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OZET

SIGIR SPINAL MENINKS’IN HUCRELERINDEN ARINDIRILMASI VE
REJENERATIF BiYOMALZEME OLARAK ETKINLIiGININ
DEGERLENDIRILMESI

Eren OZUDOGRU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Yavuz Emre ARSLAN
02/07/2019, 74

Ticari sentetik biyomalzemeler genellikle esnek ve biyolojik olarak aktif degillerdir,
buna ek olarak, diisiik biyouyumluluk ve istenmeyen immiinojenik etkiler gosterebilirler. Bu
sorunlarin tistesinden gelmek i¢in, bilim adamlari dogal dokulardan spesifik biyomalzemeler
tiretmek i¢in ¢alismaktadirlar. Bu tez caligmasinda kullanilan sigir spinal meninksi (SM)
Canakkale’de saglikli hayvanlarin kesildigi yerel bir kesimhaneden elde edilmistir. SM yeni
bir biyomalzeme tiretmek igin Triton X-100 kullanilarak hiicrelerinden arindirilmis ve
icerdigi DNA miktart ¢ift sarmal DNA igerik analizi ile belirlenmistir. Hiicrelerinden
arindirma isleminden once ve sonra stilfatlanmis glikosaminoglikan (GAG'ler) ve kollajen
gibi ana matriks bilesenleri, 1,9-dimetilmetilen mavisi (DMMB) ve hidroksiprolin testi ile
analiz edilmistir. Daha sonra, islem gérmemis sigir spinal meninks (SM) dokusu ve
hiicrelerinden arindirilan SM tiirevli iskeleler (dSM), ateniie toplam reflektans Fourier-
dontisimlii kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi, termogravimetrik analiz (TGA) ve
dinamik mekanik analiz (DMA\) ile fizyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Insan adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (1IAMKH'ler) dSM {izerinde 1., 3. ve 7. giinlerdeki
hiicre canliligt MTT kiti kullanilarak degerlendirilmistir. Taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve histoloji analizleri hiicre adezyonu, gogii ve ¢ogalmasimi gozlemlemek igin
gerceklestirilmistir. Dogal SM'deki kalinti DNA igerigi, 153.39 + 53.93 ng/mg kuru agirlik,
dSM'de ise 39.47 + 4.93 ng/mg (n=3) kuru agirlik olarak hesaplanmistir. Sonug olarak
tiretilen basarili hiicrelerinden arindirilmis SM iskelelerin doku mithendisligi ve rejeneratif
tip uygulamalarinda yeni bir biyomalzeme olarak kullanim potansiyelinin olabilecegi

distiniilmektedir.
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ABSTRACT
DECELLULARIZATION OF BOVINE SPINAL MENINGES AND EVALUATING
THEIR EFFICACY AS REGENERATIVE BIOMATERIAL

Eren OZUDOGRU
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Bioengineering and Materials Engineering
Advisor: Assis. Prof. Yavuz Emre ARSLAN
02/07/2019, 74

Commercial synthetic biomaterials are not generally flexible or biologically active;
also, they might show low biocompatibility and the undesired immunogenic result(s).
Consequently, to defeat these challenges, scientists have working on producing specific
state-of-the-art biomaterials from natural tissues. In this study, bovine spinal meninges were
obtained from a slaughterhouse located in Canakkale, Turkey. The bovine spinal meninges
were decellularized via Triton X-100 to production a novel biomaterial for tissue engineering
and regenerative medicine applications. The nuclear remnant was ascertained with double-
strand DNA (dsDNA) content analysis. The essential matrix constituents such as sulfated
glycosaminoglycan (GAGs) and collagen before and after the decellularization process were
analyzed with 1,9-dimethylmethylene blue (DMMB) and hydroxyproline assay. Afterward,
the native bovine spinal meninges (BSM) and decellularized BSM (dSM) were
physiochemically characterized by attenuated total reflection Fourier-transform infrared
(ATR-FTIR) spectroscopy, thermogravimetric analysis (TGA) and dynamic mechanical
analysis (DMA). Cell viability of human adipose-derived mesenchymal stem cells
(hAMSCs) on the dSM for 1%, 39, and 7' days was assessed using MTT assay. Scanning
electron microscopy (SEM) and histology analyses were performed to observe cell adhesion,
migration, and proliferation. The dsDNA content in the native BSM was found to be 153.39
+ 53.93 ng/mg dry weight, while in the dBSM-dP was 39.47 + 4.93 ng/mg (n=3) dry weight.
In conclusion, we have considered that the dSM has the notable potential for tissue

engineering and regenerative medicine applications.

Keywords: Tissue Engineering, Decellularization, Human Adipose-derived

Mesenchymal Stem Cells, Spinal Meninges, Regenerative Medicine
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BOLUM 1
GIRIS

Organ nakli i¢in mevcut bekleme listesi son on yilda sadece Amerika Birlesik
Devletleri’nde 120 bini agmistir. Organ bagisi sayisinda ciddi bir sikinti1 bulunmakta ve arz
ile talep arasindaki fark artmaya devam etmektedir. Giiniimiizde bobrek, karaciger, kalp ve
akciger gibi hayati organlarin nakli son asama organ yetmezliklerinin tek tedavisidir.
Istatistiklere gore her giin yaklasik 79 kisiye herhangi bir organin nakli yapilmaktadir.
Bununla birlikte, her giin ortalama 18 hastadan birinin, organ naklindeki tedarik sikintisi
nedeniyle oOldiigii belirtilmektedir. Bu transplantasyon ac¢igimi kapatmak ig¢in, doku
miihendisligi ve rejeneratif tip yaklasimlari, biyoiskeleleri ve hiicreleri kullanarak
dokulari/organlari tedavi etmeyi veya yeni doku/organ iiretilmesini vaat etmektedir (Bajaj
ve ark., 2014). Cizelge 1.1.’de Amerika Birlesik Devletleri'nde meydana gelen yaralanma

ve hastalik vakalarinin oranlar1 verilmistir.

Cizelge 1.1. Amerika Birlesik Devletleri'nde yaralanma ve hastalik vakalari (Berthiaume
ve ark., 2011)

Hastahklar Hasta veya Islem Sayisi
DERI
Yanma 2 Milyon
Ezilme 144 Bin
SINIR SISTEMI
Spinal kord yaralanmalar1 259 Bin
Alzheimer 5,3 Milyon
ISKELET-KAS SISTEMI
Diz protezi 326 Bin/yil
Kalga protezi 165 Bin/y1l
Kemik grefti 500 Bin/yil
Iskelet-Kas (diger) 6,3 Milyon/yil
KARDIYOVASKULER
Kalp hastaliklari Toplam 26,8 Milyon
Solunum sistemi ameliyatlari 1,5 Milyon/yil
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Cizelge 1.1.”in devami1

KARACIGER
Karaciger sirozu 400 Bin
Karaciger kanseri 16.260/y1l
Hepatit C 3,2 Milyon
PANKREAS
Diyabet 24 Milyon
SINDIRIM SISTEMI AMELIYATLARI 11 Milyon/yil
URINER SISTEM AMELIYATLARI 2,5 Milyon/yil

Doku miihendisliginin amaci, dokulart yeniden olusturmak, hastaya hiicre
transplantasyonu ve matriksin dahil edilmesi yoluyla organ fonksiyonunu geri
kazandirmaktir. Doku miihendisligine giincel yaklagimlar ikame edici, histiyokondiiktif ve
histiyoindiiktif olarak simiflandirilabilir (Knight ve Evans, 2004). Ikame yaklasimlar1 (ex
vivo) esasen organin tamamen degistirilmesidir, bununla birlikte histiyokondiktif
yaklagimlar (ex vivo) bir organ dokusunun hasar goérmiis kisimlarinin onlar1 ikame
edebilecek yapilarla degistirilmesini igerir. Buna karsilik, histiyoindiiktif tedaviler dokunun
veya organin kendini onarmasina olanak tanir ve plazmid vektorleri veya biiylime faktorleri
yoluyla DNA iletimini kullanarak gen terapisini igerebilir (Kim ve Evans, 2005). Zarar
gormiis dokularin onarimini saglamak i¢in bir dizi kriter yerine getirilmelidir. Bu kriterler:
1) Yeterli hiicre sayis1 olmalidir, 2) Hiicreler uygun fenotipleri gosterebilmelidir, 3) Hiicreler
yapisal destek/yapi iskelesini benimsemeli ve hiicre dis1 matriks (HDM) iiretmelidir. 4)
Uretilen hiicrelerin aym 6zellikleri gosterebilmesi gerekmektedir. 5) Hiicreler immiinolojik
redde neden olmamalidir. 6) Asgari miktarda biyolojik risk bulunmalidir. Doku
miihendisliginde kullanilan hiicreler otolog (hastadan), allojenik (bir insan vericiden, ancak
immiinolojik olarak 6zdes degil) veya ksenojenik (farkli bir tiir canli vericiden) temelli
olabilir (Vats ve ark., 2002). Otolog hiicreler, bagisiklik sistemi komplikasyonlariyla diisiik
iligki gostermesinden dolayr doku miihendisliginde kullanim igin optimum bir kaynak
oldugu diistintilmektedir (Knight ve Evans, 2004).

Bu tez galismasinda sigir spinal meninksi, hiicrelerinden etkili sekilde arindirilmis ve
doku miihendisligi ve rejeneratif tip i¢cin HDM temelli doku yamasi olarak kullanim
potansiyeli degerlendirilmistir. Bu amagla, sigir spinal meninksine bir dizi islem

uygulanarak dogal HDM’den tiiretilen biyoiskele elde edilmistir. Daha sonra, hiicrelerinden
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arindirma igleminin etkinligini belirlemek icin DNA igerik analizi gerceklestirilmis.
Hiicrelerinden arindirma islemi sirasinda HDM’nin islemlerimiz neticesinde olasi hasarini
belirlemek ig¢in hidroksiprolin ve siilfatlanmis glikozaminoglikan (GAG) analizleri
yapilmustir. Hidroksiprolin, Kollajenin bilesenlerinden bir aminoasittir ve hidroksiprolin
miktar1 kollajen miktarinin dogrudan bir gostergesidir. Hidroksiprolin analizi, hidroksiprolin
kit prosediiriine gore gerceklestirilmistir. Negatif yiiklii polisakaritler olan siilfatlanmis
glikozaminoglikanlar ¢ogunlukla bag dokularinda, HDM'de ve sayisiz hiicre tiiriiniin
yiizeyinde bulunmaktadir. HDM’deki glikozaminoglikan icerigi spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Ayrica biyoiskelelerin yiizey morfolojisi SEM, ham ve hiicrelerinden
arindirilmis iskelelerin kimyasal baglar1 arasindaki fark ateniie toplam reflektans Fourier
doniisim kizilotesi (FTIR) ve termal stabilitesi termogravimetrik analiz (TGA) ile
karakterize edilmistir. Sonrasinda insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(IAMKH), hiicrelerinden arindirilmis iskelelerin iizerine ekilmis ve iskelelerin in vitro
ortamdaki biyouyumlulugunu test etmek igin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir) analizi yapilmistir. Son olarak, hiicrelerinden arindirma igleminin
etkinligini ve hiicrelerin biyoiskele tizerindeki davranislarini tanimlamak igin iskelelere

hematoksilin ve eozin (H&E) boyamasi uygulanmistir.

1.1. Doku Miihendisligi ve Rejeneratif Tip

Biyoloji, kimya, tip ve miihendislik kombinasyonunu iceren doku miihendisligi ve
rejeneratif tip, hizla genisleyen disiplinler arasi alanlardir. Tamamen veya kismen islevini
yitiren dokularin ve organlarin yeniden yapilandirilmasi icin, bu alanlar, dogal dokularin

ikamelerinin (yani, biyoiskelelerin) olusturulmasi gibi alternatif yaklagimlar sunar (Sicari ve

ark., 2014; Erten ve Arslan, 2018) (Sekil 1.1).

16



Hiicre

o izolasyonu

Hiicrelerin biyomalzemeler ile
kombinasyonu

Tekrardan
hastaya nakil

o Kismi veya tam organ iiretimi

Sekil 1.1. Doku mithendisligi yaklagimina genel bir bakis (Bajaj ve ark., 2014)

Etkili doku miihendisligi i¢in anahtar ihtiyaglardan birisi de hiicrelerin dogal
dokularda oldugu gibi islev gormesini saglayan hiicresel ortamdir. Doku miihendisliginde,
uygun bir mikro-ortam saglama, yani hiicre bliytimesi, go¢ii ve ¢ogalmasi i¢in bir iskele veya
hiicrelerinden arindirilmis HDM tiretmek 6nemlidir. Ciinkii bliyiime faktorlerini veya diger
sinyal molekiillerini i¢eren iskeleler hiicreler i¢in bir nis gorevi gormektedir. Hiicre iskeleleri
genellikle asagidaki amaglardan en az birine hizmet etmektedir (Berthiaume ve ark., 2011):

a. Hiicre tutunmasi ve gogii,

b. Biyokimyasal faktorleri bulundurma ve onlarin salinima,

c. Besinlerin, liretilen iiriinlerin homojen dagilimi ve atiklarin uzaklagtirilmasi
icin gozenekli ortam,

d. Mekaniksel dayanim ve esneklik.

Hiicre dis1 matriks, dokuya 6zgii tic boyutlu bir yap1 iginde diizenlenen yapisal ve
fonksiyonel proteinlerin, glikoproteinlerin ve proteoglikanlarin  kompleks  bir
kombinasyonunu olusturur (Badylak, 2004). HDM organlarin yani sira dokularin
morfogenezi, kompozisyonu ve fonksiyonunda hayati bir rol oynayabilir (Kleinman ve ark.,
2003). Uretilen HDM'lerin doku miihendisliginde hiicre-substrat temini, ii¢ boyutlu doku
yapisinin kontrolii ve bitylime faktorlerinin, hiicre yapisma sinyallerinin ve biyomekanik
sinyallerin sunulmasi gibi ¢esitli islevleri bulunmaktadir (Brien, 2011). Doku

mithendisliginde asilmasi gereken ve lizerinde calisilan mevcut sorunlar Cizelge 1.2°de
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verilmisgtir.

