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Hucresizlestirme (Decellularization) hiicre ve hicre ici organellerin zarlarinin
batlnlugunu bozarak DNA, RNA, yaglar, mitokondri ve sitoplazmik zardaki hicre
kimligini tagiyan proteinler ve sitozolik igerik gibi tim hiicresel yapilarin temizlenerek,
6nemli hiicre digI matriks yapilarinin G¢ boyutlu ultrastruktir, temel matriks proteinleri
ve blylume faktorleri gibi O0gelerinin korunmasi ve sonrasinda implantasyon ile
in vivo ya da in vitro ortamda dokunun kendine ait 6zelliklerle basarili bir sekilde
yeniden modellenmesi islemidir. Bu derleme makalesinin amaci damar dokusunun
hicresizlestiriimesi islemi sirasinda kullanilan birgok farkli cesit yéntemin incelenerek
basarili veya basarisiz yonlerinin ortaya konmasidir.

Anahtar Kelimeler: Hicresizlestirme, doku, yapay organ, hilicre disi 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.
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Biyolojik damarsal greft Uretiminde hicresizlestirme metodlari; gincel literattr derlemesi

Giris

insan hayatini tehdit eden en énemli hastalik grubunun
basinda tikayici damar hastaliklan gelmekte ve
etiyolojiden sorumlu patoloji ateroskleroz olarak
bildirilmektedir. Ateroskleroz iskemik kalp hastaligi,
inme ve periferik damar hastaligi gibi bir dizi hastaligin
tek basina sebebidir. Diinya saglik érgatinin (WHO)
arastirmalarina gore diinya capindaher yil 17.5 milyon
insan kardiyovaskuler hastaliklar sebebiyle yasamini
yitirmektedir. Bu tim o&limlerin %31’i demektir (1).
Tikayici damar hastaliklarinin tedavisinde medikal
tedavi ve perkitan girisimsel islemler yapilmakta,
ancak bazi durumlarda bu islemler yetersiz kalmakta
veya alternatifsiz olarak cerrahi islemlere ihtiyac
duyulmaktadir (2). Yapilacak cerrahi bir iglem
olan baypas (tikali olan segmentin distaline kani
tasiyacak anatomik ya da ekstra anatomik greft ile
ikinci bir yol olusturmak) seceneginde ise damarsal
grefte ihtiyac duyulmaktadir. Baypas cerrahisinde
kullanilacak damarsal greft secenekleri otogreft
(safen ven, radiyal arter ve internan mamaryen arter
gibi), ksenogreft ya da prostetik greft olabilmektedir.
GlUnumuzde en sik kullanilan otojen greft safen ven
olmasina ragmen hem elde edilebilmesi igin cerrahiye
ihtiyac duyulmasi hem de sinirli miktarda bulunmasi
kullanimini kisitlamaktadir. Prostetik vaskuler greftler
ise sentetik ve kompozit olarak ayriimakta ve sentetik
olanlar tekstil (Dacron) ve tekstil olmayan [Teflon
(PTFE)] olarak 2 grupta siniflandiriimaktadir. 1950°li
yillarda basarili baypas islemlerinin sayisinin ve
ihtiyag duyulan greft gesitliligi ve tiplerinin artmasi ile
birlikte vaskuler prostetik greft Gretim teknolojisi hizl
bir gelisme gdstermistir (3). PTFE (Politetrafloraetilen)
veya Dacron materyalden yapilmis cesitli cap ve
boyda uretilebilen glinimizde piyasada satilan pek
cok cesit greft mevcuttur. Bu tip yapay greftlerin kolay
bulunmasi bir avantaj olsa bile biyolojik greftlere
gbre belirgin olarak yiksek enfeksiyon, tromboz ve
mekanik hatalar bulunmaktadir. En sik rastlanan
mekanik hatalar sirasiyla acilma, dikis ¢izgisi hatasi,
yapisal hatalar (delik, yarik ve yirtik) ve sizdirmadir
(4). Prostetik greftlerin mekanik hatalarinin yaninda
en 6nemli handikabi ameliyat sonrasi enfeksiyon ve
tromboz riskinin otojen grefte gdre oldukca yiksek
olmasidir (5). Prostetik greft gibi bir yabanci cismin
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varligi; lokal imman disfonksiyona, bakterinin kolayca
tutunabilecegi ve kendisine kompleks bir mikrogevre
yaratabilecegi bir biyofilm tabaka olugsmasina
neden olarak infeksiyona yatkinhiga, sentetik olarak
elde edilen greft materyallerinin doku iskeleti olan
ekstraselliler matriksi igcermediginden hcrelerin
tutunma ve proliferasyon asamalarinda dogal yapilar
kadar uygun destegi verememesinden dolayi da
tromboza yatkinliga sebep olur (6).

ideal bir greft materyalinin yilksek biyouyumluluga
sahip olmasi, toksik, antijenik ve karsinojenik etkiye
sahip olmamasi, kolay elde edilebilir ve maliyeti
dustk olmasi ve lokal enflamasyona direncli olmasi
gerekmektedir (4,5). GlUnimlzde greft Uretim
teknolojisindeki gelismeler neticesinde greft iligkili
komplikasyonlar hizla azalmakla birlikte hala ideal
damarsal proteze ulagilamamistir (4,7,8).

