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Akcigerler, hiicreler i¢in gerekli oksijeni saglamak ve metabolik olaylar sonucu olusan
karbondioksiti disar1 tasima gorevine sahiptir. Soluk alip-verme olarak isimlendirdigimiz
bu siire¢ boyunca akcigerler, proteaz 6zellige sahip alerjen, viriis, bakteri, hava kirliligine
neden olan partikiiller, sigara dumani ve toksik kimyasallar gibi bir¢ok zararli madde ile
karsilasir. Havayoluna giren bu zararli maddeler epitel hiicre biitiinliiglinii saglayan siki
baglant1 molekiilleri lizerinde yikict etki gostererek yapisal biitiinliigiiniin bozulmasina
yol acar ve epitel bariyer hasarina neden olur. Cevresel etkenler ve genetik yatkiliklar,
asttm, KOAH gibi kronik havayolu hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina neden olmakta ve
hastalik siddetinin artmasi veya azalmasinda rol almaktadir. Kronik havayolu hastaliklar
nedeniyle her yil binlerce kisi hayatin1 kaybetmektedir. Bu hastalik mekanizmalarinin
anlasilmasi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢esitli deneysel modellere ihtiyag
duyulmaktadir. Son yillarda hizla gelisen rejenaratif tip ve doku miihendisligi

uygulamalar1 hastalik mekanizmalarinin anlagilmasi ve gelistirilmesinde 6nemli bir yere



sahip olmustur. Doku miihendisligi uygulamalarindan biri olan doku ve organ
deseliilerizasyon (hiicresizlestirme) yontemi uzun zamandir hem deney hayvanlarinda
pre-klinik calismalar hem de klinik uygulamalarda basarili sekilde kullanilmaktadir.
Dokunun sahip oldugu dogal ekstraseliiler matriks bileseninin korunarak, olasi immiin
yanit hiicrelerin uzaklastirilmasiyla elde edilen deseliilerize iskeleler, hiicre kiiltiir
sistemlerinin gelistirilmesi igin in vitro ortamlarda kullanilabildigi gibi donoér organ
yetersizligini karsilamak amaciyla in vivo c¢alismalarda kullanilabilecek olmasi
bakimindan olduk¢a dnemlidir. Akciger transplantasyonu i¢in her zaman saglikli dondr
akcigerleri kullanildigindan; doku miihendisligi ¢aligmalar1 i¢in iizerinde ¢esitli hiicre

popiilasyonlarinin tutunup biiyiiyebilecegi alternatif akciger kaynaklarina ihtiyag vardir.

Bu tez calismasi kapsaminda, insan akcigerine ksenojenik bir alternatif olarak hali hazirda
bulunan koyun akcigeri 6nerilmistir. Calismada koyun akciger dokusu iizerinde fiziksel
ve kimyasal deseliilerizasyon yoOntemleri uygulanarak doku iskelesi iiretimi
gerceklestirilmesi  amaclanmistir. Calismanin ilk asamasinda karistirma/calkalama
teknigiyle SDS, Triton X-100 ve CHAPS gibi akciger deseliilerizasyonunda yaygin
olarak kullanilan deterjanlarin yaninda Sodyum kolat hidrat, NP-40 ve ASB-14 gibi
akciger deseliilerizasyonunda kullanilmamis olan deterjanlarla akciger dokusu igin
optimum bir hiicresizlestirme metodu olusturulmast amaglanmistir.  Fiziksel
deseliilerizasyon yontemi olarak sCO2 kullanilmistir. Fiziksel ve kimyasal yontemlerle
elde edilen sonuglar karsilastirilarak her iki metodun koyun akcigeri iizerindeki etkisi

ortaya konulmustur.

Calismanin ikinci asamasinda ise elde edilen hiicresizlestirilmis akciger doku
iskelelerinin karakterizasyonu ve hidrojel sentezi gergeklestirilmistir. Karakterizasyon
icin Oncelikli olarak deseliilerize edilmis ekstraseliiler matriksin i¢erdigi DNA’nin dogal
dokuya oranla yapidan ne kadar uzaklastirildig1 nicel olarak tayin edilmistir. Ardindan
histolojik boyama yontemiyle dokular nitel olarak degerlendirilmistir. Doku iskelelerinde
kalan kolajen, glukozaminoglikan (GAG) ve elastin oranlarina bakilarak nicel analizlerle
etkinlikleri arastirilmistir. Elde edilen iskelelerin yiizey karakterizasyonu i¢in SEM
goriintiileme analizleri yapilmistir. Bu analiz sonucunda etkili olan kosula ait dokulardan
hidrojel sentezi ve Kkarakterizasyonu yapilarak, hiicre kiiltiir ¢alismalari

gerceklestirilmistir.



Karakterizasyon islemi sonucunda akciger deseliilerizasyonu tizerinde etkili olan ASB-
14, sodyum kolat hidrat ve SDS deterjanlariyla yapilan yontemler segilmistir. Bu
yontemler igerisinde ASB-14 ile elde edilen deseliilerize dokudan hidrojel sentezi
gerceklestirilerek tizerine BEAS-2B hiicre ekimi yapilmis ve ALI kiiltiir iizerinde hiicre

cogalmasi ve farklilagsmasi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akciger, deseliilerizasyon, hidrojel, deterjan, ekstraseliiler matriks,

hava-sivi araylizeyi



ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF 3D CELL CULTURE SYSTEMS WITH
DECELLULARIZED SCAFFOLDS FOR LUNG AIRWAY
MODELING

Secil SUBASI

Master of Science, Department of BIOENGINEERING
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ibrahim Cagatay KARAASLAN

September 2021, 107 pages

The lungs have the task of providing the necessary oxygen for the cells and carrying out
the carbon dioxide formed as a result of metabolic events. During this process, which we
call breathing, the lungs encounter many harmful substances such as allergens with
protease properties, viruses, bacteria, particles that cause air pollution, cigarette smoke,
and toxic chemicals. These harmful substances entering the airway have a destructive
effect on the tight junction molecules that provide epithelial cell integrity, leading to the
deterioration of its structural integrity and cause epithelial barrier damage. Environmental
factors and genetic predispositions cause chronic airway diseases such as asthma and
COPD and play a role in increasing or decreasing the severity of the disease. Thousands
of people die every year due to chronic airway diseases. Various experimental models are
needed to understand these disease mechanisms and to develop treatment methods.
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Regenerative medicine and tissue engineering applications, which have been developed
rapidly in recent years, have an essential place in the understanding and development of
disease mechanisms. The tissue and organ decellularization method, which is one of the
tissue engineering applications, has been used successfully in both pre-clinical studies
and clinical applications in experimental animals for a long time. Decellularized scaffolds
obtained by preserving the natural extracellular matrix component of the tissue and
removing possible immune response cells are essential in that they can be used in vitro to
develop cell culture systems and in vivo studies to meet donor organ deficiency. Since
healthy donor lungs are always used for lung transplantation, alternative lung sources on
which various cell populations can attach and grow are needed for tissue engineering

studies.

Within the scope of this thesis, sheep lung has been proposed as a xenogenic alternative
to human lungs. In the study, it was aimed to produce tissue scaffolds by applying
physical and chemical decellularization methods on sheep lung tissue. In the first stage
of the study, it was aimed to create an optimum decellularization method for lung tissue
by using detergents that used in lung decellularization such as SDS, Triton X-100 and
CHAPS, as well as detergents that were not used in lung decellularization, such as Sodium
cholat, NP-40 and ASB-14, by the mixing/shaking technique. sCO2 was used as the
physical decellularization method. By comparing the results obtained by physical and

chemical methods, the effect of both methods on sheep lungs was revealed.

In the second stage of the study, the characterization processes of the obtained
decellularized lung tissue scaffolds and hydrogel synthesis from these tissues were carried
out. For characterization, it was quantitatively determined how much the DNA contained
in the decellularized extracellular matrix was removed from the structure compared to the
natural tissue. Then, the tissues were evaluated qualitatively by the histological staining
method. Efficacy was investigated by quantitative analyzes of the collagen,
glucosaminoglycan (GAG), and elastin ratios remaining in the tissue scaffolds. To
analyze the surface characterization of the scaffolds obtained, SEM imaging were
performed. After these analyses, hydrogel synthesis and characterization was performed

from the tissues of the effective condition and cell culture studies were carried out.

As a result of the characterization process, methods with ASB-14, sodium cholate

hydrate, and SDS detergents, effective on lung decellularization, were selected. Among

\Y



these methods, hydrogel synthesis was performed from the decellularized tissue obtained
with ASB-14, BEAS-2B cells were cultivated on it, and cell proliferation and
differentiation were evaluated on ALI culture.

Keywords: lungs, decellularization, hydrogel, detergent, extracellular matrix, air-liquid
interface
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1. GIRIS

Astim, Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) ve kistik fibrozis gibi kronik
havayolu hastaliklar1 ¢ok sayida insani etkilemekte ve bu hastaliklarin goriilme sikligi
diinya ¢apinda giderek artmaktadir. Diinya Saghk Orgiitiiniin (DSO/WHO) verilerine
gore, yaklasik 334 milyon kisi astim; 65 milyon kisi KOAH hastaligina sahiptir. KOAH
diinya genelinde lgiincii 6liim nedeni olarak yer almaktadir ve her yil 3 milyon kisi
KOAH nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Siirekli olarak viriis bakteri, alerjenler ve dizel
egzoz partikiilleri gibi ¢evresel etmenlere maruz kalan akciger dokusu, homeostaziyi
korumak i¢in devam eden doku onarimi ve rejenerasyon siireci ge¢irmektedir. Ancak bu
siirecin zararl1 etmenler karsisinda yetersiz olmasit durumunda cesitli kronik akciger

hastaliklar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Havayolu ile ilgili birgok hastalik mekanizmasinin, ekstraseliiler matriks (ESM) ile
iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, solunum sistemi hastaliklarinin molekiiler
patolojilerinin anlasilmas1 ve yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in ESM davranislarinin
incelenmesi kritik bir 6neme sahiptir. Her organ kendi mikrogevresine sahip hiicrelerin
Olusturdugu dokulardan olugsmaktadir ve her dokunun sahip oldugu ESM yapisi
bulunmaktadir. ESM’nin genel yapis1 kolajen ve elastin gibi fibroz proteinler, laminin ve
fibronektin gibi glikoproteinler ve proteoglikanlardan meydana gelmektedir. ESM
bilesimini olusturan bu proteinler ESM’nin fonksiyonlarini yerine getirmesine yardimci
olmaktadir. Kolajen ve elastin yapisal proteinlerdir hiicresel bilesenlere mekanik dayanim
ve elastikiyet saglamaktadir. Laminin ve fibronektin gibi proteinler hiicre tutunmasi ve
hiicre-hiicre/hiicre-matriks etkilesiminde rol oynamaktadir. Proteoglikanlar ise doku
homeostazisi, farklilasmasi ve onarimi i¢in gerekli olan sinyal iletisimini
gergeklestirmektedir. Molekiiler olarak bakildigi zaman hastalik durumlarindaki hiicresel
aktivitenin hiicre dis1 matriks ile yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ESM
yapisinin anlasilmasi klinik c¢alismalar ve doku miihendisligi yaklasimlari i¢in deger

tagimaktadir.

ESM doku mikro ortami ve komsu hiicreler bir dokunun biiyiimesi ve gelisiminin
kontroliinde ¢ok 6nemli role sahiptir. ESM, ¢ok hiicreli organizmalarin fonksiyonel doku
sinirlarini belirtmek ve mikro ortamlarini olusturmak i¢in ihtiya¢ duyduklari ii¢ boyutlu

cevrenin saglanmasma yardimcir olmaktadir. Doku miihendisligi uygulamalart ise



fizyolojik ortamin dogal biyomateryal temsili olan ESM iizerinde yogunlasmaktadir. /n
Vvivo ve in vitro ortamda kullanilan biyomalzemelerin ESM ii¢ boyutlu ortamini taklit
edebilecek sekilde tasarlanmasi on plana ¢ikmaktadir. Genellikle hiicre kiiltiirii
calismalarinda kullanilan diiz ve sert plastik veya cam substratlarin, organizmalarda
bulunan hiicresel ortami temsil etmedigi kabul edilir. Geleneksel iki boyutlu tek
tabakalarda biyiitiilen hiicreler, hiicre diizlesmesi ve i¢ hiicre iskeletinin yeniden
sekillenmesi ile sonuglanir ve bu tiir degisikliklerin hiicrelerin gen ekspresyon diizeylerini
degistirdigi ve protein sentezinde farkliliklara yol agabildigi bilinmektedir. Bu nedenle
iki boyutlu hiicre kiiltiiriine fizyolojik olarak bir alternatif saglamak i¢in ti¢ boyutlu hiicre
kiiltiirleri gelistirilmistir. Hiicre-hiicre ve hiicre-ESM etkilesimlerini dikkate alan ii¢
boyutlu kiiltiir yontemleri, hiicrelerin morfoloji, farklilagsma, polarite, proliferasyon hizi,
gen ekspresyonu ve genomik profiller dahil olmak tizere dokularda bulunan bir¢ok kritik

0zelligi yansitmasina izin vermektedir.

Hiicresel davranis ve ESM yiiksek oranda birbirine baglidir. Bu nedenle, hiicrelerin
matriksleriyle olan etkilesiminin anlasilmasi ve agiklanmasi hastaliklarin tedavisi igin
onemli bir adim olarak degerlendirilmektedir. Hiicresel davranislarin anlagilmasi ve
aragtirtlmasi i¢in patolojik ve fizyolojik kosullari taklit edebilen in vitro kiiltiir
sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Deseliilerizasyon adiyla literatiire gecen
hiicresizlestirme igslemi, ESM’nin herhangi bir dokudan minimum kayip, hasar veya
bozulma ile izole edilmesini saglarken, icerigindeki hiicresel materyalin ise en tist
diizeyde dokudan uzaklastirilmasini gerektirmektedir. Literatiirde deseliilerizasyon igin
heniiz tanimlanmig ve herkes tarafindan kabul edilmis bir protokol bulunmamaktadir.
Genellikle optimum bir hiicresizlestirme protokolii islem siiresi ve yontemi ile DNA’dan
uzaklastirilmis deseliilerize¢ ESM (dESM) yapisinin bilesim, yapisal ve mekanik

ozelliklerinin korunarak aralarinda dogru bir uyugsmanin bulunmasiyla olusturulmaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda koyun akcigeri lizerinde, alt1 farkli deterjanin belirlenen
konsantrasyon ve siirelerde uygulanmasiyla kimyasal; stiperkritik karbondioksit (SCO2)
uygulamasiyla fiziksel deseliilerizasyon gergeklestirilerek akciger dokusu i¢in optimum
bir protokol olusturulmasi amaglanmistir. Ayrica, bu dokulardan elde edilen hidrojeller,
hiicre ¢alismalarinda akciger mikrogevresini in vitro kosullarda en iyi taklit eden ve etkili
bir model olan hava-sivi ara ylizeyi (ALI) kiiltiir sistemiyle birlikte kullanilarak dESM

hidrojellerin hiicre kiiltiir sitemine katkis1 degerlendirilmistir.

2



2. GENEL BILGILER

2.1. Solunum Sistemi

Solunum sistemi, hiicreler i¢in gerekli olan oksijenin (O2) atmosferden kana; metabolik
olaylar sonucu olusan karbondioksitin (CO2) ise kandan atmosfere gecisini saglamak
tizere Ozellesmis bir sistemdir. Gaz degisimini saglamak i¢in solunum sistemi ve
kardiyovaskiiler sistem birlikte ¢alismaktadir [1]. Canli viicudunda hava iletimi, havanin
infiltrasyonu ve solunum islevleri solunum sistemi tarafindan yerine getirilir. Solunum
sistemi, toraks-dis1 bolge, trakeobronsiyol bolge ve alveolar bolge olmak iizere ii¢ ana
kistma ayrilmaktadir [2]. Ust solunum yolu olarak da adlandirilan toraks-disi bélge, nazal
ve oral kaviteler, farinks (yutak) ve larinks (girtlak) bolgelerinden olusurken; alt solunum
yolu olarak adlandirilan trakeobronsiyol bolge, trake, bronslar, bronsiyoller ve

alveollerden olusmaktadir [2, 3].

2.1.1. Akcigerin Anatomik Yapisi ve Islevi

Akcigerler, gogiis boslugunda yer alarak kalbi her iki yandan ¢evreleyen, gaz aligveriginin
gerceklestigi organdir [4]. Akcigerler, mediastinal bosluk yardimiyla sag ve sol akciger
olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Sag ve sol akcigerler ise fissiirler yardimiyla loblara
ayrilmaktadir. Insanda, sag akciger oblik ve horizontal fissiirler yardimiyla ii¢ loba
ayrilirken, sol akciger oblik fissiir yardimiyla iki loba ayrilmaktadir [1]. Her bir akciger,
plevral membran (plevra) ad1 verilen ¢ift katli serdz bir zar ile korunmaktadir. Mediasten
ve gbgiis duvarinin i¢ yliziinli 6rten distaki zar “parietal plevra™ olarak adlandirilirken;
akciger parankimini saran i¢ ylizeydeki zar “visseral plevra” olarak adlandirilmaktadir
[5]. iki tabaka arasinda kalan bosluga plevral bosluk denilmektedir. Bu bosluk igindeki
stvi, membranlar arasi siirtlinmeyi azaltarak, soluk alip verme sirasinda akcigerlerin
hareketini ve islevini diizgiin bir sekilde yerine getirmesini saglamaktadir [5, 6].

Akcigerin makroskobik anatomisi Sekil 2.1°de gosterilmistir.



Alveoller
< Trake

Sag ana brons & Lz

[ Sol ana brong

)
(9% 5
Horizantal Fissiir /\ Kalp boslugu
"/ .
Orta(Middle) Lob |~ _ Oblik Fissir
\/ ;
Alt(Inferior) Lob Pl
Oblik Fissiir Sag akciger Sol akciger Diyafram
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Alt solunum yolu anatomisinin temel yapisini “bronsiyal aga¢” olusturmaktadir [8].
Bronsiyal agag¢ “iletici havayolu” (conducting zone) ve “solunum bolgesi” (respiratory
zone) olarak iki kisima ayrilmaktadir. Ilk kisim, gaz alisverisinde gdrev almayan, ancak
havanin iletimini saglayan, trake, bronslar, bronsiyoller ve terminal bronsiyolleri
kapsamaktadir. Ikinci kisim ise respiratuvar bronsiyol ve alveolleri igeren gaz
aligverisinin gergeklestigi bolgeden olusmaktadir [9]. Trake, bronsiyal agacin baslangi¢
kisminda yer almakta ve hava iletimi i¢in genis bir kanal islevi gormektedir. Trake, sag
ve sol olmak tizere iki ana bronsa ayrilmaktadir [10]. Ana bronslar da dallanarak daha
kiigiik brons ve brongiyolleri olusturmaktadir. Bu bronslarin terminal kisimlarinda ise gaz
aligverisinin gergeklestigi akcigerin fonksiyonel birimi olan alveoller bulunmaktadir [11].

Bronsiyal agacin anatomik yapis1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Brongiyal agag¢, hava iletimi, patojenlerin uzaklagtirlmasi, mukus iiretimi ve
tasinmasinda etkili bir rol oynamaktadir [13, 14]. Bronsiyal agaci olusturan her bir
yapinin kendine 6zgii anatomisi ve islevi bulunmaktadir [15]. Trake ve bronslar, stabilite
ve mukavemeti saglayan, diiz kaslara bagl C-sekilli kikirdak yapilardan olugmaktadir.
Kikirdak yapisi, trakeden terminal bronslara dogru ilerledik¢e kaybolmaktadir [8, 16].
Ayrica tiim solunum yolu, solunum islevlerinin diizgiin yerine getirilmesi ve olas1 dis
etmenlerden korunmak igin epitel hiicre ile ¢evrilidir. Epitel hiicre ve farkli hiicre tipleri
(Club hiicreleri, goblet hiicreler gibi) de trake, brons, bronsiyol ve alveol bolgeleri
boyunca spesifik fonksiyon ve mekanizmalari yerine getirecek sekilde farklilagmaktadir
(Sekil 2.3) [11].
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Sekil 2.3.  Havayolu agaci boyunca farklilasan hiicre tipleri [17]

2.1.2. Ekstraseliiler Matriks ve Akciger Ekstraseliiler Matriksi

Ekstraseliiler matriks (ESM), tiim organ ve dokularda bulunan hiicre dis1 elementler
olarak tanimlanmaktadir [18]. ESM, hiicresel bilesenlere mekanik destek saglamakla
birlikte, doku homeostazisi, farklilagmasi ve onarimi i¢in gerekli olan sinyal iletigimini

gergeklestirmektedir. Ayn1 zamanda hiicre-hiicre etkilesimlerinde de rol oynamaktadir
[19].



Ekstraseliiller matriksin major bilesenleri fibr6z protenler (kolajen ve elastin),
glikoproteinler (laminin ve fibronektin) ve proteoglikanlardir [18, 20]. Kolajen ve elastin
yapisal proteinlerdir. Bu proteinler hiicrelere mekanik dayanim ve esneklik
saglamaktadir. Laminin ve fibronektin proteinleri ise hiicre tutunmasi, hiicre-matriks
etkilesimi gibi fonksiyonlarda gorev almaktadir [21]. Ekstraseliiler matriksin bir diger
ana bileseni olan proteoglikanlar, biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesi i¢in biiyiik
bir 6neme sahiptir. Proteoglikanlara yan zincir olarak baglanan ve tekrarli disakkarit
dizilerinden olusan anyonik polisakkarit olan glikozaminoglikanlar (GAGs) hiicrede
cesitli biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesini saglamaktadir. Proteoglikanlar, biiyiime
faktorleri ve biiylime faktorii reseptorleri ile etkilesime girmektedir. Ayrica sitokinler ve
matriks enzimleri gibi birgok molekiil ile iliskili olarak hiicre i¢i sinyallesme ve biyolojik
islemlerde rol almaktadir [22, 23].

2.1.2.1.Kolajen

Yara iyilesmesi, morfogenez, hiicre gogii ve hiicre tutunmasi gibi islevlerin yerine
getirilmesinde 6nemli bir rol oynayan kolajen, ESM’de en ¢ok bulunan yapisal proteindir
[24]. Hayvansal bir protein olan kolajen, viicuttaki toplam proteinlerin %25-35’ini
olusturmaktadir [25]. Aminoasit dizilerinin tekrarli tripeptit yapilarindan meydana gelen
kolajen molekiiliiniin yaklasik 28 farkli tirti bulunmaktadir [26]. Bu tripeptit o
zincirlerinin bir araya gelmesiyle kolajen molekiiliiniin karakteristik 6zelligi olan iiclii
sarmal yapis1 meydana gelmektedir. Uclii sarmal yapiy1 olusturan aminoasitlerden biri
glisindir. Bu nedenle kolajenin birincil yapisi [Gly-X-Y]n olarak formiilize edilmektedir.
Formiilize edilen gosterimdeki X ve Y ifadesi yerine herhangi bir aminoasit
gelebilmektedir, ancak bu X ve Y pozisyonlarinin %20’sini prolin ve hidroksiprolin
olusturmaktadir. Bu aminoasitlerin uygun dizilimi kolajenin sekonder yapis1 ve stabilitesi

acisindan 6nemlidir [27].

Kolajenler yapisal 6zelliklerine gore farkli alt gruplara ayrilmaktadir. Tip 1, 11 ve III
kolajenler fibril kolajenlar olarak adlandirilirken; Tip IV, V ve VI kolajenler fibril
olmayan amorf kolajenlerdir [20]. Yetiskin akcigerinde en ¢ok bulunan kolajen Tip I
kolajendir. Tip III kolajen de akcigerde yiiksek oranda bulunmaktadir. Tip | kolajenler
daha kalin ve daha ¢ok ¢apraz bag iceren fibrilden olusurken, Tip Ill kolajenler daha
esnektir ve bozulmaya karsi hassastir. Tip IV kolajen, bazal membranin ana bilesenidir

ve bazal membrani olusturan diger bilesenlerden olan laminin ve proteoglikanlarin



baglanmasi icin iskele gorevi goérmektedir. Tip II, IX ve XI kolajenler ise kikirdak

kolajeni olarak adlandirilmakta ve trakenin ana bilesenini olusturmaktadir [20, 27].

2.1.2.2 Elastin

Elastin, esas olarak akcigerin her soluk alig-veriste genlesme ve eski haline donme
sirasindaki elastikiyetinden sorumlu bilesendir. Bunun disinda, ektraseliiler matriks
esnekligi ve mekanik biitiinliigiinii saglamanin yami sira, hiicre davraniglarinin
diizenlenmesinde de rol almaktadir. Elastin de kolajen gibi yapisal bir proteindir ve
akcigerin interstisyel matriksinde bolca bulunmaktadir. Ayrica, elastikiyetin 6nemli
oldugu alveol, plevra, havayolu ve damarlarda da elastin yogunlugu fazladir [25, 27].
Pulmoner kan damarlarinda elastin i¢erigi %7-16 gibi bir degere sahiptir, havayolu elastin

icerigi ise %3-5’tir [28].

Elastinler havayolu epitel hiicreleri, fibroblast, endotel, diiz kas hiicreleri, kondrositler ve
keratinositler gibi cesitli hiicrelerden “tropoelastin” adi verilen 60-70 kDa’lik bir 6ncii
protein monomoeri olarak sentezlenmektedir. Tropoelastin monomerlerinin lizil oksidaz
enzimi aktivitesi sonucu ¢apraz baglanma yoluyla olgun elastinler olusmaktadir. Olgun
elastinler, fibrillin, fibuin, Tip VIII kolajen ve diger proteinlerin yardimiyla elastik
fiberlerin olugmasini saglamaktadir [25]. Elastik lifler, %90 tropoelastin ve %10
mikrofibril proteinlerinden olusmaktadir. Mikrofibriller ise elastin agregasyonu ig¢in
iskele saglayan protein olan fibrillin, mikrofibriller ile iligkili glikoproteinler ve TGF-
(Transforming growth factor-beta) baglayic1 proteinlerden olusmaktadir. Akciger
elastikiyetini saglamak i¢in mikrofibril veya proteoglikanlar yardimiyla da mekanik

olarak kolajenlere baglanmaktadir [26, 29].

Tropoelastinlerin aksine c¢apraz baglanma sonucu olusan elastin lifler son derece
coziinmez hale gelmektedir. Bu yapisal Ozellikleri sayesinde elastin lifler protein
degredasyonuna kars stabilite ve direng gostermektedir [26]. Olgun elastinler tripsin ve
kimotripsin benzeri proteazlar ile parcalanmamaktadir. Elastinin degredasyonuna yol
acan proteazlar genellikle elastaz olarak adlandirilan alanin, glisin gibi kiiclik hidrofobik
yan zincirlere sahip aminoasitleri igeren proteazlardir. Serin proteazlar da agirlikli olarak
elastin degradasyonuna neden olmaktadir. Ayrica katepsinler ve matriksmetalloproteinaz

(MMP) -2, -3, -7, -9, -10 ve -12 gibi proteazlar da elastolitik aktivite gostermektedir [28].



2.1.2.3. Glikoproteinler

Akciger matriksinde yer alan glikoproteinler adezyon proteinleri olarak da adlandirilan
hiicre tutunmasinda rol olan fibronektin, laminin, tenaskin, vitronektin gibi ¢esitli
proteinlerdir. Laminin ve fibronektin akciger ESM’sinin major proteinleri arasinda yer

almaktadir[24].
2.1.2.3.1. Laminin

Laminin proteini, molekiil agirlig1 yaklasik olarak 400-800 kDa olan, a, B ve vy
zinicirinden olusan heterodimer yapida bir glikoproteindir. Akciger bazal membraninda
Tip IV kolajen molekiilleriyle birlikte yer almaktadir. Lamininler hiicre yiizey reseptorleri
ve diger ESM molekiillerine baglanmasi agisindan oOnemlidir. Birgok hastalik
mekanizmasi ile yakindan iliskili olan lamininler embriyonik gelisim siirecinde de dnemli
bir yere sahiptir [22, 24]. Ayrica bazal membranda ger¢eklesen laminin ekspresyonunun

akcigerde hiicre farklilasmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir [27].
2.1.2.3.2 Fibronektin

Fibronektin, 230-250 kDa molekiil agirligina sahip dimer yapida bir glikoproteindir.
Fibronektinin ¢dziiniir ve ¢oziinmez formlart bulunmaktadir. Coziinlir formdaki
fibronektin kan plazmasinda bulunurken, ¢6ziinmez formda olan ve hiicresel fibronektin
olarak adlandirilan fibronektin ise epitel, fibroblast ve mezenkimal hiicreler gibi g¢esitli
hiicreler tarafindan sentezlenmektedir [25, 30]. Fibronektin proteinleri, ekstraseliiler
matriks yapist ve diizenlenmesi icin kritik 6neme sahiptir. Ayrica hiicre tutunmasi ve
cogalmasi, hiicre gogii, hemostaz, embriyonik gelisim ve yara onarimi gibi pek ¢ok
biyolojik olayda rol almaktadir [25, 27]. Fibronektin proteini, sahip oldugu baglanma
yiizeyi ile ESM yiizeyine ve kolajen, tenaskin-C gibi diger molekiillere tutunmaktadir
[24].

Fibronektin proteini akcigerde genelde bazal membran ve interstiyumda bulunmasina
karsilik, akciger gelisimi sirasinda dallanma bélgesinde yogun olarak bulunmaktadir.
Ayrica fibronektinin dokudaki kolajen dagilim miktar1 ile iliskili olabilecegi de
diistintilmektedir [27].

2.1.2.4. Proteoglikanlar

Proteoglikanlar, bir ¢cekirdek proteini ve dogrusal polisakkarit dizilerinden olusan GAG

proteinlerinin yan zincir olarak baglandigi makromolekiillerdir [31]. Proteoglikanlar



mukopolisakkaritler olarak da adlandirilmaktadir [25]. Proteoglikanlar, bag doku
icerisinde lifli proteinleri kapsayan hidratli ve jelatinimsi bir yap1 olusturmaktadir.
Proteoglikanlar, sahip olduklart GAG grubuna ve biiyilikliigline gore
simiflandirilmaktadir. Proteoglikan aileleri, kondroitin siilfat igeren versikanlar, heparan
siilfat iceren perlekan ve glipikanlar, kondroitin ve heperan siilfat i¢ceren sindekanlar ve
dermatan siilfat iceren dekorinler olmak tizere gruplara ayrilmaktadir. Bu proteoglikanlar
akciger ESM’sinin farkli bolgelerinde bulunmaktadir. Versikanlar interstisyumda
bulunurken, dekorinler interstisyum ve epitelyal bazal membranda kolajen fibrillere baglh
olarak bulunmaktadir. Perlekanlar vaskiiler bazal membranda, sindekan ve glipikanlar ise

hiicre ylizeyinde bulunmaktadir [20, 23].
2.1.2.4.1. Glikozaminoglikanlar

Glikozaminoglikanlar, tekrarli disakkarit dizilerinden olusan dogrusal ve heterojen
anyonik polisakkaritlerdir [20]. GAG’lar stilfatlanmis ve siilfatlanmamis olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Silfatlanmis GAG’lar heperan siilfat, kondroitin siilfat, heparin, dermatan
siilfat ve keratan stilfattir; siilfatlanmamis GAG’lar ise hyaliironik asitten olugsmaktadir.
GAG’lar su dengesinin saglanmasi, hiicre tutunmasi, hiicre gocii ve sinyal iletimi gibi

onemli islevlerden sorumludur [29].

ESM vyapisinda bulunan siilfatlanmamis GAG olan hyaluronik asit, bag doku matrisini
bir arada tutan ve stabilitesini saglayan onemli bir bilesendir. Mezenkimal hiicreler
tarafindan sentezlenen hyaluronik asit su dengesi, doku onariminda yer alirken,
enfeksiyona kars1 bir koruma gorevi tistlenmektedir [20]. Siilfatlanmis GAG’lar ise hiicre
icinde sentezlenerek, siilfatlanmaktadir ve genellikle proteoglikanlarin yapisina

katilmaktadir [32].

Akciger parankiminde en ¢ok bulunan GAG tiirleri heparan siilfat ve kondroitin siilfattir
[31]. Heparan siilfat, hiicre-matriks etkilesimi, kemokin ve biiyiime faktorii aktivasyonu
gibi fonksiyonlarda yer alirken; kondroitin siilfat ESM proteinlerinin aktivasyonu ve
yikiminda meydana gelen biyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir [32].
Ayrica GAG proteinleri akciger hastaliklarinda goriilen ESM yeniden yapilanmasiyla da
iliskilidir. Ornegin, heparin astimda meydana gelen havayolu asir1 duyarhiligi ve
inflamasyonunda kritik bir 6neme sahiptir. Heparin, kemokin ve sitokinlere baglanarak

doku hasarinin hafifletilmesine katki saglayabilmektedir [25].



