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Bu tez calismasinda, sigir karaciger hiicre dist matriksi (HDM), optimize edilen
protokoller ile karaciger doku miihendisligi uygulamalarinda hepatik hidrojel ve {i¢
boyutlu (3B) iskele olarak kullanilmak iizere hiicrelerinden arindirildi. Bu amagla,
caligmanin ilk asamasinda karaciger dokular1 Triton X-100, perasetik asit (PAA),
amonyum hidroksit (NH4OH) veya sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanimini igeren
farkli protokoller ile deseliilerize edildi. Protokollerin etkinliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla histokimyasal boyamalar ve DNA igerigi analizleri gerceklestirildi. Ayrica,
deseliilerize karaciger HDM’leri, morfolojik ozellikleri ve total protein, kollajen ve
stilfatlanmis glikozaminoglikan (sGAG) gibi biyoaktif igerikleri bakimindan karakterize
edildi. Ardindan, enzimatik sindirim ve fiziksel capraz baglama uygulamalar ile
deseliilerize hepatik HDM temelli hidrojel gelistirildi. Deseliilerize HDM hidrojellerin
tirbidimetrik karakterizasyonu sonrasinda kaliplama ve dondurup-kurutma teknigi ile
3B hepatik iskeleler iretildi ve karakterize edildi. 3B hepatik iskelelerin
karakterizasyonlar1 kapsaminda, morfolojik (SEM), termal (TGA), mekanik (basma
testi), kimyasal (FTIR), fiziksel (su tutma ve bozunma) ve biyolojik (in vitro
sitotoksisite) ozellikleri incelendi. Sonugclar, sigir karaciger HDM’sinin dogal biyoaktif
iceriginin korunarak farkli konsantrasyonlarda SDS kullanimi ile etkin olarak
hiicrelerinden armndirilabildigini gosterdi. Bulgular ayni1 zamanda, deseliilerize karaciger
HDM’den, optimal biyomalzeme ozelliklerine sahip biyaoktif hidrojel ve 3B doku
iskelelerinin  gelistirilebildigini  gosterdi. Bu tez  ¢alismasmnin  bulgulari,
hiicresizlestirilmis sigir karaciger dokularinin, karaciger doku miihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalarinda biyoaktif hidrojel ve iskele malzemesi olarak
kullanilabilecegi goriisiinii desteklemektedir.
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In this study, bovine liver extracellular matrix (ECM) was decellularized using an
optimized protocol for use as a hepatic hydrogel and three-dimensional (3D) scaffold in
liver tissue engineering applications. To reach this aim, in the first part of this study,
liver tissues were decellularized with different protocols including Triton X-100,
peracetic acid (PAA), ammonium hydroxide (NH;OH) or sodium dodecyl sulfate (SDS)
treatments. Histochemical staining and DNA content analysis were performed to
evaluate the efficiency of protocols. Also, decellularized liver ECMs were characterized
for their morphological properties and bioactive contents such as total protein, collagen
and sulfated glycosaminoglycans (sGAG). Then, decellularized hepatic ECM based
hydrogel was produced by enzymatic digestion and physical crosslinking approaches.
Following the turbidimetric characterization of decellularized ECM hydrogels, 3D
hepatic scaffolds were fabricated by molding and freeze-drying technique and then
characterized. Morphological (SEM), thermal (TGA), mechanical (compression test),
chemical (FTIR), physical (swelling and degradation) and biological (in vitro
cytotoxicity) properties of the 3D hepatic scaffolds were examined within the scope of
characterizations. Results showed that, bovine liver ECM could be effectively
decellularized by using different concentrations of SDS by maintaining substantially
natural bioactive components. Furthermore, findings showed that bioactive hydrogel
and 3D tissue scaffolds with optimal biomaterial properties can be fabricated from this
decellularized liver ECM. Finding of this thesis study support the notion that,
decellularized bovine liver tissues can be used as a bioactive hydrogel and a scaffold
material in hepatic tissue engineering and regenerative medicine applications.
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Key Words: biomaterials, tissue engineering, regenerative medicine, decellularization,

liver, hydrogel
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1. GIRIS

Karaciger, ortalama viicut agirliginin yaklasik %2-3’iinii olusturan en biiyiik i¢
organdir. Protein sentezi ve sindirim igin gerekli biyomolekiillerin ve ¢esitli
metabolitlerin sentezi basta olmak tizere glikojenin depolanmasi, bagirsaktan gelen
sayisiz yabancit antijenin ve mikroorganizmanin notralize  edilmesi  ve
detoksifikasyondaki gibi kritik gorevleri tstlenmektedir. Karaciger, bu gorevlerini
yerine getirmesi bakimindan, ayri loblart olan ve iki ayr1 afferent kan akisi bulunan

biiylik parenkimal bir organ olarak tanimlanabilir (Grisham 2009).

Hiicresel bilesenler bakimindan karacigerde, basta hepatositler olmak {izere, safra kesesi
onciil epitel hiicreleri, siniizoidal epitel hiicreler, Kuppfer hiicreleri, vaskiiler endotel
hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, 16kositlerler ve bir¢cok farkli fenotipteki dentritik
hiicreler ve stellat hiicreler yer almaktadir. Hepatositler, karacigerin kiitlece %70-85’1ni,
sayica %60-70’ini meydana getirmekte olup, bu anlamda karacigerin parenkimal
dokusunun temel hiicresidir. Bu hiicreler, protein sentezi (albiimin, a, B globilinler,
protrombin fibrinojen vb.) ve depolanmasi, karbonhidrat doniisiimii, kolesterol, safra
tuzu, fosfolipit sentezi, detoksifikasyon, modifikasyon iglemleri gibi gdrevleri yerine
getirirler. Ayrica vitamin B12, folik asit ve demirin depolanmasini saglarlar. Hiicrelere
ev sahipligi yapan Karaciger hiicre disi1 matriksi (HDM) mevcut kan damarlarinin
duvarlarinda, perivaskiiler ve safra kanali alanlarinda, ven duvarlarinda, perisiniizoidal
alanlarda yer alir. Yogun olarak bulunduklari bu bélgelerde antijenlerin yayilmasini
onlemekle birlikte karaciger yapisindaki hiicrelerin farklilasmasi ve fonksiyon
gostermesi icin yapisal destek ve aktif mikrocevre saglarlar (Hay 1991, Gressner ve
Weiskirchen 2006). Karaciger HDM, toplam organ hacminin yaklasik %15’ini meydana
getirmektedir. Bilesenleri bakimindan incelendiginde, HDM’nin ¢ogunlukla kollajen tip
L, IIT ve IV’den meydana geldigi goriilmektedir. Bunun yani sira her biri kritik gérevler
iistlenen matriks glikopoteinleri, laminin, fibronektin ve proteoglikanlar gibi aktif
molekiiller de karaciger HDM igeriginde mevcuttur (Shoulders ve Raines 2009, Mao
vd. 2015). Bu bilesenlerden 6zellikle kollajen ve laminin karacigerdeki sinir, kan ve lenf
damarlarinin gelismesine ve dilizenlenmesine olanak saglayan temel bilesenlerdir.

Karacigeri meydana getiren 6zellesmis hepatositler ile karaciger HDM’si, bir arada iken



fonksiyon gosteren bir nisin temel bilesenleri olarak kabul edilebilir. Bu oldukca
karmasik dogal HDM bilesenleri, karacier vaskiilerizasyonu ve intrahepatik safra

kanallarinin gelisimi ile es zamanli olarak ¢alisir (Hyysalo vd. 2017, Jovi¢ vd. 2018).

Metabolik ve salgilama 6zelliginin yan1 sira karacigerin en énemli 6zelligi karacigerin
temel hiicresi olan hepatositlerin yiiksek rejenerasyon kabiliyetidir. Ote yandan
rejenerasyon kapasitesi bu denli yiiksek oldugu bilinen karaciger dokusunun bu 6zelligi
cesitli hasar veya hastaliklar sonrasi sekteye ugramaktadir. Oyle ki, giiniimiizde
karaciger hastaliklari, diger hastaliklar arasinda ciddi Oliim oranlarina sahip
hastaliklardan biri olarak dikkat c¢ekmektedirler. Diinya genelinde karaciger
hastaliklarinin yaklasik 2 milyon hastanin 6liimiine yol agtig1 bildirilmistir. Bunlarin 1
milyonu siroz komplikasyonlarindan ve geriye kalaninin ise viral hepatit ve
hepatoseliiler karsinom kaynakli dliimler oldugu bilinmektedir. Diinya siralamasinda
siroz en sik goriilen 11’inci ve karaciger kanseri ise 16’nc1 6liim nedenidir ve diinya
capindaki tiim 6limlerin %3,5’ini olusturmaktadir (Asrani vd. 2019). Bu durumlarda
karaciger, fonksiyonel parenkimde bir kayip tespit edildiginde ve karaciger
fonksiyonunun stirdiiriilmesi gerektiginde esas olarak hepatositlerin ¢ogalmasina
dayanan olaganiistii bir rejeneratif kapasite gelistirmistir. Bu durumlarda hasarin
boyutuna bagl olarak geleneksel tedavi yaklagimlari mevcut olmakla birlikte ilerlemis
karaciger hastaliklarinin veya karaciger yetmezliginin etkin tedavisi bulunmamaktadir.
Bu hastaliklarin tedavisi i¢in gilinlimiizde yapilan baslica ¢alismalar hem ilag ve as1
uygulamalarinda hem de yenileyici tip alaninda ¢alismalar goze carpmaktadir. Alternatif
etkin tedavi yaklasimi olarak 6ne ¢ikan segenek artik rutin uygulanan parsiyel karaciger
transplantasyonudur. Ote yandan, dondr yetersizligi nedeniyle bircok hasta verici
bekleme listelerinde gegen siireye bagli olarak hastalarin ~%20’si nakil olamadan
yasamlarini kaybetmektedirler (NHS Raporu 2017/2018).

Bir¢ok hastaligin tedavisinde oldugu gibi karaciger hasarlarina yonelik hiicresel tedavi
secenegi ilgi uyandirmakta ise de, tedavi etkinligini saglamak icin gerekli sayida
fonksiyonel hepatosit elde edilmesine yonelik giiniimiizde halen asilamamis in vitro
ekspansiyon zorluklar1 mevcuttur. Primer hepatositlerin canliliklarin1 ve karaciger

onarimi igin kritik olan fonksiyonlarini, in vitro kiiltiir sirasinda veya transplantasyon



sonrasinda kaybediyor olmalar1 6nemli kisitlamalardir (Zhang vd. 2010, Lee vd. 2014).
Bu durumun temel nedeni hiicrelerin in vitro sartlarda hiicre-HDM ve hiicre-hiicre
etkilesimlerini kaybetmeleri ve dogal fizyolojik dinamik etkilerin ortadan kalkmasidir.
Bir diger alternatif yaklasim, hiicrelerin, biyomalzemelerin ve biyoaktif molekiillerin
birlikte veya c¢esitli kombinasyonlar ile kullanilarak hedef doku veya organin onarimini
amaglayan doku miihendisligi uygulamalaridir. Bu uygulamanin temel amaci, hastalikli
veya kaybedilmis dokularin/organlarin onarilmast ya da degistirilmesi amaciyla
biyolojik esdegerde yeni doku/organlarin in vitro sartlarda gelistirilmesidir. Bu amag
dogrultusunda HDM gorevini yapan ve hiicrelerin (otolog veya allojenik) doku gelisimi
icin sablon gorevini tstlenen gozenekli iskelelerle birlestirilmesi ve 6zel sartlar altinda
hiicrelerin farklilagtirilarak cogaltilmasiyla gelistirilmesini ana hedeftir (El¢in 2015).
Doku miihendisligi cer¢evesinde gelistirilecek {i¢ boyutlu (3B) hiicre-iskele yapilarinin
in vitro kiiltiirti, kendi HDM bilesimlerini olusturabilmeleri, sitokin ve diger sinyal
molekiillerini  salgilayabilmeleri ve komsu hiicrelerle etkilesimi igin uygun
biyomalzemenin gelistirilmesinde en 6nemli adimdir (Butler 2000). Bu zamana kadar
hedef karaciger dokusuna yonelik farkli sentetik veya dogal polimerler biyomalzeme
gelistirme ¢alismalarinda kullanilmis olsa da dogal karaciger HDM’sini bilesenleri

bakimindan taklit edebilme acisan oldukca yetersiz kalmaktadirlar.

Bu ve benzer problemleri asmak adina ortaya ¢ikmis ve deseliilerizasyon teknolojisi
olarak adlandirilan doku miihendisligi yontemi, secilen doku ve/veya organin
ozelliklerine uygun spesifik kimyasal, fiziksel ve/veya enzimatik yontemler kullanilarak
hiicrelerinden arindirilmasi sonucunda biyouyumlu biyomalzeme iskele yapilarinin elde
edilmesi miimkiindiir. Yontemin basarist biiyiik 6l¢iide hiicrelerin ve niikleik asit
bilesenlerinin uzaklastirilmasi agsamasinda HDM’nin mevcut dogal biyoaktif igeriginin
yapida korunabilmesine baglidir. Daha sonra elde edilecek dogal HDM o6zellikteki
biyomalzeme dogrudan kullanilabilecegi gibi izole edilmis hiicreler ile kombine
edilerek de (reseliilerizasyon) kullanilabilmektedir. Bu 6zellikleri ile bu teknolojisi
sayesinde klinikte farkli alanlarda kullanilabilen gesitli doku ve organ temelli {irlinler

gelistirilebilmistir (Parmaksiz vd. 2016).



Nitekim karaciger dokusu temelli deseliilerizasyon ¢alismalarina da literatiirde sikca
rastlamak  miimkiindiir. Hayvanlardan elde edilen karaciger = dokusunun
deseliilerizasyonu ile iiretilen doku miihendisligi iskeleleri farkli ¢alismalarda rapor
edilmistir (Lin vd. 2004, Gilbert vd. 2006, Shupe vd. 2010, Uygun vd. 2010, Baptista
vd. 2011, Mazza vd. 2015). Yapilan aragtirmalar, 3B HDM iskelelerinin karaciger
fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi i¢in in vitro ortamda uygun mikrogevreyi sagladigin
gostermektedir (Mazza vd. 2015). Hiicre-hiicre ve hiicre-HDM etkilesimleri bu
mikrogevreyi iyi sekilde taklit edebilmek amaciyla karacigere 6zgii olan rejenerasyon
kapasitesini  yiikksek  verimle  koruma ve  siirdiiriilebilirligini  saglamasi,
deseliilerizasyonu, HDM’nin dogal yapilanmas1 ve biyoaktif molekiillerin varligi doku
miihendisliginin temel amacina hizmet etmesi agisindan bu yaklasimi essiz kilmaktadir.
Karacigerin dogal HDM’sinin taklit edilmesi ile karaciger hiicrelerinin in vitro sartlarda
fonksiyonlarmi kaybetmeden {iretilebilmeleri, gerek hiicre nakli agisindan 3B ortam
saglamasi, gerekse in vitro doku modelleri olusturularak yenilik¢i ve daha basarili ilag

tarama sistemlerinin gelistirilmesini saglayabilmesi bakimindan dikkat ¢ekmektedir.

Bu amagla literatiirde belirlenen eksiklikler ve bilinmeyenler dogrultusunda, tez
caligmasinda ilk asamada sigir karaciger dokularindan dogal HDM eldesine yonelik
etkin deseliilerizasyon protokoliiniin belirlenmesi amaciyla farkli protokollerin
calisilmasi ve etkinliklerinin histokimyasal, spektrofotometrik ve mikroskobik analizler
gerceklestirilmistir. Elde edilen dkHDM’lerin biyoaktif igeriklerinin (sGAG, kollajen,
total protein) detayli karakterizasyonu sonrasinda hidrojel ve 3B iskele yapilar
gelistirilmistir. Gelistirilen farkli formdaki dkHDM temelli biyomalzemelerin mekanik
(kuvvet dayanimi), fiziksel (bozunma, su tutma, jellesme kinetigi, termal kararliligr),
kimyasal (FTIR), morfolojik (SEM) ve biyolojik (in vitro sitotoksisite) ozellikleri

detayli olarak incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Tarih ve Etimoloji

Tarihin eski zamanlarindan beri karaciger, kanca zengin olmasiyla viicudun 6nemli bir
organ1 olarak bilinmektedir. Oyle ki, Yunan mitolojisinde, Zeus tarafindan
cezalandirilan Prometheus’un karacigerinin bir kartal tarafindan pargcalanmasi ve ertesi
giin iskencenin tekrarlanmasi, karacigerin rejeneratif Ozelligini mitolojik ve giizel
sanatlar tizerinden ifade edilisi olarak goriilmektedir. Tiniakos ve arkadaslarina goére o
caglardaki tip bilimcilerinin, karacigerin kendini yenileyebilme kapasitesini iliskin
herhangi yazili bir bilgi bulunmamasina ragmen, karacigerin rejeneratif kapasitesinin
bilindigini disiindiirmiistiir. Tityus tablosunda (1549) benzer sekilde Prometheus
efsanesine atif yapan imgeler yer aldigi disiiniilmektedir (Power ve Rasko 2008,
Tiniakos vd. 2010) (Sekil 2.1).

Etimolojik olarak bakildiginda Cermen ve Romen dillerinde “karacigeri” belirtmede
farkli terimlerin kullanimina rastlanmaktadir. Yunancada “zevk” kelimesiyle baglantili
olan “hepar” kelimesi dikkat cekmektedir. Antik ¢agda ise karacigerin ruhun ve insan
duygularinin yeri olarak kabul edildigi bilinmektedir. Ote yandan, Cermen "lifere"
terimi baslangigta, karaciger ile saglik ve varolus arasindaki iliskinin altini ¢izen
“yasam” kelimesiyle olan baglantis1 goriilmektedir. Yine, eski Ingilizcede “lifer”;
Hollandacada “lever”; Almancada “leber”; Danca, Norvegce ve Isveccede “lever” (eski
Norveccede “lifr”) “yasam” ile iligkili terimlerdir. Erken Modern Cag’da ise kralin sik
stk tilkesinin “karacigeri” olarak tanimlandigi goriilmektedir ki bu da karacigerin

Onemini igaret etmektedir (Riva vd. 2011).

Karaciger anatomisine iliskin yazili ¢aligmalar incelendiginde, 1306 ve 1315°te halk
arasinda yapilan otopsilere dayanan Mondino de Luzzi’nin “Anatomia Mundini” adli
eseri One ¢ikmaktadir. Bu anatomi kitabi neredeyse iki yiizyil boyunca bir kanun gorevi
gormiistiir. Glisson ise 1654 yilinda karaciger hakkindaki ilk kapsamli monografisini
yayinlamistir. Bu caligmalar, devam eden iki ylizyill boyunca referans olarak gorev

tistlenmistir (Glisson 1654).



Sekil 2.1 Tityus (1549), Titian, Museo del Prado, Madrit, Ispanya. Yirtici bir kus
tarafindan cezalandirilan Tityus’un resmi.

2.2 Karaciger Anatomisi

Karaciger, ortalama viicut agirliginin yaklasik %2 ila %3’lnii olusturan en biiylik
organdir. Sag hemidiaframin altindaki karin boslugunun sag iist kadraninda bulunur. Bu
organ gdgiis kafesi tarafindan korunur ve ligamentdz baglantilar olan periton yoluyla
konumunu siirdiiriir. Gergek ligamentler olmamasina ragmen, bu baglanmalar
avaskiilerdir ve Glisson kapsiililyle veya karacigerin visseral peritonu ile devamlilik

gosterirler (Bismuth 1982).

Gastrointestinal sistemin de karaciger ile iligskisi mevcuttur (Sekil 2.2). Mide, sol
hepatik lob ile gastrohepatik ligament veya midenin kiigiik kurvatiirii ile ve sol hepatik

lobtaki ligamentum venosum ile baglantili olan kiiciik omentumun st yonii ile



iliskilidir. Onemli néral ve vaskiiler yapilar, vagus sinirinin hepatik boliimii ve sol
gastrik arter orijininden ilerleyen aberrant sol hepatik arteri igeren gastrohepatik
ligament igerisinde devamlilik gostermektedir. Kalin bagirsagin, ¢ikan kolonu ve enine
kolonun birlestigi bolge ile ya ¢ok yakindir ya da sag hepatik lob ile dogrudan temas
halindedir. Ek olarak, onikiparmak bagirsagi ve portal yapilar, hepatoduodenal ligament
(kiiciik omentumun alt kismi) ve porta hepatis yoluyla karaciger ile dogrudan iligkilidir
(Jamieson 2006).

Karacigerde sinir innervasyonu ve Kkaraciger fonksiyonunun kontrolleri oldukca
karmagik olmakla birlikte halen tam anlamiyla anlasilamamistir. Bununla birlikte,
viicudun geri kalaninda oldugu gibi, karaciger de parasempatik ve sempatik noral
inervasyonlara sahiptir. Sinir lifleri, solar pleksusdan, alt torasik ganglionlardan, sag
frenik sinirden ve vagiden koken alir. Vagus sinirleri, gogiis kafesinden karin igine
dogru ilerlerken 6n (sol) ve arka (sag) dallara ayrilir. Anterior vagus, kiigiik omentum
boyunca ilerleyen ve parasempatik inervasyondan sorumlu olan sefalik ve hepatik

olarak iki dala ayrilir (Jamieson 2006).

2.2.1 Hepatik damar agx

Karaciger ¢ok vaskiiler bir organdir ve istirahatte toplam kardiyak ¢iktinin %25’ini alir.
Kan desteginin %25 ila %30’unu hepatik arterden ve %70 ila %75’ini portal venden
alir. Arteriyel ve portal kan, hepatik vendz sistem yoluyla sistemik dolasima
bosalmadan 6nce sonugta hepatik siniizoidler iginde karisir (Abdel-Misih ve Bloomston
2010).

2.2.2 Arteriyel damar agi

Karaciger, dolagimi bakimindan benzersiz bir organdir. Bu 6zelligi, hepatik arterden
koken alan iki afferent damardan kan saglanmasi ve portal ven olmak ilizere damar
aginca zengin olmasindan ileri gelmektedir. Oksijence zengin arteriyel kan ve besince
zengin portal vendz kan hepatik parankimalde mikrodolagim halindedir (Lewis ve

Downes 2019). Karaciger siniizoidleri yaklasik olarak 10-15 pum capindadir ve



epitelyum ile devamlilik gostermektedir. Buna ragmen epitel tabaka intraseliiler sivi ve
proteinin gegisine izin vermek i¢in birbirlerine gevsek bir sekilde baglanti kurmuslardir
ve bu sayede Disse boslugu denen bolge olugsmaktadir (Leffert vd. 1979) Disse boslugu

ise oksijence zengin kan ve besinin birlestigi bir lokasyon olarak ortaya ¢ikar.

Karacigerin arteriyel damar yapisi degiskenlik gostermektedir. Ortak hepatik arter, sol
gastrik ve splenik arterlerle birlikte ¢olyak ekseninden koken alir. Ortak hepatik arter
lateral olarak ilerler ve uygun hepatik arter ve gastroduodenal artere dallanir.
Gastroduodenal arter, pilor ve proksimal duodenumu beslemek i¢in kaudal (kuyruga
veya alta ait) bir sekilde ilerler. Safra kesesine yapilan kistik arter genellikle sag hepatik

arterden koken alir (Pawlina ve Ross 2018).

Sekil 2.2 Gastrointestinal sistemin anatomik gosterimine ait sematik gosterim
(https://en.wikipedia.org, Remesz 2013’ten degistirilerek alinmistir)



2.3 Karacigerin Histolojisi

Karacigerin yapisal komponentleri incelendiginde parankima, bag dokusu olan stroma,
sinusoidler (sinusoidal kapiller) ve perisinusoidal bosluktan (Disse) meydana geldigi
gorilmektedir (Sekil 2.3). Parankim, yetiskinlerde normalde bir hiicre kalinliginda olan
ve siniizoidal kilcal damarlarla ayrilan hepatositlerden meydana gelmektedir. Parankim,
6 yasma kadar geng bireylerde ise karaciger hiicreleri iki hiicre kalinliginda plakalar
halinde diizenlenmistir. Stroma, Glisson kapsiilii ile siireklidir ve kan damarlari, sinirler,
lenfatik damarlar ve safra kanallar1 bag dokusu stromasi i¢inde diizenlenmistir.
Siniizoidal kilcal damarlar, hepatosit plakalari arasindaki vaskiiler kanallardir. Disse
kanallar1 ise siniizoidal endotel ve hepatositler arasinda bulunan perisiniizoidal
bosluklardir (Kanel ve Korula 2010, Junqueira ve Mescher 2013, Pawlina ve Ross
2018).

2.3.1 Karaciger lobiilleri

Karacigerin fonksiyon gosteren en kiiciik iinitelerini tanimlamanin ti¢ farkli yolu
bulunmaktadir. Bunlar, klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniistidiir. Karaciger
parankimasini en geleneksel yolla ifade edilme sekli klasik lobiil kavramidir. Portal ven
ve hepatik arterin dallarinin organ i¢indeki dagilimina ve karaciger hiicrelerini perfiize
ederek onlardan gelen kanin izledigi yola dayanir. Klasik hepatik lobiil, kabaca altigen

bir doku kiitlesidir (Pawlina ve Ross 2018).

Klasik lobiil (Sekil 2.3.A), bir araya gelmis hepatosit kiimelerini, portal ve arteriyel kani
birlestiren siniizoidlerin anastomoz sistemi ile ayrilmasiyla olusan sistemlerdir. Her
lobiil yaklasik 0,7-2 mm o6lclilerindedir. Lobiiliin merkezinde, siniizoidlerin aktigi
terminal hepatik veniil (merkezi ven) bulunur. Hiicre kiimeleri, siniizoidler gibi merkezi
damardan lobiiliin ¢evresine yayilir. Altigenin agilarinda portal kanallar, portal triadlarin
varlig1 ile karakterize gevsek stromal bag dokusu mevcuttur. Bu bag dokusu sonugcta
karacigerin fibroz kapsiilii ile stireklidir. Portal kanal, lobiiliin en disindaki hepatositler
ile smirlanmistir. Portal kanalinin kenarlarinda, bag dokusu stroma ve hepatositler

arasinda, periportal bosluk (Mall alani) adi verilen kiiciik bir alan vardir. Bu alanin,



lenfin Kkaracigerde ortaya c¢iktigi yerlerden biri oldugu disiiniilmektedir (Kanel ve
Korula 2010, Junqueira ve Mescher 2013, Pawlina ve Ross 2018). Domuz gibi bazi
tiirlerde, klasik lobiiller, portal alanlar1 nispeten kalin bag dokusu katmanlar1 ile
baglandiklarindan kolayca ayirt edilebilmektedir. Bununla birlikte, insanlarda normalde
cok az interlobiiler bag dokusu vardir. Dolayisiyla karacigerin histolojik bdliimlerini
incelerken, klasik lobun biiyiikliigiinii anlamak i¢in merkezi bir damar1 cevreleyen
portal alanlar arasinda hayali cizgiler ¢izmek gerekmektedir (Kanel ve Korula 2010,

Junqgueira ve Mescher 2013, Pawlina ve Ross 2018).

Portal lobiil tanimlamasi karacigerin ekzokrin fonksiyonlarini vurgular. Karacigerin ana
ekzokrin fonksiyonu safra sekresyonudur. Dolayisiyla, portal lobiiliin morfolojik ekseni,
klasik lobiiliin portal triadinin interlobiiler safra kanalidir. Dis kenar bosluklari, portal
triadin en yakin olan ii¢ terminal hepatik venleri arasina ¢izilen hayali ¢izgidir (Sekil
2.3.B). Bu g¢izgiler, safra kanalina akan safray1 salgilayan ii¢ klasik lobiiliin kisimlarimni
iceren kabaca tiggen bir doku blogunu tanimlar. Bu portal lobiil kavrami, hepatik
parankimal yapinin diger ekzokrin bezlerininkine benzer sekilde tarif edilmesine izin

verir (Pawlina ve Ross 2018).

Karaciger asinusu tanimi ise kan perflizyonu, metabolik aktivite ve karaciger patolojisi
arasinda en 1iyi korelasyonu saglayan yapisal birimini ifade etmektedir. Karaciger
asinilisii baklava deseni seklindedir ve hepatik parankimdeki en kiigliik fonksiyonel
birimi temsil eder. Asinusun kisa ekseni, iki klasik lobiil arasindaki sinir boyunca
uzanan portal triadin terminal dallar1 tarafindan tanimlanir. Asinusun uzun ekseni, kisa
eksene en yakin iki merkezi damar arasina c¢izilen bir ¢izgidir. Bu nedenle, iki boyutlu
bir goriinimde karaciger asinusu, komsu klasik lobiillerin bélimlerini kaplar. Bu
kavram, karacigerin ekzokrin salgilama fonksiyonunun portal lobiil ile karsilagtirilabilir
bir tanimina izin verir. Her karaciger asinusundaki hepatositlerin, kisa ekseni ¢evreleyen
tic es merkezli eliptik bolgede diizenlendigi tarif edilmektedir (Pawlina ve Ross 2018)
(Sekil 2.3.B). Bolge 1, kisa eksene en yakin ve portal ven ve hepatik arterin penetran
dallarindan gelen kan kaynagidir. Bu bolge klasik lobiillerin gevresine karsilik gelir.
Bolge 3 kisa eksenden en uzak ve terminal hepatik damara (merkezi ven) en yakin

olanidir. Bu bdlge, terminal lobiillerin veni c¢evreleyen klasik lobiiliin en merkezi
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kismina karsilik gelir. Bolge 2, bolge 1 ve 3 arasinda yer alir, ancak keskin sinirlari

yoktur.