Cizelge 1.2. Doku miihendisliginde mevcut sorunlar (Berthiaume ve ark., 2011)

Doku Fonksiyon Yaklasim Sorun
Deri Viicut i¢in bariyer Yenilenmeyi Implant yetersizligi,
yonlendirmek i¢in yavas damarlanma
implante edilen
matriks; otolog veya
allojenik hiicreli
implantlar
Kornea G0z icin seffaf Matriks implantlari; | Matriksin seffaflik
bariyer ex vivo olarak ve bariyer
kiiltiirlenen hiicreler | 6zelliklerini
tarafindan tretilen | koruyamama
hiicre dis1 matriks
Karaciger Detoksifikasyon, Ksenojenik, Hiicre kaynagi,
karacigere 6zgii allojenik veya kok | hepatik
proteinlerin liretimi | hiicre kaynakli fonksiyonlarin
kaynaklardan bakimi, yiiksek
hepatositler veya hiicre yogunlugu,
implante edilebilir | implantlarin
matrikslere ekilmis | vaskiilerizasyonu
Olumstizlestirilmis
hepatom,
ekstrakorporeal
biyoreaktor
sistemleri
Pankreas Glikoz Serbest veya Nakil bolgesi
homeostazini kapstillenmis adacik | se¢imi,
stirdiirmek i¢in nakli vaskiilarizasyon,
instilin salgilamak hiicre kaynagi,
immiin reddi
Kikirdak Eklemlerin kritik Yenilenmeyi Hiicre
bileseni yonlendirmek i¢in farklilasmasinin
implante edilen kontrolii, konak
matriks; otolog veya | entegrasyonu, uzun
allojenik kaynakli siireli dayaniklilik
hiicreli implantlar
Kalp Kan dolagimini Hiicresel olmayan Tlimorijenite, hiicre
saglar organlari igeren, farklilasmasinin
progenitor ve kontrolii, elektriksel
ekilmis entegrasyon
kardiyomiyositlere
farklilagtirilmis kok
hiicreleri iceren
materyaller
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Cizelge 1.2.’nin devamu

Bobrek Viicut sivi hacmini | ex vivo’da Yiiksek hidrolik
ve pH'1, metabolit kiltiirlenmis kok gecirgenligi
atilimini diizenler hiicre kaynakl koruyarak

nefronlar glomeriiler
seciciligi cogaltma

Noron ve spinal Bedensel Aksonal rehberlik Uygun aksonlar1

kord fonksiyonlari ve rejenerasyon igin | tekrar baglamak,

kontrol etmek i¢in | tiip seklinde, bazen | proinflamatuar
elektriksel uyarilar | de iltihap 6nleyici ortami1 kontrol
gonderir stratejilerle birlikte | etmek, yara dokusu
kullanilan olusumunu 6nlemek
malzemeler; sinir
kok hiicreleri

1.2. Biyomalzemeler

1976'da Avrupa Biyomalzemeler Dernegi Ortak Goriis Konferansinda, bir
biyomalzeme “tibbi sistemlerde kullanilan ve biyolojik sistemlerle etkilesime girmesi
amaglanan bir malzeme” olarak tanimlandi. Bununla birlikte, bu dernegin su anki tanimi,
“Hasar gormiis herhangi bir dokuyu/organi tedavi etmek veya onunla yer degistirmek igin
biyolojik sistemlerle etkilesebilen bir malzemedir.” Tanimdaki bu ince degisim,
biyomalzemeler alaninin nasil gelistigini gostermektedir. Biyomalzemeler sadece viicut ile
etkilesime girmekten ziyade biyolojik siirecleri doku rejenerasyonu hedefine dogru
yonlendirmeye evrilmistir (Brien, 2011).

Cesitli biyomalzemelerden, ¢esitli imalat teknikleri kullanilarak tretilen, viicuttaki
farkli doku ve organlar1 yeniden olusturma girisimlerinde sayisiz iskele kullanilmistir. Doku
tipinden bagimsiz olarak, bir iskelenin doku miihendisliginde kullanim i¢in uygunlugunu
tasarlarken veya belirlerken bir dizi onemli husus bulunmaktadir:

I.  Biyouyumluluk; herhangi bir yapi iskelesinin doku miihendisligi icin ilk kriteri

biyolojik olarak uyumlu olmasi gerektigidir; hicreler tutunmali, normal
fonksiyonlarini strdirmeli, yizeye go¢ etmeli ve sonunda ylzeyde/ortamda
¢ogalmaya baslamalidir (Javadzadeh ve Hamedeyaz, 2014).

II.  Biyobozunurluluk; doku mihendisliginin bir diger amaci da viicudun kendi

hiicrelerinin zamanla implante edilmis iskeleyi degistirmesini saglamaktir. Genellikle
iskeleler kalici implantlar olarak tasarlanmamistir. Bu nedenle iskele, hicrelerin
kendi hicre disi matrikslerini Gretmelerine izin verecek sekilde biyolojik olarak
organizmanin hicreleri tarafindan utretilen HDM ile yer degistirebilir olmalidir. Bu

bozulmanin yan Uriinleri de toksik olmamalidir (Brien, 2011). Bozulmanin doku
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olusumu ile birlikte gerceklesmesine izin vermek icin, makrofajlar gibi hiicrelerin
kontrolli inflizyonuyla birlestirilen bir enflamatuar yanit gereklidir (Gilbert ve ark.,
2009).

Mekaniksel 6zellikler; ideal olarak, iskele, implante edilecegi anatomik bolgeyle

uyumlu mekanik 6zelliklere sahip olmal ve pratik bir perspektiften, implantasyon
sirasinda cerrahi kullanima izin verecek kadar dayanikli olmalidir. Bugiline kadar iyi
mekanik o6zelliklere sahip bircok malzeme Uretilmistir, ancak vaskilerizasyon icin
yetersiz kapasiteye sahip olduklari icin in vivo olarak implante edildiklerinde in
vitro'da gosterdigi potansiyeli gosterememisler ve bircok malzeme basarisiz
olmustur. Hicrelerin niifuz etmesine ve vaskilerizasyona izin vermek igin yeterli
mekanik ozellikler ile gézenekli mimari arasindaki dengenin herhangi bir iskelenin
basari ylzdesini artirabilir (Hutmacher, 2006).

Biyoiskelenin yapisi; doku miihendisliginde kullanilan yapi iskelelerinin mimarisi

cok onemlidir. Biyoskeleler, hiicresel penetrasyonu ve yapi icerisindeki hlicrelere ve
bu hicreler tarafindan olusturulan hiicre disi matrikse yeterli miktarda besin
saglamak icin birbirine bagl bir gbzenek yapisina ve yiksek gozeneklilige sahip
olmahdir (Murphy ve ark., 2010; Badylak ve ark., 2015). Ayrica, atik Urinlerin
iskeleden disari atilmasini saglamak icin gbzenekli ve birbirine bagli bir yapiya ihtiyac
duyulmaktadir. Ayrica, iskelenin bozunma urinleri, diger organlar ve ¢cevre dokularla
etkilesime girmeden vicuttan cikabilmelidir. Baska bir kilit bilesen, iskelenin
ortalama gozenek buylklGgidir. Hicreler dncelikle, malzeme yizeyindeki kimyasal
gruplar (ligandlar) vasitasiyla iskelelerle etkilesime girer. Dogal hiicre disi
malzemelerden (6rnegin kollajen) sentezlenen iskeleler, dogal olarak arjinin-glisin-
aspartat baglanma dizileri formunda bu ligandlara sahiptir, oysa sentetik
malzemelerden yapilan iskeleler, bu ligandlarin, 6rnegin protein adsorpsiyonu
yoluyla kasitli olarak dahil edilmesini gerektirebilir (Theocharis ve ark., 2016). Ligand
yogunlugu spesifik ylizey alanindan, yani hiicrelerin tutunabilecegi gozenekli yapidan
kaynakh vyiksek ylizey alanindan etkilenir. Bu, iskeledeki ortalama gozenek
blykligine baghdir. Bu nedenle gézeneklerin, hiicrelerin yaplya ge¢cmesine izin
verecek kadar bliylik olmalari gerekir, burada nihayet iskele i¢indeki ligandlara
baglanirlar (Murphy ve ark., 2010).

Uretim teknolojisi; belirli bir iskele veya doku miihendisligi yapisinin klinik ve ticari

olarak uygulanabilir hale gelebilmesi icin uygun maliyetli olmali ve arastirma

laboratuvarindan seri tiretime kadar élgek biiyiitmeye izin vermelidir. Olgeklenebilir
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Uretim sireclerinin iyi Uretim uygulamasi standardina gelistirilmesi, doku
mihendisligi stratejilerinin klinige basarili bir sekilde ¢evrilmesinde kritik 6neme
sahiptir (Hollister, 2009). Bir diger 6nemli faktor, bir Grlniin nasil dagitimi
yapilacagini ve operator doktorlar icin kullanima nasil uygun hale getirilecegini
belirlemektir. Diger yandan, Uretim teknolojisi doku mihendisligi Grinlerinin
depolanma siireg ve sartlarini da degerlendirmeli, ¢dzlimlerin icine bu kistaslari da

dahil edebilmelidir (Murphy ve ark., 2010).

1.2.1. Hiicre Dis1 Matriks Temelli Biyomalzemeler

HDM aslinda hiicrelerden salgilanan bir iirindiir ve yapisal ve islevsel molekiillerin
dokuya 6zgii 3 boyutlu (3B) ortamindan olusur. HDM, hiicre davranisim1 desteklemek ve
etkilemek i¢in ayr1 ayr1 ve birlikte ¢alisan proteinlerin, GAG'lerin, glikoproteinlerin, kiigiik
molekiillerin birlesimidir. HDM hiicre gog¢iinii, ¢ogalmasini ve farklilasmasini isaret eden
sinyaller saglar. Ayrica, HDM, pH, oksijen konsantrasyonu, mekanik kuvvetler ve
biyokimyasal ortaminin parametrelerine bagli olarak hiicrelerin genetik profilini ve protein
islevselligini etkileyebilir (Elitok ve ark.,, 2017). Bu o6zelliklerin tiimii, endojen
kok/progenitor hiicrelerin mitojenik/kemotaktik mekanizmalarini etkiler, immiin tepkisini
diizenler, hiicre fenotipini ve fonksiyonunu etkiler. Bu yiizden dogal HDM ’nin, organ ve
doku rekonstriiksiyonu i¢in en ideal iskele oldugu diistinilmektedir (Gattazzo ve ark., 2014).
Biyolojik iskele ile optimal sonuglar i¢in doku/organ hiicrelerinden arindirma siireci
sirasinda HDM'nin dogal altyapisinin ve bilesiminin zararin1 en aza indirgemek bdylece
dogal mekanik 6zellikleri ve biyolojik 6zellikleri korumak esastir. Zarar gormemis 3B HDM
biyoiskelelerinin iretilmesi igin g¢esitli allojenik, ksenojenik dokular ve organlar
kullanmilmistir. Bu iskeleler doku veya organlardan hiicrelerinden arindirma islemi ile
tiretilmektedir. Tedavi stratejileri bu hiicrelerinden arindirilmis iskelelere implantasyonun
ve immiin cevabin olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in mevcut hastanin basta otolog tamamen
farklilagsmis, progenitor veya kok hiicrelerin ekimini ya da ¢esitli biyolojik ajanlari igerebilir
(Tottey ve ark., 2011). Bu iskelelerin, hiicrelerin fonksiyonel gruplarina kendiliginden
entegre edilmesi igin gerekli olan ligandlarin ve biyoaktif molekiillerin sunumu yoluyla,
tekrar hiicrelendirme sirasinda bolgeye uygun hiicre fenotiplerini koruyabildigi veya tesvik
edebildigi gosterilmistir (Ott ve ark., 2008).

Implante edilmis malzemelerin tekrar hiicrelendirilmesi, farklilasma siireglerini

giiclendirilmesi ve yasam boyu doku restorasyonunun siirdiiriilebilmesi i¢in, doku boyunca
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biyoaktif molekiillerin transferinin yani1 sira yeterli oksijen ve besin destegi de yapilmalidir
(Khan ve Tanaka, 2018).

Hiicrelerinden arindirma, allojenik veya ksenojenik kaynakli bir dokudan hiicrelerin
uzaklagtirilarak hiicresel antijenlerin, yapisal ve fonksiyonel molekiillerin bir karigimini
iceren saglam bir HDM'nin elde edilmesi islemidir. Hiicrelerinden arindirma stratejileri,
islenen dokuya bagli olarak degisir. Genel olarak imalat prosesi, dogal HDM dokusunun
kompozisyonunu, organizasyonunu, biyolojik aktivitesini ve mekanik biitiinliiglinii olumsuz
yonde etkilemeden tiim hiicresel ve niikleer materyalleri ideal bir sekilde gideren bir dizi
fiziksel, kimyasal ve enzimatik muamele igerir (Srokowski ve Woodhouse, 2017).
Hiicrelerinden arindirilmis yapi iskelelerinin doku miihendisligi yaklasimi i¢in kullanima,
Cizelge 1.3.'de listelendigi gibi bircok avantaj saglar. ilk olarak, allojenik veya ksenojenik
hiicresel antijenlerin uzaklastirilmasi, sadece implantasyondaki immiinojenik kaynagi
minimize etmekle kalmaz, ayrica HDM bilesenlerini de korur. Ayrica, hiicrelerinden
arindirillmis  iskeleler, dokunun dogal HDM kompozisyonunu ve mikro-gevresini
koruyabilir. Ek olarak hiicrelerinden arindirma islemi, iskelenin esnekligini korumakla
kalmayip ayni zamanda biyolojik aktivitesinin de korunmasini saglayabilir (Scarritt ve ark.,
2019). Dahasi, hiicrelerinden arindirilmis iskelelerin islevselligi ve mekanik stabilite
ozellikleri, dogal dokunun ozelliklerine olduk¢a yakin olabilmektedir. Son olarak,
hiicrelerinden arindirilmis iskeleler, klinik uygulamalar i¢in uzun siireli depolama
ozelliklerine sahip, kullanima hazir bir iirlin potansiyeli ile yaygin olarak uygulanabilir ve
ekonomik bir segenek sunabilir. Basarili bir hiicrelerinden arindirma isleminden
bahsedebilmek icin HDM 50 ng/mg kuru agirliktan daha az ¢ift iplikli DNA icermeli ve
H&E boyamasiyla yapilan analizde HDM yapisinda hiicre ¢ekirdegine rastlanmamalidir
(Crapo ve ark., 2011).

Hiicrelerinden arindirilmis iskelelerin sagladigi sayisiz faydaya ragmen, bazi agilmasi
gereken sorunlar bulunmaktadir. Oncelikle, hiicrelerinden armdirma isleminin her doku
kaynag1 i¢in optimize edilmesi gerekir, ¢linkii dokudan elde edilen HDM, o belirli doku veya
organa 0Ozgli yapisal ve fonksiyonel bilesenlerin benzersiz bir diizenlemesini ve
kompozisyonunu icermektedir (Gilbert ve ark., 2006). Sonug olarak, hiicrelerin yeteri kadar
uzaklastirilamamas: implantasyonda immiin reaksiyonlara neden olabilir. Implantasyon
sonrast HDM kaynakli malzemenin reddedilmesiyle alerjiye benzer bir reaksiyon meydana
gelebilir. Hasta ile implante edilecek malzeme arasindaki spesifik proteinler farkli ise
malzeme daha hizli reddedilebilir. Her cerrahi islemden 6nce hasta ile implante edilecek

malzemenin uyumluluklarinin herhangi bir immiin reaksiyon ger¢eklesmemesi igin test
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edilmesi gerekmektedir. Cogu durumda, antijenler tam olarak uyusmaz ve alicinin immiin
reaksiyonunun ilaglar tarafindan baskilanmasi gerekir (immiin supresyon). Ancak, bu ayni1
zamanda komplikasyonlara yol agabilir ¢linkli hasta enfeksiyonlara karsi oldukca duyarh
hale gelir. Gliniimiizde bobrekler, kemik iligi, kornea, karaciger, kalp ve pankreas basartyla
nakledilebilmektedir (Kimber ve Dearman, 2002). Sekil 1.2’de potansiyel immiin

reaksiyonlarin ¢esitleri gosterilmistir.