2.1.2.5. Akciger Ekstraseliiler Matriksi

ESM, temelde her doku icin ortak bilesenlerden olusmasina ragmen, matriks yapisi
organin islev ve anatomisine bagli olarak dokudan dokuya farklilik géstermektedir [21,
26]. Akcigerin biyomekanik 6zellikleri yiiksek oranda ekstraseliiler matriks bilesenleri
tarafindan belirlenmektedir ve akciger ekstraseliiler matriksinin bir¢ok 6nemli islevi
bulunmaktadir. Bunlar, mekanik gerilme, basin¢g dayanimi ve elastikiyet saglama,
interstisyel s1vi dinamiklerinin korunmasina katkida bulunma, etkili bir gaz de§isimi i¢in
havayolu direncinin diisiiriilmesi, biliylime faktorii, kemokin, sitokin ve hiicre ylizey
reseptorleriyle etkilesim kurarak hiicre davraniglarinin kontrolii, doku onarimi ve yeniden
modelleme olarak siralanabilmektedir [20]. Akciger ekstraseliiler matriksinin 6nemli
kismini1 kolajenler (Tip I, I, 1, IV ve V) ve elastinler olusturmaktadir. Bu yapisal
proteinler, akcigerin soluk alip verme sirasindaki mekanik dayanimina ve elastikiyetinin
saglanmasina yardimci olmaktadir [24, 27]. Kolajenler akciger kuru agirliginin yaklagik
%60’1n olustururken; elastinler yaklasik %24’{inii olusturmaktadir. Geriye kalan kismini
ise glikoproteinler (fibronektin, laminin vb.) ve proteoglikanlar olusturmaktadir [26].
Proteoglikanlar akciger ESM’sinin kiigiik bir kismini olusturmasina ragmen pulmoner
yap1 ve fonksiyonlarinin diizgiin bir sekilde ¢aligmasi i¢in olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir
[27]. ESM proteinlerinin miktar1 bulunduklart akciger bolgesine gore degismektedir,
Akciger ESM proteinlerinin dagilimi Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. ESM bilesenleri ve akcigerde bulundugu bolgeler [27]

ESM Bileseni Bulundugu Yer
Kolajen Tip | Alveoler, bronsiyal ve vaskiiler duvarlar
Kolajen Tip Il Brong ve Trake kikirdag
Kolajen Tip 11 Tip | kolajenle birlikte bulunur
Kolajen Tip IV Bazal membran
Kolajen Tip V Bazal membran ve instertiyum
Elastin Alveoler septa, kan damarlari, brong duvarlari, plevra
Laminin Bazal membran
Fibronektin Bazal membran ve instertiyum
Proteoglikanlar Alveolar duvar, bazal membran
Integrin (ESM reseptorleri) | Mezenkimal ve epitel hiicreler
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Tiim organlarda oldugu gibi akciger ESM’si de iki temel katmandan olusmaktadir.
Bunlarin ilki hiicre ve dokulara destek saglayan ve parankimi olusturan interstiyel
bosluklardir. Ikinci katman ise epitel ve endotel hiicrelerin altinda dzellesen ince bir
tabaka olan bazal membrandir [30, 33]. Ekstraseliiler matriksin bu temel katmanlarinin
yapisi akciger bolgesine gore degismektedir [30]. Ust solunum yollarinda ESM, daha ¢ok
havayolu ¢okmesinin engellemesi ve mukavemetinin saglanmasi i¢in yapisal destek
eleman1 olarak Ozellesmisken, alt solunum yollarinda birgok farkli ESM proteinin
(laminin, fibronektin, kolajen, GAG, heperan siilfat, tenaskin-C, hyaliironan vb.) bir araya

gelmesiyle 6zel bir yap1 olan bazal membran tabakasini olusturmaktadir [34, 35].

Akciger ekstraseliiler matriksi fibroblast, epitel, endotel ve immiin hiicreler gibi pek cok
hiicre tipi ile etkilesim halindedir [36]. Bu etkilesim olduk¢a 6nemlidir, ¢iinkii alerjen,
patojen, hava kirliligi gibi ¢evresel faktorler ile hasar goren epitel hiicreler, dokudaki
diger  hiicrelerin  fonksiyonunu  etkileyen = ESM  yeniden  yapilanmasini
diizenleyebilmektedir. Bu nedenle bir¢ok akciger hastaligit ESM ile yakindan ilgilidir
[26].

2.1.3. Akciger Hastahklari

Solunum yolu hastaliklari, solunum yolunu olusturan doku ve hiicrelerin hasara
ugramastyla gelismektedir. Goriilme sikligr giderek yayginlasan havayolu hastaliklar

diinya tizerinde milyonlarca kisiyi etkileyen dnemli saglik sorunlarindan biridir [37].

Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore, her y1l 384 milyon kisi kronik obstriiktif akciger
hastaligindan; 334 milyon insan astimdan etkilenmektedir ve 3 milyona yakin hasta
KOAH nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Benzer sekilde her yil 1,76 milyon hasta
akciger kanseri nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Bu oran akciger kanserini en 6liimciil

kanser hastaliklar1 grubuna sokmaktadir [38, 39].

Akcigerler, toksik kimyasallar, bitki, hayvan, mantar ve bakteri kaynakli alerjenler, dizel
egzoz partikiilleri gibi hava yollar1 lizerinde zararli etkileri olan ¢evresel kirleticiler ile
stirekli olarak karsi karsiya gelmektedir. Siirekli olarak bu cevresel kirleticilere maruz
kalan akciger dokusu homeostaziyi korumak icin devam eden doku onarimi ve
rejenerasyon siireci gegirmektedir. Bu siire¢ havayolu yeniden modellenmesi (airway
remodeling) olarak adlandirilmaktadir [40]. Bireyin genetik alt yapisina bagli olarak
havayolu hiicrelerinin ge¢irmis oldugu bu onarim ve yenilenme siirecinin yetersiz kalmasi

sonucu astim, KOAH, idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), pulmoner arteriyel
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hipertansiyon (PAH) gibi kronik havayolu hastaliklari ortaya ¢ikmaktadir [36]. Akciger
ESM yeniden yapilanmasi hastaliklara gore farklilik gostermektedir (Sekil 2.4.). Her bir
hastalikta yeniden modellenen ESM, ¢esitli fonksiyonel sonuglara yol agmaktadir [41].
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Sekil 2.4.  Saglikli durumda ve hastaliklarda ESM nin yapisi [42]
2.1.3.1. Astim

Astim, bir¢ok hiicre ve hiicresel elementin rol oynadig1 havayolu kronik inflamatuar
bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Klinik semptomlari, hiriltili solunum, nefes darligi,
asirt mukus lretimi, goglis sikismasi1 ve Oksiiriik ataklarina yol acan havayolu asiri
duyarlilig1 olarak ortaya cikmaktadir. Bu semptomlarin ¢esitli viral enfeksiyonlar,
alerjenler, sigara dumani, egzersiz ve stres gibi faktorlerle tetiklenebilecegi ve
ilerleyebilecegi belirtilmektedir [29, 40]. Astim, akciger dokusu ve havayolu duvarinin
kronik inflamasyonuna yol agmaktadir. Sonug olarak, havayolunda inflamatuar hiicre ve
mediyatorlerin (kemokin, sitokin, biliylime faktorii vb.) rol oynadigi ¢esitli yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler meydana gelmektedir [29]. En belirgin yapisal degisiklik
havayolu bazal membrani kalinlagsmasidir. Subepitelyal bolgede fibronektin, hyaliironan,
dekorin ve Tip I, III, IV kolajen birikmesi sonucu kalinlasma olmaktadir [41, 42]. Aymi
zamanda havayolu diiz kas hiicreleri ve goblet hiicrelerinde hiperplazi meydana
gelmektedir. Havayolu diiz kas hiicrelerinin fonksiyonu, yeniden yapilanma siireci ile

yakindan ilgilidir, ¢iinkii ESM bilesenlerinin salgilanmasinda gorev almaktadir [42].
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Saglikl1 bireylerde subepitelyal tabaka kalinligi 5-6 pm iken, astimli bireylerde bu
kalinligin 9 um degerine ulastig1 belirtilmektedir [41].

2.1.3.2. Kronik Obstriiktif Akciger Hastahigi (KOAH)

DSO’niin tanimina gére KOAH, akcigerdeki hava akiginin kronik olarak tikanmastyla
karakterize edilen bir akciger hastaligidir. Yakin bir zamana kadar KOAH hastaliginm
tanimlamak i¢in kullanilan “kronik bronsit” ve “amfizem” terimleri artik kullanilmasa da
hastaligin teshisinde etkili olan 6nemli fizyolojik degisimlerdir [40]. Sigara kullanimi

KOAH gelisimine neden olan en 6nemli faktorlerinden biridir.

KOAH’ta goriilen hava akisinin kronik olarak tikanmas iizerinde etkili ¢esitli fizyolojik
degisiklikler bulunmaktadir. Bunlardan ilki havayolu duvarinin kalinlasmasina neden
olan kiigiik havayolu yeniden yapilanmasidir. Digerleri, havayolunda meydana gelen
kayiplar ve amfizem olarak adlandirilan alveol hava keseciklerinin genislemesidir [42].
KOAH’ta goriilen antiinflamatuar yanit genellikle sayilarinda artis goriilen makrofaj,
notrofil, CD4 * ve CD8 " T lenfositleri gibi inflamatuar hiicreler ve proteazlarin artiginda
rol oynayan fibroblastlar ile yakindan iliskilidir [29]. KOAH sirasinda ortaya ¢ikan en
belirgin yapisal degisiklik elastik liflerin, inflamatuar hiicrelerden salinan MMP gibi
ESM proteinlerini parcalayan enzimler tarafindan yikima ugramasidir. Diger yapisal
degisiklikler hiyaliironan ve tenaskin C seviyesinde artis olmasi ve dekorin birikiminin

azalmasidir [29, 42].
2.1.3.3. idiyopatik Pulmoner Fibrozis (IPF)

Idiyopatik pulmoner fibroz, nedeni heniiz bilinmeyen faktdrlerden dolayr ESM
proteinlerinin asir1 birikimi ve akcigerin yeniden yapilanma siirecine girmesi ile
karakterize edilen bir akciger hastaligidir. Hastaligin teshisi radyolojik ve fizyolojik
bulgularla gerceklestirilmektedir [43]. Akciger dokusunda meydana gelen sertlesme
solunum fonksiyonlarini etkileyerek nefes darligi gibi klinik semptomlara neden

olmaktadir.

IPF, fibroblast iiretimi ve apoptozu ile ESM bilesenlerinin asir1 birikimi ve bozulmasi
prosesleri ile yakindan ilgilidir. Ayrica, IPF gelisimi sirasinda fibroblastlar, ESM
sertligini 6nemli Ol¢iide arttiran miyofibroblastlara doniismektedir. Bu durum, ESM
bilesenlerinin birikimiyle birlikte kolajen ve elastinlerin ¢apraz baglanmasi sonucu
IPF’nin en belirgin yapisal degisikligi olan rijit yapinin olusmasina yol agmaktadir [42,
43].
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2.1.3.4. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (PAH)

Pulmoner hipertansiyon, viicuttaki kirli kanin temizlenmesi i¢in kani kalbin sag
tarafindan akcigere getiren damarlar olan pulmoner arterdeki kan basincinin artmasi
sonucu meydana gelen bir hastaliktir. PAH, nadir goriilen hastaliklar arasinda yer
almasina ragmen ilerleyici bir hastalik olmasi nedeniyle 6nemlidir. Semptomlar: arasinda

g6giis sikismasi, nefes darligi, ¢arpinti, ¢abuk yorulma ve halsizlik goriillmektedir [44].

PAH hastalig1, endotel hiicrelerin fonksiyonlarinda meydana gelen bozulma ve vaskiiler
yeniden yapilanma ile karakterize edilen bir hastaliktir. Hastalik sirasinda meydana gelen
ESM yeniden modellenmesinde fibronektin ve tenaskin-c miktarlarinda; elastin ve
kolajen sentezinde ve diiz kas hiicrelerinin hiperplazisinde artis meydana gelmektedir.
Pulmoner arterlerin yeniden sekillenmesi sonucu hiyaluronik asit gibi GAG’larin
birikiminde de artis gézlenmektedir. Ayrica MMP’lerin PAH patogenezinde etkili bir rol
aldig1 diistiniilmektedir [42].

2.1.3.5. Kistik Fibroz

Kistik Fibroz, salg1 bezlerininin etkilenmesiyle bir¢ok organda fonksiyon bozukluguna
yol acan genetik bir hastaliktir. Kistik Fibroz viicutta yer alan 6zellikle mukus iireten
belirli salg1 bezlerini etkilemektedir. Akciger, pankreas, karaciger, bagirsak gibi salgi
bezleri ile yakindan iligkili organlar bu hastaliktan 6ncelikli olarak etkilenmektedir.
Hastaligin semptomlar1 arasinda kalic1 6ksiiriik, nefes darlig1 ve akciger enfeksiyonunun

yaninda, pankreas ve bagirsak obstriiksiyonu gibi bulgular yer almaktadir [44].

Kistik Fibroz hastaligi, Kistik Fibroz Transmembran Regiilator (CFTR) geninde meydana
gelen mutasyondan kaynaklanmaktadir. CFTR geninde meydana gelen mutasyon sonucu
sodyum dengesi bozulmaktadir. Bunun sonucunda, mukus tasmimi gibi cesitli
fonksiyonlarda aksakliklar meydana gelmektedir. Bu nedenle meydana gelen
mutasyondan ilk olarak epitel hiicreler etkilenmektedir. Ayrica, havayolu epiteli gesitli

patojen enfeksiyonlarina daha duyarl hale gelmektedir [45].
2.1.3.6. Bronsektazi

Bronsektazi, enfeksiyon ve inflamasyon sonucu havayolunun asir1 genislemesi olarak
tanimlanmaktadir. Geri doniisiimsiiz olan bu hastalik kronik oksiirik, KOAH ve
tekrarlayan havayolu enfeksiyonlarina yol agmaktadir. Bronsektazi patogenezinde
notrofil ve makrofaj gibi inflamatuar hiicreler etkili bir rol oynamaktadir. Ayrica,

brongiyal duvar, elastin ve diiz kas hiicrelerinin azalmasi sonucu zayiflamaktadir.
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Hastaligin semptomlar1 arasinda oksiiriik ve balgam ¢ikartma bulunmaktadir. Ayrica,

havayolu kanamasi da yaygin goriilen semptomlardan biridir [46].
2.1.3.7. Alfa-1 antitripsin eksikligi (AATD)

Alfa-1 antitripsin eksikigi, serin proteaz inhibitor (SERPIN) proteini tarafindan salgilanan
bir glikoprotein olan ai-antitripsin diisiik seviyede olmasiyla karakterize edilmektedir.
SERPINA1 geni flizerinde bulunan bu protein ai-proteinase inhibitor olarak da
adlandirilmaktadir. Bu glikoproteinin eksikligi ¢esitli akciger ve karaciger hastaliklarina
neden olmaktadir. ai-antitripsin eksikliginin amfizem ile yakindan ilgili oldugu
diistinilmektedir. Ayrica, oas-antitripsin seviyesinin disikligi kisiyi KOAH ve
bronsektazi gibi akciger hastaliklarina yatkin hale getirmektedir [44, 47].

2.1.4. Akciger Hastaliklariyla ilgili Tedavi ve Yaklasimlar

Astim, KOAH gibi kronik havayolu hastaliklari, diinya {lizerinde milyonlarca kisiyi
etkilemektedir. Goriilme sikligr giderek artan akciger hastalik mekanizmalarinin
anlasilmas1 ve tedavi edici yaklagimlarin gelistirilmesi klinik aragtirmalarin ilerlemesine
biiylik katki saglamistir. Ancak gilinlimiizde halen pek ¢ok kronik akciger hastaliginin
kesin tedavisi bulunmamaktadir. Mevcut tedaviler, semptomlarin azaltilmas1 ve kontrol
altinda tutulmasina yonelik ilag tedavileridir [48, 49]. Ayrica son evreye ulasan akciger
hastaliklarinin tedavisinde cerrahi miidahaleye bagvurulmakta ve organ nakli tek ¢oziim
olarak degerlendirilmektedir [50]. Akciger naklini gerektiren hastaliklarin basinda
KOAH, IPF, kistik fibroz, AATD ve PAH gelmektedir. Trake ¢okmesi, bronsektazi ve
cesitli etkenler sonucu akcigerin havayolu, parankim ve plevra kisminda meydana gelen

bazi yaralanmalar da cerrahi miidahale gerektiren durumlar arasindadir [51].

Glinlimiizde uygulanan astim ilaglar1 kontrol edici ve semptom giderici ilaglar olarak iki
gruba ayrilirken; KOAH tedavisinde yaygin olarak kullanilan terapdtik arag
bronkodilator ilaglardir [49]. Bu ilaglar bronslardaki diiz kaslarin gevsemesine yardimci
olarak Oksiiriik, gogiis sikismasi gibi semptomlar1 azaltmakta ve havayolunu
rahatlatmaktadir [49, 52]. Bu hastalik semptomlarinin giderilmesinde anti-inflamatuar
ajanlar (kortikosteroidler) ve Beta2-agonist gibi farmasotikler, inhalerler ile birlikte
yaygin olarak kullanilmaktadir [53]. PAH tedavisinde prostaglandin, endotelin reseptor
antagonisti gibi onayli ilag tedavileri uygulanmaktadir [44]. Kistik fibréz tedavisi heniiz
bulunmamaktadir. Ancak hastaligin tedavisinde inhale antibiyotik gibi ¢esitli ilaglarin

kullanimiyla birlikte gen terapisi, kok hiicre transplantasyonu gibi genetik ve doku
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miihendisligi yaklasimlar1 6n plana ¢ikmaktadir [54]. IPF tedavisinde en yaygin
kullanilan tedavi ise antifibrotik ilag tedavisidir. Ayrica IPF, ilerleyici ve kronik bir
hastaliktir. Hastaligin ileri seviyelerinde ise cerrahi miidahalelere ve transplantasyona
bagvurulmaktadir. Akciger hastaliklarinin ilag dis1 tedavilerinde ise genel olarak oksijen

tedavisi ve pulmoner rehabilitasyon gibi yontemler kullanilmaktadir [55].

Akciger hastalik mekanizmalarinin anlagilmasi ve tedavi sistemlerinin iyilestirilmesi i¢in
yeni yaklagimlar gelistirilmektedir. Bu anlamda akciger rejenerasyonu, ilag gelistirme,

kok hiicre, doku miithendisligi gibi calismalar 6n plana ¢ikmaktadir [56].

2.2. Doku Miihendisligi

“Doku Miihendisligi” terimi ilk defa 1988 yilinda “National Science Foundation (NSF)”
tarafindan diizenlenen bir konferansta resmi olarak tanimlanmistir. Bu tanimda doku
miithendisligi, “normal ve patolojik memeli dokularinda, yapi-fonksiyon iligkisinin
anlasilmas1 ve doku/organ islevinin onarimi veya yenilenmesine yonelik biyolojik olarak
yerine gecebilecek modellerin gelistirilmesi i¢in uygulanan miihendislik ve yasam
bilimleri ilke ve yontemler biitiini” olarak ifade edilmistir [57, 58]. Daha sonra 1993
yilinda Langer ve Vacanti yapmis oldugu c¢aligmalar 1s1¢inda doku miihendisligini
“Doku/organ fonksiyonlarinin geri kazandirilmasi, devam ettirilmesi veya iyilestirilmesi
icin mithendislik ve yasam bilimleri ilkelerini birlestiren disiplinler arasi bir uygulama

alan1” olarak tanimlamustir [58, 59].

Doku miihendisligi uygulamalar1 {i¢ temel bilesene dayanmaktadir. Bunlar, hiicre,
indiikleyiciler (sitokin ve biiylime faktorleri vb.) ve doku iskeleleridir (tissue scaffold).
Doku miihendisliginin temel yaklagimi, calismanin amacina uygun hiicreleri, gerekli
biyoaktif indiikleyicilerle destekleyerek uygun doku iskeleleri iizerinde ¢ogaltip elde

edilen greftin hasarli dokuya transplantasyonunu saglamaktir [59].

Hiicre kaynagi, doku miihendisligi uygulamalarinin basarisinda olduk¢a 6nemli bir
faktordiir. Clinkii, uygun sayida hiicre ¢ogalmasini saglamakla birlikte hiicrelerin kendi
ekstraseliiler matrikslerini olusturabilme ve spesifik biyolojik fonksiyonlarin1 devam
ettirebilme kapasiteleri biliyilk ©6nem tasimaktadir [60]. Doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan hiicre tiirleri otolog, allojenik ve ksenojenik hiicrelerdir.
Otolog hiicreler yiiksek aktivite gosterdigi siirece en ¢ok tercih edilen hiicrelerdir. Cilinkii
kisinin kendisinden alinip uygulandigi i¢in herhangi bir immiin yanit olusturmamaktadir.

Ancak kisinin yash olmasi veya ciddi bir hastalik durumlarda otolog hiicreler yetersiz
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gelmekte, allojenik ve ksenojenik kaynaklara bagvurulmaktadir. Allojenik hiicreler ayni
tiirtin farkli bireylerinden ve ksenojenik hiicreler de farkli bir tiirden alinan hiicreler
oldugu i¢in immiin yanit olusuma karsilik immiin baskilayic1 ila¢ kullanimi
gerektirmektedir [61]. Primer hiicreler her ne kadar immiinojenik uyum agisindan ilk
tercih edilen hiicreler olsa da dokudan elde edilen bu hiicrelerin genelde cogalma
potansiyelinin diisiik farklilagsmis hiicreler oldugu bilinmektedir. Bu duruma alternatif
olarak kok hiicreler 6n plana c¢ikmaktadir. Kok hiicrelerin doku miihendisligi
uygulamalarinda kullammi umut vadedici olmustur. Indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler (IPSCs) ve mezenkimal kok hiicreler (MSCs) otolog hiicre transplantasyonu ve
doku rejenerasyonu calismalari i¢in potansiyel kaynak olarak degerlendirilmektedir [60,

62].

Biiyiime faktorleri hiicrelerin cogalmasi ve farklilagsmasi i¢in biiyiik neme sahiptir. Bu
bliyime faktorleri hiicrenin kendisi veya c¢evresindeki hiicreler tarafindan
salgilanmaktadir. Hiicrelerin kendi ekstraseliiler matrikslerini olusturmalarinda etkilidir.

Bu nedenle doku miihendisligi ¢alismalarinin ilerlemesinde 6nemli bir yere sahiptir [61].

Doku miihendisligi ¢calismalari i¢in diger temel bilesen doku iskeleleridir. Doku iskelesi
kullanimimin amaci, hiicrelerin c¢ogalmast ve farklilagmasi i¢in uygun ortamin
olusturulmasidir. Doku iskeleleri hedef dokuya 6zgiil mekanik 6zelliklere sahip
olmalidir. Doku iskeleleri biyouyumlu ve biyoinert 6zelliklere sahip sentetik veya dogal
polimerlerden ftiretilmektedir [62]. Doku iskelesi i¢in yaygin olarak kullanilan sentetik
polimerler, polikaprolakton (PCL), poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA),
polilaktik-ko-poliglikolik asit (PLGA) gibi polimerlerdir [61]. Sentetik polimerler ile elde
edilen iskeleler kullanim amacina uygun olarak biyobozunur veya biyobozunur olmayan
formlarda iiretilebilmektedir. Kolajen, kitosan, aljinat, hyaliironik asit gibi polimerler ise
doku iskelesi tiretiminde kullanilan dogal polimerlerdir. Doku iskelesi iiretimi igin
sentetik ve dogal polimerler kullaniminin ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir
[63, 64]. Sentetik polimerlerle daha kararli bir yapida ve standart iiretime sahip doku
iskeleleri elde etmek miimkiindiir. Sentetik polimerler kullanilarak yapilan iiretimde
iskelenin mekanik 6zellikleri ayarlanabilmektedir ve bu iskeleler dogal malzemelerden
elde edilen iskelelere gore daha iyi bir mekanik dayanim gostermektedir. Ayni zamanda,
iskele  iretimi  standart Ozelliklere sahip olarak  tekrarli  bir  sekilde
gerceklestirilebilmektedir [51, 65]. Ancak, sentetik malzemelerden elde edilen doku

iskeleleri, spesifik baglanma bolgeleri, biyoindiiktif etki ve yapisal yeniden sekillenme
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gibi dogal dokuya ait 6zelliklerden yoksundur. Bu durum ¢ogu zaman hiicrelerin tutunma
ve ¢ogalmasinda ¢esitli olumsuzluklara neden olmaktadir [66]. Dogal iiriinlerden elde
edilen doku iskeleleri, sentetiklerle karsilastirildiginda dogal ortama daha uygun bir
mikrocevre saglamaktadir. Bu sayede hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve hiicre-hiicre
etkilesimi daha etkili bir bicimde ger¢eklesmektedir. Ancak, ¢ofgu zaman dogal
tirinlerden elde edilen iskelelerin kimyasal bilesimi net olarak bilinmemektedir. Ayrica
dogal iirlinlerden elde edilen iskeleler biitiin bir ESM yapisini1 yansitmamaktadir. Dogal
malzemelerden elde edilen iskelelerin diger bir dezavantaji da bu malzemelerin elde
edildikleri kaynaklar dolayisiyla iiretimden tiretime farklilik gostermeleridir [64, 66].
Doku iskelesi tiretmek i¢in elektro egirme, dondurarak kurutma, gaz kopiiklestirme, faz
ayrimi, kendiliginden diizenlenme (self-assembly), kaliplama, 3B baskilama ve

deseliilerizasyon gibi gesitli yontemler kullanilmaktadir [64, 67-69].

Klinik ac¢idan doku miihendisligi, rejeneratif tip ve transplantasyon caligmalari ile
yakindan ilgilidir. Bunun yani sira, doku miihendisligi uygulamalar1 klinik 6ncesi ilag
calismalar1 ve hastalik mekanizmalarinin anlasilmasi gibi in vitro ¢alismalar igin de

oldukga dnemli bir yere sahiptir [70].

2.3. Akciger Doku Miihendisligi

Glinlimiizde goriilme siklig1 giderek artan solunum sistemi hastaliklar, kiiresel bir saglik
sorunu haline gelmistir. Tedavi ve organ nakli bekleyen hasta sayisi her yil giderek
artmaktadir. Ayrica, donor organ yetersizligi cesitli klinik ihtiyaglar1 beraberinde
getirmekte ve kritik bir sorun olusturmaktadir. Bu durumun Oniine ge¢cmek icin
gelistirilen doku miihendisligi uygulamalari umut vadetmektedir [48, 71]. Bunun yam
sira, kaza veya hastalik sonucu cerrahi miidahale gerektiren bazi hasarlarda biitiin akciger
yerine belli bir bolgeye odaklanilmaktadir. Bu hasarlarin onarilmasinda ise doku

miithendisligi yontemleri ile tiretilen greftler yardimci olmaktadir [51].

Akciger, anatomik ve fizyolojik olarak farkli gorevlere sahip hiicrelerin olusturdugu
oldukca karmagsik bir organdir. Akciger lizerinde kirkin {izerinde farkli hiicre tipi
bulunmaktadir. Ayrica, bu hiicrelerin yaklasik %60°1n1 dogal bagisiklik ve homeostazinin
korunmasina yardimci olan immiin hiicreler olusturmaktadir [72, 73]. Akcigerin
fonksiyonel birim olan alveollere havanin diizgiin sekilde iletilmesi i¢in akciger dokusu
boyunca pek c¢ok farkli yapit bulunmaktadir. Ayrica akcigerler, gaz degisiminin

gerceklestirilmesi igin vaskiiler sistemle uyum igerisinde bulunmaktadir [72]. Akcigerler,
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kompleks yapiya sahip bir organ olmasina ragmen gelisen doku miihendisligi ve hiicre
kiltiirii teknolojileriyle birlikte birgok in vivo ve in vitro modelin gelistirilmesi

saglanmistir.

in vivo calismalar akciger hastalik mekanizmalarinin anlasilmasi ve terapoétiklerin
gelistirilmesini saglamak iizere kullanilan hayvan modellerini kapsamaktadir. Hayvan
model sistemleri laboratuvar uygulamalar1 ve klinik arastirmalar arasinda koprii gorevi
gormektedir. Ayrica, in vivo model sistemleri, klinik ¢alismalardan 6nce laboratuvar
bulgularinin ve hipotezlerin dogrulanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir [74]. in vivo
model i¢in secilecek organizmanin insan akcigerinin anatomi ve fizyolojisini
yansitabilecek 6zellige sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, akciger modellemesi
igin fare, sigan, domuz, koyun ve primatlar yaygin olarak kullanilmaktadir [75]. Hayvan
modeli ¢caligmalarinda, ¢esitli antijenler kullanilarak hastalik indiiklenebilmektedir. Bu
sayede, hastalik patogenezinde rol oynayan degiskenlerin anlasilmasi ve incelenmesi
miimkiin hale gelmektedir. Ayrica, hayvan modelleri kok hiicre ve in vivo transplantasyon
uygulamalari i¢in de son derece dnemlidir [76]. Hayvan modeli, akciger ¢alismalarinda
cok onemli bir yere sahip olmasina ragmen bazi simirlamalar1 bulunmaktadir. Hayvan
modeli, insanda ortaya ¢ikan hastaligin tiim 6zelliklerini ve fenotipini yansitamamaktadir
[77]. Akciger anatomisi ve fizyolojisi tiirler arasinda farklilik gostermektedir. Bu da
deney hayvanlarindan elde edilen sonuglarin, insan havayolu hastaliklar1 tizerindeki
etkisinin yorumlanmasini zorlagtirmaktadir [78]. Ayrica, hayvan model ¢aligmalarinin
tekrarlanabilirligi diisiiktiir ve bu ¢alismalar yiiksek maliyetlidir [70, 77]. Bunun yani
sira, deney hayvanlarinin laboratuvarlarda kullanilmasi, etik kurallara uyulmasini
gerektirmektedir. Bu kurallar Ulusal Saglik Enstitlisii (National Institutes of Health
(NIH)) tarafindan “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” adiyla
yayimmlanmisgtir ve bu rehberde yer alan gereksinimleri karsilamayan modeller kabul
edilmemektedir [77]. 1959 yilinda William Russell ve Rex Burc tarafindan yayinlanan
“Insani Deney Teknigi Prensipleri’nde hayvan deneyleri icin 3R olarak adlandirilan
ilkeler agiklanmistir. Bu ilkeler Reduction (azaltma), Replacement (yerine koyma),
Refinement (iyilestirme) olarak ifade edilmistir [79]. in vitro modeller hayvan
modellerinin sahip oldugu ve yukarida kisaca verilen sorunlar karsisinda iyi bir alternatif

olusturmaktadir.

in vitro modeller klinik oncesi hiicre-hiicre etkilesimi, biiyiime, ¢ogalma, farklilasma,

polarite, gen ve protein ekspresyonu gibi hiicresel davraniglarin incelenmesi i¢in uygun
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platform olusturmaktadir [80]. in vitro ¢alismalar, her ne kadar akcigerde meydana gelen
tiim hiicresel siirecleri biitiiniiyle yansitmasa da hayvan modeli ve klinik uygulamalara
nazaran daha kontrolli, tekrarlanabilir ve gercek zamanlh olgiilebilen deney sistemleri

olmasi yonleriyle hayvan deneylerine gore avantajlidir [81].

Doku miihendisligi uygulamalarinin basarisini etkileyen faktorlerden biri hiicredir. in
vitro galismalarda en sik basvurulan hiicre kaynagi ise hiicre hatlaridir. Primer hiicreler
fizyolojik islevini korumalar1 yoniinden biiyiik bir avantaja sahip olmalarina ragmen
hiicre hatlarina nazaran daha kisa dmiirliidiir. Hiicre hatlari, primer hiicrelere gore daha
kolay kiiltiire edilebilmesi, tek dondrden 6liimsiizlestirildigi i¢in dondrler arasi farklilik
gostermemesi, primer hiicrelere gére daha uzun stire kullanilabilmesi gibi avantajlara
sahiptir [81]. Bu nedenle, hiicre hatlari, primer hiicre kaynagma erisiminin siirl

olabilecegi durumlarda her zaman basit ve etkili bir ¢6ziim olmustur [70, 80].

