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OZET

Cok Kath Deseliilerize Amniyon Zarinin Eklem Kikirdag icin Doku Iskelesi

Olarak Degerlendirilmesi

Genetik, biyomekanik veya biyokimyasal etkenlerin kikirdak dokuda meydana
getirdigi rahatsizliklar sonucu eklem kikirdagi dejenerasyonu meydana gelmektedir.
Damar, sinir ve lenf agina sahip olmayan eklem kikirdaginin kendini yenileyebilme
kapasitesi sinirhidir. Bu amacgla doku miihendisligi alaninda eklem kikirdag:
rejenerasyonu i¢in sentetik ve dogal doku iskeleleri kullanilmaktadir. Dogal dokularin
deseliilerizasyonu ise dokunun hiicresel icerigi ve antijenlerinden arindirilmasi,
inflamasyonu ve bagisiklik reddini azaltmasi sebebiyle tercih edilmektedir. Amniyon
zar1 ise immunojenitesinin ¢ok diisiik olmasi, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar
olmasi, yara olusumunu engellemesi, hiicre ¢ogalmasini giiglendiren ¢esitli biiylime
faktorleri, hiicre dis1 matriks proteinlerinin ve sitokinleri tiretmesi yoniinden doku
iskelesi olarak kullanimi aragtirilmaktadir. Amniyon zar1 eklem kikirdaginin hiicre dis1
matriksi gibi, farkli tipte kolajenler, glikozaminoglikanlar ve fibronektin igerir.

Bu ¢alismada kikirdak doku i¢in ii¢ boyutlu ¢ok katli deseliilerize amniyon zar1
doku iskelelerinin gelistirilmesi planlanmustir. Etik kurul izni siganlardan temin edilen
amniyon zarimn deseliilerizasyonu, belirlenen fiziksel ve kimyasal yontemlerle
yapilmistir. Deseliilerizasyonun karakterizasyonu Hematoksilen & Eozin boyamalari
yapilarak histokimyasal olarak degerlendirilmistir. Deseliilerize amniyon zarlar
stromal katmanlar1 yiiz ylize bakacak sekilde kat kat yerlestirilerek, bohga sekilde
dikilmesiyle ¢ok katli hale getirilmistir. Cok katli doku iskeleleri hiicre canlilig1 ve
sitotoksisiteleri acisindan, hiicre tutunmasi yOniinden ve biyomekanik olarak test
edilmistir. Sonug olarak, ¢ok katli deseliilerize amniyon zarimin eklem kikirdagi igin
doku iskelesi olarak degerlendirilmeleri yapilmistir. Cok katli doku iskelelerinin,
ozellikle F grubunun, sitotoksik etkisinin olmadigi, hiicre yasayabilirligini ve
tutunmalarin1 destekledigi ve biyomekanik olarak dayanikli ve esnek malzemeler

oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Deseliilerize amniyon zari, doku iskelesi, doku miihendisligi,

eklem kikirdagi.



ABSTRACT

Investigation of The Use of Multilayered Decellularized Amniotic Membrane As

a Scaffold for Articular Cartilage

Cartilage degeneration occurs because of disorders caused by genetic,
biomechanical, or biochemical factors in cartilage tissue. The articular cartilage does
not have vascular, nerve and lymph systems so it has limited regeneration capacity.
For this purpose, synthetic and natural scaffolds are used for joint cartilage
regeneration in tissue engineering. Decellularization of natural tissues is preferred
because it clears the cellular content and antigens of tissue, reduces inflammation and
immune rejection. The use of amniotic membranes as a scaffold is being investigated
in terms of its low immunogenicity, anti-microbial, anti-inflammatory, preventing
wound formation, various growth factors that enhance cell proliferation, producing
extracellular matrix proteins and cytokines. The amniotic membrane contains different
types of collagen, glycosaminoglycans and fibronectin, such as the extracellular matrix

of articular cartilage.

In this study, it is planned to develop three-dimensional multi-layer
decellularized amniotic membrane scaffolds for cartilage tissue. Decellularization of
the amniotic membrane obtained from rats with the permission of the ethics committee
was performed by physical and chemical methods. Characterization of
decellularization was evaluated histochemical by performing Hematoxylin & Eosin
staining. Later, decellularized amniotic membranes were made multilayered by
placing the stromal layers face-to-face and suturing them in bundles. Multilayered
scaffolds were tested for cell viability and cytotoxicity, for cell adhesion and
biomechanically. Finally, the multilayered decellularized amniotic membrane
investigated as a tissue scaffold for articular cartilage. It has been determined that
multilayered scaffolds, especially the F group, have no cytotoxic effects, support cell

viability and attachment and are biomechanically durable and flexible materials.

Keywords: Articular cartilage, decellularized amniotic membrane, scaffolds, tissue

engineering.
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1. GIRIS

Gecgmisten giiniimiize insan hayatin1 olumsuz etkileyen, yasam kalitesini diisiiren
ve hareketleri kisitlayan en yaygin kas-iskelet sistemi rahatsizligi eklem kikirdag:
dejenerasyonudur (1). Eklem kikirdagi, bag doku yapisinda olup, kemige sikica
yapisiktir ve eklemlerin birbiri iizerindeki hareketinden sorumludur (2). Eklem
kikirdagr tip II kolajen ve glikozaminoglikanlar iceren hiicre disi matriksten ve
kondrositlerden meydana gelmektedir. Kikirdak dokuda genetik, biyomekanik veya
biyokimyasal etkenlerin meydana getirdigi rahatsizliklar sonucunda kalitsal
anomaliler, travmatik, dejeneratif veya enflamatuar degisiklikleri i¢eren hastaliklar
olusmaktadir (3, 4).

Akut yaralanmalar ve kazalar, 6zellikle eklem kikirdaginda ciddi hasarlara yol
acmaktadir. Eklem kikirdagi damar yapisina, sinir ve lenf agina sahip olmadigi i¢in
hasarli kikirdak dokusunun kendini yenileyebilme kapasitesi sinirlidir (3, 4). Eklem
kikirdag: rejenerasyonu, doku miihendisligi alaninda son yillarda ¢ok calisilan bir
konudur. Doku miihendisligi bu amagla; kok hiicreleri, doku iskelelerini (scaffold),

doku olusumunu destekleyen biiylime ve diger biyolojik faktorleri kullanir (3, 5).

Son yillarda doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda ¢alismalarda siklikla
arastirilan amniyon zar1 doku iskelelerine bir yenisi eklenebilmesi fikriyle bu ¢alisma
dogmustur. Calismanin amaci, kikirdak doku icin gelistirilen ¢ok katli deseliilerize
amniyon zarmnin doku iskelesi olarak o6zelliklerinin arastirilmasidir. Bu amagla
amniyon zarlar1, belirlenen fiziksel ve kimyasal metodlarla deseliilerize edilmistir. Ug
boyutlu (3B) doku iskelelerinin hazirlanmasi amaciyla deseliilerize amniyon zarlarinin
stromal katmanlar1 yiiz yiize bakacak sekilde kat kat dizilmis ve dikilerek bohga
seklinde ¢ok katli doku iskeleleri hazirlanmistir. Cok kathi doku iskelelerinin
sitotoksisitesi incelenmis ve biyomekanik testleri yapilmistir. Doku iskelelerine
kondrosarkom hiicreleri ekilerek hiicrelerin yiizeye tutunmalari incelenmis ve elektron
mikroskop goriintiileri elde edilmistir. Arastirmada ¢ok katli deseliilerize amniyon

zarinin eklem kikirdagi i¢in doku iskelesi olarak ozellikleri degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Eklem Kikirdag

Eklem kikirdagi, bag doku yapisinda olup igeriginde ¢esitli kolajenleri bulunduran
hiyalin kikirdaktir. Kemigin destek ve hareketine yardimci olan eklem kikirdagi,
insanda 2- 4 mm kalinligindadir. Diger dokulardan farkli olarak, kan damari, sinir ve
lenf agma sahip degildir (6). Kondrosit adi verilen 6zellesmis hiicrelerin seyrek
dagilimima sahip oldugu yogun bir ekstraseliiler matriksten (Extracellular Matrix-
ECM) yani hiicre dig1 matriksten olusur. Hiicre dis1 matriksin en 6nemli bilesenleri su,
kolajenler (6zellikle tip II ve az miktarda tip 1V, V, VI, IX, XI kolajenler) ve
proteoglikanlardir. Hiicre dist matriks, lipidler, fosfolipidler, kolajen olmayan
proteinler ve glikoproteinler de icermektedir (6-8). Yogun hiicre dis1 matriks igerigi,
mekanik ozelliklerin saglanmasi igin kritik olan suyun korunmasina yardimci
olmaktadir. G6zenekli yapisini olusturan proteoglikanlar sivinin matriks icerisinde
diizenlenmesini ve tutulmasimi saglamaktadir (6, 8). Eklem kikirdaginda kondrositler
ve hiicre dis1 matriksi i¢ine alan kapsiil yapiya kondron denilmektedir. Kondron eklem
kikirdagimin mekanik birimi olarak da bilinmektedir (9). Mekanik uyarilar araciligiyla
kondrosit metabolizmasi diizenlenen kikirdak doku, damar yapist olmadigi igin

oksijen ve besin ihtiyacini sinoviyal sividan difiizyon ile karsilamaktadir (8).

Eklem fonksiyonlarinda kritik role sahip olan eklem kikirdaginin temel islevi,
eklemler igin piiriizsiiz, kaygan bir ylizey saglamak, stirtinmeyi azaltmaktir. Yiklerin
dagilmasin1 ve subkondral kemige iletimini kolaylastirmaktir (6, 8). Akiskan fazi,
temel bileseni olan su ve sodyum, kalsiyum, kloriir ve potasyum gibi inorganik iyonlar
olusturmaktadir. Kat1 faz ise gézenekli ve gegirgen hiicre digt matriksten olusmaktadir.
Dokunun mekanik davranisi, akiskan ve kati bilesenlerin etkilesimine baglidir (6).
Kondron i¢indeki kondrosit ve hiicre disi1 matriks, basing ve kayma Kkuvvetinin
subkondral kemige absorbe edebilen, yeniden dagitan ve iletimini saglayan bir

hidroelastik siispansiyon mekanizmasi saglamak i¢in sinerjik olarak ¢aligmaktadir (9).



Eklem kikirdagi 4 ayri bolgeden olugmaktadir (Sekil 2.1.1). Her bolgenin
kendine 6zgii hiicre dis1t matriks alant mevcuttur. Bu boélgeler; yiizeysel bolge (the
superficial zone), orta bolge (the middle zone- the transitional zone), derin bolge (the
deep zone), ve kalsifiye bolge (the calcified zone) olarak adlandirilmaktadir (6, 10).
Yiizeysel bolge, eklemin kayma yiizeyini icermektedir. Bu bolgenin kolajen lifleri
(6zellikle tip II ve IX) sikica paketlenmistir ve eklem ylizeyine paralel olarak
hizalanarak bir uzun kondrosit tabakasmna eklenmektedir. Daha derin katmanlari
kayma gerilimlerinden korumaktadir. Bu bolge sinoviyal ile temas halindedir ve eklem
tarafindan olusturulan sikisirma ve gerilme kuvvetlerine karsi direncin

saglanmasindan sorumludur (6).

Orta veya gecis olarak adlandirilan bolgede ise yiizeysel bolgeden daha biiyiik
kolajen lifleri bulunmaktadir. Bu tabaka yiizeysel bolge ve derin bolge arasinda
anatomik ve fonksiyonel képrii saglamaktadir. Icerigindeki daha kalin kolajen lifleri
ve proteoglikanlar ile total kikirdak hacminin %40-60’1n1 temsil etmektedir. Kondrosit
yogunlugu azdir. Islevsel olarak, sikistirma kuvvetlerine karsi ilk direncin saglandig

cizgidir (6).

Derin bolge, kolajen liflerinin kikirdak yiizeyindeki dik yerlesimlerinden
dolay1r sikistirma kuvvetine karsi en iyi direncin saglanmasindan sorumludur. En
biiylik captaki kolajen liflerini, en yiiksek proteoglikan miktarin1 ve en diisiik su
konsantrasyonunu igermektedir. Kikirdak hacminin yaklasik %30’unu temsil
etmektedir. Kalsifiye bolge ise derin bolgenin kolajen fibrillerini subkondral kemige
baglayarak kikirdakin kemige sabitlenmesinde rol oynamaktadir. Bu bélgede, hiicre

popiilasyonu azdir ve kondrositler hipertrofiktir (6, 10).
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Sekil 2.1.1: Saglikl eklem kikirdagi. Eklem kikirdaginda yer alan dort bolgeki
hiicreler (A) ve kolajen fibril mimarisi (B) gosterilmistir (6).

Yap1 ve kompozisyonlardaki degisikliklere ek olarak hiicre dist matriks,
kondrositlere, kolajen liflerin ¢apina ve organizasyonuna bagli olarak ii¢ bolgeye
ayrilmaktadir: Sirasiyla periseliiler, territoryal ve interterritoryal bélgelerdir. Ilk
matriks bolgesi, hiicre zarina bitisik ince bir tabakadir ve kondrositleri
cevrelemektedir. Baslica proteoglikanlar, glikoproteinler ve diger kolajenik olmayan
proteinleri igermektedir. Bu matriks bolgesi, yiik tagima ve kikirdak iginde sinyal
iletimini baslatmak igin islevsel bir role sahiptir. Ikinci matriks bolgesi, ilk bolgeyi
cevrelemektedir (6, 10). Ince kolajen liflerinden olusur ve hiicrelerin etrafinda sepet
benzeri bir ag olusturmaktadir. Bu bolgenin, bolge matriksindeki kikirdak hiicrelerini
mekanik baskilara kars1 koruyabilecegi ve eklem kikirdak yapisinin esnekligine ve
onemli yiiklere dayanma kabiliyetine katkida bulunabileceg§i bazi arastirmalarda ileri

stirtilmistiir (6).

Uciincii bolge, tiim bolgelerin en biiyiigiidiir ve yiizeysel bdlgenin yiizeyine
paralel, orta bolgede egik olarak ve derin bolgedeki eklem ylizeyine dik diizenlenmis
biiyiik kolajen liflerinin rastgele yonlendirilmis demetleri ile karakterize edilmektedir.
Eklem kikirdaginin biyomekanik 6zelligine katkida bulunmaktadir. Bu bdlge zengin
proteoglikan miktarina sahiptir (6, 10). Organik matriks ile gogunlukla su olan serbest
interstisyel sividan olusan kikirdak, gecirgendir ve mekanik olarak da viskoelastiktir
(7). Eklem kikirdagi, asinmaya kars1 dayanikli, piiriizsiiz ve neredeyse siirtiinmesiz

yiik tasima ylizeyi olarak islev gérmektedir (10).



2.1.1. Eklem Kikirdagi Dejenerasyonu

Glinlimiizde tiim yas gruplarindan insanlarin fiziksel aktivitelerinin artmasi, eklem
kikirdak lezyonlarin1 ve buna bagli olarak kikirdak tedavilerine olan Onemi
artirmaktadir (11). Bati diinyasinda insanin yasam kosullarini engelleyen en yaygin
durum kronik eklem kikirdak defektleridir. Kikirdak defektleri yasa bagli olarak da
artmaktadir. Asir1 kilo ve spora bagl asir1 yiiklenme kikirdak defektlerinin en belirgin
risk faktorleridir (12).

Osteoartrit (OA), dejeneratif eklem hastalig1 veya dejenere eklem kikirdagi,
eklem kikirdaginin mekanik ve biyokimyasal parcalanmasini agiklayan anlamca es
terimler olarak kullanilmaktadir. Yaslanma ile goriilme sikligi artan bu hastalik

yaslanma sonucu meydana gelmese de eklem kikirdaginin kendini yenileyebilmemesi

ile ilgilidir (12).

Eklem kikirdagindaki biyomekanik, metabolik ve biyolojik degisiklikler doku
i¢ dengesinin kaybina yol acabilmektedir. Bu da eklem yiizeyinde hizl bir kayipla ve
ardindan son donem artrit ile sonuglanabilmektedir (11, 13). Histolojik 6zellikleri,
cklem kikirdaginin bozulmasi, hiicre dis1 matriksin par¢alanmasi ve kikirdak i¢indeki
hiicreselligin azalmasidir (14). Hastalik, aginma ve yipranma Veya spor yaralanmalari
dahil olmak iizere yaralanma sonucu eklem kikirdaginda olusan kikirdak
dejenerasyonu ile karakterize edilmektedir. Yaygin olan bu hastalik agr1 ve eklem
fonksiyon kaybi ile iliskilendirilmektedir (15). Canlinin yasami boyunca bir denge
halinde gerceklesen yenileme ve onarma islevlerinin kondrositlerin yaslanmasiyla
yavaglamasi sonucunda OA olusmaktadir. OA hastali§inda kikirdak kalinlig1 ve eklem
ylizeyinin kayma oOzelligi azalmakta, molekiiler yapida degisiklikler meydana
gelmektedir. Ayrica hareket kisitlanarak agri olusmakta ve zamanla sekil bozuklugu

da meydana gelmektedir (16).

