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1. Giris

Oz

Doku muhendisligi ve rejeneratif tibbin amaci hasar géren vicut boélgelerinde doku
ve organlarin yeniden yapilandiriimasidir. Doku muhendisligi yaklasiminin baglica
bilesenleri arasinda doku spesifik hlcreler, biyomateryaller ve doku olusumunu
destekleyici uygun cevre kosullari sayilabilir. Ginimizde deselllerize doku ve
organlar, cok sayida doku muhendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda basarih bir
sekilde kullaniimaktadir. Uygulanan deselllerizasyon metotlari, ilgili organ ve
dokularin ¢esidine goére degismektedir. Dokudan en verimli sekilde hicrelerin
uzaklastirilmasi, dokunun orijini ile birlikte kullanilacak fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yollara baglidir. Bu noktada derleme kapsaminda en yaygin kullanilan
deselllerizasyon yontemleri agiklanmis ve bu yontemlerin biyolojik doku materyalini
nasil etkiledigi nedenleri ile ifade edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rejeneratif tip, doku miihendisligi, desellilerizasyon,
ekstraselller matriks, doku iskelesi

Abstract

The aim of tissue engineering and regenerative medicine is to rebuild tissues/organs
for restoring injured parts of the body. Tissue specific cells, biomaterials and a
convenient environment conditions are the most important parts of tissue engineering
and regenerative medicine approaches. Nowadays, decellularized tissue and organs
are being used successfully in a large number of tissue engineering and regenerative
medicine implementations. Decellularization methods are differ in according to the
type of the corresponding organs and tissues. The removal of cells from the tissue in
the most efficient manner depends on physical, chemical and biological ways to use
with the tissue origin. At this point within the scope of the review the most widely
used decellularization methods are explained and how these methods affects the
biological tissue material is described with reasons.

Keywords: Regenerative medicine, tissue engineering, decellularization,
extracellular matrix, scaffold

Son zamanlarda organ transplantasyonu, son dénem
organ hastaliklarinda “altin standart tedavi” yontemi
haline gelmistir (Badylak 2004). Ginimuzde son dénem
organ hastaligi prevalansi ¢ok ylksektir. Buna nazaran
transplantasyon icin uygun organ veya dokuya olan
ihtiyag, dondr sayisindan ¢ok daha fazladir. Karsilasilan
dondr sorunu, arastirma dinyasini transplantasyonda
kullanilabilecek organlarin laboratuvar kosullarinda farkl
yontemlerle elde edilmesine ydnelik doku muhendisligi
ve rejeneratif tip tabanh stratejilerin kesfine yoneltmistir.
Doku muhendisligi ve rejeneratif tibbin genel olarak
amacli; hasarli doku ve organlarin farkli yollar
kullanilarak yeniden yapilandiriimasidir. Doku
muhendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlarinin baslica
bilesenleri; doku spesifik hilicreler, biyomateryaller ve

doku olusumunu destekleyici uygun c¢evre kosullandir
(He ve Callanan 2013). Desellilerize biyomateryaller,
doku muhendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda
basarili bir sekilde kullaniimaktadir. Bu biyomateryallerin
Ozellikleri genis capta bilinmekte ve U(zerine birgok
calisma bulunmaktadir (Muratov vd. 2010; Cheng vd.
2013; Sano vd. 2013). Kullanilan deselllerizasyon
metotlari, ilgili biyomateryalin (doku veya organin)
kokenine gore degismektedir. Doku veya organ
deselilerizasyonu sonucunda elde edilen biyolojik
kokenli doku iskeleleri uzun zamandir hem deney
hayvanlarinda gergeklestirilen pre-klinik ¢alismalarinda
hem de Kklinik uygulamalarda basarili bir sekilde
kullaniimaktadir (Badylak 2004; Lee 2004; Kolker vd.
2005) (Sekil 1). Ekstraselller matriksi (ESM) olusturan
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yapisal ve fonksiyonel protein karigiminin elde
edilebilmesi icin deseltlerizasyon yontemi ile doku ya da
organdan hucrelerin uzaklastirilmasi gerekmektedir.
ESM’in  doku/organ kokeni, doku orijininin  tdrd,
deselllerizasyon yéntemi ve elde edilen biyolojik doku
iskelesinin  sterilizasyon metotlari ¢ok genis  bir
yelpazeye sahiptir. Tim bu faktérler ESM’in bilesimini ve
en kiglk vyapisini buna bagll olarak da ESM’in
implantasyonu sonrasinda alicinin bu yapiya tepkisini
etkilemektedir (Sano vd. 2013). Bu derlemede doku
deselllerizasyonunda kullanilan yontemler ve bu
deselllerizasyon yontemlerinin biyolojik kompozisyona
ve ESM doku iskelesi materyalinin mekanik davranisina
etkileri Uzerine vyapilan arastirmalar incelenerek
tartisiimigtir.

Bivolojik Materyaller

Deselulerizasyon Yontemleri:

¥ Fiziksel
¥ Kimyasal
¥ Biyolojik

Hasarl1 doku veya organ implantasyonu

Sekil 1. Doku deseliilerizasyon yontemlerinin sematik 6zeti. Doku veya
organ deselllerizasyonu sonucunda elde edilen biyolojik kdkenli doku
iskeleleri hasarl viicut bolgelerinin iyilesmesinde kullaniimaktadir.

