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OZET

KOYUN KALP KAPAKCIGININ HUCRESIZLESTIiRILMESIiYLE REJENERATIF
INSAN KALP KAPAKCIGININ GELISTIRILMESIi VE ETKINLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

Diinya c¢apinda oOliimlerin neredeyse 3’te 1’ine sebep olan kardiyovaskiiler hastaliklar
icerisinde kalp kapakg¢ik hastaliklar1 en sik rastlanilan tiirlerden biridir. Mekanik ve
biyoprostetik olmak tizere kalp kapake¢igr degisimi operasyonlarinda kullanilmak igin
gelistirilmis iki simf kapake¢ik bulunmaktadir. Fakat mekanik kapaklarin omiir boyu
antikoagiilasyon ila¢ tedavisi gerektirmesi ve pediatrik hastalar i¢in uygun olmamasi gibi
dezavantajlart bulunmaktadir. Biyoprostetik kapakegiklar da kisa Omiirlii olmalar1t ve
immiinolojik sikintilarindan dolay1 ¢esitli dezavantajlara sahiptir. Bugiine kadar {iretilen tiim
kapak protezlerinin sinirli kullanim 6mrii olup yeniden operasyon gerektirmektedirler.
Dolayisiyla canli, rejeneratif, biyouyumlu bir kapakeik tiretimindeki zorluklarin iistesinden
gelebilmek icin kalp kapakcigi doku miihendisligi umut vaat etmektedir. Bu dogrultuda
baslangic matrisi olusturmak amaciyla farkli tiir canlilardan elde edilen kalp kapakgiklari
cesitli metodlar yardimiyla hiicresiz hale getirilmis ve biyouyumluluklar test edilmistir. Test
edilen kapaklar ¢cogunlukla domuzlardan elde edilmis olmasina ragmen literatiirde yer alan
klinik sonuglara gore domuz kapakgiklar: insanlarda basarisiz olmaktadir. Bu ylizden farkl
tiirlerden elde edilmis hiicresiz kapakgiklarin baslangic matrisi olarak degerlendirilmesine
thtiyag  vardir.  Ayrica koyun kalp kapak¢iklarmin  klinik  ¢alismast  heniiz
gerceklestirilmemistir. Bu ylizden klinik calismalara 1s1k tutacak sekilde bu tezde ilk defa
koyun pulmoner kapakg¢iklari hiicresizlestirildikten sonra insan gobek kordonu endotel
hiicreleri (HUVEC) ve insan dermal fibroblast hiicrelerinin kokiiltiirii araciligiyla hiicresiz
iskele yeniden hiicrelendirilmeye calisilmis ve insan hiicrelerinin, koyun kapakc¢ik matrisinde
hiicre dig1 matris (ECM) elemanlarini yeniden {iretme potansiyelleri arastirilmistir. Elde edilen
bulgulara gore pulmoner arter duvarinin insterstiyumuna yiiksek diizeyde hiicre sizmasi ve
yuksek diizeyde yeniden hiicrelendirme saglanmis ve kollajen, elastin gibi temel ECM
proteinlerin gen ifadesinde 6nemli artis gozlenmistir. Dolayisiyla hiicresizlestirilmis koyun
kalp kapakeiklart insan hiicreleriyle yeniden hiicrelendirildikten sonra canli ve rejeneratif
ozellik kazandigi i¢in domuz muadillerine veya diger protezlere bir alternatif olusturma
potansiyeli yiiksektir.

Anahtar Kelimeler: Doku Miihendisligi, Kalp Kapak¢igi, Hiicresizlestirme, Ksenogreft,

Rejenerasyon.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF THE EFFICACY OF REGENERATIVE
HUMAN HEART VALVE BY DECELLULARIZATION OF SHEEP HEART VALVE

Among cardiovascular diseases, which cause almost 1 in 3 deaths worldwide, heart valve
diseases are one of the most common types. There are two classes of valves developed for use
in heart valve replacement operations: mechanical and bioprosthetic. However, mechanical
valves have the disadvantages of requiring lifelong anticoagulation medication and are not
suitable for paediatric patients. Bioprosthetic valves also have several disadvantages due to
their short life span and immunological problems. All valve prostheses produced to date have
a limited lifespan and require reoperation. Therefore, heart valve tissue engineering shows
promise in overcoming the challenges of producing a viable, regenerative, biocompatible
valve. In this direction, in order to create a starting matrix, heart valves obtained from
different species were decellularised by various methods and their biocompatibility was
tested. Although the valves tested were mostly derived from pigs, clinical results in the
literature suggest that porcine valves fail in humans. Therefore, there is a need to evaluate
acellular valves obtained from different species as a starting matrix. In addition, clinical trials
of sheep heart valves have not yet been performed. Therefore, in order to shed light on
clinical studies, in this thesis, for the first time, after decellularizing sheep pulmonary valves,
an attempt was made to recellularize the acellular scaffold through the coculture of human
umbilical cord endothelial cells (HUVEC) and human dermal fibroblast cells, and the
potential of human cells to regenerate extracellular matrix (ECM) elements in the sheep valve
matrix was investigated. According to the findings obtained, a high level of cell infiltration
and a high level of recellularisation of the pulmonary artery wall was achieved and a
significant increase in the gene expression of basic ECM proteins such as collagen and elastin
was observed. Therefore, decellularised sheep heart valves have a high potential to provide an
alternative to porcine counterparts or other prostheses as they are viable and regenerative after

recellularisation with human cells.

Keywords: Tissue Engineering, Heart Valve, Decellularization, Xenograft, Regeneration.
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) diinya ¢apinda 6nde gelen 6lim nedenlerinden
biridir (Kodigepalli vd., 2020). Diinya Saglik Orgiitiiniin internet sitesinde 2021’ de
yayinlanan habere gore diinya ¢apinda toplam oSliimlerin %32’sinin KVH kaynakli oldugu
belirtilmistir (World Health Organization, 2021). 2022 yilinda kardiyovaskiiler saglik
epidemiyolojisi ile ilgili yapilan bir ¢calismada diinya genelinde KVH nedenli 6liim sayilarinin
20 milyondan fazla oldugu bildirilmistir (Vaduganathan vd., 2022). KVH’ler koroner kalp
hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, periferik arter hastaligi, romatizmal kalp hastaligi,
konjenital kalp kusurlari, derin ven trombozu ve pulmoner emboli olarak gesitli siniflara

ayrilmaktadir.

Kalp kapakgik hastaliklari en sik gorillen KVH’ler arasindadir ve temelde yetersizlik
(reglirjitasyon) veya darlik (Stenoz) olmak tizere iki farkli sekilde gelismektedir (Copeland
vd., 2018). Bu iki sorun konjenital kusurlar, romatizmal ates, enfektif endokardit ve kalp
kapakgig1 kalsifikasyonu gibi farkli hastaliklar sonucu ortaya c¢ikmaktadir (VeDepo vd.,
2017a). Diinya capinda yeni doganlarin yaklasik %1'inde konjenital kalp kapak¢igi kusurlari
oldugu ve yalnizca ABD'de toplam niifusun yaklasik %2,5'ini etkiledigi bildirilmistir
(Mozaffarian vd., 2016; Ibrahim vd., 2017). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 verilerinde
ilkemizdeki yillik kapak¢ik hasta sayisi ve kapak degisimi operasyon sayisina
ulagilamamigtir. Romatizmal kalp hastaligi, streptokok bakterileri enfeksiyonuna bagl olarak
gelisen romatizmal atesten kaynaklanmakta ve iltihaplanma veya skar olusumu ile
sonuglanmaktadir (World Health Organization, 2021). Kalp kapagi hastaliklarinin erken
donemde teshisi ile gesitli ilaglarla tedavisi miimkiin olmakla birlikte, ilacla tedavinin ise
yaramadigl durumlarda cerrahi miidahaleler ile kalp kapaginin onarimi veya degistirilmesi
gerekmektedir. Kalp kapagi hastaliklarinin tedavisi i¢in diinya ¢apinda her yil yaklasik
300.000 kalp kapagi degistirme ameliyati yapilmaktadir (Seyrek vd., 2022). Bu saymin
2050’ye kadar yilda 850.000 dolaylarina ulasacagi ongoriilmektedir (Naso ve Gandaglia,
2018; Allan vd., 2019; Saleeb vd., 2019). Ortaya ¢ikacak olan ihtiyacin giderilmesi igin, kalp
kapagi ikameleri agisindan mevcut teknolojik {iirlinlerin gelistirilmesi hayati onem arz

etmektedir ve bu alanda kalp kapak¢ig1 doku mithendisligi umut vaat etmektedir.



1.1. Literatiir Ozeti

1.1.1. Kalp kapakg¢iklarinin yapisi, gelisimi ve fonksiyonlar:

Kalp kapakgiklari, atriyumdan ventrikiillere ve ventrikiillerden kardiyak arterlere tek
yonlii kan akigindan sorumludurlar. Pulmoner kapaklar kalbin sag ventrikiilii ile pulmoner
arter arasinda konumlanirken, aort kapaklar sol ventrikiil ile aort damari arasinda yer
almaktadir. Bu iki kapak¢ik anatomik olarak birbirine benzemektedir. Ayrica bunlarin
haricinde kalpte trikiispit kapak ve mitral kapak olarak adlandirilan iki kapak daha mevcuttur.
Pulmoner kapakgiklar, iki ana toplar damar araciligtyla sirastyla sag atriyum ve sag ventrikiile
dolan oksijeni kullanilmis kanin pulmoner arter ile iki akcigere de gonderilmesini saglar. Bu
sirada da kanin geri yondeki akisini engeller. Benzer sekilde aort kapagi, akciger toplardamari
ile gelen oksijenlenmis kanin aort damar ile tiim viicuda tek yonlii iletimini saglar. Pulmoner
kapaktan farkli olarak aort kapagi, tiim viicuda kan akigini yonetmedeki rolii geregi daha
yiiksek basinca maruziyeti nedeniyle diger tiim kapaklara gore hastaliga daha yatkindir

(Stewart vd., 1997).

Dogal Aort Kapagi Hiicresizlestirilmis Aort Kapagi

Sekil 1.1. Kalp kapagi makroskopik goriintiisii.

Kaynak: (Sierad vd., 2015)

Pulmoner ve aort kalp kapakegiklar1 3 adet esnek yaprak¢ik ve dairesel bir kok
kompleksinden olusmaktadir (Sacks vd., 2009). Yaprak¢iklar pulmoner veya aort duvarina
yarim ay seklinde bagl oldugu icin bu kapakgiklara yarim ay kapakgiklar: da denmektedir
(Sekil 1.1). Yaprakeiklarin duvara baglandigr ve diger yaprakeiklarla birlestigi kisma ise
komissiir adi1 verilmektedir. Yaprakgiklarin arkasinda kapaklarin kok kisminda valsalva

siniisleri ad1 verilen ve kanin ¢ikisiyla sisen genislemis cepler bulunur. Kapakg¢iklarda,
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yaprakgiklarin ince yapisi dolayisiyla besinler ve oksijen kandan dogrudan difiize
edilmektedir ve bu nedenle kan damarlari yok denecek kadar az bulunmaktadir (Schoen,
2008).
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Sekil 1.2. Aort ve pulmoner kapak yaprakgiklarmin 3 katmanli yapisinin temsili goriintiisii.
Kaynak: (Rutkovskiy vd., 2017)

Yarim ay kapaklarindaki yaprakgiklar lamina fibroza, lamina spongioza ve lamina
ventrikiilaris olmak {izere 3 katmandan olugmaktadir (Brazile vd., 2015). Fibroza katmani,
diger tabakalara gore en kalin ve ana tasiyici tabakadir (Sekil 1.2). Aortik/pulmoner arter
tarafinda bulunur, doku giicli ve dayanikliligindan sorumludur (Vesely ve Noseworthy, 1992).
Fibroza katmani basta tip | kollajen olmak iizere yogun bir kollajen agindan olusur ve
gevresel yoniine dogru yonlendirilmis kalin lif demetleri olusturur (Copeland vd., 2018). Bu
katmanda tip III kollajen de mevcuttur ve daha ince, daha agsi lifler olusturur. Elastin lifleri
kollajen lif ag1 ile seyrek olarak birbirine ge¢mistir (Vesely ve Noseworthy, 1992). Orta
tabaka olarak nitelendirilebilen spongioza, esas olarak proteoglikanlardan ve
glikozaminoglikanlardan (GAG) olusmaktadir (Joyce vd., 2009). Ayrica fibroza ile
ventrikiilaris tabakalarini birbirine baglayan seyrek bir kollajen lif ag1 da bulundurur (Stella
ve Sacks, 2007). Spongioza tabakasi, fibroza ile ventrikiilaris tabakalari arasinda bir yastik
gorevi goriir ve kapak biikiilmesinden kaynaklanan kayma gerilimlerini azaltarak kapaklarin

uzun siireli dayanikliligini1 saglar (Copeland vd., 2018). Uc tabakanin en incesi olan
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ventrikiilaris, radyal yon boyunca biiyiik deformasyonu engelleyen ve kapagin yiiklenmesi ve
bosaltilmasi sirasinda enerji dagilimini dengeleyen elastin liflerinden olusur (Isenberg vd.,
2006).

Kalp kapakgiginin hiicresel bilesenleri, kapagin hacimsel yogunlugunun yaklasik
%30'unu olusturan kapak interstisyel hiicreleri (VIC) ve kapak endotelyal hiicreleri (VEC)
icermektedir (Filip vd., 1986). VIC'ler kapakta yer alan en yaygin hiicre popiilasyonudur ve
kapak islevi, yapisal biitiinliigiin korunmasi i¢in gereklidir (Durbin ve Gotlieb, 2002). Yapisal
olarak VIC'ler fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri arasinda bir ara hiicre tipidir, ancak ayni
zamanda yaralanma veya hastaliga yanit olarak kontraktil miyofibroblastlarin 6zelliklerini de
almaktadirlar (Liu vd., 2007). VIC'ler, dokularin yapisal ve mekanik &zelliklerinin
korunmasindan sorumludur ve ayrica tip I kollajen, GAG ve elastin gibi 6nemli ECM
bilesenlerini sentezleyerek hasarli kapak dokusunun yeniden sekillenmesinde ve
onarilmasinda rol oynamaktadir (Merryman vd., 2009). VIC’ler yaprakgiklarin 3 katmaninda
da yer alabilmektedir. VIC ailesini temsil eden 5 farkli fenotip bulunmaktadir ve bir
fenotipten digerine donlisme potansiyelleri vardir. Bunlar embriyonik progenitor
endotelyal/mezenkimal hiicreler (eVIC), hareketsiz VIC'ler (qVIC), aktif VIC'ler (aVIC),
progenitér VIC'ler (pVIC) ve osteoblastik VIC'lerdir (obVIC) (Liu vd., 2007). Embriyonik
progenitdr endotelyal/mezenkimal hiicreler, embriyoda kapak olusumu siirecini baslatan
endotelyal-mezenkimal doniisiime (EMT) ugrar. qVIC'ler, yetiskin kapaginda dinlenme
halinde olan ve normal kapak fizyolojisini koruyan, yaprakg¢iklarda anjiyogenezi baskilayan
hiicrelerdir ve osteoblastik farklilasma ile obVIC'lere farklilasabilirler. pVIC'ler onarimda
onemli olabilecek progenitdr hiicrelerin heterojen bir popiilasyonundan olusur ve gerektiginde
aVIC’ lere farklilasir. aVIC'ler, hastalik ve yaralanma durumunda kapagin patobiyolojik
tepkilerini diizenleyen hiicrelerdir. Yaralanma onarimi ve kapak yeniden yapilanmasinin
ardindan aVIC'ler apoptoz yoluyla ortadan kaldirilir. Bununla birlikte, aktivasyon sinyalleri
devam ederse veya apoptotik siirecte islev bozuklugu varsa, aVIC'ler obVIC'lere doniisebilir
ve bu da anjiyogenezi, kronik inflamasyonu, fibrozisi ve kapak hastaligima yol agan
kalsifikasyonu tesvik eder (Liu vd., 2007). obVIC'ler kondrogenezi ve osteogenezi diizenler,
kapak kalsifikasyonunda aktif rolleri bulunmaktadir (Liu vd., 2007). VEC'ler kan akis yoniine
dik olarak hizalanir ve kesintisiz bir endotelyum tabakasi olusturur (Copeland vd., 2018).
Hemodinamik akisa yanit olarak VEC'ler, genel yaprak¢ik dokusu biitlinliigiinii korumak icin
VIC' lerin fenotipini, kandan VIC'lere giden besinleri ve biyokimyasal sinyalleri
diizenlemektedir (Butcher ve Nerem, 2006; Tao vd., 2012).



Kalbin normal gelisimi sirasinda kalp tiipii, kalp jeli ad1 verilen hiicresiz bir ECM ile
ayrilan endokardiyum ve miyokarddan gelismektedir (Schoen, 2008). Kalp dongiisiiniin
tamamlanmasindan sonra kapak yaprakciklari, endokardiyal yastiklar olarak bilinen
mezenkimal biiyiimelerden meydana gelmektedir (Armstrong ve Bischoff, 2004; Butcher ve
Markwald, 2007). Miyokarddan gelen sinyaller tarafindan yonlendirilen yastik olusturan
alandaki endotel hiicrelerinin bir alt kiimesi, fenotiplerini mezenkimal hiicrelerinkine
degistirir ve eVIC'leri olusturmak igin kalp jolesine go¢ eder. Embriyonik progenitér
endotelyal/endokardiyal hiicrelerin mezenkimal hiicrelere bu fenotipik/fonksiyonel
doniistimii, transdiferansiyasyon veya epitelyal-mezenkimal transformasyon (EMT) olarak
adlandirilmaktadir (Schoen, 2008). Olduk¢a karmasik bir siire¢ olan EMT sirasinda aktive
edilmis endotel hiicreleri hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybeder, diiz kas aktin (a-SMA) gibi
mezenkimal belirtegler kazanir ve kalp jolesini istila ederken endotelyal belirteclerini azaltir.