Bir hastanin erken osteoartrit (OA) varligi ii¢ kritere gore siniflandirilmaktadir.
Bunlar; dizdeki agri, standart radyografilerde Kellgren ve Lawrence (K&L)’a gore
dereceli siiflandirmasi ve kikirdak lezyonlarinin artroskopik bulgulari veya eklem
kikirdak ve meniskiis dejenerasyonu ve subkondral kemik iligi lezyonlarin1 gosteren

manyetik rezonans goriintiileme (Magnetic Resonance Imaging-MRI) bulgularidir.
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Son yapilan aragtirmalara gore osteoartrit hem g¢evresel hem de genetik etkenlerin
sebep oldugu bir hastalik olarak degerlendirilmektedir. Bu yiizden hastalik seyri, tani
ve tedavisi hem etnik hem cinsiyet hem de asir1 yiiklenmeye bagli olarak hastadan
hastaya gore degismektedir (17). Enflamatuvar hastalik olmamakla birlikte
inflamasyon meydana geldiginde hastalik seyri ileri boyutlara kadar ilerleyebilmekte
ve sonucu etkileyebilmektedir (12). Meniskiis ve on ¢apraz bag gibi ¢evre doku
yipranmalar1 ile verilen hasar, ekleme binen yiikii degistireceginden osteoartritin
ilerlemesine katkida bulunabilmektedir. Bir¢cok hastada kikirdak defekti ile baslayan
rahatsizliklar, uygulanan cesitli tedaviler ile implantlarin zamanla asinmasi ve
ilerleyen evrede son tedavi segenegi olan total eklem artroplastisine dek ulasan tedavi

profiline rastlanmaktadir (15).

2.1.2. Kikirdak Dejenerasyonu Tedavisinde Kullamlan Yontemler

Kikirdak hasarinin rejeneratif tedavileri, mikro-kirik adi verilen yontem ile Dr.
Steadman tarafindan 1980’lerin sonlarinda lezyon olan bolgeye saglam subkondral
bolgeden gelen mezenkimal kok hiicrelerin yerlesmesini amaglayarak yapilan
uygulamayla baglamigtir. Bu yontemle, mezenkimal kok hiicreler uyarilarak kok
hiicrelerin burada c¢ogalmasina uygun ortam hazirlanmasi ve iyilesme tepkisinin
verilmesi beklenmektedir (1, 18). Ilk klinik sonuglar1 1990 yillarinda yayinlanmigtir
(1). Ancak bu tedavi sonucunda yeniden olusan doku; tip | kolajen agirlikli fibroz
kikirdaktir. Fibroz kikirdak, hiyalin kikirdaga gore biyokimyasal ve biyomekanik
olarak daha diisiik 6zelliktedir. Yani hiyalin kadar dayanikli olmayan fibrokikirdak
uzun dénemde koti, asinmis bir doku haline gelen ve klinik tedavi sonuglarini diistiren

bir yapidir (8, 19).

Hiicre bazli terapilerin temelini olusturan otolog kondrosit implantasyonu
(Autologous Chondrocyte Implantation-ACI) ile devam eden rejeneratif ¢alismalar,
hiyalin benzeri kikirdak olusturmak iizere kiiltiire edilen otolog kondrositlerin kikirdak
lezyonuna lokal implantasyonu olarak agiklanabilir (14). Bu yontem ile kikirdakta
hasar olmayan kisimdan biyopsi yapilarak alinan kondrositler, in vitro ortamda
cogaltilarak defekt olan kikirdak bolgesine implante edilir. Bu teknigin iki 6nemli

faydasi bulunmaktadir. Hastanin kendi hiicrelerinin kullanilmasi allojenik hiicrelerin
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veya yabanci maddelerin implantasyonu sonrasi olasi immiin komplikasyonlari
onlemektedir. Otolog osteokondral implantasyonunun aksine, kiigiik biyopsi ile
kondrosit dénorlarinin  komplikasyonlarmni engellemektedir (1). Ilerleyen doku
miihendisligi ¢aligmalar ile otolog kondrosit implantasyonu tigiincii kusaga ulasmaistir.
Implante edilen bdlgenin periost ile drtiilmesi birinci kusagi (ACI), periost yerine tip
I-IV kolajen membranlarin kullanilmasi ikinci kusagi (ACI-C) ve nihayet kolajen
membranlarin oniinii agtigi, genellikle tip I-111 kolajen membranlara kondrositlerin
inokiile edilmesi ile olusan hiicre- doku iskelesi (scaffold) yapilarinin implantasyonu
ise Ugiincli kusak terapileri olusturmaktadir. Fakat hastanin birden fazla ameliyat
gerekliligi, kondrositlerin in vitro ortamda yavas biiytimesi, hiicrelerin hiicre disi
matriks iiretim miktarinin azalmasi ve yeni olusan kikirdagin mekanik ve yapisal
Ozelliklerinin zamanla koétiilesmesi nedeniyle otolog kondrosit implantasyonuna farkl

yontemler arastirilmaya ¢alisilmistir (14).

Otolog ve allojenik kondrosit implantasyonuna, yetiskin mezenkimal kok
hiicreleri alternatif olarak degerlendirilmektedir. Kondrojenik farklilagmaya uygun
kok hiicreler, kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (Bone marrow-derived
Mesenchymal Stem Cells- BM MSC), yag dokusu mezenkimal kok hiicreleri
(Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells- AMSC) ve kas dokusu mezenkimal kok
hiicreleridir. Bu kok hiicrelerin anti-inflamatuvar 6zellikleri, bagisiklik sistemini
diizenleyici molekiillere sahip olmalar1 ve rejenerasyona yardimci olmalarinin yani
sira, kendilerini yenileyebilmelerinin sinirli olmast ve yasa bagl olarak farklilagsma
kapasitelerinin azalmasi gibi nedenlerle arastirmacilari alternatif kok hiicre kaynagi
arastirmaya sevk etmistir (20). Ayrica 2001 yilindan beri adipoz dokudan elde edilen
stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) ve kok hiicrelerin rejeneratif tipta kullanimi1 devam
etmektedir. SVF, 3B baskili veya deseliilerize doku iskeleleriyle birlikte doku

rejenerasyonu ¢alismalarinda hala arastirilmaktadir (21).

Pre- klinik calismalarda alternatif kok hiicre kaynagi olarak amniyon s1vis1 kok
hiicrelerinin  kondrojenik farklilagsmasi gilinlimiizde hala arastirma konusudur.
Kunisaki ve arkadaglari tarafindan yapilan in vitro aragtirmada fetal doku mithendisligi
icin hiicre kaynagi olarak amniyon sivisinda bulunan mezenkimal progenitor
hiicrelerin kondrojenik farklilagma 6zelligine sahip olmasi sebebiyle kullanilabilir

olacagi bulunmustur (22). Hayvan deneylerinde amniyon sivist kaynakli kok
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hiicrelerin, fetal doku tamiri, kalp, akciger, karaciger, noral, kemik doku gibi kikirdak

doku rejenerasyonuna da etkisi hala arastiritlmaktadir (23).

Bunlara ek olarak yapilan son arastirmalara gore biiytime faktorlerinin kikirdak
tedavisi tizerindeki etkilerinin in vitro ve in vivo olarak genis capta calisildigi
vurgulanmaktadir. Trombosit bakimindan zengin plazma (Platelet-Rich Plasma- PRP)
tedavisi, kandan otololog biiyiime faktorlerinin konsantresinin elde edilmesini
saglayan basit, diisik maliyetli ve minimal girisim uygulanan bir tedavidir. Bu
tedavinin, doku yenilenmesini arttirma potansiyeli, farkli tip alanlarinda ve kikirdak
tedavisinde yaygin olarak test edilmektedir (11, 13). Filardo ve arkadaslarinin
kikirdak lezyonu rahatsizligi olan hastalara uyguladigi PRP enjeksiyon tedavilerinin
sonuclarina gore, PRP 6zellikle kondral dejeneratif lezyonlar1 olan geng hastalarda
veya erken osteoartrit olan hastalarda agriy1 azaltma ve hem diz fonksiyonlarini hem
de yasam kalitesini kisa siireli etkinlikle iyilestirme potansiyeline sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica etkinliginin kisa siireli olmasina ragmen, gozlemlenen ilging
klinik sonuglara gore minimal girisim ihtiyaci olan hastalarin ihtiyacin1 6nlemek veya
geciktirmek i¢in uygulanabilecegi de vurgulanmaktadir (11). Kon ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada ise diz kikirdak lezyonlarina ve erken osteoartrit hastalarina PRP
ve hiyaluronik asit (hyaluronic acid-HA) enjeksiyon tedavi Kkarsilastirmalari
yapilmustir. Bu ¢alismanin sonucuna gore PRP tedavisinin, HA tedavisine gore geng

hastalarda daha uzun ve etkili tedavi sagladigi bulunmustur (13).

2.2. Doku Miihendisligi ve Kikirdak Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, miihendislik ve yasam bilimleri ilkelerini kullanarak doku
islevlerini veya tiim orgami eski haline getirebilen, koruyan ya da iyilestiren
disiplinlerarasi bir alan olarak tanimlanmaktadir (24). Temel olarak, doku spesifik
hiicreler, biyomateryaller, doku iskeleleri(scaffold), sinyal molekiilleri ve doku
olusumunu destekleyen c¢evre kosullart doku miihendisligi bilesenleri olarak
bilinmektedir (25, 26). Doku miihendisligi yaklagimlarinda, doku miithendisligi tiriinii
ti¢ etkenle degerlendirilmektedir; uygun biyomateryal, uygun ¢evre ve duyarli hiicreler

yani doku miihendisligi uygulamalarina cevap veren hiicreler (27).



Son zamanlarda toplumlarin yasadig1 en biiyiik saglik sorunlarindan biri doku
ve organ yetmezligidir. Travma veya hastalik kaynakli organ hasarinin tedavi
edilebilmesi i¢in etkilenen dokunun onarilmasi veya degistirilmesi gerekmektedir.
Doku mithendisligi ve rejeneratif tibbin amaci ise hasarli doku ve organlarin gesitli
yontemlerle yeniden yapilandiriimasidir (26). Bu amagla doku miihendisligi kok
hiicreleri, doku iskeleleri, doku olusumunu destekleyen biiytime faktorlerini (Growth
Factor- GF) ve diger biyolojik faktorleri kullanmaktadir (5, 25, 26). Hasarli doku ve
organlarin iglevlerinin eski haline getirilmesi, korunmasi veya iyilestirilmesi igin
uygun yapilar gelistirmeyi hedefleyen doku miihendisligi ¢alismalarinda basarili
sonuglara ulasilirsa, transplantasyonda yasanan organ ve doku kitligi probleminin

¢oziilebilecegi diistiniilmektedir (28).

Doku miihendisligi arastirmalarinda viicut disinda canli ve islevsel doku
yapilar liretmek igin yapilan en erken girisimlerde, kikirdak doku yalmzca tek bir
hiicre tarafindan {iretilmesi, kan damar1 ve sinir igermemesi sebebiyle uygun hedef
doku olarak kabul edilmistir. Bu yilizden kikirdak, doku miihendisligi ¢aligmalarini
olusturan yontem ve tekniklerin gelistirilmesinde Onemli role sahiptir. Eklem
yaralanmasi veya dejenerasyonu nedeniyle insanlarin biiylikk ¢ogunlugunun
yasamlarinin bir boliimiinde kronik agr1 veya sakatlik gecirmesi, hem insan saglig
hem de kikirdak doku miihendisligi agisindan zorlayict olmustur. Bu durum kikirdak
doku miihendisligi alaninda implantasyona uygun doku miihendisligi {riinleri igin

pazar potansiyeli olusturmustur (29).

2.2.1. Doku Miihendisligi Uygulama Yontemleri

Cerrahi islemlerin mevcut yaklasimlari, kikirdak rejenerasyonu ic¢in uzun
vadeli ¢oziimler getirememektedir. Klasik yontemlere ek olarak doku miihendisligi ile
alternatif tedavi stratejileri, doku iskeleleri ve/veya doku iskeleleri olmadan, hiicreler,
biyokimyasal ve biyomekanik uyaranlarla saglanabilmektedir (15).

Doku miihendisligi ¢alismalari hiicreler, sinyal molekiilleri ve doku iskeleleri
olmak iizere ii¢ ana faktdrden olusmaktadir. Ozellikle doku iskeleleri, entegre sinyal
molekiilleri ile birlikte doku gelisimi ve hiicre davranisini yonlendirmek ve

diizenlemek igin yapisal, biyokimyasal ve biyomekanik isaretler saglamaktadir (26).
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Doku rejenerasyonunda uygun malzemeler, inflamasyon ve skar dokusu olusumundan
islevsel doku restorasyonu ve yapici sekillendirilmesinden birine gegisi uyararak
iyilesme yanitinin farkli asamalarini diizenleyebilme yetenegine sahiptir. Bu durum
hem bagisiklik sistemi hem de kok hiicre ¢ogalma ve farklilagma mekanizmalarini
birlikte gerektiren biyomateryal ve konak arasindaki karmagsik etkilesimi

kolaylastirmaktadir (30).

Kikirdak doku miihendisligi, yeni hiicre kiiltiir sistemleri, doku iskeleleri,
biyoreaktdrler ve farklilasma teknikleri sayesinde son yillardaki yenilik¢i ¢aligsmalari
ve analitik teknikler ile in vitro’da fonksiyonel insan kikirdagi tiretme hedefine

yaklagsmakta oldugunu diisiindiirmektedir (29).

Gecen 30 yil boyunca doku miihendisligi arastirmalari ¢ok fazla atilim
gergeklestirmesine ragmen bazi giicliiklerle de karsi karsiya kalmaktadir. Bu
giicliikler, uygun doku iskelelerinde hiicrelerin dogru fenotipte ve organizasyonda
bliylimemeleri, doku yapisinda yeterli oksijenin ve besinin dagitilmasi ve
stirdiiriilmesinin olmamasi, biyoreaktorler, biiyiime ortamlari, fiziksel uyaranlar gibi
cevre ortamlarinin belirli yapilar i¢in belirlenememesi ve uyarlanabilir, dayanikli doku
yapilarinin konak doku ile islevsel entegrasyonunun gerceklestirilememesi olarak
gosterilmektedir. Tiim bu giigliikler, hiicre adezyonu, ¢ogalmasi ve farklilagmasi igin
yapisal, mekanik, biyolojik destek saglayan biyolojik olarak parcalanabilen ve
immiinojenik olmayan doku iskeleleri aramanin 6nemini ile hedef doku ve organlarin

organizasyonun yeniden diizenlenmesini igermektedir (31).

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlarinda, otolog doku ve organ
olusturmanin yani sira, hiicre baglanmasini ve yasayabilirligini destekleyen, dogal
dokunun biyolojik, mekanik ve geometrik Ozelliklerini taklit eden, yapisal ve
molekiiler bir ortam olusturmak amaciyla sentetik ve dogal doku iskeleleri arag olarak
kullanilmaktadir (28). Teknolojinin gelismesiyle birlikte doku iskelelerine dayali doku
tedavi teknikleri gelistirilmektedir (32, 33). Sentetik polimerler (Poliglikolik asit-
PGA, Polilaktik asit-PLA, Poli-L-laktik asit- PLLA, Polikaprolakton- PCL,
polihidroksialkonat), dogal protein veya polimer kaynakli (kolajen, fibrin, aljinat,

kitosan, hiyaluronik asit) ve dogal doku kaynakli doku iskeleleri (ince bagirsak zart,
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insan amniyon zar1 vb.) rejeneratif doku miihendisligi caligmalarinda siklikla

kullanilmaktadir (25, 31, 34).