1980’lerin sonunda gelistirilen ve in vitro model olan hava-sivi arayiizey (air-liquid
interface (ALI)) model sistemi akciger hiicre ¢aligmalari i¢in neredeyse vazgecilmez hale
gelmistir (Sekil 2.5). Bu modelde, hiicreler gegirgen bir membran iizerine ekilerek,
cogalmalar i¢in alt ve list hazneye besiyeri eklenerek ¢ogaltildiktan sonra, farklilagsma
asamasinda hiicrelerin iist kisminda bulunan besiyeri ¢ekilerek hiicreler sadece alttan
beslenir. Boylece hiicrelerin iist kisimda hava ile temasi saglanarak akciger fizyolojisi in
vitro kosullarda kismi olarak taklit edilmektedir [70]. ALI hiicre kiiltiir modeli yardimiyla
hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi, ¢esitli ilag ve toksikoloji ¢alismalari
yiriitiilmektedir [82]. Akciger hava-sivi arayiizey modellerinde en sik kullanilan epitel
hiicre hatlar1 A549, BEAS-2B, 16HBE140- ve Calu-3’tiir. BEAS-2B ve 16HBE14o0-
bronsiyal epitel hiicre hatlaridir. Bu hiicreler, havayolu yapisi ve fonksiyonlarinin
incelenmesi i¢in uygundur. Calu-3 ve A549 ise akciger adenokarsinom hiicre hatlaridir
[81]. Calu-3 hiicreleri hava-sivi araylizeyinde iyi bir epitelyum farklilasmasiyla birlikte
sil ve mukus olusumu gosterebilmektedir. A549 hiicre hatlari ise alveolar epitel hiicreler

icin iyi bir model olusturmaktadir [81, 82].
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Standart Kiiltiir Kosullant Hava-sivi arayiizey kiiltiir kosullan

3-7 giin 2-4 giin 21+ gilin

Biiyiime Fazi Biiylime Fazi Farklilasma Faz
(Flask) (Membran lizerinde) (ALI kaltur)

A0, 4 jum-por membran

Sekil 2.5. Hiicrelerin hava-sivi araylizey yontemiyle farklilastirilmasi [83]

Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan diger modeller sferoid ve
organoidlerdir [70]. Bu modeller kendi kendine organize olabilen c¢oklu hiicre
sistemlerinin olusturdugu organ benzeri yapilardir, ancak organ 6zelliklerini biitiiniiyle
yansitmamaktadir. Sferoid ve organoid kiiltiirler daha cok kanser calismalari igin
kullanilmaktadir. Bu modeller, kanser hiicrelerinin sinyal iletimi, mikrogevresi gibi
ozelliklerinin incelenmesiyle birlikte kanser kok hiicresi, akciger gelisimi, homeostazi

arastirmalart i¢in de oldukc¢a faydali olmaktadir [63, 84].

“Organ-on-Chips” modeller de akciger doku miihendisligi i¢in kullanilan in vitro
sistemlerdir. Bu sistemlerin amaci, mikroakiskan teknolojisi kullanilarak akcigerin yapay
ve minyatiir bir modelinin ¢ip iizerinde taklit edilmesidir [63, 85]. Bu sistemler genellikle
organa spesifik belirli mekanizmalar1 anlamak i¢in tasarlanmaktadir. Organin biitiintinii
yansitmamast bakimindan limitasyonlart bulunmaktadir. Bu nedenle, bu modeller
genellikle hastalik fenotiplerinin ¢ikarilmasi, ilag ve toksikoloji ¢alismalar1 igin
elveriglidir [63]. Akciger i¢in yapilan mikroakigkan ¢ip tasarimlari ise “Lung-on-a-chip”
olarak adlandirilmaktadir. Bu modeller akciger hastaliklarinin patofizyolojik nedenleri,
solunum ve akciger fonksiyonlarinin mekanik etkileri, alveol-bariyer mikrocevresi ve

hava-arayiizey etkilesimlerinin aragtirilmasi gibi laboratuvar ¢aligmalarin yiiriitilmesinde

etkilidir [85, 86].

3B baskilama teknolojisi son yillarda yaygin olarak kullanilan doku miihendisligi
uygulamalarindan biridir. 3B biyoyazici teknolojisiyle birlikte ise rejeneratif tip alaninda

onemli adimlar atilmistir. 3B biyoyazicilarin temel prensibi, hiicrelerin biyo-miirekkep
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(bioink) olarak adlandirilan baski materyalinin igerisinde bulunarak istenilen
biyokimyasal ve yapisal 6zellikleri saglayacak sekilde 3B baskilanmasidir [63, 87]. 3B
biyobaskilama teknolojisi akciger modelleme ¢alismalar1 igin de kullanilmaktadir [88-
90]. Bu modeller heniiz klinikte kullanilamasa da kanser ¢alismalari, ila¢ arastirmalari,
organ-on-a-chip cihazlarinin iiretimi gibi laboratuvar caligmalar1 icin iyi bir secenek

oldugu diistiniilmektedir [87] .

Hidrojeller, ekstraseliiler matriks bazli doku miihendisligi uygulamalarinda olduk¢a
biiyiik bir dneme sahiptir. Hidrojeller 3B baskilama, mikrokaliplama, elektroegirme ve
enjekte edilebilir doku iskelesi iiretim teknolojileriyle uyumlu biyomalzemelerdir.
Hidrojeller poli(vinil alkol) (PVA), poli(akrilik asit) (PAA) gibi sentetik polimerlerden
sentezlenebildikleri gibi aljinat, kolajen, hyaliironik asit gibi dogal polimerlerden de
sentezlenebilmektedirler [91]. Ayrica Matrigel gibi hiicre tiirevli ESM hidrojeller in vitro
hiicre kiiltiirtinii desteklemek i¢in akciger doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda hiicresizlestirilmis dokulardan elde edilen ESM

hidrojeller in vitro ve in vivo ¢alismalar agisindan 6nem kazanmaktadir [92].

Doku iskelesi iiretimi diger organlarda oldugu gibi akciger ¢aligmalari i¢in de kritik bir
Ooneme sahiptir. Akcigerin heterojen yapisi, rejenerasyon igin liretilecek doku iskelesine
yonelik bir takim kriterleri gerektirmektedir [93]. Oncelikle, her biyomateryalin tagimast
gereken Ozellik olan biyouyumluluk, hiicre yapismasini kolaylastiracak ylizey
ozelliklerine ve uygun mekanik dayanima sahip olmalidir. Biyobozunur bir materyal ise
hiicre ¢ogalmasin1 destekleyecek kadar dokuda kalmalidir. Akcigerin gaz degisimini
gerceklestirmek i¢in sahip oldugu 6zellikleri destekleyecek yeterli elastikiyet ve gozenek
yapisina sahip olmalidir. Akciger fonksiyonunun yerine getirilmesi icin stirekli
ventilasyonun saglanmasina uyumlu olmalidir [93, 94]. Bu kriterler dikkate alinarak
tiretilen uygun tasarim ve modellerle doku greftleri olusturularak akciger yenilenmesine
katki saglanabilmektedir. Akciger uygulamalar1 i¢in {iretilen doku iskelelerinin
akcigerlerin dogal mekanik dayanimi ve elastikiyetini uzun siire saglayacak yapiya sahip
olmas1 beklenmektedir. Bu nedenle akciger doku miihendisligi uygulamalarinda metal ve
seramik biyomalzemeler yerine dogal ve sentetik polimerler tercih edilmektedir [6, 95].
Akciger doku iskelelerinin olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan dogal ve sentetik
polimerler Cizelge 2.2°de gosterilmistir [6]. Son yillarda olduk¢a yayginlasan dogal doku
iskelesi elde etme yontemi olan deseliilerizasyonun akciger transplantasyonu i¢in umut

vadedici oldugu diistiniilmekte ve bu yondeki ¢alismalar hizla devam etmektedir [71].
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Cizelge 2.2. Akciger doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan

polimerler ve 6zellikleri [6, 95]

Sentetik Polimerler

Dogal Polimerler

Polimer Adi Ozellik Polimer Adi Ozellik
-Yiiksek hiicre uyumu -Yiiksek biyouyumluluk
-Gaz gecirgenligi -Ayarlanabilir
-Genis yiizey alani ve biyobozunurluk
Polilaktik Asit P ey _ Y
(PLA) ESM mikroyapisina Kolajen -Uyumlu mekanik 6zellikler
uyum ve esneklik
-Yavas bozunma hizi -Yiiksek hiicre etkilesimi
-Diislik dayaniklilik
-Yiiksek esneklik
-Yiiksek bozunma hizi -Uzun stabilite
Poliglikolik Asit  -Yiiksek Young Modiilii " -Yiksek biyoaktivite
astin
(PGA) -Cekme dayanimi kaybi -Kendi kendine organize
-Diisiik ¢oziiniirlik olma (self-assembly)
-Etkili biyomekanik 6zellik
. y a e -Modifiye edilebilir yiizey
Poli(laktik asit-  -Modifiye edilebilir
AR . ozellikleri
ko-glikolik asit)  bozunma hiz1 Ipek Fibroin
. o -Yiiksek biyouyumluluk ve
(PLGA) -Etkin ylizey 6zellikleri )
biyobozunurluk
-Yiiksek viskoelastik .
-llag tasiyici sistemler igin
ozellikler
) kullanigl
-Biyobozunur .
. -llag emilimi ve
Polikaprolakton  -Hidrofobik yiizey )
Kitosan biyoyararlinimi arttirma
(PCL) ozelligi ]
-Biyouyumlu ve
-Diisiik 1slanabilirlik ve )
biyobozunur.
hiicre tutunmasi
Pulmoner ilag Tastyici Sistemlerde Kullanilan Polimerler
Polilaktik Asit  Poli (laktik asit-ko-  Polihidroksietilakrilamid Polietilenimin Polietilen
(PLA) Glikolik Asit) (PHEA) (PEI) Glikol
(PLGA) (PEG)
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2.4. Deseliilerizasyon

Deseliilerizasyon, ekstraseliiler matriks bilesenlerine zarar vermeden, immiin yanit
olusturabilecek hiicre materyalinin doku veya organdan uzaklastirilmasiyla dogal doku

iskelesi tiretim yontemidir [51].

Deseliilerizasyon ve dokuya o6zgii ESM c¢alismalarimin temeli 1979-1980 yillarina
dayanmaktadir [96, 97]. 1995 yilinda Badylak ve arkadaslari tarafindan yayinlanan bir
makalede biyomatriks ad1 verilen ekstraseliiler matriks bilesenlerinin 6nemli bir kisminin
korundugu yeni bir izolasyon yonteminden bahsedilmistir. Bu ¢alisma ilk
deseliilerizasyon calismas1 olarak kabul edilmektedir [98, 99]. Ilerleyen yillarda deri,
vaskiiler doku, kalp kapake¢ig1 gibi dokularin deseliilerizasyonu gergeklestirilmistir [100-
102]. 2008 yilinda ise Ott ve arkadagslari tarafindan ilk perfiizyon yontemiyle tim organ
deseliilerizasyonu gergeklestirilmistir [103, 104]. Giiniimiizde ise birgok organ iizerinde

etkili deseliilerizasyon gerceklestirme calismalar1 devam etmektedir.

Deseliilerizasyon yonteminin amaci, dokunun dogal ekstraseliiler matriks yapisim
olusturan kolajen, elastin ve GAG gibi temel proteinler korunurken, immiin yanit
olusturabilecek niikleer ve hiicresel bilesenlerin ortamdan uzaklastirilmasidir. Bu
yontemle elde edilen iskeleler dogal dokunun mekanik ve biyokimyasal bilesigini
yansitmasi agisindan Onemlidir. Bu sayede deseliilerize iskeleler yeniden
hiicrelendirilerek ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanilabilmektedir. in vitro
caligmalarda hiicre-matriks etkilesimi gibi ¢esitli biyolojik olaylarin incelemesi ve takibi

gerceklestirilirken, in vivo ¢aligmalarda ise doku greftleri iiretilmektedir [50].

2.4.1. Deseliilerizasyon Yontemleri

Deseliilerizasyon yontemleri fiziksel, kimyasal ve enzimatik olmak iizere {ice
ayrilmaktadir. Kullanilan yontem matriks yapisinin korunmasini ve deseliilerizasyon
isleminin basarisini etkilemektedir. Deseliilerizasyon isleminin etkinligini arttirmak i¢in
bazen kombine yontemler (fiziksel’kimyasal veya kimyasal/enzimatik vb.) tercih

edilmektedir [105].
2.4.1.1. Fiziksel Yontem

Deseliilerizasyonun fiziksel olarak gerceklestirilmesi, hiicre zarinin fiziksel yontemlerle

parcalanarak hiicresel materyalin uzaklastirilmasi prensibine dayanmaktadir. Fiziksel
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yontemler, dondur-¢dz, hidrostatik basing, elektroporasyon, sonikasyon ve siiperkritik

CO2’dir [105, 106].
2.4.1.1.1. Dondur-Coz:

Deseliilerizasyon uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan fiziksel yontemlerden biri
dondur-¢6z yapmaktir. Bu yontemde, doku seri halinde diisiik ve yiiksek sicakliklara
maruz brrakilmaktadir [66]. Genellikle sicaklik degerleri -80/37°C  olarak
kullanilmaktadir [105]. Dokular 6nce -80°C’de, daha sonra hizli bir sekilde 37°C su
banyosuna alinarak belli bir siire bekletilir. Bu islem tekrarli dongii sayis1 kullanilarak
gergeklestirilmektedir. YOntemin optimizasyonu sicaklik farki ve dongili sayisi
belirlenerek yapilmaktadir [105]. Bunun yani sira, bu islem siv1 azot ve oda sicakligindaki
tampon ¢ozelti kullanilarak da gerceklestirilmektedir [66]. Dondur-¢6z yontemi akciger,
kalp kapak¢igi, tendon ve bag doku gibi pek cok dokunun deseliilerizasyonunda
kullanilmistir [107-110]. Bu yontemde, dondurma isleminden kaynakli buz kristalleri
olusabilmektedir. Olusan buz kristalleri ve sicaklik gecisi sirasinda dokuda mekanik

kayiplar meydana gelebilmektedir [111].
2.4.1.1.2. Hidrostatik Basing:

Yiiksek hidrostatik basing, hiicre zarinin parcalanmasi i¢in dokuya 600 MPa’dan daha
yiiksek basing uygulanmasi prensibine dayanmaktadir [105]. 200 MPa iizerinde basing
kuvvetiyle hiicre zari, 600 MPa iizerinde mikroorganizma membran1 ve 900 MPa
tizerinde basing ile de viriis kapsiillerinin par¢alandigi bilinmektedir [112]. Bu yontem ile
deseliilerizasyon, karaciger akciger gibi yogun bir ESM yapisina sahip olmayan doku ve
organlar i¢in daha etkilidir [66]. Hidrostatik basing uygulamasinda temel kriterler basing
kuvvetinin optimizasyonu, sicaklik, uygulama siiresi ve dongii sayisi olarak
degerlendirilmektedir [105, 113]. Literatiirde hidrostatik basing ile deseliilerizasyon
yonteminin kullanimi ve optimizasonu i¢in bir ¢ok yayin yer almaktadir [113-116].
Optimize edilmemis ve ¢ok yiiksek degere sahip basing uygulamast ESM’nin mekanik
yapisina zarar vermektedir. Ayrica, hidrostatik basing yontemi ile gercgeklestirilen
deseliilerizasyonda cekirdek hiicre kalintilar1 tam olarak uzaklagtirllamamaktadir, bu da

cesitli immiin yanitlarin olugsmasi potansiyeli tagimaktadir [105].

2.4.1.1.3. Sonikasyon:

Sonikasyon, yiiksek frekansta ses dalgalarinin olusturdugu titresimle birlikte hiicre veya

cesitli kimyasal bilesiklerin par¢alanmasi yontemidir. Kimyasal ve enzimatik islemlerle
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birlikte hiicre parcalanmasi ve homojenizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan sonikasyon
islemi, ayn1 zamanda fiziksel deseliilerizasyon yontemlerinden biridir [66]. Bu yontem
kimyasal ya da diger fiziksel metodlarla birlestirilebilmektedir. Sonikasyon uygulamasi,
bobrek [117], larinks [118] ve aort [119] gibi dokularin deseliilerizasyonu igin

kullanilmastir.

2.4.1.1.4. Siiperkritik CO; (sCO>):

Siiperkritik akiskanlar, ilk defa 1822 yilinda Charles Cagniard de la Tour tarafindan
tanimlanmig, 1869 yilinda ise Thomas Andrews tarafindan adlandirilmistir [120].
Stiperkritik akigkan, maddenin fiziksel hal de§isiminin iki boyutlu gdsterimini yansitan
Basing (P)-Sicaklik (T) faz egrisine gore tanimlanmaktadir. Basing-sicaklik
diyagraminda sicaklik ve basing arttik¢a stvi-buhar dengesini ifade eden egrininin sonuna
gelinmektedir, bu noktada sivi ve gazin yogunluklar1 birbirine yaklagmaktadir. Bu
noktanin {izerinde buharlasma 1sis1 sifirdir ve iki faz birbirinden tam olarak
ayrilamamaktadir. Bu noktaya kritik noktas1 denilmektedir ve bu noktadaki basing degeri

Pc; sicaklik degeri ise Tc olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.6).

Basing
Subkritik = Siiperkritik
Sivi - Aliskan
Pc Hrr'rr'kl MNokta
Kati G;:az
.--"'""F“ |

T©  sicaklik

Sekil 2.6.  Stiperkritik akiskanlarin genel gosterimi [121]

Bu noktanin {izerindeki maddeler “akigskan” olarak adlandirilmaktadir [120, 121].
Stiperkritik akiskanlar, hem gaz hem de sivi 6zelliklerini tasimaktadir. Yogunluklari

stvilara benzerken, vizkositesi gazlarinkine benzerdir, yaymirliklar (diffusivity) ise gaz

ve sivi halleri arasindadir (Cizelge 2.3) [122].

26



Cizelge 2.3.S1v1, gaz ve siiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zelliklerinin gosterilmesi [121]

. Viskozite Yayimirlik Ozgiil Agirlik
Ozellikler
(1, Pa.s) (D, m?/s) (p, kg/m?®)
St 103 10° 600-1600
Gaz - ]
100 100 0,6-2
(Oda sicakligi, P ve T)
Stiperkritik Akiskan
(T~Te, P~Pc, 10°-10* 10 100-900
T~Tc, P~4P¢)

Stiperkritik akiskanlarin diisiik viskozite ve yiiksek yayinirlik 6zelliklerine sahip olmasi
ekstraksiyon islemi i¢in biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Siiperkritik akigkanlarin
ekstraksiyon islemi i¢in kullanilmasinin 6n arastirmalart 1879 yilinda Hannay and
Hogarth’in yayinladiklar1 raporda yer almaktadir. Stiperkritik ekstraksiyon icin COz, n-
pentan, azotoksit, etan gibi bir ¢ok solvent kullanilmaktadir [123]. Ancak, karbondioksit
ucuz olmasi, dogada saf halde yiiksek miktarda bulunmasi, toksik olmamasi, yanici
olmamasi ve ¢alisma sicakliginin uygun olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen stiperkritik
solventi olmustur [121]. Stiperkritik CO2’nin Pc degeri 7.8 MPa ve Tc degeri ise 31°C’dir.
COz’nin stiperkritik seviyeye ulastig1 basing ve sicaklik degerleri biyolojik kosullara
yakin olmasi nedeniyle iiriin saflagtirma, ila¢ gelisimi, kontrollii salim ve doku iskelesi
sterilizasyonu gibi c¢esitli biyomedikal ve doku mihendisligi uygulamalarinda
kullanilmaya baslanmistir. Siiperkritik CO2 daha once sterilizasyon i¢in daha yaygin
olarak kullanilirken son yillarda hiicresizlestirme ¢alismalar1 icin de kullanilmaya
baslanmigtir [124, 125]. Siiperkritik CO2’nin hiicresizlestirme i¢in kullanilmast doku
tizerinde deseliilerizasyon ajani kalintist kalmamasi ve yikama islemi gerektirmemesi
acisindan avantaj saglamaktadir [105]. Literatiirde stiperkritik CO2 kullanilarak yapilan
aort [126], optik sinir, miyokard, kornea [124, 127] ve akciger atardamari [128]

hiicresizlestirme ¢alismalar1 bulunmaktadir.

2.4.1.2. Kimyasal Yontem

Kimyasal deseliilerizasyon yontemi, hiicrelerin dokudan uzaklastirilmasinda kimyasal

ajanlarin  kullanilmasiyla  gerceklestirilmektedir. Kimyasal yontemde asit/alkali
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cozeltiler, ekstraksiyon solventleri, hipotonik/hipertonik ¢ozeltiler ve deterjanlar yaygin
olarak kullanilmaktadir [129]. Kullanilacak olan reaktif se¢imi dokunun biyomekanik

yapisina uygun olarak gergeklestirilmelidir [66].

2.4.1.2.1. Asit/Alkali Cozeltiler:

Asit ve baz cozeltileri, niikleik asitlerin parcalanmasi ve sitoplazma bilesenlerinin
hidrolizinde etkilidir [130]. Alkali ¢ozeltilerin hazirlanmasinda yaygin olarak sodyum,
potasyum tuzlart ve kalsiyum c¢ozeltileri kullanilirken; asit ¢ozeltilerinde asetik asit,
hidroklorik asit (HCI), siilfirik asit ve perasetik asit (PAA) kullanilmaktadir [66]. PAA
dokudaki biiylime faktorlerine ve lipid yapisina zarar vermeden hiicresizlestirme islemi
gerceklestirdigi ve ayni zamanda sterilizasyon ajani olarak kullanilabildigi icin tercih
edilen ve en yaygin kullanilan asitlerden biridir [130]. Etkili bir asit ¢ozeltisi olan PAA
ile gergeklestirilen ince bagirsak submukozasi (SIS) [131], idrar kesesi [132] ve safra
kesesi [133] hiicresizlestirme ¢alismalar literatiirde yer almaktadir. Ayrica 2018 yilinda
Sengyoku ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen yiiksek alkali seviyesine sahip sodyum
hidroksit kullanilarak gergeklestirilmis fare akciger deseliilerizasyonu da asit/alkali
cozeltiler ile yapilan ¢alismalar arasindadir. Bunlarin yaninda asit ve baz kullaniminin
sGAG gibi 6nemli ekstraseliiler matriks bilesenlerinin ortamdan uzaklastirilmasina neden
olmasi, perasetik asit gibi reaktiflerin agindirici ve giiclii bir oksitleyici olmasi gibi ¢esitli

dezavantajlar1 bulunmaktadir ve [105, 134].

2.4.1.2.2. Solventler:

Alkol, aseton, gliserol, butanol gibi ¢0Oziiciiler hiicresizlestirme isleminde
izopropanol, metanol gibi alkoller lipidlerin uzaklastiriimasinda oldukga etkili olmaktadir
[135]. Ancak doku fiksatifi olarak da kullanilan metanol ve etanol gibi alkolerin
hiicresizlestirme ¢aligmalarinda kullanilmasi sirasinda dikkatli olunmasi gerekmektedir.
Ciinkii bu solventler ESM’nin mekanik 6zelliklerini etkilemesinin yan1 sira ESM protein
yapilarina da zarar verebilmektedir [135, 136]. Aseton ve tributil fosfat da
deseliilerizasyonda  kullanilan ~ solventlerdendir. = Asetonun  hiicresizlestirme
calismalarinda kullanilmas1 ESM proteinlerinin daha fazla ¢apraz bag yapmasi ve dogal
dokudan daha sert bir yapida iskele elde edilmesiyle sonuglanmaktadir [135]. Tendon gibi
yogun dokularda yaygin olarak kullanilan bu yontemin, kalp kapak¢igi ve yag doku igin

de uygulanan hiicresizlestirme ¢alismalar1 bulunmaktadir [137-139].
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2.4.1.2.3. Hipotonik/Hipertonik Cozeltiler:

Deseliilerizasyonda kullanilan hipotonik/hipertonik ¢ozeltiler dokuda olusturulan
osmotik sok ile hiicrelerin par¢alanmasi prensibine dayanmaktadir. Hipotonik ¢ozeltiler
ESM yapisinin korunmasinda etkiliyken, hipertonik ¢o6zeltiler proteinin DNA’dan
ayrilmasinda etkilidir [140]. Ancak bu yontem hiicrelerin uzaklastirilmasinda tek basina
yeterli olmamaktadir. Bu nedenle diger yontemle birlikte veya on islem olarak
kullanilmaktadir[124, 130]. Etkili bir sonu¢ almak i¢in dokulara birka¢ dongii olacak
sekilde hipotonik ve hipertonik ¢dzelti uygulanmaktadir. Bu sayede, osmotik sokun etkisi

arttirtlarak, hiicre kalintilarinin dokudan uzaklagmasi saglanmaktadir [135].

2.4.1.2.4. Deterjanlar:

Deseliilerizasyon islemi i¢in en yaygin kullanilan kimyasal ajanlar deterjanlardir.
Deterjanlar, hiicre zarinin pargalanmasini ve DNA’nin proteinden ayrilmasini saglayarak
hiicresel materyalin uzaklastirilmasinda etkili olmaktadir [135]. Deterjanlar hiicre lipid
cift tabakasini taklit edebilen amfipatik bir ortam saglar, bu sayede deterjanlarin ¢oziicii
madde olarak kullanimi  DNA/RNA izolasyonu, proteinlerin stabilizasyonu,
denatiirasyonu, hiicre parcalanmasi gibi ¢esitli biyolojik uygulamalar i¢in 6nemlidir
[141]. Deterjanlarin hiicresizlestirme islemindeki etkisi doku kaynagi ve uygulama
stiresine gore farklilik gdstermektedir. Ayrica deterjanlarin deseliilerizasyon isleminde
kullanilmasinin ardindan kalan deterjanin ve hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasi i¢in bir
yikama prosediirii gerektirmektedir [134]. Hiicresizlestirme i¢in kullanilan deterjanlar tek
tek uygulanabildikleri gibi farkli 6zelliklere sahip deterjanlarin kombinasyonlar1 seklinde

de kullanilabilmektedir [66].

Deterjanlar, alifatik veya aromatik karaktere sahip lipofilik hidrokarbon gruplar (kuyruk)
ve polar veya yiiklii hidrofilik gruplar (bas) iceren amfipatik molekiillerdir (Sekil 2.7).
Suyun yiizey gerilimini diisiirdiikleri i¢in ylizey aktif madde olarak da adlandirilmaktadir.
Polar bas grubunun iyonik karakteri deterjanlarin siniflandirilmasinda etkili olmaktadir.
Deterjanlar iyonik, iyonik olmayan ve zwitteriyonik olmak iizere {i¢ gruba ayrilmaktadir

[141, 142].
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Sekil 2.7. Deterjanin kimyasal yapisinin sematik gosterimi [141]

Lyonik Deterjanlar:

Iyonik deterjanlar anyonik veya katyonik net bir yiike sahip bas ve diiz bir hidrokarbon
zincirinden olusan kuyruk kismindan olusmaktadir. Iyonik deterjanlar membran
proteinlerinin parcalanmasinda oldukga etkilidir [141]. Bu deterjanlar protein-protein
baglar1 lizerinde etkili olduklarindan proteinlerin denatiirasyonuna neden olmaktadir.
Deseliilerizasyon isleminde en yaygin kullanilan iyonik deterjanlar sodyum dodesil siilfat
(SDS), sodyum deoksikolat (SDC) ve Triton X-200’diir [134, 136]. SDS en yaygin
kullanilan deseliilerizasyon ajanidir. Ciinkii hiicresel komponentleri dokudan ytiksek
oranda uzaklastirmasinda etkilidir. Ancak bunun yaninda matrisin dogal yapisinda
degisime ve GAG’larin uzaklastirilmasina neden olmaktadir [106, 134]. SDS yaygin
olarak kullanilmasina ragmen hiicresel proteinlerin denatiirasyonuna ve mekanik
stabilitenin azalmasia neden olmaktadir. SDC de deseliilerizasyon ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilan diger bir iyonik deterjandir. SDC hiicresel komponentleri
dokudan iyi bir sekilde uzaklastirmasinin yan1 sira doku yapisina SDS’ten daha ¢ok zarar
vermektedir ve genelde iyonik olmayan veya zwitter iyonik karakterdeki diger
deterjanlarla birlikte kullanilmaktadir [134].

Lyonik Olmayan Deterjanlar:

Iyonik olmayan deterjanlar yiiklii olmayan hidrofilik bas kismina sahip deterjanlardir. Bu
deterjanlar lipid-lipid ve lipid-protein baglar1 lizerinde etkili olduklar1 ve protein-protein
etkilesimlerini  kiramadiklar1 igin denatiire edici olmayan deterjanlar olarak
adlandirilmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde iyonik olmayan deterjanlar biyolojik olarak
aktif olan membran proteinlerinin  izolasyonunda  kullanilmaktadir  [141].
Hiicresizlestime islemi i¢in yaygin olarak kullanilan iyonik olmayan deterjanlardan biri
Triton X-100’diir. Triton X-100 karaciger, akciger, deri gibi bir ¢ok organin
hiicresizlesitirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Triton X-100 ile farkli dokularda

yapilan deseliilerizasyon sonucunda tartismal1 bulgular elde edilmistir. Kalp kapakg¢igi
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deseliilerizasyonunda etkili oldugu gosterilirken, kan damari, tendon ve bag dokuda
hiicresel materyalin tamamen uzaklastirilmaisnda etkili olmadigi gosterilmistir [134].
Yagdan uzaklastirma isleminde ise basarili bir deterjan olarak degerlendirilmektedir.
Iyonik olmayan deterjanlar iyonik deterjanlar ile karsilastirildiginda dogal doku yapisina

daha az zarar vermektedir [134, 136].

Zwitteriyonik Deterjanlar (Bipolar) :

Zwitteriyonik deterjanlar, hem iyonik hem de iyonik olmayan deterjanlarin 6zelliklerine
sahiptir. Bu deterjanlar iyonik olmayan deterjanlar gibi net bir yiike sahip degildirler,
iletkenlik ve elektroforetik gibi 6zelliklerden yoksundurlar. Bunun yani sira, iyonik
deterjanlar gibi protein-protein etkilesimlerinin kirilmasinda etkili olmaktadir [141].
Ayrica zwitter iyonik deterjanlar proteinlerin uzaklastirilmasinda iyonik olmayan
deterjanlara kiyasla daha etkilidir. Deseliilerizasyon isleminde yaygin olarak kullanilan
zwitteriyonik deterjanlar 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
(CHAPS), siilfobeatin-10 (sbh-10) ve -16 (sb-16) dir [134]. Bu deterjanlar yeterli seviyede
hiicresel materyalin uzaklastiritlmasi ve ESM yapisini yiiksek oranda korumasi agisindan

hafif deterjanlar olarak kabul edilmektedir [66].
Tez Calismasinda Kullanilan Deterjanlar ve Kimyasal Ozellikleri:

Tez galismasi kapsaminda SDS, Triton X-100, CHAPS, Sodyum Kkolat hidrat, NP-40 ve
ASB-14 deterjanlar1 kullanilmis bu deterjanlarin akciger deseliilerizasyonu iizerine olan
etkileri incelenmistir. Tez ¢aligmasi sirasinda kullanilan deterjanlarin kimyasal yapilar

Sekil 2.8°de gosterilmistir.

SDS: Deseliilerizasyon igleminde en yaygin kullanilan deterjanlardan biri olan SDS,
iyonik deterjanlar grubunda yer almaktadir. C12H2sNaO4S kimyasal formuliiyle ifade
edilen ve molekiil agirhigr 288,38 g/mol olan SDS, anyonik deterjanlar grubundadir.
Kritik misel konsantrasyonu (CMC) 25°C’de 7-10 mM ve ortlama misel molekiil agirligi
ise 18.000 Da’dir [143]. Hidrofobik kuyruk kismi diiz bir hidrokarbon zincirinden
olusmaktadir. Iyonik bir deterjan olmasi sebebiyle protein-protein ve protein-lipid
baglar1 tizerinde etkilidir [144] . SDS deterjan1 DNA izolasyonu, SDS-PAGE gibi
uygulamalarda hiicrelerin parcalanmasi veya proteinlerin denatiire edilmesi ve boyutuna

gore ayrilmasi amaciyla da kullanilmaktadir.
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Triton X-100: Triton X-100 deterjan1 yiiksiiz polioksietilen hidrofilik bas grubuna ve bir
aromatik hidrokarbon grubuna sahip iyonik olmayan deterjandir. t-Oct-CsHa-
(OCH2CH2)xOH, x= 9-10 formiilityle ifade edilmektedir. Yaklasik olarak 625 g/mol
molekiil agirligina sahiptir. 25°C’deki CMC degeri 0,2-0,9 mM, ortlama misel molekiil
agirh@ ise 90.000 Da’dir. Protein ve DNA ekstaksiyonu, immiinohistokimya,
immiinofloresan ve SDS-PAGE gibi analiz yontemlerinde sikliklar kullanilmaktadir
[143].