Insan kardiyak morfogenezi § ila 10 hafta i¢inde tamamlanur.

Ikinci ve fiigiincii trimester fetiislerinden, yenidoganlardan, ¢ocuklardan ve
yetiskinlerden elde edilen insan kapaklarinin karsilagtirmali ¢aligmalari, kapak yapisinin hem
hemodinamik kosullara adaptasyonu hem de ECM'de devam eden sentez ve mimari
degisiklikleri yansitarak bir dmiir boyunca gelistigini gdstermistir (Aikawa vd., 2006). Ikinci
ve liglincli trimester fetal kapaklarda, yeni olusan bir ECM ve a-SMA ifade eden hiicreler
bulunur ve bu da miyofibroblastlarin gostergesidir. Ayrica fetal kapaklarda bol miktarda
embriyonik miyosin ve matris metalloproteinaz (MMP) kollajenazlar bulunmaktadir ki bu
durum matrisin yeniden sekillenmesinde yer alan olgunlasmamis/aktive edilmis bir fenotipi
gosterir. Ayn1 zamanda fetal VEC'ler, aktive edilmis bir endotelyal fenotipin belirtegleri olan
hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1'i ifade eder
(Schoen, 2008). VIC yogunlugu, proliferasyon ve apoptozu fetal kapaklarda yiiksek iken
yetigkin kapaklarinda fetal kapaklara gore yaklasik %10’lara kadar diismektedir. Fetal
kapaklarda biiyiik olgiide aVIC fenotipi bulunurken, yetiskin kapaklarda qVIC fenotipi
gozlenmektedir. Kollajen igerigi erkenden ge¢ fetal asamalara dogru artmaktadir.

Yaprakeiklarin ti¢ katmanli mimarisi, gebeligin sonlarinda ortaya ¢ikmaktadir.
1.1.2. Kalp kapakeigr hastaliklar: ve mevcut tedavi yontemleri

Kalp kapak¢igi hastaliklart genelde VEC'lerin, VIC'lerin, ECM ve g¢evrelerinin
anormal etkilesimi yoluyla genetik, mekanik ve immiinolojik faktorler tarafindan normal

yapi-islev korelasyonlarinda bir bozulmadan kaynaklanmaktadir (Kodigepalli vd., 2020). Bu



hastaliklar konjenital kusurlar veya sonradan meydana gelen bozukluklar olarak

gelisebilmektedir.

Stenoz, genellikle dogustan gelen bir bozukluk nedeniyle kalp kapak acikliginin dar
olmast ve kanin yeterince iletilememesi durumudur (Sekil 1.3). Fakat nadiren de olsa
romatizmal ates veya karsinoid sendromu ile sonradan ortaya cikabilmektedir (Unger vd.,
2011). 4 tip kapak c¢esidinde de stenoz sorunu olusabilmektedir. Beyni ve kardiyovaskiiler
sistemi etkileyen Williams-Beuren Sendromunun, 7g11.23 kromozom band tizerindeki 26-28
bitisik genlerin (Elastin geni dahil) heterozigot olarak delesyonundan dolay: aortik stenozla
iligkili oldugu bildirilmistir (Jiménez-Altayo vd., 2020). Benzer sekilde Cutis Laxa Sendromu,
yanlis anlamli mutasyon sonucu Fibulin-4 ifadesindeki azalma ile kalinlagmis aort kapak
yaprakeiklarina neden olmakta ve dolayli olarak aort kapak stenozu ile iliskilendirilmektedir
(Hanada vd., 2007). Bikiispit aort kapag: hastalig ise, aort kapaginin ii¢ yerine iki yaprakgik
igcerdigi ve stenozla sonuglandigi yaygin bir konjenital kalp kusurudur (Michelena vd., 2008).
Dogustan olmayip sonradan stenoz gelisimi ise bireyin hayat kosullari, kotli aliskanliklarinin
olmasi, ilerleyen yas ile birlikte yipranan kapakgiklarda kalsiyum birikiminin artmasi ile
meydana gelmektedir. Stenoz tedavisi darlik seviyesine bagl olarak invaziv veya cerrahi

operasyonlarla kapagin tamiri veya degisimi ile gergeklestirilmektedir.

Saglikl aort kapag) Stenozlu aort kapag Yetersiz aort kapag)

Kapall

Sekil 1.3. Saglikl1 ve hastalikli kalp kapakg¢iklarinin agik/kapali durumdaki temsili

gorintiileri.



Kalp kapake¢igi yetersizligi 4 kapakgikta da meydana gelebilir. Temelde kapakgik
yetersizligi, yaprakgiklarin tam bir sekilde kapanmamasi sonucu kanin kapaktan geri sizmasi
seklinde ifade edilebilir. Kapak yetersizlikleri romatizmal hastalik, endokardit ve konjenital
kusurlar nedeniyle meydana gelebilmektedir. Aort kapagindaki yetersizlikler dogustan gelen
kusurlar veya enfeksiyon komplikasyonlarindan meydana gelebilirken (Abdelazeem vd.,
2022), pulmoner yetersizlikler pulmoner hipertansiyonun sonucu olarak agiga ¢ikabilir
(Tominaga vd., 2022). Trikiispit yetersizlik ise kalbin sag tarafindaki genislemis bir alt odacik
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Baumgartner vd., 2017). Fakat kalbin sol tarafindaki diger
kapak problemlerine yanit olarak da gelisebilir (Russo vd., 2020). Osteogenesis imperfecta
(Ol) sendromu, tip I kollajen molekiillerinde kantitatif veya kalitatif bir kusurla sonuglanan,
tip | pro-kollajen zincirlerini kodlayan COL1A1 ve COL1A2 genlerindeki otozomal dominant
mutasyonlardan kaynaklanir (Shapiro ve Sponsellor, 2009). OI'nin &zellikle aort kapak
yetersizligi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Lamanna vd., 2013). Yetersizlik durumunda yine

invaziv veya cerrahi miidahaleler ile onarim veya kapakeik degisimi gergeklestirilmektedir.

Kalp kapak¢igr degisimi cerrahi operasyonlarinda kullanilan ve mevcut olan yapay
kapak tirtinleri, mekanik kapak protezleri ve biyolojik kokenli (biyoprostetik) kapaklar olmak
tizere iki gruba ayrilmistir (Kodigepalli vd., 2020). Mekanik kapak cesitleri oldukca fazla
olmakla birlikte genel 6zellikleri acisindan kafesli top tipi kapaklar, tek kapake¢ikli ve ¢ift
kapakgikli tilting disk olarak ii¢ sinifta toplanabilir (Yesin, 2015). Mekanik kapaklarin
kullanim 6mriiniin uzun (>20 y1l), dejenerasyona kars1 direngli, yeniden operasyon ihtimalinin
diisiik olmasi gibi avantajlart olsa da hastalara 6miir boyu antikoagiilan ilag kullanma
zorunlulugu getirmesi, hemodinamik 6zelliklerinin zayif olmasi gibi dezavantajlart
bulunmaktadir (Oxenham, 2003; Yesin, 2015; Friedrich vd., 2020). Ayrica kadin hastalarin
hamilelik siirecinde bu ilaglarin bebekte malformasyonlara sebep olabilecegi, yasli hastalarda
ise herhangi bir diisme veya yaralanma aninda kanin durdurulmasindaki zorluklar goz oniine
alindiginda mekanik kapaklar nispeten daha geng hastalara (<60 yas) tavsiye edilmektedir
(Baumgartner vd., 2017; D’Souza vd., 2017; Steinberg vd., 2017). Bununla birlikte mekanik
kapaklarin rejeneratif 6zelligi bulunmadigi icin 6zellikle pediatrik hastalarda somatik biiyiime

ihtiyaci karsilanamayacak ve kisa siirede yeniden operasyon ihtiyaci ortaya ¢ikacaktir.

Biyoprostetik kalp kapaklari, insan nakli i¢in hem allojenik hem de ksenojenik olarak
elde edilebilir. Kadavralardan veya organ bagis¢ilarindan elde edilen kapakgiklar allogreft
olarak nitelendirilirken, farkli tiir canlilardan elde edilen kapakgiklar ksenogreft olarak

nitelendirilmektedir. Otogreft ise Ross operasyonunda oldugu gibi, hastanin kendi pulmoner



kapagmin ¢ikartilip hastalikli aort kapaginin yerine implante edilmesiyle gerceklestirilir
(Mazine vd., 2018). Otogreftler iistiin hemodinamik 6zellikleri, kapagin canli ve dolayisiyla
rejeneratif olmasi, immiin yanit olusturmamasi gibi avantajlar1 i¢inde barindirmaktadir
(Mazine vd., 2018). Biyoprostetik kapaklar daha iyi hemodinamik o6zellikler sunar ve uzun
stireli antikoagiilasyon tedavisi gerektirmez; fakat biyolojik bilesimleri nedeniyle bagisiklik
sistemi reaksiyonlarindan kaynaklanan bozulmalara ve komplikasyonlara egilimlidirler
(Siddiqui vd., 2009). Bunlarin yaninda otogreftler harig, hicbir biyoprostetik kapak
(islenmemis olanlar dahil) canliliklarin1 koruyamaz ve rejeneratif ozelliklerini kaybederler
(Mazine vd., 2018). Biyoprostetik kapakg¢iklarin dayanikliligi az oldugu igin (<15 yil) genelde
yasli hastalara 6nerilmektedir (Sanz-Garcia vd., 2015). Allogreftler, kadavralardan veya organ
bagiscilarindan alindigi igin kaynak sorunu bulunmaktadir ve bu nedenle ksenogreftlere olan
ilgi artmistir. Ksenogreft kalp kapakgiklart en ¢ok domuzlardan elde edilirken, nadir de olsa
sigir perikardiyumundan tiretilmis kapakgiklar kullanilmaktadir (Siddiqui vd., 2009). Fakat
ksenogreftlerin olumsuz bagisiklik sistemi reaksiyonlari, kalsifik dejenerasyon riski gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Lovekamp vd., 2006). Biyoprostetik kalp kapakg¢iklari stentli
olabilecegi gibi stentsiz olarak da implante edilebilmektedirler (Siddiqui vd., 2009).

Kapake¢ik degisimi operasyonlarinda hastanin durumu (yas, cinsiyet, farkli bir
hastaligin eslik etmesi vb.) ve hastalik derecesi, kapak tiirli se¢ciminde biiylikk 6nem arz
etmektedir. Genel itibariyla iyt hemodinamik o6zelliklere sahip, dayanikli, canli ve
biiyiiyebilen bir kapak¢iga olan ihtiya¢ hala devam etmektedir. Bu ihtiyacin giderilmesinde
doku miihendisligi ile gelistirilmis kalp kapakgiklar: biiyiik bir rol oynayacaktir.

1.1.3. Kalp kapakg¢iklarinin hiicresizlestirilmesi

Ideal kapaga yaklasmak igin kalp kapak¢igi doku miihendisligi alaninda yogun ¢aba
sarfedilmektedir. Bu alanda hiicresizlestirme calismalari son birka¢ yildir ilgi odagi haline
gelmistir. Hiicresizlestirme islemi, bagisiklik tepkisine neden olabilen hiicreleri ve
bilesenlerini ¢ikartarak aselliiler bir hiicre dis1 matris (ECM) elde etmeyi amaglar (Srokowski
ve Woodhouse, 2017). Boylece hiicresizlestirilmis kapakgik iskeleleri, hem bir bagisiklik
tepkisi olusturma riskini hem de implantasyondan sonra bagisiklik baskilayict ilaglara olan
ihtiyaci1 ortadan kaldirir. Doku miihendisliginde baslangic matrisi olarak kullanilan
hiicresizlestirilmis kalp kapagi dogal doku mimarisine sahip oldugu i¢in hiicrelerin yapismasi,
¢ogalmasi Ve biyolojik fonksiyonlarini gelistirmesi igin uygun bir ortam saglar (Chan ve
Leong, 2008; Urciuolo ve De Coppi, 2018). Hiicresizlestirilmis bir yapi iskelesi elde etmek

icin fiziksel, kimyasal ve biyolojik (enzimatik) olmak iizere ¢esitli yaklasimlar kullanilmistir
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(Yu vd., 2016; Rana vd., 2017). Bununla birlikte fiziksel ve enzimatik yaklagimlarin tek
basina hiicre gideriminde yeterince etkili olmamasi nedeniyle, kimyasal hiicresizlestirme ile

kombine bir sekilde uygulanmislardir (Hussein vd., 2016).
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Sekil 1.4. Kalp kapakgiklarnin hiicresizlestirilmesinde kullanilan farkli metodlar.

Hiicresizlestirme islemlerinde yaygin olarak kullanilan fiziksel yontemler arasinda
mekanik kuvvetler, dondurma ve ¢6zdiirme, sonikasyon ve radyasyon bulunmaktadir (Sekil
1.4). Yalnizca dokularin yiizeyine yakin hiicreler mekanik kuvvetlerle etkili bir sekilde
uzaklastirilabilir. Dondurma ve ¢6zdiirme sirasinda hiicre i¢i buz kristalleri hiicre zarlarini
bozar; fakat hiicre i¢i materyalleri ¢ikarmak i¢in kimyasal veya enzimatik yaklagimlarin
kullanilmas1 gerekir. Mekanik ajitasyon ve sonikasyon, hiicresel kalintilarin ¢ikarilmasini
kolaylastirmak icin genellikle kimyasal iglemlerle birlikte uygulanmistir (Gilbert vd., 2006;
Copeland vd., 2018).

Hiicresizlestirme caligmalarinda tripsin, endoniikleazlar, kollajenaz, lipaz, dispaz ve a-
galaktosidaz gibi enzimlerin kullanilmasi hiicre kalintilarinin uzaklastirilmasini saglar. Ancak
enzim fonksiyonuna gére ECM'nin histomimarisinde pargalanma ve bozulma oldugu, hatta

iskeleden c¢ikarilmasinin zorlugundan dolayr immiin yanit olusturabildigi bildirilmistir
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(Rahman vd., 2018; McCrary vd., 2020). Hiicresizlestirme uygulamalarinda, enzimatik
ajanlar tek basina tam hiicre giderimini saglamak icin yetersizdir ve diger hiicresizlestirme

yontemleriyle birlestirilmesi gerekmektedir (Crapo vd., 2011).

Kimyasal hiicresizlestirmede hiicre igeriginin salinmasi ve uzaklastirilmasi igin g¢esitli
deterjanlar, asitler ve bazlar, hipotonik ve hipertonik ¢ozeltiler kullanilmaktadir (Crapo vd.,
2011). Ancak asitler ve bazlar ECM bilesenlerine zarar verebilmekte ve biyomekanik
Ozelliklerin bozulmasina neden olabilmektedir (Reing vd., 2010). Hipertonik (salin) ve
hipotonik soliisyonlar DNA uzaklastirilmasinda ve hiicre pargalanmasinda etkilidir, ayrica
ECM mimarisi diger yontemlere gore daha iyi korunur (Cox ve Emili, 2006; Xu vd., 2007).
Fakat yine de tek baglarma etkili olduklar1 sdylenemez ve diger yontemlerle kombine bir
sekilde uygulanmalar1 gerekmektedir. Iyonik ve iyonik olmayan deterjanlardan Triton X-100,
sodyum deoksikolat (SD), sodyum dodesil siilfat (SDS) ve etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) hiicre biitiinliigiinii bozmada ve niikleik asitleri uzaklagtirmada etkili olduklar1 igin
hiicresizlestirme ¢aligmalarinda en yaygin kullanilan deterjan tiirleridir (MeDepo vd., 2017a).
Deterjanlar tek basina kullanildiginda tam islevsellik saglamazken, deterjanlarin kombine
edildigi bir hiicresizlestirme metodunda hiicresel bilesenlerin etkili ¢ikarildigi ve ECM

histomimarisinin daha iyi korundugu gézlenmistir (Meyer vd., 2006).

Yeterli hiicresizlestirmeyi tanimlayan minimum Olgiilebilir kriterler belirlenmistir

(Crapo vd., 2011). Bu kriterler;

1) ECM' nin 1 mg kuru agirligi bagina 50 ng’ dan daha az ¢ift sarmalli DNA bulunmasi.
2) DNA fragman uzunluklarinin 200 baz ¢iftinden daha az olmasi.
3) 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) veya hematoksilin ve eozin (H&E) ile boyanmis doku

kesitlerinde goriiniir niikkleer materyalin bulunmamasi.