Bolgeleme, karaciger hiicrelerinin vaskiiler perflizyonunun derecesine veya kalitesine
gore karaciger parankimindeki dejenerasyon, rejenerasyon ve spesifik toksik etkilerin
desenlerinin tanimlanmasi ve yorumlanmasinda 6nemlidir. Siniizoidal kan akis1, oksijen
gradyani, hepatositlerin metabolik aktivitesi ve hepatik enzimlerin dagilimi ii¢ bolge
arasinda degismektedir. Iskemiden kaynaklanan karaciger hasarinin dagilimi ve toksik
maddelere maruz kalma bu bdolgesel yorum kullanilarak agiklanabilir. Bolge 1’°deki
hiicreler, siniizoidal kandan oksijen, besin maddeleri ve toksinleri alan ve safra kanali
okliizyonundan (safra stazi) sonra morfolojik degisiklikler gdsteren ilk hiicrelerdir. Bu
hiicreler, dolasim bozuklugu ve ilk yenilenme durumunda da 6len son hiicrelerdir. Diger
yandan, bolge 3’teki hiicreler, azalmis perfiizyon durumlarinda ilk olarak iskemik
nekrozu ve ilk olarak yag birikimini gdsteren hiicrelerdir. Toksik maddelere ve safra
stazina son cevap veren hiicrelerdir. Enzim aktivitesindeki normal varyasyonlar,
sitoplazmik organellerin sayis1 ve biyiikliigii ve sitoplazmik glikojen depolarinin
boyutu da bolge 1 ve 3 arasinda goriiliir. Bolge 2’deki hiicreler fonksiyonel ve
morfolojik 6zelliklere ve bolge 1 ve 3’iin aralarina verilen cevaplara sahiptir (Pawlina

ve Ross 2018).

Kan damarlar1 interlobiiler damarlar adi verilen portal kanallar boyunca uzanmaktadir.
Sadece, en kiiclik portal triadlar1 olusturan interlobiiler damarlar siniizoidlere kan
gonderir. Biiyiik interlobiiler damarlar, lobiiliin ¢evresinde bulunan dagitim gorevini
istlenmis damarlara dallanmaktadirlar. Siniizoidlerde kan, santral olarak merkezi
damara dogru akar. Merkezi damar, klasik karaciger lobiiliiniin merkezi ekseni boyunca
ilerler, lobilil boyunca ilerledik¢e biiyiir ve sublobiiler bir damara bosalir. Birkag
sublobular venin birlesmesi ise inferior vena cavaya bosalan daha biiyiik hepatik
damarlar olusturmak icin ilerler. Karaciger arteri dogrudan siniizoidlere arteriyel kan
saglamanin yani sira bag dokusuna ve daha biiyiik portal kanallarindaki diger yapilara
arteriyel kan saglar. Bu daha biiyiik portal kanallarindaki kilcal damarlar kani siniisoid
icine bosaltmadan 6nce interlobiiler damarlara geri dondiiriir (Kanel ve Korula 2010,

Junqueira ve Mescher 2013, Pawlina ve Ross 2018).
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Merkezi damar, hepatik siniizoidlerden kan alan ince duvarli bir damardir. Klasik
lobiildeki merkezi konumu nedeniyle bu sekilde adlandirilan merkezi damar, aslinda
hepatik ven sisteminin terminal veniiliidiir. Sublobiiler ven, terminal hepatik
veniillerden kan alan damar, endotelin hemen disinda, hem kollajen hem de elastin bag
doku elemanlarma sahiptir. Karaciger damarlarinda kapake¢ik yoktur. Karaciger
siniizoidleri ise ince ve siireksiz bir endotel tabakasi ile kaplidir (Kanel ve Korula 2010,

Junqgueira ve Mescher 2013, Pawlina ve Ross 2018).

Karaciger siniizoidleri diger siniizoidlerden farklidir, ¢iinkii ikinci bir hiicre tipi, yildiz
siniizoidal makrofaj veya Kupffer hiicresi, damar astarimin diizenli bir pargasidir.
Kupffer hiicreleri mononiikleer fagositotik sisteme aittir. Mononiikleer fagositotik
sistemin diger iiyeleri gibi Kupffer hiicreleri de monositlerden kdken almaktadir

(Grisham 2009, Pawlina ve Ross 2018).

Perisiniizoidal bosluk (Disse boslugu), kan ve karaciger hiicreleri arasinda materyal
aligverisi bolgesidir. Disse boslugu, hepatositlerin bazal yiizeyleri ile siniizoidleri
hizalayan, endotel hiicrelerinin ve Kupffer hiicrelerinin bazal yiizeyleri arasinda yer alir.
Hepatositlerin bazal yiizeyinden bu bosluga dogru ¢ikinti yapan mikrovilluslar
gorilmektedir. Mikrovilluslar, hepatositler ve plazma arasinda malzeme aligverisi i¢in
mevcut yiizey alanini alt1 katina kadar artirirlar. Endotel tabakasindaki biiyiik bosluklar
ve stirekli bazal laminanin bulunmamasi nedeniyle, siniizoiddeki kan plazmas: ile
hepatosit plazma membrani arasinda onemli bir engel yoktur. Hepatosit tarafindan
sentezlenen proteinler ve lipoproteinler, perisiniizoidal bosluktan kana aktarilir; bu yol,
safra disindaki diger karaciger salgilar icin gegerlidir (Bismuth 1982, Junqueira ve

Mescher 2013, Pawlina ve Ross 2018).

Safra sistemi ise safranin hepatositlerden safra kesesine ve daha sonra bagirsaga aktigi
kanal sistemidir. Yetiskin insan karacigerinde, 2 km'den fazla birbirine bagl olan safra
kanali, farkli boyut ve sekillerde kanallar icermektedir. Bu yapilar sadece pasif kanallar
degil, ayn1 zamanda hormonal ve noral stimiilasyona yanit olarak safra akisini
degistirebilir ve bilesimini ayarlayabilmektedir. Safra sistemi safra akisini izleyen ve

icerigini diizenleyen kolanjiyositlerle kaplidir. Kolanjiyositler safra sistemi boyunca
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uzanan bu sisteme 6zgii epitel hiicrelerdir. Kolanjiyositler, aralarindaki sik1 baglantilarla
ve bazal laminasi diizenli olan bitigik olarak diizenlenmis hiicrelerdir. Kolanjiyositlerin
apikalinden liimene uzanan mikrovillusleri bulunmaktadir. Safra kanali, esas olarak
kiibik sekilli kiigiik kolanjiyositlerle kaplidir, ancak safra kanalinin ¢api arttikca, giderek
daha biiylik ve daha siitun sekilli olurlar. Safra sisteminin en kiicliik dallari,
hepatositlerin safra salgiladigi safra kanalikiileridir. Bunlar, idealize alt1 tarafli
hepatositlerin dort tarafi etrafinda tam bir halka olusturur. Liimen ¢ap1 yaklasik 0,5
um'dir ve zonula adherentleri ve dezmozomlarini da igeren baglant1 komplekslerinin bir
pargasi olan siki baglantilarla hiicreler aras1 bélmenin geri kalanindan ayrilirlar. iki
bitisik hepatositin mikroviluslari kanalikiiler liimene uzanir. Safra akisi, terminal
hepatik veniil (merkezi damar) bolgesinden portal kanala (kan akisinin tersi yonde)
dogru gerceklesir (Kanel ve Korula 2010, Junqueira ve Mescher 2013, Pawlina ve Ross
2018).

Hepatik Terminal hepatik veniil
siinizoidler (merkezi ven)

Safra kanah

Portal ven

Hepatik arter

Portal lobiil

Klasik lobiil Uzun eksen

Kisa cksen

Karaciger — 8
asiniisii

Merkezi ven

Triad
Portal
kanallar

Bolgeler Merkezi
ven

B.

Sekil 2.3 Karacigerin histolojik olarak sematize edilmesi(Pawlina ve Ross 2018)
A) klasik lobiil yaklagimi ve B) ii¢ farkl: lobiil yaklagimi
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2.4 Karaciger Hiicreleri

Karaciger sadece omurgalilarda bulunan, detoksifiye, cesitli metabolitler, protein
sentezi ve sindirim i¢in gerekli biyomolekiilleri iireten bir organdir. Bununla birlikte
glikojen depolar, bagirsaktan gelen sayisiz yabanci antijeni ve mikroorganizmalari
notralize eder. Yetigkin insan karacigeri kiitlesi, cinsiyet ve viicut 6l¢iisiine bagli olarak
1300-1700 g arasinda degisir (Grisham 2009). Ortalama viicut agirhigmin yaklagik %2-
%3’1linii olusturmasi agisindan en biiylik i¢ organdir. Bu agidan karaciger, bir¢cok ayri
loblu ve 2 ayn afferent kan akis1 olan biiyiik parenkimal bir organdir. Bu, cesitli
fonksiyonu olan kompleks organ, ¢ok fonksiyonlu 6zgiil hiicreleri sayesinde gérevlerini

yerine getirir.

Hepatosit, safra kesesi epitelyumu, sinusoidal epitelyal hiicreler, Kuppfer hiicreleri,
vaskuler, endotelyum, fibroblast, makrofaj, I6kositler ve bir¢ok farkli fenotipte dentritik
hiicre ve stellat hiicreler karacigerde bulunan hiicre tipleridir. Hepatositler, karacigerin
kiitlece %70-85’ini, sayica %60-70’ini meydana getirmekte olup, bu anlamda

karacigerin parenkimal dokusunun temel hiicresidir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Karacigerdeki hepatositlere ait sayisal veriler (Kuntz ve Kuntz 2009)

Karaciger hacmi orani %80
Toplam hiicre sayisina orani %60-65
Karaciger hiicre sayisi 300 milyar
Karaciger basina hepatosit sayisi 171 milyon
Hepatosit ¢ap1 20-40 um
Hepatosit omrii 150-200 giin
Hepatositlerin membran yiizey alani 33000 m?

2.4.1 Hepatositler

Hepatositler, hiicre yapisindaki bireysel konumlar1 nedeniyle alt1 veya daha fazla yiizii
olan ¢okgen hiicrelerdir. Artan yasla birlikte karacigerin agirliginin viicut agirligina

gore %3’ten %2’ye azalmasiyla, mutlak hepatosit sayisinda da karsilik gelen bir azalma
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vardir. Hepatositlerin olagan 6émrii en az 150-200 giindiir (Karpen ve Crawford 1999,
Kuntz ve Kuntz 2009).

Hepatositler degisen tasiyici, reseptor ve kanal proteinleri icermektedir. Morfolojik ve
fonksiyonel hiicresel polarizasyonla tanimlanan ii¢ bélmeye ayrilmis, acikca belirgin
hatlara sahip bir hiicre zarina sahiptirler. Hepatositler zarin disinda, siniizoidal yiizeyde
(bazolateral) ve Disse boslugunda da bulunan yaklasik %37°si emici ve salgilama iglevi
olan, ylizey alani alt1 kat arttiran sayisiz mikrovillus igermektedir. Hatta bazilar
fenestradan siniizoidlere dogru ¢ikint1 yaparlar ve bdylece kanla dogrudan temas
halindedir. Siniizoidal membranda, altinda vezikiiller bulunan invajinasyonlar
goriilmektedir (Grisham 2009). Dis hepatosit zarinin yaklasik %15°i, kanalikiiler yiizey
(apikal) olarak adlandirilan yapidan olusur. Bu alan hiicrenin salgi kutubu olarak ifade
edilir. D1s hepatosit zarinin geri kalan %50°si Disse bosluguna bagli piiriizsiiz hiicreler
arast fissiirii olusturur. Bu fissiir kanalikiillerden kapali birlesme baglantilar1 (zonula
occludens) ile kapatilir, sadece su ve katyonlarin gegisine izin verir. Komsu hepatositler
ile adezyon alanlari, kemer dezmozomlar (zonula adhaerens) ve nokta dezmozomlar
(maculae adhaerens) olan membran proteinleri ile saglanir. Lateral membran tizerinde
rastgele bir sekilde dagilir ve hepatosit yapisini stabilize etmeye yardimci olurlar.
Aslinda, bitisik hepatositler arasinda boru benzeri baglantilar olusturan ve bdylece
hiicreler aras1 aligverisi kolaylastiran gap junctionlar (maculae communicantes)
igerirler. Hiicre 6liimii meydana geldiginde, komsu hiicrelerin bosluk yapilari, dinamik
yapilar olarak, hiicre 6liimiiniin ilerlemesini 6nlemek i¢in kapanir (Feldmann 1989,

Stockert ve Wolkoff 2001) (Sekil 2.4).

Dort farkli hiicre tipi siniizoidal hiicreler terimi altinda toplanir: endotel hiicreleri,
Kupffer hiicreleri, Ito hiicreleri ve Pit hiicreleri. Siniizoidal hiicreler (31 milyon/mg
karaciger) karaciger hacminin nispeten kii¢iik bir kismin1 (%6,3) olustursa da, toplam
hiicre sayisinin %30-40’1n1 olustururlar. Plazma zarlarmin toplam ylizey alani, tiim
karaciger hiicrelerinin toplam membran yiizeyinin %26,5’ini olusturmaktadir (Aterman

1986, Smedsred vd. 1994, Karpen ve Crawford 1999, Stockert ve Wolkoff 2001).

15



SIKI BAGLANTILAR ILETiSIM BAGLANTILARI
KAPALI BIRLESME NOKTASI NEKSUS

BAGLANTI CESITLERI
HUCRE - HUCRE HUCRE - HDM
KEMER DEZMOZOM DEZMOZOM FOKAL ADEZYON HEMIDEZMEZOM

Sekil 2.4 Hiicreler arasi etkilesime yardimci farkli hiicre baglant tiirleri

2.4.2 Endotel hiicreleri

Endotel hiicreleri siniizoidal hiicrelerin en biiyiikk kismini (%70) olusturur. Ince
sitoplazmik dallar1 ile hem komsu endotel hiicreleri hem de hepatositlerin
mikrovilluslar1 ile gevsek bir baglanti icindedirler, sekilleri diiz ve hiicre ¢ekirdekleri
hiicre morfolojisi igerisinde bir kavis olusturmaktadir. Ince bir hiicre dis1 matriks
tabakas1 tizerinde bulunurlar. Toplam hiicre sayist orant %15-20’dir, ancak karaciger

hacminin sadece %2,8’ini olustururlar (Smedsrad vd. 1994, Karpen ve Crawford 1999).

Siniizoidler (toplam yiizey alam1 400 m?) 4-5 um genisliginde ve 350-500 pum
uzunlugundadir. Burada portal kan, arteriyel kan ile birlesir. Kanin giris ve ¢ikisi
sinlizoidal sfinkterler tarafindan kontrol edilir. Diger organlarin kilcal damarlarina
kiyasla siniizoidler temel yapisal farkliliklar gosterir. Cap1 degisken olmakla birlikte
genellikle 0,1 pum olan porlar seklinde daginik bir haldedirler. Birlikte
gruplandirildiginda, bu gozenekler elek plakasi olarak bilinir. Ayrica 0,5 pm c¢apinda
fenestra olarak adlandirilan daha biiyiik gozenekler vardir ve siniizoidlerde kan ile

hepatositler arasinda s1vi ve madde degisimini diizenlerler. Ek olarak, lipitler, kolesterol
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ve A vitamini dengesi i¢in biiyiik 6nem tasirlar. Endotel hiicreleri ayrica sitokinler (6rn.
II 1, 6, IF, a-TNF), matriks bilesenleri (6rn. kollajenler, fibronektin) ve biiylime
faktorleri (6rn. HGF, IGF, FGF) ve ayrica vazoaktif maddeler (6rn. NO, endotelin)
iretir ve salgilarlar (Smedsred vd. 1994, Karpen ve Crawford 1999).

2.4.3 Kupffer hiicreleri

Kupffer hiicreleri siniizoidal hiicrelerin yaklasik %25’ini olusturur. Toplam karaciger
hiicrelerinin %8-12’sini ve Karaciger hacminin %2’sini olustururlar ve yarilanma émrii
12,4 giindiir. Muhtemelen monositlerden koken alir ve kemik iligindeki kok hiicrelerden
koken aldiklarindan mononiikleer fagositoz sistemine aittirler. Kupffer hiicreleri mitoz
ile ¢ogalabilir. Siniisendotelde rastgele olarak dagilmis vaziyette bulunurlar ancak
periportal bolgede perivendz bolgeye gore ii¢ ila dort kat daha sik goriiliirler. Hiicrelere
bitisik veya aralikli olabilirler, ¢ikintilar ve gézenekler yoluyla baglantilar olustururlar.
Sitoplazmalar1 ¢ok sayida organel igerir. Fagositoz, Kupffer hiicrelerinin en 6nemli
fonksiyonu olarak goriilebilir. Pulmoner vaskiiler bazalindaki hiicreler disinda, en
biiylik intravaskiiler fagositik kapasiteye sahiptirler. Diger fonksiyonlar arasinda (i)
pinositoz, (ii) sinyal maddelerinin (6rn. sitokinler, biiylime faktorleri, eritropoietin,
eikosanoidler) veya proteinlerin ve/veya enzimlerin desarji ve (iii) toksinlerin,
antijenlerin, antijen-antikor komplekslerinin ve piirinlerin  temizlenmesi de
fonksiyonlarina dahildir. Kupffer hiicrelerinin fagositik fonksiyonu alkol ve ilaglar (6rn.
mitomycin, a-methyldopa) sebebiyle azalabilir (Wake vd. 1989, Toth ve Thomas 1992,
Smedsrad vd. 1994, Karpen ve Crawford 1999, Stockert ve Wolkoff 2001).

2.4.4 1to hiicreleri

Ito hiicreleri (Stellat Hiicreler veya Yildizs1 Karaciger Hiicreleri), yag depolayan
hiicreler, karaciger Stellat hiicreleri veya lipositler olarak da bilinir. Uzun ince
iplik¢iklere sahip 5-10 pm biiytikliiglindeki bu hiicreler, Disse boslugunda yer alir ve
cok sayida sitoplazmik yag damlaciklarinin yani sira bol miktarda A vitamini (retinol
ester) icerir. Silomikronlarin retinol esterleri hepatositler tarafindan emilir ve retinole

hidrolize edilir. Hidroliz, Retinol Baglayic1 Protein (RBP) vasitasiyla kana gegirilir ya
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da Ito hiicrelerine taginir ve depolanir. Ito hiicrelerinin yag damlaciklarinda, karaciger
retinoidlerinin yaklasik %75°1 retinol esterleri formunda bulunur. Bu yag damlaciklari
Ito hiicrelerinin karakteristik bir ozelligidir. Ito hiicreleri toplam karaciger hiicre
sayisinin yaklasik %3-8’in1 ve karaciger hacminin %1,5’ini olusturur. Asinusun 3. zonu
en yliksek saytya sahiptir. Ito hiicreleri, sinusendothelium’un genisligi, mikrovaskiiler
saglig1 ve hiicrelerin yenilenmesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Protein sentezi
icin ¢ok sayida filament ve organel igerirler. Ito hiicreleri, kollajen tip I, 1l ve IV,
fibronektin, laminin veya diger maddeleri sentezleyebilir ve salgilayabilir.
Fibroblastlarin aksine, Ito hiicreleri desmin ifade edebilir. Bu nedenle fibrojenezde,
ozellikle patolojik intralobiiler fibrozda 6nemli bir rol oynayabilirler (Tanuma vd. 1982,
Gressner vd. 1990, Weiner vd. 1990, Stockert ve Wolkoff 2001).

2.4.5 Pit hiicreleri

Pit hiicreleri ilk olarak siganlarda siniizoidal duvarda gosterilmistir. Daha sonra, biiyilik
graniillere ve ¢ubuk seklinde vezikiillere sahip bu lenfositler insan karacigerinde,
ozellikle siniizoidlerde ve Disse bosluklarinda tespit edilmiglerdir. Psédopodlart
nedeniyle morfolojileri degiskendirler. Pit hiicrelerinin Kupffer hiicrelerine orani
2/10°dur. Dogal oldiiriicti hiicrelerdir ve tiimor hiicrelerini veya yabanci hiicreleri ve
nekrozlanmis hiicreleri yok ederler. Ek bir endokrin fonksiyonuna sahip olup
olmadiklar1 agik degildir (Wisse vd. 1976, Vanderkerken vd. 1993, Karpen ve Crawford
1999, Stockert ve Wolkoff 2001).

2.4.6 Safra epitel hiicreleri

Safra epitel hiicreleri veya kolanjiyositler safra sistemine ozgiidiir. Tim hepatik
hiicrelerin yaklasik %3,5’ini olustururlar. Bulunduklar1 safra kanallarinin boyutuna
bagli olarak, belirgin histolojik ve histokimyasal varyasyonlar gosterirler. Hepatositlerle
karsilastirildiginda, safra epitel hiicreleri daha az mitokondri ve daha az endoplazmik
retikulum igerir; Sitokrom P450°nin olmadig: bilinmektedir. Hiicre iskeleti bakimindan
zengindirler ve golgi aygiti ve vezikiiller igerirler. Yuvarlak-oval sekilli ¢ekirdekleri

bazal sitoplazmaya yakin bir sekilde konumlanmistir. Bu safra hiicreleri safra
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olusturmada (biligenesis) rol oynar (Traber vd. 1988). Ara safra kanallarin epitel

hiicreleri, karaciger parankimi i¢in kok hiicreler olarak kabul edilir.

2.4.7 Hiicre iskeleti

Protein liflerinden olusan hiicre iskeleti, formlarimi ilgili gereksinimlere hizla adapte
edebilen dinamik yapilardan olusur. Hiicrenin, tasima iglemleri, organel hareketi, hiicre
polaritesi ve hiicre boliinmesi genel organizasyonu igin 6énemlidir. Hiicre iskeleti aktin
filamanlari, mikrotiibiiller ve ara filamanlar icermektedir (Feldmann 1989). Iplik
benzeri aktin filamanlar1 (mikrofilamentler) hepatositlerden yayilir, {i¢ boyutlu bir ag
olusturulur ve hiicrenin hem bigimini hem de stabilitesini saglar. Ayrica kanalikiillerin
mekanik islevlerini desteklemenin yani sira mikrovillus ve fenestralarin seklinden
sorumludur. Ek olarak, sitoplazmanin viskozitesini etkiler. Sitokalasin A, kanalikiilerin
limen genislemesi ile aktini depolimerize ederek kolestaz yapar; bu sekilde phalloidin,
safra akisin1 hem stabilize eder hem de inhibe eder. Tiibiilinden olusan tiip benzeri
mikrotlipler ayrica hiicre i¢inde bir ag olusturur. Hiicre alti substratlarin veya
organellerin hedefli taginmasina hizmet ederler ve hiicre boliinmesinde yer alan mitotik
mekanizmalar i¢in dnemlidirler. Ara filamanlar da tiip seklinde bir yapiya sahiptir ve
dengeleyici islevlerine ek olarak muhtemelen malzemelerin hiicre i¢i tasinmasina da
hizmet ederler. Mikrotrabekiiller ayrica, enzimlerin de depolanabilecegi ii¢ boyutlu
sitoplazmik bir ag olusturacak sekilde egilim gdstermektedir. Mikrotrabekiiller dinamik
bir kafes olusturur ve bu sekilde tiim organeller, mikrotiibiiller ve filamanlarin yani sira
niikleer ve hiicresel zarlarla baglantilidir. Cesitli motor proteinler, hiicresel ve hiicre alt1
diizeyde c¢esitli hareketliliklerden sorumludur. Bu, karaciger hiicresinin hayati
fonksiyonel birimi olan sitoplastin hayati fonksiyonel ayrilmaz bir biitlinlinii olusturur

(Feldmann 1989).

Doku miihendisligi agisindan hiicre iskeletinin rolii hiicre dis1 matriks ile iligkilidir.
Hiicrelerin mikro ¢evreleriyle etkilesime girmesi gerektigi ve bu tiir etkilesimin
koordineli islev ve hiicresel homeostaz i¢in ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir. Bununla

birlikte, hiicrelerin gen diizenlemesine yol agan hormonlar1 ve biiyliime faktorlerini gibi
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dis sinyalleri, hiicre ylizeyi ile dogrudan temas yoluyla hiicre dis1 matriksten aldig
distiniilmektedir (Leliévre vd. 1996).

2.5 Karaciger Hiicre Dis1 Matriksi

Baglanma bagimli hiicreler, optimal hiicre dis1 matriks (HDM) ortami olmadan
fonksiyonel fenotiplerini kaybederler (Kim vd. 2011). Karaciger doku miihendisliginin
temel amaci hepatositler i¢in fizyolojik mikro ortami taklit eden mekanik ve
biyokimyasal destek saglayan ii¢ boyutlu (3B) bir ortam olusturmaktir (O’brien 2011).
Karaciger rejenerasyonu icin ideal bir ortam, parankimal/parankimal olmayan hiicre-
hiicre temasi ve hepatosit polarizasyonu igin stabil bir sistem olusturmak ve
fonksiyonlarmi ex vivo ortamda korumak i¢in HDM ile etkilesimleri igermelidir
(Hammond vd. 2006).

HDM, hiicrelere yapisal ve biyokimyasal destek saglamak i¢in hiicreler tarafindan
salgilanan matriks molekiillerini ihtiva etmektedir. Bu matriks molekiilleri, birbirine
gegen lifli proteinler ve glikosaminoglikanlardan (GAG) olusan bir agdan olusur. HDM,
hepatositler icin destek saglar, salgilanan biiyiime faktorleri i¢in bir depo gorevi goriir
ve hiicre i¢i sinyal yollarimi indiikler. Bdylece hiicrelerin ¢evresine adaptasyonunu ve
fonksiyon gostermesini saglanir. Karaciger doku miihendisliginde yapi iskelesi i¢in
biyomalzeme se¢imi, hiicrelerin hayatta kalmasi, proliferasyonu, go¢ ve farklilasma gibi
hiicre davramisini etkilediginden hepatosit davranisinin belirlenmesinde kritik 6neme
sahiptir (Daley vd. 2008, Ishii vd. 2008, Uygun vd. 2012). HDM bilesimi dinamiktir ve
dokunun ihtiyaclar1 ile belirlenir ve karaciger rejenerasyonunu destekleyecek ideal
iskele materyalini tasarlamak icin HDM’nin dogal karacigerdeki farkli gelisim

asamalarindaki roliiniin anlasilmas1 gerekir.

HDM, karaciger dokusu olusumunun diizenlendigi embriyonik asamada stirekli olarak
matriks metaloproteinazlar ile yeniden modellenir (Rozario ve DeSimone 2010, Lu vd.
2011). Baslangicta, karaciger lobiilii bazal membrana sahip degildir ve ¢ogunlukla
fibronektin, bazi kollajen tip | ve az miktarlarda tip IlI, IV, V ve VI’dan olusan

zayiflatilmig bir HDM’si vardir. Erigkin karacigerinde, matriks proteinlerinin
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ekspresyonu hepatik bolgelere bagli olarak degisir (McClelland vd. 2008, Wang vd.
2010). Periportal bolgelerde, matriks safra kanalinda bol olan lamininlerden olusur
(Kikkawa vd. 2008), fibronektin ise Disse kanallarindaki en bol HDM proteinidir
(Andez ve Amenta 1995, Wang vd. 2011, Mazza vd. 2015). Santral damara yakin olan
matriksde kollajen tip I, IV ve VI’y1 ve bunlara kiyasla az miktarda kollajen tip IlI,
fibronektin, sindekanlar, ve nispeten yiiksek oranda heparan siilfat proteoglikanlarini
igerir (McClelland vd. 2008, Wang vd. 2011, Mazza vd. 2015). Elastin tiim karaciger
lobiiliinde eksprese edilir (Van Eyken 1990, Wang vd. 2010, Turner vd. 2011).
Karaciger boyunca dagilmis sekilde diger HDM proteinleri arasinda hyaluronan,
entaktin ve kondroitin siilfat proteoglikanlart bulunur (Roskams vd. 1995, McClelland
vd. 2008, Turner vd. 2011). Ozetle, karacigerde tip I, IIL, IV, V ve VI dahil olmak iizere
bir dizi kollajeni ihtiva etmektedir. Fibronektin, laminin ve tenassin dabhil
glikoproteinlerin yani sira; heparan siilfat, perlekan ve sindekan gibi proteoglikanlar da

mevcuttur (Ueno vd. 2003) (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 Karaciger hiicre dis1 matriks elemanlari

Karaciger Hiicre Dis1 Matriksi

Proteinler Glikokonjugatlar Glikozaminoglikanlar
——— | : 1
Kollajen Elastin el ikz;a)g?gilnl or | [Proteo glikanlar Hyaluronat
H TipI —Fibronektin| — Heparan siilfat
— Tip III — Laminin — Kondroitin 4-stilfat
—H Tip IV — Undulin — Kondroitin 6-stilfat
H TipV — Nidogen — Dermatan stilfat
— Tip VI — Tenasin
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Karaciger HDM’sinin bilesimi, yapis1 ve fonksiyonu, hiicre proliferasyonu, migrasyonu
ve farklilasmasi ve doku homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in temel ipuglar saglar (Faulk
vd. 2014). HDM’deki kantitatif, topografik veya kalitatif herhangi bir degisikligin
karaciger fonksiyonlar1 tizerinde dogrudan bir etkisi vardir (Bedossa ve Paradis 2003)
ve bu da diizensiz hiicre proliferasyonuna, fibroz ve kanser gibi ciddi patolojik olaylara
neden olan farklilagsmaya yol acar (Rozario ve DeSimone 2010, Lu vd. 2011). Zararh
ajanlarin (Orn. viriisler, ilaglar, alkol, otoantikorlar, demir vb.) ¢esitliligine ragmen,
karaciger, doku onariminin dinamik bir mekanizmasi olan fibrojenez ile karakterize
edilen ¢ok standart bir yolla yanit verir (Bedossa ve Paradis 2003). Tersinir kosullar
altinda fibrojenez, fibrozise ilerlemez. Orijinal karaciger parankimi restore edilerek
doku yeniden modellenmesi ve epitel rejenerasyonu ortaya cikacaktir. Bu muazzam
rejenerasyon kapasitesi, karaciger hiicrelerinin %80’inden fazlasinin kaybindan sonra
bile karacigeri restore edebilir (Bedossa ve Paradis 2003). Rejenerasyonda, hepatosit
proliferasyonu vaskiiler proliferasyondan once gelir ve gegici olarak siniizoidleri
olmayan hepatosit kiimelerinin olugmasina neden olur. Sonunda vaskiiler proliferasyon
gerceklesir ve normal hepatosit-vaskiiler iliskileri siireci baslar. Bu siire zarfinda, Ito
hiicreleri tarafindan laminin sentezi belirgindir. Hepatositler stabil hale gelir gelmez,
siniizoit fenotipini koruyan faktorlerin sekresyonu devam eder ve laminin sentezi ve
sekresyonu sona erer (Ueno vd. 2003). Ote yandan, zararli ajan/ajanlarin uzun siire
devam etmesi karaciger fibrozisi ile sonuclanir. Son asama siroz ve fibrozis, herhangi
bir kronik karaciger hastaliginin ayirt edici 6zelligidir ve morbidite ve mortalitenin ana

nedenidir.

