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Oz

Ozellikle son yillarda doku miihendisligi uygulamalar1 icin biyomalzemeler elde etmek amaciyla birgok doku ve organa
hiicresizlestirme yontemi uygulanmisti. Bu calismada, potansiyel bir doku iskelesi olarak hiicresizlestirilmis tavuk derisinin
hazirlanmas1 ve karakterizasyonu ile ilgili kapsamli ve ayrintili incelemeler gergeklestirilmistir. Hiicresizlestirme ajani olarak
kullanilan sodyum deoksikolat farkli zaman araliklarinda dokulara uygulanarak hiicresizlestirme siirecinde en uygun yontemin
bulunabilmesi amactyla DNA miktar tayini, hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasi, mekanik 6zellikler, ekstraseliiler matriksin (ESM)
korunmasi ve hiicre canliligr ile ilgili analizler yapilmistir. Elde edilen sonuglar, hiicresizlestirme siiresinin uzatilmasiin hiicresel
bilesenlerin uzaklastirilmasi ve dokudan uzaklastirilan DNA miktar1 yoniinden avantaj saglarken diger taraftan ESM’nin korunmasi,
mekanik 6zellikler ve hiicre canliligi yoniinden dezavantaja sebep oldugunu géstermistir. Bununla birlikte hiicresizlestirilmis tavuk
derisinin, hiicre tutunmasi, biiyiimesi ve proliferasyonunu destekleyen oOzellikte oldugu gosterilerek hazirlanan malzemenin
biyouyumlu oldugu kanitlanmistir. Sonug¢ olarak, bu ¢alismada hiicresizlestirilmis tavuk derisinin kolayca bulunabilen, ucuz ve
biyouyumlu bir malzeme olarak, 6zellikle deri dokusu miihendisligi olmak tizere doku miihendisligi ile ilgili daha ileri ¢aligmalar i¢in
doku iskelesi hazirlanmas1 amactyla kullanilabilecek uygun bir biyomalzeme oldugu gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: doku miihendisligi, hiicresizlestirme, tavuk derisi, doku iskelesi, biyomalzeme

Characterization of Detergent-based Decellularized Chicken Skin as a
Tissue Scaffold

Abstract

Especially in recent years, decellularization method has been applied to many tissues and organs in order to obtain biomaterials for
tissue engineering applications. In this study, comprehensive and detailed investigations were carried out on preparation and
characterization of decellularized chicken skin as a potential tissue scaffold. Sodium deoxycholate was applied to tissues as a
decellularization agent at different time intervals and analysis were performed on DNA quantitation, removal of cellular components,
mechanical properties, preserving the extracellular matrix (ECM) and cell viability to find the most appropriate method in the process
of decellularization. The results showed that extending the duration of decellularization provides advantages in terms of the removal
of cellular components and the amount of DNA removed from the tissue, on the other hand, it causes disadvantages in terms of
protection of ECM, mechanical properties, and cell viability. However, the prepared material was proven to be biocompatible by
showing that decellularized chicken skin is capable of supporting cell attachment, growth, and proliferation. In conclusion, in this
study, it was shown that decellularized chicken skin is an easily available, inexpensive, and biocompatible material that can be used
for preparation of tissue scaffold for further studies in tissue engineering, especially in skin tissue engineering.

Keywords: tissue engineering, decellularization, chicken skin, tissue scaffold, biomaterial
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1. Giris

Doku miihendisligi, biyouyumlu malzemeleri, hiicreleri,
bliylime faktorleri gibi biyokimyasal sinyal molekiillerini ve
mekanik yiikleme gibi fiziksel faktorleri ve ayrica bu faktorlerin
kombinasyonunu kullanarak doku ve organlarin iiretilmesini
amaglayan bir bilim dalidir (Berthiaume vd., 2011; Langer &
Vacanti, 1993).

Hiicresizlestirme, 6zellikle doku miihendisliginde son yirmi
yilda ¢ok yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir.
Hiicresizlestirmenin  temel amaci, ekstraseliiler —matriks
(ESM)'nin mekanik biitiinliigiinii, yapisal bilesimini ve biyolojik
aktivitesini korurken hiicreleri ve hiicre ¢ekirdegi bilesenlerini
etkili bir sekilde dokudan uzaklastirmaktir (Gilpin & Yang,
2017; Grauss vd., 2003; Liao vd., 2020).

Doku miihendisliginde kas, deri, kikirdak, karaciger, kalp,
kemik, vaskiiler doku, amniyotik membran, perikard, periost,
yag dokusu ve omentum gibi cesitli organ ve dokular
hiicresizlestirilerek doku iskeleleri ve biyomalzemeler olarak
kullanilmistir (Gilbert vd., 2006; Inci vd., 2020; Liao vd., 2020).

Deri, omurgalilarda organizmay1 dis ortama karsi koruyan
en dis tabakadir. Viicuttaki kimyasal, termal ve higrometrik
stireclerin diizenlenmesinde onemli bir iglevi vardir. Kus derisi,
memelilerin derisine kiyasla tiiylerin varligi, kalinliklar1 ve yag
bezlerinin olmamas1 gibi bazi farkliliklar gosterir. Bununla
birlikte, tiim yapisal histolojileri ve morfolojileri memeli
derisine benzerdir. Kuslarda baslica deri katmanlari olan
epidermis ve dermis, bir bazal membran ile birbirinden ayrilir
(Couteaudier & Denesvre, 2014). Tavuk derisi kullaniminin, bol
ve bulunmas: kolay bir malzeme kaynagi olmasi gibi avantajlari
vardir. Ayrica tavuk derisi ucuz bir malzeme oldugundan
biyomalzeme olarak kullanilmasi bir diger avantajdir ancak
literatiirde sadece Mirzarafie ve arkadaslar1 tarafindan
yayinlanan tavuk derisinin hiicresizlestirilmesine iligkin bir
¢aligma bulunabilmistir (Mirzarafie vd., 2014). Bununla birlikte,
yaptiklar1 caligma, dokularin hiicresizlestirildigini gostermek
icin yalnizca DNA miktar tayini ve artik dehidrojenaz aktivitesi
analizlerini icerdigi i¢in biyomalzeme olarak hiicresizlestirilmis
tavuk derisinin kullanimina iliskin ¢ok sinirh bilgi saglamistir.

