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Ozet

Coklu potansiyele sahip adipoz mezenkimal kok hiicreler, yag dokusunda bulunan ve hematopoietik olmayan hiicre hatlaridir. Adipoz
mezenkimal kok hicrelerin osteojenik, kondrojenik ve adipojenik fenotipler dahil bircok soya farklilasma yetenekleri vardir. Yiiksek derecede
plastisiteye sahip olmalari ve izolasyon kolayligindan 6tirli doku mihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar icin bilyik bir potansiyel
tasimaktadirlar. Huicreleri, matrikse bagli ¢coziinir faktorleri ve iskele desteklerini kullanan doku miihendisligi yaklasimi, fonksiyon gésteremeyen
doku ve organlarin rejenerasyonu, tamiri veya replasmani icin umut vericidir. U¢-boyutlu iskeleler, transplante edilen hiicrelerin yapisabilecegi
bir yiizey ve yeni doku veya organ olusumuna rehberlik eden fiziksel bir destek olarak gérev yaptigindan dolayi gereklidir. Ozellikle tiim doku
ve organlarin hiicrelerinden arindiriimasiyla elde edilen hiicre disi matrikslerin lg-boyutlu iskele olarak doku miihendisligi stratejilerinde
kullanilmasi giderek ilgi gérmektedir. Bu baglamda, insan adipoz mezenkimal kék hiicrelerin deseliilerize tiim doku veya organlar Gzerindeki
davraniglarinin incelenmesinin rejeneratif tibba katki saglamasi beklenmektedir. Bu derleme hayvansal dokularin desellilerizasyonu, elde
edilen matriksler Gzerinde kok hiicrelerin davraniglari ve bu matrikslerin insan/hayvan klinigi acisindan potansiyel kullanimi hakkinda giincel
bir bakis acisi sunmaktadir.

Anahtar sozciikler: Deseliilerizasyon, Hiicre disi matriks, Adipoz kaynakli mezenkimal kék hticre, Biyomalzeme,
Doku miihendisligi, Rejeneratif tip

The Use of Decellularized Animal Tissues in
Regenerative Therapies

Abstract

Human adipose-derived mesenchymal stem cells are nonhematopoietic cells found in the adipose tissue that have multipotent characteristics.
Human adipose-derived mesenchymal stem cells have ability to differentiate into multiple lineages, including osteogenic, adipogenic and
chondrogenic phenotypes. Because of their high degree of plasticity and ease of isolation, they have a great potential for tissue engineering
and regenerative medicine applications. Tissue engineering, using cells, soluble matriks-bound factors and supporting scaffolds, is a promising
approach for regeneration, repairing and replacement of malfunctioning tissues and organs. Three-dimensional scaffolds are essential to
serve as an adhesive substrate for the transplanted cells and a physical support to guide the formation of new tissues or organs. Particularly,
the use of extracellular matrices prepared by decellularized whole tissue and organ as three-dimensional constructs have drawn increasing
attention as a tissue engineering strategy. In this context, it is expected that investigating the cellular behaviour of human adipose-derived
mesenchymal stem cells on decellularized whole tissue and organ will have a positive impact on regenerative medicine. This review offers a
current perspective about decellularization of animal tissues, stem cells’ behaviors on obtained matrices and potential use of these matrices
in human and/or animal clinic.

Keywords: Decellularization, Extracellular matrix, Adipose derived mesenchymal stem cell, Biomaterial, Tissue engineering,
Regenerative medicine

G|R|$ ya da iyilestirilmesini konu alan disiplinlerarasi bir arastirma
alanidir. Rejeneratif tibbin 6nemli bilesenlerinden biri olan