1.1. ESM’in Deseliilerize Edilmesinin Gerekgeleri

Allojenik ve ksenojenik hiicresel ajanlar, alici tarafindan
yabanci olarak kabul edilmekte ve bu nedenle
inflamatuar cevaba veya dokunun immun olarak reddine
neden olmaktadir. Buna karsilik yapilan galismalarda,
ESM’in komponentlerinden 6zellikle kollajen fibrillerinin

cDNA kidtuphanelerinin  taranmasi sonucunda tarler
arasinda yakin  benzerlikleri oldugu belirtiimistir
(Constantinou ve Jimenez 1991; Exposito vd. 1992). Bu
bilgi 1s1ginda bugline kadar kalp kapakgiklari (Kasimir
vd. 2003; Schenke-Layland vd. 2003; Rieder vd. 2004,
Grauss vd. 2005), kan damarlari (Conklin vd. 2002; Dahl
vd. 2003; Uchimura vd. 2003), deri (Chen vd. 2004),
sinir (Hudson vd. 2004; Kim vd. 2004), iskelet kasi
(Borschel vd. 2004), tendon (Cartmell ve Dunn 2000),
ligament (Woods ve Gratzer 2005), ince bagirsak
submukozasi (Badylak vd. 1995; Kropp vd. 1995), idrar
kesesi (Freytes vd. 2004; Gilbert vd. 2005) ve
karacigerinde (Lin vd. 2004) bulundugu c¢ok sayidaki
dokudan elde edilen ESM’'in doku muhendisliginde ve
rejeneratif tip uygulamalarinda kullanildigi bilinmektedir.
Deselllerizasyon metotlarinin genel amaci;
i. Tdm hcrelerin ve nukleer materyallerin en iyi
sekilde ortadan kaldiriimasi
ii. Elde edilen ESM’in kompozisyonunda, biyolojik
aktivitesinde  ve mekanik  butinliginde
karsilagilabilecek olumsuz etkilerin en aza
indirgenmesidir.
Hlcrelerin ortadan kaldiriimasina yoénelik kullanilan
yontemlerin genelinin, islem basamaklari sirasinda ESM
mimarisinin dogal ¢ boyutunu az ya da ¢ok degistirdigi
bilinmektedir. Doku deselllerizasyonu igin yararlanilan
yontemlerden en ¢ok tercih edileni fiziksel ve kimyasal
uygulamalarin birlikte kullanimidir. Fiziksel muamele
yontemleri; agitasyon veya sonikasyon, mekaniksel
basing, dondurma ve ¢bzdirme olarak siralanabilir. Bu
teknikler hiicre membran butinligunt bozarak, hicre
iceriginin salinmasini ve sonraki asamalarda kullanilan
calkalama ile ESM’den hicre igeriginin ortadan
kaldiriimasini kolaylastirmaktadir. Bu fiziksel yéntemler
genellikle hucrelerin tamamen ortadan kaldiriimasi igin
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle fiziksel yontemler
kimyasal tekniklerle desteklenmektedir. Tripsin gibi
enzimatik uygulama ve iyonik soliisyonlar veya
deterjanlar gibi kimyasal uygulamalar, hiicre membranini
tahrip ederek intraseluler ve ekstraselller baglantilardan
sorumlu zincirlerin  kirilmasini  saglarlar (Grauss vd.
2005).

1.2. Deseliilerizasyon Protokollerinin Tanimlanmasi

Genel olarak en gugli ve etkili deselllerizasyon
basamaklari asagdidaki gibidir;
i. Fiziksel yontemlerden biri ile birlikte iyonik
solusyonlar kullanilarak hiicre membraninin lizisi
gerceklestirilir.

ii. ESM'den nukleer komponentlerin
uzaklastirimasi icin  enzimatik  ydntemler
kullanilir.

iii. Deterjanlar; sitoplazmik ve nukleer
komponentlerin ¢ézllmesi icin kullanilir.
iv. Hucresel kalintilar dokudan tamamen arindirilir
(Akbay ve Onur 2016) (Tablo 1).
Deselllerizasyon islemlerinin asil amaci, ESM’in en az
sekilde zarar gormesi ve dogal mekanik-biyolojik
Ozelliklerinin - bozulmadan korunmasini  saglamaktir
(Scarritt vd. 2015).
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Tablo 1: Doku desellilerizasyonunda kullanilan yéntemlerin 6zeti

Kimyasal Fiziksel Biyolojik Proteaz inhibitérleri Antibiyotikler
Alkalin-asit uygulamasi Dondurma Proteolitik enzimler

iyonik olmayan deterjanlar Direk Basin¢ Kalsiyum selatlayici ajanlar

iyonik deterjanlar Sonikasyon

Zwitteriyonik deterjanlar Agitasyon

Tributil fosfat
Hipotonik ve hipertonik uygulamalari
Selatlayici deterjanlar

1.2.1. Fiziksel Yontemler

Dondurma, direk basing uygulamasi, sonikasyon ve
agitasyon  yobntemleri  doku  deselllerizasyonunu
saglayan fiziksel metotlardir. Bu yontemler arasinda en
¢ok tercih edilen ydntem dondurarak patlatma
yontemidir. Ozellikle bu ydéntemlerin tendon, ligament
dokusu ile sinir dokusunda kullanildigi bilinmektedir
(Jackson vd. 1990; 1991). Bir dokunun hizl bir sekilde
dondurulmasi, hicre membran butinligini bozan ve
bunun sonucunda hicrenin lizisine neden olan hicre igi
buz kristallerinin olusumuna neden olur. Buradaki puf
nokta sicaklik degisim derecesinin ¢ok dikkatlice kontrol
edilmesi ve ESM yapisinda herhangi bir bozulmaya yol
acabilecek buz kristallerinin olusumunun
engellenmesidir. Dondurma ydntemi hicre lizisi igin etkili
bir metot olsa da hicresel materyallerin dokudan
tamamen uzaklastirlmasi  diger deselllerizasyon
yontemlerinin de kullanilmasi ile gerceklesmektedir
(Gulati 1988; Jackson vd. 1990;1991; Roberts vd. 1991).
Direk basin¢ ydntemi hicre lizisi i¢in kullanilan diger bir
fiziksel yontemdir. Ancak bu ydntemin genelde ESM
organizasyonu yogun olmayan dokularda (karaciger,
akciger) etkili oldugu bildirilmistir. Ayni zamanda
mekanik gug, mesane ve ince bagirsakta kullanilan
deselllerizasyon yéntemlerindendir. Bu yontemler etkili
olup ESM’in i¢ boyutlu dogal yapisina minimal diizeyde
hasar veren yontemlerdir (Yang vd. 2010).