CHAPS:Yiiksiiz bir bag grubuna sahip olan CHAPS deterjan1 614,88 g/mol molekiil
agirligma sahip zwitteriyonik bir deterjandir. Molekiil formiilii Cs2HssN207S’tir.
Membran proteinlerinin ¢oziinmesinde etkilidir. 25°C*deki CMC degeri 6 mM, ortlama
misel molekil agirligi ise 6.150 Da’dir [143].

Sodyum kolat hidrat: Sodyum kolat safra tuzu (bile salt) deterjanlar1 olarak adlandirilan
grup igerisinde yer alan anyonik bir deterjandir. Membranin par¢calanmasi ve membran
proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Sodyum deoksikolata kiyasla
proteinleri denatiire edici 6zellikte degildir [143]. Molekiiler formiilii C24H39NaOs - xH20
olmak {tizere, susuz halinin molekil agirhg 430,55 g/mol’diir. Kritik misel
konsantrasyonu 25°C’de 9-15 mM’dir. Ortalama misel molekiil agirlig1 ise 900-1.300
Da’dir [145].

NP-40: NP-40 deterjan1i membran proteinlerini ¢ozdiirmek i¢in kullanilan iyonik olmayan
bir deterjandir. Molekiil agirligi 680 g/mol’diir. Kritik misel konsantrasyonu 25°C’de
0,059 mM; ortalama misel molekiil agirlig: ise 90.000 Da’dir.

ASB-14: Amidosulfobetaine-14 (ASB-14) deterjani da diger deterjanlar gibi protienlerin
¢oziinmesi icin kullanilan zwitteriyonik bir deterjandir. Ayrica ASB-14’iin proteinleri
cozme Ozelliklerinin CHAPS deterjanina gore daha iyi oldugu bilinmektedir.
C22H46N204S molekiiler formiiliiyle ifade edilen bu bilesigin molekiil agirligr 434,68
g/mol’dur. 25°C’deki CMC degeri 8 mM’dir [146].
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Sekil 2.8. Tez calismasi kapsaminda kimyasal deseliilerizasyon ajani olarak kullanilan

deterjanlarin molekiil yapilar1 [144]
2.4.1.3. Biyolojik/Enzimatik Yontem

Biyolojik ajanlar kullanilarak yapilan deseliilerizasyon islemi enzimler ve enzimatik
olmayan ajanlar araciligiyla gergeklestirilmektedir [135]. Enzimatik deseliilerizasyon
yontemi peptit ve niikleotit baglarin kirilmasinda proteaz, esteraz ve niikleaz gibi
enzimatik ajanlarin kullanilmasi prensibine dayanmaktadir. Deseliilerizasyon isleminde
en yaygin kullanilan enzimler DNaz, RNaz gibi niikleazlar; tripsin, dispaz gibi proteazlar
ve lipaz gibi esterazlardir, ayn1 zamanda a-gal epitopunun uzaklastirilmasinda etkili olan
a-galoktozidaz enzimi de kullanilmaktadir [135, 147]. Enzimler sayesinde doku veya
organda bulunan hiicresel bilesenler secici olarak ayrilabilmektedir. Ornegin tripsin,
arjinin veya lizin aminoasitlerinin karboksil ucundaki hiicreye yapisan proteinleri
pargalayarak hiicrelerin dokudan uzaklastirilmasina yardimci olur [147]. Ancak bunun
yaninda uzun silire enzim maruziyeti kolajen proteinlerine zarar vermektedir. Kolajenler
iyonik deterjanlara karsi dayanikli olmalarina ragmen enzimatik ajanlar karsisinda
dayaniksiz oldugu goriilmiistiir [147-149]. Enzimler, deseliilerizasyon ekstraseliiler
matriks proteinlerine zarar vermesi, mikroyapisinda degisiklik meydana getirmesi ve
dokunun biyomekanik yapisim1 etkilemesi nedeniyle tek basina kullanilmamaktadir.
Enzimin uygulama siiresini kisaltmak amaciyla diger deseliilerizasyon yontemleriyle

birlikte yardimci deseliilerizasyon ajani olarak tercih edilmektedir [150].
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Biyolojik yontemlerin bir digeri ise enzimatik olmayan selatlayici ajanlarin ve toksinlerin
kullanilmasidir. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetra asetik asit
(EGTA) en yaygin kullanilan selatlayict ajanlardir. Bu bilesikler, metal iyonlarmnin
ayrilmasiyla hiicrelerin proteinlerden uzaklastirmasina yardimei olmaktadir. Bu ajanlar
tek basina deseliilerizasyon isleminin tamamlanmasi i¢in yetersiz olduklari i¢in genellikle
diger yontemlerle kombine bir sekilde kullanilmaktadir [135, 147]. Ayrica, latruncilin B

gibi toksinler de desletilerizasyon islemi i¢in kullanilmaktadir [106].
2.4.2. Akciger Deseliilerizasyonu ve Doku Miihendisligi Uygulamalari

Akciger, en az kirk farkli hiicre tipine sahip olduk¢a karmasik bir biyomatrisk yapisina
sahiptir. Bu karmasik yapi, akciger doku miihendisliginin tarihsel gelisiminin diger
alanlara nazaran daha yavas bir gelisim gostermesine neden olmustur. Ancak son yillarda
dogal ve sentetik biyomalzemeler ile yapilan ¢aligmalar hiz kazanmaktadir. 1980’li
yillarda deseliilerizasyon yonteminin bulunmasi ve ilerleyen yillarda hiz kazanmasiyla
birlikte akcigerle ilgili de pek ¢ok deseliilerizasyon ¢alismasi yapilmistir [51]. Bu sayede
bilinen {iretim yontemleriyle tam olarak taklit edilemeyen akciger ekstraseliiler

matriksinin, makro ve mikro yapisinin yiiksek oranda korunmasi saglanmistir [51, 151].

Akciger hiicresizlestirme ¢aligmalarinin temeli 1980’11 yillara kadar uzanmaktadir. 1981
yilinda Kuttan ve arkadaslar1 tarafindan; 1986 yilinda ise Lwebuga-Mukasa ve
arkadaglar1 tarafindan alveolar bazal membran ¢alismalar1 gergeklestirilmistir [152, 153].
flerleyen yillarda Ott ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen tiim organ
deseliilerizasyonu ve perfiizyon calismalariyla deseliilerizasyon uygulamasi énemli bir
gelisme kaydetmistir [103]. 2010 yilinda Petersen ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada si¢an akcigerinin perfiizyonla deseliilerizasyonu gerceklestirilmis ve yine ayni
calismayla birlikte insan akcigerine iliskin yapilan ilk deseliilerizasyona ait veriler
kaydedilmistir [154]. Aym1 yil Ott ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada sigan
akcigerinin perflizyon yontemiyle deseliilerizasyonu Triton X-100 deterjan1 kullanilarak
gerceklestirilmistir [155]. 2012 yilinda ise Wallis ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada SDS, Triton X-100/SDC ve CHAPS deterjaninin akciger deseliilerizasyonu
lizerine olan etkisinin karsilagtirildigi bir ¢alisma yapilmistir [156]. Yine benzer bir
sekilde 2013 yilinda O’Neill ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada ise insan ve
domuz akcigeri lizerinde ii¢ farkli metotla yiiriitillen deseliilerizasyon islemlerinin

karsilastirilmast yapilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan karakterizasyon ve hiicre
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calismalar1 sonucunda, CHAPS deterjaninin hem domuz hem de insan akcigeri i¢in iyi
bir se¢enek oldugu belirtilmistir [157]. Sonraki yillarda, akciger ve trake deseliilerizasyon
calismalar1 devam etmis, farkl ajanlarla fiziksel ve kimyasal deseliilerizasyon metotlari,
farkli hayvan akcigerleri iizerinde uygulanarak uygun bir deseliilerizasyon protokolii
olusturulmaya ¢alisilmis, uygulanan protokoller ¢esitli karakterizasyon yontemi ve hiicre
calismalari ile dogrulanmistir [51, 158-161]. Ayrica, insan kadavralarindan alinan saglikli
ve hastalikli akciger ornekleri iizerinde yapilan hiicresizlestirme ¢aligmalariyla hastalik
mekanizmalarinin  anlasilmas1 ve transplantasyon kisitlamasinin Oniindeki klinik
problemlere ¢ozim aranmistir [162, 163]. Optimize edilmeye ¢alisilan akciger
deseliilerizasyon yontemlerine doku miihendisligi uygulamalar1 da eklenmistir. Pouliot
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada akciger ekstraseliiler matriksinden ilk defa
hidrojel elde edilmistir [164]. Deseliilerize dokulardan elde edilen hidrojeller in vitro

deney kosullarinin etkinliginin arttirilmasi agisindan dnem tagimaktadir [165, 166].
2.4.3. Deseliilerizasyon Avantaj ve Dezavantajlar:

Deseliilerizasyon dogal doku iskelesi elde etme yontemlerinden biridir. Son yillarda
kullanim1 giderek yayginlasan bu yontemin c¢esitli avantaj ve dezavantajlar

bulunmaktadir.

Deseliilerizasyonla elde edilen iskeleler, dogal dokunun mekanik Ozelliklerini
yansitmaktadir. Bu yontemle dogal dokunun sahip oldugu ii¢ boyutlu mikroyapiy1 elde
etmek miimkiin hale gelmektedir. Mikroyapinin elde edilmesi matriks yapisinda bulunan
spesifik baglanma bdolgesi ve biyoindiiktif 6zelliklerin korunmasini saglamaktadir [66,
167]. Ayrica, deseliilerizasyon yonteminde hiicresel antijenler uzaklastirildigi igin
immiinojenik etki oldukca diisiik bir seviyeye inmektedir. immiinojenik etkinin diisiik
olmasi ksenojenik kaynaklarin kullaniomma izin vermektedir. Deseliilerizasyon
yontemiyle elde edilen iskeleler neredeyse biitlin bir ekstraseliiler matriksi yansittigi i¢in

in vivo’ya daha yakindir [66].

In vivo ve in vitro caligmalar i¢in bir cok avantaja sahip olan deseliilerizasyon yonteminin
cesitli limitasyonlar1 bulunmaktadir. Hiicresizlestirme, doku kaynagmin ozellikleri
(cinsiyet, yas, hastalik ge¢misi vb.), dokunun yogunluk, kalinlik ve bilesen icerigi gibi
Ozelliklerinden etkilenmektedir. Bu nedenle, her doku igin ayri optimizasyon
gerektirmektedir. Ayrica, deseliilerizasyonun basarili gerceklestirilememesi sonucu

immiinojenik yanit olusabilmektedir. Yine deseliilerizasyon yontem ve uygulama sekline
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bagli olarak iskele yapisinin biyomekanik 06zelliklerinde bozulma meydana

gelebilmektedir [66, 105].
2.5. Hidrojeller

Hidrojeller, agirliklarinin %30’undan fazla su tutma kapasitesine sahip, fiziksel veya
kimyasal capraz baglar yoluyla biitiinsel yapisini koruyan ii¢ boyutlu hidrofilik
biyomalzemelerdir [91]. Bir malzemenin hidrojel olarak adlandirilmasi igin agirlik veya
hacminin en az %10’unu su olusturmalidir. Hidrojeller, ilk olarak 1960 yilinda Wichterle

ve Lim tarafindan rapor edilmistir [168, 169].

Hidrojeller, hiicrelerin dogal mikrogevrelerini taklit etmesi agisindan etkili olmasi
sebebiyle en sik kullanilan doku iskelelerinden biridir. Hidrojeller, dogal veya sentetik
olarak iki gruba ayrilmaktadir. Dogal hidrojeller, kolajen, hyaluronik asit, aljinat, jelatin,
dekstran, kitosan, fibrin gibi dogal polimerlerden olusurken sentetik hidrojeller daha ¢ok
polietilen oksit, polietilen glikol (PEG), polivinil alkol, poliakrilamid, gibi polimerlerden
olusmaktadir [170, 171]. Dogal hidrojellerin yapist ve bilesimi dogal hiicre disi
matriksine benzer ve uyumlu oldugu i¢in etkilidir. Ancak, liretimden tiretime farklilik
olusabilmesi, immiinojenisite riski ve dogal hidrojellerin nispeten daha zayif mekanik
dayanima sahip olmasi bu malzemelerin kullanimin da smirlayict faktor olarak rol
oynamaktadir. Diger taraftan, sentetik polimerler kullanilarak elde edilen hidrojeller her
ne kadar molekiil agirligi, mekanik dayanimi ve biyobozunur 6zellikleri bakimindan
Ozellestirilebilir ve standart olarak tiretilebilir olsa da bu hidrojellerin {iretiminde siklikla
kullanilan ¢apraz baglayicilarin sitotoksisiteye sebep olma ihtimali gibi dezavantajlari

bulunmaktadir [170].

Hidrojeller, hiicre davraniglarini diizenleyen olaylarin ortaya ¢ikarilmasi, hiicrelerin
cogalma ve farklilagmasi i¢in gerekli ortamin saglanmasi agisindan oldukca yararlidir.
Ayrica ¢ogu yumusak dokuya benzer mekanik 6zellikleri sayesinde dogal ekstraseliiler
matriks ortamim taklit edebilmesi ve hiicre tutunmasimi desteklemesi agisindan
hidrojeller geleneksel kiiltlir sistemlerine kiyasla daha etkili bir kiiltiir ortami

saglamaktadir (Sekil 2.9) [171].
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2B Kiiltiir Kaba 3B ESM
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Sekil 2.9.  Standart 2B hiicre kiiltiir yontemi ile 3B hidrojel karsilastiriimasi [91]

Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan bir¢ok hidrojel kolajen, hyaliironik asit ve elastin
gibi ESM bilesenlerinden veya Matrigel gibi ESM proteinlerinin karisimindan elde
edilmistir. Ekstaseliiler matriksin kompleks yap1 ve igleve sahip olmas1 yapay ve bir biitiin
olarak taklit edilmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle, son yillarda yapilan ¢aligmalar
dokudan dogal olarak elde edilen ESM yapisi iizerinde odaklanmaktadir. ESM doku
iskelelerinin hidrojele doniistiiriilmesinin kesfi bu malzemelerin in vitro ve in vivo
kullanim alanin1 ve faydasmi genisletmistir [92]. ESM hidrojel sentezi temelde iki
prensibe dayanmaktadir. Bunlar; 1) ESM proteinlerinin enzimatik veya kimyasal yolla
monomerik bilesenlerine ¢ozdiirtilmesi, 2) monomerik bilesenlerin yeniden kendi
icindeki ag yapilarini olusturmalarini indiiklemek icin sicaklik ve pH kontrolii altinda
notralizasyon islemidir [92]. Son yillarda, yapilan ¢alismalarda idrar kesesi [172], kornea
[173], kalp dokusu [174], pankreas [175], akciger [164] gibi pek ¢ok farkli doku veya
organdan deseliilerizasyon sonrasi elde edilen ESM iskeleden hidrojel sentezi
gergeklestirilmistir. Deseliilerize hidrojeller farkli hiicre tiplerinin yonlendirilmesi i¢in
gerekli biyokimyasal Ozelliklere sahip olmasma ragmen mekanik o6zellikleri dogal
dokuyla karsilastirildiginda daha diistik kalmaktadir. Ayrica, ESM hidrojeller ile yapilan
calismalar heniiz ilerleme asamasindadir ve c¢esitli optimizasyonlara ihtiyag
duyulmaktadir. Mekanik, malzeme 6zellikleri ve iiretim yonteminin hidrojel etkinligi
tizerine etkisiyle birlikte bu hidrojellerin hiicre davranisi ve doku yeniden sekillenmesini
tizerindeki etki mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in kombine in vitro ve in vivo modellere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sayede, hidrojellerin klinikte kullaniminin ilerlemesine katki

saglanmis olacaktir [92, 176].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Doku Temini ve Kesit Alinmasi

Akciger deseliilerizasyonunda kullanilacak doku kaynagi olarak koyun akcigeri
secilmistir. Deseliilerizasyon igleminde kullanilacak olan koyun akcigeri, mezbahadan
temin edilerek, hizli bir sekilde laboratuvara getirilmistir. Yeni disekte edilmis koyun
akcigeri Sekil 3.1’de gosterilmistir. Kesit alma sirasinda kullanilacak laboratuvar
malzemeleri (bistiiri, pens vb.) otoklavlanmis ve devaminda ultraviyole 1sin (UV) ile
steril edilmistir. Deseliilerizasyon islemi icin kullanilacak olan doku kesit boyutu 1 cm?®
olarak belirlenmis olup doku kesitleri sag ve sol akcigerden, brons ve bronsiyolleri
icerecek sekilde akcigerin {ist, orta ve alt kisimlarindan alinmistir. Ayrica doku

kesitlerinin agirlik tayinleri yapilarak, deseliilerizasyon islemine kadar -80°C’de

saklanmistir. Alinan doku kesitleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Kimyasal deseliilerizasyon i¢in kullanilan olan koyun akcigeri
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Sekil 3.2. (A) Koyun sol akcigeri brons ve bronsiyolleri gosteren kesit. (B)
Deseliilerizasyon islemi i¢in akcigerin cesitli bolgelerinden alinan doku

kesitleri

3.2. Deseliilerizasyon islemi
3.2.1. Kimyasal Deseliilerizasyon Yontemi

Koyun akcigerinin kimyasal deseliilerizasyonu i¢in en yaygmn kullanilan kimyasal
deseliilerizasyon ajani olan deterjanlar kullanildi. Caligma kapsaminda SDS (J.T.Baker,
ABD), Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Almanya), CHAPS (Biobasic, Canada) gibi
deseliilerizasyon isleminde siklikla tercih edilen deterjanlarla birlikte akciger
deseliilerizasyonunda kullanilmamis olan sodyum kolat hidrat (Sigma-Aldrich,
Almanya), NP-40 (Biobasic, Canada) ve ASB-14 (Serva, Almanya) olmak iizere alti
farkli deterjan kullanild1 ve bu deterjanlarin farkli konsantrasyonlarimin deseliilerizasyon
siiresi  iizerindeki etkisi incelendi. Calismada kullanilan deterjan isimleri,

konsantrasyonlari ve uygulama siireleri Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Deseliilerizasyon Kosullari

Deterjan

Deterjan Kategori Deseliilerizasyon
Konsantrasyonu Siiresi
SDS,
Iyonik %0,5 ve %1 (W/v) 48 ve 72 saat

Sodyum Kolat Hidrat
Triton X-100,

Non-iyonik 90,5 ve %1 (v/v) 48 ve 72 saat
NP-40
CHAPS, Zwitterivonik 2mM, 4 mM, 8

witteriyoni
ASB-14 mM ve 12mM 48 ve 72 saat

Deseliilerizasyon protokolil dort ana basamaktan olusmaktadir:

1. Kandan uzaklastirma: Deseliilerizasyon islemine baslamadan once, kanin

uzaklastirilmasi i¢in dokular fosfat tamponlu salin (PBS) veya distile su ile
yikanmaktadir.

2. Deseliilerizasyon: Bu basamakta dokularin uygun deseliilerizasyon ajanina maruz

birakilmasiyla hiicresel komponentlerin uzaklastirilmas: saglanmaktadir.

3. Yikama: Yikama isleminde matriks deseliilerizasyon sirasinda uygulanan
kimyasal  kalintilardan  arindirilmaktadir.  Yikama PBS  kullanilarak
gergeklestirilmektedir.

4. Antibiyotik uygulamasi: Kontaminasyon riskine karsi, elde edilen deseliilerize

matriksler antibiyotik iceren PBS icerisinde bekletilmektedir.

Uygulanan deseliilerizasyon protokolii asagida belirtilmistir:

1. Yeni disekte edilmis koyun akcigerinden alinan ve -80°C’de saklanan 1 cm®liik
kesitler bir gece Oncesinden -20°C ve uygulamanin yapilacagi giin +4°C’ye
getirilerek kademeli bir sekilde ¢ozdiirme islemi gerceklestirildi.

2. Deterjan uygulamasindan once dokudaki kani uzaklastirmak i¢in dokular 6nce
distile su ile yikandi, ardindan 1X PBS (Gibco, ABD) ile 30 dakika ¢alkalayici
tizerinde tutularak yikama islemi tamamlandi.

3. Yikama isleminin ardindan dokular ilgili deterjan ¢ozeltileri igerisine konularak
deseliilerizasyon islemi baglatildi. Cozeltiler doku bast 20 ml olacak sekilde

hazirland1 ve orbital karistirict hizi ~ 200 rpm olarak ayarlandi.
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Deterjan soliisyonlar1 her 24 saatte bir degistirildi.

Deterjan uygulamasinin ardindan kalintilarin uzaklastirilmasi igin bir yikama
protokolii gerektigi icin deterjan uygulama siiresinin (48 veya 72 saat) ardindan
yikama islemine gegildi [105, 134].

Yikama islemi 1X PBS ile yapildi. Yikama siiresi deterjan uygulama stiresi ile
esit tutuldu. Yikama islemi i¢in kullanilan PBS de deterjanlar ¢ozeltileri gibi her
24 saatte degistirildi.

Yikama isleminin ardindan dokular, %1’lik Pen/Strep (Gibco, Almanya)
antibiyotik iceren 1X PBS igerisinde +4°C’de 24 saat bekletildikten sonra analize
kadar -80°C’de sakland1 [163].

3.2.1. Fiziksel Deseliilerizasyon Yontemi

Fiziksel deseliilerizasyon yontemi i¢in sCO2 kullanilmistir. Dokular sCO2 uygulamasinin

etkinligini arttirmak i¢in sCOz2 ile temas etmeden 6nce bir 6n islemden gegirildi. Fiziksel

deseliilerizasyon sirasinda izlenen adimlar asagidaki gibidir [124]:

1.

5.

On islem basamag i¢in dokular ilk once kamin uzaklasmasi i¢in 1X PBS ile
yikandu.

Ardindan dokular i¢in 10mM Tris-HCI (pH 7.,9) hipotonik ¢ozeltisi icerisinde
dondur-¢o6z islemi gergeklestirildi. Dokular -20°C’de 1 saat dondurulduktan
sonra, hizlica 37°C’ye alarak 1 saat boyunca ¢oziilmeleri beklendi. Bu islem 5
dongii olacak sekilde gerceklestirildi.

Dondur-¢6z dongiisiiniin ardindan dokular 6nce hipotonik ¢6zelti (10mM Tris-
HCI (pH 7,9) igerisinde 12 saat inkiibe edildi; hemen ardindan 0,05M Tris-HCI
(pH 7,6) icerisinde 1,5M NaCl olacak sekilde hazirlanan hipertonik ¢6zelti icinde
oda sicakliginda 12 saat orbital karisticida inkiibe edildi.

On islemin tamamlanmasinin ardindan dokular sCO2 cihaz1 igerisine yerlestirildi
ve 4500 psi basingta bir saat boyunca deseliilerizasyon islemi gergeklestirildi.

Proses kesikli olarak gergeklestirildi, ko-solvent olarak %70 etanol kullanildi.

3.3. Matriks Karakterizasyonu

Deseliilerizasyon islemi sonrasi niikleer i¢eriklerin dokudan ne kadar uzaklastirildigini ve

ekstraseliiler matriks bilesenlerinin ne kadar korundugunu test etmek icin cesitli nitel ve

nicel analiz yontemleri kullanildi.
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3.3.1. Nitel Analiz Yontemleri

Deseliilerize doku iskelelerinin nitel karakterizasyonu i¢in histolojik boyama yontemleri
kullanilmaktadir. Histolojik boyamalar ile doku iskelesinin ¢ekirdek, kolajen, elastin ve
GAG tayinleri yapildi. Cekirdek analizi i¢in Hematoksilen ve Eozin; kolajen analizi i¢in
Masson’s Trichrome; elastin analizi i¢in Van Gieson ve GAG igin Alsiyan Mavisi

boyamalar1 gerceklestirildi ve 151k mikroskobunda goriintiileme yapildi.
3.3.1.1. Fiksasyon, Doku Takibi ve Parafin Bloklama

Histoloji boyamalar1 igin izlenmesi gereken temel basamaklar asagidaki gibidir [177,
178]:

» Fiksasyon (Tespit)

» Doku Takibi
-Dehidrasyon (suyunu alma)
-Saydamlastirma (clearing)
-Sertlestirme (infiltrasyon)

= Parafin bloklama

= Kesit alimi

= Boyama

= Kapatma (mounting)

Deseliilerize doku ve kontrol olarak kullanilan dogal dokunun hiicre yapisinin

bozulmadan korunmasi i¢in dncelikli olarak fiksasyon islemi gerceklestirildi [179].

1. Fiksasyon islemi %10 Nétral Tamponlu Formalin (NBF) (Bright Slide, Tiirkiye)
icerisinde 24 saat gerceklestirildi.

2. Formalini uzaklastirmak igin dokular 12-24 saat arasinda akan suyun altinda
yikama islemine birakildi.

3. Yikama isleminin ardindan dokular %70 alkol icerisine alinarak doku takibi
islemine baglandi. Doku takibinin ilk adimi olan dehidrasyon isleminde doku
igerisindeki suyu uzaklastirmak i¢in dokular artan alkol serisinden gegirildi. Doku

takibi dehidrasyon islem basamaklar1 Sekil 3.3’te belirtildigi gibi uygulandi.

%70 etanol, 1 saat "= %80 etanol, 1 saat "= %95 etanol, 1 saat " %100 etanol, 1 saat

Sekil 3.3. Doku takibi dehidrasyon basamaklari
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4. Dehidrasyon asamasinin ardindan saydamlastirma (clearing) adimi i¢in dokular
Ksilen (Tekkim, Tiirkiye) igerisinde iki saat bekletildi. Her bir saatte ksilen
yenilendi.

5. Sonraki asamada dokular ksilen icerisinden alinip 70°C’de eritilmis parafin (Hda,
Tirkiye) icerisine konuldu ve parafin infiltrasyon islemi gerceklestirildi.

6. Sertlestirme (infiltrasyon) basamaginin ardindan dokular parafin blok igerisine
gomiildii ve parafin blogun donmasinin ardindan mikrotom (Leica, Almanya)
yardimiyla 5 pm kalinliginda doku kesitleri alind1.

7. Doku kesitlerinin alinmasinin ardindan lam iizerindeki fazla parafin

uzaklastirilarak boyama islemine geg¢ildi.

3.3.1.2. Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Hematoksilen ve Eozin boyamasi dokunun niikleer i¢eriginin goriintiilenmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan temel histolojik boyama yontemlerinden biridir. Hematoksilen boyasi
mor rengiyle niikleer icerigin boyanmasini saglarken; Eozin boyas1 pembe renklidir ve
sitoplazmanin goriintiilenmesine katkida bulunur [178]. Hematoksilen&Eozin boyamasi
i¢in ticari olarak satin alinan “Hematoxylin and Eosin Stain Kit” (ScyTek Laboratories,
ABD) kullanilmistir. Boyama sonrasinda sitoplazma bilesenleri pembe renkli goriiniirken

cekirdekler mor/mavi renkte goriinmektedir.

Boyama prosediiriine baslamadan 6nce lamlarin iizerinde kalan parafini uzaklastirmak
icin deparafinizasyon islemi uygulandi. H&E boyamasi kit protokoliine gore

gerceklesitirldi:

1. Deparafinizasyon isleminin ardindan lamlar distile sudan gegirilerek doku
kesitlerinin iistiinii tamamen kaplayacak sekilde Hematoksilen, Mayer’s (Lillie’s
Modification) soliisyonu uygulandi ve 5 dakika inkiibe edildi.

2. Daha sonra dokuyu fazla boyadan arindirmak i¢in lamlar distile su ile iki kez
durulandi.

3. Bu asamadan sonra dokular iizerini tamamen kaplayacak sekilde uygulanan
“Bluing Reagent” soliisyonuyla 10-15 saniye inkiibe edildi.

4. Lamlar tekrar distile suyla iki kez durulandi ve saf alkol igerisine konuldu.

5. Doku kesitleri bu sefer de sitoplazma boyamas: icin Eozin Y soliisyonuyla
kaplanarak 2-3 dakika inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon sonrasinda lamlar saf alkol kullanilarak duruland1 ve 1 dakika saf
alkolde bekletilerek dehidre edildi.
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7.

Daha sonra lamlar temizlenerek uzun siire korunmasi i¢in kapatildi. Kapatma
(mounting) islemi Entellan (Thermo Fisher Scientific, ABD) mounting medium

ile gerceklestirildi.

3.3.1.3. Masson's Trichrome Boyamasi

Dogal ve hiicresizlestirilmis doku iskelerinin kolajen liflerinin kalitatif tayini igin

Masson’s Trichrome Boyamasi ger¢eklestirilmistir. Masson’s Trichrome Boyamasi bag

doku fibrillerinin boyanmast ve goriintiilenmesi i¢in kullanilan ¢oklu bir histolojik

boyama yontemidir [179]. Masson’s Trichome ticari olarak satin alinan “Trichrome Stain

Kit (Modified Masson’s)” (ScyTek Laboratories, ABD) protokoliine uygun olarak

gerceklestirilmistir. Bu boyama sonucunda kolajenler mavi, kas lifleri kirmiz1 ve

cekirdekler koyu kirmizi-siyah/mavi olarak gériinmektedir.

Boyama islemine baslamadan oOnce lamlar deparafinizasyon islemine tabi tutuldu

(3.3.1.2°de agiklanmustir.) ve kit protokoliine gére boyama yapildi:

1.

Deparafinizasyon ve hidratlama iglemlerinin ardindan lamlar, doku kesitlerinin
tizerine dnceden 56°- 64°C’de 1sitilmis olan Bouin soliisyonundan 5-10 damla
damlatilarak 60 dakika boyunca beklemeye birakildi.

Ardindan musluk suyu altinda lamlar tamamen temizlenene kadar durulandi ve
bir kez distile sudan gegcirildi.

Bir sonraki agamada Weigert Hematoksilen (A) ve Weigert Hematoksilen (B)
sollisyonlar1 esit miktarda karistirilarak doku kesitleri tizerini kaplayacak sekilde
uygulandi, lamlar bu sekilde 5-10 dakika bekletildikten sonra 2 dakika boyunca
akan musluk suyu altinda durulandi ve distile sudan gegirildi.

Daha sonra lamlarin {lizerine 5-10 damla kit i¢erisinde bulunan Biebrich kirmizisi
/asit fuksin soliisyonu damlatilarak 5-15 dakika beklendi ve lamlar distile su ile
duruland.

Doku kesitlerinin tizerine 5-10 damla fosfomolibdik/fosfotungstik asit soliisyonu
eklenerek 10-15 dakika daha 6nce boyanmis olan doku kesitlerinin farklilasmasi
beklendi.

Durulama yapilmadan doku Kesitlerinin iizerine 5-10 damla anilin mavisi
damlatilarak 5-10 dakika beklendi ve sonrasinda lamlar distile su ile yikandi.
Sonraki asamada doku kesitlerinin tizerine %1 asetik asit damlatilarak 3-5 dakika
beklendi.
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7. Hemen ardindan hizli bir sekilde 2 kere %95°lik alkol ve sonrasinda 2 kere de saf
alkol ile dehidrasyon islemi gerceklestirildi.

8. Daha sonra lamlar 6nce ksilende bekletildi, ardindan Entellan ile kapatildi.

3.3.1.4. Alsiyan Mavisi Boyamasi

Deseliilerize doku iskelerinin karakterizasyonunda incelenmesi gereken diger bir 6nemli
ESM proteini de glikozaminoglikanlardir. Akciger dokularinin glikozaminoglikan
iceriginin histolojik analizi Alsiyan mavisi boyama yontemiyle yapilmistir. Boyama
islemi ticari olarak satin alinan “Alsiyan Mavisi (pH 2.5) Boyama Kiti” (ScyTek
Laboratories, ABD) protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Uygulama sonucunda
¢ekirdeklerin kirmizi; sitoplazmanin pembe, hyaliironik asit ve glikoproteinlerin ise mavi

renkte goriinmesi beklenmektedir.
Alsiyan Mavisi boyamasi sirasinda takip edilen basamaklar asagidaki gibidir:

1. Boyama islemine baslamadan 6nce lamlar deparafinizasyon islemine tabi tutuldu
ve distile suyla hidratlandi.

2. 1lk olarak 3 dakika asetik asit soliisyonu icerisinde inkiibe edildi.