Rejeneratif tip, yaslanma, hastalik veya travmaya bagli  doku mihendisligi ise hiicre transplantasyonu, malzeme
zarar gérmus doku ve organlarin islevselliginin onarilmasini bilimi ve fonksiyonel biyolojik yapilarin gelistiriimesinde
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kullanilan mihendislik biliminin prensiplerini takip etmek-
tedir. Doku miihendisligi stratejileri genel olarak hiicre-
lerinden arindirilmis matriksler ve hiicre/matriks yapilari
olarak iki kategoride incelenebilir 2. Hiicre Disi Matriks
(HDM) bilesimine sahip biyolojik iskeleler klinikte siklikla
bircok doku ve organin rejenerasyonu icin kullanilmaktadir.
Bilesiminde bircok biyoaktif molekil iceren HDM, dokuda
hicrelerin bir arada tutulmasi ve dinamik hicresel davra-
nislarin diizenlenmesi gibi gorevlerinin yani sira koruyucu
ve destekleyici fonksiyonlara da sahiptir. Hiicre disi
matrikslerin bilesiminde bulunan yapisal ve fonksiyonel
molekiillerin karakterizasyonu tamamiyla yapilmamasina
ragmen kollajen, elastin, laminin, fibronektin ve glikoz-
aminoglikanlar gibi 6zel icerikler izole edilmisler ve bircok
uygulamada kullaniimislardir. Genis dlcekte in vivo fonk-
siyona sahip HDM, doku-organ morfogenezi ve yara iyiles-
mesinde de gorevlidir. Hicrelerinden arindirilmis HDM
yapilar hiicresel infiltrasyonu ve konak ile bitiinlesmeyi
destekler, yara izi olusumunu onler ve isleme bagh olarak
immiin yanitin minimal diizeylerde kalmasini saglar. Hiic-
re Disi Matriks temelli doku muhendisligi iskeleleri viicut
icinde parcalanir ve matriksin yeniden sekillenmesini des-
tekleyerek hasarli veya nekroze olmus dokularin rejene-
rasyonunu hizlandirirlar B4, Kok hiicreler ve HDM arasin-
daki etkilesimler, soy-spesifik farklilasmanin indiiklenmesi
ve kimyasal/yapisal sinyaller sayesinde mezenkimal kok
hicrelerin (MKH) biyolojik fonksiyonlarini stirdiirebilmesi
icin gereklidir. Hiicre Disi Matriks tarafindan olusturulan
biyofiziksel ve kimyasal sinyaller kok hiicre adezyonunda,
gocinde, yayilmasinda, farklilasmasinda ve matriksin
yeniden modellenmesinde kritik rol oynar . Bu ylizden
doku veya organlarin deselllerizasyon islemleri sirasinda
takip edilen ve Tablo 1'de ayrintilari verilen fiziksel, kimyasal
ve enzimatik yontemlerin hiicre disi matrikse en az zararla
veya hig zarar vermeyecek sekilde tasarlanmasi 6nemlidir.

Adipoz kaynakl kok hiicreler (AKH'ler), yag doku-
sunun stromal vaskiler fraksiyonunda bulunan MKH
poptlasyonlaridir. Lipit depolama ve adipokin salgisi gibi

iyi bilinen rolleri olan beyaz adipoz doku (BAD), yuksek
miktarlarda bulunabilme ve izolasyon kolayligi gibi
avantajlarindan o6turd kemik iligine alternatif bir MKH
kaynagi olarak karsimiza ¢itkmaktadir. AKH'ler BAD iceri-
sinde perivaskuler bosluklara yerlesmislerdir ve artan
enerji ihtiyacina yanit olarak BAD bulyimesini saglamak
amaciyla fizyolojik olarak adipogenezisi baslatirlar. AKH’
lerin adipogenez disinda Sekil 1'de de gorildigu Uzere
osteoblastlara, kondroblastlara, miyositlere, ndronlara ve
diger hiicre tiplerine in vitro kosullarda farklilasmasi induk-
lenebilmektedir ©.

Hayvanlar tizerinde yuritilen ¢alismalarda, adipoz doku
kaynakli otolog mezenkimal kok hticreler kullanilarak hasarli
doku tedavisi gerceklestirilmektedir. Nicpon ve ark.!,
kopeklerde dirsek eklem bozuklugu tedavisinde adipoz
doku kaynakli otolog mezenkimal kék hucrelerin kullanildigi
grubun, non-steroid antienflamatuvar ilagla tedavisi devam
eden kontrol grubuna gore klinik semptomlarinda daha
hizli bir gerilemenin oldugunu bildirmistir. Otolog kok
hiicre tedavi siirecinde istenmeyen hicbir yan etki gorul-
memesi, adipoz kaynakli kok hiicre tedavisinin insan
klinigine de guivenle uygulanabilecedini gostermektedir 2,
ilave olarak AKH'ler, diger hiicre tiplerine oranla indiik-

Tablo 1. Doku ve organlari hiicrelerinden arindirma teknikleri”!
Table 1. The decellularization techniques of tissue and organs !