Mekanik agitasyon ve sonikasyon ydntemlerinden, hiicre
lizisinde ve hicresel atiklarin uzaklastirilmasinda
kimyasal ydntemlerle birlikte es zamanh olarak
yararlanilmaktadir (Schenke-Layland vd. 2003; Yang vd.
2010).

1.2.2. Kimyasal Yoéntemler
1.2.2.1. Asit ve Alkalin Uygulamalari

Asit ve alkalin uygulamalari  deselilerizasyon
protokollerinde hucrenin sitoplazmik komponentlerini
¢6zmek ve es zamanli olarak RNA ve DNA gibi nukleik
asitleri uzaklastirmak igin kullaniimaktadir. Asetik asit,
perasetik asit (PAA), hidroklorik asit, sulfurik asit ve
amonyum hidroksit hiicre membrani ve intraselller
organelleri etkili bir sekilde parcalayan alkalin ve asit
ornekleridir (Yoo vd. 1998; Falke vd. 2003; Freytes vd.
2004).

Yapilan calismalarda, domuz ince bagirsak
submukozasi ve mesane tabakalar yaklasik %0.10-0.15

konsantrasyondaki PAA ile deselllerize edilmistir. Bu
deselillerizasyon yonteminin  bu tir ince ESM
yapilarinda hicre materyallerinin ortadan
kaldiriimasinda yuksek bir etkinlige sahip oldugu, bunun
yani sira mikroorganizmalari etkileyerek ve mikrobiyal
enzimleri okside ederek materyalin dezenfeksiyonunu da
sagladigi bildirilmistir (Pruss vd. 1999; Hodde ve Hiles
2002). ince bagirsak submukozasi ve mesane
tabakalarinda PAA uygulamasi sonrasinda
immunohistolojik boyama  yontemleri  kullanilarak
kollajenin bircok tipi (I, Ill, IV, V,VI ve VIl gibi)
tanimlanmigtir (Badylak vd. 1995; Brown vd. 2006). Ayni
zamanda PAA uygulamasi sonrasinda ESM’de dogal
yapidaki glikozaminoglikanlarin korundugu bildiriimistir
(Hodde vd. 1996). Farkh c¢alismalarda ise PAA
uygulamasi sonrasinda glikozaminoglikanlardan laminin
ve fibronektinin  ESM doku vyapisinda kaldidi
gOsterilmistir (Hodde vd. 2002a; Brown vd. 2006).
Transforme edici blyume faktéri beta, fibroblast
bayime faktort ve vaskuler endoteliyal buyime faktort
gibi ESM’de yer alan blyume faktérlerinin yapisal ve
fonksiyonel yapilarinin bozulmadan kaldigi da diger
¢alisma gruplari tarafindan bildirilmistir (Voytik-Harbin
vd. 1997; Hodde vd. 2001). PAA’in biyolojik yapi
malzemelerinin mekaniksel davraniglarina herhangi bir
olumsuz etkisi olmadigi da bildirimler arasindadir
(Freytes vd. 2004). ince bagirsak submukozasi ve
mesane tabakalari ile yapilan in vitro hicre kultari
calismalari da bu gsekilde elde edilen materyallerin
kullanim agisindan mikemmele yakin bir yapi iskelesi
olduklarini tekrarli calismalar ile g&stermistir (Badylak
vd. 1999; Hodde vd. 2002a; 2002b).

1.2.2.2. iyonik Olmayan Deterjanlar

iyonik olmayan deterjanlar deselllerizasyon
protokollerinde yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir.
Bunun en o6nemli nedeni goreceli olarak diger
yontemlere gore doku yapisi Uzerine daha hafif bir etkisi
olmasidir. iyonik olmayan deterjanlarin lipid-lipid ve lipid-
protein etkilesimini bozdudu ancak protein-protein
baglantisini etkilemeyerek doku ya da organdaki
proteinin  fonksiyonel konformasyonunu bozmadigi
bildiriimistir (Seddon vd. 2004).

Triton X-100 deseliilerizasyon protokoliinde en yaygin
olarak kullanilan iyonik deterjanlar arasindadir. Dokunun
Triton X-100’e maruz birakilma suresi birkag saatten 14
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gline kadar degismektedir (Cartmell ve Dunn 2000; Dahl
vd. 2003; Lin vd. 2004; Woods ve Gratzer 2005).
Dokularin Triton X-100 ile muamele edilerek deselllerize
edilmesi ile ¢ok farkli sonuglar elde edilmektedir. Kalp
kapakgiginin 24 saat Triton X-100 ile deselilerize
edilmesi ile valvular yapinin korunabildigi ve tim nikleer
materyalin uzaklastirlabildigi, komsu miyokardiyum ve
aortik duvarda ise hicresel materyallere rastlanabildigi
bir diger calisma ile bildiriimistir (Grauss vd. 2005).
Farkl gruplarin galismalarinda ise doért saatin Uzerindeki
Triton X-100 muamelesi ile kan damarlari, tendon ve
ligamentlerde hicresel kalintilarin tamamen dokudan
uzaklastirlamadigr  gosterilmistir.  Tim  dokularda
histolojik boyama sonucunda nikleer materyallere
rastanmis ve ©6n c¢apraz baglarinda yapilan
immunohistolojik boyama sonucunda bir hicre iskeleti
proteini olan vimentine rastlandigi  aciklanmistir
(Cartmell ve Dunn 2000; Dahl vd. 2003; Woods ve
Gratzer 2005).