Sentetik doku iskelelerinin avantaji, kontrol edilebilen ve iyi karakterize
edilmis bilesimleri, bozulmalar1 ve fiziksel 6zellikleridir. Dezavantajlar ise, organa
Ozgli yapmin ve hiicre tipine 6zgii nislerin gorece azhigidir (35). Sentetik doku
iskeleleri manipiile edilebilirliginin zorlugu, mekanik 6zelliklerinin zayif olmasi,
degredasyon orani ve biyouyumluluk gibi sinirlamalarla karsi karstya kalabilmektedir.
Buna gore, dokularin deseliilerizasyonu, dokunun hiicresel igerigi ve antijenlerinden
arindirilmasi, inflamasyonu ve potansiyel bagisiklik reddini azaltmasi sebebiyle tercih
edilmektedir (31). Bu yiizden deseliilerize biyomalzemeler yani dokularin hiicre dist
matriksinin rejeneratif alanda kullanimi aragtirmalar: giiniimiizde ¢okca yapilmaktadir
(1). Dogal hiicre dist matriks veya hiicre dis1 matriksten elde edilen proteinler tek
basina veya sentetik polimerler ile kombine halde arastirmalar i¢in potansiyel bir
alternatif sunmaktadir (35). Bu amagla deseliiler ince bagirsak submukoza
membraninin doku iskelesi olarak kullanilarak karin zar1, cilt, kan damari, kalp kapagi,
tendon, ligament, kemik ve kikirdak doku onarimi ¢aligmalarinda hayvan
modellerinde aragtirmalar1 yapilmaktadir (31, 36). Akciger, karaciger, kalp gibi tam
organ deseliilerizasyonu; kalp damarlari, akciger kapakgiklari, kan damarlari, cilt alt
derisi (dermis), plasenta ve amniyon zar1 gibi doku deseliilerizasyonu rejeneratif doku
miithendisligi ¢alismalarinda kullanilmaktadir (31, 37, 38). Kok hiicre, biiytime faktorii
ve biyomateryal doku iskelelerinin birlikte kullanimi rejenerasyonda iyi bir tedavi
edici segenek olmaktadir. Son yillarda yapilan biyomateryal kaynakli doku iskeleleri,
hiicre ve biiylime faktorii ile birlikte kullanimlarinin oldugu rejeneratif galigsmalar

hayvan modellerinde umut verici sonuglar gostermektedir (30).

Bazi aragtirmalarda kikirdak doku mithendisliginin gen terapi ile desteklenerek
osteokondral defektlerin in vivo onarilmasmi arttirdigi y6niinde bulgular
bulunmaktadir. Yani hiicrelerin, matrikslerin ve genlerin kullanimint igeren
gelistirilmis doku miihendisligi {rlinleri, mekanik uyaranlarla birlikte kikirdak
gelisimini destekledigi ve rejenerasyon icin gelecekte terdpatik genlerin bu sekilde

kullaniminin degerlendirilecegi belirtilmektedir (27).
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2.2.1.1. Doku Iskelesi (Scaffold) Cesitleri

Doku iskeleleri g¢esitli yontem ve malzemelerle hem dogal hem de sentetik
olarak iiretilebilmektedir. Ideal doku iskeleleri, biyouyumlu ve biyobozunur olmal,
yiizey ozellikleri hiicre ¢ogalmasini, yasamasini, yapigsmasini ve gociinii desteklemeli,
iic boyutlu yap1 tekrarlanabilir sekilde islenebilmeli ve mekanik olarak giiglii
olmalidir. Buna gore PGA, PLA, PLGA gibi sentetik ve kolajen gibi dogal polimerler
kikirdak, kemik, deri, bag vb. doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Doku miihendisligi ve kikirdak doku miihendisliginde kullanilan doku iskeleleri
morfolojik yapilarina gore hidrojeller, fibroz (ags1) yapilar ve gozenekli doku

iskeleleri olarak siniflandirilirlar (39).

Hidrojeller enjekte olabilen veya implante edilebilen sekillerde
uretilebilmektedir. Defekt bolgesini doldurabilen sekil ve biiylikliikte iiretilen
hidrojeller minimal invazif gerektirir. Fibréz yapilar, dokunmus ve dokunmamis
liflerden olusturulur. Dokunmamais fibréz yapilar liflerin mekansal dagilimi ve yiizey
alani agisindan rejenerasyon i¢in daha uygunken, gézenek boyutu ve yogunlugu gesitli
sekillerde iiretilen dokunmus fibroz yapilar daha giicliidiir. Gozenekli doku iskeleleri
ise c¢esitli biyomalzemelerle farkli yontemlerle iiretilebilmektedir. Hiicrelerin
fizyolojik davraniglarini etkileyen gozenek boyutu, yogunlugu ve baglanabilirligi

ozelliklerine de sahiptir (40).

2.2.1.2. Uretim Yontemleri

Doku miihendisliginde herhangi bir doku igin iiretilecek doku iskelesi
tasarlanirken ve kullanimi belirlenirken bazi 6nemli hususlart gerektirir. Bunlar;
biyouyumlu ve biyobozunur olma, transplante edilecek dokuya uygun mekanik
Ozellikler, doku iskelesi mimarisinin uygunlugu ve tretim teknolojileridir. Doku
iskelesi iiretimi i¢in biyomateryal se¢imi ve liretim basamagi, diger hususlarin ona

bagli oldugu 6nemli bir durumdur (41).
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Doku iskeleleri; gaz kopiikleme, dondurarak kurutma (liyofilizasyon), faz
ayrimi, ¢Oziicli ile tanecik uzaklastirma, lif (fiber) baglama, elektroegirme ve ti¢

boyutlu baski gibi yontemlerle tiretilmektedir (39).

Gaz kopiikleme tekniginde yiiksek basingli CO2 gazi kullanilarak, PLLA,
PLGA ve PGA gibi polimerlerinden biiylik gbézenekli doku iskeleleri olusturulur.
Dondurarak kurutma (liyofilizasyon) yonteminde uygun ¢oziiciide hazirlanmis
polimer ¢ozeltisi dondurulur ve daha sonra donmus haldeki ¢6ziicli yapidan liyofilize
edilerek uzaklastirilir. Sonugta gdzenekli polimerik yap1 olusur. Bu yontemde gozenek
boyutu; dondurma hizi, pH ve polimer konsantrasyonuna bagli olarak

degistirilebilmektedir.

Faz ayrimi yonteminde, fenol ya da naftalin gibi ¢6ziiciide polimer ¢oziiniir.
Homojen polimer-¢6ziicti karisiminda, ¢oziiciiyle karismayan farkli bir ¢oziiciiniin
eklenmesi veya c¢oziinlirliik egrisinin altinda bir sicakliga sogutulmasi ile polimerce
zengin ve fakir faz olacak sekilde farkli faz olusturulur. Cozelti dondurularak

uzaklastirilir ve gozenekli polimer yapilar elde edilir.

Diger bir yontem olan ¢6ziicii ile tanecik uzaklastirma islemlerinde, genellikle
suda ¢oziinen tuz veya karbohidratlar kullanilmaktadir. Organik bir ¢oziiciide
hazirlanmis polimer ¢6zeltisine tuz eklenerek homojen karisim hazirlanir ve ¢oziicii
buharlastirilarak tuz ve polimer igeren kompozit yap1 kalir. Tuzun uzaklastirilmasi igin

kompozit suda bekletilir, tuz uzaklastirilarak gozenekli doku iskeleleri elde edilir.

Lif baglama yonteminde ise, PLLA gibi polimerler kloroformda ¢oziiniir ve
PGA aglan eklenir. Daha sonra ¢oziicii buharlastirilir, kompozit yapr 1sitilarak PLLA
ve PGA’nin birbirine baglanmasi saglanir. Bu yapidan PLLA, metilen kloriirde

¢Oziinmesi ile uzaklastirilir.

Elektroegirme (electrospinning) yonteminde elektrostatik kuvvet uygulanarak
nano boyutlara kadar ulasan polimer lifler iretilir. Biri polimer ¢ozeltiye digeri
toplayiciya yerlestirilen elektrotlardan, elektrik alan olusturulur ve sonunda polimer
pompalanarak ¢ozelti damlalar1 olusur. Bu sirada ¢ozelti buharlastirilir ve iretilen

polimer lifler toplayici lizerinde toplanir (39, 40).
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Uc boyutlu baski (3D printer) yonteminde polimerler kullanilarak bir
baglayiciyr miirekkep piiskiirtmeli olarak bastirmasi ile katman katman parcalar
olusturulur. Doku iskelesinin iiretim hizi, polimerin akis hiz1 ve diisme pozisyonu

bilgisayar yardimiyla kontrol edilir (39).

Cesitli yontem ve malzemelerle tiretilen doku iskelelerinin matriks sertligi ve
yiizey sekli hiicre biiylimesi ve farklilasmasini etkileyen faktorlerdendir. Buna gore
kullanilacak polimer cinsi de uygulama yerine gore degismektedir. Ornegin kemik
doku miihendisliginde polilaktik asit-ko-glikolik asit (PLGA) gibi sentetik polimerler
tercih edilirken, yumusak doku miihendisligi ¢alismalarinda hidrojeller daha gok tercih
edilmektedir. Bununla birlikte dogal dokuya benzer sertlikte matriks, tizerinde istenen
bir hiicrenin farklilasmasini kolaylastirabilmektedir. Doku iskelelesinin yiizey sekli
hatta nanotopografyasi hiicre diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir ve hiicrenin
morfolojik ve gen ekspresyonu olarak uyarilmasina ek olarak, nanotopografi kok
hiicrelerin noéron, kas veya kemik gibi belirli hiicre tiirlerine farklilagsmasini
diizenledigi ¢alismalarda bildirilmistir. Sonug olarak hiicre davranisi doku iskelesinin

Ozelliklerinin uyarlanmasi ile diizenlenebilmektedir (26).

Hiicre ¢cogalmasini, farklilasmasini, mekanik tepkilerini ve hiicre sagkalimin
(cell survival) 6nemli derecede etkileyen bir diger parametre hiicre dis1 matriksin yani
hiicre dis1 matriksinin boyutsalliginin arttirilmasidir. 2B hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerin
homojen biiyiime ve ¢ogalma gostermesi, basitlik ve verimlilik agisindan ve hiicre dis1
matriks bilesenlerinin hiicreler tizerindeki etkinliginin arastirilmasi i¢in ¢ok yonli ve
dogru bir yolu temsil etmesinden dolayi tercih edilmektedir (42, 43). 2B sistemlerin
cogu, in vivo olarak hiicre biyoaktivitelerini etkileyen biyofiziksel isaretleri belirleyen
hiicre seklinin kontroliinii saglayamamakta; ancak yardimci bazi substratlar
kullanilarak gerceklestirebilmektedir. Bunun yaninda ti¢ boyutlu hiicre dig1 matriksin
bir taklitinin saglanmasi igin sandivi¢ seklinde doku iskeleleri kullanilabilecegi
aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir. Poliakrilamid veya kolajenden olusan iki
katman hiicre digt matriks arasina yerlestirilen yani sandivic model kiiltiriinde
hepatositlerin, morfolojik ve islevsel in vivo davramiglari daha dogru
gerceklestirebildigi tespit edilmistir (42). Doku miihendisligi arastirmalarinda ise kok
hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasina fiziki destek olan doku iskelelerinin

boyutunun hiicre davramigin1  etkileyebilecegi  bir degisken olarak da
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degerlendirilmistir. Barralet ve arkadaslarinin kemik iligi kok hiicreleriyle yaptiklar
in vitro arastirmada iki boyutlu ve ii¢ boyutlu tiip yapida olusturulan aljinat hidrojel
doku iskelelerinde geometrinin degistirilmesi jel kalinligin1 da degistirmesi ve bunun
da hiicre davranmigini belirlemede onemli oldugu bulunmustur (44). Tian ve
arkadaglarinin insan embriyonik kok hiicreleriyle yaptiklart 2B ve 3B kiiltiirlerin
karsilastirildigni ¢alismada ise insan embriyonik kok hiicrelerinin osteojenik
farklilasmasimnin 3B sistemlerde arttigi ve hiicre iskelesi sistemlerinin daha sonra
tavsan iliak krest defektlerine yapilan in situ implantasyonunda farklilastirilmis insan
embriyonik kok hiicrelerin teratom olusturmadan canli ve islevsel oldugu tespit
edilmistir (45). Sonu¢ olarak 3B kiiltiir sistemleri dogal hiicre dis1 matriksin
karmasikliginin asamali sekilde tekrar yapilandirilmasi amaciyla tasarlanmaktadir.
Yani 3B kiiltiir model tasarilarinin gergek hiicre dis1 matrikse az ¢ok benzeyeni,

gergege yakin sonuglar elde edilebilmesi i¢in 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (43).

Doku iskelelerinin hiicre davranigini uyarmasi ile ilgili 6zellikler son teknoloji
tirtinleri elektroegirme (electrospinning) ve ii¢ boyutlu yazici sayesinde malzeme ve
islem parametrelerinin optimize edilmesi yoluyla kontrol edilebilmektedir. Ancak
sentetik doku iskelelerinde karsilasilan maniipile edilebilirligi gibi siirlamalar
arastirmacilar1 dogal doku iskelelerine yonlendirmektedir (26). Doku iskeleleri olarak
kadavra dokular1 da kullanilmaktadir. Kadavra dokularinin hiicresizlestirmesi ile
biyolojik veya mekanik bozulma olmaksizin hiicrelerin ¢ikarilmasi, fiziksel, kimyasal
veya enzimatik islemlerle biyouyumlu dogal hiicre dis1 matriks doku iskeleleri
tiretilebilmektedir (35).

2.3.  Deseliilerizasyon

Doku ya da organlari olusturan hiicreler disinda birbirleri ile yiiksek derecede
organize olan, yapisinda kolajen, elastin, laminin, fibronektin, glikoprotein,
proteoglikan ve glikozaminoglikan gibi makromolekiiler bilesenleri iceren yapiya
ckstraseliiler matriks yani hiicre disi1 matriks denilmektedir. Hiicre disi matriks
icerigindeki makromolekiiler bilesenler her dokunun yapi ve fonksiyonuna gore
uygun, farkli form ve miktarlarda bulunmaktadir. Hiicre disi matriks hiicrenin

cogalmasina, farklilagsmasina, yapismasina ve gogiine aracilik eden rollere sahiptir
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(46). Bilesiminde bir¢ok biyoaktif molekiil bulunduran hiicre digi matriks, hiicresel
davraniglarin diizenlenmesi gibi 6zelliginin yam1 sira koruyucu ve destekleyici

ozelliklere de sahiptir (47).

Dogal hiicre dis1 matriks, gelismekte olan embriyoda biyofiziksel uyaranlara,
biyokimyasal ve molekiiler sinyallere ve mekansal yerlesime aracilik eden merkezi bir
rol iistlenmektedir. Hiicreler ve hiicre dis1 matriks arasinda dinamik karsiliklilik olarak
tanimlanan, sabit degisim siireci, hiicre kaderini belirlemekte ve proliferasyondan yap1
olusumuna gegisi tetiklemektedir. Gelisim siiresinde ilk iiretilen laminin hiicre dis1
matriks proteini, gastrulasyon sirasinda hiicre yapismasina ve yer degistirmesine
yardimc1  olmaktadir.  Fibronektin, kolajen IV ve heparan siilfat gibi
glikozaminoglikanlar gelisimde daha sonra ortaya ¢ikmaktadir. Gelismis matriks
yapilar1 olan bazal membranlarin i¢indeki spesifik baglanma bdlgeleri daha sonra
organ gelisimini ve olgunlagmasim yonlendirmektedir. Fibronektin ise bir ligand
olarak kalp, akciger ve bobrek olusumunda dallanma morfogenezine rehberlik etmesi
icin gereklidir. Molekiiler isaretlerin Otesinde, hiicre dis1 matriks aracili stres ve
gerinim, hiicre gelisimini ve fenotipini sadece gelisimde degil, ayn1 zamanda doku
onarimi ve rejenerasyon siireglerinde de diizenlemektedir. Buna goére dogal hiicre dist
matriksin onarim ve rejenerasyondaki ¢ok yonlii rolii, onu ilgi ¢ekici bir greft materyali

haline getirmektedir (35).

Doku miihendisliginde amag islevsel hiicreler tarafindan doldurulabilen ve
hiicreleri destekleyebilen biyolojik olarak uyumlu doku iskelelerinin gelistirilmesini
gerektirir. In vivo’da bu islem hiicre dist matriks tarafindan dogal olarak
gergeklestirilmektedir. Hiicre dist matriks gibi ayni niteliklere sahip sentetik doku
iskeleleri yapma girisimlerinin istenen basartya ulagsmamasi sonucunda bu sorunu
¢ozmek i¢in dokular antijenitelerinin ortadan kaldirilmasi i¢cin
hiicresizlestirilmektedir. Deseliilerize dokularda ise diisiik antijeniteye sahip kolajen
iceren ektraseliller matriks yapilarnt  bulunmaktadir ve allogreft olarak
kullanilabilmektedir (48). Hiicresizlestirme islemi ile dogal doku mimarisinin
korunmasi ve genellikle olusturulmasi zor ve pahali olan bazi hiicre dis1 matriks
molekiillerinin korunmasi gibi sentetik yapilara gére birgok avantaja sahip dogal ii¢
boyutlu doku iskeleleri iiretilebilmektedir (28). Deseliilerize doku iskelelerinin,

yeniden hiicrelendirilme ve doku olusumunda, kompleks biyokimyasal ve mekanik
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isaretlerle hiicre yapismasini, ¢ogalmasini ve farklilagmasi yonlendirdigi yani
rehberlik ettigi hipotezi kurulmaktadir (49). Dogal ekstraseliiler matriks doku ve organ
gelisimine, onarimina ve fizyolojik rejenerasyona rehberlik ettiginden, sentetik
iskelelere {imit verici bir alternatif ve rejeneratif arastirmalar igin bir temel
saglamaktadir. Arastirilan birgok tiriin klinik uygulamalarda test edilmistir ve umut

verici sonuglar ortaya konulmaktadir (35).