1.1.4. Klinik cahsmalarda hiicresizlestirilmis ksenogreftlerin kullanim ve

sonuclari

2003 yilinda yapilan bir ¢aligmada pediatrik hastalar igin CryoLife (Cryolife Inc.,
Kennesaw, ABD) tarafindan tasarlanan ozmotik soka dayali bir metodla hiicresizlestirilmis
domuz pulmoner kalp kapakcigmin implante edilmesiyle birlikte hastalarda giiclii bir
inflamatuar yanit ve greft dejenerasyonu meydana gelmistir (Simon, 2003). Ksenogreftin
basarisizligindan sonra ayni sirketin tasarladigi allogreft olan CryoValve, 2008 yilinda
ABD’de FDA onay1 almistir. Hiicresizlestirilmis kriyoprezervasyonlu allogreft pulmoner

kapaklarin hastalara implantasyonu, 6zellikle 45 yasindan kiiclik hastalarda daha yliksek
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disfonksiyona sebep olurken, 45 yasindan biiylik hastalarda daha diisiik disfonksiyon ve daha
az yeniden miidahale ile sonuglanmistir (Bibevski vd., 2017; Chauvette vd., 2022). Baska bir
ksenojenik kapak olarak, SD ile hiicresizlestirilmis Matrix P (AutoTissue GmbH, Berlin,
Almanya) domuz pulmoner kalp kapagi tasarlanmistir. Matrix P protezleri 3 farkli formatta
mevcuttur; 1) Matrix P (domuz pulmoner), 2) Matrix P Plus (glutaraldehitle sabitlenmis, at
perikardiyal yamasiyla kapli domuz pulmoner), 3) Matrix P Plus N (hiicresizlestirilmis at
perikardiyal yamasiyla kapli domuz pulmoner) (Christ vd., 2019). 2006 yilinda yapilan bir
calismada, Matrix P greftlerin implantasyonundan yaklasik 2 ay sonra septik multiorgan
yetmezliginden olen iki hastanin eksplante edilen kapaklarinda herhangi bir enflamasyon veya
doku reddi bulgusuna rastlanmamis ve in vivo repopiilasyonun da oldugu bildirilmistir
(Erdbriigger vd., 2006). Bu ¢alismanin aksine 6zellikle yetiskinlerde yapisal pulmoner kapak
yetersizligi ve olumsuz uzun vadeli ekokardiyografik sonuglar gostermesinden 6tiirti Matrix P
greftlerinin Ross prosediirlerinde (hastanin kusurlu aort kapak¢iginin yerine kendi pulmoner
kapakgiginin takildig1 operasyon) kullanilmasi 6nerilmemektedir (Christ vd., 2019). Pediatrik
hastalarda Matrix P ve Matrix P Plus firiinlerinin test edildigi bir ¢alismada kalsifikasyon
gelismedigi, ilerleyici kapak yetmezligi olmadig1 ve normal yapisal 6zelliklerin korundugu
bildirilmistir (Konertz vd., 2011). Ancak Matrix P ve Matrix P Plus i¢in zit sonuglar veren
bircok calismada erken ve uzun siireli inflamatuar yanit, stenoz ve kapak yetmezligi
bildirilmistir (Riiffer vd., 2010; Cicha vd., 2011; Perri vd., 2012; Christ vd., 2019). 2000 ve
2003 yillar1 arasinda 12 hastada test edilen SD ile hiicresizlestirilmis domuz kalp
kapakciklari, implantasyondan Once hastalarin otolog endotel hiicreleri ile ekilmis ve
implantasyondan 5 yil sonra bile herhangi bir kalsifikasyon belirtisi gdstermeden iyi kapak

performansi ve yeniden hiicrelendirme potansiyeli bildirilmistir (Dohmen vd., 2007).

Hiicresizlestirilmis domuz ince bagirsak submukozasi (SIS), klinikte kalp kapakc¢igi
degisimi veya onarimi i¢in biyoprotez materyali olarak kullanilmistir. Hiicresizlestirilmis
domuz SIS' inden trikiispit kapak olarak iiretilen CorMatrix Cor TRICUSPID Kapak
implantasyonunun erken bulgularin1 bildiren bir ¢alismada, 10 hastada ve 8 aylik takip
sonrasinda kalsifikasyon olusmadigi, iyi kapak performansi gosterdigi, hafif yetersizlik ve
konakg1 hiicreler yoluyla somatik biiyiime gosterdigi bildirilmistir (Gerdisch vd., 2020). Buna
karsilik, hiicresizlestirilmis domuz SIS ile iretilen aortik yaprak¢ik olarak CorMatrix’in, 6
hastaya implantasyondan yaklasik 4-14 ay sonra 5 hastada 6nemli kapak yetmezligi ve
inflamatuar hiicre migrasyonu bildirilmistir (Hofmann vd., 2017). Benzer sekilde 12

yasindaki erkek hastada aort kapak tamiri i¢in domuz SIS (CorMatrix Cardiovascular,
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Roswell, GA) kullanilan bir ¢aligmada 2 yila kadar stabil fonksiyon gézlenmis, ancak 4 yil
sonra ciddi kalsifikasyon, fibrozis ve retraksiyon sebebiyle yeniden ameliyat gerektirmis ve

greft yetmezIligi bildirilmistir (Mosala Nezhad vd., 2017).

In vitro ve in vivo modellerinde olumlu sonuglara ragmen, neredeyse tiim klinik veriler
domuz kapaklarinin kalp kapagi doku miihendisliginde ksenogreft dondrleri olarak uzun
siireli kullanim i¢in uygun olmadigin1 gostermektedir. Ozellikle biyolojik olarak daha giivenli
bir dondr bulunmalidir. Ote yandan, insanlarda koyunlardan alinmis bir kapakcik degisimi
yapilmamistir. Giivenilir ksenogreft dondrleri arayisinda koyun kaynakli hiicresizlestirilmis
kalp kapakgiklari, insanlar i¢in aday olarak daha iyi bir segenek saglayabilir. Bu yiizden
insana yonelik kalp kapak¢igi matrisi i¢in hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakg¢iklarinin

kullaniminin giivenlik ve etkinliginin tam olarak degerlendirilmesi gereklidir.
1.2. Hiicresizlestirilmis ksenogreft kalp kapakciklari

Literatiirde giiniimiize kadar ¢esitli canlilarin kalp kapakgiklar hiicresizlestirilerek in
Vvivo veya in vitro etkinlikleri arastirilmasina ragmen 6zellikle domuz ve koyunlar daha fazla

arastirmaya tabi tutulmugtur.

Tablo 1.1. Literatiirde yer alan kalp kapakgiklarinin hiicresizlestirme metodlar1 ve sonrasinda

elde edilen 6nemli bulgular.

Donor Kimyasal Implantasy Hiicre Genel bulgular Referans
ajan on modeli Kiiltiirii
Babun Triton X- In vitro Hiicresiz Hiicresizlestirme isleminin (Jiao vd.,
100+N- viskoelastik 6zellikler lizerinde 2012)
lauroilsarkozin ¢ok az etkisi
, Benzonaz
Kanguru Triton X- Koyun Hiicresiz | GA yiiziinden giiglii immiin yanit, | (Van Nooten,
100+SD+SDS yiiksek oranda kalsifikasyon 2006)
+GA
Tavsan | Tripsin/EDTA Kopek Hiicresiz 24 haftalik implantasyon (Takagi vd.,
stirecinin ardindan tam bir 2006)
endotelyum olusumu, arterin i¢
kisimlar fibroblast benzeri
hiicrelerle tamamen
hiicrelendirilmistir
Sican SDS, DNaz Sican Hiicresiz | Korunmus 3 katmanli yaprakeik (Grauss vd.,
yapisi, trombotik birikinti 2003)
Kopek Triton X- Kopek Hiicresiz | 1 aylik implantasyon siirecinden (Wilson vd.,
100+SDS sonra inflamasyon goriilmedi, 1995)
kismi endotelizasyon
Domuz SD Geng koyun Otolog Tek tabakali endotel olusumu ve | (Dohmen vd.,
vaskdiler kalsifikasyonun olmamasi 2003)
endotel
hiicreleri
Geng SD+SDS In vitro Koyun Tek tabakali endotel olusumu, iyi | (Lichtenberg
koyun dinamik endotel biyomekanik 6zellikler vd., 2006)
biyoreaktor | hiicreleri
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Tablo 1.1. (Devami)

Domuz SD Geng Hiicresiz Iyi biyomekanik &zellikler, iyi (Erdbriigger
koyun hemodinamik fonksiyon, vd., 2006)
rejenerasyon
Koyun N-lauroil Koyun Hiicresiz Normal kapak islevi, uzun siireli | (Hopkins vd.,
sarkozin, dayaniklilik, kalsifikasyonun 2009)
Benzonaz olmamasi
Domuz Tripsin+ Geng Hiicresiz Hiicresel repopiilasyon, bir (Paniagua
SDS koyun dereceye kadar kalsifikasyon Gutierrez vd.,
2015)
Koyun N-lauroil Geng Hiicresiz In vivo yeniden hiicrelendirme, (Quinn vd.,
sarkozin + koyun iyi hemodinamik performans, 2011)
Triton-X, kalsifikasyonun olmamast
Benzonaz
Koyun SDS Koyun Hiicresiz Somatik bitytime, (Navarro vd.,
kalsifikasyonun olmamasi, in 2010)
vivo yeniden hiicrelendirme
Domuz SD Domuz Hiicresiz Kalsifikasyonun olmamasi, in (Honge vd.,
vivo yeniden hiicrelendirme 2011)
Koyun SD+SDS Koyun Otolog Tek tabakali endotel olusumu, (Tudorache
koyun kalsifikasyon ve inflamasyonun vd., 2013)
endotel olmamasi
hiicreleri
Domuz Triton X- Domuz Hiicresiz Kalsifikasyonun olmamasi, in (lop vd.,
100+SD, vivo yeniden hiicrelendirme, 2014)
Benzonaz rejenerasyon
Domuz Tripsin- Rat Hiicresiz CD3+ inflamatuar hiicre (Somers
ozmotik infiltrasyonu vd., 2012)
Koyun SD+SDS Koyun Otolog 17 koyundan 2'sinde (Theodoridis
koyun kalsifikasyon, interstisyel hiicre vd., 2015)
endotel infiltrasyonu, ECM yeniden
hiicreleri sekillenmesi
Domuz SD+SDS Domuz Hiicresiz Kapak duvarinda yetersiz DNA (van
giderimi, diisiik inflamasyon, iyi | Steenberghe
biyomekanik 6zellikler vd., 2018)
Domuz SD In vitro Hiicresiz ECM yapilarinin tam olarak (zhou vd.,
korunmast, in vitro immiinolojik 2010)
yanit, artan trombojenisite
Domuz Tripsin+ In vitro Hiicresiz Iyi biyomekanik dzellikler, o- (Luo vd.,
ozmotik gal epitop eksikligi, kollajen tip 2014)
sok+SDS, IV kaybu, in vitro sitotoksitenin
DNaz olmamasi
Domuz Triton X- Rat Hiicresiz Kalsifikasyonun olmamasi, o- (Qiao vd.,
100+ SD+ gal epitop kalintilari, 2018)
IGEPAL inflamatuar yanit
CA-630,
Benzonaz
Koyun N-lauroil In vitro Insan Hiicrelerin kapak igine sizmasi, (Converse
sarkozin+Tri | mekanik mezenkimal degismeyen biyomekanik vd., 2017)
tonX100, kosullandir kok ozellikler
Benzonaz ma hiicreleri
biyoreakto (hMSC)
r
Geng N-lauroil Geng Hiicresiz Kalsifikasyon ve inflamasyonun (Quinn vd.,
koyun sarkozin+ koyun olmamasi, kapaga VIC ve EC 2016)
TritonX-100, infiltrasyonu
rekombinant
endoniikleaz
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Tablo 1.1. (Devami)

Domuz SD+TritonX In vitro Hiicresiz Iyi biyomekanik ézellikler, aort (Sierad vd.,
-100+SDS duvarinin yetersiz 2015)
hiicresizlestirilmesi

1.2.1. Hiicresizlestirilmis domuz kalp kapakc¢iklarimin avantaj ve dezavantajlari

Literatiirde hiicresizlestirme c¢aligmalarinin ¢ogu domuz kokenli kapakgiklarla
yapilmistir. Bunun cesitli sebepleri olmakla birlikte en 6nemli sebep domuz kalp kapaginin
mekanik ve anatomik 6zelliklerinin insan kalp kapagina benzer olmasidir (Sands vd., 1969;
Hopkins vd., 2013). Bu c¢alismalarin ¢ogunda glutaraldehit (GA), ECM yap1 biitlinligii ve
ksenoantijenik epitoplarin maskelenmesi islemi sirasinda capraz baglayici ajan olarak
kullanilmistir. Ancak GA'nin sitotoksik etkisi nedeniyle hiicre canliligi sinirlandirilmakta ve
ayrica kalsifikasyon nedeniyle dejenerasyona neden olmaktadir (Schoen ve Levy, 2005). GA’
ya alternatif olarak daha az sitotoksik genipin ile ¢apraz baglanan domuz kalp kapaklarinda
hiicre canliligimin %79’dan fazla korundugu bildirilmistir (Somers vd., 2008). Ayrica GA
yerine glisidil metakrilat ile capraz baglanarak hiicresizlestirilmis domuz perikardinin
sitotoksik etkisinin olmadigi ve in vivo kosullarinda biyomekanik o6zelliklerin korundugu
bildirilmistir (Jin vd., 2019).

Domuzdan tiiretilen hiicresizlestirilmis ksenojenik kalp kapakgiklarinda biiyiik
ilerleme kaydedilmis olsa da baslica endise alanlarindan biri, insan hiicre hatlarin1 enfekte
edebilen ve kolayca ¢ogalabilen domuz endojen retroviriisii (PERV) tehlikesidir. SD ile
hiicresizlestirilen domuz kapakgiginda kantitatif gergek zamanli PCR sonucuna gére PERV
DNA'larin dokudan temizlendigi bildirilmistir (Erdbriigger vd., 2006). Ek olarak gama
radyasyonu uygulamasiyla domuz aort kapagindan PERV DNA' sinin tamamen temizlendigi
gozlenmistir (Ota vd., 2007). Fakat gama 1sin1 uygulamasinin domuz pulmoner kapaklarinda
ECM bilesenlerinden biri olan elastin liflerinin pargalanmasina, glukozaminoglikan
miktarinda azalmaya ve kollajen degisikligine neden oldugu bildirilmistir (Sarathchandra vd.,
2012). Hiicresizlestirmeye ek olarak DNase I' in benzonaz ile birlikte uygulanmasinin, domuz
pulmoner kapak¢ik DNA igeriginde %99'dan fazla azalmaya yol agtig1 bildirilmistir; ancak
yine de PERV DNA kalintilar1 bulunmustur (Godehardt vd., 2020). Ayrica son zamanlarda
genetigi degistirilmis domuz kalbi implantasyonu uygulanan hastanin, implantasyondan 2 ay
sonra Oldiigli, hastanin domuza Ozgii viral enfeksiyon ge¢irdigi ve Olim nedeninin

muhtemelen viral enfeksiyon oldugu bildirilmistir (Hawthorne, 2022; Le Page, 2022).
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Insanlar ve yiiksek primatlar disinda tiim memeli endotel hiicrelerinin yiizeylerinde
bulunan o-Gal epitopu, insanlarda hiperakut doku reddine neden olmaktadir (Adams vd.,
2000; Chen vd., 2000; Simon, 2003). a-Gal gibi bir ksenoantijeni ortadan kaldirmak i¢in
cesitli yontemler denenmis olsa da bunlarin ¢ogu ya ¢ok maliyetlidir ya da yeterince etkili
degildir. Ornegin, nakavt 1,3-galaktosiltransferaz genine sahip domuzlar iiretilmistir (Adams
vd., 2000; Chen vd., 2005; Lila vd., 2010). a-Gal nakavt mutant domuzlarin tliretimi hiperakut
doku reddini 6nlemesine ragmen, akut vaskiiler rejeksiyon/akut hiimoral ksenogreft reddi ve
a-Gal haricinde ksenoantijenlerin varlig1 ile sonuglanmistir (Miyagawa vd., 2010). ECM'deki
a-Gal epitopunun TriCol (TritonX-100+SD) yontemi ile tamamen temizlendigini ve doku
ECM mimarisine zarar vermedigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Naso vd., 2011). Bunun
aksine TritonX-100, SD ve benzonaz gibi kimyasal hiicresizlestirmeye dayali uygulamalarin
domuz kalp kapagindaki a-Gal epitopunun ¢ikarilmasinda etkisiz oldugu kanitlanmis ve M86
anti-alfa-gal monoklonal antikorunun floresan sinyallerine gore %60'a yakin a-Gal epitopun
iskelede hala mevcut oldugu ortaya konmustur (Spina vd., 2014). Benzer sekilde, deterjan
bazli hiicresizlestirilmis domuz kalp kapak¢iklarinda a-Gal kalintilarinin  %30'unun
uzaklastirilamadigi rapor edilmistir (Ramm vd., 2016). Bazi ¢alismalarda domuz pulmoner
kapakgiklarini hiicresizlestirirken o-Gal epitopunu ¢ikarmak i¢in deglikosilasyon metodu
kullanilmis, ancak ECM kaybiyla sonuglanmistir (Findeisen vd., 2020). Hiicresizlestirme
sirasinda elastin fibrillerinin pargalanmasina neden olan gama 1sinlarina maruz kalan domuz
aort kapaklarinda a-Gal epitopunun tamamen temizlendigi de rapor edilmistir (Ota vd., 2007).
a-Gal epitopunun sadece hiicre yiizeylerinde degil, ayn1 zamanda domuz ECM'sinde bulunan

glikoproteinler ve proteoglikanlarda da bulundugu bildirilmistir (Maruyama vd., 2000).

Kapakgiklarin TriCol ile hiicresizlestirilmesi, tercih edilen bir yontem olarak ifade
edilmektedir. Hiicresizlestirmede TriCol yontemi ile domuz aort kapaklarinda mekanik
ozelliklerin ve ECM yapisinin korundugu, fare deri alti modelinde kalsifikasyonun diisiik
diizeyde gerceklestigi ve insan fibroblast hiicreleri ile ekiminden sonra hiicrelerin ¢ogaldig1 ve
yaprak¢ik cevresine yayildigi gozlenmistir (Spina vd., 2003). TriCol ile hiicresizlestirilmis
domuz aortik allogreftleri, domuzlara implantasyondan sonra in vivo testlerde ECM onarict
M2 makrofajlarin infiltrasyonunu indiiklerken bagisiklik tepkisi, kalsifik belirtegler ve
tromboz belirtileri géstermeden yeni ECM elemanlarinin ifadesini desteklemistir (lop vd.,
2014). Bunlara ek olarak bu allogreftlerin 15 aya kadar normal aort fizyolojisi sergiledigi,
dilatasyon, stenoz, yetersizlik veya kalsifik bulgularin olmadigi gosterilmistir (Gallo vd.,
2012, 2016).