Hiicre membran proteini olan integrinlerin ligant gibi davranarak arjinin-glisin-aspartat
(RGD) motifine reseptor ligant uyumu ile hiicre adezyonu saglamasi doku miihendisligi
iskelerinin tercihi i¢in Onem arz etmektedir. Genellikle HDM elemanlarindan
fibronektinler RGD sekans1 bakimindan zengin oldugu bilinse de vitronektin ve

lamininde de tespit edilmistir (Li ve Friedman 2003, Okazaki vd. 2003).

Karaciger doku miihendisliginde iskelenin mekanik ozellikleri hepatik kok hiicrelerin
hepatosit soyuna farklilasmasini kontrol eder ve primer sigan hepatosit islevselligini

(Lozoya vd. 2011, You vd. 2013) destekledigi bilinmektedir. Bir iskele igindeki
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birbirine bagli gozenekli aglar, uzamsal olarak diizglin hiicre dagilimi, hiicre gogii,
besinlerin ve gazlarin yayilmasi, daha iyi biiylime faktorii iletimi ve metabolik atiklarin

giderilmesinde 6nemli rol oynar (Hollister 2005, Huang vd. 2007).

Bu gibi pek ¢ok nedenden, geleneksel fabrikasyon metotlarina kiyasla in vivo ortama en
yakin iskelenin {iretiminde deselillerizasyon yoOntemlerinin birgok avantaji
bulunmaktadir. Dogal dokuyu en iyi sekilde taklit edebilmesi acisindan bircok
kompleks biyopolimerlerle iiretilen iskelelerin kullanimi, dokunun kendisinden
deseliilerizasyon yontemiyle elde edilecek bir iskeleden alinacak potansiyel verimi
karsilamaya yetmeyebilir. En basit 6rneklerden biri RGD-integrin RGD-fibronektine
kiyasla daha zayif bir etkilesim kurdugu bilinmekte olup fibronektinin RGD
domainlerindeki sekonder yapinin hiicre adezyonuna etkisi bilinmektedir (Fong ve
Tirrell 2010).

2.6 Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi ve yenileyici tip, biyoloji, biyokimya, fizik, kimya, uygulamali
miihendislik ve tip da dahil olmak iizere ¢ok sayida bilimsel alandan bilgiyi birlestiren
interdisipliner bir bilim dalidir. Doku miihendisligi ve yenileyici tip, insan viicudunun
hasarli kisimlarini, hiicreler ve onlar1 g¢evreleyen hiicre disi matriks gibi biyolojik
dokularin  spesifik yap1 taslarimi  kullanarak dokuyu yeniden insa etmeyi
amaglamaktadir. Doku miihendisligi yaklasimlarinin ¢ogu, hastanin kendi hiicrelerinin
ekstraksiyonunu, amplifikasyonunu, spesifik bir fenotipe farklilasmasini, biyouyumlu
bir iskeleye tohumlama ve in vitro olarak dokularin biiyiitiilmesinin ardindan bir hastaya
nakledilmesini igerir (Langer ve Vacanti 1993, Elgin 2008, Kaul ve Ventikos 2015).
Diger bir doku miihendisligi ve yenileyici tip yaklagimi, hastanin kendi hiicreleri
indiiklenerek pluripotent 6zellik kazandirildiktan sonra hasarli doku veya organlarin

onarilmasini igerir (Yamanaka 2009, Sancho-Bru vd. 2011).

Son yirmi yilda, doku miihendisligi ve yenileyici tip alanindaki gelismeler iistel biiyiime

yagsamistir. Bugiin, hem kapsam hem de ilgili arastirma ve translasyonel tip anlamindaki
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cabalar da artmaya devam etmektedir (Atala vd. 2006). Doku miihendisligi ile ilgili
aragtirma makaleleri ¢ok sayida disiplini kapsayan dergilerde bulunabilmektedir. Birkag
doku miihendisligi {iriinii, 6zellikle deri yamalari, hastalar1 tedavi etmek i¢in halihazirda
kullanilmakta ve birgogu klinik arastirmalara girmektedir (Parmaksiz vd. 2016). Doku
miihendisliginin tedavi etmeyi amagladig hastaliklara 6rnek olarak osteoporoz, diyabet,
kalp hastalig1, karaciger hastaliklari, iskelet bozukluklari, omurilik yaralanmalari,
bobrek yetmezligi, venoéz eksiklik ve diger bir¢ok Olimciil veya heniiz tedavi
edilememis bazi hastaliklar gosterilebilir. Doku miihendisliginin ilk uzun vadeli hedefi,
hasarl bir organi, hastanin kendi hiicrelerinden olusturulan yeni, daha giiclii bir organla
degistirmektir (Langer ve Vacanti 1993, Kaul ve Ventikos 2015). Aslinda, bugiin
itibariyle deri, kikirdak, damarlar ve kemik gibi ¢esitli dokularin basit formlar1 zaten
olusturulmustur. Bu sebeple doku miihendisligi ile kalp, karaciger, bobrekler veya
akcigerler gibi daha karmasik doku ve organlar olusturma g¢abalar1 devam etmektedir.
Transplantasyona uygun yeni organlarin mihendislik ¢aligmalar1 i¢in aragtirma ve
gelistirme c¢abalarina ek olarak, doku miihendisligi alani birka¢ tamamlayic1 yone
dallanmistir. Bunlardan biri olan, hastanin kendi hiicreleri kullanilarak ilaglar1 test
etmek i¢in iretilen mikro doku veya organoidler, yeni bir kiiresel endiistri
olusturmaktadir. lIkincisi, ¢ip-iizerinde-organ veya birden fazla birbirine bagh
tasarlanmis doku ve organlar, ¢ip-iizerinde-insan olarak adlandirilir (El¢in 2017). Bu
yonleri ile doku miihendisligi, kisisellestirilmis tip alaninda biiylik umut vadetmektedir
(Sekil 2.5). Kok hiicre temelli tedaviler, 3B biyobasim ve deseliilerize yapi iskelelerinin
implantasyonu, hizla genisleyen doku miihendisligi ve yenileyici tip alaninin diger
dallaridir (Murat 2020a). Yeni ortaya ¢ikan doku miihendisligi dallari, kontrollii ilag
salim1 i¢in enjekte edilebilir hidrojellerin kullanimini ve 3B tiimdr modelleri olusturmak
i¢cin doku miihendisligi araglarinin kullanimini igerir. Bunun nedeni, yapilan ¢ok sayida
calisma, antikanser ilaglara yanitin, hiicreler 3B ortama kiyasla 2B ortamda kiiltiire
alindiginda, ¢ok farkli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, doku miihendisligi
yaklagimlarin1 kullanarak in vitro 3B tiimor modelleri olusturmak, yeni antikanser
tedavilerinin test edilmesini ve gelistirilmesini biiyiik dl¢iide hizlandirabilir ve dnemli

bir potansiyele sahiptir (Wang ve Wang 2014).
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Sekil 2.5 Kisisellestirilmis tibbin uygulanma sekline dair temsili sema

Ex vivo olarak biyomiihendisligi yapilmis ve daha sonra insan viicuduna implante
edildigi bildirilen ilk tam-organ mesanedir. Postoperatif olarak, bu tir doku
miithendisligi ile {iretilen mesanenin, uygun {i¢ katmanli bir yap1 ortaya koydugu ve
higbir yan etkisinin olmadig: bildirilmistir (Atala vd. 2006). Bununla birlikte, takip eden
calismalar benzer sekilde olusturulan mesanelerin 6nemli eksikliklerini ortaya
koymustur. Giinimiizde mesane, trake ve deri gibi nispeten ince, ¢ok katmanli
organlarin yani sira kalp, karaciger veya akciger gibi daha biiyiilk ve daha karmasik
organlarin doku miihendisligi aktif bir arastirma alani olmaya devam etmektedir.
Devam eden ¢abalar arasinda, doku yapilarinin boyutunun biiyiitiilmesi, kan akiginin
tyilestirilmesi, hiicre yogunlugunun arttirilmasi ve mekanik 6zelliklerinin ayarlanmasi

bulunmaktadir. Bu zorluklar1 sistematik ve tutarli bir sekilde ele alarak, doku
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mithendisligi alan1 hastalikli organlar1 ve dokular1 tedavi etme konusundaki orijinal

vaadini yerine getirebilecektir.

2.6.1 Karaciger doku miihendisligi

Hayati bir organ olan karaciger, protein sentezi ve zenobiyotik metabolizmasinda
onemli bir rol oynar. Karacigerin yiiksek derecede rejeneratif kapasitesi olmasina
ragmen, ilaglar, toksinler, viral enfeksiyonlar, metabolik bozukluk, alkol tiiketimi,
kanser veya yaralanmada kalic1 doku hasar1 ve karaciger fonksiyon bozukluguna neden
olabilmektedir. Bu durumlar da son asama karaciger hastaligina yol agar veya hizla akut
karaciger yetmezligine sebep olmaktadir (Itoh ve Miyajima 2014). Hastalarin
hayatlarin1 kurtarmak igin karaciger nakli siklikla uzun siireli terapotik etkinlik igin
kullanilan bir yontemdir, ancak bu yontem immiinolojik olarak uygun donor eksikligi
ile sinirli kalmaktadir (Duan vd. 2013, Shi vd. 2017). Ayrica, hastalarin saglik
kosullarini kagiilmaz olarak kétiilestiren ve saglik bakim maliyetini artirmakla birlikte,
hastalarda kisa siireli ve uzun siireli immiin-baskilama uygulanmasi ve siirdiiriilmesi
gerekmektedir. Karaciger transplantasyonu ile karsilastirildiginda, daha az invaziv olan
ve tekrar tekrar yapilabilen hepatosit transplantasyonu akut karaciger yetmezliginin
tedavisinde kullanilmig bir yontemdir. Bununla birlikte, bu yontem uzun siireli
karaciger fonksiyonlarini geri getirememektedir (Palakkan vd. 2013). Bu nedenle, uzun
siireli hepatik fonksiyonel restorasyon i¢in transplante edilebilir mikro dokular1 veya
biyomiihendislik ile elde edilen kismi veya tiim karacigeri saglamak i¢in karaciger doku
mihendisligi yaklasimlar1 dikkat c¢ekmektedir. Simdiye kadar, karaciger doku
miithendisligi, transplante edilebilir karaciger mikro dokularini1 (Takebe vd. 2013, Ma
vd. 2016) veya biyomiihendislik ile elde edilen tiim karacigeri (Uygun vd. 2010,

Baptista vd. 2011) iiretmek i¢in son on yilda 6nemli 6lgiide ilerleme kaydetmistir.

Hiicresel tedavi secenekleri bakimindan incelendiginde, primer hepatositlerden
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelere (iPKH’ler) kadar cesitli hiicreler ¢ok sayida
calismada ele alinmistir. Bu tip hiicreler hiicre kiiltiiriine uygundur ve allojenik

transplantasyon i¢in immiinolojik uyumluluga sahiptirler.
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Biyomateryal olarak, jelatin metakroil (GeIMA) ve polietilen glikol (PEG), kok hiicre
farklilagsmasi ve hepatosit olgunlasmasi i¢in gerekli olan uzamsal mimariler ve mekanik
ipuclar saglamak i¢in gerekli olan 3B HDM yapiminda kullanilmaktadir. Biyofiziksel
ve ¢Oziinlr faktorlerin hassas ayar1 ve kok hiicrelerden iiretilen karaciger mikro
dokularinin domuzlarda (Shi vd. 2017) ve farelerde (Du vd. 2014, Sakai vd. 2015)
geligmis karaciger fonksiyonlart sergiledigi gosterilmistir. Karaciger mikro dokularinin
yani sira, biyomiihendisligi yapilmis tiim karaciger de klinik olarak ¢ekici olmustur ve
bu alanda yapilan Oncii arastirmalar, hiicresizlestirilmis tiim karacigerin, uyarilmis
karaciger yetmezligi olan hayvanlarin tedavisi i¢in fonksiyonel hepatositlerle yeniden

kullanilabilecegini gostermistir (Uygun vd. 2010, Baptista vd. 2011).

Karaciger doku miihendisliginin yan sira, biyoyapay karaciger (BYK) cihazlar1 (Lu vd.
2016) ve gip-tistii-karaciger platformlar1 (Esch vd. 2015, Zhu vd. 2016) gibi yenileyici
tip temelli stratejiler esas olarak ekstrakorporeal destek saglamak ve farmakolojik testler
igin gelistirilmistir (Huh vd. 2011, Bhatia ve Ingber 2014). BYK’ler metabolik atiklari
gidermek i¢in kan diyalizi prensibine dayanarak, karaciger transplantasyonu bekleyen
hastalarin karaciger fonksiyonlarmni regiile etmek icin fonksiyonel hepatositlerle
birlestirilmis sistemlerdir (Bafiares vd. 2013). BYK’nin hastalar i¢in sundugu
ekstrakorporeal destegin, klinik ¢aligmalarda karaciger hastaligi olan hastalarin tedavisi
tizerinde faydali etkiler saglayabilecegi klinik olarak kanitlanmistir (Bafares vd. 2013).
BYK cihazlarinin aksine, ¢ip-listli-karaciger platformlari, besinlerin ve biiyiime
faktorlerinin zamansal ve uzamsal dagilimini hassas bir sekilde kontrol etme ve ayrica
perfiizyon altindaki hiicrelere fizyolojik uyaranlar saglama yetenegi ile entegre edilmis
minyatiir mikro 6l¢ekli cihazlardir (Huh vd. 2011, Bhatia ve Ingber 2014). Hiicrelerin
tiiriine, iskelelere, biiylime faktorlerine ve biyomekanik uyaranlara bagl olarak, ¢ip-
tizeri-karaciger, hastalik modelleme, kok hiicre farklilasmasi, ilag taramasi, toksisite
testi ve benzeri gibi birgok uygulama i¢in uyarlanabilmektedir. Agikca bu iki tip cihaz,
karaciger yenileyici tibbi ile ilgili klinik ve temel aragtirmalari Onemli Olgiide

etkilemistir.
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2.6.2 Karaciger doku miihendisliginde biyomalzemeler

Iskelelerin gdzenek boyutu ve gdzenekliligi, biiyiime faktdrlerinin yayilmasinda énemli
bir rol oynar ve vaskiilerizasyonu indiikler. Nitekim bu yolla karacigere o0zgii
fonksiyonlarin korunmasina yardimci olurlar. Gozenek biiyiikliigii, oksijen ve besin
maddelerinin, iskelenin i¢ kisimlarina toplu olarak tasimmasini kontrol eden, boylece
bolgedeki hiicresel biiylimeyi destekleyen onemli bir faktordiir (Ma vd. 2007). Gézenek
boyutu 500 um’den biiyiik oldugunda yiizeyleri tanimadigindan hiicreler go¢ etmez ve
bu nedenle hepatositlerin kiiltiirii icin gézenekler aras1 baglantiya sahip gézenek boyutu
50 ila 150 pum arasinda degisen gozenekli yapi iskeleleri arzu edilir (Wu vd. 2007).
Gozenekli yapr iskeleleri, yeterli hiicre tohumlama ve c¢ogalmasi icin gerekli olan,
hepatositlerin baglanmasi i¢in yiiksek yiizey/hacim orani saglar. Ayrica, hepatositler
diger hiicrelere kiyasla 5 ila 10 kat daha fazla oksijen tiikettikleri ig¢in besin transferi,
oksijen ve diger metabolitlerin degisimlerini gergeklestirirler (Park 2002, Park ve Bae
2002). 2B tek tabakali kosullarda kiiltiirlendiginde hepatositler, hizla farklilasma ve
kiiltiir prosesi sirasinda glukoneogenez gibi karacigere 6zgii islevlerini kaybetme
egilimindedirler (Wen vd. 2009). Bu nedenle, yiliksek hiicre yogunlugunda 3B
kiiltiirlenmesi, doku rekonstriiksiyonu icin 2B sistemle karsilastirildiginda farkh
fonksiyonlar1 i¢in hepatositler arasindaki etkilesimi ve iletisimi artiracagi igin

gereklidir.

Iskele yiizey kimyasi da hiicre yapigmasini, ¢ogalmasm ve fonksiyonlarmi etkiler.
Yapilan bir ¢alismada UV polimerizasyonu ile hazirlanan poli(etilen glikol) (PEG)
hidrojel tizerindeki hiicre canliligi, zayif hiicre-hiicre etkilesimi nedeniyle ii¢ giin i¢cinde
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica, hepatositlerin fibroblastlarla birlikte kiiltiirliniin,
parakrin ve hiicre temasi1 aracili sinyallerin birlestirici etkisi nedeniyle fonksiyonlarin
korunmasina yardimci oldugu bildirilmistir (Underhill vd. 2007). Arginin-Glisin-
Aspartat (RGD) amino asitleri ile modifiye edilen PEG hidrojelleri ise karacigere 6zgii
fonksiyonlarin bes giine kadar artisi gozlenmistir (Underhill vd. 2007). Bir baska
calismada solvent dokiimii ile hazirlanan tip I kollajen kapli poli(siilfonat) slingerleri
(PS) tzerinde hiicre farklilasmasi, sadece PS’ye kiyasla daha yiiksek oldugu

gozlenmistir (Kinasiewicz vd. 2007). Boylece hiicre adezyonu, iskele yiizeyine hiicre

28



yapismasina spesifik ligandlarin dahil edilmesiyle desteklenebildigi ve hepatosit
adezyonu ve proliferasyonunu arttirdigr  bildirilmistir. Diger bir ¢alismada,
kitosan/jelatin (KJ) mikro tasiyicilarin kullanimi ile agregat formunda hiicrelerin genis
hiicre-hiicre iletisimi nedeniyle hepatosit canliligini ve islevini on bes giine kadar
stirdlirdiigii gosterilmistir (Li vd. 2004). KJ mikro tasiyicilarinin kitosan bileseni, dogal
hepatik matrikse benzerligi nedeniyle, farklilasmis karaciger fonksiyonlarinin
korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu, kollajen kapli kitosan tasiyicilara
kiyasla daha iistiin oldugu sonucuna varilmistir (Li vd. 2004). Baska bir ¢alismada ise
kollajen kapli poli(L-laktik asit) temelli elektroegirme yoluyla iiretilmis nanofiberlerin,
daha az hiicre temasi, daha diisiik hiicre adezyonu ve migrasyonuna neden oldugu
gosterilmistir. Buna ragmen hizalanmis nanofiberlerin, tek yonlii gé¢ ve en az hiicre
temas alan1 ve en diisiik yapisma ile aga kiyasla daha fazla agregasyon gosterdigi
raporlanmistir (Feng vd. 2010). Lif oryantasyonu toplanma saglamamistir ve hiicre
fonksiyonu yedi giin sonra kaybedilmistir. Bu da fiziksel ozelliklerinin hepatosit
biiylimesini desteklemek i¢in yeterli olmadigini diisiindiirmektedir. Baska bir ¢alismada,
elastin benzeri polipeptit (EBP) filmlerinin polietilen imid (PEI) veya poliakrilik asit
(PA) gibi polielektrolit (PE) ile modifiye edilmesi, primer sican hepatositlerinin
morfolojisini ve farklilasmasini etkiledigi gosterilmistir. Hepatositlerin, dogal bir HDM
proteini olan elastin varligi nedeniyle ELP-PEI ve ELP-PA yiizeylerinde sferoidler
olusturdugu gozlenmistir (Janorkar vd. 2008). Bu nedenle, hiicre ¢ogalmasini baslatan
ve karacigere 0zgli fonksiyonlar1 siirdiiren hiicre tanima motifleri ve sinyalleri
saglayabilen uygun bir iskelenin gelistirilmesi 6nemlidir. Karaciger doku miihendisligi
uygulamalari igin sentetik polimerlerin kullanimi, hiicre adezyonu iskelelerin kilit bir
fonksiyonu oldugu i¢in hepatosit baglanmasina yardimci olan hiicre tanima
motiflerinden yoksun olduklar1 i¢in sinirlidir (Chen vd. 2002). Bu nedenle dogal
polimerlerile kompozitlerinin veya dogrudan dogal polimerlerin kullanimi1 karaciger

doku miihendisliginde ¢ok biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

2.6.3 Karaciger doku miihendisliginde kok hiicreler

Kok hiicreler kendi kendini yenileme o6zelligine sahiptir ve hepatositlerin hiicre

kiiltiirlindeki fonksiyonunu korunmasinda karsilagilan zorluklarin iistesinden gelme
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potansiyelini tagimaktadirlar. Yapilan bir ¢alismada, insan embriyonik kok hiicrelerinin
(IEKH’lerin) {i¢ asamal1 bir siiregte hepatik hiicrelere farklilagtigi ve olusan karaciger
hiicrelerinin karacigere 6zgii belirtegleri ve karacigere spesifik fonksiyonlar1 eksprese
ettigi gozlenmistir. iEKH’lerin hepatik hiicrelere farklilasmasi siirecinde, EKH’de
endoderm farklilagsmasini indiikleyen aktivin A ile muamele edilmis, ardindan fibroblast
biiyiime faktorii-4 (FGF-4) ve kemik morfogenetik protein-2 (BMP-2) eklenerek
hepatik endodermin morfogenetik biiylimesi ve farklilasmasi baslatilmistir (Cai vd.
2007).

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH), farklilagma kabiliyetleri ve sinirli dmiirleri ile
bilinir ve bu nedenle insan gébek kordonu mezenkimal kok hiicrelerini (IUKMKH’ler),
telomeraz katalitik alt birim geni tasiyan lentiviriis vektorii ile transdiiksiyona tabi
tutularak hepatosit farklilagmasi indiiklenebilmektedir. Liang ve arkadaslar1 yaptiklari
bir ¢alismada, transfekte edilmis hiicrelerin, MKH’ye benzer morfolojiyi korudugu ve
hepatik farklilasma ortaminda kiiltlirlendiginde hepatositlere farklilagtigint  ve

karacigere spesifik belirtecleri eksprese ettigini gostermislerdir (Liang vd. 2011).

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AKMKH’ler), endodermal/erken
hepatik farklilasma evresine aittir ve MKH o6zelliklerine sahiptir ve transplantasyon
yollarina bagl olarak karaciger fonksiyonlarini iyilestirdigi bilinmektedir. AKMKH’ler
cerrahi islemden kolayca elde edildikleri ve kok hiicrelerin verimi yiiksek oldugu ve in
vitro olarak rahatca kiiltiir edilebildikleri igin tercih edilirler. Adipoz stromal hiicreler,
HGF, TGF, VEGF, IL-6, graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF), graniilosit-makrofaj
koloni uyarict faktor salgilarlar. AKMKH’ler kisa bir siire i¢cinde akut karaciger hasari
olan farelerde karaciger fonksiyonunu gelistirdigi bildirilmistir. Periferik ven yoluyla
hiicrelerin transplantasyonu, diger yollardan transplantasyondan daha belirgin bir
karaciger fonksiyonuyla sonuglanmistir (Kim vd. 2011). Bunun yan1 sira AKMKH’lerin
hepatik kokene farklilagtirilarak deseliilerize HDM iskeleleriyle kullanimi1 da
raporlanmistir (Lee vd. 2014).

Insan gdbek kordonu matriks kok hiicreleri (iUKMKH) biiyiime faktdrlerine ve

hepatojenik ortama maruz kaldiginda mezodermal ve ektodermal soylara farklilagarak,
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hiicrelerin graniiler sitoplazma ile poligonal morfoloji benimsedigi ve hepatik
belirtecleri ifade ettigi gosterilmistir. Hiicreler subkiitan olarak agir kombine immiin
yetmezIligi olan farelere aktarilmis, transplantasyondan alti hafta sonra hig¢bir 6liim
gozlenmeyip farelerde insan karaciger hiicreleri de saptandigi; ara filaman protein
ekspresyonunun transplantasyondan iki hafta sonra gozlendigi ve bdylece hiicrelerin

hepatik kokene farklilastig1 gosterilmistir (Campard vd. 2008).

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH’ler), Yamanaka faktorleri olarak
tanimlanmis transkripsiyon faktorlerinin transdiiksiyonuyla fare ve insan yetiskin
somatik hiicrelerinden yeniden programlanarak elde edilen yeni nesil kok hiicre
popiilasyonlaridir (Okita vd. 2007). Calismalar iPKH’lerin morfoloji, proliferatif
yetenek, yiizey antijenleri, gen ifadeleri, pluripotent hiicreye 6zgii genlerin epigenetik
durumu ve telomeraz aktivitesinde EKH’lere benzer oldugunu gostermistir (Yamanaka
2009). Hem insan hem de fare iPKH’lerinin in vitro fonksiyonel hepatositlere etkili bir
sekilde farklilagabilecegini gosterilmistir (Sancho-Bru vd. 2011). iPKH’lerin iPKH-
hepatosit benzeri hiicrelere farklilagsmas1 gerceklestirilmis ve karacigere 0zgi
belirteglerin ekspresyonu gozlenmistir. Bunlar intravendz transplantasyon ile karaciger
hasarli farelere transplante edildiginde hepatik fonksiyonlari, motor aktiviteyi ve
mortalite oranin1 O6nemli Olgiide gelistirmistir. Biitlin bu ¢aligmalar iPKH’lerin
aktivitesinin MKH’lerin aktivitesine benzer oldugunu ve bu hiicrelerin gelecekte
karaciger yetmezligine karst hiicre temelli tedaviler icin tercih edilebilecegi
savunulmustur (Chiang vd. 2011). Ayn1 zamanda doku miihendisligi ¢alismalarinda da

son yillarda sik¢a tercih edilmektedir.

2.6.4 Biyolojik bir iskele olarak hiicre dis1 matriks

Allojenik karaciger transplantasyonu, son evre karaciger hastalig1 olan hastalar icin altin
standarttir. Ancak yiiksek maliyeti ve siddetli dondr organ yetersizligi ile smirlidir
(Fuhrman vd. 2006). Hem zenotransplantasyon hem de hepatosit transplantasyonu
alternatif tedavileri temsil etmektedir ancak bu yaklasimlarin klinik basarist sinirhdir.
Zenotransplantasyon sinirsiz sayida verici organ temini saglayabilir; bununla birlikte,

onceki girisimler hiperakut ret ve 6liimle sonuc¢lanmigtir. Hepatosit transplantasyonu,
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karacigerin genetik kusurlar1 gibi acil olmayan durumlarin diizeltilmesi i¢in umut vaat
etmekle birlikte diisiik agilama etkinligi, allojenik hiicrelerin kullanimindan, uzun siireli
immiin-baskilama ve nakledilen hepatositlerin in vivo ortamda fonksiyonel hale gelmesi
icin 48 saatlik bir gecikme stiresi klinik basariy1 sinirlandirmaktadir (Bonavita vd. 2010,
Fiegel vd. 2008). Bununla birlikte, biyoyapay karaciger cihazlar1 (BYK), allojenik
karaciger nakli bekleyen hastalar i¢in gegici destek saglar. Bununla birlikte, giivenilir
bir hiicre kaynaginin olmamasi, BYK’nin hepatositlerin islevselligini uzun siire

stirdiirememesi ile birlikte klinik faydasini sinirlamistir (Diekmann vd. 2006).

Allojenik veya zenojenik HDM’den olusan biyolojik iskeleler ¢esitli dokular1 yeniden
yapilandirmak i¢in hastalarda denenmistir. HDM, mikro ortamdaki degisikliklere yanit
olarak yerlesik hiicrelerle dinamik bir iletisim halindedir ve hiicre gogili, hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve konak¢i dogal bagisiklik yanitin modiilasyonu
gibi doku miihendisliginin temel fenomenlerini sagladigi gosterilmistir (Valentin vd.

2006, Crisan vd. 2008, Beattie vd. 2009).

Deseliilerize HDM iskelesinin olusturulmasinda nihai hedef, dogal HDM altyapisini ve
bilesimini koruyarak bir kaynak doku veya organin deseliilerizasyonunu igerir. Doku
hiicresizlestirme tekniklerinin gozden gecirilmesi ve bunlarin HDM  o6zellikleri
tizerindeki etkileri ve tiim organlara uygulama icin siirekli olarak yeni tekniklerin

gelistirilmesi halen aragtiritlmaktadir (Agrawal vd. 2010).

Biyolojik iskele malzemeleri tipik olarak her zaman olmamakla birlikte cerrahi yamalar
olarak kullanilan tibbi {iriinler olarak pazarlanmaktadirlar (Cizelge 2.3). HDM’den
olusan klinik iiriinler, insan, domuz, sigir ve at gibi ¢esitli tiirlerin dokularindan izole
edilerek tiretilmektedirler. Akciger, bobrek ve karaciger gibi kompleks organlarda, tam-
organlarin fonksiyonel rekonstriiksiyonu i¢in dokuya 6zgii iskelelerin gerekli olduguna
dair kanitlar vardir. Buna ragmen, biyolojik iskelenin doku 6zgiilliigii, iskelet kasi,
0zofagus ve idrar kesesi gibi bir¢ok dokunun rekonstriiksiyonu igin gerekli gibi
gorinmemektedir (Kropp vd. 1995, Nieponice vd. 2009, Mase vd. 2010). dHDM
iskelelerinin fonksiyonel olmasi1 ve doku yeniden modellenmesi: hiicre mitogenezi ve

kemotaksi, hiicre farklilasmasi ve konakgr bagisiklik tepkisinin modiilasyonu tizerinde
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olumlu etkileri igerir. HDM’nin ii¢ boyutlu alt yapisi, ylizey topolojisi, yiizey ligand

diizenlenisi ve kompozisyonunun bu yapict etkilere katkida bulunmasi muhtemeldir

(Brown vd. 2009).

