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Öz

Hücresizleştirme	 (Decellularization)	 hücre	 ve	 hücre	 içi	 organellerin	 zarlarının	
bütünlüğünü	 bozarak	 DNA,	 RNA,	 yağlar,	 mitokondri	 ve	 sitoplazmik	 zardaki	 hücre	
kimliğini	taşıyan	proteinler	ve	sitozolik	içerik	gibi	tüm	hücresel	yapıların	temizlenerek,	
önemli	hücre	dışı	matriks	yapılarının	üç	boyutlu	ultrastrüktür,	temel	matriks	proteinleri	
ve	 büyüme	 faktörleri	 gibi	 öğelerinin	 korunması	 ve	 sonrasında	 implantasyon	 ile	
in	 vivo	 ya	 da	 in	 vitro	 ortamda	 dokunun	 kendine	 ait	 özelliklerle	 başarılı	 bir	 şekilde	
yeniden	modellenmesi	 işlemidir.	Bu	derleme	makalesinin	 amacı	 damar	 dokusunun	
hücresizleştirilmesi	işlemi	sırasında	kullanılan	birçok	farklı	çeşit	yöntemin	incelenerek	
başarılı	veya	başarısız	yönlerinin	ortaya	konmasıdır.

Anahtar Kelimeler: Hücresizleştirme,	doku,	yapay	organ,	hücre	dışı	matriks

Abstract

Decellularization	 is	 disrupting	 the	 integrity	 of	 cells	 and	 intracellular	 organelles’	
membranes,	cleaning	all	of	the	cytosolic	content	and	cellular	structures	that	have	the	
identity	of	the	cells	such	as	DNA,	RNA,	lipids,	proteins	and	membranes,	and	preserving	
the	important	extracellular	matrix	structures	such	as	three-dimensional	ultrastructure,	
basic	matrix	proteins	and	growth	factors.	The	successful	decellularization	may	ensure	
a successful recellularization of the tissue after implantation in vivo or in vitro. The aim 
of this review article is inspecting successful or unsuccessful aspects of the different 
types	of	methods	used	during	the	decellularization	process	of	the	vascular	tissue.
Keywords: Decellularization,	tissue,	artificial	organ,	extracellular	matrix
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Giriş

İnsan	hayatını	tehdit	eden	en	önemli	hastalık	grubunun	
başında	 tıkayıcı	 damar	 hastalıkları	 gelmekte	 ve	
etiyolojiden	 sorumlu	 patoloji	 ateroskleroz	 olarak	
bildirilmektedir.	 Ateroskleroz	 iskemik	 kalp	 hastalığı,	
inme	ve	periferik	damar	hastalığı	gibi	bir	dizi	hastalığın	
tek	başına	sebebidir.	Dünya	sağlık	örgütünün	(WHO)	
araştırmalarına	göre	dünya	çapında	her	yıl	17.5	milyon	
insan	kardiyovasküler	hastalıklar	sebebiyle	yaşamını	
yitirmektedir.	 Bu	 tüm	 ölümlerin	 %31’i	 demektir	 (1).	
Tıkayıcı	 damar	 hastalıklarının	 tedavisinde	 medikal	
tedavi	 ve	 perkütan	 girişimsel	 işlemler	 yapılmakta,	
ancak	bazı	durumlarda	bu	işlemler	yetersiz	kalmakta	
veya	 alternatifsiz	 olarak	 cerrahi	 işlemlere	 ihtiyaç	
duyulmaktadır	 (2).	 Yapılacak	 cerrahi	 bir	 işlem	
olan	 baypas	 (tıkalı	 olan	 segmentin	 distaline	 kanı	
taşıyacak	 anatomik	 ya	 da	 ekstra	 anatomik	 greft	 ile	
ikinci	 bir	 yol	 oluşturmak)	 seçeneğinde	 ise	damarsal	
grefte	 ihtiyaç	 duyulmaktadır.	 Baypas	 cerrahisinde	
kullanılacak	 damarsal	 greft	 seçenekleri	 otogreft	
(safen	ven,	radiyal	arter	ve	internan	mamaryen	arter	
gibi),	ksenogreft	ya	da	prostetik	greft	olabilmektedir.	
Günümüzde	en	sık	kullanılan	otojen	greft	safen	ven	
olmasına	rağmen	hem	elde	edilebilmesi	için	cerrahiye	
ihtiyaç	duyulması	hem	de	sınırlı	miktarda	bulunması	
kullanımını	kısıtlamaktadır.	Prostetik	vasküler	greftler	
ise	sentetik	ve	kompozit	olarak	ayrılmakta	ve	sentetik	
olanlar	 tekstil	 (Dacron)	 ve	 tekstil	 olmayan	 [Teflon	
(PTFE)]	olarak	2	grupta	sınıflandırılmaktadır.	1950’li	
yıllarda	 başarılı	 baypas	 işlemlerinin	 sayısının	 ve	
ihtiyaç	duyulan	greft	çeşitliliği	ve	tiplerinin	artması	ile	
birlikte	vasküler	prostetik	greft	üretim	teknolojisi	hızlı	
bir	gelişme	göstermiştir	(3).	PTFE	(Politetrafloraetilen)	
veya	 Dacron	 materyalden	 yapılmış	 çeşitli	 çap	 ve	
boyda	üretilebilen	günümüzde	piyasada	satılan	pek	
çok	çeşit	greft	mevcuttur.	Bu	tip	yapay	greftlerin	kolay	
bulunması	 bir	 avantaj	 olsa	 bile	 biyolojik	 greftlere	
göre	 belirgin	 olarak	 yüksek	 enfeksiyon,	 tromboz	 ve	
mekanik	 hataları	 bulunmaktadır.	 En	 sık	 rastlanan	
mekanik	hatalar	sırasıyla	açılma,	dikiş	çizgisi	hatası,	
yapısal	hatalar	 (delik,	yarık	ve	yırtık)	ve	sızdırmadır	
(4).	Prostetik	 greftlerin	mekanik	 hatalarının	 yanında	
en	önemli	handikabı	ameliyat	sonrası	enfeksiyon	ve	
tromboz	 riskinin	 otojen	 grefte	 göre	 oldukça	 yüksek	
olmasıdır	 (5).	Prostetik	greft	 gibi	 bir	 yabancı	 cismin	

