ANKA e-DERGI
Journal of Phoenix
(TEKNOLOJi VE SOSYAL BILIMLER DERGISI)
Cilt 2/Say1 2

ISNN- 2148-7138

DESELULERIZASYON YONTEMLERI VE DOKULARDA

KULLANIMI
ibrahim UCGUL?, Sultan ARAS™”

é Siileyman Demirel Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Tekstil Miihendisligi Boliimii, Isparta, TURKIYE
b Stileyman Demirel Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii, Isparta, T URKIYE
*Sorumlu yazarin e-posta adresi: sultanaras91@gmail.com

Gonderim Tarihi: 16.11.2017 Kabul Tarihi: 28.11.2017

Ozet:

Deseliilerize edilmis doku ve organlar cesitli doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalarinda basariyla kullanilmaktadir. Ekstraseliiler matristen elde edilen biyolojik bir
iskele, islem gorecek dokudan hiicreleri etkin bir sekilde ortadan kaldiran cesitli
deseliilerizasyon yontemleri ile iiretilebilir. Kullanilan deseliilerizasyon yontemleri dokularin
ve organlarin yapisina gore degisir. Hiicrelerin bir dokudan ¢ikarilmasi, dokunun kaynagina
ve kullanilan spesifik fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlere baglidir. Bu yontemlerin her
biri geri kalan hiicre dis1 matrisin (ECM) yapisindaki biyokimyasal bilesimini, dokunun ince
yapisini  (ultrastriiktiiriinii) ve mekanik davranisini etkiler. Bu makalede en sik kullanilan
deseliilerizasyon yontemleri tanitilarak ve bu yontemlerin biyolojik doku iskelesi materyali
iizerindeki etkileri ele alinmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Deseliilerizasyon, Ekstraseliiler Matris, Doku miihendisligi (TE),
Deseliilerizasyon yontemleri

DECELLULARIZATION METHODS AND USING OF THE TISSUES

Abstract:

Decellularized tissues and organs have been successfully used in various tissue engineering
and regenerative medicine applications. A biological scaffold obtained from the extracellular
matrix can be produced by various decellularization methods which efficiently remove the
cells from the tissue to be treated. Deceleration methods used vary according to the structure
of the tissues and organs. The removal of cells from a tissue depends on the source of the
tissue and the specific physical, chemical, and enzymatic methods used. Each of these
methods influences the biochemical composition of the remaining extracellular matrix (ECM)
structure, the ultrastructure of the tissue (ultrastructural product), and its mechanical behavior.
The most commonly used deceleration methods are introduced in this article and the effects of
these methods on biological tissue scaffold material are discussed.

Key words: Decellularization Extracellular Matrix, tissue engineering (TE), Decellularization
methods
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1. GIRIS

Doku ve organ nakli ¢alismalarmin kisith olmasi, doku miihendisligi (TE) yapilar1 dahil
olmak iizere cesitli alternatiflerin gelistirilmesine yol agmustir. Biyo iskelesi tasarimindaki
ilerlemelere ragmen, dogal doku ultrastriiktiiriinii ve biyomekanik o6zelliklerini etkili bir
sekilde taklit eden esdeger yapilar bulunmamistir. Bununla birlikte doku miihendisliginde
biyo iskelesi iiretim yontemlerinden biri olan deseliilerizasyon yontemi sik kullanilan ve en
uygun yontem olarak gézlemlenmistir (Mertsching vd., 2005; Wilson vd., 2013).

Deseliilerizasyon dokunun veya organin kendine 06zglin mimarisini koruyarak biitlin
organlarin hiicrelerinden arindirip, iskeleleri lireten bir yontemdir. Bu, organ yapisini taklit
degil, ayn1 zamanda hiicre dis1 matrise (ECM) yardim hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi iginde
kimyasal bilesenleri igerir (Wilson vd., 2013; Hrebikova vd., 2015).

Dokularin deseliilerizasyonu i¢in en yaygin kullanilan yontemler, fiziksel, kimyasal ve
enzimatik islemleri bir arada icerir. Fiziksel islemde ajitasyon veya sonikasyon, mekanik
masaj veya basing ya da donma ve ¢oziilme icerebilir. Bu yontemler, ECM hiicre igeriginin
sonradan durulama ve ¢ikarilmasini kolaylagtirmak ic¢in hiicre zarin1 bozar. Bu fiziksel
islemler tam deseliilerize elde etmek igin genellikle yetersizdir ve bir kimyasal iglem ile
kombine edilmelidir. Enzimatik iglemler, tripsin gibi kimyasal islemler veya iyonik ¢ozeltiler,
hiicre zarinin, hiicreler aras1 ve hiicre dis1 baglantilarindan sorumlu baglarin1 bozmaktadirlar.
Dokular hem hiicresel malzemeden hem de ECM’den olusur ve ECM’nin doku kaynagina
bagli kompaktlig1 degisken derecede diizenlenmistir. ECM, deseliilerizasyon islemi sirasinda
kaotropik maddeler ile biitliin hiicrelerin yeterli siirede isleme maruz kalmasi malzemenin
dokudan ¢ikarilmasina bir yol saglamak i¢in kesintiye ugramaktadir. Cogu deseliilerizasyon
stireclerinin amaci kesintileri en aza indirmek ve standart fiziksel 6zellikleri ve biyolojik
ozellikleri muhafaza etmektir (Gilbert vd., 2006; Akbay ve Onur, 2016).