Fiziksel Enzimatik Kimyasal
Mekanik . A
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lenmis pluripotent kdk hiicrelere (iPS) daha yiksek
verimle yeniden programlanabilirler. Adipoz kaynakh kék
hicreler, immin ayricalikh hicrelerdir ve doku tamirini
kolaylastiran immiinomoddlator, anjiyojenik, antiapoptotik
ve hematopoetik faktorleri salgilarlar. AKH'lerin ¢oklu-soy
farkhlasma kapasitesi, essiz immiinobiyolojik 6zellikleri ve
sekrotomlari rejeneratif tip icin blylk terapotik potansiyel
sunmaktadir @,

Doku muhendisligi, yara iyilesmesi ve doku yeniden
modellenmesi sirasindaki biyolojik strecleri taklit etmek
amaciyla doku tamirinde anahtar bir faktor olarak HDM
bilesenlerinin kullanilmasi hususuna dikkat cekmektedir.
Hiicre Disi Matriks, hiicreler icin sadece yapisal destek
saglamakla kalmaz ayni zamanda hiicre fizyolojisi ve
fenotipi icin dnemli biyokimyasal ipuglarini da biinyesinde
barindirir 101, H{icre-HDM iliskisinin hiicresel davranis
Uzerine etkisi primer hicre hatlar icin tim yonleriyle tarif
edilmesine ragmen, kdk hicrelerin matriks Gzerindeki
davraniglari ile ilgili calismalara yeni baslanmistir. Bu
iliskilerin arastirilmasi, ydnlendirmenin veya baska hiicre
hatlarina farkllasmanin énlenmesi bakimindan gereklidir.
Ornegin; kollajen tip | lizerine ekilmis embriyonik kdk
hicreler kendini yenileme kabiliyetini korurken erigkin
MKH'ler osteojenik farklilasmaya dogru gitmektedir. Bir
baska calismada, kollajen tip | ve Il bilesimli hidrojeller
icerisine ekilmis MKH'lerin kondrojenik farklilasmaya gittigi
gdézlenmistir. ilave olarak, kollajen tip IV ve laminin, glial
hiicre farkllagmasini inhibe ederek noéral progenitor hiicre-
lerin néronlara farklilasmasini tetikleyebilmektedir 2.

Bu yazi ile glincel rejeneratif tip konulari icerisinde
yer alan hayvansal dokularin deseliilerizasyon teknikleri
hakkinda temel bilgilerin verilmesi ve elde edilen HDM'lerin
biyolojik 6zelliklerinin irdelenmesi amaglanmaktadir. Bu
bilgiler 151ginda insan/hayvan kok hiicrelerinin bu matriks-
ler GUzerindeki davranislari (osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik) degerlendirilerek ortopedi/travmatoloji ve
plastik cerrahi (onko-cerrahi vb.) gibi potansiyel disiplinler-
arasi klinik calismalarin yayginlasmasina katki saglanmasi
hedeflenmistir.

KEMiK DOKU MUHENDISLIGI iCiN
DESELULERIZE MATRIKSLER

Kok hicrelerin kemik doku mihendisliginde kullanil-
masiyla birlikte, hem hayvan hem de insan hekimliginde
ortopedik hastaliklarin tedavisinde yeni ufuklarin agilacagi
distnllmektedir '*'¢, ABD'de, enfeksiyonlar, travma, timor
rezeksiyonu, anormal gelisim ve konjenital malformasyon
sonucunda olusan kemik hasarlarinin tamirinde yillik
500.000'in Gzerinde kemik grefti kullanilmaktadir. Bu
sayinin yash nifus ile dogru orantili olarak artacagi tahmin
edilmektedir. Klinikte, hastalikli ya da hasarli kemik doku-
sunun replasmaninda osteojenik, osteo-konduktif ve osteo-
induktif 6zeliklerinden dolayr otolog kemik greftleri siklikla