Triton X-100 ile deselllerizasyon c¢alismalarinda,
glikozaminoglikan bilesimi agisindan da dokular
arasinda farkh sonuclar elde edildigi yapilan
calismalarda bildirilmistir. Kalp kapakgiginda 24 saat
muamele sonrasinda glikozaminoglikanlar tamamen
uzaklastirilirken, 6n ¢apraz baglar Gzerine dort gunlik
uygulama sonucunda sulfat glikozaminoglikanlarin
iceriginde herhangi bir degisiklik olmadigi bildirilmigtir.
Triton X-100 etkili bir deseliilerizasyon yéntemi olmakla
birlikte  etkili olmasindaki en 6nemli  nokta
deselllerizasyon  protokolindeki  diger  yardimci
metotlarla desteklenmesidir (Akhyari vd. 2010, Du vd.
2013, Methe vd. 2014).

1.2.2.3. lyonik Deterjanlar

iyonik deterjanlar, sitoplazmik ve nikleer hiicre
membraninin ¢dézinmesinde etkili bir yontemdir, ancak
protein-protein etkilesimini bozarak protein
denatlrasyonuna neden olmaktadir (Seddon vd. 2004).
Bilinen en yaygin iyonik deterjanlar; sodyum dodesil
sulfat (SDS) ve sodyum deoksikolat ile Triton X-200°dir
(Rieder vd. 2004; Chen vd. 2004; Hudson vd. 2004; Lin
vd. 2004; Woods ve Gratzer 2005).

SDS, dokudan hiicresel elemanlarin uzaklastirimasinda
cok etkili bir yontemdir. SDS'1 diger deterjanlardan
ayiran 6zellik, sitoplazmik proteinlerden vimentin dahil
tim nukleer kalintilarin tamamen ortadan kaldiriimasini
saglamasidir (Woods ve Gratzer 2005). SDS, ESM'’in
dogal doku vyapisini bozarak glikozaminoglikan
konsantrasyonunda azalmaya ve kollajen birlikteliginin
bozulmasina neden olmaktadir. Ancak SDS ile dokudan
kollajen uzaklastiriimasi gergeklesmemektedir (Faulk vd.
2014).

Sodyum deoksikolat da ayni sekilde hiicresel kalintilari
uzaklastirmada cok etkili bir ydntem olmasiyla birlikte
doku vyapisina SDS’e gbére c¢ok daha fazla zarar
vermektedir. Bu yontemin tek basina kullanildid
herhangi bir rapor bulunmadigindan, dokudan elde
edilen ESM’de sodyum deoksikolatin etkisinin ne kadar
oldugu bilinmemektedir. Sodyum deoksikolat sinir
dokusu deselllerizasyonunda ¢ok sayida zwitteriyonik

deterjan ile kombin bir gsekilde kullanildigi, kompleks
deselllerizasyonun bu kombinasyona Triton X-100’Gn
de eklenmesi ile basarildidi aciklanmistir (Hudson vd.
2004).

1.2.2.4. Zwitteriyonik Deterjanlar

Zwitteriyonik deterjanlar hem iyonik hem de iyonik
olmayan deterjan 06zelligi goésterirler. Bu deterjanlarin
protein denatlire etme glcu iyonik olmayan deterjanlara
gore ¢ok daha fazladir (Seddon vd. 2004). Zwitteriyonik
deterjanlardan  3-[(3-kolamidopropil)-dimetilamonyo]-1-
propansulfonat (CHAPS) kan damarlarinin
deselilerizasyonunda (Dahl vd. 2003), sulfobetain-10
(SB-10) ve silfobetain-16  (SB16) ise  sinir
deselilerizasyonunda kullaniimaktadir. CHAPS ile
muamele edilen arter dokusunun histolojik
incelemesinde kollajen ve elastin morfolojisinin normal
oldugu ve dogal damar yapisindaki kollajen yapisinin
korundugu gosterilmistir. Ayni calisma ile periferal sinir
deseliilerizasyonunda SB-10 ve SB-16'nin iyonik bir
deterjan olan Triton X-200 ile kombin edilerek
kullanildigi bildirilmistir. Bu kombinasyon uygulamasinin
sinir ESM yapisina Triton X-100 ve sodyum
deoksikolatin birlikte uygulanmasindan daha az zarar
verdigi de bildirimler arasindadir (Hudson vd. 2004).

1.2.2.5. Tribiitil Fosfat (TBF)

Son zamanlarda vyapillan c¢alismalarda TBF’In
kosmotropik ajan olarak tendon ve ligament greftlerinin
deselulerizasyonunda da kullanildigi bildirilmistir. TBF
uygulamasi ile sigan kuyruk tendonundan tim nukleer
kalintilarin  uzaklastinldigi, ancak kemik ligament
baglanma noktalarinda bu uzaklastirma isleminde
sorunlarin gozlendigi agiklanmistir. Ayni ¢alismalarda,
TBF uygulamasi ile tendondan izole edilen kollajen
fibrillerinin gerilme gucinde herhangi bir kayip
g6zlenmedigi de bildirilmistir (Cartmell ve Dunn 2000;
Woods ve Gratzer 2005). TBF’in kosmotropik ajan
olarak deseliilerizasyon igleminden elde edilen ESM’in
mekaniksel davranigina minimal bir etki yaptidi icin Umit
verici bir yontem oldugu belirtiimistir (Woods ve Gratzer
2005).