Yapilan bu calismada deseliilerizasyon yontemleri ve bu yontemlerin nasil kullanildigi,
ekstraseliiler matris karakterizasyonu ve deseliilerizasyon yontemlerinin dokularda kullanimi1
tanitilmistir.

2. ECM (EKSTRASELULER MATRIS) KARAKTERIZASYONU

Bir hiicre ile gevresi veya diger hiicreler arasindaki etkilesimler, hiicre ylizey proteinleri
tarafindan yonetilir (Wong, 2009). Hiicreler biyolojik ortamlarinda nanofiber formdaki
proteinlerden olusan bir ekstraseliiler matris (ECM) igerisinde bulunmaktadir (Bayram, 2012).
Ekstraseliiler matris, ¢ok hiicreli bir organizmada baz1 hiicreler tarafindan salgilanan, hiicreler
arasint dolduran ve tanimlanmis bir alanda hiicreleri tutan baglayic1 madde olarak islev goren
cesitli proteinler ve polisakkaritler i¢in genel bir terimdir (Wong, 2009; Sen, 2012; Yigit vd.,
2016).

Kalp kapakgiklari, kan damarlari, deri, sinirler, iskelet kasi, tendon, bag, ince bagirsak alt
mukoza (SIS), idrar kesesi ve karaciger dahil olmak iizere, ¢esitli dokularda, ECM doku
miihendisligi ve rejeneratif ila¢ uygulamalari i¢in ele alinmistir. Bir deseliilerizasyon
protokoliiniin amaci, bilesimin biyolojik aktivitesi ve kalan ECM mekanik biitlinliigii izerinde
herhangi bir olumsuz etkisini en aza indirirken, verimli bir sekilde tiim hiicre ve hiicre
membranlarinin ¢ikarilmasidir (Gilbert vd., 2006; Fu vd., 2014; Akbay ve Onur, 2016).
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3. DESELULERIZASYON YONTEMLERININ ACIKLANMASI

En saglam ve etkili deseliilerizasyon yontemleri fiziksel, kimyasal bilesimi ve enzimatik
yaklasimlar1 icermektedir. Deseliilerizasyon yontemleri genellikle, hiicre bilesenlerinin
ayrilmasi ve ardindan fiziksel tedaviler veya iyonik c¢ozeltiler kullanilarak hiicre membran
lizizi ile baslar, ECM kullanildiginda enzimatik islemler deterjan kullanarak sitoplazmik ve
hiicre membran bilesenlerin ¢oziiniirliigi ve doku hiicrelerinin kalintilarinin kaldirilmasi ile
sonlandirilir. Bu adimlarin etkinligini gelistirmek i¢in mekanik calkalama yapilmaktadir.
Deseliilerizasyondan sonra kalan tiim kimyasallar, kimyasalin olumsuz konak doku yanitini
onlemek icin ¢ikartilmalidir. Deseliilerizasyon sonucu ECM koruma etkinligi cesitli
yontemlerle tespit edilebilir. Dokularin ¢esitli fiziksel, enzimatik ve kimyasal mekanizmalari
asagidaki boliimlerde ve tablo 1'de gbzden gecirilmistir.

Tablo 1. Yaygin Olarak Kullanilan Deseliilerizasyon Yontemleri ve Kaotropik Maddeler

ECM UZERINDEKI

YONTEM ETKi SEKLI . . KAYNAKLAR
3 ETKILERI
Fiziksel
EK bilesenini Hucretl)gl bL:l'krlstallerl, hicre II'E‘CII\/I:jbozuImus vey(;a Jackson vd., 1987
dondurma zarini bozabilir 1zh donma sirasinda Gulati, 1988

hasar gormds olabilir.

Mekanik kuvvet

Basingla hiicreleri patlama ve

doku alinmasi hticrelerini
ortadan kaldirir

Mekanik kuvvet ECM
zarar verebilir

Freytes vd., 2004
Lin vd., 2004

Hicre pargalama neden
olabilir, ancak daha genel

Hlcresel malzeme

Schenke-Layland

) bertaraf edildigi zaman vd.. 2003
larak k I N
Mekanik ¢alkalama :)nZ:z k:aTrzzz?mr?/Zdhduiisel agresif calkalama ya da Dahl vd., 2003
. sonikasyon ECM’yi Freytes vd., 2004
malzemenin ¢ikartiimasini . Lin vd., 2004
. bozabilir '
kolaylastirmak icin kullanilir
Kimyasal
Hicrelerin sitoplazmik Glikoz amino glikan’lari Yoo vd., 1998

Alkali; asit

eritmesi; nikleik asitleri
bozar

(GAG) kaldirma olasiligi
varidr.