kullanilmaktadir. Ancak bu yontemin, donér saha morbiditesi,
siddetli kalici agri ve yeterince elde edilememe gibi olumsuz
yonleri bulunmaktadir. Bu nedenlerle son yillarda otolog
kemik greftine alternatif olarak polimerler, kollajen stingerler,
seramikler ve metallerin kullanilabilirligi yoniinde arastir-
malar yogunlagmaktadir. Nitekim bu amacla yapilan
calismalarda, potansiyel kemik greft malzemelerinin osteo-
jenisitik 6zelliklerini arastirmak icin osteo-progenitor
hiicreler in vitro kosullarda ozellikli iskeleler tzerinde
kiiltlre edilmis ve iskelelerin ekili hiicrelerin osteojenik
farklilasmasi ve yayilmasi lzerine etkileri degerlendiril-
mistir. Nitekim HDM-titanyum 06rgi kompozit iskelelerin
MKH'lerin osteojenik farklilasmasi ve yayilmasini tetik-
ledigi gosterilmistir 7. Kemik allogreftlerinde yeniden
kolonilesmeyi destekleyen ve yeniden doku canlanmasini
indlkleyen yapilari Gretmek icin gelistirilmis bircok
yontem bulunmaktadir. Bu nedenle MKH'ler yiikli kemik
allogreftinden yapilmis kompozit bir iskele anjiyojenez
ve osteo-indiktiviteyi tetikleyen ve biytime faktorlerini
salan bir sistem olarak onerilebilir '®. Osteojenik faktor-
lerin ve MKH'lerin kullanildigi biyolojik ajanlar ile kemik
rejenerasyonu giniumuzde klinik bir gerceklik haline
gelmistir. Tuglu ve ark., eriskin Wistar sicanlarinda olustu-
rulan yapay defektlerin tedavisinde kok hiicre ekili biyo-
malzemeler kullanmiglar ve koék hucre/biyomalzeme
yapisinin kontrol grubuna goére osteoid Uretimini arttirmasi
ile yeni kemik dokusu olusumunu ve tedavi sirecini
kisalttigini bildirmislerdir "¢. Hayvan modellerinde MKH
transplantasyonunun heyecan verici bulgularinin insan
klinigi icin de umut verici oldugu gortlmektedir "6,

Biyik olcekte kemik defektlerinin tamirinde kullanilan
doku muhendisligi yapilari gelistirilirken t¢ 6nemli bilesenin
anahtar rol oynadigi bilinmektedir. Bunlar;

I. MKH’ler
1. Osteo-konduiktif matriks
1I. indUktif faktorlerdir 29,

Kemik doku mihendisliginde diger onemli bir strateji
ise kemik dokusu tamiri ve rejenerasyonunda gorevli
sinyal molekiilerini saglayan ve mikrocevreyi taklit ede-
bilen yapilarin ortaya konulmasidir 222, Bu amagla gelis-
tirilen ve kemik grefti yedegi olarak kullanilan deminera-
lize kemik matriksleri (DKM), oto ve allogreftlerin sinir-
lamalarini asmak ve tedavi siirecini hizlandirmak agisindan
onemlidir.

Osteo-konduiktif 6zellikte DKM allojenik kemigin asit
ekstraksiyonu sonucunda uretilir ve yapisinda biyime
faktorleri, kollajen olmayan proteinler ve tip | kollajeni
barindirr. DKM'nin osteo-induiktif etkisinin hayvan calisma-
lariyla agik bir sekilde ortaya konulmasi ve klinikte DKM
Urlnlerine yogun bir ilginin olmasina karsin insan hekim-
liginde benzer uygulamalarin sinirli sayida oldugu gordl-
mektedir . Ayrica, son zamanlarda hiicre temelli teda-
viler icin gozenekli hidroksiapatit iskeleleri ¢alisiimaya
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baslanmistir. Bu arastirmalar sonucunda etkin bir iskele
gelistirebilmek icin hiicre tutunmasi, yayilmasi ve farklilas-
masina olanak saglayan ug-boyutlu birbiri ile baglantih
g6zenekli yapilarin gerekliligi vurgulanmaktadir 24,

KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIGI
ICIN DESELULERIZE MATRIKSLER