varlığı;	lokal	immün	disfonksiyona,	bakterinin	kolayca	
tutunabileceği	ve	kendisine	kompleks	bir	mikroçevre	
yaratabileceği	 bir	 biyofilm	 tabaka	 oluşmasına	
neden	 olarak	 infeksiyona	 yatkınlığa,	 sentetik	 olarak	
elde	 edilen	 greft	 materyallerinin	 doku	 iskeleti	 olan	
ekstrasellüler	 matriksi	 içermediğinden	 hücrelerin	
tutunma	ve	proliferasyon	aşamalarında	doğal	yapılar	
kadar	 uygun	 desteği	 verememesinden	 dolayı	 da	
tromboza	yatkınlığa	sebep	olur	(6).	
İdeal	 bir	 greft	 materyalinin	 yüksek	 biyouyumluluğa	
sahip	olması,	 toksik,	antijenik	ve	karsinojenik	etkiye	
sahip	 olmaması,	 kolay	 elde	 edilebilir	 ve	 maliyeti	
düşük	olması	ve	 lokal	enflamasyona	dirençli	olması	
gerekmektedir	 (4,5).	 Günümüzde	 greft	 üretim	
teknolojisindeki	 gelişmeler	 neticesinde	 greft	 ilişkili	
komplikasyonlar	 hızla	 azalmakla	 birlikte	 hala	 ideal	
damarsal	proteze	ulaşılamamıştır	(4,7,8).
Son	yıllarda	doku	mühendisliği	tekniklerinin	gelişmesi	
ve	bu	alanda	yapılan	çalışmaların	artması	ile	birlikte	
pek	 çok	 dokunun	 yapı	 ve	 fonksiyonları	 korunarak	
yenilenmesi	 ve	 iyileştirilmesi	 sağlanmaktadır	 (9,10).	
Yenilenebilir	 biyolojik	 materyal	 hazırlanması	 amacı	
ile	 hücre	 kültürü,	 iskelet	 yapı	 (matriks),	 sıvı	 destek	
ve	 düzenleyici	 elemanlar	 (büyüme	 faktörleri	 vs.)	 ile	
çevresel	 faktörlerin	 (bioreaktörler	 vs.)	 geliştirilmesi	
güncel	çalışma	konularını	oluşturmaktadır	(6).	Doku	
mühendisliği	 çalışmaları	 genel	 olarak	 hücrelerinden	
arındırılmış	matriksler	ve	hücre/matriks	yapıları	olarak	
iki	 kategoride	 incelenmektedir	 (9,11).	 Bu	 bağlamda	
ekstraselüler	 matriks	 (ESM)	 doku	 ya	 da	 organları	
meydana	 getiren	 hücreler	 dışındaki	 birbiri	 ile	 ileri	
derecede	organize	olmuş	tüm	yapılara	verilen	isimdir.	
Üç	boyutlu	ESM	yapısını	oluşturan	makromoleküler	
ana	 bileşenler	 kollajen,	 elastin,	 fibronektin,	 laminin,	
glikoprotein,	 proteoglikan,	 ve	 glikozaminoglikandır	
ve	her	dokunun	özelliklerine	uygun	form	ve	miktarda	
bir	araya	gelerek	çatı	yapıyı	oluşturur.	ESM	hücreler	
için	 taşıyıcı	biyolojik	 iskele	olması	yanında	hücresel	
büyüme,	 migrasyon,	 diferensiyasyon,	 yaşama,	
homeostaz	ve	morfogenez	gibi	birçok	fonksiyona	da	
aracılık	eder.	ESM	bileşiminde	bulunan	çeşitli	biyoaktif	
moleküler	 yapılar	 sayesinde	 dokuları	 oluşturan	
hücrelerin	 tekrar	 bir	 araya	 gelmesinde	 ve	 dinamik	
hücresel	 davranışların	 yeniden	 düzenlenmesinde	
ayrıca	 koruyucu	 ve	 destekleyici	 fonksiyonlara	 da	
sahip	olması	nedeni	ile	klinikte	birçok	doku	ve	organın	
rejenerasyonunda	kullanılmaktadır	(12).
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Ksenogreft	 damarların	 endoteliyal	 yüzeyindeki	
kan	 grubu	 antijenlerinin,	 alıcının	 doğal	 antikorları	
(spesifik	 bir	 antijene	 duyarlılık	 olmamasına	 rağmen	
mevcut	 olan	 antikorlar)	 tarafından	 tanınması	 ve	
kompleman	ve	koagülasyon	kaskadını	aktive	etmesi	
sonucu	 greftte	 tromboz	 meydana	 gelebilmektedir.	
Böyle	bir	 immünolojik	ve	trombojenik	aktivasyondan	
grefti	 korumak	 için	 uygulanacak	 işlemlerden	 birisi	
vericinin	 immünolojik	 özelliklerinin	 en	 aza	 indirildiği	
hücresizleştirme	 işlemidir.	 Hücresizleştirme	 ile	 elde	
edilen	damar	greftinin	teorik	olarak	en	önemli	avantajı	
sentetik	damar	greftlerinde	görülen	enflamatuvar	ve	
pıhtılaşma	reaksiyonlarının	oluşmamasıdır.	Çünkü	kök	
hücreler	ve	ESM	arasındaki	etkileşimler,	soy-spesifik	
farklılaşmanın	 indüklenmesi	 ve	 kimyasal/yapısal	
sinyaller	sayesinde	mezenkimal	kök	hücrelerin	(MKH)	
biyolojik	fonksiyonlarını	sürdürebilmesi	ve	bu	sayede	
ESM	 tarafından	oluşturulan	biyofiziksel	 ve	kimyasal	
sinyaller	 ile	 kök	 hücre	 adezyonu,	 göçü,	 yayılması,	
farklılaşması	ve	matriksin	yeniden	modellenmesi	gibi	
fonksiyonların	başarı	ile	tamamlandığı	bildirilmektedir	
(13).
Hücresizleştirilme	ana	hatları	ile	fiziksel,	kimyasal	ya	
da	 enzim	 solüsyonları	 kullanılarak;	 ESM	 korunarak	
hücre	membranına	hasar	verilmesi,	enzimatik	işlemler	
kullanılarak	 ESM’den	 hücresel	 komponentlerin	
ayrılması,	 deterjanlar	 kullanılarak	 sitoplazmik	 ve	
nükleer	 hücre	 içeriğinin	 çözülmesi	 işlemidir	 (14).	
Hücresel	yapıların	uzaklaştırılması	 işlemi	sayesinde	
elde	 edilen,	 üç	 boyutlu	 yapısı	 iyi	 korunmuş,	 hücre	
ilişkili	 yüzey	 molekülleri,	 proteinleri	 ve	 hücre	 içi	
komponentlerinden	 temizlenmiş	 ESM	 alıcı	 hastaya	
nakledildikten	 sonra	 alıcının	 kendi	 kök	 hücreleri	
tarafından	 zamanla	 yeniden	 yapılandırıldığı	 için	
immünolojik	ve	trombojenik	reaksiyon	gerçekleşmez.	
Beklenen	yarar	greft	materyalinin	biyouyumunun	ve	
adaptasyonunun	tam	olmasıdır.	Bu	durumun	diğer	bir	
avantajı	 da	 greft	 yerleştirilmesinden	 sonra	 hastanın	
uzun	 süreli	 antikoagulan	 ya	 da	 antiplatelet	 ilaç	
kullanma	zorunluluğunun	ortadan	kalkmış	olmasıdır.	
Hücresizleştirilmiş	 vasküler	greftin	bir	 diğer	avantajı	
da	donör	doku	bulmanın	otogreft	temini	seçeneklerine	
göre	kolay	olmasıdır.	Allograft	damar	transplantasyonu	
donör	olarak	kadavra	veya	başka	bir	insandan	alınan	
doku	 gerektirmekte	 ve	 1980’lerden	 beridir	 gelişmiş	
ülkelerde	kullanılmaktadır	ancak	donör	bulma	zorluğu	
en	önemli	dezavantajıdır.	Hücresizleştirme	işleminde	