15



Kalp kapagi implantasyonu sonrast karsilasilan en biiyliik sorunlardan biri
kalsifikasyondur ve hiicresizlestirme sonrasi elde edilen yapi iskelelerinin antikalsifik
Ozelliklere sahip olup olmadigi tartismalidir (Badria vd., 2020). Hiicresizlestirilmis domuz
pulmoner kapaklarinin, koyunlarin otolog endotel hiicreleri ile tohumlandiktan sonra sag
ventrikiil ¢ikis yoluna implante edildigi ve 6 ay sonra eksplante edilen numunelerde herhangi
bir kalsifikasyonun gozlenmedigi bildirilmistir (Dohmen vd., 2003). Benzer sekilde
hiicresizlestirilmis ve sonrasinda hiicre ekilmemis domuz kalp kapakgiklarinin koyunlara
implantasyonundan sonra kalsifikasyon gozlenmemistir (Erdbriigger vd., 2006). Bu
bulgularin tersine hiicresizlestirilmis domuz pulmoner ve aort kapaklarinin bir koyun ve sigan
deri alti modeline implantasyonundan sonra diisiik seviyede kalsifikasyon gézlenmistir (Leyh
vd., 2003; Ota vd., 2007). Benzer sekilde deterjan bazli hiicresizlestirilmis domuz aort
kapaklarmin bir koyun modelinde yiiksek derecede kalsifikasyona ugradigi bildirilmistir (Van
Nooten, 2006). Fakat allogreft olarak hiicresizlestirilmis domuz kapakgiklari, domuzlara
implantasyondan sonra herhangi bir kalsifik birikim gostermemistir (Honge vd., 2011; lop
vd., 2014). Celiskili bulgular hem hiicresizlestirme prosediirinden hem de farkli implant
modellerindeki intergenom farkindan kaynaklaniyor olabilir. Ozellikle hiicre ve DNA
kalintilarinin etkili bir sekilde giderilemedigi islemlerde asir1 kalsifikasyon ile karsilasmak
miimkiindiir. Ayrica bir¢ok faktorle birlikte immiin yanitin da Kalsifikasyona neden oldugu
bilinmektedir (Badria vd., 2020). Bu nedenle domuz dokularindaki ksenoantijenlerin immiin

yanit aracili kalsifikasyona neden olabilecegi disiiniilebilir.

Hiicresizlestirilmis domuz kalp kapagi yapi iskelelerinin olduk¢a trombojenik bir
ylizeye sahip oldugunu bildiren ¢alismalar olmasina ragmen (Kasimir vd., 2006), tam
endotelizasyon saglanirsa bu sorunun asilabilecegi diisiiniilmektedir. Gliglii endotelizasyona
sahip olmayan domuz kalp kapag: iskelelerinde trombosit adezyonu ve kompleman sistem
aktivasyonunun meydana gelecegi one siiriilmiistiir (Kasimir vd., 2006). Bazi caligmalarda,
hiicresizlestirilmis domuz kapak kanallari, in vitro analizlerde trombosit yapismasini ve
aktivasyonunu indiiklemistir ve insan gobek kordonu vaskiiler endotel hiicreleri (HUVEC) ile
ekiminden sonra endotelizasyonun meydana geldigi yiizeylerde trombosit gézlenmemistir
(Kasimir vd., 2005). Benzer sekilde deterjan tabanli hiicresizlestirme yontemi ile elde edilen
domuz ve insan pulmoner kapak iskelelerinde, in vitro insan monositik hiicre go¢iiniin domuz

iskelelerinde daha fazla meydana geldigi bildirilmistir (Rieder vd., 2005).

Hiicresizlestirilmis domuz kalp kapakg¢iklarinin biyouyumlulugu ve hemouyumlulugu

farkli in  vivo c¢alismalarda incelenmistir. Bir koyun implantasyon modelinde,
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hiicresizlestirilmis domuz aort kapagi diisiik seviyelerde kalsifikasyon ve iltihaplanmaya
ragmen sinirli hiicre kolonizasyonuna izin vererek yeniden endotelizasyonu desteklemistir
(Juthier vd., 2006). Benzer sekilde hiicresizlestirilmis domuz pulmoner kalp kapakgiklarinin
implantasyonundan 3 ay sonra bile koyun modelinde ¢ok az hiicre infiltrasyonu rapor
edilmistir (Jordan vd., 2012). Ancak domuz aortik kalp kapaklarinin hiicresizlestirilmesinden
sonra domuz implantasyon modellerinde endotel ve fibroblast hiicrelerinin biiyiidiigi,
endotelizasyonun gerceklestigi ve diisiik diizeyde trombotik materyal birikiminin meydana
geldigi gozlenmistir (Honge vd., 2011). Deterjan bazli hiicresizlestirmeye sahip domuz aort
kapaklarinin, in vitro statik kiiltirde insan endotelyal hiicreleri tarafindan yeniden
endotelizasyonu destekledigi rapor edilmistir (Bader vd., 1998; Lanuti vd., 2015). 2007°de
yapilan bir ¢alismada otolog kemik iligi kok hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreler, deterjan
bazli hiicresizlestirilmis bir domuz pulmoner kapaginda ayri1 ayri1 tohumlandiktan sonra bir
koyun modeline implante edilmistir (Vincentelli vd., 2007). Implantasyondan 4 ay sonra,
mezenkimal kok hiicre tohumlu iskelede tam endotelizasyon meydana gelirken, kemik iligi
kok hiicreleri ekilen grupta ise inflamatuar hiicre infiltrasyonu gézlenmistir. Benzer sekilde,
farelerde hiicresizlestirilmis domuz aort kapagi yaprak¢iklarinin 4 haftalik deri alt1
implantasyonundan sonra inflamatuar hiicre infiltrasyonu bildirilmistir (Jin vd., 2019; Liu vd.,
2020).

Bazi ¢aligmalarda yaprakgiklarin cesitli malzemeler ile ylizey modifikasyonu veya
kaplamas1 yapilarak, hiicresiz iskelelerin trombotik yiizeylerini degistirecek olan
endotelizasyon daha kolay ve etkili bir sekilde saglanmistir. Hiicresizlestirilmis domuz
pulmoner kapakgiklar1 CD133 antikoru ile konjuge edildikten sonra otolog endotelyal
projenitor hiicreleri ile ekilmis ve ardindan koyunlara implantasyondan 3 ay sonra tam bir
endotelizasyonun gergeklestigi, konak¢i hiicrelerin infiltrasyonu gozlenirken kalsifik ve
trombotik belirteglerin olmadig: bildirilmistir (Jordan vd., 2012). Baska bir ¢calismada VEGF
yiikli hiicresizlestirilmis domuz aort kapaginin, hiicresizlestirilmis domuz aort kapagina gore
daha az hemolitik 6zellik gosterdigi ve HUVEC'lerin bu iskeleye yapigsmasini ve dolayisiyla
endotelizasyonu destekledigi, siganlarda deri alti implantasyon sonrasi vaskiilarizasyonu
destekledigi bildirilmistir (Zhou vd., 2019). Ancak bu c¢alismada VEGF yiikli
hiicresizlestirilmis hibrit domuz aort kapaginin kalsifikasyon potansiyeli, antitrombotik
ozellikleri ve dayaniklhiligr arastinlmamistir. Benzer sekilde enzimatik metodla

hiicresizlestirilmis domuz aort kapak iskelesi polihidroksibutirat ile kaplanmig ve koyunlara
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implantasyondan 3 ay sonra tam bir endotelizasyon ve az sayida inflamatuar hiicre

infiltrasyonu gergeklesmistir (Stamm vd., 2004).
1.2.2. Hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgeiklarinin avantaj ve dezavantajlari

Kalp kapak¢igi doku miihendisligi alaninda, in vivo g¢alismalar i¢in model olarak
genelde geng koyunlar kullanilmigtir. Bunun en biiyiik nedenlerinden biri, gen¢ koyunlarin
kardiyovaskiiler biiyiime dinamiklerinin insanlarinkine esdeger oldugu disiincesidir (Stock
vd., 2000; Gallegos vd., 2005). Ozellikle koyunlara implante edilen kalp kapakgiklarinim
kalsifikasyon siireglerinin insanlarda bulunanlara benzer oldugu gozlenmis ve klinik 6ncesi

arastirmalarda koyun modelleri kullanilmaya baslanmistir (Schoen vd., 1994).

Enzimatik metodla hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklarimin koyunlara
implantasyonundan 3-6 ay sonra ciddi erken evre Kalsifikasyon goézlenmistir (Leyh vd., 2003).
Transplante edilmis bir allogreft kapak alan hastalarin ¢ogunda, nakledilen dokuya 6zgii insan
16kosit antijenine karst hiimoral antikorlar gelisir, konak¢i antijen tanima ve antikor
gelisiminin erken baslangicli doku kalsifikasyonu ve yapisal kapak bozulmasi ile baglantili
olabilecegi diisiintilmektedir (Hawkins vd., 2003; Konuma vd., 2009). Bu nedenle enzimatik
metodlarin hiicresizlestirmede tek basina yetersiz oldugu diistiniildiigiinde allogreftlerdeki
kalsifikasyonun yetersiz hiicresizlestirmeden kaynaklandigi disiiniilebilir. Enzime dayali
hiicresizlestirme islemi ile elde edilen koyun aort kapaklar1 kullanilan bir baska c¢alismada,
tavsanlarda 21 giinliik deri alti implantasyon sonrasinda inflamatuar hiicrelerin gézlenmedigi
ve ECM yapisinin korundugu bildirilmistir (Abdolghafoorian vd., 2017). Deterjan tabanli
hiicresizlestirme metodu ile islenmis aortik allogreftlerin bir koyun modelinde 20 aylik
implantasyondan sonra yalnizca aort duvarlarinda kalsifik belirteglerin ve trombotik
birikintilerin bulundugu ve yaprakg¢iklarda yeniden hiicrelendirmenin meydana geldigi
bildirilmistir  (Tudorache vd., 2016). Benzer sekilde, etkili bir deterjan bazlh
hiicresizlestirmeden sonra koyun modelindeki pulmoner allogreftlerin ne yaprakgiklarinda ne
de pulmoner duvarinda Kalsifikasyon gelismemis ve in vivo yeniden hiicrelendirme
saglanmigtir (Quinn vd., 2011, 2012).
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Sekil 1.5. Kalp kapak¢ig1 mithendisligi alaninda simdiye kadar yapilmis ¢aligmalarin

genellestirilmis 6zeti.

Teorik olarak, hiicresizlestirilmis kalp kapakgiklarin otolog hiicrelerle in vitro
yeniden endotelizasyonu, implantasyondan sonra daha kisa silirede doku yeniden
sekillenmesine izin verir, trombozu Onler ve Ozellikle ksenogreftlerde doku reddini onler.
Implantasyondan &nce hiicresizlestirilmis yap1 iskelelerinin  endotelyal hiicrelerle
tohumlanmasi ve endotelyal katmanin ikamesi ile ilgili raporlar vardir (Cebotari vd., 2002;
Dohmen vd., 2002). Lichtenberg ve vd.'nin ¢alismasinda hiicresizlestirilmis koyun pulmoner
kapaklarinda fizyolojik kosullarin saglandigi dinamik biyoreaktor sisteminde endotel
hiicrelerinin 7 giin i¢inde kapak i¢ ylizeyini kapladigini bildirmistir (Lichtenberg vd., 2006).
Otolog endotelyal ve miyofibroblast hiicreleri ile ekimden sonra 3 aya kadar koyunlara
implante edilen hiicresizlestirilmis allogreftlerde endotelizasyon ve ECM yapilandirmasi
gozlenirken, in vitro ekim yapilmamis hiicresiz allogreftlerde ECM yapilandirmasi meydana
gelmemis ve kismi dejenerasyon gozlenmistir (Steinhoff vd., 2000). Aksine
hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklarinin in vitro yeniden hiicrelendirilmesinin gerekli

olmadigimn1 ve iskelelerin yeniden hiicrelendirilmesinin, implantasyondan sonra konake1
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hiicrelerin infiltrasyonu yoluyla ger¢eklesecegini ve hiicresiz iskelenin trombotik-kalsifik
etkisinin olmadigim gosteren calismalar da vardir. Ornegin hiicresizlestirilmis koyun
pulmoner kapakgiklarin hiicre ekilmeden koyunlara implantasyonundan 6 ay sonra tam bir
endotelyum olusumu ve konakgi fibroblast hiicrelerinin iskele igine sizdigi ve Kalsifik
belirteglere rastlanmadigi tespit edilmistir (Dohmen vd., 2006). Benzer sekilde baska bir
caligmada in vitro hiicre ekimi yapilmadan hiicresizlestirilmis koyun aort allogreftlerinin 5
aylik implantasyonundan sonra tromboz veya kalsifikasyon olmadan tam endotelizasyon
gozlendigi ve ECM yapisimin  korundugu bildirilmistir  (Akhyari  vd., 2010).
Hiicresizlestirilmis koyun pulmoner kapakgiklarinin endotelizasyonu destekleyen CCNL1 ile
kaplanmasinin ardindan 6 aylik implantasyon siireci sonunda in vivo endotelizasyonun
saglandig1, kalsifik belirteclerin olmadigi ve 3 katmanli yaprake¢ik yapisinin korundugu
gozlenmistir (Theodoridis vd., 2015). Deterjan bazli hiicresizlestirilmis aortik allogreftlerin,
in vitro hiicre 6n tohumlama olmadan koyunlarda 9 aylik implantasyondan sonra bile
endotelizasyonu sagladigi ve ECM yapisinin korundugu bildirilmistir (Baraki vd., 2009).
Bagka bir calisgmada yine hiicresizlestirilmis koyun pulmoner arterlerin, in vitro hiicre
ekilmeksizin koyunlara implantasyonundan sonra erken veya ge¢ evre bir bagisiklik tepkisi
olmadigi, endotelizasyonun gerceklestigi ve interstisyel hiicrelerin iskele igine sizmasi ile
greftlerinin basarili oldugu rapor edilmistir (Lehr vd., 2011). Bu farkli bulgulardan yola
cikarak 3 aylik bir implantasyon siiresinin, hiicresiz iskelelere interstisyel hiicre sizmasina
yetmeyebilecegi disiiniilmiistiir. Nitekim 3 aylik implantasyon siirecinde her ne kadar
endotelyum olusumu goézlense de VIC’lerin heniiz kapakta yerlesemedikleri rapor edilmistir

(Tudorache vd., 2013).

Ksenogreft olarak ele alindiginda hiicresizlestirilmis kalp kapakgiklari, implantasyon
modellerinde genelde bagisiklik tepkisine sebep olabilmektedir. Ciinkii kalp kapag:
hiicresizlestirme islemleri, domuz kalp kapake¢iklarindaki hiicrelerin ¢ikarilmasinda etkili
olmasina ragmen, ksenoantijenik materyallerin (a-Gal, neu5Ge, p2GaINT2 vb.) ECM'den
tamamen ¢ikarilmasi heniiz tam olarak saglanamamistir (Kasimir vd., 2006; Ramm vd.,
2016). Koyun ve domuzlarin pulmoner kapaklarma ayni hiicresizlestirme yonteminin
uygulandigr bir calismada koyunlara implantasyondan 6 ay sonra her iki grup igin
endotelizasyonun olustugu ylizey boyutlarinin hemen hemen esit oldugu, kalsifikasyon
gozlenmedigi bildirilmistir (Goecke vd., 2018). Fakat ayni ¢alismada hiicresizlestirilmis
domuz pulmoner kapakgiklarinda, 6zellikle yiiksek seviyelerde fagositik hiicrelerin varligi ve

arter duvarlarinda daha yiiksek 16kosit hiicrelerinin birikmesi gozlenmistir. Benzer sekilde,
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hiicresizlestirmeden sonra ksenoantijenik bilesenlerin tamamen ortadan kaldirilmadiginm
bildiren bir ¢alismada hiicresizlestirilmis koyun kalp kapagi, o-Gal mutant domuzlarinda
(GGTA1-KO) giiglii bir bagisiklik reaksiyonu sergilemistir (Ramm vd., 2021). Bu ¢alismada
ayrica yabani tip domuzlarin, GGTA1-KO domuzlarinda hafif bagisiklik reaksiyonuna neden
oldugu da bildirilmistir.

Simdiye kadar ¢ok az sayida galismada in vitro kosullar altinda hiicresizlestirilmis
koyun kalp kapakeiklarina insan hiicresi ekilmistir. Ekilmis insan hiicrelerinin adezyonu ve
proliferasyonu incelenirken detayli analizler yapilmamstir. Ornek olarak literatiirde fibrin
bazli tasarlanmis iskelelerin biyomekanik 6zelliklerinin dogal kapakgiklarla karsilastirilabilir
oldugunu gostermek icin hiicresizlestirilmis koyun kapakeiklarina insan mezenkimal kok
hiicreleri (MSC) ekilmis ve hiicre adezyonu ve biyomekanik analizler yapilmistir (Syedain
vd., 2013). Baska bir ¢alismada, hiicresizlestirilmis ve adeziv peptit sekanslari ile yiizeyi
modifiye edilmis koyun pulmoner yaprakgiklari, in vitro olarak HUVEC'ler ile ekilmis ve
adeziv peptit sekanslarinin HUVEC adezyonu {izerindeki etkisi arastirilmistir (Aubin vd.,
2016). Bu calismalarda goriildiigii gibi insan hiicreleri ile ekimden sonra hiicresizlestirilmis
koyun kalp kapakciklar ile yapilan caligmalar yalnizca hiicre yapismasi ve biyomekanik
testler ile smirlidir. Insan hiicreleri ekilmis hiicresizlestirilmis koyun kalp kapakgiklarinda,
rejeneratif kapasite heniiz belirlenmis degildir. Bu alandaki boslugu doldurmak {izere tezdeki
amacimiz; farklilasmis insan hiicrelerinin, hiicresizlestirilmis koyun kapak¢ik matrisinde
hiicre dis1 matris (ECM) elemanlarint yeniden iiretme potansiyellerini arastirmaktir. Amag
dogrultusundaki hedefler; koyun pulmoner kalp kapakgiklarinin deterjan tabanli metodla
hiicresizlestirilmesi, karakterize edilmesi, ardindan HUVEC ve insan dermal fibroblast
hiicrelerinin ekimi ve 7 giinlik ko-kiiltiirii takiben gesitli karakterizasyon testleri ile yeni

ECM sentezi veya rejeneratif belirteclerin ifadelerinin analiz edilmesidir.
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2. MATERYAL ve METOD

Tablo 2.1. Materyal listesi tablosu.