Potansiyel immiin Reaksiyonlar
Alerjik Reaksiyonlar Alerjik Olmayan Reaksiyonlar

Immiinolojik Mekanizmalar I

| | Toksisite Fizyolojik Etki
Tip 1 Tip I/ Tip IV
(IgE) (IgG) (T hiicreler)

Sekil 1.2. Potansiyel immiin reaksiyonlarin sematik gosterimi (Lygre, 2002)

Bunlara ek olarak, farkli doku uygulamalari, doku kalinlig1 ve yasi agisindan doku
hiicrelerinden arindirmanin etkinligini degistirebilir. Benzer sekilde, imalat isleminde
kullanilan yontemlere veya reaktiflere bagli olarak, iskelenin biyolojik etkinligi ve yapisal
biitlinliigii bozulabilir. Bu nedenle, optimum bir hiicrelerinden arindirma islemi ig¢in
sistematik bir yaklasgima ihtiya¢ duyulabilir (Furth ve ark., 2007). Cizelge 1.3.’de
hiicrelerinden arindirma isleminin avantajlarinin ve dezavantajlarinin karsilagtirilmasi

verilmistir.
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Cizelge 1.3. Deseliilerizasyon isleminin avantajlarinin ve dezavantajlarinin

karsilastirilmasi (Srokowski ve Woodhouse, 2017)

Avantajlan

v

v

v

v

v

v

v

v

Implantasyon sonras1 immiinolojik yanit1 en aza indirir

Ksenojenik malzemelerin kullanimina izin verir

Dogal dokunun mekanik biitiinliigliniin korur

Dogal dokunun biyokimyasal bilesimini muhafaza eder

Dogal dokunun ii¢ boyutlu mikro mimarisini korur

Doku tadilatin1 kolaylastirmak i¢in biyo-uyarici 6zellikleri muhafaza eder
Ekonomiktir ve genis uygulama alanina sahiptir

Uygun saklama kosullarinda uzun siire depolanabilir

Dezavantajlari

v

v

v

Her doku kaynagi i¢in hiicrelerinden arindirma isleminin optimizasyonunu gerektirir
Yetersiz hiicrelerinden arindirma islemi sonrasi immiinolojik yanita neden olabilir

Doku kaynagmna, kalinligima ve mimarisine bagli olarak hiicrelerinden arindirma

verimliligi degisebilir
Dokunun yapisal biitiinliigii ve biyoaktivitesi imalat islemi sirasinda bozulabilir.
Deseliilerizasyonun verimini karakterize etmek zordur

Iskele dzellikleri doku kaynagi 6zellikleri tarafindan smirlandirilmistir

1.2.1.1 HDM Temelli Biyomalzemelerin Uretim Yontemleri

Son yillarda, hiicrelerinden arindirilmis doku ve organlardan tiiretilen biyolojik yap1

iskelelerini iiretmek i¢in gelistirilen birka¢ yontem bulunmaktadir. En saglam ve etkili

hiicrelerinden arindirma protokolleri, fiziksel, kimyasal ve enzimatik islemlerin bir

kombinasyonunu i¢ermektedir. Genel olarak, tipik bir hiicrelerinden arindirma protokolii

asagidaki asamalari igermektedir (Gilpin ve Yang, 2017):

v' Hiicre zarlarinin fiziksel yontemler veya iyonik ¢ozeltilerle lizizi,
v" Hiicresel bilesenin enzimatik islemler kullanilarak HDM'den ayrilmasi,
v' Sitoplazmik ve niikleer hiicresel bilesenlerin deterjan muamelesi ile

¢Oziindiiriilmesi,
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v' Hiicresel kalintilarin HDM'den durulanmasi ve ¢ikarilmasi.

Bu adimlarin her biri, mekanik ¢alkalama ile birlestirilebilir ve etkinligi arttirmak icin
birkag¢ kez tekrarlanabilir. Bununla birlikte, dokularin kokenlerine, bilesimlerine, yapilarina
ve kalinliklarina bagli olarak hiicrelerinden arindirma islemine farkli yanit verebilecegini
kabul etmek onemlidir. Bu nedenle, hiicrelerinden arindirma stratejileri, her bir tedavinin
konsantrasyonunu ve siiresini kontrol ederek ve daha sonra geri kalan hiicrelerinden
arindirtlmis HDM'nin fonksiyonunun yani sira kompozisyon ve mimari tizerindeki etkilerini
analiz ederek her doku i¢in optimize edilmelidir (Srokowski ve Woodhouse, 2017).

Dokunun hiicrelerinden arindirilmasini kolaylastirmak i¢in, liyofilizasyon, tekrarlanan
dondurmama-¢ozdiirme, sonikasyon, dogrudan basing ve ¢alkalama gibi fiziksel yontemler
kullanilabilir. Bu yontemler dogrudan ve hizli bir hiicrelerinden arindirma saglar. Bununla
birlikte, bu yontemlerin tipik olarak etkinliklerini arttirmak i¢in kimyasal ekstraksiyon
islemleri ile birlikte kullanilmas1 gerekmektedir. Hizli dondurma, ardindan liyofilizasyon,
bag doku, kalp kapakgiklari, perikardiyum, kemik matriksi, amniyotik membran ve daha
yakin zamanda embriyoid organlari dahil olmak iizere terap6tik uygulamadan 6nce ¢esitli
dokularin hiicrelerinden arindirilmasi i¢in kullanilmistir (Chiono ve ark., 2014). Dokunun
veya matrikslerin hizli bir sekilde dondurulmasi, hiicre zarin1 bozan ve dolayisiyla hiicre
parcalanmasina neden olan hiicre i¢i buz kristali olusumuna yol agmaktadir. Bu islemin
ardindan su molekiillerinin dondurma-kurutma ile uzaklastirilmasi, hiicresel artiklarin
uzaklastirilmasini da kolaylastirabilir. Dondurma-¢ézdiirme dongiisii, dokunun sivi azot
i¢cine daldirilmasindan (¢abuk dondurma) ve ardindan tamponlanmais bir sulu ¢ézeltide oda
sicakliginda ¢ozdiiriilmesinden olusan baska bir fiziksel tekniktir. Periferik sinir greftleri,
meniskiis dokusu ve insan derilerini igeren bir¢ok doku dondurma-¢ozdiirme dongiisii ile
hiicrelerinden arindirilmistir (Ngangan ve McDevitt, 2009). Her iki teknikte de HDM
bilesenlerine zarar gelmesini onlemek i¢in dokular veya matriks igin sicaklik degisim
oraninin optimize edilmesi gerekmektedir. Dogrudan basin¢ uygulanmasi baska bir fiziksel
tekniktir, ancak bu teknik sadece HDM’1 yogun olarak organize olan (6rnegin, karaciger,
akciger) dokular i¢in etkilidir; aksi takdirde, muamele hiicresel artiklar1 geride birakarak
potansiyel immiinojenik reaksiyonlara neden olabilir (Gilbert ve ark., 2006).

Bircok hiicrelerinden arindirma protokoliinde, dokunun hiicrelerinden arindirilmasina
yardimct olmak i¢in fiziksel teknikler ile birlikte kimyasal islemler kullanilir. Dokularin
hiicrelerinden arindirilmasi i¢in bagimsiz olarak veya ¢ok asamali bir ekstraksiyon isleminde
cesitli kimyasal islemler kullanilabilir. Farkli dokulari hiicrelerinden arindirmak igin

kullanilan reaktifler genellikle ekstraksiyon i¢in ¢ozeltiler, alkali veya asidik deterjanlar,
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hipotonik ve hipertonik ¢ozeltiler ve enzimler olarak siniflandirilabilir. Reaktiflerin se¢imi,
biiylik Ol¢iide, dogal HDM’nin biyokimyasal ve yapisal 6zelliklerini korumak ve ayni
zamanda istenmeyen hiicresel materyalleri uzaklastirmak agisindan doku kaynagina baglidir
(Crapo ve ark., 2011). Etanol, ksilen, biitanol ve ayrica aseton gibi reaktiflerin
kullanilmastyla ¢oziicii ekstraksiyonunun, kan damarlarinin ve kalp kapakeiklarinin
hiicrelerinden arindirilmasini kolaylastirdigi rapor edilmistir. Agirlikli olarak diger kimyasal
islemlerle birlikte kullanildiginda, bu 6n islemin doku kalsifikasyonunu en aza indirirken
fosfolipitler, trigliseritler ve kolesterol gibi zara bagh lipidleri uzaklastirdigi bildirilmistir.
Proteinlere kiyasla, 6rnegin fosfolipid molekiillerinin kimyasi, organik ¢oziiciiler tarafindan
daha fazla ¢6ziinmektedir. Bununla birlikte, ¢oziicli ekstraksiyon isleminden sonra HDM
yapisal bilesenlerinde ve biyomekanik o6zelliklerinde bozulmalar gozlenebilmektedir
(Srokowski ve Woodhouse, 2017). ince bagirsak submukozasi, idrar kesesi submukozasi ve
idrar kesesi matriksi, kan damarlari ve safra kesesi gibi dokularin hiicrelerinden arindirilmasi
icin alkali ve asidik islemler kullanilmistir. Alkali ekstraksiyon prosediirleri, sodyum veya
potasyum gibi alkali tuzlar1 ve kalsiyum gibi toprak alkali metalleri, asidik islemler ise,
asetik asit, perasetik asit (PAA), hidroklorik asit ve siilflirik asidin kullanimini igermektedir.
Bu yontemler sadece hiicresel zar1 pargalamakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicrelerin ana
sitoplazmik bilesenlerini (yani organellerini) de ¢ozebilmekte, ayrica niikleik asitlerin
matrikslerden ¢ikarilmasina yardimci da olabilmektedir (Fitzpatrick ve McDevitt, 2015).
Deterjanlar lipid-lipid ve lipid-protein etkilesimlerini bozarak, hiicre membranlarini
pargalayan suda ¢oziinebilen molekiillerdir. Dokular1 hiicrelerinden arindirmak igin iyonik
olmayan, iyonik, katyonik veya zwitteriyonik deterjanlar gibi ¢esitli deterjanlar
kullanilmaktadir. Doku boyutundaki farkliliklar, deterjanin yiikii ve denatiirasyon kabiliyeti
doku niifuzunu, zarin bozulmasini ve protein-deterjan etkilesimini belirleyebilir, bunlarin
hepsi deterjanin HDM iizerindeki etkisini degistirebilir. Hiicrelerinden arindirma
protokoliinde kullanilan deterjanin tiirlinden bagimsiz olarak, belirgin immiin yanitlar
onlemek icin matrikslerde artik kalan deterjanin etkin bir sekilde c¢ikarilmasi igin
matrikslerin iyice durulanmasi gerekmektedir. Oktil fenol etoksilat (Triton X-100), Tween
20 ve Tween 80 gibi iyonik olmayan deterjanlar, lipit-lipit ve protein-lipit etkilesimlerini
kirabilen ancak protein-protein etkilesimlerini bozulmadan birakabilen deterjanlardir ve
denatiire edici degildirler (Knight ve ark., 2008). Triton X-100, bag doku, tendon, kikirdak,
mesane, sinir, karaciger, aort kapakciklari ve kan damarlart gibi ¢esitli dokularin
hiicrelerinden arindirilmasinda kullanilan, en ¢ok ¢alisilan noniyonik deterjandir. Bununla

birlikte, Triton X-100'tin tam hiicresel ve niikleer uzaklastirmanin yani sira HDM
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bilesenlerinin korunmasi agisindan etkinligi, dokunun yapisina bagl olarak degismektedir.
Sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum deoksilat (SDK) ve Triton X-200 gibi iyonik
deterjanlar hem sitoplazmik hem de niikleer hiicresel membranlarin ¢6ziindiiriilmesinde
etkili olduklar i¢in hiicrelerinden arindirma protokollerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Gilpin ve Yang, 2017). Genel olarak, iyonik deterjanlar denatiire edicidir. Iyonik
deterjanlar, proteinler i¢indeki kovalent olmayan baglar1 bozarlar, dogal konformasyonlarini
yitirmelerine neden olurlar ve HDM agcisindan kollajenin biitiinliigiinii potansiyel olarak
bozmaktadirlar. Hiicrelerinden arindirma i¢in, katyonik deterjanlar dogal HDM'deki yapisal
proteinlerin denatiire olmasina neden olan ¢ok gii¢lii bir deterjan olmalarinin yani sira en
sitotoksik deterjan olarak kabul edilmektedirler. Setiltrimetilamonyum bromiir, sinir dokusu
icin deterjan bazli bir hiicrelerinden arindirma ydnteminin bir pargasi olarak kullanilan
katyonik bir deterjandir. Hiicresel bilesenlerin sinir dokusundan ¢ikarilmasinda etkili bir
deterjan olmasina ragmen, HDM yapisina zarar vermektedir (Srokowski ve Woodhouse,
2017).

Hiicrelerinden arindirma stratejilerinde 3- [(3-kolamidopropil) dimetilamonyum] -1-
propanstilfonat (CHAPS) ve ayrica siilfobetain-10 (SB-10) ve -16 (SB-16) gibi ¢esitli
zwitteriyonik veya amfoterik deterjanlar da kullanilmaktadir. Zwitteriyonik deterjanlar hem
iyonik olmayan hem de iyonik deterjanlarin 6zelliklerini gosterir, ancak proteinleri iyonik
olmayan deterjanlardan daha fazla denatiire etme egilimindedir. Literatiirde, zwitteriyonik
deterjanlar tipik olarak deterjan misellerinin daha siki paketlenmesini saglayan anyonik
deterjanlar ile kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Zwitteriyonik deterjanlar sinirler igin
hiicrelerinden  arindirma  stratejilerinde  kullanilmaktadir.  Genelde,  zwitteriyonik
deterjanlarin, yeterli hiicre uzaklagtirilmasini sagladiklari ve HDM'yi bir dereceye kadar
koruduklart i¢in az zararli deterjanlar olarak disiiniilmektedirler (Gilbert ve ark., 2006).