Cizelge 2.3 Ticari olarak kullanilan cerrahi yamalar (Badylak 2007)

Marka/Uriin Kaynak Ku;elli?ilm Kullanim
Wright Medical Tech/Graft Insan derisi Kuru Avyak iilseri
Jackets®
Molnlycke/ Xelma™ HDM+PGA Jel Venoz bacak iilseri
TEI Biosciences/PriMatrix™ Feglér?sl;glr Kuru/Serit Yara tedavisi
Ortopedide
P Al Capraz bagl Yullln 11165215&(1);1;1;?11
Biologicals/OrthADAPT™ Perikardiumu P & gue ’
onarimi ve
rekonstriiksiyonu
Kismi ya da tam
Healthpoint/Oasis® Domuz SIS Serit/Kuru kalmhktaki
yaralarda/
Yaniklarda
DePuy/Restore™ Domuz SIS Serit Yur.l'qusak d (')kula.rm
giiclendirilmesi
Cook SIS/Stratasis® Domuz SIS | Serit/Kuru Idrar kagirma
tedavisi
Arthrotek/CuffPatch™ Domuz SIS | Serit/Nemli | ¥umusak dokularn
giiclendirilmesi

2.6.5 Hiicre dis1 matriks iskelelerine ilk yanit

Makrofajlar, implante edilen biyomalzemelere karsi immiin yanitta 6nemli bir rol
oynayan heterojen mononiikleer fagositlerin bir alt kiimesidir. Bir biyomateryalin
implantasyonunu takiben immiin yanita katilan makrofajlar, implante edilen bolgede
bulunan hiicreler, biyomateryallerden salgilanan bozunma iiriinleri, sitokinler ve efektor
molekiiller gibi uyaranlara maruz kalirlar. Makrofaj popiilasyonlari, Sitotoksik/pro-
inflamatuar tip (M1, “klasik olarak aktif” makrofajlar olarak adlandirilir) veya yara
lyilesmesi/anti-inflamatuar tip (M2, “alternatif olarak aktiflestirilen” makrofajlar olarak

adlandirilir) olarak adlandirilan bir spektrum boyunca fenotipik ve fonksiyonel olarak
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siniflandirilabilir (Gardner vd. 2013). HDM iskelelerinin implantasyonuna yanit olarak
sitokin ekspresyonunun baskin bir M2 ve Th2 tepkisi ile tutarli oldugu gosterilmistir.
Kisaca, in vivo olarak iskele biyobozunmasi ve yeniden sekillendirme igin makrofajlarin
M1 fenotipi yerine M2 yonii baskin gelmektedir. Bu durum skar dokusunun olusmayip,
makrofajlarin hasarli doku rejenarasyonundaki pozitif roliinii ortaya cikarmaktadir

(Cravedi vd. 2017).

2.6.6 Hiicre dis1 matriksin biyobozunmasi

Cogu dHDM iskelesinin in vivo olarak biyobozunmasinin hizli gergeklestigi
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alisma, kopek asil tendon onarimi modelinde Karbon-14
isaretli HDM iskelelerinin implantasyondan 30 giin sonra %60 ve ameliyattan 90 giin
sonrasinda ise %100 yikima ugradigi gostermistir. Bu siire zarfinda, iskele konakg1
hiicreler tarafindan doldurulmus ve yikima ugratilarak bolgeye 06zgli fonksiyonel
konakg1 dokusunun olusmasiyla sonuglanmistir (Gilbert vd. 2007). Bozunan iskelenin
ana atilim mekanizmasi, hematojen dolasim ve renal yolla eliminasyon oldugu
bilinmektedir. Son bulgular, HDM iskelelerinin bozunma iriinlerinin biyoaktif
oldugunu gostermektedir. HDM bozunma iriinlerinin biyolojik etkilerinden biri,
konakgiya ait dokuya 6zgili kok ve progenitor hiicrelerin, biyobozunmanin gergeklestigi
bolgeye dogru goc etmesidir (Reing vd. 2009). Bu nedenle, dkHDM sadece konagin
immiin tepkisini modiile etmekle kalmaz, ayn1 zamanda biyolojik bir iskele de endojen
progenitor hiicrelerin fonksiyonel karaciger dokusunun rekonstriiksiyonuna katki
saglamasina da aracilik eder. Boylece 3B dkHDM iskelelerinin de hizla bozunmasi ve
yerini tohumlanmis hepatositlerin ve beraberindeki yerlesik hiicrelerin salgiladigi yeni

matriksin almasi temel hedef olarak ortaya ¢ikar.

2.7 Deseliilerizasyon

Deseliilerizasyon, hiicrelerin, bir dokudan veya organdan bertaraf edilerek hiicre dis
matriksi (HDM) olusturan yapisal ve fonksiyonel protein igeriginin doku miihendisligi

iskeleleri meydana getirilmesi amaciyla gergeklestirilen bir yenileyici tip yontemi

olarak ortaya cikar (Gilbert vd. 2006). Stephen F. Badylak Pittsburgh Universitesi
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McGowan Yenileyici Tip Enstitiisii’nde hiicresizlestirme siirecine Onciiliik etmistir ve

yontem giliniimiizde oncii ¢alismalariyla yenileyici tipta 6nemli bir yer tutmaktadir.

Deseliilerize matriksin kimyasal bilesiminin, nano/mikro yapisinin veya mekanik
Ozellikleri agisindan  degerlendirildiginde de novo sentezlenmesi mimkiin
olamamaktadir. Doku/organlarin hiicresizlestirilmesi, bdyle karmasik bir yapiin de

novo sentezlenmesinin zorlugu nedeniyle genellikle gereklidir (Spector 2016).

HDM’ler, her doku ve organin yerlesik hiicrelerinin salgilanan iiriinlerini temsil eder,
mikro ortamdaki degisikliklere yanit olarak bu hiicrelerle dinamik bir iletisim i¢indedir
ve hiicre gocilinli, c¢ogalmasim1i ve farklilasmasini etkileyen ipuglart sagladigi
gosterilmistir (Crapo vd. 2011). Hiicresizlestirmenin ana hedeflerinden biri, zenojenik
doku ve organlarin, hiicre kiiltiirii ile tiretilen matrikslerin, matriks molekiillerinin yani

sira yerlesik diizenleyici molekiillerinin en etkili bigimde muhafaza edilmesidir.

Gilintimiizde deseliilerize  HDM’lerden elde edilen biyolojik iskeleler, g¢esitli
rekonstriiktif cerrahi uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Son donemlerde
ise doku/organ replasmani i¢in yenileyici tip stratejilerinde giderek daha fazla uygulama

alant bulmaktadir.

Dogal olarak elde edilen materyallerin klinik ve klinik 6ncesi kullanilmasi, sentetik
materyallerin kullanimima gore bir takim avantajlar saglamaktadir. Birincisi ve en
onemlisi, dogal olarak elde edilen materyaller iginde bulunan ligandlar ve biyoaktif
bilesenlerdir. Dogal olarak tiiretilmis materyaller memeli dokularindan alindiginda bu
ligand baglanma bdlgeleri genellikle yiiksek oranda korunur. Bununla birlikte, bitki,
bocek ya da kabuklulardan (crustacea) elde edilen bazi diger dogal malzemelerin
memeli proteinlerine benzer kimyasal bilesimlere sahip oldugu ve benzer avantajlar
sagladig1 bilinmektedir (Kurita 2006). ikincisi, konagin malzemeyi verimli bir sekilde
biyobozunmasini saglamasi ve isleme tabi tutma kabiliyetidir ve bir¢cok sentetik
polimerin bu agidan immiin tepkiden kac¢tigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, birtakim
dezavantajlar, dogal olarak tiiretilmis malzemelerin kullanimi ile de iliskilidir. Bu

dezavantajlar arasinda potansiyel immiinojenisite, elde edilen dokunun kaynagindan
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kaynaklanan biyolojik degiskenler ve tibbi uygulamalarda materyalin bagarisi veya
basarisizligi ile iliskili mekanizmalar agisindan 6nemli karmasikliklar bulunmaktadir

(Lopresti ve Brown 2015).

Tibbi uygulamalarda dogal olarak elde edilen biyomalzemelerin kullanim tarihi
uzundur. Zenojenik deri greftlerinin kullanim1 M.O. 15. yiizyilda Ebers Papiriisiinde
belirtilmistir. Daha sonra arastirmalar, tarihte Misirlilarin hayvanin lifsi sinir dokularini
dikis malzemesi olarak kullandiklarini géstermistir. Bu malzemeler iki bin yildan fazla
bir siire once kabul edilebilir olsa da zenojenik ve allojenik dokudan tiiretilmis
materyallerin basarisi, implantasyonu takiben immiinojenik yanita bagli olarak
sinirlandigr bilinmektedir (Watson ve Dark 2012). Bunlarin disinda, yaygin olarak,
mevcut tibbi uygulamalarda kullanilan dogal malzemelerden kdken alan dHDM’ler
memeli dokusunun hiicre disi matriksinden elde edilebilir. Bununla birlikte,
kabuklularin  dis iskeletlerinden veya bakteri kaynaklarindan elde edilen
biyomalzemeler de mevcuttur. Cizelge 2.4’de giinimiizde ¢alisilan, dogal olarak
tiretilmis ¢esitli materyaller listelemektedir, ancak listelenen materyallerin ¢ogu
implantasyonun aksine gecici veya topikal kullanim igin tasarlanmis olmasi dikkat

¢ekmektedir. (Lopresti ve Brown 2015).

Teshisteki ilerlemeler, hastalikli organin ¢ikarilmasi ve saglikli olan organla
degistirilmesi yoluyla Onleyici olarak cok erken tedavi edilebilecek oliimciil veya
zayiflatict hastaliklarin tanimlanmasina izin verdigi i¢in organ nakli talebinin daha da
artmasi beklenmektedir. Bununla birlikte, organ nakli i¢in ¢ok biiyiik ve artan talebe
ragmen, bu talebi karsilayacak organlarin tedarigi kayda deger bir artis gdstermemistir.
Bu organ ve doku yetersizligi, maalesef hastalarin kiigiik bir ylizdesinin nakil almasi
nedeniyle cok onemli bir halk sagligi sorunu olarak bilinir. Ortaya c¢ikan bu agik,
yenileyici tip agisindan, arastirmacilar1 karaciger, kalp, deri ve bobrek gibi farkli organ
ve dokular1 yenilemeye ve degistirmeye yonelik caligmalar yapmaya itmis ve

calismalarin hiz kazanmasinda temel yliriitiicii gii¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Cizelge 2.4 Cesitli biyolojik kaynaklardan elde edilen biyomalzemeler ve 6zellikleri
(Ratner vd. 2014)

Malzeme Kaynak Kullanim sekli Ozellikler
o Cerrahi Dok_uya Ozgii blle_slm ve
Deseliilerize Havvan dokusu ama/doku mimaride protein ve
matriksler W ya . GAG’larin kompleks
iskelesi S
icerigi
Anyonik polisakkarit,
Alginat Algler Yara Ortiisii modifiye edilmedikge
sinirli bozunma,
hidrojeller olusturur
Katyonik, enzimatik
Kitosan Kr_ustase .dls Yara Ortiisti pargalanma, hidrojeller
iskeleti e
olusturabilir
. - . ol . Giglii, yavas bozunma,
Ipek Fibrion Ipek bocegi kozast Stitur dokunabilirlik
Hayvar.! HDM proteini, tigli
. dokusu/Hiicre .
Kollajen - A ) Dermal dolgu sarmal yapi, hiicre
kiiltiirii/Bakterial - A .
baglanma bolgeleri saglar
fermantaston
. . Ucuz, hiicre kiiltiiriinde
Jelatin Denatiire kollajen DOkl{ O hiicre baglanmasi i¢in
(Stinger)
kullanilir
Fibrin P1iht1 olusumu,
Fibrin/fibrinojen Hayvan doku veya sizdirmazlik flbrl_nOJer_nn trombin ile
plazmast . polimerizasyonundan
maddesi
kaynaklanir
Hayvan Yaglayici polimer, sadece
Hyaluronik Asit | dokusu/Bakterial Dermal dolgu SGAG, negatif yiikli,
fermantaston hidrojeller olusturabilir
GAG’da, sayisiz biiyiime
Hayvan doku veya Stent veya faktoriine baglanr,

Heparin

plazmasi

kateter kaplama

antikoagiilan aktivite,
stentleri kaplamak i¢in
kullanilir

Doku transplantasyonlarinda zenojenik ve allojenik hiicresel antijenler konake1

tarafindan yabanci olarak taninirlar ve bu nedenle inflamatuar bir yanita veya dokunun

reddine neden olurlar. Bununla birlikte, dHDM bilesenleri genellikle tiirler arasinda

benzerlik gosteren kimyasal profili nedeniyle elverislidir (Faulk ve Badylak 2014). Kalp

kapakgiklari, kan damarlari, deri, sinirler, iskelet kasi, tendonlar, ligament dahil olmak

lizere c¢esitli dokular,
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miithendisligi ve yenileyici tip uygulamalari i¢in ¢alismalar yapilmistir. Caligmalarin
tamami1 bu benzerligin avantajindan faydalanilarak hiicresizlestirme protokoliiniin
amacii ortaya koymaktadir. Deseliilerizasyonda HDM’nin biyolojik aktivitesi ve
mekanik biitiinliigii tizerindeki olumsuz etkileri en aza indirilerek tiim hiicresel ve
niikleer malzemelerin etkili bir sekilde uzaklastirilmas: temel hedeftir. Boylece
doku/organ transplantasyonlarindaki temel dezavantajlardan biri olan immiin yanit ve

doku reddi gibi problemleri en aza indirilmesi hedeflenmistir.

HDM, hiicrelerin baglanmasi ve uzamsal organizasyonu igin fiziksel bir substrat saglar
ve HDM bilesimi ve 3B yiizey topografisinin hiicre fenotipi ve davranisinda 6nemli bir
rol oynadig bilinmektedir (Faulk ve Badylak 2014).

Deseliilerizasyonun etkinligi icin en yaygin olarak kullanilan yontemler, fiziksel ve
kimyasal uygulamalarin bir kombinasyonunu igerir. Bdylece biyouyumlu iskele
yapilarinin elde edilmesi saglanmaktadir (Parmaksiz vd. 2015, Parmaksiz vd. 2016).
Deseliilerizasyonun baslica amaci hiicrelerin ve niikleik asit bilesenlerinin
uzaklastirilmas1 ve HDM nin mevcut dogal biyoaktif igeriginin yapida korunabilmesine
baglidir. Daha sonra elde edilecek biyomalzeme dogrudan kullanilabilecegi gibi izole
edilmis hiicreler ile kombine edilerek de (reseliilerizasyon) kullanilabilmektedir.
Deseliilerizasyon protokolleri temel olarak fiziksel veya iyonik ¢ozeltiler yardimiyla
hiicre membraninin par¢alanmasi ile baslar, enzim muamelesi ile hiicresel bilesenlerin
HDM’den uzaklastirilmasi ve ardindan sitoplazmik ve niikleer bilesenlerin deterjanlarla
¢ozdiiriilmesi  esasina  dayanir. Bu  sekilde elde edilen  biyomalzeme,
biyoteknolojik/biyomedikal uygulamalar i¢in 6nemli potansiyel tagimaktadir (Gilbert
vd. 2006).

Hiicresizlestirme ajanlarinin optimal olarak uygulamasi i¢in dokuya ait 6zellikler
ornegin kalinlik ve yogunluk, kullanilan ajanlar ve hiicresizlestirilmis dokunun
amaglanan klinik uygulamasina baghidir. Hiicresizlestirme ajanlarii uygulamadan 6nce,
deseliilerizasyon islemini basitlestirmek i¢in istenmeyen fazla doku ¢ikarilabilir.
Hiicresizlestirmeye yardimci olmak igin dokuya dogrudan kuvvet de uygulanabilir

(Crapo vd. 2011). Idrar kesesi, bagirsak, perikard ve amniyon gibi ince doku
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laminatlart i¢in, en yaygin olarak kullanilan hiicresizlestirme teknikleri donma ve
¢oziilme, kas veya submukoza gibi istenmeyen tabakalarin mekanik olarak ¢ikarilmasi
ve boylece deterjanlara veya asitlere nispeten kisa maruz kalmasi saplanmis olur (Crapo
vd. 2011). Dermis gibi daha kalin doku tabakalar1 daha kapsamli biyokimyasal
maruziyet ve daha uzun durulama siireleri gerektirebilir. Amorf organlar, yag dokusu,
beyin ve pankreas gibi dokularda genellikle daha kapsamli biyokimyasal maruziyet ve

daha uzun durulama stireleri gereklidir (Crapo vd. 2011).

Deseliilerizasyon i¢in kullanilan kimyasallar gesitlilik gostermektedir. Bir veya birden
fazla kimyasal birlikte uygulanabilmektedir. Literatiirde sik¢a  kullanilan
deseliilerizasyon ajanlar1 ¢izelge 2.5’te Ozetlenmektedir. Her doku benzersiz bir
kompozisyona, hiicre ve HDM organizasyonuna sahiptir. Sonu¢ olarak,
deseliilerizasyon protokoliiniin, yararli HDM proteinlerini, glikozaminoglikanlar1 ve
biiylime faktorlerini muhafaza ederken, hiicresel igerigin uzaklastirilmasini en st
diizeye cikarmak icin her doku i¢in optimize edilmesi gerekir. Optimize edilmis
deseliilerizasyon stratejileri, zenojenik veya allojenik malzemelerde, immiin yanit ortaya
¢ikaran molekiillerin ¢ogunu uzaklastirirken, hiicresel bilesenlerin lizisi nedeniyle
sitoplazma igeriginin kalintilar1 ortamda bulunabilmektedir. Bu kalinti molekiillerin
immiin yanit1 ve doku yeniden modelleme siireci {izerindeki sonuglarini belirleyen az
sayida ¢alisma vardir; bununla birlikte, kalintilarin varliklarin1 arastiran ¢alismalar,
hiicresel kalintilarin hem olumlu hem de olumsuz etkileri i¢in potansiyeli agikca

gostermistir (Lopresti vd. 2015).

2.7.1 Deseliilerizasyon ajanlan

2.7.1.1 Kimyasal ajanlar

Asit-baz islemi, biyomolekiillerin hidrolitik bozunmasimi Kkatalize ederek sitoplazmik
bilesenleri ve niikleik asitleri HDM’den wuzaklastirmak igin oldukca etkili bir
yaklasimdir. Asit-bazli islem, sterilizasyon kabiliyeti gosterse de HDM’nin bozulmasina

neden olabilir ve sonug¢ olarak biiylime faktorlerini ortadan kaldirirken mekanik

ozellikler lizerinde de etki gosterebilir (Gilbert vd. 2006, Crapo vd. 2011). Deterjan
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muamelesi hiicresizlestirme icin baska bir yaygin yaklasimdir. iyonik (Sodyum dodesil
stilfat (SDS)), iyonik olmayan (Triton X-100) ve zwitteriyonik 3-[(3-Kolamidopropil)
dimetilamonyo]-1-propansiilfonat (CHAPS) gibi deterjanlar hiicre zarlarini1 ve niikleer
bilesenleri ¢Oziindirir (Cizelge 2.5). Bununla birlikte, bu ajanlar HDM’nin
bozulmasina ve HDM’den protein ¢ikarilmasina neden olabilir (Gilbert vd. 2006, Crapo
vd. 2011). DNA-protein etkilesimlerini bozabilecek ve ozmotik etkilerle hiicre lizisine
neden olabilen HDM’nin hiicresizlestirilmesi i¢in hipotonik (Tris-HCI) ve hipertonik
(NaCl) kimyasallar da kullanmilmistir (Crapo vd. 2011, Kabirian ve Mozafari 2020).
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetraasetik asit (EGTA) gibi
kenetleme maddeleri, doku hiicresizlestirme icin yaygin olarak kullanilir. Bu tiir
kenetlenme ajanlart HDM’nin hiicre yapisma bélgelerinde Ca*® ve Mg*? gibi metal
katyonlarma sikica baglanarak hiicreleri bozar. Hiicresizlestirme i¢in kenetleme
maddelerinin uygulanmasi, hiicre ¢ikarilmasi i¢in yetersizdir ve hiicresel kalintilar
ortamdan uzaklastirmaya yetmez. Bu nedenle yaygin olarak diger yaklasimlarla birlikte
kullanilirlar (Gilbert vd. 2006, Crapo vd. 2011). Alkoller ve aseton gibi ¢oziiciiler
dehidrasyon mekanizmast ile dokular1 hiicresizlestirebilir. Lipitlerin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in izopropanol, etanol ve metanol gibi alkoller lipazdan daha etkilidir.
Bununla birlikte, alkollerin sterilizasyon yetenekleri vardir ancak hem alkoller hem de
aseton HDM’nin mikro yapisina zarar verebilecek doku fiksatifleridir (Gilbert vd. 2006,
Crapo vd. 2011, Kabirian ve Mozafari 2020).

2.7.1.2 Biyolojik ajanlar

Enzimatik hiicresizlestirme yontemi, hiicresel bilesenleri HDM’den spesifik olarak
cikarmak i¢in tripsin ve niikleazlar gibi enzimleri kullanir (Cizelge 2.5). Enzimatik
muamele hiicreleri etkili bir sekilde bozmasinin yani sira, bu yaklasimin uygulanmasi
tam olarak hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in yetersizdir ve enzim kalintilar1 bagisiklik
tepkisine neden olabilir ayrica maliyeti arttiric1 bir yontemdir. Bu sebeple deterjanlar ile
birlikte kullanim1 yaygindir (Gilbert vd. 2006, Crapo vd. 2011, Kabirian ve Mozafari
2020).
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2.7.1.3 Fiziksel ajanlar

Fiziksel yontemler de hiicre zarinin bozulmasi ve pargalanmasi amaciyla doku ve
organlarin deseliilerizasyonu ig¢in kullanilabilir (Cizelge 2.5). Fiziksel yaklasimlar,
hiicresizlestirme islemi sirasinda HDM altyapisinin bozulmasini etkili bir sekilde en aza
indirir. Bununla birlikte, hiicre zarinin parcalanmasi sonucunda hiicresel artiklar
ortamda kalir ve aseliiler bir doku elde etmek icin fazladan bir kimyasal veya biyolojik
islem uygulanmasi gerekir. Dondurma-¢dzme, kimyasal ajanlar kullanmadan hiicre igi
buz kristalleri tarafindan hiicresel zar1 bozmak icin birden fazla dongiide kullanilabilen
yontemlerden biridir. Ayrica dondurma-¢6zme dongiilerinin doku mimarisinde kii¢iik
degisikliklere yol agtigi ancak HDM’nin mekanik 6zelliklerini degistirmedigi
gosterilmistir (Crapo vd. 2011). Donma-¢6zme dongiilerinin HDM yapisina etkileri
azaltmak i¢in, %S5 trehaloz gibi kriyoprotektanlar ilave edilebilir. Mekanik kuvvetler ve
calkalamalar, hiicrelerin bazal membrandan daha etkin bir sekilde uzaklastirilmasi igin
cogunlukla enzimler, hipertonik salin veya kenetleyici ajanlar ile kombinasyon halinde
uygulanan bir yaklasimdir. Ancak, mekanik kuvvetler HDM yapisina zarar

verebilmektedir (Gilbert vd. 2006, Crapo vd. 2011, Kabirian ve Mozafari 2020).

Bir arada kullanildiklarinda deseliilerizasyon protokolleri genellikle fiziksel muameleler
veya iyonik c¢ozeltiler kullanilarak hiicre zarinin lizisi ile baslar, ardindan hiicresel
bilesenlerin enzimatik muamele ile HDM’den ayrilmasi, sitoplazmik ve niikleer
hiicresel bilesenlerin deterjan kullanilarak c¢oziilmesi ve son olarak hiicresel
dokiintiilerin dokudan c¢ikarilmasi ile baglar. Bu adimlar, etkinliklerini arttirmak i¢in
mekanik calkalama veya karistirmayla birlestirilebilir. Hiicresizlestirmeden sonra,
kimyasal maddeye karsi olumsuz bir konak¢1 doku tepkisini dnlemek i¢in tiim artik
kimyasallar uzaklastirilmalidir. Hiicresizlestirme ve HDM’nin korunmasiin etkinligi
cesitli yontemlerle degerlendirilebilir. Cesitli dokular igin fiziksel, enzimatik ve
kimyasal hiicresizlestirme mekanizmalar1 bir arada kullanilabilecegi gibi immiin yanit

olusturmamasi i¢in yontem basite de indirgenebilir (Gilbert vd. 2006).
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Cizelge

Hiicresizlestirme

yontemleri  ve

bunlarin

doku bilesenlerinin

uzaklastirilmasina yonelik siniflandiriimasi (Gilbert vd. 2006, Crapo
vd. 2011, Lopresti vd. 2015)

Deseliilerizasyon
ajanlan

Etkileme sekli

HDM’ye etkisi

Dondurma-Cozme

Hiicre i¢i buz kristalleri
hiicre zarin1 bozar

HDM hizli
dondurma sirasinda
bozulabilir veya

baglarinin hidrolizi

kirilabilir
. Basing ile hiicreleri Mekanik kuvvet
= Mekanik kuvvet 1 HDM’ye zarar
= patlatabilir -
g verebilir
E Hiicre lizisine neden Agresif ¢alkalama
= olabilir, daha ¢ok veya sonikasyon,
kimyasal maruziyeti ile hiicresel materyal
Mekanik ¢alkalama hiicresel materyalin giderilirken
¢ikarilmasini HDM’nin de
kolaylastirmak i¢in bozulmasina neden
kullanilir olur
Uzun siireli maruz
Arg ve Lys’in C kalma HDM yapisini
Tripsin tarafindaki peptit pozablhri 'am'”'f"
baglarmi ayir fibronektin, elastin
v ve GAG’lar1 zarar
= gorir
! Ribonilkleotid ve Dokudan ¢ikarilmast
E E N deoksiriboniikleotid Ml gL
S ndoniikleazlar S zor ve immiin yanit
4 Zincirlerinin ig meydana getirebilir
&= baglarinin hidrolizi
RNA ve DNA
Ekzoniikleazlar zincirlerinin terminal -
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Cizelge 2.5 Hiicresizlestirme yontemleri ve bunlarin  doku bilesenlerinin
uzaklastirilmasina yonelik siniflandiriimasi (Gilbert vd. 2006, Crapo
vd. 2011, Lopresti vd. 2015) (Devami)
Descliilerizasyon Etkileme sekli HDM>ye etkisi
ajanlari
= Protein-protein
= § etkilesimlerini oldugu Dokuya bagli
% < Triton X-100 gibi birakirken lipit-lipit | verimlilik, GAG’lar
> % ve lipit-protein bertaraf edebilir
e etkilesimlerini bozar
Sitoplazmik ve niikleer | Dogal doku yapisini
Sodyum dodesil hiicre membrani ¢6zme; | bozma, GAG’lara ve
stilfat (SDS) proteinleri denatiire kollajene zarar
etme egilimi verme egilimi
A Doku yapisina
= Sodyum deoksikolat - SDS’den daha fazla
@) zarar1 olur
= Zwitteriyonik
deterjanlar ile
Triton X-200 - kullanildiginda
verimli hiicre
j uzaklastirmasi
A .
§ (zg ,(0(\2_5 Iyonik olmayan ve Triton X-100’dekine
= . . iyonik deterjanlarin benzer HDM
iv! kolamidopropil) ozelliklerini sergiler bozulmasi ile etkili
~ dimetilamonyo)-1- & -
N hiicre bertarafi
propan siilfonat)
Siilfobetain-10 ve Triton X-200 ile
X .. . hiicrenin ¢ikarilmasi
= Siilfobetain-16 - ve hafif HDM
o (SB-10, SB-16)
> bozulmasi
o
[~~
=
= Protein-protein Mekanik 6zellikler
= Tribitil Fosfat etkilesimlerini bozan tizerindeki etki,
N organik ¢oziicii kollajen igerigi kayb1
I gl | g
EDTA, EGTA boylece HDM-hiicre yqntgmlerle (6rn.
Tripsin) kullanilir

adezyonunu bozar
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Deseliilerizasyon yontemleri, dogal olarak hiicrelere zarar verme 6zellikleri nedeniyle
kullanilan ¢ok cesitli kimyasallar1 igerir. Kimyasallarin muamelesinden sonra doku
icinde yiiksek konsantrasyonlardaki kalintilar, iskele in vitro kiiltiirii veya in vivo
implante edildiginde konakg¢1 hiicrelere toksik olmalar1 muhtemeldir. Benzer sekilde,
yukarida tarif edilen iglemlerin bazilari, biiyilik 6l¢iide sigir kaynaklarindan (yani DNaz,
RNaz, tripsin) tiiretilen enzimleri icerir. Bu enzimler potansiyel olarak konakgi
tarafindan olumsuz bir bagisiklik tepkisine neden olmaktadir. Benzer sebeplerden
deterjanlar ve asit veya bazlar benzer immiin yanit mekanizmalarini in vivo ortamda

harekete gegirirken; in vitro sitotoksisite gostermektedir.