etik	çerçeveler	içerisinde	donör	olarak	hayvan	dokusu	
da	 kullanılmakta	 ve	 böylece	 donör	 dokuya	 ulaşma	
kolaylığı	sağlamaktadır	(2).	
Hücresizleştirme	işlemi	bütün	bir	organa	yapıldığı	gibi	
çeşitli	doku	parçalarına	da	uygulanabilir.	Literatürde	
kalp,	damar,	kemik-kıkırdak-yağ	doku,	ince	bağırsak,	
umblikal	 kord	 ve	 karaciğer	 üzerinde	 yapılmış	 pek	
çok	 başarılı	 çalışma	 mevcuttur	 (9,14,15).	 Özellikle	
küçük	çaplı	hücresizleştirilmiş	allojenik	ve	ksenojenik	
vasküler	 ESM’lerin	 işlevsel	 olarak	 başarılı	 bir	 greft	
seçeneği	 olacağı	 bildirilmektedir.	 Farklı	 bölgelerden	
ve	türlerden	alınan	birçok	damar	dokusu	farklı	birçok	
hücresizleştirme	 tekniği	 ile	 incelenmiş	 ve	 mekanik	
ve	 immünolojik	 olarak	doğal	 dokuya	 yakın	 sonuçlar	
rapor	edilmiştir	(16).

1. Vasküler Dokular İçin Hücresizleştirme 
Yöntemi
Hücresizleştirme	işleminin	amacı;	organ	veya	dokuyu	
hücresinden	 ve	 nükleer	 yapısından	 arındırarak,	
üç	 boyutlu	 yapısını	 koruyarak	 ESM	 elde	 etmek	
ve	 bu	 yapının	 mekanik	 ve	 biyolojik	 özelliklerinden	
faydalanarak	greft	kullanımına	uygun	hale	getirmektir	
(17).	Böylece	sentetik	greftlerden	üstün	yönleri	olan	ve	
doğal	damara	benzer	şekilde	hücrelerin	tutunması	ve	
proliferasyonu	için	doğal	bir	destek	sağlayan	greft	elde	
edilmektedir.	Tipik	 olarak	hücresizleştirme	protokolü	
fiziksel	yöntemler	ve	iyonik	çözeltiler	kullanarak	hücre	
membranının	 lizis	 edilmesi	 sonrasında	 sitoplazma	
içindeki	 hücresel	 komponentlerin	 ve	 nükleer	
elementlerin	 enzimatik	 yöntemler	 ve	 deterjanlarla	
ayırılmasıdır	(Tablo	1)	(17).	
Ekstraselüler	 matriks;	 hücrelerin	 arasında	 bulunan,	
çeşitli	protein	ve	polisakkaritlerden	oluşmuş	hücrelerin	
desteklendiği	ortamdır.	Dokulardaki	hücrelere	iskelet	
görevi	 görerek	 hücrelerin	 şekil	 ve	 fonksiyonunda,	
gelişiminde,	çoğalmasında,	canlılığını	sürdürmesinde	
ve	 göçünde	 görev	 yapmaktadır.	 ESM’yi	 oluşturan	
moleküller	 glikozaminoglikanlar	 (GAG)	 ve	 fibröz	
proteinlerdir.	 Bu	 moleküller	 hücrelerin	 tutunması	
ve	 göçü	 için	 uygun	 desteği	 sağladığından,	 ESM	
yapısındaki	bu	molekülleri	korunması	hücresizleştirme	
yönteminin	 önemli	 bir	 aşamasını	 oluşturmaktadır	
(17).
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1.1 Hücresizleştirme Yönteminin Aşamaları 

1.1.1 Doku Elde Edilmesi ve 
Hücresizleştirme İşlemine Hazırlık
Ekstra	 selüler	matriks	 iskeleleri;	memeli	 dokularının	
(domuz,	 sığır,	 koyun	 vb)	 ya	 da	 insan	 kadavrası	
dokularının	 hücresizleştirilmesi	 ile	 hazırlanmaktadır.	
Etik	 kurallar	 çerçevesinde	 memeli	 canlılardan	
(domuz,	 sığır,	 koyun…	 vb)	 elde	 edilen	 abdominal	
ve	 karotid	 arterlerin	 etrafındaki	 gevşek	 bağ	 dokusu	
mekanik	 olarak	 dikkatli	 bir	 şekilde	 temizlenir.	
Elde	 edilen	 materyal	 bakteriyel	 kontaminasyonu	
engellemek	 için	 çeşitli	 antibiyotikler	 (%1	 penisilin,	
%1	streptomisin,	%1	amfoterisin	B	gibi)	içeren	fosfat	
tamponlu	 saline	 (PBS;	 fosfat	 tampon,	 potasyum	
klorid	 ve	 sodyum	 klorid)	 ile	 yıkanır	 (lüzum	 halinde	
-80	0C	derecede	saklanabilir)	(18).	PBS	birçok	hücre	
için	izotoniktir	ve	toksik	özellikler	içermemektedir.	Bu	
özelliğinden	 dolayı	 belirli	 maddelerin	 seyreltilmesi,	
kullanılacak	 alet	 ve	 teçhizatın	 yıkanması,	 dokuların	
işlemin	farklı	basamakları	arasında	yıkarken,	bu	işlem	
basamaklarında	kullanılan	kimyasal,	enzim	ve	oluşan	
atıkların	 yıkanması	 işlemleri	 PBS	 ile	 yapılmaktadır.	

Ayrıca	 bazı	 durumlarda	 PBS’ye	 ek	 olarak	 etilen	
diamin	tetra	asetik	asit	(EDTA)	eklenmesi	hücrelerin	
ayrıştırılmasında	 etkili	 bulunmaktadır.	 PBS	 birçok	
farklı	 yolla	 hazırlanmaktadır.	 Bu	 formulasyonlardan	
bazıları	 potasyum	 içerirken	 bazıları	 kalsiyum	 ve	
magnezyum	 içermektedir.	Goods	 ve	ark.	 tarafından	
20	farklı	çeşit	tamponlama	sıvısı	tanımlanmış	ve	çeşitli	
biyokimyasal	ve	biyolojik	araştırmalarda	kullanılmıştır	
(19).	 İdeal	 tamponlama	sıvısı	özellikleri;	 pH,	 çözme	
ve	 çözünme,	 membrane	 geçirgenliği,	 tuz	 etkisi,	
katyon	 ilişkileri,	 stabilite,	 kimyasal	 geçimlilik,	 optik	
absorbans	ve	hazırlama	kolaylığı	olarak	belirtilmiştir.	
Dokuların	 özelliklerine	 göre	 bu	 tamponlama	 sıvıları	
seçilerek	kullanılabilir	ancak	Goods	ve	ark	tarafından	
mükemmel	 tamponlama	 sıvısı	 bulunmadığı	
vurgulanmaktadır	(19).