Bu caligmanin amaci, hiicresizlestirilmis tavuk derisinin
doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in doku iskelesi olarak
hazirlanmasi ve karakterizasyonu ile ilgili incelemeler yaparak
bu konuda bilgi saglamaktir. Hiicresizlestirilmis doku iskelesi
hazirlanmasi sirasinda en uygun yontemin bulunmasi igin
sodyum deoksikolat'm farkli zaman araliklarinda dokulara
uygulanmasiin etkileri karakterizasyon safhasinda hiicresel
bilesenlerin uzaklastirilmasi, DNA 6lgiimii, ESM'nin korunmasi,
hiicre canlilig1 ve mekanik ozellikler gibi ¢esitli parametrelere
gore karsilastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Hiicresizlestirme

Tavuk derileri yerel bir mezbahaneden elde edilmistir.
Dokular, % 1 penisilin/streptomisin (P4333, Sigma-Aldrich)
iceren steril fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (D8537, Sigma-
Aldrich) ile yikanmis ve bunun ardindan, hiicresizlestirme
isleminden once tavuk derileri -20°C'de saklanmistir. Dokularin
hiicresizlestirilmesi, sakrifikasyondan sonra 24 saat iginde
gerceklestirilmigtir.
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Tavuk derilerinin hiicresizlestirilmesinde sodyum
deoksikolat (D6750, Sigma-Aldrich) deterjami hiicresizlestirme
ajan1 olarak kullanilmistir. Hiicresizlestirme asamasinda 3 farkli
grup olusturulmustur. Buna gére dokular, 4°C'de 6 saat (Grup 1),
24 saat (Grup 2) ve 48 saat (Grup 3) % 1 (agirlik/hacim)
konsantrasyondaki sodyum deoksikolat ¢ozeltisi kullanilarak
hiicresizlestirilmistir. Hiicresizlestirme uygulanan her bir grup
icin 4 6rnek kullanilmistir (n: 4).

Hiicresizlestirme ¢6zeltileri her 1 saat, 2 saat ve 3 saatte taze
deterjan ¢ozelti hazirlanarak degistirilmis ve bunun ardindan tim
hiicresizlestirme protokollerinde c¢ozeltiler her 12 saatte bir
degistirilmigtir. Dokularin deterjan c¢ozeltisi ile muamele
edilmesi basamagi bittikten sonra hiicresizlestirilmis tavuk
derileri, dokudaki deterjanin uzaklastirilmas: icin 12 saatlik
yikama dongiileri ile 4°C'de 48 saat steril PBS kullanilarak
yikanmistir. Tiim hiicresizlestirme ve yikama basamaklari, bir
calkalayict kullanilarak 100 rpm'de gergeklestirilmistir. Kontrol
grubu olarak ise herhangi bir hiicresizlestirme islemi
uygulanmamis olan dogal tavuk derileri kullanilmistir (Kontrol
Grubu).

Bundan sonraki deneysel kisimlarin hepsinde her bir grup
icin 4 6rnek kullanilmigtir (n: 4).

2.2. Histolojik Incelemeler

Dogal dokular (Kontrol Grubu) ve hiicresizlestirilmis tavuk
derileri, histolojik degerlendirmeler igin kesitler alinmak iizere
kriyojenik yontemle gomiilmistiir. Bunun igin 6rnekler kriyo-
kaliplara yerlestirilmis ve daha sonra kriyo-gémme malzemesi
olarak kullanilan Optimal Kesme Sicaklig1 Bilesigi (Tissue-Tek,
Sakura) igerisine gOmiilmiistir. Ornekler kriyostat (Leica
CM1950, Leica, Almanya) i¢inde dondurulmus ve dokulardan
10 um kalinliginda kesitler alinmigtur.

Dokunun  genel  morfolojisini  ve  hiicresizlestirme
yontemlerinin  etkinligini belirlemek i¢in Optimal Kesme
Sicakligr Bilesigi (Tissue-Tek, Sakura) ve kriyostat kullanilarak
elde edilen 10 pm kalinligindaki doku kesitlerinin hematoksilen
& eozin (H&E) boyamasi yapilmigtir. Kisaca, kesitler PBS ile
yikanmis ve hematoksilin (HHS32, Sigma-Aldrich) ile
boyanmistir. Bir sonraki adimda o6rnekler musluk suyu ile
yikanmig ve ardindan numuneler sirasiyla % 70 ve % 95 etanol
ile muamele edilerek dokulardaki su uzaklastirilmistir. Daha
sonra dokular % 0.25 eozin ¢ozeltisi (HT110132, Sigma-
Aldrich) kullanilarak boyanmistir. Sonraki adimda ise sirasiyla
% 70, % 95 ve % 100 etanol kullanilarak Orneklerdeki su
uzaklagtirilmisti. Numunelere ksilen (534056, Sigma-Aldrich)
ile muamele edilmis ve ardindan Permount (SP15, Fisher
Scientific) ile lameller kapatilmistir.