Son yillarda doku miihendisligi tekniklerinin gelismesi
ve bu alanda yapilan calismalarin artmasi ile birlikte
pek ¢ok dokunun yapi ve fonksiyonlari korunarak
yenilenmesi ve iyilestiriimesi saglanmaktadir (9,10).
Yenilenebilir biyolojik materyal hazirlanmasi amaci
ile hucre kalttrd, iskelet yapi (matriks), sivi destek
ve duzenleyici elemanlar (bayume faktorleri vs.) ile
cevresel faktorlerin (bioreaktorler vs.) gelistiriimesi
guncel calisma konularini olusturmaktadir (6). Doku
muhendisligi ¢calismalari genel olarak hicrelerinden
arindiriimis matriksler ve hiicre/matriks yapilari olarak
iki kategoride incelenmektedir (9,11). Bu baglamda
ekstraselller matriks (ESM) doku ya da organlari
meydana getiren hucreler disindaki birbiri ile ileri
derecede organize olmus tim yapilara verilen isimdir.
Ug boyutlu ESM yapisini olusturan makromolekiiler
ana bilesenler kollajen, elastin, fibronektin, laminin,
glikoprotein, proteoglikan, ve glikozaminoglikandir
ve her dokunun Ozelliklerine uygun form ve miktarda
bir araya gelerek ¢ati yapiyi olusturur. ESM hiicreler
icin tasiyici biyolojik iskele olmasi yaninda hucresel
bliyime, migrasyon, diferensiyasyon, yasama,
homeostaz ve morfogenez gibi bircok fonksiyona da
aracilik eder. ESM bilesiminde bulunan gesitli biyoaktif
molekiler vyapilar sayesinde dokulari olusturan
hicrelerin tekrar bir araya gelmesinde ve dinamik
hiicresel davraniglarin yeniden duizenlenmesinde
ayrica koruyucu ve destekleyici fonksiyonlara da
sahip olmasi nedeni ile klinikte birgcok doku ve organin
rejenerasyonunda kullaniimaktadir (12).




Ksenogreft damarlarin  endoteliyal yUzeyindeki
kan grubu antijenlerinin, alicinin dogal antikorlar
(spesifik bir antijene duyarliik olmamasina ragmen
mevcut olan antikorlar) tarafindan taninmasi ve
kompleman ve koagulasyon kaskadini aktive etmesi
sonucu greftte tromboz meydana gelebilmektedir.
Bdyle bir immunolojik ve trombojenik aktivasyondan
grefti korumak icin uygulanacak islemlerden birisi
vericinin immunolojik dzelliklerinin en aza indirildigi
hiucresizlestirme igslemidir. Hucresizlestirme ile elde
edilen damar greftinin teorik olarak en dnemli avantaji
sentetik damar greftlerinde gorilen enflamatuvar ve
pthtilagsmareaksiyonlarininolusmamasidir. Clnki kék
hicreler ve ESM arasindaki etkilesimler, soy-spesifik
farkhlasmanin indiklenmesi ve kimyasal/yapisal
sinyaller sayesinde mezenkimal kdk hicrelerin (MKH)
biyolojik fonksiyonlarini strdirebilmesi ve bu sayede
ESM tarafindan olusturulan biyofiziksel ve kimyasal
sinyaller ile kdk hlcre adezyonu, gbg¢ul, yayllmasi,
farkhlagsmasi ve matriksin yeniden modellenmesi gibi
fonksiyonlarin basari ile tamamlandig bildiriimektedir
(13).

Hucresizlestirilme ana hatlari ile fiziksel, kimyasal ya
da enzim sollsyonlari kullanilarak; ESM korunarak
hiicre membranina hasar verilmesi, enzimatik islemler
kullanilarak ESM’den hicresel komponentlerin
ayrilmasi, deterjanlar kullanilarak sitoplazmik ve
nukleer hicre iceriginin ¢6zilmesi islemidir (14).
Hucresel yapilarin uzaklastirilmasi islemi sayesinde
elde edilen, G¢ boyutlu yapisi iyi korunmus, hucre
iliskili yizey molekdlleri, proteinleri ve hcre ici
komponentlerinden temizlenmis ESM alici hastaya
nakledildikten sonra alicinin kendi koék hucreleri
tarafindan zamanla yeniden yapilandirildigi igin
immunolojik ve trombojenik reaksiyon gerceklesmez.
Beklenen yarar greft materyalinin biyouyumunun ve
adaptasyonunun tam olmasidir. Bu durumun diger bir
avantaji da greft yerlestiriimesinden sonra hastanin
uzun sureli antikoagulan ya da antiplatelet ilag
kullanma zorunlulugunun ortadan kalkmis olmasidir.
Hucresizlestiriimis vaskuler greftin bir diger avantaj
da dondér doku bulmanin otogreft temini se¢ceneklerine
gbre kolay olmasidir. Allograft damar transplantasyonu
donér olarak kadavra veya bagka bir insandan alinan
doku gerektirmekte ve 1980’lerden beridir gelismig
Ulkelerde kullaniimaktadir ancak donér bulma zorlugu
en 6nemli dezavantajidir. Hicresizlestirme isleminde
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etik cergceveler icerisinde dondr olarak hayvan dokusu
da kullaniimakta ve bodylece donér dokuya ulasma
kolayhgi saglamaktadir (2).