Deseliilerizasyon yani hiicresizlestirme hiicre dis1 matriks sablonu elde
edebilmek icin doku ve/veya organlardan hiicresel yapilarin ortadan kaldirilmasi
islemidir. Bu islem sonunda elde edilen yapisal ve fonksiyonel proteinlerin kompleks
bir karisimi doku miithendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir. Hiicresel icerigi
ve antijeni ortadan kaldirilan doku kaynakli doku iskeleleri transplante edildigi yerde
yabanci cisim reaksiyonu, inflamasyonu ve potansiyel bagisiklik reddini azaltmaktadir

(31).

Doku veya organ deseliilerizasyonunda yapisal proteinlerin korunmasinin
ardindan ilk olarak hiicrelerin ve genetik materyallerin ortadan kaldirilmasina
odaklanilmaktadir. Bunlara ek olarak, tedavi dncesi ve sonrasi doku ve/veya organin
mekanik 6zellikleri karsilastirilmaktadir. Doku veya organin basarili yenilenmesi veya

yapilandirilmasi i¢in gerekli 6zelliklerin deseliilerizasyon metodu ile korunmasina
dikkat edilmektedir (26).

2.3.1. Doku ve Organ Deseliilerizasyon Yontemleri

Her doku veya organin deseliilerizasyonu, dokunun hiicreselligi (karaciger,
tendon), yogunlugu (dermis ve yag dokusu), lipit icerigi (beyin ve idrar kesesi) ve
kalinlig1 (dermis ve perikard) da dahil olmak iizere bircok faktdre baglhdir.
Deseliilerizasyon i¢in kullanilan madde veya yontem hiicre dis1 matriks bilesimini
degistirebilmektedir ve belli derecelerde altyapida bozulmaya neden olabilecegi
bilinmektedir. Hiicresizlestirme islemlerinde amag¢ bu degisiklik ve bozulma gibi

istenmeyen etkinliklerin en aza indirilmesi olmaktadir (50).
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Doku veya organ deseliilerizasyonu i¢in kullanilan yontemler fiziksel,
kimyasal ve enzimatik yontemler olarak ayrilmaktadir. Doku miihendisliginde,
mithendislik  Uriinii  gelistirilmesinde, doku deseliilerizasyonundan  tekrar
hiicrelestirilmesine kadar su asamalar degerlendirilmektedir: Fiziksel, kimyasal,
enzimatik ya da bunlarin kombinasyonlarmin oldugu deseliilerizasyon yontemleri ile
hiicresel ve genetik materyallerin ortadan kaldirilmasi, hiicre dig1 matriks yapilarinin,
yapisal ve diizenleyici proteinlerin korunmasi ve mekanik 6zelliklerinin

kaybedilmemesidir (26).

Fiziksel, kimyasal veya enzimatik deseliilerizasyon yontemlerinin herbiri her
doku veya organ i¢in optimize degildir. Yani bu yontemlerin hepsi her doku i¢in uygun
degildir. Her spesifik doku veya organ daha oOncede bahsedildigi gibi doku
ozelliginden dolayi, farkli deseliilerizasyon etken maddeleri ya da yontemleri
gerektirmektedir (51). Genel hatlan ile deseliilerizasyon;, hiicre membranina hasar
verilmesi, sitoplazmik ve hiicre ¢ekirdek igeriginin ¢oziilmesi, niikleer materyalin
uzaklastirilmast, hiicre dig1 matriksin korunup, hiicre dist matriksten hiicresel yapilarin

ayrilmasi olarak ifade edilmektedir (46).

2.3.1.1. Fiziksel Yontemler

Doku deseliilerizasyonunda kullanilan fiziksel yontemler; basing (hidrostatik
basing), mekanik kuvvet (calkalama, fir¢galama, kazima), sonikasyon, sicaklik
degisimleri (dondurma/¢dzme), elektroporasyon, yaygin olmayan siiperkritik akiskan
(Supercritical fluid- stiperkritik CO2) ve UV uygulamalaridir (31, 46).

Bunlardan en ¢ok uygulanan sicaklik degisimi ile deseliilerizasyon metodudur.
Ani sicaklik degisimleri ile -80°C’de hizlica dondurulan dokuda, hiicre zari
biitlinliigliniin bozulmasi ve hiicre i¢i buz kistallerinin olusmasiyla hiicre lizizi
gerceklestirilmektedir. Bu yontemin yan etkisi, hiicre i¢i buz kristallerinin hiicre dis1
matriks mikroyapisini bozmasidir. Bu nedenle sicaklik degisim dereceleri dikkatli
kontrol edilmelidir. Hiicresel materyalin tamamen ortadan kaldirilmasi icin diger

deseliilerizasyon yontemlerini de gerektirmektedir (31, 52).
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Mekanik kuvvet, hidrostatik basing, sonikasyon gibi yOntemlerin
deseliilerizasyon igin etkili oldugu fakat hiicre dis1 matriks ii¢ boyutlu yapisinda
minimal diizeyde bozulmalara sebebiyet verdigi bazi arastirmalarda bildirilmistir.
Ayrica, hiicresel materyalin ve  DNA’nin uzaklastirilmast i¢in diger kimyasal

yontemlerle birlikte ve daha fazla yikama yapilarak gergeklestirilmelidir (26, 31, 52).

Ek olarak, UV iginlarinin strerilizasyon rolii disinda deseliilerizasyon amaciyla
kullanildig1 aragtirmalar da mevcuttur. Oliveira ve arkadaslarinin yaptigi korneal doku
miihendisligi arastirmasinda fare ince bagirsagindan deseliilerize greft hazirlanmasi
i¢in uygulanan fiziksel yontemlerden biri UV 1sinin 10, 20 ve 30 dk uygulamalaridir.
Baz1 kimyasal ve fiziksel yontemlerin karsilastirildigi bu aragtirmada UV 1smlarinin
deseliilerizasyon i¢in kullanilabilirligi farkli siirelerde maruz birakmak suretiyle

arastirilmis, diger yontemlerden daha az etkili oldugu degerlendirilmistir (51).

2.3.1.2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal deseliilerizasyon; deterjanlar, hipotonik veya hipertonik soliisyonlar,
alkali, asit-baz soliisyonlari, alkoller- aseton veya diger soliisyonlarin (selatlayici

ajanlar, EDTA vb. ) kullanildig1 yontemlerdir (31, 46).

Deterjanlar: Yiiklerine gore iyonik, iyonik olmayan veya cift kutuplu-
zwitteriyon (zwitterionic) olarak adlandirilan deterjanlar doku veya organ

deseliilerizasyonunda fosfolipid hiicre membrani lizizinde kullanilmaktadir.

Iyonik deterjanlar, niikleer ve sitoplazma membram bozulmasinda etkilidir,
ancak protein-protein etkilesimlerini bozarak, protein denatiirasyonuna neden
olmaktadir (26, 52). Iyonik deterjanlardan SDS (Sodium dodesil sulfate)
biyomateryallerin  deseliilerizasyonunda en yaygin olarak tercih edilen
kimyasallardandir. SDS, hiicreleri ve genetik materyali etkili bir sekilde ortadan
kaldirmaktadir. Deseliilerizasyon arastirmalarinda SDS, farkli oranlarda, sigan kalbi,
tendonu; domuz kornea, kalp kasi, ince bagirsagi; insan kalp, damar, akciger, amniyon
zar1 gibi farkli doku ve organlarda kullanilmig ve verimli hiicresizlestirme saglandigi
gosterilmistir (26, 31, 53).
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SDS’nin  bazi yan etkileri ise yapisal ve sinyal proteinlerin ve hiicre dist
matriksin dogal doku yapisinda bozulmalara sebep olabilecegi, GAG miktarinda
azalmaya neden olarak GAG-kolajen birlikteligini bozabilmesi gosterilmistir (26).
Ancak kolajenler enzimatik deseliilerizasyonda korunamazken, iyonik deterjanlara
kars1 direnglidir ve SDS ile kolajenler uzaklastirilamaz (35, 52). Bu nedenle, iyonik
deterjanla hiicresizlestirme, kolajen korumasi gerektiren iskeleler tiretmek igin ideal
olabilmektedir. Herhangi deseliilerizasyon islemine yeterli maruz birakilma ile hiicre
dis1 matriks yapisinda minimal bozulmalar kabul edilebilmektedir (35). Diger bir yan
etkisi ise sitotoksik etkiye sahip olmasidir. Deterjanli deseliilerizasyon protokollerinde
dikkat edilmesi gereken 6nemli nokta islem sonunda artik kimyasallarin hiicre dis1
matrikse niifuz etmesidir. Bu kimyasallar sonucunda malzeme, kullanildig1 yerde
sitotoksiteye neden olabilmektedir (46). Boylece deseliilerizasyon sonrasinda kalan
SDS'nin matriksten tamamen uzaklastirilmasinin zor olabilecegi ve hiicre cogalmasini
olumsuz etkileyebilecegi unutulmamali ve dokunun SDS’den temizlenmesi igin

yikama adimlari artiritlmalidir (54).

Doku deseliilerizasyonunda kullanilan diger iyonik deterjanlar ise Triton X-
200 ve SD (Sodium Deoxycholate)’dir. Bu deterjanlar genellikle enzimlerle birlikte
kullanilmaktadir. Rapor edilen yan etkilerin yani sira diger kimyasallar igerisinde
SDS, dokudan hiicre bilesenlerinin, niikleer kalintilarin ve sitoplazma proteinlerinin
tamamen temizlenmesinde diger deterjanlara nazaran ¢ok daha verimlidir (52). Yan
etkilerini en aza indirmek ic¢in diisiik sicakliklarda, diisiik konsantrasyonlarda ve
birden fazla yikama adimlar1 gerektirir. Diisiik sicakliklarda veya kisa siireli SDS
soliisyonuna maruz birakilan dokularin, hiicrelerinden arindirilirken, kolajenleri,

glikoproteinleri ve hiicre dis1 matriks yapisinin korundugu bilinmektedir (54).

Iyonik olmayan deterjanlar lipid-lipid ve lipid-protein etkilesimlerini bozmakta
ve protein-protein etkilesimlerini etkilemeyerek proteinin fonksiyonel yapisini
etkilememektedir. Bu nedenle diger yontemlere gére doku yapisinda az bir etkisi
oldugu i¢in tercih edildigi bazi arastirmalarda bildirilmistir (26). Triton X-100,
deseliilerizasyon i¢in iyonik olmayan deterjanlardan en ¢ok tercih edilenidir. Diger
yontemlerle desteklendigi takdirde Triton X-100 uygulama etkili bir yontem olarak
degerlendirilebilmektedir (52).
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Zwitteriyonik deterjanlar, hem iyonik hem de iyonik olmayan deterjan 6zelligi
gosterirler ve daha ince dokularin deseliilerizasyonunda tercih edilmektedir (31).
Bunlar  3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-proppane- 315 sulfonate
(CHAPS), sulfobetaine-10 (SB-10) and SB-16’dir. Arastirmalarda, CHAPS ile
deseliilerize edilen dokularin hiicresizlestirme veriminin fazla oldugu, hiicre dist
matriks mikro yapisinin ve yapisal proteinlerin korundugu tespit edilmistir. Fakat,
DNA kalintilar1 ve hiicre debrizinin tamamen ortadan kaldirilamadig: bildirilmistir.
Bu durumda CHAPS’a maruz birakilan dokunun immunojenik potansiyelini
engellemek i¢in daha fazla yikama ile bu kimyasalin etkinligi artirilabilmektedir (26).
Hipotonik ve Hipertonik Soliisyonlar: Coziinen konsantrasyonun degisimi dokunun
osmotik soka girmesini ve hiicre zarmmi bozarak hiicrelerin parcalanmasini
saglamaktadir. Hiicresel kalintilarin tamamen uzaklastirilmasi i¢in diger kimyasallarla

birlikte kullanimlar1 yaygin bir sekilde aragtirmalarda gosterilmektedir (31).

Asit- Baz Soliisyonlari: Asit ve alkalin deseliilerizasyonunda genellikle asetik
asit, sodyum hidroksit, kalsiyum hidroksit, amonyum hidroksit sitoplazmik
bilesenlerin ve niikleer materyallerin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilmaktadir.
Niikleer materyalin ortadan kaldirilmas: igin etkili yontem olan asit baz
soliisyonlarinin, bazi ¢alismalarda proteinleri denature ettigi ve hiicre dis1 matriks
yapisina hasar verdigi gosterilmistir (31). Dezenfektan 6zelligi olan perasetik asit
(PAA), ¢ogu zaman sterilizasyon amaciyla kullanilmasinin yaninda, alkalinlerle
birlikte doniistimlii  tekrarlanarak  kullanildigi  deseliilerizasyon  yoOntemleri
bulunmaktadir. Genellikle ince bagirsak submukoza ve idrar kesesi gibi ince dokularin
deseliilerizasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir. PAA’ya maruz birakilan dokunun
deseliilerizasyon uygulamalarinda, hiicrelerin tamamen ortadan kaldirilmadigr ve

dokunun mekanik 6zelliklerini belirgin degisikligi neden oldugu da gosterilmistir (26).

Alkoller-Aseton ve Diger Soliisyonlar: Alkoller, dehidrasyon yoluyla hiicreleri
parcalayip yogun lipidleri dokulardan wuzaklastirdiklari i¢in yogun dokularin
hiicresizlestirilmesi i¢in uygun yontemlerdir. Kullanilan izopropanol, etanol, metanol
ve gliserol gibi alkoller fosfolipidlerin uzaklastirilmasinda lipaz gibi enzimatik
ajanlardan daha ¢ok etkili oldugu bilinmektedir. Aseton ise 6zellikle lipidlerin hiicre
dis1 matriksten uzaklastirilmasi i¢in tercih edilmektedir. Bununla birlikte, alkoller ve

aseton coziiciiler protein yapisinda bozulmaya ve yapisal proteinleri etkileyerek hiicre
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dis1 matrikste hasara neden olmakta ve doku mekanik 6zelliklerini etkilemektedir.
Organik bir ¢6ziicii olan Tributil fosfat (TBP) ise 6zellikle tendon gibi yogun dokularin
hiicresizlestirilmesinde kullanilmaktadir. Hiicre disi matriksin yapisal ve mekanik
Ozelliklerini daha iyi korudugu arastirmalarda gosterilmistir (31, 46). Selatlayici
ajanlar ise, merkezi metal iyonlarina kararl bir sekilde baglanarak bu iyonlarin izole
edilmesini saglamaktadir. Deseliilerizasyonda selatlayici ajan olarak genellikle
kullanilan EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), tripsin enzimi ile birlikte
kullanilmaktadir. Uzun siireli kullanimina doku iskelesinin mekanik o6zelliklerini

diistirdiigii icin dikkat edilmelidir (31).

2.3.1.3. Enzimatik Yoéntemler

Enzimatik deseliilerizasyon genellikle niikleazlar (DNaz, RNaz) ve proteazlar
(tripsin  gibi) aracilhigiyla gerceklestirilmektedir (26, 46). Endoniikleazlar ve
ekzontikleazlar genellikle hiicresel ve genetik materyalin ortadan kaldirilmast,
proteazlar ise, dispaz gibi kolajen 1V ve fibronektinlerin degradasyon sonucunda
ortadan kaldirilmasiyla deseliilerizasyonu saglamaktadir (26, 31). Ayrica lipaz,
termolizin enzimleri ve hiicre dis1 matriks kolajeninin gerekli olmadigi durumlarda

kolajenaz enzimlerinin kullanildig1 deseliilerizasyon yontemleri bulunmaktadir (46).

Enzimler genellikle deseliilerizasyonu desteklemesi amaciyla kimyasallarla
birlikte kullanilmaktadir. Kimyasal yontemlerle uzaklastirilamayan hiicresel ve
genetik materyaller enzimler yardimiyla uzaklastirilmaktadir. Triton X-100 ve SD
(Sodium Deoxycholate) gibi kimyasallarin kullanildigi ¢alismalarda, DNA’nin
parcalanmasini ve dokuya yapismasini engellemek icin DNaz’in kullanildig:

gosterilmektedir (26).

Enzimatik deseliilerizasyon yontemlerinde proteolitik enzimlerden en ¢ok
tripsin kullanilmaktadir. Tripsin yapisal proteinlerdeki peptit baglarin lizizini
gergeklestirmekte ve hiicre matriks adezyonunu bozmaktadir. Genellikle dokudan
hiicresel materyalin uzaklastirilmasini saglayan EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)
ile birlikte kullanilmaktadir. Uzun siireli ve ¢ok miktarla tripsin muamelesi sonucunda

doku ve organlarin hiicre dig1 matriks bilesenlerinin biiyiik 6l¢tide azaldigi ve dokunun
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elastik ozelligi bozuldugu gosterilmistir. Bu yiizden disiik oranlarda tripsin

uygulamalar1 gergeklestirilmelidir (31, 52).