Dokulardaki  glikozaminoglikan (GAG) yogunlugunu
incelemek i¢in bir baska ¢alismada bahsedildigi gibi toluidin
mavisi (89640, Sigma-Aldrich) ile boyama yapilmistir (Estes
vd., 2010). Kisaca, Optimal Kesme Sicaklig1 Bilesigi (Tissue-
Tek, Sakura) ve kriyostat kullanilarak elde edilen 10 pm
kalinligindaki numuneler PBS ile yikanmis ve ardindan % 0.25
(agirlik/hacim) konsantrasyondaki toluidin mavisi ¢dzeltisi
kullanilarak doku kesitleri boyanmistir. Ornekler distile su ile
yikanmis ve sirasiyla % 95 ve % 100 etanol ile dokulardaki su
uzaklagtirilmisti. Numunelere ksilen (534056, Sigma-Aldrich)
uygulanmasindan sonra Permount (SP15, Fisher Scientific) ile
lameller kapatilmstir.
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2.3. DAPI Analizi

Hiicresizlestirme etkinliginin ve dokulardaki kalintt DNA
varhigimin  degerlendirilmesi i¢in 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) (D9542, Sigma-Aldrich) boyamasi yapilmisti. DAPI
stok ¢ozeltisi (1 mg/ml) hazirlanmis ve metanol ile seyreltme
yapilarak DAPI c¢aligma ¢ozeltisi (1 pg/ml) elde edilmistir.
Optimal Kesme Sicakligi Bilesigi (Tissue-Tek, Sakura) ve
kriyostat kullanilarak 10 pm kalinliginda kesit alinarak
hazirlanan ornekler, 25 mm x 25 mm boyutlarindaki lamlara
(72250-01, Electron Microscopy Sciences) aktarilmistir. Lam
iizerindeki 6rnekler, 6 kuyucuklu plakaya aktarilmis ve ardindan
DAPI calisma ¢ozeltisi kullanilarak yikanmustir. Daha sonra
numunelerin iizerini kapatacak kadar DAPI g¢alisma ¢ozeltisi
kullanilmis ve 37°C'de 15 dakika inkiibasyon yapilmistir. DAPI
¢oOzeltisinin uzaklagtirilmasindan sonra orneklere metanol ile
muamele edilmistir. 6 kuyucuklu plakalarin kuyucuklarinda
bulunan ve  lzerlerinde numuneler bulunan lamlar
kuyucuklardan ¢ikarildiktan sonra O&rnekler bir floresan
mikroskobu (Zeiss Axio Scope Al, Zeiss, Almanya) kullanilarak
488 nm emisyon ve 340 nm eksitasyonda analiz edilmistir.

2.4. DNA Miktar Tayini

Bu c¢alisma basamaginda, numunelerin DNA igerigi,
floresan test iceren bir DNA miktar tayini kiti ile 6l¢iilmiistiir.
Hiicresizlestirme islemlerinden sonra, 6rnekler PBS ile yikanmis
ve Proteinaz K (0.1 mg/ml) (P6556, Sigma-Aldrich) igeren
sindirme tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris (10812846001, Sigma-
Aldrich), % 0.1 Triton X-100 (X-100, Sigma-Aldrich) ve 1 mM
etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (ED, Sigma-Aldrich)) ile
muamele edilerek 50°C'de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Stipernatanlar elde edilerek 10 kat seyreltilmistir. Dokularin
DNA igerigini analiz etmek igin floresan test igeren DNA miktar
tayini Kkiti (DNAQF, Sigma-Aldrich) kullamlmistir. Kitte
bulunan floresan bir boya olan BisBenzimide Hoechst 33258,
¢ift sarmalli DNA'ya baglanabildiginden dolay1 floresan analizi
yapmak i¢in kullanilmistir. Kisaca, 100 pg/ml ve 10 pg/ml DNA
stok c¢ozeltileri hazirlanmig ve daha sonra stok ¢ozeltiler
kullanilarak 0.1-100 ng/ul konsantrasyon araliginda standart
¢ozeltiler hazirlanmisti. Bir sonraki adimda, bisBenzimide
Hoechst 33258 ¢ozeltisi her bir Ornekle karistirilmis ve
karigimlar 96 kuyucuklu bir plakaya aktarilmistir. Daha sonra 96
kuyucuklu plaka, 360 nm'de eksitasyona ve 460 nm'de emisyona
ayarlanmis bir floresan plaka okuyucusunda (Agilent Cary
Eclipse, Agilent, A.B.D.) okunmugtur.

2.5. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltirii  ¢alismalarinda, MRC-5 insan fibroblast
hiicreleri (ATCC-CCL-171, The American Type Culture
Collection) kullanilmugtir. Hiicreler, % 1 penisilin-streptomisin
(P4333, Sigma-Aldrich), % 1 L-glutamin (59202C, Sigma-
Aldrich) ve % 10 fetal sigir serumu (FBS) (F0804, Sigma-
Aldrich) igeren Dulbecco Modifiye Eagle ortamn (DMEM)
(D5671, Sigma-Aldrich) kullanilarak hiicre kiiltiir ortaminda
¢ogaltilmigti. MRC-5 hiicre hatti % 95 nem ve % 5 CO2
kosullarinda 37°C'de inkiibe edilmistir. Her 2-3 giinde bir hiicre
kiiltiirii ortam1 degistirilmistir. Cogalan hiicrelerin bagka hiicre
kiiltiir kaplarina pasajlanmasi igin % 0.25 tripsin ve | mM EDTA
(SM-2003, Sigma-Aldrich) kullanilmistir.
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2.6. Hiicre Canlihg:
Hiicresizlestirilmis  dokularin  sitotoksisitesi,  3-(4,5-
dimetiltiyazolil-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir =~ (MTT)