Deseliilerize doku tamamlandiktan sonra, {i¢ ana sonucu belgelemek dnemlidir. Bunlar
sirayla, (i) hiicresel igerigin ¢ikarilma derecesi, (ii) hiicresizlestirilmis dokunun deterjan
ve tuz kalintilarindan armmmis olup olmadigi ve (iii) geri kalan HDM’nin biitiinliik
diizeyidir. Genellikle, niikleik asitler i¢in olduk¢a hassas analizler ile niikleer materyalin
varligmmi 6lgmek gerekmektedir. Histokimyasal boyamalarla, kalan potansiyel hiicre
cekirdegi sayist belirlenmektedir. Ancak, bu yaklasim daha az nicelikseldir.
Deterjanlarin = uzaklagtirnlmasimin ~ belirlenmesi  de  deseliilerize ~ dokunun
reseliilerizasyonuna zararli girisimde bulunacagindan 6nemlidir. HDM iskelesinin
bitiinliigini  dogrulamak  i¢in, taramali  elektron  mikroskobu kullanarak
hiicresizlestirilmis dokunun 3B mikro yapisin1 goriintiilemek sik¢a bagvurulan
yontemlerden biridir. Tyi bir deseliilerizasyon protokolii, hiicrelerin daha énce oturdugu
goriiniir gdzeneklere sahip diizenli bir HDM yapis1 verir (Sarvazyan 2020). Iskele
proteinleri ayrica farkli histokimyasal boyalarla boyanabilir, bu durumda spesifik
boyanmalar, her bir HDM bilesenlerinin, yani elastin, kollajen veya
glikozaminoglikanlarin  bolluguna isaret edebilir. Basarili deseliilerize doku
protokoliiniin son agamalari, in vivo uyumlulugun ve hiicre uyumlulugunun kontroliinii
igermelidir. Ayrica, in vitro olarak hiicrelerin deseliilerize doku i¢inde kendi islevlerini
yerine getirip getirememe, cogalma ve farklilasma gibi 6zelliklerini degerlendirmek

onemli bir parametre olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Sarvazyan 2020).
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2.7.2 Karaciger deseliilerizasyonu

Deseliilerizasyon doku miihendisliginde iskele hazirlanmast igin gelistirilmis
tekniklerden biridir, elde edilen malzeme potansiyel olarak dogal mikro damar agi
yapilanmasi ve fonksiyonel yonleri de dahil olmak tizere orijinal dokunun mimarisini
koruyabilir (Badylak 2007). Anjiyogenez, hiicre infiltrasyonu, mitogenez ve in vivo
implantasyon sonrast konak¢t HDM’nin birikimi ve organizasyonu, HDM yapi1
iskelelerinin yeniden modellenmesi yaygin olaylardir. Epidermal biiyiime faktori
(EGF), hepatosit biiylime faktorii (HGF) ve doniistiiriicii biiyiime faktorii alfa (TGF-a)
gibi bilesen biiylime faktorleri, iskele biyobozunmasi sirasinda salinir ve biyolojik

aktivite gostermektedirler (Selden ve Hodgson 1991).

Deseliilerize karaciger HDM’sinde muhtemelen dogal karaciger dokusunda yer alan
fibronektin, bazi kollajen tip I ve az miktarlarda tip III, IV, V ve VI’dan olugmaktadir.
Periportal bolgelerde, matriks safra kanalinda bol olan lamininlerden olusur, fibronektin
ise Disse kanallarindaki en bol HDM proteinidir. Santral damara yakin olan bolgelerde
kollajen tip I, IV ve VI’y1 ve bunlara kiyasla az miktarda kollajen tip I, fibronektin ve
nispeten yiiksek oranda siilfatlanmis heparan proteoglikanlarini igerir. Elastin tiim
karaciger lobiiliinde eksprese edilir. Karaciger boyunca dagilmis sekilde diger HDM
proteinleri arasinda hyaliironan, entaktin ve kondroitin siilfat proteoglikanlar bulunur.
Ozetle, karacigerde tip I, III, IV, V ve VI dahil olmak iizere bir dizi kollajeni ihtiva
etmektedir. Fibronektin, laminin ve tenassin dahil glikoproteinlerin yani sira; heparan
stilfat, perlekan ve sindekan gibi proteoglikanlar da mevcuttur. Bunlar karaciger
hiicrelerinin dogal nisi olarak gorev iistlenmektedir ve deseliilerize matrikslerde bu
yapisal elemanlarin kompozisyonlar1 doku miihendisligi iskelelerinin basarisini
olusturmaktadir. Bu icerigi korumak yontemin olusturulmasindaki en Onemli unsur
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Andez ve Amenta 1995, Kikkawa vd. 2008, McClelland vd.
2008, Wang vd. 2011, Mazza vd. 2015).

Deseliilerize matriksler, farkli kullanim amaglar1 i¢in farkli siiregler izlenerek

hazirlanabilir. Kismi ya da tam kalinliktaki yaralarda, yara iilserlerinde veya yaniklarda
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kullanilmak iizere sigir incebagirsak submukozasi iizerinde caligmalar yapilmis, elde
edilen dHDM seritler ile hali hazirda ticari olarak basari elde etmislerdir (Parmaksiz vd.
2015, Parmaksiz vd. 2016). Karaciger deseliilerizasyonu kullanim amacina gore tiim-
organ (Baptista vd. 2011), enjekte edilebilir jel (Lee vd. 2014), 3B biyobasim (Lewis
vd. 2019, Vurat vd. 2020a) veya elektroegirme yontemiyle olusturulmus membran
(Grant vd. 2019) gibi ¢ok ¢esitli yollarla elde edildigi bilinen ¢aligmalar bulunmaktadir.
Genellikle kolay sekillendirilebilme, su tutma, sertligi ve mekanik 6zelligi kolayca
degistirilebilme gibi 6zelliklerinden dolayr dHDM’ler ¢oziinebilir formda jel halinde
kullanilabilme potansiyeli tasimaktadirlar. dHDM’ler genel olarak literatiirde pepsin ile
muamele edilerek jel formuna getirilebilirler, daha sonrasinda kullanim amaci
dogrultusunda uygulanacak isleme gore farkli sekillerde ve fabrikasyon metoduna

uygun kullanilabilir.

Karaciger doku miihendisliginde de deseliilerizasyon biiyiik bir yer tutmaktadir.
Kanlanmay1 saglayan damarlanma yapisi ayn1 zamanda safra kanallariyla karacigerin
fonksiyonel modiiler birimi olan siniizoidlerde birlesmektedir. Karaciger, bunun disinda
viicuttaki birgok dnemli biyokimyasal yolun basi ve sonudur. Karaciger fonksiyonunun
en temelinde yer alan hepatositler ise bu biyokimyasal aktivitenin merkezi itici giiclinii
olusturmaktadir. Doku miihendisliginin temelinde yer alan mekanotransdiiksiyon, hiicre
iskeletinin hiicre dis1 matriks ile ortaklasa bir uyum igerisinde olmasini goz Oniinde
bulundurmaktadir ve bu perspektiften bakildiginda iiretilecek dokuyu en iyi sekilde
taklit etmenin yolu, doku veya organi en yakin kaynagin islenmesiyle elde edilecek olan
metodu segmek icin diisiinmeye itmektedir. Bu amacla dogal icerigi, sahip oldugu
biyoaktif molekiilleri ve kompleks mimarisini en iyi sekilde taklit edebilecek olan
deseliilerizasyon ile iretilecek doku veya organ icin en iyi iskele malzemesi olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

2.8 Hidrojeller

Hidrojeller, kuru agirliklarinin binlerce katina kadar su absorblayabilen hidrofilik

polimer aglaridir. Hidrojeller kimyasal olarak stabil olabilir veya bozulabilir ve sonunda
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pargalanabilir ve ¢oziilebilirler. Molekiiler baglar ve/veya iyonik, hidrojen bag veya
hidrofobik kuvvetler de dahil olmak {izere ikincil kuvvetler tarafindan bir arada
tutuldugunda “geri doniisimli” veya “fiziksel” jeller olarak adlandirilirlar. Fiziksel
hidrojeller homojen degildir, ¢iinkii konformasyonel yapilarinda hidrofobik veya iyonik
olarak iligkili kiimeler homojen olmayan alanlar olusturabilir (Campoccia vd. 1998,
Prestwichvd. 1998).

Son zamanlarda, doku miihendisligi, ila¢ salimi, kendi kendine sekil alabilen
malzemeler, biyosensorler ve hemostaz bandajlar1 gibi alanlarda hidrojellerin
uygulanmasinin fizibilitesi lizerine genis arastirmalar devam etmektedir (Lee ve
Mooney 2001, Ding vd. 2016). Diger biyomalzeme tiirleri ile karsilastirildiginda,
hidrojellerin artan biyouyumluluk, ayarlanabilir biyobozunurluk, uygun mekanik
mukavemet, gézenekli yapiya sahip olmalari gibi avantajlari vardir. Bununla birlikte,
hidrojellerin diisiik mekanik mukavemeti ve kirilgan dogasi nedeniyle, sinirlamalari
mevcuttur. Bu nedenle, daha giiclii ve daha kararli 6zelliklere sahip yeni hidrojellere
hala ihtiyag vardir. Bu sebeple hidrojeller fiziksel, kimyasal veya enzimatik yollarla
capraz baglanarak manipiile edilir ve bdylece ihtiyaca uygun sekilde kullanilabilirler.
Ornegin cesitli gevresel tetikleyiciler (pH, sicaklik, iyonik gii¢) ve gesitli fizikokimyasal
etkilesimler (hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi) kullanilarak polimer zincirlerinin

fiziksel ¢apraz baglanmasi saglanabilmektedir.

Hidrojeller, ¢ok cesitli kimyasal bilesimleri ve bir y18in fiziksel 6zellikleri olan, hemen
hemen hepsi suda ¢06ziiniir polimerlerden {iretilebilir. Ayrica hidrojeller, levhalar,
mikropartikiiller, nanopartikiiller, kaplamalar ve filmler dahil olmak tizere g¢esitli
fiziksel formlarda formiile edilebilir. Sonu¢ olarak, hidrojeller klinik uygulama ve
deneysel tipta, doku miihendisligi ve yenileyici tipta (Lee ve Mooney 2001; Vurat vd.
2020a), teshis (Van der Linden vd. 2003), hiicresel immobilizasyon (Jen vd. 1996),
biyomolekiillerin veya hiicrelerin ayrilmas1 (Wang vd. 1993) dahil olmak iizere ¢ok
cesitli uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Olduk¢a gozenekli yapilari, jel
matriksindeki ¢apraz baglantilarin yogunlugu ve hidrojellerin sistikleri sulu ortam igin
afinitesi kontrol edilerek kolayca ayarlanabilir. Gozeneklilikleri ayrica, ilaglarin jel

matriksine yiiklenmesine ve miiteakiben, jel agi yoluyla kii¢iik molekiilin veya
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makromolekiiliin difiizyon katsayisina bagli bir oranda ila¢ salimina izin veren bir

Ozelliktedir.

2.8.1 Deseliilerize doku kaynakh hidrojeller

dHDM’lerden tiiretilen biyomalzemeler miyokard enfarktiisinden ortopedik
yaralanmalara kadar ¢ok cesitli tibbi uygulamalarda kapsamli bir sekilde arastirilmistir
(Hussey vd. 2018, Spang ve Christman 2018). Bu materyallerin bir¢ogu hala klinik
Oncesi asamada daha fazla degerlendirme gerektirmesine ragmen, cok sayida
deseliilerize iiriin ticari olarak elde edilebilir hale gelmistir (Brown ve Badylak 2014).
Bu iirlinlerin ¢ogu insan, domuz veya sigir doku kaynaklarindan elde edilir ve en yaygin
olarak serit Ortli seklinde firetilirler. Bununla birlikte, hiicresizlestirilmis bu serit
tabakalarin implante edilmesi, deseliilerize HDM’nin enjekte edilebilir formlarina
kiyasla daha invaziv prosediirler gerektirir. Ozellikle, HDM hidrojelleri, minimal
invaziv olarak kullanilabilmeleri nedeniyle giderek daha fazla calisiimaktadir ve bu
malzemelerin jellesmis sekli, amorf sekilli kusurlarin doldurulmasi igin avantaj
saglamaktadir. d(HDM biyomalzemelerinin tabaka formundan farkli olarak, sadece bir
miyokard matriksi kaynakli enjekte edilebilir hidrojel, Ventrix, Inc. (ClinicalTrials.gov,
NCT02305602), Kklinik deneylere ulagmistir (Traverse vd. 2019). Bunun yanisira,

enjekte edilebilir HDM hidrojelleri i¢in {iretim standartlar1 iyi belirlenmemistir.

HDM’den koken alan bir hidrojelin gelistirilmesi, doku onariminda birka¢ umut verici
uygulamaya sahiptir. Yapilan ¢alismalar, dHDM’nin, fizyolojik sicaklikta kendi
kendine bir araya gelebilme 6zelligi 6rnegin kalbe enjekte edilebilir bir malzeme olarak
kullanilabilecegi yoniindedir (Singelyn vd. 2009, Ungerleider vd. 2015). Ayn1 zamanda
hidrojeller, hiicre organizasyonunu ve hizalamasini yonlendirmek icin arzulanan bir

modelin tiretilmesini miimkiin kilmaktadir (Singelyn vd. 2009; Vurat vd. 2020a).
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2.8.2 Deseliilerize doku kaynakh hidrojellerden elde edilen siinger iskeleler

Karaciger dokusuna en yakin 3B mikro mimariye ve hiicre dig1 matriks bilesimine sahip
bir karaciger doku iskelesinin gelistirilmesi, karaciger transplantasyonu ve karaciger
hastaliklarinin tan1 ve tedavisine katki saglama potansiyeline sahiptir. 3B doku iskeleleri
2B kiiltiire kiyasla hiicre organizasyonlar1 ve hiicrelerin fenotipik karakteri i¢in biiyiik
onem arz etmektedir. Ventura ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada, hidroksiapatit ve
dHDM kompozit iskelesini siganlarda subkutan olarak implante etmis ve implantlar
kemik rejenerasyon potansiyeli agisindan test edilmistir (Ventura vd., 2015). Bir baska
calismada, doku miihendisligi uygulamasi i¢in hiicresizlestirilmis keg¢i karacigeri
deseliilerize edilmis ve karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. HDM bilesenlerini ve

dogal karaciger dokusuna benzer yapisal ozellikleri korudugu bildirilmistir (Agarwal

vd. 2019).

Karaciger doku miihendisligi alaninda karsilasilan en biiylik zorluk, karmasik
biyokimyasal bilesimi ve dogal doku/organa benzer 3B mikro mimariyi taklit etmektir.
Bu tez ¢aligmasinda hepatik dokunun gelistirilmesi amaciyla sigir karacigeri tercih
edilmistir. Hem karaciger izolasyonu agisindan sigir karacigeri yiiksek miktarda bir
kaynak olmasi agisindan, hem memeli grubuna yakin HDM bilesenlerine sahip
olmasindan, hem de bu alanda sigir kaynagindan izole edilerek biyomiihendisligi
yapilan karaciger tizerindeki ¢alismalarin eksikligini giderecegi diisiincesiyle tercih

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez calismasi kapsaminda deseliilerizasyon asamalarinda Triton X-100, sodyum
dodesil siilfat (SDS), amonyum hidroksit (NH4OH), perasetik asit (PAA); 3B iskelelerin
hazirlanmasi ve jellestirme siireglerinde pepsin ve hidroklorik asit (HCI) Sigma (St.
Louis, MO, ABD) marka kimyasallar temin edilerek gerceklestirildi. Iskeleler Christ
marka Alpha 1-4LD plus model liyofilizatoér (Osterode am Harz, Almanya) kullanilarak
elde edildi.

Deseliilerize karaciger dokularmin karakterizasyonu kapsaminda DNA igerigi
analizlerine, Trizma (Tris-HCI), potasyum kloriir (KCI), magnezyum kloriir (MgCly),
Tween-20, Fenol, Kloroform, izoamil alkol ve Proteinaz K Sigma (St. Louis, MO,
ABD) marka tercih edildi ve NanoDrop One (Thermo Scientific, Delaware, ABD) ile

spektrofotometrik 6lgtimler alindi.

Protein igeriginin belirlenmesi amaciyla, QuantiPro™ BCA tayin kiti Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, ABD), analizlerde ekstraksiyon amaciyla kullanilan yardimei
kimyasallar NaCl, EDTA, Triton-X 100, deoksikolik asit, SDS Sigma (St. Louis, MO,
ABD) marka tercih edildi ve cOmplete™, EDTA’s1z Proteaz Inhibitor Kokteyli Roche
(Mannheim, Almanya) firmasindan temin edildi; Molecular Devices marka SpectraMax
M5 model spektrofotometre (Kaliforniya, ABD) kullanilarak kolorimetrik tayin
gergeklestirildi.

Kollajen iceriginin belirlenmesi amaciyla Sircol™ Kollajen tayin kiti (Biocolor,
Carrickfergus, Biiylik Britanya) kullanildi, ekstraksiyonu amaciyla pepsin ve asetik asit
Sigma (St. Louis, MO, ABD) marka tercih edildi. sGAG igeriginin belirlenmesi
amaciyla Blyscan™ sGAG tayin kiti (Biocolor, Carrickfergus, Biiyiik Britanya)
kullanildi, ekstraksiyonu amaciyla fosfat tamponu, sodyum asetat, EDTA, disodyum
tuzu, sistein HCI ve papain Sigma (St. Louis, MO, ABD) marka kimyasallar
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kullanilarak hazirland1 ve spektrofotometrik Ol¢timler Molecular Devices marka
SpectraMax M5 model spektrofotometre (Kaliforniya, ABD) kullanilarak
gergeklestirildi.

Mekanik analizler i¢in Shimadzu marka Autograph AGS-X model (Kyoto, Japonya)

mekanik test cihazi ile basma testi gergeklestirildi.

Diger karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, taramali elektron mikroskobu analizleri
Zeiss EVO 40 (Jena, Almanya), FTIR Schimadzu IRAinfinity, TGA Schimadzu DTG-
60/60 (Kyoto, Japonya) cihazlari kullanildi.

3.2 Yontem

Sigir karaciger dokularmin deseliilerizasyonu, jellestirilmesi, 3B doku iskelesi
gelistirilmesi gercevesinde yapilarin histokimyasal olarak analizi, DNA igerigi, yiizey
Ozelliklerinin belirlenmesi (SEM); toplam protein, kollajen ve sGAG gibi biyoaktif
bilesenlerin belirlenmesi; tiirbidimetrik jellesme kinetigi 6zelliklerinin belirlenmesi; in
vitro biyobozunma, su tutma testi ve in vitro sitotoksisite analizlerini kapsayan

karakterizasyon c¢aligmalar1 yer almaktadir.

3.2.1 Karaciger dokularinin izolasyonu ve deseliilerizasyonu

Caligmalarda kullanilan sigir karacigeri, veteriner hekim kontroliindeki Ankara Et ve
Siit Kurumu Kesim Tesisindeki saglikli sigirlarin kesiminin ardindan 4 saat igerisinde,
bir biitiin halinde, 4°C’de %0,9 serum fizyolojikle (SF) dolu kaplarla laboratuvara
transfer edildi. Ilk asamada biitiin haldeki karacigerdeki mevcut kanin uzaklastirilmasi
amaciyla SF ile seri yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra 10-15 cm genislikte ve
1-2 cm kalinhigindaki boyutlarda kesilip tekrardan SF ile yikandi. Karaciger digindaki
ana damarlar, yag dokusu ve karacigerin disindaki zar (peritonal zar) gibi bazi bag doku
elemanlar1 bertaraf edildi ve akabinde ileri ¢alismalar Oncesinde -80°C’deki
dondurucuda muhafaza edilmek iizere kaldirildi. Islem adimlann sekil 3.1°de

ozetlenmektedir.
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Sekil 3.1 Sigir karaciger dokusunun deseliilerizasyonuna iligskin sematik gosterim

Dondurucuda (-80°C) muhafaza edilen Ornekler, deseliilerizasyon Oncesinde SF
icerisinde oda sicakhiginda yavasca ¢oziildii ve bisturi yardimiyla kiip (0,5-1 cm®) ve
dilim (~0.3x1x2 cm) seklinde pargalara ayrildi. Daha sonra doku pargalari igerisindeki
kalan kanin uzaklastirilmasi amaciyla manyetik karistirici tizerinde 30 dakika siire ile
SF ile yikandi. On hazirlik asamas: sonrasinda deseliilerizasyon ¢alismalaria gecildi.
Bu amagla c¢izelge 3.1°de yer alan protokoller ¢alisildi. Uygulanan Triton X-100,
sodyum dodesil siilfat (SDS), perasetik asit (PAA) ve amonyum hidroksit (NH4;OH)
distile su igerisinde hazirlandi. Deseliilerizasyon manyetik karistiricida siirekli
karistirma altinda gerceklestirildi ve c¢ozeltiler her 12 saatte bir kez tazelenerek
deseliilerizasyon siirdiiriildii. Deseliilerizasyon ajan1 muamelesi sonrasinda her
defasinda durulama islemi SF ile 30 dakikada bir tazelenerek gergeklestirildi.
Durulamanin ardindan -80°C’de dondurulan 6rnekler daha sonra 24 saat boyunca 0,29

mbar basing altinda -76°C liyofilize edilerek kurutuldu.
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Cizelge 3.1 S1gir karacigerinin deseliilerizasyonu i¢in uygulanan protokoller

Protokol | Kesim Yontem

1 Dilim %21 Triton X-100 (dH,0) ile 48 saat ve ardindan %0,15 PAA
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

) Bilim %1 Triton X-100 (dH,0) ile 48 saat ve ardindan %0,1 NH,OH
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

3 Kiip %21 Triton X-100 (dH,0) ile 72 saat ve ardindan %0,15 PAA
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

A Kiip %1 Triton X-100 (dH,0) ile 72 saat ve ardindan %0,1 NH,OH
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

. o %2 Triton X-100 (dH,0) ile 48 saat ve ardindan %0,15 PAA
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

6 S %2 Triton X-100 (dH,0) ile 48 saat ve ardindan %0,1 NH,OH
(dH20) ile 24 saat muamele edildi.

. Kiip %2 Triton X-100 (dH,0) ile 48 saat ve ardindan %0,15 PAA
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

o Kip %2 Triton X-100 (dH,0) ile 48 saat ve ardindan %0,1 NH,OH
(dH,0) ile 24 saat muamele edildi.

9 Kiip %1 SDS (dH,0) ile 24 saat muamele edildi ve ardindan dH,O ile
durulanda.

10 Dilim %1 SDS (dH,0) ile 48 saat muamele edildi ve ardindan dH,O ile
durulandi.

1 Kip %0,1 SDS (dH20) ile 24 saat muamele edildi ve ardindan dH,O

ile durulandi.
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3.2.2 Deseliilerize karaciger dokularinin karakterizasyonu

3.2.2.1 DNA icerigi analizleri

Deseliilerize edildikten sonra liyofilizator ile kurutulan numuneler DNA ekstraksiyonu
amactyla homojenize edildi ve es miktarlarda 6rnekler (10 mg) tartilarak mikrosantrifiij
tiiplerine alindi. Ekstraksiyon i¢in 20 mg/mL Proteinaz K ihtiva eden 1 mL ekstraksiyon
tamponu (10mM Trizma (Tris-HCI), 50 mM potasyum kloriir (KCI), 1,5 mM
magnezyum kloriir (MgCly), %0,5 Tween-20) eklendi. Akabinde, 48 saat boyunca
55°C’de vortekslendi. Siire sonunda, ornekler 4°C’de 3000 devir/dakika’da 15 dakika
santrifiij edildi ve  siipernatan  toplandi. Ardindan, 1 mL 25:24:1
Fenol:Kloroform:izoamil alkol ¢ozeltisi mikrosantrifiij tiiplerine eklendi 4°C’de 3000
devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edilerek siipernatan toplandi. Siipernatan iizerine
200 uL 3 M sodyum asetat (pH 5,5) ve 500 uL %095 etil alkol eklenerek -80°C’de 20
dakika bekletildi daha sonra 30 dakika 37°C’de ¢ozdiiriildii ve daha sonra 25°C’de
10000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edilip slipernatan atildi. Toplanan pellet 100
uL steril su ile seyreltildi ve NanoDrop One, (Thermo Scientific, Delaware, ABD) ile
spektrofotometrik Olgiimler alinarak ortalama DNA konsantrasyonlart tayin edildi.

Herhangi bir isleme maruz birakilmamis dogal karaciger dokusu kontrol olarak calisildi.

3.2.2.2 Histokimyasal analizler

Histoloji analizleri i¢in deseliilerizasyon islemi sonrasi liyofilize edilen numuneler %2,5
gluteraldehit (suda) ¢ozeltisi ile tespit edildi. Tespit sonrasinda numuneler 0,1 M
Potasyum fosfat tamponunda 10 dakika bekletildi ve daha sonra dondurma tamponu ile
(%0,1 potasyum fosfat + 50 mL dH,O + 15 g sakkaroz) 15-20 dakika muamele edildi.
Tampon uygulamasini takiben doku dondurma ¢d6zeltisi ile (Tissue Freezing Medium,
Leica, Wetzlar, Almanya) 15 dakika boyunca muamele edildi ve kriyo kesit islemi igin
donduruldu. Kriyo-mikrotom ile 8-10 pum kalinligindaki kesitler lamlara alinip

boyanmaya hazir hale getirildi.
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Lamlara alinip boyanmaya hazir hale getirilen kesitler Mayer metoduna gore
Hematoksilin ve Eosin boyamasi yapildi. Lamdaki preparatlara 2 dakika saf su
uygulandiktan sonra %95 etanol ile 5 dakika muamele edildi ve ardindan 8 dakika
Hematoksilin uygulandi. Daha sonra preparatlar %95 etanol ile 5 dakika muamele
edilerek yikandiktan sonra fazla Hematoksilinin bertaraf edilmesi saglandi. Bunun
ardindan ise 4 dakika Eosin uygulandi ve daha sonra fazla boya kalintis1 tekrardan %95
etanol ile 5 dakika muamele edilerek giderildi. Son asamada Leica marka 1s1k

mikroskobu altinda analiz edilerek goriintiiler toplandi.

3.2.2.3 Siilfatlanms glikozaminoglikan (sGAG) icerigi analizleri

Liyofilize formdaki saf ve deseliilerize karaciger dokularinda es miktarda Ornekler
tartilarak 0,1 mg/mL papain tamponu (0,2 M sodyum fosfat tamponu, 8 mg/mL sodyum
asetat, 4 mg/mL EDTA, 0,8 mg/mL sistein HCI) ile sGAG ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Bu amagla ornekler tiiplere alindi ve 1 mL papain ekstraksiyon tamponu
mikrosantrifiij tiiplerine eklendi. Numuneler mikrosantrifiij tiiplerinde 65°C’de 3 saat
vortekslenerek sindirim gergeklestirildi. Tiipler 10000xg’de 10 dakika santrifiijlendi.
Ureticinin kit protokolleri dogrultusunda 100 pL siipernatan alindi ve iizerine 1 mL
Blyscan Boya Reaktifi eklendi. Glikozaminoglikan standartlari i¢in 1 pg, 2 pg, 3 pg, 4
ug ve 5 pg iceren referans standart soliisyonu kullanildi. Ornekler 30 dakika boyunca
ThermoMixer C (Eppendorf, Hamburg, Almanya) mekanik calkalayiciya yerlestirilerek
hafif¢e calkalandi. Daha sonra 12000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edildi ve
baglanmamis boyanin uzaklagtirilmasi amaciyla siipernatan dikkatlice uzaklagtirildi.
sGAG bagli boyanin serbest birakilmasi ve geri kazanimi ig¢in 0,5 mL Blyscan Cozme
Reaktifi eklendi ve vortekslenerek bagli boyanin ¢oziinmesi saglandi. Coziinmeyi
takiben 200 pL alinarak SpectraMax M5 spektrofotometrede (Molecular Devices, CA,
ABD) absorbans degeri 656 nm’de Sl¢iimler alindi. Standart egriye karsi orneklerin
SGAG igerikleri tayin edildi.
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3.2.2.4 Toplam protein i¢eriginin belirlenmesi

Toplam protein analizi i¢in ilk 6nce numunelerin kiiglik pargalara ayrilmasi saglandi.
Ekstraksiyon i¢in 10 mg numune tartilarak 1 mL RIPA lizis ve ekstraksiyon tamponuyla
(50 mM Tris-HCI (pH 7,4) 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, %1 Triton-X 100, %0,25
deoksikolik asit ve %0,1 SDS, Proteaz inhibitor kokteyli) muamele edildi. Ardindan
4°C’ye ayarli ThermoMixer C (Eppendorf, Hamburg, Almanya) mekanik ¢alkalama ile
30 dakika ekstraksiyona birakildi. Daha sonra numuneler 13000xg’de 15 dakika
santrifiij edildi. Ardindan siipernatan dikkatlice toplandi ve QuantiPro BCA protein
analiz Kiti talimatlar1 dogrultusunda analiz gergeklestirildi. Bu amagcla, es oranlarda
stipernatan ve QuantiPro Calisma Reaktifi etkilestirildi ve 1 saat boyunca 60°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her numuneden 200 pL almarak 562 nm’de

absorbansi Olglimleri yapilarak standarda karsi toplam protein konsantrasyonu tayin

edildi.

3.2.2.5 Kollajen i¢eriginin belirlenmesi

Kollajen igeriginin analizi kapsaminda Sircol™ (Biocolor, Carrickfergus, Biiyiik
Britanya) kiti kullanildi. Bu ¢ercevede, ilk asamada liyofilize formdaki dogal karaciger
dokusu ve deseliilerize dokulardan ekstraksiyon i¢in 10 mg numune tartilarak
mikrosantrifij tiiplerine alindi. Ardindan 1 mL 0,1 mg/mL pepsin ¢ozeltisi (0,5 M asetik
asit) ornekler iizerine eklendi ve 48 saat boyunca 4°C’ye ayarli Eppendorf marka
ThermoMixer C model mekanik karistiricida (Hamburg, Almanya) ekstraksiyon
stirdiirtildii. Stire sonunda her bir numuneden 100 pL alinarak 1 mL Sircol boya reaktifi
ile 30 dakika boyunca hafif ¢alkalamada etkilestirildi. Mekanik karistirma ardindan
12000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirilarak pellet
tizerine 750 pL Sircol asit-tuz yikama reaktifi eklendi ve 12000 devir/dakika’da 10
dakika santrifiij yapildi. Siipernatan uzaklastirildi ve pellet 250 pL Sircol alkali reaktifi
ile etkilestirilerek boyanin ¢6ziinmesi saglandi. Elde edilen siispansiyondan 200 uL

aliarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarildi ve SpectraMax M5 spektrofotometrede
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(Molecular Devices, CA, ABD) absorbans degeri 555 nm’de 6l¢iildii. Standart egriden

orneklerin bilinmeyen kollajen konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.2.2.6 Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analizleri

Deseliilerize karaciger HDM’sinin yilizey morfolojisini mikrometre skalasinda
belirlemek amaciyla SEM analizler gercgeklestirildi. Bu amagla ornekler numune
tablasina yapistirilan iletken karbon bantlar iizerine sabitlendi. Ankara Universitesi
Niikleer Bilimler Enstitiisii biinyesinde goriintiilenmek iizere Emitech K550X model
numarali cihazla altin kaplandi ve Zeiss marka EVO 40 model SEM cihazi ile 10 kV

altinda ornekler analiz edildi.