Deterjanlarin etkisini arttirmak i¢in veya kendi bagina bir yontem olarak, hiicrelerin
etkili sekilde lize edilmesinin bir yolu olarak hiicrelerinden arindirma stratejilerine ozmotik
sok dahil edilebilir (Chiono ve ark., 2014). Ozmotik sok i¢in genelde hipotonik bir ¢ozelti
ile muamele edildikten sonra hipertonik bir ¢ozelti ile muamele uygulanir. Hipotonik bir
¢ozelti ile ozmotik lizis, hiicrelerin sismesine ve patlamasina neden olur. Suyun hiicre i¢ine
dogru hareket etmesinden kaynaklanan hiicrenin sismesi de deterjanlarin hiicresel zara
girmesini artirabilir. Ters etki, suyun hiicreden disar1 dogru hareket ettigi, hiicresel
dehidrasyon ve biiziilmeye neden olan, hiicresel 6liime ve matriksten ayrilmaya yardimci
olan hipertonik bir ¢ozeltide meydana gelir. Bu strateji, hiicrelerin lizisinde oldukga etkili

olmasina ragmen, ortaya ¢ikan hiicresel kalintilar1 6zellikle artik niikleik asitleri dokudan
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cikarmak i¢in ilave islem gerekmektedir. Bu nedenle, genelde ilave bir niikleaz enzim
sindirim asamasi ozmotik sok islemini izlemektedir (Knight ve ark., 2008).

Endoniikleazlar ve ekzoniikleazlar gibi niikleazlar ayrica enzimatik islemlere dahil
edilebilir. DNazlar ve RNazlar, niikleer artiklarin uzaklastirilmasina yardimci olmak igin
deterjan muamelesi ile birlikte hiicrelerinden arindirma yontemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Proteaz ve niikleaz ile muamelelerde, muamele siiresi HDM
kompozisyonuna ve yapisina zarar vermeden hiicresel antijenleri etkili bir sekilde
uzaklastirmak i¢in optimize edilmelidir. Dolayisiyla, proteaz veya niikleazlarin kullanildig:
hiicrelerinden arindirma protokolleri, in vivo implantasyondan once kalan enzimlerin
dokudan arindirilmasi igin etkili adimlar igermelidir (Ngangan ve McDevitt, 2009). Tripsin
hiicrelerinden arindirma metodolojilerinde en yaygin kullanilan proteolitik enzimlerden
biridir ve tipik olarak kalsiyum selatlama maddesi, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ile
birlikte kullanilmaktadir. EDTA, tripsinize edilmis hiicreler tarafindan salinan ve HDM
bilesenlerini bozma yetenegine sahip olan hiicre i¢i proteazlari etkisizlestirmek igin
kullanilmaktadir. Tripsin, hiicrelerinden arindirma protokollerinde ¢ogunlukla protein-
protein etkilesimlerini bozarak hiicrelerin HDM’den uzaklastirilmasina yardim etmek i¢in
kullanilmaktadir. Tripsin, kalp kapakeiklari, vaskiiler greftler ve perikardiyum dahil olmak
tizere birgok dokunun hiicrelerinden arindirilmasi i¢in enzimatik muamelelerin bir pargasi
olmustur (Crapo ve ark., 2011).

Bugiine kadar, miyokard (Arslan ve ark., 2018), deri (Chen ve ark., 2004), kikirdak
(Erten ve ark., 2016), spinal kord (Arslan ve ark., 2019), soluk borusu (Batioglu-Karaaltin
ve ark., 2015), vb. gibi ¢esitli dokular ve organlar basarili bir sekilde hiicrelerinden
arindirilmis ve doku miihendisligi uygulamalar: i¢in derinlemesine karakterize edilmistir.
Klinik olarak degerlendirildiginde, domuz ince bagirsagindan (SIS) elde edilen RESTORE
™ ortopedi cerrahlari tarafindan onaylanan ilk ticari HDM yamasidir (Badylak, 2004). Diger

baz1t HDM temelli ticari iirlinler Cizelge 1.4’de verilmistir.
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Cizelge 1.4. Hiicre D11 Matriks Temelli Ticari Uriinler (Scarritt ve ark., 2019)

Uriin Firma Kaynak Uygulama
AlloDerm™ LifeCell Corporation Insan Derisi Yumusak doku onarimi
AlloMax™ Becton, Dickinson and Insan Derisi Yumusak doku onarimi
Company
AlloPatch® Musculoskeletal . Insan Derisi Tendon ve yumusak doku onarimi
Transplant Foundation
ArthroFlex® Arthrex Insan Derisi Yumusak doku onarimi
Axis™ Coloplast Insan Derisi Idrar tutamama
AxoGuard® AxoGen Doznuz }nce Sinir onarimi
Bagirsagi
BellaDerm MTF Biologics Insan Derisi Yumusak doku onarimi
Biodesign® Cook Biotech Doznuz }nce Dura mater onarimi1
Bagirsagi
CorMatrix® Cook Biotech Doznuz }nce Kalp dokusu onarimi
Bagirsagi
DermACELL® Stryker Insan Derisi Yumusak doku onarimi
DermaMatrix™ DePuy Synthes Insan Derisi Yumusak doku onarimi
DuraGuard Baxter Slg%r _ Dura mater ve yumusak doku
Perikardiyumu onarimi
DuraMatrix® Stryker Sigir Derisi Dura mater onarimi
FlexHD® Ethicon Insan Derisi Yumusak doku onarimi
Glyaderm® Euro Skin Bank Insan Derisi Deri onarimi ve plastik cerrahi
GraftJacket™ Wright Medical Group Insan Derisi Tendon ve bagdoku onarimi
Integra HuMend™ | Integra LifeSciences Insan Derisi Yumusak doku onarimi
Integra®

Reinforcement
Matrix

MIRODERM®

MIROMESH®

OASIS® Wound
Matrix

Peri-Guard®

Integra LifeSciences

MiroMatrix Medical Inc

MiroMatrix Medical Inc

Smith & Nephew

Baxter

Domuz Derisi

Domuz Karacigeri
Domuz Karacigeri

Domuz Ince
Bagirsagi

Sigir
Perikarduyumu
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Tendon ve yumusak doku onarimi

Yara onarimi

Yumusak doku onarimi

Yara onarimi

Perikardiyal ve yumusak doku
onarimi



Cizelge 1.4’{in devami

PerioDerm™ MTF Biologics insan Derisi Dis ve yumusak doku onarimi
Permacol™ Medtronic Domuz Derisi Yumusak doku onarimi
PriMatrix® Integra LifeSciences Fotal Sigir Derisi | Yara onarimi
SurgiMend® Integra LifeSciences Fotal Sigir Derisi | Yumusak doku onarimi
Suspend® Coloplast Insan Fasya lata Inme ve idrar kacirma
TissueMend® Stryker Fotal Sigir Derisi | Tendon onarimi

Sigir

Vascu-Guard® Synovis Surgical Damar onarimi

Perikardiyumu

Veritas™ Baxter Slg%r . Yumusak doku onarimi
Perikardiyumu
Xenform™ Boston Scientific Fotal Sigir Derisi | Yumusak doku onarimi
XenMatrix™ BeelgiBIeKinson iy Domuz Derisi Yumusak doku onarimi
Company
Zimmer Collagen Zimmer Biomet Domuz Derisi Tendon onarimi

Repair Patch®

1.2.2. Dogal Biyomalzemeler

HDM yap1 iskelelerinin kullanilma hazir hale getirilmesi olduk¢a uzun zaman alir. Ek
olarak, yetersiz doku ve organ temini yiiziinden dogal ve sentetik biyomalzemeler de doku
miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda sik¢a kullanilmaktadir. Bugiine kadar, dogal,
sentetik, yar1 sentetik ve hibrit malzemeler doku rejenerasyonu i¢in yapi iskeleleri olarak
Onerilmis ve test edilmistir (Elitok ve ark., 2017). Doku miihendisliginde kullanilan dogal
polimerlerden bazilar1 kollajen, aljinat, agaroz, kitosan, kitin, fibrin, ipek fibroin ve
hyaluronik asittir (veya hyaluronan) (Cizelge 1.5). Kollajen, doku miihendisliginde yaygin
olarak kullanilan dogal bir protein materyalidir, ¢iinkii kollajen iskelesinin hiicre
metabolizmas1 ortami fizyolojik kosullara yakindir. Ek olarak, kollajenin, dogal polimerler
olarak, sentetik polimerlerden daha iyi hiicre yapismasin1 ve c¢ogalmasini destekledigi
belirtilmistir (Wang ve ark., 2013). Alternatif olarak fibrin, implantasyondan sonra tamamen
parcalanabilir ve viicudun otolog plazmasindan toplanabilir. Dogal biyomalzemeler, diisiik
fiyat, kolay elde edilebilirlik ve hiicrelere kars1 iyi tolerans avantajlarina sahiptir. Bugiine
kadar, dogal biyopolimerler, cilt, kikirdak, kemik, meniskiis, kornea ve sinir dokusu
miithendisligi gibi ¢esitli doku miihendisligi uygulamalarinda basariyla kullanilmigtir (Chen
ve Liu, 2016).
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Cizelge 1.5. Doku mithendisligi ve rejeneratif tipta kullanilan, dogal biyomalzemeler (Kim

ve ark., 2011)

Polimer Biyouyumluluk Dezavantaji Biyobozunurluk Uygulama
Kollajen Minimum Kiigiik Helikal Kontrol edilebilir Deri,
sitotoksisite, olmayan kikirdak,
minimum telopeptidlerin kemik,
enflamasyon proteolitik tendon,
uzaklastirilmasi damar,
sinir,
mesane,
karaciger
Hiyaliironik asit Enflamasyona Oldukga viskoz 1 saatten 1 aya Deri,
neden olmaz, ¢ozelti, Kimyasal kadar degisebilir kikirdak,
minimum yabanci | modifikasyondan kemik,
doku reaksiyonu sonra bir¢ok aritma damar,
basamagi sinir,
mesane,
karaciger
Aljinik asit Enflamasyona Hidrojelin 1 giinden 3 aya Deri,
neden olmaz, kontrolstiz bir kadar degisebilir kikirdak,
minimum yabanci | sekilde ¢oziinmesi kemik,
doku reaksiyonu pankreas,
kas, sinir
Kitosan Enflamasyona Kontrol 3 giinden 6 aya Deri,
neden olmaz, edilemeyen kadar degisebilir kikirdak,
minimum yabanci | deasetilasyon ve kemik,
doku reaksiyonu molekiiler agirlik pankreas,
kas, sinir
Jelatin Minimum Zayif fiziksel Kontrol edilebilir Deri,
sitotoksisite, ozellikler kemik,
minimum kikirdak,
enflamasyon g0giis, bag
doku
Fibrin Minimum Zayif fiziksel Kontrol edilebilir Deri,
sitotoksisite, ozellikler kemik,
minimum kikirdak,
enflamasyon tendon,
damar,
karaciger,
bag doku
Poli Minimum Pirojenler Kontrol edilebilir Deri,
(hidroksialkanoat) sitotoksisite, uzaklastirilmal kemik,
minimum tendon,
enflamasyon kikirdak,
sinir, bag
doku,
damar, kalp,
kas
Minimum Sericin Kontrol edilebilir Deri,
Ipek sitotoksisite, enflamasyonu kemik,
minimum tendon,
enflamasyon kikirdak,
sinir, bag
doku,
damar
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1.2.3. Sentetik Biyomalzemeler

Dogal polimerlerden farkli olarak, sentetik polimerler, istenen boyutlarda ve sekillerde

iiretilebilen insan yapimi polimerlerdir (Cheung ve ark., 2007). Islevsel gruplar ve yan

zincirler dahil edilerek, sentetik polimerler ayrica belirli molekiiller ile aktiflestirilebilir ve

bunlar biyolojik olarak parcalanabilir. Doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilan

sentetik polimerler poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA) ve bunlarin poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) ve polikaprolakton (PKL) gibi kopolimerleridir (Cizelge 1.6) (Tan ve

ark., 2013). Bu malzemeler 6zel bir mimari yap1 ile tretilebildikleri i¢in ve polimerin

kendisinin veya tek tek polimerin bilesiminin degistirilmesiyle kontrol edilebilen bozunma

Ozellikleri bakimindan biiyiik basar1 gostermis olsalar da azalan biyoaktivite nedeniyle

viicudun reddetme riskini i¢eren dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ek olarak, PGA'nin hidroliz

yoluyla parcalandigi, karbondioksit lirettigi ve dolayisiyla hiicre ve doku nekrozu ile

sonuglanabilecek yerel pH"1 diisiirdiigii icin bozunma siireci hakkinda endiseler mevcuttur
(Elitok ve ark., 2017).

Cizelge. 1.6. Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta kullanilan sentetik biyomalzemeler

(Kim ve ark., 2011; Tan ve ark., 2013)

Polimer Biyouyumluluk Dezavantaji Biyobozunurluk Uygulama
Polilaktik asit Minimum Bolgesel 24 ay Deri, kemik bag
sitotoksisite, enflamasyon, dokusu, Kikirdak,
minimum rastgele zincir sinir, tendon,
enflamasyon hidrolizi mesane, damar,
karaciger
Poliglikolik asit Minimum Bolgesel 6-12 ay Deri, kemik bag
sitotoksisite, enflamasyon, dokusu, Kikirdak,
minimum rastgele zincir sinir, tendon,
enflamasyon hidrolizi mesane, damar,
karaciger
Poli (laktik-ko- Minimum Bolgesel 1-6 ay Deri, kemik bag
glikolik asit) sitotoksisite, enflamasyon, dokusu, Kikirdak,
minimum rastgele zincir sinir, tendon,
enflamasyon hidrolizi mesane, damar,
karaciger
Polikaprolakton Minimum Hidrofobik 3yl Deri, kemik bag
sitotoksisite, dokusu, Kikirdak,
minimum sinir, tendon,
enflamasyon mesane, damar
Polietilen oksit Enflamasyona Karmasik 1 aydan 5 yila kadar | Deri, kemik,
neden olmaz biyobozunurluk degisebilir kikirdak, kas
Polianhidridler Minimum Sinirh mekanik Kontrol edilebilir Kemik
enflamasyon, ozellik
minimum yabanci
doku reaksiyonu
Polipropilen Minimum Zayif mekanik 1 haftadan 16 aya Kemik
fumarat enflamasyon ozellik kadar degisebilir
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Cizelge 1.6’nin devami

Poliortoester Orta derecede Zayif mekanik Yaklagik birkag ay Kulak, kemik,
enflamasyon, orta ozellik kikirdak

derecede yabanci
doku reaksiyonu

Polifosfazen Minimum Genis molekiiler 1 haftadan 3 yila Deri, kikirdak,
enflamasyon, agirlik dagilimi kadar degisebilir kemik, sinir, bag
minimum yabanci doku

doku reaksiyonu

1.3. Insan Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendini yenileme ve c¢oklu soylara farklilagma kapasitelerine sahip
farklilasmamus hiicreler olarak tanimlanabilir (Zech ve ark., 2011). Embriyonik koék
hiicrelerin aksine, farklilagsmis dokulardan kaynaklanan kok hiicreler immiino-uyumludur ve
etik zorluklara tabi degildir (Brignier ve Gewirtz, 2010). Mezenkimal kok hiicreler
(MKH'ler) rejeneratif tipta bazi patolojik hastaliklar veya travmalar nedeniyle olusan doku
hasarlarinin tedavisi i¢in yaygin olarak uygulanir ve kemik iligi, yag dokusu, cilt, kas ve
tendon gibi farkli dokulardan tiiretilir (Rocky S Tuan, 2002). Bununla birlikte, bu MKH'ler
rejeneratif tip i¢in klinik olarak uygulanabilirlik, say1 yeterliligi, coklu soy farklilagsmasi,
giivenli ve etkin transplantasyon ve mevcut iyi iiretim uygulamalarina uygun iiretim gibi
kriterleri yerine getirmek zorundadir. Kemik iligi en iyi kok hiicre kaynagidir ancak insan
adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (IAMKH) klinik alanda alternatif bir kaynak
olabilir, ¢linkii her ikisi de morfoloji, ¢ogalma ve bazi spesifik belirtecler bakimindan benzer
ozellikler gostermektedir (Nepali ve ark., 2018). Adipoz ve kemik iligi kaynakli kok
hiicrelerin ifade ettigi belirtegler Cizelge 1.7.’de gosterilmistir. Sonug olarak, viicutta yag
dokusunun bollugu, cerrahi olarak kolay erisilebilir olmasi, multipotent 6zellik géstermesi,
doku miihendisligi ve rejeneratif tibbin yag dokusuna MKH temini igin olan ilgisini

artirmaktadir.