Kimyasal yontemlerle birlikte tercih edilen enzimatik deseliilerizasyonla,
hiicre dis1 matrikste bulunan istenmeyen hiicresel ve genetik materyalin ortadan
kaldirildig: etkili deseliilerizasyon saglanabilmektedir. Etkisi doku veya organa gore
degismekle birlikte, enzimatik deseliilerizasyon, doku ve organlarin hiicre digt matriks
bilesenlerine veya doku elastik 6zelligine hasar veren etkiye de sahip oldugu dikkate

alimmalidir (26, 52).

Tim deseliilerizasyon c¢alismalarina bakildiginda, doku miihendisligi
arastirmalarinda uygulanan deseliilerizasyon yontemlerinin fiziksel, kimyasal veya
enzimatik olarak belirli kombinasyonlarda kullanimi ile en etkin ve verimli sonuclara
ulasilabilmektedir. Ayrica her dokuya gore uygulanacak protokollerin doku yap1 ve
fonksiyonuna gore degistirilmesi gerekmektedir. Deseliilerizasyon sonrasi elde edilen
dokudan hiicresel materyallerin uzaklastirildigi ayn1 zamanda hiicre dist matriksin
yapisal ve fonksiyonel ozelliklerini biiylik oranda koruyan ydntem en uygun

deseliilerizasyon yontemi olarak degerlendirilebilmektedir (26, 31, 46, 52, 54).

2.3.2. Deseliilerize Biyomateryallerin Biyomedikal Alaninda

Kullanimlari

Doku yenilenmesi i¢in dogal dokudan esinlenerek iiretilen malzemeler, doku
mikro ¢evresini tamamen taklit edememektedir. Potansiyel bir terapotik malzeme olan
hiicre dis1 matriks, bir hiicrenin kaderini belirleyen, yagsamasini, gogalmasini, gog¢iinii
belirleyen yapisal destek ve biyokimyasal sinyalleri saglamaktadir. Yani hiicre dist
matriks, hiicre mikro ¢evresini ve biyokimyasal faktorleri kapsayan dogal bir

materyaldir (55).

Deseliilerizasyon ile hiicresizlestirme sayesinde elde edilen, ii¢ boyutlu yapisi
korunan, hiicre ile iligkili ylizey molekiilleri, proteinleri ve hiicre igeriginden
temizlenen hiicre disi matriks, hastaya nakledildiginde alicinin kok hiicreleri

tarafindan zamanla yeniden yapilandirildigi i¢in immunojenik reaksiyon
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vermemektedir. Deseliilerize greft materyallerinden beklenen optimal yarar greftin
biyouyumunun ve adaptasyonunun olmasidir. Ayrica immunojenik reaksiyon
vermemesi de etik izinler ger¢evesinde donor olarak hayvan dokularinin kullanimina

olanak saglamaktadir. Boylece donore ulasmak kolaylagmaktadir (46).

Son yillarda rejeneratif tip ve doku miihendisligi arastirmalarinda tiim organ
deseliilerizasyonu yoluyla hazirlanan ti¢ boyutlu hiicre dis1 matriks iskeleleri dahil,
hiicresizlestirilmis dokudan iiretilen hiicre dis1 matriks doku iskelelerinin kullanimi
giin gectikce artmaktadir. Hiicre dist matriksten olusan cerrahi malzemeler gibi
dermis, idrar kesesi, ince bagirsak, mezotelyum, perikard ve kalp kapakg¢iklar1 dahil
olmak tizere gesitli allojenik veya ksenojenik doku kaynaklarindan ve birkag farkli
tiirden elde edilen ticari olarak da satilan klinik iriinler bulunmaktadir. Halihazirda,
klinikte kullanilan ticari olarak satilan deseliilerize doku iskelelerinden bazilari
sunlardir: insan dermis kaynakli AlloDerm (Lifecell Corp.), AlloPatch HD ve FlexHD
(Musculoskeletal Transplant Foundation), NeoFor (Mentor Worldwide LLC),
GraftJacket (Wright Medical Technology Inc.) gibi iirinler yumusak doku, tendon,
kronik yaralarda ya da Restore (DePuy Orthopaedics), FortaFlex (Organogenesis Inc.)
ve CorMatrix ECM (CorMatrix Cardiovascular Inc.) gibi domuz ince bagirsaginda
elde edilen iriinler yumusak doku ve kalp dokusu rejenerasyonunda kullanilan

tirtinlerdir (50).

2.3.3. Amniyon Zar1 Deseliilerizasyon Yontemleri

Amniyon zar1 insanda 0.02- 0.5 mm kalinligindadir ve ti¢ katmandan olusur.
Bunlar tek katli kiibik epitel, bazal membran ve stroma katmanidir (37). Epitel tabaka
hiicresel tagima ve salgida aktif rol oynayan pek ¢ok mikrovilluslardan olusur (56).
Bazal membran, bazal proteinler olan kolajen tip I, 111, IV, laminin ve fibronektinden
olusmaktadir. Ayrica insan amniyon zarmna c¢ekis giici ve mekanik Ozellikler
kazandirir. Bazal membran altinda bulunan avaskiiler mezenkimal doku katmani
(stroma) ise siki tabaka, fibroblast tabaka ve orta tabakadan meydana gelir. Fibroblast
tabakada tip I ve III kolajen tiretilir. Orta tabaka siinger tabaka (spongy layer) olarak

da adlandirnlir. Bu tabaka glikoprotein ve proteoglikanlarca zengindir. Orta tabakanin
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koryon zarina zayif olarak baglanmasi amniyon zarmin koryondan kolay ayrilmasin

saglar (56-58).

Amniyon Sivisi Katmanlar Ekstraseliiler Matriks i(;erigi
o ey
Bt e, J\’ £ N Amniyon
~ — Epitel
e e et Bazal Kollajen IILIV,V; laminin,
: —— — Membran fibronektin, nidojen
— e Si1ki Tabaka Kollajen LITL V,VI;
o e fibronektin
——— = Fibroblast Kollajen LITL, VI; laminin,
i 5 2 - <
. Tabaka fibronektin, nidojen
s Orta (spongy) | Kollajen LITLIV;
LT TR TY T T T T Tabaka proteoglikanlar
& -~ a3 Koryon
< T Retikiiler Kollajen LIILIV,V,VI;
2 e ] Tabaka proteoglikanlar
= e 3 Bazal Kollajen I'V; laminin,
. P Membran fibronektin
= = Trofoblast

Sekil 2.3.3.1: Fetal membranlarin katmanlari ve hiicre dis1 matriks bilesenlerinin
sematik gosterimi (57).

Amniyon epiteli

Epitel hiicre ¢ekirdegi N

: 100 pm
-}}' - ) ®a "‘ 1. % 2 l' }‘ : ) ““‘f. >, > | »

Mezodermal hiicreler

) i Bazal membran
Orta (spongy) tabaka

Sekil 2.3.3.2: Insan amniyon zar1 hematoksilen & eozin boyama gériintiisii (20).

Doku miihendisligi arastirmalarinda insan amniyon zari ve deney
hayvanlarinin amniyon zarlan ¢esitli fiziksel, kimyasal ve enzimatik deseliilerizasyon
yontemleri kullanilarak, in vitro ve in vivo ¢aligmalarda degerlendirilmistir. Diger
dokularda oldugu gibi birden fazla yontemin kullanildig1 veya yalnizca bir yontemle

deseliilerizasyon saglanan ¢alismalar bulunmaktadir (59).
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Wilsaw ve arkadaglar1 tarafindan insan amniyon zar deseliilerizasyon
metodunda %0,03 SDS, DNaz ve RNaz enzimleri kullanilmistir. Deseliilerizasyon
sonucunda hiicrelerin ortadan kaldirilmasi basarilt bir sekilde saglanmistir. Matriks
doku mimarisi korunmus ve biyokimyasal verilere gére dokunun ana bilesenleri
tizerinden herhangi bir yan etki gdzlenmemistir. Bu ¢aligma metoduna gore
biyouyumlulugu tespit edilen, doku morfolojisinin ve ana bilesenlerin korundugu

deseliilerize amniyon zar1 doku iskeleleri olusturulmustur (60).

Golipourmalekabadi ve arkadaglarmin 2015 ve 2016 yillarinda yaptigi
calismalarda, EDTA, NaOH, Amonyum kloriir kimyasallar1 kullanilarak ¢alkalama,
kazima ve -80 de dondurup- ¢6zme fiziksel islemleri ile insan amniyon zari
deseliilerizasyonu saglanmistir. Calisma sonunda, deseliilerizasyonla dokunun
mekanik 6zelliklerinin kotiilesmedigi ancak dokunun dikis tutma kabiliyetinin azaldig:
ve in vitro biyodegredasyonunun arttigi tespit edilmistir. Bu yontemle klinik
uygulamalar i¢in potansiyel role sahip, uygun maliyetli hizl1 ve tekrar iiretilebilir bir
doku iskelesi olabilecegi ispat etmistir. Ayrica hazirlanan deseliilerize doku
iskelelerinin yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve hiicre

taginmasi igin potansiyel {i¢ boyutlu doku iskelesi oldugu one siiriilmiistiir (37, 38).

Jin ve arkadaslar1 insan amniyon zari deseliilerizasyonunu tripsin igeren
soliisyonda nazik¢e kazima iglemi yapilarak enzimatik ve fiziksel ydntemlerle

gergeklestirmiglerdir (61).

Saghizadeh ve arkadaslar fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerle
amniyon zart  deseliillerizasyonu  karsilastirmalarii ~ gergeklestirmislerdir.
Deseliilerizasyon i¢in, EDTA, EDTA ve kazima, EDTA-heptanol ve kazima,
termolizin ve kazima, NaOH ve kazima islemleri test edilmistir. DMSO veya gliserol
iceren soliisyonunda -80°C’de saklama sonunda yapilan deseliilerizasyon
yontemlerinden NaOH deseliilerizasyonu ile normal insan amniyon zarindaki
bilesenleri degismemis ve limbal kok hiicreler dahil diger hiicrelerin iizerinde

biiytimesinin desteklendigi doku iskelelerinin olusturuldugu bildirilmistir (59).

Diaz Prado ve arkadaslart ise %0.9 NaCl soliisyonu kullanarak amniyon zar1

deseliilerizasyonu  ger¢eklestirmislerdir.  Deseliilerizasyon  sonrasit  koryonik
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membranin, bazal membrana gore kikirdak hiicreleri biiytimeleri i¢in daha uygun
ortami sagladigi ortaya konulmustur. Ayrica yapilan in vitro rejenerasyon sonucunda,
dondurularak saklanmis (cryopreserved) insan amniyon zarmin, insan kondrosit

hiicreleri i¢in ¢ogalmay1 ve kikirdak onarimini destekledigi bulunmustur (62).

2.3.3.1. Rejeneratif Tip Calismalarinda Amniyon Zarinin Kullamim

Alanlarn

Insan amniyon zari, 1910 yillarindan itibaren cesitli alanlarda doku
rejenerasyonu amactyla hem doku iskelesi olarak hem de kok hiicre kaynagi olarak
kullanilmaktadir (56, 63). Doku iskelesi amniyon zari; taze, dondurularak saklanmis
ve dahi deseliilerize halde oftalmoloji alaninda korneal yaralanmalarda, plastik
cerrahide yanik ve yara iyilesmesinde, diyabetik ayak iilserlerinde, iyilesmeyen
yaralarda, kas ve iskelet sistemi pre-klinik ¢alismalarinda kullanilmaktadir (38, 62).
Bunlarla birlikte, Sridhar ve arkadaslar1 g¢alismalarinda birden fazla kata sahip
amniyon zar1 doku iskelelerinin skleral veya korneaskleral incelme ameliyatlarinda

kullanigh greftler olarak yararlanilabilecegini belirtmislerdir (64).

Insan amniyon zarmin; immunojenitesinin ¢ok diisiik olmasi, anti-mikrobiyal,
anti-inflamatuvar olmasi, yara olusumunu engellemesi, hiicre gogalmasini gii¢lendiren
cesitli bliylime faktorlerinin salimi, c¢esitli hiicre disi matriks proteinlerinin ve
sitokinlerin tiretilmesi yoniinden doku iskelesi olarak kullanimi olduk¢a yaygin bir
sekilde arastirllmaktadir. Ayrica dogum sonrasi kolay temin edilebilirligi,
dondurularak saklanmaya uygunlugu ve allogreft kullaniminin kolay oldugu i¢in doku
miithendisligi ¢alismalarinda potansiyel biyomalzemeler olarak tercih edilir (3, 38, 56).
Ek olarak, insan plasental dokular1 potansiyel donor olarak zengin hiicre digt matriks
icerigine ve bazal membrana sahip oldugu i¢in tercih edilmektedir. Bazal membran in
vivo’da hiicre gocii, hiicre yapismasi ve doku organizasyonunun yonlendirilmesi gibi

onemli role sahiptir (48).

Bunlarla birlikte, insan amniyon zar1 eklem kikirdag:i hiicrelerinin
metabolizmasini devam ettiren, diizenleyen ve rejenerasyonuna izin veren spesifik

ozelliklere sahiptir. Eklem kikirdaginin hiicre dis1 matriksi gibi, glikozaminoglikanlar
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(GAG), farkl: tipte kolajenler (I, III, IV, V ve VI), laminin, hiyaluronan, fibronektin
ve biiyiime faktorlerini igerir. Insan amniyon zar1 hiicre dis1 matriksi elastik, kolay
sekil alabilme ve ¢ekis giiciine karsi direng saglayabilme 6zelligindedir (4). Amniyon

zar1 ozellikle yumusak doku rejenerasyonu arastirmalarinda kullanilmaktadir (37).

Insan amniyon zar1 hiicreleri ise spesifik iki hiicre toplulugundan olusmaktadir.
Amniyon zar1 epitel hiicreleri (Amniotic epitel cells-AEC) ve stroma hiicreleridir (63).
Amniyon zar1 epitel hiicreleri maternal kaynakli olup pluripotent belirtegler (Oct 4,
Sox 2, Nanog vs.) eksprese eder. Stroma katmaninda bolca bulunan amniyon zari
stroma mezenkimal kok hiicreleri embriyonik mesoderm kaynaklidir. Ortopedik doku
miithendisligi arastirmalarinda, amniyon zar1 epitel hiicresi ve amniyon zar1 stroma
mezenkimal kok hiicresinin her ikisinin de ¢esitli in vitro ¢evre kosullarinda klasik
mesoderm kokenli kas, kikirdak, kemik ve tendon hiicrelerine farklilasabildigi ve bu
hiicrelerin kas iskelet sistemi doku spesifik hiicre dis1 matriks bilesenlerini iirettigi

gosterilmistir (20, 56).

Insan amniyon zar1 ¢alismalarinin bazilarinda kullanilan deseliiler amniyon
zarmin, kondrositlerin zar {izerine dagilmasini, ¢ogalmasini ve in vitro ortamda
karakteristik 6zelliklerini korumasini desteklemekte oldugu gosterilmistir (60, 61). Jin
ve arkadaslarinin yaptigi aragtirmada de-epitelize amniyon zarlarinin bazal membrani
ve stromal membrani Karsilastirilmistir. Stromal membran iizerinde tavsan kikirdak
hiicrelerinin daha 1yi tutunma, yasama, cogalma ve tip II kolajen tiretimi gosterilmistir.
In vivo deneylerde, kikirdak dejenerasyonu igin hazirlanan stromal membran iizerine
ekilen kikirdak hiicreleri ile rejenerasyon gozlenmistir ve in vitro deneylerde

gosterilen sonuglar desteklenmistir (61).

Saghizadeh ve arkadaslari ise deseliiller amniyon zarimin in vitro ortamda
limbal epitel kok hiicreleri gibi kok hiicrelerin ¢ogalmasini destekleyen nisi

olusturdugunu gostermistir (59).

In vitro onarm arastirmalarinda bazal membraninda kikirdak hiicreleri olan
amniyon zar1, lezyon olan bolgeye transplante edilerek lezyonunun kapatildigi ve yeni
kikirdak dokusunun olustugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (62). Deseliilerize

amniyon zar1 veya kurutulmus amniyon zarinin porlu yapisinin hiicre dagitim sistemi
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olarak, mezenkimal kok hiicrelerin zara yapismasint ve ¢ogalmasini destekledigini
bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (38, 58). Baska bir ¢alismada ise kemik iligi
mezenkimal kdk hiicrelerinin biiyiimesine ortam saglayan amniyon zari hiicre dist
matriksi, hayvan modelinde si¢an kikirdak, tendon ve kemik hasar onarimini sagladigi

gosterilmistir (3, 20).