1.2.2.6. Hipotonik ve Hipertonik Soliisyonlar

Deiyonize su ya da dusuk iyonik igerikli solisyonlar gibi
hipotonik ve hipertonik sollisyonlarla yapilan osmotik sok
uygulamasi organ ve dokularda hicre lizisine neden
olmaktadir (Goissis vd. 2000; Dahl vd. 2003; Woods ve
Gratzer 2005). Sirasiyla 11 saatlik hipotonik sollisyon ve
11 saatlik hipertonik solisyon muamelesi sonucunda
hicre lizisinin gergeklestigi ancak dokulardan ortaya
cikan hucre kalintilarinin tamamen uzaklastirilamadigi
bildirilmistir (Dahl vd. 2003). Ayni ¢alismada bu yénteme
ek olarak, hiucresel kalintilarin tamamen uzaklastiriimasi
icin biyolojik ve kimyasal uygulamalarin gerekliligine
deginilmigtir.
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1.2.2.7. Selatlayici Deterjanlar

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve etilen glikol
bistetraasetik asit (EGTA) gibi selatlayici ajanlar halka
seklinde kompleks bir molekiler yapiya sahip olup
merkezi metal iyonlara kararl bir sekilde baglanarak bu
iyonlarin izole edilebilmesini sadlamaktadirlar. Hucre
ylzey reseptorinin kollajen ve fibronektini Arg-Gly-Asp
dizisinden taniyip baglanabilmesi icin Ca+2 ve Mg+2 gibi
divalent katyonlarin gerekliligi yapilan c¢alismalarda
bildirilmistir (Gailit ve Ruoslahti 1988; Moore vd. 1994).
Hucre-ESM adezyonunda gorevli divalent katyonlarin
baglanmasiyla, bu ajanlar dokudan hicresel
materyallerin uzaklastiriimasini saglamaktadir. EDTA
genellikle tripsin kombinasyonu ile kullanilan bir yéntem
olarak bildirilmigtir (Khorramirouz vd. 2014).

1.2.3. Biyolojik Yontemler

Deselllerizasyon uygulamasinda kullanilan biyolojik
tekniklere proteaz dijesyonu, kalsiyum selatlayici ajanlar
ve niukleaz enzimlerinin kullanimi érnek olarak verilebilir
(Teebken vd. 2000; Gamba vd. 2002; McFetridge vd.
2004). Deselilerizasyon protokollerinde proteolitik
enzimlerden en ¢ok kullanilani tripsindir. Tripsin, prolinin
yan kalintisi oldugu durumlarda arjinin ve lizinin karbon
tarafindan peptid baglantilarini ikiye ayirma 6zelligi tagir
(Voet vd. 2002).

Biyolojik uygulamalarin hucresel materyallerin
uzaklastirimasi ve ayrilmasindaki etkinligi bir¢cok farkli
dokuda calisiimistir. Bazi galismalar domuz pulmoner
kapakgiklarindan 24 saatlik agitasyon ydntemi ile birlikte
%0.05 tripsin ve %0.02 EDTA muamelesi sonrasinda
hicresel kalintilarin  uzaklastiriimasindaki basarisini
gosterirken (Schenke-Layland vd. 2003), bazi ¢alismalar
etkinlik derecesinin daha az oldugunu bildirmistir
(Grauss vd. 2005). Bu galigmalardan domuz aortik
kapakciklarinda yapilan ¢alismada, %0.5 tripsin, %0.05
EDTA, %0.02 gentamisin, 90.02 mg/mi
deoksiribontkleaz ve 20 pg/ml ribonlkleaz ile yaklagik
17 saat 37°C’de agitasyon yontemi ile vyapilan
deselllerizasyon denemesi sonucunda hicrelerin
tamamen ortamdan uzaklastirildi§i ancak hicresel
kalintilarin  dokudan uzaklastirilamadidr bildirilmistir
(Grauss vd. 2005).

Enzimatik ydntemler, doku ve organlardaki ESM
bilesenlerine zarar veren bir etkiye sahiptir. Uzun surel
tripsin uygulamasinin normal pulmoner kapakgiklardaki
ESM vyapisina zarar verdigi ancak dokudaki kollajen
miktarinda herhangi bir degisiklige yol agmadig
gosterilmigtir  (Schenke-Layland vd. 2003). Ayni
zamanda tripsin uygulamasindan sonra ESM’deki
laminin ve fibronektin bilesenlerinin blylk d&lctde
azaldigi, elastin ve glikozaminoglikanlar Gzerinde de
zamana bagli olarak énemli derecede bir azalma oldugu
bildirilmistir (Grauss vd. 2005). Enzimatik
deselllerizasyon protokolleri sonrasinda elde edilen
ESM’in in vitro ortamda endoteliyal hlcre biyumesini
destekledigi acgiklanmistir (Schenke-Layland vd. 2003;
Grauss vd. 2005 ).

1.2.4. Proteaz inhibitorleri

Deselllerizayon protokolleri sirasinda hasar géren
hiicrelerden ¢ok sayida proteaz salinabilmektedir. Uzun
sureli kimyasal uygulamalari sonrasinda ortamda beliren
proteazlar ESM’in dogal yapisina zarar verebilir. Bu
nedenle dokularin deselllerizasyonu igin kullanilan
sollsyonlarin igine proteaz inhibitorlerinden fenil metil
sulfonil florid, aprotinin veya l6peptin eklenebilmektedir
(Fermor vd. 2015). Tampon solisyonunun pH’I 7-8
arasinda tutulursa yine proteaz aktivitesi durur. Bunlara
ek olarak lizis solisyonunun sicakhginin ve suresinin
kontrolii de proteaz aktivitesini sinirlamaktadir (James
1978).

1.2.5. Antibiyotikler

Uzun sdreli kimyasal deselllerizasyon uygulamalari
sonrasinda karsilasilan bir diger sorun, elde edilen ESM
materyalinin kontaminasyonuna yol acgacak bakteri
varliginin ortaya ¢ikma ihtimalidir. Bu nedenle uygulanan
birgok protokolde kullanilan deselllerizasyon
sollisyonlari  icine  penisilin, streptomisin  veya
amfoterisin-B eklenmektedir (Affonso da Costa vd. 2004;
Hilbert vd. 2004; Woods ve Gratzer 2005).