1.1.2 Hücre Membranının Parçalanması 
Bu	 aşama	 kullanılacak	 olan	 yöntemlerin	 seçimine	
göre	 farklılık	 göstermektedir	 ancak	 amaç	 hücre	
membranının	 parçalanmasıdır.	 Bu	 amaçla	 fiziksel,	
kimyasal	 ve	 enzimatik	 yöntemler	 tek	 tek	 ya	 da	
kombine	halde	kullanılabilir	(17).	

Fiziksel Kimyasal Enzimatik

• Mekanik Çalkalama • Alkali-asit çözeltiler;
Deoksikolik Asit, Perasetik Asit, Amonyum Hidroksit

• Tripsin
• Lipaz
• Termolizin
• α-galaktozidaz
• Dispaz
• Kollajenaz

• Sıcaklık (Çok tekrarlı 
dondurma/çözme)

• Hipotonik ve Hipertonik Çözeltiler; 
EDTA, EGTA

• Endonükleazlar 
(Benzoaz)

• Sonikasyon • İyonik Olmayan Deterjanlar;
Triton X-100, oktil gluko pironidaz (OGP) • Ekzonükleazlar

• Non-termal geri 
dönüşümsüz 
elektroporasyon (NTIRE)

• İyonik Deterjanlar;
Sodyum-Dodesil Sülfat (SDS), sodyum deoksi kolat, Triton X-200

• Basınç-Kuvvet 
• Zwitteriyonik Deterjanlar;
CHARPS, Sülfobetanin -10 ve 16 (SB-10, SB-16), Tri(n-butil) 

fosfat
• Alkoller
• Diğer çözücüler (Aseton vb)

Tablo	1.	Hücresizleştirme	işleminde	kullanılan	teknikler
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1.1.2.1 Fiziksel Metodlar;

1. Sıcaklık:	 Dondurma-	 çözme	 (Freeze-	 Thaw)	
yöntemi	 olarak	 adlandırılan	 bu	 yöntemde	 dokunun	
-86	C’ye	dondurularak	tekrar	hızla	37	C’ye	getirilmesi	
işlemidir.	Genel	olarak	ESM	yapısına	minimal	hasar	
söz	 konusudur.	 Genellikle	 birçok	 dokuda	 etkili	 bir	
hücre	lizisi	sağlamasına	rağmen	yalnız	başına	hücre	
içeriklerinin	 immünolojik	 yanıt	 uyandırmayacak	
şekilde	 tam	 olarak	 temizlenmesi	 mümkün	 olmaz.	
Dolayısı	 ile	 hücresel	 protein	 ve	 molekülerin	 tam	
temizlenmesi	 için	 ek	 işleme	 gereksinin	 duyulur.	
Ayrıca	bazı	dokularda	tek	dondurma-	çözme	döngüsü	
genellikle	yeterli	olmamakta	ve	çoklu	tekrar	yapılması	
gerekmektedir	(20–22).
2. Basınç ve mekanik güç uygulama: Hidrostatik 
basınç	uygulama,	sonikasyon	(selenleme)	ve	ajitasyon	
(karıştırma,	 çalkalama)	 gibi	 teknikler	 genellikle	 tek	
başına	yeterli	hücre	parçalanması	yapamazlar	ancak	
enzim,	 hipertonik	 saline	 veya	 şelatlaştırıcı	 ajanlarla	
kombine	 edildiğinde	 oldukça	 başarılı	 sonuçlar	
alınabilmektedir.	Bu	yöntemin	önemli	bir	dezavantajı	
etkili	 hücre	 lizisi	 sırasında	 dokuların	 ultrastrüktürel	
yapısında	 ve	 bazal	 membran	 bütünlüğünde	 hasar	
meydana	gelmesidir	 (23).	Sinir	dokusu,	bağ	dokusu	
ve	 tendonlarda	 hücresizleştirme	 için	 genellikle	
yüksek	 sıcaklıktan	 hızla	 düşük	 sıcaklığa	 geçirilmesi	
(snap	 freezing)	 işlemi	 uygulanır.	 Hidrostatik	 basınç	
kornea	ve	kan	damarı	gibi	dokularda	diğer	tekniklere	
göre	hızlı	ve	etkili	bir	hücre	lizisi	sağlamasına	rağmen	
basınç	nedeni	ile	oluşan	hücre	içi	buz	kristalleri	ESM	
yapısında	bozulmaya	sebep	olabilir.	(24,25).
3. Non-termal geri dönüşsüz elektroporasyon:	Bu	
yöntemde	 mikro	 saniyelik	 elektrik	 uyarıları	 dokuya	
uygulanarak	 hücre	 membranında	 oluşan	 elektrik	
potansiyelinin	bozulması	sağlanmakta	ve	membranda	
çok	küçük	delikler	meydana	getirilmektedir.	Bu	mikro-
porlar	 hücre	 hemostazını	 bozarak	 hücrede	 ölüme	
sebep	olmaktadır.	Ancak	bu	teknikte	hücresizleştirme	
uygulanacak	dokuya	göre	kullanılan	propların	küçük	
olması,	 işlemin	 çok	 uzun	 zaman	 alması	 ve	 in	 vivo	
ortamda	yapılması	en	büyük	dezavantajıdır	(25,26).