(475989, Sigma-Aldrich) yontemi kullanilarak belirlenmistir. ilk
olarak numuneler 1 mm kalinliginda ve 6 mm ¢apinda kesilmis,
ardindan % 70 etanol ¢6zeltisinde 30 dakika bekletilerek steril
edilmis, steril PBS ile ii¢ kez yikanmis ve 96 kuyucuklu plakaya
yerlestirilmistir (Odabas vd., 2013). % 1 penisilin-streptomisin
(P4333, Sigma-Aldrich), % 1 L-glutamin (59202C, Sigma-
Aldrich) ve % 10 FBS (F0804, Sigma-Aldrich) ile takviye
edilmis fenol kirmizisi igermeyen DMEM (R7509, Sigma-
Aldrich) kiiltiir ortaminda 10* adet MRC-5 fibroblast hiicresi bos
kuyucuklara ve hiicresizlestirilmis numunelerin  {izerine
ekilmistir. 24 saat ve 48 saat inkiibasyondan sonra kiiltiir ortam
uzaklastirilmis ve hiicre canliligini analiz etmek i¢in her bir
kuyucuga steril 50 pl MTT ¢ozeltisi (1 mg/ml) i¢eren taze kiiltiir
ortami (fenol kirmizisi igermeyen DMEM) aktarilmistir (Ark
vd.,, 2017). MTT igeren hiicre Kkiltir ortamu 3 saat
inkiibasyondan sonra kuyucuklardan uzaklastirilmis ve ardindan
formazan kristallerinin ¢dztilmesi i¢in her bir kuyucuga 160 pul
dimetil siilfoksit ilave edilmistir. Absorbans degerleri bir mikro
plaka okuyucu (Biotek Epoch, Biotek, A.B.D.) kullanilarak 570
nm'de Ol¢lilmiistir. Bos kuyucuklara ekilen hiicrelerin hiicre
canliligt degerleri kontrol grubu olarak alinmig ve kontrol
grubunun absorbans degeri % 100 hiicre canlilig1 olarak kabul
edilmistir.  Hiicresizlestirilmis  6rneklerin  hiicre  canlilig
degerleri, kontrol grubu ile karsilastirilarak belirlenmistir.

2.7. Mekanik Test

Hiicresizlestirilmis ve kontrol numunelerinin ¢ekme testi,
dikdortgen sekilli numuneler kullanilarak yapilmistir. Bu
amagcla; genislik, kalinlik ve uzunluk &lgiileri sirasiyla 5 mm (+
0,06 mm), I mm (+ 0,05 mm) ve 30 mm (£ 0,09 mm)
boyutlarinda dikdoértgen sekilli ornekler hazirlanmigtir. Daha
sonra dokulara, 100 N yiik hiicreli mekanik test makinesi
(Shimadzu AG-IS, Shimadzu, Japonya) kullanilarak ¢ekme testi
uygulanmistir. Numunelere 5 mm/dakika hizinda tek eksenli
¢ekme kuvveti uygulanmig ve elastik modilii belirlemek
amactyla kuvvet-uzama verileri elde edilmistir. Gerilme-uzama
egrisinin dogrusal olan kisminin egimi, drneklerin elastik modiil
degerleri olarak alimuisgtir.

2.8. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Hiicresizlestirilmis dokularin morfolojisini analiz etmek igin
SEM kullanilmigtir. Hiicresizlestirilmis Ornekler, bir gece
boyunca bir liyofilizatér (Christ Alpha 1-4 LD Plus, Christ,
Almanya) kullanilarak liyofilize edilmistir. Bunun ardindan,
liyofilize edilmis doku ornekleri, altin/paladyum (40/60) ile
kaplanmig ve bir SEM (Zeiss Sigma 300, Zeiss, Almanya)
kullanilarak 5 kV'de analiz edilmistir.

2.9. istatistiksel analiz

DNA miktar tayini, mekanik test ve hiicre canlilig1
sonuglarinda istatistiksel olarak ikili karsilastirmalar yapmak
icin  Mann-Whitney  testi  kullanilmistir. ~ Bahsedilen
basamaklardaki ¢aligmalardan elde edilen veriler, iki uglu olarak
degerlendirilmis ve p <0.05 oldugunda p degeri anlamli kabul
edilmistir. Tiim veriler, art1 veya eksi standart sapma ile ortalama
degerler olarak gosterilmistir. Istatistiksel analizler, IBM SPSS
Statistics version 25 istatistik programi kullanilarak yapilmistir.
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3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Hiicresizlestirme

Dogal tavuk derisinin ve hiicresizlestirilmis dokularin
makroskopik goriintiileri Sekil 1'de gosterilmistir.

Sekil 1. Kontrol grubu (4), Grup 1 (B), Grup 2 (C) ve Grup
3 (D)’e ait makroskobik gériintiiler. Olgek ¢ubuklart 1 cm'yi
gostermektedir.

Gorlntiiler, hiicresizlestirme islemi daha uzun siireler
boyunca devam ettirildiginde, numunelerin renklerinin daha
beyaz hale geldigini ve soluklastigini  gostermistir.
Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis dokulara turuncu-agik
kahverengi renk veren hiicrelerin ve hiicresel bilesenlerin Grup
1’deki orneklere ait Sekil 1B'deki goriintiilerde dokuda kaldig:
gozlenmigtir. Bununla birlikte, hiicresel bilesenlerin 24 ve 48
saatlik  hiicresizlestirme islemlerinden sonra  basariyla
uzaklastirildigi elde edilen makroskobik goriintiilerle ortaya
¢ikartlmugtir (Sekil 1C ve Sekil 1D).