3.2.3 Deseliilerize karaciger temelli biyoaktif hidrojel iiretimi ve karakterizasyonu

3.2.3.1 Hepatik doku temelli hidrojel iiretimi

Deseliilerizasyonun ardindan liyofilize edilerek kurutulmus 6rnekler homojenize edildi
ve ardindan 1 mg/mL Pepsin ¢o6zeltisi (0,01N HCI) icerinde 48 saat siire ile manyetik
karistirict altinda sindirim iglemi uygulandi. Siire sonunda elde edilen 6rnekler 4°C deki
IN NaOH ile buz iizerinde pH 7,4 olacak sekilde ndtralize edildi. Notralizasyon
sonrasinda 10x PBS eklenerek tuz dengesi saglandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Sigir karaciger dokusunun jellestirilme asamalarina ait sematik gosterim

3.2.3.2 Tiirbidimetrik analizler

Tiirbidimetrik analiz icin deseliilerize formda sindirim islemi tamamlanmis olan jel
formundaki deseliilerize karaciger HDM’sinden 200’er pL ornekler alinarak 96
kuyucuklu kiiltiir kabma transfer edildi. Onceden 37°C’ye ayarli SpectraMax M5
spektrofotometrede (Molecular Devices, CA, ABD) 405 nm dalgaboyunda 2 dakika
araliklarla 90 veya 120 dakika boyunca ol¢tim alindi. Elde edilen absorbans degerleri

normalize edilerek degerler grafige aktarildi (Denklem 3.1).

Denklem 3.1
A—A,

Normalize Absorbans (NA) = i
max ~— 410

3.2.4 Deseliilerize karaciger 3B doku iskelesi iiretim ve karakterizasyonu
3.2.4.1 Hepatik doku temelli 3B doku iskelesi iiretimi

Hepatik doku temelli 3B doku iskelelerin iiretimi i¢in etkin protokollerden elde edilen
10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlarinda 0,01N HCI igerisinde 48 saat
pepsin sindirimiyle hazirlanan pre-jelin nétralizasyonu 1N NaOH ile pH 7,4 getirilerek

saglandi. Ardindan tuz dengesinin saglanmasi i¢in 10x PBS eklendi ve 24 kuyucuklu
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kiiltiir kabma aliarak 37°C de 80-90 dakika inkiibe edildi. Stabilize yapidaki jel
formundaki numuneler liyofilize edilmek iizere -80°C’deki dondurucuda 16 saat
bekletildi. Daha sonra 24 saat boyunca liyofilize edilerek nihai siinger formunda HDM
temelli 3B iskeleler elde edildi.

3.2.4.2 Morfolojik analizler (SEM)

Hepatik doku temelli 3B doku iskelelerin yiizey morfolojisini mikrometre skalasinda
belirlemek amaciyla etkin deseliilerizasyon protokolleri ile gelistirilen 10 mg/mL, 15
mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan HDM temelli 3B doku iskeleleri
numune tablasina yapistirilan iletken karbon bantlar iizerine sabitlendi. Ankara
Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii biinyesinde goriintiilenmek iizere Emitech
K550X model numarali cihazla altin kaplandi ve Zeiss marka EVO 40 model SEM

cihazi ile analizler gergeklestirildi.

3.2.4.3 Kimyasal analizler (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi, FT-IR)

FTIR analizi deseliilerize karaciger HDM temelli 3B iskelelerin kimyasal yapisinin
karakterizasyonu amaciyla kontrol grubu olarak dogal karaciger, etkin deseliilerizasyon
yontemleri ile gelistirilen iskeleler analize alindi. Bu amagla kontrol ve HDM temelli
3B doku iskelelerinin homojenize edilerek toz formunda toplandi. Akabinde, 6rneklerin
analizi Shimadzu marka IRAffinity model FTIR cihaz1 ile 600-4000 cm™ araliginda
zayiflatilmig toplam yansima (attenuated toplam reflection, ATR) {initesi ile

gerceklestirildi.

3.2.4.4 Mekanik analizler

Deseliilerize karaciger HDM siingerler tek eksenli basma testi yontemiyle Shimadzu
marka Autograph AGS-X model (Kyoto, Japonya) mekanik test cihazi ile basma testine
tabii tutuldu. Basma testi analizleri igin etkin deseliilerizasyon protokolleri ¢ercevesinde

elde edilen farkli HDM konsantrasyonlarindaki (10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL)
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3B hepatik doku iskeleleri en az ii¢ tekrar olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan 1 cm
yiiksekliginde ve 1,5 cm ¢apinda olan disk seklindeki 3B doku iskeleleri mekanik test
cihaz1 ¢enelerinin merkezine yerlestirildi. Sistemin merkezine yerlestirilen siinger
iskeleler {izerine 1 mm/dakika hizla, %80 sikistirma uygulanarak basma testi

gerceklestirildi.

3.2.4.5 Su tutma ve bozunma analizleri

Su tutma orani hesaplanmasi, farkli konsantrasyonlarda deseliilerize karaciger HDM
ihtiva eden (10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL) 3B doku iskelesi numuneleri
kullanilarak gerceklestirildi. Numunelerin kuru agirliklart (Kp) tartildi. Su tutma
davranigin1  gozlemlemek i¢in numuneler 37°C’de, pH’1 7,4 olan PBS tamponu
ierisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda numuneler hafifce saf su ile duruland: ve
yiizeylerdeki fazla su filtre kagidina emdirildikten sonra 1slak agirlik (Kj) 6l¢iildi.
Denklem 3.2 kullanilarak veriler grafige aktarildi.

Denklem 3.2.

K1 — Ko

Su tutma (%) = x 100

0

Biyobozunurluk ¢aligmalar1 kapsaminda, iiretilen doku iskelelerinin ilk agirliklart (Kj)
dlgiilerek 37°C’de, pH’1 7,4 olan PBS tamponu igerisinde inkiibe edildi. Iskeleler, 7.
glin zaman noktasinda ortamdan alinarak yiizeyindeki tuzlarin uzaklastirilmasi amactyla
nazik¢e saf su ile durulandi ve daha sonra liyofilize edildi. Liyofilizasyondan sonra
tartilarak son agirliklar (Ks) belirlendi ve iskelelerin biyobozunurluk hesaplamalari i¢in

Denklem 3.3 kullanilarak veriler grafige aktarildi.

Denklem 3.3

.. Ki - Ks
Kiutle kaybt (%) = % x 100

L
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3.2.4.6 Termal analizler (TGA)

Farkli konsantrasyonlarda deseliilerize karaciger HDM ihtiva eden 3B doku iskeleleri
(10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL) hazirlanip TGA analizine tabii tutuldu. TGA
analizleri Ankara Universitesi Schimadzu DTG-60/60 TGA cihaz ile azot ortaminda,
25°C - 600°C sicaklik araliginda, 10°C/dakika 1sitma hiz1 ile dl¢iildii.

3.2.4.7 Biyolojik analizler (In Vitro sitotoksisite testi)

Calisma kapsaminda ayrica 3B hepatik doku iskelelerinin biyouyumlulugunun
degerlendirilmesi amaciyla in vitro hiicre kiiltirii temelli indirekt sitotoksisite
calismalar gergeklestirildi. Protokol 9 (15 mg/mL) ve Protokol 11 (15mg/mL)’e ait 3B
hepatik doku iskelelerinden es boyut ve agirliklarda 6rnekler alinarak UV ile steril
edildi (254 nm). Indirekt sitotoksisite galismalari igin ticari olarak temin edilen insan
dermal fibroblast hiicreleri (ATCC, PCS-201-012) kullanildi. Hiicre canliligi,
mitokondriyel dehidrogenaz aktivitesindeki degisimin belirlenmesi esasina dayanan
MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] yontemi ile tayin
edildi. Ekstraksiyon amaciyla hazirlanan iskeleleri besiyeri igerisinde %5 COz, >90%
nem ve 37°C sicakliga ayarli karbondioksit ortaminda 24 saat siire ile etkilestirildi. Stire
sonunda numune ile etkilestirilen besiyeri toplandi ve kiiltiire adapte edilmis olan
hiicreler iizerine eklendi. Ardindan kiiltiir 48 saat stirdiiriildii ve hiicre canlilig1 analiz
edildi. Bu amagla, hiicreler ile muamele edilen ekstrakte besiyeri ortamdan uzaklastirildi
ve steril PBS ile hiicre ekili kuyucuklar yikandi. Kiiltiir ortamina 1:10 oraninda besiyeri
ile seyreltilen MTT reaktifi eklenerek 4 saat inkiibe edildi. Ardindan, olugan formazan
kristalleri ¢oziicii reaktifi (HCl/izopropanol) ile muamele edilerek ¢oziildii ve 570 nm
dalgaboyuna ayarli SpectraMax MS5 spektrofotometre ile (Molecular Devices, CA,
ABD) absorbans 6l¢iimii alindi. Pozitif kontrol olarak fenol ve negatif kontrol olarak

standart kiiltiir besiyeri kullanildi.
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3.2.5 istatistiksel Analizler

Bu tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen deneylerden elde edilen bulgularin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde ve grafiklerin ¢izilmesinde GraphPad Prism 7
programi kullanildi. Calismalardaki bulgular tek yonlii ve ¢ift yonlii varyans analizi
(ANOVA) gergeklestirilerek  analiz  edildi ve gruplar arast farkliliklarin
degerlendirilmesi i¢in Post-Hoc testinden Tukey testi gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Deseliilerize Karaciger Dokularinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

Caligmalarda kullanilan sigir karacigeri, veteriner hekim kontroliinde Ankara Et ve Siit
Kurumu Kesim Tesisindeki saglikli sigirin kesimin ardindan, bir biitiin halinde, yaklasik
4°C olan 9%0,9 serum fizyolojikle (SF) dolu kaplarla laboratuvara tasinmasi
gerceklestirildi (Sekil 4.1.A). ilk basta bir biitiin haldeki karacigerde mevcut bulunan
kanin uzaklastirilmasi i¢in SF ile muamele edilerek iyice yikandi ve ana damarlar, yag
dokusu ve karacigerin digindaki peritonal zar yapisi gibi bazi bag doku elemanlar
bertaraf edildi (Sekil 4.1.B). Daha sonra 10-15 ¢cm genislikte ve 1-2 cm kalinligindaki
boyutlarda kesilip 3-4 kez daha SF ile iyice yikandi ve daha sonra paketlenerek -
80°C’deki dondurucuda muhafaza edilmek iizere kaldildi (Sekil 4.1.C).
Deseliilerizasyona baglamadan 6nce kiip ve dilim seklinde parcalara ayrildi (Sekil

4.1.D).

Deseliilerizasyon asamasma ait uygulanan deseliilerizasyon ¢o6zeltisinin eklenmesi,
tazelenmesi ve deseliilerizasyon agsamasimnin son durumu (Sekil 4.2.A, B ve C),
durulama islemi sonrast durumu (Sekil 4.2.D), liyofilizasyon sonrast durumu,

numunelerin pargalanmasi ve jellestirilmesi asamalar1 fotograflanmistir (Sekil 4.2.E-H).
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Sekil 4.1 Sigir kesimin ardindan, biitiin haldeki karacigerin muhafazasi ve kullanimina
ait gorseller

A) Biitiin haldeki karaciger, B) Istenmeyen parcalarin uzaklastirilmasi ve dondurulmak iizere pargalara
ayrilmasi, C) SF ile yikanarak kanin uzaklastirilmasi sonrasi paketleme, D) Karacigerin deseliilerize
edilmeden onceki kiip ve dilim seklinde pargalara ayrilmis goriintiisii

64



Sekil 4.2 Temsili olarak segilen Protokol 9’a ait makroskopik gorseller

A) %1 SDS ile muamelede 0. saat; B) %1 SDS ile muamelede 12. saat sonunda ¢6zeltinin tazelenmesi; C)

%1 SDS ile muamelede 24. saat; D) Durulanma sonrasi; E) Liyofilize edilmesi; F) Parcalanmasi; G)
Par¢alanmig dkHDM ve H) dkHDM hidrojeli
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4.1.1 DNA icerigi analizleri bulgular:

Bu tez calismasi kapsaminda deseliilerizasyon etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla
dkHDM’sinden DNA ekstraksiyonu ve miktarlarinin spektrofotometrik oGl¢timleri
alimmustir ve 6lgtimler neticesinde elde edilen veriler sekil 4.3 ve sekil 4.4’de goriildiigi
gibi grafige aktarilmistir. Gergeklestirilen DNA igerigi analizlerinde dogal sigir
karacigeri ve calismadaki 11 farkli protokol karsilastirilmistir. En etkili protokoliin,
igerigindeki DNA’nin %80,34’linti bertaraf eden 5 numarali protokol (32,46+4,59
ng/mg), daha sonra %79.03’sini bertaraf eden 11 numarali protokol (34,61+3,04 ng/mg)
ve ardindan %77,9’unu bertaraf eden 9 numarali protokol (36,50+0,86 ng/mg) oldugu
belirlenmistir. Bunu sirasiyla Protokol 6 (43,06+3,89), Protokol 7 (43,97+5,44 ng/mg),
Protokol 1 (44,47+4,60 ng/mg), Protokol 10 (58,99+5,43 ng/mg), Protokol 3
(67,08+2,26 ng/mg), Protokol 2 (73,58+4,17 ng/mg), Protokol 4 (82,13+0,83 ng/mg) ve
Protokol 8 (84,01+1,06 ng/mg) takip etmistir.
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Sekil 4.3 Uygulanan deseliilerizasyon protokolleri sonrasinda DNA igeriginin birbirleri

arasinda karsilastirilmasi (Protokol 1 - 5 arast)
(**p<0.01, ****p<0,0001 n:4)
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Sekil 4.4 Uygulanan deseliilerizasyon protokolleri sonrasinda DNA igeriginin birbirleri

arasinda karsilastirilmasi (Protokol 6 - 11 arast)
(*p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 n:4)

4.1.2 Histokimyasal analiz bulgular:

Histokimyasal analizler, deseliilerizasyonun etkin bir bi¢imde gerceklestigini gosteren
oncelikli parametrelerden biridir. Bu calismada Hematoksilin ve Eosin (H&E) boyasi
tercth edilmis olup, dHDM igerisinde potansiyel hiicresel bilesenlerin i1zlenmesi
deseliilerizasyonun degerlendirilmesi agisindan énemli bir yer tutar (Sekil 4.5 ve 4.6).
H&E ile boyanan dkHDM preparatlari, higbir isleme tabi tutulmamis kontrol grubu olan
dogal karaciger dokusu ile karsilastirilmistir. Kontrol grubuna ait goriintiilerde (Sekil
4.5.A) mavi-mor renk ile boyanan hiicre ¢ekirdegi ve kirmizi-pembe renkte hiicre disi
matriks materyali dikkat ¢ekmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6zellikle 2, 4,
6, 8, 9, 10 ve 11 numarali protokollerde mavi-mor renkle boyanan hiicre ¢ekirdegine
rastlanmamigtir. Nitekim, sigir karacigerinin  %0,9 serum fizyolojik ¢o6zeltisiyle
yikandiktan ve ardindan oda sicaklinda %0,1 ve %1 SDS ile 24 veya %1 SDS ile 48
saat boyunca muamele edilmis olan protokollerin kontrol grubu Kkaracigerle
karsilastirildiginda mavi-mor renkte oldukca belirgin goriilen hiicre cekirdeklerinin
ciddi oranda uzaklastirildigi, buna karsin kirmizi-pembe renkte boyanmis olarak

goriilen HDM’nin belirgin bir sekilde korundugu belirlenmistir. Calisilan protokoller
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arasinda en belirgin olarak SDS ile muamele edilmis protokollerin histokimyasal a¢idan
etkin sonug ¢ikardigi belirlenmistir. Bununla birlikte Triton X-100 ile muamele edilen
gruplarda HDM vyapisinin nispeten daha c¢ok korundugu buna karsin kesitlerde
goriildiigii kadariyla yer yer hiicre ¢ekirdeklerinin var oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5
ve 4.6).

Sekil 4.5 Deseliilerize karaciger dokularinin H&E boyama sonuglari.

A) Dogal karaciger dokusu; B) Protokol 1, C) Protokol 2, D) Protokol 3, E) Protokol 4 ve F) Protokol 5’e
ait 151k mikroskobu goriintiileri (6l¢ek ¢gubugu: 100pm)
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Sekil 4.6 Deseliilerize karaciger dokularinin H&E boyamasina ait goriintiiler.

A) Protokol 6, B) Protokol 7, C) Protokol 8, D) Protokol 9, E) Protokol 10 ve F) Protokol 11 (6lgek
cubugu: 100pm)

4.1.3 Siilfatlanms glikozaminoglikan (sGAG) icerigi analiz bulgular

Deseliilerize karaciger hiicre dis1 matriksine ait histokimyasal analizler ve DNA igerigi
analizlerinden elde edilen bulgular 1s18inda tercih edilen 4 protokol igin (Protokol 5, 7, 9

ve 11) sGAG igerigi Blyscan™ (Biocolor, Carrickfergus, Biiyiikk Britanya) Kiti
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kullanilarak gergeklestirilmistir. Liyofilize edilerek kurutulmus dkHDM tampon ¢ozelti
igerisinde Papain (P3125, Sigma, St. Louis, MO, ABD) kullanilarak ekstrakte edilmis,
akabinde 1,9-dimethyl-methylene blue boyasi ile muamele edilmis ve SpectraMax® M5
(Molecular Devices LLC, CA, ABD) marka spektrofotometre ile 656 nm dalgaboyunda
olgiim almmustir. Olgiimler neticesinde kontrol ile kiyaslandiginda 5 numarali protokol
icin %100,69+0,74; 7 numaralt protokol i¢in %94,96+1,90; 9 numarali protokol i¢in
%90,23+0,61 ve 11 numarali protokol i¢in %80,49+5,80 oranlarinda sGAG igeriginin
korundugu sonucuna varilmistir. Sirasiyla kontrol grubu dogal karaciger 644,23+7,18
mg/mL; 5 numarali protokol 648,72+4,74 mg/mL; 7 numarali protokol 611,79+12,26
mg/mL; 9 numarali protokol 581,33+3,91 mg/mL ve 11 numarali protokolde ise
518,55+37,29 mg/mL sGAG igerigi belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Uygulanan deseliilerizasyon protokolleri sonrasinda sGAG igeriginin birbirleri

arasinda ve dogal karaciger ile karsilastiriimasi
(**p<0.01, ****p<0,0001 n:4)

Grafikten de anlasilacagi lizere sGAG miktar1 hi¢bir isleme tabi tutulmamis kontrol
grubu karaciger ile karsilastirdiginda 5, 7, 9 ve 11 numarali protokollerde uygulanan
deseliilerizasyonun, histolojik ve kantitatif DNA igerigi analizin etkin sonucuna paralel

olarak ayn1 zamanda HDM nin deterjan muamelesine kars1 biyoaktif sGAG igeriginde
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ciddi bir kayip olmadigr ve sekil 4.7°de belirtildigi gibi sGAG igeriginin O6nemli

miktarda korundugu gosterilmektedir.

4.1.4 Toplam protein icerigi analiz bulgulari

Sigir  karacigerinin  deseliilerizasyonu  kapsaminda gergeklestirilen 11  farkh
deseliilerizasyon protokoliinden dort tanesi (Protokol 5, 7, 9 ve 11), histokimyasal
analizler ve DNA igerigi analizlerinden elde edilen bulgular 1sinda deseliilerizasyon
etkinligi en yiiksek protokoller olarak belirlenmistir. Bu dort protokol ve hicbir isleme
tabi tutulmayan kontrol grubu karacigerle, deseliilerize edilmis karacigerin HDM
bilesenlerindeki proteinlere olan etkilerini karsilastirmak amaciyla dkHDM’leri ve
dogal karaciger dokusu (kontrol) proteinaz inhibitdrii ortaminda ekstrakte edilmis ve
QuantiPro™ BCA tayin kiti (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CA, ABD) kullanilarak
Bikinkoninik (BCA) asit yontemi ile tayin edilmis ve spektrofotometrik 6l¢tim ile elde

edilen kantitatif sonuglar sekil 4.8’de goriildiigii gibi grafige aktarilmustir.
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Sekil 4.8 Uygulanan deseliilerizasyon protokolleri sonrasinda toplam protein miktarinin

dogal karaciger ile karsilastiriimas: (ug/mL)
(****p<0,0001 n:4)

Elde edilen sonuclara bakildiginda kontrol grubu dogal karacigerin protein igerigi
174,65+1,44 ng/mL olarak belirlenmistir. Buna kiyasla protokol 5, 7, 9 ve 11°de elde
edilen sonuglar sirasiyla 41,11+1,89 pg/mL; 37,69+12,65 ng/mL; 88,52+10,52 pg/mL
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ve 40,56+0,91 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda 9 numarali
protokol kapsaminda 24 saat %1 SDS ile muamele edilmis karacigerin toplam protein
icerigini korumada etkin oldugu akabinde, dilim sekilde kesilmis ve %2 Triton X-100
ile 48 saat ardindan %0,15 PAA ile 24 saat muamele edilmis Protokol 5 ve daha sonra
protokol 11 ve daha sonra bunu kiip sekilde kesilmis ve %2 Triton X-100 ile 48 saat
ardindan %0,15 PAA ile 24 saat muamele edilmis Protokol 7 takip etmistir.

4.1.5 Kollajen icerigi analiz bulgular:

Deseliilerize karaciger hiicre disi matriksine ait histokimyasal analizler, DNA igerigi
analizleri ve toplam protein analizinden elde edilen bulgular 1sinda tercih edilen dort
farkli protokol i¢in (Protokol 5, 7, 9 ve 11) kollajen igerigi analizleri gergeklestirilmistir.
Deseliilerizasyon protokollerinin her biri i¢in elde edilen veriler, iireticinin standart
kollajen ¢ozeltisi referans alinarak belirlenmis ve grafige aktarilmigtir (Sekil 4.9). Elde
edilen bulgularda kontrol grubu dogal karacigerdeki kollajen miktarinin 57,604+2,16
ug/mL oldugu belirlenmistir. Deseliilerizasyon protokolleri karsilagtirildiginda, kollajen
icerigini %70,8 koruyarak, dilim seklinde kesildikten sonra %2 Triton X-100 ile 48 saat
daha sonra %0,15 PAA ile 24 saat muamele edilen 5 numarali protokol 40,80+12,12
ug/mL kollajen igererek en fazla kollajen igerigine sahip olan protokol olarak
belirlenmistir. Daha sonra kollajen igeriginin %64,22°sini koruyan kiip seklinde
kesilerek %0,1 SDS ile 24 saat muamele edilen 11 numarali protokol 36,99+8,87 ng/mL
kollajen igcermektedir. Bunu daha sonra yine Triton X-100 ile muamele edilmis 7
numarali protokol igeriginin %58,34’linli koruyan ve iceriginde 33,61+3,88 ng/mL
kollajen bulunan protokol takip etmistir. Diger protokollerle kiyaslandigina kollajen
igerigini %18,94’linli koruyan 10,91£3,67 pg/mL kollajen iceren 9 numarali protokol,

kollajen igerigi en fazla bozunmus olan protokol olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Farkli protokoller ile deseliilerize edilen karaciger HDM’lerine ait toplam

kollajen igerigi bulgular1 (Kontrol=Dogal karaciger)
(*p<0.05, **p<0,01 n:3)

4.1.6 Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analiz bulgular

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda gergeklestirilen deseliilerize sigir karacigeri HDM’sinin
ylizey morfolojisini mikrometre skalasinda belirlemek amaciyla 100x ve 500x
biiyiitmede kontrol grubu karaciger, 5, 7, 9 ve 11 numarali protokoller SEM analizine
tabii tutulmuslardir. Yapilan analizde deseliilerizasyon sonrasinda dogal doku
biitiinliigliniin bozuldugu 6te yandan hiicre dis1 matriksin yiiksek oranda yapisal olarak
korundugu goriilmiistiir. Sekil 4.10°da goriildiigii lizere kontrol grubu karaciger ile
karsilastirildiginda deseliilerizasyon sonrasinda 5, 7, 9 ve 11 numarali protokollerde
dkHDM’lerinde g¢ogunlukla yiizey morfolojisinde bozulmalar oldugu, bazi bdlgelerde

gozenekli dogal HDM mimarisinin ortaya ¢iktig1 gozlenmistir.
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Protokol 9 Protokol 7 Protokol 5 Kontrol

Protokol 11

Sekil 4.10 Liyofilize edilmis dkHDM’lerine ait farkli biiylitmelerdeki elektron
mikroskobu goriintiileri
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4.2 Deseliilerize Karaciger Temelli Biyoaktif Hidrojel Uretim ve
Karakterizasyonuna Ait Bulgular

4.2.1 Hepatik doku temelli hidrojellerin karakterizasyonuna ait bulgular

4.2.1.1 Makroskopik bulgular

Farkli protokoller kullanilarak deseliilerize edilmis karaciger HDM’sine ait histolojik ve
DNA igerigi birbiri ile kiyaslanmis; SGAG, toplam protein igerigi ve kollajen gibi
biyoaktif igerikleri ve ayrica mikro skalada morfolojik 6zellikleri gbz oniine alindiginda
dkHDM jeli i¢in aday protokoller 5, 7, 9 ve 11 olarak tespit edilmis ve jellestirilmek
tizere pepsin ile sindirimi ve bunu takiben 37°C’de jelin katilastirilmasina yonelik

calismalar gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢alismalar neticesinde sekil 4.11°de goriildiigi gibi %2 Triton X-100 ile 48 saat
muamele edilmis ve ardindan %0.15 PAA ile 24 saat muamele edilmis sadece kesilme
sekili bakimindan farkli olan 5 ve 7 numarali protokollerde deseliilerizasyonun etkinligi
ve biyoaktif icerigi konusunda umut vaadedici olmasina ragmen 48 saatlik asidik
ortamda pepsin sindirimi ve sonrasinda nétralizasyonunu takiben vizkozitesinde bir
artma goriilmemistir (Sekil 4.11). Buna kiyasla %1 ve %0,1 SDS ile 24 saat muamele
edilerek elde edilen Protokol 9 ve Protokol 11 dkHDM’sinin asidik ortamda 48 boyunca
pepsin sindirimi ve ardindan pH 7,4’de nétralize edilmesi ardindan 37°C’de
katilastirilmasi ile viskozitesi gozle goriiliir derecede arttigi belirlenmistir (Sekil 4.11.D
ve E) ve 3B siinger iskele iiretimi i¢in Protokol 9 ve 11’in uygun oldugu ve farkli
konsantrasyonlari ile hazirlanan jellerden elde edilecek iskelelerle ¢alismaya devam

edilecegi karar1 alinmustir.
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Sekil 4.11 Hepatik doku temelli hidrojel iiretiminde vizkozitelerin kargilagtirilmasina
iligkin makroskopik gorseller

A) Soldan saga dogru Protokol 5, Protokol 7, Protokol 9 ve Protokol 11; B) Soldan saga dogru Protokol 9
(10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL); C) Soldan saga dogru Protokol 11 (10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20
mg/mL); D) Protokol 9 (15mg/mL) 37°C’de katilastirilmus hali; E) Protokol 11 (15mg/mL) 37°C’de
katilastirilmig hali

4.2.1.2 Turbidimetrik analiz bulgulari

Tiirbidimetri, bilinen baslangi¢ siddetine sahip bir 151k demetinin zayiflama derecesini
Olgerek bulanikligin dlgiilmesi esasina dayanir (Lawler 2005). Yapilan ¢alismada 5, 7, 9
ve 11 numarali protokoller dkHDM’sinin asidik ortamda pepsin ile sindirilmesiyle elde
edilen 10 mg/mL konsantrasyonlarindaki viskoz hidrojelin jellesmesinin nicel olarak
gozlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda viskoz dkHDM’nin 504 nm dalga boyunda
4°C’den 37°C’ye artan sicaklikta 90 dakika boyunca 2 dakika araliklarla Gl¢iim
alimmustir. Sekil 4.11.A’daki gorselde de gorildiigi gibi 5 ve 7 numarali protokollerde
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cok diisiik bir viskozite gozlenmistir ve sekil 4.12°ye bakildiginda da absorbans degeri
normalize edildiginde karakteristik hiperbolik (tjag) fazi uzun siiren g¢alismalarda
sigmoidal egri ile karakterize edilir) bir egri gozlenmemistir. Hem 9 hem de 11 numarali
protokollerin her ikisi i¢in de egrinin platoya ulastigi belirlenerek tiirbidimetrik jellesme
kinetigi acgisindan belirgin sonuglar gozlenmistir. Hem 9 hem de 11 numaral
protokoller icin 10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlarinda ¢alisilmis ve
85-90’mnc1 dakikalarda normalize absorbans degerinin platoya ulastigi veya dkHDM
jelinin 37°C’de katilastig1 izlenmis ve sekil 4.13’daki gibi grafige aktarilmastir.