Muinos-Lopez ve arkadaslarinin yaptigi in vitro bir ¢alismada, insan amniyon
zarinin kikirdaga iyi bir yapigsma sagladigi, amniyon zart mezenkimal stroma kok
hiicrelerinin kikirdak rejenerasyonunu diger kok hiicrelere gore daha iyi sagladig ve
tip IT kolajen yo6niinden zengin yeni doku olusturdugu gozlemlenmistir (4). Ayrica
farkli bir calismada adipoz mezenkimal kok hiicreleriyle karsilastirilan amniyon zari
mezenkimal kok hiicrelerinin in vitro osteoartrit ilerlemesini geciktirdigi, kikirdak

doku degradasyonunu daha etkili bir sekilde engelledigi belirlenmistir (65).

Amniyon zari diistik immunojenitesi, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar, anti-
fibroz ve yara olusumunu engellemesi ile birlikte esneklik ve destek veren mekanik
Ozelliklere sahip hiicre digt matriks igerigi ile hem hiicresel hem de yapisal
ozelliklerinden dolay1 rejeneratif tip ve doku miihendisliginde kullanim alani son

yillarda artmaktadir (66).

Tiim bunlar goz 6niine alindiginda, kikirdak dokunun kendiliginden iyilesmesi
siirt ile eklem kikirdagi i¢in ¢esitli teknikler kullanilarak yeni doku iskeleleri yapma
fikri ortaya ¢ikmustir. Rejeneratif tip arastirmalarinda yaygin bir sekilde tercih edilen
amniyon zar1 ve sadece amniyon zarinin hiicre dig1 matriksini iceren doku iskelelerine
cesitli yontemlerle yenilerinin eklenebilecegi diisiiniilerek bu arastirma hazirlanmistir.
Hiicrelerin {i¢ boyutlu kiiltiirlerde islevsel olmasi g6z oniinde bulundurularak, bu
caligmada rat amniyon zarlarinin deseliilerizasyonu yapilmis ve deseliilerize amniyon
zarlarindan {i¢ boyutlu, ¢ok katli doku iskeleleri hazirlanmistir. Cok kath deseliilerize
amniyon zarinin eklem kikirdagi icin doku iskelesi olarak degerlendirilmesi

yapilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Amniyon zar ¢alismalar i¢in; fosfat tamponlu tuz (PBS- Phosphate buffered
saline tablet- Sigma), NaCl (MERCK), SDS-Sodyum Dodesil Siilfat (10X TGS-
Tris/Glycine/SDS buffer- BIORAD), EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid
Disodium salt- MERCK), hematoksilen (Bes-Lab Harris Hematoksilen soliisyonu),
eozin (Bes-Lab Eozin soliisyonu), -80°C buzdolabi, UV kabin (UVT-B-AR-Biosan),
calkalama cihazi (shaker- IKA, KS 260), petri kabi (Corning), formaldehit (%37
Formaldehyde solution -MERCK) , Steril absorbe edilebilir PGA iplikli 4.0 cerrahi
igne (Alcasorb Polyglycolic acid- Katsan).

Hiicre kiiltiirii, metabolik aktivite ve hiicre tutunma deneyleri i¢in, DMEM
Medium ve DMEM High Glucose Medium (Biological Industries), Trypsin EDTA
Solution c (Biological Industries), Foetal Bovine Serum (Biological Industries), Pen-
Strep Solution (Biological Industries), fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS-BioShop),
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide- VWR Life
Science). CO2’li inkiibator (Binder), Biyolojik giivenlik kabini (Esco, Class II BSC),
santrifiij (Hettich, Rotina 380R), c¢ok kanalli pipet (Gilson, PipetmanUltra),
tekrarlayici pipet (Gilson, Repetman), hiicre kiiltiir kaplar1 ve ¢oklu kuyucuklu plaklar
(Corning,ABD), mikroplaka okuyucu (Biotek, PowerWave XS2). Mekanik test igin;
SHIMADZU (AGS-X/EZ-X) basma-¢gekme test cihazi. Goériintilleme igin; JEOL
(JSM-5600 SEM) taramal1 elektron mikroskobu.

3.2. Amniyon Zarmin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan alinan 426 protokol numarali etik
kurul izni ile saglik kontrolleri yapilan ve saglikli gebelik gegiren 6 tane Wistar Albino
Rat tiirii sicanlarin amniyon zarlari normal dogum veya sezaryen sonunda temin

edilmistir. Dogum sonrasinda plasentalar taze hazirlanan PBS (Phospate-Buffered
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Saline- Sigma, pH 7,2) igerisine konulmustur. Plasentalar amniyon zarlarindan el
yordamiyla veya kiint diseksiyon yapilarak nazik¢e ayrilmistir. Deseliilerizasyona
hazirlamak amaciyla amniyon zarlari PBS ile 16 saat calkanarak kandan iyice
temizlenmistir (59, 61).

Sekil 3.2.1: Amniyon zar1 hazirlanmasi. (1) plesanta ve amniyon zari, (2) amniyon
zarinin plesantadan ayrilmasi, (3) amniyon zarlarinin yikanmasi, (4) deseliilerizasyon
sirasinda amniyon zar1 goriintiisii.

3.3. Deseliilerizasyon

Yikamalar sonrasinda yapilacak c¢alisma icin uygun deseliilerizasyon
metodunu belirlemek amaciyla, literatiire gore belirledigimiz deseliilerizasyon
yontemlerinin farkli kombinasyonlar1 denenmistir. Bunun icin UV, -80°C’de
dondurma, hipertonik ortam ve SDS yikama olarak fiziksel ve kimyasal yontemler

kullanilmistir. Deney gruplari su sekilde planlanmistir (Tablo 3.3.1):
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Tablo 3.3.1: Rat amniyon zarina uygulanan deseliilerizasyon yontemleri.

Grup Hazirhk 1 2 3 4
A PBS yikama

B | PBSyikama | UV

C | PBSyikama UV | -80°C dondurma

D | PBSyikama | UV | -80°C dondurma | Hipertonik ortam

E | PBSyikama | UV | -80°C dondurma | SDS yikama

F | PBSyikama | UV | -80°C dondurma | Hipertonik ortam | SDS yikama

G | PBSyikama | UV | Hipertonik ortam | SDS yikama -80°C
dondurma

Tablo 3.3.1°de belirtildigi gibi amniyon zarlar1 Oncelikle 16 saat taze
hazirlanmis PBS soliisyonu igerisinde galkalanarak yikanmistir. Daha sonra gruplara
ayrilmistir. Deseliilerizasyon igin gerekli ortamlar hazirlanmistir. Hipertonik ortam
icin 100 mL distile suya 36 g NaCl eklerek manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmistiir.
%0,03 SDS ise 1X TGS tamponundan 15 mL alinarak {izeri distile su ile 450 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmistir. Hazirlanan %0,03 SDS ¢ozeltisinden 100 mL alinarak
icine %0,1 g EDTA eklendi boylece %0,1’lik EDTA igeren %0,03 SDS soliisyonu
hazirlanmistir (53).

A grubu yikama sonrasinda herhangi bir islem yapilmayarak, kontrol olarak
belirlenmistir. Birinci basamakta diger gruplardaki (B, C, D, E, F, G) amniyon zarlari
PBS i¢erisinde UV 1s1m1 altinda 15 dk inkiibe edilmistir.

Ikinci basamakta C, D, E, F grubundaki amniyon zarlar1 PBS’lerinden
arindirilip, -80°C’de 2 saat inkiibasyona birakilarak dondurulurken; G grubu amniyon
zarlar hipertonik ortamda 2 saat ¢alkalanmigtir. 2 saat sonunda dondurulan dokular
hizlica oda sicakhiginda ¢Ozdiirtilmiistir. G grubu amniyon zarlar1 ise tuzdan

arindirilmasi i¢in distile su ile 3 defa (3x5dk) yikanmistir.

Ugiincii basamakta, D ve F grubu amniyon zarlar1 hipertonik soliisyonda; E ve
G gruplar1 SDS soliisyonda 2 saat ¢alkalanmustir. Islem sonunda tiim amniyon zarlar1

3 defa (3x5dk) distile suda yikanmustir.
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Son basamakta ise F grubu SDS soliisyonda 2 saat c¢alkalanmig; G grubu
yikama sonrast sudan arindirilip, -80°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Islem sonunda
amniyon zarlar1 3 defa (3x5dk) distile suda yikanmistir. Tiim deseliilerizasyon
deneylerinde ozellikle hipertonik ve SDS soliisyonu ile muamele yapilan amniyon
zarlarinda 6nemli olan nokta her uygulamanin sonunda tuzdan veya deterjandan

arindirmak icin 3 defa ve 5’er dk distile su ile yikanmuistir.

Tim basamaklar bittikten sonra amniyon zarlarmi histolojik boyamalara
hazirlamak ig¢in %4 (w/v)’lik formaldehite konulmustur. Deseliilerizasyon
karakterizasyonu igin histolojik boyamalar1 yapilmistir. Hematoksilen ve eozin
boyama degerlendirilmeleri sonucunda deseliilerizasyon i¢in en uygun iki deney grubu
belirlenmigtir. Diger ¢alismalar i¢in bu deney gruplarinin hazirlandigi

deseliilerizasyon metodu kullanilmistir.

3.4. Amniyon Zarmin Saklanmasi

Baz1 saklama protokollerinde deseliilerize amniyon zarlari kullanilacak
zamana kadar, —80°C'de PBS igeren %10’luk DMSO (Dimethyl sulfoxide-
Invitrogen™, D12345) soliisyonunda, bazilarinda ise 1:1 gliserol iceren ¢ozeltide
birka¢ ay saklanabildigi gosterilmektedir (59, 61). Bu arastirmada sadece yikamalar1
yapilan amniyon zarlar1 1:1 gliserol igeren ¢ozelti icerisinde ve digerleri yani
deseliilerize amniyon zarlar1 ise igerisinde bulundugu sividan arindirilip —80°C"de
saklanmigtir. Kullanim 6ncesi amniyon zar1 oda 1sisinda ¢ozdiiriilerek PBS ile birkag

defa yikanmustir.

3.5. Deseliilerize Amniyon Zarimin Karakterizasyonu

Deseliilerize amniyon zarinin karakterizasyonunda histokimyasal analiz ile
deseliilerizasyon verimi belirlenmistir. Histokimyasal analiz i¢in, deseliilerizasyon
oncesinde ve sonrasinda amniyon zarindan alinan ornekler, %4 (w/v)’lik formaldehit

fiksasyonunun ardindan, artan alkol serilerinde suyu uzaklastirildi ve ksilolden
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gecirildikten sonra doku saydamlastirilmigtir. Rutin histoloji ic¢in islemlerden
gecirildikten sonra parafin bloklara gomiildii, dondurulan bloklardan mikrotom
yardimi ile 4-6 um kesitler alinmistir. Boyama islemi i¢in oncelikle deparafinizasyon
yapilmistir. Etiiv’ de 55-60°C’de 2 saat kurutulduktan sonra, ksilolden ve alkolden
gecirilmistir. Su ile yikama islemi yapildiktan sonra Hematoksilen & Eosin (H-E) ile
hiicre ¢ekirdek ve sitoplazma yapilar1 boyanmustir. Isik mikroskobu altinda hiicresel

yapilar incelenmistir.

Oliveira ve arkadaslarinin ince bagirsak submukoza deseliilerizasyonu
yaptiktan sonra uyguladiklar1 deseliilerizasyon incelemesi referans alinarak doku
yapisinda yar1 kantitatif H&E analizi yapilmistir. Analiz i¢in ince bagirsak submukoza
deseliilerizasyonunda su siniflandirma: (0) yiiksek diizeyde diizenli doku, (1) diisiik
diizeyde diizensiz doku, (2) orta diizeyde diizensiz doku, (3) yiiksek diizeyde diizensiz
doku olarak kullanilmistir (51). Siiflandirmaya gore puanlamalarla deseliilerize zar

hakkinda degerlendirmeler yapilmastir.

Ayrica her preperatta bazal membrana bakilarak ve hiicre yogunlugu en yogun
olan bes bolge secilerek o alanlardaki hiicreler sayilmis, dokulardaki hiicre yogunlugu

istatistiksel olarak t-test yapilarak degerlendirilmistir.

3.6. Cok Kath Deseliilerize Amniyon Zar1 Doku Iskelelerinin

Hazirlanmasi

Deseliilerize edildikten sonra amniyon zarlar1 -80°C’de birkag giin kullanilacak
zamana kadar saklanmistir. Kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilen amniyon zarlari
PBS ile yikanmigtir. Cok katli doku iskelesi olusturmak amaciyla her doku iskelesi
i¢in tiger tane deseliilerize amniyon zar1 kullanilmistir. Kullanilmadan 6nce tizerindeki
sular1 kurutma kagidi kullanilarak emdirilmistir. Amniyon zarinin stromal katmani
kikirdak hiicrelerinin ¢ogalmasi, yasamasi ve tutunmasina olanak saglamasi ve tip 2
kolajen varligi nedeniyle verimli bir ortam olarak degerlendirilmektedir (61). Bu
nedenle ¢ok katli amniyon zar1 doku iskeleleri hazirlamak igin, amniyon zarlari
stromal katmanlar: yiiz yiize gelecek sekilde alt alta dizilmistir (Sekil 3.6.2.). Gong ve
arkadaglarinin deseliilerize kikirdak yapraklari (tabakalari) ile yaptig1 sandivig
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modelden ilham alinarak deseliilerize rat amniyon zarlarinin steril absorbe edilebilir
PGA iplikli 4.0 cerrahi igne yardimiyla dikilmesi ile bohga seklinde katlanan ¢ok kath
doku iskeleleri meydana getirilmistir (67). Olusturulan ¢ok katli amniyon zar1 doku
iskelelerinin kalinliklar1 ve gaplar1 olgtilmistiir (Sekil 3.6.1). Hazirlanan ¢ok katl
deseliilerize amniyon zarlar1 hiicre kiiltiiriinde, metabolik aktivite testleri ve hiicre

tutunma testlerinde kullanim 6ncesi UV C kabininde 1-2 dk kadar sterilize edilmistir.
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Sekil 3.6.2. Cok katl deseliilerize amniyon zar1 doku iskelesinin sematik gosterimi.
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3.7. Metabolik Aktivite Testi

Metabolik aktivite testinde L929 fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Hiicre
ekimi i¢in Oncelikle kriyotiiplerle -80°C’de dondurularak saklanan 1929 hiicreleri,
dondurucudan alinarak hizlica ¢6zdiiriilmiistiir. Tiipler alkolle sterilize edilip kabin
igerisine alinmistir. Igerisinde % 89 DMEM, % 10 FBS ve % 1 Penisilin Streptomisin
olacak sekilde besiyeri hazirlanmistir. Coziilme islemi gerceklestirilirken hiicreler
falkonlara alindiktan sonra {izerlerine 4 mL besiyerinden eklenmistir. Sonra falkon
tiipteki hiicreler 2000 rpmde 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda falkondaki
iist kisim olan siipernatant atilmis ve pellet yani hiicreler besiyeri ile karigtirilarak
flaska aktarilmistir. 37°C’ de %5 CO- igeren inkiibatore yerlestirilen flasklar 24 saatte

bir kontaminasyon ve hiicre ¢ogalmalarinin incelenmesi i¢in kontrol edilmistir.

Ekilen hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiginda tripsin enzimi ile flask
yiizeyinden kaldirilmig ve pasajlama i¢in yeni flasklara aktarilmistir. Yeterince
cogaltilan L1929 hiicreler flask yiizeyini kapladiginda flasktaki yapisan hiicreleri
kaldirmak i¢in igindeki vasat atilip 2 mL PBS (1X) ile yikanmus, iizerlerine 2 mL
Tripsin-EDTA eklenmistir. Etiivde 4 dakika inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda
hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 mikroskop ile kontrol edilmistir. Yiizeyden ayrilan
hiicrelere taze besiyeri eklenerek, falkonlara aktarilmistir. 2000 rpm ve 2 dakika
santrifiij yapilarak siipernatant kismi atilarak tiipiin altinda kalan pellet pit pitlanarak
ve 1 mL taze besiyeri ile karistirilmistir. Daha sonra hiicrelerin saymmi tripan blue ile
boyanarak yapilmistir. Kuyucuk basina 20x10* hiicre olacak sekilde 48 kuyucuklu
plaklara (well plate) ekilmistir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat

inkiibe edilmistir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda doku iskeleleri 5 tekrar olarak hiicrelerin
bulundugu plaklara eklenmis ve 24 saat inkiibasyonun sonunda kuyucuklardaki vasat
atilmistir. Her kuyucuga taze hazirlanan (Img/mL MTT) 70 ul MTT soliisyonundan
eklenerek, 2 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT soliisyonu
atilip kuyucuklara 100 pl izopropanol eklenerek, ELISA okuyucuda 570 nm absorbans

degerleri dl¢lilmiistiir.
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3.8. Biyomekanik Test

Hazirlanan cok katli doku iskelelerine SHIMADZU (AGS-X/EZ-X, ODTU
Merkez Laboratuvari) marka ¢ekme test cihazi yardimi ile 40N’luk basma kuvveti
uygulanarak ¢ok katli amniyon zarlarmin tahribat testi yapilmistir. Elde edilen
sonuglardan izerine binen kuvvet (N) ve uzama- yer degisimi (mm) grafigi ¢izilmistir.
Yer  degistirmelerine  gore  de@erlendirilmeler  yapilmistir.  Istatistiksel
degerlendirmeleri yer degistirme miktarlarina gore t-test hesaplanarak yapilmistir.
Ayrica 0,01-1N araliginda uygulanan kuvvetle kuvvet kontrollii (denetimli)

biyomekanik test yapilmistir. Kuvvete bagli yer degisimi degerleri hesaplanmustir.