De Filippo vd., 2002
Freytes vd., 2004

lyonik olmayan deterjanlar

Saglam protein-protein
etkilesimlerini birakirken,

Karisik sonuglar;
dokulara gore verim

Chen vd., 1999
Cartmell ve Dunn,
2000

De Filippo vd., 2002

Triton X-100 lipid-lipid ve lipid-protein saglar, GAG'lari kaldirma g?:lzsxgd\./a.z’oggm
etkilesimlerini bozar olasiligi varidr. Lin vd., 2004
Woods ve Gratzer,
2005
lyonik deterjanlar

Sodyum dodesil

Sitoplazmik ve hiicresel
membranlar ¢oziiniir;

Hicre membranlarinda
ki kalintilari ve
sitoplazmik proteinleri
yok eder; yerli doku

Chen vd., 2004
Hudson vd., 2004
Hudson vd., 2004
Lin vd., 2004
Rieder vd., 2004

sulfat (SDS) proteinleri denatiire olma yapisini bozabilir GAGlar Woods ve Gratzer,
egilimindedir ve hasarli kollajenleri 2005
giderme egilimindedir. Ketchedjian vd.,
2005
Sodyum Doku yapisi SDS’den ﬁﬂgg;}d;/’dzoggm
deoksikolat daha yikicidir. K

Hudson vd., 2004
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Lin vd., 2004
Rieder vd., 2004
Woods ve Gratzer,
2005

Ketchedjian vd.,
2005

Triton X-200

Zwitteriyonik
deterjanlarile
kullanildiginda etkili
desellilerizasyon

Chen vd., 2004
Hudson vd., 2004
Hudson vd., 2004
Lin vd., 2004
Rieder vd., 2004
Woods ve Gratzer,
2005

uygulanir. Ketchedjian vd.,
2005
Zwitteriyonik deterjanlar
CHAPS Triton X-100 ile verilene
(3-1(3- iyonik olmayan ve iyonik benzer bir ECM bozulma
Kolamidopropil) - | deterjanlar 6zelliklerini ile verimli Dahl vd., 2003

dimetilamonyo] -
propan stlfonat)

gosterir.

deselilerizasyon
uygulanir.

Silfobetain-10 ve -
16 (SB-10, SB16)

Triton X-200 ile saglanan
hicre ¢ikarma ve hafif
ECM bozulmasi

Chen vd., 2004
Hudson vd., 2004
Hudson vd., 2004
Lin vd., 2004
Rieder vd., 2004
Woods ve Gratzer,
2005

Ketchedjian vd.,
2005

Tri (n-butil) fosfat

Protein-protein
etkilesimlerini bozan organik
¢Ozlcidir.

Degisken
desellilerizasyon;
kolajen igerigi kaybi
fazla iken mekanik
ozellikler Gzerindeki etki
cok azdir

Cartmell ve Dunn,
2000
Woods ve Gratzer,
2005

Hlcre erimesi agisindan

Vyavahare vd., 1997

Hl:?p?:r)trg:i\lie Ozmotik sok ile Hiicre V(.e.rimli ancak etkili ggﬁs\l/ij\/dzo(z)goo
cozeltiler parcalama hiicresel kalintilari Woods ve Gratzer,
ortadan kaldirmaz 2005
iki degerli metal iyonlar Tipik enzimatik
EDTA, EGTA baglanan .k.enetleme" y(:jnt.er.nlerle kullanilan Eggglr(:r?-\’/dl?ggoo
maddeleri ile ECM hiicre higbir izoleye maruz Gamba vd., 2002
yapismasini bozar kalmaz(6rnegin, tripsin)
Enzimatik
Uzun sireli maruz
. kalmada ECM yapisini
Tripsin C tarafindaki Arg ve Lys bozabilir, Iami:inFj ';B'ggglr(:r?-\’/dl.?ggoo

peptit baglarini boler

fibronektin, elastin ve
GAGler kaldirir

Gamba vd., 2002

Endonikleazlar

Ribonukleotid ve
deoksiribonikleotid
zincirlerinin i¢ baglarin
hidrolizini katalize eder.

Dokudan gikarilmasi zor
ve bagisiklik sistemini
uyarabilir.

Courtman vd., 1994
Dahl vd., 2003
Rieder vd., 2004
Woods ve Gratzer,
2005

Eksonikleazlar

Ribonukleotid ve
deoksiribonikleotid
zincirlerinin terminal baglarin
hidrolizini katalize eder.