3.2. Histolojik Incelemeler

H&E boyama, hiicresizlestirme metotlarinin etkinligini ve
hiicresizlestirilmis orneklerin morfolojisini belirlemek igin
yapilmisgtir.

Sekil 2A'da hiicre ¢ekirdeklerinin dogal tavuk derisinde
acikca goriildiigi, kollajen liflerinin ve ESM'nin kirmizi renkle
gozlenebildigi  ortaya  ¢ikarilmistir.  Bununla  birlikte,
hiicresizlestirilmis tavuk derilerinde 6 saat, 24 saat ve 48 saat
hiicresizlestirme islemlerinden sonra hiicrelerin dokulardan
tamamen uzaklastirildigi gozlenmistir (Sekil 2B, Sekil 2C ve
Sekil 2D). Ayrica, 48 saatlik hiicresizlestirmeden sonra, Sekil
2D'de dokularin renginin ¢ok daha agik hale geldigi goriilmiis
olup bu durum ozellikle kollajen lifler olmak iizere ESM kayb1
oldugunu gostermistir.
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Sekil 2. Kontrol grubu (4), Grup 1 (B), Grup 2 (C) ve Grup
3 (D)’e ait H&E boyama gértintiileri. Olgek ¢ubugu 50 um'yi
gostermektedir. Goriintiiler 100X biiyiitme ile alinmistir.

Dogal tavuk derisi ve hiicresizlestirilmis deri 6rneklerinde
GAG yogunlugunu incelemek i¢in toluidin mavisi ile boyama
yapilmustir.

Sekil 3. Kontrol grubu (A), Grup 1 (B), Grup 2 (C) ve Grup
3 (D)’e ait Toluidin mavisi boyama goriintiileri. Ol¢ek cubugu
50 um'yi goéstermektedir. Goriintiiler 100X biiyiitme ile alinmustr.

Sekil 3A'da, dogal tavuk derisindeki hiicre ¢ekirdeklerinin
koyu mavi ile boyandigi gdzlenmistir. Ote yandan,
hiicresizlestirilmis orneklerin goriintiilerinde hiicre
bulunamamigtir (Sekil 3B, Sekil 3C ve Sekil 3D). Bu
gorintiilerle, hiicresizlestirme islemleri sirasinda hiicrelerin
dokulardan uzaklastirildigi gosterilmistir. Ayrica, toluidin mavisi
boyama goriintiilerinden, hiicresizlestirme siiresi arttikga mavi
rengin daha agik hale geldigi ve bu nedenle drneklerdeki GAG
miktarlarinin azaldig1 ortaya ¢ikarilmistir.

H&E boyama goriintiileriyle gosterildigi gibi (Sekil 2),
hiicreler ve hiicresel bilesenler 6 saat, 24 saat ve 48 saat sonra
hiicresizlestirilmis numunelerden basariyla uzaklagtirilmustir.
Ayrica, toluidin mavisi ile yapilan boyama sonuglari
incelendiginde, numunelerde GAG yogunlugunun azalmasinin
bir gdstergesi olarak hiicresizlestirme siiresi arttitkga mavi rengin
daha acik hale geldigi gosterilmistir (Sekil 3). Tavassoli ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, sigir eklem kikirdaginin
hiicresizlestirilmesi i¢in 1, 4 ve 8 saat siireyle hiicresizlestirme
ajani olarak % 2.5 konsantrasyonda sodyum dodesil siilfat (SDS)
¢ozeltisi uygulanmis ve hiicresizlestirme siiresi arttirildikca
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dokularn  GAG igeriklerinin azaldig1
(Tavassoli vd., 2015).

3.3. DAPI Analizi

DAPI boyamasi, hiicresizlestirme yontemleri uygulanmis
dokular tizerinde hiicresizlestirme etkinligini analiz etmek igin
yapilmistir.

ortaya ¢ikarilmigtir

Sekil 4. Kontrol grubu (4), Grup 1 (B), Grup 2 (C) ve Grup
3 (D) ’e ait DAPI boyama goriintiileri. Gériintiiler 40X biiyiitme
ile alinmigtir.

Sekil 4A'da, dogal tavuk derisinde hiicre ¢ekirdekleri oldugu
gosterilmistir. Ayrica, Grup 1'e ait sonuglar gosteren Sekil 4B'de
6 saat sonra hiicresizlestirilmis numunelerde birkag hiicre
cekirdegi oldugu ortaya cikmisti. Bununla birlikte, 24 saat
(Sekil 4C) ve 48 saat (Sekil 4D) siiresince hiicresizlestirilmis
orneklerden elde edilen sonuglar bu dokularda hicbir DNA
kalintist olmadigini gostermistir. Alshaikh ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada (Alshaikh vd., 2019) 10 saat boyunca % 0.5
konsantrasyonda sodyum deoksikolat ile hiicresizlestirilen fare
ovaryumunda DAPI boyamasi sonucunda DNA kalintilari
gozlenmedigi bildirilmistir. Bahsi gecen caligmada elde edilen
DAPI boyama sonuglart ile sunulan ¢alismada elde edilen DAPI
boyama sonuglarinin birbiriyle tutarli oldugu ortaya ¢ikmustir.