Isim Marka
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi Biomatik, PBS 100ML of 1X buffer (A3602-100)
(PBS) tablet

Sodyum deoksikolat (SD)

Sigma-Aldrich, sodium deoxycholate (D6750)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Thermo Fisher, J.T. Baker™ Sodium dodecyl sulphate
(10451101)

Penisilin/Streptomisin

Thermo Fisher, Gibco™ Gibco™Penicillin-
Streptomycin (15140122)

Magnezyum kloriir (MgCly)

Sigma-Aldrich, magnesium chloride, hexahydrate
(442611-M)

Tris-HCI Multicell, Tris-HCI (600-126-EG)
DNaz | Biomatik, DNase |, Bovine Pancreas (A2442)
RNaz A Grisp, RNase A (GE011.0100)

Fenol:Kloroform:izoamil alkol

Giindiiz Kimya, fenol kloroform izoamil alkol
(GK2069.0100)

Sodyum asetat

Giindiiz Kimya, sodyum asetat 3 M pH 5.2
(GK.39072.1000)

Etil alkol Tekkim, ethanol absolute %99,5 (TK.200655.05001)
Tween 20 Sigma-Aldrich, TWEEN 20 viscous liquid (P1379)
Potasyum kloriir (KCI) Carlo Erba, potassium chloride (360107)
Proteinaz K NZYTech, Proteinase K (MB01902)
Kollajenaz | Gibco-17100017

Gluteraldehit

Sigma-Aldrich, glutardialdehyde solution 25%
(104239)

Formaldehit

Tekkim, Formaldehit %37 (TK.060160.05001)

Ksilen

Tekkim, Ksilen (Izomerleri Karisimu)
(TK.090270.02500)

Hematoksilen

Leica Biosystems, Surgipath Harris Hematoxylin
Solution (3801560E)

Eozin

Diapath, Eosin G or Y 0,5% alcoholic (C0353)

Movat Pentakrom boya Kiti

abcam, Movat Pentachrome Stain Kit (Modified
Russell-Movat) (abh245884)

Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM)

CAPRICORN, DMEM High Glucose (4.5 g/l), with L-
Glutamine (DMEM-HA)

Fetal Bovine Serum (FBS)

CAPRICORN, Fetal Bovine Serum (FBS-11B)

1X PBS

CAPRICORN, Dulbecco’s PBS (1x), with Ca & Mg,
without Phenol Red (PBS-2A)

Tripsin/EDTA

Multicell, TRYPSIN/EDTA (325-542-EL)

DMSO

Sigma-Aldrich, Dimethyl sulfoxide (D2650)

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir

Solarbio Life Sciences, Thiazolyl blue tetrazolium
bromide(MTT) (M8180)

(MTT)
4'.6-diamidino-2-fenilindol Invitrogen, NucBlue™ Fixed Cell ReadyProbes™
(DAPI) Reagent (DAPI) (R37606)
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Tablo 2.1. (Devami)

Falloidin Cell Signaling Technology, Alexa Fluor® 488
Phalloidin (8878)
Trigent Nucleogene, Tri Reagent (NGE023)
Kloroform Sigma-Aldrich, chloroform (102431)
Izopropanol Sigma-Aldrich, 2-propanol (34863)
cDNA sentez kiti abm, OneScript® Plus cdna Synthesis Kit (G236)
Real Time master mix EuroClone, FluoCycle 1™ SYBR® Master Mix
(ERD002100BIM)

Tablo 2.2. Cihaz listesi tablosu.

Isim Marka ve Model
Calkalamali inkiibator Niive, EN120
Sogutmali santrifiij Niive, NF 800R
Nanodrop Shimadzu Biotech, Biospec-nano
SEM Zeiss, Supra 40 VP
Piskiirtmeli kaplayici Quorum, Q150R ES
Cekme test cihazi Instron-5569
Liyofilizator Labart, LFD-10N
Mikrotom Leica, RM2125
Isik mikroskobu Olympus, BX53
Lazer taramali konfokal Zeiss LSM 800
mikroskop
Inverted mikroskop Zeiss, Axio Observer Z1
COz inkiibatorii Esco, CCL-170B-8
Steril kiiltiir kabini Esco, Sentinel™ Platinum Class Il Type A2
ELISA Thermo Scientific, Multiskan GO
PCR Applied Biosystems, 2720
Real Time PCR Agilent, AriaMx Real-time PCR System

2.1. Hiicresizlestirme

Yerel bir mezbahadan 4-6 aylik merinos cinsi koyunlarin, kesimden yaklasik 20 dk
sonra kalpleri soguk PBS ¢ozeltisi igine alinarak laboratuvara getirildi. Pulmoner kok ve
arterin bir kismu kalacak sekilde kalpten disekte edildi ve kapaktaki yag dokularindan
temizlendi. Kapaklarin her biri 100 ml hiicresizlestirme ¢ozeltisi (1X’lik PBS’de ¢6zdiiriilmiis
%0,8 SD+%0,1 SDS) icine aktarildi ve 37°C’de 24 saat boyunca 220 rpm calkalama
kosulunda hiicresizlestirme islemine tabi tutuldu. Bu siire sonunda her biri 12 saat siiren 6
defa antibiyotik igeren PBS ile (penisilin/streptomisin 100 Unit/ml) yikama islemi ayni
calkalama kosulunda gergeklestirildi. Ardindan ¢ikarilan hiicrelerden geriye kalan niikleer

materyallerin iskeleden temizlenmesi amaciyla niikleaz enzim uygulamasi yapildi. Bunun i¢in
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oncelikle 10 mM MgCl. ve 50 mM Tris (pH: 7,5) tamponu hazirlandi ve 300 pg/ml derisimde
DNaz I, 50 pg/ml derisimde RNaz A bu tampona eklendi. Hazirlanan ¢ozelti her iskeleye 50
ml olacak sekilde eklendi ve 24 saat boyunca 37°C’de calkalama kosulunda inkiibe edildi.
Devaminda iskeleler 3 defa ultra saf su ile yikandi (Erdbriigger vd., 2006; Wollmann vd.,
2011). Kontrol grubu olarak hiicresizlestirilmemis dogal koyun pulmoner kapaklar kullanildu.
Karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilana kadar kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis iskeleler

penisilin/streptomisin igeren PBS ¢6zeltisi iginde 4°C’de muhafaza edildi.

2.2. Hiicresizlestirilmis Kapakg¢iklarin Karakterizasyonu

2.2.1. Kalinti DNA iceriginin belirlenmesi

Hiicresizlestirme etkinliginin degerlendirilmesi i¢in yapilan testlerden biri kalinti DNA
miktar analizidir. Bunun i¢in hiicresizlestirilmis iskelelerden manuel yontemle DNA
izolasyonu gerceklestirildi (Ghatak vd., 2013). Kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis iskelelerin
yaprak¢ik ve pulmoner duvar kismindan steril kosullar altinda 1 ¢cm? boyutlarinda pargalar
kesildi ve 2 ml’lik santrifiij tiiptine alindi. Numunelerin istiine 1,5 ml lizis ¢ozeltisi (Tablo
2.3.) eklendi ve 55°C’de 48 saat siireyle ¢alkalama kosulunda inkiibe edildi. Bu siire sonunda
tiipler +4°C’de 3000 g devirde 15 dakika siireyle santrifiij edilerek siipernatant toplandi ve
yeni tiipe aktarildi. Ardindan {izerine hacimsel olarak sirasiyla 25:24:1 oraninda
fenol:kloroform:izoamil alkol eklenerek tiipler hafif ¢alkalandi ve +4°C’de 3000 g devirde 15
dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant kisim dikkatli bir sekilde temiz bir tiipe aktarildi
ve tizerine 200 ul 3 M sodyum asetat (pH: 5,5) ve 500 ul %95°1ik etil alkol eklendikten sonra
-80°C’de 20 dakika bekletildi. Devaminda 37°C’de 30 dk bekletilen tiipler 10.000 rpm
devirde 10 dakika siireyle santrifiij edildi ve slipernatant kisim uzaklastirildi. Kalan pelletin
tizerine 100 pl distile su eklenerek ¢ozdiiriildii ve nanodrop ile ¢ift zincirli DNA miktarinin
(ng/ul) dlgiimleri yapildi. Olgiim sonucunda hiicresizlestirme ile dokudan giderilen DNA

miktar1 % olarak hesaplandi.

Tablo 2.3. DNA izolasyonunda kullanilan lizis tampon igerigi.

MgCl; 1,5mM
Tween 20 %0,5
Tris-HCI 10 mM

KCI 50 mM
Proteinaz K 20 mg/mL

Deney her 6rnek ic¢in 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.
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2.2.2. Sisme testi

Hiicresizlestirme etkinliginin belirlenmesi adina yapilan diger bir test sisme testidir ve
hiicresizlestirme hakkinda dolayli olarak fikir vermektedir. Soyle ki hiicrelerin
uzaklastirilmasindan sonra geriye kalan ECM yapisi bosluklu olacagi i¢in, igerisinde su
barindirabilme ve sisme potansiyeli dogal dokuya gore artacaktir. Kontrol grubu ve
hiicresizlestirilmis iskelelerin yaprakgik ve pulmoner duvar kismindan steril kosullar altinda 1
cm? boyutlarinda pargalar kesildi ve kurumak iizere oda sicakhiginda 1 saat bekletildi.
Baslangictaki kuru agirliklart tartildi ve kaydedildi. Kesilen ornekler iginde 10 ml PBS
bulunan tiiplere daldirildi. 4 saat 37°C’de tiip icerisinde bekletilen 6rnekler toplanip tistiindeki
fazla PBS dikkatlice silinerek uzaklastirildi. Ardindan son agirliklar tartilarak kaydedildi. %

Yas agirlik—Kuru agirlik

sisme orani su denkleme gore hesaplandi: % Sisme = ( )XlOO (Hinderer

Kuru agirhik

vd., 2014). Deney her 6rnek igin 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.
2.2.3. SEM goriintiileme

Hiicresizlestirme isleminin ECM {izerindeki yikict etkisini ve yiizeyde olas1 endotel
hiicre kalmtilarin1 gériintiileyebilmek i¢in numuneler SEM altinda incelenmistir. Oncelikle
kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis 6rneklere ait yaprak¢ik ve pulmoner duvar kisimlari, PBS
icinde hazirlanmis hacimce %2,5 gluteraldehit iceren ¢ozelti ile 24 saat fikse edildi. Ardindan
iskeleler ultra saf su ile yikandi ve dehidrayonu saglamak igin, her etanol serisinde 15 dakika
boyunca muamele edilecek sekilde, artan etanol serilerinden gecirilerek (%50, %70, %380,
%90, %95 ve %100) oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kurutulan iskeleler piskiirtmeli
kaplayict tarafindan altin:palladyum (%80:%20) ile 90 saniye boyunca kaplandi. Ardindan
SEM ile goriintiileme islemine gecildi. Deney her 6rnek i¢in 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde

gergeklestirildi.
2.2.4. Cekme testi

Hiicresizlestirme isleminin kapak¢ik ECM’sinin biyomekanik 6zellikleri lizerindeki
etkisini belirlemek i¢in tek eksenli ¢ekme testi gergeklestirildi (Hinderer vd., 2014). Hem
kontrol grubu hem de hiicresizlestirilmis iskelelerin yaprak¢ik ve pulmoner duvar
kisimlarindan radyal yonde 1 ¢cm? boyutlarinda kesitler alindi. Genislikleri, uzunluklar1 ve
kalinliklar1 dijital kumpas ile 6l¢iilerek kaydedildi. Numuneler PBS ile islatilip genel ¢cekme
test cihazina yerlestirildi ve oda sicakliginda 0.1 MPa baslangi¢ yiikii ile 5 mm/dk hizinda

gerildi. Test sonrasi elde edilen verilerle gerilme/gerinim egrisi hazirlandi, elastisite modiilii
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(Young’un modiilii) ve nihai ¢gekme dayanimi (UTS) degerleri elde edildi. Deney her 6rnek
icin 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.

Sekil 2.1. Orneklerin ¢ekme test cihazina yerlestirildikten sonraki goriintiisii.

2.2.5. Kollajenaz degredasyon testi

Kontrol ve hiicresizlestirilmis pulmoner kalp kapakgiklarinin yaprakg¢ik ve arter duvari
kistmlarindan 1 cm?’lik parcalar kesildi ve liyofilizatérde dondurularak kurutuldu. Daha sonra
baslangi¢ kuru agirliklar tartilip kaydedildi. Ardindan kuru 6rnekler 2 ml’lik santrifiij tiiptine
alindi. Tiip icerisine PBS tamponu i¢inde hazirlanmis 1 mg/ml derisime sahip kollajenaz I
cozeltisi ilave edildi ve 37 °C ve 60 rpm calkalama kosulunda 24 saat inkiibe edildi. Tiipler
daha sonra 10.000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi ve slipernatant kisim uzaklastirildi. Daha
sonra Ornekler PBS ile yikandiktan sonra liyofilize edildi. PBS tamamen uzaklastirildiktan

sonra numunelerin son agirligi belirlendi ve % bozunma orani su formiile gore hesaplandi:

Baslangi¢ agirhigi—Son agirlik

% Bozunma =( )XlOO (Yu vd., 2021). Deney her ornek igin 3

Baslangig agirligi

bagimsiz tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
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2.2.6. Histolojik karakterizasyon

Hiicresizlestirme isleminin pulmoner duvar ve yaprakcik kisimlari tizerindeki
etkilerini gozlemlemek ve hiicresizligi dogrulamak i¢in histolojik boyamalar yapildi.
Kullanilan {iriinlerin kullanic1 talimatlarina uyularak prosediir gergeklestirildi. On hazirlik
olarak hiicresizlestirilmis yaprak¢ik ve pulmoner duvar 6rnekleri ile kontrol grubu ornekleri
%10'luk formaldehit ¢ozeltisinde 24 saat fikse edildi. Daha sonra numuneler doku kasetlerine
yerlestirildi ve artan etanol serilerinden (60-70-80-90-96-100) gegirilerek dehidrasyon
saglandi. Devaminda dokular 55°C’de eritilmis parafine gémiildii ve parafin donduktan sonra
dokulardan mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler lam tizerine alindiktan
sonra parafini uzaklagtirmak i¢in 65°C’de ksilen ile muamele edildi. Parafin uzaklastirildiktan
sonra rehidrasyonu saglamak iizere kesitler azalan etanol serilerinden gegirildi. On hazirlik
islemlerinden sonra boyama prosediirleri uygulandi. Boya olarak Hematoksilen&Eozin
(H&E), Movat Pentakrom boyama kiti kullanildi ve firetici firmanin talimatlarina gore
boyama islemi gergeklestirildi. Deney her ornek i¢in 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde

gerceklestirildi.

H&E boyama igin kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis 6rneklere ait kesitler lama
yerlestirilip nemlenmeleri i¢in 2 dk boyunca distile su ile muamele edildi. Ardindan 8 dakika
siireyle Hematoksilen ile muamele edilen kesitler, fazla boyay1 uzaklastirmak iizere distile su
ile durulandi. %95°’lik etanol ile ekstra durulamanin ardindan kesitler Eozin boyasiyla 1
dakika boyunca muamele edildi. %95’lik etanol ile tekrar durulanan lamin iizerine lamel
kapatilip entellan ile sabitlenmesi saglandi. Devaminda preparatlar 11tk mikroskobunda
goriintiilendi. H&E boyama sonucunda hiicrelerin ¢ekirdekleri mavi/siyah, ECM elemanlari

da pembe boyanmaktadir.

Movat Pentakrom boyama prosediirii kisaca Ozetlenecek olursa kontrol grubu ve
hiicresizlestirilmis orneklere ait kesitler 20 dakika boyunca elastik boyama soliisyonunda
bekletildi. Ardindan kesitlerde fazla boya kalmayincaya kadar akan su altinda yikandi ve
Ferrik Kloriir (%2) soliisyonuna 15-20 kez batirildiktan sonra 6nce musluk suyu altinda, daha
sonra distile su ile yikandi. Daha sonra kesitler sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi (%5) igine
yerlestirildi ve 1 dakika bekletildi. Daha sonra 6nce musluk suyu ardindan distile su ile
yikandi. Asetik asit soliisyonu (%3) i¢inde 2 dakika bekletilen kesitler daha sonra yikanmadan
Alcian Blue soliisyonu (pH 2.5) ile 25 dakika muamele edildi. Ardindan musluk suyu altinda
2 dk bekletilen kesitler daha sonra distile su ile yikandi. Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin

sollisyonu i¢ine yerlestirilen kesitler 2 dakika inkiibe edildi ve devaminda 2 defa distile su ile
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durulandi. Ardindan 6rnekler 5-10 saniye boyunca asetik asit soltisyonu (%1) i¢ine daldirilip
calkalandi ve distile su ile hizlica durulandi. Kesitler Fosfotungstik Asit ¢ozeltisi (%5) iginde
3-7 dk boyunca inkiibe edildi ve distile su ile hizlica durulandi. Asetik Asit soliisyonu (%1)
icine 3-5 defa daldirilan 6rnekler durulama yapilmadan Metanil Yellow soliisyonu ile 15 dk
inkiibe edildi. Ardindan saf etanol ile durulama yapildi. Fazla alkol kesit istiinden
uzaklastirildiktan sonra entellan ile kaplama ve kapama yapildi. Ardindan kesitler 1sik
mikroskobu ile goriintiilendi. Movat Pentakrom boyama sonucunda ECM ana bilesenlerinden
olan kollajenler sari, elastinler siyah ve GAG’ler mavi boyanmaktadir. Bunlara ek olarak

hiicre ¢ekirdekleri mavi/siyah, fibrinler parlak kirmizi, kas dokusu da kirmizi boyanmaktadir.