Gilbert vd., 2006
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3.1. Fiziksel Yontemler

Deseliilerizasyonu kolaylastirmak icin kullanilabilen fiziksel yontemler donma, dogrudan
basing, sonikasyon ve calkalama igerir. Bu yontemler arasinda en fazla tercih edilen yontem
dondurma yontemidir. Ozellikle bu yéntemlerin tendon, ligment dokusu ile sinir dokusunda
kullanildigr bilinmektedir (Jackson vd., 1990; 1991). Dondurma-¢6zme (Freeze-Thaw)
yontemi olarak adlandirilan bu yontemde dokunun -86°C’ ye dondurularak tekrar hizla
37°C’ye getirilmesi islemidir. Yontem sonucunda ECM yapisinda minimal hasar soz
konusudur. Hiicresel protein ve molekiilerin tam temizlenmesi i¢in ek islemlere gereksinim
duyulur. Ayrica bazi dokularda tek dondurma- ¢ozme dongisii genellikle yeterli olmamakta
ve ¢oklu tekrar yapilmasi gerekmektedir (Gulati, 1988; Cortiella vd., 2010).

yontemin genelde ECM organizasyonu yogun olmayan dokularda (karaciger, akciger) etkili
oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda mekanik gii¢, mesane ve ince bagirsakta kullanilan
deseliilerizasyon yontemlerindendir. Bu yontemler etkili olup ECM’in ii¢ boyutlu dogal
yapisina minimal diizeyde hasar veren yontemlerdir (Yang vd., 2010).

Hidrostatik basing uygulama, sonikasyon ve ajitasyon (karigtirma, ¢alkalama) gibi teknikler
genellikle tek basina yeterli hiicre pargalanmasi yapamazlar ancak enzim, hipertonik veya
selatlayici ajanlarla kombine edildiginde oldukga basarili sonuglar alinabilmektedir (Schenke-
Layland vd., 2003; Yang vd., 2010). Bu yontemin 6nemli bir dezavantaji etkili hiicre lizizi
sirasinda dokularin ultrastriiktiirel yapisinda ve bazal membran biitiinliigiinde hasar meydana
gelmesidir (Hopkinson vd.,2008).

Isil olmayan geri doniisiimsiiz elektroporasyon yonteminde mikro saniyelik elektrik uyarilar
dokuya uygulanarak hiicre membraninda olusan elektrik potansiyelinin bozulmasi
saglanmakta ve membranda ¢ok kiigiik delikler meydana getirilmektedir. Bu mikroporlar
hiicre hemostazint bozarak hiicrede Oliime sebep olmaktadir. Ancak bu teknikte
Hiicresizlestirme uygulanacak dokuya gore kullanilan proplarin kiiciik olmasi, islemin ¢ok
uzun zaman almasi ve in vivo ortamda yapilmasi en biiylik dezavantajidir (Lee, 2005;
Funamoto vd., 2010; Ceviker vd., 2017).

3.2. Kimyasal Yontemler
3.2.1. Asit ve alkalin uygulamalar:

Asit ve alkalin uygulamalar1 deseliilerizasyon protokollerinde hiicrenin sitoplazmik
komponentlerini ¢6zmek ve es zamanli olarak RNA ve DNA gibi niikleik asitleri
uzaklastirmak icin kullanilmaktadir. Asetik asit, perasetik asit (PAA), hidroklorik asit,
stilfiirik asit ve amonyum hidroksit hiicre membrani ve intraseliiler organelleri etkili bir
sekilde pargalayan alkalin ve asit ornekleridir (Yoo vd., 1998; Falke vd., 2003; Freytes vd.,
2004).

Yapilan caligmalarda, domuz ince bagirsak submukozasi ve mesane tabakalari yaklagik
%0,10-0,15 konsantrasyonda ki PAA ile deseliilerize edilmistir. Bu deseliilerizasyon
yonteminin bu tiir ince ECM yapilarinda hiicre materyallerinin ortadan kaldirilmasinda
yiiksek bir etkinlige sahip oldugu, bunun yani sira mikroorganizmalar1 etkileyerek ve
mikrobiyal enzimleri okside ederek materyalin dezenfeksiyonunu da sagladigi bildirilmistir
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(Pruss vd., 1999; Hodde ve Hiles, 2002). Ince bagirsak submukozas1 ve mesane tabakalarinda
PAA uygulamasi sonrasinda immunohistolojik boyama yontemleri kullanilarak kollajenin
bircok tipi (I, III, IV, V,VI ve VII gibi) tanimlanmistir (Badylak vd., 1995; Brown vd., 2006).
Ayn1 zamanda PAA uygulamasi sonrasinda ECM’de dogal yapidaki glikozaminoglikanlarin
korundugu bildirilmistir (Hodde vd., 1996). Farkli caligmalarda ise PAA uygulamasi
sonrasinda glikozaminoglikanlardan laminin ve fibronektinin ECM doku yapisinda kaldigi
gosterilmistir (Hodde vd., 2002a; Brown vd., 2006). Transforme edici biiyiime faktorii beta,
fibroblast biiyiime faktorii ve vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii gibi ECM’de yer alan
biiyiime faktdrlerinin yapisal ve fonksiyonel yapilarinin bozulmadan kaldig: da diger calisma
gruplar1 tarafindan bildirilmistir (Voytik-Harbin vd., 1997; Hodde vd., 2001). PAA’in
biyolojik yap1 malzemelerinin mekaniksel davranislarina herhangi bir olumsuz etkisi olmadigi
da bildirimler arasindadir (Freytes vd., 2004). Ince bagirsak submukozasi ve mesane
tabakalari ile yapilan in vitro hiicre kiiltiirii calismalar1 da bu sekilde elde edilen materyallerin
kullanim agisindan miikemmele yakin bir doku iskelesi olduklarii tekrarli ¢alismalar ile
gostermistir (Badylak vd., 1999; Hodde vd., 2002a; 2002b).