3.4. DNA Miktar Tayini

Ormeklerin DNA icerikleri Sekil 5'te gosterilmistir.
Hiicresizlestirilmis tiim dokularin, kontrol grubu olan dogal
tavuk derisine (52.5 £ 2.1 ng/ul) kiyasla anlamli 6lgiide daha
diisik DNA miktarlarina sahip olduklari elde edilen sonuglarla
ortaya cikarilmistir (p <0.05). 6 saat boyunca hiicresizlestirme
islemi uygulanan Grup 1’den (10.5 £ 1.1 ng/ul) elde edilen
sonuglar, 24 saat (3.7 = 0.5 ng/ul) ve 48 saat (1.9 = 0.8 ng/pl)
stiresince  hiicresizlestirme yapilan dokulardaki veriler ile
karsilastirildiginda Grup 1°deki orneklerin Grup 2 ve Grup
3’teki numunelere goére anlamli olarak daha yiiksek DNA
icerigine sahip oldugu gosterilmistir (p <0.05). Buna ek olarak,
DNA miktar tayini sonuclar1 sayesinde, Grup 2'min, Grup 3 ile
karsilagtirildiginda 6nemli Olciide daha fazla DNA igerigine
sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (p <0.05). Bu sonugclar 15181nda,
Grup 3’teki dokularin en diisik DNA igerigine sahip oldugu
bulunmustur.

48 saat boyunca hiicresizlestirilmis Orneklerin en diisiik
DNA igeriklerine sahip olmasi nedeniyle, DNA miktar tayini
verilerinin  histolojik analiz sonuglartyla tutarli oldugu
gosterilmistir (Sekil 5).

e-ISSN: 2148-2683

80

70

60

2
E)
£ 50 H Kontrol grubu
E 40 ™ Grup 1
&
= Grup 2
;30 Grup 3
=) 20

10

z
0 I
Sekil 5. Dogal tavuk derisi (kontrol grubu) ve

hiicresizlestirme islemleri uygulanmis dokulardaki DNA miktar
tayini  ¢alismasimin  sonuglar Grup 3 ile
karsilastirildiginda anlamly fark vardir p <0.05; #+, Grup 2 ile
karsilastirildiginda anlaml fark vardir p <0.05; * Grup 1 ile
karsilastirildiginda anlaml fark vardwr p <0.05).

(%%,

Ayrica, DNA miktar tayini calismasinda, 6 saat siireyle
hiicresizlestirilmis dokularin (Grup 1), 24 saat ve 48 saat siireyle
hiicresizlestirme islemleri uygulanan orneklere kiyasla daha
yiiksek miktarlarda DNA'ya sahip oldugu ortaya c¢ikarilmistir.
Bu nedenle, bu sonuglar DAPI boyama sonuglarini
desteklemektedir ¢linkii 6 saat silireyle hiicresizlestirilmis
dokularin DAPI boyama goriintiilerinde bazi hiicrelere ait hiicre
cekirdekleri gozlenmistir (Sekil 4B). Mirzarafie ve arkadaslari,
tavugun tendon, deri ve kaslarii hiicresizlestirmek i¢in SDS ve
Triton X-100 deterjanlarinm1 kullanmustir. Fakat ¢alismalari sinirh
bilgi saglamustir ¢iinkii hiicresizlestirme basamagindan sonra
dokulardaki hiicrelerin uzaklastirilmasini  gostermek  igin
yalnizca DNA miktar tayini ve MTT testi yapmuslardir
(Mirzarafie vd., 2014). S6z konusu ¢alismada, hiicresizlestirme
islemlerinden sonra DNA igeriginin neredeyse % 94'{iniin
dokulardan uzaklastirildigr rapor edilmis olup bu bulgularin,
sunulan ¢alismanin DNA igerigi verilerini destekledigi
goriilmektedir. Mirzarafie ve arkadaslarinin yaptigi caligmaya
kiyasla, sunulan bu ¢alismanin hiicresizlestirilmis tavuk derisinin
doku mihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi olarak
kullanilmas1 amaciyla hiicresizlestirilmis tavuk derisinin
hazirlanmasi ve karakterizasyonu hakkinda daha kapsamli ve
ayrmtil bilgiler sagladiginin vurgulanmasi gerekmektedir ¢iinkii
Mirzarafie ve arkadaslarinin yaptiklari calisma sadece DNA
Ol¢imii ile smirlidir. Baska bir ¢alismada, hiicresizlestirilmis
perikardin DNA igeriginin 20 ng/mg DNA oldugu, ancak dogal
perikardin DNA miktarinin yaklasik 2150 ng/mg oldugu ortaya
cikarilmigtir (Rajabi-Zeleti vd., 2014). Ayrica, yapilan bir baska
calismada 24 saat boyunca % 1 SDS ve niikleaz ¢ozeltileri
kullanilarak hiicresizlestirme islemi ile insan perikardindaki
DNA'nin yaklasitk % 99'unun uzaklagtirildigi gosterilmigtir
(Jalili-Firoozinezhad vd., 2016). Bahsedilen c¢alismalarin DNA
miktar analizi degerlerinin, sunulan c¢alismanin DNA miktar
tayini sonuglari ile tutarli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

3.5. Hiicre Canhihg:

Calismanin bu basamaginda, hiicresizlestirilmis dokularin
iizerine ekilen hiicrelerdeki hiicre canlilig1 seviyeleri 24 ve 48
saatlik siireler sonunda MTT testi ile belirlenmistir. Hiicre
kiiltiirti plakast kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Numunelerin
24 ve 48 saat sonundaki MTT analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 6
ve Sekil 7'de gosterilmistir.

1014



European Journal of Science and Technology

110 **
*
100
90

-
R 80

o 70

g 60 u Kontrol grubu
Y 50 mGrup 1

e

U 40 ¥ Grup 2

3

T 3 Grup 3

20
10

]

24 saat

Sekil 6. Kontrol grubunun ve hiicresizlestirme islemleri
uygulanmis numunelerin 24 saatlik hiicre canlhiligi sonuglari
(#+% Grup 3 ile karsilastirldiginda anlamh fark vardr p <0.05;
** Grup 2 ile karsitlastirildiginda anlaml fark vardir p <0.05;
* Grup 1 ile karsiastirildiginda anlamli fark vardir p <0.05).