2. Sonug

Batin  deselllerizasyon protokollerine  bakildiginda
biayik c¢ogdunlugunun fiziksel, kimyasal ve biyolojik
uygulamalarin bulundugu bir kombin uygulama ile en
etkin olabildigi ve uygulanacak protokoltn ilgili dokuya
g6re modifiye edilmesi gerektigi anlasiimaktadir. Genel
olarak elde edilecek ESM’in yapisal ve fonksiyonel
Ozelligine en az sekilde hasar veren ama ayni zamanda
en iyi sekilde hilcresel materyalleri uzaklastirabilen
yontemin kullaniimasi gerekmektedir. Tipik olarak tercih
edilecek olan ybéntemde ilk olarak hipotonik veya
hipertonik  sollisyonlardan sonra toksik olmayan
zwitteriyonik deterjanlar kullaniimahdir. EGer gerekli ise
deterjan muamelesi 6ncesinde enzimatik bir yontem
olan  tripsin/EDTA  kullanilarak ESM’deki  hlcre
membranini  destekleyen  baglantilarin  kirilmasi
kolaylastirilabilir. Bu ydntemlerin  yetersiz  kaldigi
durumlarda hucresel materyallerin ortadan kaldiriimasi
icin iyonik deterjanlardan SDS, deoksikolat veya Triton
X-200 protokole eklenebilir.

Bugine kadar yapilan galismalara bakilirsa kullanilan
tim kombinasyonlara ragmen doku ya da organdan
%100 hucrelerin uzaklastirilmasi mimkin degildir.
Ancak buna ragmen dokuda bulunan hicrelerin buyuk
bir oranini ortadan kaldiran metotlarla, elde edilen
biyolojik yapi malzemesinin implantasyonunun guvenilir
oldugu gosterilmistir. Dogal olarak elde edilmis c¢ok
sayidaki ESM yap! malzemesi ve bu malzemelerin elde
edilmesinde kullanilan deselllerizasyon protokolleri
glnimuzde insan sagliginda kullaniimak tzere piyasada
bulunmaktadir (insan dermisi, domuz ince bagirsak
submukozasi, domuz idrar kesesi ve domuz Kkalp
kapakgiklari). Blylyerek artan biyolojik yapr malzemesi
listesine bakilacak olursa deselllerizasyon
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protokollerinin daha da ileriye tasinacadi ve bu
protokollerin Klinikte daha c¢ok ve gulvenilir sekilde
kullanilacagdi dusunutimektedir.

Kaynaklar

Affonso da Costa FD, Dohmen PM, Lopes SV, Lacerda G,
Pohl F, Vilani R, Affonso Da Costa MB, Vieira ED,
Yoschi S, Konertz W, Affonso da Costa I. 2004.
Comparison of cryopreserved homografts and
decellularized porcine heterografts implanted in
sheep. Artif Organs, 28:366—370.

Akbay E, Onur MA. 2016. Scaffold technologies: Using a
natural platform for stem cell therapy. MEDJ, 31:205-
212.

Akhyari P, Kamiya H, Gwanmesia P, Aubin H,
Tschierschke R, Hoffmann S, Karck M,
Lichtenberg A. 2010. In vivo functional performance
and structural maturation of decellularised allogenic
aortic valves in the subcoronary position. European
Journal of Cardio-thoracic Surgery, 38:539-546.

Badylak S, Liang A, Record R, Tullius R, Hodde J. 1999.
Endothelial cell adherence to small intestinal
submucosa: an acellular bioscaffold. Biomaterials,
20:2257-2263.

Badylak SF, Tullius R, Kokini K, Shelbourne KD, Klootwyk
T, Voytik SL, Kraine MR, Simmons C.1995. The use
of xenogeneic small intestinal submucosa as a
biomaterial for Achilles tendon repair in a dog model.
J Biomed Mater Res, 29:977-985.

Badylak SF. 2004. Xenogeneic extracellular matrix as a
scaffold for tissue reconstruction. Transplant Immunol,
12:367-377.

Borschel GH, Dennis RG, Kuzon Jr WM. 2004. Contractile
skeletal muscle tissue-engineered on an acellular
scaffold. Plast Reconstr Surg, 113:595-602.

Brown B, Lindberg K, Reing J, Stolz DB, Badylak SF. 2006.
The basement membrane component of biologic
scaffolds derived from extracellular matrix. Tissue
Eng.12::519-526.

Cartmell JS, Dunn MG. 2000. Effect of chemical treatments
on tendon cellularity and mechanical properties. J
Biomed Mater Res, 49:134-140.

Chen RN, Ho HO, Tsai YT, Sheu MT. 2004. Process
development of an acellular dermal matrix (ADM) for
biomedical applications. Biomaterials, 25:2679—-2686.

Cheng Y, Wang Y, Kang YZ, Hu PY, Gao Y, Pan MX. 2013.
In vitro culture of tumour-derived hepatocytes in
decellularised  whole-liver  biological  scaffolds.
Digestion, 87:189-195.

Conklin BS, Richter ER, Kreutziger KL, Zhong DS, Chen C.
2002. Development and evaluation of a novel
decellularized vascular xenograft. Med Eng Phys,
24:173-183.

Constantinou CD, Jimenez SA. 1991. Structure of cDNAs
encoding the triple-helical domain of murine alpha 2
(VI) collagen chain and comparison to human and
chick homologues. Use of polymerase chain reaction
and partially degenerate oligonucleotide  for
generation of novel cDNA clones. Matrix, 11:1-9.

Dahl SL, Koh J, Prabhakar V, Niklason LE. 2003.
Decellularized native and engineered arterial scaffolds
for transplantation. Cell Transplant, 12:659-666.

Du L, Wu X, Pang K, Yang Y. 2013. Histological evaluation
and biomechanical characterisation of an acellular
porcine cornea scaffold. Br J Ophthamol, 95:410-414.

Exposito JY, D’Alessio M, Solursh M, Ramirez F. 1992. Sea
urchin  collagen evolutionarily homologous to
vertebrate pro-alpha 2(I) collagen. J Biol Chem,
267:15559-15562.

Falke G, Yoo JJ, Kwon TG, Moreland R, Atala A. 2003.
Formation of corporal tissue architecture in vivo using
human cavernosal muscle and endothelial cells
seeded on collagen matrices. Tissue Eng, 9:871-879.