3.2.2. Iyonik olmayan deterjanlar

Iyonik olmayan deterjanlar deseliilerizasyon protokollerinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bunun en 6nemli nedeni goreceli olarak diger yontemlere gore doku yapisi lizerine
daha hafif bir etkisi olmasidir. Iyonik olmayan deterjanlarm lipid-lipid ve lipid-protein
etkilesimini bozdugu ancak protein-protein baglantisini etkilemeyerek doku ya da organdaki
proteinin fonksiyonel konformasyonunu bozmadigi bildirilmistir (Seddon vd., 2004).

Triton X-100 deseliilerizasyon protokoliinde en yaygin olarak kullanilan iyonik deterjanlar
arasindadir. Dokunun Triton X-100’e maruz birakilma siiresi birkac saatten 14 giine kadar
degismektedir (Cartmell ve Dunn, 2000; Dahl vd., 2003; Lin vd., 2004; Woods ve Gratzer,
2005). Dokularin Triton X-100 ile muamele edilerek deseliilerize edilmesi ile ¢ok farkli
sonuclar elde edilmektedir. Kalp kapak¢iginin 24 saat Triton X-100 ile deseliilerize edilmesi
ile kapakgik yapisinin korunabildigi ve tiim hiicre membranlarinin uzaklastirilabildigi, komsu
miyokardiyum ve aortik duvarda ise hiicresel materyallere rastlanabildigi bir diger ¢alisma ile
bildirilmistir (Grauss vd., 2005). Farkli gruplarin ¢alismalarinda ise dort saatin iizerindeki
Triton X-100 muamelesi ile kan damarlari, tendon ve ligamentlerde hiicresel kalintilarin
tamamen dokudan uzaklastirllamadigi gosterilmistir. Tiim dokularda histolojik boyama
sonucunda hiicre membranlarina rastlanmis ve 6n ¢apraz baglarinda yapilan immunohistolojik
boyama sonucunda bir hiicre iskeleti proteini olan vimentine rastlandigi agiklanmistir
(Cartmell ve Dunn, 2000; Dahl vd., 2003; Woods ve Gratzer 2005).

3.2.3. Iyonik deterjanlar

Iyonik deterjanlar, sitoplazmik ve hiicre membraninin ¢oziinmesinde etkili bir yontemdir,
ancak protein-protein etkilesimini bozarak protein denatiirasyonuna neden olmaktadir
(Seddon vd. 2004). Bilinen en yaygin iyonik deterjanlar; sodyum dodesil siilfat (SDS) ve
sodyum deoksikolat ile Triton X-200’diir (Rieder vd., 2004; Chen vd., 2004; Hudson vd.,
2004; Lin vd., 2004; Woods ve Gratzer, 2005).

SDS, dokudan hiicresel elemanlarin uzaklastirilmasinda ¢ok etkili bir yontemdir. SDS’1 diger
deterjanlardan ayiran Ozellik, sitoplazmik proteinlerden vimentin dahil tiim hiicresel
kalintilarin tamamen ortadan kaldirilmasimi saglamasidir (Woods ve Gratzer, 2005). SDS,
ECM’in dogal doku yapisinit bozarak glikozaminoglikan konsantrasyonunda azalmaya ve
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kollajen birlikteliginin bozulmasina neden olmaktadir. Ancak SDS ile dokudan kollajen
uzaklastirilmasi ger¢eklesmemektedir (Faulk vd., 2014).

Sodyum deoksikolat da ayni sekilde hiicresel kalintilar1 uzaklastirmada c¢ok etkili bir yontem
olmasiyla birlikte doku yapisina SDS’e gore ¢ok daha fazla zarar vermektedir. Bu yontemin
tek basia kullanildig1 herhangi bir rapor bulunmadigindan, dokudan elde edilen ECM’de
sodyum deoksikolatin etkisinin ne kadar oldugu bilinmemektedir. Sodyum deoksikolat sinir
dokusu deseliilerizasyonunda ¢ok sayida zwitteriyonik deterjan ile kombin bir sekilde
kullanildig1, kompleks deseliilerizasyonun bu kombinasyona Triton X-100’iin de eklenmesi
ile basarildig1 agiklanmistir (Hudson vd., 2004).