Otolog kondrositlerin kullanildigi kikirdak doku tamiri
prosediirleri, cerrahi miidahale 6ncesi defekt bolgesinde
siklikla fibrokartilaj olusumu ile sonuglanan saglikli
kikirdak dokusu hasarlari gibi bircok dezavantaj icerir. Bu
nedenle, rejenerasyon kalitesini arttirmak icin eriskin MKH’
ler alternatif bir kaynak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. MKH’
lerin artikuler kikirdak tamirinde kullanilmasi g6z 6niine
alindiginda hiyalin artikiler kikirdakta bulunan hiicreler
gibi hipertropiye ve terminal farklilasmaya karsi direng
gosteren kararl kondrositlerin kdk hiicrelerden elde
edilmesi buylk 6nem tasimaktadir 2%, Hicreler doku
rejenerasyonunda hayati bir rol tGstlenmektedir ve HDM
gibi biyofiziksel sinyallerden etkilenirler. Hiicrelerin 6zellikli
Urlinleri olan HDM, yalnizca fiziksel sinyaller olusturmakla
kalmayip ayni zamanda biyolojik sinyaller de olusturur.
HDM bir sitokin deposu olarak gérev yapabilir ve hiicre-
matriks etkilesimini ayarlayarak kok hicrelerin yasamsal
streclerini etkiler. Mhendisligi yapilmis doku Grtinlerinin
uzun dénem kararlihgr ve canliigi dogal HDM bilesimine
benzerligi ile dogru orantilidir. Bu yiizden HDM, hiicresel
davraniglarin dizenlenmesinde ve doku rejenerasyonunda
onemli bir rol oynar 29, Kikirdak HDM'den Uretilen iskele,
hiicreleri kiresel fenotipte tutabilen ancak kondrogenezin
indiiklenmesi icin harici bllyiime faktorlerine ihtiya¢c duyan
alginat gibi hidrojellerin aksine dogrudan kondrojenik farkli-
lasmay etkileyen kondroindiiktif bir ¢evre saglamaktadir.
Kikirdak kaynakh matriks (KKM) iskele insan AKH'lerin ve
kemik iligi MKH'lerin ¢ogalmasini, kondrojenik farkhlas-
masini ve kikirdak matriksi biriktirmesini tesvik etmektedir.
Harici biylime faktori yoklugunda KKM yapilari, domuz
ve insan kondrositlerine benzer sekilde AKH'lerde kikirdaga
0zgl genlerin ifadesini ve kikirdak proteinlerinin sentezini
arttirabilir 1. Yumusak doku rejenerasyonu ve konak
doku ile implant uyumunu arttirmak amaciyla hicresel
infiltrasyon ve canliligi koruyan, yapisal olarak dayanikl,
hicre sinyallesmesini tesvik edebilen ve ylksek miktarda
gozenekli tipik biyo-iskeleler tasarlanmaktadir. Giincel
calismalar bircok doku miihendisligi uygulamasina adapte
edilebilen, disiik maliyetli, biyolojik olarak aktif ve yiiksek
Olctide islenebilir dogal kollajen kopikler tizerine odaklan-
mistir. Dokuya 6zgli HDM kaynakli kopukleri Gretmek
icin insan HDM'nin kullanilmasina dair genis 6l¢lide calis-
malar hala yoktur ve hiicrelerinden arindiriimis insan doku-
larinin biyo-iskele Gretiminde ilging bir kaynak olabilecegi
disunulmektedir. HDM'in karmasik mikrogevresi doku
rejenerasyonu icin kritik olan ve dokuya 6zgi canhlik,
yayllma, go¢ etme ve farklilasma gibi genis capta hucresel
davranisa rehberlik edebilir 2%,

PLASTiIK VE REKONSTRUKTIF
CERRAHI iCiN DESELULERIZE
MATRIKSLER

Meme kanseri tedavisinde lumpektomi veya mastektomi
islemleri sonucu olusan yumusak doku kayiplarinin tekrar
es degeri ile doldurulmasi 6nemli bir cerrahi islem duru-
mundadir. Klinik raporlar ve temel arastirmalara gore de
adipoz mezenkimal kok hiicreler yag greftleme isleminde
onemli bir rol oynamaktadir. Hlicresel bilegenler icin mikro-
cevrenin olusturulmasinda HDM'in kullanilmasi ise adipoz
doku tamiri icin 6nemli diger bir islemdir. Plastik cerrahide
kullanilan “benzeriyle degistir” kuralina gore adipoz
dokudan elde edilen HDM biyo-taklit bir iskele olarak
fonksiyon gosterebilir . Bu yuzden, ozellikle yanik veya
kanser tedavilerinde hasarli dokunun rezeksiyonu sonucu
olusan boslugu doldurmasinin yani sira yag dokusunun
dogal seklini alarak yeniden olusumunu kolaylastiran malze-
melerin gelistirilmesi 6nemli bir klinik ihtiya¢ haline
gelmistir. Klinisyenler, lipektomi sonucu elde edilen adipoz
dokunun vicudun farkli bolgelerindeki deri alti bosluk-
lara dogrudan transplantasyonu veya “lipotransfer” olarak
adlandirilan bir yontem ile bu sorunu ¢ézmeye baslamis-
lardir. Son zamanlarda, biyokimyasal ve biyomekaniksel
HDM ipuglarinin (sinyal molekuleri, yapisal proteinler ve
glikozaminoglikanlar) kdk hiicrelerin farklilasmasinda
uyarici bir rol oynadigi gosterilmesine ragmen, yapinin
adipogenezisi nasil indiikledigine dair yeteri kadar aras-
tirma yapitimamistir B%. Bu alanda yapilacak yeni calis-
malarin plastik ve rekonstriiktif cerrahide 6nemli olacagi
dustnilmektedir.