Sekil 6'da hiicresizlestirilmis tiim dokulardaki 24 saatlik
hiicre canliligi sonuglarinin, kontrol grubuna (hiicre kiiltiirii
plakasi) gore anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (p
<0.05). Grup 1'deki orneklere ekilen hiicrelerin 24 saatlik hiicre
canliligi degerleri (% 87.1 + 0.8), 24 saat (Grup 2) ve 48 saat
(Grup 3) siiresince hiicresizlestirme islemine ugrayan dokular
tizerinde ¢ogaltilan hiicrelerin hiicre canliligi seviyelerine gore
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p <0.05). Ayrica, Grup
2'deki 24 saatlik hiicre canliligi diizeyi (% 80.0 + 0.1), Grup
3’teki 24 saatlik hiicre canliligi degerleri (% 76.8 = 0.5) ile
karsilastirildiginda, Grup 2'deki hiicre canlilig1 seviyesinin Grup
3’e gore anlamli olarak daha yiiksek c¢iktigi gosterilmistir (p
<0.05).
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Sekil 7. Kontrol grubunun ve hiicresizlestirme iglemleri
uygulanmis numunelerin 48 saatlik hiicre canlhiligi sonuglari
(##% Grup 3 ile karsilastirldiginda anlaml fark vardr p <0.05;
** Grup 2 ile karsilastirildiginda anlaml fark vardwr p <0.05;
* Grup 1 ile karsilastirildiginda anlamh fark vardwr p <0.05).

48 saatlik hiicre canliligi analizi sonuglarinda (Sekil 7),
kontrol grubundaki (hiicre kiiltiirii plakasi) hiicrelerin hiicre
canlilig1 seviyelerinin, hiicresizlestirme islemine tabi tutulan tim
orneklerden anlamli 6lclide daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Grup 1'deki dokular iizerinde ¢ogaltilan hiicrelerin 48 saatlik
hiicre canlilik seviyelerinin (% 97.2 £ 1.1), 24 saat (Grup 2) ve
48 saat (Grup 3) siireyle hiicresizlestirme islemi uygulanan
orneklerdeki 48 saatlik hiicre canlilig1 seviyelerine gore anlamli
olarak daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikarilmistir (p <0.05). Diger
taraftan, Grup 2'ye ait 48 saatlik hiicre canlilig1 verilerinin (%
89.5 + 2.0), Grup 3’e gore (% 81.8 + 2.6) anlaml olarak daha
fazla oldugu gosterilmistir (p <0.05).
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Hiicresizlestirilmis  tavuk derilerinin  hiicre  canlilig
calismalar1 sonucunda, hazirlanan dokularin bir doku iskelesi
olarak kabul edilebilir diizeyde hiicre canliligini destekledikleri
bulunmustur ¢iinkii 48 saat sonundaki MTT degerlerine gore
hiicresizlestirilmis dokular icerisinde en yiiksek hiicre canliligi
degerine sahip grup olan Grup 1'de bu degerin yaklasik % 97 ve
en diisik grup olan Grup 3’te yaklasik % 81 seviyelerinde
oldugu gosterilmistir. 48 saatlik MTT verilerine gore (Sekil 7), 6
saat siiresince hiicresizlestirilmis numunelerin 24 saat ve 48 saat
boyunca sodyum deoksikolat ile muamele edilen numunelere
gore daha yiiksek hiicre canlilifl gosterdigi ortaya cikarilmigtir.
Ayrica, hiicresizlestirme siireci daha uzun silire devam
ettirildiginde hiicre canliligir degerlerinin azaldigi elde edilen
bulgulardan agik¢a goriilmektedir ¢linkii en diisiik hiicre canlilig:
verileri Grup 3'ten elde edilmistir. Dokularin hiicresizlestirme
ajanlar1 ile daha uzun siireler maruz birakilmalar1 ile GAG ve
ESM proteinlerinin kaybedilmesi, MTT sonuglart igin bir
aciklama  olabilir  ¢ilinkii  daha  uzun  periyotlarda
hiicresizlestirilmis dokularin iizerine ekilen hiicrelerin baglanma
bolgeleri bulmalart daha zor olabilir. Fare ovaryumunun
hiicresizlestirilerek  doku  iskelesi olarak  kullanilmasini
amaglayan bir c¢alismada hiicresizlestirme ajanlar1 olarak
sodyum deoksikolat, SDS ve Triton X-100 kullanilarak bunlarin
doku tizerindeki etkileri karsilastirilmistir (Alshaikh vd., 2019).
Buna gore hiicresizlestirme siirecinde SDS uygulanmasinin doku
biitiinliigi ve ESM iizerinde olumsuz etkileri oldugu
gosterilirken sodyum deoksikolat kullanilmasinin doku yapisini
daha iyi korudugu bildirilmistir. Diger taraftan, Triton X-100
kullanimimin fare ovaryumunun hiicresizlestirilmesinde etkili
olmadig1 rapor edilmistir. Literatiirdeki bu ¢alisma, sunulan
calismada sodyum deoksikolat kullanilmasini destekleyici yonde
sonuglar sunmustur.

3.6. Mekanik Test

Orneklerin elastik modiilii degerleri, 6 saat, 24 saat ve 48
saat boyunca hiicresizlestirilmis dokulara uygulanan ¢ekme testi
sonuglariyla belirlenmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Kontrol grubunun ve hiicresizlestirme iglemleri
uygulanmis numunelerin elastik modiilii degerleri (++*, Grup 3
ile karsilastinldiginda anlamly fark vardir p <0.05; *x, Grup 2
ile karsulastirildiginda anlaml fark vardwr p <0.05; * Grup 1 ile
karsilastirildiginda anlamh fark vardwr p <0.05).