2.3. Hiicre Kiiltiirii Caliymalar:

2.3.1. Hiicre c¢oziindiirme, Kiiltiir ve pasajlama

S1v1 azot tankindan ¢ikartilan HUVEC ve primer siinnet derisi fibroblast hiicreleri hizli
bir sekilde ¢o6ziindiiriildii ve steril kabin iginde her birine DMEM (%10 FBS + %1
penisilin/streptomisin) besiyeri eklenip 2500 rpm devirde 5 dk boyunca santrifiij edildi.
Besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicre ¢okeltileri 7 ml besiyerinde ¢ozdiiriildii ve 25 cm?’lik
kiiltiir kaplarma aktarildi. Ardindan 37°C ve %5 CO: kosullarina ayarlanan inkiibatorde
hiicrelerin kiiltiiri yapildi. Hiicre yogunlugu kiiltiir kabinin %80’ini kaplayana kadar her iki
giinde bir olmak {izere besiyeri degistirildi ve inverted mikroskop ile gozlendi. En az %80
yogunluga ulasan hiicrelerin besiyeri kiiltiir kabindan uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile bir kez
yikandi. Daha sonra 2 ml tripsin/EDTA ilavesiyle kiiltir kosullarinda hiicreler kabin
ylzeyinden kaldirildi. Hiicreler tamamen kalktiktan sonra tripsin inhibisyonu ic¢in hacimce
enzim miktarinin 2 kat1 kadar serum igeren besiyeri eklendi. Ardindan hiicreler 50 ml’lik
plastik santriflij tiipline aktarildi ve 2500 rpm devirde 5 dk boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre c¢okeltileri taze besiyeri ile ¢Oziindiiriildii ve bu
sefer 75 cm?’lik kiiltiir kaplarma aktarildi. Ardindan yeniden kiiltiir kosullarindaki inkiibatore
yerlestirildi.

2.3.2. Hiicre dondurma

HUVEC’lerin %80 yogunluga ulagsma siiresi fibroblast hiicrelerine gore kisa oldugu
icin iki pasajlamadan sonra dondurulmasi gerekmistir. Bunun i¢in oncelikle kiiltiir kabindan
besiyeri uzaklastirildt ve PBS ile bir kez yikandi. Ardindan tripsinizasyon islemi

gerceklestirildi. Hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra iizerlerine serum igeren besiyeri eklendi

ve 2500 rpm devirde 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra iizerine
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serum igeren besiyeri eklenerek hiicreler ¢oziindiiriildii. Daha sonra hiicreler vida kapakli
derin dondurucu tiipii (cryo tiip) i¢ine 900 pl olacak sekilde 4 tiipe esit olarak boliistiiriildii.
Daha sonra her tiipe %10 oran1 dogrultusunda 100 pul DMSO eklendi ve yavas bir sekilde
pipetaj yapildiktan sonra hizlica -20°C’ye kaldirildi. Yaklasik 2 saat sonra tiipler -80°C’ye
kaldirilarak muhafaza edildi. Stoklar1 yapilacak hiicreler ise -80°C’de bir gece bekletildikten

sonra hizlica siv1 azot tankina transfer edildi.

2.4, Iskelelerin Yeniden Hiicrelendirilmesi ve Karakterizasyonu

2.4.1. Yeniden hiicrelendirme

Hiicresizlestirilmis pulmoner yaprakeik ve arter duvar: kisimlarindan 0,5 x 0,5 cm?’lik
kesitler alind1 ve hiicre ekiminden 6nce bir gece %70’lik etil alkolde steril edildi. Daha sonra
steril kabin i¢ine 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 inkiibatore yerlestirildi.

Oncelikle fibroblast hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan ayrildiktan sonra
¢oktiiriildii ve 1 ml besiyerinde ¢oziindiiriildii. Hiicre sayimi i¢in hemositometre kullanildi ve
yaprakgciklarm fibroza katmanma, duvar &rneklerinin intima katmanma 10* yogunlukta ekim
gerceklestirildi. 1ki saatlik statik kiiltirden sonra ayni numunelere 10° yogunlukta
HUVEC’lerin ekimi gerceklestirildi. Ayni sayida kiiltiir kabina ekilen hiicreler kontrol grubu
olarak belirlendi ve tiim ornekler inkiibatorde statik olarak kiiltiirlendi. 1, 3 ve 7 giinliik
periyotlarda in vitro sitotoksiteyi ve proliferasyonu belirlemek i¢in MTT analizi

gergeklestirildi.
2.4.2. MTT analizi

1., 3. ve 7. giinlerde kontrol grubu, yaprak¢ik ve duvar numunelerinin bulundugu
kuyucuklardan besiyeri uzaklastirildi ve ornekler PBS ile yikandi. Daha sonra 6rnek basina
serum igermeyen 180 pl DMEM ve 20 ul MTT reaktifi eklenerek kiiltiir kosullarinda 4 saat
inkiibe edildi. Bu siire sonunda ¢ozelti ortamdan uzaklastirildi ve 6rneklerin iistiine 200 pl
MTT ¢oziicisii eklendi. Ardindan pipetaj yapildiktan sonra kuyucuklarin i¢indeki mor renkli
¢ozelti 96 kuyucuklu plakaya aktarildi ve ELISA’ da 570 nm dalga boyunda absorbanslari
Olctildii. Kor olarak MTT c¢oziiciisii kullanildi ve kontrol gruplarina kiyasla iskelelerdeki
hiicre proliferasyonu ve dolayisiyla sitotoksite belirlendi. Deney her 6rnek icin 3 bagimsiz

tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.
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2.4.3. Histolojik karakterizasyon

Yeniden hiicrelendirme islemiyle birlikte hiicrelerin iskelelere adezyonunu belirlemek
amaciyla H&E boyama tekrarlanmis ve ek olarak DAPI-Falloidin floresan boyamalari
gerceklestirilmistir. Bashik 2.2.6. daki gibi yeniden hiicrelendirilmis dokular sirayla
dehidrasyon, parafinizasyon, kesit alma, deparafinizasyon, rehidrasyon islemlerine tabi
tutuldu. Daha sonra lamdaki kesitler Falloidin ile 15 dk boyunca karanlik ortamda oda
sicakliginda inkiibe edildi ve fazla boya lamdan uzaklastirildi. Ardindan kesitlerin {istiine
DAPI iceren kapatma medyumu eklendi ve lamel ile kesitler kapatildi. Preparatlar 1 gece
+4°C’de bekletildikten sonra konfokal mikroskop ile goriintiilendi. Deney her 6rnek icin 3

bagimsiz tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.
2.4.4. RNA izolasyonu

Yaklagik 50-100 mg doku orneklerinin iistiine 1 ml Trizol eslenigi olan Trigent ilave
edildi ve homojenizatérde ogiitiildi. 2 ml’lik santrifiij tiipiine alinan 6rnekler 10 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra iistiine 500 pl kloroform eklendi ve oda sicakliginda 5 dk
daha bekletildi. Ardindan +4°C’de 14.000 g hizda 15 dk boyunca santrifiij edildi. Daha sonra
tiiplerdeki siipernatant kisim yeni tiiplere aktarildi ve tstiine 200 pl kloroform eklendi ve
santrifiij islemi ayn1 kosulda tekrarlandi. Yeniden siipernatant kisim yeni tiiplere alind1 ve esit
hacimde izopropanol eklenerek tiipler nazikce alt iist edildi ve oda sicakliginda 30 dk
bekletildi. Bu siirenin sonunda ornekler +4°C’de 14.000 g hizda 10 dk boyunca santrifii
edildi. Siipernatant kisim uzaklastirildi ve tiipiin ¢eperine yapigmis olan seffaf pellet tistiine 1
ml %75°1lik etanol eklendi ve ¢ok yavas bir sekilde pipetaj yapildi. Bu islemin sonunda
ornekler +4°C’de 10 dk bekletildi. Daha sonra +4°C’de 14.000 g hizda 10 dk boyunca
santrifiij edildi. Ardindan etanol tlipten uzaklastirildi ve etanol ile yikama islemi, ardindan
santrifiij basamag1 tekrarlandi. Etanol tiiplerden uzaklastirildiktan sonra steril kabin igerisinde
yaklasik 30 dk boyunca tiiplerin kapaklar1 agik bir sekilde RNA’larin kurumasi saglandi. Her
ornege 50 pl niikleaz igermeyen steril su eklendi ve 60°C’de 10 dk inkiibe edilerek RNA’larin
¢oziinmesi saglandi. Daha sonra RNA ornekleri -80°C’de muhafaza edildi. Deney her 6rnek

icin 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
2.4.5. cDNA ¢evrimi

Total RNA’” dan cDNA c¢evrimi i¢in abm OneScript Plus cDNA sentez kiti kullanildi.

Bir 6rnek i¢in reaksiyon igerigi asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 2.4. Ters transkripsiyon reaksiyon igerigi.

5X RT Buffer 4 ul
dNTP 1 ul
Random Primers 1ul
OligodT 1l
OneScript Plus RTase 1ul
Total RNA 10 pl
Nuclease free H20 2 ul

Ornekler PCR cihazina yerlestirildikten sonra 1 dongii 15 dk 55°C, 1 déngii 5 dk 85°C’de
reaksiyonun gerceklesmesi saglandi. Bu siirenin sonunda 6rnekler -20°C’de muhafaza edildi.

Deney her 6rnek i¢in 3 bagimsiz tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.
2.4.6. Gen ifade seviyelerinin Ger¢ek Zamanh PCR ile belirlenmesi

Temel ECM proteinlerini sentezleyen genlerin ifadesi, FluoCycle 1™ SYBR® Master
Mix kullanilarak Real Time PCR ile belirlendi. 1 drnek i¢in reaksiyon igerigi toplamda 20 pl
olacak sekilde ayarlandi ve sirasiyla 10 pl Master Mix, 0,5 ul ileri primer, 0,5 ul geri primer,
1 ul cDNA, 8 ul niikleaz igermeyen steril su eklenerek PCR tiipiinde karigim pipetlendi. 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. Kullanilan primer dizileri Tablo 2.5.’de verilmistir.

Tablo 2.5. Real Time PCR reaksiyonunda kullanilan primer dizi listesi.

CollF 5'-CCACTGGTCCCCAAATCTAA-3' Referans
CollR S-GCTTCTTTGGCAGTCTGAGG-3' (Eslami vd., 2015)
Col3 F 5-CTTCTC TCCAGC CGAGCTTC-3'

Col3R 5-CCAGTGTGTTTC GTG CAACC-3 (Demir, 2021)
EInF 5'-CAGCCAAATACGGTGAAACA-3

EInR 5-AACACCAGGGACTCCAACAC-3 (Eslami vd., 2015)
GAPDH F 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3

GAPDH R 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’ (Hénninen vd., 2009)
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3. BULGULAR

3.1. Hiicresizlestirilmis Kapakc¢iklarin Karakterizasyonu

3.1.1. Kalint1 DNA i¢erigi

Koyun pulmoner kapakgiklarin hiicresizlestirme islemine tabi tutulmasinin ardindan
iskelede kalinti halinde hala mevcut olan DNA miktar1 arastirilmistir. Nanodrop o6l¢iim
sonuglarina gore hiicresizlestirme ile birlikte hiicresizlestirilmemis kontrol grubuna kiyasla
yaprake¢ik oOrneklerindeki DNA miktart 982 + 131,3 ng/ul diizeyinden 54,22 + 9 ng/ul
diizeyine azalarak yaklagik %94°’lik bir DNA giderimi gerceklesmistir. Arter duvar
orneklerinde ise kontrol grubuna gore hiicresizlestirme isleminden sonra DNA miktar1 1783,3
+ 110,4 ng/ul diizeyinden 26,04 + 13 ng/ul diizeyine azalarak yaklagik %98 oraninda DNA
giderimi gerceklesmistir (Sekil 3.1). DNA miktarindaki bu azaliglar istatistiksel olarak anlaml
bulunmugtur (*** p<0,001).
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Sekil 3.1. Hiicresizlestirilmis kapakgiklardaki kalintt DNA analizi. A) Yaprakgik 6rneklerinin
kiyaslanmasi, B) Arter duvari drneklerinin kiyaslanmasi (K: kontrol, D: hiicresizlestirilmis,

*** n<0,001).
3.1.2. Sisme testi

Kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis 6rneklere ait ortalama % su tutma kapasiteleri
belirlenmis ve bu degerler sisme olarak nitelendirilmistir. Dogal yaprake¢ik érneklerinin sisme
oran1 %288,4 + 85,6 iken hiicresizlestirme isleminden sonra yaprak¢ik Orneklerinin sisme
oran1 %638,5 + 60’a istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ylikselmistir. Dogal arter duvari
orneklerinin sisme oran1 %81,9 + 16,3 olarak Ol¢ililmiis ve bu oran hiicresizlestirmeden sonra

%124,3 £ 9,3’e yiikselse de istatistiksel olarak dnemli bir fark olugsmamistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hiicresizlestirilmis kapakg¢iklardaki sisme oranlari. A) Yaprakgik 6rneklerinin
kiyaslanmasi, B) Arter duvar1 6rneklerinin kiyaslanmasi (K: kontrol, D: hiicresizlestirilmis, *

p<0,05, *** p<0,001).
3.1.3. SEM goriintiileme

Gorilintiileme sonucu elde edilen mikrograflarda dogal yaprak¢ik ve arter duvari
orneklerinin yiizeyinde mozaik desene benzer bir sekille karakterize edilebilen endotelyum
tabakas1 gozlenmistir. Hiicresizlestirme isleminden sonra endotelyum tabakasinin ortadan
kaldirildigi ve kollajen fibrillerinin agiga ¢iktigi; fakat yiizeysel olarak herhangi bir
dejenerasyonun gergeklesmedigi goriilmistiir (Sekil 3.3-3.6).
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Mag= 100KX  qgpm : EHT = 15.00 kv
SUPRA 40VP-41 Noise Reductio

LLET 1.00 K X 10 pm 8.5 mm EHT = 15.00 kv Signal A= SE2 Date :18 Jun 2021 Time :14:22:33
SUPRA 40VP-41-14 Noise Reductio ine Int. Done Chamber Status = Pumping (HY)

Sekil 3.4. Hiicresizlestirilmis yaprak¢ik drneginin SEM mikrografi (1000X yakinlagtirma).
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Mag= 1.00 K X 10 pm WD = 8.7 mm EHT = 15.00 kv Signal A= SE2 Date :18 Jun 2021 Time :
SUPRA 40VP-41-14 Noise Reduction = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HY)

Mag= 1.00 K X 10 pm EHT = 15.00 kV Signal A= SE2 Date :18 Jun 2021 Tim
V| 14 Noise Reduction = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HVY)

———

Sekil 3.6. Hiicresizlestirilmis arter duvar1 6rneginin SEM mikrografi (1000X yakinlagtirma).
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3.1.4. Biyomekanik karakterizasyon

Hiicresizlestirme isleminin dokularin biyomekanik o6zellikleri tizerindeki etkisini
incelemek i¢in ¢ekme testi yapilmis ve sonucunda elde edilen gerilme/gerinim grafigine gére
yaprakeik Orneklerinin kontrol grubundaki gerilme 0,04 MPa iken gerinimi %57 diizeyinde
saptanmistir. Hiicresizlestirme igleminin ardindan gerilme degeri 0,046 MPa’ya ytikselisi ve
gerinim degerinde %42’ye bir diislis soz konusu olmustur. Arter duvar1 6rneginde de benzer
durum gozlenmis ve kontrol grubundaki gerilme degeri 0,026 MPa ve gerinim degeri %45
iken, bu degerler hiicresizlestirme isleminden sonra 0,031 MPa ve %32 olarak saptanmistir.
Dolayistyla egrilerden yola ¢ikarak hem yaprak¢ik hem de arter duvart Orneklerinde
hiicresizlestirmeyle birlikte sertligin arttig1 fakat uzayabilirligin azaldigi goriilmektedir (Sekil
3.7). Bununla birlikte hiicresizlestirme islemi, nihai gerilme mukavemeti (UTS) ve elastisite
modiili degerleri acisindan dokular arasinda istatistiksel olarak onemli bir farkliliga sebep

olmamustir.

Tablo 3.1. Dogal ve hiicresizlestirilmis kapakgik 6rneklerinin gekme testi sonucunda elde

edilen UTS ve elastisite modiilii degerleri.

Ornek UTS (MPa) Elastisite Modiilii (MPa)
K-Yaprakeik 0,041 + 0,02 0,0042 +0,0017
D-Yaprakeik 0,049 + 0,01 0,0023 + 0,001

K-Arter 0,033+ 0,02 0,0037 + 0,002
D-Arter 0,047 £ 0,015 0.011 £ 0.003
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Sekil 3.7. Arter duvari, yaprakgik orneklerine ait kontrol grubu ve hiicresizlestirilmis grubun
gerilme/gerinim egrisi grafikleri. A: Hiicresizlestirilmis ve kontrol yaprakeik oérnekleri, B:

Hiicresizlestirilmis ve kontrol arter duvari1 6rnekleri.

3.1.5. Enzimatik degredasyon

Hiicresizlestirilmis ve kontrol grubu yaprakeik/arter duvari 6rneklerinin in vitro
stabilitesini belirlemek igin 24 saat boyunca kollajenaz enzimi ile bozunmaya maruz
birakilmigtir. Kontrol grubu yaprak¢ik orneklerinin bozunma orami %81,14 + 2,29 iken,

yaprakgeiklarin hiicresizlestirme sonrast bozunma orant %97,16 £+ 2,12 olarak belirlenmistir.
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Benzer sekilde kontrol grubu arter duvar: 6rneginin bozunma orani %73,2 + 1,45 iken, bu
oran hiicresizlestirmenin ardindan %84,76 + 2,02'ye yiikselmistir. Hiicresizlestirme iglemiyle
birlikte hem yaprak¢ik hem de arter duvari 6rneklerinin in vitro stabilitesi kontrol grubu

muadillerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir.
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Sekil 3.8. Hiicresizlestirilmis yaprakeik ve arter duvari 6rneklerinin enzimatik degredasyon
profillerinin kontrol grubu ile karsilastirmasi (K: kontrol, D: hiicresizlestirilmig, ***
p<0,001).