3.9. Hiicre Tutunma Testi

Hiicre tutunma deneylerinde SW-1353 (ATCC) kondrosarkom insan hiicre
hattinin 14. pasajlari kullanilmistir. -80°C’de dondurularak saklanan SW-1353 hiicre
hatt1 yukarida anlatildig1 hiicre agma islemleri gibi yapilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Hizlica
¢Oziilme islemi gerceklestirilirken hiicreler falkon tiip igerisine alindiktan sonra % 89
DMEM (High Glucose Medium), % 10 FBS ve % 1 antibiyotik igeren besiyerinden 4
mL eklenmistir. Hiicre ve besiyeri bulunan falkonlar 2000 rpmde 2 dakika santrifiij
edilmistir. Santriflij isleminin ardindan falkon igerisinde bulunan siipernatant atilmis
ve pellet yani hiicreler besiyeri ile karistirilarak flaska konulmustur. 37°C’ de % 5 CO>
igeren inkiibatore alinan flasklardaki hiicrelerin 24 saatte bir kontaminasyonu ve

cogalmalar kontrol edilmistir.

Ekilen hiicrelerin birkag hafta boyunca gogalmalari kontrol edilmistir. Uygun
miktarda ¢ogaltilan hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiginda tripsin enzimi
yardimi ile kaldirilmig ve pasajlanarak yeni flasklara aktarilmistir. Flasklarda
cogaltilan SW-1353 hiicrelerin ylizeye yapigma oranlarina gore yiizeyden ayrilma
islemi 2 mL Tripsin-EDTA eklenerek gerceklestirilmistir. 4 dakika boyunca etiivde
inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari mikroskop ile
kontrol edilerek taze besiyeri ile hiicreler falkonlara aktarilmistir. Falkonlar 2000 rpm
ve 2 dakika santrifiij edilmistir. Yapilan santrifiij isleminin ardindan siipernatant kismi
atilarak tiipiin en alt kismindaki hiicreler 1 mL taze besiyeri ile pipetlenerek
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karigtirilmistir. Bu islemin ardindan hiicrelerin sayimi tripan blue ile boyanarak
yapilmistir. 25x10* hiicre daha onceden oda sicakliginda kurutulan ve UV C’de
sterilize edilen c¢ok katli deseliilerize amniyon zari doku iskelelerinin iizerine
ekilmistir. Yani ortalama 10 mm uzunlugunda ve 5 mm kalinliginda olan doku
iskelelerine aym miktarlarda hiicre ekimi gergeklestirilmistir. 24 saat 37°C’ de % 5
CO:2 igeren inkiibatore birakilmigtir. Daha sonra hiicre yapismalari inverted mikroskop

ile kontrol edilmistir.

48 saat sonunda yapisma gergeklestiginde hiicrelerin SEM goriintiilerini almak
icin besiyeri ¢ekilip, serum fizyolojik ile yikanan doku iskeleleri oda sicakliginda agzi
kapali plakalarda kurutulmustur. SEM goriintiilemeye hazirlamak ig¢in, kuruyan
numuneler karbon bandiyla tutturulup altin (Au) ile kaplama yapilarak, gériintiileme

haznesine alinmis ve ¢ok katli doku iskeleleri ve tutunan hiicreler incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deseliilerizasyon Karakterizasyonu

Amniyon zarlan deseliilerizasyonu i¢in fiziksel ve kimyasal yontemler farkli
kombinasyonlarda denenerek, yapilmak istenen doku iskeleleri i¢in en verimli
hiicresizlestirme islemi histokimyasal boyama yapilarak tespit edilmistir. Kontrol
grubu ille birlikte toplam 7 farkli grubun deseliilerizasyon sonrasi hematoksilen &
eozin boyalartyla hiicre ve sitoplazmalart boyanmistir. Edilen deseliilerize amniyon
zarlarinin Hematoksilen & Eosin (H-E) boyanmus slaytlari 151tk mikroskobu yardimiyla
incelenmistir. Isik mikroskop kamerasi ile boyama fotograflari ¢ekilen dokularda

hiicre gekirdegi ve sitoplazmalar: gosterilmistir (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1: Rat amniyon zarinin deseliilerizasyon islemleri sonrasi hematoksilen &
eozin boyama goriintiisii. Sol kisimdaki fotograflar 151k mikroskop 10X goriintiisii ve
bar ol¢iimii 100pum, sag kisimdaki fotograflar ise 40X ve bar 6lglimii 50 pm.
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“Sekil 4.1.1 (devam)”: Rat amniyon zarmnin deseliilerizasyon islemleri sonrasi
hematoksilen & eozin boyama goriintiisii. Sol kisimdaki fotograflar 151k mikroskop
10X goriintiisii ve bar 6lgtimii 100pum, sag kisimdaki fotograflar ise 40X ve bar
Ol¢timii 50 pm.

Elde edilen nitel gézlem sonuglart;

Kontrol grubu olan A grubu amniyon zarlar1 biiyiik oranda kan damarlarindan
temizlenmistir. Hiicresel yapilari korunmustur. B ve C grubu amniyon zarlarinin
hiicrelerinde kayip gézlemlenmemistir ve kontrol ile karsilagtirildiginda, hiicre debrizi

tamamen yerindedir. D grubu amniyon zarlarinin hiicre kaybi C grubu ile
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karsilastirildiginda arttigi gézlemlenmistir ve hiicre debrizi C’ye gore az miktarda
ortadan kaldirilmistir. E grubu amniyon zarlarinin hiicre kayb1 D grubuna gore daha
fazladir. Hiicre debrizi ise biiyiik oranda ortadan kaldirilmistir. F grubu amniyon
zarlarmin hiicre kayb1 tamamen gergeklestirilmistir ve hiicre debrizi ¢ok az oranda
mevcuttur. Bag doku yapisinin kontrol ile benzerlik gdsterdigi gézlemlenmistir. G
grubu amniyon zarlarinin hiicre kaybi ise F grubuna gore biraz daha fazladir. Hiicresel
yapilar ve hiicre debrizi tamamen ortadan kaldirilmistir. Bazal membranin F grubuna

gore daha ince ve zayif oldugu gozlemlenmistir.

Doku yapisi/diizeninde Oliveira ve arkadaslarinin yaptigi yar1 nicel (semi-
quantitative) analiz simiflandirmasi referans alinarak (51) her deney grubundaki
puanlandirmalarin ortalamalar1 alinmistir. Daha Oncede bahsedildigi gibi yar1
kantitatif H&E analiz siniflandirmasi: (0) yiiksek diizeyde diizenli doku, (1) diisiik
diizeyde diizensiz doku, (2) orta diizeyde diizensiz doku, (3) yliksek diizeyde diizensiz
doku olarak verilmistir. Gruplara verilen puan ortalamalar1 A (kontrol), 0; B; 0, C; 0,
D; 1, E; 2, F; 3, G; 3’tiir. Elde edilen sonuglarda A, B, C gruplarindaki amniyon zar
yapilarmin yiiksek diizeyde diizenli oldugu ve hiicresel yapilarin bozulmadigi; D
grubu amniyon zarlarinda diisiik diizeyde diizensizlik ve hiicresel yikimlarin basladigt;
E grubu amniyon zarlarinda orta diizeyde diizensizlik ve hiicre debrizinin gozlendigi;
F ve G gruplarindaki amniyon zarlarinin yapisinda yiiksek diizeyde diizensizlik oldugu
ve hiicre debrizinin G grubunda biraz daha fazla olmak iizere ortadan kaldirildig: tespit

edilmistir.

Diger bir degerlendirmede ise her drnekte ii¢ preparatta hiicre yogunlugu fazla
olan bes farkli bolge segilerek 40X biiyiitmede hiicre sayim1 yapilmistir. Her grup igin
sayilan hiicrelerin istatistiksel degerlendirmeleri t-test ile yapilmistir. Istatistiksel
anlamli verilere p degeri 0,05ten kiiciik alinarak ulagilmistir. A-B, B-C, C-D, D-E, E-
F, E-G olacak sekilde t-test yapilarak p degerleri bulunmustur. Sirastyla p=0,01
p<0,01, p<0,01, p<0,01, p<0,01 ve p<0,01 olarak hesaplanmistir. Ayrica kontrol grubu
Aile C, D, E, F ve G gruplarinin istatistik t-test p degerleri sirasiyla p=0,4, p<0,01,
p<0,01, p<0,01 ve p<0,01 olarak hesaplanmistir.
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4.2. Cok Kath Deseliilerize Amniyon Zar1 Yapi iskelelerinin Hazirlanmasi

Deseliilerize amniyon zarlarinin karakterizasyonu yapildiktan sonra, en verimli
deseliilerizasyon deney protokollerinin uygulandigi amniyon zarlari ile ¢ok kath
deseliilerize amniyon zari doku iskeleleri hazirlanmistir (Sekil 4.2.1). Hiicrelerin
yasamasi i¢in uygun ortamin saglandigr amniyon zarinin stromal katmanin 6nemi
dolayisiyla zarlariin stromal katmanlar yiiz yiize bakacak sekilde kat kat sirali
sekilde olusturulan bohga modelinde doku iskelelerinin kalinlik ve uzunluk (cap)
Ol¢iimleri yapilmistir. F grubu deney protokolii uygulanan amniyon zarlarindan
olusturulan ¢ok katli doku iskelelerinin kalinlig1 ortalama 5,08+0,93 mm, uzunlugu ise
ortalama 10,25+1,99 mm o6l¢iilmiistiir. G grubunda ise ortalama kalinlik 4,83+0,55
mm, ortalama uzunluk 10,75+2,15 mm olarak olg¢lilmiistiir. Toplanan amniyon zari
miktarma ve iki gruptaki amniyon zararinin inceligine gére F ve G grubu doku

iskeleleri 9+2 kat olacak sekilde hazirlanmustir.

28K X1,588 1@um KIRIKKALE

@ |
W A&

Z8kY X258 18684um KIRIKKALE

KIRTKKALE ; B8 pm KIRIKKALE kU X1, 5088 18pm KIRIKKALE

Sekil 4.2.1. Cok katli deseliilerize amniyon zar1 doku iskelelerinin SEM goriintiileri.
I1k sira F grubu; ikinci sira ise G grubu doku iskelelerine aittir. Goriintiilerde bohga
seklinde katlanma ve ¢oklu katlar gdsterilmistir.
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4.3. Metabolik Aktivite Testi

Hiicre yasayabilirligi MTT testi yapilarak sitotoksisitenin belirlenmesi ile
tespit edilmistir. Bu test ile hiicre proliferasyonu MTT kullanilarak, hiicre
mitokondrilerinden {iretilen mitokondriyel dehidrogenaz enzimi sayesinde renk
degisimi esasina dayanan kalorimetrik dl¢iimlerle belirlenmektedir. Eger hesaplanan

canlilik %70’ in altinda olursa liretilen materyal sitotoksik potansiyele sahip demektir.

Negatif kontrol olarak sadece hiicre ve besi yerinin absorbans degeri alinmstir.
Doku miihendisliginde kullanilan aljinat hidrojel doku iskeleleri burada diger bir
kontrol olarak degerlendirilmistir. Aljinat doku iskelesi ve hazirlanan ¢ok kath
amniyon zart doku iskelelerinin 570 nm dalgaboyunda absorbans degerleri alinarak,

doku iskelelerinin sitotoksisiteleri karsilastirilmigtir (Sekil 4.3.1).

85

81,30+2,66

80

75,33+1,69

75
70,97+2,17
70

65

Aljinat =F BG

Sekil 4.3.1: MTT testine gore % canlilik degerleri.

4.4. Biyomekanik Test

Cok katli hale getirilen amniyon zarlarinin mekanik giiciinii tespit etmek
amactyla 40 N‘luk kuvvetlerle basma testi uygulanarak kuvvete bagli uzama yani yer

degistirme grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.4.1 ve Sekil 4.4.2).
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Kuvvet (N)
P RN W W S D
o (6] o (6} o (8] o (6]
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0
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

Yer Degistirme (mm)

Sekil 4.4.1: F grubu ¢ok katli doku iskelelerine uygulanan tahribat testi kuvvete bagl
ortalama yer degistirme grafigi.

Sekil 4.4.1°deki F grubu amniyon zarlarina uygulanan tahribat kuvvetine baglh
olarak yer degistirme grafigine gore 40N’luk kuvvette en fazla 0,77 mm yer degisimi

gergeklesmistir.

45
40

35

Kuvvet (N)
= R, NN
o (6, ] o w

(9]

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80
Yer Degistirme (mm)

Sekil 4.4.2: G grubu ¢ok katli doku iskelelerine uygulanan tahribat testi kuvvete

bagli ortalama yer degistirme grafigi.

Sekil 4.4.2°deki G grubu amniyon zarlarina uygulanan tahribat kuvvetine bagl
olarak yer degistirme grafigine gére 40N’luk kuvvette ortalama en fazla 0,75 mm yer

degisimi gergeklesmistir.
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Kuvvet denetimli test ile 0,01-1N araliginda kuvvet amniyon zari doku
iskelelerine uygulanarak bu siirecteki yer degisimlerinin grafikleri elde edilmistir
(Sekil 4.4.3 ve Sekil 4.4.4). Kuvvet denetimli testlere gore, 0,01-1 N araliginda
uygulanan dongiisel kuvvete gore F grubunda toplam 2,9 mm yer degisimi varken, G

grubu amniyon zarinda 1,2 mm yer degisimi gerceklesmistir.

1,20

1,00

Kuvvet (N)
o o
D (o]
o o

o
>
o

0,20

0,00
1,50 1,70 1,90 2,10 2,30 2,50 2,70 2,90 3,10
Yer degistirme (mm)

Sekil 4.4.3: F grubu ¢ok katli doku iskelelerine uygulanan kuvvet denetimli test
kuvvet- yer degistirme grafigi.
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-0,20 —
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Sekil 4.4.4: G grubu ¢ok katli doku iskelelerine uygulanan kuvvet denetimli test
kuvvet-yer degistirme grafigi.
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4.5. Hiicre Tutunma Testi

Cok katli doku iskelelerinin yapisinin incelenmesi ve hiicre tutunmasinin
karakterizasyonu igin taramal1 elektron mikroskop goriintiileri, Kirikkale Universitesi

Merkez Arastirma Laboratuvart destegiyle JEOL marka (JSM-5600 SEM) elektron
mikroskobu ile elde edilmistir (Sekil 4.5.1).

KIRIKKALE

Sekil 4.5.1: Hiicre tutunma testi SEM goriintiileri. F grubu doku iskelesi solda; G
grubu doku iskelesi sagda.
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5. TARTISMA

Arastirmamizda deseliilerizasyon protokolii hazirlanirken agsama asama
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir. Yani her deseliilerizasyon adiminda
daha fazla hiicre ortadan kaldirarak verimli bir deseliilerizasyon saglamak
amaclanmistir. Deseliilerizasyonun karakterizasyonu i¢in H&E ile histolojik

boyamalarina gore nitel, yart nicel ve nicel degerlendirmeleri yapilmistir.

Nitel gozlemlerde B ve C gruplart kontrol grubuyla neredeyse ayni hiicre
yogunluguna sahiptir ve hiicresel yapilarin korundugu karsilastirma sonunda
gozlemlenebilmektedir. -80°C dondurup ¢ézdiirme basamaginda daha 6nce anlatildig:
ve literatiirde gecen bilgilere gore deselillerizasyon beklenmekteydi. Ancak burada
nerdeyse hi¢c gozlemlenememistir. Burada etkili olamamasinin  nedeni
deseliilerizasyon igin yeterli siirenin verilmemis olmasi olabilir. Daha sonra D grubu
amniyon zarlarinda hipertonik ortam ile deseliilerizasyonun basladigi; E grubunda
SDS dolayisiyla biiylik oranda hiicresel kaybin gozlemlendigi ve hiicresel debrizin
kaldig1; F grubu amniyon zarlarinda ise tiim deseliilerizasyon basamaklar1 sonunda
tam bir deseliilerizasyon gergeklestirilmistir ve minimal diizeyde hiicre debrizinin
oldugu soylenebilmektedir. G grubu amniyon zarlar1 ise F grubu gibi tamamen

deseliilerize edilmis ve hiicresel debriz tamamen ortadan kaldirilmistir (Sekil 4.1.1).