1.1.2.2 Kimyasal Metotlar

a. Alkali ve Asit Solüsyonlar:	Alkali	ve	asitler	nükleik	
asit	 gibi	 biyomoleküllerde	 ve	 sitoplazmik	 hücre	
içeriğinde	 hidrolitik	 ayrışmaya	 sebep	 olur.	 Asidik	
solüsyonlardan	 paresetik	 asit	 ESM	 yapısında	 ve	
ultrastrüktüründe minimal etki göstererek hücrelerin 
arta kalan nükleik asitlerinin temizlenmesinde 
kullanılır	 (9,27–29).	 Asetik	 asit	 ESM	 yapısındaki	
kollajene	 zarar	 verdiği	 için	 ESM	 dayanıklılığını	
azaltabilir	 ancak	 sülfatlanmış	 glikozaminoglikanlara	
etkisi	 yoktur.	 Kalsiyum	 hidroksit,	 sodyum	 sülfid	 ve	
sodyum	hidroksit	gibi	bazlar	ESM	yapısındaki	kollajen	
fibrillerinin	 ve	 çapraz	 bağlarının	 parçalanmasında	
etkilidir	 (30).	 Bunun	 yanında	 ESM	 yapısındaki	
büyüme	faktörlerinin	yok	olmasına	sebep	olur.	Alkali	
solüsyonlar	kimyasal	solüsyonlar	içinde	ve	enzimatik	
ajanlara	göre	daha	fazla	ESM	yapısında	bozulmaya	
sebep	olur	(31,32).			
b. Deterjanlar:	 İyonik,	 non-iyonik	 ve	 çift	 kutuplu	
(zwitterionic)	 deterjanlar	 lipid-lipid	 ve	 lipid-protein	
yapılar	ile	reaksiyona	girerek	hücre	membranını	eritir	
ve	 proteinlerden	 DNA	 yapısını	 çözer	 fakat	 protein-
protein	 yapısını,	 dokunun	 veya	 organın	 fonksiyonel	
yapısını	bozmaz	[32,	33].	Ancak	bu	etki	maruz	kalma	
süresi,	 dokunun	 tipi	 ve	 yapısı	 ve	 doku	 vericisinin	
yaşı	 ile	 ilişkili	olarak	değişkenlik	gösterebilir	(34,35).	
Triton	 X-100	 en	 yaygın	 kullanılan	 non-iyonik	
deterjandır.	 Triton	 X-100	 enzimatik	 ve	 osmotik	 etki	
ile	 hücre	 artıklarının	 temizlenemediği	 kalp	 kapağı	
gibi	 kalın	 dokularda	 bile	 etkili	 bir	 hücresizleştirme	
sağlayabilir.	 En	 yaygın	 kullanılan	 iyonik	 deterjanlar	
sodyum	 dodesil	 sülfat	 (SDS),	 sodyum	 deoksikolat	
ve	 Triton	 X-200	 ‘dür.	 SDS	 hücrenin	 sitoplazma	
ve	 çekirdek	 membranı	 çözmede	 triton	 X-100’den	
daha	 etkilidir	 ancak	 protein-protein	 ile	 reaksiyona	
girerek	ESM	 ilişkili	 proteinlerin	yapısını	bozar,	GAG	
konsantrasyonunun	 azalmasına,	 kollajenin	 ve	
büyüme	 faktörlerinin	 tamamen	kaybolmasına	sebep	
olur.	Genellikle	böbrek	gibi	yoğun	(dense)	dokulardan	
nükleik	 asitleri	 uzaklaştırmada	 oldukça	 etkilidir.	 Bu	
ajanlar	içerisinden	SDS	dokudan	hücre	bileşenlerinin	
temizlenmesinde, sitoplazma proteinlerinin ve 
nükleer	kalıntıların	 tamamen	 temizlenmesinde	diğer	
deterjanlara	nazaran	çok	daha	verimlidir.		Çift	kutuplu	
deterjanlardan	 birisi	 olan	 3-[(3-	 kolamidopropil)	
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dimetilamonyo]-1-propansülfonat	 (CHAPS)	 non-
iyonik	 ve	 iyonik	 özellikler	 sergiler.	 Özellikle	 akciğer	
gibi	 ince	 dokulu	 organların	 hücresizleştirilmesinde	
etkilidir	 ancak	 daha	 kalın	 dokularda	 ya	 da	 aselüler	
organlarda	 çok	 etkili	 değildir.	 Deterjanların	
kullanıldığı	 hücresizleştirme	protokollerinde	 özellikle	
dikkat	 edilmesi	 gereken	 nokta	 işlem	 sonrası	 kalan	
artık	 kimyasalların	 ESM’ye	 penetrasyonlarıdır.	 Bu	
kimyasallar	alıcıda	sitotoksiteye	sebep	olabilir.	Yoğun	
ve	kalın	dokularda	derinlere	penetre	olan	bu	ajanların	
tamamen	 temizlenmesinde	 altıdan	 fazla	 durulama	
işlemi	yapılmalıdır	(9).	
c. Alkoller:	 İzopropanol,	etanol,	metanol	ve	gliserol	
gibi	ajanlar	hücrelerde	dehidrasyon	ve	 lizis	yaparak	
etkilidir.	 Özellikle	 dokunun	 kalsifikasyonuna	 sebep	
olan	 fosfolipidlerin	 uzaklaştırılmasında	 alkoller	 lipaz	
gibi	 enzimatik	 ajanlardan	 daha	 çok	 etkilidir.	 Dikkat	
edilmesi gereken husus alkollerin proteinlerde 
çökmeye	 sebep	 olmasından	 dolayı	 ESM	 yapısında	
hasara	yol	açmasıdır	(36,37).
d. Diğer Ajanlar:	 Aseton	 özellikle	 lipidlerin	 ESM	
yapısından	 uzaklaştırılmasında	 kullanılabilir	 ancak	
alkollere	 benzer	 şekilde	 dokunun	 protein	 yapısında	
bozulmaya	 sebep	 olabilir.	 Organik	 bir	 çözücü	 olan	
Tributil	 fosfat	 (TBP)	 özellikle	 tendon	 gibi	 yoğun	
dokuların	 hücresizleştirilmesinde	 kullanılabilir.	 Bu	
tip	 dokulardaki	 etkinliği	 Triton	 X-100	 ve	 SDS	 gibi	
deterjanlardan	 çok	 daha	 fazla	 olduğu	 ve	 ESM’nin	
mekanik	 ve	 yapısal	 özelliklerini	 daha	 iyi	 koruduğu	
gösterilmiştir	(9).	

1.1.2.3 Biyolojik Ajanlar

e. Enzimler:	 Nükleaz,	 tripsin,	 kollajenaz,	 lipaz,	
dispaz,	termolizin	ve	α-galaktozidaz	hücresizleştirme	
işleminde	 kullanılan	 enzimlerdir.	 Özellikle	 hücre	
artıklarının	 ve	 istenmeyen	 ESM	 yapı	 taşlarının	
seçici	 olarak	 temizlenmesinde	 faydalıdır.	 Ancak	
sadece	 enzimatik	 yöntem	 hücrenin	 tamamen	
temizlenmesinde	 tam	 etkili	 olmadığı	 gibi	 kullanılan	
enzim	 artıkları	 da	 tekrar	 hücrelendirme	 işleminde	
sorun	 yaratabilir	 veya	 kendileri	 immün	 sistemi	
aktive	edebilir.	DNaz	ve	RNaz	gibi	nükleazlar	hücre	
lizisi	 sonrasında	 ortaya	 çıkan	DNA	 ve	RNA	 nükleik	
asitlerinin	 ve	 nükleotidlerinin	 parçalanmasını	 sağlar	
(25,35,38,39).	 Benzonaz	 gibi	 endonükleazlar	 ve	
kısıtlaması	olmayan	(non-restriction)	endonükleazlar	