3.1.6. Histolojik karakterizasyon

Ug katmanl yapidaki yaprakgiklarda hiicresizlestirme islemini takiben ECM yapisinda
meydana gelen degisiklikler H&E ve Movat pentakrom boyama yapilarak incelenmistir. H&E
boyanmis dogal ve hiicresizlestirilmis yaprakgiklarin fibroza tabakasindaki kollajenin miktari
ve yoneliminde herhangi bir farklillk olmadigi gozlenmistir (Sekil 3.11.). Kollajen
fibrillerinin kivrimli yapisinda, hiicresizlestirme ile birlikte bir miktar diizlesme meydana
gelirken, ozellikle ventrikiilaris katmaninda kivrimli  kollajen fibril yapisi hala
gozlenebilmektedir. Ayrica dogal yaprakciklarda hiicre c¢ekirdekleri siyah ile belirgin bir
sekilde boyanirken, hiicresizlestirilmis yaprakgiklarda herhangi bir ¢ekirdege rastlanmamistir.
Arter duvar1 Orneklerinde de benzer sonuclarla karsilasilmis ve hiicresizlestirilmis grupta

¢ekirdekler gézlenmemistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. H&E ile boyanmis dogal yaprakg¢ik orneginin 151k mikroskobundaki goriintiisii
(20X’lik objektif).

Sekil 3.10. H&E ile boyanmis hiicresizlestirilmis yaprak¢ik 6rneginin 151k mikroskobundaki
gorlintiisii (20X’lik objektif).
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Kontrol Hiicresizlestirilmis

Sekil 3.11. H&E ile boyanmis yaprak¢ik drneklerinin farkli bolgelerden ¢ekilmis goriintiileri.
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Sekil 3.12. H&E ile boyanmis dogal arter duvari 6rneginin 151k mikroskobundaki goriintiisii
(20X’1ik objektif).

Sekil 3.13. H&E ile boyanmuis hiicresizlestirilmis arter duvar1 6rneginin 11k mikroskobundaki

goriintiisii (10X’lik objektif).
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Hiicresizlestirilmis

Sekil 3.14. H&E ile boyanmuis arter duvari 6rneklerinin farkli bolgelerden ¢ekilmis
gorlintiileri.
Hiicresizlestirme sonrast Movat pentakrom ile boyanan yaprakgiklarin ii¢ katmaninda

kollajen dizilisi ve miktar1 acisindan dogal grupla karsilastirildiginda anlamli bir fark
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gozlenmemistir (Sekil 3.17). Bu boya ile boyanmis preparatlarda kollajen fibrillerinin kivrimli

yapisinin hiicresizlestirmeden sonra korundugu da goriilmektedir.

Sekil 3.15. Movat pentakrom ile boyanmis dogal yaprake¢ik 6rneginin 151k mikroskobundaki
goriintiisii (40X’lik objektif).
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Sekil 3.16. Movat pentakrom ile boyanmis hiicresizlestirilmis yaprake¢ik dérneginin 1s1k
mikroskobundaki goriintiisii (20X’lik objektif).
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Kontrol

Fibrosa

Ventriktlaris

Sekil 3.17. Movat pentakrom ile boyanmis yaprakeik drneklerinin farkli bolgelerden ¢ekilmis

gorlintiileri.

Arter duvari orneklerinde de yogun bulunan ve siyaha boyanmis elastinlerin miktarinin ve

yapisinin hiicresizlestirme isleminden olumsuz yonde etkilenmedigi goriilmiistiir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.18. Movat pentakrom ile boyanmis dogal arter duvar1 6rneginin 11k mikroskobundaki

goriintiisii (40X lik objektif).

Sekil 3.19. Movat pentakrom ile boyanmis hiicresizlestirilmis arter duvari rneginin 151k

mikroskobundaki goriintiisii (40X lik objektif).
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Sekil 3.20. Movat pentakrom ile boyanmis arter duvar1 6rneklerinin farkli bolgelerden

cekilmig goriintiileri.
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3.2. Hiicre Kiiltiiri

HUVEC hiicreleri kiiltiire bagladiktan 4 giin sonra %80 yogunluga ulagmistir (Sekil

v
.

N

-

Sekil 3.21. HUVEC’lerin 2 giinliik kiiltiiriinden sonraki inverted mikroskop ile alinan

lik objektif).

b

goriintiisii (10X

Sekil 3.22. HUVEC’lerin 4 giinliik kiiltiiriinden sonraki inverted mikroskop ile alinan

goriintiisii (10X’lik objektif).
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Fibroblast hiicrelerinin %80 yogunluga ulasmalart HUVEC’lere gore daha uzun siirmiis ve

yaklasik 3 haftalik bir kiiltiir siireci gerektirmistir (Sekil 3.25).

Sekil 3.23. Fibroblast hiicrelerinin 7 giinliik kiiltiiriinden sonraki inverted mikroskop ile
alinan goriintiisii (10X’1ik objektif).

Sekil 3.24. Fibroblast hiicrelerinin 15 giinliik kiiltiiriinden sonraki inverted mikroskop ile
alinan goriintiisii (10X’1ik objektif).
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Sekil 3.25. Fibroblast hiicrelerinin 21 giinliik kiiltiiriinden sonraki inverted mikroskop ile

alinan goriintiisii (10X’1ik objektif).

3.3. Yeniden Hiicrelendirilen Iskelelerin Karakterizasyonu

3.3.1. MTT analizi

Hiicresizlestirilmis  yaprak¢ik ve arter duvar1t Tlizerine ekilen hiicrelerin
proliferasyonunu ve olasi sitotoksiteyi belirlemek icin MTT analizi yapilmistir. Kontrol grubu
olarak 96 kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler kullanilmistir. Analiz verilerine gére ekimden 1
giin sonra canli hiicre yogunlugunun en ¢ok oldugu grup kontrol grubu iken,
hiicresizlestirilmis arter duvart orneklerine ekilen hiicrelerin canliligi kontrol grubunun
yaklagik %50’si, hiicresizlestirilmis yaprak¢ik orneklerine ekilen hiicrelerin canliligi kontrol
grubunun yaklasik %70’1 diizeyindedir. Ekimden 3 giin sonra kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliligi arter duvar1 Orneklerinde %90’a, yaprakcik oOrneklerinde ise yaklasik %98’e
ulagmistir. 7. giinde ise hiicre canliligl en yiiksek olan grup neredeyse %115°lik bir oranla
yaprake¢ik ornekleri olurken arter duvarlarindaki hiicre canliligi yaklasik %105°lik bir oranla

kontrol grubundan daha yiiksek bir metabolik aktivite sergilemistir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. Yeniden hiicrelendirilmis kapakgik dokularinin MTT analizi sonuglari (K: kontrol,
Y: yaprakeik, A: arter duvart).

3.3.2. Histolojik karakterizasyon

Yeniden hiicrelendirme sonrasi arter duvar1 ve yaprake¢iklardaki hiicre adezyonunu
belirlemek amaciyla H&E boyama yapilmistir. Yaprakeik orneklerinin goriintiilerinde fibroza
ve ventrikiilaris tabakasinda konumlanmis hiicre cekirdekleri goriinmektedir (Sekil 3.27 ve

3.28).
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Hicresizlestirilmis

Yeniden hucrelendirilmis

Sekil 3.27. H&E ile boyanmis yeniden hiicrelendirilmis yaprak¢ik 6rneginin fibroza
tabakasinda konumlanmis hiicrelerin 151k mikroskobundaki goriintiisii (40X 1ik objektif).
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Hicresizlestirilmis

Yeniden hicrelendirilmis

Sekil 3.28. H&E ile boyanmis yeniden hiicrelendirilmis yaprak¢ik drneginin ventrikiilaris
tabakasinda konumlanmis hiicrelerin 151k mikroskobundaki goriintiisii (40X lik objektif).

Arter duvart Orneklerinde de yogun bir sekilde genis alana yayilmis hiicre cekirdekleri

gorliinmektedir.
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Hucresizlestirilmis

Yeniden hiicrelendirilmis

Sekil 3.29. H&E ile boyanmis yeniden hiicrelendirilmis arter duvari 6rneginin 11k

mikroskobundaki goriintiisii (40X lik objektif).

DAPI/Phalloidin ile floresan olarak boyanan Orneklerde, ozellikle arter duvari
orneklerinin i¢ katmanlarina kadar fibroblast hiicrelerinin sizdig1 net bir sekilde goriiliirken,
yaprak¢ik oOrneklerindeki yeniden hiicrelenme arter duvart Orneklerine gore cok diisiik

seviyede ve yaprakgik yilizeyine yakin bolgelerle sinirl kalmustir (Sekil 3.30).
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Arter Duvari Yaprakeik

Sekil 3.30. DAPI/Falloidin floresan boyalar ile boyanmis yeniden hiicrelendirilmis arter

duvari ve yaprakeik 6rneklerinin konfokal mikroskop goriintiisii.
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3.3.3. SEM goriintiileme

Yeniden hiicrelendirme sonrasi arter duvari ve yaprakeiklardaki hiicre adezyonunu ve
endotelizasyonu belirlemek amaciyla SEM gorintiileri ¢ekilmistir. Yaprakcik orneklerinin
yluzeyinde HUVEC hiicreleri net bir sekilde goriinmekle birlikte 7 giinlikk kiiltiirde
endotelizasyon biitlinliyle saglanamasa da hiicrelerin tutundugu bolgelerde tek katl

endotelyum olusmaya baslamistir (Sekil 3.31).

Hicresizlestirilmis

Mag = 500 X 10 pm WD = 8.5 mm i Signal A E2 Date :18 Jun 2021 Time :
SUPRA 40VP-41-14 s = Pumping (HV)

Yeniden hiicrelendirilmis

X
SUPRA 40VP41-14

Sekil 3.31. Yeniden hiicrelendirilmis yaprak¢ik 6rneginin SEM mikrografi (350X

yakinlastirma).
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Arter duvart Orneklerinde ise HUVEC’lerin daha genis alana yayilimi ve tek kath
endotelyumun daha biiyiik boyutlarda, yaprakcik orneklerine gore daha kesintisiz oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.32).

Hcresizlestirilmis

Mag 500 X 10 pm
SUPRA 40VP-41-14

Yeniden hiicrelendirilmis

Mag= 350 X . EHT = 10.00 kv Signal A = SE2 Date
SUPRA 40VP-41-14 Noise Red Line Int. Done amber Status = Pumping (HV)

Sekil 3.32. Yeniden hiicrelendirilmis arter duvar1 6rneginin SEM mikrografi (350X

yakinlastirma).
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3.3.4. Temel ECM proteinlerinin gen ifadeleri

Yeniden hiicrelendirilmis yaprak¢ik ve arter duvar1 drneklerinde yeni ECM sentezini
belirleyebilmek i¢in, temel ECM proteinlerini ifade eden genlerin ifade oranlar1 Real Time
PCR ile belirlenmistir (Sekil 3.33). Elde edilen sonuglara gore arter duvarindaki Coll gen
ifadesi kontrol grubuna gore 1,56 katlik 6nemli bir artig gosterirken, yaprakeik drneklerindeki
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 drneklerinde
1,6 katlik bir artig gozlenirken yaprak¢ik orneklerinde yaklasik 0,4 katlik 6nemli bir azalma
meydana gelmistir. EIn gen ifadesi de hemen hemen ayni sonuglar vererek arter duvarinda
kontrol grubuna gore 1,57 katlik bir artig, yaprake¢ik 6rneklerinde yaklagik 0,7 katlik bir azalis

gozlenmistir. Istatistiksel olarak bu degisimler anlamli bulunmustur (p<0,001).
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Sekil 3.33. Yeniden hiicrelendirilmis arter duvari ve yaprakeik drneklerindeki temel ECM
proteinleri gen ifadelerindeki degisim. Sonuglar kontrol grubuna gore normalize edilmistir (K:

Kontrol, Y: Yaprakcik, A: Arter duvart).
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu tezde koyun pulmoner kalp kapakgiklart SD ve SDS ile hiicresizlestirilmis ve
hiicresizlestirme isleminin etkinligi ¢esitli karakterizasyon testleriyle belirlenmistir. Ardindan
HUVEC ve fibroblast hiicreleriyle bu iskelelere yeniden ekim yapilarak rejeneratif belirtegler
analiz edilmistir. Amacimiz, literatiirde yer alan az sayida hiicresizlestirilmis koyun kalp
kapakgiklarinin ¢aligmasina katkida bulunmak ve ilk defa farklilasmis insan hiicrelerinin bu
kapakgiklarda temel ECM proteinlerini ifade edebildigini kanitlayarak rejeneratif kalp

kapakeig liretilebilecegini gostermektir.
4.1. Hiicresizlestirilmis Kapakg¢iklarin Karakterizasyonu

Hiicresizlestirilmis iskelelerin karakterizasyon testlerinden biri olan sisme davranisi
hiicre gog¢iinii, ¢ogalmasini, oksijen emilimini ve atiklarin bertaraf edilmesini kolaylastirdigi
icin olduk¢a onemlidir (Asgari vd., 2021). Ayrica hiicresizlestirme sonrasi geriye kalan
bosluklara ve porlu ECM yapisina istinaden iskele tarafindan emilebilen su miktar1 artacagi
icin hiicresizlestirmenin etkinligi hakkinda fikir vermektedir. Deterjan bazli metodla
hiicresizlestirilen dokularin, dogal dokulara kiyasla sisme oraninda %50’lik artis gozlendigi
bildirilmistir (Xu vd., 2014). Hiicresizlestirilmis arter duvari sisme oranina bakildiginda
%350’1ik bir artig s6z konusu olurken yaprakcik orneklerinin su tutma kapasitesi yaklagik
%100’lik bir artis gostermistir. Histolojik goriintiilerde gozlendigi ilizere hiicresizlestirme
isleminin yaprakg¢iklardaki spongioza katmaninda belirgin bir agiklik olusturmasi, su tutma
kapasitesinde boylesine yiiksek bir artisa sebebiyet vermis olabilir. Hiicresizlestirilmis
yaprak¢ik ve arter duvart orneklerindeki DNA giderimi sirasiyla %95 ve %98 olarak
bulunmustur. Literatiirdeki koyun kalp kapakc¢igi DNA'simin  yaklasitk  %95'inin
hiicresizlestirme yoluyla temizlendigi bildirilmistir (Lichtenberg vd., 2006; Quinn vd., 2011).
Hiicre ¢ikarimini1 daha net bir sekilde dogrulamak icin DNA giderimine ek olarak SEM ve
histolojik goriintiilerle de desteklemek gerekmektedir. Hiicresizlestirilmis yaprak¢ik ve arter
duvart orneklerinin SEM mikrograflarinda endotel tabakasinin ortadan kaldirildigr ve
altindaki karmasik fibréz aglarin agia ¢iktigi goriilmektedir (Syedain vd., 2013; Findeisen
vd., 2020). A¢iga ¢ikan kivrik kollajen fibrillerinin yoneliminde onemli bir degisiklik
olmamigtir. Ayrica bu goriintiilere gore hiicresizlestirme sonrasinda yilizeye yakin higbir
hiicreye rastlanmamistir. H&E ve movat pentakrom boyamalar sonucunda boyanmis higbir
hiicre ¢ekirdegine rastlanmazken, direkt niikleer materyali floresan olarak isaretleyen DAPI

boyama sonucunda kalintt DNA saptanmamustir. Dolayisiyla literatiir verileriyle benzerlik
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gosteren bulgularimiz sonucunda hiicresizlestirme isleminin etkili bir sekilde gergeklestigi

anlasilmaktadir.