KOK HUCRE FARKLILASMASININ
MOLEKULER DUZEYDE INCELENMESi

Mezenkimal kok hiicrelerin fizyolojik kosullarda osteo-
jenik ya da kondrojenik farklilasmasi hormonlar (paratiroid
hormonu, dstrojen, glukokortikoidler vb.) veya bliylime
faktorleri [kemik morfogenetik proteini (BMP), donistiriicl
biylime faktori—3 (TGF-f) ve fibroblast biylime faktori 2
(FGF2)] tarafindan indlklenir B4, Bununla birlikte osteojenik
farkhlasma, harici bir uyaran (lityum) tarafindan da indiik-
lenebilir B2. Mezenkimal kok hiicrelerin uyariciya bagli
kondrojenik, osteojenik veya adipojenik farklilasmasinin
yonini sinyal molekdilleri belirler. Adipojenez, kondrojenez
ve osteojenez asamalarinda sirasiyla PPAR y2 (peroksizom
proliferator-aktive edici reseptor-y 2), Sox9 (SRY-kutu 9)
ve Runx2 (Runt ilgili transkripsiyon faktort 2) farklilasmayi
baslatan ana transkripsiyon faktorleridir B335, MKH’lerin
farklilasmasinda Wnt/B-katenin sinyal yolaginda bulunan
B-kateninin fosforlanarak yikilmasi ya da sitoplazma
konsantrasyonunun artmasiyla cekirdekte lokalize olmasi
farkllasmanin yonuni belirleyen temel mekanizmadir 5334,
Wnt proteininin alt gruplar hiicre zarinda kendine ait
reseptorlere baglanip hiicre digi sinyalin hiicre igi sin-
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yale donismesini ve hedef gen ifadesinin degismesini
tetikler 3339,

Osteoprogenitor hicrelerin osteoblast ve kondrositlere
dontsimi Wnt/B-katenin sinyal yolaginda B-katenin
molekillniin konsantrasyonuna ve cekirdekte lokalizas-
yonuna bagdli olarak degisir .. Wnt sinyal yoladi Uizerinden
B-katenin’in dulsuk konsantrasyonu kondrositlere, yiiksek
konsantrasyonu ise osteoblastlara farkhlasmayr saglar.
Kondrojenik farklilasma ve kikirdak olusumunu SRY (sex
determining region Y)-box 9 (Sox9); osteojenik farklilasma
ve endokordiyal ossifikasyonunu ise TGF-ailesi Uyesi olan
BMP2 aktive eder B8, Adipojenik farklilasma icin ise PPAR
y2 ifadesi sonucu B-katenin molekdlinin yikici kompleksle
parcalanmasiyla Wnt/B-katenin sinyal yolaginin inaktive
olmasi gereklidir. Osteoblastlarda Wnt/B-katenin sinyal
yolaginda -katenin ifadesinin kaybi osteoblastlarin adipo-
sitlere farklilasmasina neden olur B9. TGF- ailesinin en buyuk
alt grubunu BMP olusturmaktadir %, Osteoprogenitor
hicrelerin osteoblast farklilasmasi sirasinda BMP-2, BMP-4,
BMP-6 ve BMP-7 ifadelerinin artmasi Runx2'nin de aktivas-
yonunu saglar “041 Kondroosteoprogenitor hiicrelerin
BMP-2'nin immobilize edildigi allimina kapli nano gecirgen
ylizeylerde osteojenik farklilasmaya gitmesi BMP-2'nin
osteoblast farklilasmasindaki ana kontrol noktasi oldu-
gunun gostergesidir “2, BMP-2, heteromerik reseptori
Uzerinden Smad proteinleri aktive ederek Runx2 gen
ifadesini arttirmaktadir 3, Runx2 ise osteoblast farklilas-
masindan sorumlu olan gen bdlgelerinin promotorlerinde
bulunan OSE2 (osteoblast-specific cis-acting element 2)
bolgelerine baglanarak osteoblastlara 6zgi genlerin
ifadesini baslatir “. Ayrica, pre-osteoblastlarin olgun osteo-
blastlara ve osteositlere farklilasmasini bir transkripsiyon
faktort olan Osterix (Osx) duzenler ¥, MKH'lerden osteo-
blastlara farklilasma Runx2, alkalen fosfataz (ALP), Tip |
Kollajen (Col 1), osteopontin (OPN) ve osteokalsin (OC)
gibi genlerinin ifadelerindeki artis ile karakterizedir 4648,
Kondrogenezin erken asamalarinda hiyalironik asit (HA)
ve kondroitin sulfat (CS) kondrojenik bir transkripsiyon
faktort olan Sox9'un ifadesini arttirirken; kollajen tip-I
(fibroblastik isaretci) ifadesinin azalmasina neden olmak-
tadir. Onciil kondrositlerin belirlenmesinde ise Sox9
biyolojik bir isaretci proteini olarak tercih edilmektedir.
Kondrosit farklilasmasinda Sox9 ve B-katenin molekdil-
lerinin fiziksel etkilesimleri sonucu kondrosit farklilasmasi
gerceklesebilecedi gibi osteoprogenitor hiicreler de
olusabilmektedir. Bu noktada farklilasmanin yénini
B-katenin cekirdek lokalizasyonu belirlemektedir. Kondrosit
farklilasmasinda B-katenin cekirdek lokalizasyonu daha
azdir ve kondrosite 6zgii olan CD44, CD151 ylzey isaretgileri
ile agrekan, tip-2 kollajen, tip-4 kollajen gibi kondrositlere
0zgl proteinlerin ifadesi de artar. Sox9 proteininin mikta-
rinin azalmasiyla kondrositlerin proliferatif bélgeden
hipertropik farklilasmasi icin Runx2/3 ifadesinin artmasi
sonucu, -katenin aracili Wnt sinyal yolaginin aktivasyonu
ile #4950 alkalen fosfataz ve kollajen tip-10 (Col X/Col10A1)
ifadesi artmaktadir ©'2, Terminal farklilasmasini tamam-