Hucresizlestirme islemi biitlin bir organa yapildigi gibi
cesitli doku parcalarina da uygulanabilir. Literatirde
kalp, damar, kemik-kikirdak-yag doku, ince bagirsak,
umblikal kord ve karaciger Uzerinde yapilmis pek
cok basarili calisma mevcuttur (9,14,15). Ozellikle
kicuk capli hlcresizlestirilmis allojenik ve ksenojenik
vaskuler ESM’lerin islevsel olarak basarili bir greft
secenegdi olacagi bildiriimektedir. Farkl bélgelerden
ve tlrlerden alinan birgok damar dokusu farkl birgok
hucresizlestirme teknigi ile incelenmis ve mekanik
ve immunolojik olarak dogal dokuya yakin sonuglar
rapor edilmistir (16).

1. Vaskiiler Dokular igin Hiicresizlestirme
Yoéntemi

Hucresizlestirme igleminin amaci; organ veya dokuyu
hicresinden ve nikleer yapisindan arindirarak,
U¢ boyutlu yapisini koruyarak ESM elde etmek
ve bu yapinin mekanik ve biyolojik 6zelliklerinden
faydalanarak greft kullanimina uygun hale getirmektir
(17). Boylece sentetik greftlerden Ustiin yénleri olan ve
dogal damara benzer sekilde hicrelerin tutunmasi ve
proliferasyonu icin dogal bir destek saglayan greft elde
edilmektedir. Tipik olarak hicresizlestirme protokoli
fiziksel ydntemler ve iyonik ¢dzeltiler kullanarak hiicre
membraninin lizis edilmesi sonrasinda sitoplazma
icindeki  hlcresel komponentlerin  ve nikleer
elementlerin enzimatik yoéntemler ve deterjanlarla
ayiriimasidir (Tablo 1) (17).

Ekstraseluler matriks; hucrelerin arasinda bulunan,
cesitli protein ve polisakkaritlerden olusmusg hticrelerin
desteklendigi ortamdir. Dokulardaki hiicrelere iskelet
gorevi gobrerek hcrelerin sekil ve fonksiyonunda,
gelisiminde, cogalmasinda, canhhgini strdirmesinde
ve gbéclnde gorev yapmaktadir. ESM’yi olusturan
molekiller glikozaminoglikanlar (GAG) ve fibréz
proteinlerdir. Bu molekiller hicrelerin tutunmasi
ve gog¢u icin uygun destegi sagladigindan, ESM
yapisindaki bu molekullerikorunmasi hiicresizlestirme
yonteminin 6nemli bir asamasini olusturmaktadir
17).
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Tablo 1. Hiicresizlestirme igleminde kullanilan teknikler

Fiziksel

e Mekanik Calkalama e Alkali-asit ¢ozeltiler;

e Sicaklik (Cok tekrarl

dondurma/ctzme) EDTA, EGTA

e Sonikasyon
* Non-termal geri

dénusimsuliz
elektroporasyon (NTIRE)

e |yonik Deterjanlar;

e Zwitteriyonik Deterjanlar;
CHARPS, Sulfobetanin -10 ve 16 (SB-10, SB-16), Tri(n-butil)

e Basin¢-Kuvvet
fosfat

e Alkoller

Deoksikolik Asit, Perasetik Asit, Amonyum Hidroksit

e Hipotonik ve Hipertonik Cozeltiler; o

e iyonik Olmayan Deterjanlar;
Triton X-100, oktil gluko pironidaz (OGP)

Kimyasal Enzimatik

Tripsin

Lipaz
Termolizin
a-galaktozidaz
Dispaz
Kollajenaz

Endonukleazlar
(Benzoaz)

e Ekzonukleazlar

Sodyum-Dodesil Stlfat (SDS), sodyum deoksi kolat, Triton X-200

e Diger ¢cozUculer (Aseton vb)

1.1 Hiicresizlestirme Yoénteminin Asamalari

1.1.1 Doku Elde Edilmesi ve
Hiicresizlestirme Islemine Hazirhk

Ekstra selller matriks iskeleleri; memeli dokularinin
(domuz, sigir, koyun vb) ya da insan kadavrasi
dokularinin hiicresizlestiriimesi ile hazirlanmaktadir.
Etik kurallar ¢ercevesinde memeli canhlardan
(domuz, sigir, koyun... vb) elde edilen abdominal
ve karotid arterlerin etrafindaki gevsek bag dokusu
mekanik olarak dikkatli bir sekilde temizlenir.
Elde edilen materyal bakteriyel kontaminasyonu
engellemek icin cesitli antibiyotikler (%1 penisilin,
%1 streptomisin, %1 amfoterisin B gibi) iceren fosfat
tamponlu saline (PBS; fosfat tampon, potasyum
klorid ve sodyum klorid) ile yikanir (Ilizum halinde
-80 0C derecede saklanabilir) (18). PBS birgok hiicre
icin izotoniktir ve toksik 6zellikler icermemektedir. Bu
Ozelliginden dolayi belirli maddelerin seyreltiimesi,
kullanilacak alet ve techizatin yikanmasi, dokularin
islemin farkh basamaklari arasinda yikarken, bu iglem
basamaklarinda kullanilan kimyasal, enzim ve olusan
atiklarin yikanmasi iglemleri PBS ile yapilmaktadir.
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Ayrica bazi durumlarda PBS’ye ek olarak etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) eklenmesi hiicrelerin
aynistinimasinda etkili bulunmaktadir. PBS bir¢ok
farkli yolla hazirlanmaktadir. Bu formulasyonlardan
bazilari potasyum icerirken bazilari kalsiyum ve
magnezyum icermektedir. Goods ve ark. tarafindan
20 farkli cesit tamponlama sivisi tanimlanmis ve gesitli
biyokimyasal ve biyolojik arastirmalarda kullaniimistir
(19). ideal tamponlama sivisi ézellikleri; pH, cézme
ve c¢6zinme, membrane gecirgenligi, tuz etkisi,
katyon iligkileri, stabilite, kimyasal gecimlilik, optik
absorbans ve hazirlama kolayligi olarak belirtilmigtir.
Dokularin 6zelliklerine gére bu tamponlama sivilari
secilerek kullanilabilir ancak Goods ve ark tarafindan
mikemmel tamponlama  sivisi  bulunmadigi
vurgulanmaktadir (19).