ekzonükleazlara	 göre	 DNA	 parçalanmasında	 çok	
daha	etkilidir	(37,	38).	
Serin proteaz olan Tripsin, enzimatik 
hücresizleştirmede	sıkça	kullanılan	enzimatik	ajandır.	
Tripsin	ile	yapılan	hücresizleştirmede	ESM	yapısında	
bulunan	 GAG’ların	 korunmasına	 rağmen	 kollajen	
ve	elastinin	 tripsine	dirençlerinin	az	olması,	 tripsinin	
dikkatli	 kullanılmasını	 gerektirir	 [9,	 39].	 Diğer	 bir	
dezavantajı	ise	etki	süresinin	uzun	olmasıdır.	Özellikle	
kalın	dokularda	bu	süre	çok	daha	fazla	artar.	Ancak	
bu	 şekilde	 kalın	 dokuların	 hücresizleştirilmesinde,	
diğer	ajanların	daha	derine	penetre	olabilmeleri	 için	
tripsin	kullanımı	kaçınılmaz	olabilir	(40).	
Kollajenazlar,	özellikle	kollajenin	gerekli	olmadığı	ESM	
olan	 dokuların	 hücresizleştirilmesinde	 kullanılabilir.	
Lipazlar	 ise	 lipidlerin	 uzaklaştırılmasında	 etkilidir	
ancak	tüm	lipidlerin	uzaklaştırılmasında	yalnız	başına	
yetersizdir	 (21,41).	 Ksenojenik	 dokuların	 hücre	
yüzeylerinde	 bulunan	 immunojenik	 hücre	 yüzey	
antijeni	 olan	 galaktoz-α-(1,3)-galaktoz	 (Gal	 epitop)	
uzaklaştırılması	için	α-galaktozidaz	kullanılabilir	(42).
f. Non-enzimatik ajanlar:	 Şelasyon	 yapıcı	 ajanlar	
olan	etilen	diamin	 tetra	asetik	asit	 (EDTA)	 ve	etilen	
glikol	 tetra	 asetik	 asit	 (EGTA)	 metal	 iyonlarını	
uzaklaştırarak	 hücrelerin	 ESM	 proteinlerinden	
uzaklaştırılmasında	 kullanılır	 (43,44).	Ayrıca	 yapısal	
olarak	 protein-	 protein	 ilişkisinin	 de	 bozulmasına	
sebep	 olur.	 Bu	 ajanlar	 yalnız	 başına,	 çalkalama	
yapılsa	dahi	yüzeysel	hücrelerin	yok	edilmesinde	bile	
etkili	olamaz	dolayısı	ile	genellikle	protokollerde	tripsin	
ya	 da	 deterjanlar	 ile	 kombine	 halde	 kullanılmalıdır	
(9,24,25,31,40,45).	
Fenilmetilsülfonil	florid	(PMSF),	aprotonin	ve	löpeptin	
gibi	 serin	 proteaz	 inhibitörleri	 ESM’de	 oluşması	
muhtemel	 istenmeyen	 zararları	 engeller	 (27,	 31,	
34–36,	 45).	 Aksi	 takdirde	 hücre	 ölümü	 sırasında	
intraselüler	proteazlar	salınabilir.
Penisilin,	streptomisin,	amfoterisin	B	ve	sodyum	asid	
gibi	 antibiyotikler	 ve	 antimikotikler	 hücresizleştirme	
süresince	 mikrobiyal	 kontaminasyonu	 engellemek	
için	 kullanılır	 fakat	 biyolojik	 iskelelerde	 tekrar	
hücrelendirme	 sırasında	 potansiyel	 bir	 engel	
oluşturabilir	(9).
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2. Ajanların Farklı Dokularda Uygulama 
Teknikleri

Hücresizleştirme	 ajanlarının	 seçimi	 dokunun	
kalınlık	 ve	 yoğunluk	 gibi	 karakterlerine	 bağlıdır.	
Hücresizleştirmede	 temel	 nokta	 hücresel	 zarların	
bütünlüğünün	 bozularak	 önemli	 ESM	 bileşenlerinin	
korunmasına	 odaklanır.	 Hücresizleştirme	 işlemi	
sürecinde	 üç	 boyutlu	 ultra	 strüktür	 ve	 doğal	
ESM	 öğelerinin	 korunması,	 dokuların	 başarılı	
bir	 şekilde	 yeniden	 modellenmesi	 için	 zemin	
oluşturur.	 Hücresizleştirme	 sırasında	 temel	
matriks	 ve	 zar	 proteinlerini	 ve	 büyüme	 faktörü	 vb.	
gibi	 özellikli	 proteinleri	 korumak	 gerekir.	 Ancak	
hücresizleştirme	 sırasında	 kullanılan	 tüm	 metotlar	
kaçınılmaz	 olarak	 ESM’yi	 bir	 dereceye	 kadar	
parçalar	 (9).	 ESM	 biyoiskelesi	 üretmek	 için	 doku	
ve	 organların	 hücresizleştirilmesi,	 doğal	 ESM	
yapısının	 korunmasının	 yanında	 DNA,	 mitokondri	
ve	sitoplazma	zarı,	yağlar	ve	sitozolik	içerik	gibi	tüm	
hücresel	 yapıların	 ortadan	 kaldırılmasını	 gerektirir.	
Bu	 hücresel	 kalıntı	 ve	 bileşenler	 yeteri	 miktarda	
ortadan	kaldırılmaz	 ise	dokunun	uygulandığı	alıcıda	
inflamatuvar	 etki	 oluşturabilir	 ve	 sonuçta	 tekrar	
hücre	yerleştirilmesini	engelleyebilir.	Dokunun	hücre	
yoğunluğu,	matriks	yoğunluğu,	kalınlığı	ve	morfolojisi	
doku	 ve	 organ	 hücresizleştirmesinin	 başarısını	
etkileyebilir	 ve	 dolayısıyla	 en	 son	 elde	 edilen	 ESM	
iskele	 yapısının	 bütünlüğünü	 ve	 fiziksel	 özelliklerini	
de	değiştirebilir	(14).
Hücresizleştirme	 işlemine	 yardımcı	 olabilmesi	 için	
dokuya	 doğrudan	 fiziksel	 kuvvet	 uygulanabilir.	
Mesane,	 ince	 barsak,	 perikardiyum	 ve	 amnion	 zarı	
gibi	 ince	 plaka	 halindeki	 dokular	 için	 en	 yaygın	
olarak	 kullanılan	 hücresizleştirme	 teknikleri,	 kas	 ya	
da	submukoza	gibi	istenmeyen	katmanların	mekanik	
uzaklaştırılması,	 donma-çözülme	 ve	 kolayca	
ortamdan	 uzaklaştırılan	 deterjan	 ya	 da	 asitlere	 bir	
miktar	maruz	bırakılması	ve	sonrasında	durulamadır	
(9,23,39).	 Deri	 gibi	 daha	 kalın	 doku	 tabakaları	 için	
daha	yoğun	ve	uzun	süre	kimyasal	ajanlar	uygulamak	
ve	daha	uzun	durulama	süreleri	gerekir	(42,47).	Yağ	
dokusu,	beyin	ve	pankreas	gibi	yağlı	amorf	organ	ve	
dokularda	 sıklıkla	 alkol	 gibi	 yağ	 çözücüler	 eklemek	
gerekir	 (21,41).	 Programlanan	 hücresizleştirme	
protokolünün	karmaşıklığı	ve	uzunluğu,	 işlem	gören	

dokunun	yapısal	ve	biyolojik	dayanıklılık	derecesi	ile	
doğru	orantılıdır.	Bu	durum	özellikle	kompozit	dokular	
ve	tüm	organlar	için	gereklidir	(48).	
Tüm	bu	işlemler	steril	ortamda	37	0C	yapılmaktadır.	
Ayrıca	 bazı	 durumlarda	 hücresizleştirilmiş	 arter	 bu	
işlem	 sonrasında	 sterilize	 edilerek	 kullanıma	 uygun	
hale	getirilir	ve	elde	edilen	hücresizleştirilmiş	dokunun	
uygunluğu	için	gerekli	teknik	analizleri	yapmak	üzere	
–	80	0C’de	saklanabilir	(9).