3.2.4. Zwitteriyonik deterjanlar

Zwitteriyonik deterjanlar hem iyonik hem de iyonik olmayan deterjan 6zelligi gosterirler. Bu
deterjanlarin protein denatilire etme giicli iyonik olmayan deterjanlara gore ¢ok daha fazladir
(Seddon vd., 2004). Zwitteriyonik deterjanlardan 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilamonyo]-1-
propansulfonat (CHAPS) kan damarlarinin deseliilerizasyonunda (Dahl vd., 2003),
stilffobetain-10 (SB-10) ve siilfobetain-16 (SB16) ise sinir deseliilerizasyonunda
kullanilmaktadir. CHAPS ile muamele edilen arter dokusunun histolojik incelemesinde
kollajen ve elastin morfolojisinin normal oldugu ve dogal damar yapisindaki kollajen
yapisinin korundugu gosterilmistir. Ayni ¢aligma ile periferal sinir deseliilerizasyonunda SB-
10 ve SB-16’nin iyonik bir deterjan olan Triton X-200 ile kombin edilerek kullanildig:
bildirilmistir. Bu kombinasyon uygulamasinin sinir ECM yapisina Triton X-100 ve sodyum
deoksikolatin birlikte uygulanmasindan daha az zarar verdigi de calismalar sonuglarinin
arasindadir (Hudson vd., 2004).

3.2.5. Tribiitil fosfat (TBF)

Son zamanlarda yapilan calismalarda TBF’in kozmotropik ajan olarak tendon ve ligament
greftlerinin deseliilerizasyonunda da kullanildigi bildirilmistir. TBF uygulamasi ile sican
kuyruk tendonundan tiim hiicresel kalintilarin uzaklastirildigi, ancak kemik ligament
baglanma noktalarinda bu uzaklastirma isleminde sorunlarin gozlendigi agiklanmistir. Aym
calismalarda, TBF uygulamas: ile tendondan izole edilen kollajen fibrillerinin gerilme
giiciinde herhangi bir kayip gézlenmedigi de bildirilmistir (Cartmell ve Dunn, 2000; Woods
ve Gratzer, 2005). TBF’1in kozmotropik ajan olarak deseliilerizasyon isleminden elde edilen
ECM’in mekaniksel davranigina minimal bir etki yaptig i¢in {imit verici bir yontem oldugu
belirtilmistir (Woods ve Gratzer, 2005).

3.2.6. Hipotonik ve hipertonik soliisyonlar

Deiyonize su ya da diisik iyonik igerikli soliisyonlar gibi hipotonik ve hipertonik
soliisyonlarla yapilan osmotik sok uygulamasi organ ve dokularda hiicre lizisine neden
olmaktadir (Goissis vd., 2000; Dahl vd., 2003; Woods ve Gratzer, 2005). Sirastyla 11 saatlik
hipotonik soliisyon ve 11 saatlik hipertonik soliisyon muamelesi sonucunda hiicre lizisinin
gergeklestigi ancak dokulardan ortaya c¢ikan hiicre kalintilarinin tamamen uzaklastirilamadigi
bildirilmistir (Dahl vd., 2003). Ayn1 ¢aligmada bu yonteme ek olarak, hiicresel kalintilarin
tamamen uzaklastirilmas1 i¢in biyolojik ve kimyasal uygulamalarin gerekliligine
deginilmistir.
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3.2.7. Selatlayic1 deterjanlar

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve etilen glikol bistetraasetik asit (EGTA) gibi
selatlayic1 ajanlar halka seklinde kompleks bir molekiiler yapiya sahip olup merkezi metal
iyonlara kararli bir sekilde baglanarak bu iyonlarin izole edilebilmesini saglamaktadirlar.
Hiicre-ECM adezyonunda gorevli ¢ift degerlikli katyonlarin (Ornegin; Ca+2 ve Mg+2)
baglanmasiyla, bu ajanlar dokudan hiicresel materyallerin uzaklagtirilmasini saglamaktadir.
EDTA genellikle tripsin kombinasyonu ile kullanilan bir yontem olarak bildirilmistir
(Khorramirouz vd., 2014).

3.2.8. Alkoller ve diger ajanlar

Izopropanol, aseton, etanol, metanol ve gliserol gibi ajanlar hiicrelerde dehidrasyon ve liziz
yaparak etkilidir. Ozellikle dokunun kalsifikasyonuna sebep olan fosfolipidlerin
uzaklastirilmasinda alkoller lipaz gibi enzimatik ajanlardan daha ¢ok etkilidir. Dikkat edilmesi
gereken husus alkollerin proteinlerde ¢okmeye sebep olmasindan dolayr ECM yapisinda
hasara yol agmasidir (Cole, 1984; Gorschewsky vd., 2005).