3. Ardindan alsiyan mavisi (pH 2.5) soliisyonu igerisinde 15 dakika 37°C’de
bekletildi

4. Lamlar asetik asit soliisyonu ile kisaca durulandiktan sonra, 2 dakika akan musluk
suyu altinda yikand1 ve 2 kez distile sudan gegirildi.

5. Daha sonra lamlar Nuclear Fast Red soliisyonunda 5 dakika bekletilerek boyandi.

6. Boyanin uzaklastirilmasi i¢in 2 dakika akan musluk suyu altinda yikandi hemen
arkasindan 2 kez distile sudan gegirildi.

7. Dehidrasyon islemi i¢in lamlar artan alkol serisinden gegirildi.

8. Son asamada lamlar ksilenden gegirilerek kapatma iglemi uygulandi.

3.3.1.5. Van Gieson’s Boyamasi

Elastinlerin histolojik gdsterimi i¢in ticari olarak satin alinan Elastic Stain Kit (Modified
Verhoff’s) (ScyTek Laboratories, ABD) kiti kullanilmistir. Boyama sonucunda elastik
fiberlerin siyahtan maviye dogru veya siyah; cekirdeklerin maviden siyaha dogru;

kolajenlerin kirmizi; kas ve diger yapilarin ise sar1 renkte gozlenmesi beklenmektedir.

Van Gieson’s Boyamasi i¢in izlenen basamaklar asagidaki gibidir:
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1. Boyama islemine baglamadan 6nce elastik boyama ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Calisma soliisyonu i¢in 5 damla hematoksilen soliisyonu (%5), demir klortir
soliisyonu (%10) ve Lugol iyot soliisyonundan ikiser damla eklenerek iyice

karigtirildi.

2. Boya uygulamalarindan once lamlar deparafinize edildi ve distile su ile

hidratlandi.

3. Lamlarin lizerine doku kesitlerini tamamen kaplayacak sekilde hazirlanan ¢aligma
soliisyonu eklendi ve 15 dakika inkiibe edildi. Lamlar musluk suyunda boya

tamamen uzaklagana kadar durulandi.

4. Ardindan demir kloriir (%2) farklilastirma soliisyonu 10-15 damla olacak sekilde
uygulandi. Uygulamanin ardindan lamlar bir kez musluk suyunda durulandi ve

sonrasinda 2 kez distile sudan gecirildi.

5. Lamlar mikroskopta incelendi farklilasmanin  basariyla  gerceklesip

gerceklesmedigi kontrol edildi.

6. Farklilasmanin basariyla gerceklesmesinin ardindan bir sonraki adim olan
sodyum tiyosiilfat soliisyonu (%5) uygulamasina gecildi. Kesitlerin iizerine 4-5

damla sodyum tiyosiilfat soliisyonu (%S5) soliisyonu uygulandi ve 1 dakika
beklendi.

7. Ardindan tekrar lamlar bir kez musluk suyunda durulandi ve sonrasinda 2 kez

distile sudan gegcirildi.

8. Daha sonra lamlarin {izerine 4-5 damla Van Gieson sollisyonu uygulandi ve 2-5

dakika inkiibasyona birakildi.

9. Van Gieson soliisyonunun uygulamasinin ardindan lamlar iki kere %95°1ik alkol

ile duruland1 sonrasinda dehidrasyon igin saf alkole alindi.
10. Dehidrasyon isleminden sonra lamlar ksilende bekletildi ve kapatildi.

3.3.2. Nicel Analiz Yontemleri

Hiicresizlestirilmis doku iskelelerinin matriks karakterizasyonu i¢in kullanilan kantitatif

analiz yontemleri DNA izolasyonu, sGAG, kolajen ve elastin miktar tayinidir.
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3.3.2.1. DNA izolasyonu

Hiicresizlestirilmis dogal doku iskelerinin DNA miktarinin 6l¢iilmesi deseliilerizasyon

isleminin basarisin1 degerlendirmek acisindan onemlidir. DNA miktariin dl¢iilmesi,

uygulanan deseliilerizasyon yonteminin immiin yanit olusturabilecek hiicresel materyalin

uzaklastirilmasinda ne kadar etkili oldugu konusunda fikir vermistir [135].

Dogal doku ve hiicresizlestirilmis dokulardan DNA 1zolasyonu “E.Z.N.A.® Tissue DNA
Kit” (Omega Biotek, ABD) protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Elde edilen DNA

miktarlart mikro-hacim spektrofotometre cihaziyla (Quawell, Cin) dlgtildii.

1.

DNA izolasyonuna baglamadan 6nce dokular 50°C’de 16 saat kurutuldu [163].
Kurutma isleminin ardindan dokularin kuru agirliklar1 6lgiildii. Dogal ve
hiicresizlestirilmis dokular n=3 olacak sekilde mikrotiiplere konularak etiketleme
yapild.

Dokularin tizerine 200 pl TL tamponu ve 25 ul Proteinaz K eklenerek dokular
gece boyu 55°C’de pargalanmaya birakildi.

Liziz isleminin tamamlanmasinin ardindan dokular maksimum hizda (>10,000 x
g) 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant pellete zarar vermeden dikkatli bir
sekilde yeni bir 1,5 mI’lik tiipe aktarildi.

Orneklerin iizerine 220 pl BL tamponu eklendikten sonra 15 saniye
vortekslenerek iyice karistirildi ve 6rnekler 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Orneklerin {izerine 220 pl %100 etanol eklendikten sonra kisa bir santrifiijle iyice
karistirildi ve tilipiin igerisinde bulunan tiim ¢6zelti HiBind® DNA Mini Column
tiptine aktarildi. Bir dakika maksimum hizda santrifiij islemi gerceklestirildi.
Santrifiijiin ardindan filtrat kism1 uzaklastirildi.

Kolonlarin iizerine 500 pul HBC tamponu eklendi ve maksimum hizda 30 saniye
santrifiij islemi gerceklestirildi.

Filtrat kism1 uzaklastirildiktan sonra kolon igerisine 700 pl DNA yikama tamponu
eklendi ve maksimum hizda 30 saniye santrifiij edildi. Bu islem bir kere daha
tekrar edildi.

Daha sonra fazla alkolii uzaklastirmak i¢in kolonlar bos sekilde 2 dakika
maksimum hizda santrifiij edildi ve eliisyon asamasina geg¢ildi.

Bu asamada kolonlar yeni 1,5 ml’lik tiiplere aktarilarak iizerlerine 70°C’de

1s1tilmis olan eliisyon tamponu 100-200 pl eklendi.
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10. Ornekler oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildikten sonra maksimum hizda 1
dakika santrifiij islemi gergeklestirildi. Elde edilen DNA miktart mikro-
hacim spektrofotometreyle 6l¢iildii ve 6rnekler -20°C’de saklandi.

11. Sonuglar dokularin kuru agirliklarina gore normalize edildi.

3.3.2.2. sGAG Analizi

Glikozaminoglikanlar, ylizde olarak akciger ESM’sinin kiicik bir kismimni
olusturmalarma ragmen hiicre matriks etkilesimi ve biyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesi gibi 6nemli rollere sahip proteinlerdir. Kondroitin ve heparan siilfat gibi
siilfatlanmis glikozaminoglikanlar ESM’de yiiksek miktarda yer almaktadir ve SGAG
miktarinin Ol¢lilmesi hiicresizlestirilmis doku iskelerinde korunan GAG miktarinin

belirlenmesinde kullanilmaktadir [180].

Glikozaminoglikan miktarinin belirlenmesi 1,9-Dimetil metilen mavisi ¢inko kloriir ¢ift
tuzu (DMMB) boyas: ile yapilmistir. Pozitif yiikli DMMB boyasi negatif yiiklii
glikozaminoglikanlara baglandiginda boyanin metakromazi 6zelligine bagli olarak
absorbans degisimine neden olmaktadir [180]. DMMB boyasinin baglandigi 6rnek
konsantrasyonuna bagli olarak maviden mora dogru bir renk degisimi meydana

gelmektedir.
DMMB Boyasinin hazirlanmasi:

1. DMMB boyasi i¢in son hacim 250 ml olacak sekilde 40 mM NaCl, 40 mM glisin
(Promega, ABD) ve 0,1 HC1 (J.T. Baker, ABD) iceren bir ¢ozelti hazirlandi.

2. Hazirlanan bu ¢6zeltinin igerisine 4 mg DMMB (SantaCruz, Almanya) boyasi
eklenerek ¢ozdiirme islemi icin sise gece boyu manyetik karistiricida birakildi
[181]. DMMB boyasi 1siktan etkilendigi igin sisenin etrafi aliiminyum folyo ile
sarildi.

3. DMMB boyasinin ¢okelti olusturma ihtimaline karsilik uygulamaya baslamadan
once kullanilacak olan miktar 0,45 pum gozenek biiyilikliigline sahip siringa
filtresinden gecirilerek hazir hale getirildi.

Kondroitin siilfat standart konsantrasyonunun hazirlanmasi:

1. DMMB standard:r i¢in 200 pg/ml konsantrasyonunda “Bovine chondroitin 4-
sulfate” (Sigma, Almanya) stok soliisyonu hazirlandu.
2. Standart egri olusturmak i¢in stok soliisyondan seri seyreltme yapilarak 40 pg/ml,

20 pg/ml, 10 pg/ml, 7,5 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,675 pg/ml ve 0
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ng/ml konsantrasyonlarinda standart ¢zeltileri hazirland1 (Sekil 3.4). Tiiplerdeki

son hacim en az 150 pl olacak sekilde hesaplama yapildi.

66 ul
175 ul 200 ul 255 ul 186,67 ul 130 ul 115 ul 81 ul
odi m = r
=1 | t‘ Ej
o] - | |
i = == _—
| !
v 40 ng/ml 20 pug/ml 10 pg/ml 7.5 ug/ml 5 pg/ml 2.5 ug/ml 1.25 pg/ml - 0,675 pg/ml 0 ug/ml
200 pg/ml
(Stok)
Sml
Amonyum
asetat miktar 264 175 200 85 93,33 130 115 69 150
(uD)
Son hacjm 330 350 400 340 280 260 230 150 150

o)

Sekil 3.4. Kondroitin stilfat standart konsantrasyonlarinin hazirlanmasi
DMMB Analizi:

1. Siilfatlanmis glikozaminoglikan miktarinin belirlenmesi i¢in dogal ve deseliilerize
dokularin kuru agirliklar: 6l¢iildii. Agirliklar: belirlenen dokular 1,5 mI’lik tiipler
igerisine alinarak lizerlerine 100 mM amonyum asetat ¢dzeltisi icerisinde 1 mg/ml
konsantrasyona sahip olacak sekilde hazirlanan Proteinaz K ¢ozeltisinden 500 ul
eklendi ve 60°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

2. Hazirlanan standart ¢ozeltileri ve o6rnekler her bir kuyucuga 40 pl hacminde ii¢
tekrarli olarak dagitildi. Daha sonra her bir kuyucugun {izerine 200 pl DMMB
boyast eklenerek bekletmeden 525 nm’ye ayarlanmis olan mikroplaka
okuyucuyla (Perkin Elmer, ABD) absorbans 6l¢iimii gerceklestirildi.

3. Elde edilen konsantrasyon degerleri dokularin kuru agirliklarina gére normalize
edildi.

3.3.2.3. Kolajen Analizi

Kolajen miktarinin tayini i¢in “Hydroxyproline Assay Kit” (Biovision, Almanya)
kullanilmistir. Hidroksiprolin, kolajenin yapitasini olusturan ve stabilitesini saglayan
temel aminoasitlerden biridir. Neuman ve arkadaslar1 1950 yilinda yaptig1 caligmada
kolajenin i¢indeki hidroksiprolin oraninin yaklasik olarak %13,5 oldugunu ve bu degerin
total kolajen miktarinin belirlenmesi i¢in doniistiirme faktorii olarak kullanildigini

belirtmistir [182-184].
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Uygulanan kit protokolii agagidaki gibidir:

1. Baslamadan oOnce kontrol ve deseliilerize dokular kurutuldu ve dokularin
agirliklan olgiildii.

2. Ardidan dokular vidali kapakli polipropilen tiiplere alindi. Hidroliz islemi igin
dokularin tizerine 100 pl dH20 ve 100 pul HCI (12N) eklenerek 120°C’de 3 saat
inkiibe edildi.

3. Hidroliz asamasindan sonra olusan ve yer ¢cekimi etkisiyle alt kisimda toplanan
peletlere dokunmadan tiipiin tist kismindan 10 pl alinarak 3 tekrarli olacak sekilde
96-kuyucuklu plaka kuyularina dagitild.

4. Daha sonra 6rnekler kurumaya birakildi.

Olgiim yapilmadan énce kit protokoliine uygun olarak Kloramin T, DMAB Reaktifi ve
standart hazirlanmistir. Kloramin T ve DMAB Reaktifi her seferinde taze olarak

hazirlanmis ve miktarlar1 6rnek sayisina bagh olarak hesaplanmistir.

Kloramin T reaktifinin hazirlanmasi igin her bir kuyucuga 6 ul Kloramin T konsantresi

ve 94 pul oksidasyon tamponu konulacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplama yapildi

ve uygun hacimde ¢6zelti hazirlandu.

DMAB Reaktifi igin her bir kuyucuga 50 ul DMAB konsantresi ve 50 pl perklorik asit

/isopropanol soliisyonu konulacak sekilde drnek sayisina gore hesaplama yapildi ve

uygun hacimde ¢ozelti hazirlandi.

Standart egri olusturmak i¢in kit igerisinde 1 mg/ml konsantrasyonunda bulunan
hidroksiprolin standardi 0,1 mg/ml’ye seyreltildi. Seyreltilmis olan bu ¢ozeltiden her bir
kuyucuga 0, 2, 4, 6, 8 10 pl konularak 0,2, 0.4, 0,6, 0,8 ve 1 pg/kuyu

konsantrasyonundaki hidroksiprolin standatlar1 olusturuldu.
Reaksiyonun gerceklestirilmesi:

1. Standart ve 6rneklerin bulundugu her bir kuyucuga 100 pl Kloramin T reaktifi
eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda beklendi.

2. Daha sonra her bir kuyucuga 100 ul DMAB reaktifi eklenerek 60°C’de 90 dakika
inkiibe edildi.

3. Ardindan mikroplaka okuyucuda (Perkin Elmer, ABD) 560 nm’de absorbans
degerleri ol¢tildii.

4. Sonuglar dokularin kuru agirligina gére normalize edildi.
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3.3.2.4. Elastin Analizi

Dogal doku ve hiicresizlestirilmis dokularin elastin miktari tayini Fastin Elastin Assay kit

protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Deneye baslamadan 6nce dokularin kuru

agirliklart dl¢iildii ve deney sonunda bu agirliklara gére normalizasyon yapildi. Deney

protokolii asagidaki gibidir:

1.

10.

11.

Agirliklan olgiilen dokular 1,5 pl mikrotiiplere alindi ve tizerine 750 ul 0,25 M
oksalik asit ¢ozeltisi eklenerek 100°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon bittikten sonra tiipler bir siire oda sicakliginda beklenerek sogutuldu.
Ardindan 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijiin ardindan ekstrakt
kismi alinarak yeni bir 1,5 pl mikrotiipe aktarildi.

Geride kalan dokunun tiizerine tekrar 750 pul oksalik asit eklenerek inkiibasyona
birakildi. Bu islemin amaci dokuda suda ¢6ziinmez formda bulunan elastini suda
¢oziinilir forma getirmektir.

Oksalik ekstraksiyonunun ii¢ kere tekrarlanmasinin ardindan kor, standart ve
ornekler i¢cin mikrotiip ¢ikarilarak etiketleme yapildi.

Kor tiip i¢in 100 pl 0,25 M oksalik asit, standartlar i¢in 50, 25 12,5 ve 6,25 pl a-
elastin standard1 ve elliser mikrolitre ekstraktlardan alinmis 6rneklerin {izerine her
tipteki hacimle esit olacak sekilde elastin ¢oktiirme tamponu eklendi.
Vorteksleme yapilarak 15 dakika beklendi.

10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijiin ardindan tiipiin i¢erisindeki
stv1 bosaltild1 ve tiipiin i¢inde kalan sivi ince bir pegete yardimiyla uzaklastirildi.
Tiplerin igerisine 1 ml boya reaktifi eklendi ve tiipler alt-iist edilerek karistirildi.
Tiipler mekanik galkalayici tizerinde 90 dakika bekletilerek boyanin a-elastinlere
baglanmasi1 saglandi.

10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve ardindan boya uzaklastirilarak tiipilin
igerisindeki sivi 25 pl’den fazla kalmayacak sekilde pecete yardimiyla absorbe
edildi. Bu asamada elastin-boya kompleksi tiipiin duvarinda goriinen kirmizi-
kahverengi benzeri bir renk degisikligine neden olmaktadir.

Tiiplerin tizerine 250 pl boya disosiyasyon (ayrisma) reaktifi eklendi ve iyi bir
sekilde karigmasi i¢in vorteks yapildi.

Tiiplerin igerisinde yer alan tiim igerik iyice karistirilarak diiz-tabanli 96-
kuyucuklu plakaya alindi ve 513 nm’de mikroplaka okuyucuda (Perkin Elmer,
ABD) okuma yapildi.
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3.3.3. SEM Goriintiileme

Dogal ve hiicresizlestirilmis dokularin ylizey analizi i¢in taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile goriintiileme yapilmistir. Deseliilerize iskeleler SEM ile goriintiileme

yapilmadan Once bir 6n isleme tabi tutulmustur:

1.
2.

Dokular %2,5 gluteraldehit ile fikse edildi.

Dokular artan alkol konsantrasyonlarindan (%30, %50, %70, %80, %90 ve %100)
gecirilerek dehidre edildi.

Dehidrasyon isleminin ardindan iizerlerine hekzametildisilazan (HMDS)
damlatilarak kurumaya birakildi.

Kurutma isleminden sonra iskele yiizeyleri 6 nm altin (Au)-paladyum (Pd)
kaplamas1 yapilarak taramali elektron mikroskobunda (Tescan, Cekya)

goriintiileme yapildi.

3.4. Deseliilerize Dokudan Hidrojel Sentezi

Hiicresizlestirilmis dokulardan hidrojel sentezi i¢in Freytes Metodu kullanildi [172].

1.

2.

Dokularin kuru agirliklar tartildi ve parcaland.

Dokular son konsantrasyon 15 mg/ml olacak sekilde, 1 mg/ml pepsin igeren 0.1
M HCl igerisinde 48 saat boyunca oda sicakliginda (25°C) sabit karistirma hizinda
hidrolize edildi.

Hidrolize edilen viskoz hidroliz ¢6zeltisi, 0,0lM NaOH (Hidroliz ¢ozelti
hacminin 1/10’u oraninda) ve 10X PBS (Hidroliz ¢6zelti hacminin 1/9’u
oraninda) ile notralize edildi. Cozeltiyi istenilen pre-jel konsantrasyonuna
getirmek 1X PBS kullanilarak ¢ozelti pH’1 7,4 + 0,2 olarak ayarlandi.
Notralizasyon isleminin tamami +4°C’de gergeklestirildi. Notralizasyon islemi

sonucunda 8 ve 10 mg/ml konsantrasyonda pre-jel ¢ozeltileri hazirlandi.

Jellesme isleminin gerceklesmesi igin pre-jel c¢ozeltileri 37°C’ye ayarlanmig

etiivde 1 saat inkiibe edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Deseliilerize Dokulardan Hidrojel Sentezi

3.5. Hidrojel Karakterizasyonu

3.5.1. Reolojik Analiz

Elde edilen hidrojellerin mekanik 6zellikleri reometre cihazi (Malvern, Birlesik Krallik)

ile analiz edildi.

1. Ik olarak ornekler sabit frekans (1 rad/sn (0,1592 Hz)) degerinde gerinim

taramasina tabi tutuldu.

2. Gerinim taramasinin ardindan cihaz 10°C’ye ayarlanarak, pre-jel formu plaka

lizerine yayilarak cihaz ayarlamalar1 yapildi. Sicaklik taramasi igin sabit 1 rad/s

(0,1592 Hz) ve %1 uzama degerlerinde sicaklik 37°C’ye yiikselirken iki saniyede

bir 6l¢tim alind1 [185] .

3. Sicaklik taramasinin ardindan sabit 37°C, 1 rad/s (0,1592 Hz) ve %1 uzama

degerlerinde zamana bagli depolama ve kayip modiil degerleri ol¢iildii.

3.5.2. Jellesme Kinetigi

Jellesme kinetigi tiirbidimetrik analiz yontemiyle gerceklestirildi [172].

1. Tirbidimetrik 6l¢im igin 100 ul pre-jel solisyonu n=3 olacak sekilde 96-

kuyucuklu plakalara konuldu. Bu islem +4°C’de gerceklestirildi.

2. Mikroplaka okuyucu 37°C’ye ayarlandi.
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3. Plaka mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek 405 nm’de 60 dakika boyunca her 3

dakikada bir 6l¢iim alindi.

4. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki denklem yardimiyla hesaplandi:

NA= (A-A0) / (Amax -A0)

NA= Normalize absorbans degeri

A= Herhangi bir zamandaki absorbans degeri

Amax = Maksimum absorbans degeri

Ao = Minimum absorbans degeri

Normalize edilmis degerlerden elde edilen grafik ile tig (gecikme fazi), tiz (nihai

tiirbiditenin yarisina kadar ulagsmasi gereken siire), twos (nihai tiirbiditenin %95’ine

ulagsmasina kadar gerekli olan siire) ve S (jellesme hiz1) degerleri hesaplandi (Sekil 3.6).

Nomalize Absorbans

100% .

B
i

A 4

Zaman

Sekil 3.6. Turbidimetrik analiz sonucunda tlag, t1/2 ve S’in hesaplanmasi [172]

3.5.3. Hidrojellerin Sisme Kinetigi

Hidrojellerin su tutma kapasitesinin 6l¢iilmesi igin sisme testi uygulandi [186].

1.

8 ve 10 mg/ml konsantrasyondaki hidrojeller 48-kuyucuklu plaka igerisinde 500
ul konularak 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek hazir hale getirildi.

Hazirlanan jeller dikkatli bir sekilde 48-kuyucuklu plakadan almarak 24-
kuyucuklu plaka igerisine aktarilarak 24 saat boyunca 37°C’de 1X PBS igerisinde
inkiibe edildi.

PBS ile inkiibasyon sonrasi hidrojellerin agirliklart (Wiisme) 6l¢tildii.
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4. Daha sonra bu jeller 50°C’de 48 saat kurutularak kuru agirliklart (Wkuru) 6lgtildii.
5. Sisme orani (S) asagidaki esitlige gore hesaplandi;
%S= ((Wsisme- Wkuru) /Wkuru) * 100

3.5.4. Hidrojellerin Yiizey Ozellikleri

Hidrojellerin yiizey 6zelliklerinin incelenmesi ve ¢apraz baglanmanin gosterilmesi i¢in
SEM goriintiileme yapilmistir. Hiicreli ve hiicresiz hidrojel 6rnekleri 3.3.3.2.°de
belirtildigi gibi hazirlanmis ve 4 nm Au/Pd ile kaplandiktan sonra SEM goriintiileme

yapilmistir.

3.6. Hiicre Kiiltiiri

Tez kapsaminda yer alan hiicre kiiltiir caligmalar1 insan, saglikli, bronsiyal epitel hiicre
hatti olan BEAS-2B (CRL-9609, American Type Cultural Collection, ABD) ile
gerceklestirilmistir. BEAS-2B hiicreleri 1988 yilinda Curtis C. Harris ve arkadaslar
tarafindan 12SV40 adenoviriisii ile transfeksiyon ve ardisik pasajlama yoluyla
oliimstizlestirilmistir [187]. Cogaltilan hiicreler deseliilerize hidrojeller {izerine ekilerek
transwell insert yardimiyla air-liquid interface (ALI) sisteminde farklilasmaya alinarak 1,
7, 14 ve 21. giinlerde TEER; 96-kuyucuklu plakalara ekilerek ise 1, 3, 5 ve 7. giinlerde

ise hiicre sayis1 ol¢limii yapilmistir.
3.6.1. Deseliilerize Hidrojeller ile Hiicre Kiiltiir Calismalar:
Deseliilerize dokular hidrojel sentezi ve hiicre kiiltlirii asamasindan once steril hale

getirilmistir. Hidrojel sentezi sirasinda kullanilan tiim ¢ozeltiler (HCI, NaOH, PBS) 0,22
um PVDF siringa filtresinden gegirilerek kullanilmistir.

3.6.1.1. Hidrojel Sterilizasyonu:

Dokular 30 pg/ml DNaz ile 1 saat boyunca 37°C de inkiibe edildi.
Dokular 1X PBS ile orbital ¢alkalayici tizerinde 12 saat boyunca yikandi.

1.
2
3. Dokular kiigiik parcalar halinde 16 saat boyunca 50°C etiivde kurutuldu.
4. Kuru agirliklar tartild.

5

Dokular %3’liik Pen/Strep igerisinde 4 saat orbital ¢alkalayici {izerinde inkiibe
edildi.

6. Antibiyotik uygulamasinin ardindan dokular, 2 saat boyunca %70’lik etanolde
kabin icerisinde bekletildi ve ardindan UV ile steril hale getirildi.
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7. Steril hale getirilen dokulardan steril sartlar altinda ESM hidrojel sentezi
gerceklestirildi.
8. Elde edilen pre-jel ¢ozeltileri igin hiicre ekimine gegmeden 6nce son olarak UV

kullanilarak terminal sterilizasyon yapildi.

3.6.1.2. Hiicre Kiiltiir Plakalarinin Hazirlanmasai:
Plakalarin hidrojelle kaplanmasu:

0,1 mg/ml konsantrasyona sahip pre-jel konsantrasyonu hazirlanarak, 24-kuyucuklu
plaka igerisine yerlestirilen transwell insertlerin membrani iizerine 60 pl olacak sekilde
eklendikten sonra, +4°C’de bekletildi. Hiicre ekiminden pre-jel soliisyonu uzaklastirildi
ve kuyucuklarin igi 1X PBS ile yikanarak transwell membrani iizerine 1,0x10°

hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirildi.
Hidrojel iizerine hiicre ekimi.

8 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan pre-jeller 60 pl alinarak transwell
insert membrani iizerine eklendi. Daha sonra plaka 37°C’de 1 saat bekletildi. Elde edilen

hidrojeller iizerine 1,0x10° hiicre/Kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirildi.
3.6.2. BEAS-2B Hiicrelerinin Cogaltilmasi

1. BEAS-2B hiicreleri flask yiizey alaninin %80’ini kaplayacak hale gelinceye kadar
25 cm?’lik flasklarda BEGM (Lonza, Clonetics) besiyeri ile cogaltildi.

2. Hicrelerin belirtilen yogunluga ulasmasinin ardindan hiicreler tripsinle kaldirildi
ve Thoma laminda hiicre sayimi gergeklestirildi.

3. 0,4 um por capina sahip transwell insertler iizerine 1,0x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde hiicre ekimi yapildi.

4. Hiicreler BEGM besiyeri kullanilarak cogaltildi. BEGM besiyeri insiilin,
transferrin, hidrokortizon, epinefrin, GA100 (gentamisin ve amfoterisin), retinoik
asit, trityodotironin, EFG (epidermal biiyiime faktorii) gibi biyolojik ajanlar
igermektedir.

5. Hiicreler, iki giinde bir degistirilen besiyeriyle inkiibe edildi ve transwell insert
ylzey alanimmi %100 kaplayacak seviyeye geldiginde farklilastirma adimina
gecildi (Yaklasik 4. giin).

6. Farklilastirma icin hiicrelerin {ist kisminda ve transwell insertin alt cemberinde

yer alan besiyeri uzaklastirildi. Alt hazneye B-ALI farklilagtirma besiyeri eklendi.
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Transwellin st kismina besiyeri eklenmeden hiicrelerin hava ile temas etmesi
saglandi.

Hiicreler, 37°C sicaklikta ve %5 COzigeren ortam kosullarinda inkiibe edildi.
Alt haznedeki farklilastirma besiyerinin iki giinde bir degistirilerek 21 giin

boyunca farklilagma islemine devam edildi.

3.6.3. Hiicre Proliferasyonu

BEAS-2B hiicrelerinin proliferasyonunun analizi i¢in 96-kuyucuklu plakalar 3.6.1.2.°de

anlatildig1 gibi hazirlandi. Flask yiizey alaninin %80’ini kaplayacak hale gelinceye kadar
25 cm?’lik flasklarda BEGM besiyeri ile cogaltilan BEAS-2B hiicreleri, baslangig hiicre
konsantrasyonu 1,0x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi.

Hiicre proliferasyonunun analizi 1., 3., 5. ve 7. giinlerde CyQuant Cell Proliferation Assay

(Thermo Fisher Scientific, ABD) kitine uygun olarak gergeklestirildi:

1.

1., 3., 5. ve 7. giinlerde kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilerek 1X PBS ile yikama
yapildi. Plakalar -80°C’ye kaldirildu.

Olgiim icin kit protokiiliine uygun olarak c¢alisma soliisyonu ve standart
hazirlandi.

Calisma soliisyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilacak olan kuyucuk sayisina gore
hesaplama yapilarak kit icerisindeki hiicre-liziz tamponu ultra saf su ile 20X
konsantrasyondan 1X konsantrasyonuna seyreltildi. CyQuant GR boyasi ise
hiicre-liziz tamponu ile 400 kat sulandirilarak ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Standart egri olusturmak i¢in kullanilacak olan A DNA standart konsantrasyonu
CyQuant GR boya iceren hiicre-liziz tamponu kullanilarak 100 pg/ml’den 1
ng/ml’ye seyreltildi. 1 pg/ml standart ¢ozeltisinden her bir kuyucuk igerisinde 200
ul olacak sekilde seri seyreltmeler yapilarak 0, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve
1000 ng/ml konsantrasyonlarinda DNA standartlar1 olusturuldu.

Calisma soliisyonu her bir kuyucuga 200 ul eklenerek 2-5 dakika inkiibe edildi.
Son olarak eksitasyon = 480 nm ve emisyon = 520 nm olacak sekilde mikroplaka

okuyucuda 6lgtim alindu.

3.6.4. TEER Olciimii

ALI kiiltiirde farklilastirilan hiicreler i¢in Trans Epitel Elektriksel Diren¢ (TEER) dl¢iimii

gergeklestirilmistir. TEER 6l¢iim yontemi, apikal ve bazal besiyerleri arasinda elektrik
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akimin1 Slgen bir elektrot ¢ubuk yerlestirilerek gerceklestirilmektedir. TEER o6l¢iim

protokolii asagida belirtilmistir:

1.

2.

5.

6.

Olgiimden 6nce besiyeri ve PBS su banyosunda 37°C ‘ye 1s1tildu.
Transwell insertin iist kismina 200 pl PBS eklendi.

PBS eklenmis insert 5 dakika etiivde inkiibe edildi.

TEER 6l¢lim cihazi ile direng 0Olctildii.

Ust kisimdaki PBS uzaklastirildi.

Transwell insertin alt kismina yeni besiyeri eklendi ve hiicreler etiive kaldirildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Tez kapsami1 boyunca elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizi Graph Pad Prism 9.0.0

programiyla yapilmistir. Veriler + ortalama standart hata ile gosterilmistir. Proliferasyon

sonuclar1 hari¢ tiim analizlerde tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA)

kullanilmistir. p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir. Proliferasyon sonuclarinin

analizinde ise ¢ift yonlii varyans analizi (Two way ANOVA) kullanilmistir. p<0,05

anlamli olarak kabul edilmistir.