3. Hücresizleştirilmiş ESM’nin Klinik 
Uygulama İçin Sterilizasyonu  

ESM	içeren	biyolojik	iskelelerin	alıcıya	implantasyon	
ya	da	 in	vitro	kullanım	öncesinde	endotoksinler	 için	
depirojenasyon	ve	ortamda	bulunan	viral	ve	bakteriyel	
DNA’ların	 uzaklaştırılması	 için	 ise	 sterilizasyon	 gibi	
işlemlerden	 geçirilmeleri	 gerekir.	 Biyolojik	 iskeleler	
çeşitli	 asit	 ve	 çözücü	 ile	 inkübe	 edilerek	 basitçe	
sterilize	 edilebilir	 (49).	 Ancak	 bu	 yöntemler	 yeteri	
kadar	 penetrasyon	 sağlamadığı	 gibi	 önemli	 ESM	
içeriklerine	de	zarar	verebilir	(28,30,36).	Etilen	oksit,	
gama	 ışınlanması	 ve	 elektron	 ışınlanması	 tercih	
edilen	 yöntemler	 olmasına	 rağmen	 ESM’nin	 ultra	
strüktür	ve	mekanik	özelliklerini	değiştirdikleri	bilinen,	
sterilizasyon	metotlarıdır.	Etilen	oksit	bazı	dokularda	
ESM	mekanik	özelliklerini	değiştirirken	bazı	dokularda	
değişiklik	 yapmaz	 ancak	 etilen	 oksit	 uygulaması	
implantasyon	 sonrası	 biyolojik	 yapı	 fonksiyonlarının	
zayıflamasına	neden	olarak	istenmeyen	konak	immün	
cevaplarına	sebep	olur.	Gama	 radyasyonu,	 kollajen	
gibi	 önemli	 ESM	 yapısal	 proteinlerinin	 çökelmesine	
ve	 denaturasyonuna	 sebep	 olabilir	 (50).	 Bu	 işlem	
maruziyet	oranı	ile	azaltılamaz	ve	düşük	dozlarda	bile	
meydana	gelebilir.	Gama	ışınlanması	ortamda	kalan	
yağların	sitotoksik	olmasına	neden	olur	ve	ESM	‘nin	
enzimatik	 yıkımını	hızlandırır	 (50).	ESM’nin	 sterilize	
edilmesi	için	yeni	bir	yöntem	olarak	süper	kritik	CO2	
kullanılmaktadır.	 Süperkritik	 akışkanların	 reaktif	
olmayan	 doğası	 ve	 alt	 tabakalara	 kolayca	 nüfuz	
etme	kabiliyeti	 vardır.	Ancak	ultrastrüktür	 ve	protein	
profillerini	 değiştirmezler.	 Bu	 nedenle	 sterilizasyon	
için	cazip	bir	yöntemdir	(51).	
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4. Hücresizleştirilmiş ESM’nin 
Uygunluğunun Kontrolü 

ESM	içindeki	hücresel	artık	maddeler;	in	vitro	veya	in	
vivo	hücre	uyumsuzluğu	ve	yerleştirildiği	organizmada	
immün	 yanıtın	 aktive	 edilmesi	 gibi	 sorunlara	 sebep	
olur.	Hücresizleştirme	teknikleri	hücre	materyallerinin	
tamamını	 uzaklaştırmasa	 da	 çift	 sarmal	 DNA,	
mitokondri	ya	da	fosfolipid	gibi	membranlı	organeller	
ve	 hücre	 ile	 ilgili	 moleküler	 bileşenlerin	 belirgin	
şekilde	uzaklaştırılmasına	olanak	sağlar.	Başarılı	bir	
tekrar	 hücrelendirme	 sağlamak	 için	 ESM	 içerisinde	
arta	kalan	hücresel	maddelerin	eşik	konsantrasyonu	
yeterli	 şekilde	 araştırılmamıştır	 ancak	ESM’nin	 elde	
edildiği	kaynağa	ve	dokuya	ve	ESM’nin	yerleştirildiği	
konak	immün	fonksiyonuna	bağlı	olarak	değişiklikler	
gösterebilir.	Yapılan	araştırmaların	 sonuçlarına	göre	
başarılı	 bir	 hücresizleştirme	 işlemi	 için	 minimum	
kriterler;
I.	 <50	ng	dsDNA	/	ESM	kuru	ağırlık	(mg),	
II.	 <	200	bp	DNA	parça	uzunluğu,
III.	 Histopatolojik	 doku	 kesitlerinde	
4’,6-diamidin-2-	fenil	indol	(DAPI)	veya	hematoksilen	
ve	 eozin	 boyamaları	 ile	 nükleer	 materyalin	
görülmemesi	olarak	belirtilmektedir	(52,53).		
Doku	 hücresizleştirmesinin	 standart	 bir	 protokol	 ile	
yapılması	birçok	fayda	sağlar:
1)	 Tanımlanan	yeni	hücresizleştirme	tekniklerinin	
etkinliğinin	 araştırmacılar	 tarafından	 değerlendirme	
olanağı	 sunması	 ve	 hücresizleştirilmiş	 dokulardan	
üretilen,	 ESM	 içeren	 ürünlerin	 tanımlanmasına	 izin	
vermesi,
2)	 Farklı	 ESM	 ürünlerinin	 uygun	 şekilde	
karşılaştırılmasını	sağlaması,
3)	 DNA	kalıntılarının	sebep	olduğu	değişik	hücre	
ve	 konak	 cevaplarını	 en	 aza	 indirerek,	 uygulandığı	
in	vitro	ve	 in	vivo	ortamlarda	elde	edilen	sonuçlarla	
yorumlanmasına	olanak	sağlaması,
4)	 Doku	 mühendisliği	 ve	 rejeneratif	 tıp	
alanlarında	 ESM	 ürünlerinin	 klinik	 uygulamalarda	
başarılı	olarak	kullanılmasının	önünü	açması.	
Çalışmalardan	 elde	 edilen	 kanıtlar;	 dokuların	 hücre	
zarı	ve	hücresel	içerikleri	ile	ESM’in	konakta	yarattığı	
immün	 cevap	 ve	 reselülerizasyon	 başarısının	
bağlantılı	olduğunu	kanıtlamaktadır,	ve	ortaya	konan	
hücresizleştirme	metotlarının	standartlaştırılması	 ile,	

birçok	 yöntemin	 modifiye	 edilmesi	 ya	 da	 yenisinin	
tanımlanması,	ESM	ürünlerinin	kalite	ve	tutarlılığının	
arttırılması	 sağlanacaktır.	 Örnek	 olarak	 kalp	 kapağı	
ya	da	biyolojik	damar	ürünlerinde	bulunan	fosfolipidler	
ile	 bu	 dokuların	 kalsifikasyonu	 ilişkilendirilmiş	 ve	
özellikle	 bu	 dokuların	 hücresizleştirilmesi	 sırasında	
fosfolipidleri	 azaltacak	 yeni	 bir	 metod	 eklenmesi	
sağlanmıştır.	