layan kondrositler apoptoza giderek kikirdak dokusunun
mineralizasyonu ile kemik yapisina donusebilir &3, Kemik
dokusuna farklilasma sonucu kan damarlarinin invazyonu
icin vaskuler endotelyal biyime faktori (VEGF) ve kikirdak
dokunun parcalanmasi icin matriks metallo proteinazlar
salgilanir 5%, Adipojenik farklilasmada ise kondrojenik ve
osteojenik farklilagmanin aksine Wnt sinyal yolagini aktive
eden B-katenin ifadesinin azalmasi s6z konusudur. Onciil
adipositlerde Wnt10b, Wnt10a, ve Wnt6 hiicre ylzeyinde
bulunan Fzd ve LRP sinyal reseptorlerine baglanarak 3-
katenin'in hipometile durumda kalmasini saglayan GSK3p'
y1 inhibe ederek Wnt/B-katenin yolagdi Gzerinden T-hiicre
faktor (TCF) ile WNT hedef genlerinin ifade olmasini saglar 5.
Adipositlerin olgunlasmasinda GSK3f tarafindan aktive
edilen proteozomal kompleksin B-katenin’leri yikmasi
gerekir. Bu islem TNFa'nin hiicre ylzeyindeki TNFa
reseptodriine (TNFR1) ya da WNT5B'nin kendine ait hiicre
reseptoriine baglanmasiyla B-katenin’lerin parcalanmasi
sonucu gerceklesir 9. Preadipoz dokuda MAP kinaz ve
GSK3, bir transkripsiyon faktori olan CCAAT/enhancer-
binding protein 'nin (C/EBP) fosforlanmasi ve C/EBP-f’
nin konformasyonel degisimiyle adipojenezden sorumlu
genlerin PPARy arttirici bolgelerine baglanarak hedef gen-
lerin transkripsiyonunu saglar ®7.. Peroksizom Proliferator
Cevap Elementleri (PPRE) olarak bilinen DNA dizisine ise
transkripte olan PPARy ve C/EBPa ile Retinoid X Reseptor
(RXR) gibi koaktivatorlerin baglanmasi ile adipojenik farkli-
lasmadan sorumlu genlerin ifadesi gerceklesir ¢, Bu
kompleks, adipositlerde ALBP (Adiponectin), FABP4 (Fatty
Acid Transporter), Glut4 (Glukoz Transporter-4), LEP (Leptin)
ve LPL (Lipoprotein Lipaz) genlerinin ifadesini arttirir 8,