58



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez caligsmasi kapsaminda akciger hiicreleri i¢in optimum bir kiiltlir ortami saglayacak ve
akciger ekstraseliiler matriksini yansitacak hiicresizlestirilmis dogal doku iskelesi tiretimi
amaglanmustir. Literatiirde akciger deseliilerizasyonu i¢in optimize edilmis ve standart
kabul edilen bir yontem henliz bulunmadigr i¢in c¢alisma kapsaminda farkli
deseliilerizasyon metotlarinin etkinligi karsilastirilmistir  [188]. Koyun akcigeri
kullanarak elde edilmek istenen doku iskelesi i¢in SDS, Triton X-100, CHAPS, Sodyum
Kolat Hidrat, NP-40 ve ASB-14 deterjanlar1 kullanilmistir. Bu deterjanlarin se¢ilmesinde
her bir deterjanin kendi igerisindeki avantaj ve dezavantajlari diisiiniilerek akciger dokusu
i¢in en uygun deterjan ve yontem belirlenmeye ¢alisilmistir. SDS gibi iyonik deterjanlar
giiclii ¢ozilindiiriicii maddeler olup protein etkilesimlerini ve aktivitelerini bozmaktadir.
Buna karsilik, non-iyonik deterjanlardan NP-40, Triton X-100 ve zwitteriyonik olan
CHAPS gibi deterjanlar daha az denatiire edici maddelerdir. Bu deterjanlar proteinleri
nispeten daha korunmus sekilde tutar; ancak hiicre alti organellerden ve zarlardan
proteinleri ¢ikarmada daha az etkili oldugu gosterilmistir [189]. Yapilan ¢alismalarda
doku tizerinde kalan lipofilik antijenlerin hidrofilik antijenlere gére daha siddetli immiin
yaniti uyarabilecegi One siiriilmistiir [190]. Lipofilik antijenlerin uzaklastirilmasinda
farkli tipte deterjanlarin farkli basarilar1 olmasina ragmen, zwitteryonik siilfobetain
deterjan ailesi (ASB-14, ASB-16) aday ksenojenik dokulardan bu zorlu bilesenlerin
uzaklastirilmasinda 6zellikle umut vaat etmistir [191]. Tez ¢alismasi1 kapsaminda SDS,
Triton X-100, Sodyum kolat hidrat, NP-40 deterjanlari igin %0,5 ve %1; ASB-14 igin 2,
4, 8 ve 12 mM; CHAPS i¢in ise 2, 4 ve 8 mM (pH=8 ve pH=12) konsantrasyonlarindaki
cozeltileri kullanilarak 48 ve 72 saat deseliilerizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Iskelelerin  karakterizasyonu igin histolojik boyama, DNA izolasyonu, ESM
proteinlerinin sayisal analizi ve SEM goriintiileme yapilmistir. Daha sonra elde edilen
doku iskelelerinden deseliilerize hidrojel sentezi gerceklestirilmistir. Hidrojellerin
karakterizasyonu reolojik Ol¢iim, turbidimetrik analiz, sisme kinetigi ve SEM
goriintiileme analiz yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica elde edilen

deseliilerize hidrojellerin basaris1 hiicre kiiltiir ¢alismalariyla degerlendirilmistir.
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4.1. Matriks Karakterizasyonu
4.1.1. Deseliilerizasyon Oncesi ve Sonrasi Goriintiileme

Deseliilerizasyon i¢in koyun akcigerinden 1 cm® liik kesitler almmustir. Akcigerin farkli

bolgelerinden alinan doku kesitleri Sekil 4.1°de gosterilmistir

Sekil 4.1. Deseliilerizasyon islemi i¢in kullanilmis olan 1 cm®'liikk doku kesitleri

Dokular SDS, Triton X-100, CHAPS, Sodyum kolat hidrat, NP-40 ve ASB-14
deterjanlarinin farkli konsantrasyonlariyla 48 ve 72 saat deseliilerize edilmistir. Dokularin
morfolojik degisimlerini degerlendirmek icin deseliilerizasyon ©ncesi ve sonrasi
goriintiileme yapilmistir. Bu deterjanlarin konsantrasyon ve uygulama siireleri literatiir
bilgisi ve 6n deneme sonuglarina gore belirlenmistir [156, 157, 192]. 2010 yilinda Ott ve
arkadaslan tarafindan yapilan ¢alismada % 0,1 SDS ve %1 Triton X-100 deterjanlar
kullanilarak akciger deseliilerizasyonu gerceklestirilmistir [155]. 2013 yilinda O'Neill ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢calismada 1,8 mM SDS, 8 mM CHAPS (25 mM EDTA, 1
M NaCl) deterjanlarinin da kullanildig: ti¢ farkli kimyasal deseliilerizasyon metodunun
insan ve domuz akcigeri tizerindeki etkisi karsilastirilmistir [157]. Ayrica, 2014 yilinda
Nonaka ve arkadaglar tarafindan %1 SDS deterjanin kullanildigr fare akcigeri
deseliilerizasyonu galismasi gergeklestirilmistir [193]. SDS, Triton X-100, Sodyum kolat
hidrat, NP-40 ve ASB-14 deterjanlariyla yapilan deseliilerizasyon sonrasi goriintiiler

strastyla Sekil 4.2°de verilmistir.
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Dogal Doku

Dogal Doku % 0,5 Triton X-100, % I Triton X-100, % 0,5 Triton X-100, % 1 Triton X-100,
48sa

Kolat Hidrat, 48sa Hidrat, 48sa Kolat Hidrat, 72sa Hidrat, 72sa

% 0,5 SDS, 48sa %1 SDS, 48sa %0,5SDS, 72sa %I SDS, 72sa 48sa 72sa 72sa
@
Dogal Doku %0,5 Sodyum % 1 Sodyum Kolat % 0,5 Sodyum % 1 Sodyum Kolat

Dogal Doku %0,5NP-40,48sa % | NP-40,48sa  %0,5NP-40,72sa % | NP-40, 72sa

Dogal Doku

2mM ASB-14,
48sa

4mM ASB-14,
48sa

8mM ASB-14,
48sa

12mM ASB-14,
48sa

I-n

Dogal Doku 2mM ASB-14, 4mM ASB-14, SmM ASB-14,
T2sa 72sa

12mM ASB-14,
72sa 72sa

Sekil 4.2. Koyun akcigerinden alinan doku kesitlerinin deseliilerizasyon oncsesi ve
sonrasi gorlintlisti (A) SDS, 48 ve 72 saat, (B)Triton X-100, 48 ve 72 saat,
(C) Sodyum kolat hidrat, 48 ve 72 saat, (D) NP-40, 48 ve 72 saat, (E) ASB-

14, 48 saat ve (E) ASB-14, 72 saat deseliilerizasyon Oncesi ve sonrasi

goriintiileri

CHAPS deterjani i¢in 25 mM EDTA ve 1 M NaCl ¢ozeltisi icerisinde, 2 mM, 4 mM ve
8 mM konsantrasyonlarinda CHAPS deseliilerizasyon ¢ozeltisi hazirlanmis, 48 ve 72
saatlik uygulama gerceklestirilmistir [151]. Tekrarlanan uygulama sonucunda etkili bir
sonug alinamamustir. 2014 yilinda Tsuchiya ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada
farkli pH seviyelerindeki CHAPS konsantrasyonunun akciger deseliilerizasyonu tizerinde
olan etkisi incelenmistir [194]. Buradan hareketle CHAPS deterjaninin etkinligini
arttirmak icin pH=8 ve pH=12 degerlerinde, 25 mM EDTA ve 1 M NaCl c¢ozeltisi

icerisinde, 2 mM, 4 mM ve 8 mM konsantrasyonunda deterjan ¢ozeltileri hazirlanarak

deney tekrarlanmistir. Sonuglar Sekil 4.3°te gosterilmistir.
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2 mM CHAPS, 4 mM CHAPS, 8 mM CHAPS,
Dogal Doku 25 mM EDTA 25 mM EDTA 25 mM EDTA
1 M NaCl, 48sa 1 M NaCl, 48sa 1 M NaCl, 48sa

2 mM CHAPS, 4 mM CHAPS, 8 mM CHAPS,
Dogal Doku 25 mM EDTA 25 mM EDTA 25 mM EDTA
B 1 M NaCl, 72sa I M NaCl, 72sa 1 M NaCl, 72sa C

2 mM CHAPS 4mM CHAPS 8 mM CHAPS

i 2'mM CHAPS 4'mM CHAPS 8 mM CHAPS
Dogal Doku 25 mM EDTA 25 mM EDTA 25 mM EDTA Dogal Doku 25 mM EDTA 25 mM EDTA 25 mM EDTA
I MNaClpH=8 1 M NaCl, pH=8 1 M NaCl, pH=8 1 M NaCl, pH=12 1 MNaCl, pH=12 1 M NaCl, pH=12
48sa 48sa 48sa

48sa 48sa 48sa

2 mM CHAPS 4 mM CHAPS 8 mM CHAPS 2 mM CHAPS 4 mM CHAPS 8 mM CHAPS
Dogal Doku 25 mM EDTA 25 mM EDTA 25 mM EDTA Dogal Doku 25 mM EDTA 25 mM EDTA 25 mM EDTA
1 M NaCl, pH=8 1 M NaCl, pH=8 1 M NaCl, pH=8 1 M NaCl, pH=12 1 M NaCl, pH=12 I M NaCl, pH=12
72sa 72sa 72sa 72sa 72sa 72sa

Sekil 4.3. (A) CHAPS, 48 ve 72 saat (B) CHAPS, pH=8, 48 ve 72 saat (C) CHAPS,

pH=12, 48 ve 72 saat deseliilerizasyon Oncesi ve sonrasi goriintii

4.1.2. DNA izolasyonu

Matriksin nicel karakterizasyonu i¢in Oncelikli olarak DNA izolasyonu yapilmistir.
CHAPS harig biitiin deterjanlarda yapilan kosullarda ¢ekirdeklerin dogal dokuya gore %
80’den fazlasi uzaklastirilmistir. SDS, Triton X-100, Sodyum Kolat Hidrat, NP-40 ve
ASB-14 deterjanlariyla yapilan deseliilerizasyon kosullarina iliskin DNA izolasyon

sonuclar1 Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Deseliilerizasyon Yontemi Deseliilerizasyon Yontemi

Sekil 4.4. Deseliilerizasyon uygulamasi sonrast DNA Sonuglar1 (A)SDS, (B) NP-40,
(C) Triton X-100, (D)Sodyum Kolat Hidrat, (E) CHAPS, (F)ASB-14,
C=konsantrasyon, t=siire, n=3, p:0,1234 (ns), 0,0332 (*), 0,0021 (**), 0,0002
(***), <0,0001 (****)

SDS deterjani ile yapilan deseliilerizasyon islemi sonrasinda en etkili olan kosul % 0,5

konsantrasyon ve 72 saat bulunmustur. Triton X-100 ile yapilan deseliilerizasyon
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sonrasinda en etkili kosul SDS deterjani ile benzer sekilde % 0,5 konsantrasyon ve 72
saattir ve DNA miktarin1 %90’ iizerinde azaltmustir [105]. Sodyum kolat hidrat ve ASB-
14 deterjanlari ise benzer olarak niikleer i¢erigin uzaklastirilmasinda genel olarak % 90’1n
tizerinde basar1 gostermistir. %1 sodyum kolat hidrat, 48 saat ve ASB-14 deterjaninin 8
ve 12 mM, 72 saat uygulamalar1 sonucunda dogal dokuya kiyasla en az % 93’liik bir
azalma s6z konusudur. ASB-14 deterjaninin ksejonik kaynaklarin uzaklastirilmasindaki
etkinligi sigir perikardiyum calismalarinda gosterilmistir [195]. Bu ¢alisma ile de ASB-
14 deterjaninin akciger deseliilerizasyonu tizerindeki gelecekteki ¢aligmalar i¢in umut
vadedici olabilecegi sonucuna varilmistir. NP-40 deterjani ile yapilan deseliilerizasyon
sonucunda genel olarak DNA miktarinda %80 bir azalma vardir. Bu oran SDS, Triton X-
100, Sodyum kolat hidrat ve ASB-14 deterjaniyla yapilan deseliilerizasyona kiyasla daha
diisiik kalmaktadir. CHAPS ile gerceklestirilen deseliilerizasyon islemi sonucunda ise
DNA miktarinda ortlalama %60 bir azalama meydana gelmistir. Calismamizda kullanilan
diger deterjanlarlarla karsilastiginda ¢ekirdeklerin uzaklastirilmasinda en az etkiye sahip
deterjan CHAPS olmustur. Literatiirde yapilan caligmalarda CHAPS’in akciger
deseliilerizasyonu ig¢in etkili bir ajan oldugu sdylenmektedir [36, 157]. O’Neill ve
arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, insan ve domuz akcigerinin SDS, CHAPS ve 3
asamali metot ad1 verilen yontemle deseliilerizasyou sonucunda DNA miktar1 %95’in
tizerinde uzaklastirilmistir [157]. Ancak, 2014 yilinda Gilpin ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢calismada SDS, SDC ve CHAPS deterjanlariyla gergeklestirilen insan akciger
deseliileriasyonu ¢alismasinda, CHAPS’in DNA’y1 uzaklastirma iizerine olan etkisinin
SDS ve SDC’ye gore daha diisiik oldugu bulunmustur [196]. 2019 yilinda Fernandez-
Pérez ve arkadaglar1 tarafindan SDS, Triton X-100 ve dondur/¢c6z yOnteminin
karsilastirildigi kornea calismasinda SDS’in DNA miktarin1 dogal dokuya kiyasla
yaklasik %80 azalttigi gosterilmis ve bu deger istatistiksel olarak anlamli ¢gikmustir.
Giliniimiizde deseliilerizasyon isleminin basarisin1 degerlendirmek icin kabul edilmis
evrensel bir standart bulunmamaktadir. Crapo ve arkadaslari etkili bir deseliilerizasyon
isleminin gerceklesmis olmasi i¢in, deseliilerize ESM’nin mg basina icerdigi ¢ift iplikli
DNA (dsDNA) 50 ng’dan az ve DNA fragment uzunlugunun 200 bp’den kisa olmasi ve
H&E veya DAPI boyamasinda gozle gorilir ¢ekirdek olmamast gerektigini
belirtmiglerdir [135]. Bunun yani sira Casali ve arkadaglari 2018 yilinda yaptiklari
calismada dokularin sertlik, hiicre yogunlugu, ESM kompozisyonu vb. o&zellikler
acisindan biyiik farkliliklar gosterebilecegini bu nedenle de deseliilerizasyonla ilgili

stireclerin spesifik dokuya gore uyarlanmasi gerektigini vurgulamislardir [197]. Ayrica,
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son yillarda yapilan ¢alismalarda lipofilik antijenlerin hidrofilik antijenlere gore daha
etkili greft spesifik immiin yanit olusturacagi one siiriilmiistiir. Aynm1 ¢alismada lipid
antijenlerinin en az %92'sinin uzaklastirilmasmin, greft spesifik immiin yanitin
tistesinden gelmek i¢in gerekli oldugu vurgulanmigtir [191]. ASB-14 deterjanin G-protein
bagl reseptor (GPCR) gibi membran proteinlerini CHAPS’a gore daha 1y1 bir sekilde
¢ozdigii gosterilmistir [198].

Calisma kapsaminda basarili sonuglarin belirlenmesinde DNA’nin yiizde azalma miktari
dikkate alinmis, DNA miktarinda dogal dokuya kiyasla %90 ve {izeri bir azalma gdsteren

basaril1 olarak kabul edilmistir.
4.1.3 Histoloji Analiz Sonuglar1

Elde edilen deseliilerize dokularin nitel anaalizi i¢in dort farkli histolojik boyama yontemi
kullanilmistir. Cekirdekler H&E; kolajenler Masson’s Trichrome; sGAG’lar alsiyan
mavisi ve elastinler ise Van Gieson’s boyamalari kullanilarak gézlemlenmistir. Deney
kosullarina iliskin DNA sonuglarinin degerlendirilmesinin ardindan H&E boyama
yontemi ile ¢cekirdek boyamasi yapilarak elde edilen goriintiiler degerlendirilmistir. H&E
boyamalar1 SDS, Triton X-100, Sodyum kolat hidrat ve NP-40 deterjanlarinin %1°lik
konsantrasyonuyla 48 ve 72 saat yapilan deseliilerizasyon sonucu elde edilen dokular i¢in
gerceklestirilirken ASB-14 ve CHAPS deterajaninin 8 mM konsantrasyonuyla 48 ve 72
saat deseliilerizasyonu sonucunda elde edilen dokular i¢in yapilmistir. SDS, Triton X-100
ve CHAPS deterjaniyla 48 ve 72 saat siireyle gergeklestirilen deseliilerizasyon islemine

iliskin H&E sonuglar1 Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Dogal Doku

%1 Triton X-100, 48 saat

% 1 SDS, 48 saat

%1 Triton X-100, 72 saat 8 mM CHAPS, 72 saat

Sekil 4.5.  SDS, Triton X-100 ve CHAPS deterjanlarina iligkin H&E boyama sonuglari

Sodyum Kkolat hidrat, NP-40 ve ASB-14 deterjanina iliskin H&E boyama sonuglar1 ise
Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Dogal Doku

% 1 Sodyum Kolat Hidrat, 48 saat

e s 7 g A

%1 NP-40, 48 saat 8 mM ASB-14, 48 saat 12 mM ASB-14, 48 saat
: @ :
% )

% 1 Sodyum Kolat Hidrat, 72 saat %1 NP-40, 72 saat 8 mM ASB-14, 72 saat 12 mM ASB-14, 72 saat

<oV geimma

Sekil 4.6. Sodyum kolat hidrat, NP-40 ve ASB-14 deterjanlarina iligkin H&E boyama

sonugclari

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da ¢alismada uygulanan yiiksek konsantrasyonlara ait kosullarin
H&E boyama goriintiileri yer almaktadir. Bu kosullar igerisinde yer almayan ancak DNA

miktar1 %90’1n lizerinde azalma gdstermis olan %0,5 Sodyum kolat hidrat,48 saat; %0,5
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SDS, Triton X-100 ve Sodyum kolat hidrat, 72 saat kosullarina iliskin sonuglar ise Sekil
4.7°de gosterilmistir.

Dogal Doku

2 ,ﬂ,” ft;'
b
s ) T
% 0,5 SDS, 72 saat % 0,5 Triton X-100, 72 saat
PR AT < R ESLF ¥
> ,‘;
| A
. /“ 2 ’
\J,?‘ .
% 0,5 Sodyum kolat hidrat, 48 saat % 0,5 Sodyum kolat hidrat, 72 saat

Sekil 4.7.  %0,5 Sodyum kolat hidrat,48 saat; %0,5 SDS, Triton X-100 ve Sodyum kolat
hidrat, 72 saat kosullarina iliskin H&E boyama sonuglar1

Histolojik boyamalar DNA izolasyonundan elde edilen sonuglariyla birlikte
degerlendirilmistir. Crapo ve arkadaglarinin belirttigi gibi histolojik boyamalar icin
belirlemis olduklar1 basari kriteri gézle goriiliir gekirdegin olmamasidir [135]. Uygulanan
kosullarin ¢ogunda dogal dokuya kiyasla hiicrelerin dokudan uzaklastirildig:
goriilmiistiir. Ancak, cogu kesitte akcigerin iist, orta ve alt kistmlarindan alinan ve brong
ve brongsiyolleri iceren doku pargalarinin parankimal kisminda hiicrelerin uzaklagtirilmasi
daha etkili bir sekilde gergeklesmesine ragmen, bronglarin oldugu kikirdak bolgedeki
cekirdeklerin tam olarak uzaklagmadig1 ve parankime gore ¢ekirdek kalintilar1 oldugu
goriilmiistiir. ASB-14 deterjaniyla gergeklestirilen deseliilerizasyon sonrasinda alinan
doku kesitlerinde parankim ve brons kismindaki hiicrelerin oldukga etkili bir sekilde
dokudan uzaklastirildigi ve gozle goriliir g¢ekirdek bulunmadigr goézlemlenmistir.
Tebyanian ve arkadaslariin 2019 yilinda yapmis olduklar1 caligmada, akciger
kesitlerinin ~ hiicresizlestirilmesinde  kullamilan ~CHAPS, CHAPS+SDS ve
CHAPS+TritonX-100 deterjanlarinin 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca uygulanmasi sonucu
akcigerdeki yapisal etkiyi karsilastirmislardir. Bu degerlendirmeyi de histoloji,

immiinofloresan boyama ve SEM analiziyle yapmislardir. Degerlendirme sonucunda
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yiiksek deterjan konsantrasyonu ve uzun siireli uygulamalarda {i¢ boyutlu akciger
mimarisinin yok oldugunu; diisiik deterjan konsantrasyonlarinda ise bu ii¢ boyutlu
mimarinin korundugunu gostermislerdir [192]. Liu ve arakdaslarinin 2016 yilinda yaptigi
bir ¢alismada sigir perikardiyumunun %1 SDS ve %1 ASB-14 ile kademeli olarak
deseliilerizasyonu gerceklestirilerek farkli yontemler kullanilarak iiretilen iskelelerin hem
ESM hasarmin hem de deterjan kalintisinin yeniden hiicrelendirme c¢alismalarindaki
hiicre yapismasi ve hiicre popiilasyonuna etkisi incelenmistir. Perikardiyumun ASB-14
ve SDS deterjanlariyla hiicresizlestirilmesinden ve hiicresizlestirilmis iskelelerin yeniden
hiicrelendirilmesinden sonra histolojik boyama yapilmis ve matriks yapis1 gosterilmistir.
Bu ¢alismada SDS ile yapilan uygulamalarin ASB-14 ile yapilan uygulamaya gore daha
toksik etki gosterdigi ve ASB-14’iin hiicre ¢alismalar igin elverisli bir doku iskelesi
tiretimini destekleyebilecegi ortaya konmustur [195]. Tez ¢alismasi kapsamimnda DNA
miktarinda %90 tizerinde bir azalma gosteren ve H&E boyama sonuglarinda parankim ve
bronslarda ¢ekirdeklerin iyi bir sekilde uzaklastig1 goriilen ASB-14 deterjaninin akciger
deseliilerizasyonunda umut vadedici oldugu diistiniilmektedir. Bu deterjana iliskin
sonuclarin kapsamli degerlendirilmesi icin ASB-4 deterjaninin 2 mM, 4 mM, 8 mM ve
12 mM konsantrasyonlarinda 48 ve 72 saat boyunca gergeklestirilen deney kosullarina
iligkin ESM proteinlerinin boyamalar1 yapilmistir. ASB-14 deterjaniyla yapilan kosullara
iliskin H&E, Masson’s Trichrome ve Van Gieson boyama sonuclar1 Sekil 4.8° de

gosterilmistir.

2 mM ASB-14 2 mM ASB-14 4 mM ASB-14 4 mM ASB-14 8 mM ASB-14 8 mM ASB-14 12 mM ASB-14 12 mM ASB-14
48 saat 72 saat 48 saat 72 saat 48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

Dogal Doku

Masson's
Trichrome

Van
Gieson

Sekil 4.8. ASB-14 deterjanina iliskin H&E, Masson’s Trichrome ve Van Gieson

Boyama sonuglar1

4.1.4. Hidroksiprolin Analiz Sonug¢lar:

Kolajenler akciger ekstraseliiler matriksinin yaklasik %60’1n1 olusturmasi nedeniyle

oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle deseliilerize akciger iskelelerinde kolajen
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miktarinin korunmasi mekanik dayanim ve hiicre tutunmasi agisindan biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Yapilan DNA analizi sonucunda g¢ekirdek miktarinda %90 ve iizeri bir
azalma gosterdigi icin etkili oldugu diisiiniilen %0,5 SDS 72sa, %1 SDS 48sa, %1 SDS
72sa, %0,5 NP-40 72sa, %0,5 Triton X-100 48sa, %0,5 Triton X-100 72sa, %1 Triton
X-100 48sa, %0,5 sodyum kolat hidrat 48sa, %0,5 sodyum kolat hidrat 72sa, %1 sodyum
kolat hidrat 48sa, %1 sodyum kolat hidrat 72sa, 2 mM ASB-14 48sa, 2 mM ASB-14
72sa,4 mM ASB-14 48sa, 4 mM ASB-14 72sa, 8 mM ASB-14 48sa, 8 mM ASB-14 72sa,
12 mM ASB-14 48sa ve 12 mM ASB-14 72sa kosullarina iliskin kolajen miktariin
belirlenmesi i¢in hidroksipirolin 6l¢iim kiti kullanilmistir. Hidroksiprolin standart grafigi

Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Hidroksiprolin Standart Grafigi
2,5
2 ..
’g 5 e .....
S o
e 1| e
5 o y = 0,7855x - 0,0165
o5 | 0 T R2=0,9995
o5 et
0 @
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-0,5
Konsantrasyon (pg/well)

Sekil 4.9. Hidroksiprolin standart grafigi

Hidroksiprolin miktarlar tiim kosullarda dogal dokunun sahip oldugu degerin {izerinde
cikmistir. Triton X-100 deterjanina iliskin kosullarda hidroksiprolin miktarinin dogal
dokuya kiyasla artis miktar1 diger deterjanlara gére daha azdir. SDS, Sodyum kolat hidrat,
Triton X-100 ve ASB-14 deterjanlariyla yapilan deseliilerizasyon sonucu analiz edilen
hiicresizlestirilmis doku iskelelerinin hidroksiprolin miktarlarina iligskin sonuclar ise Sekil

4.10°de verilmistir.
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Sekil 4.10. Hidroksiprolin analiz sonuglar1 (A)SDS, (B) Sodyum kolat hidrat, (C)Triton
X-100 ve (D) ASB-14, C=konsantrasyon, t=siire, p: 0,1234 (ns), 0,0332 (*),
0,0021 (**), 0,0002 (***), <0,0001 (****)

Elde edilen deseliilerizasyon sonuclarinda hidroksiprolin miktar1 dogal dokuya goére daha
yiiksek ¢ikmistir. sGAG, kolajen ve elastin protein miktar analiz sonuglarinda karsilasilan
bu durum, Hussein ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda karaciger deseliilerizasyonuyla
ilgili yapilan caligmada deseliilerize doku igerisindeki diger proteinlerinin kaybinin her
iki dokunun esit miktarina diisen birimdeki kolajen miktarini etkiledigini agiklamistir ve
Sekil 4.11°de gosterildigi gibi sematize edilmistir [199]. Benzer sekilde, Wu ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada %0,5 SDS, 72 saat uygulama metoduyla elde edilen
deseliilerize akciger dokusundan hidrojel sentezi gerceklestirilmistir. Bu calismada,

kolajen miktar1 dogal dokuya oranla daha yiiksek bir deger gostermistir bu durum
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kolajenin, kolajen olmayan proteinlere kiyasla SDS’e daha dayanikli oldugu ve diger
proteinlerin uzaklasmasinin ardindan kolajen tutulumunun dogal dokuya gore daha

yiiksek bir deger olarak goriinebilecegi seklinde yorumlanmustir [200].

Dogal Doku Deseliilerize Doku

l Livofilizasyon l Liyofilizasyon

ECM analizi icin aym afirhikta doku kullamildiginda:

Sekil 4.11. Deseliilerize dokuda GAG ve kolajen miktarinin dogal dokuya gore yiiksek

¢ikma nedeninin sematik gosterimi [199]

4.1.5. sGAG Analiz Sonuclar:

Glikozaminoglikanlar hiicre tutunmasi ve sinyal iletimi gibi ¢esitli 5nemli rollere sahiptir.
Bu nedenle, elde edilen deseliilerize doku iskelelerinden DMMB analizi ile sGAG miktar
tayini yapilmustir. SDS, Triton X-100, Sodyum kolat hidrat, NP-40 ve ASB-14
deterjanlariyla yapilan deseliilerizasyon sonucunda sGAG miktarinin korundugu
gozlemlenmistir. Sadece %1 Triton X-100 deterjaninin 72 saat uygulamasinda %37’lik
bir kayip s6z konusudur. DMMB analizi kullanilarak miktar1 belirlenmis olan sGAG
tayini igin standart olarak kondroitin siilfat kullanilmistir (Sekil 4.12).
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Kondroitin Siilfat Standart Grafigi
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Sekil 4.12. Kondroitin siilfat standart grafigi

SDS, Triton X-100, Sodyum kolat hidrat, NP-40 ve ASB-14 deterjanlariyla uygulanan
kosullara iliskin sGAG sonuglar1 Sekil 4.13’te gosterilmistir. Literatiirde yer alan bilgilere

gore SDS deterjaninin GAG konsantrasyonunu diistirdiigii gosterilmis olmasina ragmen

calismamizda dogal dokuyla yaklagik olarak ayn1 seviyede korundugu bulunmustur.
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Sekil 4.13. DMMB analiz sonuglar1 (A) SDS, (B)Triton X-100, (C)Sodyum kolat hidrat

(D)NP-40, (E)ASB-14, C=konsantrasyon, t=siire

Triton X-100 deterjan1, SDS’e gore daha az denatiire edici bir deterjan olarak bilinmesine
ve protein-protein etkilesimine etki etmemesine ragmen GAG miktarinin 6nemli oldugu
durumlarda tercih edilmemektedir [106]. Literatiirde, Triton X-100 deterjaniyla yapilan
deseliilerizasyon ¢alismalari sGAG igerigi hakkinda geliskili sonuglar igermektedir.
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Triton X-100, etkili bir deseliilerizasyon ajan1 olarak diisliniilse de etkinligi
hiicresizlestirilen dokuya ve belirli bir hiicresizlestirme protokoliinde birlestirildigi diger
yontemlere bagli oldugu belirtilmektedir [134, 201]. 2018 yilinda Gaetani ve arkadaglari
tarafindan yapilan g¢alismada, Triton X-100 (%1) ve SDS (%0,1, %0,5 ve %1)
deterjanlariyla gerceklestirmis olduklar1 pankreas dokusunun deseliilerizasyonu
yapilarak hidrojel tiretimi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, SDS ile yapilan kosullarda
SGAG miktar1 yiiksek ¢ikmis ve bu durum deterjanin dokudaki analitik etkilerinden
kaynaklanabilecegi ve SDS’te bulunan siilfat gruplarinin analizi etkileyebilecegi ifade
edilmistir [202]. CHAPS deterjanina ait sGAG analizi yapilmamistir. Ancak, literatiirde
yer alan bilgilere gore CHAPS hiicresel materyalin uzaklastirilmasi, kolajen ve elastin
proteinlerinin korunmasinda basarili olmasina ragmen GAG miktarinda diislise neden

oldugu bilinmektedir [203].
4.1.6. Elastin Sonuclari

Elastinler matriks esnekligi ve mekanik biitiinliigiin saglanmasinda etkili olan bir diger
onemli ekstraseliiler matriks proteinleridir. Mekanik destek saglamanin yaninda, hiicre
davranislarinda da etkili olan elastinin deseliilerize doku iskelelerinde korunmasi 6nem
tagimaktadir. DNA, H&E, kolajen ve sGAG sonuclarindan yola ¢ikarak ASB-14
deterjaninin akciger deseliilerizasyonu iizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. ASB-14
deterjaninin 8§ ve 12 mM konsantrasyonlarindaki dokularin elastin miktar1 tayin
edilmistir. Deseliilerize doku iskelelerinin elastin miktar1 Fastin kiti ile Ol¢iilmiistiir. o-

elastine ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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Sekil 4.14. a-elastin standart grafigi
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ASB-14 deterjanina iligkin elastin sonuglari ise Sekil 4.15’te gdsterilmistir. ASB-14’1in 8
mM ve 12 mM’lik konsantrasyonlarinin 48 saat slireyle uygulanmasi sonucu yaklasik
%60-75 arasi bir kayip yasanirken, 72 saat siiren uygulamalarda 48 saate nazaran daha az
kayip (%55-60) yasanmistir. Bu sonuglar, koyun akcigerinde ASB-14 ile yapilan
deseliilerizasyon sonucunda literatiire benzer oranda elastin kaybr meydana geldigini

gostermektedir.
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Sekil 4.15. Fastin kitiyle yapilan elastin miktar analizi sonuglari, C=konsantrasyon,
t=siire, p: 0,1234 (ns), 0,0332 (*), 0,0021 (**), 0,0002 (***), <0,0001 (****)

2018 yilinda Dalgliesh ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, sigir perikardiyum
dokusunun amidosulfobetaine (ASB) deterjanlariyla deseliilerizasyonu sonucundaki
etkileri degerlendirilmistir. Dogal dokunun biyomekanik 6zelliklerini korurken, dokudaki
ksejonik antijen kalintilarinin uzaklastirilmas: arasindaki dengenin kurulmasi
deseliilerizasyon yontemlerinde uzun siiredir karsilan bir problemdir. Bu caligsmayla,
ASB deterjanlarinin hiicrelerin yiiksek oranda uzaklastirilmasinin yani sira, Van Gieson
boyama yontemiyle kolajen ve eleastin liflerinin yiiksek oranda korundugu gésterilmistir
[191]. 2013 yilinda O’Neill ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada domuz
akcigerinde 8 mM CHAPS ile yapilan deseliilerizasyon sonucu elastin miktarinda %63
kayip yasanirken; insan akcigerinde %73 oraninda bir kayip yasanmistir. Yine ayni
calismada 1,8 mM SDS konsantrasyonu ile yapilan deseliilerizasyon sonucunda domuz

akcigerinde %82’lik bir kayip meydana gelirken; insan akcigerinde %78 oraninda bir
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kayrp meydana gelmistir. Insan ve domuz akcigerinin her ikisi i¢in de CHAPS
deterjaninin elastin miktarinin korunmasinda etkili oldugu sodylenebilmektedir [157].
Domuz akcigeriyle yapilan bagka bir ¢aligmada yine %40-64 oraninda elastin kayb1 s6z
konusudur [196]. Balestrini ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada,
uygulanan deseliilerizasyon protokoliiniin farkl tiirlere ait akciger dokusundaki etkisinin
farklilik gosterebilecegini vurgulanmistir. Insan, primat, domuz ve rat iizerinde yaptiklar:
calismada, rat ve domuzun dogal akciger yapisinin GAG miktarinin insan ve primata gore
daha yogun oldugu, elastin miktarinin ise daha az oldugunu gostermislerdir.
Deseliilerizasyon iglemi sonucunda insan akcigerinin ESM yapisina en yakin yapiy1
korudugu bulunmustur. Deseliilerizasyon sonrasi elastin i¢erigi insan, primat ve farelerde

yiiksek oranda artig gosterirken bu oran domuz akcigerinde diisiik kalmistir [161].
4.1.7. Fiziksel Deseliilerizasyon (sCO>) Sonuclari

Kimyasal deseliilerizasyona ek olarak akciger dokular: i¢in fiziksel deseliilerizasyon
islemi de gerceklestirilmistir. Akciger dokulari kimyasal deseliilerizasyon isleminde
oldugu gibi 1 cm?® boyutlarinda kesit alinmistir. sCO2 cihazi igerisinde dokular {izerine
4500 psi basingta bir saat siireyle deseliilerizasyon islemi uygulanmigtir. Uygulama

sonucunda dokularin morfolojik goriiniimii Sekil 4.16’te verilmistir.