Aseton ozellikle lipidlerin ECM yapisindan uzaklastirilmasinda kullanilabilir ancak alkollere
benzer sekilde dokunun protein yapisinda bozulmaya sebep olabilir (Gilbert vd., 2006).

3.3. Biyolojik Yontemler
3.3.1. Enzimler

Niikleaz, tripsin, kollajenaz, lipaz, dispaz, termolizin ve a-galaktozidaz Hiicresizlestirme
isleminde kullanilan enzimlerdir. Ozellikle hiicre artiklarmin ve istenmeyen ECM yap1
elemanlarinin segici olarak temizlenmesinde faydalidir. Ancak sadece enzimatik yontem
hiicrenin tamamen temizlenmesinde tam etkili olmadig1 gibi kullanilan enzim artiklar1 da
tekrar hiicrelendirme isleminde sorun yaratabilir veya kendileri immiin sistemi aktive edebilir.
DNaz ve RNaz gibi niikleazlar hiicre lizizi sonrasinda ortaya ¢ikan DNA ve RNA niikleik
asitlerinin ve niikleotidlerinin parcalanmasini saglar (Elder vd., 2010; Funamoto vd., 2010;
Peterson vd., 2010; Yang vd., 2010). Benzonaz gibi endoniikleazlar ve kisitlamasi olmayan
(non-restriction) endoniikleazlar ekzoniikleazlara gére DNA pargalanmasinda ¢ok daha
etkilidir (Cole, 1984; Peterson vd., 2010).

Serin proteaz olan Tripsin, enzimatik hiicresizlestirmede sik¢a kullanilan enzimatik ajandir.
Tripsin ile yapilan hiicresizlestirmede ECM yapisinda bulunan GAG’larin korunmasina
ragmen kollajen ve elastinin tripsine direnglerinin az olmasi, tripsinin dikkatli kullanilmasini
gerektirir (Yang vd.,2010; Crapo vd., 2011). Diger bir dezavantaj1 ise etki siliresinin uzun
olmasidir. Ozellikle kalin dokularda bu siire cok daha fazla artar. Ancak bu sekilde kalin
dokularin hiicresizlestirilmesinde, diger ajanlarin daha derine penetre olabilmeleri i¢in tripsin
kullanim1 kaginilmaz olabilir (Xu vd., 2014).

Kollajenazlar,  06zellikle kollajenin  gerekli  olmadigt ECM  olan  dokularin
hiicresizlestirilmesinde kullanilabilir. Lipazlar ise lipidlerin uzaklagtirilmasinda etkilidir ancak
tiim lipidlerin uzaklastirilmasinda yalniz basina yetersizdir (Flynn, 2010; Brown vd., 2011).
Ksenojenik dokularin hiicre yiizeylerinde bulunan immunojenik hiicre ylizey antijeni olan
galaktoz-a-(1,3)-galaktoz (Gal epitop) uzaklastirilmasi igin a-galaktozidaz kullanilabilir (Xu
vd., 2008).
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3.3.2. Non-enzimatik ajanlar

Selasyon yapici ajanlar olan etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetra asetik
asit (EGTA) metal iyonlarm1 wuzaklagtirarak hiicrelerin  ECM  proteinlerinden
uzaklastirilmasinda kullanilir (Klebe, 1974; Gailit, 1988). Ayrica yapisal olarak protein-
protein iligkisinin de bozulmasina sebep olur. Bu ajanlar yalniz basina, ¢calkalama yapilsa dahi
yiizeysel hiicrelerin yok edilmesinde bile etkili olamaz. Dolayisi ile genellikle yontemlerde
tripsin ya da deterjanlar ile kombine halde kullanilmalidir (Sasaki vd., 2009; Funamoto vd.,
2010; Gui vd., 2010; Reing vd., 2010; Crapo vd., 2011; Xu vd., 2014).

Fenilmetilsiilfonil florid (PMSF), aprotonin ve 16peptin gibi serin proteaz inhibitorleri
ECM’de olusmas1 muhtemel istenmeyen zararlar1 engeller (Gorschewsky vd., 2005; Gilbert
vd., 2008; Alhamdani vd., 2010; Gui vd., 2010; Reing vd., 2010). Aksi takdirde hiicre 6liimii
sirasinda hiicre icerisinde ki proteazlar salinabilir.

Penisilin, streptomisin, amfoterisin B ve sodyum asid gibi antibiyotikler ve antimikotikler
Hiicresizlestirme siiresince mikrobiyal kontaminasyonu engellemek icin kullanilir fakat

biyolojik iskelelerde tekrar hiicrelendirme sirasinda potansiyel bir engel olusturabilir (Crapo
vd., 2011).