Hiicrelerin uzaklastirilmasinin yan1 sira ECM mimarisinin de hiicresizlestirme
isleminden ne kadar etkilendigi biiyiik 6nem arz etmektedir. Nitekim hiicresizlestirme gibi
ECM’ye dogrudan miidahale s6z konusu olan islemler, histomimari yapida az veya ¢ok
miktarda bozulmaya yol acacaktir. Bu bozulmalar hiicre davranisini etkilerken ayni zamanda
dokunun biyomekanik 6zelliklerini olumsuz etkileyecektir. Kalp kapaginin i¢inde bulundugu
yiiksek basingli hemodinamik ortam nedeniyle iyi biyomekanik O6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Yaptigimiz karakterizasyon testlerinde histomimariyi belirleyen H&E ve
movat pentakrom boyama goriintiilerine gore 6zellikle yaprakeiklarin spongioza tabakasinda
ciddi bir bozulma gozlenirken, fibroza ve ventrikiilaris katmanlarinda 6nemli sayilabilecek bir
farklilik gézlenmemistir. Movat pentakrom ile boyanmis yaprakgiklarin fibroza tabakasinda
kollajen fibrillerinin kivrikliginin, yoneliminin ve miktarinin iyi korundugu goriilmektedir.
Ayrica spongioza tabakasinda maviye boyanmis GAG’larin da hala iskelede mevcut oldugu
goriinmekle birlikte literatiirde hiicresizlestirme isleminden sonra toplam GAG’lerin %50°den
fazlasinin kaybedildigi bildirilmistir (Sierad vd., 2015). Bu sonuglardan yola ¢ikarak
spongioza katmanindaki bozulmanin, yiiksek diizeyde GAG kaybindan kaynaklandigi
diistintilebilir. Bu konuya iliskin yapilan bir calismada koyun kalp kapakg¢iklarinin
hiicresizlestirilmesinden sonra yiiksek oranda GAG kaybina ugramasinin sebebinin, koyun
kalp kapakgiklarinin bastaki hiicreselliginin insan kapakg¢iklarina gore daha fazla oldugu
(vaklasik 3 kat) belirtilmistir (MeDepo vd., 2017b). Ayn1 ¢alismada hiicresizlestirmeden sonra
koyun kapakciklarinda %89, insan kapakg¢iklarinda %57 oraninda GAG kayb1 bildirilmistir.
Bu yiizden dokudan ¢ikartilan hiicre sayis1 arttik¢a daha fazla GAG kayb1 meydana gelmistir.
Kapakgiklardaki GAG’larin kollajen fibrilleriyle birlikte hareket ederek icerdikleri su
sayesinde basinca kars1 dirence yardimci olduklart ileri siiriilmiistiir (Hinton ve Yutzey, 2011).
Fakat GAG gibi proteoglikanlarin kapakgiklarin mukavemeti, sertligi gibi ozellikleriyle
iligkili olmadigi, icerdikleri negatif yiikler sayesinde dokunun su igerigini korumada ve
dolayisiyla kapakgigin viskoelastik 6zelliklerine katki saglamada rolii oldugu bilinmektedir
(Schaefer ve Schaefer, 2010; Hinderer vd., 2014). Bu yiizden GAG’larin hiicresizlestirme
sonras1 iskeleden uzaklastirllmasinin doku biyomekanigi Ttzerinde etkisi olmayacagi
diisiintilebilir. Yine de GAG eksikliginin iskele dayanimi {izerinde kesin bir etkisinin olup

olmadig1 heniiz bilinmemekle birlikte bu konuda ayrintili ¢caligmalara ihtiya¢ vardir (Sierad

vd., 2015).
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Yaprakeiklarin 6zellikle fibroza katmaninda konumlanmis kollajen tip 1’in doku
stabilitesi ve gerilme sertliginden sorumlu oldugu bilinmektedir (Hinton ve Yutzey, 2011,
Sanz-Garcia vd., 2015). Bunun yaninda yiikksek hemodinamik basing kosullarina karsi
mukavemeti saglamaktadir (Aparecida de Aro vd., 2012). Hiicresizlestirme islemiyle birlikte
kollajen tip 1 miktarinda azalis oldugu rapor edilmistir (Flameng vd., 2014). Aksine, bu tez
calismasinda oldugu gibi, kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiicresizlestirilmis yaprakgik
ve arter duvarinin kollajen organizasyonu ve miktar1 agisindan benzer oldugu da bildirilmistir
(Haupt vd., 2018). Histolojik bulgularda goriindiigii {izere iyi korunmus kollajen tip 1 ve
elastin sayesinde dogal ve hiicresizlestirilmis dokular arasinda biyomekanik o&zellikler
acisindan biyik bir farklilik gozlenmemistir. Gerilim/gerinim egrisi sonucunda hem
yaprak¢ik hem de arter duvari orneklerinde hiicresizlestirmeyle birlikte sertligin arttigi ve
uzamalarin azaldigr goriilmektedir (Sekil 3.1.4.1.). Uzayabilirligin azalmasinin sebebini,
kollajen fibrillerindeki kivrikligin azalmis olmasiyla iligkilendiren bir ¢calisma bulunmaktadir
(Granados vd., 2017). H&E goriintiileri yaprakg¢iklarda kollajen fibrillerinin kivrikligindaki
azalmay1 gosterse de kollajen fibrillerini 6zel olarak boyayan movat pentakrom
goriintiilerinde esasen kivrik yapinin iyi bir sekilde korundugu goriilmektedir. Uzayabilirligin
azalmasimin muhtemel sebebi kovalent ¢apraz baglh kollajenlerin hiicresizlestirmeyle birlikte
serbest hale gecmesi olabilir. Clinkii hiicresizlestirilmis kalp kapakeiklarinin cgesitli capraz
baglama ajanlartyla muamelesi sonucu kollajenler stabil hale getirilerek biyomekanik
ozelliklerde iyilesme gergeklestigi bildirilmistir (Liu vd., 2020). Bunlarin yaninda UTS ve
elastisite  modiilii degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig:
goriilmektedir. Sonuclarimiza benzer sekilde deterjan bazli hiicresizlestirme sonrasit koyun
kalp kapakeiklarinda, kontrol grubuna goére basta UTS olmak iizere esneme Ozelliklerinde
herhangi bir degisiklik olmadig1 rapor edilmistir (Syedain vd., 2013). Histolojik boyamalarda
goriildiigii gibi kollajen, elastin ve GAG bilesenlerindeki degisikliklerin minimum diizeyde
olmast ve 3 boyutlu mimarinin genel itibari ile korunmasi, mekanik 6zelliklerin korunmasini
saglamistir. Hiicresizlestirme sonrasi biyomekanik 6zelliklerinin korundugu bilinen domuz
kalp kapaklarinda da benzer bulgular elde edilmis ve kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
¢ekme Ozelliklerinde anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Findeisen vd., 2020). Cekme testi
tek basina hiicresizlestirmenin kalp kapakciklarinin biyomekanik 6zellikleri {izerindeki
etkisini incelemek icin yeterli degildir. Bu nedenle yorgunluk testi gibi fonksiyonel testlerin

fizyolojik kosullar altinda yapilmasina ihtiyag vardir.
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Enzimatik degredasyon analizi bulgularimiza gore, hiicresizlestirme islemiyle birlikte
hem yaprak¢ik hem de arter duvart 6rneklerinin in vitro stabilitesinde kontrol gruplarina
kiyasla bir azalma meydana gelmistir. Sonuglarimiza benzer sekilde 2019 yilinda yapilan bir
calismada, domuz pulmoner kapaklar1 deterjan bazli bir yontem kullanilarak
hiicresizlestirilmis ve kolajenaz isleminden sonra bozunma oranlart Fourier doniisimlii
kizilotesi spektroskopisi ile belirlenmistir (Vasquez-Rivera vd., 2019). Bu ¢alismanin
sonuglarma gore, kizildtesi absorpsiyon spektrumlarindan, hiicresizlestirilmis yaprakgiklarin
tamamen bozundugu ve pulmoner arter duvari 6rneklerinin, 6zellikle dis tabakanin, ig¢
tabakalara gore daha fazla bozundugu anlasilmistir. Bu sonuglar, hiicresizlestirilmis kalp
kapakgiklariin in vitro yeniden hiicrelendirilmesinin gerekliligini gostermektedir. Sonug
olarak, ECM'nin ana proteini olan kollajen, hiicresizlestirme islemi ile aciga ¢ikmakta ve
enzimatik bozunmaya kars1 daha duyarli hale gelmektedir. Ayrica, hiicresizlestirme sonrasinda
ECM'de cesitli modifikasyonlar yapilarak degredasyon oraninin onemli Ol¢iide azaltildigi
calismalar da mevcuttur (Yu vd., 2021; Seyrek vd., 2022). Hiicresizlestirilmis koyun kalp

kapakgiklariin biyomekanik 6zellikleri ve in vitro stabilitesi bu yontemlerle gelistirilebilir.

Sonug olarak, histolojik bulgularda boyali ¢ekirdek veya hiicre kalintisina
rastlanmadigi, yiiksek diizeyde DNA giderildigi, temel ECM bilesenlerinde anlamli bir
degisiklik goriilmedigi, biyomekanik ozelliklerde anlamli bir fark goézlenmedigi, SEM
gortntiilerinde yiizeye yakin hiicre bulunmadigi dogrulanmistir. Bu sonuglar SD ve diisiik
yogunluklu SDS ile hiicresizlestirilmis yaprak¢ik ve arter duvari kisimlarinda

hiicresizlestirmenin basariyla gerceklestirildigini kanitlamaktadir.
4.2. Yeniden Hiicrelendirilmis Kapakg¢iklarin Karakterizasyonu

Doku miihendisligi ile iiretilmis canli bir kapak elde etmek icin hiicresizlestirilmis
kapakgiklarin, dogal kapak hiicre popiilasyonunu taklit edebilmesi adma VEC'ler ve
VIC'lerden olusan karisik hiicre grubuyla tohumlanmasi gerekmektedir. VEC'ler kapak yiizeyi
tizerinde trombotik olmayan bir tek tabaka saglar ve kapak hemodinamiklerinde 6nemli bir rol
oynar (Butcher ve Nerem, 2006). VIC'ler kapagin ECM'sinin yeniden sekillenmesinde aktif
olup hem doku dayanikliligint hem de biiylime 6zelliklerini saglar (Liu vd., 2007). Ortak
kiiltiirde VEC’ler VIC'leri daha dogal bir fenotipe dogru diizenledigi icin, iki hiicre tipi
arasinda giiclii bir iliski bulunmaktadir (Butcher ve Nerem, 2006). Doku miihendislikli
kapaklar1 iiretmenin temel zorluklarindan biri bu iki hiicre grubunun birlikte ekilmesidir.
VEC’ler tarafindan re-endotelizasyon tim kapak ylizeylerinde meydana gelirken, VIC’ler

tarafindan interstisyel yeniden hiicreleme arter duvari ve siniis ile smirli kalmaktadir. Bu
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nedenle asil zorluk yaprak¢ik interstisyumunun VIC benzeri hiicrelerle yeniden
doldurulmasinda yatmaktadir (Dohmen vd., 2007; Baraki vd., 2009; da Costa vd., 2010;
Quinn vd., 2011, 2012; lop vd., 2014). Bu tezde 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 olasi deterjan kalintisina karsi sitotoksite MTT
analiziyle belirlenmistir. MTT bulgularia gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda giinden
giine artan metabolik aktivite, SD ve diisiik yogunluklu SDS ile hiicresizlestirme isleminden
sonra etkili yitkamanin gergeklestirildigi ve sitotoksiteye sebep olabilecek diizeyde bir deterjan
kalintisinin olmadigin1 gostermektedir. Bunun yaninda ekilen hiicrelerin, hiicresizlestirilmis
koyun kalp kapak¢igina tutunabildigi ve sorunsuz bir sekilde c¢ogalabildigi sonucuna

vartlmaktadir.

SEM mikrograflar1 incelendiginde arter duvar1 ve yaprak¢iklarda HUVEC’lerin
iskelelere tutundugu ve genis alana yayildiklari goriilmektedir. Iki grupta da tek tabakali hiicre
katman1 olugmaya baslamis fakat arter duvarinda daha kesintisiz ve genis sekilde olurken
yaprakgiklarda kesintili ve ozellikle kivrimlarin oldugu yiizeylerde gerceklesmistir. Genel
olarak reendotelizasyon, hiicresizlestirilmis koyun kapakgiklarinda 7 giin gibi kisa siirede
onemli sayilabilecek diizeyde gergeklesmistir. Fakat histolojik bulgularimiz literatiirdeki diger
caligmalara paralel olarak 6zellikle yaprakg¢iklarin i¢ katmanlarina ¢ok sinirlt fibroblast hiicre
infiltrasyonu gostermistir. Benzer sekilde hiicresizlestirilmis insan kalp kapak¢igina ekilen
kardiyak mezenkimal stromal hiicreler (CStC) yaprakg¢ik yiizeyine yapisarak orijinal hiicre
yogunlugunun %9011 korumus ancak i¢ katmanlara sizma konusunda verimsiz oldugu
bildirilmistir (Dainese vd., 2012). Calismamizda arter duvarinda yaprakg¢iklara nispeten daha
yogun infiltrasyon gozlenmektedir. Kalp kapak¢igi doku miihendisliginde zaten var olan bu
sorunu ¢ézmek igin statik kiiltiirden ziyade hiicre ekiminden sonra mekanik veya kimyasal
kosullandirma uygulamalartyla daha yogun bir hiicre popiilasyonu elde edilmeye ¢aligiimistir.
Hiicresizlestirilmis pulmoner kapak¢ik koyun miyofibroblast ve endotel hiicreleriyle
ekildikten sonra biyoreaktorde fizyolojik pulmonik kosullar altinda kiiltiirlenmistir (Schenke-
Layland, 2003). Bunun sonucunda yaprakgiklarin i¢ katmanlarinda neredeyse dogal dokuyla
aynt derecede hiicresellik elde edilmistir. Bagka bir mekanik kosullandirmanin hiicre
infiltrasyonu {izerine etkisini inceleyen bir calismada hiicresizlestirilmis koyun aort
kapakgiklar1 biyoreaktor sisteminde insan MSC’leri ile ekilmis ve negatif-pozitif basing
kosullar1 altinda yeniden hiicrelendirme arastirilmigtir (Converse vd., 2017). Mekanik

kosullandirma uygulanmayan statik kiiltiirlenmis dokuda yaprake¢ik i¢ dokularma hiicre
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sizintis1 olmazken kosullandirilmis yaprakeiklarin i¢ katmanlarina hiicreler sizabilmis fakat
tam bir hiicresellik gozlenmemistir. Kimyasal modifikasyonda fenotipe 06zgii hiicresel
baglanmay1 desteklemek, kapakc¢ik mekanigini desteklemek ve hiicre farklilagmasini
yonlendirmek i¢in sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri, antikorlar ve polimerler
kullanilmaktadir (VeDepo vd., 2017a). Fakat kimyasal kosullandirma ile yaprakgik ig
katmanlarinin yeniden hiicrelendirme orani, mekanik kosullandirmaya goére daha diistik
bulunmustur (Ye vd., 2013; Zhou vd., 2015 a,b). 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 arastirmalarin aksine hiicresizlestirilmis kapakgiklara in vitroda hiicre
ekilmesine gerek olmadigini, implant modellerinde otolog hiicreler tarafindan hiicresiz
iskelenin istila edildigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur. Ornek olarak hiicresizlestirilmis
domuz ve koyun kapakgeiklari, koyunlara implante edildikten sonra arter duvarlarmin yeniden
hiicrelendirildigi, yaprakeik i¢ katmanlarina ise minimal hiicre sizintis1 gerceklestigi rapor
edilmistir (Baraki vd., 2009; Quinn vd., 2011; Paniagua Gutierrez vd., 2015). Yaprakg¢iklarin
i¢ katmanlarma hiicre infiltrasyonunun neden bu kadar zor oldugunun kesin sebebi heniiz
aciklanamamustir. Fakat hiicresizlestirme uygulamalariyla 6zellikle spomgioza katmaninda
meydana gelen agiklik ve bozulmalar, hiicrelerin orta katmana kadar gocilinii ve tutunmasini
engelliyor olabilir. Bunlarin yaninda yapi itibariyla arter duvar yiizeyinin yaprak¢iklara gore
daha diiz oldugu ve yaprak¢iklarin kivrimli yapist géz oniinde bulundurulursa, 6zellikle
VIC’lerin kivrimli bolgelerde kiimelenmeye basladigi ve diizgiin bir yayilim saglayamadigi

thtimali de ortaya ¢ikabilir.

Yeniden hiicrelendirilen  iskelelerde yeni ECM  sentezinin  gergeklesip
gerceklesmedigini belirlemek adina temel ECM proteinlerinden olan kollajen tip 1, tip 3 ve
elastinleri kodlayan genlerin ifadeleri Real Time PCR ile gerceklestirilmistir. Elde ettigimiz
bulgulara gore arter duvarlarinda arastirilan 3 genin ifadesinde kontrol grubuna gére dnemli
artiglar gozlenmistir. Dolayisiyla iskele igine sizabilmis hiicreler hiicresizlestirilmis koyun
kalp kapakgiklarinda yeni ECM bilesenlerini sentezlemeye baglamislardir. Fakat
yaprakeiklarda aksi sekilde kontrol grubuna gore bu gen ifade seviyelerinde kritik diistisler
gozlenmistir. Bunun sebebi histolojik bulgularda goriildiigii tizere yaprakeik i¢ katmanlariin
¢ok yetersiz veya hi¢ hiicrelenmemesidir. Theodoridis ve ark. 2015’ de yaptiklar1 bir
calismada koyun pulmoner kapakgiklarini hiicresizlestirmis, otolog koyun endotel

hiicreleriyle in vitroda yeniden hiicrelendirip koyunlara 12 ay kalacak sekilde implante

64



etmigler ve doku rejenerasyonunu arastirmislardir (Theodoridis vd., 2015). Elde ettikleri
bulgulara gore arter duvarina yogun konak¢i VIC sizintist gergeklesirken yaprakgiklarin
sadece ylizeyine yakin bolgede minimal VIC gozlenmistir. Bunun yanisira kollajen Onciisii
olan ve igsel kollajeni gosteren prokollajen tip 1 antikoruyla immiinofloresan olarak
isaretlenmis orneklerde pozitif boyama ve dolayisiyla doku rejenerasyonunun gerceklesmeye
basladigi gozlenmistir. Fakat bulgularimiza benzer sekilde yaprake¢ik i¢c katmanlarina
ilerleyemeyen VIC’ler arter duvar ile karsilastirildiginda ¢ok az pozitif boyama gostermistir.
Benzer durum domuz kapakgiklarinda da meydana gelmistir; hiicresizlestirilmis domuz kalp
kapag1 allogreftlerinin 15 aylik implantasyonun ardindan herhangi bir kosullandirma
olmaksizin yeniden hiicrelendigi ve yapilan mikroarray analizine gore Ozellikle arter
duvarlarinda kollajen, elastin gibi ECM proteinlerinin aktif olarak sentezlendigi bildirilmistir

(lop vd., 2014).

Sonu¢ olarak bu tezde ilk defa HUVEC ve insan dermal fibroblast hiicrelerinin
kokiiltiiriyle yeniden hiicrelendirilen hiicresizlestirilmis koyun kalp kapak¢iklarinda yeniden
yapilanmaya dair belirteclerin ifade edildigi gosterilmistir. Ayrica yeniden hiicrelendirmenin
kapak ylizeyleri boyunca basarili bir sekilde saglanmasi, hiicresizlestirilmis koyun kalp
kapakgiklarinin biyouyumlu oldugunun gostergesidir. Dolayisiyla bulgularimizdan yola
cikarak insanlara yonelik tasarlanacak olan kalp kapak¢igi implantlarinda hiicresizlestirilmis
koyun kalp kapakgiklarinin kullanilabilecegi, otolog hiicre ekimi ile birlikte kisiye 6zel kalp
kapake¢ig1 iiretmenin miimkiin oldugu 6ngoriilmektedir. Bu yiizden hiicresizlestirilmis koyun

kalp kapakgiklarinin klinik ¢aligmalarda degerlendirilmesine mutlak surette ihtiyac vardir.
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