
meydana gelen agiklik ve bozulmalar, hiicrelerin orta katmana kadar
gdclinii ve tutunmasini engelliyor olabilir. Bunlarin yaninda yap:
itibariyla arter duvar ylizeyinin yaprakgiklara gore daha diiz oldugu
ve yaprakciklarin kivrimli yapisi goz Oniinde bulundurulursa,
ozellikle VIC’lerin kivrimli bolgelerde kiimelenmeye basladigi ve
diizgiin bir yayilim saglayamadig: ihtimali de ortaya cikabilir.

Yeniden hiicrelendirilen iskelelerde yeni ECM sentezinin gergeklesip
gerceklesmedigini belirlemek adina temel ECM proteinlerinden olan
kollajen tip I, tip III ve elastinleri kodlayan genlerin ifadeleri Real
Time PCR ile gerceklestirilmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore arter
duvarlarinda arastirilan 3 genin ifadesinde kontrol grubuna gore
O6nemli artiglar g6zlenmistir. Dolayisiyla iskele igine sizabilmis
hiicreler hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakg¢iklarinda yeni ECM
bilesenlerini sentezlemeye baglamislardir. Fakat yaprakg¢iklarda aksi
sekilde kontrol grubuna gore bu gen ifade seviyelerinde kritik
diistisler gézlenmistir. Bunun sebebi histolojik bulgularda goriildiigi
lizere yaprak¢ik i¢ katmanlarinin ¢ok yetersiz veya hig
hiicrelenmemesidir. Theodoridis vd. yaptiklart bir ¢aligmada koyun
pulmoner kapakgiklarini hiicresizlestirmis, otolog koyun endotel
hiicreleriyle in vitroda yeniden hiicrelendirip koyunlara 12 ay kalacak
sekilde implante etmisler ve doku rejenerasyonunu aragtirmislardir
[48]. Elde ettikleri bulgulara gore arter duvarina yogun konakgr VIC
sizintis1 gergeklesirken yaprakgeiklarin sadece yiizeyine yakin bolgede
minimal VIC gozlenmistir. Bunun yanisira kollajen onciisii olan ve
i¢sel kollajeni gosteren prokollajen tip 1 antikoruyla immiinofloresan

olarak isaretlenmis Orneklerde pozitif boyama ve dolayisiyla doku
rejenerasyonunun  gerceklesmeye basladigi  gozlenmigtir. Fakat
bulgularimiza  benzer sekilde yaprak¢ik i¢c  katmanlarina
ilerleyemeyen VIC’ler arter duvari ile karsilastirildiginda ¢ok az
pozitif boyama géstermistir. Benzer durum domuz kapakgiklarinda da
meydana gelmistir; hiicresizlestirilmis domuz kalp kapagi
allogreftlerinin 15 aylik implantasyonun ardindan herhangi bir
kosullandirma olmaksizin yeniden hiicrelendigi ve yapilan
mikroarray analizine gore 6zellikle arter duvarlarinda kollajen, elastin
gibi ECM proteinlerinin aktif olarak sentezlendigi bildirilmistir [40].
Elde ettigimiz gen ifadeleri verileri literatiir verileriyle benzerlik
gostermektedir. Bu ¢aligma ile literatiirde ilk defa deterjan bazli
metotla hiicresizlestirilmis koyun pulmoner kalp kapakeiklarmin
farklilagmis insan hiicreleri ile rejeneratif o6zellik kazandigi
gosterilmistir.

3. Sonuglar (Conclusions)

Bu ¢alismada, kalp kapak¢ig1 doku miihendisligindeki uygulamalar
icin uygun bir baglangi¢ matrisi elde etmek iizere koyun pulmoner
kalp kapak¢igi SD ve disiik yogunluklu SDS kullanarak
hiicresizlestirilmistir. ~ Hiicresizlestirmeyi takiben bu islemin
etkinligini belirlemek ve Orneklerde meydana gelen degisimleri
belirlemek adina elde edilen iskeleleri ¢esitli karakterizasyonlara tabii
tutulmustur. Bunlara ek olarak hiicresizlestirilmis koyun pulmoner
kapake¢igr tizerine HUVEC ve insan dermal fibroblast hiicreleri
ekilmistir. Ardindan Temel ECM proteinleri sentezleyen genlerin
ifadeleri arastirilmigtir. Histolojik goriintiiler ve kalintt DNA analiz
sonuglari bize tamamen hiicresiz bir iskele elde ettigimizi, SEM ve
histolojik goriintiiler dogal mimarinin ve 3 katmanli yaprakeik
yapisinin  korundugunu gostermistir. Ayrica farklilagmig insan
hiicreleriyle yeniden hiicrelendirilen hiicresizlestirilmis koyun kalp
kapakgiklarinda yeniden yapilanmaya dair belirteglerin ifade edildigi
gosterilmistir. Ayrica yeniden hiicrelendirmenin kapak yiizeyleri
boyunca basarili bir sekilde saglanmasi, hiicresizlestirilmis koyun
kalp kapak¢iklarinin  biyouyumlu  oldugunun  gostergesidir.
Dolayisiyla bulgularimizdan yola ¢ikarak insanlara yonelik
tasarlanacak olan kalp kapak¢igi implantlarinda hiicresizlestirilmis
koyun kalp kapakeiklarinin kullanilebilecegi ongoriilmektedir. Bu
ylizden hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklarimm klinik
caligmalarda degerlendirilmesine mutlak surette ihtiyag vardir.
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