1.1.2 Hiicre Membraninin Parcalanmasi

Bu asama kullanilacak olan y®ntemlerin secimine
gore farkhlik gostermektedir ancak amag¢ hucre
membraninin pargalanmasidir. Bu amacla fiziksel,
kimyasal ve enzimatik ydntemler tek tek ya da
kombine halde kullanilabilir (17).




1.1.2.1 Fiziksel Metodlar;

1. Sicakhk: Dondurma- ¢ézme (Freeze- Thaw)
ybntemi olarak adlandirilan bu yéntemde dokunun
-86 C’ye dondurularak tekrar hizla 37 C’ye getiriimesi
islemidir. Genel olarak ESM yapisina minimal hasar
s0z konusudur. Genellikle bircok dokuda etkili bir
hucre lizisi saglamasina ragmen yalniz basina hicre
iceriklerinin  immunolojik yanit uyandirmayacak
sekilde tam olarak temizlenmesi mimkin olmaz.
Dolayisi ile hucresel protein ve molekulerin tam
temizlenmesi igin ek igleme gereksinin duyulur.
Ayrica bazi dokularda tek dondurma- ¢6zme déngusu
genellikle yeterli olmamakta ve ¢oklu tekrar yapilmasi
gerekmektedir (20-22).

2. Basin¢ ve mekanik glic uygulama: Hidrostatik
basinguygulama, sonikasyon (selenleme) ve ajitasyon
(karistirma, calkalama) gibi teknikler genellikle tek
basina yeterli hiicre parcalanmasi yapamazlar ancak
enzim, hipertonik saline veya selatlastirici ajanlarla
kombine edildiginde oldukca basarili sonuglar
alinabilmektedir. Bu yontemin dnemli bir dezavantaji
etkili hucre lizisi sirasinda dokularin ultrastrikturel
yapisinda ve bazal membran bitinliginde hasar
meydana gelmesidir (23). Sinir dokusu, bag dokusu
ve tendonlarda hicresizlestirme igin genellikle
ylksek sicakliktan hizla disuk sicakliga geciriimesi
(snap freezing) islemi uygulanir. Hidrostatik basing
kornea ve kan damari gibi dokularda diger tekniklere
gobre hizh ve etkili bir hlicre lizisi saglamasina ragmen
basing nedeni ile olusan hiicre igi buz kristalleri ESM
yapisinda bozulmaya sebep olabilir. (24,25).

3. Non-termal geri dénlissiiz elektroporasyon: Bu
ybntemde mikro saniyelik elektrik uyarilari dokuya
uygulanarak hicre membraninda olusan elektrik
potansiyelinin bozulmasi saglanmakta ve membranda
¢cok kucuk delikler meydana getirilmektedir. Bu mikro-
porlar hiicre hemostazini bozarak hicrede &6lime
sebep olmaktadir. Ancak bu teknikte hlcresizlestirme
uygulanacak dokuya gére kullanilan proplarin kiguk
olmasi, iglemin ¢ok uzun zaman almasi ve in vivo
ortamda yapilmasi en blylk dezavantajidir (25,26).
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1.1.2.2 Kimyasal Metotlar

a. Alkali ve Asit Sollisyonlar: Alkali ve asitler nlkleik
asit gibi biyomolekillerde ve sitoplazmik hicre
iceriginde hidrolitik ayrismaya sebep olur. Asidik
solisyonlardan paresetik asit ESM yapisinda ve
ultrastraktirinde minimal etki gdstererek hicrelerin
arta kalan nuUkleik asitlerinin  temizlenmesinde
kullanilir (9,27-29). Asetik asit ESM yapisindaki
kollajene zarar verdigi icin ESM dayanikliligini
azaltabilir ancak sulfatlanmis glikozaminoglikanlara
etkisi yoktur. Kalsiyum hidroksit, sodyum silfid ve
sodyum hidroksit gibi bazlar ESM yapisindaki kollajen
fibrillerinin ve capraz baglarinin pargalanmasinda
etkilidir (30). Bunun yaninda ESM yapisindaki
blylime faktérlerinin yok olmasina sebep olur. Alkali
solusyonlar kimyasal sollisyonlar icinde ve enzimatik
ajanlara gore daha fazla ESM yapisinda bozulmaya
sebep olur (31,32).