Cizelge 1.7. Adipoz ve kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin ifade ettigi belirtegler. ++, >
%70; +, %30-70; —, %10-30; -, %2-10; —, < %2 (Woodruff ve ark., 2012)

CD Adipoz Kaynakli Kemik Iligi Kaynakli
CD9 ++ +
CD10 ++ -
CDl1la — +
CD11b — +
CDl11c — +
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Cizelge 1.7’ nin devami

CD13 ++ ++
CD14 — _
CD16 — +
CD18 — +
CD29 ++ ++
CD31 — +
CD34 + -
CD44 ++ ++
CD45 — -
CD49b — ++
CD49d — ++
CD49%e ++ ++
CD50 - +
CD51 ++ ++
CD54 . 7
CD55 ++ ++
CD56 2= +
CD59 ++ ++
CD61 — —
CD62e — +
CD63 — —
CD71 — +
CD73 + ++
CD90 ++ ++
CD104 - -
CD105 ++ ++
CD106 — +
CD117 - ++
CD133 - ++
CD140a — +
CD146 — ++
CD166 + +
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IAMKH’ler adipojenik, osteojenik, kondrojenik, endotelyal hiicreler, miyojenik
hiicreler ve epitel hiicrelere farklilasma yetenekleri gosterebilen kok hiicrelerdir (Huang ve
ark., 2013). Sekil 1.2.’de iIAMKH’lerin ¢oklu soy farklilasmasi ifade ettikleri belirtegler ile
birlikte sematik olarak gosterilmistir.

Adiposit

: Adiponektin+ :
q | PPAR-y
| GLUT-4+ |

Osteosit [ = = = = = = =
Osteokalsin+

Hiicrelerin Cogalmasi

0-7 giin 7-14 giin 20-30 giin

Kondrosit : !

Agregan+

| Kollajen Tip II+ :

—— o 4 ﬁ I Kollajen Tip IX+ |
I SOX 5-6-9+ |

1

Farklilagsma

I SOX 6+

CD34+ CD34+ CD34- Miyosit | = = = = = = = 1
CD90+ CD90+ CD90+ Io======
CD44+ | Myo D "

ﬁ MF20+
I I [
|
1

Adipoz kaynakli mezenkimal Endotelyosit

kok hiicreler : VEBF+ :
) | CD31+ |

| CD4d+ |

1 |

1 I

Sekil 1.3. IAMKH’lerin ¢oklu soy farklilagsmasi ifade edilen belirteglerle ile birlikte sematik
gosterimi (Woodruff ve ark., 2012)

1.4. Spinal Meninksin Yapis1 ve Islevi

Meninkslerin ve beyin omurilik sivisinin ilk bilinen anatomik tanimlari, cerrahi travma
lizerine eski bir Misir tibbi metni olan Edwin Smith Papiriis'te bulunmustur (yaklasik M.O.
1600). Metinde, Misirli bir doktor olan Imhotep'e atfedilen 6nceki yazilar bulunmaktadir
(Decimo ve ark., 2012). Meninks, 6ncelikle beynin koruyucular olarak bilinen ii¢ zar olan
dura mater, araknoid ve pia mater'den olusmaktadir (Sekil 1.3). Dura mater dis zardir ve
diger meninksel katmanlar1 sarmaktadir. Leptomeninks (lepto-, ince) iki katmandan olusan
i¢ zarlardir: dis kisim araknoid (arakn, ériimcek) ve i¢ pia mater (pia-, hassas) olarak
adlandirilir. Genel olarak meninks, yaralanmalar1 engelleyen beyin-omurilik sivist ile
doludur ve her ikisinin birincil gérevi merkezi sinir sistemini (MSS) korumaktir (Patel ve
Kirmi, 2009).
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Parankima ig¢indeki stratejik pozisyonlart ve damar yapisi ile olan baglantilart
nedeniyle, meninksler gelismekte olan beyin yapilarimin sinir hiicrelerine kisa menzilli
faktorler saglama potansiyeline sahiptir. Stromal tiirevli faktorii ve CXC kemokin reseptorii
4 bagiml yolu igeren sinyal bu faktorlere 6rnek olabilir. Bu sinyal, gesitli kok hiicrelerinin
toplanmasinda rol oynar (Siegenthaler ve ark., 2009). Meninksler, yasam boyunca MSS'nin
fizyolojik ve patolojik olaylarinin ¢ogunu diizenleyebilmektedir. Meninks kortikal gelisimin
¢ok erken embriyonik asamalarindan beri mevcuttur ve normal kortikogenez ve beyin
yapilarinin olusumu igin gerekli goriinmektedir. Yetigskinlik doneminde meninks, birgok
trofik faktorli salgilayarak noral doku homeostazisine katkida bulunur (Decimo ve ark.,
2012).

Pia mater ve spinal kord intratekal bosluk

Epidural arahk Dura ve araknoid mater

Sekil 1.4. Spinal kordun anatomisi. Sinir dokusu, omur, dura, araknoid ve pia mater

tarafindan korunur (Hashemi ve ark., 2015)

Meninksel fonksiyon ve mikro-mimarisi tizerine yapilan daha derinlemesine
caligmalar son zamanlarda meninkslerin yalnizca koruyucu bir zar olmadigini
gostermektedir. Meninks, kok hiicre homeostazini ve kortikal fonksiyonu modiile etme
potansiyeline sahip biiyiime faktorlerini salgilayan laminince zengin bir HDM igermektedir.
Ayrica meninks HDM'si ¢ok miktarda kollajen tip I, 11l ve IV’ e ek olarak fibronektin,
tenaskin gibi kollajen olmayan proteinler icermektedir (Decimo ve ark., 2012). Bunlara ek
olarak, spinal meninks HDM'sinde bazik fibroblast biiyiime faktorii (Mercier ve Hatton,
2001), insiilin benzeri biiytime faktorii-1l (Stylianopoulou ve ark., 1988), stromal hiicre
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tirevi faktor I (Reiss ve ark., 2002), retinoik asit (Siegenthaler ve ark., 2009) ve heparan
stilfat (Mercier ve Arikawa-Hirasawa, 2012) bulunmaktadir.

37



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Vishwakarma ve arkadaslarinin yayinladiklari bir ¢alismada insan beyni meninksleri,
Tween-20 ve sodyum dodesil siilfat kullanilarak etkin bir sekilde hiicrelerinden
arindirilmistir. Daha sonra, hiicrelerinden arindirilan insan beyni tiirevli meninkse, insan
fotal subventrikiiler bolgeden elde edilen insan noral progenitor hiicreleri ekilmistir.
Hiicresel davranislar, gen ifadesi, western blot, histolojik ve immiinohistokimyasal analizler
ile in vitro olarak degerlendirilmistir. Sonuglar, hiicrelerinden arindirilan meninksin yeterli
mekanik kuvvete, gerekli aktif molekiillere, biiyiime faktorlerine sahip oldugunu ve ndronal
hiicre biiytimesi sagladigini gostermistir. Sonug olarak, yazarlar hiicrelerinden arindirilan
meninksin omurilik zedelenmesinden muzdarip hastalarin tedavisi igin kullanilacak

potansiyele sahip olabilecegini diisiinmektedir (Vishwakarma ve ark., 2018).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

Sigir spinal meninksi spinal kord ile beraber, Canakkale ilinin Lapseki ilgesinde
bulunan bir kesimhanedeki ticari amaglar i¢in kesimi yapilan sigirlardan elde edilmistir ve
laboratuvara soguk zincir ile transfer edilmistir. Daha sonra laboratuvarda spinal kord spinal
meninksden uzaklastirilmistir. Spinal meninksler kullanilacagi zamana kadar -26 °C’de
(Siemens KG57NPW24N, Almanya) muhafaza edilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
s1gir spinal meninksi ticari amagla kesimi yapilan bir kaynaktan temin edildigi i¢in etik kurul

iznine gerek kalmamistir. Tiim kimyasallar ve reaktifler, aksi belirtilmedikge Merck'ten

(Sigma-Aldrich) temin edilmistir.

Spinal meninks ham ve hiicrelerinden arindirilmis dokularinin igerdigi ¢ift sarmal
DNA miktar1 genomik DNA saflastirma kiti olan GeneJET DNA saflastirma (Thermo
Scientfic, ABD), hidroksiprolin icerigi hidroksiprolin analiz kiti (Merck, kat. no: MAKO008)
ile belirlenmistir.

Deneylerde Merck-Millipore marka Milli Direct-Q 3UV (Almanya) model saf su
sisteminden elde edilen Tip I ve Tip Il saf su kullanilmistir. Tartim islemleri i¢in Shimadzu
ATX224 (Japonya) marka hassas terazi kullanilmistir. Deneyler sirasinda yapilan karistirma
islemleri Jeiotech (Kore) marka ¢oklu karistiricida gergeklestirilmistir. Hazirlanan tampon
ve c¢ozeltilerin pH degerleri Mettler Toledo (ABD) marka pH metrede Olgiilmiistiir.
Deneylerdeki santrifiij islemlerinde Hettich Micro 120 (Almanya) marka santrifiij
kullanilmistir. Elma S 30H (Almanya) marka ultrasonik banyo ¢ozeltilerde kat1 maddelerin
stv1 iginde tamamen ¢dziinmesini saglamak ic¢in kullanilmigtir. GAG, hidroksiprolin ve ¢ift
sarmal DNA igerigi analizlerinin spektrofotometrik Olglimleri Shimadzu UVmini-1240
(Japonya) marka spektrofotometrede kuvars mikrokiivetler kullanilarak (Quartz
SUPRASIL®, Hellma®, Almanya) tayin edilmistir. Hiicrelerinden arindirilmis gozenekli
doku iskelelerinin {iretimi i¢in Telstar LyoQuest (Ispanya) model liyofilizator (dondurma-
kurutma) kullanilmistir. Hiicrelerinden arindirma islemi sirasinda istenen sicaklik degeri ve
hiicrelerinden arindirma islemi icin hazirlanan ¢ozeltilerin doku pargalarinin  tiim
yiizeylerine temas etmesi i¢in gerekli dairesel hareket Benchmark marka Incu-Shaker Mini
inkiibator (ABD) kullanilarak saglanmistir. GAG igerigi analizi sirasinda dokulari sindirmek

i¢in kullanilan papain enziminin 100 °C’de inaktivasyonu i¢in Jeiotech (Kore) blok 1sitict
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kullanilmistir. Biyoiskeleleri fizyokimyasal olarak analiz etmek i¢in ATR-FTIR (Nicolet
1S50, Thermo Scientific, ABD) ve TGA analizi (TGA 8000 Perkin Elmer, ABD) yapilmistir.
Avyrica, liretilen biyoiskelenin Dinamik-mekanik analizi DMA 8000 (Perkin Elmer, ABD)
cihaz ile yapilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan iAMKH’ler (Merck-Millipore, lot no:
QVP1303200) yurt disindan satin alinmistir. Kiiltiir, mezenkimal kok hiicrelerin uygun
bliylimesi i¢in tiim gereklilikleri saglayan spesifik bir ortam kullanilarak siirdiirtilmiistiir
(Mezenkimal kok hiicre ortami, kat. no. #7501, ScienCell, ABD). Hiicre kiiltiirii
calismalarinda steril hiicre kiiltiirii plastikleri (Corning, NY, ABD) kullanilmistir. Kok
hiicreleri pasajlamak icin tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Merck, Almanya) kullanilmistir.
Biyoiskelelere ekilen kok hiicrelerin canlilik durumlari ve ¢ogalma miktarlart MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) hiicre ¢ogalma kiti (Merck, kat no:
SGD1, ABD) kullanarak spektrofotometrik mikro plaka okuyucu (Thermo-Scientific,
Multiskan™ mdrop™ plate, ABD) ile tespit edilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalarinin tamami
Class Il A-2 laminar akish kabinde kabinde (Telstar Bio II Advance, Ispanya)
gerceklestirilmistir. IAMKH’ler dogal viicut ortamu sartlarini taklit eden Panasonic, MCO-
18AC-PE (Japonya) marka inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmalarini ve
farklilagsmalarin1  gozlemlemek igin Zeiss Primovert (Almanya) invert faz-kontrast
mikroskopu kullanilmistir.