Mekanik analiz sonuglar1 incelendiginde, kontrol grubu olan
dogal tavuk derisinin (9.34 = 0.1 MPa) hiicresizlestirilmis tim
dokulara gore anlamli seviyede daha yiiksek elastik modiiliine
sahip oldugu gosterilmistir (p <0.05). Grup 1'deki numunelerin
(4.56 = 0.2 MPa), 24 saat (Grup 2) ve 48 saat (Grup 3) siiresince
hiicresizlestirilmis 6rneklere kiyasla anlamli 6l¢iide daha yiiksek
elastik modiilii gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (p <0.05). Ayrica
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Grup 2’ye ait elastik modiili verileri (2.2 = 0.1 MPa), Grup
3’teki elastik modiili degerleri (1.0 = 0.1 MPa) ile
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur (p <0.05). Mekanik test sonuglarina gore,
Grup 3’lin en diisiik elastik modiilii degerlerine sahip oldugu
gosterilmistir.

Mekanik test sonuglarina gore, hiicresizlestirme sirasinda
numunelerin  elastik modiillerinin  azaldig1  gosterilmistir.
Mekanik testler analiz edildiginde, dogal tavuk derisinin,
hiicresizlestirilmis tim dokularla karsilastirildiginda 6nemli
Olciide daha yiiksek elastik modiiliine sahip oldugu ortaya
cikarilmigtir ~ (Sekil ~ 8).  Elastik  modiiliin  azalmasi,
hiicresizlestirme sirasinda ESM'deki GAG ve proteinlerin kaybi
ile aciklanabilir. Evans ve arkadaglari, hiicresizlestirilmis
karaciger ve dogal karaciger dokusunun elastik modiilii
degerlerinin sirastyla 1.18 kPa ve 10.5 kPa oldugunu bildirmistir
(Evans vd., 2013). Buna ¢k olarak, Vishwakarma ve arkadaglar
4  saatlik hiicresizlestirmeden sonra hiicresizlestirilmis
meninkslerin gerilme mukavemetinin (yaklasik 2.8 MPa), dogal
meninkslerin gerilme mukavemetinden (yaklasik 4.8 MPa)
o6nemli 6lglide daha diisiik oldugunu gostermistir (Vishwakarma
vd., 2018). Bu c¢aligmalarin sonuglarinin, sunulan g¢alismanin
mekanik test verileri ile uyumlu oldugu aciktir. Sunulan
caligmada, hiicresizlestirilmis tavuk derisi 6rneklerine ait elde
edilen mekanik sonuglar umut verici olarak goriilmektedir. Bu
sebeple, bu malzemenin deri hasarlarinin onarilmasinda bir
biyomalzeme  olarak  kullanilma  potansiyeli  oldugu
diigtiniilmektedir.

3.7. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Hiicresizlestirilmig orneklerin SEM goriintiileri Sekil 9'da
gosterilmistir.

Sekil 9. 24 saat boyunca hiicresizlestirme iglemi uygulanmig
tavuk derisinin 100X biiyiitmeli (A), 500X biiyiitmeli (B) ve
1000X biiyiitmeli (C) SEM goriintiileri.

Hiicresizlestirme iglemi sirasinda hiicrelerin uzaklastirilmig
oldugu bu goriintiilerle dogrulanmistir. SEM goriintiileri ile
hiicresizlestirilmis dokularin fiber organizasyonu ve yapilari
gosterilmigtir. Ayrica bu goriintiilerle, dokularin ESM yapilar1 ve
fiberler aras1 bosluklar1 ortaya ¢ikarilmistir. Sodyum deoksikolat
ile hiicresizlestirilmis dokulardaki fiber yapilarinin ve genel
morfolojilerinin iyi bir sekilde korundugu bulunmustur. Sun ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada tavsan trakesi % 4 sodyum
deoksikolat kullanilarak 4 saat siiresince 6 tekrar veya 7 tekrar
olacak  sekilde toplamda 24 saat veya 28 saat
hiicresizlestirildiginde, elde edilen SEM goriintiileriyle trake

e-ISSN: 2148-2683

dokusunun yapisinin biiyiilk oranda korundugu gosterilmistir
(Sun vd., 2015). Bu sonu¢ ile sunulan c¢aligmadaki SEM
goriintiilerinden elde edilen sonuglarin birbiriyle tutarli oldugu
goriilmiistiir.

4. Sonuc¢

Bu calismada  hiicresizlestirilmis  tavuk  derisinin
hazirlanmas1 ve karakterizasyonu detayli ve kapsamli bir sekilde
yapilmugtir. Sodyum deoksikolat uygulanmasinin

hiicresizlestirme siirecinde doku yapist ve morfolojisini genel
olarak koruyarak hiicreleri ve hiicresel bilesenleri dokudan etkili
bir sekilde uzaklastirdig1 ortaya ¢ikarilmistir. Hiicresizlestirilmis
tavuk derisinin, hiicre tutunmasi, biiylimesi ve proliferasyonunu
destekleyen 6zellikte oldugu gosterilerek hazirlanan malzemenin
biyouyumlu oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak, bu ¢aligmadan
elde edilen verilerle kolayca bulunabilen, ucuz ve biyouyumlu
bir malzeme olan hiicresizlestirilmis tavuk derisinin, 6zellikle
deri dokusu miihendisligi olmak {izere doku miihendisligi ile
ilgili daha ileri caligmalar i¢in doku iskelesi hazirlanmasi
amaciyla kullanilabilecek uygun bir biyomalzeme oldugu
gosterilmistir.
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