Sekil 4.16. sCO2 ile deseliilerize edilen koyun akcigerinin goriintiisic  (A)

Deseliilerizasyon 6ncesi (B) Deseliilerizasyon sonrasi

Deseliilerizasyon islemi sonrasinda dokulardan DNA izolasyonu ve sGAG miktar tayini
yapilmustir. sCO2 uygulamasindan 6nce dokularin gegirgenligini arttirmak ic¢in dokulara
dondur/¢6z ve hipotonik/hipertonik ¢ozeltiyle karigtirma islemleri uygulanmistir. Bu 6n

calisma kosullarina iligkin kosullardan da ornek alinarak DNA ve sGAG degerleri
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Olciilmiistir. Dogal doku, 6n islem ve sCO2 uygulamasina iliskin DNA ve sGAG
sonuglar1 Sekil 4.17°de verilmistir. Yapilan DNA analizi sonrasinda dogal dokuya kiyasla
%43’1iik bir azalma meydana gelmistir. SGAG’lar ise yaklasik olarak %82 korunmustur.
DNA miktar1 istenilen seviye uzaklastirllamadigi i¢in sCOz2’nin etkinligi tam olarak
gosterilememistir.  Bu durumu etkileyen faktorlerden birinin  kalinlik oldugu
diisiiniilmektedir. Doku kalinliginin CO2 penatrasyonunu diisiirdiigii icin hiicrelerin
dokudan tam olarak uzaklastirilamadig1 distniilmiistiir. Literatiirde sCOz2 ile yapilan
deseliilerizasyon isleminde kullanilan basincin ESM proteinlerine zarar verebilecegi
belirtilmistir [135]. Yine de sCO2’nin ESM’ye olan etkisi doku kaynagi ve uygulama
prosediiriine gore degismektedir. Topuz ve arkadaslari tarafindan 2020 yilinda yayimlanan

calismada, optik sinir, miyokard ve kornea iizerinde yapilan sCOz2 ¢alismalar1 sonucunda

farkli dokularda agiga ¢ikan etkiler gosterilmistir [124].
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Sekil 4.17. sCO2 ile deseliilerizasyon sonrasi karakterizasyon sonuglart (A) DNA
izolasyonu, (B) sGAG tayini, n=3, p: 0,1234 (ns), 0,0332 (*), 0,0021 (**),
0,0002 (***), <0,0001 (****)

DNA analizinin ardinda H&E boyamasi yapilarak bu sonuglar degerlendirilmistir. H&E
boyama sonucunda da hiicrelerin dokudan etkili bir sekilde uzaklastirilamadig: ve sCO2
uygulanan dokunun yapisinda degisiklik meydana geldigi gortilmiistiir. Dogal doku, 6n

islem ve sCOz uygulamasina iliskin H&E boyama sonuglart Sekil 4.18’de verilmistir.
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Native

sCO, on islem

Sekil 4.18. sCO2 ile deseliilerizasyon sonras1t H&E Boyama sonuglari

4.2. Deseliilerize Dokudan Hidrojel Sentezi

Elde edilen deseliilerize iskeleler, Freytes Metodu’na uygun olarak pepsin ¢ozeltisi
icerisinde hidroliz edilmis ve nétralizasyon islemi yapilmistir [172]. Islem sonucunda 8
ve 10 mg/ml konsantrasyona sahip jeller elde edilmistir. Elde edilen pre-jeller 37°C’de
bir saat bekletilerek jel haline getirilmigtir. 12 mM ASB-14, 72 saat deseliilerizasyon

kosuluna ait hidrojel goriintiileri Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. 12 mM ASB-14, 72sa deseliilerizasyon kosuluna ait dokulardan elde edilen
hidrojel goriintiileri

Inkiibasyon sonrasi elde edilen deseliilerize hidrojelin yari-kat1 bir formda oldugu ve
jellesmenin etkili bir sekilde gerceklestigi gbzlenmistir. Literatiirde yapilan ¢caligsmalarda,
genel olarak hidrojel stok konsantrasyonu 10 mg/ml olarak kullanilmaktadir [165, 172].
Ancak 15 veya 20 mg/ml konsantrasyonlar ile yapilan ¢alismalar da literatiirde yer
almaktadir. 2017 yilinda Wu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada deseliilerize
akciger dokusundan hidrojel sentezi yapilmistir. Baslangic konsantrasyonu 15 mg/ml
olacak sekilde deseliilerize akciger pepsin ¢ozeltisi icerisinde ¢ozdiiriilerek, 2, 3, 4 ve 5
mg/ml konsantrasyonlara sahip olacak sekilde hidrojeller hazirlanmistir. Massensini ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir caligmada, idrar kesesi deseliilerizasyonu sonrasinda
sentezlenen ESM hidrojel sentezinde 4 ve 8 mg/ml konsantrasyona sahip jellerin ideal
ozellikler gosterdigi goriilmistiir. Yine ayni g¢alismada, ekstraseliiler hidrojellerde
jellesmesinin gergeklesebilmesi igin jel konsantrasyonunun 3 mg/ml’den biiylik olmasi

gerektigini bildirilmistir [204].
4.3. Hidrojel Karakterizasyonu

Elde edilen hidrojellerin karakterizasyonu i¢in reolojik analiz, turbidimetrik 6lgiim ve

SEM goriintiileme gergeklestirilmistir.
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4.3.1. Reolojik Analiz

8 ve 12 mM ASB-14 deterjaninin, 72 saat uygulanmasi sonucu elde edilen deseliilerize
akciger dokularindan elde edilen hidrojellerin karakterizasyonu i¢in reolojik 6l¢iim
yontemi uygulanmistir. Hidrojellerin reolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in her bir
ornek iizerinde gerinim, sicaklik ve salmim taramasi yapilmustir. Oncelikle gerinim
taramasi yapilarak optimum gerinim degeri belirlenmistir. Gerinim taramasi i¢in reometre
cihazinin plakasina daha 6nceden jel haline getirilmis malzemeler yerlestirilmistir, sabit
sicaklik (37°C) ve frekansta (0,1592 Hz (1 rad/sn)) gerinim taramasi yapilmistir (Sekil
4.20).

A 8 mM ASB-14, 8 mg/ml B 8 mM ASB-14, 10 mg/ml
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Sekil 4.20. Deseliilerize akciger hidrojellerine ait gerinim taramasi sonuglari (A) 8 mM
ASB-14, 72 sa, 8 mg/ml, (B) 8 mM ASB-14, 72 sa, 10 mg/ml, (C) 12 mM
ASB-14, 72 sa, 8 mg/ml, (D) 12 mM ASB-14, 72 sa, 10 mg/ml

Yapilan gerinim taramasi sonucunda, dlgiimlerde %1 gerinim degerinin kullanilmasina
karar verilmistir. Bu 6l¢timlerin ardindan yapilan sicaklik taramasinda frekans ve gerinim
degeri sabit tutularak hidrojellerin depolama (G’) ve kayip (G’’) modiiliindeki
degisiklikler dlciilmiistiir. i1k olarak sicaklik 10°C’den 37°C’ye ¢ikarilirken G* ve G’
degerlerinin degisimi incelenmistir, daha sonra sicaklik sabit tutularak G’ ve G’

degerlerinin zamana kars1 degisimi incelenmistir. Sicaklik ve salinim taramasina iliskin
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depolama (G”) ve kayip modulus (G’’) degerlerini gosteren grafikler Sekil 4.21°de

gosterilmistir.
A 8 mM ASB-14, 72sa, 8 mg/ml B 8 mM ASB-14, 72sa, 10mg/ml
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Sekil 4.21. Deseliilerize hidrojellere iliskin reometre sonuglari (A) 8 mM ASB-14, 72 sa,
8 mg/ml, (B) 8 mM ASB-14, 72 sa, 10 mg/ml, (C) 12 mM ASB-14, 72 sa, 8
mg/ml, (D) 12 mM ASB-14, 72 sa, 10 mg/ml

Sicaklik 10°C’den 37°C’ye ¢ikarken G’ ve G’ degerlerinin arttig1 goriilmiistiir. Jellesme
gerceklestikten sonra ise depolama modiiliiniin kayip modiiliinden daha yiiksek bir
degerde oldugu ve bu farkin korundugu goriilmektedir. Deseliilerize koyun akcigerinden
elde edilen hidrojellerin depolama modiilii ve kayip modiilii arasinda yaklasik olarak dort
kat bir fark bulunmaktadir. Bu degerler literatiirde yapilan deseliilerize hidrojeller ile
uyumlu ¢ikmistir. Pouliot ve arkadaglari tarafindan 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada,
deseliilerize akcigerden elde edilen 8 ve 6 mg/ml konsantrasyonundaki hidrojellerin

depolama ve kayip modiilleri arasinda yaklasik dort kat oldugu gosterilmistir [164].

4.3.2. Tiirbidimetrik Analiz Sonuclar

Elde edilen jellerin jellesme kinetigi tiirbidimetrik dl¢iim ile degerlendirilmistir. Ol¢iim
sonucunda elde edilen grafik Sekil 4.22°de gosterilmistir. Tiim egriler sigmodial bir

dagilim gostermistir.
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Tiirbidimetrik Analiz
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Sekil 4.22. Hiicresizlestirilmis ESM Hidrojellerine iligkin tiirbidimetrik 6l¢iim sonuglari,
ASB-4 deterjanina iliskin tiirbidimetrik 6l¢tim degerleri Cizelge 4.2°de yer almaktadir.

Cizelge 4.2.  Deseliilerize akciger hidrojelinin tiirbidimetrik 6l¢iim sonuglari

Ornek tiag tu toeos S
8 mM ASB-14, 72h, 8 mg/ml 6 8,08 1575 0,1341
8 mM ASB-14, 72h, 10 mg/ml 6 8,01 15 0,1316
12 mM ASB-14, 72h, 8 mg/ml 8,64 11,28 21,75 0,1157
12 mM ASB-14, 72h, 10 mg/ml 3 741 15 0,1259

8 mM ASB-14, 72 kosuluna ait 8 ve 10 mg/ml hidrojellerinin tiag, toeso, twess ve S degerleri
birbirlerine benzer ¢ikmigtir. 12 mM ASB-14, 72sa, 8 mg/ml konsantrasyona sahip
Ornegin tiag, toso Ve twgs degerlerine ulagmasi i¢in gereken siire diger 6rneklere gore daha
uzundur. Orneklerin tiirbidimetrik 6lciim degerleri literatiirde yapilan deseliilerize
akciger ornekleriyle uyumludur. 2020 yilinda Pouliot ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir caligmada, deseliilerize akcigerlerden elde edilen dokulardan hidrojel sentezlemek i¢in
uygulanan pepsin ile pargalama islem siiresinin hidrojel karakterizasyonu {izerine olan
etkisi incelenmistir. Yaklasik 8 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanan hidrojellerde daha
kisa silireyle pepsinde tutulan hidrojellerin daha hizli jellesme gosterdigi
gbzlemlenmesine karsilik 48 saat uygulanan islem sonucunda jellesme hiz1 (S) yaklasik
olarak 0,12; ti2 degeri 12 dakika; toses degeri 16 dakika ve tiag degeri ise 8 dakika olarak
belirtilmistir [165]. Jellesme kinetigine iligskin tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarin

literatlirde yer alan sonuglar ile uyumlu ¢iktig1 goriilmiistiir. Ayrica deseliilerizasyon
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yontemi, hidrojel sentez yontemi ve pepsinle parcalama siiresi gibi bir¢ok etmen hidrojel

mekanigi ve karakterizasyonu iizerinde etkili olmaktadir [165].

4.3.3. Hidrojellerin Sisme Kinetigi

Elde edilen hidrojellerin sisme kinetigi i¢in dncelikle 48-kuyucuklu plaka igesine 500 pl
konulan pre-jel ¢ozeltisi 37°C’de inkiibe edilmistir (Sekil 4.23).

T

IMETRIC 1|

Sekil 4.23. Sigsme kinetigi i¢in 48-kuyucuklu plaka icerisinde hazirlanan deseliilerize

akciger hidrojelleri

48-kuyucuklu plaka icerisinde hazirlanan hidrojeller dikkatli bir sekilde plakadan
cikarilarak 1X PBS icerisinde 24 saat inkiibe edildikten sonra agirliklart Sl¢iilmiistiir.
Agirliklart 6lgtilen hidrojeller kurutulmasinin ardindan kuru agirliklar: dl¢iilmiis ve sisme
kinetigine iliskin veriler hesaplanmistir. 8 mM ASB-14, 72 saat, 8 ve 10 mg/ml ile 12
mM ASB-14, 72 saat, 8 ve 10 mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan hidrojellerin sisme
oranlari sirasiyla %4676,43+535,26, 5272,29+79,43, 5577,50+297,11 ve 5316,70+35,68
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Deseliilerize akciger hidrojellerinin sisme kinetigine ait sonuglar

Sisme analizi sonucunda tiim kosullarda hidrojel kiitlesi kuru agirligina kiyasla 50 kattan
fazla bir artis gostermistir. Deseliilerize akciger dokusundan elde edilen hidrojellerin
sisme kinetigine iligkin sonuglarda deseliilerizasyon kosulu ve hidrojel konsantrasyonuna
bagli anlamli bir farklilik olmadigi, tiim kosullardaki sisme kinetiginin birbirine yakin
ciktig1 goriilmiistir. Ayrica bu degerlerin literatiirde yer alan diger ESM hidrojel
calismalart ile de uyumlu oldugu goriilmiistiir. Mulvany ve arkadaslar tarafindan 2021
yilinda yapilan ¢alismada, deseliilerize kalp dokularindan elde edilen hidrojellerin sigme

orani yaklasik %7000 olarak hesaplanmistir [205].

4.3.4. SEM Goriintiileme

Deseliilerize edilen dokulardan sentezlenen hidrojellerin yiizey o6zellikleri SEM’de
incelenmistir. SEM analizi sonucunda dogal doku, hiicresizlestirilmis akciger dokusu (12
mM ASB-14, 72sa) ve hiicresizlestirilmis akciger dokusundan elde edilen hidrojellere
ilisgkin SEM goriintiileri Sekil 4.25°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.25. Koyun akcigeri SEM goriintiileri (A) Dogal doku, (B) Hiicresizlestirilmis
doku iskelesi, (C) 8 mg/ml deseliilerize hidrojel (D) 10 mg/ml deseliilerize
hidrojel, 6lgek boyutu: 5 pm, yakinlastirma: 10.000X.

Hiicresizlestirilmis akciger hidrojellerinin 1siyla inkiibasyonu sonucunda kolajenlerin
capraz baglanma yaptig1 goriilmektedir. Elde edilen goriintiiler literatiirdeki akciger ve
diger dokulardan elde edilen deseliilerize hidrojel yapilariyla karsilastirilabilir formdadir
[165, 172]. Hiicresizlestirilmis hidrojellerin yiizey 6zelliklerine ait 500X ve 10000X
biiylitme degerlerindeki SEM goriintiileri Sekil 4.26°da verilmistir.

8 mg/ml 10 mg/ml

Sekil 4.26. 12 mM ASB-14, 72sa kosuluna ait hiicresizlestirilmis dokudan elde edilen 8
ve 10 mg/ml hidrojellerin SEM goriintiisii (A) 5000X, (B) 10000X
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Orneklerin SEM ig¢in hazirlanmasi asamasinda kurutma isleminin elde edilen sonuglar
tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Hidrojellerin kurutulmasi igin dondurarak kurutma,
kritik nokta kurutucu ve HMDS uygulamasi gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir.
Literatiirde SEM goriintiileme i¢in hazirlanan hidrojellerin kurutulmasinda yaygin olarak
Kritik Nokta Kurutucu cihazi kullanilmasina ragmen, HMDS’nin kritik nokta kurutucu
cihazi i¢in iyi bir alternatif oldugu belirtilmistir [206]. Bu nedenle tez ¢alismasinda

deseliilerize hidrojellerin kurutulmasinda HMDS kullanilmistir.

4.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiltlir caligmalar1 i¢in oncelikli olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan jel
cozeltileriyle iki farkli sekilde hiicre kiiltiir plakalar1 hazirlanmistir. Bunun i¢in 6ncelikli
olarak transwell membrani ve 96-kuyucuklu plakalar i¢in yiizey kaplamasi islemi
gerceklestirilmistir. Transwell membran ylizeyinin kaplanmasi i¢in literatiirden yola
¢ikilarak 0,1 mg/ml konsantrasyonu se¢ilmistir. Young ve arkadaslar1 tarafindan 2019
yilinda yapilan bir ¢alismada, transwell insert membrani 0,1 mg/ml deseliilerize akciger
hidrojel ile kaplanarak fare alveolar epitel hiicresi ekilerek TEER 6l¢iimii ve siki baglanti
proteinlerinin analizi yapilmistir [166]. Ticari olarak satilan deseliilerize hidrojel
tirtinlerinde de yiizey kaplamasi igin 0,1 mg/ml konsantrasyonu onerilmektedir [207].
Kuyucuk igerisine konulan jel ¢ozeltisi miktar1 60 pl olarak optimize edilmistir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarda 0,33 cm? yiizey alam igin yaklasik olarak 20-50 ul
hacminde jel ¢ozeltisi kullanilmaktadir [185, 207]. Yiizey kaplamasi igin 60 pl jel
¢ozeltisi konulan plakalar protein absorbsiyonu i¢in +4°C’de bekletilmistir [166, 185].
Daha sonra transwell igerisindeki jel ¢ozeltisi ¢ekilerek 1X PBS ile yikama yapilmis ve
hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Hiicre ¢alismalarinin ikinci kisminda transwell insert ve
96-kuyucuklu plaka yiizeyinde hazirlanan hidrojeller iizerine hiicre ekimi islemi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in her bir kuyucuga 60 pl jel ¢ozeltisi eklenmis ve jel
olusumu icin plakalar 1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
hazirlanan hidrojeller iizerine hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi

deseliilerize hidrojeller ile hazirlanmis olan transwell insertler Sekil 4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.27. Deseliilerize hidrojeller ile hazirlanmis olan transwell insertler

Transwell iizerine baslangic konsantrasyonu 1,0x10° olacak sekilde BEAS-2B hiicre
ekimi gergeklestirilmistir. Hiicreler membran ylizey alanin1 %100 kaplayacak seviyeye
gelene kadar alttan ve {lstten BEGM besiyeri ile beslenmis, %100 kaplama
gerceklestikten sonra (4. giin) ise 21 giinlik farklilastirma islemine alinmistir.
Farklilastirma boyunca hiicreler sadece alttan farklilastirma besiyeri ile beslenmis ve 1.,
7., 14. ve 21. giinlerde TEER 6l¢iimii yapilmigtir. TEER Ol¢limiine ait sonuglar Sekil
4.28’de verilmistir.

900
E 800
<
2
[0 g
LLi
M 700

600

0 7 14 21
Zaman (Giin)
—&— Kontrol —@—0,1 mg/ml 8 mg/ml —@—10 mg/ml

Sekil 4.28. Deseliilerize hidrojel lizerinde farklilagtirmaya alinan BEAS-2B hiicrelerine
ait TEER sonuglari, n=3
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TEER degerleri ilk yedi giin boyunca tiim kosullarda artarken on dordiincii giinden
itibaren azalis gostermistir. Kontrol, 0,1 mg/ml ve 10 mg/ml jel kosullar1 on dordiincii
giinde yakin TEER degerlerine sahip olmasina ragmen, on dérdiincii giinden itibaren 0,1
mg/ml ve 10 mg/ml kosullarina ait kuyucuklardaki TEER degerlerinin kontrole gére daha
yiiksek ¢iktig1 gozlenmistir. 2021 yilinda Dabaghi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada deseliilerize hidrojeller (1, 2 ve 4 mg/ml) ile kaplanan transweller {izerine
ekilen primer insan bronsiyal epitel hiicrelerinde (HBEC), deseliilerize ESM’nin hiicre
bariyer direndicini kontrole gore iyilestirdigi gosterilmistir. Ayrica 1 mg/ml
konsantrasyonla kaplanan transwellerde TEER degerlerinin 10. giline kadar artis

gosterdigi ve 10. giinden itibaren ise azaldig1 bildirilmistir [208].

Tranwell insert lizerinde farklilastirilan hiicreler fikse edilerek SEM goriintiileme
yapilmistir. 12 mM ASB-14, 72 saatlik uygulama sonucunda elde edilen deseliilerize
dokudan elde edilen hidrojel ve normal transwell membrani {izerinde ¢ogaltilan ve
farklilagtirilan BEAS-2B hiicrelerine iliskin gorseller Sekil 4.29°da verilmistir.

Kontrol 0,1 mg/ml 8 mg/ml 10 mg/ml

Sekil 4.29. BEAS-2B hiicrelerine ait SEM goriintiileri (A) 250X, (B)1000X, (C) 5000X
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Kontrol ve 0,1 mg/ml kosullarinda hiicrelerin membran yiizeyini yiiksek oranda kapladigi
ve hiicre hiicre baglantilarinin olustugu goézlemlenmistir. 8 ve 10 mg/ml hidrojel
ylizeyinde ise hiicrelerin yiiksek oranda tutundugu goriilmektedir. Elde edilen

hidrojellerin hiicre tutunmasi i¢in elverigli bir yiizey olusturdugu diistiniilmektedir.

BEAS-2B hiicrelerinin deseliilerize hidrojeller tizerindeki proliferasyonunu gostermek
i¢in 96-kuyucuklu plakalarda hazirlanan jeller iizerine baslangi¢ konsantrasyonu 1,0x10%
olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Kontrol ve ESM hidrojeller iizerinde
cogalan BEAS-2B hiicrelerine ait gorseller Sekil 4.30’da verilmistir. BEAS-2B
hiicrelerinin tutunma ve ¢ogalmasinin hiicrelerin karakteristik 6zelliklerine uygun olarak

gerceklestigi gozlemlenmistir.

Sekil 4.30. BEAS-2B hiicreleri (A) Kontrol, (B) 8 mg/ml hidrojel

Hidrojeller iizerinde c¢ogaltilan hiicrelerin 1, 3, 5 ve 7. giinlerdeki DNA miktar
Olclilmiistiir. 96-kuyucuklu plakalar tizerinde c¢ogaltilan BEAS-2B hiicrelerine iligskin

proliferasyon sonuglart Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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A Hiicre Proliferasyonu B Hiicre Proliferasyonu
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Sekil 4.31. BEAS-2B hiicrelerinin proliferasyonu (A) Kontrol ve 0,1 mg/ml jel
konsantrasyonu ile yiizeyi kaplanan plakalar {izerine ekilen hiicrelere iliskin
proliferasyon sonucu, (B) 8 ve 10 mg/ml konsantrasyonuna sahip hidrojel
tizerine ekilen hiicrelere iliskin proliferasyon sonucu, n=3, p:0,1234 (ns),

0,0332 (*), 0,0021 (**), 0,0002 (***), <0,0001 (****)

Kontrol ve 0,1 mg/ml jel konsantrasyonu ile ylizeyi kaplanan plakalarda 5. giline kadar
hiicre sayisinda linear bir artis oldugu; 7. giinde ise hiicre sayisinda yaklasik %22’lik
azalma oldugu goriilmistir. Hidrojel iizerine ekilen BEAS-2B hiicrelerinin
proliferasyonu 7. giine kadar linear bir artig gostererek devam etmistir. Bu durum
sentezlenen deseliilerize hidrojellerin hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in elverisli bir

ylizey alani oldugunu gostermektedir.
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5. YORUM

Tez ¢alismasi kapsaminda kimyasal deseliilerizasyonda siklikla kullanilan SDS, Triton
X-100, CHAPS gibi yaygin kullanilan deterjanlarin yani sira Sodyum kolat hidrat, NP-
40 ve ASB-14 gibi akciger deseliilerizasyonunda kullanilmayan deterjanlarin farkli
konsantrasyonlar1 kullanilarak koyun akcigerinden doku kesitleri {izerindeki etkisi
arastirilmistir. Deterjanlar belirlenen konsantrasyonlarda 48 ve 72 saat siireyle akciger
dokusu iizerine uygulanmistir. Ayrica koyun akciger doku kesitleri sCOz ile deseliilerize
edilerek kimyasal yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Elde edilen iskelelerin
karakterizasyonu DNA miktar analizi, histolojik boyamalar, ESM proteinleri miktar
tayini (kolajen, sGAG ve elastin) uygulamalariyla yapilmistir. Elde edilen doku
iskelelerinden ESM hidrojel sentezi gergeklestirilmis ve bu hidrojellerin etkinligi hiicre
kiiltiirti calismalariyla degerlendirilmistir. Hidrojeller transwell insert ylizeyine konularak
lizerine saglikli brons epitel hiicresi olan BEAS-2B hiicreleri ekilmistir. Calisma

kapsaminda elde edilen sonuglar asagidaki gibidir:

» Kimyasal deseliilerizasyon islemi sonunda CHAPS disinda biitiin deterjan
kosullarinda DNA miktarinda %80’in {izerinde bir diislis yasanmistir. 0,5 SDS
ve Triton X-100 deterjanlarinin 72 saat uygulamasinin literatiirle uyumlu olarak
deseliilerizasyon  isleminde  etkili ~ oldugu  gorilmistir.  Akciger
deseliilerizasyonunda kullanilmamis iyonik bir deterjan olan Sodyum kolat hidrat
ve zwitteriyonik bir deterjan olan ASB-14’tin DNA’y1 %90’ {izerinde

uzaklastirdig1 gorilmistiir.

» Fiziksel yontemle yapilan deseliilerizasyon sonucunda DNA nin %43 e yakin bir
orani uzaklastirilmistir. Bu oran kimyasal yontemle elde edilen sonuglara gore
daha distktiir. Bu nedenle, bu calisma dahilinde kimyasal yontemin fiziksel
yonteme gore daha basarili oldugu kabul edilmistir. Deseliilerizasyon iglemi
sirasinda hiicresel materyalin dokudan uzaklastirilmasi oncelikli bir parametre
oldugu igin fiziksel islem uygulanan dokularda diger karakterizasyonlara devam

edilmemistir.
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H&E boyama sonucunda ASB-14 deterjaninin ¢ekirdekleri hem parankim hem
de bronsiyal kisimdan diger deterjanlara gore daha etkili bir sekilde uzaklastirdigi

gorilmiistiir.

DNA miktarinin %90’ iizerinde azaltilmis oldugu kosullara ait dokularda

yapilan hidroksiprolin miktar1 dogal dokuya kiyasla daha ytiksek ¢ikmaistir.

sGAG analizi CHAPS deterjan1 diginda tiim deterjanlarda yapilmis olup, dogal
dokuya kiyasla tiim dokularda yiiksek oranda korundugu goriilmiis ve anlamli bir

fark bulunamamustir.

ASB-14 deterjaninin DNA ve H&E boyama sonuglarinda diger deterjanlara gore
daha etkili bir sonuca sahip olmasi nedeniyle, diger karakterizasyon

yontemlerinde ilk olarak ASB-14 deterjanin etkisi incelenmistir.

Direkt deseliilerize doku iizerinde gerceklestirilen hiicre ¢aligmalarindan anlamli
sonu¢ elde edilememistir. Bu durumun dokunun transwell iizerine uygun bir
sekilde yerlestirilememesi ve her kuyucukta esit bir standart yakalanamamasi
sebebiyle oldugu diisliniilmiistiir. Bu nedenle hiicre ¢aligmalarina bu deseliilerize

dokulardan elde edilen hidrojellerle devam edilmesine karar verilmistir.

12 mM ASB-14, 72 saat kosuluna uygun olarak ger¢eklestirilen deseliilerizasyon
sonucu elde edilen dokulardan hidrojel sentezi gergeklestirilmistir. Bu hidrojelin
bir kismi transwell insertler iizerine kaplanarak bir kismi ise transwell membrani
iizerinde jellestirilerek tizerine BEAS-2B hiicreleri ekilmistir. Farklilasmanin 14.
giiniinde hiicreler fikse edilerek SEM goriintiilleme yapilmistir. SEM sonucunda
hiicrelerin hidrojel iizerine tutundugu gosterilmistir. Ayrica transwell iizerine
ekilen hiicrelerden TEER o&l¢iimii yapilmistir, ilk yedi giin boyunca TEER

degerinde artis gdzlemlenmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalart boyunca hiicre proliferasyonunu gosterilmesi igin 1.,
3., 5. ve 7. giinlerdeki DNA miktar1 ol¢lilmiistiir. Bu 6l¢iim sonunda BEAS-2B
hiicrelerinin hidrojeller {izerinde tutundugu ve c¢ogalmaya devam ettigi

gosterilmistir.

Calismada elde edilen sonuglara gore koyun akcigeri deseliilerizasyonunda

kullanilan deterjanlar icerisinde ASB-14"1in etkili oldugu diisiintilmektedir.

91



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

6. KAYNAKLAR

H.H. Aung, A. Sivakumar, S.K. Gholami, S.P. Venkateswaran, B. Gorain,
Shadab, An Overview of the Anatomy and Physiology of the Lung,
Nanotechnology-Based Targeted Drug Delivery Systems for Lung Cancer2019,
pp. 1-20.

W.H. Finlay, Introduction to the respiratory tract, The Mechanics of Inhaled
Pharmaceutical Aerosols2019, pp. 103-116.

M.H. Ross, W. Pawlina, Histology: A Text and Atlas, With Correlated Cell and
Molecular Biology, Lippincott Williams & Wilkins2016, pp. 662-697.

R.L. Kradin, Anatomy of the Lung, Understanding Pulmonary Pathology2017,
pp. 5-19.

B.H. Derrickson, G.J. Tortora, Respiratory System, Principles of Anatomy and
Physiology, Wiley2017, pp. 850-898.

C. Naeem, M. Mozafari, F. Sefat, Scaffolds for lung tissue engineering,
Handbook of Tissue Engineering Scaffolds: VVolume Two2019, pp. 427-448.

Lungs, https://www.therespiratorysystem.com/lungs/, (Erisim Tarihi: 3 Nisan
2020)

K. Ahookhosh, O. Pourmehran, H. Aminfar, M. Mohammadpourfard, M.M.
Sarafraz, H. Hamishehkar, Eur J Pharm Sci, 145 (2020) 105233.

C.A. D’Angelis, J.J. Coalson, R.M. Ryan, Structure of the Respiratory System,
Pediatric Critical Care2011, pp. 490-498.

S. Hafeji, M. Mozafari, F. Sefat, Scaffolds for tissue engineering of the bronchi,
Handbook of Tissue Engineering Scaffolds: Volume Two2019, pp. 393-410.

K. Berube, Z. Prytherch, C. Job, T. Hughes, Toxicology, 278 (2010) 311-318.

B.M. Koeppen, B.A. Stanton, Berne and levy physiology e-book, Elsevier Health
Sciences 2017.

B.M. Carlson, The Respiratory System, The Human Body2019, pp. 303-319.