* Protokol 5

H e SR 001111 Lot = Protokol 7
tl*“ﬁ:t' + Protokol 9
Protokol 11

Zaman (dk)

Sekil 4.12 Protokol 5, 7, 9 ve 11’e ait dkHDM’nin 4°C-37°C tiirbidimetrik jellesme
kinetigi grafigi (10mg/mL olarak hazirlanmistir)
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Sekil 4.13 dkHDM’nin 4°C-37°C tiirbidimetrik jellesme kinetigi grafigi
A) Protokol 9 tiim gruplar B) Protokol 9 (10 mg/mL), C) Protokol 9 (15 mg/mL), D) Protokol 9 (20
mg/mL) E) Protokol 11 tiim gruplar, F) Protokol 11 (10 mg/mL), G) Protokol 11 (15 mg/mL), H)
Protokol 11 (20 mg/mL) ve I) tso) zaman noktasi degerleri (n=2)
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4.2.2 Deseliilerize karaciger 3B doku iskelesi iiretim ve karakterizasyonuna ait
bulgular

4.2.2.1 Morfolojik analiz (SEM) bulgulari

Deseliilerizasyon sonrasinda dkHDM’lerin enzimatik jellestirilmesi ve sonrasinda
37°C’deki fiziksel ¢apraz baglanmasinin ardindan liyofilize edilerek 3B hepatik doku
iskeleleri elde edilmistir (Sekil 4.14). Jellestirme profillerinden elde edilen bulgular
paralelinde 9 ve 11 numarali protokol i¢in 10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL
konsantrasyonlari ile gelistirilen 3B iskelelere ait SEM analiz bulgular: sekil 4.15 ve
sekil 4.16°de yer almaktadir. Deseliilerizasyon sonrasinda HDM igeriginde, Triton X-
100 (ve PAA) ve SDS gibi deterjanlarin kullanimina bagli olarak bozulmalarin oldugu
ve bu bozulmalarin meydana getirdigi gézenekliligin dkHDM’sinin enzimatik sindirimi
ile jellestirilmesine ve siinger iskele iiretimine katki sagladigi gozlenmistir. Uretilen
dkHDM siinger iskelelerin gozenekliligi ve iskelenin mikro mimarisi, tiretilen hidrojelin
37°C’de fiziksel ¢apraz baglanmasi ve hidrojel konsantrasyonuna bagli olarak 6zgiin

mikro mimarilerde iskelelerin elde edildigi gosterilmistir.

Sekil 4.14 3B hepatik doku iskelelerine ait makroskopik goriintiiler

A) Protokol 9’dan elde edilen (soldan saga) 10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlar1 ve B)
Protokol 11°den elde edilen (soldan saga) 10 mg/mL, 15 mg/mL ve 20 mg/mL konsantrasyonlar1
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15mag/mL 10ma/mL

20ma/mL

Sekil 4.15 Protokol 9’dan elde edilen deseliilerize karaciger 3B doku iskelesine ait
elektron mikroskobu goriintiileri
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10ma/mL

15ma/mL

20mag/mL

Sekil 4.16 Protokol 11’den elde edilen deseliilerize karaciger 3B doku iskelesine ait
elektron mikroskobu goriintiileri

4.2.2.2 Kimyasal analiz (FT-IR) bulgular:

Kontrol olarak kullanilan dogal karaciger ve deseliilerizasyon sonrasinda 9 ve 11
numarali protokollerin HDM’lerindeki kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi ve birbirleri
arasinda kiyaslanmasi amaciyla FTIR analizleri gergeklestirildi (Sekil 4.17). dkHDM
iceriginde yer alan peptitlerdeki (kollajen) amit baglarma spesifik 1600-1800 cm™
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civarindaki amit I, C=O grubundaki gerilme titresiminden kaynaklanan 1470-1570 cm™
civarindaki amit II, N-H grubunda biikme ve C-N germe titresiminden kaynaklanan ve
1250-1350 cm* civarindaki amit I1I, C-N germe titresimi ve N-H biikiilme titresimi ve
glisin omurgasi1 ve prolin yan zincir gruplarindan CHj salinimli titresimine 6zgii pikleri
gozlenmistir. Ayrica, yine kollajene spesifik amit A ve amit B kaynakli N-H ve O-H’nin
gerilme titresimi, 3300 ve 3085 cm™ civarindaki piklerle karakterize edilmistir (Shi vd.
2019, Ji vd. 2020). ATR-FTIR analizi sonucunda 100-1250 cm-1 civarinda karbohidrat
karakterindeki proteoglikanlarin varhigi ile iliskilendirilen pikler gozlenmistir. Buna
istinaden CO-O-C ve C-O titresimlerinden kaynakli 1050-1150 cm™ civarindaki
karbohidrat, niikleik asit ve fosfolipit pikleri karakterize edilmistir (Bozkurt vd. 2012).
Bunlarin yani sira kondroitin siilfat ve heparan siilfata ait 1245 cm™ civarindaki piklerin
R-SO3™ ait S=O absorbsiyon pikine spesifik bir gerilim titresimine sahip oldugu
belirlenmistir (Camacho vd. 2001, Seif-Naraghi vd. 2012).
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Sekil 4.17 Kontrol grubu, protokol 9 ve 11°e ait ATR-FTIR analizi grafigi
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4.2.2.3 Mekanik analiz (Basma testleri) bulgulari

Tek eksenli gerceklestirilen basma testi, 9 numarali ve 11 numarali protokol i¢in her
biri tek bir standartta hazirlanmis olan 1,5 cm ¢apinda ve 1 cm yiiksekligindeki disk
seklindeki 3B siinger iskeleler iizerinde gerceklestirilmistir. Ornek gruplar1 10 mg/mL,
15 mg/mL ve 20 mg/mL olarak belirlenmis ve drnekler mekanik teste tabii tutulmustur.
Orneklere iliskin maksimum kuvvet (N) ve maksimum gerilme (N/ mm? = MPa)

grafikleri de karsilastirmali olarak sekil 4.18’de gosterilmistir.

Numunelerin basma dayanimlari birbirleri ile kiyaslandiginda 20 mg/mL konsantrasyon
jel ile hazirlanan 11 numarali protokole ait 3B doku iskelesinin 36,10+1,31 N
maksimum kuvvet, maksimum gerilme ise 0,20+£0,01 MPa olarak belirlenmis ve diger
iskelelerden mekanik dayaniminin daha fazla oldugu sonucuna varilmigtir. Bunu
takiben yine 20 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis 9 numarali protokol kullanilarak
tretilmis 3B doku iskelesi maksimum kuvvet 25,12+1,8257 N ve maksimum
gerilmesinin 0,14+0,0103 MPa oldugu belirlenmistir. Digerleri de sirasiyla 9 numaral
protokol 10 mg/mL igin 7,18+0,6539 N ve 0,04+0,0037 MPa; 9 numarali protokol ve 15
mg/mL icin 14,17+1,5374 N ve 0,08+0,0087 MPa; 11 numarali protokol 10 mg/mL i¢in
7,7440,0332 N ve 0,04+£0,0002 MPa; 11 numarali protokol 15 mg/mL igin
20,36+4,6939 N ve 0,12+0,0266 MPa olarak belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Numunelere iligkin yapilan basma testine ait veriler

A) Protokol 9’a ait Gerilme (kPA) - zorlama (%); B) Protokol 11’e ait Gerilme (kPA) - zorlama (%); C)
Protokol 9 ve Protokol 11 maksimum kuvvet (N); D) Protokol 9 ve Protokol 11 maksimum gerilme
(N/mm?) grafikleri (*p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 n:3)
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4.2.2.4 Fiziksel analiz (Su tutma/bozunma) bulgulari

Su tutma ya da sisme, ¢apraz baglanmis biyomalzemelerin su alarak sisme davranisi
gostermesi ve yapilarindaki polar gruplarin varligina bagh olarak kuru agirliklarinin
binlerce kat1 kadar su alabilmeleri ile karakterize edilir (Ma vd. 2003). Analiz 6ncesinde
orneklerin kuru agirliklar1 daha sonra 30 dakika, 1 saat, 24 saat, 48 saat, 96 saat ve 7
giin sonrasindaki 1slak agirliklar tartilarak analiz gergeklestirilmistir. Bulgular sekil
4.19°daki grafikte verilmistir. Yapilan ¢alisma sonunda farkli konsantrasyonlarda HDM
ihtiva eden yapilarin farkli su tutma o6zelliklerine sahip oldugu goézlenmistir (Cizelge
4.1). Bulgulardan hareketle Protokol 11’in su tutma kapasitesinin Protokol 9’a kiyasla
daha fazla oldugu sonucuna varilmis olup her ikisi i¢inde benzer olarak ortalama 30
dakika ile 1 saat arasinda maksimum su tutma kapasitesine ulastig1 daha sonra 24 saate
giderken su tutmanin ilk 30 dakikalik seviyesine geri geldigi ve bu seviyenin de
Protokol 11’den elde edilen 3B hepatik iskeleler i¢in 7 giine kadar sabit kaldigi
belirlenmistir. Buna kiyasla Protokol 9’da 7. giiniin sonunda biyobozunma

gerceklestiginden Ol¢lim alinamamastir.

4000+
Pro-9 10mg/mL

Pro-9 15mg/mL
Pro-9 20mg/mL
Pro-11 10mg/mL
Pro-11 15mg/mL
Pro-11 20mg/mL

3000+

Su tutma (%)
¢t 4+t v ¢

1000+

Zaman (Saat)

Sekil 4.19 Su tutma (%) analizine ait bulgular
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Cizelge 4.1 Su tutma analizine ait sayisal veriler (% Ortalama deger)

Sa Pro-9 Pro-9 Pro-9 Pro-11 Pro-11 Pro-11
10mg/mL 15mg/mL 20mg/mL 10mg/mL 15mg/mL 20mg/mL
0 |0 0 0 0 0 0
& 12023,61£93,7 | 1772,45+154,1 | 1119,85£99,6 |2397,65£129,9 |2798,11+207,6 |2883,15+23,8
1 |2184,48+57,3 |1993,57+144,6 | 1480,63+213,8 | 2610,36+£116,5 |2965,03+368,4 |3301,06+140,0
24 11223,19£87,7 | 1197,13+11,4 |1129,10+23,5 |1971,62+105,8 |2173,07+213,0 |2294,21+160,4
48 | 1134,50+31,3 | 1157,87£55,4 | 1071,46+£59,3 |2105,67+155,0 |2244,40+243,7 |2249,19+125,1
96 | 958,84+213,7 | 1261,21+435,1 | 1167,88+24,8 |2138,17+127,5 |2216,46+72,0 2007,60+146,0
§ 0 0 0 2071,63+252,4 |2153,18+47,3 2127,054251,3

Kuru kiitleleri 6l¢iildiikten sonra 7 giin boyunca 37°C’de PBS igerisinde inkiibe edilen
Protokol 9 ve 11°den elde edilen 3B hepatik doku iskelelerinin biyobozunma grafigi
Sekil 4.20°de gosterilmistir. Yapilan c¢alisma sonunda Protokol 9 (10 mg/mL)
%14,38+0,00; Protokol 9 (15 mg/mL) %13,58+3,78; Protokol 9 (20 mg/mL)
%25,51£2,55; Protokol 11 (10 mg/mL) %32,90+0,79; Protokol 11 (15 mg/mL)
%25,97+1,28 ve Protokol 11 (20 mg/mL) i¢in %22,47+1,24 kiitle kayb1 oldugu

belirlenmistir.

Kiitle Kaybi (%)

Sekil 4.20 Protokol 9 ve Protokol 11 ile hazirlanmis 3B hepatik doku iskelelerinin 7.
giine ait (%) kiitle kayb1 grafigi
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4.2.2.5 Termal analiz (TGA) bulgulari

3B doku iskelelerinin artan sicakliktaki kiitle kayiplart ve termal kararliliklarinin
belirlenmesi amaciyla termogravimetrik analiz (TGA) calismalar1 gergeklestirilmistir.
Inert azot gaz1 ortammda 25-600°C sicaklik araliginda, 10°C/dakika 1sitma hiz1 ile
Olgtim gerceklestirilmistir. Analiz sonuglart incelendiginde gruplar arasinda belirgin
benzerlikler izlenmistir (Sekil 4.21). Elden edilen veriler 1s18inda siinger iskelelerin
iiretilme yontemi nedeniyle (dondurup-kurutulan yontemde) siiblimlesen suyun iskelede
var olmayisi sebebiyle genelde gozlenen, karakteristik 0-100°C’deki nemin
evoporasyonu gozlenmemistir. Bunun yanisira organik bilesiklerin ayrigmasina bagh
olan 200-400°C’de biiyiik bir kiitle kayb1 belirlenmistir. Farkli kaynaklardan elde edilen
kollajenlerin termal denatiirasyon sicakligi, imino asit (prolin ve hidroksiprolin) igerigi
ile dogrudan korelasyona sahiptir (Pati vd. 2010). dkHDM igeriginin aydinlatilmasinda
yapilan kolorimetrik analizler 1s18inda 3B hepatik doku iskelelerinin yiiksek oranda
protein igerigine sahip oldugu ve bunun ¢ogunlugunun kollajen oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.8 ve 4.9). Kollajen molekiiliiniin tiglii sarmal yapisi, molekiiller arasi ¢apraz
baglanmay1 kolaylastirdigi bildirilmistir. Bu sebeple kiitle kaybimin gergeklestigi
basamagin, HDM icerigindeki kollajenin denaturasyonu ve stabilitesinin kaybiyla
yorumlanabilir. Ayni protokoliin farkli konsantrasyonlari arasindaki bozunma farki,
artan konsantrasyonla dogru orantili arttig1 tespit edilmistir. Sicakligin yiikselmesiyle

devam eden bozunmada ise inorganik bilesiklerin mevcudiyeti ile iligskilendirilebilir.
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Sekil 4.21 TGA analizine ait grafikler

A) Protokol 9 (10 mg/mL); B) Protokol 9 (15 mg/mL); C) Protokol 9 (20 mg/mL); D) Protokol 11 (10
mg/mL); E) Protokol 11 (15 mg/mL) ve F) Protokol 11 (20 mg/mL) ait grafikler (Egriler kirmizi renkle
gOsterilmistir)

4.2.2.6 In Vitro sitotoksisite testi analiz bulgular:

Calisma  kapsaminda 3B  hepatik doku iskelelerinin  biyouyumlulugunun
degerlendirilmesi amaciyla in vitro hiicre kiiltiirii temelli indirekt sitotoksisite

calismalar1 gerceklestirilmistir. ~ Sitotoksisite analizi mitokondriyel dehidrogenaz
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aktivitesindeki degisimin belirlenmesi esasina dayanan MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Canli
hiicreler, mitokondriyel dehidrogenaz enzim aktivitesinin bir sonucu olarak tetrazolyum
tuzunu formazan kristaline (mor) doniistiirmektedir (Sekil 4.23). Yapilan c¢alismada
Protokol 9 (15 mg/mL) ve Protokol 11 (15mg/mL)’e ait 3B hepatik doku iskeleleri teste
tabii tutulmustur. Pozitif kontrol olarak fenol ve negatif kontrol olarak standart kiiltiir
besiyeri kullanilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde kontrole kiyasla ve gruplar
arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.22). Elden edilen veriler 1s18inda
stinger iskelelerin 570 nm dalgaboyunda Protokol 9 (15 mg/mL)’ye ait iskelerde ve
Protokol 11 (15mg/mL)’ye ait iskelerde hiicre canliligini etkileyen ciddi bir toksisite
belirlenmemistir. Yapilan calismalar sonucunda her iki hepatik doku iskelesinin de

sitotoksik bir etkiye sebep olmadigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.22 Protokol 9 (15 mg/mL) ve Protokol 11 (15mg/mL) ve kontrol gruplarimin

MTT analizine ait grafik
(**p<0,01, ****p<0,0001 n:3)
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Sekil 4.23 3B hepatik iskelelerin, insan dermal fibroblast hiicreleri kullanilarak
sitotoksisitesinin belirlenmesi (tetrazolyum tuzunun formazan kristaline
(mor) dontigiimi)

A) Negatif kontrol, B) Pozitif kontrol, C) ve D) Protokol 9 (15 mg/mL); E) ve F) Protokol 11
(15mg/mL)’e ait MTT analizi sonucunda hiicre iginde meydana gelen formazan kristallerinin 151k
mikroskobu altindaki gériintiisii (Boyut ¢ubugu 50 pm)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda, karaciger doku miihendisligi uygulamalarina yonelik Sigir
karaciger dokusundan hiicrelerinden arindirma yontemi kullanilarak hiicre dis1 matriksin
ayristirilmas1 amaciyla protokollerin optimizasyonu ile yeni nesil biyomalzemelerin
gelistirilmesi amag¢lanmigtir. Bu amag dogrultusunda, hepatik hiicre islevlerini ve doku
olusumunu destekleyen biyoaktif molekiillerin varliginin korunarak immiin yanitin
azaltmasi/ortadan kaldirmasi, matriksle i¢ ice bulunan hiicrelerin uzaklastirilmas: ve
DNA igeriginin biiyiik 6l¢iide azaltilmasina yonelik farkli deseliilerizasyon yontemleri
karsilagtirmali olarak incelenip, dokuya 6zgii protokol optimize edilmistir. Caligma
kapsaminda gelistirilmis olan deseliilerize HDM temelli biyomalzemelerin ¢esitli
fiziksel, kimyasal ve bazi biyolojik 6zellikleri karakterize edilmistir. Sigir karacigerinin
deseliilerizasyonuna iliskin ¢ok sayida farkli protokoliin etkinligi yapilan histokimyasal
analizler ve DNA analizleri ile belirlenmistir. Ayrica deseliilerizasyonlar sonrasi hepatik
dokunun sGAG, toplam protein, kollajen igerigi gibi biyoaktif igerikleri karsilastirmali
analizler ile tayin edilmistir. Protokol siire¢lerinin karaciger doku morfolojisine etkileri
de ayrica taramali elektron mikroskopisi (SEM) analizleri ile degerlendirilmistir. Nihai
olarak deseliilerize karaciger temelli biyomalzemelerin firetimi igin ilk asamada
biyoaktif hidrojellerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda deseliilerize
karaciger dokulari pepsin enzimiyle sindirilerek elde edilen farkli protokollere ait
hidrojelin 06zellikleri makroskopik ve turbidimetrik analiz ile fiziksel ozellikleri
karakterize edilerek incelenmistir. Akabinde hidrojel biyomalzemenin farkli
konsantrasyonlarinin hazirlanip liyofilize edilmesiyle deseliilerize karaciger 3B siinger
iskeleleri dondurup-kurutma teknigiyle elde edilmistir. Bu 3B iskelelerin SEM ile
morfolojik 6zellikleri, FT-IR ile kimyasal Ozellikleri, basma testi ile mekanik
Ozellikleri, su tutma/bozunma testleri ile fiziksel 6zellikleri, TGA ile termal 6zellikleri
ve in vitro sitotoksisite testi ile biyolojik 6zelliklerinin karakterizasyonu

gerceklestirilmistir.
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Deseliilerizasyonun temel amaci, hiicrelerin ve niikleik asitlerin doku veya organdan
bertaraf etmek ve ayni zamanda hiicre disi matriks iceriginin doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilecek bir biyomalzeme formuna getirmektir. Bu yolla
imkansiz gibi goriinen dogal HDM’nin in vitro sartlarda kompleks biyokimyasal ve
mikro mimari yapisinin taklit edilebilmesinde Onemli bir ¢6ziim yolu ortaya

¢ikmaktadir (Parmaksiz vd. 2019).

Karacigere 6zgii deseliilerizasyon yaklasimlar1 g6z oniine alindiginda literatiirde yaygin
olarak kullanilan deseliilerizasyon ajanlarinin, perflizyon pompast kullanimi ile biitiin
karaciger (Baptista vd. 2011) veya karaciger doku pargalarma (Skardal vd. 2012)
uygulandigr goriilmektedir. Farkli doku/organ deseliilerizasyon yaklasimlarinda gesitli
enzimatik ve diger yiizeyaktif maddelerin birlikte kullanimi dikkat ¢ekse de sigir
karacigeri gibi yiiksek hacimlerde yapilacak calismalarda agirlikli olarak deterjanlarin
kullanim1 6n plandadir. Yapilan ¢aligmada literatiirde sadece karaciger i¢in degil farkl
organ ve doku temelli deseliilerizasyon uygulamalarinda etkin sonuglara sahip oldugu
gozlenen iyonik olmayan bir deterjan olan ve hafif deterjan olarak bilinen Triton X-100
ve anyonik bir deterjan olan SDS kullanimina karar verilmistir. Calisilan 11 farkh
protokol, bu s6z konusu etkin deterjanlarin farkli konsantrasyonlarda ve degisen
stirelerde uygulamasini kapsamaktadir. Segilen deterjanlardan Triton X-100’tin bu
zamana kadar iskelet kas1 (Lin vd. 2014), trake (Zhang vd. 2019), aortik kalp kapak¢igi
(Luo ve Ma 2020) ve karaciger (Lee vd. 2014) gibi bir¢ok farkli doku veya organda
kullanimina literatiirde sik¢a rastlanmaktadir. Yine ayni sekilde SDS’in bobrek (Tajima
vd. 2020), karaciger (Lewis vd. 2019) ve kornea (Fernandez-Pérez ve Ahearne 2019)
gibi cok cesitli doku veya organlarin deseliilerizasyonu i¢in kullanildig1 ve basarili
sonuclar elde edilebildigi  bilinmektedir. Cok basamakli deseliilerizasyon
yaklagimlarinda da her iki deterjanin farkli basamaklarda kullanimina da literatiirde
rastlanmaktadir (Oberwallner vd. 2014, Son vd. 2019). Diger yandan, her ne kadar bu
deterjanlarin etkin deseliilerizasyon protokollerinde kullanildigi dikkat ¢ekse de,
yetersiz kaldiklar1 doku/organ yaklasimlar: da mevcuttur. Bu asamada deseliilerizasyon

etkinligini arttirmak amaciyla PAA ve NH,OH gibi asit ve bazlarin veya DNaz ve RNaz
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gibi niikleazlarin kullanimina da literatiirde yaygin olarak yer almaktadir (Sellaro vd.
2010, Yamanaka vd. 2020).

Hiicreleri uzaklastirmadaki etkinliklerinin yani sira Triton X-100’iin bir diger avantaji
doku HDM vyapisindaki biyoaktif bilesenlere verdigi zararin olduk¢a diisiik olmasidir
(Vavken vd. 2009). Bunun temel nedeni. Ancak her ne kadar biyoaktif bilesime etkileri
farkli olsa da artan konsantrasyon ve muamele siiresinin uzunluguna bagli olarak dogal
HDM’nin 3B mimari yapisina zarar verdigi belirtilmektedir (Tebyanian vd. 2019).
Alternatif olarak, deterjan veya herhangi baska bir kimyasal deseliilerizasyon ajani
kullanilmadan fiziksel yontemler kullanilarak da hiicrelerinden uzaklastirilan
doku/organ galigsmalarina literatiir de rastlanmaktadir. Ancak, fiziksel yontem temelli
deseliilerizasyon  yaklasimlarinin ~ basarist  hedef  doku/organdan  mikrometre
mertebesinde doku kesitlerin alinmasi ile miimkiin goriinmektedir. Bu yolla toplanan
kesitler fiziksel etkiye maruz birakilarak hiicrelerinden uzaklastirilabilmektedir. Ancak,
cok kiiciik hacimlerde calisilmasina olanak saglamasi ve uzun preparasyon siireleri
nedeni ile 6zellikle 3B doku miihendisligi uygulamalarina translasyonu olduk¢a zordur
(Shen vd. 2020). Bu bilgiler dogrultusunda tez kapsaminda yapilan hiicresizlestirme
calismalar1 etkinlik degerlendirilmesinin yani sira yiiksek hacimlerde calisilabilirlik
bakimindan da ele alinmistir. Diger yandan dogal karaciger HDM igeriklerinin detayl
karsilagtirmali  kantitatif — analizleri ve in  vitro  sitotoksisite  caligmalari
gerceklestirilmistir. Deseliilerizasyon ¢ercevesinde elde edilen bulgularin farkl
doku/organ ¢alismalari da dahil olmak {izere literatiir ¢alismalarin1 da destekleyici

nitelikte oldugu gosterilmistir.

Hiicresel ve HDM bilesenleri bakimindan deseliilerize HDM’lerin histokimyasal
yontemler ile incelenmesi deseliilerizasyon protokol etkinliklerinin degerlendirilmesi
acisindan Onemli bir yer tutmaktadir. Bu tez calismasinda farkli protokoller ile
gelistirilen dkHDM preparatlari, hi¢bir isleme tabi tutulmamis kontrol grubu olan dogal
karaciger dokusu H&E boyalamalari ile hiicre igerigi bakimindan karsilastirmali olarak

analiz edilmistir. Dogal karaciger dokusunda (Kontrol) mavi-mor renk ile boyanan
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hiicre ¢ekirdegi ve kirmizi-pembe renkte hiicre digi matriks materyali yogun olarak
gozlenmistir. Bilindigi gibi deseliilerize edilmis HDM’ler igin hiicresel kalintilar in vitro
hiicre uyumlulugu problemlerine ve in vivo konak¢i yanitina neden olabilmektedir.
Ancak deseliilerizasyon teknikleri ile hiicresel materyallerin tamaminin bertaraf
edilmesi miimkiin degildir. Histolojik olarak DAPI veya H&E gibi histolojik boyalar
hiicre ¢ekirdeginin belirgin boyanmasi ve teshisi amaciyla literatiirde tercih edilen bir
histokimyasal karakterizasyon yontemi olarak one ¢ikmaktadir (Lee vd. 2014) ve bu tez

calismasi kapsaminda da H&E boyamasi tercih edilmistir.

Negatif immiinolojik etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in deseliilerizasyonda temel hedef
hiicre i¢i organeller ve niikleik asit gibi yapilarin uzaklastirilmasidir. Farkl
kaynaklardan elde edilen dokulara 6zgii birgok farkli bilgi literatiirde yer alsa da dHDM
iceriginde mevcut DNA i¢eriginin miimkiin oldugunca elimine edilmesi ve miimkiinse
<50ng DNA/mg kuru agirlik veya <200 baz ¢ifti (uzunluk) limitlerine sahip olmasi
beklenmektedir (Crapo vd. 2011). Bu tez ¢alismasinda, hiicre fizyolojisinde 6nemli bir
rol oynayarak doku fonksiyonu i¢in temel olan HDM igeriginin miimkiin mertebe
korunmas1 agisindan tercih edilen deseliilerizasyon ajanlarinin miimkiin oldugunca
diisiik konsantrasyonda ve kisa siireli uygulamalart kapsayan protokol optimize
edilmeye calisilmistir. Calisan protokoller sonrasinda stirdiiriilen karakterizasyon
calismalar1 1s18inda histokimyasal acidan en etkin protokollerin SDS kullanimini
kapsayan 9, 10 ve 11 numarali protokoller oldugu gézlenmistir. Bunun yani sira, Triton
X-100 kullanimini igeren protokollerin de literatiir bilgilerine uygun olarak umut
vadedici histokimyasal sonuglara sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada
ozellikle NH4OH ile kombinlenen Triton X-100 temelli protokollerde histokimyasal
acidan uygun olan hiicre ¢ekirdeginin uzaklastig1 sonucu belirlenmisse de DNA igerigi
analizlerinde nispeten yliksek sonuclar goézlenmistir. Benzer calismalarda temel alinan
<50 ng/mg DNA limit degeri géz 6niine alindiginda Protokol 1, Protokol 5, Protokol 6,
Protokol 7, Protokol 9 ve Protokol 11’in optimal DNA igeriklerine sahip oldugu
gozlenmistir. DNA igerigi analizlerinden en etkili sonucun kontrole kiyasla toplam
DNA igeriginin %80,34’tinii bertaraf eden protokol 5’¢ ait oldugu bulunmustur ancak
H&E boyamasi incelendiginde yer yer de olsa hiicre ¢ekirdeklerinin gdriindiigii bolgeler

de belirlenmistir. Bu sonugtan hareketle Triton X-100 ve sonrasinda dekontaminant
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olarak NH4OH veya PAA kullanilmasina ragmen elde edilen sonuglarin bu
protokollerde deseliilerizasyon etkinliginin, yalnizca SDS kullanilan protokollerden
daha zayif oldugu sonucuna varilmistir. Dolayisiyla, deseliilerizasyonun etkinliginin
belirlenmesinde  histokimyasal  analizlerin ve  DNA  igeriginin  birlikte

degerlendirilmesinin mutlak 6nem arz ettigi dikkat gekmistir.

Deseliilerizasyon ajanlarinin sitotoksik veya immiinolojik etkileri ortadan kaldirirken
ayni zamanda HDM’nin dogal biyoaktif icerigine olan negatif etkisi bilinmektedir
(Shen vd. 2020). Dolayisiyla, belirlenen deterjanlarin muamelerinin ardindan 3B
hepatik doku iskelelerin iiretimine yonelik olarak optimizasyonu gergeklestirilen
protokollerin, HDM igeriginin belirlenmesi gereklilik arz etmektedir. Bu dogrultuda
HDM aktif icerigini degerlendirilmesi amaciyla ¢alismada, deseliilerizasyon etkinligi
kapsaminda SGAG, protein igerigi ve kollajen gibi temel HDM bilesenlerinin analizleri
de gergeklestirilmistir. Karaciger HDM’sinin temel olarak kollajen I, 111, IV, V ve Vl ile
birlikte fibronektin, laminin ve glikozaminoglikanlari da icerdigi bilinmektedir (Ueno
vd. 2003). Dolayisiyla basta hiicre proliferasyonu, migrasyonu hatta ileri
reseliilerizasyon ve neovaskiilerizasyonun bagaris1 bu dogal igeriginin deseliilerizasyon
sonrasinda HDM’de olabildigince korunmasina baghdir. Nitekim dHDM’den elde
edilecek olan doku miihendisligi iskelelerinin kullanmanin temel faydalarinin basinda
diger dogal veya sentetik polimerden tretilenlere kiyasla dogal dokular1 daha yakindan
taklit eden birden ¢ok HDM bilesenini icerebilmesidir (Ferndndez-Pérez ve Ahearne
2019). Bu tez galismasinda histokimyasal boyama ve DNA sonucundan hareketle tercih
edilen dort farkli etkin deseliilerizasyon protokolii se¢ilmis ve HDM bilesenleri 6zelinde
kantitatif olarak SGAG, toplam protein ve kollajen miktari belirlenmistir.