3.4. Proteaz inhibitorleri

Deseliilerizasyon protokolleri sirasinda hasar goren hiicrelerden ¢ok sayida proteaz
salinabilmektedir. Uzun siireli kimyasal uygulamalar1 sonrasinda ortamda beliren proteazlar
ECM’in dogal yapisina zarar verebilir. Bu nedenle dokularin deseliilerizasyonu i¢in kullanilan
sollisyonlarin i¢ine proteaz inhibitdrlerinden fenil metil siilfonil florid, aprotinin veya l6peptin
eklenebilmektedir (Fermor vd., 2015). Tampon soliisyonunun pH’1 7-8 arasinda tutulursa yine
proteaz aktivitesi durur. Bunlara ek olarak lizis soliisyonunun sicakliginin ve siiresinin
kontrolii de proteaz aktivitesini sinirlamaktadir (James, 1978).

3.5. Antibiyotikler

Uzun stireli kimyasal deseliilerizasyon uygulamalar1 sonrasinda karsilasilan bir diger sorun,
elde edilen ECM materyalinin kontaminasyonuna yol agacak bakteri varliginin ortaya ¢ikma
thtimalidir. Bu nedenle uygulanan birgok protokolde kullanilan deseliilerizasyon soliisyonlar1
icine penisilin, streptomisin veya amfoterisin-B eklenmektedir (Affonso da Costa vd., 2004;
Hilbert vd., 2004; Woods ve Gratzer, 2005).

3.6. Deseliilerizasyon Sonucu Artik Kimyasallarin Uzaklastirilmasi

Yukarida aciklanan deseliilerizasyon yontemleri, hiicrelere zarar verme yetenekleri nedeniyle
kullanilan cok c¢esitli kimyasallar1 igerir. Eger kimyasallar, muamele sonrasinda yiiksek
konsantrasyonlarda dokuda kalirsa, iskele in vivo yerlestirildiginde konak hiicreleri i¢in toksik
olacagr muhtemeldir. Deseliilerize edilmis iskelet materyalinde kalint1 kimyasallarin varligini
Olcmek icin analizlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Benzer sekilde, yukarida tarif edilen

baz1 islemler sigir kaynaklarindan (yani, DNaz, RNaz, tripsin) tiiretilmis enzimleri de igerir
(Gilbert vd., 2006).
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4. DESELULERIZASYON YONTEMLERININ DOKULARDA KULLANIMI

Her doku tiirii spesifik bir yapiya ve farkli bilesime sahiptir, bu nedenle her doku tiirii igin
yalnizca bir standart protokoliin kullanilmas1 miimkiin degildir. Uygulanacak deseliilerizasyon
yonteminin se¢imi, islem gorecek doku tiirtine ve doku kompozisyonuna baglidir (Hrebikova
vd., 2015). Tablo 2’de baz1 doku ve organlara uygun deseliilerizasyon yontemleri verilmistir.

Tablo 2. Bazi Doku ve Organlara Gére Deseliilerizasyon Yontemleri
DOKU VE ORGAN TURU DESELULERIZASYON YONTEMI
1) Dondurmak
2) Ozmotik Soliisyonlar
3) Enzim
4) Kimyasal
1) Dondurmak
2) Enzim
3) Alkol
4) Kimyasal
1) Dondurmak
2) Mekanik Bozulma
Amorf dokular 3) Alkol
4) Enzimatik
5) Kimyasal
1) Dondurmak
2) Ozmotik Soliisyonlar
3) Deterjan
4) Enzimatik
5) Ozmotik Cozeltiler
1) Dondurmak
2) Ozmotik Soliisyonlar
3) Deterjan

Ince tabakal1 dokular (perikard)

Daha kalin tabakali dokular (dermis)

Organ deseliilerizasyonu
(Trake vb.)

Organ deseliilerizasyonu
(karaciger vb.)

5. SONUC

Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta hiicre dis1 matris (ECM), deseliilerizasyon isleminden
tiiretilmis bir biyolojik iskele olarak doku ve organlarda kullanilabilir. Deseliilerizasyonun asil
amaci, ECM'nin yapisal ve fonksiyonel proteinler, glikozaminoglikanlar, bliylime faktorleri
vb. yer alan ii¢ boyutlu yapisinin korunmasidir. Deseliilerizasyon siirecinin etkinligi, doku
yogunlugu ve organizasyonu, hiicre giderme ydntemi, biyolojik bilesenler ve hedef klinik
uygulamalar gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Deseliilerizasyon yontemlerinde sadece tek tip
yontem kullanmak wuygun olmayip; fiziksel, kimyasal ve enzimatik yoOntemlerin
kombinasyonu hiicre ¢ikarimi ile ilgili daha iyi bir sonu¢ saglamaktadir. Optimal
deseliilerizasyon yonteminin gelistirilmesi biiylik ¢abalar gerektirir ve hala doku miihendisligi
ve rejeneratif tipta ¢aligmalar devam etmektedir.

Tesekkiirler: 4894-YL1-17 No'lu Proje ile ¢calismamizi maddi olarak destekleyen Siileyman

Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanligi'na tesekkiir
ederiz.
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