b. Deterjanlar: iyonik, non-iyonik ve cift kutuplu
(zwitterionic) deterjanlar lipid-lipid ve lipid-protein
yapilar ile reaksiyona girerek hiicre membranini eritir
ve proteinlerden DNA yapisini ¢dzer fakat protein-
protein yapisini, dokunun veya organin fonksiyonel
yapisini bozmaz [32, 33]. Ancak bu etki maruz kalma
suresi, dokunun tipi ve yapisi ve doku vericisinin
yas! ile iligkili olarak degiskenlik gésterebilir (34,35).
Triton X-100 en yaygin kullanilan non-iyonik
deterjandir. Triton X-100 enzimatik ve osmotik etki
ile hicre artiklarinin temizlenemedigi kalp kapagi
gibi kalin dokularda bile etkili bir hucresizlestirme
saglayabilir. En yaygin kullanilan iyonik deterjanlar
sodyum dodesil silfat (SDS), sodyum deoksikolat
ve Triton X-200 ‘dir. SDS hiicrenin sitoplazma
ve cekirdek membrani ¢dézmede triton X-100’den
daha etkilidir ancak protein-protein ile reaksiyona
girerek ESM iligkili proteinlerin yapisini bozar, GAG
konsantrasyonunun azalmasina, kollajenin  ve
blayume faktdrlerinin tamamen kaybolmasina sebep
olur. Genellikle bobrek gibi yogun (dense) dokulardan
nikleik asitleri uzaklastirmada oldukga etkilidir. Bu
ajanlar icerisinden SDS dokudan hiicre bilesenlerinin
temizlenmesinde, sitoplazma proteinlerinin  ve
nikleer kalintilarin tamamen temizlenmesinde diger
deterjanlara nazaran ¢cok daha verimlidir. Cift kutuplu
deterjanlardan birisi olan 3-[(3- kolamidopropil)
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dimetilamonyo]-1-propanstlfonat (CHAPS) non-
iyonik ve iyonik o6zellikler sergiler. Ozellikle akciger
gibi ince dokulu organlarin hucresizlestiriimesinde
etkilidir ancak daha kalin dokularda ya da aselller
organlarda c¢ok etkili degildir. Deterjanlarin
kullanildigi hiicresizlestirme protokollerinde 6zellikle
dikkat edilmesi gereken nokta iglem sonrasi kalan
artik kimyasallarin ESM’ye penetrasyonlaridir. Bu
kimyasallar alicida sitotoksiteye sebep olabilir. Yogun
ve kalin dokularda derinlere penetre olan bu ajanlarin
tamamen temizlenmesinde altidan fazla durulama
islemi yapiimahdir (9).

c. Alkoller: izopropanol, etanol, metanol ve gliserol
gibi ajanlar hicrelerde dehidrasyon ve lizis yaparak
etkilidir. Ozellikle dokunun kalsifikasyonuna sebep
olan fosfolipidlerin uzaklastirnimasinda alkoller lipaz
gibi enzimatik ajanlardan daha c¢ok etkilidir. Dikkat
edilmesi gereken husus alkollerin proteinlerde
¢cbkmeye sebep olmasindan dolayr ESM yapisinda
hasara yol agmasidir (36,37).

d. Diger Ajanlar: Aseton 6zellikle lipidlerin ESM
yapisindan uzaklastirilmasinda kullanilabilir ancak
alkollere benzer sekilde dokunun protein yapisinda
bozulmaya sebep olabilir. Organik bir ¢6zlci olan
Tributil fosfat (TBP) &zellikle tendon gibi yogun
dokularin hucresizlegtiriimesinde kullanilabilir. Bu
tip dokulardaki etkinligi Triton X-100 ve SDS gibi
deterjanlardan ¢ok daha fazla oldugu ve ESM’nin
mekanik ve yapisal Ozelliklerini daha iyi korudugu
gosterilmigtir (9).

1.1.2.3 Biyolojik Ajanlar

e. Enzimler: Nukleaz, tripsin, kollajenaz, lipaz,
dispaz, termolizin ve a-galaktozidaz hlcresizlestirme
isleminde kullanilan enzimlerdir. Ozellikle hiicre
artiklarinin ve istenmeyen ESM yapi taslarinin
secici olarak temizlenmesinde faydalidir. Ancak
sadece enzimatik ybntem hicrenin tamamen
temizlenmesinde tam etkili olmadigi gibi kullanilan
enzim artiklari da tekrar hucrelendirme isleminde
sorun yaratabilir veya kendileri immun sistemi
aktive edebilir. DNaz ve RNaz gibi nukleazlar hiicre
lizisi sonrasinda ortaya ¢ikan DNA ve RNA nuikleik
asitlerinin ve nikleotidlerinin parcalanmasini saglar
(25,35,38,39). Benzonaz gibi endonlikleazlar ve
kisittamasi olmayan (non-restriction) endonukleazlar
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ekzonlkleazlara gére DNA parcalanmasinda ¢ok
daha etkilidir (37, 38).