SONUC

Doku muhendisligi uygulamalari, organ ve doku
rejenerasyonu/tamirine gereksinim duyan hastalar icin
umut verici bir tedavi yaklasimi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu baglamda son zamanlarda giderek 6nemi artan
hayvansal kaynakli tim doku ve organlarin hiicrelerinden
arindinimasiyla elde edilen HDM Ui¢-boyutlu iskelelerin
terapotik uygulamalarda siklikla kullanilmaya baslandigi
gorilmektedir. Bahsi gecen yaklasimda osteojenik, kondro-
jenik ve adipojenik fenotipler dahil bircok soya farklilasma
yetenedine sahip AKH'ler ex vivo sartlarda deselilerize
edilen doku ve organlar Gzerine ekildikten sonra 6zel
sartlar altinda yeniden farkhlastirilarak ¢cogaltilmakta ve
olusan doku benzeri yeni yapilar transplante edilmektedir.
HDM bilesimine sahip biyolojik iskeleler cogalma ve
farklilasma gibi hiicresel davranislari diizenlerken ayni
zamanda anjiyojenez ve parankimal hucrelerin tutunmasi
icin destek gorevi de gormektedirler. Diger taraftan
deseliilerize matrikslerden farkli yapisal, mekaniksel ve
biyolojik 6zellige sahip hidrojeller uretilebilir. Koruyucu
ve destekleyici fonksiyonlara sahip bu hidrojeller kemik
ve kikirdak doku mihendisligi calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica meme kanseri hastalarinin tedavisi
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icin uygulanan lumpektomi veya mastektomi gibi cerrahi
islemler sonrasinda meydana gelen yumusak doku kayip-
larinin giderilmesinde kok hiicrelerin ve otogreftlerin
kullanilmasini konu alan calismalar kisiye 6zgu tedavi
yaklasimi acisindan ilgi ¢ekicidir. Memeli HDM’lerinin
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri canlida homeostazinin
saglanmasi icin onemlidir ve bu yapilarin klinikte basarili
bir terapotik ajan olarak kullanilmasinin da anahtaridir.
HDM biyo-iskeleleri konu alan rejeneratif tip stratejileri
temel olarak etkili bir deseliilerizasyon, kok hiicrelerin bu
yapilara ekimi, vaskilarizasyon, farklilasmanin gqRT-PCR ile
karakterizasyonu ve hticre/iskele yapisinin transplantasyonu
basamaklarini icermektedir. Bircok hastaligin tedavisinde
kullanilma potansiyeli olan bu yapilarin Uretilmesinde
desellilerizasyon isleminin optimizasyonu kritiktir. Deselu-
lerizasyon fiziksel, kimyasal ve enzimatik islemlerin bir dizi
kombinasyonu ile gerceklestirilir. Yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerini koruyan hticresiz HDM biyo-iskeleler elde etmek
icin ihman kosullarn saglayan protokollerin olusturulmasi
beklenir. Doku veya organlarin deselllerizasyon islemleri
sirasinda takip edilen fiziksel, kimyasal ve enzimatik
yontemler Uretilecek iskelelerin mekaniksel davranis ve
hiicresel cevaplara ev sahipligi yapma gibi bircok énemli
parametresini etkilemektedir. Deselilerizasyon islemi
sirasinda adeziv proteinlerin ve glikozaminoglikanlarin
zarar gormesi iskelenin kendi biyo-aktivitesini ve iskele
Uzerinde hiicre go¢linl yavaslatabilmektedir. Kollajen aginin
kirilmasi ile mekaniksel davranis ve iskelenin kollajen lif
kinematigi degisebilmektedir. Bu durum da iskelelerin
tasima kapasitesini etkilemekte ve hiicrelerin maruz kaldigi
mekanik mikrogevreyi degistirebilmektedir. Deseliilerizas-
yon islemlerine maruz kalan iskelelerin mekaniksel davranisi
ve biyo-aktivitesiyle iliskili diger Gnemli bir faktor ise yapinin
bozulmasidir. Sert kimyasal yontemler, HDM iskelelerin in
vivo kosullarda enzimatik bozulma direncini disirmekte
ve bu da iskelelerin mekaniksel glicinde azalmalara
sebebiyet vermektedir. Rejeneratif tipta kullanilmak tzere
bir dizi onayh desellilerizasyon protokoli ile uretilmis
HDM temelli biyo-iskele mevcuttur. Ozellikle insan
dermisi (Alloderm?®, LifeCell, Corp.), domuz ince barsak alt-
mukozasi (SurgiSIS®, Cook Biotech, Inc.; Restore®, DePuy
Orthopaedics, Inc.), domuz mesane (ACell, Inc.) ve domuz
kalp kapakgiklari (Synergraft®, CryolLife, Inc) goze carpan
onemli ticari UrlUnlerdir. Ayrica yeni deselllerizasyon
protokollerinin gelistirilmesi bu alana yonelik yapilan klinik
calismalar icin anlamli ve 6nemlidir.

Son gelismeler doku mihendisliginin klinik uygulama-
larda genis bir yer tutabilecegini gostermekte ve yakin
gelecekte ise kok hiicre biyolojisi, doku miihendisligi ve
cekirdek transfer teknikleri alanlarindaki buyik ilerlemeler
sayesinde nitelikli rejeneratif tip Urtnlerinin raflarda yer
alabilecegi distinulmektedir.
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