Biyoiskelelerin yiizey morfolojileri 10 kilovolt (kV) gerilim altinda SEM cihaz1 (JSM-
7100F, Jeol, Nieuw-Vennep, Japonya) ile gdzlenmistir. Analiz 6ncesi biyoiskeler, kaplama
cihazi ile (SC7620, Mini Sputter Coater, Quorum, Laughton, East Sussex, Ingiltere) Au-Pa
kaplanmustir. Deney sonuglarinin istatistiksel analizleri ve grafik ¢izimleri i¢in Origin Pro
8SRO (v8.0724, OriginLab Corporation, MA, ABD) programi kullanilmistir. Elde edilen
sonuglarin standart sapma (£) degerleri Microsoft Office 365 Pro Plus Excel programi

kullanilarak hesaplanmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sigir Spinal Meninksin Temini

Kesimi yapilan bir sigirin servikal omurlari ¢ikarilmig, omurlar kirilarak spinal kord
elde edilmistir. Cikarilan spinal kord soguk zincir vasitasiyla laboratuvara ulastirilmistir.
Spinal meninksin spinal korddan ayrilmasi saglanmis (Sekil 3.1) ve meninks saf su ile

yikanarak -26 °C’ye ayarli buzdolabina konulmustur.
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Sekil 3.1 Spinal korddan ayrilmis ham spinal meninks dokusu

3.2.2. Spinal Meninksin Hiicrelerinden Arindirilmasi

Spinal meninksi hiicrelerinden arindirmak i¢in ilk olarak hipotonik 10 mM Trizma
hidrokloriir (Tris.HCI) ve 5 mM EDTA ¢ozeltisi pH’1 8 olacak sekilde hazirlanmistir. Daha
sonra spinal meninksler bu ¢ozeltiyle 24 saat boyunca muamele edilmistir. Hipotonik
¢ozeltiden alinan meninksler ultra saf su ile 24 saat yikanmistir. Bu islemin devaminda
meninksler igerisinde %1 Triton X-100 (v/v) deterjant bulunan hipertonik 50 mM Trizma
HCl, 5 mM EDTA (pH:8,0) ¢ozeltisinde 48 saat boyunca calkalanmigtir. Deterjan
¢ozeltisinden alinan meninksler ultra saf su ile 24 saat yikanmistir. Devaminda iskeleler 10
mM MgCl ve 50 mM Trizma (pH: 7,5) tamponda hazirlanmis DNaz (Deoksiriboniikleaz)
(200 pg/mL) ve RNaz (Riboniikleaz) (50 ug/mL) ¢ozeltileri ile 24 saat boyunca 37,5 °C’de
muamele edilmistir. Bu siire sonunda birkag¢ tur ultra saf su ile yikanmislardir. Yikama
isleminin ardindan 5 saat boyunca dekontaminasyon (%4 ethanol (v/v) ve %0,1 (v/v)
perasidik asit) islemi uygulanmistir. Dekontaminasyon isleminden sonra iskeleler saf su ile
24 saat yikanmak lizere ¢alkalamaya birakilmistir. Yikama islemiyle kimyasal kalintilardan
arindirilan iskeleler liyofilizasyon islemine hazir olmalari i¢in bir gece boyunca -26 °C’de

bekletilmistir. Hazir hale gelen iskeleler liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen biyo-iskeleler
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saklanmak {izere +4 °C’ye konulmustur. Sekil 3.2°de spinal kordun disekte edilmesinden

1AMKH ekili dSM iskele elde edilmesine kadar yapilan islemlerin 6zeti goziikmektedir .

oo >0 Ny------- Dura mater . o
T Ko - ------- Araknoid mater Spinal Meniksin Katmanlan
L A Pia mater
_/'.. Spinal Kord
~ l jOSpinaI Meninksin Spinal Korddan
Ayrilmasi

Sigir Spinal Meninksi (SM)
1%1 Triton X-100 ile Hucrelerinden Arindirma

R

| 9SM iAMKH’ler |

‘Yeniden Hucrelendirme

IAMKH ekili dSM iskele

Sekil 3.2. Sigir spinal meninksin hiicrelerinden arindirilmasi isleminin sematik gosterimi

3.2.3. Cift Sarmal DNA icerigi Analizi

Hiicrelerinden arindirilmis spinal meninksler ve iizerinde bir islem uygulanmamis ham
doku spinal meninks steril sartlar altinda kesilerek ¢ift sarmal DNA igerik analizi yapilmustir.
DNA igerik analizi i¢in satin alinan GeneJET DNA saflastirma Kiti (Thermo Scientific,
ABD) talimatlar1 uygulanmustir. Izole edilen DNA’lar1 ieren ¢dzelti kuvars mikrokiivetlere
aktarilmig, 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki 6l¢iimleri Shimadzu UV mini-1240 UV-Vis
cthazinda alinarak ortalama DNA konsantrasyonu ve saflifi asagidaki asagidaki’deki

esitlige gore hesaplanmistir (Erten ve ark., 2016; Arslan ve ark., 2018).

DNA Konsantrasyonu (ng/ul) = (Azgo — Az0) X 50 (3.0
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3.2.4. GAG I¢erigi Analizi

Hiicrelerinden arindirilmis spinal meninksin igerdigi siilfatlanmis GAG igerigi miktari
Erten ve ark. (2016) tarafindan daha Once tanimlanan yontem ile belirlenmistir. Hem
hiicrelerinden arindirilan hem de ham doku spinal meninksler blok 1siticida bir gece boyunca
papain ¢o6zeltisi (100 mM NaHPO4, 10 mM Na2EDTA, 10 mM L-sistein ve 0,125 mg/mL
papain, ultra saf su igerisinde pH: 7,5) ile 65 °C’de hafifce ¢alkalanarak sindirilmistir.
Sindirme islemi tamamlandiktan sonra papain enzimi 100 °C’de 15 dakika bekletilerek
inaktif hale getirilmistir. Bu islemin devaminda 6rneklere 1,9-dimetil-metilen mavisi boyasi
uygulanmistir. Metilen mavisi ile muamele edilen 6rnekler 525 nm dalga boyunda
spektrofotometrik Slglimleri gerceklestirilmistir. Asagidaki denkleme gore GAG igerigi

belirlenmistir.

GAG Kuru Agurlik (ug/mg) = [(0ODs,5/egim) X (seyreltme faktori X

toplam hacim)]/(spinal meninks dokusunun agirligt (mg)) (3.2)

3.2.5. Hidroksiprolin I¢erigi Analizi

Bu analiz i¢in satin alinan hidroksiprolin test kiti (Merck, Almanya) kullanilmistir.
Oncelikle, hiicrelerinden armndirilmis ve ham doku spinal meninks &rnekleri 5 mg olacak
sekilde tartilmig, daha sonra 100 uLL 12 M HCI ve 100 pL ultra saf su igerisinde 120 °C’de
3 saat boyunca hidroliz edilmistir. Hidroliz islemi tamamlandiktan sonra 6rneklerdeki
¢Oziinmeyen parcaciklarin uzaklastirilmast i¢in 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Bu islemin ardindan hidroksiprolin kitindeki talimatlar gergeklestirilmis ve ornekler 96
kuyucuk igeren plakaya 2’ser pL konularak 60 °C’ye ayarli etiivde kuruyana kadar
bekletilmistir. Hidroksiprolin igeriginin belirlenebilmesi igin spike kullanilmistir. Ardindan,
kloramin T/oksidasyon tampon karigimi ve 4-(Dimetilamino) benzaldehit ilave edilmis ve 5
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Son olarak 560 nm dalga boyundaki o6l¢iimleri
spektrofotometrik olarak yapilmistir. Hidroksiprolin miktar1 asagida verilen esitlige gore

hesaplanmistir;

Hidroksiprolin miktart = [(Aggo)numune /((Asqo)spike kontrol —

(Aggo)numune x 0,4 (ug)] (3.3)
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3.2.6. Termogravimetrik Analiz

Ham ve deseliilerize spinal meninks iskelelerin termal 6zelliklerini belirlemek i¢in
Perkin Elmer TGA 8000™ cihazi kullanilmistir (Sekil 3.3). Termogravimetrik analiz, inert
azot gazi altinda (15 ml azot/dakika), 30 °C baslangi¢ sicakligindan 800 °C son sicakliga,
dakikada 10°C artis olacak sekilde yapilmistir. Boylece biyoiskelelerin termal bozunmasini

belirlenmistir.

Sekil 3.3. TGA cihazi

3.2.7. Dinamik Mekanik Analiz

Hiicrelerinden arindirilmis spinal meninks dokusu 30 x 8 mm boyutlarinda kesilip
DMA cihazi i¢in uygun boyutlara getirilmistir. Dinamik mekanik analiz (DMA), boyutlari
ayarlanan ornekler stres kontrol modu altinda gerilime maruz birakilarak, Perkin Elmer
DMA 8000™ cihazinda yapilmistir (Sekil 3.4). DMA analizi sicaklik artis hiz1 1 °C/dk., 25
°C baslangig, 40 °C son sicaklik 2 mm genlik ve frekansi 1 Hz olacak sekilde
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.4. DMA cihazi

3.2.8. Ateniie Toplam Reflektans Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Ham ve hiicrelerinden armdirilmig spinal meninks dokusunun kimyasal baglar
arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in Nicolet IS50 Flex Gold Kizildtesi Spektrometre
(Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, ABD) cihaz1 kullanilarak ATR-FTIR analizi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Her bir IR spektrumu, 64 tarama ile 650-4000 cm™ frekans
arahginda ve 16 cm? ¢oziiniirliikte kaydedilmistir. Ek olarak, arka plan spektrumlari
Olglimden 6nce toplanmis ve spektrumlar ortamdaki degisiklikler igin otomatik olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 3.5. ATR-FTIR analiz cihaz1

3.2.9. Sisme ve PBS Alim Testi

Sisme ve PBS alim analizleri Kaczmarek ve ark. tarafindan yapilan ¢alismaya gore
yapilmustir (Kaczmarek ve ark., 2018). Oncelikle, dSMler (n=3) 1 cm x 1 cm olacak sekilde
kesilmis ve daha sonra tartimlar1 yapilmistir. Tartilan dSM’ler, 10’ar ml PBS (pH 7,2-7,4)
icerisinde 37 °C’de 1 saat boyunca bekletilmistir. Bu islemin ardindan dSM’ler tekrar

tartilmis ve sisme oranlar1 yiizde olarak asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

Sisme [%] = [(m; —mg)/(my)] X 100 (3.4)

Burada m:iskelelerin PBS’e daldirildiktan sonraki kiitlesini, moise ilk kiitlesini temsil
etmektedir.

Swv1 alimi, iskelelerin bir siviya daldirma isleminden sonraki kalan sivi igerigi
yiizdesidir. Iskelelerin kiitle degisimleriyle ilgilidir. Bu amagla iskelelerin sivi emme
kapasitesi yiizde (%) olarak PBS alim testi ile belirlenmistir. dSM iskeleler (n=3) 10 ml
PBS’e (mg) Yyerlestirilmis ve 1 saatin ardindan sikmadan nazikge g¢ikarilmistir. PBS
cozeltisinin geri kalami tartilmis (m¢) ve iskelelerin sivi alimi1 asagidaki denkleme gore

hesaplanmaistir:

PBS alimt [%] = [(m; — my)/(mg)] X 100 (3.5)
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m¢ igerisinden iskeleler alindiktan sonra PBS’in kiitlesini, mo ise PBS’in ilk kiitlesini

temsil etmektedir.

3.2.10. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii calismalar1 Class 11 A-2 laminar akish kabinde (marka, model, iilke)
gerceklestirilmistir. Bu deneylerde, satin alinmis ve daha sonra 5-7 kez pasajlanmis sekilde
-80 °C’deki dondurucuda kriyovial i¢inde saklanan insan adipoz mezenkimal kok hiicreler
(1IAMKH) (Lot numarasi: QVP1303200, ABD) kullanilmistir. Bir kriyovial yaklasik olarak
1x108 iAMKH icermektedir. ilk olarak, hiicreler -80 °C’den alinmis ve 37 °C su banyosunda
¢Ozdiriilmistiir. Daha sonra pipetleme islemi yapilmistir. Ardindan, hiicreler igerisinde;
fotal sigir serumu (%5) (ScienCell, kat. no. 0025, ABD), penisilin (%1) (ScienCell, kat. no.
0503, ABD), biiytime faktorii ¢ozeltisi (%1) (ScienCell, kat. no. 7552, ABD), mezenkimal
kok hiicre bazal vasati (%93) (ScienCell, kat. no. 7501, ABD) bulunan ve 6nceden 37 °C’ye
isitilmis kok hiicre gogaltma vasatina eklenmistir. Donma asamasinda hiicreleri buz
kristallerinden korumak i¢in dondurma ¢ozeltisine eklenen ve hiicreler i¢in 4 °C’nin
iistiindeki sicakliklarda toksik olan dimetilstilfoksit (DMSQO)’1 ortamdan uzaklastirmak i¢in
hiicreler 300xg kuvvetinde, 25 °C’de 5 dakika santriftij yapilmistir. Santrifiij igleminden
sonra siipernatant atilmis ve pellet 3 ml mezenkimal kok hiicre tam besi yeri ile tekrar
siispanse edilmistir. Hiicreleri besi yeri igerisinde homojen olarak dagitmak i¢in pipetleme
islemi yapilmistir. Ardindan, 3 ml hiicre igeren besi yeri inkiibatorde bulunan ve iclerinde
10’ar ml tam besi yeri bulunan 3 T75 flaska 1’er ml olacak sekilde pay edildikten sonra
tekrar %5 CO2, 37 °C sicaklik ve %95 bagil nem kosullarindaki inkiibatore yerlestirilmistir.
Hiicreler T75 flaskin %80-90’1n1 doldurana dek inkiibe edilmistir. Yeteri kadar cogalan kok
hiicrelerin invert faz-kontrast mikroskobu ile fotograflar1 ¢ekilmistir. T75 flasklardaki besi
yeri ¢ekilerek atilmis ve serumun tripsin enzimini inhibe etmesini engellemek icin flasklar
10’ar ml PBS (sodyum kloriir igeren fosfat tamponu) (pH 7,4) ile yikanmistir. Devaminda,
her bir T75 flaska 2’ser ml steril PBS igerisinde hazirlanmig %0,25 Tripsin-0,53 mM EDTA
¢ozeltisi ilave edilmis ve hiicreler 37 °C’de 3 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin iizerine 8’er ml tam besi yeri eklenmis ve hiicrelerin tamamen besi yerine gegmesi
icin pipetaj yapilmustir (tripsinizasyon). T75 flasklardaki hiicreler iki ayr1 15 ml’lik falkon
tiipe alinarak 300xg kuvvetinde, 25 °C’de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmastir.
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3.2.11. Biyoiskelelerin Tekrar Hiicrelendirilmesi

Biyoiskeleler laminar akisli kabine yerlestirilmis ve iskelelere UV 151k (254 nm)
altinda 1 saat boyunca sterilizasyon islemi uygulanmistir. Ardindan, iskeleler 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plastigine yerlestirilmistir. Iskelelerin 1slanmast i¢in her bir iskele 200 uL. PBS
ile muamele edilmis ve inkiibatérde 45 dakika bekletilmistir. Daha sonra, kuyucuklardaki
PBS ¢ekilerek atilmistir. Bu islemin devaminda, pasajlanma sayisi 5-7 olan hiicreler 10.000
hiicre/iskele yogunlugunda olacak sekilde iskelelere ekilmistir. Iskelelerin iizerine 200 uL
mezenkimal kok hiicre tam besi yeri konulmus ve iAMKH igeren iskeleler %5 COg, 37 °C
sicaklik ve %95 bagil nem kosullarinda inkiibasyona birakilmigtir. Besi yeri 2-3 giinde bir
yenilenerek kiiltiire 1, 3 ve 7. glinler baz alinacak sekilde devam edilmistir (Sekil 3.6).