Serin proteaz olan Tripsin, enzimatik
hicresizlestirmede sik¢a kullanilan enzimatik ajandir.
Tripsin ile yapilan hicresizlestirmede ESM yapisinda
bulunan GAG’larin korunmasina ragmen kollajen
ve elastinin tripsine direnglerinin az olmasi, tripsinin
dikkatli kullaniimasini gerektirir [9, 39]. Diger bir
dezavantaj ise etki siiresinin uzun olmasidir. Ozellikle
kalin dokularda bu slre ¢ok daha fazla artar. Ancak
bu sekilde kalin dokularin hicresizlestiriimesinde,
diger ajanlarin daha derine penetre olabilmeleri igin
tripsin kullanimi kaginilmaz olabilir (40).
Kollajenazlar, 6zellikle kollajenin gerekliolmadigi ESM
olan dokularin hucresizlestiriimesinde kullanilabilir.
Lipazlar ise lipidlerin uzaklastinimasinda etkilidir
ancak tum lipidlerin uzaklastirilmasinda yalniz basina
yetersizdir (21,41). Ksenojenik dokularin hicre
ylzeylerinde bulunan immunojenik hicre ylizey
antijeni olan galaktoz-a-(1,3)-galaktoz (Gal epitop)
uzaklastiriimasi igin a-galaktozidaz kullanilabilir (42).
f. Non-enzimatik ajanlar: Selasyon yapici ajanlar
olan etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve etilen
glikol tetra asetik asit (EGTA) metal iyonlarini
uzaklastirarak  hicrelerin  ESM  proteinlerinden
uzaklastiriimasinda kullanilir (43,44). Ayrica yapisal
olarak protein- protein iligkisinin de bozulmasina
sebep olur. Bu ajanlar yalniz basina, calkalama
yapilsa dahi ylzeysel hiicrelerin yok edilmesinde bile
etkiliolamaz dolayisi ile genellikle protokollerde tripsin
ya da deterjanlar ile kombine halde kullaniimahdir
(9,24,25,31,40,45).

Fenilmetilsulfonil florid (PMSF), aprotonin ve I6peptin
gibi serin proteaz inhibitérleri ESM’de olusmasi
muhtemel istenmeyen zararlari engeller (27, 31,
34-36, 45). Aksi takdirde hlcre 6lumi sirasinda
intraseluler proteazlar salinabilir.

Penisilin, streptomisin, amfoterisin B ve sodyum asid
gibi antibiyotikler ve antimikotikler hicresizlestirme
suresince mikrobiyal kontaminasyonu engellemek
icin  kullanilir fakat biyolojik iskelelerde tekrar
hicrelendirme sirasinda potansiyel bir engel
olusturabilir (9).




2. Ajanlarin Farkh Dokularda Uygulama
Teknikleri

Hicresizlestirme  ajanlarinin  seg¢imi  dokunun
kalinlk ve yogunluk gibi karakterlerine baglidir.
Hucresizlestirmede temel nokta hicresel zarlarin
butliinliginin bozularak énemli ESM bilegenlerinin
korunmasina odaklanir. Hicresizlestirme iglemi
slrecinde U¢ boyutlu ultra striktir ve dogal
ESM 6&gelerinin  korunmasi, dokularin  basarili
bir gekilde yeniden modellenmesi igin zemin
olusturur. Hicresizlestirme  sirasinda  temel
matriks ve zar proteinlerini ve blylime faktéru vb.
gibi  6zellikli proteinleri korumak gerekir. Ancak
hiicresizlestirme sirasinda kullanilan tim metotlar
kacinlmaz olarak ESM'yi bir dereceye kadar
parcalar (9). ESM biyoiskelesi Uretmek icin doku
ve organlarin hicresizlestirimesi, dogal ESM
yapisinin korunmasinin yaninda DNA, mitokondri
ve sitoplazma zari, yaglar ve sitozolik igerik gibi tim
hlcresel yapilarin ortadan kaldirilmasini gerektirir.
Bu hucresel kalinti ve bilesenler yeteri miktarda
ortadan kaldirilmaz ise dokunun uygulandig alicida
inflamatuvar etki olusturabilir ve sonugta tekrar
hiicre yerlestiriimesini engelleyebilir. Dokunun hicre
yogunlugu, matriks yogunlugu, kalinhgi ve morfolojisi
doku ve organ hicresizlestirmesinin basarisini
etkileyebilir ve dolayisiyla en son elde edilen ESM
iskele yapisinin bitanliguna ve fiziksel 6zelliklerini
de degigtirebilir (14).

Hucresizlestirme islemine yardimci olabilmesi igin
dokuya dogrudan fiziksel kuvvet uygulanabilir.
Mesane, ince barsak, perikardiyum ve amnion zari
gibi ince plaka halindeki dokular i¢cin en yaygin
olarak kullanilan hucresizlestirme teknikleri, kas ya
da submukoza gibi istenmeyen katmanlarin mekanik
uzaklastirlmasi, donma-¢ézilme ve  kolayca
ortamdan uzaklastirilan deterjan ya da asitlere bir
miktar maruz birakilmasi ve sonrasinda durulamadir
(9,23,39). Deri gibi daha kalin doku tabakalari igin
daha yogun ve uzun sire kimyasal ajanlar uygulamak
ve daha uzun durulama sureleri gerekir (42,47). Yag
dokusu, beyin ve pankreas gibi yagli amorf organ ve
dokularda sikhkla alkol gibi yag ¢ozuculer eklemek
gerekir (21,41). Programlanan hucresizlestirme
protokoliiniin karmasikligi ve uzunlugu, islem géren
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dokunun yapisal ve biyolojik dayaniklilik derecesi ile
dogru orantilidir. Bu durum 6zellikle kompozit dokular
ve tim organlar icin gereklidir (48).

Tudm bu islemler steril ortamda 37 0C yapilmaktadir.
Ayrica bazi durumlarda hicresizlestirilmis arter bu
islem sonrasinda sterilize edilerek kullanima uygun
hale getirilir ve elde edilen hiicresizlestirilmis dokunun
uygunlugu icin gerekli teknik analizleri yapmak Uzere
— 80 0C’de saklanabilir (9).