Faulk DM, Carruthers CA, Warner HJ, Kramer CR, Reing
JE, Zhang L, D'Amore A, Badylak SF. 2014. The
effect of detergents on the basement membrane
complex of a biologic scaffold biomaterial. Acta
Biomater, 10:1-21.

Fermor HL, Russell SL, Williams S, Fisher J, Ingham E.
2015. Development and characterisation of a
desellularised bovine osteochondral biomaterial for
cartilage repair. J Mater Sci: Mater Med, 26:186.

Freytes DO, Badylak SF, Webster TJ, Geddes LA, Rundell
AE. 2004. Biaxial strength of multilaminated
extracellular matrix scaffolds. Biomaterials, 25:2353—
2361.

Gailit J, Ruoslahti E. 1988. Regulation of the fibronectin
receptor affinity by divalent cations. J Biol Chem,
263:12927-12932.

Gamba PG, Conconi MT, Lo Piccolo R, Zara G, Spinazzi R,
Parnigotto PP. 2002. Experimental abdominal wall
defect repaired with acellular matrix. Pediatr Surg Int,
18:327-331.

Gilbert TW, Stolz DB, Biancaniello F, Simmons-Byrd A,
Badylak SF. 2005. Production and characterization of
ECM powder: implications for tissue engineering
applications. Biomaterials, 26:1431-1435.

Goissis G, Suzigan S, Parreira DR, Maniglia JV, Braile DM,
Raymundo S. 2000. Preparation and characterization
of collagen—elastin matrices from blood vessels
intended as small diameter vascular grafts. Artif
Organs, 24:217-223.

Grauss RW, Hazekamp MG, Oppenhuizen F, van
Munsteren CJ, Gittenberger-de Groot AC,
DeRuiter MC. 2005. Histological evaluation of
decellularised porcine aortic valves: matrix changes
due to different decellularisation methods. Eur J
Cardiothorac Surg, 27:566-571.

Gulati AK. 1988. Evaluation of acellular and cellular nerve
grafts in repair of rat peripheral nerve. J Neurosurg,
68:117-123.

He M, Callanan A. 2013. Comparison of methods for whole-
organ decellularization in tissue engineering of
bioartificial organs. Tissue Engineering Part B, 19:1-
15.

Hilbert SL, Yanagida R, Souza J, Wolfinbarger L, Jones
AL, Krueger P, Stearns G, Bert A, Hopkins RA.
2004. Prototype anionic detergent technique used to
decellularize allograft valve conduits evaluated in the
right ventricular outflow tract in sheep. J Heart Valve
Dis, 13:831-840.

Hodde J, Hiles M. 2002. Virus safety of a porcine-derived
medical device: evaluation of a viral inactivation
method. Biotechnol Bioeng, 79:211-216.

Hodde J, Record R, Tullius R, Badylak S. 2002a. Fibronectin
peptides mediate HMEC adhesion to porcine-derived
extracellular matrix. Biomaterials, 23:1841-1848.

Hodde JP, Badylak SF, Brightman AO, Voytik-Harbin SL.
1996. Glycosaminoglycan content of small intestinal
submucosa: a bioscaf- fold for tissue replacement.
Tissue Eng, 2:209-217.

Rejeneratif Tipta Kullanilan Organ ve Doku Deselilerizasyon Yontemleri. Turk J Life Sci, 1/2:096-102


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lacerda%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pohl%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Affonso%20Da%20Costa%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieira%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoschi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konertz%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Affonso%20da%20Costa%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15084198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shelbourne%20KD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7593041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klootwyk%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7593041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klootwyk%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7593041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Voytik%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7593041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kraine%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7593041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simmons%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7593041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kramer%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24055455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reing%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24055455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reing%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24055455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24055455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%27Amore%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24055455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badylak%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24055455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolfinbarger%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krueger%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stearns%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bert%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hopkins%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15473487

Akbay E, Onur MA. 2016.

~102 ~

Hodde JP, Record RD, Liang HA, Badylak SF. 2001.
Vascular endothelial growth factor in porcine-derived
extracellular matrix. Endothelium, 8:11-24.

Hodde JP, Record RD, Tullius RS, Badylak SF. 2002b.
Retention of endothelial cell adherence to porcine-
derived extracellular matrix after disinfection and
sterilization. Tissue Eng, 8:225-234.

Hudson TW, Liu SY, Schmidt CE. 2004. Engineering an
improved acellular nerve graft via optimized chemical
processing. Tissue Eng, 10:1346-1358.

Jackson DW, Grood ES, Cohn BT, Arnoczky SP, Simon
TM, Cummings JF. 1991. The effects of in situ
freezing on the anterior cruciate ligament. An
experimental study in goats. J Bone Joint Surg Am,
73:201-213.

Jackson DW, Windler GE, Simon TM. 1990. Intraarticular
reaction associated with the use of freeze-dried,
ethylene oxide-sterilized bone—patella tendon-bone
allografts in the reconstruction of the anterior cruciate
ligament. AmJ Sports Med, 18:1-10.

James GT. 1978. Inactivation of the protease inhibitor
phenylmethylsulfonyl  fluoride in buffers. Anal
Biochem, 86:574-579.

Kasimir MT, Rieder E, Seebacher G, Silberhumer G,
Wolner E, Weigel G, Simon P. 2003. Comparison of
different decellularization procedures of porcine heart
valves. Int J Artif Organs, 26:421-427.

Khorramirouz R, Sabetkish S, Akbarzadeh A,
Muhammadnejad A, Heidari R, Kajbafzadeh AM.
2014. Effect of three decellularisation protocols on the
mechanical behaviour and structural properties of
sheep aortic valve conduits. Adv Med Sci, 59:299-
307.

Kim BS, Yoo JJ, Atala A. 2004. Peripheral nerve
regeneration using acellular nerve grafts. J Biomed
Mater Res A, 68:201-209.