HDM yapisi detayli incelendiginde birbirine gegen lifli  proteinleri ve
glikosaminoglikanlari iceren bir agdan olugsmaktadir. HDM, hiicreler i¢in destek saglar,
salgilanan biiylime faktdrleri i¢in bir depo goérevi goriir ve hiicre i¢i sinyal yollarini
indiikler, boylece hiicrelerin ¢evresine adaptasyonu, proliferasyonu, migrasyonu ve

farklilasma gibi hiicre davraniglarini etkilediginden kritik 6neme sahiptir (Daley vd.
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2008, Ishii vd. 2008, Uygun vd. 2012). Bu bilesenlerden SGAG i HDM’deki ¢esitli
proteinlerle etkilesime girdigi ve bu tiir etkilesimlerin biiyiime faktorlerini, kemokinleri
ve sitokinleri proteolize karsi korudugu bilinmektedir. GAG’lar ayrica FGF, HGF,
VEGF ve PDGF iliskili sinyal yollarinda rol almaktadir. Dolayisiyla,
deseliilerizasyonda GAG’larin hedef doku HDM’sinde korunmasi dolayli olarak
bliylime faktorlerini ve biyolojik aktivitenin de taklit edilmesi i¢in anahtar rol
oynamaktadir (Meglio vd. 2017). Bu calismada deseliilerizasyon etkinligi goz Oniine
alinarak belirlenen dort etkin protokoliin SGAG igeriginin degerlendirilmesi agisindan
yapilan kantitatif 6l¢limler, secilen protokollerin uygulanmasi sonrasinda SGAG’n etkin
bir bi¢imde deseliilerize HDM’lerde korudugunu gostermistir. Elde edilen bulgularda,
en yiiksek sGAG igeriginin (%100,69+0,74 (648,72+4,74 mg/mL)), dilim sigir
karaciger dokusunun 48 saat siire ile %2 Triton X-100 ve 24 saat %0,15 PAA
uygulamasin1 igeren Protokol 5 ile elde edilen HDM’lerde oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubu olan dogal karaciger dokusuna kiyasla sGAG miktarindaki nispi
yiikseklik literatiirde karsilagilan, olagan bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir (Damania
vd. 2018). Literatiirde yine kollajen ve SGAG miktari, deseliilerize dokunun dogal
dokuya oranla fazla oldugu bildirilmis ve bu hiicresel igerigin aciga c¢ikmasiyla
iliskilendirilmistir (Baptista vd. 2011, Hussein vd. 2016). Benzer bi¢imde, dogal
pankreasa kiyasla deseliilerize pankreasta daha yiiksek kollajen ve sGAG miktarlari,
hiicresel bilesenlerin iskelelerden etkin bir bigimde uzaklastirildigi seklinde de
yorumlanmigtir  (Yu vd. 2018). Calismada sGAG igerigi analiz edilen diger
protokollerde ise az miktarda diisiis oldugu belirlenmis olmakla birlikte yiiksek oranda

sGAG igeriginin deseliilerize yapilarda korunabildigi belirlenmistir.

Doku miihendisligiyle {iretilecek olan iskelelerin etkin bir bi¢imde fonksiyon
gostermesinde 3B fizyolojik ortamin taklit edilmesi c¢ok Onemlidir. Karaciger
rejenerasyonu i¢in ideal ortamin belirlenmesi i¢in etkin deseliilerizasyon protokolleri
arasindan sec¢ilmis olan dort farkli protokoliin HDM igeriginde dnemli miktarda yer alan
proteinin kantitatif analizleri mutlak 6nem teskil etmektedir. Calisma kapsaminda
gerceklestirilen toplam protein analizleri bulgularinda, kiip seklinde kesilmis sigir

karaciger dokusunun 24 saat siire ile %1 SDS ile muamelesini igceren Protokol 9’un
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diger protokollere kiyasla daha yiiksek protein igeriginde (88,52+10,52 pug/mL) sahip
oldugu belirlenmistir. Ote yandan diger protokollerin birbirleriyle arasinda ciddi bir fark
olmadigi tespit edilmistir (Kontrol: 174,65+1,44 pg/mL). Literatiirde toplam protein
miktar1 farkli dokularda ve sigir karacigeri disinda farkli kaynaklardan izole edilerek
deseliilerize edilmis karaciger dokusuyla calisilmis ve elde edilen sonuglarin benzerlik

gosterdigi dikkat ¢ekmistir (Geerts vd. 2016).

HDM iceriginde, karaciger hiicrelerinin fonksiyon gdsterecegi temel bilesenlerden biri
olan kollajen miktari, elde edilen toplam protein bulgulariyla olan iliskisi
gerceklestirilen dHDM’deki tam kollajenin kantitarif analizi ile desteklenmistir. Sert
deterjanlarin HDM’nin o&zellikle temel yapisal bilesenlerine olan negatif etkisi
bilinmektedir (Zhao vd. 2020). Bu gergevede karaciger HDM’sinde yer alan temel
bilesenlerden biri olan kollajen de bu tez ¢alismasinda etkin deseliilerizasyon
protokollerinin belirlenmesinde biyoaktif igerik kapsaminda kantitatif olarak analiz
edilmistir. Literatiirle uyumlu olarak, %2 Triton X-100 ve %0,15 PAA kullanimini
kapsayan protokollerde potansiyel olarak birbiri arasinda anlamli bir istatistiksel fark
gozlenmemistir (p=n.s.). Diger yandan, %1 SDS kullanimini igeren Protokol 9’daki
kollajen miktarmnin diger protokollere kiyasla dnemli dlciide farkli oldugu ve kontrol
grubu dogal karacigerle de karsilastirildiginda %81,06 oraninda azaldigi gorilmiistiir.
Ancak, sert bir deterjan olmasina ragmen daha diisiik konsantrasyonda kullanimini
(%0,1 SDS) kapsayan Protokol 11’de kontrol grubuyla kiyaslandiginda kollajen
iceriginin %64,22 oraninda korunabildigi belirlenmistir. Nitekim, bu sonu¢ diisiik
konsantrasyonlarda SDS uygulamalarinin Triton X-100 uygulamis protokoller ile
benzer oranda kollajen icerigi muhafaza edebildigini isaret etmektedir. Literatiirde,
deseliilerize karacigerin kollajen igerigi acisindan bu tez ¢aligmasina kiyasla sonuglarin
karsilagtirilabilir oldugu tespit edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada deseliilerizasyonu,
dilim seklinde kesilmis keg¢i karacigeri, 72 saat 4°C’de 2% Triton X- 100, 0.05 mM
EDTA ve %0.025 NH;OH uygulanarak gergeklestirilmistir. Kontrole kiyasla GAG
icerigi yiiksek iken kollajen igeriginin %80 oraninda azaldig1 bildirilmistir (Agarwal vd.
2019). Insan karacigeriyle yapilan bir diger calismada ise insan dogal karaciger

dokusundaki kollajen miktarinin elde edilen deseliilerize sigir karaciger dokusuyla
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karsilastirildiginda anlamli bir baglanti kurulabilecegi goriilmistiir (Mazza vd. 2015).
Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen dHDM’nin tam protein analizi ve kollajen

miktar1 arasinda paralel bir iliski oldugu da dikkat ¢ekmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen deseliilerize sigir karacigeri HDM’sinin
yiizey morfolojisini mikrometre skalasinda belirlemek, ultra-yapisini degerlendirmek ve
yapilan  deseliilerizasyonun etkinligini yorumlamak amaciyla SEM analizi
gerceklestirilmistir. Deseliilerizasyon sirasinda deseliilerizasyon ajanlarinin hiicresel
materyalleri  uzaklastirirken HDM  bilesenine olan  zarar1  vurgulanmustir.
Deseliilerizasyonun etkinligi agisindan ayrica sGAG, toplam protein ve kollajen miktari
bakimindan etkinlikleri ispatlanmis olan protokollerin HDM yapisina etkileri
incelenmistir. Elde edilen SEM analizi bulgularinda, yapisal bozulmalar ve bazi
bolgelerde gozenekler arasindaki baglantilar dikkat cekmistir. Birbirleri arasinda
kiyaslandiginda SDS ile muamele edilen protokollerin nispeten Triton X-100 ile
muamele edilen protokollere kiyasla yapisal biitiinliigiin bozuldugu ve c¢ok sayida
gozenekli doku bolgelerinin varligi gézlenmistir. Triton X-100 ve PAA ile muamele
edilen gruplarda ise kati, sabit veya diiz alanlarin hakim oldugu yapisal biitiinliikle
birlikte belirgin bir gozeneklenme veya bozunma tespit edilmemistir. Gozeneklerin
boyutu, dagilimi ve derinliginin yetersizligi, kullanilan deseliilerizasyon ajanlarinin
doku pargalarinin igerisine niifuz edebilecek kuvvete sahip olmadigini isaret etmektedir.
Buradan hareketle, histokimyasal bulgularda da goriilecegi lizere yer yer hiicre
kalintilarinin varliginin tespit edilmis olmasi ile de desteklenebilmektedir. Nitekim
literatlir sonuglarina paralel olarak, Triton X-100 ve PAA ile ayr1 ayr1 muamele edilmis
hepatik ve renal doku temelli benzer deseliilerizasyon g¢alismasinda da yer yer hiicre

kalintilarinin varhig dikkat ¢ekmistir (Wang vd. 2015).

Caligsmada, farkli formlarda biyomalzeme gelistirmeye yonelik ilk asamada deseliilerize
edilen ve vyiksek biyoaktif igerige sahip karaciger HDM’si temelli hidrojel
gelistirilmistir. ik olarak deseliilerizasyon etkinligi histokimyasal ve DNA analizleriyle

karakterize edildikten sonra biyoaktif icerigi ve ultra-yapisi aydinlatilan dort protokoliin
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pepsin muamelesiyle sindirimi literatiire uygun metotla gergeklestirilmistir (Freytes vd.
2008, Lee vd. 2014, Saheli vd. 2018). Yontemin temel prensibi, pepsin enziminin asidik
ortaminda dHDM’nin sindiriminin gergeklestirilmesiyle viskoz jelin elde edilmesi
esasmna dayanmaktadir (Freytes vd. 2008). Farkli protokollerden elde edilen
hidrojellerin makroskopik olarak incelenmesi ile yalnizca Protokol 9 ve Protokol 11 ile
hazirlanan deseliilerize HDM’lerinin sindiriminde belirgin bir ¢éziinme ve vizkozite
artis1 gozlenmistir. Makroskobik gozlemlere paralel olarak tiirbidimetrik jellesme
kinetigi analizleri ayrica her dort protokol i¢in de ¢alisilmistir (Fernandez-Pérez ve
Ahearne 2019, Vyborny vd. 2019). Tirbidimetrik jellesme kinetiginin, matriksin
katiliginin ve bulanikliginin baslangicta iissel bir artis sergiledigi ve sonunda jellesme
sireci tamamlandiginda, platoya ulasmasiyla karakterize edildigi bildirilmistir
(Wedgwood vd. 2013). Elde edilen bulgularda, karaciger HDM hidrojeline ait jellesme
Kinetigi analizlerinde Protokol 9 ve Protokol 11’in katilagmis oldugu gozlenmistir.
Tiirbidimetrik analizden birbirleri arasindaki olasi yapisal farkliliklarin hidrojellerin
katilasmast hakkinda ek bilgiler edinmemize de yardimci olmustur. Bu siireci, hem
stirecin erken asamalarinda gelisen t(ag) faz1 ve %50 jellesmeye kadar gecen siire t(so)
faz1 baglaminda, jel katiligmmin bir Ol¢lisii olarak jel bulanikliginin 6lgiilmesi ve
normalize edilen sonuglarin yorumlanmasiyla elde edilmistir. Tiirbidimetrik jellesme
analizi verileri Protokol 9 ve Protokol 11’in tiim gruplar i¢in katilasmasi/fiziksel gapraz
baglanmasi hemen hemen ayni zaman noktasinda meydana gelen bir slirecte
gerceklestigini gostermistir (Sekil 4.13). Buna ragmen konsantrasyonlar ve protokoller
arasindaki farklilik jellesme hiziyla karakterize oldugu belirlenmistir. Tiim protokoller
icin 37°C’de dkHDM hidrojellerinin maksimum katilia ulastigi zaman noktasi
ortalama 85-90 dakika civarinda oldugu gozlenmistir. Sigir karacigerinin SDS ile
deseliilerizasyonundan elde edilen Protokol 9 ve Protokol 11’e ait hidrojelin, tso) zaman
noktasinda literatiirdeki bircok farkli deseliilerize doku hidrojelindekine benzer jellesme
hizina sahip oldugu belirlenmistir (Wolf vd. 2012, Sawkins vd. 2013, Zhao vd. 2019).
Buna kiyasla t(ag) fazi literatiirdeki benzerlerine kiyasla neredeyse goriilmemistir ve bu
sebeple hiperbolik bir egri ile karakterize edilmistir (Wolf vd. 2012, Sawkins vd. 2013,
Zhao vd. 2019).
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Doku miihendisligi iskelesi ftretim yontemlerinden biri olan dondurup-kurutma
yontemiyle 3B hepatik doku iskelelerinin elde edilmesi hedeflenmistir. Giiniimiizde,
dondurup-kurutma teknolojileri ila¢ endiistrisi, gida endiistrisi, malzeme miihendisligi,
biyomalzeme miihendisligi, nanoteknoloji vb. bircok uygulama alant mevcuttur. Su
veya organik ¢oziicii olabilen ¢oziicti, diisiik sicaklik ve basingta siiblimlesme islemi ile
dogrudan buzdan buhara doniisiir (Fereshteh 2018). Bu yontemle istenilen 6zelliklere
sahip bir iskelenin tretilebilmesi i¢in, yapinin gézenekliliginin, gézenek morfolojisinin
ve bilesenlerin homojen bir dagilima sahip olmas1 gerekir (Loh ve Choong 2013). Ayni
zamanda doku mithendisligi uygulamalari i¢in iretilen 3B doku iskelesinin maksimum
gozenekliliginin yani sira bu goézenekliligin birbiri arasinda baglantilar1 da 6nem teskil
etmektedir. Iskelelerin gdzenek boyutu ve gozenekliligi, biiyiime faktdrlerinin
yayilmasinda dnemli bir rol oynar ve vaskiilerizasyonu indiikler, boylece karacigere
0zgii fonksiyonlarin korunmasina yardimci olmaktadir. Gézenek biiytikliigi, oksijen ve
besin maddelerinin, iskelenin i¢ kisimlarmna toplu olarak tasinmasini kontrol eden,
bdylece bolgedeki hiicresel biliylimeyi destekleyen onemli bir faktordiir (Ma vd. 2007).
Karacigere 6zgii olarak hepatositlerin kiiltiirii i¢in birbirleri ile baglantili ve boyutlar1 50
ila 150 um arasinda degisen gézenekli yap1 iskeleleri arzu edilmektedir (Wu vd. 2007).
Gozenekli yapr iskeleleri, yeterli hiicre tohumlama ve c¢ogalmasi igin gerekli olan
yiiksek yiizey/hacim orami saglamaktadir. Ayrica, hepatositler diger hiicrelere kiyasla 5
ila 10 kat daha fazla oksijen tiikettikleri i¢in besin transferi, oksijen ve diger metabolik
degisimleri gerceklestirirler (Park 2002, Park ve Bae 2002). Bu tez ¢alismasi
kapsaminda da bu amagla ilk asamada 3B doku iskelelerinin morfolojik 6zelliklerinin
karakterizasyonu amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda optimal jellesme kinetigine sahip protokoller ile gelistirilen 3B hepatik doku
iskelelerinin 100 ila 200 um arasinda degisen uygun gozenek boyutu ve dagilimi
karakterize edilmistir, hiicrelerin gaz ve besin aligverisine elverisli gézeneklerin yiiksek
yiizey/hacim oranina sahip oldugu belirlenmistir (Fan ve Yang 2017). Bu baglamda 3B
hepatik doku iskelesine entegre edilecek hiicrelerin, dondurup-kurutma teknigi
sayesinde birbirleriyle biiylik olgiide baglantili mikro/makro gozenekler iizerinde,
proliferasyonu, migrasyonu, farklilasmasi ve siirdiiriilebilirligi acisindan elverisli ortami
saglayacagi disiiniilmektedir (Fan ve Yang 2017). Literatirde Kkaraciger doku
miithendisligi doku iskeletlerinin goézenek boyutlari, 100 um’den biiyiikk gdézenek
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boyutunun, kiitle aktarim sinirlamalari olmaksizin optimum canlilik ve fonksiyon
sagladigi kanitlanmistir (Seo vd. 2006, She vd. 2010). Nitekim, gelistirilen 3B hepatik
doku iskelelerin hiicre morfolojisinin  devamlilifi, metabolik aktivite ve

neovaskiilerizasyona elverisli ortam1 saglayacag diisiiniilmektedir.

Gelistirilen 3B hepatik doku iskelelerinin  kimyasal yapisinin  Kantitatif
degerlendirilmesi amaciyla hepatik iskelelerin islevinin degerlendirilmesi i¢in FTIR
teknigi kullanilarak karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Bu calismada, ATR-FTIR
teknigi ile sigir kaynagindan izole edilerek deseliilerizasyon yontemiyle elde edilen 3B
hepatik doku iskelelerinin bilesenleri, kontrolle ve kendi aralarinda karsilastirmali analiz
gerceklestirilmistir. Bu teknik, hiicresizlestirilmis biyo-iskelelerde kollajen lif ve
proteoglikanin icerigi ve dagilimi dahil olmak iizere daha ayrintili bilgiler saglamistir.
Nitekim elde edilen bulgular, kolorimetrik biyoaktif i¢erik analiz bulgularin1 destekler
niteliktedir. Yapilan bu ¢alismada dkHDM’den elde edilen 3B hepatik doku iskelesine
ait spektrumundaki pikler, proteoglikanlar ve kollajeni karsilastiran daha 6nce kikirdak
ve perikardium {izerinde yapilan yayinlanmig ¢aligmalara benzer sekilde, sGAG’lerin ve
karbohidratlarin karakteristik spektral 6zellikleriyle paralellik gostermektedir (Camacho
vd. 2001, Seif-Naraghi vd. 2012). Deseliilerize domuz karacigeriyle yapilan bir baska
calismada yine benzer sekilde HDM bilesenlerine ait ayirt edici piklerin varligi rapor
edilmistir (Zhao vd. 2020). Calismada elde edilen bulgular, 3B doku iskelelerindeki
biyoaktif igerigin belirlenmesine yonelik farkli bir yaklasim sunmaktadir. Hem
literatiirdeki benzer ¢alismalarla hem de kendi aralarinda kiyaslandiginda Protokol 11°e
ait stinger iskelelerin Protokol 9’a kiyasla spesifik noktalardaki gorece yiiksek piklerin

varligi, barindirdiklar yiiksek HDM bilesenleri ile iliskilendirilmistir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda matriksin mekanik o6zellikleri, doku iskelesine
tohumlanan hiicrelerin spesifik biyolojik islevlerini yonlendirerek fonksiyon,
proliferasyon ve farklilagma gibi 6zelliklerini 6nemli Sl¢lide etkiledigi bilinmektedir
(Ang vd. 2006). Bir¢ok farkli karmasik fonksiyonu yerine getiren karaciger dokusunun

mekanik 6zellikleri bakimindan da taklit edilebilmesi 6nem arz etmektedir. Kollajen ve
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polyesterler gibi bir¢ok farkli doku iskelesi, hiicre biiyiimesini ve bazi karacigere 6zgii
islevleri destekleyebilmektedir. Ancak karaciger temelli yenileyici tibbin kars1 karsiya
kaldigi baslica zorluklar arasinda, klinik transplantasyon i¢in hazirlanan doku
iskelelerinde aranan islevsellik, fonksiyonellik ve biyomekanik stabilite
gereksinimleridir (Zhou vd. 2015). Deseliilerizasyon yontemiyle dogal karaciger
dokusundan biyomalzeme elde edilmesi ve karakterizasyonlarla desteklenmesi zaten
fonksiyonel dokuya en yakin icerige ve islevsellige sahip yapilarin tiretimine olanak
saglama potansiyeline sahiptir. Buna ek olarak ¢alismada bir diger kritik parametre olan
mekanik  Ozellikler ayrica ele alinmistir. Bu amagla, elde edilen farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis 3B hepatik iskeleler detayli mekanik karakterizasyon
calismalar1  gerceklestirilmis ve optimal HDM konsantrasyonu belirlenmeye
calisilmistir. Boylelikle farkli konsantrasyondaki jellerden tiretilen 3B siinger iskelelerin
mekanik dayanimi in vitro ve in vivo uygulamalari i¢in uygunlugu, yapilan basma
testleriyle belirlenmistir. Literatiirle kiyaslandiginda dogal karaciger dokusuyla ve diger
deseliilerize maktriks iskelelerle benzer mekanik 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir
(Pervin vd. 2011, Mattei vd. 2014, Tirella vd. 2014). Hem literatiirdeki benzer
ornekliklerle hem de kendi aralarinda kiyaslandiginda Protokol 11°e ait iskelelerin

Protokol 9’a kiyasla mekanik dayaniminin daha elverisli oldugu sonucuna varilmstir.

Su tutma karakteri doku miihendisligi iskelelerinin, sivilart absorbe etme ve besin
maddeleri ile atiklar1 degistirme yetenegi, biyomedikal uygulamalarda iskelelerin en
onemli Ozelliklerinden birisidir (Nasiri ve Mashayekhan 2017). Capraz baglanmis
biyomalzemeler su alarak sisme davranis1 gosterirler ve yapilarindaki polar gruplarin
varligina bagli olarak kuru agirliklarinin binlerce kati kadar su alabilirler. Siinger
iskeleler daha oOnce aciklandigi tizere 37°C’de dHDM hidrojellerin fizikokimyasal
ozelliginden faydalanilarak katilagtirildiktan sonra siinger iskele iiretilmistir. Yapilan bu
calismada 9 numarali ve 11 numarali protokol icin her biri tek bir standartta hazirlanmis
olan 3B siinger iskeleler kullanilmistir. Literatiirde su tutma 6zelliklerinin temel olarak
kimyasal bilesimlerine ve konsantrasyonlarma bagli oldugu ayrica polar gruplarin
capraz baglanmaya katilmasiyla orantili olarak da azaldig1 vurgulanmistir (Ma vd. 2003,

Vurat vd. 2020b). Her iki protokol i¢in de 3B hepatik doku iskelelerinde
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konsantrasyona ve igerik farkina bagli olarak kendi igerisinde tutarli sonuglar elde

edildigi goriilmiistiir.

Doku miihendisligi iskeleleri, in vitro kiiltiir kosullarinda veya in vivo ortamda 37°C’lik
sabit fizyolojik sicaklikta siirekli olarak 1sil enerjiye maruz kalmaktadirlar. Bununla
birlikte, termal bozunma, malzemenin bu 1sil islem siireci sirasinda, malzemenin
kimyasal bilesimini bozabilecek ve sitotoksisitesini ve biyouyumlulugunu
degistirebilecek bozunma yan tiriinleri gibi daha kii¢iik molekiiler pargalarin olusmasina
neden olabilmektedir (Lih vd. 2016). Dolayisiyla, biyomalzemelerin termal stabilitesi,
absorblanabilir yap1 iskeleleri iiretmek ig¢in Onemli bir Ozelliktir. Calismada farkl
konsantrasyonlarda hazirlanmig 3B hepatik doku iskelelerine ait termal kararliligin
karsilastirmali analizlerden elde edilen bulgularda biiyiik 6l¢iide benzer sonuglar verdigi
gbzlenmistir. Elden edilen veriler 1s181nda siinger iskelelerin iiretilme yontemi nedeniyle
(dondurup-kurutulan yontemde) siiblimlesen suyun iskelede var olmayisi sebebiyle
genelde gozlenen karakteristik 0-100°C’deki nemin buharlasma basamagi beklenildigi
lizere gozlenmemistir. Bunun yami sira ¢ogunlugu kollajenden olusan organik
bilesiklerin ayrigmasma bagli olan 200-400°C’de biiyiikk bir kiitle kayb1 basamagi
belirlenmistir. Sicakligin ylikselmesiyle devam eden bozunmada biiyiikk c¢ogunlugu
dkHDM hidrojelinin tiretimi sirasinda kullanilan PBS iceriginden kaynaklanan tuzlarin
sebep oldugu inorganik bilesiklerin mevcudiyetinden kaynaklanmaktadir (Lih vd. 2016,
Feng vd. 2020). 3B hepatik doku iskelesinin termal kararligina ait bulgular, gesitli
deseliilerizasyon teknikleri kullanilarak tiretilen dHDM iskeleleri ile karsilastirilabilir

veriler sunmustur (Au-Yeung vd. 2017, Feng vd. 2020, Wang vd. 2020).

3B hepatik doku iskelelerinin doku miihendisligi ve yenileyici tip alanindaki potansiyel
kullanim1 agisindan bir diger etken olan in vitro veya in vivo olarak biyouyumlulugunu
gerekli kilmaktadir. Sitotoksisite testi, hiicre biiylimesini, ¢ogalmasini ve morfolojik
etkilerini gézlemlemek igin in vitro ortamda hiicreler kullanan biyolojik olarak
degerlendirilmesi miimkiindiir. Yapilan pek ¢ok calismadaki gibi biyomalzemelerin

besiyeri, serum fizyolojik veya PBS igerisinde ekstraksiyonu yoluyla hiicreler ile
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etkilestirilmesi saglanabilir (Li vd. 2015). Literatiir incelendiginde c¢ok g¢esitli doku
miithendisligi iskelelerinin sitotoksisite testine tabi tutuldugu gorilmiistiir. Yapilan bir
calismada, ipek fibroin ve siiperparamagnetik demir oksit nanopartikiil (SPION)
kompozitinin elektroegirme yontemiyle elde edilen bir doku iskelesinin, 3B hepatik
doku iskeleleriyle yapilana benzer sekilde hiicre canliligina sahip oldugu gosterilmistir
(Lalegiil- Ulker vd. 2019). Domuz karacigerinin deseliilerizasyonu ve ardindan pepsin
ile parcalanmasi ile elde edilen benzer bir calismada ise hiicre canliligi degerlendirilmis
ve toksik olmadigi bildirilmistir (Coronado vd. 2017). Yapilan bir baska calismada ise
deseliilerize sigan karacigeri HDM’si ve kollajen kiyaslanarak 35 giline kadar hiicre

canlilig1 takip edilebilmistir (Lin vd. 2004).

Deseliilerize matriksin kimyasal bilesiminin, nano/mikro yapisinin veya mekanik
ozellikleri agisindan  degerlendirildiginde de novo sentezlenmesi miimkiin
olamamaktadir. Doku/organlarin hiicresizlestirilmesi, bdyle karmasik bir yapinin de
novo sentezlenmesinin zorlugu nedeniyle gereklidir. Karaciger dokusu, karaciger
dHDM’sinin mevcut icerigine en yakin oldugu disiincesiyle, halihazirda mevcut
bulunan yapay, dogal ve hibrit biyopolimerlere goére daha iyi taklit edebilecegi
diisiiniilmiistiir. Sonug olarak, sigir karacigeri dokusunun farkli yontemler kullanilarak
deseliilerizasyonu; deseliilerizasyon etkinliginin ve etkin deseliilerize matrikslerin
biyoaktif iceriginin aydinlatilmasi agisindan gerceklestirilen karakterizasyonu ve
fonksiyonel 3B hepatik doku iskelesinin iiretilmesi amaciyla gelistirilen biyoaktif
icerige  sahip deseliilerize karaciger HDM hidrojelinin  karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. Etkin deseliilerizasyon protokollerinden elde edilen hidrojellerin ve
3B iskelelerin karakterizasyonunda birbirleriyle ve literatiirdeki benzer doku

miihendisligi iskeleleriyle uyumlu sonuglarin elde edildigi belirlenmistir.

Kendine 06zgii igerigi, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve fonksiyonunun
devamliligini saglayan onemli ipuglar1 igermesi bakimindan hiicrelerinden arindirilmig
ve doku taslagi olarak kullanim potansiyeli agiktir. Reseliilerize edildiginde hiicrelerin

tutunmasi ve uzaysal organizasyonun temini i¢in substrat olarak bir nig olusturan 3B
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hepatik doku iskelelerinin, karaciger rejenarasyonu icin hedefe yonelik
kullanilabilirligine iligkin bulgular dikkat ¢ekmektedir. Bu hedef dogrultusunda
gerceklestirilen analiz ve karakterizasyonlar 1s18inda biyoaktif igerigini muhafaza edilen
dogal dokuya benzer potansiyeli ve doku miihendisligi agisindan yiiksek katma degerli
bir tibbi cihaz olarak faydalanilabilecek tiriin gelistirildigi savunulabilir. Gelistirilen 3B
iskele in vitro uygulamalarindan in vivo implantasyonlara pek c¢ok farkli amagla
kullanim potansiyeli sunabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira sadece 3B hepatik
doku iskelesi olarak degil, elde edilen karaciger dHDM hidrojelinin biyobasim ve ¢ip
lizeri organ sistemlerinde; kisisellestirilmis tip/ilag  sistemleriyle farmasotik
uygulamalarda; enjekte edilebilir biyomalzemelerle yenileyici tip alaninda; yiizey
kaplama veya doku miihendisligi yamalarinin iiretimleri gibi ¢ok cesitli genis bir
yelpazede kullanilabilirligi ongdriilmektedir. Bu tez calismasinin devami niteliginde,
ilerleyen calismalarin bahsi edilen bu alanlarda calismalarin bir devami seklinde
gelistirilmesi ve farkli yontemler denenerek deseliilerizasyon yonteminin farkli dokular

icin gelistirilmesi planlanmaktadir.
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