3. Hicresizlestirilmis ESM’nin Klinik
Uygulama Igin Sterilizasyonu

ESM igeren biyolojik iskelelerin aliciya implantasyon
ya da in vitro kullanim éncesinde endotoksinler icin
depirojenasyon ve ortamda bulunan viral ve bakteriyel
DNA'larin uzaklagtiriimasi igin ise sterilizasyon gibi
islemlerden gecirilmeleri gerekir. Biyolojik iskeleler
cesitli asit ve ¢ozicu ile inkube edilerek basitce
sterilize edilebilir (49). Ancak bu yoéntemler yeteri
kadar penetrasyon saglamadigi gibi 6énemli ESM
iceriklerine de zarar verebilir (28,30,36). Etilen oksit,
gama 1ginlanmasi ve elektron i1ginlanmasi tercih
edilen yontemler olmasina ragmen ESM’nin ultra
struktlr ve mekanik 6zelliklerini degistirdikleri bilinen,
sterilizasyon metotlaridir. Etilen oksit bazi dokularda
ESM mekanik 6zelliklerini degistirirken bazi dokularda
degisiklik yapmaz ancak etilen oksit uygulamasi
implantasyon sonrasi biyolojik yapi fonksiyonlarinin
zayiflamasina neden olarak istenmeyen konak immun
cevaplarina sebep olur. Gama radyasyonu, kollajen
gibi 6nemli ESM yapisal proteinlerinin ¢ékelmesine
ve denaturasyonuna sebep olabilir (50). Bu islem
maruziyet orani ile azaltilamaz ve distk dozlarda bile
meydana gelebilir. Gama isinlanmasi ortamda kalan
yaglarin sitotoksik olmasina neden olur ve ESM ‘nin
enzimatik yikimini hizlandirir (50). ESM’nin sterilize
edilmesi icin yeni bir ydntem olarak super kritik CO2
kullaniimaktadir.  Superkritik  akigskanlarin  reaktif
olmayan dogasi ve alt tabakalara kolayca niifuz
etme kabiliyeti vardir. Ancak ultrastriktir ve protein
profillerini degistirmezler. Bu nedenle sterilizasyon
icin cazip bir yéntemdir (51).
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4. Hucresizlestirilmis ESM’nin
Uygunlugunun Kontroli

ESM igindeki hlcresel artik maddeler; in vitro veya in
vivo hlicre uyumsuzlugu ve yerlestirildigi organizmada
immuan yanitin aktive edilmesi gibi sorunlara sebep
olur. Hucresizlestirme teknikleri hiicre materyallerinin
tamamini uzaklagtirmasa da c¢ift sarmal DNA,
mitokondri ya da fosfolipid gibi membranli organeller
ve hicre ile ilgili molekiler bilesenlerin belirgin
sekilde uzaklastiriimasina olanak saglar. Basaril bir
tekrar hicrelendirme saglamak icin ESM icerisinde
arta kalan hicresel maddelerin esik konsantrasyonu
yeterli sekilde arastirimamigtir ancak ESM’nin elde
edildigi kaynaga ve dokuya ve ESM’nin yerlestirildigi
konak immin fonksiyonuna baglh olarak degisiklikler
gbsterebilir. Yapilan arastirmalarin sonuglarina gére
basarili bir hucresizlegtirme iglemi i¢in minimum
kriterler;

l. <50 ng dsDNA / ESM kuru agirlik (mg),

Il. < 200 bp DNA parga uzunlugu,

M. Histopatolojik doku kesitlerinde
4’,6-diamidin-2- fenil indol (DAPI) veya hematoksilen
ve eozin boyamalari ile ndkleer materyalin
gorilmemesi olarak belirtiimektedir (52,53).

Doku hicresizlestirmesinin standart bir protokol ile
yapilmasi bircok fayda saglar:

1) Tanimlananyenihucresizlestirmetekniklerinin
etkinliginin arastirmacilar tarafindan degerlendirme
olanagr sunmasi ve hucresizlestirilmis dokulardan
uretilen, ESM igeren Urlnlerin tanimlanmasina izin
vermesi,

2) Farkli ESM {rUnlerinin
karsilastiriimasini saglamasi,

3) DNAkalintilarinin sebep oldugu degisik hiicre
ve konak cevaplarini en aza indirerek, uygulandigi
in vitro ve in vivo ortamlarda elde edilen sonuglarla
yorumlanmasina olanak saglamasi,

4) Doku muhendisligi ve rejeneratif tip
alanlarinda ESM (rlnlerinin klinik uygulamalarda
basarili olarak kullaniimasinin é6niint agmasi.
Calismalardan elde edilen kanitlar; dokularin hiicre
zari ve hucresel igerikleri ile ESM’in konakta yarattigi
immin cevap ve reselllerizasyon basarisinin
baglantili oldugunu kanitlamaktadir, ve ortaya konan
hiicresizlestirme metotlarinin standartlastiriimasi ile,

uygun sekilde
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bircok yontemin modifiye edilmesi ya da yenisinin
tanimlanmasi, ESM Urtnlerinin kalite ve tutarliiginin
arttinlmasi saglanacaktir. Ornek olarak kalp kapagi
ya da biyolojik damar Uriinlerinde bulunan fosfolipidler
ile bu dokularin kalsifikasyonu iligkilendirilmis ve
Ozellikle bu dokularin hucresizlegtiriimesi sirasinda
fosfolipidleri azaltacak yeni bir metod eklenmesi
saglanmistir.