Doku yapisi ve diizeninin degerlendirildigi puanlamalara gore yani yar1 nicel
degerlendirmede F ve G gruplarimin amniyon zar yapilarinda hiicresel kayba bagh
olarak yiiksek diizeyde diizensizlik bulunmaktadir. Fakat hiicre dis1 matriks diizeninde
bir bozulma belirlenmemistir. Yani hiicresel anlamda diizenin bozuldugu gruplar F ve

G gruplaridir.

Hiicre sayimi istatistiksel verilerine gore; sican amniyon zarlarinin
hiicresizlestirilmesi i¢in p degeri 0,05’ten kii¢iik olan degerler anlamli sonuglara
ulasgtirmaktadir. Buna gore A-B, B-C, C-D, D-E, E-F ve E-G karsilastirmalarina gore
elde edilen p degerleri 0,05’ten kiiciik olan B, C, D, E, F ve G gruplarinin

olusturuldugu yontemlerdir. Ancak D, E, F ve G deseliilerizayon yontemleri daha
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anlamli bulunmustur. Buna goére deseliilerizasyonun D grubundan itibaren yani
hipertonik ortam ile basladig1 s6ylenebilmekte ve nitel gézlemler desteklenmektedir.
C, D, E, F ve G’nin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi sonucu elde edilen p
degerlerinden D, E, F ve G gruplarindan anlamli sonuglar elde edilmistir. Ancak D ve
E grubu amniyon zarlarinin hiicresel iceriginden tamamen arindigr yapilan diger
analizlere gore sdylenememektedir. Bu durumda en verimli potokoller olarak F ve G

grubu amniyon zarlarina uygulanan deseliilerizasyon yontemleri belirlenmistir.

Kisaca, F ve G grubu amniyon zarlar1 PBS yikama ile kandan temizlenmistir.
UV altinda DNA’ya hasar verilerek hiicre biitiinliigiiniin bozulmasi yoluyla hiicre
hasarinin ger¢eklesmesi beklenmis fakat hiicre biitiinliigliniin korundugu B grubu ile
karsilastirilarak tespit edilmistir (Sekil 4.1.1). Hiicre zarinin pargalanmasi ile hiicre
lizizi F grubunda protokoliin ikinci adiminda, G grubunda ise son yani dordiincii
adimda -80°C inkiibasyon ile saglanmasi beklenmistir. Sonug¢ olarak; her iki
protokolde de sirasiyla once hipertonik soliisyonla hiicreler ozmotik soka ugratilarak
zar biitiinliigii bozularak, hiicre lizizi gergeklestirilmis ve daha sonra SDS yani iyonik
deterjan ile hiicre ve hiicresel materyalin tamami ortadan kaldirilmistir yorumu
yapilabilmektedir (Sekil 4.1.1).

Metabolik aktivite testinde deseliilerizasyonu en iyi gruplar olan F ve G grubu
amniyon zarlar1 doku iskeleleri kontrol olan aljinat ile karsilastirilmistir. Buna gore F
ve G grubu ¢ok katli deseliilerize amniyon zar1 doku iskelelerinin hiicreler igin
sitotoksik 6zellikte olmadigi gosterilmistir (Sekil 4.3.2). G grubu doku iskelelerinde

yiizde canlilik orani F grubuna goére daha fazladir.

F ve G grubu ¢ok katli deseliilerize amniyon zarlar1 doku iskelelerine yapilan
biyomekanik tahribat testi sonucunda; 40N’luk kuvvet uygulandiginda F grubunda
0,77 mm yer degisimi, G grubunda ise 0,75 mm yer degisimi gergeklesmistir (Sekil
44.1 ve Sekil 4.4.2). Tahribat testi yer degisimlerine gore istatistiksel
degerlendirmeleri t-test yapilarak p degeri 0,1 olarak hesaplanmistir (p degeri 0,05’ten
kiigiik olanlar anlamlidir). Buna gore iki grubun aralarinda anlamli bir farklilik
bulunmadig1 tespit edilmistir. Test Oncesi ve sonrasit yapilan nitel gozlemlere
dayanarak, tahribat testi siiresi boyunca 6zellikle F grubunda herhangi bir tahribat

gergeklesmemistir ve test sonunda amniyon zarlar1 kisa siire sonra eski haline
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gelmistir. G grubu amniyon zarinda F’ye kiyasla minimal diizeyde tahrip

gozlemlenebilirken o da diger gruptakiler gibi eski haline kisa siirede donmtistiir.

Kuvvet denetimli testte ise 0,01-1 N araliginda kuvvet uygulanan F grubu doku
iskelelerinde maksimum yer degistirme 2,9 mm iken; G grubu doku iskelelerinde 1,2
mm olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.4.3 ve Sekil 4.4.4). Yer degistirmelerin basladigi
andan itibaren aym kuvvette F grubu doku iskeleleri daha fazla (0,7 mm) yer
degistirme gergeklestirirken; G grubunda daha az (0,4 mm) yer degistirme
gerceklesmistir. Gozlemlere dayanarak, yapilan biyomekanik testlerin her ikisinde de
amniyon zari doku iskeleleri kisa siirede eski hallerine donmiistiir. Sonug¢ olarak
biyomekanik test verileri bu malzemelerin 6zellikle F grubu doku isklelelerinin esnek

karakterde ve dayanikli malzemeler oldugu iddaasini giiclendirmektedir.

Doku iskelelerinde hiicre tutunma deneyi insan kondrosarkom hiicreleri ile
yapilmistir. Hiicresel tutunmalari taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
degerlendirilen ¢ok katli deseliilerize amniyon zari doku iskelelerinde, hiicre
tutunmalarinin gergeklestigi gosterilmistir. Yaklagik olarak 10 mm uzunluga ve 5 mm
kalinliga sahip olan doku iskelelerine (F ve G) esit miktarlarda ekimi yapilan
hiicrelerin, F grubu doku iskelelerinde tutunma miktar1 G grubuna gérece daha fazla

oldugu gozlemi yapilabilmektedir (Sekil 4.5.1).
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6. SONUC VE ONERILER

Doku miihendisligi ve rejeneratif tibbin amaci hasta ve hasarli doku veya
organlarin islevlerini tekrar kazandirabilmektir. Bu amagla kok hiicreler, greftler ve
biyomiihendislik tirtinleri kullanilmaktadir. Rejeneratif tipta, gelecekte doku veya
organ transplantasyonunda  kullanilmak iizere hiicrelerle  birlikte yeni
biyomalzemelerden iiretilen otolog doku greftlerinin kullanilmasi amaglanmaktadir.
Insan pluripotent kok hiicreleri kullanilarak iiretilecek, hastaya/kisiye 6zgii doku veya
organlarin biyomiihendislik iirlinleri i¢in doku ve organ kaynakli deseliilerize hiicre
dis1 matriks kaynakli doku iskelelerinin kullanimi terap6tik uygulamalarda 6nemli bir
yer almaktadir. Bu durumda canli viicuduna uyumlu, bozunabilir ve rejenerasyona
katki saglayacak greft iiretimi 6nem kazanmaktadir. Buna gore, dogal dokuya benzer
biyoaktiviteye sahip hiicre dis1 matriks kaynakli doku iskeleleri diger biyomalzemelere

gore daha ¢ekici konumdadir.

Bu arastirmada ¢ok katli deseliilerize amniyon zarinin doku iskelesi olarak
eklem kikirdagi icin degerlendirilmesi amaclanmistir. Bu amagla Oncelikle
deseliilerizasyon i¢in uygun metodoloji aranmis, deseliilerizasyon gruplarindan sadece
ikisinde F ve G gruplarinda verimli deseliilerizasyon tespit edilmistir. PBS ile yikama,
UV, -80°C dondurma, hipertonik ortam ve SDS yikama ile deseliilerizasyonu yapilan
F grubu amniyon zarlarindan farkli olarak G grubunda, sadece bu yontemlerin
uygulama siralar1 degistirilerek yapilmistir. Daha sonra ti¢ boyutlu doku iskelelesinin
olusturulmasi igin deseliilerize amniyon zarlar1 kat kat dizilerek, 6zellikle hiicreler i¢in
daha verimli bir ortam saglayan stromal katmanlar1 yiiz yiize bakacak sekilde
yerlestirilmistir. Bu sekilde bohga seklinde kivrilarak dikilmis ve ¢ok katli hale
getirilmistir. Cok katli doku iskeleleri sitotoksisiteleri, biyomekanik 6zellikleri ve
hiicre tutunmalar1 agisindan test edilmistir. Hiicreler igin sitotoksik olmayan her iKi
grup doku iskelelerinden G grubunda canli hiicre yilizdesi daha fazladir. Biyomekanik
olarak esnek karakterde olan her iki doku iskelelerinden, F grubunun daha dayanikli
bir malzeme oldugu sdylenebilmektedir. Hiicre tutunma deneylerinde ise F grubunun

hiicreler i¢in daha ¢ok tutunma yiizeyi sagladigi gorilmektedir.
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Yapilan testlerde F ve G grubu doku iskelelerinin genel olarak benzer 6zellikte
sonuglar gostermesinin yaninda deseliilerizasyon deney siiresi boyunca nitel
gozlemlere de dayanarak, F grubu doku iskelelerinin G grubuna gore daha kalin olmasi
klinik olarak kullanilabilecegi yerlerde dayaniklilik agisindan eklem kikirdagindaki
daha biiylik lezyonlarda tercih edilebilir bir materyal olarak diisiiniilebilir. Ayrica
H&E boyamalarin mikroskopta incelenmesi sirasinda goze carpan bir farklilik ise
bazal membran ve stromal katmanlarindadir. G grubu doku iskelelerinde F grubuna
gore daha ince bazal membran ve stromal katman goriildiigii soylenebilmektedir. Bu
durumda deseliilerize hiicre dis1 matrikste hiicreler i¢in 6nemli olan stromal katmanin
bozulmadig1 F grubu doku iskelesi digerine gore tercih edilebilir bir materyal olarak
degerlendirilmektedir. Diger taraftan, G grubu amniyon zarlar gelistirildigi takdirde
cok katli hale getirilmeden Onceki basamaginin -80°C dondurma olmasi, Kklinik
kullanim o6ncesinde zaten dondurulmus olmas: tekrar saklama basamag:
gerektirmeyeceginden klinik kullanimlarinda tercih edilebilir biyomateryal olabilir.
Rejeneratif tedavilerde oftalmoloji gibi alanlarda da siklikla kullanilan amniyon
zarmin giivenli ve steril ortamlarda saklanabilmesi, gerekli olan kaliteli {iriin tedarigi
acisindan standartlarin saglanabilmesi i¢in amniyon zar1 bankaciligina tiim diinyada

ihtiyag bulunmakta ve gelistirilmesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir (68).

Tim bu sonuglara gore F grubu ¢ok katli deseliilerize amniyon zari doku
iskeleleri digerine gore eklem kikirdag: i¢in kullanilabilir bir biyomalzeme olarak
degerlendirilmektedir. Ancak literatiirde yer alan deseliilerizasyonun karakterizasyonu
i¢in ileri testler yapilmasi miimkiindiir. Amniyon zarinin temininin saglanamamasi ve
bazi maddi smrliliklar dolayisiyla deseliilerizasyon veriminin dogrulanmaya ve
desteklenebilir sonuglar elde edilmeye gereksinimi bulunmaktadir. Dogrulanmasi igin
gerekli olan yontemlerden bazilari ise: Nikleer materyalin kontroliinii i¢in 4°,6-
diamino- 2phenylindole (DAPI) boyama ile DNA miktar tayini ve ticari olarak temin
edilebilen PicoGreen veya propidyum iyodiir gibi kitler ile dsSDNA’nin kantitatif
analizi; hiicre zar1 veya hiicre i¢i yapilarin (mitokondri gibi) kontroliidiir. Ayrica hiicre
dis1 matriks igerigi ve biitiinliigiiniin karakterizasyonu igin immunohistokimyasal
boyamalarla kolajen, GAG, ve fibronektin gibi hiicre disi matriks proteinlerin
tespitidir (69).
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Deseliilerize edilmis dokulardan elde edilen doku iskelelerinin uygulanan
deseliilerizasyon metoduna gore biyomekanik davraniglarinda ve hiicresel
cevaplarinda degisiklik goriilebilmektedir. Deseliilerizasyonla zarar goren yapiskan
proteinler ve glikozaminoglikanlar doku iskelesinin biyoaktivitesini ve tizerindeki
hiicre go¢iinii azaltmaktadir. Kolajen aginin bozulmasi iskelenin mekanik davranisini
ve kolajen lif kinematigini degistirebilmektedir. Yani mekanik mikrogevre
degismektedir. Deseliilerizasyon sirasinda sert kimyasallarin kullanimi ise doku
iskelelerinin biyoaktivitesini ve mekanigini de etkileyen yapiyr bozan Onemli
faktorlerden biridir (26, 47). Hiicre dis1 matriks kaynakli doku iskelelerinin
kullanildig1 rejeneratif calismalarda etkili deseliilerizasyon stratejileri, hiicrelerin bu
yapilara ekimi, vaskiilarizasyon, kok hiicrelerin farklilasmasinin qRT-PCR ile
karakterizasyonu ve hiicre-doku iskelesi transplantasyonunu icermektedir (47). Bu
amagla  deseliilerize  doku iskelelerinin ~ klinik alanda  kullanimlarinin
degerlendirilebilmesi igin en uygun optimal sartlarin saglandig1 ve hiicre dis1 matriksin

korundugu deseliilerize doku iskeleleri hazirlanmalidir.

Hiicrelerin ve genetik materyallerin ortadan kaldirilmasi, yapmin ekilen
hiicrelere immiin reaksiyonu onlenmesinde kritik 6neme sahiptir. Bunun i¢in DNA
kantitatif analizleri yapilmalidir. Hiicre ve genetik materyalin ortadan kaldirilmasini
degerlendirmek igin arastirmalarda su Kriterler onerilmektedir: Hiicresizlestirilmis
hiicre dis1 matriksin kuru agirlhiginda cift zincirli DNA (dsDNA) 50ng’dan az, DNA
fragment uzunlugu 200bp’den daha az ve DAPI boyama ile higbir goriiniir niikleer
materyal olmamalidir. Hiicre dis1 matrikste kalan, kolajen, fibronektin, laminin gibi
yapisal  protein  igerigi,  glikozaminoglikanlar ~ve  biiyiime  faktorleri
degerlendirilmelidir. Uygulamalara bagli olarak elastik modiil ve gerilme direnci

orjinal doku ile benzerlik ya da yakinlik gostermelidir (26, 50).

Kisaca bu arastirmada, eklem kikirdagi i¢in, deseliilerize edilen rat amniyon
zarlarindan gelistirilen ¢ok katli doku iskelelerinin 6zellikleri hiicre yasamasi,
¢ogalmasi, yapigsmasi ve biyomekanik 6zellikleri yoniinden degerlendirilmistir. Elde
edilen tiim bu sonuglar dogrultusunda hiicrelere ii¢ boyutlu bir ortam saglayan ¢ok
kath deseliilerize amniyon zar1 doku iskeleleri hiicrelerin yasamasi ve iletisimi igin
destek saglamistir. Doku iskelesinin {i¢ boyutlu yapist yalniz amniyon zarina gore

mekanik olarak dayaniklilik da getirerek eklem kikirdag: i¢in kullanilabilir bir doku
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iskelesi oldugu sonucuna varilabilmektedir. Daha once bahsedildigi gibi
deseliilerizasyon ve hiicre dis1 matriksin kontroliinii saglayan ileri yontemlerle de test
edilerek bu c¢alismanin desteklenmesi Onerilmektedir. Daha sonra rejeneratif
caligmalarda ortopedi alaninda klinik uygulamalarda, halihazirda kullanilan allograft
ve ksenograft benzerleri gibi (AmnioM™, Nanofactor™ fiiriinleri gibi) ¢ok katl
deseliilerize amniyon zarinin doku iskelesi olarak degerlendirilebilmesi igin in vivo

testlerin gerekliligi de onerilmektedir.

Son yillarda gelisen ii¢ boyutlu biyoyazici teknolojileri sayesinde biyomimetik
hidrojeller icine kapsiillenmis farkli hiicrelerin kombinasyonlari, katman katman
islenerek 3B doku iskeleleri tiretilmektedir. 3B yazicili sistemlerde deseliilerize hiicre
dis1 matriks doku iskelelerinin de kullanildig1 bazi arastirmalarda goriilmektedir. 3B
yazici, tasarim ve yapay zeka teknolojilerinin de gelistirilmesi insanlarda
kullanilabilecek doku iskelelerinin gelistirilmesine yardimci olacagi dngoriilmektedir
(49). Gelecekte ise hiicreler igin dogal ortamu taklit edebilen, li¢ boyutlu yapisiyla
destek olan, deseliilerize, amniyon zar1 dahil biyomateryallerin indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicrelerle hiicrelendirilmesi ve karmasik
doku modellerinin ii¢ boyutlu yazicilar yardimiyla hazirlanmasi calismalar1 da

muhtemeldir.
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