1. giin

3. giin

7. giin

Sekil 3.6. Hazirlanan deney setinin gosterimi

3.2.12. Hiicrelerinden Arindirilan dSM Iskelelerin Uzerine Ekilen Hiicrelerin
Canlilik Diizeylerinin Belirlenmesi

MTT, redoks potansiyelinin bir fonksiyonu olarak hiicre canliligin1 degerlendirmek
icin kullanilir. Aktif olarak solunum yapan hiicreler suda ¢zlintir MTT'yi ¢ézlinmeyen mor
formazan'a dontistiirtir (Sekil 3.7). Formazan daha sonra ¢oziindiiriiliir ve optik yogunluklar

belirlenir.
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Sekil 3.7. MTT testinde formazan mor rengi doniisiimiiniin kimyasal siireci (Sittampalam ve
ark., 2019)

MTT analizi igin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plastiginde bulunan dSM biyoiskelelerin
tizerinde bulunan besiyeri, ¢ekilerek uzaklastirilmistir. Daha sonra iskeleler 3 kez PBS ile
yikanmis ve tizerlerine her dSM iskelesi i¢in 180 pl serumsuz vasat ve 20 ul MTT reaktifi
iceren ¢ozelti eklenerek %5 CO2 ve %90 bagil nem igeren 37 °C’deki inkiibatorde yaklasik
4 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda iskele iizerindeki ¢ozelti tamamen uzaklastirilarak
her bir iskele iizerine MTT ¢oziiciisii (0,1 M HCI iginde hazirlanan susuz izopropanol) 200
ul eklenmistir. iskeleler ependorfa aktarilmis ve iskelelere 1500 rpm’de 3 dakika vorteks
uygulanmistir. Meydana gelen mor renkli ¢6zeltinin 570 nm’de absorbansi Sl¢iilmiistiir,

islemler kiiltiiriin 1., 3. ve 7. giinlerinde tekrar uygulanmustir.

3.2.13. Taramah Elektron Mikroskopisi

dSM iskelelerin yilizey morfolojisini ve ayrica hiicrelerin dSM iskelelere tutunmasini,
gbclinli ve ¢ogalmasimi gozlemlemek ic¢in taramali elektron mikroskopu (FE-SEM JFM
7100F EDS, JEOL, Japonya) kullanilmistir. Tekrar hiicrelendirilmis dSM iskelelerden
gorlintii alinabilmesi icin ilk olarak kiiltiir ortamindaki vasat tamamen uzaklastirilmais,
ardindan hiicreli iskeleler steril PBS ile 2-3 kez yikanmis ve iskeleler PBS igerisinde
hazirlanan hacimce %2,5 glutaraldehit igeren ¢ozelti ile en az 24 saat olacak sekilde fikse
edilmistir. Devaminda, iskeleler ultrasaf su ile yikanmis ve iskeleler her etanol serisinde 5
dakika boyunca muamele edilecek sekilde artan etanol serilerinden gegirilerek (%50, %70,
%80, %90, %95 ve %100) oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir. Kurutulan iskeleler 90
saniye boyunca bir mini piiskiirtmeli kaplayici tarafindan (SC7620, Mini Sputter Coater,
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Ingiltere) Au (%80) — Pd (%20) ile kaplanmistir. Orneklerin gériintiileri yiiksek vakum
altinda, 10 kV gerilimde ve farkli biiyiitmelerde elde edilmistir.

3.2.14. Histokimyasal Karakterizasyon

Hiicrelerinden arindirilmis spinal meninks iskeleleri ve iAMKH’lerin ekili oldugu
iskeleler histolojik olarak degerlendirmek i¢in H&E boyalariyla boyanmustir. Oncelikle, tiim
iskeleler %10’luk nétr tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde beklemeye birakilmistir. Daha
sonra Ornekler akan su altinda durulanmistir. Bu islemin devaminda Ornekler etil akol
serilerinden (%60, %70, %80, %90, %96 ve %100) gecirilerek dehidrate edilmis, parafine
gomiilmiis ve 3-5 pm’lik kesitlere ayrilmistir. Su bazli boyalarin dokulara penatre olabilmesi
icin kesitleri alinan dokulardan parafinin uzaklastirilmasi ve drneklerdeki su igeriginin geri
kazandirilmalidir. Bu nedenle o6rneklerden parafin uzaklastirilmast islemi yapilmstir.
Parafin uzaklastirilmasi i¢in drneklere asagidaki adimlar uygulanmistir:

I.  Doku kesitlerinin kurutulmasini, lam ile 6rnekler arasindaki tutunmayi arttirmak ve
parafinin eritilmesi igin ornekler 15 dakika boyunca 55 °C’ye ayarlanan bir etliv
icerinde bekletilmistir.

II.  Orneklerden parafin uzaklastirilmas i¢in 6rnekler 5’er dakika olacak sekilde iki kez
ksilen ile muamele edilmistir.
1. Orneklerin her biri azalan alkol serilerinden gegirildikten sonra (%100, %95 ve %70)
10 dakika distile suda bekletilerek iskelelere su igerigi tekrar kazandirilmastir.
Parafin uzaklastirildiktan sonra Orneklere standart H&E boyama protokolii

uygulanmugtir.

3.2.15. istatistiksel Analiz

Deneysel veriler ve verilerin standart sapmalar1 Microsoft Office 365 Pro Plus Excel
programi ile hesaplanmistir. Ayni deney grubundaki gruplar arasindaki istatistiksel
anlamlilik, Origin Pro 8SRO (v8.0724, Origin Lab Corporation, MA, ABD) kullanilarak
Tukey testi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile tespit edilmistir. 0,05'ten kiiciik p degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve Prism'in siniflandirma sistemi anlamlilik
derecelerini belirlemek i¢in kullanilmistir (0,0001<p<0,001 = son derece anlamli (***),

0,001<p<0,01 = ¢ok anlaml1 (**), 0,01 <p<0,05 = anlamli (*) ve p>0,05 = anlaml degil).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sigir Spinal Meninksin Hiicrelerinden Arindirilmasi ve DNA icerik analizi

S1g1r spinal meninks dokusu hipotonik (10mM Trizma ve SmM EDTA), hipertonik
(%1 Triton X-100, 50mM Trizma ve 5mM EDTA pH:8.00), DNaz, RNaz (10Mm MgCl,
50Mm Trizma) ve PAA ¢ozeltileri kullanilarak hiicrelerinden arindirilmistir. Sekil 4.1°de

ham ve deseliilerize spinal meninksin gorsel olarak farki gésterilmistir.

(A)

Sekil 4.1. Ham (A) ve deseliilerize spinal meninks (B)

Cift sarmal DNA icerik analizi, hiicrelerinden arindirma isleminin basarisini
degerlendirmek i¢in rutin olarak yapilan bir analizdir ve etkili bir hiicrelerinden arindirma
isleminden bahsedebilmek igin ¢ift sarmal DNA igerigi miktar1 50 ng/mg kuru agirligi
gecmemelidir (Crapo ve ark., 2011). Yapilan ¢ift sarmal DNA igerik analizi sonucu ham
spinal meninks ve hiicrelerinden arindirilmis spinal meninks dokular1 i¢in DNA igerigi
miktart sirastyla 153,39 + 53 ve 39,47 + 4,93 ng/mg kuru agirlik (n = 3; p<0.05; ANOVA;
Sekil 4.2.) olarak bulunmustur. Gergeklestirilen hesaplamalar sonucunda ¢ift sarmal DNA
iceriginin yaklasik olarak %74,27 oraninda azaltildig1 ve basarili bir hiicrelerinden arindirma

islemi gerceklestirildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. DNA igerik analizi

4.2. Hidroksiprolin ve Glikozaminoglikan I¢cerigi

HDM, dogal hiicreler tarafindan iiretilen benzersiz bir biyolojik iskeledir ve hiicreleri,
senfoni orkestrasin1 yoneten bir maestro gibi yonlendirmektedir. Cok sayida yapisal ve
fonksiyonel protein, GAG, glikoprotein, hormon ve sinyal molekiiliinden (yani biiylime
faktorleri) olusan HDM, dokuya 06zgii bir 3 boyutlu bir gergevedir (Srokowski ve
Woodhouse, 2017; Erten ve Arslan, 2018). Bu nedenle, hiicrelerinden arindirma islemi
sirasinda HDM'nin zararini en aza indirmek hayati 6nem tagimaktadir. HDM hasarimi
degerlendirmek i¢in, hiicrelerinden arindirma isleminden 6nce ve sonra GAG ve HPR igerik
analizleri yapilmistir. Doku hidrolizatlarindaki HPR, kollajen miktarinin dogrudan bir
Ol¢timiidiir (Wu ve ark., 2011). Ham SM dokusunun ve dSM'nin HPR miktarlar1 sirasiyla
10,91 + 0,72 ve 28,86 + 1,68 png/mg kuru agirlik olarak hesaplanmistir (n=3; p<0,001;
ANOVA; Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Hidroksiprolin igerigi analizi

Negatif yiiklii polisakaritler olan siilfatlanmig GAG'lar cogunlukla bag dokularinda,
HDM'de ve sayisiz hiicre tiiriiniin ylizeyinde bulunmaktadir (Yoon ve Halper, 2005). Ham
SM dokusu ve dSM ig¢in siilfatlanmis GAG igerigi, sirasiyla 10,87 + 1,20 ve 11,42 + 2,01
ug/mg kuru agirlik olarak tespit edilmistir (n=3; p>0,05; ANOVA; Sekil 4.4.). Sonuglar,
GAG ve HPR seviyelerinin hiicrelerinden arindirma isleminden sonra arttigini
gostermektedir. dSM'deki siilfatlanmis GAG'lerin ve HPR'nin miktarlarinin, ham SM
dokusundan daha fazla olmasinin nedeni, hiicresel bilesenlerin kayb1 ya da lipitler ve benzeri

gibi diger ¢oziinebilir yapilarin salinmasi ile iligkili olabilir (Hussein ve ark., 2016).
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Sekil 4.4. Glikozaminoglikan igerigi analizi

4.3. Termal ve Biyomekanik Karakterizasyon

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6.’da sunulan TGA kiitle kaybi1 egrileri, ham SM dokusunun ve
dSM'nin termal 6zelliklerinin benzer oldugunu ortaya koymustur. Termogramlarda iki
keskin kiitle kayb1 egrisi goriiliir ve termogram, malzemenin 50-600 °C sicaklik araliginda
bozundugunu gostermektedir. 50-100 °C arasindaki ilk kiitle kayb1 egrisi her iki 6rnek igin
toplam nem kaybini1 géstermektedir (Jun ve ark., 2019). 250-600 °C arasindaki ikinci keskin
kiitle kayb1 egrisi, proteinlerin (6rnegin kollajen ve kollajen olmayan proteinler) termal
bozunmasini gostermektedir (Lee ve ark., 2014). Ham SM ve dSM i¢in kiitle kaybinin, 50-
600 °C arasindaki sicaklik araliginda yaklasik olarak %79,84 oldugu hesaplanmustir.
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Sekil 4.5. Ham spinal meninks dokusunun TGA grafigi
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Sekil 4.6. Hiicrelerinden arindirilmis spinal meninks dokusunun TGA grafigi
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Sicakliga bagli mekanik davranislar (25-40 °C), yani DMA egrileri Sekil 4.7'de
verilmistir. Malzemenin elastik 06zelligini gosteren depolama modiilli, hiicrelerinden
arindirma isleminden sonra beklendigi gibi hafifce azalmistir. Ham SM ve dSM igin
maksimum depolama modiilii sirasiyla 1,46 X 102 ve 0,74 x 10%2 MPa olarak bulunmustur.
Rahman ve arkadaslar1 da yaptiklar1 bir ¢aligmada hiicrelerinden arindirma igleminin
ardindan malzemenin elastik 6zelliklerinde azalma meydana geldigi sonucuna ulagsmiglardir
(Rahman ve ark., 2018). Yukaridaki sonuglar uygulanan hiicrelerinden arindirma isleminin

HDM’ye minimum zarar verilerek gergeklestirildigini desteklemektedir.
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Sekil 4.7. DMA analizi

4.4. ATR-FTIR Analizi

Ham SM ve dSM'nin kimyasal baglar1 arasindaki farklar1 belirlemek i¢in ATR-FTIR
analizi yapilmustir. Sekil 4.8'de vurgulandigi gibi, 2852 cm™ ve 2919 cm™'deki keskin pikler,
asetillenmis GAG'ye ait asimetrik ve simetrik C-H gerilmesidir. 1749 cm™'deki diger keskin
pik, karbonil/karboksilik asit ester pargalarinin C = O titresimine karsilik gelir (Chi Ting
Au-Yeung ve ark., 2017). Ayrica, 1168 cm™'de zayif pik ortaya ¢ikmustir, bu pik serin,
treonin ve tirozin gibi hiicre proteinlerindeki C-O gerilmesini gostermektedir (Ke ve ark.,
2012). Sonug olarak, ATR-FTIR spektrumlari, hiicrelerinden ayirma isleminden sonra
baglarin yogunlugunu gostermistir. Ham SM ve dSM'nin kimyasal baglar1 arasindaki bu
kiiciik degisiklikler, Triton X-100"in neden oldugu HDM'nin zarar ile ilgili olabilir.
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Sekil 4.8. ATR-FTIR analizi

4.5. dSM Iiskelelerin PBS Al ve Sisme Ozellikleri

PBS alimi, iskelelerin gozenekliligini temsil eder, yani iskeleler, siviyr gézenek
biiyiikliigiiniin izin verdigi 6l¢lide emebilir. Yapilan hesaplamalar sonucunda PBS aliminin
71,39 £+ 13,89 ul oldugu bulunurken, yiizde olarak 10 ml PBS’in %0,71 £ 0,14 {inii ifade
etmektedir (n = 3) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. PBS alim testi

Diger taraftan, sisme orani, iskelenin su emme seviyesi ile ilgilidir. Bu deneyde,
dSM'nin (n = 3) PBS'deki (pH 7.2-7.4) sisme oraninin %286,56 + 48,83 oldugu gozlenmistir
Sekil 4.10). Bu veriler sisme oranint %561 + 19,3 olarak bulan Song ve ark.’nin yaptig
calisma ile karsilastirilabilir. (Song ve ark., 2018). Burada dSM iskelelerinin sisme oraninin

diisiik olmasi spinal meninksin essiz kompakt mikromimarisinden kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.10. Sisme testi