5. Hiicresizlestirmede Karsilagilan Sorunlar

Doku veya organlarin hicresizlegtirme iglemleri
sirasinda cesitli deterjanlara maruz kalmasi mekanik
Ozellikler ve hucresel cevap gibi bircok 6nemli
parametresini etkilemektedir (9). Doku tipi, hicresel
Ozellikler, doku cesitliligi, dokunun kullanim suresi,
donér yasi ile bu etkiler artmaktadir. Ozellikle
iyonik deterjanlarin kullanilarak birka¢c deterjanin
kombine edilmesi protein-protein yapisinin daha ¢ok
bozulmasinayol agarve ESM’de protein kaybini arttirir
(54,55). Hicresizlestirme islemi sirasinda adeziv
proteinlerin ve glikozaminoglikanlarin zarar gérmesi,
iskelenin kendi biyo-aktivitesini degistirip iskele
Uzerine yeni hlcrelerin gécini yavaglatabilmektedir.
Kollajen agda ve 3 boyutlu ultrastriktirel yapida
bozulma sonucu; mekanik Ozellikleri zayiflayarak,
germe, cekme, dikis ve basin¢ gibi etkilere kargi
dayanikhlidi azalmaktadir. Yogun kimyasal kullanimi
gerektiren yoéntemler; ESM iskelelerinin in vivo
ortamda maruz kaldigi dogal enzimatik aktivite
sonucu bozulma direncini dugtrmekte ve bu da
iskelelerin mekanik dayaniklihginda azalmalara
sebebiyet vermektedir (38,54).

Kimyasal ybntemlerden Ozellikle asitler ve
bazlar kollajen yapiya zarar vermektedir ancak
glikozaminoglikanlari  blyuk oranda  korudugu
goralmustar ~ (9).  Alkoller ESM  yapisinda
kalsifikasyona sebep olmakta ve aseton ise asit ve
bazlar gibi ESM’ye direkt zarar vermektedir (54)
Tendon gibi yogun dokularin hicresizlestiriimesi
icin virisidal Ozelliklere sahip organik bir ¢dzlcu
olan Tributil fosfat (TBP)’in SDS ve Triton X-100 gibi
deterjanlara gére ESM yapisinin dogal ve mekanik
Ozelliklerinin  korunmasinda daha etkili oldugu
goralmustar (9). Enzimler diger biyolojik ajanlar
gibi tek baslarina hiicresizlegtirme iglemi igin yeterli
olmamaktadir. Enzim olmayan biyolojik ajanlar EDTA




ve EGTA ise metal iyonlari ayirma yoluyla proteinleri
ESM’den ayirmakta fakat yine tek baslarina yeterli
degildir. Genelde durulama isleminde PBS ile
kullaniimaktadirlar (23).

Fiziksel yontemlerden en ¢ok bilinen ve uygulanan
dondurma-¢ézme (freze-thaw) yontemi ESM’de
6nemli bir protein kaybina sebep olmaz fakat genel
olarak istenmeyen hucreleri uzaklastirmada etkili
olmadigindan tercih edilmemektedir (49). Basing-
kuvvet uygulamasi hucresizlestirme icin etkili olabilir
fakat ESM yapisinda mekanik bozulmalara sebep
olur (20). Non-termal geri dénlssiz elektroporasyon
(NTIRE) yoénteminde ise 6nemli bir miktar hucre

kalintisi  kaldigi tespit edilmis ve tek basina
kullaniimasi énerilmemektedir (26).

6. Sonug¢

Hucresizlestirme  ybntemlerinin - henliz  gelisme

asamasinda olmasina ve bu yontemler ile elde
edilen biyolojik vaskuler greftlerin hala beklenilen
seviyede olmamasina ragmen biyouyumlulugu
yuksek, immiln sistem tarafindan reddedilmeyen,
antijenik ve karsinojenik etkiye sahip olmayan dahasi
endustriyel anlamda maliyeti dusUk vaskuler greft
elde edilmesi kardiyovaskuler hastaliklarin cerrahi
tedavisinde kullaniimak Uzere alternatif bir materyal
olarak ©nemini korumaktadir. Yapilan c¢alismalar
neticesinde ortaya cikan bilgi birikimi, kullanilan
kimyasal maddeler, fiziksel metotlar ve biyolojik
ajanlara her gecen gun bir yenisi daha eklenmektedir.
Ancak hicresizlestirme teknigindeki en blytk zorluk
hiucresizlestirilecek doku veya organa goére dogru
ybntem ve hicresizlestirme protokolinin sec¢imidir.
Henliz ESM yapisini tam olarak koruyan ve sadece
istenmeyen hicre ve igeriklerini uzaklastirarak tam bir
hicresizlestiriimis doku veya organ veren bir yéntem
mevcut degildir ancak genel olarak hicresizlestirme
isleminde birkag farkli yéntemin bilesimlerinin
(deterjan yaninda enzimler, hiper/hipo- tonik sivilar
yaninda enzim, fiziksel ydntemlerin yaninda EDTA gibi
enzim olmayan ajanlar gibi) DNA'nin uzaklagsmasini
en (st dizeyde sagladigi ve ESM’nin yapisina
(ultrastriiktiir) en az hasari vererek ESM’nin en biyik
bileseni olan glikozaminoglikanlarin ve buyume
faktorlerinin korunmasini sagladigi sOylenebilir.
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