5. Hücresizleştirmede Karşılaşılan Sorunlar

Doku	 veya	 organların	 hücresizleştirme	 işlemleri	
sırasında	çeşitli	deterjanlara	maruz	kalması	mekanik	
özellikler	 ve	 hücresel	 cevap	 gibi	 birçok	 önemli	
parametresini	etkilemektedir	 (9).	Doku	 tipi,	hücresel	
özellikler,	 doku	 çeşitliliği,	 dokunun	 kullanım	 süresi,	
donör	 yaşı	 ile	 bu	 etkiler	 artmaktadır.	 Özellikle	
iyonik	 deterjanların	 kullanılarak	 birkaç	 deterjanın	
kombine	edilmesi	protein-protein	yapısının	daha	çok	
bozulmasına	yol	açar	ve	ESM’de	protein	kaybını	arttırır	
(54,55).	 Hücresizleştirme	 işlemi	 sırasında	 adeziv	
proteinlerin	ve	glikozaminoglikanların	zarar	görmesi,	
iskelenin	 kendi	 biyo-aktivitesini	 değiştirip	 iskele	
üzerine	yeni	hücrelerin	göçünü	yavaşlatabilmektedir.	
Kollajen	 ağda	 ve	 3	 boyutlu	 ultrastrüktürel	 yapıda	
bozulma	 sonucu;	 mekanik	 özellikleri	 zayıflayarak,	
germe,	 çekme,	 dikiş	 ve	 basınç	 gibi	 etkilere	 karşı	
dayanıklılığı	azalmaktadır.	Yoğun	kimyasal	kullanımı	
gerektiren	 yöntemler;	 ESM	 iskelelerinin	 in	 vivo	
ortamda	 maruz	 kaldığı	 doğal	 enzimatik	 aktivite	
sonucu	 bozulma	 direncini	 düşürmekte	 ve	 bu	 da	
iskelelerin	 mekanik	 dayanıklılığında	 azalmalara	
sebebiyet	vermektedir	(38,54).
Kimyasal	 yöntemlerden	 özellikle	 asitler	 ve	
bazlar	 kollajen	 yapıya	 zarar	 vermektedir	 ancak	
glikozaminoglikanları	 büyük	 oranda	 koruduğu	
görülmüştür	 (9).	 Alkoller	 ESM	 yapısında	
kalsifikasyona	 sebep	 olmakta	 ve	 aseton	 ise	 asit	 ve	
bazlar	 gibi	 ESM’ye	 direkt	 zarar	 vermektedir	 (54)	
Tendon	 gibi	 yoğun	 dokuların	 hücresizleştirilmesi	
için	 virüsidal	 özelliklere	 sahip	 organik	 bir	 çözücü	
olan	Tributil	fosfat	(TBP)’ın	SDS	ve	Triton	X-100	gibi	
deterjanlara	 göre	 ESM	 yapısının	 doğal	 ve	mekanik	
özelliklerinin	 korunmasında	 daha	 etkili	 olduğu	
görülmüştür	 (9).	 Enzimler	 diğer	 biyolojik	 ajanlar	
gibi	 tek	başlarına	hücresizleştirme	 işlemi	 için	yeterli	
olmamaktadır.	Enzim	olmayan	biyolojik	ajanlar	EDTA	
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ve	EGTA	ise	metal	iyonları	ayırma	yoluyla	proteinleri	
ESM’den	 ayırmakta	 fakat	 yine	 tek	 başlarına	 yeterli	
değildir.	 Genelde	 durulama	 işleminde	 PBS	 ile	
kullanılmaktadırlar	(23).	
Fiziksel	 yöntemlerden	 en	 çok	 bilinen	 ve	 uygulanan	
dondurma-çözme	 (freze-thaw)	 yöntemi	 ESM’de	
önemli	bir	protein	kaybına	sebep	olmaz	 fakat	genel	
olarak	 istenmeyen	 hücreleri	 uzaklaştırmada	 etkili	
olmadığından	 tercih	 edilmemektedir	 (49).	 Basınç-
kuvvet	uygulaması	hücresizleştirme	için	etkili	olabilir	
fakat	 ESM	 yapısında	 mekanik	 bozulmalara	 sebep	
olur	(20).		Non-termal	geri	dönüşsüz	elektroporasyon	
(NTIRE)	 yönteminde	 ise	 önemli	 bir	 miktar	 hücre	
kalıntısı	 kaldığı	 tespit	 edilmiş	 ve	 tek	 başına	
kullanılması	önerilmemektedir	(26).

6. Sonuç

Hücresizleştirme	 yöntemlerinin	 henüz	 gelişme	
aşamasında	 olmasına	 ve	 bu	 yöntemler	 ile	 elde	
edilen	 biyolojik	 vasküler	 greftlerin	 hala	 beklenilen	
seviyede	 olmamasına	 rağmen	 biyouyumluluğu	
yüksek,	 immün	 sistem	 tarafından	 reddedilmeyen,	
antijenik	ve	karsinojenik	etkiye	sahip	olmayan	dahası	
endüstriyel	 anlamda	 maliyeti	 düşük	 vasküler	 greft	
elde	 edilmesi	 kardiyovasküler	 hastalıkların	 cerrahi	
tedavisinde	kullanılmak	üzere	alternatif	 bir	materyal	
olarak	 önemini	 korumaktadır.	 Yapılan	 çalışmalar	
neticesinde	 ortaya	 çıkan	 bilgi	 birikimi,	 kullanılan	
kimyasal	 maddeler,	 fiziksel	 metotlar	 ve	 biyolojik	
ajanlara	her	geçen	gün	bir	yenisi	daha	eklenmektedir.		
Ancak	hücresizleştirme	tekniğindeki	en	büyük	zorluk	
hücresizleştirilecek	 doku	 veya	 organa	 göre	 doğru	
yöntem	 ve	 hücresizleştirme	 protokolünün	 seçimidir.		
Henüz	ESM	yapısını	 tam	olarak	koruyan	ve	sadece	
istenmeyen	hücre	ve	içeriklerini	uzaklaştırarak	tam	bir	
hücresizleştirilmiş	doku	veya	organ	veren	bir	yöntem	
mevcut	değildir	ancak	genel	olarak	hücresizleştirme	
işleminde	 birkaç	 farklı	 yöntemin	 bileşimlerinin	
(deterjan	 yanında	 enzimler,	 hiper/hipo-	 tonik	 sıvılar	
yanında	enzim,	fiziksel	yöntemlerin	yanında	EDTA	gibi	
enzim	olmayan	ajanlar	gibi)	DNA’nın	uzaklaşmasını	
en	 üst	 düzeyde	 sağladığı	 ve	 ESM’nin	 yapısına	
(ultrastrüktür)	en	az	hasarı	vererek	ESM’nin	en	büyük	
bileşeni	 olan	 glikozaminoglikanların	 ve	 büyüme	
faktörlerinin	korunmasını	sağladığı	söylenebilir.
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