4.6. dSM iskelelerinin In Vitro Hiicre Uyumlulugu

iAMKH’ler kok hiicrelerin  ¢ogaltilmast i¢in 0Ozel tasarlanan besi yerinde
cogaltilmistir. iIAMKH’lerin mikroskop fotograflar1 Sekil 4.12°de verilmistir. Sekilde
iAMKH’lerin T75 kiiltiir plastigine tutunduklart ve mezankimal kok hiicrelere spesifik bir
ozellik olan igsi morfolojileri goriilmektedir (Sekil 4.12-A). iAMKH'lerin dSM {izerinde 1.,
3. ve 7. glinlerindeki hiicre canliligim1 ve ¢ogalmalarini dogrulamak i¢cin MTT analizi
gerceklestirilmistir. dSM tizerine ekilmesine karar verilen ilk hiicre yogunlugu, 6nceki
deneyimlerimize dayanarak tanimlanmistir. Sekil 4.11°deki hiicre canliligi grafigi
incelendiginde hiicre sayisinin giinden giine arttigi bdylece dSM iskelelerin hiicreler
tizerinde herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi goriilmiistiir (n = 3; p <0,01; ANOVA).
Hiicresel desenlerini gosteren yeniden hiicrelendirilmis dSM'nin makro ve mikro goriintiileri
de Sekil 4.12'de gosterilmistir. MTT sonuglari, dSM iskelesinin doku miihendisliginde

kullanim potansiyeline sahip bir iskele oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.11. iAMKH’lerin in vitro’dal., 3. ve 7. giinlerdeki hiicre canlilig1 (%) grafigi

(A)

Sekil 4.12. Yeterli bolluga ulasan iAMKH’lerin 10x biiyiitme altindaki mikroskopik
goriiniisti (A), tekrar hiicrelendirilen dSM’nin 1. (B), 3. (C) ve 7. (D) giinlerdeki
makraskopik goriintiileri (Kirmizi bar 100 um’yi gostermektedir)
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4.7. dSM iskelelerinin Morfolojik Karakterizasyonu

HDM, hiicrelerin ¢ogalmasin1 ve farklilagsmasini diizenlemenin yani sira, hiicre
yiizeyindeki reseptorlerle etkilesime girerek hiicre baglanmasina izin veren essiz protein
bazli fibril motifleri igerir (Petreaca ve Martins-Green, 2011). Sekil 4.13.’te dSM iskelesinin
yiizey morfolijisi stereo mikrosokop ile goriintiilenmistir. Ayrica Sekil 4.14’de dSM
iskelesinin yiizeyinin 2,5 boyutlu (2,5B) bir gosterimi bulunmaktadir. 1AMKHIerin
iskelelere baglanmasim1 ve iskeleler iizerindeki gogiinii gozlemlemek icin, yeniden
hiicrelendirilen dSM'nin hiicre kiilttiriindeki 1., 3. ve 7. giinlerinde SEM goriintiileri
alimmustir. Sekil 4.15A-B, hiicrelerinden arindirilmis iskelenin mikromimarisini gosterirken,
Sekil 4.15C-E, yeniden hiicrelendirilmis dSM'yi gostermektedir. Spinal meninks katmanlari
olan dura, araknoid ve pia mater, Sekil 4.15-A'da verilmistir. HDM iizerindeki hiicre-hiicre
etkilesimi, optimal doku rejenerasyonu igin kritik bir olgudur. dSM'nin benzersiz HDM ag1
(Sekil 4.15-B) doku yenilenmesini destekleyebilir; bununla birlikte, yogun ag PBS alim
testinde belirtildigi tizere spinal meninkslerin islanabilirlik 6zelligini azaltmistir. dSM'nin
yiizeyine baglanmis hiicreler ve hiicrelerin filopodialar kiiltiiriin ilk giliniinden itibaren
gozlenebilmektedir (Sekil 4.15-C). Filopodia'nin hiicreler i¢in rolii, hiicrelerin yiizeye erken
yapismasini, gevreyi kesfetmesini ve gog etmesini saglamak olarak 6zetlenebilir. Yiizeylerin
piirtizliilligi (yani mikromotifler), hiicrelerin yayilma dinamikleri igin gerekli olan filopodia
olusumunu uyarir (Albuschies ve Vogel, 2013). Sekil 4.15C-E'de goriilebildigi gibi,
dSM'nin mikro yapilar1 hiicrelerin baglanma, gogme, boliinme ve yayilmalarini saglar. SEM
goriintiilerinde hiicre yogunlugunun dSM'de giinden giine artt1i§1, bunun da MTT sonuglari
ile yakin bir uyum i¢inde oldugu goriilmektedir. Son olarak, dSM'nin kalinlig1 yaklasik 250
um, ortalama fibril kalinlig1 yaklasik 0.093 + 0.024 pm (n = 6) olarak ol¢iilmiistiir. Diger
taraftan, ticari bir dura mater ikamesi olan PRECLUDE® (GORE® Medical) da 300 um
kalinliga sahiptir.
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Sekil 4.13. dSM iskelesinin stereo mikrosokop goriintiisii (kirmizi bar 2000 pm’yi

gostermektedir)

Sekil 4.14. dSM iskelenin 2.5-B’lu goriintiisii
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Sekil 4.15. dSM ve yeniden hiicrelendirilmis dSM'nin farkli biiyiitme seviyelerinde (x50,
x1500 ve x5000) SEM goriintiileri. Dura (yesil ok), araknoid (kirmizi ok) ve spinal
meninglerin pia (mavi ok) katmanlar1 (A), dSM'nin ag yapist (B), iAMKH’lerin dSM
iskeleye tutunmalarimi saglayan filopdia yapilar1 (C), iAMKH’lerin 3. (D) ve 7. (E)

giinlerdeki yayilmasi ve ¢ogalmasi

4.8. Histolojik Analiz

Biyomatriks, hiicrelerin biiylimesini ve hayatta kalmasin etkiler; bu nedenle H&E
boyama, 1., 3. ve 7. giinlerde yeniden hiicrelendirilmis dSM {izerindeki hiicresel davraniglar
tanimlamak icin gerceklestirilmistir. Sekil 4.16’A'da hemen hemen hi¢ ¢ekirdek
boyanmadigr goriilmektedir. Bu sonug, uygun hiicrelerinden arindirma protokolii
kullanilarak hiicrelerin basarili bir sekilde uzaklastirildigini gostermektedir. 1. gilinde
dSM'in fibril motiflerine baglanmis hiicreler (Sekil 4.16-B) ve 3. (Sekil 4.16-C) ve 7.
giinlerde (Sekil 4.16-D) siki ag ilizerinde yayilmaya baslamiglardir. Bu bulgular aym
zamanda SEM goriintiileri ve MTT sonuglari ile de ortiigmektedir.
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boyama sonrasi alinan kesi

Sekil 4.16. H&E

tlerin fotograﬂarl. SM dokusunun mikromimari

yapist (A), hiicre kiiltiiriiniin birinci gliniinde iskeleye tutunan iAMKH’ler (B), 3. (C) ve 7.

(D) giinlerde hiicrelerin gégii ve dagilimi (Kirmizi barlar 200 pm’yi géstermektedir)
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Doku miihendisligi, biyomiihendislik, malzeme bilimi ve yasam bilimleri ilkelerini ve
yontemlerini, hastalik veya travmatik siireclerin neden oldugu hasar1 takiben dokularin
fonksiyonlarini geri kazanmalarini saglayacak biyolojik ikamelarin gelistirilmesine yonelik
disiplinleraras1 bir alandir. Doku miihendisliginin genel ilkeleri, canli hiicrelerin yerini
alacagi doku ile islevsel, yapisal ve mekanik olarak esit veya daha iyi 6zelliklere sahip ve li¢
boyutlu bir nis olusturan dogal veya sentetik bir biyomalzeme ile entegrasyonunu
icermektedir. Bu olusum i¢in dort temel materyalin detayl bir sekilde se¢ilmesini gerekir:
1) iskele, 2) biiyiime faktorleri, 3) hiicre dis1t matriks ve 4) hiicreler. Doku miihendisligi
alaninda ¢ok ilerleme kaydedilmistir, ancak organ ve doku degisimine yonelik daha fazla
caligma gereklidir. Optimum hiicre kaynagi, iskele tasarimi ve in vitro biyoreaktorler,
vaskiilarize doku ve organlar1 olusturmak i¢in mikrofabrikasyon teknolojisinin kullanimi ve
gelistirilmesi halen arastirilmaktadir. Yapay transplantasyon veya nakledilen organlar tedavi
edilemez son donem hastaliklar veya doku kaybi i¢in basarili bir tedavi yontemidir. Bununla
birlikte, bu tiir midahaleler organ temini sayisindaki sikintilar, yasam boyu
immiinosupresyon gerekliligi ve ciddi komplikasyon potansiyeli ile kars1 karsiya
kalmaktadir. Doku miihendisligi, bu sorunlar1 gidermek i¢in hizla genisleyen bir yaklagim
olarak ortaya ¢ikmustir ve rejeneratif tibbin 6nemli bir bilesenidir. iskele malzemeleri,
hiicreleri, biiyiimesi ve farklilagsmasi i¢in organize eden ii¢ boyutlu yapilardir. Biyoiskeleler,
viicuda entegre olduklart yani viicut dokulari/sivilariyla temas ettikleri ve herhangi bir
immiin tepkiye neden olmamak i¢in biyouyumlu olmalidir. Ayrica, kiiltiirde bulunan
hiicrelerin besin, oksijen ihtiyaglar1 ve atik iirlinlerin tahliyesi i¢in 6zel olarak tasarlanmig
olmalidir. pH, sicaklik, oksijen miktar1 ve mekanik kuvvetler gibi ¢evresel faktorler hiicrenin
tiriine ve iskelenin Ozelliklerine gore belirlenerek hiicrelerin HDM tiirevli iskelelere
tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilagmasi i¢in en uygun kosullar saglanmalidir.

Dokularin/organlarin tedavileri i¢in yenilik¢i biyomalzemelerin {iretilmesi, hastalarin
yasam kalitesini artirmak igin temel bir konudur. Sirketler ve bilim insanlar1 son zamanlarda
karsilanmamis tibbi talepler i¢in hiicrelerinden arindirilmis dokular veya organlar kullanan
olaganiistii biyolojik ikameler gelistirmeye odaklanmiglardir. Bunun nedeni olarak
geleneksel sentetik tirtinler sinirli kapasiteye sahip olmalar1 ve implantasyon yerinde yapisal
destek saglamanin 6tesine gegememeleri gosterilebilir. Bu amagla, sigir spinal meninkslerini

hiicrelerinden arindirmak i¢in %1 Triton X-100 deterjani ile 48 saat muamele edilmistir.
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Deterjan ¢ozeltisinden alinan meninksler ultra saf su ile 24 saat yikanmistir. Devaminda
iskelelere 37,5 °C’de 24 saat boyunca tamponda hazirlanmis ve RNaz ¢ozeltileri
uygulanmistir. Bu siire sonunda birkag tur ultra saf su ile yikanmislardir. Yikama isleminin
ardindan 5 saat boyunca ethanol ve perasidik asit igeren bir ¢ozelti ile dekontaminasyon
islemi uygulanmistir. Dekontaminasyon isleminden sonra iskeleler saf su ile 24 saat
yikanmak iizere calkalamaya birakilmistir. Yikama islemiyle kimyasal kalintilardan
arindirilan iskeleler liyofilizasyon islemine hazir olmalar1 i¢in bir gece boyunca -26 °C’de
bekletilmistir. Hazir hale gelen iskeleler liyofilize edilmistir. Hiicrelerinden arindirma
isleminin etkinligini belirlemek i¢in yapilan ¢ift sarmal DNA miktari analizi sonucu ¢esitli
deterjan ve enzimler kullanilarak c¢ift sarmal DNA igeriginin yaklasik olarak %74,27
oraninda azaltildigi ve basarili bir hiicrelerinden arindirma islemi gerceklestirildigi
belirlenmistir. GAG ve hidroksiprolin analizi sonuglarma gore gergeklestirilen
hiicrelerinden arindirma isleminin HDM’ye ciddi bir zarar vermedigi sonucuna varilmistir.
dSM iskelelerin ve ham dokunun mekanik dayimnimini belirlemek i¢in dinamik mekanik
analiz, termal 6zellikleri icin TGA ve igerdigi kimyasal baglar karakterize etmek i¢in ATR-
FTIR analizi uygulanmistir. Karsilagtirmali sonuglara gére dSM ve ham dokunun hem
mekaniksel dayanimlarinin hem de termal stabilitelerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu
gozlenmistir. dSM iskelelere uygulanan sisme ve PBS alim testleri, spinal meninks
HDM’sinin yogun ve kompakt ag yapist PBS alim testinde belirtildigi lizere spinal
meninkslerin 1slanabilirlik 6zelligini azaltmustir. Elde edilen biyoiskelelerin {izerine
1AMKH’ler 10.000 hiicre/iskele olacak sekilde ekilmistir. Biyoiskelelere ekilen kok
hiicrelerin canlilik seviyeleri 1, 3 ve 7. giinde yapilan MTT testi ile dlgtilmistiir. Belirli
glinlerde yapilan MTT testi verilerine gore hiicre canliliginin arttigi belirlenmistir. Bu
sonuca gore biyoiskelelerin hiicreler igin toksik olmadigi kanitlanmigtir. dSM iskelelerin
kalinlig1 yaklagik olarak 250 um (n=6) olarak Ol¢lilmiistiir. Bu kalinlik dogal dokuyla
uyumluluk gdstermektedir. Ilk olarak hiicresiz biyoiskelelerin SEM fotograflar1 ardindan
hiicre ekilen biyoiskelelerin 1, 3 ve 7. giinlerdeki SEM fotograflar1 ¢ekilmistir. SEM
gorlintiileri incelendiginde, hiicresiz biyoiskelelerin hiicrelerin tutunmasi ve go¢ etmesi igin
uygun yogun agsi bir yiizeye sahip oldugu gorilmistiir. IAMKH ekilmis biyoiskelelerin
SEM goriintiileri incelendiginde ise giin gectik¢e hiicrelerin gogalarak biyoiskele yiizeyini
kapladig1 goriilmektedir. dSM ve iIAMKH ekili biyoiskelelerin H & E boyama sonuglarina
bakildiginda, hiicre ekilmemis biyoiskelelerde hiicre veya ¢ekirdege rastlanmamigtir. Bu
veri bize uygun hiicrelerinden arindirma protokolii kullanilarak hiicrelerin basarili bir

sekilde dokudan uzaklastirildigin1 gostermektedir. Yeniden hiicrelendirilen biyoiskelelerin
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1, 3 ve 7. giinlerde boyama goriintiileri hiicrelerin biyoiskele yiizeyine tutundugunu ve
giinden giine hiicre sayisinin arttigin1 géstermektedir. Sonu¢larimiz HDM'e ciddi bir zarar
vermeden hiicrelerinden arindirma isleminin gergeklestirildigini gostermektedir. Sonug
olarak, dSM'nin cerrahi operasyonlar i¢in umut vaat eden bir biyomatriks olacagi

distiniilmektedir.
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