Kolker AR, Brown DJ, Redstone JS, Scarpinato VM,
Wallack MK. 2005. Multilayer reconstruction of
abdominal wall defects with acellular dermal allograft
(AlloDerm) and component separation. Ann Plast
Surg, 55:36-41.

Kropp BP, Eppley BL, Prevel CD, Rippy MK, Harruff RC,
Badylak SF, Adams MC, Rink RC, Keating MA.
1995. Experimental assessment of small intestinal
submucosa as a bladder wall substitute. Urology,
46:396-400.

Lee MS. 2004. GraftJacket augmentation of chronic Achilles
tendon ruptures. Orthopedics, 27:151-153.

Lin P, Chan WC, Badylak SF, Bhatia SN. 2004. Assessing
porcine liver- derived biomatrix for hepatic tissue
engineering. Tissue Eng, 10:1046-1053.

McFetridge PS, Daniel JW, Bodamyali T, Horrocks M,
Chaudhuri JB. 2004. Preparation of porcine carotid
arteries for vascular tissue engineering applications. J
Biomed Mater Res A, 70:224-234.

Methe K, Backdahl H, Johansson BR, Nayakawde N,
Dellgren G, Sumitran-Holgersson S. 2014. An
alternative approach to decellularize whole porcine
heart. BioResearch, 3:327-338.

Moore R, Madara JL, MacLeod RJ. 1994. Enterocytes adhere
preferen- tially to collagen IV in a differentially
regulated divalent cation- dependent manner. Am J
Physiol, 266: 1099-1107.

Muratov R, Britikov D, Sachklov A, Akatov V, Soloviev V,
Fadeeva |, Bockeria L. 2010. New approach to
reduce allograft tissue immunogenicity. Experimental
data. Interactive CardioVascular and Thoracic
Surgery, 10:408-412.

Pruss A, Kao M, Kiesewetter H, von Versen R, Pauli G.
1999. Virus safety of avital bone tissue transplants:
evaluation of sterilization steps of spongiosa cuboids
using a peracetic acid—methanol mixture. Biologicals,
27:195-201.

Rieder E, Kasimir MT, Silberhumer G, Seebacher G,
Wolner E, Simon P, Weigel G. 2004.
Decellularization protocols of porcine heart valves
differ importantly in efficiency of cell removal and
susceptibility of the matrix to recellularization with
human vascular cells. J Thorac Cardiovasc Surg,
127:399-405.

Roberts TS, Drez Jr D, McCarthy W, Paine R. 1991. Anterior
cruciate ligament reconstruction using freeze-dried,
ethylene oxide-sterilized, bone—patellar tendon-bone
allografts. Two year results in thirty-six patients. Am J
Sports Med, 19:35-41.

Sano H, Orbay H, Terashi H, Hyakusoku H, Ogawa R. 2013.
Acellular adipoe matrix as a natural scaffold for tissue
engineering. JPRAS, 67:99-106.

Scarritt ME, Pashos NC, Bunnell BA. 2015. A review of
cellularisation strategies for tissue engineering of
whole organs. Frontiers in bioengineering and
biotechnology, 3:43-60.

Schenke-Layland K, Vasilevski O, Opitz F, Konig K,
Riemann |, Halbhuber KJ, Wahlers T, Stock UA.
2003. Impact of decellularization of xenogeneic tissue
on extracellular matrix integrity for tissue engineering
of heart valves. J Struct Biol, 143:201-208.

Seddon AM, Curnow P, Booth PJ. 2004. Membrane proteins,
lipids and detergents: not just a soap opera. Biochim
Biophys Acta, 1666:105-117.

Teebken OE, Bader A, Steinhoff G, Haverich A. 2000.
Tissue engineering of vascular grafts: human cell
seeding of decellularised porcine matrix. Eur J Vasc
Endovasc Surg, 19:381-386.

Uchimura E, Sawa Y, Taketani S, Yamanaka Y, Hara M,
Matsuda H, Miyake J. 2003. Novel method of
preparing acellular cardiovascular grafts by
decellularization with poly(ethylene glycol). J Biomed
Mater Res A, 67:834-837.

Voet D, Voet JG, Pratt CW. 2002. Fundamentals of
biochemistry. New York: Wiley.

Voytik-Harbin SL, Brightman AO, Kraine MR, Waisner B,
Badylak SF. 1997. Identification of extractable growth
factors from small intestinal submucosa. J Cell
Biochem, 67:478-491.

Woods T, Gratzer PF. 2005. Effectiveness of three extraction
techniques in the development of a decellularized
bone—anterior cruciate liga- ment—bone graft.
Biomaterials, 26:7339-7349.

Yang B, Zhang Y, Zhou L, Sun Z, Zheng J, Chen Y, Dai Y.
2010. Development of a porcine bladder acellular
matrix with well-preserved extracellular bioactive
factors for tissue engineering. Tissue Engineering:
Part C, 16:1201-1211.

Yoo JJ, Meng J, Oberpenning F, Atala A. 1998. Bladder
augmentation using allogenic bladder submucosa
seeded with cells. Urology, 51:221-225.

Rejeneratif Tipta Kullanilan Organ ve Doku Deselilerizasyon Yontemleri. Turk J Life Sci, 1/2:096-102


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rippy%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7660517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harruff%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7660517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badylak%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7660517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adams%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7660517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rink%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7660517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keating%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7660517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nayakawde%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25469317
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dellgren%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25469317
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sumitran-Holgersson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25469317
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akatov%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040478
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soloviev%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040478
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fadeeva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040478
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bockeria%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20040478
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seebacher%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14762347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolner%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14762347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simon%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14762347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weigel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14762347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%C3%B6nig%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14572475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riemann%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14572475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halbhuber%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14572475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wahlers%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14572475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stock%20UA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14572475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamanaka%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hara%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsuda%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyake%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14613231