J. Krzanowski, Structure and Function of the Lungs and the Airwaysr, Reference
Module in Biomedical Sciences2014.

K.O. Leslie, M.R. Wick, Lung Anatomy, Practical Pulmonary Pathology: A
Diagnostic Approach2018, pp. 1-14.e12.

92


https://www.therespiratorysystem.com/lungs/

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]
[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

J.P. Ward, J. Ward, R.M. Leach, The respiratory system at a glance, John Wiley
& Sons 2010.

J.M. Thompson, (1997).

C. Frantz, K.M. Stewart, V.M. Weaver, Journal of cell science, 123 (2010) 4195-
4200.

Y. Zhou, J.C. Horowitz, A. Naba, N. Ambalavanan, K. Atabai, J. Balestrini, P.B.
Bitterman, R.A. Corley, B.-S. Ding, A.J. Engler, Matrix Biology, 73 (2018) 77-
104.

P. Pelosi, P.R. Rocco, D. Negrini, A. Passi, An Acad Bras Cienc, 79 (2007) 285-
297.

T. Rozario, D.W. DeSimone, Dev Biol, 341 (2010) 126-140.
B. Yue, J Glaucoma, 23 (2014) S20-23.

I. Uggiil, S. Aras, U. Elibiiyiik, Uludag University Journal of The Faculty of
Engineering, 23 (2018) 295-310.

M. Derya, 1. Yilmaz, M. Aytekin, Biol Med, 6 (2014) 2.

S. Yi, F. Ding, L. Gong, X. Gu, Current stem cell research & therapy, 12 (2017)
233-246.

B.H. Gu, M.C. Madison, D. Corry, F. Kheradmand, Matrix Biol, 73 (2018) 52-
63.

M. Godfrey, Extracellular Matrix, in: P.J. Barnes, J.M. Drazen, S.I. Rennard, N.C.
Thomson (Eds.) Asthma and COPD: Basic Mechanisms and Clinical
Management2009, pp. 265-273.

R.P. Mecham, Matrix Biol, 73 (2018) 6-20.

J.T. Ito, J.D. Lourenco, R.F. Righetti, I. Tiberio, C.M. Prado, F. Lopes, Cells, 8
(2019).

S.A. Matthes, R. Hadley, J. Roman, E.S. White, Comparative Biology of the
Normal Lung Extracellular Matrix, ~Comparative Biology of the Normal
Lung2015, pp. 387-402.

B. Suki, S. Ito, D. Stamenovic, K.R. Lutchen, E.P. Ingenito, J Appl Physiol
(1985), 98 (2005) 1892-1899.

E. Papakonstantinou, G. Karakiulakis, Br J Pharmacol, 157 (2009) 1111-1127.

T. Hussell, S. Lui, C. Jagger, D. Morgan, O. Brand, Eur Respir Rev, 27 (2018).

93



[34]
[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]
[46]
[47]

[48]

[49]

[50]

W.H. Watson, J.D. Ritzenthaler, J. Roman, Redox Biol, 8 (2016) 305-315.

J.L. Balestrini, L.E. Niklason, Ann Biomed Eng, 43 (2015) 568-576.

O. Rosmark, E. Ahrman, C. Miiller, L.E. Rendin, L. Eriksson, A. Malmstrom, O.
Hallgren, A.-K. Larsson-Callerfelt, G. Westergren-Thorsson, J. Malmstrom,
Scientific reports, 8 (2018) 1-13.

A.P. Nesterova, E.A. Klimov, M. Zharkova, S. Sozin, V. Sobolev, N.V.
Ivanikova, M. Shkrob, A. Yuryev, Diseases of the respiratory system, Disease
Pathways2020, pp. 391-442.

Fact Sheet — World Lung Day 2019,
https://www.firsnet.org/images/WLD/World_Lung_Day 2019 Fact_Sheet.pdf,
(Erisim Tarihi: April 2 2020)

D. Singh, A. Agusti, A. Anzueto, P.J. Barnes, J. Bourbeau, B.R. Celli, G.J. Criner,
P. Frith, D.M.G. Halpin, M. Han, M.V. Lopez Varela, F. Martinez, M. Montes de
Oca, A. Papi, I.D. Pavord, N. Roche, D.D. Sin, R. Stockley, J. Vestbo, J.A.
Wedzicha, C. Vogelmeier, Eur Respir J, 53 (2019).

P.J. Barnes, J.M. Drazen, S.l. Rennard, N.C. Thomson, Asthma and COPD: basic
mechanisms and clinical management, Elsevier 2009.

J.K. Burgess, T. Mauad, G. Tjin, J.C. Karlsson, G. Westergren-Thorsson, J Pathol,
240 (2016) 397-4009.

G. Burgstaller, B. Oehrle, M. Gerckens, E.S. White, H.B. Schiller, O. Eickelberg,
European Respiratory Journal, 50 (2017) 1601805.

N.W. Todd, I.G. Luzina, S.P. Atamas, Fibrogenesis Tissue Repair, 5 (2012) 11.

National  Organization for Rare Disorders Database  (NORD),
https://rarediseases.org, (Erisim Tarihi: 24 April 2020)

N.L. Turcios, Respir Care, 65 (2020) 233-251.
C. Johnson, C. Haworth, Medicine, (2020).
B. Gooptu, U.l. Ekeowa, D.A. Lomas, Eur Respir J, 34 (2009) 475-488.

Y.S. Prakash, D.J. Tschumperlin, K.R. Stenmark, Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol, 309 (2015) L625-638.

GINA, (2019).

S.E. Gilpin, D.E. Wagner, Eur Respir Rev, 27 (2018).

94



[51]

[52]

[53]
[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

M.M. De Santis, D.A. Bolukbas, S. Lindstedt, D.E. Wagner, Eur Respir J, 52
(2018).

E.F. Wouters, B.B. Wouters, .M. Augustin, F.M. Franssen, Curr Opin Pulm Med,
23 (2017) 241-246.

GOLD, (2020).
T.T. Dernegi, Turk Thorac J, 12 (2011) 1-140.

TTD, Tiirk Toraks Dernegi, Idiyopatik Pulmoner Fibrozis Tan1 ve Tedavi Uzlas1
Raporu, 2018.

C. Bolte, T.V. Kalin, V.V. Kalinichenko, Semin Cell Dev Biol, 100 (2020) 101-
108.

F. Heineken, R. Skalak, (1991).

M.S. Chapekar, Journal of Biomedical Materials Research: An Official Journal of
The Society for Biomaterials, The Japanese Society for Biomaterials, and The
Australian Society for Biomaterials and the Korean Society for Biomaterials, 53
(2000) 617-620.

R. Langer, J. Vacanti, Science, 260 (1993) 920-926.

L.D.K. Buttery, A.E. Bishop, Introduction to tissue engineering, Biomaterials,
Artificial Organs and Tissue Engineering2005, pp. 193-200.

Y. Ikada, J R Soc Interface, 3 (2006) 589-601.

E. ErgiN, Y. EKkiCI, F.B. AtaC, Turkiye Klinikleri Journal of Medical Sciences,
38 (2018) 70-78.

Y. Fang, R.M. Eglen, SLAS Discov, 22 (2017) 456-472.

P.S. Wolfe, S.A. Sell, G.L. Bowlin, Natural and synthetic scaffolds, Tissue
engineering, Springer2011, pp. 41-67.

M. Reddy, D. Ponnamma, R. Choudhary, K.K. Sadasivuni, Polymers, 13 (2021)
1105.

E.M. Srokowski, K.A. Woodhouse, 2.20 Decellularized Scaffolds,
Comprehensive Biomaterials 112017, pp. 452-470.

B. Subia, J. Kundu, S. Kundu, Tissue engineering, 141 (2010).

M.E. Furth, A. Atala, Tissue Engineering: Future Perspectives, Principles of
Tissue Engineering, Elsevier2014, pp. 83-123.

95



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

A. Eltom, G. Zhong, A. Muhammad, Advances in Materials Science and
Engineering, 2019 (2019).

AJ. Miller, J.R. Spence, Physiology, 32 (2017) 246-260.

H. Tebyanian, A. Karami, M.R. Nourani, E. Motavallian, A. Barkhordari, M.
Yazdanian, A. Seifalian, J Cell Physiol, 234 (2019) 19256-19270.

M.S.B. Raredon, Y. Yuan, L.E. Niklason, Lung tissue engineering, Principles of
Tissue Engineering2020, pp. 1273-1285.

H. Kubo, Respirology, 17 (2012) 445-454.

G. Matute-Bello, C.W. Frevert, T.R. Martin, American Journal of Physiology-
Lung Cellular and Molecular Physiology, 295 (2008) L379-L.399.

T.L. Bonfield, Lung diseases-selected state of the art Reviews, InTech, (2012)
407-428.

T.H. Petersen, E.A. Calle, L. Zhao, E.J. Lee, L. Gui, M.B. Raredon, K. Gavrilov,
T. Yi, ZW. Zhuang, C. Breuer, E. Herzog, L.E. Niklason, Science, 329 (2010)
538-541.

M.V. Aun, R. Bonamichi-Santos, F.M. Arantes-Costa, J. Kalil, P. Giavina-
Bianchi, Journal of asthma and allergy, 10 (2017) 293.

L.B. Ware, Modeling human lung disease in animals, American Physiological
Society, 2008.

P. Flecknell, Altex, 19 (2002) 73-78.
S. Sanyal, Corning, (2014) 1-18.

P.S. Hiemstra, G. Grootaers, A.M. van der Does, C.A.M. Krul, .M. Kooter,
Toxicol In Vitro, 47 (2018) 137-146.

S. Upadhyay, L. Palmberg, Toxicol Sci, 164 (2018) 21-30.

PneumaCult™ Serum- and Bovine Pituitary Extract (BPE)-Free Media for
Airway Epithelial Cells,
https://www.stemcell.com/products/brands/pneumacult.html, (Erisim Tarihi: 26
Nisan 2021)

C.E. Barkauskas, M.I. Chung, B. Fioret, X. Gao, H. Katsura, B.L. Hogan,
Development, 144 (2017) 986-997.

A. Doryab, G. Amoabediny, A. Salehi-Najafabadi, Biotechnol Adv, 34 (2016)
588-596.

96


https://www.stemcell.com/products/brands/pneumacult.html

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

O.T. Guenat, F. Berthiaume, Biomicrofluidics, 12 (2018) 042207.

I. Matai, G. Kaur, A. Seyedsalehi, A. McClinton, C.T. Laurencin, Biomaterials,
226 (2020) 119536.

L. Horvath, Y. Umehara, C. Jud, F. Blank, A. Petri-Fink, B. Rothen-Rutishauser,
Sci Rep, 5 (2015) 7974.

J.H. Park, J.M. Hong, Y.M. Ju, J.W. Jung, H.-W. Kang, S.J. Lee, J.J. Yoo, S.\W.
Kim, S.H. Kim, D.-W. Cho, Biomaterials, 62 (2015) 106-115.

B. Grigoryan, S.J. Paulsen, D.C. Corbett, D.W. Sazer, C.L. Fortin, A.J. Zaita, P.T.
Greenfield, N.J. Calafat, J.P. Gounley, A.H. Ta, F. Johansson, A. Randles, J.E.
Rosenkrantz, J.D. Louis-Rosenberg, P.A. Galie, K.R. Stevens, J.S. Miller,
Science, 364 (2019) 458-464.

G.S. Hussey, J.L. Dziki, S.F. Badylak, Nature Reviews Materials, 3 (2018) 159-
173.

L.T. Saldin, M.C. Cramer, S.S. Velankar, L.J. White, S.F. Badylak, Acta
biomaterialia, 49 (2017) 1-15.

F. Akter, L. Berhan-Tewolde, A. De Mel, Lung Tissue Engineering, Tissue
Engineering Made Easy2016, pp. 67-75.

E.A. Calle, M. Ghaedi, S. Sundaram, A. Sivarapatna, M.K. Tseng, L.E. Niklason,
IEEE Trans Biomed Eng, 61 (2014) 1482-1496.

A.H. Bahmanpour, T. Navaei, F. Ahadi, Chapter 28 - Pulmonary system responses
to biomaterials, in: M. Mozafari (Ed.) Handbook of Biomaterials
Biocompatibility, Woodhead Publishing2020, pp. 653-665.

J.T. Hjelle, E.C. Carlson, K. Brendel, E. Meezan, Kidney international, 15 (1979)
20-32.

M. Rojkind, Z. Gatmaitan, S. Mackensen, M.-A. Giambrone, P. Ponce, L.M. Reid,
The Journal of cell biology, 87 (1980) 255-263.

S.F. Badylak, R. Tullius, K. Kokini, K.D. Shelbourne, T. Klootwyk, S.L. Voytik,
M.R. Kraine, C. Simmons, Journal of biomedical materials research, 29 (1995)
977-985.

T.K. Rajab, T.J. O’Malley, V. Tchantchaleishvili, Artificial Organs, (2020).

R.-N. Chen, H.-O. Ho, Y.-T. Tsai, M.-T. Sheu, Biomaterials, 25 (2004) 2679-
2686.

C.E. Schmidt, J.M. Baier, Biomaterials, 21 (2000) 2215-2231.

97



[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

R.C. Elkins, P.E. Dawson, S. Goldstein, S.P. Walsh, K.S. Black, The Annals of
thoracic surgery, 71 (2001) S428-S432.

H.C. Ott, T.S. Matthiesen, S.-K. Goh, L.D. Black, S.M. Kren, T.l. Netoff, D.A.
Taylor, Nature medicine, 14 (2008) 213-221.

E. Garreta, R. Oria, C. Tarantino, M. Pla-Roca, P. Prado, F. Fernandez-Aviles,
J.M. Campistol, J. Samitier, N. Montserrat, Materials Today, 20 (2017) 166-178.

A. Gilpin, Y. Yang, BioMed research international, 2017 (2017).

U. Mendibil, R. Ruiz-Hernandez, S. Retegi-Carrion, N. Garcia-Urquia, B. Olalde-
Graells, A. Abarrategi, International Journal of Molecular Sciences, 21 (2020)
5447.

P.N. Nonaka, N. Campillo, J.J. Uriarte, E. Garreta, E. Melo, L.V. de Oliveira, D.
Navajas, R. Farré, Journal of Biomedical Materials Research Part A: An Official
Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society for Biomaterials,
and The Australian Society for Biomaterials and the Korean Society for
Biomaterials, 102 (2014) 413-419.

W.F. Wolkers, A. Hilfiker, Freeze-drying of decellularized heart valve tissues,
Cryopreservation and Freeze-Drying Protocols, Springer2015, pp. 499-506.

J. Burk, I. Erbe, D. Berner, J. Kacza, C. Kasper, B. Pfeiffer, K. Winter, W. Brehm,
Tissue Engineering Part C: Methods, 20 (2014) 276-284.

S.P. Roth, S.M. Glauche, A. Plenge, I. Erbe, S. Heller, J. Burk, BMC
biotechnology, 17 (2017) 1-10.

K.H. Hussein, K.M. Park, K.S. Kang, H.M. Woo, Mater Sci Eng C Mater Biol
Appl, 67 (2016) 766-778.

N. Nakamura, T. Kimura, A. Kishida, ACS Biomaterials Science & Engineering,
3(2017) 1236-1244.

D. Zemmyo, M. Yamamoto, S. Miyata, Micromachines, 11 (2020) 1008.

S. Funamoto, K. Nam, T. Kimura, A. Murakoshi, Y. Hashimoto, K. Niwaya, S.
Kitamura, T. Fujisato, A. Kishida, Biomaterials, 31 (2010) 3590-3595.

Y. Hashimoto, S. Funamoto, S. Sasaki, T. Honda, S. Hattori, K. Nam, T. Kimura,
M. Mochizuki, T. Fujisato, H. Kobayashi, Biomaterials, 31 (2010) 3941-3948.

E.G. Santoso, K. Yoshida, Y. Hirota, M. Aizawa, O. Yoshino, A. Kishida, Y.
Osuga, S. Saito, T. Ushida, K.S. Furukawa, PloS one, 9 (2014) e103201.

T.M. Manalastas, N. Dugos, G. Ramos, J.M. Mondragon, Applied Biochemistry
and Biotechnology, (2020).

98



[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

S.-H. Hung, C.-H. Su, F.-P. Lee, H. Tseng, Journal of Voice, 27 (2013) 289-294.

N. Syazwani, A. Azhim, Y. Morimoto, K. Furukawa, T. Ushida, Journal of
Medical and Biological Engineering, 35 (2015) 258-269.

L. Laboureur, M. Ollero, D. Touboul, International journal of molecular sciences,
16 (2015) 13868-13884.

M. Perrut, V. Perrut, Supercritical Fluid Applications in the Food Industry, Gases
in Agro-Food Processes, Elsevier2019, pp. 483-5009.

R. Vardanega, G. Nathia-Neves, P.C. Veggi, M.A.A. Meireles, Supercritical fluid
processing and extraction of food, Green Food Processing Techniques,
Elsevier2019, pp. 57-86.

T. Khezeli, M. Ghaedi, S. Bahrani, A. Daneshfar, Supercritical fluid extraction in
separation and preconcentration of organic and inorganic species, New
Generation Green Solvents for Separation and Preconcentration of Organic and
Inorganic Species, Elsevier2020, pp. 425-451.

B. Topuz, G. Giinal, S. Guler, H.M. Aydin, Use of supercritical CO2 in soft tissue
decellularization, Methods in Cell Biology, Elsevier2020, pp. 49-79.

J.L. Balestrini, A. Liu, A.L. Gard, J. Huie, K.M. Blatt, J. Schwan, L. Zhao, T.J.
Broekelmann, R.P. Mecham, E.C. Wilcox, Tissue Engineering Part C: Methods,
22 (2016) 260-269.

K. Sawada, D. Terada, T. Yamaoka, S. Kitamura, T. Fujisato, Journal of Chemical
Technology & Biotechnology: International Research in Process, Environmental
& Clean Technology, 83 (2008) 943-949.

S. Guler, B. Aslan, P. Hosseinian, H.M. Aydin, Tissue Engineering Part C:
Methods, 23 (2017) 540-547.

A. Gil-Ramirez, O. Rosmark, P. Spégel, K. Swird, G. Westergren-Thorsson, A.-
K. Larsson-Callerfelt, I. Rodriguez-Meizoso, Scientific reports, 10 (2020) 1-12.

K.H. Hussein, K.-M. Park, K.-S. Kang, H.-M. Woo, Materials Science and
Engineering: C, 67 (2016) 766-778.

H. Hrebikova, D. Diaz, J. Mokry, Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc
Czech Repub, 159 (2015) 12-17.

O. Syed, N.J. Walters, R.M. Day, H.-W. Kim, J.C. Knowles, Acta biomaterialia,
10 (2014) 5043-5054.

T.W. Gilbert, S. Wognum, E.M. Joyce, D.O. Freytes, M.S. Sacks, S.F. Badylak,
Biomaterials, 29 (2008) 4775-4782.

99



[133]

[134]
[135]

[136]

[137]

[138]

[139]
[140]
[141]

[142]

[143]
[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

K. Burugapalli, A. Thapasimuttu, J.C. Chan, L. Yao, S. Brody, J.L. Kelly, A.
Pandit, Biomacromolecules, 8 (2007) 928-936.

T.W. Gilbert, T.L. Sellaro, S.F. Badylak, Biomaterials, 27 (2006) 3675-3683.
P.M. Crapo, T.W. Gilbert, S.F. Badylak, Biomaterials, 32 (2011) 3233-3243.

AH.A. Zahmati, R. Alipoor, A.R. Shahmirzadi, V. Khori, M.M. Abolhasani,
Internal Medicine and Medical Investigation Journal, 2 (2017) 76-83.

C. Deeken, A. White, S. Bachman, B. Ramshaw, D. Cleveland, T. Loy, S. Grant,
Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials, 96
(2011) 199-206.

J. Zhou, O. Fritze, M. Schleicher, H.-P. Wendel, K. Schenke-Layland, C.
Harasztosi, S. Hu, U.A. Stock, Biomaterials, 31 (2010) 2549-2554.

L. Flynn, Biomaterials, 31 (2010) 4715-4724.

B. Cox, A. Emili, Nature protocols, 1 (2006) 1872-1878.

S.M. Bhairi, C. Mohan, S. Ibryamova, T. LaFavor.

Detergents for Cell Lysis and Protein Extraction
https://www.thermofisher.com/de/en/home/life-science/protein-biology/protein-
biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-
methods/detergents-cell-lysis-protein-extraction.html, (Erisim Tarihi:
24.04.2021

M. Johnson, Mater Methods, 3 (2013) 163.

Pubchem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, (Erisim Tarihi: 29 Mayis 2021)

Sodium cholate hydrate,
https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/sigma/c9282?context=product,
(Erisim Tarihi: 09 Haziran 2021)

ASB-14,
https://www.serva.de/enDE/ProductDetails/4772_20757_ASB_14 research_gra
de_0_0.html, (Erisim Tarihi: 09 Haziran 2021)

T.J. Keane, I.T. Swinehart, S.F. Badylak, Methods, 84 (2015) 25-34.

I. Prasertsung, S. Kanokpanont, T. Bunaprasert, V. Thanakit, S. Damrongsakkul,
Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials: An
Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society for
Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the Korean Society
for Biomaterials, 85 (2008) 210-219.

100


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

S.R. Meyer, B. Chiu, T.A. Churchill, L. Zhu, J.R. Lakey, D.B. Ross, Journal of
Biomedical Materials Research Part A: An Official Journal of The Society for
Biomaterials, The Japanese Society for Biomaterials, and The Australian Society
for Biomaterials and the Korean Society for Biomaterials, 79 (2006) 254-262.

G. Chen, N. Kawazoe, H. Lu, Encyclopedia of Analytical Chemistry:
Applications, Theory and Instrumentation, (2006) 1-13.

H. Tebyanian, A. Karami, E. Motavallian, J. Aslani, A. Samadikuchaksaraei, B.
Arjmand, M.R. Nourani, Open access Macedonian journal of medical sciences, 5
(2017) 859.

R. Kuttan, R. Spall, R. Duhamel, I. Sipes, E. Meezan, K. Brendel, Lung, 159
(1981) 333-345.

J.S. Lwebuga-Mukasa, D.H. Ingbar, J.A. Madri, Experimental cell research, 162
(1986) 423-435.

T.H. Petersen, E.A. Calle, L. Zhao, E.J. Lee, L. Gui, M.B. Raredon, K. Gavrilov,
T.Yi, ZW. Zhuang, C. Breuer, Science, 329 (2010) 538-541.

H.C. Ott, B. Clippinger, C. Conrad, C. Schuetz, I. Pomerantseva, L. Ikonomou,
D. Kotton, J.P. Vacanti, Nature medicine, 16 (2010) 927-933.

J.M. Wallis, Z.D. Borg, A.B. Daly, B. Deng, B.A. Ballif, G.B. Allen, D.M.
Jaworski, D.J. Weiss, Tissue Engineering Part C: Methods, 18 (2012) 420-432.

J.D. O'Neill, R. Anfang, A. Anandappa, J. Costa, J. Javidfar, H.M. Wobma, G.
Singh, D.O. Freytes, M.D. Bacchetta, J.R. Sonett, The Annals of thoracic surgery,
96 (2013) 1046-1056.

S.E. Gilpin, X. Ren, T. Okamoto, J.P. Guyette, H. Mou, J. Rajagopal, D.J.
Mathisen, J.P. Vacanti, H.C. Ott, The Annals of thoracic surgery, 98 (2014) 1721-
1729.

Y.D. Tchoukalova, J.M. Hintze, R.E. Hayden, D.G. Lott, The International
journal of artificial organs, 41 (2018) 100-107.

H. Sengyoku, T. Tsuchiya, T. Obata, R. Doi, Y. Hashimoto, M. Ishii, H. Sakai,
N. Matsuo, D. Taniguchi, T. Suematsu, Organogenesis, 14 (2018) 94-106.

J.L. Balestrini, A.L. Gard, K.A. Gerhold, E.C. Wilcox, A. Liu, J. Schwan, A.V.
Le, P. Baevova, S. Dimitrievska, L. Zhao, Biomaterials, 102 (2016) 220-230.

D.E. Wagner, N.R. Bonenfant, D. Sokocevic, M.J. DeSarno, Z.D. Borg, C.S.
Parsons, E.M. Brooks, J.J. Platz, Z.I. Khalpey, D.M. Hoganson, Biomaterials, 35
(2014) 2664-2679.

U. Hedstrom, O. Hallgren, L. Oberg, A. DeMicco, O. Vaarala, G. Westergren-
Thorsson, X. Zhou, Scientific reports, 8 (2018) 1-13.

101



[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

R.A. Pouliot, P.A. Link, N.S. Mikhaiel, M.B. Schneck, M.S. Valentine, F.J.
Kamga Gninzeko, J.A. Herbert, M. Sakagami, R.L. Heise, Journal of Biomedical
Materials Research Part A, 104 (2016) 1922-1935.

R.A. Pouliot, B.M. Young, P.A. Link, H.E. Park, A.R. Kahn, K. Shankar, M.B.
Schneck, D.J. Weiss, R.L. Heise, Tissue Engineering Part C: Methods, 26 (2020)
332-346.

B.M. Young, K. Shankar, C.K. Tho, A.R. Pellegrino, R.L. Heise, Acta
biomaterialia, 100 (2019) 223-234.

J. Liao, B. Xu, R. Zhang, Y. Fan, H. Xie, X. Li, Journal of Materials Chemistry
B, (2020).

M. Bahram, N. Mohseni, M. Moghtader, An introduction to hydrogels and some
recent applications, Emerging concepts in analysis and applications of hydrogels,
IntechOpen2016.

O. Wichterle, D. Lim, Nature, 185 (1960) 117-118.

W. Zhang, A. Du, S. Liu, M. Lv, S. Chen, Regenerative Therapy, 18 (2021) 88-
96.

S.R. Caliari, J.A. Burdick, Nature methods, 13 (2016) 405-414.

D.O. Freytes, J. Martin, S.S. Velankar, A.S. Lee, S.F. Badylak, Biomaterials, 29
(2008) 1630-1637.

J. Fernandez-Pérez, M. Ahearne, Scientific reports, 9 (2019) 1-12.

S.B. Seif-Naraghi, M.A. Salvatore, P.J. Schup-Magoffin, D.P. Hu, K.L.
Christman, Tissue Engineering Part A, 16 (2010) 2017-2027.

S.D. Sackett, D.M. Tremmel, F. Ma, A.K. Feeney, R.M. Maguire, M.E. Brown,
Y. Zhou, X. Li, C. O’Brien, L. Li, Scientific reports, 8 (2018) 1-16.

S. Sasikumar, S. Chameettachal, B. Cromer, F. Pati, P. Kingshott, Current
Opinion in Biomedical Engineering, 10 (2019) 123-133.

G. Rolls, An Introduction to Specimen Processing,
https://www.leicabiosystems.com/knowledge-pathway/an-introduction-to-
specimen-processing/, (Erisim Tarihi: 15 Mayis 2021)

A.T. Feldman, D. Wolfe, Tissue processing and hematoxylin and eosin staining,
Histopathology, Springer, (2014), pp. 31-43.

H.A. Alturkistani, F.M. Tashkandi, Z.M. Mohammedsaleh, Global journal of
health science, 8 (2016) 72.

C. Zheng, M. Levenston, European cells & materials, 29 (2015) 224.

102



[181]
[182]

[183]

[184]

[185]

[186]
[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

V.J. Coulson-Thomas, T.F. Gesteira, Bio-protocol, 4 (2014) e1236.
N. Re, The Journal of Biological Chemistry, 184 (1950) 299-306.

C.R. Kliment, J.M. Englert, L.P. Crum, T.D. Oury, International journal of
clinical and experimental pathology, 4 (2011) 349.

I. Stoilov, B.C. Starcher, R.P. Mecham, T.J. Broekelmann, Methods in cell
biology, 143 (2018) 133-146.

P.A. Link, R.A. Pouliot, N.S. Mikhaiel, B.M. Young, R.L. Heise, Journal of
visualized experiments: JOVE, (2017).

T.D. Johnson, S.Y. Lin, K.L. Christman, Nanotechnology, 22 (2011) 494015.
X. Han, T. Na, T. Wu, B.-Z. Yuan, Plos one, 15 (2020) e0227174.

J.J. Uriarte, F.E. Uhl, S.E.R. Enes, R.A. Pouliot, D.J. Weiss, Current opinion in
organ transplantation, 23 (2018) 673-678.

M. Jalali, F.Y.L. Saldanha, M. Jalali, Basic science methods for clinical
researchers, Academic Press 2017.

T. Rabilloud, E. Gianazza, N. Catto, P.G. Righetti, Analytical biochemistry, 185
(1990) 94-102.

AJ. Dalgliesh, M. Parvizi, M. Lopera-Higuita, J. Shklover, L.G. Griffiths, Acta
biomaterialia, 79 (2018) 253-264.

H. Tebyanian, A. Karami, E. Motavallian, A. Samadikuchaksaraei, B. Arjmand,
M. Nourani, Biotechnic & Histochemistry, 94 (2019) 214-222.

P.N. Nonaka, J.J. Uriarte, N. Campillo, E. Melo, D. Navajas, R. Farré, L.V.
Oliveira, Respiratory physiology & neurobiology, 200 (2014) 1-5.

T. Tsuchiya, J.L. Balestrini, J. Mendez, E.A. Calle, L. Zhao, L.E. Niklason, Tissue
Engineering Part C: Methods, 20 (2014) 1028-1036.

Z.Z. Liu, M.L. Wong, L.G. Griffiths, Scientific reports, 6 (2016) 1-12.

S.E. Gilpin, J.P. Guyette, G. Gonzalez, X. Ren, J.M. Asara, D.J. Mathisen, J.P.
Vacanti, H.C. Ott, The Journal of Heart and Lung Transplantation, 33 (2014) 298-
308.

D.M. Casali, R.M. Handleton, T. Shazly, M.A. Matthews, The Journal of
Supercritical Fluids, 131 (2018) 72-81.

R. Henningsen, B.L. Gale, K.M. Straub, D.C. DeNagel, Proteomics, 2 (2002)
1479-1488.

103



[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

K.H. Hussein, K.M. Park, J.H. Ghim, S.R. Yang, H.M. Woo, Journal of
biomedical materials research part B: applied biomaterials, 104 (2016) 263-273.

J. Wu, P. Ravikumar, K.T. Nguyen, C.C. Hsia, Y. Hong, PloS one, 12 (2017)
e0171165.

T. Woods, P.F. Gratzer, Biomaterials, 26 (2005) 7339-7349.

R. Gaetani, S. Aude, L.L. DeMaddalena, H. Strassle, M. Dzieciatkowska, M.
Wortham, R.H.F. Bender, K.-V. Nguyen-Ngoc, G.W. Schmid-Schéenbein, S.C.
George, Tissue Engineering Part C: Methods, 24 (2018) 697-708.

Y. Li, Q. Wu, L. Li, F. Chen, J. Bao, W. Li, Journal of Biomedical Materials
Research Part A, (2021).

A.R. Massensini, H. Ghuman, L.T. Saldin, C.J. Medberry, T.J. Keane, F.J.
Nicholls, S.S. Velankar, S.F. Badylak, M. Modo, Acta biomaterialia, 27 (2015)
116-130.

E. Mulvany, S. McMahan, J. Xu, N. Yazdani, R. Willits, J. Liao, G. Zhang, Y.
Hong, Journal of Biomedical Materials Research Part A, (2021).

H.I. Muri, L. Hoang, D.R. Hjelme, Applied Sciences, 8 (2018) 2446.

Lung ECM cell culture substrates, https://shop.xylyxbio.com/products/lung,
(Erisim Tarihi: 11 Eyliil 2021)

M. Dabaghi, N. Saraei, M.B. Carpio, V. Nanduri, J. Ungureanu, M. Babi, A.
Chandiramohan, A. Noble, S.D. Revill, B. Zhang, Cells, 10 (2021) 1538.

104


https://shop.xylyxbio.com/products/lung

EKLER

EK 1 - Tezden Tiiretilmis Bildiriler

S. Subasi, S. Tuncer, G. Giinal Karatag, H.M. Aydin, E. Celebioglu, C. Karaaslan,
Deseliilerize Akciger Doku Iskelesi Uretiminde Farkli Surfaktanlarin Etkisi, Tiirk
Toraks Dernegi 23. Yillik Kongresi. Ekim 2019, Tiirkiye (Poster).

S Subasi, S Tuncer, GG Karatas, HM Aydin, E Celebioglu, C Karaaslan,
Production of decellularized lung tissue scaffold by chemical method, EAACI
2020, 589-590, Haziran 2020, (Cevrimici Katilim), (Poster

105






